
第 11 卷 第 7 期 食 品 安 全 质 量 检 测 学 报 Vol. 11 No. 7 

2020 年 4 月 Journal of Food Safety and Quality Apr. , 2020 

 

                            

*通讯作者: 樊晓洁, 硕士, 讲师, 主要研究方向为基础医学。E-mail: z21170@163.com 
*Corresponding author: FAN Xiao-Jie, Master, Lecturer, School of Medicine, Xi'an Foreign Affairs College, Xi'an, 710000, China. E-mail: 
z21170@163.com 

 

食源性致病菌大肠杆菌 O157:H7检测方法的 
研究进展 

樊晓洁* 
(西安外事学院医学院护理系, 西安  710000) 

摘  要: 食源性致病菌是引起食物中毒的重要病原微生物, 严重威胁人类健康, 对食源性致病菌进行快速、准

确的鉴定检测, 是预防和控制致病菌的有效方法, 而大肠杆菌 O157: H7 因其感染剂量低, 致病性强, 引起公

众的广泛关注。本文综述了目前用于检测食源性致病菌大肠杆菌 O157: H7 的主要方法, 包括细菌分离法, 免

疫学检测方法, 分子生物学检测方法, 并简单介绍了这些方法的优缺点, 以期为检测大肠杆菌 O157: H7 时提

供参考。 
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Research progress on detection methods of foodborne pathogenic 
Escherichia coli O157: H7 
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ABSTRACT: Food-borne pathogens are important pathogenic microorganisms that cause food poisoning, which 

seriously threaten human health. Fast and accurate identification and detection of food-borne pathogens is an 

effective method for preventing and controlling pathogens. Escherichia coli O157: H7 has attracted wide public 

attention due to its low infection dose and strong pathogenicity. This paper reviewed the main methods currently used 

to detect foodborne pathogens E. coli O157: H7, including bacterial isolation, immunological detection methods and 

molecular biological detection methods. It also briefly introduced the advantages and disadvantages of these mothods 

in order to provide reference for the detection of E. coli O157: H7. 
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1  引  言 

食源性疾病是我国较为严重的公共卫生问题之一 , 
微生物病原是其主要诱因, 而细菌又占微生物病原的主要

部分。食源性致病菌是一种以肉制品、蛋制品、水产品、

果蔬及乳制品等生鲜食品为传播媒介, 随食物摄入人体或

动物消化道后释放致病因子引起中毒的致病性细菌[1-5]。在

食品中主要的微生物包括沙门氏菌、单增李斯特菌、大肠

杆菌 O157:H7 等。其中大肠杆菌 O157:H7 是肠出血性大肠

杆菌(enterohemorrhage Escherichia coli, EHEC)中最典型的

一种, 自 1982 年美国首次报道由大肠杆菌 O157: H7 引起

的感染性腹泻以来, 其引发的食物中毒, 在世界各地都有

不同规模的暴发流行, 对人类的安全构成了严重的威胁。

EHEC O157:H7 为革兰氏染色阴性的、有动力、两端钝圆
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的短杆菌。该类菌没有芽孢、有周鞭毛, 大多数菌株有荚

膜, 其对热敏感, 最适生长温度为 37 ℃, 30~42 ℃时在肉

汤中也生长良好, 55 ℃经 60 min仍有部分存活, 在 75 ℃水

中 1 min 可被杀死。但 O157:H7 对低温有较高的耐受力, 且
具有耐酸性, 在 pH 4.0 的环境下仍然能够存活, 50~100 个

细菌即可引发感染, 甚至低至 5 个细菌也可引发感染[6-8]。

因其感染剂量极低, 致病性极强, 感染 O157:H7 的致死率

为 2%~10%[9,10], 感染大肠杆菌 O157:H7 主要引起婴幼儿

腹泻和出血性结肠炎(haemorrhagic colitis, HC), 并发溶血

性尿毒综合症(haemolytic uraemic syndrome, HUS)、血栓性

血小板减少性紫癜(thrombocytopenic purpura, TTP), 严重时

会导致死亡等, 因此, 其高毒性日益被公众所关注[11-14], 快
速、准确的检测对于大肠杆菌 O157:H7 导致的病情进行早

期筛查, 诊断, 治疗, 监测和有效的控制至关重要[15,16]。本

文综述了目前常见的检测大肠杆菌 O157:H7 的方法及其

优缺点, 以期为相关工作着对该菌的快速检测提供参考

依据。 

2  细菌分离法 

细菌分离法是一种传统的分离鉴定大肠杆菌 O157: 
H7 的方法, 需要通过液体培养基培养提前增菌 10~20 h, 
后将其定量涂布到培养皿上, 37 ℃培养 18~24 h。利用大肠

杆菌 O157 H7∶ 菌株一般不发酵山梨醇的特性, 可以在山

梨醇麦康凯琼脂培养基上进行初步分离, 培养的大肠杆菌

O157 H7∶ 菌落呈无色半透明。王静等[17]通过优化实验得

到一种选择性分离鉴别培养基, CTV-MUG-RSMAC 琼脂, 
发现该培养基可不仅可以有效抑制杂菌的生长, 还能鉴别

大肠杆菌 O157 H7∶ 的 3 种主要生化特征, 方法可靠且灵

敏度高。该方法耗时较长, 达到 3~4 d, 但因其需要设备简

单、正确率高、操作简单的优点被广泛采用。有报道称研

究了一种大肠杆菌 O157 H7∶ 快速增菌培养基, 8 h 培养时

间内该快速增菌培养基对于冷损伤和热损伤的大肠杆菌

O157 H7∶ 菌株具有良好的修复和增殖效果, 因此该培养

基对大肠杆菌 O157 H7∶ 菌株具有良好的选择特异性, 能
够短时间内(8 h内)有效富集培养大肠杆菌O157 H7∶ 菌株, 
是一种能够实现大肠杆菌 O157 H7∶ 菌株快速高效、特异

增殖的培养基, 将其结合检测金标卡, 能够实现 8 h 内快

速检测, 结果可信可靠[16]。 

3  免疫学检测方法 

3.1  免疫磁珠法 

免疫磁珠(immunomagnetic beads, IMB)是对具有超顺

磁性的微粒表面进行化学修饰, 使之与特异性抗体牢固结

合, 成为能捕获特异性抗原的磁珠。将免疫磁珠与待测溶

液混合, 若有相应抗原存在, 免疫磁珠就会将其捕获, 形

成抗原-免疫磁珠复合物, 并在适当的磁场条件下分离出

来, 达到富集目标抗原的目的[18,19]。IMB 技术选择性好、

灵敏度高、特异性强, 能将目标菌从复杂的食品基质中快

速分离出来, 但是小磁珠需要一次性的分离柱, 成本较高, 
大磁珠可能对细胞造成机械压力, 影响其生物学活性而不

利于分离后培养[19]。曲晓莹等[20]研究了免疫磁珠-环介导

恒温扩增技术 , 对牛血清白蛋白 (bovine serum albumin, 
BSA)、酪蛋白(casein)、海藻糖(trehalose)、聚乙烯吡咯烷

酮(polyvinyl pyrrolidone, PVP)、抗坏血酸(vitamin C)和防腐

剂 ProClin 300 进行检测, 发现免疫磁珠具有良好的特异性

和广谱性。黄震等[21]合成了一种核壳型的纳米磁珠, 通过

优化免疫纳米磁珠的用量和孵育时间, 构建了高效的免疫

磁分离方法。该方法能够在 35 min 内完成牛奶中大肠杆菌

O157:H7 的高效富集。侯楠楠等[22]制备了一种表面包被大

肠杆菌 O157 H7∶ 单克隆抗体的纳米级免疫磁颗粒, 用于

样品中菌体的富集和分离; 制备一种表面分别标记有大肠

杆菌 O157 H7∶ 多克隆抗体和生物素化核酸探针的胶体金

颗粒; 利用生物素-亲和素-酶系统信号放大作用, 达到对

目标菌的快速、灵敏检测。结果该方法可在 1 h 内完成菌

体的分离和检测,检测限为 10 CFU/mL。 

3.2  酶联免疫法 

酶 联 免 疫 法 (enzyme linked immunosorbent assay, 
ELISA)是一种固相和液相结合的非放射性免疫标记分析

技术, 因其稳定性好和特异性强等优点受到研究者的亲

睐。该方法先将抗体固定在固相载体上, 以具有生物活性

的酶为信号“发生器”, 有机的将抗原－抗体免疫应答和酶

的高效催化特性结合在一起, 实现对目标分子简单、快速

且高效的检测[23]。该方法特异性好、灵敏度高、检测时间

短, 但是缺点是其酶的纯度和反应过程易受环境因素影响, 
使其稳定性和重复性较差, 因而易于造成漏检和假阳性。

段妙林[24]建立了酶联免疫法检测大肠杆菌 O57:H7 的方法, 
灵敏度达到 10 ng/mL。遇晓杰等[25]用酶联免疫法快速检测

TecraTM 大肠杆菌 O157, 并于经典培养方法进行比较, 结
果该方法准确度为 100%, 特异度为 100%, 检出限为     
1 CFU/25 g。 

3.3  蛋白芯片法 

液相蛋白芯片法主要是通过单抗和多抗的夹心

ELISA 或者竞争 ELISA 方法以实现对目标分子的检测。实

验过程包括单抗偶联微球、获靶分子、加入多抗、以及荧

光标记的二抗等多个步骤, 此外, 方法中还涉及了多次重

悬、洗涤等过程。与常规液相蛋白芯片不同, 该方法直接

将染色后的菌体荧光作为报告分子, 能够较为快速的实现

对大肠杆菌 O157 H7∶ 的检测[23], 且灵敏度高、重复性好, 
但是其成本较高, 需要一系列昂贵的仪器[26]。方珍[26]应用

液相蛋白芯片技术检测食源性大肠杆菌 0157: H7, 该方法
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能检出阳性的最低浓度为 0.5 CFU/mL 

3.4  胶体金免疫层析试纸法 

胶体金免疫层析技术是以微孔膜(多为硝酸纤维素膜)
为固相载体, 在其上包被特异性抗(或抗原)作为检测线(T
线), 包被第二抗体(抗金标抗体的抗体)作为指控线(C 线), 
胶体金标记物过定语玻璃纤维素膜上作为金标垫, 其一端

与微孔膜相接, 另一段接样品垫, 微孔膜的另一端连接吸

水垫组成试纸条, 该技术具有简单、快速、灵敏度高、特

异性强、价廉、样品所需量少等优点, 其灵敏度与常规的

仪器分析一致, 适合现场筛选, 但是难以定量, 目前只能

用 于 定 性 分 析 [27] 。 韩 姣 姣 [28] 以 Pd–Pt 纳 米 粒 子

(nanoparticles, NPs)为标记物, 采用双抗夹心模式, 建立了

一种定性和定量检测大肠杆菌 O157:H7 的免疫层析方法。

发现该方法与传统的胶体金试纸条相比, 灵敏度提高了

111 倍。崔希等[29]将免疫磁珠分离和胶体金免疫层析法相

结合应用于大肠杆菌 O157 H7∶ 的现场快速检测中。结果

表明 1 mL (7.6×103) CFU/mL 菌液经过免疫磁珠分离富集

后, 用胶体金免疫层析法检测可得到阳性结果。对于 10 
CFU/g 大肠杆菌 O157 H7∶ 污染的食品样本, 经过 6 h 预增

菌, 免疫磁珠分离和胶体金试纸条检测 72 min 即可检出。

李小萍等[30]采用胶体金标记大肠杆菌 O157lps 单克隆抗体, 
用另一株大肠杆菌O157lps单克隆抗体和羊抗鼠 IgG, 分别

在 NC 膜上包被检测线和质控线。制备"双抗体夹心法"大
肠杆菌 O157 H7∶ 金标检测试剂盒, 结果发现该试剂盒仅

与大肠杆菌 O157 H7∶ 反应, 与其他受试肠道菌均不反应, 
具有较高的特异性, 敏感性可达到 104 CFU/mL; 对阴阳

性质控品的符合率达到 100%, 精密性良好。 

4  分子生物学检测方法 

分 子 生 物 学 检 测 方 法 包 括 聚 合 酶 链 式 反 应

(polymerase chain reaction,  PCR) 、环介导等温扩增

(loop-mediated isothermal amplification, LAMP)、生物传感

器等技术, 其中荧光 PCR、LAMP 检测方法已经有商品化

的产品出现。大肠杆菌 O157 H7∶ 的全基因组已经获得, 其
基因组在 GenBank 中已有收藏[31]。针对此全基因组, 衍生

出一系列的分子生物学方法 , 用于鉴定检测大肠杆菌

O157:H7。与传统生化鉴定方法相比, 分子学检测方法的优

势是快速、检测限低、准确度高。 

4.1  聚合酶链式反应技术 

聚合酶链式反应技术是主要用于检测大肠杆菌

O157 H7∶ 的方法, 通过对大肠杆菌O157 H7∶ 的特异性毒

力基因, 设计相应的引物用于扩增这一段基因, 从而获得

大量的待测基因确证为大肠杆菌 O157 H7∶ 。PCR 技术灵

敏度高、特异性强、操作简便, 被广泛用于食品中的大肠

杆菌等致病菌的检测[32]。刘鑫等[33]建立牛乳中大肠杆菌

O157 H7∶ 的 PCR 快速检测方法, 该方法的特异性和灵敏

性较好, 能够检测到 0.1 ng/μL 的 DNA 模板, 当牛乳中含

有超过 100 CFU/mL 的大肠杆菌时,可利用该方法进行检

测。黄丽等[34]发现针对大肠杆菌 O157:H7 型菌株的志贺祥

毒素 Stx I 和Ⅱ基因的特异序列设计并合成两对引物, 其中

Stx I 引物结合 PCR 技术可直接检测水牛乳中大肠杆菌

O157:H7, 灵敏度高, 检出限为 8.58×103 /mL, 检测时间可

控制在 24 h 内。董莲华等[35]以大肠杆菌 O157 H7∶  rfb E
基因为靶基因, 建立了可对其准确定量的微滴数字 PCR 方

法, 特异性验证结果表明, 建立的方法特异性良好, 对 13
份猪肉、牛肉和鸡肉样品的检测结果与定量 PCR 方法检出

结果一致。潘素华等 [36]将叠氮溴化乙锭 (ethidium azide 
bromide, EMA)与双重荧光 PCR 技术结合, 建立 EMA 荧光

PCR 方法, 能快速检测食品中活性大肠杆菌 O157 H7∶ , 
可以避免死菌 DNA 造成的假阳性。 

4.2  基因芯片技术 

基因芯片技术主要是将多个寡聚核苷酸序列作为探

针, 有序的排列在硅胶板或者其他固体物质上, 与待检目

标物质的标记基因按照碱基互补配对原则进行杂交, 接着

通过荧光的激光共聚焦检测器对芯片进行扫描, 最后信号

输出到计算机, 分析荧光信号, 得到所需信息[34]。金银芯

片技术具强特异性、高灵敏度、高通量检测、简便快速、

重复性好等有低钠, 但是所用仪器设备价格高昂, 导致成

本升高[37]。徐晓静[38]等研制的基因芯片技术能特异、灵敏

且快速的同时定性检测 O157 H7∶ 和霍乱弧菌 O139。Ruan
等[39]研发了检测大肠杆菌 O175:H7 的芯片, 并结合使用免

疫生物传感器, 使得检测限降低至 6×103 CFU/mL。 

4.3  环介导恒温扩增技术 

环 介 导 恒 温 扩 增 技 术 (loop-mediated isothermal 
amplification, LAMP)是以目的基因的特异区设计引物, 利
用 Bst DNA 聚合酶在恒温下孵育完成目的基因的扩增。与

仅需两条引物与目的基因的 2 个特异区匹配的 PCR方法相

比, 该技术需要 4 条引物与目的基因的 6 哥特异区匹配, 
因此该技术特异性更好[40]。周杨等[41]研究基于 LAMP 检

测大肠杆菌 O157:H7(Escherichia coli O157 H7)∶ 的快速

检测试剂盒 , 该试剂盒特异性好 , 灵敏度高 , 重复性好 , 
储存方便, 检测结果稳定、可靠, 适用于对食品中大肠杆

菌 O157 H7∶ 的检测需求。刘辉等[42]用 LAMP 法检测 6
种常见的致病菌, 阴性与阳性符合率均为 100%, 检出限

达到 3.0×103~1.1×104 CFU/25 g, 表明该技术检出限低、

特异性好。 

4.4  生物传感器 

生物传感器也可用于检测食源性大肠杆菌 O157 H7∶ , 
其是以固定的生物成分(蛋白质、酶、DNA、抗体等)或生
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物体本身(细胞、微生物、组织等)作为敏感材料, 与适当的

化学物理换能器(如氧电极、光敏管、压电晶体等)及信号

放大专职相结合构成的一种快速检测各种生物、化学物质

的分析检测仪器。通过各种物理、化学换能器捕捉目标物

与敏感材料之间的反应, 将反应的程度转变为可测量的光

信号和电信号, 根据所测量信号的大小推算出被测物质的

含量。生物传感器技术简单、快速、特异性强、灵敏度高, 
但是目前大多数生物传感器检测大肠杆菌O157:H7主要依

赖抗体, 需要进一步研究其他特异性识别分子[43-45]。Guo
等[46]基于 DNA 杂交链式反应和通过酶联免疫吸附测定的

生物素-链霉亲和素信号放大检测大肠杆菌 O157 H7∶ , 在
纯培养基中检测线为 1.08×102 CFU/mL。Wang 等[47]构建了

基于钙离子信号的 B 细胞生物传感器, 运用 B 细胞对大肠

杆菌 O157 H7∶ 的特异性识别, 进而介导 B 细胞内一系列

信号通路的开启, 导致胞质内钙离子浓度的升高, 用胞内

装载的化学钙离子指示剂 Fura-2与钙离子结合前后的荧光

比率来间接反应大肠杆菌 O157 H7∶ 的浓度。该生物传感

器可以在 10 min 内检测纯培养物和牛肉样品中大肠杆菌

O157 H7∶ , 检测线达 102 CFU/mL。 

4.5  DNA 探针技术 

DNA 探针技术是指在大肠杆菌 O157 H7∶ 特异性的

基因片段上标记荧光物质过着放射性同位素用于制备可杂

交的特异性 DNA 探针。最为广泛的大肠杆菌 O157 H7∶

的 DNA 探针是使用分子量为 3.3 kb 的 CVD419 片段, 荧光

修饰后, 用于鉴定目标菌。DNA 探针制作方法简便、快速, 
在大肠杆菌 O157 H7∶ 的检测中均有广阔的前景[48,49]。黄丽

等[50]以大肠杆菌 O157:H7 的志贺氏氏毒素 Stx I 基因保守序

列设计特异性引物, 并进行 PCR 扩增, 采用地高辛标记扩

增的 DNA 片段以制备探针, 对大肠杆菌 O157 H7∶ 进行检

测, 结果表明大肠杆菌 O157 H7∶ 的 Stx I 的 DNA 探针特异

性较强。用该探针对人工污染水牛乳进行检测, 成功检出大

肠杆菌 O157 H7, ∶ 最低检出限为 8.58×102 CFU/mL, 可应

用于水牛乳中大肠杆菌 O157 H7∶ 的快速检测。  

5  总  结 

大肠杆菌 O157 H7∶ 的致病性与致死性都很强, 目前

己成为全球性的公共卫生问题, 如何快速检测食源性大肠

杆菌 O157 H7∶ 已成为食品安全问题的关键。目前检测样

品的前处理程序具有复杂、成本高和技术普及困难等缺陷。

因此建立快速和准确的检测方法来提高检测灵敏度和准确

性尤为重要。本文综述了目前用于大肠杆菌 O157 H7∶ 检

测的技术, 可以发现不同检测方法有不同的优点和不足。

因此, 科研人员需要去探索更快速、简便、特异性好和灵

敏度高的食源性致病菌检测技术, 来应对突发性食品安全

公共事件, 从而保障食品安全及公共卫生健康。 
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