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摘  要: 食源性致病菌是威胁食品安全的重要因素之一, 常见的种类主要包括致病性大肠杆菌、沙门氏菌、

金黄色葡萄球菌、李斯特菌、弯曲杆菌等。全方位、准确地实现对致病微生物的检测是保证食品安全的关键。

传统的培养法和其他检测技术如免疫学检测、生物传感器等技术不同程度地存在针对目标单一、效率低、灵

敏度差等问题。核酸技术具有特异性强、高通量、分析角度全面等特点, 近几年来得到迅速的发展。本文主

要介绍了利用 PCR 技术、等温扩增技术、第二、三代测序技术以及其他核酸技术对食源性致病菌检测的研究

进展, 并提出核酸技术在食源性致病菌检测方面的研究前景。旨在归纳已具备商业应用价值的核酸技术在食

源性致病菌检测上的研究进展, 并分析各技术的优势和不足, 同时展望核酸检测技术的发展趋势。 
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ABSTRACT: Foodborne pathogens are one of the most important factors in threatening the food safety. Major 

foodborne pathogens include the pathogenic Escherichia coli, Salmonella, Staphylococcus aureus, Listeria and 

Campylobacter coli, etc. Comprehensive and accurate detection of pathogenic microorganisms is the key to ensure 

the food safety. Traditional detection methods of colonies incubation, and other detection technologies such as 

immunological detection and biosensor have disadvantages including single target, poor efficiency and low 

sensitivity to some extent. Nucleic acid technologies are characterized by strong specificity and high throughput with 

multi-perspectives, which have developed rapidly in recent years. This paper mainly introduced the detection of 

food-borne pathogenic bacteria by PCR, isothermal amplification, high-throughput sequencing(HTS), 

single-molecule sequencing technology and other nucleic acid technologies, and proposed the perspectives on the 

application of these technologies in the future. The aim was to summarize the research progress of nucleic acid 

technology with commercial application value in pathogenic bacteria detection, analyze the advantages and 
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disadvantages of them, and provide the perspectives of their development in the future. 
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1  引  言 

食源性致病菌指能够引发人体呕吐、腹泻等患病状态

的一群微生物, 是造成食源性疾病的主要因素。据统计, 
我国微生物污染引起的食物中毒事件约占事件总数的 50%, 
常见食源性致病菌有沙门氏菌、肠出血性大肠杆菌

(Enterohemorrhagic Esherichia coli, EHEC)、空肠弯曲菌

(Campylobacter coli)等[1,2]。在食品生产中, 传统杀菌工艺

并不能保证全部加工食品达到商业无菌状态, 因此食源性

致病菌的检测尤为重要[3‒8]。传统检测和鉴定方法(如分离

培养法、形态观察法、生化鉴定法、血清分型法等)操作烦

琐、分辨力差, 不能实现有效地监测和预警作用, 因此需

要能快速检测食源性致病菌的新型技术[9‒11]。核酸技术可

以实现对致病菌的快速检出, 同时, 基因型的研究, 可以

更好地认知微生物间、物种与功能基因间的相互作用机制, 

对防止食源性疾病的爆发和食源性致病菌的传播具有重要

意义[12‒15]。表 1 列举了近年来利用核酸技术对常见的食源

性致病菌, 包括大肠杆菌、沙门氏菌、金黄色葡萄球菌、

李 斯 特 菌 (Escherichia coli, Salmonella enterica, 
Staphylococcus aureus, and Listeria)等的检测研究。本文综

述了核酸技术在食源性致病菌快速检测中的应用, 并总结

归纳其优缺点, 为核酸技术更好地应用于微生物检测提供

参考。 

2  PCR 技术 

PCR 技术通过设计引物或探针, 可以实现对目标致

病菌的特异 DNA 或 RNA 序列的检测[9]。主流 PCR 检测技

术包括普通 PCR 技术、mPCR、qPCR 以及 ddPCR。PCR
技术具备较高的准确性及敏感性, 已广泛应用于食源性致

病菌的检测中[1,8,9]。 
 

表 1  利用核酸技术对食源性致病菌检测的研究汇总 
Table 1  Research summary on testing of food-borne pathogens by nucleic acid technologies  

目标致病菌 技术方法 食品基质 检测限 参考文献

E. coli 

多重 PCR 技术 (multiplex polymerase 
chain reaction, mPCR) 

缓冲蛋白胨水 0.187 μg/mL [16] 

mPCR+簇状规则间隔的短回文重复序列
(clustered regularly interspaced 

short palindromic repeat, CRISPR) 
牛肉加工厂 

104~105 CFU/mL 

[17] 

mPCR+SSEL* 生菜表面 [18] 

多重不对称 PCR 生猪肉、鲜牛奶 [19] 

微滴式数字 PCR 技术 
(droplet digital PCR, ddPCR) 

水厂水  [20] 

ddPCR 菠菜叶、牛奶、苹果汁 2 CFU/mL [21] 

环介导等温扩增 (loop mediated 
isothermal amplification, LAMP) 

PBS 

  

纳米孔单分子测序技术 
(oxford nanopore technologies, ONT) 

102~103 CFU/mL [22] 

LAMP 微流控芯片 
牛奶 100 CFU/mL [23] 

LB 肉汤培养基 10 CFU/mL [24] 

溶藻弧菌(Vibrio 
alginolyticus) 

重组酶聚合酶扩增 (recombinase 
polymerase amplification, RPA) 

虾匀浆 2.5 × 102  CFU/ g [25] 

副溶血弧菌 
(Vibrio Parahemolyticus) 

mPCR 缓冲蛋白胨水 0.158 μg/mL [16] 

多重不对称 PCR 生猪肉、鲜牛奶 104~105 CFU/mL [19] 

铜绿假单胞菌 
(Pseudomonas aeruginosa) 

LAMP/ddPCR 果汁 1.5×102~1.5×105 CFU/mL [26] 

RPA 瓶(桶)装水 36 CFU/mL [27] 
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续表 1  

目标致病菌 技术方法 食品基质 检测限 参考文献

Salmonella 

mPCR 

缓冲蛋白胨水 0.0202 μg/mL [16] 

熟肉匀浆 
103 CFU/mL [28] 

猪肉、牛奶香肠 

生菜表面 104~105 CFU/mL [18] 

多重不对称 PCR 生猪肉、鲜牛奶  [19] 

实时定量 PCR 技术 
(quantitative real-time PCR, qPCR) 

果蔬 100 CFU/mL [29] 

核酸序列扩增 (nucleic acid sequence-based 
amplification, NASBA) 

牛肉, 猪肉和牛奶 0.7 CFU/mL [30] 

LAMP 微流控芯片 

牛奶 

100 CFU/mL [23] 

叠氮溴化丙锭(propidium monoazide, 
PMA)+qPCR 

102~103 CFU/mL [31] 

S. aureus 

mPCR 

缓冲蛋白胨水 2.30 μg/mL [16] 

熟肉匀浆 
103 CFU/mL [28] 

猪肉、牛奶香肠 

生菜表面 
104~105 CFU/mL 

[18] 

多重不对称 PCR 生猪肉、鲜牛奶 [19] 

PMA+qPCR 

牛奶 

102~103 CFU/mL [31] 

LAMP 10 CFU/mL [32] 

LAMP 微流控芯片 100 CFU/mL [23] 

Listeria 

mPCR 

缓冲蛋白胨水 1.05 μg/mL [16] 

熟肉匀浆 103 CFU/mL [28] 

生菜表面 
104~105 CFU/mL 

[18] 

多重不对称 PCR 生猪肉、鲜牛奶 [19] 

qPCR 
营养肉汤、牛奶 

1.58×103、
1.43×103 CFU/mL 

[33] 

PMA+qPCR 102~103 CFU/mL [31] 

DNA 微阵列技术 牛奶 108 CFU / mL [34] 

志贺氏菌(Shigella 
castellani) 

mPCR 
熟肉匀浆 

103 CFU/mL [28,35] 
猪肉、牛奶香肠 

多重不对称 PCR 生猪肉、鲜牛奶 104~105 CFU/mL [19] 

停乳链球菌
(Streptococcus 
dysgalactiae) 

单分子实时测序技术 
(single-molecule real time sequencing, SMRT)

人、鱼类  [36] 

C. coli SMRT   [37] 

注: 选择性共增菌技术: 同时富集肠道沙门氏菌、金黄色葡萄球菌、大肠杆菌 O157: H7 和单核增生李斯特菌的选择性富集肉汤。 
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2.1  mPCR 
mPCR 技术通过设计几组特异性引物, 可同时扩增出

多个核酸片段, 同时测定多种致病菌, 实现较高的通量[9]。

寡聚核苷酸引物的选择和设计对 mPCR 的发展非常重要, 
刘骆强等[16]运用 mPCR 技术对 5 种常见食源性致病菌进行

优化, 发现在最佳退火温度为 59 ℃时引物特异性较好。杨

国兴等[28]建立了沙门氏菌、S.aureus、李斯特菌、志贺氏菌

4 种致病菌的 mPCR 检测方法, 通过优化反应体系, 使得熟

肉匀浆中的 4 种致病菌的检出限为 103 CFU/mL。然而 mPCR
技术存在扩增效率不均衡、凝胶电泳图像分辨率低等问题。

刘忠梅等[35]把 S. aureus fem A 基因、沙门氏菌 inv A 基因、

志贺氏菌 ipa H 基因作为靶基因, 设计了 3 对特异性引物与

通用引物连接, 构建了靶序列富集多重 PCR(Tem-PCR)长引

物, 将沙门氏菌、S. aureus 和志贺氏菌的检出限维持在 103 

CFU/mL 水平, 并利用该技术弥补了传统 mPCR 引物在体系

中扩增效率不均衡的缺陷。瞿洋等[18]采用选择性共增菌技

术提高增菌效果, 利用mPCR技术检测生菜中 4种常见致病

菌, 其检出限范围为 104~105 CFU/mL, 该策略可减少非目

的菌的干扰, 保证了检测的准确度。Jiang 等[17]联合 mPCR
技术和 CRISPR 技术筛分小型牛肉加工厂中的 115 株 E. coli
分离株, 以 stx1、stx2、eae 毒力基因作为靶序列, 筛选出 13
株阳性分离株, 并全部鉴定出其血清型。王小强等[19]将所设

计的引物上游或下游 5’端引入一段外源共有序列, 经多重

不对称 PCR 技术使 S. aureus、沙门氏菌、副溶血弧菌、单

核增生李斯特菌(Listeria monocytogenes)、志贺氏菌、EHEC 
O157:H7、小肠结肠炎耶尔森菌的单链 DNA 靶序列由芯片

上固定的特异性寡核苷酸探针捕获, 通过芯片扫描、分析荧

光信号实现对 7 种食源性致病菌可视化检测, 弥补了传统

mPCR 琼脂糖凝胶电泳的低分辨率的缺陷, 并可使基因组

DNA 的检测灵敏度低至 0.1~1 pg。mPCR 可测范围广, 适用

场合多, 检测效率高。但引物的设计要求高, PCR 反应体系

的配制、DNA 模板的数量、循环温度和 Taq DNA 聚合酶的

活性等因素均会影响实验误差, 因此 mPCR 还有一定的发

展空间[1,9]。 

2.2  qPCR 
qPCR 常用于致病菌的相对定量检测, 与普通 PCR 相

比, 它不需要内标物和琼脂糖凝胶电泳来检测 PCR 产物, 
通过实时显示荧光强度进而报告基因监测情况, 并通过计

算样品 Ct 值, 利用荧光浓度的 log 值与 Ct 值呈线性关系的

原理进而做到定量[38]。SYBR Green I 染料法属于 qPCR 最

早的一类检测方法, 具有比较完善的检测技术: 通过生成

DNA 熔解曲线, 将特异引物与其他产物(如引物二聚体)区
分开, 通过计算扩增产物的 Tm 值评判引物设计的好坏[1]。

相较于 SYBR Green I染料法, Taqman探针法通过设计特异

性探针与特定的 DNA 序列杂交, 实现荧光定量, 避免了在

实际运用中出现引物二聚体以及错误识别扩增子的现象发

生, 是一种更为精确的检测方法, 但使用成本相对较高[1]。

此外, 分子信标技术在检测沙门氏菌应用较为成熟, 2004
年 Hu 和 Arvind[29]首次利用分子信标技术检测新鲜果蔬中

的沙门氏菌, 其检出限为 100 CFU/g。Suzuki 等[33]利用

SYBR Green I 和 TaqMan 2 种方法定量检测营养肉汤和牛

奶中 L.monocytogenes, 检出限为 1.58×103 CFU/mL 及

1.43×103 CFU/mL。Figueiredo 等[39]对 Taqman 探针法和平

板计数(plate count, PC) 2 种方法对真空包装熟肉样品中乳

酸菌—肠系膜白化菌(Leuconostoc mesenteroides)和魏氏菌

(Weissella viridescens)进行检测进行了比较研究, 并建立了

不同温度下储存过程中的生长曲线模型, 实验得出 2 种方

法所得的结果基本一致: L. mesenteroides 和 W. viridescens

的生长数据分别为 3.11~4.18 lg CFU/g 和 2.90~3.67 log10 
CFU/g。Dreier 等[40]将干酪食品中 4 种常见检测菌: 屎肠球

菌(Enterococcus faecium)、粪肠球菌(Enterococcus faecalis)、
嗜 酸 片 球 菌 (Pediococcus acidilactici) 和 戊 酸 片 球 菌

(Pediococcus pentosaceus)的管家基因(housekeeping genes)
作为目标序列, 利用 Species Primer 管道工具进行自动化

的高通量筛选以及特异性引物设计, 并在硅胶和菌种纯培

养中分别对引物 DNA 进行 qPCR 筛分评估, 该策略测定效

率为 92%~100%, 排他性较好。对于 qPCR 技术, 最大的问

题是无法区分死、活细菌, 实际上该弊端可以通过联合化

学方法解决。索原杰[31]采用PMA的DNA染料与三重 qPCR
联合的方法, 以 nuc、hlyA 及 orgC 为靶基因, 测定牛奶中

S. aureus、L.monocytogenes 和沙门氏菌 3 种活菌数, 检出

限为 102~103 CFU/mL。此外 , 逆转录实时荧光定量

PCR(reverse transcription-qPCR, RT-qPCR)是以 RNA 为模

板, 利用反转录 PCR 技术(RT-PCR)得到 cDNA 文库, 最后

采用 qPCR 进行定量分析的方法 [41]。邹享珍等 [42]采用

RT-qPCR 技术检测肺炎克雷伯氏菌的 rcsA 和 23sRNA 基因, 
其最低检测浓度为 102 CFU/mL, 检测灵敏度和特异性为

98.9%、97.9%。RT-qPCR 是国际认可的用来检测 RNA 病

毒的方法, 但该方法实验结果容易出现假阳性, 引物设计

区域易发生突变; 并且相对于分子分型方法(如 CRISPR 序

列检测技术), 它的检测效率较低[43,44]。 
qPCR 自动化程度、检测灵敏度和特异性高, 但富集

效率对 qPCR 的灵敏性和准确性很重要, 并且抑制剂的存

在和目标基因的变异也会给实验带来误差[38]。尽管大量的

研究通过优化反应体系可提高 qPCR 技术扩增的准确性, 
但不可能完全消除二聚体的产生; 并且, 引物、探针的良

好保存也是保证准确性的关键。 

2.3  ddPCR 
ddPCR 是根据阳性微滴比例统计出样品中靶序列的
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拷贝数或浓度, 实现无需制作标准曲线的绝对定量检测的

方法。ddPCR 技术减少了污染物对扩增效率的影响, 并降

低了细菌检测浓度, 通过直接在微滴中包裹单个细胞对 P. 
Aeruginosa 多个毒力因子直接检测[26,45]。马薇等[20]以大肠

菌群的 lacZ 基因为靶基因, 建立最佳反应体系(引物和探

针浓度分别为 0.2 和 0.5 μmol/L, 退火温度为 56 ℃), 当
DNA 浓度范围为 3.95~7.80×104 copies/20 μL 时, 方法的线

性关系良好(r2=0.99)。He 等[21]利用该方法检测常见食品基

质中产志贺毒素大肠杆菌(Shiga-toxin producing E. coli, 
STEC), 其检出限低至 2 CFU/mL。ddPCR 技术可以检测到

活菌数, 但可检测的靶基因种数有限。与普通 PCR 和 qPCR
技术相比, ddPCR 具有更低的检出限, 对 PCR 抑制剂的敏

感度较低, 检测时间更短, 且准确性和灵敏性更佳[46,47]。

ddPCR技术与直接 PCR联合定量体系中的拷贝数, 可以省

略传统 qPCR 的富集步骤。目前 ddPCR 已经广泛应用于生

物医药中 DNA 的绝对定量检测, 但是在食源性微生物的

检测上还不够系统全面, 有待深入研究。 

3  等温扩增技术 

等温扩增技术具有较低的经济效益, 对技术人员的

要求较低, 方便快捷。其原理是依据致病菌或病毒的保守

序列设计精细的引物-探针组, 在恒温下对目的基因片段

进行特异性快速检测[25,48]。 

3.1  NASBA 
NASBA 技术是由 RNA 逆转录所形成的 cDNA, 在恒

温条件下(41 ℃)转录出多个反义 RNA 进行复制循环的方

法。反应需要 2 个特异引物(分别在 5’和 3’端识别 RNA), 以
及 3 种关键酶[禽成髓细胞瘤病毒(avian myelocytomatosis 
virus, AMV)逆转录酶, RNase H 和 T7 DNA 依赖性 RNA 聚

合酶]。NASBA 技术主要应用于 RNA 逆转录扩增, 但在检

测 DNA 双链时, 所需温度高达 95 ℃[48]。传统的 NASBA 技

术需要凝胶电泳 , 但在染色能力上 RNA 不如 DNA 高     
效[1,9,48]。近年来 NASBA 广泛应用荧光可视化技术, 通过修

饰引物可以提高识别 RNA 的敏感性, 以减少引物二聚体的

产生, 并防止假阳性的产生。巢式 NASBA 技术的应用可提

高引物识别的稳定性, 与普通PCR相比具有高度特异性[49]。

Zhai 等[30]建立了一种利用 NASBA 技术检测食品中沙门氏

菌的方法, 该团队利用 xcd 基因设计特异性引物, 并用分子

信标技术对沙门氏菌的 mRNA 进行逆转录, 最终利用该方

法实现对 48 株沙门氏菌和 18 株非沙门氏菌菌株的检测, 其
中沙门氏菌检出限低至 0.7 CFU/mL, 该方法可大大提升检

测的灵敏度, 实现实时检测。此外, NASBA 可通过 RNase
降解死亡细胞的目标 mRNA, 检测活细胞; 利用 RNase-free 
DNase 对样本进行前处理, 或者采取 NASBA 技术与基因

芯片、ddPCR 技术联合检测致病菌的策略, 可以大大提高

检测效率和检测灵敏度, 降低环境污染[1,30]。 

3.2  LAMP 
LAMP 技术利用链置换和循环扩增的方法, 将 Bst 

DNA 聚合酶作用于目标基因的特定区, 恒温下(60~65 ℃)
扩增子为带有多个环状 DNA 以及不同大小的茎环 DNA。

该技术最早在 2000 年研发出, 已应用于致病菌检测[1]。

Maruyama 等[50]首次利用 LAMP 技术检测 EHEC O157:H7
中的 stxa2 基因。杜琳等[32]采用传统 LAMP 技术检测牛奶

中的 S. aureus, 灵敏度为 10 CFU/mL, 特异性良好且与其

他菌种无交叉反应; 同时, 对 50 个乳腺炎乳样进行检测, 
阳性检出率为 28%, 耗时 3 h。目前, 市面上的 LAMP 试剂

盒可用于检测李斯特菌、沙门氏菌、C.coli 和 STEC 等; 为
解决 LAMP 技术检测假阳性高, 无法区分死活细菌这一弊

端, 研发出多重、反转录、实时和原位 LAMP 技术等衍生

技术[1,51]。为避免交叉污染, LAMP 可与微流控技术联用, 
扩大应用范围。2017 年改进的凝胶 LAMP 微流控技术可

以从血清样本中检测 E. coli、副溶血性弧菌和沙门氏菌等, 
且非荧光钙锰络合物的加入可进一步降低其检出限[6]。 

3.3  RPA 
RPA 技术采取 DNA 复制和酶促双链解链/引物退火方

法 , 在扩增体系中引入解旋酶进一步降低反应体系的温  
度 [48]。该技术扩增条件温和 (37 ℃), 反应时间快速 (5~    
20 min), 属于新型等温扩增。Dong 等[25]针对 V. alginolyticus
病原菌株在水生生物致病性强这一特征, 针对该菌株的毒

力基因 toxR, 设计引物探针组, 采用RPA和侧向量油尺方法

(recombinase polymerase amplification and lateral flow 
dipsticks, RPA-LFD), 可视化地实时观察虾匀浆样品中病原

菌检测情况, 用于 RPA 反应的引物-探针组可以特异性识别

V. alginolyticus, 该方法精确率高达 100%。RPA 可以通过优

化技术预防与其他菌种或病毒发生交叉污染的风险。陈雨 
等[52]建立一种检测鱼类病毒性出血败血症病毒实时荧光

RT-RPA 恒温的方法, 该方法检出限为 1.83×103 PFU/mL, 
RT-RPA 方法灵敏性比实时 qPCR 方法低一个数量级。但是, 
RPA 技术检测时间只需要 20 min, 温度更低(39 ℃)。 

4  测序技术 

4.1  HTS 
HTS 技术是将数千至数十亿个 DNA 片段固定化, 进

行单独扩增、荧光可视化获得目的菌种基因组的技术。该

技术具有极高通量, 可快速检测基质中所有菌种[53]。食品

生产中常见杀菌工艺的频繁操作, 有可能造成食物基质中

优势菌种进化, 如发生基因的水平转移, 因此食品基质中

生物多样性鉴定很有必要[14]。然而, 传统富集方法无法区

分致病性和非致病性菌种, 采取 HTS 技术可以检测菌属的

生物多样性[54,55]。传统的溯源和检测方法需要对整条食物
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链进行基质筛分、菌落分离和培养、检测鉴别, 所耗时间

长且操作复杂, 然而宏基因组可以很好地解决此问题[14]。

HTS 技术可以完成宏基因组测序, 通过无筛选地检测基质

中的微生物, 探讨群落的演变过程。HTS 技术应用于 DNA
条形码, 在改善食品质量和安全检测上具有一定的突破。

目前许多国家陆续利用 HTS 技术去探究致病源头, 采用数

字 PCR 技术定量后续靶序列, 可以应用于检测食品基质中

致病微生物[47]。 
Mcinnis等[56]利用 HTS技术分析生山羊奶和能够分泌

人类溶菌酶的转基因羊奶这 2 种食品基质的菌群多样性差

异 , 定 量 微 生 物 生 态 分 析 (quantitative insights into 
microbial ecology, QIIME)发现只有在泌乳后期, 溶菌酶才

对放线菌和硬毛菌稍有影响。因此, HTS 可以作为转基因

产品风险评估的一种方式。与传统克隆文库测序技术相比, 
HTS 技术不需要筛选菌种, 也具备较好的排他性。Bartsch
等[47]利用 HTS 技术和 RT-dPCR 技术检测冷冻草莓中以及

爆发肠胃炎的患者体内的诺如病毒, 显示的平均病毒量较

低, ddPCR 检测核酸序列结果为 185 copies/25 g, 这与

RT-qPCR 结果(257 copies/25 g)相近。并且 RT-dPCR 技术还

可以解决传统富集方法在保藏过程中因致病微生物失活而

造成无法检测到致病微生物的问题, 但这种方法只能检测

到少量 146 bp 序列, 因此该方法灵敏度需要提高; 此外, 
高灵敏选择性培养基和富集靶基因拷贝数可以提高检出 
率[48]。HTS 技术还可以检测食物交叉污染, 因此有必要研

究菌株的遗传多样性。为在一次测序过程中处理更多的

DNA样品, 单核苷酸多态性(single nucleotide polymorphism, 
SNP)作为全基因组序列中常见的多态位点, 可作为分子分

型的遗传标记对致病菌基因组进行详尽的分析 [54‒55]。

Bartsch 等[47]对 3 株患者的以及 7 株食品基质的分离株进行

基因组测序, 发现 HTS 技术并不能很好地区分人体分离株

的 SNP。因此, HTS 在食品基质中的应用更有效, 而已经爆

发食源性疾病的分离株则需要更精密的技术检测。 
HTS 技术不仅可以追溯产品腐败变质来源, 在发酵

工业中也可以通过研究微生物的 rRNA(原核 16S、真核 18S)
的相关数据变化, 预测发酵菌种群落的演变过程, 从而提

出改善食品风味以及优化生产工艺的新方案[57]58]。HTS 技

术具有同时检测多种菌种的能力, 但因发展时间较短, 目
前检测基因所属菌种的多样性能力有限[14,47,59]。值得关注

的 是 , 从 HTS 技 术 开 始 , 全 基 因 组 (whole genome 
sequencing, WGS)逐步进入项目创新及食品安全检测、菌

种鉴定新角度的研究视野, 进而保证食品来源的可追溯性, 
从而发现污染源[53‒55]。 

4.2  单分子测序技术 

随着大数据时代的到来, 逐渐出现以 SMRT 和 ONT
为代表的第三代测序技术, 这类核酸测序技术具备了快

速、高效的特点, 研究表明读长越长细菌的分型越准确, 
有望实现对食源性致病菌的非靶向、快速鉴定[60,61]。 
4.2.1  SMRT  

SMRT 是 PacBio 公司发明的新型 DNA 测序技术, 该
技术采用边合成边测序手段[62]。近年来 SMRT 在基因组重

测序和 de novo 组装中已有广泛的应用, 可以进行商业化

研究。SMRT 常应用于研究微生物菌群 WGS 和微生物的

多样性[63], 以及更加深入认识尚不清楚的菌种/株。SMRT
还可以应用于测定 16S rRNA 检出生奶、超高温灭菌奶和

婴儿配方食品中的细菌污染物, 进而提出控制乳制品安全

新的预防策略 [64] 。 Koh 等 [36] 采用 SMRT 获得了 S. 
dysgalactiae 中的 β 溶血性 SDSE(S. dysgalactiae sub 
equisimilis)(导致人上行性蜂窝织炎 ), 以及 α 溶血性

SDSD(S. dysgalactiae sub dysgalactia)两种亚种(动物病原

体)的WGS, 并确定了其毒力因子; 同时发现在得出的 4种

分离株中, 其中 3 组是从人血中分离而来的, 具有人畜共

患的风险; 并且发现在鱼中分离出的 SDSD 具有与人的

SDSE 聚合的风险, 因此提出在宰杀和处理鱼时有可能发

生交叉感染。Ghatak 等[37]对 C. coliYH502 菌株进行全基因

组测序, 该研究发现: C.coli 包含多种毒力因子, 具有 β-内
酰胺类 , 氟喹诺酮类和氨基糖苷类抗菌剂的耐药性

(antimicrobial resistance, AMR); C.coli 存有可移动元件

(mobile genetic elements, MGEs), 可能发生基因的水平性

转移; 通过 PathogenFinder 工具评估 C.coli 成为致病菌的

可能性达 80.5%。 
SMRT 可以联合遗传标记(如 SNP 分子分型), 提高食

品基质中菌种鉴别范围, 进而对发酵微生物环境进行合理

地组合[65]。马慧敏[66]利用 SMRT 对羊奶粉中所有污染微生

物进行全面评估, 共鉴定出 10 个细菌门以及 249 个细菌种, 
其检出细菌的种类大大高于 ddPCR 技术。同时, SMRT 可

以用于检测食品基质及其发酵过程中细菌种群的演替动态, 
探索地理位置对细菌群落的结构差异的影响[67]。由 SMRT
所获得的 WGS 还可以预测食品基质中抑制致病菌的益生

菌的生理机制, 找到具有协同竞争作用的其他益生菌, 以
提高食品的稳定性, 防止致病菌的大量滋生[65]。SMRT 测

序过程无需扩增, 这使得从头组装的空缺更少, 从而弥补

前述几种传统的边合成边测序的技术面对高 GC 含量的序

列扩增效率不高的缺陷。同时该技术克服了回文序列、茎

环结构等复杂结构所带来的测序困难的难题。 
目前阻碍 SMRT 测序发展的最大问题是其错误率较

高[68,69]。传统的 SMRT 在测定微生物多样性时, 参与的菌

种过多会降低准确率。而 DNA 修饰使得检测核酸序列更

加准确, 有利于发现新的致病菌[61,69]。据统计, 细菌中 93%
的基因组存有甲基化。DNA 甲基化具有参与调控基因表达, 
维持基因的遗传和保护自身基因组的稳定等作用, 例如

DNA 腺嘌呤甲基化常参与毒力因子的表达[62,70]。目前甲基
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化在宏基因组分型上有一定的应用, HTS 技术进行宏基因

组分析时需要与参照基因组序列进行对比, 有序列组装困

难, 并且区分同源序列非常接近的菌种困难的弊端, 而探

索 MGEs 的甲基化多样性, 有望对序列高度相近菌种进行

准确分型[61]。SMRT 可直接对自然状态下甲基化碱基进行

测序, 利用大多数甲基转移酶具有高度专一性且识别位点

不唯一的特点可以进一步降低检测成本, 并实现宏基因组

分级[62]。Beaulaurier 等[61]对小鼠和人类肠道中微生物基因

组进行分类, 将甲基化配置元件装配到目标基因上, SMRT
测序结果发现不同的物种体现出不同的甲基化组, 而未甲

基化的片段可以发现新的菌种[肺炎克雷伯菌(Klebsiella 
pneumoniae)], 不仅提了高分辨率, 还可实现更加准确的

序列组装。但是, 甲基化程度较低时, SMRT 应用于宏基因

组分型的稳定性会受影响。 
4.2.2  ONT 

2012 年牛津纳米孔测序公司发布 MinION 测序平台, 
在 2014 年研发的 MinION 测序仪价格便宜、实现了测序仪

的便携化, 并配备 USB 接口, 测序速度快; 但每个样品的

运营成本相对较高, 目前该技术已经实现商业化, 并在国

内推广应用[70]。ONT 采用“边解链边测序”的方法。其核心

是核酸外切酶与 α-溶血素纳米孔的耦合作用 , 当单链

DNA 模板通过纳米孔时, 外切酶会“捕捉”到 DNA 分子并

将碱基剪切下来依次单个通过纳米孔, 碱基序列以电信号

的形式记录下来[62,69]。 
相较于 SMRT, ONT 具有更长的测序片段, 但 DNA 提

取、长读测序、组装算法和表观遗传修饰检测等方面均会

影响基因组组装的有效性和分辨能力[71,72]。Kai 等[22]利用

MinION 测序与直接 PCR 联用, 发现细胞壁形态显著影响

检测效率和测序数据, 若采用 bead-beating使细胞破裂, 可
将检出限降至为 102~103 CFU/mL, 准确率达 65%~80%。

Kilianski 等[73]利用 ONT 对 3 种同源性达 98%的牛痘病毒

进行区分, 结果显示 ONT 具备通过扩增子测序区分菌株

的能力, 但每个碱基的错误率约为 30%。Moss 等[74]结合长

读组装和短读错误校正的方法, 在基因组装箱中分别组装

并获得 12 种混合菌封闭的细菌基因组, 发现 ONT 组装效

果要明显优于短读组装。该方法虽然降低了检测序列的准

确性, 但提高了组装的连续性。此外, Xia 等[75]利用 ONT
对市政污水中 E. coli, 不仅能够快速鉴定、检测耐抗生素

(antibiotic resistance genes, ARG)的群体, 且还能同时系统

发育跟踪, 量化耐多种抗生素(multiple antibiotic resistant, 
MAR)菌株的耐药基因, 以解决与致病菌有关的潜在健康

风险。 
ONT 用于致病菌分子分型具有可以替代 Illumina 测

序的潜力[54]。ONT 开发的长读测序平台提供了另一种测定

WGS 方法, 这种方法可满足工业界快速检测沙门氏菌和

血清型分类的需求[54]。Xu 等[54]使用 ONT 测序仪对有 34

种血清型的 38 株沙门氏菌菌株进行 2 h 的测序, 结果显示

在测序 30 min、45 min、1 h 和 2 h 后生成的 WGS 数据均

与 Illumina hiseq x10 检测的数据预测结果相符; 且单位时

间内 ONT 测序效率比 Illumina 测序更高, 并且有更长的读

长(5.7~14.7Kbp, Illumina 为 36 bp)。Satou 等[76]利用 ONT
对 8株幽门螺旋杆菌进行 de novo拼装, 获得完整的 contigs; 
该团队利用 ONT 直接识别甲基化碱基, 以及甲基化的毒

力基因。Rand 等[77]采用 MinION 技术, 构建隐马尔可夫模

型(hidden Markov model, HMM)和层次化的狄利克雷过程

(hierarchical dirichlet process, HDP)组成的模型(完整的称

为 HMM-HDP), 以及具有 CC(A/T)GG 和 GATC 序列的胞

嘧啶甲基化 5-mC 和腺嘌呤甲基化 6-mA 图谱, 通过单链上

正确的甲基化调用比例来测量准确性, 实现了对实际甲基

化水平的量化。 
随着 WGS 在食品污染源追踪应用普及, 基因组数据

与血清型检测的结合可以为致病菌找到对应的毒力因子, 
并预判该致病菌可能造成疾病的严重性[54]。Schmidt 等[78]

对具有 AMR 的 E. coli 后进行基于 MinION 和 Illumina 平

台的测序, 发现 MinION 测序仪可正确识别未经培养富集

的病原体, 并发现 51 种抗性基因(Illumina 测序检测到 55
种)。Saroj 等[79]对益生菌凝结芽孢杆菌菌株的 16S rRNA
序列进行测序, 发现 ONT的覆盖率可达 99％, 全基因组比

对发现相互间分别有 96％、99％序列相同; 同时发现该菌

株基因组中没有移动元件和毒力因子 , 但具有稳定的

CRISPR 系统, 缺少对基因组稳定性有害的噬菌体序列, 
这可以抵抗外源 DNA 的干扰, 保证基因表达和遗传的稳

定性。值得注意的是, ONT 还可以快速检测亚种重组过程

中保持基因稳定性的 pPCP1 质粒多聚体, 而传统 Illumina
数据汇编能力只能检测到 pPCP1 单体形式, 这种特性使得

ONT 在未来研究中对基因组的检测更加全面[80]。 
在近年研究中, ONT 显示出广阔的应用前景: ONT 具

有读长很长(约几十甚至上百 kb)、起始 DNA 在测序过程

中不被破坏、测序成本低、样本处理简单、无需 DNA 聚

合酶或者连接酶、可实时读取、直接读取甲基化的胞嘧啶

等特点。与 SMRT 相似, ONT 单碱基错误率高, 不同于二

代核酸技术的偏向性错误, ONT 为随机错误, 可以通过提

高测序深度 , 增加目标基因的重复数提高碱基准确     
率[63,69]。在 de nove测序过程中需要一定的覆盖深度(50-60x)
以保证足够的覆盖率, 而 ONT 可达近 100%的覆盖率, 从
而可以减少在组装过程中的误差[81]。 

5  其他核酸技术的发展 

5.1  DNA 微阵列技术 

微阵列技术是在涂有多达百种寡核苷酸探针 (25~  
80 bp)的基因芯片或玻璃载片上, 通过基因标记目标病原
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微生物产生核酸片段, 获得可视化荧光信号的高通量检测

技术。其中, 荧光强度与每个标记核酸片段的浓度成正    
比 [1,82‒84]。Bang 等 [34]建立 DNA 微阵列检测牛奶中 L. 
monocytogenes 的方法, 结果显示 16 株 L. monocytogenes
阳性信号为 98%~100％, 检出限约为 8 log CFU/mL, 菌种

分型结果较好。该方法可以同时鉴定多种食源性致病菌, 
研究基质中菌种的生长表达情况, 在致病菌检测自动化具

有潜力[1,34]。 

5.2  微流控芯片技术 

微流体指用设备中的微尺寸通道移动纳升和皮升体

积液体的技术, 是一种便携式诊断工具, 可用于病原体检

测研究。由于食品样品通常是复杂的, 并且可能包含痕量

致病微生物, 因此在样品插入微流控芯片之前, 需先从食

品基质中提取并浓缩相关 DNA, 如使用磁性颗粒对在食

品基质分布不均的菌种进行纯化等[82]。鞠鹤鹏等[23]将微流

控芯片技术与 LAMP 联用, 将引物冻干后固定到微流控芯

片上, 制成 LAMP 微流控芯片, 实现了对沙门氏菌、E. coli 
O157、S. aureus 3 种食源性致病菌的同时监测, 其检出限

为 100 CFU/mL。朱福琳等[24]设计一种进行表面修饰的四

面体的微流控芯片, 用于检测 EHEC O157:H7, 在普通光

学显微镜下实现了 EHEC O157:H7 的检测, 其检出限低至

10 CFU/mL, 耗时小于 2 h。因该技术流速可控, 因此可与

其他方法联合运用在测序的过程中, 以改变目的基因测序

的环境, 优化出样品使用少、分析速度快、数据可视化等

的检测工艺。 

6  结  论 

在微生物检测领域, 常见的 PCR检测技术, 引物设计

要求高, 建立方便、实用的 PCR 分子检测试剂盒, 则可极

大地提高检测结果的可靠性和实用性[85]。ddPCR 技术相较

于 qPCR 技术而言, 对 PCR 抑制剂敏感度较低, 且可以通

过稀释检测样品的浓度适当减少体外复制错配的产生; 然
而目前 ddPCR 设备及试剂和耗材比较高昂, 且主要依赖于

进口[47]。等温扩增技术可以检测食源性致病菌及其毒素, 
且可以区分死细胞和活细胞; 该技术主要对致病菌 RNA
进行检测, 并且引入多种与基因表达及复制的酶, 因此体

系温度要求更低。但是, 利用等温扩增技术所得的数据不

够明确, 这可以通过与其他测序或分型法联用加以弥补。

HTS 技术与传统克隆文库测序技术相比, 在检测上通量更

大, 读数更全面, 并且无需筛选菌种; 但是, HTS 技术鉴别

菌种的能力不如 qPCR, 并且随着测序深度增加, 测序价

格也更加高昂。HTS 技术使测定致病菌全基因组的概念进

入到食品安全检测的视野, 在食品风险预估中具有广泛的

应用。单分子测序技术测序长度很长, 可以减少在组装过

程中的误差, 可以应用于菌种全基因组发展, 通过系统发

育树寻找序列同源性, 不仅有利于发现新的菌种, 也可以

追溯其基因表达机制。其他检测技术如 DNA 微阵列技术

和微流控芯片技术, 虽然市面上已有相关检测仪器, 但其

精确度还待考量, 且运用时不能脱离其他传统技术单独检

测。随着科技的快速发展, 相关技术软件的开发在与时俱

进, 在检测致病菌的研究时需要关注 WGS 在食品领域的

应用, 整个研究趋势是向着构建全球生态网络的方向发展, 
其目的是为了划分引发食源性致病菌的关键菌种, 快速发

现可追溯性污染源。在致病菌快速检测上, 常见核酸技术

都具有检测生物多样性的能力, 有利于依据食品体系进行

相应的生产技术调整和制定致病菌防控措施。 
纵观整个致病菌检测技术发展过程, 人们已经不局

限于对已发生的食源性疾病进行补救, 或是循规蹈矩的按

照标准获得致病菌检测数目; 而是对所测菌种提前预测其

致病的可能性, 是否可能引发人畜共患疾病; 或是在食品

生产过程中, 利用致病菌的WGS精确寻找感染源, 并对菌

株产毒素能力进行评估 , 利用系统发育树分析其进化进

程。真正做到对食源性致病菌的过去、现在、未来全过程

进行分析。 
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