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食源性致病菌生物快速检测技术研究进展 
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摘  要: 随着人民生活水平的提高和食品行业的发展, 食品安全问题频繁发生, 成为人们的重点关注问题。食

源性致病菌是造成食品安全问题的主要因素之一, 使用可靠、快速、有效的检测方法对保证食品安全至关重

要。现如今生物技术发展迅速, 其在食品致病菌检测中的应用是当前的研究热点。本文综述了免疫学、生物

学、生物传感器技术等基于生物技术在食品中致病菌的技术开发和应用研究进展, 并提出双功能抗体在食品

检测领域的研究前景, 以期为食品致病菌的微生物快速检测与筛查技术提供方法及参考。 
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ABSTRACT: With the improvement of people’s living standard and the development of food industry, food safety 

problems occur frequently and become the focus of people’s attention. Foodborne pathogens are one of the main 

factors causing food safety problems. It is very important to use reliable, rapid and effective detection methods to 

ensure food safety. Nowadays, with the rapid development of biotechnology, its application in food pathogen 

detection is the current research hotspot. This paper reviewed the development and application of biotechnology 

based on immunology, biology and biosensor technology in food pathogens, and the research prospect of bifunctional 

antibody in food detection was proposed, in order to provide a method for rapid detection and screening of food 

pathogenic bacteria. 
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0  引  言 

食品安全关系到广大人民群众的身体健康和生命安

全, 食品安全已成为衡量人民生活质量、社会管理水平和

国家法制建设的一个重要方面[1]。然而近几年, 国家食品

安全抽检不合格情况的汇总分析和中国食源性疾病爆发监

测的数据显示, 微生物性因素导致的不合格问题及食源性

疾病一直居于首位[2]。据市场监管总局 2020 年 7 月 29 日

发布的食品监督抽检结果可以看出微生物污染占检测不合

格项目总数的 18.78%, 食品致病菌是导致食品安全隐患的

主要问题之一[3]。由此可见, 使用可靠、快速、有效的检

测方法对保证食品安全至关重要 

近年来, 食源性致病菌的快速检测发展迅速, 其技

术快速进步, 免疫学、分子生物学、生物传感器等技术受
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到高度重视, 广泛应用到了实验室或工厂生产中。其中免

疫学技术中的酶联免疫吸附法和金标法等都是较为经典

的方法, 相较于传统培养的方法, 大大减少了检测时间, 

但其选择性、灵敏性等问题需进一步改进。其次, 较为常

见的检测方法还有聚合酶链式反应 (polymerase chain 

reaction, PCR), PCR 应用较广, 但检测能力有限, 其中实

时荧光 PCR 和数字 PCR 技术的研究报道要更多一些, 数

字 PCR 相较于实时荧光 PCR 可实现绝对定量, 检测结果

的准确性和精密度更高。近年来, 高通量、高灵敏度的生

物传感器技术受到广大研究者的青睐, 传感器的选择开

发一直是该技术的一个研究重点, 目前关于电化学传感

器的研究较多 , 与其他检测方法相比 , 电化学方法与特

异性强的噬菌体结合作为生物传感器是未来实际应用方

面一种极具前途的研究方向。此外, 研究者们在酶联免疫

法领域尝试开发新试剂来用于方法分析, 以期提高方法

的选择性和敏感性。随着纳米技术的发展, 研究者们也在

进行将新型纳米标记材料应用于免疫层析试纸条中的尝

试; 免疫磁珠技术是一种有效的检测方法 , 磁珠可以在

磁场的帮助下直接从食品基质的干扰中分离和浓缩目标, 

从而实现在食品基质中检测到本身低浓度的致病菌; 近

年来 , 研究者对磁颗粒的整合进行探索 , 以实现致病菌

的多重检测。腺苷三磷酸生物发光技术关于腺苷三磷酸

的提取方法及提取剂的选择开发一直是该方法的一个关

键部分 , 它直接影响到检测的可靠性 , 进一步开发合适

的方法或提取试剂能够保证腺苷三磷酸的活提且减少对

方法敏感性的抑制作用, 从而推动该方法的发展。本文将

对这些技术进行介绍和对比, 并提出双功能抗体在食品

检测方面的应用前景, 以期为我国致病菌快速检测的研

究发展提供参考。 

1  食源性致病菌快速检测技术研究进展 

1.1  免疫学技术 

免疫学技术是一种基于抗原抗体结合的技术, 该技

术因抗原抗体结合的特异性而被应用于微生物检测中, 下

面就酶联免疫吸附技术、胶体金免疫层析技术及免疫磁珠

分离技术进行综述。 

1.1.1  酶联免疫吸附技术 

酶联免疫吸附技术 (enzyme-linked immunosorbent 

assay, ELISA)是一种特殊的试剂分析法, 它是在免疫酶技

术的基础上研发出来的一种新型免疫测定技术。该方法的

检测原理是用酶标记表面吸附抗原或抗体的固相载体, 在

检测时, 让受检样品的抗体或抗原与其相结合, 形成带有

酶标记的抗原抗体复合物, 加入酶反应的底物后, 底物因

催化作用从而发生颜色反应, 故可根据其颜色变化及程度

来对待测成分进行定性或定量分析[4]。ELISA 可用于测定

抗原, 也可用于测定抗体, 在实际应用中, 根据不同的检

测需求可设计出各种不同类型的检测方法, 主要有检测抗

体的间接法、检测抗原的双抗夹心法及检测小分子抗原或

半抗原的抗原竞争法。 

食源性致病菌的检测通常采用双抗夹心 ELISA 法, 

该方法能更好的捕获抗原 , 不受样品杂质的影响 , 其原

理如图 1 所示。朱芳茜等[5]对双抗夹心 ELISA 法进行研

究并应用该方法检测水产品中的志贺氏菌, 检测限可达

4.12×104 CFU/mL, 用此体系检测未发生交叉反应 , 且

具备较好的灵敏性和特异性。另外, 重链抗体在 ELISA

中的应用进一步推动了该技术的发展。1993 年, 科学家

在骆驼血液内发现了一种抗体, 这种抗体本身缺乏轻链, 

被称为重链抗体 [6]。重链抗体的可变结构域仅由一个可

变结构域(variable domain, VHH)组成。这些 VHHs 重组

表达产生一个单域重链抗体, 称为“纳米体”。纳米体与

单克隆抗体和普通多克隆抗体不同的地方在于可以通

过噬菌体将展示和编码序列一起分离, 并通过细菌表达

系统来进行高产量表达 , 易从周质空间中提取 , 同时仍

保留其单克隆特性 [7], 是下一代免疫分析中很有前途的

试剂。WANG 等 [8]首次利用纳米体进行黄曲霉及黄曲霉

毒素的检测 , 此外 , 还将纳米体和多克隆抗体与夹心

ELISA 法结合来测定农产品中的曲霉菌, 检出限均可低

至 1 μg/mL。 

ELISA 检测时间快, 灵敏度高, 但也存在着一定的缺

陷, 如重复性差, 易发生交叉反应导致结果偏差等, 此外, 

由于抗原抗体之间的免疫反应具有高度特异性, 针对不同

的目标检测物要建造不同的检测工具, 阻碍了该方法在食

品快检中的普及。 

 
 

 
 

图 1  双抗夹心 ELISA 法 

Fig.1  Double-antibody sandwich ELISA 
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1.1.2  胶体金免疫层析技术 

胶体金免疫层析技术 (gold immunochromatographic 

assay, GICA)也是一种新型免疫标记技术, 该技术以胶体金作

为示踪标记物, 利用层析效应、抗原-抗体结合反应及胶体金

显色效应, 可以将待检菌株的抗体制备成胶体金试纸条[9]。 

WU 等[10]研制了一种快速检测无乳链球菌的胶体金免

疫层析试纸条, 该试纸条灵敏度较高, 可达到1.5×105 CFU。

胶体金试纸条的制备和操作简单 , 检测时间短 , 一般

5~15 min 即可得出检测结果, 但也存在一些问题亟待解

决 , 例如多数只能进行定性或半定量检测; 采用物理吸

附的方法结合 , 抗体或抗原容易从金颗粒表面脱落 , 标

记物不稳定等。 

1.1.3  免疫磁珠技术 

免疫磁珠技术(immune magnetic, IMS)作为一种新的

免疫学方法, 是将免疫学的高度特异性与磁珠特有的磁

性相结合而发展起来的一种新技术。利用包被于磁珠表

面的抗体与样品中的目标物进行结合, 形成抗原-抗体复

合物。在外加磁场的作用下, 标记复合物的磁珠做定向运

动 , 使样品中的目标物与杂质分离 , 从而达到检测目标

物的目的[11]。 

ABBASPOUR 等 [12]采用 IMS 建立了一种新型磁性

生物传感器来检测金黄色葡萄球菌, 传感器将微量磁珠

与单链 DNA 结合以提高吸附性, 该方法在灵敏度和选

择性方面均有明显提高 , 并且可用于真实水样的检测。

WU 等[13]首次将 3 种颜色的上转换纳米颗粒(upconversion 

nanoparticles, UCNPs)作为检测标志物, 成功研制了一种

基于多色 UCNPs 与磁性纳米颗粒耦合的多色适配体传感

器, 利用 Fe3O4 磁性纳米颗粒的磁分离和浓度效应, 实现

同时、快速、特异、高灵敏地检测金黄色葡萄球菌、副

溶血性弧菌和鼠伤寒沙门氏菌, 该方法对这 3 种菌的检

出限可低至 25、10 和 15 CFU/mL。IMS 与其他技术结合

使检测方法特异性更强, 灵敏度更高, 但该方法在应用时

容易与其他杂菌发生交叉反应, 导致假阳性结果或高背景

信号, 这在一定程度上限制了基层的应用。 

1.2  腺苷三磷酸生物发光技术 

腺苷三磷酸(adenosine triphosphoric acid, ATP)生物发

光法是一种方便快捷的操作技术, 检测时间短, 只需几分

钟就可以得出检测结果[14]。该方法的原理是将从细胞中提

取出的 ATP 和荧光素酶在氧气和镁的存在下共同和荧光

素发生荧光反应, 根据产生的荧光强度来推算细胞中 ATP

的含量, 进而得出受检样品中微生物的含量[15‒16]。 

ATP 的活提是该检测技术的一个关键部分, 它直接影

响到检测的可靠性。一般情况下, 细菌表面由细胞壁和细

胞膜包裹, 因此, 需使用 ATP 提取剂将样品和微生物混合, 

使微生物的细胞壁和细胞膜开孔, 将 ATP 提取出来后进行

测定。国内关于微生物 ATP 提取方法的研究报道内容较少, 

目前所报道的方法主要有加热、超声、连续直流电压、强

酸、表面活性剂及有机溶剂提取。其中大部分提取剂如三

氯醋酸(trichloro-acetic acid, TCA)都对酶的活性有一定的

抑制作用, 必须经过稀释才能进行使用, 这也是导致该方

法灵敏度降低的一个原因[17]。因此, 建立一种高效实用的

ATP 提取方法对促进该技术的广泛应用具有重大的意义。

LEE 等[18]开发了一种蛋白质转导结构域结合的荧光素酶

(PTD-Luc), 该技术可以直接测定活细胞内ATP的含量, 进

而实现实时动力学分析。笔者认为, 这也在解决 ATP 提取

的问题上提供了另一种思考方向, 将 PTD-Luc 作为高通量

药物筛选工具, 可替代提取工作从而直接在胞内对 ATP 含

量进行测定, 从而实现对微生物的检测。 

由于 ATP 也以非微生物 ATP 的形式存在于各类食品

中, 因此需要将体细胞 ATP 与细菌细胞 ATP 进行分离, 用

体细胞释放剂溶解所有非细菌细胞 , 使其释放它们的

ATP。经磷酸腺苷脱氨酶与脱氨酶之间的酶促反应可去除

胞外 ATP, 随后 ATP 和相应的腺苷衍生物反应转化为肌苷

一磷酸[19]。HATTORI 等[20]使用抗苯扎氯铵(benzalkonium 

chloride, BCA)的突变体荧光素酶对ATP萃取剂中BAC的浓

度进行优化, 既实现了从微生物细胞内最大量提取 ATP, 又

使 ATP 消除酶失活以去除细胞外 ATP。另外, 研究者们就

ATP 生物发光技术的实际应用也进行了探索。郭立芸等[21]

以 ATP 生物发光法为基础, 快速评估啤酒酿造过程中的微

生物污染风险, 可实现酿造过程的实时监控。陈盟等[22]利

用 ATP 生物发光法对空气中的微生物展开研究, 结果显示, 

ATP 生物发光法可通过相对发光单位(relative luciferase 

units, RLU)来判断被测样本中的细菌含量 ; PARK[23]和

BOTTARI 等[19]还分别利用该技术检测大肠杆菌及饮料中

的菌落总数。 

ATP 生物发光法操作简便, 用时短, 可应用于快速检

测方面, 但该检测方法检测限高, 易受游离 ATP、体细胞

和酶促反应之间的相互影响, 目前在水质检测和食品生产

环境监测中应用较多。 

1.3  聚合酶链式反应检测技术 

聚合酶链式反应(polymerase chain reaction, PCR)是目

前可用于食源性致病菌检测最有效的一种生物学技术, 不

论是在实验室检测方面还是工业化方面, 都得到了广泛的

应用。PCR 主要用于放大扩增特定的 DNA 片段, 根据不

同的核酸扩增和检测方法, 可以将其分为实时荧光 PCR 

(real-time fluomgenetic quantitative PCR, qPCR)、多重 PCR 

(multiplex PCR, mPCR)、数字 PCR (digital PCR, dPCR)等, 

下面就该 3 种方法进行介绍。 

1.3.1  实时荧光 PCR 技术 

实时荧光 PCR 是在普通 PCR 反应体系中加入荧光基
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团, 整个过程根据荧光信号的积累来进行实时监测, 最后

通过标准曲线对样品中的待检成分进行定量分析。qPCR

根据荧光模式的不同可以分为 DNA 染料法、荧光探针法

和化学引物试剂法, 前两种方法的使用更广泛[24]。不同方

法采用不同的荧光材料, Sybr-Green 是 DNA 染料法中应用

最广泛的中间体染料之一, 它是一种荧光染料, 通过插入

DNA 碱基来非特异性地结合双链 DNA 分子, 荧光在每个

扩增周期结束时进行测量, 以确定被扩增 DNA 的数量。

TaqMan 探针是使用最广泛的荧光探针, 探针技术减少了

由引物二聚体和非特异性产物造成的影响。荧光发射与扩

增子产生的数量有关, 可以根据产生的荧光信号进行定量

检测。扩增子的大小对检测结果至关重要, 扩增子越小, 

灵敏度和反应性能越好[25]。qPCR 根据定量方法可分为绝

对定量和相对定量, 基于TaqMan探针的 qPCR技术可用于

定量分析, 根据生物分布来分析组分, 每个 qPCR 板上包

含标准曲线和质量控制样本, 对拷贝的目的 DNA 进行绝

对定量[26]。 

关于 qPCR 的研究, KIM 等[27]将 qPCR 技术与过滤器富

集方法结合, 在过滤后 2~4 h 内便检测到了 0~7 CFU/25 g 的

大肠杆菌 0157:H7, 与常规检测方法相比显著减少了分析

时间。相较于传统的 PCR 技术, qPCR 技术具有实时定量

监测待检成分, 灵敏度高的优点。此外, 由于省去了电泳

部分, 检测过程节省了大量的时间。昂贵的台式设备和高

技术要求是该方法的主要局限之处, 而基于探针的 qPCR

在探针生产方面的花费要更高一些[26]。另外, 食品是一种

含有 DNA和各种化合物的混合物, 是一种复杂的基质, 食

品中的 DNA 通常是碎片化或降解的, 化合物如果能通过

DNA, 可能会对 PCR 反应产生抑制和干扰, 进而导致 PCR

敏感性降低和假阴性结果[28]。因此, 如何快速高效获取高

纯度的 DNA 对 PCR 过程十分重要[29]。 

1.3.2  多重 PCR 技术 

多重 PCR 是在同一 PCR 反应体系中加入两对及两对

以上的引物, 同时扩增出多个核酸片段的 PCR 反应。其反

应原理、反应试剂和操作过程与一般 PCR 相同。一般 PCR

仅应用一对引物, 通过 PCR 扩增产生一个核酸片段, 主要

用于单一因子的鉴定。然而, 由于细菌死后 DNA 仍然存在, 

因此, 传统的 mPCR 技术不能区分活细胞和死细胞。活性

插入染料如单叠氮丙啶(propidium monoazide, PMA)可以

选择性地穿透膜受损的死亡细胞, 并在光活化时通过叠氮

化物基团交联 DNA, 使其在 PCR 过程中无法进行聚合酶

活性, 从而消除死细胞的 DNA 扩增。近年来, 许多研究将

PMA 对活菌的选择性和 PCR 对活菌精确检测的敏感性结

合起来, 利用 PMA进行活性 PCR, 这已经成为一种区分活

细胞和死细胞的替代方法[30]。另外, 传统的 mPCR 技术可

能会引起假阴性或假阳性结果, 假阴性结果造成的原因可

能是食品基质中的抑制物质、错误的 PCR 混合物和 PCR

仪器故障等。关于假阴性的情况, 在 PCR 过程中常通过在

每个 PCR 反应中添加一对 rRNA 引物作为非竞争性内扩增

控制(internal amplification control, IAC)来消除[31]。 

周杨等[32]根据 mPCR 原理, 研制了一种快速检测 3 种

致泻性大肠埃希氏菌的 mPCR 检测试剂盒, 该试剂盒检出

限可达到 1.5×103 CFU/mL和 2.1×103 CFU/mL, 且两种菌检

测重复率均为 100%。杨广珠等[33]利用多重双启动寡核苷

酸引物技术来检测食品样品中产志贺毒素的大肠杆菌 O26, 

该方法效率高, 特异性强, 不受退火温度限制, 可为食品

样品中产志贺毒素大肠杆菌O26的快速准确检测提供一种

高效的辅助检测方法。LEE 等[34]建立了多重荧光 PCR 方

法来检测食品样品中的多种致病菌, 该方法仅在 12 h 内便

可对 6 种目的菌达到 1 CFU/mL 的检测限。 

由于 mPCR 技术是同时对多个 DNA 片段进行放大扩

增, 相比于单重 PCR 反应, 该技术可在同一反应物内检测

出多种待检成分, 具有省时、高效、系统等优点[35]。但传

统的 mPCR 不能区分活细胞和死细胞, PMA 的联合使用使

这个问题得到了有效的解决, PMA 预处理是排除死亡细胞

的关键步骤, 但目前该技术还不是十分成熟, 在 PMA孵育

时间、孵育温度或光照时间等条件上还有待探究。 

1.3.3  数字 PCR 技术 

随着高通量技术的发展 , 数字 PCR 技术 (digital 

polymerase chain reaction, dPCR)也随之发展起来, dPCR 中

的“数字”表示单个实体中的信号切换, 例如关闭或打开, 

激活或不激活, 凝结或不凝结, 荧光或非荧光等, dPCR 是

继普通 PCR 和 qPCR 之后的第三代 PCR 技术, 是一种具有

单分子敏感性的精确核酸定量技术[36]。dPCR 绝对定量方

法是对传统 PCR 检测方法的一种技术革新, 检测方法采用

了新的定量方式和检测思路, 可用于精确定量包括 DNA、

cDNA 和 RNA 在内的核酸靶点, 更方便、灵敏、快捷的对

目的核酸的拷贝数进行绝对的定量计算, 不需要像 qPCR

建立标准曲线后再进行定量检测。dPCR 将一个 PCR 反应

分隔成多个子反应, 每个子反应分区作为一个单独的 PCR

微反应器, 在热循环之后, 反应被分为阳性或阴性, 为数

字格式输出提供了基础, 通过确定空分区的比例, 应用泊

松统计估计目标分子的初始数量[37]。 

微滴式数字聚合酶链式反应(droplet digital polymerase 

chain reaction, ddPCR)是一种新型核酸扩增技术,可对 DNA

或 RNA 分子采用绝对定量的方式进行分析[38]。样品的划分

用到许多主动和被动的微流体方法, 如物理分区、液滴分区, 

大多数方法可以使用一定量的试剂和简单的自动化。基于微

流控液滴的 dPCR 应用已经通过单分子扩增实现, 使用液滴

微流体时 , 可通过调整分区的数量来满足应用程序的要  

求[39]。但目前所用的多喷嘴系统等液滴的制造方法对液滴

体积变化的影响尚不清楚, 且液滴的尺寸主要取决于喷嘴

的尺寸, 因此使用液滴微流体进行多体积检测并不容易。 
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NETZER 等[40]应用 dPCR 对硫酸盐还原菌和主要病

原体进行绝对定量 , 此外 , 还评估了单核细胞增生李斯

特菌的定量分析, 该方法能够同时定量多重分析目标菌。

目前已有多种食源性致病菌, 如大肠杆菌 O157:H7、副溶

血性弧菌、副猪嗜血杆菌及放线杆菌等均建立了 dPCR 检

测方法[41‒44]。与 qPCR 相比, 该方法对 PCR 抑制效应的

敏感性要低得多 , 大大提高了准确性和精密度 , 可实现

核酸分子的绝对定量[45]。在评估检测准确性时, 需要考虑

dPCR 对分子或样品制备的可变性和敏感性, 适当的实验

设计和验证可有效减少由分子缺失、假阳性和信号阈值

差引起的问题[46]。 

1.4  生物传感器检测技术 

生物传感器主要由生物感受器和换能器两大部分组

成, 待测样品与抗原或抗体、敏感酶、基因序列和生物碱

等发生特异性生化反应, 信号转换器将信号转换为电、热、

光等化学信号, 再通过信号放大器进行读取检测[47]。近年

来, 生物传感器技术在食品安全方面的研究愈来愈多, 目

前已开发的用于食源性致病菌检测方向的生物传感器大多

是基于抗原抗体特异性反应的免疫传感器, 将抗体固定在

传感器平台, 通过电化学、光学、压电读数来进行致病菌

检测。此外, 生物基因技术和噬菌体也在生物传感器技术

中广泛应用, 核酸适配体和噬菌体鉴定是当前的研究热点, 

相应适配体传感器和噬菌体传感器也得到了迅速发展, 可

应用于电化学传感器、光学传感器、磁传感器、离子敏场

效应传感器和压电晶体传感器等。 

生物识别组件中噬菌体作为检测探针在快速筛选致

病菌方面具有如下几个优点: 对宿主细菌具有极强的特异

性, 能够快速繁殖子代噬菌体; 在不影响抗体活性的前提

下, 可培养抗体对有机溶剂、超高温和不同 pH 值等临界条

件的耐受性; 噬菌体只能在活细胞中才能分裂, 所以该方

法可以区分细菌死活。基于这些优势, 与其他生物识别元

件相比, 噬菌体在快速特异性检测致病菌方面具有广阔的

应用前景[48]。在电传感方法中, 噬菌体作为生物识别元件

固定在电极表面, 或以溶解的噬菌体感染溶液中细菌的形

式来进行检测。电化学生物传感器具有低成本、现场适用

性强、灵敏度高等优点 [49] 。近年来 , 电化学阻抗谱

(electrochemical impedance spectroscopy, EIS)得到了广泛

的关注, 基于阻抗的噬菌体电化学方法是指将噬菌体固定

在电极表面, 当其捕获细菌时通过测定阻抗的变化来检测

细菌存在的一种方法。MARTELET 等[50]首次报道了一种

高灵敏度检测方法, 将金纳米粒子包覆在石墨电极表面, 

通过固定化特异性 T4 噬菌体的方式用以检测食品基质中

的大肠杆菌, 这种方法不仅增强了表面导电性, 还改善了

噬菌体在电极表面的固定化。ZHOU 等[51]将 T2 噬菌体固

定在聚乙烯亚胺功能化碳纳米管传感器上, 利用 EIS 来监

测大肠杆菌 B 与 T2 噬菌体结合后电极界面阻抗的变化, 

从而实现对大肠杆菌 B 的检测。 

另外, 纳米材料在生物传感器中的应用也推动了该

技术的发展。HUONG 等[52]对纳米材料介导的纸基生物传

感器进行了研究, 操作简单, 有利于现场检测。MOHGA

等[53]开发了一种基于抗体和 DNA 受体的植物致病菌检测

的生物传感器, 该技术适合于原位检测, 为现场快速检测

提供了廉价且实用的传感系统。除此之外, 微流控纸芯片

技术(microfluidic paper-based device, μPADs)的高通量、多

目标物同时检测也是近年来 μPADs 的一个热点研究方向, 

μPADs 是以纸基为载体, 建立厘米大小的多路流通通道, 

是微流控技术的载体, 称为“纸上实验室”[54]。该方法可与

电化学发光免疫分析[55]、化学发光酶免疫分析[56]、化学发

光免疫分析[57]等多种分析方法结合来进行食品致病菌的

检测。HAO 等[58]对传统的微流控纸芯片装置进行了改进, 

实现对动力学匹配方法的简化。PARK 等[59]通过将 PCR 技

术与微流控技术进行结合建立了一个简单的无泵微流体芯

片 , 将大肠杆菌 0157:H7 作为目标菌 , 检测限可低至   

102 CFU/mL。微流控纸芯片可与多种技术进行结合, 且设

备操作简单, 具有广阔的应用前景, 但由于各个通道间是

相互独立的, 因此如何保证各反应通道的平行性还有待进

一步的研究。 

生物传感器具有缩短样品提取和检测结果之间时间跨

度的优势, 且具有良好的灵活性, 可以与 IMS、PCR 等技术

相结合, 以提高检测方法的灵敏度、特异性等。但该方法在

检测中对大型仪器的依赖性较高, 对实验环境有一定的要

求, 未来在其低维护及连续运行等方面需要考虑[60]。 

2  结束语与展望 

近年来, “食安问题”日益受到人民和国家乃至国际的

重视, 从而人们对食品致病菌快速检测技术的研究也在不

断深入, 食品工业迫切需要快速、方便、可靠的微生物检

测方法, 研究重点是应用能够替代传统培养方法的分析方

法直接评估食品基质中微生物的存在, 从而达到快速检测

的目的。科学技术在不断进步, 这些快检技术也在不断提

升, 不同的检测技术各有千秋, 可根据不同的检测需求选

择不同的检测方法。ELISA 作为一种特殊的试剂分析方法, 

检测速度快, 灵敏度高, 但重复性差, 由于抗原抗体之间

的高特异性免疫反应, 需针对不同的检测目标建立不同的

检测工具, 开发用于分析的新试剂是目前该技术的发展方

向。免疫层析试纸条的方法检测时间短, 15~20 min 就可出

结果, 但大多是定性或半定量结果, 可从开发新型纳米标

记材料角度展开研究, 替代传统的胶体金, 以提高该方法

的检测效果。免疫磁珠分离技术是检测方法中常用的一种

方法, 富集食品基质中低浓度的致病菌, 从而快速检测致
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病菌, 通过整合磁颗粒的方式, 有望实现致病菌的多重检

测, 进一步提高检测效率。ATP 技术因检测快速已被大众

接受, 但由于微生物释放 ATP 的机制尚未研究清楚, 游离

ATP 去除剂的去除效果在国内还没有得到论证等原因至今

没有得到广泛的应用。qPCR 和 dPCR 是 PCR 技术中研究

较热的两种, 理论上 dPCR 比 qPCR 更具优势, 但由于

qPCR 具有更高的灵敏度, 在特定应用方面仍然可以胜过

dPCR。生物传感器是近年来的研究热点, 尤其是电化学传

感器, 具有成本低、现场适用性强、操作简单、灵敏度高

等优点, 核酸适配体筛选和噬菌体鉴定是目前的研究热点, 

可作为识别元件应用到生物传感器中。上文中所提到的食

源性致病菌检测技术的优缺点具体如表 1 所示。 

 
表 1  食源性致病菌检测技术优缺点 

Table 1  Advantages and disadvantages of foodborne pathogens detection technology 

技术 优点 局限 

酶联免疫吸附技术 检测时间快; 灵敏度高 
重复性差; 易发生交叉反应导致结果偏差; 针对不同

的目标检测物需要建造不同的检测工具 

胶体金免疫层析技术 灵敏度高; 设备和操作简单; 检测时间短 只能进行定性或半定量检测; 标记物不稳定 

免疫磁珠技术 特异性强; 灵敏度高 易发生交叉反应导致假阳性结果或高背景信号 

腺苷三磷酸生物发光技术 操作简便; 用时短; 可用于快速检测 
检测限高; 易受游离 ATP、体细胞和酶促反应之间的

相互影响 

实时荧光定量 PCR 技术 
显著减少了分析时间; 实时定量监测待检成分; 

灵敏度高 

设备和技术要求高; 可能会受到食品基质的影响进而

导致 PCR 敏感性降低和假阴性结果 

多重 PCR 技术 
可在同一反应物内检测出多种待检成分; 省

时、高效、系统 
区分活死细胞的技术不够成熟 

数字 PCR 技术 
能够有效进行样本分割和单个 PCR 反应, 直接

进行绝对的定量计算 
相比于 qPCR 灵敏度较低 

生物传感器检测技术 
具有良好的灵活性; 可以与其他技术相结合, 

进一步提高检测方法的灵敏度、特异性 
对大型仪器的依赖性较高; 对实验环境有一定的要求

 
双功能抗体是一种新兴的技术, 在性能等方面优于

抗体分子, 能够同时结合两个不同的抗原表位, 目前主要

应用在肿瘤靶向治疗方面, 致病菌筛查和检测方面的潜力

还未被充分发掘。笔者认为, 将其作为一种新型识别元素

应用在生物传感器技术中, 两个不同的表位一个用来识别

微生物抗原, 另一个可发挥指示作用, 通过肉眼可见的变

化来指示是否检测到微生物, 省去信息转换部分的工作, 

进一步提高检测速度, 由此可见, 双功能抗体作为当前热

门的一种新兴技术, 其在食品致病菌检测方面具有广阔的

研究和应用前景, 需要进一步的研究与探索可以预见, 随

着食品及时快速监测现实需求的增加, 低成本、微型化、

高通量、无痕、快速简便、准确高效的检测方式将是未来

研究和应用的重点发展方向之一。 
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