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　　摘要：为建立一种新的荧光原位杂交与流式细胞术相结合（ＦＩＳＨ－ＦＣＭ）的方法，以快速鉴定肉食品中的肠杆菌
科细菌，采用与肠杆菌科细菌１６ＳｒＲＮＡ保守序列互补的探针Ｅｎｔｅｒ１４３２并验证其特异性。结果表明：６种肠杆科细菌
与探针Ｅｎｔｅｒ１４３２杂交率均在９０％以上，而５种非肠杆菌科细菌与探针杂交率均低于１％；与ＳＮ／Ｔ０７３８—１９９７《出口
食品中肠杆菌科检验方法》传统培养法相比，ＦＩＳＨ－ＦＣＭ定量检测法全程约需４～５ｈ，检测８份猪肉样品中肠杆菌科
细菌数为１．４万～６４０万个／ｇ，４份鸡肉样品中肠杆菌科细菌数为５．０万～２１万个／ｇ，检出率为１００％。综上所述，研
究建立的ＦＩＳＨ－ＦＣＭ法可快速检测肉品中的肠杆菌科细菌，适于食品卫生、临床实验室推广使用。
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　　肠杆菌科（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ）细菌是一类分布极为广泛
的革兰氏阴性菌，包括对人致病性较强的埃希菌属、志贺菌

属、沙门菌属、耶尔森菌属细菌［１］。肠杆菌作为欧盟各国食

品卫生检查中重要的指标细菌，是国际间食品微生物学实验

室质量控制、水平测试的必测项目之一。目前，我国仍以大肠

菌群、粪大肠菌群作为食品卫生指标菌。以肠杆科菌替代大

肠菌群、粪大肠菌群作为检测指标可消除因后者产气特性随

检验方法、试验条件不同而造成结果的不准确性［２］。由于我

国农产品生产管理不当，出口畜禽产品中肠杆菌科细菌检测

超标现象时有发生，易被欧盟发达国家市场拒绝，进而形成所

谓的贸易壁垒。我国进出口商检局经过多次修订，制定了针

对畜禽等农产品中肠杆菌检测的行业标准 ＳＮ／Ｔ０７３８—１９９７
《出口食品中肠杆菌科检验方法》。该标准以传统的细菌培

养方法为基础，包括分离培养、生化判定，其步骤繁琐，时间冗

长，工作量大，得到报告结果通常需要３ｄ左右。过长的检验
时间使得生产部门延误时间，增加成本，造成一定的经济损

失，而且无法应对紧急情况。因此，各级食品卫生防疫部门迫

切需要一种快速准确定量检测肠杆菌的方法。本研究通过利

用荧光原位杂交与流式细胞术相结合（ＦＩＳＨ－ＦＣＭ）对畜禽
肉产品中肠杆菌科细菌进行定量检测，并与传统行标方法进

行比较，探讨ＦＩＳＨ－ＦＣＭ在食品安全卫生领域中应用的可

行性。

１　材料与方法

１．１　待检样品
本试验检测的８份猪肉样品、４份鸡肉鲜样品分别随机

取自江苏省扬州市Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ等４个不同的农贸市场。
１．２　菌种

本试验中所采用的部分细菌（大肠杆菌、福氏志贺氏菌、

宋氏志贺氏菌、鼠伤寒沙门氏菌、猪霍乱沙门氏菌、普通变形

杆菌、枯草芽孢杆菌、地衣芽孢杆菌）由中国农业科学院家禽

研究所唐梦君老师、龚建森老师提供。

１．３　寡核苷酸探针
根据Ｓｇｈｉｒ等报道［３］，试验采用肠杆科细菌特异性探针

Ｅｎｔｅｒ１４３２，序列为５′－ＣＴＴＴＴＧＣＡＡＣＣＣＡＣＴ－３′。其中５′端
由异硫氰酸酯荧光素ＦＩＴＣ（Ａｂｓ／Ｅｍ＝４９４／５２０）标记，由宝生
物工程（大连）有限公司合成并标记探针。

１．４　ＦＩＳＨ－ＦＣＭ法验证探针的特异性
将大肠杆菌、福氏志贺氏菌、宋氏志贺氏菌、鼠伤寒沙门

氏菌、猪霍乱沙门氏菌、普通变形杆菌、枯草芽孢杆菌、地衣芽

孢杆菌、金黄色葡萄球菌、嗜水气单胞菌、屎肠球菌１１种菌株
按照常规划线培养法获得单菌落，在液体培养基中培养，将细

菌浓度调整为０．１亿个／ｍＬ，杂交方法参照Ｖａａｈｔｏｖｕｏ等的报
道［４－５］并有所改进：（１）取２００μＬ菌液，用等体积８％多聚甲
醛溶液于４℃固定１ｈ；（２）固定完毕后，将样品于１２０００ｇ
高速离心１０ｍｉｎ，用ＰＢＳ缓冲液洗涤３次；（３）取１０μＬ固定
的菌液，加入８５μＬ预热的杂交缓冲液（０．９ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，ｐＨ
值７．２的 ２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ，０．１％ ＳＤＳ）中，加入 ５μＬ
１００ｎｇ／μＬ探针，５０℃杂交２ｈ；（４）在１ｍＬＰＢＳ缓冲液中加
入５０μＬ杂交溶液，涡旋振荡；（５）将溶液上流式细胞仪（ＢＤ
ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒＴＭ，ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｎｓｏｎ，美国），对每个样品分析
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２０００个物体。
１．５　ＦＩＳＨ－ＦＣＭ法检测样品

鲜肉样品前处理步骤同 ＳＮ／Ｔ０７３８—１９９７《出口食品中
肠杆菌科检验方法》，制备成稀释１０倍的肉样液。取１ｍＬ肉
样液，８０ｇ低速离心１ｍｉｎ，去除杂质。其余杂交方法同上，制
备“１．４”节步骤（５）中的液体，加入１０μＬ０．５ｍｇ／ｍＬ碘化丙
啶，３７℃避光孵育２０ｍｉｎ。加入５０μＬ１０００个／μＬ荧光微
球（ＣｏｕｎｔＢｒｉｎｇｈｔＴＭ，Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｏｎ，美国）。混合溶液上样于流式
细胞仪分析，每个样品分析１００００个物体。
１．６　培养法检测样品

按照ＳＮ／Ｔ０７３８—１９９７《出口食品中肠杆菌科检验方法》
中相应方法检测样品。

１．７　试验方法
用ＣｅｌｌＱｕｅｓｔＰｒｏ软件（版本 ５．２．１，ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｎｓｏｎ，美

国）分析。在ｄｏｔｐｌｏｔ图上，ｘ轴表示杂交结合荧光探针的目
的细菌的荧光强度，ｙ轴表示ＤＮＡ染料的荧光强度。按照以
下公式计算肉样品中的细菌数量：

Ａ
Ｂ×

Ｃ
Ｄ×１０

４＝测定样本的细菌浓度。

式中：Ａ为目的细菌所占比例，％；Ｂ为荧光微球所占比
例，％；Ｃ为测定样本中的荧光的数量，个；Ｄ为测定样本的体
积或质量，ｇ／μＬ。

２　结果与分析

２．１　ＦＩＳＨ－ＦＣＭ法验证探针Ｅｎｔｅｒ１４３２的有效性
由图１－Ａ可知，目标菌株几乎未与探针 Ｅｎｔｅｒ１４３２结

合，在ｄｏｔｐｌｏｔ散点图上处于Ｑ４区域，呈阴性结果；由图１－Ｂ
可知，目标菌株大部分与探针Ｅｎｔｅｒ１４３２结合，在ｄｏｔｐｌｏｔ散点
图上处于Ｑ３区域，呈阳性结果。由表１可知，６种肠杆科细
菌与探针Ｅｎｔｅｒ１４３２的杂交率为９１．９％ ～９５．７％，而５种非
肠杆科细菌与探针的杂交率均低于１％。
２．２　ＦＩＳＨ－ＦＣＭ法与传统培养法比较检测肉样品中的肠杆
科细菌

由图２、表２可知，按照ＳＮ／Ｔ０７３８—１９９７《出口食品中肠
杆菌科检验方法》传统培养方法检测８份猪肉样品中肠杆科
细菌数量为０．６３万～５３万ＣＦＵ／ｇ，４份鸡肉样品中肠杆科细
菌数量为０．１０万～１．５万 ＣＦＵ／ｇ。用 ＦＩＳＨ－ＦＣＭ法检测８
份猪肉样品中肠杆科细菌数量为１．４万～６４０万个／ｇ，４份鸡
肉样品中肠杆科细菌数量为５．０万～２１万个／ｇ。

３　结论与讨论

荧光原位杂交（ＦＩＳＨ）法鉴定微生物最初应用于医学领
域［６－８］，荧光素标记的核酸探针可与目的细菌结合，使其在荧

光显微镜下显示出相应颜色，该方法具有特异性高、直观的特

点，但是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１０个视野进行分析，这无疑增加了工作量，
降低了试验效率。流式细胞术是一种能够对单细胞或其他生

物粒子进行理化、免疫及分子生物学等多参数性状检测的现

代分析技术，具有速度快、精度高、准确性好等优点。已有研

究将ＦＩＳＨ与ＦＣＭ相结合用于分析活性淤泥、海水样品中目
标菌群的数量变化［９－１０］。此外，近年来研究人员通过ＦＩＳＨ－

表１　名菌株与探针Ｅｎｔｅｒ１４３２的杂交率

菌株 与探针Ｅｎｔｅｒ１４３２杂交率（％）
大肠杆菌 ９３．２
福氏志贺氏菌 ９４．５
宋氏志贺氏菌 ９５．７
鼠伤寒沙门氏菌 ９２．１
猪霍乱沙门氏菌 ９１．９
普通变形杆菌 ９３．０
金黄色葡萄球菌 ０．８
枯草芽孢杆菌 ０．６
地衣芽孢杆菌 ０．６
嗜水气单胞菌 ０．９
屎肠球菌 ０．５
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表２　行标ＳＮ／Ｔ０７３８—１９９７法与ＦＩＳＨ－ＦＣＭ法比较测定
鲜肉样品中的肠杆菌科细菌

样品
行标ＳＮ／Ｔ０７３８—１９９７
法检测细菌数（ＣＦＵ／ｇ）

ＦＩＳＨ－ＦＣＭ法检
测细菌数（万个／ｇ）

猪肉样品Ａ１ ６．３×１０３ ５．１
猪肉样品Ａ２ ９．０×１０３ １．４
猪肉样品Ｂ１ ３．４×１０４ ５８
猪肉样品Ｂ２ ５．３×１０５ ６４０
猪肉样品Ｃ１ ２．２×１０４ ３９
猪肉样品Ｃ２ ６．０×１０４ ４１
猪肉样品Ｄ１ ７．３×１０３ ６．７
猪肉样品Ｄ２ １．５×１０５ ３１０
鸡肉样品Ａ ４．５×１０３ ５．０
鸡肉样品Ｂ １．５×１０４ ２１
鸡肉样品Ｃ ５．４×１０３ １１
鸡肉样品Ｄ １．０×１０３ １７

ＦＣＭ法分析人体或动物排出粪样中有害菌、有益菌的数量变
化，以监测其健康［１１－１２］。环境中的物质及人或动物的肠道内

容物十分复杂，不仅含有大量细菌，还含有许多非细菌物质，

包括食物残渣、有机碎屑以及脱落细胞等。虽然目前ＦＩＳＨ－
ＦＣＭ尚未被应用于食品安全领域的检测，但是该技术可应用
于上述如此复杂成分物质的微生物分析检测，笔者认为对于

食品而言，该项技术应该存在较强的可行性，并具有广阔的应

用前景。

在本试验中 Ｅｎｔｅｒ１４３２探针与６种肠杆科细菌杂交率均
在９０％以上，而与非肠杆科细菌的杂交率均在１％以内，说明
Ｅｎｔｅｒ１４３２探针在鉴定肠杆科细菌上具有较高的特异性，这与
前人的研究结果［４，１３］一致。在检测猪、鸡鲜肉样品中肠杆菌

科细菌数量方面，经ＳＮ／Ｔ０７３８—１９９７《出口食品中肠杆菌科
检验方法》法检测发现，１２份样品中均检测到肠杆菌科细菌，
检出率为 １００％，且肠杆菌科细菌数量在 ０．１万 ～
５３万ＣＦＵ／ｇ之间，不同样品检测结果差异较大。根据瑞士
联邦兽医局１９８１年的标准，生碎肉制品中肠杆科细菌含量的
上限是５００万ＣＦＵ／ｇ，而近年欧盟对猪胴体的肠杆科细菌作
出了更加严格且上限为３ｌｇＣＦＵ／ｃｍ２的规定，由此可见本试
验中部分样本肠杆菌科细菌污染较为严重。笔者推测，由于

本试验中所采集的鲜肉样本均来自传统集市商贩，肉品在经

过屠宰、加工、运输等各个环节中均存在污染的可能。由于欧

盟对动物屠宰过程的卫生要求较高，对其加工过程控制进行

可追溯且肉品包装后须急冻处理，从而抑制细菌繁殖，后期肉

品多经大型超市出售给消费者，而我国目前大多数以摊贩为

主要特征的集市贸易手段在上述各个环节中对肉品的卫生控

制程度不高，细菌的繁殖滋生现象可能较为明显，因此本试验

采集的肉样品存在较高的肠杆菌科细菌检出率、检出数量。

本试验采用ＦＩＳＨ－ＦＣＭ法检测肉样品中的肠杆科细菌
数量值是ＳＮ／Ｔ０７３８—１９９７《出口食品中肠杆菌科检验方法》
中相应检测法的８．１～２０．７倍。由于传统培养方法只针对活
的目标细菌，对于已死亡或者弱活力细菌在培养操作过程中

无法检测出，而ＦＩＳＨ－ＦＣＭ法针对目标细菌的 ＤＮＡ进行定

量，因此无论细菌的生存状态如何，其均能被检测出。其次，

由于单个细菌、若干同类细菌在培养过程中均能形成单一菌

落，而ＦＩＳＨ－ＦＣＭ针对的是细菌数。基于上述原因，ＦＩＳＨ－
ＦＣＭ法检测出的细菌数要比培养法检测出的菌落数高。

综上所述，鉴于传统的培养法耗时长、工作量大的特点，

本研究建立的ＦＩＳＨ－ＦＣＭ法可快速检测肉品中的肠杆菌科
细菌，适于食品卫生和临床实验室推广使用。
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