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食源性致病菌快速检测技术研究进展
封 莉，黄继超，刘 欣，黄 明*，周光宏

(南京农业大学 国家肉品质量安全控制工程技术研究中心，江苏  南京 210095)

摘  要：食源性致病菌是引发食源性疾病的主要因素，如何有效地检测出食源性致病菌的存在是食源性疾病预防与

控制的关键环节。本文较为系统地介绍了利用免疫学、代谢学、分子生物学和生物传感器等技术手段快速检测食源

性致病菌的方法，其中免疫学技术由于快速简便和低操作要求等特点便于目前的普及，而分子生物学方法则是致病

菌检测的主要发展方向。
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近几年来，世界范围内的食品安全恶性事故频繁爆

发，食源性疾病的爆发率一直在上升[1]，给世界人民带

来了巨大的痛苦和损失，引起了世界各地政府的关注。

据报道，美国每年有7600万人身患食源性疾病，有5000
致死病例；据2000年的报道，英国有130万人患食源性疾

病，有480个致死病例[2]。我国也有统计资料表示，2003
年国家食源性疾病监测网地区爆发食源性疾病总数为802
起，食源性疾病患者为17462人，11556人住院，106人死

亡，其中微生物病原占病因物质的46.1%[3]。由此可见，

食源性疾病与食品污染构成了一个巨大的并不断扩大的

世界性的公共卫生问题[1]。而如何快速灵敏地检测出食源

性致病菌的存在已成为控制食品安全问题的关键。

传统的食源性疾病的检测方法都要经过分离培养、

生化鉴定等步骤，存在操作较为耗时繁琐、检测灵敏度

低和容易出现假阴性等缺点，在应对突发性食品安全公

共事件上，不能满足快速、准确、灵敏和特异性高等要

求[4]。一些快速检测方法的产生和不断发展，满足了食源

性致病菌快速并大量样本检测的需求。

1 基于常规检测的快速检测技术1 基于常规检测的快速检测技术

常规微生物检测主要根据病原体不同的生理生化特

性对细菌进行鉴定。微量化和自动化是微生物检测的发

展方向，目前常规的临床细菌学诊断已由系列的试剂盒

商品成套供应，代替了自行配制试剂的缓慢繁琐状态[5]。

1.1 微生物专有酶快速反应技术

微生物专有酶快速反应是根据细菌在其生长繁殖过

程中的代谢产物含有某些特异性的酶，选用相应的底物

和指示剂，将它们配制在相应的培养基中，根据细菌培

养后出现的明显颜色变化，有助于快速确定待分离的可

疑菌株[5]。目前，沙门氏菌、埃希氏大肠杆菌和白色念珠

菌等均可以根据相应的酶达到快速灵敏的检测效果[6]。

1.2 疏水性栅格滤膜法(hydrophobic grid membrane fi lter 
method，HGMF)
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HGMF在微生物检测中应用十分广泛，该法是将经

过预过滤的食品样品再用过滤器过滤，微生物由于疏水

效应就留在了上千个小格的滤膜上，然后将滤膜放在适

当的琼脂表面上培养后便可进行菌落计数。HGMF可对

许多普通的食源性病原微生物进行检测，许多HGMF技
术已被AOAC公定通过。

2 免疫学检测技术2 免疫学检测技术

免疫学技术始于Widal在1896年利用伤寒病人血清与

伤寒杆菌发生特异性的凝集现象成功诊断出伤寒病[7]，此

后各种免疫学相关的新方法不断涌现。免疫学方法的基

本原理是抗原抗体反应，即指抗原与相应抗体之间所发

生的特异性结合。不同的微生物有其特异的抗原，并能

激发机体产生相应的特异性抗体。由于细菌表面抗原较

多，同属细菌中既有致病菌也有非致病菌，且不同细菌

之间或细菌与宿主之间可能存在共同抗原，所以实际应

用中很少根据抗原检测致病菌。

2.1 免疫磁性分离技术(immunomagnetic separation，IMS)
免疫磁性分离技术，又称为免疫磁珠法，是以特异

的抗原抗体反应为基础的一种分离技术，具体操作是将磁

性微珠与特定的待测菌抗体结合，以得到被待测菌抗体包

被的超顺磁性粒子，再将待测样品与免疫磁珠混合，则待

测菌抗原就能与包在磁珠上的抗体发生特异性结合而被吸

附在磁珠上，然后通过磁场的作用吸附着待测菌的磁珠向

磁极移动，从而使待测菌得到有效地富集和分离[8]。以上

步骤可取代增菌肉汤的增菌过程，能有效地收集浓缩大量

样品中的少量病原菌[9]，可使采样和检测的时间减少1d。
该方法具有分离样品快速、特异性强、操作简单和仪器设

备简单等特点，已经广泛应用于细胞分离、病原体检测等

领域[10]。张凡飞等[9]研究表明IMS法与一般的细菌培养分

离方法相比，极大地提高了环境样品及食品中病原性副溶

血性弧菌的检出率。刘光明等[11]应用抗血清和磁珠制备得

到弯曲菌的免疫磁珠，则直接捕获得到检样中的菌，不需

要增菌过程，结合荧光PCR法，可以在24h内完成检测，

并到达10CFU/mL的检测限。

2.2 免疫扩散技术(immune diffusion technique，IDT)
IDT的原理为：抗原抗体分别在凝胶内扩散，特异性

的抗原抗体相遇结合后，在凝胶内电解质的参与下沉淀

形成可见的沉淀线。代明娟[12]用琼脂免疫扩散法检测伪

狂犬病，认为该法操作简便、快捷、适合用于现场定性

诊断，尤其是在一些使用敏感性较高的微量中和实验也

检测不出的情况下，使用IDT法的检测效果比较理想。

2.3 免疫荧光技术(immunofl uorescence technique，IFT)
IFT就是用不影响抗原抗体活性的荧光色素标记抗体

(或抗原)，待相应的抗原抗体反应结合后，在荧光显微

镜下可呈现特异性荧光反应，从而指示目标菌的存在。

IFT在实际应用上主要分为直接法和间接法：直接法直接

添加荧光标记的特异性抗体，洗涤后能在荧光显微镜下

直接观察到结果；间接法则需先加入荧光标记的第一抗

体，反应后洗涤，再加入荧光标记的第二抗体才能在荧

光显微镜下观察到结果。IFT可用于多种致病菌如沙门氏

菌、大肠杆菌、葡萄球菌毒素和单核细胞增生李斯特菌

等的快速检测[13-14]。姚裴等[15]用间接IFT技术，可检测到

处于非可培养状态但仍有毒力威胁的细菌，从而减少了

因漏检此类细菌而产生的危害，检测过程只需3h，因此

该法是一种快速、准确、灵敏的检测技术。

2.4 酶联免疫吸附技术(enzyme linked immunosorbent 
assay，ELISA)

酶联免疫吸附技术是将抗原(或抗体)吸附于固相载

体上并保持其免疫活性，再加入酶标抗体在载体上进行

免疫酶染色，底物显色后，分析有色产物量即可确定样

品中待测物质的含量。ELISA根据操作的不同，常用的

有双抗体夹心法、间接法和竞争法。ELISA技术利用酶

促反应来放大显示初级免疫学反应，具有特异性高和敏

感性高等优点，几乎所有可溶性的抗原抗体反应均可检

测，灵敏度能达到纳克甚至皮克水平[5]；但该法对试剂

的选择性高，很难同时分析多种成分，对结构类似的化

合物有一定的交叉反应[16]。国内外学者分别应用此法对

不同的细菌进行研究，结果都表明ELISA法能在24h内
对多种食源性致病菌达到较为灵敏的检测结果，如应用

ELISA制造的mini-Vidas全自动免疫分析仪可在24～48h
内快速鉴定沙门氏菌、大肠杆菌、单核细胞增生李斯特

菌和空肠弯曲菌等[5]。随着商品化和自动化仪器的普及，

ELISA将在很多领域逐渐取代IFT和放射免疫技术。

2.5 酶联免疫荧光分析技术(VIDAS)
酶联免疫荧光分析技术将酶系统与荧光免疫分析方

法结合起来，在ELISA的基础上用理想的荧光底物代替

生色底物，从而提高了检测分析的灵敏度和测量范围。

Vidas将酶放大技术、固相分离技术和荧光检测技术三者

有效地结合起来，使之成为荧光免疫分析中最为灵敏的方

法[17]。国内外早有研究人员在采用自动酶联荧光免疫分析

系统检测冻肉中的沙门氏菌、李斯特菌和大肠杆菌[18]。

2.6 免疫印迹技术(immunoblot technique，IBT)
免疫印迹法分别由聚丙烯酰胺凝胶电泳 ( S D S -

PAGE)、电转移和酶免疫定位三步组成。第一步，用

SDS-PAGE将目的蛋白分子按大小及所带电荷不同分离；

第二步，通过电转移将凝胶中的蛋白质转移到化学惰性

的高分子膜(如硝酸纤维素膜)上；第三步，将目的蛋白的

特异性一级抗体(一抗)与高分子膜上的目的蛋白进行免

疫结合反应，然后用特异性酶标记过的二级抗体(二抗)
与一抗结合，再与能生成不溶性显色物的底物作用，最
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终导致区带染色[19]。IBT综合了SDS-PAGE的高分辨率和

ELISA的高灵敏度和高特异性等特点，但该方法操作复

杂，如电转印的转膜缓冲液的选择、封闭作用及抗体的

选择都是影响实验效率的关键，目前IBT已被广泛应用于

酵母和真菌的检测中[20]。

2.7 乳胶凝集法(latex agglutination)
乳胶凝集法是采用人工大分子乳胶颗粒标记抗体，

从而使之与待测抗原发生肉眼可见的凝集反应，以达到

检测出目标病原微生物目的的方法。任利珍[21]、曹芸[22]

等验证证明该法实验时间只需15min，可缩短24h报告

结果，是一种快速、简便、准确、无需特殊仪器的好方

法，便于在基层推广使用。

2.8 免疫胶体金技术(immunogold labelling technique)
胶体金技术最早由英国科学家迈克尔·法拉第发现

于1857年，他用还原法从氯金酸(HAuCl4)水溶液中制备

出了胶体金，并发现在其中加入电解质后可使胶体金最

终凝集称无色，而加入明胶或其他大分子物质便可阻止

这种变化。1962年Feldherr等[23]首次提出将胶体金作为一

种用于电子显微镜示踪标记物的观点。1971年Faulk等[24]

等用兔抗沙门氏菌抗体与胶体金结合制成金标抗体，用

于检测沙门氏菌的表面抗原分布。免疫胶体金技术以胶

体金作为示踪标志物，应用到免疫反应中的一种新的免

疫标记技术。HAuCl4在还原剂的作用下被还原析出纳米

级金颗粒，形成带负电荷的疏水胶，由于静电作用形成

稳定的疏水胶状态；蛋白质等高分子则通过静电吸附牢

固地包被到胶体金表面，待测物质加入后发生抗原抗体

反应而吸附到胶体金表面，从而被胶体金标记，于是显

微镜下可见褐色颗粒[25]。当这些标记物大量聚集时，肉

眼可见红色或粉红色的斑点，因此该技术可用于定性或

半定量的快速免疫检测[26]。该技术简单快速(几分钟即可

用肉眼观察到实验结果)、特异敏感、不需复杂设备和试

剂，发展十分迅速，在生物学各领域尤其是动植物检疫

和食品安全监督等领域得到了广泛的应用[27]。

3 代谢学检测技术3 代谢学检测技术

代谢学技术是指以对微生物生长代谢为基础，通过

对其生长过程中相关的底物和代谢产物的变化特点进行

监控，从而达到微生物检测的目的。代谢学技术有极大

的应用潜力，尤其是在一些全球性的食品安全问题上可

作为有效的工具[28]。

3.1 电阻抗技术

电阻抗技术是一种电化学研究方法，1899年Stewart
等[29]首次提出了“阻抗微生物学”的概念，将电阻抗技

术与微生物检测结合形成一个独立的研究领域。电阻抗

技术是指利用细菌在培养基内生长繁殖时，培养基中的

大分子电惰性物质(如碳水化合物、蛋白质等)代谢为具

有电活性的小分子物质(如乳酸盐、氨基酸等)，从而使

培养基的导电性发生变化的现象，通过检测培养基导

电性的变化情况，即可判断细菌在培养基中的繁殖特

性[30]。微生物浓度达到检测低限所需时间称为检测时间

(DT)，在微生物生长速率近似的情况下可用DT来估计初

始浓度[31]。电阻抗法已被AOAC接收，适于食品安全中

病原体的检测，目前已用于食品中细菌总数、大肠杆菌

和沙门氏菌等的检测中，具有敏感、快速、特异性高和

重复性好等优点[13]。目前已有相关分析仪器如BacTrac自
动微生物快速检测系统(奥地利Sylab)和Malthus微生物自

动快速分析仪(英国Malthus公司)[32]。电阻抗法检测中，

建立覆盖面广和具有代表性的标准曲线是最为关键的工

作，应在检验的过程中不断完善充实标准曲线，使标准

曲线的描述更加可靠[33]。

3.2 微量量热技术(microcalorimetry)
微量量热技术是指通过测定细菌生长代谢时的热效

应进行细菌检测的技术。主要操作过程为：将微生物在

生长过程中产生的热量变化用微量热计测量并记录，再

根据产热量和时间的变化制作热曲线图(微热量计将数据

传导给计算机)，最后将得到的热曲线图与标准曲线对

比，即可对细菌进行鉴别[13]。该技术发展方向为通过微

量热计测定反应过程中的热量变化和时间延迟来鉴别细

菌，所以标准数据库的建立是关键。虽然微量量热技术

的通用性强，适用于所有微生物检测[34]，但目前此技术

的发展也受到微生物热效应过程周期长、热信号小导致

的测量误差大等因素的制约，因此对热信号的放大是改

良该技术的关键点。

3.3 放射测量技术(radioassay)
放射测量技术指是将放射性14C标记引入到碳水化合

物底物中，根据细菌在生长繁殖过程中代谢碳水化合物

生成CO2含量的多少来判断细菌的数量[35]。该方法用于检

测细菌，快速、准确度高、自动化。Previte[36]首次将放

射测量技术应用于食品中微生物的检测中，但由于放射

性物质的限制，使得该方法还未能得到广泛应用。

3.4 ATP生物发光技术(bioluminescence)
ATP是活细胞内(死亡微生物体内的ATP会很快降解

掉，不会对活体微生物的测量产生影响)的一种必需的代

谢产物，一定条件下其含量比较稳定，因此测定细菌的

ATP含量可作为计算活菌数的一个指标[37]。生物发光是

依靠天然的酶促化学反应产生的能量而发光，它天然地

存在于许多生物体内，如萤火虫、海里的水母和一些细

菌[38]。ATP生物发光技术是基于细胞内的ATP在荧光素

酶(fireflyluciferase)的作用下，以D-荧光素(D-luciferin)、
ATP和O2为底物，在Mg2+的催化下反应生成对应的Oxy-
荧光素、AMP、PPi(焦磷酸)、H2O以及荧光素由激发态
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回到基态所释放的光能，反应原理下述方程所示。可以

说APT生物发光技术是将化学能转化为光能的过程，反

应产生的荧光与ATP浓度成正比，反应以荧光强度来定

量ATP的浓度[39]。美国NHD公司和CharmScience公司都

分别推出了相应的检测系统和检测产品，已经成功地应

用在鲜肉、鲜鱼、牛奶、矿泉水等多种领域的细菌检

测中[40]。李春艳等[41]研究表明，用ATP生物发光法能在

5～10min内检测出牛奶中细菌含量。舒柏华等[42]认为，

对于熟肉制品的细菌污染状况，无需清除体细胞，其分

析时间只需4min，测量下限为103CFU/g。生物发光法可

能存在的问题是，若样品中含有大量非细胞性ATP，则

检测结果可受干扰[37]。

3.5 聚二乙炔(polydiacetylenes，PDAs)显色技术

聚二乙炔(PDAs)是一种由交替的双键和三键组成的

线性碳水化合物的聚合物，可以形成小囊泡、分子薄膜或

人造细胞膜。很多细菌活细胞可代谢产生与活细胞细胞膜

相关的复合物，这些复合物能够与PDAs发生使PDAs由蓝

色变为红色的化学反应，从而可方便地检测到细菌活细胞

的存在与否。目前关于此技术的研究还不多。

4 分子生物学检测技术4 分子生物学检测技术

随着分子生物学的飞速发展，对食源性致病菌的检

测鉴定已不再局限于对其外部形态及生理特性等常规检

验上，而是从分子生物学水平上研究生物大分子，在此

基础上建立众多的检测技术。

4.1 DNA探针技术

DNA探针检测微生物的依据是两条碱基互补DNA
链在适当条件下按碱基互补配对的原则形成杂交DNA分

子，通过检测待测样品与标记性DNA探针之间能否形成

杂交分子即可判断样品中是否含有目标微生物，此外还可

通过测定放射性或荧光等的强度来确定样品中微生物的含

量[43]。DNA探针技术以目标菌遗传物质高度保守的核酸

序列设计特异引物进行扩增，所以其最大特点是特异性和

敏感性。近几年来，DNA探针已经成为非常有用的检测

工具，广泛应用于食品中微生物污染的检测[44]，单核细胞

增生李斯特菌、肺炎链球菌、流感嗜血杆菌等的DNA探

针技术的应用均比常规方法快速、灵敏、准确[45-46]。

4.2 聚合酶链式反应技术(polymerase chain reaction，PCR)
PCR技术是在体外合适条件下，以DNA(或RNA)为

模板，以一对人工合成的寡核苷酸为引物在耐热DNA聚

合酶作用下特异性扩增目的DNA片段的技术。整个反应

过程约由20～45个PCR循环组成，每个PCR循环包括高

温变性、低温退火和适温延伸3个步骤，反应过程先将双

链DNA热变性成单链DNA，然后人工合成的引物与单链

DNA靶序列结合，在碱基底物的作用下形成新的双链，

新的双链则成为了复制的模板进入到下一轮复制中去。

PCR法检测食源性病原菌先要经过离心沉淀富集细菌细

胞、裂解细胞以释放DNA等前处理，然后用进行PCR反

应数小时，即可根据所得的拷贝数来判断检样中的目标

菌的含量。近年来用PCR技术检测食品中食源性致病菌

的方法有很多种，如常规PCR、不对称PCR、免疫PCR、
套式PCR、实时荧光定量PCR、多重PCR、逆转录PCR和
电化学发光PCR[47]等，也可将几种方法结合使用。

逆转录P C R指先用逆转录酶将m R N A逆转录成

cDNA，再以此cDNA为模板，使用特异性引物对特定序

列进行PCR扩增[48]。逆转录PCR可以有效地只检测有活性

的菌株，防止假阳性的出现。多重PCR指同一反应体系

中含有多个引物，可以同时扩增多个核酸片段，所以可

以同时检测多个目标菌，具有高效、系统、能降低成本

等优点。实时荧光PCR是在反应体系中加入荧光分子，

通过荧光信号的强弱来实时反应模板的扩增量，实现了

PCR产物的实时检测。实时荧光PCR技术能够实现PCR
技术从定性到定量的飞跃，该法采用全密闭管检测，不

需PCR后处理，具有快速、能避免电泳带来的误差和污

染、重复性好和自动化程度高的优点[49]。

PCR方法起源于20世纪90年代，为国外科学家所发

明，但由于其快速、高效和定量灵敏等特点，很快被我国

研究人员和检测人员所吸收并改进，并对其进行了推广

宣传，目前已分别被应用到食品中大肠杆菌、副溶血性弧

菌、沙门氏菌、志贺氏菌和空肠弯曲杆菌等的检测中[50-53]。

4.3 生物芯片技术(microarray)
生物芯片技术是将生命科学中不连续的分析过程

通过分子间特异性的相互作用集成于硅芯片或玻璃芯片

表面的微型生物化学分析系统中，以实现对核酸、蛋白

质及其他生物组分的高通量的快速检测。根据所固化的

材料的不同，可以将生物芯片分为基因芯片、蛋白质芯

片、细胞芯片及组织芯片[54]，其中目前最为成功的是基

因芯片。

4.3.1 基因芯片技术

现有的PCR技术一管内只能对有限种的基因成分进

行检测，对含有复杂细菌污染的食品基质则不能一次诊

断，基因芯片技术则弥补了这种缺陷，其高通量的特点

能一次检测出大量未知病原菌。第一块基因芯片由Fodor
等[55]在1993年运用半导体照相平板技术原位合成制备。

1995年，第一块以玻璃为载体的基因微矩阵芯片的发明

则标志着基因芯片技术进入了广泛地应用研究阶段。此

后基因芯片成为国内外研究的热门课题。

基因芯片技术是采用原位合成或显微点样技术将大
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量DNA探针有规律地固化于支持物表面，然后与待测的

标记样品按碱基配对原理杂交，通过放射自显影、激光共

聚焦荧光检测系统等扫描芯片对杂交信号检测分析，获得

样品的基因序列、基因表达等遗传信息。基因芯片上能

固定的探针除了DNA片段和寡核苷酸外，也可以是cDNA
或来自基因组的基因片段，它们固化于芯片上构成基因探

针阵列。所以，基因芯片又称：DNA chip、DNA array、
DNA microarray、Oligonucleotide microarray等[56]。根据

制备方式，基因芯片可分为原位合成芯片(synthetic gene 
chip)和DNA微列阵(DNA microarray)两大类[57]。原位合成

芯片采用光诱导印刷或压电打印、分子印章等技术在芯片

的特定部位原位合成寡核苷酸制成的；DNA 微列阵则采

用常规分子生物学技术，如PCR、分子克隆和DNA合成

技术等，将预先扩增或合成的DNA或基因片段以点样方

式有序地固化于支持物表面制成[56]。一般用于致病菌检

验的基因芯片只需采用DNA 微列阵。基因芯片虽然源于

核酸杂交技术，并利用PCR技术制备检测模板，但基因

芯片所体现的优势是超越前两者的，主要表现在以下几

方面：1)高密度基因芯片可同时对成千上万个样品进行

检测分析，即可实现样品的高通量检测；2)可对大量样

品进行并行检测；3)反应体积小，降低了试剂的消耗；

4)反应物在单位体积内浓度高，反应快，缩短了检测时

间；5)特异性强；6)可完全实现自动化等[56]。基因芯片

技术理论上能做到在一次实验中检测出所有潜在的致病

原，也可以用同一张芯片检测某一致病原的各种遗传学

指标，且具有很好的检测灵敏度和快捷性，所以在致病

菌的检测分析中前景很好。Keramas等[58]研究表明，用基

因芯片技术检测发热鸡粪便中的空肠弯曲菌和大肠弯曲

菌的阳性检出率明显高于常规检测方法；Borucki等[59]构

建的混合基因组微阵列可准确检测出各种近缘单核细胞增

生李斯特菌的分离物；Wilson等[60]制备的一种多病原体识

别芯片可准确检测出18种致病性病毒、原核生物和真核生

物。基因芯片技术还可结合其他方法以达到更好的检测效

果，如Call等[61]建立了一种对多重PCR扩增EHEC的产物

进行鉴定的寡核苷酸芯片，该方法将免疫诱捕技术与PCR
和基因芯片技术相结合，对鸡肉中致病菌检测的灵敏度可

达到低于102CFU/mL，具有很高的灵敏度。

虽然基因芯片技术在微生物检测方面有很多独特

的优势，但还有不少问题和缺陷亟待解决。目前主要有

以下几个问题制约了基因芯片技术的应用和发展：1)基
因序列信息的缺乏远不能满足实际检测与诊断的需要；

2)基因芯片相关技术专利的限制，减慢了基因芯片技术

的普及；3)基因芯片技术是一项多学科交叉的技术，仍

有很多技术问题需要改进和提高；4)目前基因芯片的制

备和检测费用都很高，只能在大型实验室研究，极大地

限制了其开发进展。虽然基因芯片技术目前存在诸多问

题，但在其发展不过十几年的时间内已经在诸多领域得

到了广泛的研究和应用，相信随着科技的进步，基因芯

片技术将在未来有巨大的影响。

4.3.2 蛋白芯片技术

蛋白芯片技术借鉴了基因芯片技术，其点样系统和

信号扫面系统与基因芯片没有差别，但一方面要保持蛋白

质的生理活性必须在芯片的制备分析过程中维持其高级结

构，另一方面蛋白质的获得没有类似于PCR的放大技术，

所以蛋白芯片的制备更为困难。蛋白芯片是一种固定了能

保持天然活性的蛋白质微阵列。制备蛋白芯片的方法是：

选择合适的固定相载体并对其进行特殊化学处理，将已知

的大量蛋白质有序地固定在载体上捕捉能与之特异性结合

的待测蛋白质，然后用扫描系统检测分析。蛋白质固定在

载体上的方法主要有非共价结合、共价结合、吸附结合和

末端连接高亲和力的标签，其中在蛋白质氨基端或羧基端

连接高亲和力的标签可在保持蛋白质天然构象的基础上

将蛋白质有序地固定在固体表面[62]。根据固定在芯片上

蛋白质种类的不同，可将蛋白质芯片分为抗体芯片和抗

原芯片，用于检测致病菌的通常是单克隆抗体芯片。高志

贤等[63]在玻片表面分别固定兔抗原SEA、SEB和SEC共3种
抗体，检测葡萄球菌肠毒素(SE)，检测灵敏度达到ng/mL
水平。蛋白芯片技术目前还不完全成熟，存在很多问题

如：如何选择载体，如何高通量获得抗体和能特异识别

蛋白质的亲和物质，蛋白质芯片中的反应与生理条件下

反应的相关性等，因此需要不断地改进研究。

5 生物传感器检测技术5 生物传感器检测技术

生物传感器(biosensesor)是对生物物质敏感并将其浓

度转换为电信号进行检测的设备。生物传感器起源于20
世纪60年代，1962年Clark等[64]在氧电极的基础上设计出

了一种新型的葡萄糖酶电极，利用酶的生物活性与待测

物反应，把反应中的理化变化转换为电信号测定；1967
年Updike等[65]将葡萄糖氧化酶固定化膜和氧电极组装起

来，造出了第一个生物传感器葡萄糖酶传感器。生物传

感器的工作原理是：待测物质扩散进入固定化的生物敏

感材料(包括酶、核酸、细胞、组织等生物活性材料)，
发生特定的生物化学反应，产生的信息被适当的理化换

能器转换为电信号，再经信号放大装置放大并输出。生

物传感器有多种分类方式：根据所用生物敏感物质的不

同，可分为酶传感器、免疫传感器、DNA传感器、细胞

传感器、组织传感器及微生物传感器等；根据转换原理

的不同，可分为电化学生物传感器、热学生物传感器、

光学生物传感器、压电生物传感器和半导体生物传感器

等[66]。目前在致病菌检测方面研究较多的是电化学生物

传感器、光学生物传感器和压电生物传感器。
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5.1 电化学生物传感器

电化学生物传感器将电极作为能量转换元件，利

用在电极介质面上进行的电化学反应将被测化学信号转

换为电信号的一种生物传感器。电化学生物传感器是最

早发明、研究最充分的传感器技术，目前病原菌生物

传感器检测中大多数采用电化学换能元件[67]。电化学生

物传感器主要有电流型、电势型和电阻型3种，前两种

主要用于病毒检测，电阻型则可用于检测细菌。Ruan 
Chuanmin[68]、Kim[69]等分别构建了针对大肠杆菌和沙门

氏菌的阻抗生物传感器，都能达到103CFU/mL的检测

限，所需孵化期仅约5min。
5.2 光学生物传感器

光学生物传感器源于传统的物理传感器，它将反应

产生的化学信号转换为光信号，所以除了有快速灵敏的

特点外，其最大的优势是抗外界干扰能力强。光学生物

传感器的光学检测模式有吸收、反射、荧光、化学发光

和磷光等，在致病菌检测中最有应用前景的应该是表面

等离子共振(surface plasmon resonance，SPR)和荧光原理

的传感器。SPR技术是一种基于反射光谱的非标记检测

技术，它将已知生物分子固化在几十纳米厚的金属膜表

面，加入能够与之结合的目标生物分子，由此引发的光

学信号随机被SPR传感器转化为电信号进行检测分析，

SPR技术能够实时对有机分子或无机分子之间的相互作

用模式及动力学进行检测[70]。Subramanian等[71]将E. coli 
O157:H7抗体用自组装膜法固定到传感器芯片表面，并对

其进行双抗体夹心操作，能达到103CFU/mL的检测限。

5.3 压电生物传感器

压电生物传感器以压电材料作为能量转换元件，通

过压电效应(即某些电解质晶体在外力作用下发生变形

时，由于应力而在晶体内产生电极化的现象)将化学信

号或生物信号转化为电信号的一种传感器。相对其他生

物传感器而言，压电生物传感器设备简单、反应快速灵

敏、样品无需标记且易于自动化。Vaughan等[72]用石英

体微天平快速检测李斯特菌，能达到107CFU/mL的检测

限；Wong等[73]在此基础上结合抗原抗体结合原理检测沙

门氏菌，利用血清特异性单克隆抗体能达到105CFU/mL
的检测限，并能区分不同株型。

6 结 语6 结 语

免疫学技术在试剂选用恰当的情况下能表现出较好

的特异性、准确性、高效率、价廉、不需要大型仪器、

技术含量低等的优点，但当待测物中含有目标菌的竞争

性物质时则很有可能出现假阳性，并且免疫学方法一般

需要提供数量较多的纯化细菌，所以在短时间内快速富

集目标菌是该方法提高检测速度的关键；分子生物学方

法虽然也有快速、高效、特异性等优点，但由于价格昂

贵、基因测序的研究还不完全等缺陷，导致该方法不利于

推广；代谢学技术和生物传感器技术则由于需要大量的数

据支撑以建立相应的数学模型，目前还未得到推广。

食源性致病菌的快速检测方法在我国的国标中任然

沿用着传统的选择性增菌、生化鉴定等方法，至少耗时

4～5d，在基层检验和食品加工厂检测中不能达到良好的

时效性，所以很难应对和控制大型食源性疾病的爆发，

这对人口世界第一的我国来说是个极大的挑战。所以，

食源性疾病在基层检验中必须普及较为快速、灵敏的方

法以代替目前的滞后状况。要达到食源性疾病检测系统

的完善，应该在不断发展新技术的同时，综合现有的技

术得到更有效的检测方法，将不同的方法应用到其适合

推广的领域。目前，免疫学技术等低操作要求的方法应

该会得到最为广泛的应用，而分子生物学方法则是食源

性致病菌快速检测方法的最主要发展方向。在生物芯片

技术与荧光探针技术相结合并日益成熟的情况下，形成

一整套的分子生物学的方法，将使食源性致病菌的快速

检测达到灵敏度高、特异性强、重复性好和经济简便的

水平。
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