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核酸交联剂在食源致病菌活菌检测中应用的 

研究进展 

黄楚楚, 张志鸿, 余  双, 孙马钰, 魏  华, 许恒毅* 

(南昌大学食品科学与技术国家重点实验室, 南昌  330047) 

摘  要: 近年来, 由食源致病菌引起的食品安全问题越来越受到人们的重视, 如何快速准确检测食品中是否存

在食源致病菌是食品安全研究的热点问题。基于 PCR检测食源致病菌的方法因快速且特异性强而被广泛应用, 

然而普通的 PCR检测方法难以消除死菌残留 DNA导致的假阳性结果, 因而无法对致病菌进行准确检测。核酸

交联剂是一种含有两个或两个以上烷基化官能团的烷基化试剂, 目前, 在食源致病菌检测中应用的核酸交联

剂主要为 EMA和 PMA。核酸交联剂通过一定方式的诱导可选择性的透过死菌的细胞膜并与 DNA产生共价交

联, 从而强有力的抑制死菌 DNA的 PCR扩增, 达到鉴别死菌和活菌的效果。本文就核酸交联剂在食源致病菌

活菌检测中应用的研究进展进行了综述, 以期能为相关研究者开发食源致病菌活菌检测方法提供参考。 
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ABSTRACT: In recent years, food safety issues cause more and more people's attention by foodborne 

pathogens, and how to quickly and accurately detect the foodborne pathogens in food is a hot issue in food 

safety research. The methods based on PCR to detect foodborne pathogenic bacteria are widely used for its 

rapid and strong specificity, however, it is difficult to eliminate false positive results for regular PCR due to the 

interference of DNA from dead bacteria, and thus it is inability for accurate detection of viable bacteria. 

Nucleic acid cross-linking agent is a kind of alkylating agent containing two or more than two alkylation 

functional groups. At present, ethidium bromide monoazide (EMA) and propidium monoazide (PMA) are the 

most widely used nucleic acid cross-linking agent in the detection of viable foodborne pathogens. The nucleic 

acid cross-linking agent could selectively penetrate through dead bacteria cell membranes and covalent 

cross-link their DNA, thus eliminate false signal from the PCR amplification of dead bacteria. This paper 

reviewed the application of nucleic acid cross-linking agent in the detection of viable foodborne pathogens, 

with an aim to provide references for researchers to develop viable pathogen detection methods. 
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1  引  言 

近年来食品安全事故频发, 国民对食品安全的关注

度也日益提升。食源致病菌是威胁食品安全和人类健康的

主要来源之一。食源性致病菌主要包括沙门氏菌、金黄色

葡萄球菌、大肠杆菌 O157、蜡样芽孢杆菌、单核细胞增生

李斯特氏菌、副溶血性弧菌、空肠弯曲杆菌、志贺氏菌、

阪崎肠杆菌等[1]。引起的中毒症状多为呕吐、腹泻, 有些

会导致败血症、脑膜炎等。由于其代谢特征不同, 引起的

致病率随季节、地域和食品种类有关。 在我国由沙门氏菌

引起的细菌性疾病最为常见, 致病率占 70%以上, 且主要

集中在肉、蛋、奶等畜产品中。据统计, 我国细菌性食源

疾病的发病率为 0.0716次/人·年, 以 2006年人口普查总人

数 131448 万人计算, 每年因食源致病菌致病的患者达到

9411.7 万人次, 其中 26.3%(2475.3 万人次)的患者曾就诊, 

3.6%(335.7万人次)的患者因病住院, 8530例死亡[2,3]。因此, 

建立食源致病菌的快速准确检测方法对控制因食源致病菌

引起的食源疾病是十分必要的。 

食源致病菌的传统检测方法包括分离培养、生化鉴

定、形态观察、血清学分析等, 存在操作繁琐、特异性较

差、灵敏度不高等缺陷[4-6]。具有快速、灵敏和特异性高

等优点的 PCR 检测技术近年来逐渐普及 , 然而 , 普通

PCR无法消除死菌 DNA扩增的信号, 易造成假阳性结果
[7,8]。因此, 发展快速准确检测食源致病菌活菌的方法在

食品安全检测领域至关重要。本文介绍了 PCR 检测过程

中假阳性结果产生的原因, 综述了核酸交联剂与 PCR 技

术结合应用于食源致病菌活菌检测的研究进展, 以期能

为相关研究者开发更为准确检测食源致病菌活菌的方法

提供一定的参考。 

2  PCR 检测食源致病菌时假阳性结果产生的

主要原因 

假阳性是指检测阴性样品得到阳性结果, 造成假阳

性结果的原因较多, 主要包括气溶胶污染、检测样品间交

叉污染、PCR 试剂及 PCR 扩增产物的污染和样品中死菌

DNA的残留等[9,10]。气溶胶主要由空气与液体面接触摩擦

所形成的, 在实验操作时, 反应管较为剧烈地摇动和枪头

的污染等均可造成气溶胶污染, 从而使 PCR检测出现假阳

性结果[11]。气溶胶污染目前还没有特别有效的解决途径, 

样品间的交叉污染、PCR试剂及扩增产物的污染则可通过

实验操作及实验室管理的进一步规范化来防止, 而死菌中

残留的 DNA是造成 PCR检测活菌时出现假阳性结果的主

要原因[12]。利用 PCR技术对食源致病菌进行检测主要是利

用致病菌的特异性基因序列设计引物, 并以致病菌基因组

作模板进行扩增, 特异性的扩增信号能指示致病菌的存

在 [13,14]。然而, 研究者发现死菌的基因组作模板也能获

得特异性的扩增信号 , 而死菌并不引起食源性疾病 , 从

而对活的可培养的致病菌的准确检测造成干扰, 形成假

阳性结果 [15]。因此 , 如何消除样本中死菌残留的 DNA

是利用 PCR 技术快速准确检测食源致病菌活菌过程中

亟待解决的问题。 

3  叠氮溴化乙锭/叠氮溴化丙锭的结构及交联

DNA 的原理介绍 

核酸交联剂, 即含有两个或者两个以上烷基化官能

团的烷基化试剂, 包括叠氮溴化乙锭(EMA)、叠氮溴化丙

锭(PMA)、吡咯里西啶类生物碱、苯醌吖啶等[16,17]。目前, 

在食源致病菌检测中应用的核酸交联剂主要为 EMA 和

PMA[18,19]。该交联剂能在光激活条件下选择性透过死菌的

细胞膜并与 DNA交联, 交联的方式主要有 3种, 分别是双

螺旋间交联、DNA链间交联和 DNA链内交联。三种方式

皆能对 DNA 造成极大的损伤, 导致核酸复制或转录的终

止[20], 即在 PCR 检测过程中, EMA/PMA 可以选择性地穿

透死菌细胞膜[21,22]。一旦其进入细胞, EMA/PMA与 DNA

共价交联, 强有力地抑制了死菌 DNA的扩增。 

4  EMA/PMA 在食源致病菌检测中的应用 

由于 EMA/PMA 能选择性消除死菌 DNA 的扩增信

号, 近年来逐渐被用于食源致病菌活菌中的快速检测。

Wang 等 [23]运用 EMA 结合荧光定量 PCR 技术检测碎牛

肉中的 Escherichia coli O157: H7 活菌, 结果得出 EMA

可有效阻止 E. coli O157: H7死菌中 DNA 的扩增。此方

法的建立可应用于碎牛肉、肉制品和其他食品中 E. coli 

O157: H7活菌的快速检测。Martin等[24]建立了一种 PMA

结合荧光定量 PCR 的方法来快速检测熟火腿中是否含

有活的沙门氏菌。Nocker等 [25]运用 PMA结合 PCR技术

对微生态中的活菌进行检测, 并运用变性梯度凝胶电泳

分析 PCR 扩增产物, 结果显示没有经过 PMA 处理的样

品都出现四条显性条带, 相反经过 PMA 处理的四组不

同的样品有效地抑制死菌 DNA的 PCR扩增。表 1总结

了部分文献报道中 EMA/PMA浓度、曝光时间及菌悬液

浓度的使用情况。 

4.1  样品处理时 EMA/PMA 浓度的优化 

核酸交联剂如今被广泛应用于消除微生物死菌中

DNA的扩增信号, 而消除效果取决于EMA/PMA适当浓度

的选择[35]。研究报道表明, 不同浓度的 EMA/PMA 结合
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PCR 技术检测食源致病菌的结果显著不同, 为了对样品处

理时 EMA/PMA 的使用浓度进一步优化, 研究者在实验方

案中通过设计一系列浓度梯度来确定最佳使用浓度。祝儒

刚等[36]和伦镜盛等 [37]发现当 EMA 浓度≤2 mg/mL 时, 

EMA对副溶血弧菌活菌中DNA的 PCR扩增没有明显抑制

作用, 当继续增加 EMA浓度>2 mg/mL时, 其抑制效果没

有明显的提高, 而 EMA浓度达到 4 mg/mL时, EMA对活

菌的 PCR扩增有显著的抑制作用。Bae等[19]运用 PMA结

合 PCR技术对 E. coli ATCC8739的死、活菌检测的研究得

出, 当 PMA浓度小于 1 μg/mL时, PMA基本不会抑制死细

胞中 DNA的扩增; 当 PMA浓度大于 3 μg/mL时, PMA能

较为有效地结合死菌中残留的 DNA 来抑制 PCR 的扩增, 

从而消除检测过程中死菌残留 DNA的影响; 当 PMA的浓

度过高(>50 μg/mL)时, 能透过部分活菌的细胞膜与 DNA

进行共价交联, 从而抑制活菌中 DNA 的 PCR 扩增, 起不

到区别死、活菌的效果。因此, 在使用 EMA/PMA 处理样

品时, 要慎重选择其浓度。 

4.2  曝光时间对检测结果的影响 

由于核酸交联剂要通过一定方式的诱导才能产生活

性体, 该活性体与靶目标的DNA产生共价交联, 从而抑制

死菌中 DNA的 PCR扩增, 达到鉴别死、活菌的效果[38]。

诱导方式可以是光、化学试剂和酶等。因此, 在 EMA/PMA

结合 PCR技术的检测中, 通常 EMA/PMA在进入死菌细胞

后需进行光照处理, 光照后, EMA/PMA 所带的光敏性叠

氮化基团可转化为具有高活性的氮宾自由基, 并与其结合

位点附近的任意碳氢化合物反应形成稳定的共价碳氮键, 

即形成氮烯中间物[39], 致使 DNA 分子被永久修饰(图 1), 

最后抑制 DNA 的 PCR 扩增, 达到消除假阳性的效果。除

此之外, 在提取 DNA 时, 活菌的细胞膜易被破坏, 释放出

DNA 与残留的 EMA/PMA 进行共价交联造成假阴性结果
[29]。光照处理能促进过量的 EMA/PMA与水分子发生反应, 

生成复杂且无活性的羟胺 , 从而钝化残留于菌液中的

EMA/PMA[40]。因此, 优化菌悬液的曝光时间, 对死、活菌

检测中消除假阳性结果至关重要。 

 
 
 

表 1  已报道 EMA/PMA 用于检测食源致病菌采用的条件 
Table 1  EMA/PMA in the condition of testing a variety of food source pathogenic bacteria 

细菌名称 EMA浓度 PMA浓度 曝光时间(min) 菌悬液浓度(cfu/mL) 参考文献 

E. coli ATCC 25922 NA＊ 100 μmol/L 5 4.8×108 [26] 

Listeria monocytogenes 240 μmol/L 50 μmol/L 5 1.0×108 [27] 

Campylobacter NA 10 μg/mL 1 1.0×102 [28] 

Legionella pneumophila 2.5 μg/mL 100 μg/mL 1 1.8×105 [29] 

Vibrio parahaemolyticus 40 μg/mL NA 15 1.35×107 [30] 

E. coli O157:H7 NA 5 μg/mL 5 1.0 ×102 [31] 

Salmonella NA 100 μmol/L 5 1.0×106 [32] 

Enterobacteriaceae 10 μg/mL NA 5 1.0×108 [33] 

Staphylococcus aureus NA 3 μg/mL 5 5×108 [34] 

＊NA::not available 
 

 
 
 

图 1  PMA与 DNA共价交联示意图 

Fig. 1  PMA and DNA covalent cross-linking 
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曝光时间的选择与卤素灯、菌悬液的浓度、菌悬液中

EMA/PMA 的浓度以及实验中其他因素有关, 并非一个定

值[41]。罗剑飞等[42]通过用 500 W的卤素灯以不同曝光时间

对死细胞悬浮液进行处理, 使 PMA 与 DNA 共价交联, 得

出超过 3 min可以有效抑制 E. coli ATCC8739死菌 DNA的

PCR扩增。Josefsen等[28]和 Nocker等[43]则分别采用 650 W

卤素灯曝光 2 min和 750 W卤素灯曝光 1 min, 均能有效抑

制死菌 DNA的 PCR扩增, 消除假阳性的结果。 

4.3  菌悬液浓度对核酸交联剂处理样品效果的影响 

研究发现核酸交联剂在与 DNA 进行光照处理时, 菌

悬液的不同浊度可能会对交联效果产生一定的影响。为了

确定菌悬液浓度是否对核酸交联试剂的效果产生影响, 实

验通常需要设计一系列的菌悬液浓度来进行验证。

Gedalanga 等[44]将未经 EMA/PMA 处理的热致死细胞悬浮

液设为对照组, 实验组则在 500 μL浊度为 0、1、5、10、

50、100 NTU的热致死细胞悬浮液的中分别加入 PMA, 使

得悬菌液中 PMA 的终质量浓度为 3 μg/mL; 实验组和对

照组中的菌悬液同时进行 3 min光照后, 结果发现当菌悬

液浊度增大时, 光的透过性减弱, 其 PMA与 DNA分子交

联的能力也就随之降低。颜成英等[45]利用 EMA结合 PCR

检测肠炎沙门氏菌活菌的灵敏度检测结果显示 , 

EMA-PCR 方法检测限与单一 PCR 方法一样均为 27.5 

cfu/mL。因此, 在 EMA/PMA处理时, 浊度的控制有利于

假阳性结果的消除。 

5  展  望 

食源性致病菌活菌的检测中死菌的存在是检测方法

开发的一大障碍[46], 尽管可以利用死菌的 RNA 容易降解

这一特点提取致病菌的 RNA 做后续研究能有效消除死菌

的影响, 然而, 这一方法操作比较繁琐, 而且需要高质量

的 RNA, 因此方法并没有得到普及[47]。目前应用最为广泛

的为先采用核酸交联剂处理样品再提取致病菌的 DNA, 

但是 EMA 已被证明可穿透几个细菌种类的完整细胞膜, 

造成的假阴性结果[48,49], 而且具有一定的毒性, 因此不能

很好的适用于食源致病菌活菌的检测。然而 , 研究发现

PMA 对死菌有更好的选择性, 通过对其使用条件的不断

优化, 确定各种致病菌的最佳处理条件, 从而开发针对不

同致病菌的快速准确检测方法[50,51]。此外, PMA与一对扩

增内标结合成功地应用于 PCR技术对致病菌的检测, 可以

同时消除假阳性和假阴性的结果 , 检测结果快速准确
[52-54]。未来类似的方法也将得到更多的开发, 核酸交联剂

结合 PCR的方法也将扩展到其他微生物的检测、诊断等相

关领域, 具有更大的利用及推广价值。 
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