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摘  要: 目的  评价基于免疫磁分离(immunomagnetic separation, IMS)的 7 种产志贺毒素大肠埃希氏菌(Shiga 

toxin-producing Escherichia coli, STEC)快速检测方法的灵敏度与特异性。方法  将大肠埃希氏菌 O157:H7 和

大肠埃希氏菌 O103 不同稀释度的菌悬液用免疫磁珠富集后, 检测其携带毒力基因 stx1、stx2 和黏附基因 eae

以及 O157:H7 和 O103 的抗原基因。同时, 对菌悬液进行活菌计数, 进行灵敏度研究。对 8 株携带 stx1、stx2、

eae 基因的目标菌菌悬液和 25 株非目标菌的标准菌株及分离菌株的菌悬液用免疫磁珠富集后, 检测其携带毒

力基因 stx1、stx2 和黏附基因 eae 以及抗原基因, 进行特异性研究。结果  本方法检测大肠埃希氏菌 O157:H7

的 stx1、stx2、eae 以及抗原基因的灵敏度为 102 CFU/mL, 检测大肠埃希氏菌 O103 抗原基因的灵敏度为     

103 CFU/mL。8 株目标菌检测结果与其携带的基因一致, 没有假阴性, 包容性达到 100%。25 株非目标菌检测

结果与其携带的基因一致, 未发现有假阳性, 排他性达到 100%。结论  该方法具有良好的灵敏性及特异性, 

适用于食品中 7 种产志贺毒素大肠埃希氏菌的快速检测。 
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ABSTRACT: Objective  To evaluate the sensitivity and specificity of the rapid detection method for 7 kinds of 

Shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC) based on immunomagnetic separation (IMS). Methods  The 
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bacterial suspensions of Escherichia coli O157:H7 and Escherichia coli O103 with different dilutions were enriched 

with immunomagnetic beads. The virulence genes stx1, stx2, adhesion gene eae and antigen genes of O157:H7 and 

O103 were detected. At the same time, the number of viable bacteria in bacterial suspension was calculated and the 

sensitivity was studied. The bacterial suspensions of 8 strains of target bacteria carrying stx1, stx2 and eae genes and 

25 strains of non target standard bacteria and isolated strains were enriched with immunomagnetic beads. The 

virulence genes stx1, stx2, adhesion genes eae and antigen genes were detected. Specific studies were conducted. 

Results  The sensitivity of this method to detect stx1, stx2, eae and antigen gene of Escherichia coli O157:H7 was 

102 CFU/mL, and the sensitivity to detect antigen gene of Escherichia coli O103 was 103 CFU/mL. The detection 

results of 8 strains of target bacteria were consistent with their genes, there was no false negative, and the 

inclusiveness reached 100%. The detection results of 25 strains of non target bacteria were consistent with their 

genes, no false positive was found, and the exclusivity was 100%. Conclusions  The method has good sensitivity 

and specificity, and is suitable for the rapid detection of 7 kinds of Shiga toxin-producing Escherichia coli in food. 
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0  引  言 

产志贺 毒素 大肠埃 希氏 菌 (Shiga toxin-producing 

Escherichia coli, STEC)是一类可产生志贺毒素的大肠埃希

菌, 可引起包括出血性腹泻、溶血性尿毒征、肾衰竭在内的

严重疾病甚至死亡, 曾在世界范围内引起多起食物中毒事

件[1‒2]。依据菌体抗原及鞭毛抗原可将 STEC 分为 400 多种

血清型 [3], 其中大肠埃希氏菌 O157:H7 及大肠埃希氏菌

O26、O45、O103、O111、O121、O145 这 7 种血清型(下文

统称为Top 7 STEC)为主要致病类型[4], 并且由非O157血清

型 STEC 引发的病例数有逐年上升的趋势[5]。大量证据表明, 

反刍动物是 Top 7 STEC 的主要宿主[6], Top 7 STEC 可随宿

主粪便排出体外, 通过加工中受污染的动物源性食品致使

人类感染[7]。研究发现, 食品中低于 100 CFU 的 Top 7 STEC

就可能导致人类患病, 抗生素治疗反而还有加剧病情的危

险, STEC 已成为严重威胁人类健康的重要致病菌[8‒9]。美国

早就开始在生牛肉及其制品中强制检验 Top 7 STEC[10], 食

品法典委员会也在考虑制定 STEC 的限量标准[7]。STEC 引

发致病的主要原因是其具有产志贺毒素的基因(stx)及黏附

基因(eae), 这 2 种基因也成了检测 STEC 的关键因素[11‒12]。 

目前检测 Top 7 STEC 的方法有很多[13‒15], 这些方法

的主要流程是先用聚合酶链式反应 (polymerase chain 

reaction, PCR)技术对选择性增菌液中的 stx和 eae基因进行

检测, 阳性者用分离平板进行分离, 对可疑的菌落进行生

化鉴定以及 stx、eae 基因和菌体抗原基因的检测。由于 Top 

7 STEC 除了能产志贺毒素外, 与普通大肠埃希氏菌在生

化特性上没有差异, 这导致食品中大量存在的普通大肠埃

希氏菌在选择性增菌过程中不能受到抑制, 普通大肠埃希

氏菌在选择性增菌液与 Top 7 STEC 竞争生长常常将其掩

盖, 严重影响了后续的分离效果[16]。近来出现了一种新型

基于免疫磁分离的 Top 7 STEC 的快速检测方法[17], 该方

法先采用包被有Top 7 STEC抗体的免疫磁珠, 对增菌液中

的 Top 7 STEC 进行富集后, 再进行 stx 和 eae 基因的检测, 

这极大地消除了增菌液中普通大肠埃希氏菌对 Top 7 

STEC 的干扰, 并为 Top 7 STEC 筛选分离效率的提升打下

了良好的基础。本研究首次应用大肠埃希氏菌 O157:H7 标

准菌株、非 O157 STEC 菌株以及非目标菌株对这种新型的

Top 7 STEC 快速检测方法的特异性及灵敏度进行了评价, 

为探索食品中 Top 7 STEC 快速、精准的筛选与分离方法提

供关键技术方向, 为保障食品安全、提升行业精准监测水

平提供有力技术储备。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与材料 

1.1.1  仪  器 

KB240 恒温培养箱(德国 BINDER 公司); HV-85 高压

蒸汽灭菌锅(日本 HIRAYAMA 公司); 3500 mL VW 拍打式

均质器(法国 INTERSCIENCE 公司); M37610-33 Vortex 旋

涡振荡器(美国THERMO公司); Assurance GDS Rotor-Gene 

1017503实时荧光PCR仪(美国BIOCONTROL公司); Densi 

CHEK plus 电子比浊仪(法国梅里埃公司)。 

1.1.2  试  剂 

Assurance GDS MPX Top seven STEC 试剂盒(编号

71015-100 050319-05)、Assurance GDS MPX ID for Top 

STEC 试 剂 盒 ( 编 号 71019-52 011419-72)( 美 国

BIOCONTROL 公司 ); petrifilm 菌落总数测试片 (编号

33ADA6, 美国 3M 公司); 血平板(编号 2101023, 北京陆

桥技术股份有限公司)。 

1.1.3  实验菌株 

实验用的菌株名称及信息见表 1。 
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表 1  本实验用菌种信息 
Table 1  Strains informations in this experiment 

菌种名称 来源/编号 菌种名称 来源/编号 

大肠埃希氏菌 O157:H7 CMCC 44828 大肠埃希氏菌 ATCC 8739 

大肠埃希氏菌 O157:H7 CICC 21530 大肠埃希氏菌 ATCC 35218 

大肠埃希氏菌 O103 丹麦国家血清研究院 大肠埃希氏菌 ATCC 8099 

大肠埃希氏菌 O26 丹麦国家血清研究院 阴沟肠杆菌 ATCC 700323 

大肠埃希氏菌 O45 丹麦国家血清研究院 阴沟肠杆菌 ATCC 13047 

大肠埃希氏菌 O121 丹麦国家血清研究院 阴沟肠杆菌 ATCC 23355 

大肠埃希氏菌 O145 丹麦国家血清研究院 宋内氏痢疾杆菌 ATCC 9290 

大肠埃希氏菌 O111 丹麦国家血清研究院 宋内氏痢疾杆菌 ATCC 25931 

双相亚利桑那菌 ATCC 29934 福氏志贺氏菌 ATCC 9199 

双相亚利桑那菌 ATCC 12325 鲍氏志贺氏菌 ATCC 9207 

阿巴特图巴沙门氏菌 ATCC 35640 莫金斯克罗诺杆菌 ATCC 51329 

弗氏柠檬酸杆菌 ATCC 43864 鼠伤寒沙门氏菌分离株 1 鸡肉 

鼠伤寒沙门氏菌分离株 2 鸡肉 鼠伤寒沙门氏菌分离株 3 淡水鱼肉 

鼠伤寒沙门氏菌分离株 4 猪肉 鼠伤寒沙门氏菌分离株 5 猪饲料 

大肠埃希氏菌分离株 1 水果 大肠埃希氏菌分离株 2 水果 

大肠埃希氏菌分离株 3 蔬菜 大肠埃希氏菌分离株 4 鸡肉 

大肠埃希氏菌分离株 5 乳制品   

 
 

1.2  实验方法 

1.2.1  灵敏度实验 

分别选取了携带 stx1、stx2、eae 基因的大肠埃希氏菌

O157:H7 标准菌株(CMCC 44828)和大肠埃希氏菌 O103 接

种于血平板, 36 ℃培养过夜, 挑取单个菌落用 0.85%生理

盐水配制成 0.5 MCF 的菌悬液(其浓度约为 108 CFU/mL), 

用 0.85%的生理盐水将该菌悬液进行梯度稀释。取大肠埃

希氏菌 O157:H7 标准菌株(CMCC 44828)不同稀释度的菌

液, 按照 Assurance GDS MPX Top seven STEC 试剂盒说明

书所述检测流程, 用包被特异性抗体的免疫磁珠富集后, 

对其携带的 stx 和 eae 基因以及 O157:H7 的抗原基因进行

检测。同时, 用 petrifilm 菌落总数测试片对大肠埃希氏菌

O157:H7 的菌液进行计数, 做 4 个平行。 

取大肠埃希氏菌 O103 不同稀释度的菌液 , 按照

Assurance GDS MPX ID for Top STEC 试剂盒说明书所述

检测流程, 用包被特异性抗体的免疫磁珠富集后, 对其携

带的抗原基因进行检测。同时, 用 petrifilm 菌落总数测试

片对大肠埃希氏菌 O103 的菌液进行计数, 做 4 个平行。 

1.2.2  特异性实验 

(1)stx 和 eae 以及 O157:H7 的抗原基因的特异性实验 

将携带 stx1、stx2、eae 基因的大肠埃希氏菌 O157:H7

标准菌株(CMCC 44828)和大肠埃希氏菌 O157:H7 标准菌

株(CICC 21530)在血平板上 36 ℃过夜培养, 挑取单个菌落

用生理盐水制成菌悬液, 按照 Assurance GDS MPX Top 

seven STEC 试剂盒说明书所述的检测流程, 用包被特异性

抗体的免疫磁珠富集后, 对 stx 和 eae 基因以及 O157:H7

的抗原基因进行检测。 

将表 1 中携带 eae 基因的大肠埃希氏菌 O26、O111、

O145, 以及不携带 stx 和 eae 基因的其他菌株在血平板上

36 ℃过夜培养, 挑取单个菌落用生理盐水制成菌悬液, 按

照 Assurance GDS MPX Top seven STEC 试剂盒说明书所

述的检测流程, 用包被特异性抗体的免疫磁珠富集后, 对

stx 和 eae 基因以及 O157:H7 的抗原基因进行检测。 

(2)大肠埃希氏菌 O26、O45、O103、O111、O121、

O145 抗原基因的特异性实验 

将表 1 中除大肠埃希氏菌 O157:H7 (CMCC 44828)、

大肠埃希氏菌 O157:H7 (CICC 21530)外所有菌株, 在血平

板上 36 ℃过夜培养, 挑取单个菌落用生理盐水制成菌悬

液, 按照 Assurance GDS MPX ID for Top STEC 试剂盒说

明书所述检测流程, 用包被特异性抗体的免疫磁珠富集后, 

对其携带的抗原基因检测。 

2  结果与分析 

2.1  stx和 eae以及大肠埃希氏菌 O157:H7抗原基因

的灵敏度结果 

如表 2 和图 1 所示, 大肠埃希氏菌 O157:H7 标准菌株
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(CICC 21530)菌悬液的浓度为 94、900 CFU/mL 时, 可以检

测出其携带 stx1、stx2、eae 基因以及 O157:H7 抗原基因; 当

该标准菌株菌悬液的浓度为 8 CFU/mL 时, 未能检出其携

带的上述基因。由此可见 Assurance GDS MPX Top seven 

STEC 检测 stx1、stx2、eae 以及 O157:H7 抗原基因的灵敏

度为 102 CFU/mL。 

 
表 2  stx 和 eae 以及 O157:H7 抗原基因的灵敏度结果 

Table 2  Sensitivity results for stx, eae and O157:H7 antigenic gene 

序号 菌液梯度/(CFU/mL) 计数结果/(CFU/mL) 
stx 和 eae 基因检测结果 

O157:H7 抗原检测结果 
stx1 stx2 eae 

1 103 900 + + + + 

2 102  94 + + + + 

3 101   8 - - - - 

注: +表示检出, -表示未检出, 下同。 

 

 
 

图 1  stx 和 eae 以及 O157:H7 抗原基因的扩增曲线图 

Fig.1  Amplification curve diagrams for stx, eae and O157:H7 antigenic gene 
 

2.2  大肠埃希氏菌 O103 抗原基因的灵敏度结果 

如表 3 和图 2 所示, 大肠埃希氏菌 O103 菌悬液的浓

度为  1000 CFU/mL 时, 可以检测出大肠埃希氏菌 O103

抗原基因; 当该菌株菌悬液的浓度为 11、92 CFU/mL 时, 

未能检出大肠埃希氏菌 O103 抗原基因。由此可见

Assurance GDS MPX ID for Top STEC 检测大肠埃希氏菌

O103 抗原基因的灵敏度为 103 CFU/mL。 

 
表 3  O103 抗原基因的灵敏度结果 

Table 3  Sensitivity results for O103 antigenic gene 

序号 
菌液浓度 

/(CFU/mL) 
计数结果 

/(CFU/mL) 

O103 抗原 

基因结果 

1 103 1000 + 

2 102   92 - 

3 101   11 - 

 
 

图 2  O103 抗原基因的扩增曲线图 

Fig.2  Amplification curve diagrams for O103 antigenic gene 
 

2.3  stx 和 eae 以及 Top 7 STEC 抗原基因的特异性

实验结果 

由表 4 和图 3 可见, 携带 stx1、stx2、eae 基因的大肠
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埃希氏菌 O157:H7 标准菌株(CMCC 44828)和大肠埃希氏

菌 O157:H7 标准菌株(CICC 21530)均检出 stx1、stx2、eae

基因以及大肠埃希氏菌 O157:H7 抗原基因; 携带 eae 基因

的大肠埃希氏菌 O26、O111、O145 均检出了 eae 基因; 大

肠埃希氏菌 O26、O111、O145、O103、O121、O45 均检

出了相应的抗原基因。其余的 25 株非 Top 7 STEC 菌株, 均

未检出 stx1、stx2、eae 基因以及 Top 7 STEC 抗原基因, 其

扩增曲线见图 4。 

33 株目标菌及非目标菌的 stx1、stx2、eae 基因以及 Top 

7 STEC 抗原基因的检测结果中, 未出现假阳性和假阴性。 

 
 

表 4  特异性实验结果 
Table 4  Specificity test results  

序号 菌株 
stx 和 eae 基因检测结果 

抗原基因检测结果 
stx1 stx2 eae 

1 大肠埃希氏菌 O157: H7 (CMCC 44828) + + + O157:H7 

2 大肠埃希氏菌 O157:H7 (CICC 21530) + + + O157:H7 

3 大肠埃希氏菌 O26 - - + O26 

4 大肠埃希氏菌 O111 - - + O111 

5 大肠埃希氏菌 O145 - - + O145 

6 大肠埃希氏菌 O103 - - - O103 

7 大肠埃希氏菌 O121 - - - O121 

8 大肠埃希氏菌 O45 - - - O45 

9 大肠埃希氏菌 (ATCC 8739) - - - - 

10 大肠埃希氏菌 (ATCC 35218) - - - - 

11 大肠埃希氏菌 (ATCC 8099) - - - - 

12 阴沟肠杆菌 (ATCC 700323) - - - - 

13 阴沟肠杆菌 (ATCC 13047) - - - - 

14 阴沟肠杆菌 (ATCC 23355) - - - - 

15 宋内痢疾杆菌 (ATCC9290) - - - - 

16 宋内氏痢疾杆菌 (ATCC 25931) - - - - 

17 福氏志贺氏菌 (ATCC 9199) - - - - 

18 鲍氏志贺氏菌 (ATCC 9207) - - - - 

19 弗氏柠檬酸杆菌 (ATCC 43864) - - - - 

20 双相亚利桑那菌 (ATCC 29934) - - - - 

21 双相亚利桑那菌 (ATCC 12325) - - - - 

22 阿巴特图巴沙门氏菌 (ATCC 35640) - - - - 

23 莫金斯克罗诺杆菌 (ATCC 51329) - - - - 

24 鼠伤寒沙门氏菌分离株 1 - - - - 

25 鼠伤寒沙门氏菌分离株 2 - - - - 

26 鼠伤寒沙门氏菌分离株 3 - - - - 

27 鼠伤寒沙门氏菌分离株 4 - - - - 

28 鼠伤寒沙门氏菌分离株 5 - - - - 

29 大肠埃希氏菌分离株 1 - - - - 

30 大肠埃希氏菌分离株 2 - - - - 

31 大肠埃希氏菌分离株 3 - - - - 

32 大肠埃希氏菌分离株 4 - - - - 

33 大肠埃希氏菌分离株 5 - - - - 
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图 3  大肠埃希氏菌 O26、O45、O103、O111、O121、O145 抗原基因扩增曲线图 

Fig.3  Amplification curve diagrams for O26、O45、O103、O111、O121、O145 antigenic gene 

 

 
 

图 4  25 株非 Top 7 STEC 菌株基因扩增曲线图 

Fig.4  Amplification curve diagrams for 25 strains of non Top 7 STEC strains gene 
 

3  讨  论 

由于 STEC 血清型众多, 且自然界中存在大量与之生

化特性相似的背景菌, 对其的针对性筛选分离一直是各类

检测方法中有待攻克的重点难题。此外, 由于牛肉等食品

中不动杆菌、嗜水气单胞菌、柠檬酸杆菌也可能携带 stx

基因, 一些普通大肠埃希氏菌也会携带 eae 基因[18‒20], 在

增菌液中大量存在 stx 和 eae 基因分布于不同菌株上, 这给

后续的分离鉴定带来了极大的干扰[21]。免疫磁珠分离技术

是采用特异性抗体包被磁珠与样品或增菌液混合, 捕获其
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中的目标菌体后在磁场作用下分离磁珠, 从而达到浓缩纯

化的效果, 可大大提高分离效率和灵敏度[22]。新型基于免

疫磁珠分离的 Top 7 STEC 快速检测方法在采用多重实时

荧光定量 PCR 技术对 stx 和 eae 基因初筛前, 设计添加了

免疫磁珠分离的富集步骤, 力求在消除增菌液中背景菌干

扰的基础上进一步提高方法的特异性和灵敏度。 

由于 STEC 抗体常常存在交叉反应, 本研究用 2 株大

肠埃希氏菌 O157:H7 标准菌株、6 株非 O157 的 STEC 菌

株, 进行了 stx 和 eae 基因以及抗原基因的检测, 结果与这

8 株菌本身携带的基因一致 , 没有假阴性 , 包容性达到

100%。此外, 采用了 25 株非 Top 7 STEC 的标准菌株及分

离菌株, 进行了 stx 和 eae 基因以及抗原基因的检测, 未发

现有假阳性, 排他性达到 100%。实验结果表明, 包被有

Top 7 STEC 抗体的免疫磁珠具有较好的特异性。 

灵敏度是评价检测方法的另一个重要指标, 据报道,

增菌液中目标菌的浓度达到 104 CFU/mL 时, 进行 PCR 检

测和选择性分离才有较好的效果[23‒25], 本研究对不同浓

度大肠埃希氏菌 O157:H7和大肠埃希氏菌O103标准菌株

的菌悬液进行检测。结果发现 , 检测 stx 和 eae 以及

O157:H7 抗原基因的灵敏度为 102 CFU/mL, 检测大肠埃

希氏菌 O103 抗原基因的灵敏度为 103 CFU/mL, 较先前报

道的夹心酶联免疫吸附分析(enzyme linked immunosorbent 

assay, ELISA)方法(5×105 CFU/mL)[26]、重组酶聚合扩增微

流控芯片技术(9.5×103 CFU/mL)[27]以及多重实时荧光 PCR

方法(2×104 CFU/mL)[28]的灵敏度都高。 

受污染的食品样本中往往同时存在多种微生物, 因

此如何快速、精准地实现对目标微生物分离筛选, 减少背

景影响, 成为了发展食源性致病微生物鉴定技术的关键。

新型 Top 7 STEC 快速检测方法兼具了免疫磁珠富集分离

技术的高效、特异以及多重实时荧光 PCR 技术快速、灵敏

的特点, 在大幅缩短检测时长的同时有效避免了漏检, 特

别适用于食品检测实验室对 Top 7 STEC 的流行病学的精

准监测及分析。该方法不仅为我国现行的食品中检测

STEC 的标准方法提供了技术发展方向, 也为及时监督国

内外食品卫生状况、保障人民生命健康安全提供了有效技

术储备。 

4  结  论 

新型基于免疫磁珠分离的 Top 7 STEC 快速检测方法, 

不需要手动提取步骤, 只需要使用磁珠和洗液进行预处理

后, 加入到反应管中即可上机检测, 操作简单又减少了不

必要的人为误差; 采用的磁珠可精确地捕捉需要的抗原类

型, 避免了其他物质对荧光定量检测造成的干扰, 减小了

背景杂菌对筛选的影响, 并且适用于不同基质及增菌液培

养基中的筛选, 最大程度避免了假阳性和假阴性。该方法

检测 stx 和 eae 以及 Top 7 STEC 抗原基因的灵敏度可达 

103 CFU/mL, 具有操作简便、灵敏度高及特异性良好的特

点, 适用于食品中 Top 7 STEC 的快速检测。 
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