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食源性致病菌检测方法研究进展
———Ⅰ. 传统检测方法
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摘　要 :为方便对食品生产和流通的整个过程进行卫生监督和管理 ,就常规方法的改进和自动化、生物发光方法、

细胞计数方法、阻抗测定方法和免疫学方法等食品中微生物的快速检测方法进行了综述。
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　　传统的细菌检验方法灵敏度高 ,费用低 ,能够得

到食品样品中细菌数量和特性等方面的定性及定量

结果。但是传统的检测方法耗时费力 ,获得结果通

常需要几天的时间 ,并且要求所要检测的细菌增殖

为可见菌落。培养基制备、细菌培养、菌落计数和生

化指标的检测都增加了实验室的工作量。无论是食

品工业中生产流程的监测和终产品的质量控制 ,还

是政府部门对食品安全的管理和监控 ,都迫切需要

快速的食源性致病菌检测方法。

微生物的检测快速检测方法和自动化是应用微

生物学中一个迅速发展的领域。近 10 年来 ,这方面

的研究日益发展 ,在微生物的分离、早期鉴定、特性

描述和计数方面不断有新的方法产生。这些快速方

法主要利用微生物学、化学、生物学、生理学、分子生

物学、免疫学和血清学原理对细菌进行早期诊断 ,并

对分离物的性状进行测定。本文主要对常规方法的

改进和自动化、生物发光方法、细胞计数方法、阻抗

测定方法、免疫学方法等方法进行综述。

1 　常规方法的改进和自动化

为了提高实验室的效率 ,使传统的琼脂培养方

法能够更方便和经济实用 ,研究者们从食物样品的

制备、平板技术、菌落计数和鉴定系统方面对相应技

术做了很大改进并提高了自动化程度。

111 　食品试样的制备 　如何对食品样品进行处理

进而获得最佳的检测结果一直是微生物学家们长期

关注的问题。在这方面产生了多种自动化仪器 ,例

如重量稀释器能够在对试样进行均质之前自动加入

相应数量的稀释液。Stomacher (Colworth 公司 ,英国)

在一次性的灭菌袋中对试样进行研磨 ,从而避免了

再次灭菌和使用搅拌器。Pulsifier ( Kalyx 公司 ,美国)

通过高频 (3 500 rΠmin)击打一次性灭菌袋表面 ,产生

冲击波和强烈搅拌 ,进而将微生物打成悬浮液[1 ] 。

研究证实[2 ]利用 Stomacher 和 Pulsifier 这 2 种方法制

备食物试样稀释液在菌落计数方面没有显著区别。

112 　平板技术 　目前有多种方法可以将试样的均

质液加到琼脂平板上。旋转接种仪可以将小体积的

试样液利用螺旋方式加到琼脂表面 ,从平板的中心

到边缘形成 104 的稀释度。沿着螺旋路径生长的菌

落可以手工计数或电子自动计数 ,因为在每个点加

入的试样量是已知的 ,这种计数可以省略在铺平板

前对试样进行梯度稀释 ,并且减少了菌落计数所需

的时间。Dipslides 最早应用于临床检测尿液中微生

物的数量 ,既可检测液体试样又可对物体表面微生

物进行计数。将含有选择或非选择性培养基的琼脂

切片压在待测表面 ,并且可以戴无菌手套进行替换 ,

培养后 ,就可以对切片上生长的菌落进行计数和分
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离[3 ] 。

另外 ,也可以在分离平板上利用含发光底物或

者荧光底物的选择性培养基直接进行检测、计数和

鉴定 ,从而不再需要再次培养和随后的生化鉴定。

选择性培养基中的底物和特异性细菌酶或代谢产物

反应产生颜色或者荧光 ,大部分产生荧光的酶底物

是香豆素的衍生物 ,例如 42甲基伞形酮 ,能发光的

酶底物主要来自酚的衍生物。许多能发光和产生荧

光的底物都已有商品出售 ,并且已经应用在一些商

品化的系统和培养基中。荧光和发光的培养基已经

广泛地应用于检测和计数肠杆菌和大肠杆菌 ,这些

培养基利用β2D2葡萄糖苷酶 ( beta2D2glucuronidase ,

GUD)作为指示剂来检测大肠杆菌 ,因为这种酶存在

于 94 %～95 %的大肠杆菌菌株中 ,但在 O157 血清

型中没有。为检测 GUD 活性 ,主要应用荧光底物 42
甲基伞形酮2β2D2葡糖苷酸 (42Methylumbellifery 2β2D2
Glucuronic acid ,MUG) 和发光底物 52溴242氯232吲哚2
葡糖苷酸 (52bromo242chloro232indolyl2glucuronic acid ,

X2Gluc 或 BCIG) 。X2Gluc 或 BCIG的灵敏度尽管不

如 MUG,但主要优点是其典型菌落不需要紫外灯就

可以识别 ,吲哚酚从 X2Gluc 中释放出来就被快速氧

化为靛青 ,后者是非水溶性的 ,可以在细菌体内积

聚 ,从而使大肠杆菌菌落变蓝。利用 MUG的另一个

缺点是荧光素可能在琼脂的全部表面扩散 ,从而增

加菌落鉴别的难度。但是 ,X2Gluc 因为价格较高而

在实践应用中受到很大限制。另外 ,在食物样品中

可能含有 GUD ,从而使大肠杆菌的检测带来假阳性

的结果[4 ] 。

Petrifilm系统 (3M 公司 ,美国) 主要应用于酵母

和霉菌计数、菌落总数、大肠菌群、大肠杆菌计数[5 ] 。

利用 Petrifilm 平板对水中的大肠杆菌进行计数比标

准的方法要快捷和准确[6 ] 。利用这种方法检测禽、

肉和海产品中的大肠杆菌的平均对数值和传统的

MPN 法没有显著的区别[7 ] 。动力富集 ( motility

enrichment)主要是用来快速分离和检测弯曲杆菌、

弓形 菌[8 ] 和 沙 门 菌 等。疏 水 性 网 膜 过 滤 法

(Hydrophobic grid membrane filter ,HGMF) 主要应用在

需氧菌的平板计数、霉菌和酵母、沙门菌、肠杆菌和

大肠杆菌 O157 方面[1 ,9 ,10 ] 。

113 　菌落计数 　传统的菌落计数方法耗时费力 ,现

在已经采取了一些方法将微生物计数阶段自动化 ,

以便提高效率和降低实验操作时间。目前常用的菌

落计数系统有 Colonycount 公司的 MACE 系统、

Perceptive 器材公司的 Sorcerer 菌落计数系统、A2C2

公司的旋转接种和菌落自动计数系统、Geno2Tech 公

司的 SC22010 型全自动彩色菌落计数仪等。各种菌

落计数仪及成像系统是大型实验室中 ,特别是一些

工业系统中不可缺少的检测工具。平板的成像还可

以被保存、浏览、打印或者转入其他程序中。使用者

可以设定一些变量 ,如光的最高和最低强度及菌落

大小 ,从而去除散射和背景的影响。另外 ,还可以通

过和其他技术相结合从而提高检测器对琼脂平板上

生长菌落的早期感应、提高电子显微镜对菌落的感

应或活性菌落的染色及样品的最可能数 (MPN) 等改

进菌落计数的过程[11 ] 。

114 　鉴定系统 　随着细菌分类学的深入发展 ,传统

的用于细菌鉴定的试管和平板试验已经远远满足不

了实际需求 ,一些商品化的鉴定试剂盒可以通过生

理和生化方法简捷方便地对单个微生物进行自动鉴

别。相应的自动化微生物鉴定系统也产生了很多 ,

如 API 系列、VIDAS 系 统、Vitek 系 统、Minitek、

Enterotube、BBL2crystal、Biolog 细菌鉴定仪等。这些

自动化的鉴定方法和经严格质量控制的商品化试剂

盒等 ,减少了人为误差 ,并且可以明显地节省时间。

随着分子生物学技术的不断发展 ,也产生了相应的

分子水平的自动鉴定系统 ,如利用 16S rDNA 序列进

行鉴定的美国 Applied Biosystems 公司生产的微生物

鉴定试剂盒和数据库 ,利用毛细管电泳和激光激发

荧光的鉴定系统[12 ] 。

2 　生物发光方法

食物成分中的微生物含有 ATP ,可以通过荧光

素酶复合物进行检测。试样所释放出来的光的强度

和样品中 ATP 含量直接相关 ,并且可以通过照度计

进行定量检测。这种方法至少需要 10
4 个细菌才能

产生光信号。通过检测细菌和非细菌微生物的

ATP ,该方法可以用来检测器皿表面的清洁程度。

从几秒到几分钟的快速反应时间使这种方法适用于

在 HACCP 中进行实时监测[13 ] 。目前许多公司已有

ATP 卫生监测试剂盒并且相互进行了对比研究[14 ] 。

上述方法也有缺点 ,pH、温度、荧光素酶抑制物的存

在和其他一些因素都可能影响反应结果。当使用干

洗系统或者样品中含有少量或者不含 ATP 时 ,ATP

生物发光方法就不能用来进行卫生监测[15 ] 。将来

的发展趋势是针对有特异性病原菌的 ATP 方法。

另外 ,在卫生监督方面还有许多其他生物发光方法 ,

如过氧化氢酶的检测、直接蛋白检测等。这些方法

都很简单 ,并且几分钟就可以获得结果。近来 ,

BioControl 公司的蛋白质检测试剂盒 ( FLASH) ,可以

实时检测与食物接触的物品表面是否存在蛋白质 ,

接触食物的物体表面可以使棉签的颜色在5 s内由

黄色变为绿色或者蓝色。
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3 　细胞计数

流质细胞计数是一种以光学为基础的在复杂的

基质中分析单个细胞的方法。悬浮在液体中的微生

物通过激光束 ,光被散射并且被微生物吸收 ,散射的

宽度和自然特性作为微生物的固有特性 ,可以利用

透镜和光电元件收集散射光 ,进而评估微生物的数

量、大小和形状。这种技术的灵敏度较高 ,可以达到

每毫升 10
2 的酵母细胞或 10

2～3的细菌 ,几分钟内就

可以获得实验结果。所以流质细胞计数适合检测液

体 (如牛奶、饮料或漂洗液)中的微生物。然而 ,由于

这种技术需要没有干扰颗粒的均质溶液进入分析系

统 ,使其在食品微生物领域的应用 (特别是对于复杂

的固体食物)受到了限制。该方法的另一个缺点是

不能区分活的和死亡的细胞 ,并且受食品基质的影

响。另外 ,对于特异性致病菌 ,还需要试样的处理和

增菌或选择性分离 ,如免疫磁珠分离技术。特异性

的细菌通常被荧光标记的多克隆或单克隆抗体染

色 ,这种免疫荧光流式细胞仪 ( Flow CytoMeter ,FCM)

技术已经被应用来检测生牛肉、果汁和牛奶中的大

肠杆菌 O157∶H7
[16 ]及乳制品中的鼠伤寒沙门菌[17 ] 。

直接落色荧光滤光器技术 (Direct Epifluorescent

Filter Technique ,DEFT) 是根据微生物和荧光染料丫

啶橙结合的特性对微生物进行计数。这种方法首先

用于测定生牛奶中的细菌总数 ,在肉和鱼类食品中

也有应用[18 ] 。食品试样通过清洁剂和蛋白水解酶

进行处理 ,经聚碳酸酯膜过滤 ,利用丫啶橙染色 ,在

荧光显微镜下进行检测。活细菌的数目根据膜上的

橙色细菌的计数和放大因子相乘获得。这个放大因

子是根据检测的显微镜的区域、过滤的试样数量和

所使用的光学系统参数计算出来的。尽管用这种方

法检测菌落总数可以在10 min内完成 ,但对于检测

特异性的细菌还是比较复杂的 ,因为它需要试样的

前处理、增菌、免疫捕获或前增菌来提高检测低数量

特异性致病菌试验的灵敏度[19 ]
,还需要特异性致病

菌抗体标记的荧光染料。近来利用荧光原位杂交和

DEFT 相结合的方法已经被应用来检测大肠杆菌

O157∶H7、沙门菌和李斯特菌[20 ,21 ] 。利用 DEFT对生

肉末中活细菌进行计数和标准的平板计数结果是一

致的[22 ] 。这些技术在卫生监测中很有用途[23 ] 。

近年 来 , 固 相 细 胞 计 数 方 法 ( Solid2phase

cytometry ,SPC) 作为一种新的检测方法可以在单个

细胞水平进行快速检测 ,而不需要培养生长的阶

段[24 ] 。尤其是适用于某些需要长时间培养的苛养

菌 ,如牛奶中的副结核分枝杆菌和体细胞[25 ] 。这种

方法是根据流质细胞计数和落射荧光显微镜计数方

法发展来的 ,在食品微生物学检测中具有很大的发

展前景。

4 　阻抗测定技术

阻抗测定技术是利用微生物在培养基中生长和

代谢时电导力的变化来测定的。电导力达到极限值

所需要的时间、检测时间和接种物的初始量呈反比。

现在 ,一些根据阻抗滴定原理的自动系统已经商品

化。这些系统可以同时检测成百上千的样品 ,一些

设备已经全部自动化并且计算机化 ,可以同时持续

监测样品中的电导力的变化 ,结果以电导力曲线的

形式出现 ,可以和校正曲线进行对比从而评估样品

中微生物的数量 ,大部分的阻抗分析可以在24 h内

完成。这些系统经常用来评估细菌总数和对大量的

样品进行筛选 ,可以节省时间和实验耗材 ,但是这种

方法不利于检测微生物含量较低的样品 ,另一个缺

点是食物的基质可能影响分析结果 ,从而需要对每

个食物基质测定校正曲线[26 ] 。这种方法已经被用

来检测沙门菌、李斯特菌和空肠弯曲菌 ,其中 ,检测

沙门菌是根据在沙门菌生长过程中三甲胺2N2氧化

物的代谢可导致电导力的较大变化[27 ] 。

5 　免疫学方法

免疫学方法的基本原理是抗原和抗体的特异性

反应。为了检测特异性的微生物和微生物毒素 ,越

来越多的抗体被应用于各种类型的免疫学反应。在

免疫学反应中大部分的抗体来源于兔或羊血清。这

些抗体主要依赖于他的特异性 ,多克隆抗血清含有

不同细胞来源的各种类别的抗体 ,也就有不同的特

异性。在免疫学反应中应用多克隆抗血清的不利之

处是动物免疫反应的可变性和特异性 ,单克隆抗体

通过提供一致和可靠来源的特征性抗体从而促进了

免疫学方法的发展[28 ] 。免疫学反应可以分为均相

和异相反应。

在均相反应中没有必要将结合抗体和非结合抗

体分离 ,形成的抗原抗体复合物直接肉眼可见或者

可以直接测量。培养时间一般比较短。均相免疫反

应常见的有粘合反应、免疫扩散和比浊法。其中 ,定

性的凝聚反应和定量的比浊法都被广泛地应用。在

乳胶粘合实验中 ,包被抗体的乳胶珠和特异性的抗

原粘合形成更易见的沉淀物。这些方法对于大多数

的病原菌是可行的。

在异相反应中 ,未结合的抗体必须利用标记物

和结合的抗体分离。在典型的三明治实验中 ,捕获

抗体固定在固相支持物上 ,常用的是聚苯乙烯管或

微孔板。加入待测试样培养后 ,未结合的试样被冲

洗掉 ,然后加入标记抗体结合物。经过一段时间培
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养后 ,冲洗掉未结合的标记抗体结合物 ,加入标记抗

体的底物。标记物信号的强度和样品中特异性抗原

含量相对应。标记抗体可以被荧光分子标记 ,直接

检测荧光强度 ;标记抗体也常和酶 (如辣根过氧化物

酶、碱性磷酸酶、β2半乳糖酶) 结合 ,形成的抗体2酶
复合物与加入的特异性底物相结合 ,产生可以通过

比色或荧光检测的物质 ,即常见的酶联免疫吸附试

验 (enzyme2linked immunosorbent assay , ELISA) 。用来

检测微生物和微生物毒素的商品化免疫实验应用的

是大量的支持物和标记系统。这些系统往往不需要

特定的仪器 ,如洗板机和酶标仪 ,可以在最小配备的

实验室进行。ELISA 检测病原菌的范围是 10
3 ～

10
5

CFUΠml ,所以直接在食品样品中检测病原菌是

不可能的 ,至少需要 16～24 h的细菌增殖。用来检

测细菌毒素的试剂盒主要是免疫学方法 ,但是使用

这些试剂盒不能获得毒素的生物学特性[29 ] 。

以免疫捕获为基础的分离和浓缩技术包括免疫

结合 (捕获) ,随后从混合的富集培养基中物理分离

目的微生物 ,从而获得浓缩的目的微生物。这种技

术应用免疫磁性分离 ( Immunomagnetic Separation ,

IMS) ,将样品和包被目的微生物抗体的磁珠混合 ,

样品中的目的微生物和免疫磁珠结合 ,从而和样品

中的其他物质分离 ,目的微生物就留在磁场区。磁

珠加入培养基中 ,培养过夜。免疫磁珠分离技术已

经被特异性地用来检测食品中的 E1 coli O157
[30 ] 。

抗体技术比较易于自动化和降低成本。例如 ,

用于沙门菌和产肠毒素葡萄球菌等食源性致病菌快

速检测的胶体金免疫层析技术 ,所用试剂简单、操作

方便 ,而且不需要任何仪器。用来检测食品中病原

菌的 Vitek 免疫诊断实验系统 (VIDAS 系统) 的基本

原理就是定性酶联荧光免疫技术。在这个系统中 ,

煮沸的液体富集培养基加入包被抗体的试剂条中 ,

试剂条包含准备好的所有必需试剂 (洗脱液、结合物

和底物) 。所有的实验步骤都由仪器自动化完成 ,最

后 ,荧光强度通过仪器中的光学扫描仪进行检测 ,并

通过计算机进行自动化分析。抗体技术未来的发展

方向是生物传感器 ,他由微芯片系统来分析抗原抗

体复合物的形成[31 ] 。
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食品中农药残留分析前处理技术应用进展

陈小萍 　林升清

(福建省疾病预防控制中心 ,福建 　福州 　350001)

摘 　要 :对近年来食品中农药残留分析试样前处理技术中得到迅速发展和广泛应用的固相萃取、超临界流体萃

取、基质固相分散萃取进行评述 ;同时对新兴的分子识别技术2分子印迹聚合物在固相萃取中的应用及影响因素加

以讨论。
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　　食品样品中农药残留分析是一项复杂混合物中

痕量组分的分析技术。因存在同系物、异构体、降解

产物或代谢产物的影响 ,且由于环境的迁移作用 ,通

过根系吸收、传导等途径 ,农药进入农作物组织内

部 ,以及待测样品的增加从而加大了检测难度。近

十年来 ,随着样品萃取净化技术的迅速发展和现代

分析仪器分辨能力、分析速度与仪器自动化程度的

大大提高 ,农药残留的分离、在线分析已成为分析化

学领域中最活跃的前沿课题之一 ,国内外学者在这

方面做了许多工作 ,已发表了一些综述和评论[1 - 4 ] 。

农药残留分析试样的预处理包括提取与净化 ,

　　

大多数传统的提取与净化方法已无法满足现代食品

安全性分析快速、准确的要求。上世纪 80 年代起国

际上针对传统提取与净化技术的不足 ,发展了一些新

的试样前处理技术并不断被引进。本文就近年来在

食品中农药残留分析的试样制备技术领域中得到迅

速发展和广泛应用的固相萃取 (solid2phase extraction ,

SPE) 、超临界流体萃取 ( supercritical fluit extraction ,

SFE) 、基质固相分散萃取 (matrix solid2 phase dispersion

extraction , MSPDE)的方法进行评述并对分子印迹合

成受体技术 (molecular imprinting technique , MIT) 在固

相萃取中的应用及影响因素加以讨论。
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