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　　摘要：细菌检测对于监控食品卫生安全具有举足轻重的作用。随着技术的发展，传统生化方法和分子生物学技术
在细菌检测上都经历了重大的革新，二者都朝着更加精确、高效的方向上发展，如全自动微生物生化检测系统、ＰＣＲ
技术等都在研究检测机构得到了广泛应用。本文介绍了病原性细菌检测的传统生化和分子生物学方法，分析了各种

方法的优缺点，为具备不同基础条件的各级检测部门和研究机构开展病原性细菌检测提供一定的参考。
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　　随着我国社会经济的发展和人民生活水平的提高，人们
对肉、蛋、奶等畜禽以及果蔬类产品的需求量越来越大，与此

同时，对食品的质量要求也日益提高。然而，由于我国农业生

产大部分仍以中小散户为主，农产品来源广泛，生产过程中存

在原料控制不严、用水污染、设施落后等因素，极易在生产前

端染菌；此外，在农产品的后期加工与流通中，也同样容易造

成食品的细菌污染。根据温州、长沙、南通等多地区研究机构

和疾病预防控制中心报道，当地生猪、鸡、牛、羊肉、水产品、熟

肉制品以及水果蔬菜中均能检测出致病性较强的病原菌，如

金黄色葡萄球菌、大肠杆菌和沙门氏菌等［１－３］。由此可见，我

国农产品细菌污染较为严重，检测病原性细菌是食源性疾病

预防和控制的关键环节，对维护消费者的健康具有重要意义。

本文综述了对细菌检测方法的研究进展情况，为具备不同基

础条件的各级检测部门和研究机构提供一定的参考。

１　常规生化方法在细菌检测上的应用

１．１　培养基法
为监控食品卫生安全，我国进出口商检局和卫生部经过

多次修订并制定了针对农产品中致病性细菌检测的一系列标

准，如检测肠杆科细菌（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ）的行业标准 ＳＮ／Ｔ
０７３８—１９９７《出口食品中肠杆菌科检验方法》以及检测金黄
色葡萄球（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ）的国家标准 ＧＢ／Ｔ４７８９．１０—
２０１０《食品微生物学检验　金黄色葡萄球菌检验》。几乎所
有的标准均以传统的细菌培养方法为基础，包括前增菌、分离

培养、结合生化及血清学试验进行判定，其优点在于设备要求

不高，检测成本低，以生长菌落数作为判定结果可准确定量，

重复性强；但其步骤繁琐，工作量大，报告结果通常需要５～
７ｄ，因此过长的检验时间易使得生产部门延误时间，无法应
对紧急情况。

１．２　快速检测试纸片法
目前商品化的细菌试纸片多将特定培养基和显色物质附

着在纸片、凝胶或胶片等载体物质上，通过微生物的生长与显

色达到快速检测微生物的目的［４］。由于与常规培养法相比

省却了复杂的准备工作，操作简便，节省时间，因而已开始被

广泛应用。其中以美国３Ｍ公司生产的Ｐｅｔｅｒｉｆｉｌｍ系列纸片最
具代表性，李宁采用该公司生产的试纸片测定食品、空气中沉

降菌以及硬表面菌落总数，结果发现使用纸片法在培养２４ｈ
即可观察计数，且在硬表面菌落总数测试中，试纸片法表现出

较高的灵敏度，优于国标检测法［５］。而陈春田等认为与传统

培养方法相比，试纸片法并不能节约培养时间，且灵敏度较

低，虽能简化操作步骤，但易出现假阴性结果［６］。笔者认为

试纸片产品质量可能是影响检测结果的重要因素之一。此

外，由于胶体金试纸具有方便快捷、特异性强、敏感度高等特

点，通过制备目的细菌的单克隆或多克隆抗体，将其标记胶体

金，制成的免疫层析试纸对于检测某些特定病原菌如金黄色

葡萄球菌、李斯特菌等在近年来也得到了广泛应用［７－８］。

１．３　全自动微生物生化鉴定系统
全自动微生物生化鉴定系统是一种集生化反应、计算机

和自动化技术于一体，运用概率最大近似值模型法进行微生

物检测的技术。各种微生物对不同底物生化反应的不同是该

系统鉴定的基础，其鉴定结果的精确度取决于鉴定系统配套

培养基的种类、配制方法、浓度、孵育条件和结果判定标准等。

如法国生物梅里埃公司的 ＶＩＴＥＫ系统和美国 ＢＤ公司的
ＰＨＯＥＮＩＸ系统，该自动化系统可进行多达几十种的微量生化
反应和药敏生长试验，根据各生化反应孔中的生长变化及呈色

反应情况，由计算机通过数值编码技术与数据库进行比较分

析，得到鉴定结果［９］。范义等应用ＶＩＴＥＫ－２系统检测食源性
病原菌沙门氏菌、志贺氏菌、大肠杆菌和副溶血性弧菌，并与国

标ＧＢ／Ｔ４７８９—２００３《食品卫生微生物学检验》中的方法比较，
结果显示符合率为１００％，且应用该系统可缩短检测时间６～
３６ｈ［１０］。王原等认为应用 ＢＤＰＨＯＥＮＩＸ－１００系统可基本上
满足临床上检测金黄色葡萄球的需要，但在进行凝固酶阴性葡

萄球菌鉴定时存在一定的局限性［１１］。由于全自动微生物生化

鉴定系统能同时对多个样品进行分析，鉴定时间短、速度快、易
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操作，且检测菌种范围广，因而具有很高的应用价值。

２　分子生物学技术在细菌检测上的应用

近３０年来，分子生物学技术发展迅猛，人们对微生物的
研究也逐渐从外部表型转向内部基因结构特征，基于物种遗

传物质多样性和保守型并存的理论前提，在核酸水平上进行

微生物的分类鉴定及定量检测已成为一个重要的发展方向，

传统的以培养为基础的诊断技术将逐步被更先进的分子诊断

方法取代［１２］。

２．１　核酸扩增法
２．１．１　聚合酶链式反应（ＰＣＲ）法　由于 ＰＣＲ扩增特异性
好、操作简单、耗时短，因而在实验室和临床快速检测病原菌

中得到了广泛应用。Ｗａｎｇ等将ＰＣＲ技术应用于食品中单核
细胞增生李斯特菌的检测，结果发现 ＰＣＲ法对１３株单核细
胞增生李斯特菌呈阳性，而对其他２３种细菌皆呈阴性，说明
该方法具有较高的特异性［１３］。Ｒａｈｎ于１９９２年建立了沙门
氏菌检测的ＰＣＲ方法，该方法基于扩增毒力岛 ＳＰ１１关键因
子之一的ｉｎｖＡ基因，特异性良好［１４］。Ｍａｔｓｕｋｉ等设计了针对肠
道脆弱拟杆菌、双歧杆菌等４种菌株的特异性引物，对３００株
菌株进行ＰＣＲ扩增，结果发现７４％的菌株能够特异性扩增出
来，而未被扩增出来的菌株为其他种类细菌［１５］。但是，另一方

面，由于ＰＣＲ得到的扩增产物并不能反映样本中细菌的真实
含量，因而无法形成统一的标准进行衡量，且在核酸抽提和扩

增过程中存在一定偏差和效率的不同，可能会降低信息的精确

度；但ＰＣＲ法检测细菌从样本采集到结果判定仅需６～８ｈ，与
传统的培养基法相比，大大缩短了检测时间［１６］，因而在某些基

因序列并不保守的细菌检测上，具有无可比拟的优势。

２．１．２　环介导等温扩增（ＬＡＭＰ）法　ＬＡＭＰ法是日本学者
Ｎｏｔｏｍｉ等于２０００年建立的，属于核酸扩增技术的一种，它通
过针对靶基因的６个区域设计４种特异性引物，利用链置换
ＤＮＡ聚合酶在等温条件下短时间内可扩增出大量拷贝［１７］。

该方法在操作上无需变性步骤，因而对设备的要求不高，简化

后的ＬＡＭＰ法扩增出的产物甚至不需要借助仪器即可即时观
察，这对于分子生物学技术在基层以及取样现场的使用具有

重要意义。唐梦君等建立了金黄色葡萄球菌的ＬＡＭＰ快速检
测法，６５℃等温条件下仅４５ｍｉｎ即可扩增出梯形条带，检测
结果与国标方法符合［１８］。姜侃等设计了针对沙门氏菌、金黄

色葡萄球菌、单增李斯特菌高保守基因序列的ＬＡＭＰ引物，建
立了三重ＬＡＭＰ检测方法，在９０ｍｉｎ内一次性检出上述３种
细菌，且特异性高，检测灵敏度是 ＰＣＲ方法的 １０００倍［１９］。

ＬＡＭＰ方法成为食品卫生领域致病菌检测的潜在有效手段之
一，但是也正因其高灵敏性、产物量巨大的特点而导致开盖检

测易形成气溶胶污染，从而造成假阳性结果的出现，因此在实

际操作中应严格避免交叉污染，同时 ＬＡＭＰ的不开盖检测应
是未来进一步简化步骤并保证结果重复性高的研究重点［２０］。

２．２　核酸探针杂交法
核酸探针杂交技术是指利用核酸变性和复性的原理，使

得带有标记物的已知序列的核酸片段，和与其互补的核酸序

列杂交形成双链，因而能用于样品中特定基因序列的检测。

２．２．１　印迹杂交法　Ｓｏｕｔｈｅｒｎ、Ｎｏｒｔｈｅｒｎ和斑点印迹杂交法
在核酸技术发展早期应用非常广泛，Ｇｒｅｉｓｅｎ等针对能够引起

脑膜炎的脑膜炎双球菌、金黄色葡萄球菌、流感嗜血杆菌等设

计了一系列特异性探针，采用印迹杂交技术成功检测出病患

脑脊髓液样本中的目的细菌［２１］。Ｌｉｎ等用 ３２Ｐ标记了沙门氏
菌的３种寡核苷酸探针，采用Ｓｏｕｔｈｅｒｎ印迹显影，比较了３种
探针的特异性，并优化了食品中沙门氏菌的鉴定体系［２２］。

ＡＯＡＣ９９０．１３ＧＥＮＥ－ＴＲＡＫ沙门氏菌检测、ＡＯＡＣ９９３．０９
ＧＥＮＥ－ＴＲＡＫ李斯特氏菌检测均采用了核酸探针技术。应用
印迹杂交技术的核酸探针方法灵敏性较高，特异性强，而不受

非目的细菌的影响，尤其是对尚不能分离培养的细菌检测有特

殊意义，具有良好的定性作用，但缺点是无法确切定量。

２．２．２　与荧光显微镜联用法　早期的放射性同位素标记由
于其易造成放射性污染已逐步由非放射性标记物替代。采用

不同荧光素标记的特异性核酸探针与细菌进行杂交，不同散

射光和发射光波长的荧光素可使各种被标记的目的细菌在荧

光显微镜下显示出不同颜色，选择一定数量的视野进行统计

即可计量细菌总数。研究人员应用目标细菌的特异性核酸探

针与细菌通用探针ＥＵＢ３３８或ＤＮＡ染料进行双标，从而在荧
光显微镜下可以对目标细菌进行定性和定量。目前该方法尚

未大量应用于食品与医学检测，Ｋｒｉｍｍｅｒ等用 Ｃｙ３标记的核
酸探针从生物膜中成功检测出金黄色葡萄球菌和表皮葡萄球

菌，并认为其适用于临床检测［２３］。在用１６ＳｒＲＮＡ序列设计
特异性探针分析人的粪便中特定细菌数量变化发现，双歧杆

菌在正常体重儿童排泄物种的含量要高于超重儿童，而随着

年龄的增长，奇异菌属的多样性提高了［２４－２５］。由于通常情况

下为保证统计结果的准确性，操作人员需要选择多达数十个

视野进行分析，这无疑增加了工作量，降低了效率。

２．２．３　与流式细胞仪联用法　流式细胞术是一种能够在单
细胞或其他生物粒子水平上进行理化、免疫及分子生物学性

状及功能方面多参数分析检测的现代分析技术，它可以高速

分析上万个细胞，具有速度快、精度高、准确性好等优点，成为

当代最先进的细胞定量分析技术。以核酸探针进行的荧光原

位杂交技术与流式细胞仪的结合（ＦＩＳＨ－ＦＣＭ）使用最初应
用于分析活性淤泥和海水样品中目标细菌及菌群的数量变

化，而后研究人员逐渐将该项技术引入医学研究，姜云涛等应

用细菌通用探针ＥＵＢ３８８和变形链球菌特异性探针 ＭＵＴ５９０
成功检测了主要致龋菌变形链球菌［２６］；Ｘｉｅ等将该法用于动
物营养学上的研究，发现随着摄食脂肪饱和度的降低，肠杆菌

科细菌、梭菌、科里氏杆菌占鸽子肠道细菌总数的比例逐渐降

低［２７］。ＦＩＳＨ－ＦＣＭ方法特异性强，且能够真实反映自然环
境下微生物数量与空间分布等方面的信息，在一个检测步骤

中，可同时处理多条目标序列。我们相信ＦＩＳＨ－ＦＣＭ对于食
品中致病性微生物的检测，应该存在较强的可行性。

２．３　基因芯片技术
基于 ＰＣＲ与核酸探针杂交技术相结合的基因芯片技术

于２０世纪９０年代即开始用于细菌的鉴定，细菌样品ＤＮＡ经
ＰＣＲ扩增后，通过制备的荧光标记核酸探针与芯片上的寡核
苷酸点杂交，经扫描仪定量并分析荧光分布模式来确定检测

样本中的特定细菌是否存在。由于基因芯片技术同时将大量

探针固定于支持物上，因此可一次性对样品大量序列进行分

析和检测，具有多样品并行处理能力，解决了传统核酸印迹杂

交技术操作序列数量少的特点，且所需样品量少，污染小［２８］，
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基因芯片技术已用于临床细菌混合感染、耐药菌及毒力的检

测，为医学上指导临床治疗，药物筛选带来深远影响［２９－３１］；但

由于其制作成本高、技术复杂、检测灵敏性有待于提高等缺

陷，因而目前在食品卫生领域应用较少。

３　结语

综上所述，虽然分子生物学技术在致病菌定性与定量上

将会是未来发展的主要方向，但是包括传统培养法在内的生

化分析检测依然在成本和可操作性上具有一定的优势，而且

今后将会朝着更加快速精确的方向发展。目前各级研究机构

和卫生检测部门的基础条件不同，因此在一定程度上，２类方
法的结合使用是确保检测工作准确进行的有效途径。
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