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食源性病原微生物快速检验技术的应用 

与研究进展 

李慧琴*, 黄亚娟 

(广州市食品检验所, 广州  511400) 

摘  要: 食源性病原微生物是食品安全控制的主要因子, 随着国家对食品安全的重视, 不断加大对食品检测

的力度, 将食品风险监测、监督及保障性抽检作为食品安全保障的重要手段, 对食品快速检验技术需求日益增

强, 快速检验技术具有时效性强、操作便捷、检验成本低的特点, 但微生物的检验专业特点限制了快检技术的

开发与应用。本研究根据目前微生物最新快速检验技术的研究及实际应用, 主要论述了免疫胶体金技术、免

疫磁珠技术、基于核酸扩增的微流控技术、基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱技术的研究进展和应用, 总

结了各种技术开发和改进的内容和方向, 以及应用的范围拓展和存在的问题。 
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Application and research progresses of rapid detection technology for 
foodborne pathogenic microorganism 

LI Hui-Qin*, HUANG Ya-Juan 

(Guangzhou Institute of Food Inspection, Guangzhou 511400, China) 

ABSTRACT: Foodborne pathogenic microorganisms are the main factors of food safety control. With the emphasis 

on food safety in the country, the intensity of food testing is continuously increased. Food risk monitoring, 

supervision and safeguard sampling are important means of food safety. The demand for rapid inspection technology 

is increasing. The rapid inspection technology has the characteristics of strong timeliness, convenient operation and 

low inspection cost. However, the professional characteristics of microbial inspection limit the development and 

application of rapid inspection technology. Based on the current research and practical application of the latest rapid 

detection technology of microorganisms, this paper mainly discussed the research progress and application of the 

immunocolloid gold technology, the immunomagnetic bead technology, the microfluidic technology based on nucleic 

acid amplification, and the matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight mass spectrometry technology, 

summarized the contents and directions of various technology development and improvement as well as the 

application scope expansion and existing problems. 
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1  引  言 

食源性病原微生物是影响食品质量与安全的首要因

素, 在国内外食品生产加工、流通、餐饮环节安全控制上

一直占据主要的位置。尤其是食源性中毒事件的爆发, 往

往是食源性病原微生物引起的群体事件, 影响范围广, 造

成的损失大, 且很难进行预判。世界卫生组织提供的数据

指出, 每年超过 300 万的 5 岁以下儿童会由于食源性疾病

导致的腹泻而丧命[1]。而据我国卫生监督部门统计, 我国

每年发生的食物中毒事件中, 由微生物引起的中毒人数最

多[2], 因此, 由食源性病原微生物引起的食源性疾病构成

了一个巨大并不断扩大的世界性公共卫生问题, 如何快速

准确、灵敏地检测出食源性病原微生物的存在已成为控制

食品安全问题的关键。 

食源性病原微生物的检测, 需要对样品进行增菌, 并

通过选择性培养进行筛选, 才能够有效提高检测的灵敏度

和可靠性, 这也是制约微生物快速检验技术发展的因素之

一, 目前检验前期对微生物富集和筛选步骤一般需 8~48 h, 

占用较长的时间, 怎样提高技术的灵敏度, 通过较短的增

菌时间, 达到检测的目的, 是目前快检方法的一个研究方

向; 另外, 常规方法对不同微生物检测需要不同的增菌方

法, 使得检测工作量大大增加, 检测效率不高, 快检技术

需要解决样品基质干扰及样品中非优势菌的检验问题。近

年来, 食源性致病菌的检测相关技术得到了飞速发展, 经

历了从生化检测、免疫学、分子生物学到质谱分析检测几

个阶段, 朝着快速、高通量、特异性强、准确度高的方向

发展。 

目前已经开发使用的病原微生物快速检测方法, 主

要有以下几大类, (1)以免疫学为基础的酶联免疫吸附法

(enzyme linked immunosorbent assay, ELISA)技术、免疫磁

珠技术、免疫荧光技术、免疫胶体金技术等; (2)以分子生

物学为基础的 PCR 技术、DNA 指纹图谱技术、基因芯片

技术等; (3)电化学与微量生化法; (4)以纸片法为代表的细

菌代谢为基础的酶触反应技术等; (5)以蛋白质为检测对象

的基质辅助激光解析电离飞行时间质谱(matrix-assisted laser 

desorption/ionization time of flight mass spectrometry, 
MALDY-TOF-MS)检测技术, 这些快速检测方法能够大大

提高病原微生物的检验效率。本文就目前微生物最新快速

检验技术的研究和应用热点, 主要从免疫胶体金技术、免

疫磁珠技术、基于核酸扩增的微流控技术、MALDI-TOF- 

MS 质谱技术的研究进展和应用进行论述, 加快食源性病

原微生物快速检测新技术在食品安全各种检测活动中推广

应用。     

2  免疫胶体金技术 

免疫胶体金技术是一种以胶体金作为标记物参与的

免疫学检测技术, 它是 20 世纪 90 年代以来在 ELISA、免

疫层析技术、单克隆抗体技术和乳胶凝集试验等技术基础

上发展起来的一种新型体外快速诊断方法[3,4]。胶体金技术

具有灵敏度高、快速、操作简单、不需要仪器、成本低等

优点, 在食品安全领域已被广泛应用于农药、兽药、添加

剂、真菌毒素检测[59], 在目前微生物检测中, 应用范围较

窄, 主要涉及到检测灵敏度和选用抗体特异性问题, 一般

灵敏度不高于 106 CFU/mL[10], 但是, 一些高致病性的病原

微生物比如沙门氏菌、单增李斯特氏菌、大肠杆菌 O157

等是不允许检出的, 此方法不能带来实际的应用价值。 

目前, 有研究采用分子生物学技术结合免疫技术开

发 PCR-免疫胶体金技术[11], 能够提高检测灵敏度和特异

性。刘志科等通过采用 PCR 方法扩增得到目标微生物鸡白

痢沙门氏菌 invA 基因, 并在大肠杆菌中表达, 获得了目标

微生物菌种特异性的 invA 融合蛋白, 作为检测抗体的标记

物[12], 这种标记物的制备方法能够大大提升检测的特异性, 

降低假阳性率; 在此基础上进一步发展了生物胶体金银染

技术[13], 设计与目标微生物沙门菌 invA 基因, 大肠杆菌

uidA 基因 5'端和 3'端互补的巯基化探针和氨基化探针以及

靶探针, 氨基化探针连接醛基化玻片, 并与提取的靶 DNA

或靶探针互补连接, 靶 DNA 或靶探针另一端再与巯基化

探针连接形成复合结构, 利用胶体金生物亲和性好的特点, 

使胶体金和巯基化探针连接, 银染放大信号, 有效检测目

标微生物的灵敏度和特异性, 该技术可以发展为 DNA 芯

片, 实现高通量检测。 

3  免疫磁珠分离技术 

免疫磁珠分离技术(immunomagnetic beads separation 

techniques, IMBS)属于生物亲和技术, 是利用抗原抗体的

特异性反应和磁珠的磁响应性相结合进行分离富集的一项

技术 , 是一种简单有效的核酸提纯方法 , 它具有特异性

强、灵敏度高、分离速度快的特点[14], 解决了传统的致病

性微生物检测过程中食品成分复杂、微生物菌群多样化带

来的难分离、基质干扰大等问题, 同时解决了不可培养状

态微生物富集分离检测问题, 并能够极大地缩短检测的时

间, 提高微生物快检技术的应用可行性, 在微生物快检技

术开发中占据重要的部分。 

Ugelstad[15]于 1979 年成功地制备了一种均匀性和粒

度适宜的聚苯乙烯微球, 将其磁化并与抗体连接后, 即成

为一种分离细胞效果极佳的免疫磁珠。随着材料科学发展

进步及其与他多学科的交叉利用, 使得免疫磁珠技术应用

有了飞跃的发展。例如, 免疫磁珠分离技术结合免疫荧光

技术对病原微生物进行检测[16], 能够实现快速特异性富集

并有可视化的反应结果; 免疫磁珠分离技术与电化学技术

相结合, 检测时间与细菌细胞浓度成线性关系, 通过电化

学技术对食源性致病菌进行实时检测[17]; 免疫磁珠技术与
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PCR、Real-time PCR 技术结合[18-20], 能够降低基质干扰, 

在较短时间内检出目标微生物, 提高 PCR 快速检测技术的

灵敏度和特异性, 实现高通量快速检测; 免疫磁珠技术和

ATP(三磷酸腺苷)发光技术联合用于食品致病微生物检 

测[21], 不仅可大大缩短检测周期, 还可提高检测的敏感性

和特异性。免疫磁珠技术结合其他检测技术应用于食源性

病原微生物的检测, 具有推广应用前景。 

IMBS 技术的关键点在于合成磁珠的大小及磁珠上包

被抗体的种类及稳定性, 因此, 在技术开发上, 重点针对

磁珠材料及抗体的种类进行研究。纳米磁珠的质量影响检

测结果, 其制备难度大, 开发高质量的纳米磁珠是 IMBS

技术研究的重点之一。在抗体制备上, 将针对特定病原微

生物的多抗或单抗偶联到磁珠微球体上, 将该修饰后的磁

珠与待检标本混合后, 通过抗原抗体反应, 将目标微生物

分离出来。因此, 筛选到致病菌的特异性抗原靶标是 IMBS

技术在食源性病原微生物免疫检测中应用的一个关键。但

因食品基质复杂, 微生物菌群复杂多样, 对于抗体的干扰

较大, 选择的抗原靶标不特异, 将导致富集到很多杂菌, 

无法正确检测到目标菌, 富集到杂菌将会抑制目标菌的生

长, 也导致无法正确检测到目标菌, 目前的技术产品通用

性较差, 在复杂食品样品微生物的检测中, 灵敏度较低, 

稳定性较差, 因此, 找到合适的特异性较高的抗原靶标, 

使用多种单克隆抗体技术或结合其他新技术是未来 IMBS

研究的重点方向。 

4  基于核酸扩增的微流控技术 

微流控芯片技术是通过生物学、化学、医学、电子、

材料、机械等多学科交叉, 将分子生物学、化学分析、医

学等领域所涉及的样品前处理、分离及检测等过程集成到

几平方厘米的芯片上, 从而实现从样品前处理到后续分析

的微型化、自动化、集成化和便携化的技术, 具有样品消

耗少、检测速度快、操作简便、多功能集成、体积小和便

于携带等优点, 已在多个领域得到应用[22]。环介导恒温扩

增技术(loop-mediated isothermal amplification, LAMP)是一

种全新的核酸扩增方法, 原理是针对靶基因上的 6 个区域

设计 4条引物, 利用链置换型DNA聚合酶在恒温条件下进

行扩增反应, 可肉眼直接观察反应结果, 具有简单、快速、

特异性强的特点, 在食源性病原微生物检测上已经得到广

泛的应用[22]。 

集成微流控芯片技术和 LAMP 技术各有优点, 将 2 个

技术结合应用是目前研究的热点[23,24]。将 LAMP 反应体系

集成到芯片上, 建立了常见食源性致病菌基于 LAMP 微流

控芯片的检测技术, 该技术将引物冻干后固化到芯片上, 

制成 LAMP 微流控芯片, 选择合适的 LAMP 反应体系, 添

加显色剂 , 加入芯片中 , 反应结果通过肉眼或仪器判读, 

形成恒温微流控检测系统, 在病原微生物检测中进行应

用。同时在研究微流控芯片的基础上, 改变核酸扩增及相

应的条件, 可以提高检测的准确性, 比如: 将光学传感器

和 LAMP 微流控系统结合[25], 提高了检测的灵敏度; 利用

荧光嵌合染料检测产物也开发出多种 LAMP 微流控芯  

片[26], 针对 SYBR Green 染料检测 LAMP 反应产物时会存

在弱阳性难以鉴别的问题, 优选其他染料与 SYBR Green

混合, 对微流控芯片内的 LAMP 产物进行指示, 显著提升

了检测结果的准确率。 

另外 , 结合数字 PCR 技术 , 开发出可定量检测的

LAMP 微流控芯片 [27], 同时实现精确定量和高通量检测

的目的 , 但开发的难度很高 , 微液滴的制备需要十分精

密的进样装置与设备, 增加了芯片的设计难度和操作要

求。有研究通过对 PDMS(聚二甲基硅氧烷)表面的亲水

改性实现了反应体系的自动流入, 待体系完全进入芯片

之后, 配合独特设计的气动微阀可将芯片分隔为一个个

封闭的反应单元, 构成微阵列芯片, 实现数字化 LAMP

检测[28]。如何将微滴生成与微滴进入反应通道效率而不

影响检测结果、设计制作反应单元数目更多的数字化

LAMP 芯片是定量微流控检测技术灵敏度和准确性的关

键技术难题。 

微流控芯片的研究、应用及产业化是当前研究的热点, 

作为微流控系统的核心, 微流控芯片的设计、材料选择、

表面处理、芯片加工, 都存在相当大的技术难度。但微流

控芯片具有检测的多方面的优点, 研究将分子生物学最新

发展技术 , 使用微流控技术平台, 建立新型的检测技术, 

可同时检测多种病原微生物或同时检测多种样品的同一微

生物, 实现高通量快速检测目的。 

5  飞行时间质谱技术 

20 世纪 70 年代, Anhalt 和 Fenselau 在 300~350 ℃下

高温裂解冻干细菌, 采用质谱技术对肠杆科微生物进行分

析鉴定, 奠定了质谱技术鉴定致病菌的基础[29]。目前对于

细菌检测, 发展和使用的主要是基质辅助激光解析电离飞

行 时 间 质 谱 (matrix-assisted laser analytical ionization 

time-of-flight mass spectrometry, MALDI-TOF-MS), 其原理

是每一种微生物都有其特征的蛋白质指纹图谱, 细菌蛋白

质与基质结合后, 通过激光电离提取总蛋白, 并通过检测

器进行捕获, 根据不同分子量的蛋白质通过飞行管的时间

不同进行分离和定性分析, 详见图 1[29]。 

样品预处理简单, 可选取直接涂抹法, 使用纯菌落上

靶板, 或采用甲酸萃取法提取蛋白后上靶板, 获得高质量

的质谱图, 无需对样品预先评估, 实现快速、高通量检测, 

且成本低廉、结果准确, 分辨率更高(可区分同一菌种的不

同菌株), 简单易用。具体检测流程见图 2[29]。 
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图 1  MALDI-TOF-MS 微生物检测原理 

Fig.1  Principles of MALDI-TOF-MS in microbiological detection 
 

 
 

图 2  MALDI-TOF-MS 微生物样品处理检测流程 

Fig.2  Process of MALDI-TOF-MS in microbiological detection 
 
 

MALDI-TOF-MS 在病原微生物的鉴定中已经得到广

泛的应用和技术开发, 该方法相对于传统生化鉴定方法, 

分析时间短, 可实现高通量检测, 相对于分子生物学鉴定, 

试验成本较低。最新研究使用 MALDI-TOF-MS 技术鉴定

艰难梭状芽胞杆菌 [30], 建立了特异性的离子峰鉴别系列

(2691.43、2704.91、2711.93、3247.27、3290.76 Da); 对堪

萨斯分枝杆菌[31]进行鉴定和分型, 能够准确鉴定堪萨斯分

枝杆菌Ⅰ-Ⅵ基因型; 通过补充数据库, 能够准确鉴定曲霉

及常见菌种和隐匿菌种[32]。对我国常见食品监控的病原微

生物铜绿假单胞菌、黏质沙雷氏菌、克罗诺杆菌、沙门氏

菌、大肠埃希氏菌、产气荚膜梭菌、空肠弯曲菌及李斯特

氏菌等食源性致病菌的快速鉴定进行方法研究, 建立了相

应的检测数据库, 为微生物的快速准确鉴定提供了一种新

的技术方法[3338]。但由于微生物蛋白质的信息量大, 细菌

蛋白质表达存在一些不确定性, 对于微生物的溯源分型存

在一些困难, 需要采用更多的分析手段, 建立准确的数据

库, 满足准确分型的应用, 目前一些研究者主要针对微生

物的溯源分型开展了相应的研究, 主要是补充数据, 开展

基础的研究。除此之外, 研究者重点对微生物的培养基、

培养状态、菌体前处理、上样量等方面进行 MALDI-TOF- 

MS 操作和技术方法的研究, 获得了相应的最适合检测的

优化条件[39]; 对上机测试的靶板进行研究, 获得成本低、可

替代的一次性纸靶板, 节省了检测洗靶的时间[40]; 在不进

行前处理的情况下, 直接对血流感染的病原菌进行鉴定[41]。 

另外, 通过 MALDI-TOF-MS 技术与其他技术结合, 

能够提高检测的准确性及拓宽检测使用范围。有研究使用

MALDI-TOF-MS 蛋白质分析技术与代谢产物分析快速对

细菌功能进行研究[42]。通过 N-烷基吡啶同位素季铵化反应

结合 MALDI-TOF MS 对中药材的霉变情况进行了快速鉴

定 [43], 通过对还原糖进行吉腊德试剂 T 衍生化 , 提高

MALDI-TOF MS 糖组学分析灵敏度[44]。采用纳米磁珠联

合 MALDI-TOF-MS 技术开展微量蛋白筛选和检测[45]。 

除了对微生物的鉴定分型外, 采用 MALDI-TOF-MS

研究了耐药性微生物的产毒毒素分析、耐药机制及对耐药

性的病原微生物检测[4648], 证实了能够依据质谱技术开展

耐药性及微生物产毒的研究。同时, MALDI-TOF-MS 技术

还可应用于鉴别牛乳脂肪甘油三酯种类[49], 通过与芘连接

的肽探针 MALDI-TOF-MS 定量检测蛋白酶的活性[50], 应

用在寄生虫鉴定[51]、中草药鉴别[52]、羊绒掺假、牛奶掺假

及植物油掺假等方面。 
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目前基于 MALDI-TOF-MS 技术对病原微生物的检测, 

还未形成相应的检测标准, 但由于其快速、试剂耗材成本

低、操作简单等优点, 未来在微生物的鉴定中将会起到重

要作用。但由于一些菌属的蛋白质水平差异不明显, 较难

获得准确的鉴定结果, 比如: 李斯特菌属和芽胞杆菌属, 

较难获得单增李斯特氏菌和蜡样芽胞杆菌的准确检验结果, 

需要进一步的研究或使用二级质谱进行蛋白质的细分, 当

然需要更加优良的分析系统和软件支撑。另外, 对于各种

常见食源性病原微生物的溯源分型, 仍需要进一步补充数

据库, 对原有的数据库进行优化。 

6  总结与展望 

微生物快速检测方法由于其专业的局限性, 需要增

菌培养、需要无菌操作, 因此, 不如农兽药残留、真菌毒

素、食品添加剂、非法添加物等指标的快速检测方法应用

广泛。但近年来, 多学科的交汇和发展、食品检验体量的

增加、各种会议保障的需求等因素, 促进了对食源性病原

微生物检验技术方法的开发。通过对原有技术的改进和创

新, 提高了检验技术的准确性, 解决了部分专业局限性的

问题, 对其快速检测技术的发展和应用提供了机遇, 比如

分子生物学技术的飞速发展带来的高通量及绝对定量的检

测分析技术、以蛋白质组学为基础的飞行质谱技术的发展

和应用及胶体金技术与多学科的结合等, 这些技术虽然还

存在各方面的不足, 需要进一步的研究改进和拓展, 但对

于未来食源性病原微生物的快速检测分析将起到非常重要

的引领作用。 
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