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数字 PCR在食源性致病微生物检测中的 
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摘  要: 大多数食源性疾病由食源性致病微生物引发, 研究和建立食源性致病微生物的快速有效检测方法对

于食品安全风险监控及保障人们的身体健康具有重要意义。相对于传统 PCR, 数字 PCR 具有较好的准确度和

重现性, 可实现绝对定量分析, 为快速准确地进行食品安全检测提供了一种崭新的技术平台。本文主要介绍了

数字 PCR中微滴式数字 PCR和芯片式数字 PCR的基本原理、种类、应用及其研究进展, 深入探讨了数字 PCR

技术在沙门氏菌、大肠杆菌 O157:H7、单核细胞增生李斯特氏菌、阴沟杆菌和金黄色葡萄球菌等食源性致病

微生物检测中的应用。数字 PCR 技术目前在转基因成分和动物源性成分定量检测中都得到了较好的应用, 在

食源性致病微生物中的应用技术还有待更好的发展。 
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Research progress on the application of digital PCR in detection of foodborne 
pathogenic microorganisms 
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ABSTRACT: Foodborne diseases are mostly caused by foodborne pathogens, so it is very important to establish 

effective detection methods of foodborne pathogenic microorganisms for food safety risk monitoring and people's 

health ensuring. Compared with the traditional PCR, digital PCR has good accuracy and reproducibility, which has 

provided a new platform for rapid detection of food safety. This article mainly summarized the basic principles, 

varieties, application and research progress of digital PCR technology including droplet digital PCR and chip digital 

PCR. The applications of digital PCR technology in detection of Salmonella, Escherichia coli O157:H7, Listeria 

monocytogenes, Enterobacter cloacae, Staphylococcus aureus and other foodborne pathogenic microorganisms were 

also discussed in depth. The technology digital PCR has gotten good applications in quantitative detection of 

genetically modified organisms and animal derived ingredients, but was remained to be better in the application of 

foodborne pathogenic microorganisms. 
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1  引  言 

民以食为天, 食以安为先, 食品安全问题持续发生, 

不仅扰乱了市场秩序, 更对人体造成了不同程度的危害。

食品安全问题得到了全世界的普遍关注。根据世界卫生组

织估计, 全世界每年的食源性疾病患者中, 70%都是由致

病微生物引起的[1]。食源性致病微生物中的大肠埃希氏杆

菌、沙门氏菌、单核细胞增生李斯特氏菌和阪崎肠杆菌等

是影响食品质量与安全的主要因素之一[2]。通常从食品原

料到加工, 再到流通储藏等环节都可能感染食源性致病菌, 

涉及的案例有日本及中国的毒牛奶事件, 德国的毒草莓、

毒黄瓜以及中国的福寿螺事件等[3]。常规微生物检测需要

比较繁复的增菌、分离、生物学鉴定等多个步骤。相较于

常规微生物检测方法的耗时长、实验操作繁复、特异性差

和检出限高等问题, PCR技术更快速、灵敏、特异性强, 弥

补了常规检测方法的缺陷[4-6]。 

生禽肉及禽肉产品是人畜共患的细菌病原体传播的

显著来源, 因而人畜共患病原体的灵敏检测是一个重要的

食品安全问题。应用 PCR法检测食品中致病微生物, 首先

要富集细菌细胞, 经离心、沉淀、过滤等方法从样品中提

取微生物细胞, 然后裂解细胞, 释放细胞中的 DNA, 再根

据微生物所特有的特异性序列来设计引物, 扩增细胞靶特

异性的 DNA 序列, 最后用电泳法或特异性核酸探针检测
[7]。常用的 PCR 方法有普通 PCR、荧光定量 PCR、多重

PCR和数字 PCR等。本文就数字 PCR在食源性致病微生

物检测中的研究进展进行综述。 

2  数字 PCR 技术概述 

数字 PCR(digital PCR, dPCR)是近年来迅速发展起来

的一种定量分析技术。1992年, Sykes等[8]报道了基于样品

稀释和泊松分布数据处理的巢式 PCR定量技术, 并提出了

数字 PCR 的构想。与传统定量 PCR 技术不同, 数字 PCR

不依赖扩增曲线的 Ct(循环阈值)进行定量, 不受扩增效率

影响, 也不必采用内参基因和标准曲线, 具有较好的准确

度和重现性, 得以实现绝对定量分析[9]。相关文献表明, 数

字 PCR技术与荧光定量 PCR相比, 数字 PCR对核酸含量

较低的样品检测准确率和灵敏度都高于荧光定量

PCR[10-14]。 

目前数字 PCR 技术可以分为微滴式 dPCR(droplet 

dPCR, ddPCR)和芯片式 dPCR(chip dPCR, cdPCR)两种。微

滴式数字 PCR 系统在传统的 PCR 扩增前对样品进行微滴

化处理, 即将含有核酸分子的反应体系分成成千上万个纳

升级的微滴, 其中每个微滴或不含待检核酸靶分子, 或者

含有一个至数个待检核酸靶分子。经 PCR扩增后, 逐个对

每个微滴进行检测, 有荧光信号的微滴判读为 1, 没有荧

光信号的微滴判读为 0, 根据泊松分布原理及阳性微滴的个

数与比例即可得出靶分子的起始拷贝数或浓度[15,16]。ddPCR

方法与实时荧光PCR(qPCR)方法相比, 不需要标准曲线, 下

限可调至单拷贝, 阳性微滴计算准确且直接[17-20]。 

cdPCR 系统是反应液通过微流控等技术被均匀导入

芯片上的反应仓或通孔中进行 PCR反应, 然后通过类似于

基因芯片的方法扫描每个反应仓或者通孔的荧光信号, 进

而计算目的序列的含量[21]。朱强远等[22]构建了一种可进行

核酸单分子扩增和绝对定量的新型数字 PCR微流控芯片。

结果表明, 该数字 PCR微流控芯片具有低成本、高灵敏度、

用时少、节省试剂以及操作简单等优点。 

3  dPCR 在食源性致病微生物检测中的应用 

3.1  dPCR 检测食品中沙门氏菌 

沙门氏菌病是指由各种类型沙门氏菌所引起的对人

类、家畜以及野生禽兽不同感染形式的总称。感染沙门氏

菌的人或带菌者的粪便污染食品, 可使摄入的人发生食物

中毒。据统计在世界各国细菌性食物的中毒种类中, 沙门

氏菌引起的食物中毒常列榜首。我国内陆地区也以沙门氏

菌为首位。沙门氏菌主要污染肉类食品, 鱼、禽、奶、蛋

类食品也可受此菌污染。因此, 定量检测食品中沙门氏菌

成为了各国的关注热点[23,24]。 

王静等[25]用 SD-PMA-ddPCR(脱氧胆酸钠-叠氮溴化

丙锭 -微滴式数字 PCR, sodium deoxycholate-propidium 

monoazide-droplet dPCR)建立了沙门氏菌的定量检测方法, 

即将叠氮溴化丙锭与 ddPCR 技术相结合建立的一种沙门

氏菌活菌检测方法。该方法的检出限为 8.0 copy/20 μL。检

测人工污染鸡肉样品, 最低可检出 102 CFU/mL 的沙门氏

菌。SD-PMA-ddPCR 检测过程快速、高效、简便, 并成功

检测出鸡肉等样品中沙门氏菌的含量。Rothrock 等[26]用

ddPCR 对商业家禽处理水样进行沙门氏菌检测, 通过与传

统定量方法相比较, ddPCR 具有灵敏度高和特异性强等优

点。dPCR 在检测食品中沙门氏菌中表现出较好的发展空

间, 可进一步应用于其他样品的检测。 

3.2  ddPCR 定量检测大肠杆菌 O157: H7 

肠出血性大肠杆菌(enterohemorrhagic Escherichia coli, 

EHEC)是能引起人的出血性腹泻和肠炎的一群大肠埃希氏

菌。致病性大肠杆菌中以大肠杆菌 O157:H7对人致病性最

强, 它像一般的致病菌一样会产生细菌毒素, 可引起出血

性结肠炎, 严重可发展成溶血性尿毒综合症和血小板减少

性紫癜, 严重者可致死亡[27]。大肠杆菌 O157:H7是一种以

食物为主要传播途径的致病菌, 牛、羊、猪等家畜是其主

要宿主。1982年美国首次报道了由大肠杆菌 O157:H7引发

的出血性肠炎。紧随其后加拿大、日本、英国等国也接连

报道了大肠杆菌 O157:H7的爆发[28-30]。我国江苏、安徽省

也曾经在 1999年爆发大肠杆菌O157:H7感染性腹泻, 超过
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2 万例患者, 死亡 177 例, 共流行了 7 个月之久[27]。因此, 

建立特异性强且灵敏度高的检测方法尤为重要。 

董莲华等[31]以大肠杆菌 O157: H7的 rfbE基因为靶基

因, 建立了可准确定量的 ddPCR 方法。研究发现 ddPCR

反应中的最佳探针浓度为 300 nmol/L。大肠杆菌 O157:H7

基因组 DNA浓度范围为 4~1.25×105 copy/20 μL ddPCR反

应液时, ddPCR方法线性相关系数为 0.999。当 DNA浓度

为 760~88400 copy/20 μL 时 , 该方法的精密度最好

(RSD<5%)。该研究方法的定量限为 4 copy/20 μL, 检出限

为 3 copy/20 μL。结果表明, 建立的 ddPCR有较好的特异

性, 实验对 13份猪肉、牛肉和鸡肉样品进行检测, 检测结

果与定量 PCR 方法检出结果一致。Bian 等[32]采用 ddPCR

对大肠杆菌 O157:H7进行检测, 同时与实时荧光定量 PCR

方法进行比较, ddPCR 具有很高的灵敏度。该方法的最低

检测下限为 10 CFU/mL。与定量 PCR方法对比, dPCR具

有灵敏度高、特异性好及检出限低等特征。 

3.3  dPCR 定量检测单核细胞增生李斯特氏菌 

单核细胞增生李斯特氏菌(Listeria monocytogenes)简

称单增李斯特菌, 是一种人畜共患病的病原菌。它能引起

人畜的李氏菌的病, 感染后主要表现为败血症、脑膜炎和

单核细胞增多。李斯特氏菌广泛存在于自然界中, 其主要

传播源系动物性食品, 另外蔬菜、水果、奶及奶制品等也

可作为其传播源。易感染人群有孕妇、老人、新生儿等。

食源性李斯特氏菌发病率虽然不高 , 但死亡率有时可达

20%~50%[33]。该菌在 4 ℃的环境中仍可生长繁殖, 是冷藏

食品威胁人类健康的主要病原菌之一, 因此, 在食品卫生

微生物检验中必须加以重视[34]。 

王静等[35]用 SD-PMA-ddPCR 建立了单核细胞增生李

斯特氏菌的定量检测方法 , 利用脱氧胆酸钠 (sodium 

deoxycholate, SD)对受损细胞预处理, 然后使叠氮溴化丙

锭(propidium monoazide, PMA)进入受损细胞与 DNA发生

共价交联 , 提取细菌基因组 DNA 进行 ddPCR 检测。

SD-PMA-ddPCR 的灵敏度为 2.0 copy/20 μL, 方法精密度

和稳定性良好。Rothrock等[26]用 ddPCR对商业家禽处理水

样进行单核细胞增生李斯特氏菌检测, 结果表示, ddPCR

具有灵敏度高、特异性强等优点。Bian 等[32]采用 ddPCR

对单核细胞增生李斯特氏菌进行检测, 研究结果表明该方

法的最低检测下限为 10 CFU/mL。SD-PMA-ddPCR方法精

密度和稳定性良好, 在食源性致病微生物检测中有很大的

发展空间。 

3.4  dPCR 定量检测阴沟肠杆菌 

1980 年黄色阴沟肠杆菌更名为阪崎肠杆菌

(Enterobacter sakazakii)。阪崎肠杆菌(又称阪崎氏肠杆菌)

是肠杆菌科的一种。阪崎肠杆菌能引起严重的新生儿脑膜

炎、小肠结肠炎和菌血症, 死亡率高达 50%以上。 

禹思宇等[36]用 dPCR 建立了阴沟肠杆菌的定量检测

方法, 通过与 qPCR方法对比, 结果表明, 该方法检测阴沟

肠杆菌的最低拷贝数为 8.9 copy/μL, 并且具有重复性好、

灵敏度高、特异型好等优点。该方法可在短时间对大量样

品进行检测, 可在食品安全风险监测起重大作用。 

3.5  dPCR 定量检测金黄色葡萄球菌 

金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus, SA)是人畜共

患病致病菌中的一种, 主要分布在水、空气以及人和动物

排泄物中。食用受污染的食品会引起食物中毒, 严重者会

引发肺炎、伪膜性肠炎、心包炎等, 甚至引起败血症、脓

毒症等全身性感染[37-39]。据美国疾病控制中心报告, 由金

黄色葡萄球菌引起的食物中毒居第二位, 占细菌性食物中

毒的 33%, 在加拿大高达 45%, 而我国每年发生的此类中

毒事件也不在少数[40-42]。 

Kelley 等[43]用 ddPCR 对金黄色葡萄球菌进行定量检

测, 使用磁珠搅拌提取法。通过 qPCR和 ddPCR对金黄色

葡萄球菌蛋白基因 SA0140(SA)和耐甲氧西林(MECA)进行

检测。该研究同时对 397个样本进行检测, qPCR和 ddPCR

检测结果一致, 但 ddPCR 的灵敏度和特异性高于 qPCR。

金黄色葡萄球菌的定量检测方法已经相当成熟, 微生物检

测法也能较快地定量检测, 成本低, 所以 dPCR 在食品中

金黄色葡萄球菌检测方面的相对优势较小, 也较难得以广

泛应用。 

4  结语与展望 

dPCR 虽然是近年刚出现的一种新技术, 但其凭借较

好的准确度、重现性、绝对定量等优势在食品安全检测中

应用广泛, 但同时也存在一些亟待完善的问题:(1)dPCR 分

析的样品通量较低, 每块芯片都是针对单一样本的分析; 

(2)由于微滴式和芯片数字 PCR 仪器成本高昂, 导致其技

术在常规检测中未能得到广泛的应用;(3)dPCR的检测灵敏

度和准确率均高于荧光 PCR, 但其检测的稳定性和精密度

却略低于荧光 PCR法。 

目前 PCR 在转基因成分、动物源性成分和食源性致

病微生物的定量检测中都得到了较好的应用, 但在食源性

致病微生物方面还有待更好的发展。随着该技术的广泛应

用, 一方面带来检测效率的提高, 极大地提高食品安全卫

生的检测水平; 另一方面为食品安全的风险预警提供一种

简易快捷的检测手段, 从而保障人民的健康生活。 
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