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摘要：食源性致病菌的检测技术是食源性疾病预防与控制的关键环节。&’( 是近年来广泛应用于食源性致病菌快

速检测的方法之一。在食源性致病菌中，用于 &’( 检测的靶基因包括各种毒力基因、酶基因及特异性鉴别基因。

这些靶基因的发现推动了食源性致病菌 &’( 快速检测的发展。
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“民以食为天，食以安为本”。食品安全是各国

都关注的重大问题，食源性致病菌是影响食品安全

的主要原因之一，检测食源性致病菌是食源性疾病

预防与控制的关键环节。

传统的检测方法（如分离培养、生化鉴定等）无

法对难培养或不可培养的致病菌进行检测，而且存

在特异性不高、灵敏度低、操作烦琐耗时，不能实现

及时有效的监测。因此，发展新的快速检测与鉴定

食源性致病菌的方法为及时有效地控制和预防致

病菌传播所必需。近年来，随着 &’( 技术措施的广

泛应用，国内外已经将这一技术引入食源性致病菌

检测领域。本文就 &’( 在几种常见食源性致病菌

检测的应用作一概述。

: 食源性致病菌的 !"# 检测

:;: 沙门氏菌

沙门氏菌属（ ?#-A’$/--#）是肠杆菌科中最重要

的病原菌属，是细菌性食物中毒中发病率最高的一

种。据报道，我国细菌性食物中毒中 %$Z [ V$Z是

由沙门氏菌引起的。目前，用于沙门氏菌 &’( 检测

的靶基因包括：+$*,、+$*\、+$*’、+$*U、+$*W、<+-,、

4+A,、)42、#%4,、*+#\ 以及与质粒毒力相关的 ]&^ 基

因等。其中 +$*, 基因是毒力岛 ]&!! 基因之一，是

产生致病性的关键因子，它常用来作为 &’( 检测沙

门氏菌的靶基因。例如，C :3DK362 等利用 +$*, 基因

检测从烤鸡分离的沙门氏菌［!］。也有一些学者利用

+$*,基因与其它基因组合对 沙 门 氏 菌 进 行 多 重

&’( 检测。如 ’D2? 等利用基因 +$*, 和 ]&^’ 建立

了一种多重 &’( 体系用于粪便中沙门氏菌的检

测［"］。又如 53K3R2 等利用 +$*,、)42W 和 )42] + 个基

因建立了一种多重 &’( 体系用于快速检测鼠伤寒

沙门氏菌［+］。

:;< 单核细胞增生李斯特氏菌
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!"#"$%&"’(#()）是食品卫生中的重要病原菌，其主要

通过奶及奶制品、蔬菜、水产品、肉制品等食物传

播。用于单核细胞增生李斯特氏菌 *+, 检测的特

异引物包括两种。一种是依据其特异毒力基因序

列设计，另一种是以其 -./ 0123 或 -./456/ 0123
中间保守区域为靶序列设计。目前用于检测的靶

基因主要有：!"#3、$%&、$’"3、$’"7、&()3、&"*3、&"*7、

+&" 等。在单核细胞增生李斯特氏菌的快速检测

中，不少学者开发了多重 *+, 技术。如 789(0& 等根

据李斯特氏菌 $%& 基因属的共性和种的特异性设计

引物，利 用 多 重 *+, 来 鉴 别 各 种 李 斯 特 氏 菌［:］；

7;#);< 等利用多重 *+, 检测 6=> 多份食品样品的单

核细胞增生李斯特氏菌，检测结果显示没有一例假

阳性［=］。

!"# 金黄色葡萄球菌

金黄色葡萄球菌（ ,-%&!#".*.**/0 %/(1/0）是引发

多种类型感染和食物中毒的病原菌，由此菌引起的

食物中毒发生频率很高。目前，金黄色葡萄球菌常

用的目标基因包括毒素相关基因和特异性鉴别基

因［.］。毒素相关基因包括传统的 ,23、,24、,25、

,26 基因及新发现的肠毒素基因 ,27、,28 等。特

异性鉴别基因主要包括 ’/*、*")3、0*&3、00&7 等。

鉴于多重 *+, 技术的诸多优点，/?;0!; 等建立了一

种多重 *+, 检测肠毒素 3 @ A，可在 6? @ :? 内检测

出毒素基因 3 @ A，且与标准的免疫检测有近 BBC
的对应性［D］。E(?0"&0; 等通过两个 *+, 反应体系同

时检测了包括肠毒素 /A、F//FG-、A&)、+1*3 在内的

-> 种毒素基因，且效果很好，有很好的应用前景［H］。

!"$ 肠出血性大肠埃希氏菌

肠 出 血 性 大 肠 埃 希 氏 菌（ (#&(0"G?(!"00?;’I$
20*!1($*!$% *."$，AJA+）因引起出血性肠炎而得名，

其血清型有 K-=DLJD，K-=D L 2E，K5. L J--，K--- L JH
等。AJA+ 感染基本上是一种食源性疾病，牛肉、牛

奶、奶制品、鸡肉、蔬菜、水果、饮料、水均可成为传

播媒 介，人 与 人 之 间 密 切 接 触 也 可 传 播 AJA+。

AJA+ 的 致 病 性 与 其 毒 力 因 子 溶 血 素（?(!"<%)I#，

?<%）、志贺样毒素（/?I’;<IM( &"NI#，)<&）和 (;( 因子有

关［B］。目前 *+, 技术检测主要是毒力因子的检测，

但这些方法不能综合反应菌株毒力因子的存在。

利用两对以上引物扩增两个以上特异性基因序列

的多重 *+, 方法，已成为当今分子生物学研究的

重要范畴。O0;&;!I$" 等根据 !"#，0"-，1%1 基因序列，

设计了 6 对引物，采用多重 *+, 方法检测 AJA+，

收到满意效果［->］。王静等建立了一种快速检测食

品中 AJA+ 的多重 *+, 方法，除常见的 K-=D L JD 血

清型外，也可检出其它血清型大肠杆菌如 K5.LJ--、

K---L JH 中的 AJA+ 菌株。此外，该法还可检测产

志贺样毒素的大肠杆菌（PFA+）和粘附性大肠杆菌

（A3A+），并能与 AJA+ 区分［--］。

!"% 志贺氏菌

志贺氏菌属（,!$91""%）的细菌（通称痢疾杆菌），

是细菌性痢疾的病原菌，志贺氏菌既可通过水，也

可通过食品传播腹泻及痢疾等疾病。用于 *+, 检

测的相关基因有侵袭相关的 $%" 基因，:$(3 基因，或

者是 $&%J 基因。 $%" 和 :$(3 基因都位于大的毒性

质粒上，而 $&%J 基因同时多拷贝存在于染色体和

侵袭性大质粒上，不随传代而丢失，因而从 $&%J 设

计引物建立的 *+, 方法应该有较高的敏感性，并且

可避免因基因突变、质粒丢失而导致的假阴性［-5］。

鉴于此，国内外对于此菌的检测主要是利用 $&%J
基因。Q;8RI" 等利用此基因作为靶基因，从而对志

贺氏菌进行快速检测［-6］。许龙岩等根据 $&%J 基因

片段中的开放阅读框部分序列设计一对引物，建立

了一种快速检测志贺氏菌的 *+, 检测方法［-:］。

!"& 副溶血性弧菌

副溶血性弧菌（ ;$<($. &%(%!%1+."#-$*/0）是引起

细菌性食物中毒最常见的病原菌之一，与大多数细

菌的不同之处在于它是一种嗜盐弧菌，普遍存在于

海洋环境，主要来源于鱼、虾、蟹、贝类和海藻等海

产品。据报道，有人利用编码副溶血性弧菌耐热的

直接溶血毒素的 -=! 基因和相对耐热的直接溶血毒

素的 -(! 基因建立 *+, 方法检测副溶血性弧菌，但

皆因这两个基因与别的细菌毒素基因有很高的同

源性，至今没有一个公认的较好的副溶血性弧菌

*+, 检测方法。J;&)8!I 等（-BH=）发现 -"! 基因具有

种属特异性，国外学者利用 -"! 基因探针监测海产

品的副溶血性弧菌，具有快速、灵敏性及特异性好

等特点［-= @ -.］。国内李志峰等也采用 -"! 基因来检测

副溶血性弧菌［-D］。

’ 食源性致病菌 ()* 快速检测试剂盒的开

发概况

随着 *+, 技术的广泛应用，由此衍生出了多

种方法，如实时荧光定量 *+,、,F S *+,、多重 *+,
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等，这些推动了 !"# 试剂盒的发展。现在经常应用

的 !"# 试剂盒有常规的 !"# 检测试剂盒、荧光定量

!"# 检测试剂盒等，其基本原理是用 !"# 来快速检

测食品中病原菌特异性的靶基因。常规 !"# 是通

过检测最终扩增结果而判断是否有足够量靶基因的

存在，其判断标准易受样品处理过程、$%& 提取操

作、!"# 反应体系等多种因素影响；而荧光定量 !"#
由于其操作系统封闭、自动化程度高，因此可以更有

效的即时检测出目标基因拷贝数，假阳性率低。

对于食源性致病菌 !"# 快速检测试剂盒方面，

国外目前成功开发出一系列商品试剂盒，如霍乱弧

菌、绿脓杆菌、沙门氏菌、弯曲杆菌、志贺氏菌、蜡样

芽胞杆菌、病原性大肠埃希氏菌等 !"# 检测试剂

盒，部分已经得到 &’&" 认可［()］。国内在常规的

!"# 检测试剂盒方面，深圳职业技术学院马立农等

开发了沙门氏菌 !"# 快速检测试剂盒，能迅速、准

确、灵敏、简便地检测出畜产品及其制品、副食品及

饮料等食品中的沙门氏菌［(*］。近年来，广东环凯微

生物科技公司则针对畜禽肉、水产品和水体等样

本，研制开发出食源性致病菌单重和多重 !"# 分子

试剂盒，显著提高了检测效率。在荧光定量 !"# 检

测试剂盒方面，深圳太太基因工程有限公司采用荧光

!"# 技术开发了针对沙门氏菌、单核细胞增生李斯特

氏菌、大肠杆菌 ’(+,：-,、空肠弯曲菌、金黄色葡萄球

菌、霍乱弧菌等十多种病原菌的快速检测试剂盒，具

有快速简单、灵敏度高、特异性强的技术优势。

! 讨论

使用 !"# 方法，可在前增菌和选择性增菌后，

用特异性引物对增菌液中的致病菌进行扩增，从而

检测样品中是否含有特定致病菌。这种方法的灵

敏度高于经典的培养法，而且，!"# 方法可在几小

时内出具检测结果，省略了固体培养基的选择性增

菌和生化鉴定步骤，大大缩短了检测周期。在检测

所需的试剂和人工费用上，!"# 方法也优于培养

法。目前，美国 ./0/ 等国际官方检测机构已将 !"#
方法作为快速检测方法编写成实验室标准操作程

序（/’!）。

虽然，!"# 检测致病菌快速、灵敏、特异，在分

析检测食品中污染的病原菌方面具有很大的优势，

但是在检测过程中必须注意到：检测的食品是包含

多种物质的复合体，必须考虑到食品中各种影响因

子的作用，防止出现假阳性或假阴性。对于假阳性

问题，通常在实际食品检测工作中，!"# 检测技术

可作为大通量的快速检测技术，对其中出现的极少

数的阳性样品，可采用传统的方法加以印证。另一

方面，样品中的致病菌含量通常较低以及存在大量

的 !"# 抑制物，这些都严重影响了 !"# 扩增的效果

和结果，导致出现假阴性结果。因此，寻找有效的

样本前处理方法，富集样本中的致病菌，去除样本

中存在的 !"# 抑制剂，建立方便、实用的食源性致

病菌 !"# 分子检测试剂盒，可以极大地提高我国食

源性致病菌的检测水平和食源性致病菌 !"# 检测

方法的实用性。目前，分子生物学方法是食源性致

病菌检测方法的主要发展方向，而将多重 !"# 或生

物芯片技术与荧光探针定量技术相结合，可使致病

菌的检测逐步向灵敏度高、特异性强、重复性好、简

易、经济的方向不断发展。
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