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多重荧光 PCR快速检测食源性致病菌的研究进展 

刘占鳌*, 裴艳琴, 叶  华 
(西安医学高等专科学校, 西安  710309) 

摘  要: 食源性疾病多由食源性致病菌引发, 威胁个人健康及全球食品安全, 而传统细茵分离、培养与鉴定由

于需时较长, 尤其是有的细茵难以培养, 难以适应食源性疾病预防控制的需要, 因此寻找有效、可靠的食源性

致病菌高通量检测方法对于确保食品安全具有重要意义。近年来, 食源性致病菌的核酸检测技术具有简便、

耗时短、特异性强、灵敏度高等优点, 已被广泛应用于食源性致病菌的检测, 本文在总结食源性致病菌知识的

基础上, 着重对多重荧光 PCR 技术原理及在食源性致病菌检测的应用进展进行综述, 以期为控制由食源性致

病菌引发的食品安全隐患提供理论参考。 
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Research progress on rapid detection of foodborne pathogens by multiplex 
fluorescent PCR 
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ABSTRACT: Foodborne diseases are mostly caused by foodborne pathogens, threatening personal health and global 

food safety. However, due to the long time needed for the separation, culture and identification of traditional bacterial 

pathogens, some bacterial pathogens are difficult to be cultivated, which is difficult to adapt to the needs of foodborne 

disease prevention and control. Therefore, it is of great significance to find an effective and reliable high-throughput 

detection method for foodborne pathogenic bacteria to ensure food safety. In recent years, the nucleic acid detection 

technology for foodborne pathogenic bacteria has been widely applied in the detection of foodborne pathogenic 

bacteria due to its advantages of simplicity, short time consuming, strong specificity and high sensitivity. On the basis 

of summarizing the knowledge of foodborne pathogens, this paper focused on the principle of multiplex fluorescent 

PCR technology and the application progress in the detection of foodborne pathogens, so as to provide a theoretical 

reference for the control of food safety hazards caused by foodborne pathogens. 
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1  引  言 

食品安全关乎人民健康与基本社会生产活动的正常

开展, 并且随着社会经济发展水平的提高, 人们对食品的

质量要求越来越高[1]。近年来, 由生物性因素引起的食品

安全事件发生率不断上升, 其中食源性疾病较为明显, 食
源性疾病通常是由食源性致病菌而引起, 目前已有报道的

食源性致病菌种类接近 300 种[2]。根据 WHO 2015 年发布

的《全球食源性疾病负担的估算报告》[3], 全球食源性疾

病患病人数以亿计, 其中腹泻病占比全球食源性疾病的一
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半以上。随着全球性食品贸易增长、加工方式变化、饮食

习惯不同, 新食源性致病菌的出现及细菌耐药性对食源性

致病菌的监测防控提出了更为严峻的挑战。在我国, 《国

家食品安全监督抽检实施细则》和根据此标准制定的各省

市县级食品监抽细则规定, 食源性致病菌是食品检测的主

要对象[4]。常规病原微生物的检测方法主要依据 GB 4789、
GB 8538 等标准, 以分离培养、生理生化特征等方面为   
主[5‒7]。虽是较为可靠与准确的技术, 但对生长、检测环境

要求严格, 且耗时、耗力, 难以达到快速检测目的。目前, 
检测技术已由培养水平向分子水平方向发展, 尤其以高效

特异性强、快速、低成本为优势的分子生物学检测技术为

主, 包括常规 PCR、多重 PCR、荧光实时 PCR 技术等[8,9]。

因此本文主要就多重荧光 PCR 技术在食源性致病菌快速

检测中的应用进展加以总结综述, 以期为进一步建立快

速、灵敏的致病菌检测方法提供参考。 

2  食源性致病菌概述 

2.1  分  类 

在食源性疾病中, 病原微生物是其主要诱因, 而细菌

又占微生物病原的 44%[10], 细菌分为革兰阳性与阴性菌, 
以阴性菌居多。常见的食源性致病菌主要有志贺氏菌、致

病性大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、单增李斯特菌、溶血性

链球菌、副溶血弧菌、沙门氏菌、霍乱弧菌、炭疽杆菌、

鼻疽杆菌、结核菌、布氏杆菌、猪丹毒杆菌等[11], 其中以

大肠杆菌、沙门氏菌、单增李斯特菌、金黄色葡萄球菌污

染造成的食品安全事件较为常见[12]。 

2.2  危害性 

食源性致病菌常伴随着被污染的食物进入人体, 而
食物污染可以出现在食物链的任意一个环节, 人体感染后

可导致肠道传染病的发生及食物中毒以及畜禽传染病的流

行。据统计, 在世界各国的细菌性食物中毒事件中, 沙门

氏菌引起的食物中毒常列榜首, 多由动物性食品引起, 特
别是肉类、鱼类、禽肉类、乳类、蛋及其制品[13], 以急性

肠胃炎为主, 潜伏期一般为 4~48 h, 前期症状有恶心、头

疼, 全身乏力和发冷等, 主要症状有呕吐、腹泻、腹疼, 据
估计, 沙门氏菌每年在全世界范围内导致上万人感染、死

亡[14]。近几年, 在我国也有关于某品牌餐饮检出致病菌的

新闻报道, 大多以大肠杆菌为主[15], 根据其致病机制不同, 
分为肠产毒性、肠致病性、肠侵袭性、肠出血性大肠杆菌, 
主要通过受污染的食品摄入, 在日本曾发生一起大肠杆菌

O157: H7 引起的食物中毒, 约 9000 多人中毒[16,17], 目前, 
沙门菌、单增李斯特菌和大肠杆菌 O157: H7 是我国进出口

冻肉产品的主要检测项目[18]。因此, 在食品工业中, 切断

致病菌在加工、运输、销售各个环节的传播途径, 避免病

原微生物感染, 提高食源性致病菌检测能力, 是今后应着

重研究分析的方向。 

3  常规 PCR 技术特点 

传统的细菌培养法检测主要靠形态学、生化反应和血

清学凝集等实验手段, 检测周期长, 操作繁琐, 易受主观

判断影响。然而食源性致病菌检测技术的关键是要有较高

的敏感度、较强的专一性以及尽可能短的分析时间[19,20], 
其中, 分子生物学检测技术作为一种核酸体外特异性扩增

技术, 基于致病菌中特有的核酸序列对其进行检测用于特

定 DNA 片段放大[21,22], 其中以聚合酶链反应(polymerase 
chain reaction, PCR)应用最为广泛, PCR 反应对于特异性目

的片段的扩增相比于选择性培养、单克隆挑选等方法降低

了假阳性概率, 在灵敏度方面, 大多数 PCR 体系对致病菌

检出限可达到 10~104 CFU/mL, 而传统方法检出限约为

104 CFU/mL[23]。常规 PCR 原理为通过检测特定目标 DNA
序列来检测食品中存在的单一细菌病原体, 但也存在局限

性, 比如受到 PCR 抑制剂的影响而产生假阴性, 无法区分

食源性微生物是否为活体等[24]。 

4  多重荧光 PCR 技术概述 

4.1  技术原理及特点 

基于常规 PCR 技术, 随之衍生出多种分子生物学方

法, 比如多重 PCR、实时荧光定量 PCR、数字微滴 PCR 等。 
多重荧光 PCR 是近几年发展起来的一种快速检测技

术, 该技术在荧光定量 PCR 的基础上, 利用两对或两对

以上的引物以及荧光标记探针, 实现在同一个反应体系

中对多个目标序列同时进行检测, 通过荧光信号积累实

时监测整个 PCR 过程, 拓宽了实时荧光 PCR 的应用范围, 
也克服了常规 PCR 的不足[25‒28]。它是多重 PCR 技术与实

时荧光定量 PCR 的结合, 其中, 多重 PCR(multiplex PCR)
技 术 又 称 多 重 引 物 PCR 技 术 或 复 合 PCR 技 术 , 
Chamberlian 于 1988 年首次提出[29], 在同一反应体系中

同时加入多对引物, 同时扩增出多个核酸片段的 PCR 反

应, 可同时检测多个目标菌, 具有高效、高产、低成本、

速度快等优点 , 有较好的可操作性 [13,30‒32]; 实时荧光定

量 PCR 技术是在反应体系中加入荧光基团, 借助荧光信

号累积对整个进程进行实时监测, 最终根据标准曲线对

未知模板浓度定量分析 , 实现了定性与定量同步分析 , 
被认为是 PCR 诊断技术进步的一次跨越式的飞跃[33‒35]。

总之, 多重荧光 PCR 最主要优势是对待测样本起始 PCR
反应模板进行准确定量 , 并处于全封闭的检测条件 , 具
有高通量、高灵敏度、无污染、快速特异等特点, 可缩短

检测周期、减少成本和提高效率, 广泛应用于生物学、临

床医学等领域[36‒38]。 
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4.2  食源性致病菌检测应用 

多重荧光 PCR 技术在实际应用中主要用于多种病原

菌或者病原体不同血清型的检测, 在科研领域已得到反复

验证, 比如董睿等[4]以沙门氏菌、金黄色葡萄球菌、副溶

血性弧菌、单核细胞增生李斯特菌为检测对象, 验证多重

荧光 PCR 在实际食品致病菌检测中的应用, 设计引物和探

针, 并同时以对应致病菌国标方法为对照, 结果显示此方

法阳性、阴性、空白样品对照结果准确, 与国标一致; 刘
秀峰等[39]以阪崎杆菌 16S-23SrDNA 保守区、金黄色葡萄

球菌耐热核酸酶(nuc)基因序列和蜡样芽胞杆菌 cerA 特异

基因设计合成引物和探针, 用国标法、多重荧光 PCR 方法

同时对 194 份婴幼儿食品进行检测, 结果完全一致, 并在 
8 h 内完成。近年来基于实时荧光定量 PCR 的多重检测在

肉类、水产品及乳制品等应用发展迅速, Zhang 等[40]利用多

重荧光 PCR 检测出了乳制品中的金黄色葡萄球菌, 检测限

可低至 3×102 CFU/g; 索原杰[41]构建了基于活菌染料 PMA
的三重实时荧光定量 PCR 方法同时检测牛奶中的金黄色

葡萄球菌、单增李斯特菌和沙门氏菌, 并开展乳酸菌对致

病菌生长抑制的研究。李金峰[42]采用改良分子信标探针, 
建立了一种同时测沙门菌、单增李斯特菌和大肠杆菌 O157: 
H73 种致病菌的多重荧光 PCR 法, 结果表明此检测体系可

正确地检出所有阳性基因, 未出现假阴性。 
此外, 秦丽等[43]利用多重荧光 PCR 技术快速检测乳

粉中的沙门氏菌、金黄色葡萄球菌、志贺氏菌, 分别以其

3 个特性基因为靶基因, 选择特异性引物, 以参照菌种为

对象, 验证引物特异性; 同时荧光定量 PCR 技术应用于大

肠杆菌检测的文献也较多, 其中李睿等 [44]针对大肠杆菌

O157, 设计特异性的探针, 开发多重荧光 PCR 检验技术, 
可对大批量食品样本进行快速筛检。 

目前我国布病疫情呈全国流行态势, 北方地区尤为

严重, 布鲁氏菌病(简称布病)是一种人畜共患传染病, 人
感染后症状为发热、关节痛、疲乏无力, 重者难以治愈, 
布病是由革兰阴性兼性胞内寄生的布鲁氏菌属引起, 目
前实验室对布鲁氏菌的鉴定主要依靠表型检测, 但耗时

长、存在感染风险[45]; 为此刘志国等[46]依据布鲁氏茵部

分特异性基因, 应用多重 Taq-Man 荧光 PCR 技术检测布

鲁氏菌, 结果显示该方法的单重和多重荧光 PCR 最低检

测下限均约为 l02 copy/μL(13~24 fg/μL), 是常规 PCR 灵

敏度的 l00 倍。 
虽然目前已经有大量文献研究该技术, 但实际应用

较少, 原因在于利用该技术检测过程中影响因素多及要求

较严, 包括核酸模板的提取、引物探针的设计、多重 PCR
反应体系的构建、质量体系监控等, 造成灵敏度及稳定性

降低, 结果出现偏差[47,48]。鉴于此, 关于多重荧光 PCR 与

其他先进技术结合的研究也成为领域内的研究重点, 比如, 
Jannine等[49]设计了HANDS(Homo-Tag Assisted Non-Dimer 

System)系统, 有效减少多重 PCR 技术产生的引物二聚体, 
同时兰全学等[50]首次结合 HANDS 系统构建了同时检测 4
种致病菌的多重荧光 PCR 方法, 结果表明该方法特异性

强、灵敏度高; 将多重荧光 PCR 技术与流式液相芯片技术

相结合, 通过研究关键技术建立相应的病原体高通量检测

体系并加以应用, 对实现致病菌高通量共检具有重要的意

义[51‒54]; 此外, 利用免疫磁珠分离技术分离、富集食源性

致病菌[55‒57], 再与多重实时荧光定量 PCR 结合, 可实现无

需预增菌高通量实时检测多种食源性致病菌[58,59]。另外, 
为了保证检测结果精确无误, 需要对检测过程进行内标监

控, 索标等[58]采用来源于人类腺病毒基因的一段序列设计

IAC, 评估其检测特异性、扩增效率及与目的致病菌基因组

DNA 的抗干扰扩增能力, 开发出一个可用于多重实时荧

光 PCR 检测的扩增内标, 避免出现假阴性结果。 

5  结论及展望 

食品安全问题关系到国计民生, 是一个全球公共安

全问题, 随着社会发展, 食源性致病菌检测技术也在不断

的发展和创新, 未来必然会提出更高要求。多重 PCR 通过

运用多对引物检测目的基因 , 成倍提升检测效率 ; 荧光

PCR 则通过监测探针或染料在 PCR 扩增时的荧光信号变

化大幅提高结果准确性; 多重荧光 PCR 结合上述 2 种方法

优点, 通过运用多条探针检测目的基因, 提升检测效率和

准确性, 是目前研究的最深入最成熟的检测技术[60,61]。但

成本消耗较大, 在一定程度上限制了其在实际生产中的应

用, 而构建特异性强的多重实时荧光定量 PCR 检测方法更

是目前的研究热点及发展趋势[52]。目前, 对于食品中的致

病菌检测来说, 依靠单一的手段已不能满足现阶段的检测

要求, 多种技术的联用可大大提高检测的灵敏度。总之, 
食源性致病菌的检测技术将逐步向灵敏度更高、特异性更

强、通量更高、重复性更好、简易、经济的方向发展, 亟
需为我国开展食源性疾病的预防、诊断、治疗提供可靠的

检测手段, 从而为公共卫生及食品工业的健康快速发展做

出贡献。 
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