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摘要：概述了致病菌检测的对象，包括细菌菌群的形态及细菌本身、细菌的ＤＮＡ、细菌的代谢
物；同时介绍了可同步检测多种致病菌的方法，主要有电化学ＤＮＡ传感器、适配体电化学传感
器、免疫传感器检测技术、多重ＰＣＲ检测、表面增强拉曼光谱检测；最后总结检测方法未来的发
展方向。
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　　多种致病菌相互混合存在于食品中，他们数量
相差很大，难以分离，检测困难。并且由于食品营
养成分的不同，适宜生长的致病菌的种类也不同，
如海产品中容易生长副溶血性弧菌。传统致病菌
检测主要检测食品中的主要致病菌，但是食品中数
量极少的致病菌也可能对人体健康造成很大影响。
牛奶中的主要致病菌是金黄色葡萄球菌［１］，但是

２０１２年２月１７日，在美国７６人因饮用生奶感染弯
曲杆菌［２］。因此，检测食品中的主要致病菌已经不

能保障食品安全，多种致病菌的同步检测提上日
程。目前多种致病菌同步检测的方法主要有：多重

ＰＣＲ检测、生物传感器检测、表面拉曼光谱检测等
方法。本文对多种致病菌同步检测方法进行归纳，

并对未来检测技术的研究提供一定的参考［３－４］。

　　致病菌是指能引起疾病或能造成损伤的微生
物，一般所说的致病菌指的是病原微生物中的细
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菌。常见致病菌有沙门氏菌、志贺氏菌、金黄色葡
萄球菌和致泻大肠埃希氏菌，副溶血弧菌、李斯特
菌等等。一般的检测方法的检测对象是细菌菌群
的形态及细菌本身、细菌的ＤＮＡ、细菌的代谢物［５］。

１．１　致病菌菌群的形态及细菌本身
单个细菌细胞在电镜下的形态会有一定的差

异，不同细菌形成的菌落也会形成不同的形状。利
用他们之间的不同可以对细菌进行初步的鉴定，其
中按形态划分有球菌、杆菌、弧菌等；在不同的培养
基上培养，又会出现透明或不透明菌落，甚至产生
不同颜色。如金黄色葡萄球菌在电镜下，直径约

０．８μｍ左右，显微镜下排列成葡萄串状，无芽胞、鞭
毛，大多数无荚膜 ［６］。

１．２　致病菌的ＤＮＡ
脱氧核糖核酸（ＤＮＡ）是遗传物质，以引导生

物发育与生命机能运作，主要功能是长期性的信息
储存，同时指导细胞内其他的化合物，如蛋白质的
合成；也指导其他代谢产物如各种细菌毒素的合
成。以ＤＮＡ为检测目标物的方法，主要的依据是
碱基互补配对原理，Ａ－Ｔ，Ｃ－Ｇ。一般细菌都具有种
属ＤＮＡ，也可检测编码特定代谢产物的碱基序列，
如编码金黄色葡萄球菌肠毒素Ｂ的基因［７－８］。

１．３　致病菌的代谢物
致病菌的代谢物有很多种，如分泌的毒素、蛋

白质、酶类等。细菌的大多数产物具有抗原特性，
有特定的抗体。代谢产物都具有一定的特性，能根
据这些特性来检测。如金黄色葡萄球菌分泌的凝
血酶会产生凝血现象；适配体能与代谢分子特异性
结合，如已经筛选出与黄曲霉毒素特异性结合的适
配体［９－１０］。

２．１　电化学传感器
最早的电化学传感器可以追溯到２０世纪５０年

代，电化学传感器主要是将各种信号转化为电信
号，通过检测电流、电阻等的变化来反映检测物的
量。目前检测致病菌的电化学传感器主要有：ＤＮＡ
传感器、适配体传感器、免疫传感器［１１－１２］。

２．１．１　 ＤＮＡ电化学传感器　ＤＮＡ电化学传感器
是将单链ＤＮＡ作为敏感元件固定在电极表面，加
入可指示杂交信息的电活性物质，通过检测修饰电

极在待测溶液中电化学信号的变化，以确定靶

ＤＮＡ的浓度。主要过程：ｓｓＤＮＡ的固定、杂交、杂
交指示剂、电化学检测［１３］。

图１　ＤＮＡ电化学传感器示意图
Ｆｉｇ．１　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ　ｄｉａｇｒａｍ　ｏｆ　ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌ　ＤＮＡ　ｂｉｏｓｅｎｓｏｒ

　　Ｅｌａｉｎｅ　Ｓｐａｉｎ［１４］等利用ＤＮＡ传感器成功的建
立了检测金黄色葡萄球菌的方法。成功的检测了
能引起奶牛发生乳房炎的金黄色葡萄球菌的的基

因。Ｘｕｅ－Ｍｅｉ　Ｌｉ［１５］等建立的金纳米离子修饰的电
极可检测２个ＤＮＡ，２个ＤＮＡ的检出限浓度都超
过１０～１１μｇ／ｍＬ。Ｄｅｎｇ　Ｚｈａｎｇ

［１６］等建立的传感器

能检测２种来自不同细菌的ＤＮＡ，磁性纳米粒子修
饰致病菌巯基探针能够识别目标ＤＮＡ的一端，用
金纳米粒子修饰致病菌巯基探针能识别目标ＤＮＡ
另一端，并将金纳米粒子探针与ＮＴｓ（硫化铅、硫化
镉）结合，ＮＴｓ的羧基与纳米探针的氨基结合，通过
磁场吸附，ＮＴｓ游离，通过ＳＷＡＳＶ进行检测。

ＤＮＡ传感器随着ｓｓＤＮＡ的不同，指示剂的不
同就可检测多种致病菌。ＤＮＡ电化学传感器具有
快捷、灵敏度高、特异性强等优［１７］，但电化学ＤＮＡ
传感器还存在一定的局限，比如如何在电极表面固
定多个不同探针，构建复杂基质环境使能够同时检
测多个ＤＮＡ，ＤＮＡ的空间结构的变化，碱基错配，
同源致病菌 ＤＮＡ 的相似性对检测准确性的影
响［１８］。

２．１．２　适配体电化学传感器　电化学适配体传感
器是由固定了适配体的电极和电化学活性识别元

素构成。首先在适当条件下将适配体固定到电极
表面，将待测目标物加入与适配体作用，从而导致
电极表面结构的变化；然后通过检测电化学信号的
变化来检测目标物［１９］。

图２　适配体电化学传感器示意图
Ｆｉｇ．２　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ　ｄｉａｇｒａｍ　ｏｆ　ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌ　ａｐｔａｍｅｒｓ　ｂｉｏ－

ｓｅｎｓｏｒ

　　Ｇｕｓｔａｖｏ［２０］组成员设计的适配体传感器，适配
体和靶分子的结合使电势发生变化，能有效地准确
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检测检测大肠杆菌 Ｏ１５７：Ｈ７，检测下限２６ｃｆｕ／

ｍＬ，检测时间短。曹晓晓［２１］等利用获得的一组能
够与金黄色葡萄球菌特异性结合的适配体，通过流
式细胞仪和共聚焦显微镜检测发现，组合适配体相
对于单一的适配体能够更好地区分金黄色葡萄球

菌细菌和消减靶细菌及大肠。在电极表面固定一
组适配体，可能会提高检测的特异性。在电极表面
固定不同的适配体，检测不同的致病菌，是一个可
行实验方案［２２］。
细菌细胞可以筛选到适配体，细菌的代谢物如

毒素，也可筛选到特异性适配体。作为一类分子识
别元件，适配体对其靶标具有严格的识别力和高度
的结合力。因此适配体电化学传感器具有特异性
和选择性，可实现对多种细菌的定性定量检测。电
化学适配体生物传感器有一定的局限性，如筛选过
程复杂，易于被剪切降解空间结构稳定性有待提高
等，一般可对筛选出来的核酸适配体进行修饰。筛
选的核酸适配体对靶标物的特异性还没有达到

１００％，一个细胞由于表面的不均一性，可能具有多
个适配体，对于检测的特异性和准确性都会造成很
大的干扰 ［２３－２４］。

２．１．３　免疫学传感器检测技术　电化学免疫传感
器是生物技术和电化学技术相结合的产物，免疫学
检测技术利用了抗体与抗原的特异性结合的原理。

１９９０年 Ｈｅｎｒ［２５－２６］等提出了免疫传感器的概念：将
高灵敏的传感技术与特异性免疫反应结合起来，用
以监测抗原一抗体反应的生物传感器称作免疫传

感器。有三个主要元件：感受器、转换器和检测器。

图３　电化学免疫传感器示意图
Ｆｉｇ．３　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ　ｄｉａｇｒａｍ　ｏｆ　ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌ　ｉｍｍｕｎｏｓｅｎｓｏｒ

　　周焕英，高志贤［２７］制成的酶免疫传感器，针对
葡萄球菌肠毒素Ｃ检测灵敏度可达到１０μｇ／Ｌ，２０
ｍｉｎ即可完成。Ｔａｈｉｒ［２８］等采用电化学免疫传感器
技术检测大肠杆菌０１５７∶Ｈ７，可以在１０ｍｉｎ内完
成分析，检测精度可达１０ｃｆｕ／ｍＬ。Ｆａｒｉｄａｈ［２９］等以
辣根过氧化酶为标记酶，使用电化学免疫传感器检
测鼠伤寒沙门氏菌，检出下限为２０ｃｆｕ／ｍＬ，表明该
方法具有较高的灵敏性。

在表面固定不同的抗体，就可检测不同的抗
原。但有的细菌会分泌共同抗原，特别是同源的致
病菌如肠道菌群，这种方法只能检测区分能分泌不
同抗原的致病菌。来源于不同致病菌的抗体他们
的活性的保持，在小小的表面需要注意抗体之间的
相互影响，检测溶液环境的确定都会造成结果的差
异很大。免疫学电化学传感器检测方法具有制样
简单，测试时间短，成本低，灵敏度高的优点。应用
电化学免疫传感器对致病菌产生的抗原进行测定，
需要解决的主要问题是：抗体的标记、抗体的活性
保持、假阳性的排出、信号测定有一定难度等［３０］。

２．２　表面增强拉曼检测技术
当单色光照射至物质上，物质分子发生散射现

象，出现与入射光频率不同的散射光，所形成的光
谱称拉曼光谱。拉曼光谱较微弱，表面增强拉曼
（ＳＥＲＳ）就应运而生［３１］。表面增强拉曼光谱要与其
他技术结合，如与 ＤＮＡ、适配体技术的结合，才能
更准确的检测致病菌。ＳＥＲＳ是将敏感元件固定在
某表面，与修饰了量子点的靶标物结合，利用拉曼
光谱照射产生的不同的光谱信号，以确定靶标物的
量和种类。主要过程：敏感元件的固定、特异性和
选择性结合、拉曼光谱检测［３２］。

图４　ＳＥＲＳ检测示意图
Ｆｉｇ．４　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ　ｄｉａｇｒａｍ　ｏｆ　ｓｕｒｆａｃｅ　ｐｌａｓｍｏｎ　ｒｅｓｏｎａｎｃｅ　ｂｉｏ－

ｓｅｎｓｏｒ

　　Ｎａｍ　Ｈｏｏｎ　Ｋｉｍ［３３］等介绍了一种方法，适配体
与ＳＥＲＳ结合来检测，检测后可除去靶标物，可以反
复使用。Ｄｏ　Ｋｙｕｎ　Ｋｉｍ［３４］等建立的方法，ＤＮＡ和
拉曼光谱的结合，可检测多个ＤＮＡ序列，检测下限
达１０ｆｍｏｌ／Ｌ（５０ｚｍｏｌ）。Ｔａｅｊｏｏｎ　Ｋａｎｇ［３５］等把金
粒子固定在金属丝上，与 ＤＮＡ结合，在进行ＳＥＲＳ
分析，可检测多个致病菌，并能在电镜下观察到。
目前ＳＥＲＳ检测细菌细胞的研究很少，主要原

因是细胞的表面不均一性，表面积较大，所得的谱
图太复杂，没有特异性。表面增强拉曼光谱具有方
便快捷、检测灵敏度高、多组分同时检测等特点，这
使得其在检测样品中致病菌含量较传统方法有明

显的优势，但是拉曼光谱的发生本身对待测物就有
一定的要求，不是每种物质都适用［３６］。
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２．３　多重ＰＣＲ检测技术
多重ＰＣＲ检测技术的基本原理就是在体外适

宜条件下，以提取得到的ＤＮＡ为模板，以人工设计
与合成的寡核苷酸为引物，特异性地扩增ＤＮＡ片
段。最后通过电泳技术与阳性对照进行比对，来判
断阴阳性结果［３７］。ＰＣＲ由加热变性———退火加引
物－升温延伸，三个基本反应步骤构成［３８］：

图５　多重ＰＣＲ技术检测示意图
Ｆｉｇ．５　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ　ｄｉａｇｒａｍ　ｏｆ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ　ＰＣＲ

　　余以刚，何秋彤［３９］等以两种食源性致病菌（沙
门氏菌、单增李斯特菌）为模板，通过对多重荧光

ＰＣＲ缓冲液的成分、扩增所用酶、添加剂等进行研
究，建立适用细菌ＤＮＡ检测的多重荧光ＰＣＲ反应
体系。Ｓｈａｒｍａ［４０］等建立了能在３～４ｈ内检测出毒
素基因多重ＰＣＲ体系。
多重ＰＣＲ技术在实际的检验工作还存在一些

问题：提取得到的ＤＮＡ的裂解得到的不完整ＤＮＡ
片段，多重ＰＣＲ技术中多组引物之间相互干扰、高
浓度模板对低浓度模板产生竞争性抑制等问

题［４１－４２］。相对于传统检测方法，多重ＰＣＲ检测技
术极大地缩短了检测时间，提高了检测灵敏度，且
操作简单、快速，特异度和敏感度较高，是快速检测

和鉴定常见致病菌的一种有效的手段 ［４３］。

　　ＤＮＡ传感器、多重ＰＣＲ技术是以ＤＮＡ为检
测目标的方法，他们的检测限低、灵敏度高、时间
短、花费少、劳动量少，是发展前景非常好的检测方
法。但是ＤＮＡ的错配，特异性检测受到环境的干
扰，同种属细菌的基因序列的同源性，容易出现假
阳性的结果。适配体传感器与免疫传感器相比，各
有所长。适配体的廉价易得，易保存的优点，在检
测致病菌上，有明显的优势。致病菌可以有共同抗
体，但是基本没有共同的适配体。致病菌细胞可能
有一组适配体。这两原因对检测的特异性和准确
性造成很大影响。抗体和抗原结合的假阳性的出
现。表面增强拉曼光谱检测技术重复性强，敏感度
高，不同结构的分子产生的拉曼光谱强弱差异很
大，甚至有的分子不产生拉曼光谱现象，降低了表
面增强拉曼光谱检测方法的适用范围。
目前多种致病菌同步检测的方法还仅限于实

验室，繁杂前处理过程以及数据处理的复杂性是他
们的缺点。研究宜携带的试纸条，在生产过程能检
测，提高检测的时效性和方便性，不损坏产品的，降
低食品损坏成本，检测结果为不同颜色及颜色深
浅，检测过程的简单化，是未来一段时间的研究发
展方向［４４］。
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