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实验技术与方法
免疫磁珠富集联合荧光定量 OS3快速检测
牛肉馅中产志贺毒素大肠埃希菌 _#’mE!!
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摘"要!目的"建立肉制品中免疫磁珠富集#d1>$联合实时荧光定量 OS3# ;OS3$技术快速检测牛肉馅中产志贺
毒素大肠埃希菌#>XGS$_#’mE!! 的方法" 方法"建立针对编码 _#’ 抗原 FG<基因实时荧光定量 OS3方法!并验
证其特异性和敏感性%人工污染不同浓度 >XGS_#’mE!! 的牛肉馅样品!在增菌不同时间后!将增菌液原液’增菌液
经免疫磁珠特异性捕获分离物分别进行 ;OS3检测及平板分离" 结果";OS3检测 _#’mE!! 可产生特异性荧光信
号!而 #& 株其他血清型的大肠埃希菌及 + 株其他种属细菌均未见荧光信号%本方法对纯培养的检测限为
( o!%# [LB/\V" 人工染菌试验中!当初始染菌浓度达到或高于 & o!%# [LB/#( =时!增菌培养 ’ A 后 d1> 捕获物可以
检测到荧光信号" 培养 #% A 后!初始染菌浓度为 & "!% c! [LB/#( =以上!对增菌液直接检测和 d1> 捕获物检测都可
以检测到荧光信号" 初始污染浓度较低时!增菌 ’ A 后 d1>5;OS3的检测灵敏度高于增菌液直接 ;OS3检测%d1>

捕获物涂布显色培养基分离目标菌检测灵敏度高于增菌液直接涂布%SE3_1C=CR>XGS显色培养基分离 >XGS
_#’mE!!的检测灵敏度高于山梨醇麦康凯培养基 # >14S$" 结论"d1> 联合 ;OS3检测食品中的 >XGS_#’mE!!

具有特异性强’敏感度高’快速’易操作等特点!可以提高样品中 >XGS_#’mE!! 菌的检出率!适用于牛肉制品中
>XGS_#’mE!! 的快速检测"
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免疫磁珠富集联合荧光定量 OS3快速检测牛肉馅中产志贺毒素大肠埃希菌 _#’mE!!!!!白莉"等 ! &!""" !

""产志贺毒素大肠埃希菌 $UA<=CTN‘<:5ZRNPB[<:=
H(1*"#.1*.’ 1$/.">XGS%是一类携带了前噬菌体编码
一种或两种志贺毒素基因$UA<=CTN‘<: =9:9"(8<%的
食源性致病菌"可导致患者出现腹泻症状"部分患
者可发展为溶血性尿毒综合征"严重者死亡 )!* ’ 目
前已经发现的 >XGS血清型多达 #%% 余种"其中与
人类疾病相关的血清型就有 !(% 多种 )#* ’ 在 >XGS
的众多血清型中"_!(+mE+是世界范围内导致食源
性疾病暴发最常见的血清型 )&* ’ 我国多地也曾出
现 >XGS_!(+mE+引起的局部暴发疫情 ),* ’ 但近年
来"_#’(_,((_!%&(_!#!(_!!! 和 _!,( 等 ’ 个非
_!(+ 血清型的 >XGS也有引起人类疾病的报道"由
此引起科学家和食品安全监管部门的广泛关注 )(* ’
据不完全统计"美国 !*0&!#%%# 年发生的非 _!(+
>XGS感染者中"+%.是由上述 ’ 个血清型所致 )’* ’
#%!! 年 * 月"美国食品安全检验局发布通告"强调
>XGS_#’ 是美国各地从标本中分离(提交到美国疾
病预防控制中心最常见的非 _!(+ >XGS)+* ’ 其他国
家对非 _!(+ 血清型 >XGS的分布特征研究发现"
_#’ 也是引起人类食源性疾病最主要的非 _!(+ 血
清型 >XGS)0* ’ 我国的研究发现"从健康奶羊中分
离到的 >XGS优势血清型也为 _#’ )** ’ 其他国家也
从牛及牛肉制品中分离到 >XGS_#’ )("+ c0"!%* ’ 特别
是 >XGS_#’mE!! 血清型由于其毒力较强(可导致
腹泻和溶血性尿毒综合征"一直以来被视为风险最
高的非 _!(+ >XGS)!!* ’ 目前由于我国缺乏灵敏特
异分离检测 >XGS_#’ 的方法"使得针对食品中该
血清型 >XGS的研究较少 )!#* "特别是 _#’ 血清型在
生肉(蔬菜等食品中污染水平较低"加上背景菌的

干扰"用传统的分离方法检测该菌极易漏检 )!&* "因
此急需发展食品中 >XGS_#’ 的敏感(特异的检测
方法"以便进行 >XGS_#’ 在宿主(环境(食物链中
迁移及人类致病性的研究’

免疫磁珠分离法 $<\\B:N\C=:9T<[U9ZCRCT<N:"
d1>%是用抗目标微生物特异性抗体包被磁珠表面
来捕获待检样品中的目标微生物"捕获微生物的磁
珠在磁场作用下"被吸附沉淀而与其他杂菌分开的
方法’ 免疫磁珠的使用"大大提高了对目标微生物
的分离率 )!,* ’ 实时荧光定量 OS3$ ;BC:T<TCT<W9R9CV5
T<\9OS3";OS3%具有特异性好(灵敏度高(检测速
度快(自动化程度高等特点"免疫磁珠富集捕获与
实时荧光定量 OS3配合$d1>5;OS3%用于检测食源
性致病菌"不仅检出率高"还可以缩短检出时间’
本研究通过针对 >XGS_#’ 特异基因 FG<设计引物
及探针 )!(* "建立了检测生肉制品中 >XGS_#’mE!!
的 d1>5;OS3方法’

!"材料与方法
!-!"材料
!-!-!"试验菌株

>XGS_#’mE!!$(8<#’%及 #& 株不同血清型(不
同毒力基因亚型的大肠埃希菌$购于丹麦血清研究
所%"具体信息见表 !#单核细胞增生李斯特菌
S1SS(,%%,(金黄色葡萄球菌 4XSS#*#!&(副溶血
性弧菌 4XSS!+0%#(福氏志贺菌 L‘&%!(肠炎沙门菌
S1SS(%%,!(鼠伤寒沙门菌 S1SS(%%!&(阪崎克罗
诺杆菌 4XSS(!&#* 为本实验室保存菌种’

表 !"试验用菌株信息
XCYV9!"d:LNR\CT<N: NLUTRC<:UBU9P <: TA<UUTBPK

菌株号 血清型
特征毒
力基因

菌株号 血清型
特征毒
力基因

菌株号 血清型
特征毒
力基因

SEnS7Sn(0# _#’mE!! (8<#’ 2&,&! _!(+mE+ (8<#1 SEnS7Sn#,’% _!!!m)E0* (8<!’

2#’(& _!(+mE+ (8<!’ l(8<#’ 2,!&, _!’’mE!( (8<#, SEnS7Sn#,(+ _!%&mE# (8<!’

2&’%# _!%+mE0 (8<!1l(8<#4 SEnS7Sn!!’’ _!#!mE!* (8<#’ SEnS7Sn!+%’ _+0mE!! "(8!-"/8

2&(## _0mf0(CYmERNB=A (8<!, SEnS7Sn#’&0 _!++mE#( "’" SEnS7Sn!+’+ _!,’mE#! (8<#,

2&,#0 _!!0mE!# (8<#4 SEnS7Sn,!% _!%,mE, !55=’’.I’’8! SEnS7Sn#(’+ _!(+mE+ (8<#’

2&’,0 _!&*mf!#mE! (8<#" SEnS7Sn#+%% _!#0CYm)E#* (8<!1 SEnS7Sn!!*% _!(+mE+ (8<#’ l(8<#1

2&(,’ _!#0C[m)E#* (8<#9 SEnS7Sn#!*, _,!mE#’ (8<!, SEnS7Sn!##’ _!#,mE&% .-’J

2&(%* _#mE#( (8<#5 SEnS7Sn!0+0 _!!&mE, (8<!1l(8<#4 18!’(( _3mE,0mf5 !

注&!表示 18!’(( 不携带已公布的肠致病性大肠埃希菌毒力基因

!-!-#"主要仪器与试剂
恒温培养箱 $美国 &1%(恒温振荡器 $德国

df4%(酶标仪 $美国 id_5XGf%(<M( 荧光定量 OS3
仪$美国id_5342%(2K:CV1OS5> 磁珠收集器$美国
d:W<TRN=9:%(均质器$德国 d:T9RU[<9:[9%’

2#"%.<H<?’@X1 $大连 XCfC3C%"SE3_1C=CR
>XGS显色培养基$郑州博赛生物技术股份有限公
司 %" 抗 大 肠 埃 希 菌 _#’ 免 疫 磁 珠 $ 美 国
d:W<TRN=9:%"XQ99:5#% $北京化工厂 %"_#’ 血清和
E!! 血清$丹麦 >>d%"Oi>$美国 EK[VN:9%"脑心浸液
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琼脂(脑心浸液肉汤(OS4计数琼脂(GS肉汤(新生
霉素及山梨 醇麦 康凯 $ >NRY<TNV1C[N:]9K4=CR"
>14S%$均购于北京陆桥技术有限公司%’
!-#"方法
!-#-!"实时荧光定量 OS3方法的优化

!-#-!-!";OS3引物及 XC;\C: 探针合成’
>XGS_#’ 血清型鉴定用引物和探针参照 d>_/

X> !&!&’&#%!# 推荐序列 )!(* "由上海生工生物工程
技术服务有限公司合成"具体见表 #’

表 #">XGS_#’ 鉴定用引物和探针序列
XCYV9#"OR<\9RUC:P ZRNY9BU9P LNR<P9:T<L<[CT<N: NL_#’ >XGSYK;OS3

引物名称 引物序列$(p5&p% 产物长度/YZ

_#’ 上游引物 D S8S84S88S48484444XX !&(

_#’ 下游引物 3 48S488SXXXX4X4XXSXSS44SXXX

_#’ 探针 O 3_a5SSSS8XX444XS44X4SX4XXXS4S8488XX845iEM

!-#-!-#";OS3反应体系及条件
;OS3扩增体系 #( !V&2#"%.<H<?’@X1$ # "%

!#-( !V"上(下游引物和探针$浓度均为 !% !\NV/J%

各 ! !V"274模板 ! !V"PPE#_0-( !V’
扩增条件&*, h预变性 &% U#*, h变性 ( U"

’% h退火(延伸 &% U",% 个循环"’% h收集荧光’
!-#-!-&"方法的特异性分析

将于 c+% h冰箱中冻存的 >XGS_#’mE!!(
#& 株其他血清型的大肠埃希菌以及副溶血性弧菌(
单核细胞增生李斯特菌(福氏志贺菌(金黄色葡萄
球菌(鼠伤寒沙门菌(肠炎沙门菌(阪崎克罗诺杆菌
等标准菌株接种于脑心浸液琼脂 $ YRC<: A9CRT
<:LBU<N: C=CR"iE4% $副溶血性弧菌的 7CSV含量为
&.%上"&+ h培养过夜"次日挑取单克隆再次接种
于 iE4上"&+ h培养过夜’ 分别取一定量第 # 次
iE4上传代的细菌于双蒸馏水中" !%% h 水煮
!% \<:(!# %%% R/\<: 离心 !% \<: 后吸取上清"即得
274模板’ 用针对 >XGS_#’ 设计的引物和探针"
分别以上述 274为模板进行 ;OS3扩增"以验证所
用引物及探针的特异性’
!-#-!-,"方法的敏感性分析

挑取 !-#-!-& 中 iE4上 二 次 传 代 的 >XGS
_#’mE!!单克隆接种于脑心浸液肉汤 $ YRC<: A9CRT
<:LBU<N: YRNTA"iEd%中"&+ h静置培养过夜"取!%% !V
过夜培养肉汤接种于 !% \ViEd中"&+ h(##% R/\<:
振荡培养 , A 至 _2值约为 !-% 时"用灭菌 Oi> 对该
培养液依次进行 !% 倍系列稀释$至 !% c0 %"取各稀释
度的稀释液 !%% !V涂布于 iE4平板上进行计数"另
取 !%% !V于灭菌GZZ9:PNRL管中"制备274模板并进
行 ;OS3检测"每个稀释度做& 个平行管’
!-#-#"人工污染样品的制备

将 !-#-!-& 中在 iE4上二次传代的 >XGS
_#’mE!!菌株接种于 iEd中"&+ h振荡培养过夜"对
菌液进行 !% 倍系列稀释$至含菌量达 !% c! [LB/\V%"

取各稀释度的菌悬液 ! \V接种到 #( =牛肉馅中"同

时用 ! \V的 Oi> 做空白对照#另取各稀释度的菌悬
液 !%% !V涂 布 于 iE4 平 板 进 行 计 数’ 结 果
显示"牛肉馅中微生物实际本底污染水平平均为
#-( o!%( [LB/=" 牛 肉 馅 中 人 工 污 染 的 >XGS
_#’mE!!实际最终浓度依次为 & o!% c!(& o!%%(
& o!%!(& o!%#(& o!%& [LB/#( ="满足试验要求’ 在
上述染菌的牛肉馅中加入 ##( \VGS肉汤$含新生
霉素 !’ \=/J%"0 %%% )!% %%% R/\<: 均质 ! )# \<:
后"&+ h静置培养(备用’ 上述试验重复两次’
!-#-&"人工污染牛肉馅样品中的 >XGS_#’mE!!
的 d1>5;OS3检测

在人工污染牛肉馅样品增菌分别培养 ’ 和 #% A

时"分别吸取各稀释度的增菌液 ! \V于 !-( \V灭菌
GZZ9:PNRL管中"每个稀释度做 # 个平行"同时加入
#% !V免疫磁珠"将 GZZ9:PNRL管插入 2K:CV1OS5> 架
上缓慢翻转 !% \<: 后插入磁板"继续翻转数分钟后
静止 & )( \<:"使得磁珠吸附在管壁上"吸出悬浮液
弃去#加入灭菌 %-%(. XQ99:#% 的 Oi> 重悬"重复上
述步骤 & 次#最后用 !%% !VOi> 反复吹吸重悬免疫磁
珠’ 每个稀释度 # 个平行管的其中一管用于 274模
板的制备"进行实时荧光定量 OS3检测’ 从另一管
中取 !% !V接种于 *% !VOi> 中"依次倍比稀释$共
& 个浓度梯度%"分别取 (% !V各稀释度的稀释液涂布
于山梨醇麦康凯$>14S%和 SE3_1C=CR>XGS显色
培养基上"每个稀释度做两个平行"&+ h静置培养过
夜’ 次日从每个平皿上挑取 ( )!% 个典型菌落接种
于 iE4琼脂上 &+ h培养 #, A 后"进行 _#’ 和 E!!
血清凝集"对能够产生凝集反应的菌落制备 274模
板"随后进行 ;OS3确认’
!-#-,"人工污染样品中的 >XGS_#’mE!! 的 ;OS3

方法直接检测
在人工污染样品增菌分别培养 ’ 和 #% A 时"分

别取 ! \V增菌液"! (%% o=离心 ! \<: 后"吸取上清
至另一个灭菌的 GZZ9:PNRL管中"!# %%% o=离心
!% \<:后弃上清"沉淀部分加入 !%% !VOi> 重悬"用
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于 274模板的制备"进行 ;OS3检测’ 同时取两个
培养点的增菌液进行平板分离"方法同 !-#-&’

#"结果
#-!";OS3方法的特异性和敏感性

特异性& ;OS3扩增结果表明"所有受试菌株
中"只有 >XGS_#’ mE!! 出现了 > 型扩增曲线"I8
值为 !’-+("检测结果为阳性"#& 株其他血清型的大
肠埃希菌以及其他不同种属的菌株均没有出现扩
增曲线"检测结果均为阴性$见图 !%’ 表明本研究
针对 >XGS_#’ mE!! 设计的引物及探针特异性高’

图 !">XGS_#’mE!! 中 FG<_#’基因的特异性扩增曲线

D<=BR9!">Z9[<L<[<TKNLFG<_#’=9:9NL>XGS_#’mE!! YK;OS3

敏感性&;OS3检测结果显示"各稀释度 >XGS
_#’mE!! 菌悬液 & 次平行 ;OS3检测结果基本一致
$见表 &%"说明所建检测 >XGS_#’mE!! 的 ;OS3方
法重复性好#用菌悬液浓度及 I8值作图汇制的标准
曲线的 ## j%-**#"扩增效率为 %-*(+"说明本试验
条件下引物和探针工作状态良好’ 当菌液浓度达
到或高于 ( o!%# [LB/\V时"均可检测到扩增曲线"
而当菌液浓度低于 ( o!%![LB/\V时"均无扩增曲线
$见图 #(表 & %’ 因此在本试验条件下" ;OS3对
>XGS_#’mE!!纯培养物的检测限为 ( o!%# [LB/\V’

注&从左至右浓度依次为 ( o!%0 )( o!%# [LB/\V

图 #"不同浓度 >XGS_#’mE!! ;OS3扩增图
D<=BR9#"DVBNR9U[9:[9=RCZA NLR9CV5T<\9OS3LNR>XGS

_#’mE!! CTP<LL9R9:TV9W9VU<: [9VVZNZBVCT<N:U

表 &"不同 >XGS_#’mE!! 菌液浓度及其对应的 I8值

XCYV9&">XGS_#’mE!! [9VV[N:[9:TRCT<N:U<: Oi>

C:P TA9[NRR9UZN:P<:=I8WCVB9

细菌浓度
/$[LB/\V%

I8值
I8! I8# I8&

I8均值

( "!%0 !0-*’ !*-,% !0-’+ !*-%!

( "!%+ #!-&! #%-0# #!-(* #!-#,

( "!%’ #,-(% #&-’# #,-+! #,-#+

( "!%( #+-’0 #+-,( #+-’, #+-(*

( "!%, &%-+( #*-’# &%-0! &%-&*

( "!%& &(-*! &(-,0 &(-*0 &(-+*

( "!%# &0-!0 &0-%* &+-*( &0-%+

( "!%! 72 72 72 72

( "!%% 72 72 72 72

注&72表示未检出

#-#"免疫磁珠富集人工污染样品中 >XGS_#’mE!!
的检测结果
#-#-!"d1>5;OS3的检测结果

研究结果显示"样品增菌培养 ’ A 时"初始污染
浓度在 !% c! )!%! [LB/#( =范围内的增菌液在本试
验条件下均未检测到荧光信号#而初始污染浓度在
!%# )!%& [LB/#( =范围内的增菌液分别在 I8值为
&(-!’ 和 &+-+0 时检测到较弱的荧光信号’ 增菌至
#% A 时"各污染浓度的样品增菌液均检测到荧光信
号"其中最低初始污染浓度$!% c! [LB/#( =%和最高
初始污染浓度$!%& [LB/#( =%的 I8值分别为 &+-0!

和 #’-%#’ 因此用 d1>5;OS3检测人工污染牛肉馅
中的 >XGS_#’mE!! 时"检测结果受菌体初始污染
浓度和增菌时间的影响"菌体初始污染度越高(增
菌时间越长"菌体检出的几率越大$见表 ,%’
#-#-#"d1> 平板分离结果

增菌培养 ’ A 时" 初始污染浓度在 !%! )
!%& [LB/#( =范 围 内 的 d1> 捕 获 物 在 >14S和
SE3_1C=CR>XGS培养基上均分离到目标菌#但是
两个较低污染浓度$!% c!和 !%% [LB/#( =%的 d1> 捕
获物在两种培养基上均没有分离到目标菌’ 增菌
培养 #% A 时"初始污染浓度为 !%# 和 !%& [LB/#( =的
d1> 捕获物在 >14S培养基上可以分离到目标菌#

而初始污染浓度在 !%% )!%& [LB/#( =范围内各增菌
液的 d1> 捕获物在 SE3_1C=CR>XGS培养基上均
可分离到目标菌落"可知增菌 #% A 时"SE3_1C=CR
>XGS培养基分离目标菌的能力是 >14S培养基的
!%% 倍’ 因此使用 SE3_1C=CR>XGS培养基分离
>XGS _#’ 较 >14S培 养 基 具 有 更 好 的 分 离
效果$见表 ,%’
#-#-&"d1>5;OS3检测与d1> 平板分离结果的比较

综合 #-#-! 和 #-#-# 所述"增菌 ’ A 时"人工污
染 >XGS_#’mE!! 牛肉馅的增菌液经免疫磁珠富集
后"初始污染浓度较高$!%# [LB/#( =以上%时";OS3
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""" 表 ,"不同方法检测人工污染 >XGS_#’mE!! 牛肉馅的增菌液中结果对比
XCYV9,"SN\ZCR<UN: NLTA9R9UBVTUNYTC<:9P LRN\=RNB:P Y99LCRT<L<[<CVVK[N:TC\<:CT9P Q<TA >XGS_#’mE!!

CTP<LL9R9:TV9W9VUP9T9[T9P YKP<LL9R9:T\9TANPU

添加的菌量
/$[LB/#( =%

增菌液免疫磁珠富集后 ;OS3检测和平板分离 增菌液直接 ;OS3检测和平板分离
;OS3 >14S SE3_1C=CR>XGS ;OS3 >14S SE3_1C=CR>XGS

’ A #% A ’ A #% A ’ A #% A ’ A #% A ’ A #% A ’ A #% A

!%& #C/#Y # /# #/# #/# #/# #/# %/# #/# #/# #/# #/# #/#

!%# # /# #/# #/# #/# #/# #/# %/# #/# #/# #/# #/# #/#

!%! % /# #/# #/# %/# #/# #/# %/# #/# %/# %/# #/# %/#

!%% % /# #/# %/# %/# %/# #/# %/# #/# %/# %/# %/# %/#

!% c! % /# #/# %/# %/# %/# %/# %/# #/# %/# %/# %/# %/#

空白 % /# %/# %/# %/# %/# %/# %/# %/# %/# %/# %/# %/#

注&C/Y"C代表阳性数"Y 代表试验次数

与选择培养基直接分离两种方法的检测限没有差
异#当初始浓度较低$!%! [LB/#( =%时"选择性平板
分离略优于 ;OS3"且 SE3_1C=CR>XGS选择培养
基优于 >14S培养基’ 增菌 #% A 时";OS3方法的
敏感性高于平板分离’
#-#-,"与人工污染样品中 >XGS_#’mE!! 的直接
检测结果的比较
#-#-,-!";OS3的检测结果

增菌培养 ’ A 后"增菌液不经 d1> 富集直接经
;OS3的检测结果显示"各初始污染浓度的样品增菌
液均未检测到荧光信号’ 增菌至 #% A 时"各初始污
染浓度的样品增菌液均检测到荧光信号"其中最低初
始污染浓度 $!% c! [LB/#( =%和最高初始污染浓度
$!%&[LB/#( =%样品增菌液的 I8值分别为 &0-,% 和
#+-0*"增菌 #% A 的检测结果明显优于 ’ A"但与经
d1> 富集后的 ;OS3检测结果相比"增菌 ’ A 后样品
直接 ;OS3检测灵敏度低于 d1>5;OS3$见表 ,%’
#-#-,-#"直接平板分离结果

增菌培养 ’ A 后"初始污染浓度为 !%# [LB/#( =
以上的各样品增菌液在 >14S培养基上可以分离到
目标菌株#而 SE3_1C=CR>XGS培养基对初始污染
浓度在 !%! [LB/#( =以上的各样品增菌液均可分离
到目标菌’ 增菌培养 #% A 时"两种选择性培养基仅
从初始污染浓度为 !%# [LB/#( =以上的样品增菌液
中分离到目标菌’ 因此当增菌 ’ A 时"选择性培养
基分离方法较 ;OS3方法的检测灵敏度高! %%% 倍’
而当增菌至 #% A 时";OS3的检测灵敏度是选择培养
基分离方法的 ! %%% 倍’ 与 d1> 富集后分析方法相
比"样品增菌后直接用 ;OS3和选择培养基分离目标
菌的灵敏度均低于免疫磁珠富集方法$见表 ,%’

&"讨论
大肠埃希菌的 _抗原在一定的序列上具有高

度的异源性 )!’* ’ _抗原脂多糖的基因主要负责编
码合成(转运异构酶及其他一些酶 )!’* ’ 尽管编码这
些特异蛋白的基因在功能上很相似"但是在序列上

可能具有多样性’ 其中主要负责跨膜转运和聚合 _
抗原的两个基因翻转酶基因 FG<和多聚酶基因 FG+
在每一种血清型中都是特异的 )!’* ’ 所以这两个基
因常常用于菌株血清学分子水平的特异鉴定’ 本
次试验基于 _#’ 抗原序列的 FG<基因设计引物和探
针"建立并优化了生肉制品中 >XGS_#’ 的快速检
测方法"所建方法特异(灵敏(准确(简便"可用于实
际检测中 >XGS_#’ 菌株的筛查’

食品中致病微生物的污染水平常常处于一个
很低水平"且食源性致病微生物在食品加工(运输
和储存过程中可能会受到一定程度的损伤"需要通
过前增菌和选择性增菌"使样品中的目标致病菌修
复并增殖到可检测水平 )!+* ’ 目前针对产志贺毒素
大肠埃希菌"往往前增菌和选择性增菌的效果会因
为背景菌数量过高及构成的复杂性而干扰目标菌
的分离’ 免疫磁珠分离技术可以大大提高产志贺
毒素大肠埃希菌的分离效率"已广泛应用于产志贺
毒素大肠埃希菌的分离 )*"!+* ’ 本次研究使用了针对
>XGS_#’ 的免疫磁珠联合 ;OS3方法"可在较短的
培养时间内对目标菌进行定量检测’ 该方法对于
食品中污染水平较高的 >XGS_#’"可以在’ )0 A 得
到结果#对于较低污染水平的 >XGS_#’"延长培养
时间到 #% A 可以得到满意的结果’ 这与近期发表
的文献结论一致 )!0* ’

食品中目标致病菌的检测常因基质中存在其
他微生物的干扰而降低灵敏度 )!+* ’ 本研究对不同
前处理方式的样品使用不同的选择性培养基进行
菌株分离培养’ 在较短增菌时间内"d1> 捕获物涂
布培养和增菌液直接培养检测没有太大的差异"且
涂布培养较 ;OS3更为敏感"可能在样品中的致病
菌污染浓度较低时"较短时间内基质中的目标菌尚
未增殖到 ;OS3检出限所需的水平"而背景菌也还
处于对数生长中期"对目标菌的干扰有限所致’ 延
长增菌时间"d1> 捕获涂布检出目标菌的能力大大
提高"是直接增菌液检测的 !%% 倍’ 这与随着增菌
时间的延长"样品中背景菌和目标菌都大量繁殖"
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免疫磁珠可以特异性捕获目标菌而提高其检出
率)!0*有关’ 此外"与 >XGS_!(+ 不同的是"非 >XGS
_!(+菌株可以发酵山梨醇"在 >14S培养基上与其
他大多大肠埃希菌一样呈现粉红色菌落"难以和其
他大肠埃希菌区别"因此在 >14S上较难辨识到目
的菌落"在一定程度上造成漏检 )!** ’ 已有文献报
道"d1> 捕获可以富集分离过夜培养中极低浓度的
>XGS_!(+mE+菌株 )!0* ’ 笔者也做过同样的试验"
当初始浓度为 ! [LB/#( =时"运用 d1> 可以分离到
目标菌’ 但是在本次试验中"从较低染菌浓度
$%-& )%-( [LB/#( =%的样品中未分离到目标菌"可
能与使用的新生霉素抗生素浓度较分离 >XGS_!(+
少$ >XGS非5_!(+ 为 !’ \=/\V">XGS_!(+mE+ 为
#% \=/\V%(基质中脂肪含量较大干扰目标菌的分
离有关’ 由于产志贺毒素大肠埃希菌耐酸"在 d1>
捕获后"若降低溶液的 ZE值$如加入 ZEj# 的处理
液%则可以大大降低背景菌株的干扰 )#%* "这也是后
续在实际工作中可以进一步完善的地方’

按照国标进行产志贺毒素大肠埃希菌的检测"
全过程至少需要 , )+ P)!** ’ 而 d1>5;OS3方法检
测 >XGS血清型 _#’ 仅需要 #% A"大大缩短了检测
周期"可以对生肉制品中 >XGS_#’ 菌的污染进行
早期预警"对于受 >XGS_#’ 污染的食品及时采取
控制措施’
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