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摘要：食源性病原体性质多样，这些病原体通过各种媒介进入食物，已成为威胁人群健康的重要公共卫生问题。食源性病原

体的快速和特异性鉴定不仅对食品生产者而且对消费者以及食品安全行政主管部门都很重要。细菌污染造成的食物中毒

严重危害着人们的健康，其中大肠杆菌 O157:H7 是一种病死率高的肠道传染病。为此，该文就大肠杆菌 O157∶H7 的传统分

离鉴定法、分子生物学法和免疫学法等检测方法研究进展作一综述。
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Abstract：Food-borne pathogens are diverse in nature and these pathogens enter food through a variety of media and have become

an important public health problem that threatens the health of the population. The rapid and specific identification of food -borne

pathogens is important for not only food producers but also consumers as well as food safety authorities. Food poisoning caused by

bacterial contamination seriously endangers people's health， including Escherichia coli O157:H7 is an intestinal infectious

disease with high mortality rate. Therefore， the paper summarizes the detection methods of Escherichia coli O157: H7， such as

traditional separation and identification method， molecular biology method and immunological method.
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大肠杆菌 O157∶H7 是大肠杆菌的一种特殊血清

型，这种血清又叫“肠出血性大肠杆菌”。大肠杆菌

O157∶H7 是两端钝圆的革兰氏阴性菌，周身鞭毛，能运

动，最适的生长温度为 37 ℃，44～45 ℃时生长不良。
E.coliO157 ∶H7 对 热 敏 感 ，在 60 ℃ 30 min 或 75 ℃
1 min，可被杀死[1]。它是一种动物源性传染病，其宿主

主要是牛[2]。此外 TALLEY 等[3]的研究结果表明，家蝇可

以携带大肠杆菌 O157∶H7，污染菠菜和生菜。另外一些

pH 值较低的食物如牛肉、牛奶和面食等也成为大肠杆

菌 O157∶H7 感染的来源。牛的肠道是大肠杆菌 O157∶H7
的主要寄居地，大肠杆菌 O157∶H7 在牛粪中会瞬间繁

殖[4]。大肠杆菌 O157∶H7 的感染剂量很低，每克感染载

体含 10 个活菌即可致病[5]。其致病机理主要是粘附和

产毒，病菌进入宿主肠道后与上皮细胞结合破坏其绒

毛，目前普遍认为这种损伤作用与肠上皮细胞纤毛清

除素（eae）基因有关[2]。据 WHO 统计，在 2004 年，欧洲

联盟（17 个成员国）和挪威经实验室确认的病例数为每

10万人口 1.3 例，而美国同年的发病率为每 10 万人

0.9例。在 2001 年，新西兰报告的发病率为每 10 万人

2 例，澳大利亚的发病率为每 10 万人 0.2 例。肠出血性

大肠杆菌 （EHEC）[溶血性尿毒症 （hacmolutic uraemic
syndrome，HUS）] 的发生频率在阿根廷最高，在 6~48
个月儿童中的估计值约为每 10 万儿童 22 例 HUS。虽

然世界其它地方，包括若干非洲国家，也报告发生

EHEC 感染，但并不总能收集或方便地获取具体的发

病率数据。EHEC 感染及相关疾病可在任何年龄组发

生，但这种疾病似乎最常见于幼儿。例如，日本报道的

EHEC 患病年龄中值为 8 岁。2011 年美国俄勒冈州共
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有 15 人因食用草莓而感染大肠杆菌 O157∶H7，6 名患

者住院，其中 4 名患者发展为 HUS，2 名病人因 HUS 死

亡[6]。2016 年美国 9 个州共有 13 人因食用特定面粉制成

的披萨和面包而感染大肠杆菌 O157∶H7，8 名患者住院，

其中 2 名患者发展为 HUS[7]。1987 年，我国首次分离出

该菌之后，十多个省份相继报道了关于大肠杆菌 O157∶
H7 感染的情况。2005 年郑州市内发现 3 例大肠杆菌

O157∶H7 的感染病例[8]。因此，建立大肠杆菌 O157∶H7 快

速诊断的检测方法尤为重要。为此，本文就大肠杆菌

O157∶H7 的传统分离鉴定法、分子生物学法和免疫学法

等检测方法研究进展综述如下。

1 大肠杆菌 O157∶H7 检测方法

大肠杆菌 O157∶H7 的研究方法有传统分离鉴定

法、分子生物学法和免疫学法，根据同种研究方法的相

似原理，搭建不同的检测平台，来构建致病菌的多种检

测手段。
1.1 传统分离鉴定法 传统分离鉴定法需要通过液体

培养基培养提前增菌 10～20 h，然后将其定量涂布到培

养皿上，37 ℃培养 18~24 h。利用绝大多数大肠杆菌

O157∶H7 菌株不发酵山梨醇的特性，可以在山梨醇麦康

凯琼脂（SMAC）培养基上进行初步分离，培养的大肠杆

菌 O157∶H7 菌落呈无色半透明。但有其他血清型的大肠

杆菌 O157 和革兰氏阴性菌如变形菌等也不发酵山梨

醇。因此金鑫等[9]在 SMAC 中加入 0.05 mg/L 的头孢克肟

和 0.5%的鼠李糖，可以减少 60%变形杆菌和其他细菌生

长形成的无色菌落。王静等[10]通过优化实验得到 CTV-
MUG-RSMAC 培养基，发现该培养基可以用于分离大肠

杆菌 O157∶H7，方法可靠且灵敏度高。此外，将大肠杆菌

O157∶H7 培养在科玛嘉显色培养基上，菌落呈紫红色而

其他型号大肠杆菌呈蓝色，其他类别的细菌则呈无色或

被抑制生长。因此传统分离鉴定法可根据大肠杆菌

O157∶H7 在培养基表面形成的颜色来进行区分。
1.2 分子生物学检测方法

1.2.1 聚合酶链式反应（PCR）技术 RCR 是用于扩增

特定的 DNA 片段的一种分子生物学技术：在 DNA 模

板、引物和 4 种 dNTP 和反应缓冲液的存在下，首先

DNA 高温变性成单链，然后低温退火，引物与单链按照

碱基互补配对结合，最后在 DNA 聚合酶的作用下，引

物沿着 5'-3' 的方向合成互补链，再经过适温延伸，最

终形成一条新的 DNA 互补链[11]。MENG 等[12]根据 eae3'
和 5' 端的序列设计不同引物，用煮沸法和基因释放法

制备模板，检测限分别为 25 和 38 CFU/ml，检测时间为

3 h。该方法具有省时，易操作，高灵敏度和半自动化，

同时扩增多个样品的优点。HASAN 等[13]利用 PCR 检测

大肠杆菌 O157∶H7 中志贺样毒素 1（shiga－like toxin1，

stx1），stx2 和 eaeA 毒力基因，采用 DNA 提取试剂盒提

取 DNA，用分光光度计检验 DNA 浓度和纯度，3 种基

因均使用 25 ul 的 PCR 扩增体系，通过 2％琼脂糖凝胶

电泳分析扩增产物。分离的 18 株大肠杆菌 O157∶H7 的

PCR 结果显示，stx1 的百分比高于 stx2。eaeA 是粘附和

清除活动的必要基因，研究者发现携带 eaeA 基因和产

志贺毒素的大肠埃希菌之间有着强烈的联系，更能引

起严重的人类疾病。
1.2.2 基因芯片技术 基因芯片技术是近年来人类基

因组及分子生物学技术的迅速发展，使许多动植物和

微生物的基因序列得以测定，因此对基因大数据进行

快速筛选并探究众多基因的不同生命功能，具有一定

的研究价值。其原理是将多个 DNA 探针分子固定在固

相芯片上与样品中目的片段进行杂交，通过杂交信号

强度，来分析有无目的分子及其数量和序列。优点是可

以对多基因同时检测，具有高效、快速、微型化和自动

化等特点。缺点是多个分子之间存在交叉反应，不能区

分活菌和死菌，因此存在假阳性可能[2]。徐晓静等[14]选

择大肠杆菌 O157∶H7 志贺样毒素基因 β-葡糖醛酸糖

苷酶基因 （uidA）和 stx1、stx2 设计探针和引物，其中

uidA 引物间序列包含+ 93 位突变位点，是区别于其他

产肠道菌的特异性基因。反向引物序列用荧光素 Cy3
在 5' 端标记，与探针的核苷酸序列互补，并在 3' 端用

氨基修饰。通过优化 PCR 和杂交反应条件，分别进行

三重 PCR 扩增，检测时间为 4~6 h。
1.2.3 噬菌体检测技术 噬菌体作为病毒的一种，能

引起宿主菌的裂解，可视为一种"捕食"细菌的生物，对

宿主菌具有特异性。基于宿主菌与噬菌体的特异性关

系，开发的噬菌体检测技术，具有简单快速、特异性高、
灵敏性好的优点。ZHANG 等[15]将大肠杆菌 O157∶H7 噬

菌体 Phi V10 用纳米荧光素酶（Nluc）修饰，一旦被 Phi
V10 噬菌体感染，加入荧光素（Nano-Glo）的大肠杆菌

O157 ∶H7 产 生 强 烈 的 生 物 发 光 信 号。使 用 浓 度 为

1.76 x102PFU/ml 的噬菌体检测 LB 肉汤中的大肠杆菌

O157∶H7，能够在 7h 内大约检测出 5 CFU/ml。因此用

纳米荧光素酶修饰的噬菌体来检测食源性疾病具有广

阔的应用前景。
1.2.4 生物传感器技术 生物传感器技术是模拟生物

功能的一种快速识别系统，由分子识别部分 （包括抗

体、抗原、细胞和核酸等生物活性物质）、转换部分（如

光敏管、氧电极和压电晶体等）及信号放大装置构成的

分析系统组成。生物传感器利用浓度转换为电信号的
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原理给实际检测工作提供了一个新的思路和方向，具

有快速、可视化及结构小巧等优点 [16]。GUO 等 [17]基于

DNA 杂交链式反应和通过酶联免疫吸附测定（ELISA）

的生物素-链霉亲和素信号放大检测大肠杆菌O157∶H7。
将抗大肠杆菌 O157∶H7 的多克隆抗体（pAb）包被在

ELISA 孔中，并将抗大肠杆菌 O157∶H7 的单克隆抗

体（mAb）和起始链 DNA1 标记在金纳米颗粒上，在大

肠 杆 菌 O157 ∶H7 的 环 境 中 ，形 成 pAb -大 肠 杆 菌

O157∶H7-mAb-AuNP-DNA1 夹心免疫复合物。两种类

型生物素化发卡随后加入到 ELISA 孔中，通过 DNA 杂

交链式反应，形成含有丰富生物素的带切口的双链

DNA。通过辣根过氧化物酶-链霉亲和素和底物的显色液

反应来检测。在纯培养基中检测线为 1.08×102 CFU/ml。
WANG 等[18]构建了基于钙离子信号的 B 细胞生物传感

器，运用 B 细胞对大肠杆菌 O157∶H7 的特异性识别，

进而介导 B 细胞内一系列信号通路的开启，导致胞质

内钙离子浓度的升高，用胞内装载的化学钙离子指

示剂 Fura-2 与钙离子结合前后的荧光比率来间接反

应大肠杆菌 O157:H7 的浓度。该生物传感器可以在

10 min 内 检 测 纯 培 养 物 和 牛 肉 样 品 中 大 肠 杆 菌

O157∶H7，检测线达 102 CFU/ml。WU 等[19]成功构建一

种快速比色检测大肠杆菌 O157∶H7 的适体生物传感

器。将聚丁二炔纳米囊泡作为生物传感器信号输出元

件，通过活化聚丁二炔囊泡表面游离的羧基，并与截短

的针对大肠杆菌 O157∶H7 的氨基修饰的脂多糖的适

配体结合，进而完成生物传感器的组装。在大肠杆菌

O157∶H7 的环境中，聚丁二炔纳米囊泡上修饰的寡核

苷酸序列发生折叠，进一步识别并结合大肠杆菌

O157∶H7，引起聚丁二炔的结构变化，导致整个体系

从蓝色变为红色。这种检测方法具有可视化、定性定

量、稳定性好、节省时间及检测成本低等优点，是疾病

大范围传播的重要检测手段。
1.3 免疫学检测方法

1.3.1 免疫胶体金试纸检测法 免疫胶体金层析技术

以硝酸纤维素膜为载体，以胶体金作为标记物，样品滴

加至微膜孔后，在毛细管作用下，通过抗原抗体特异性

结合，利用胶体金颜色反应，达到检测抗原或抗体的免

疫标记技术[20]。该方法以其检测快速、检测成本低、灵
敏度高、适合现场检测等优点在检测领域中快速发展，

但易出现假阳性结果。陈明慧[21]用改良的麦康凯肉汤

培养基，优化添加剂浓度为 0.1 mg/L 的噻孢霉素和

5 mg/L 的亚碲酸钾，来防止假阳性反应的发生。同时还

建立了信号放大的免疫层析试纸条，T 线包被兔抗大

肠杆菌 O157∶H7 多抗，C 线包被抗鼠二抗。用胶体金

标记的大肠杆菌 O157∶H7 单抗、另一胶体金标记的

抗鼠二抗同样品在酶标孔里孵育，加入试纸条后，T 检

测线有两种胶体金，起到信号增强作用。检测线为

1.14×103 CFU/ml，有效地提高了大肠杆菌 O157∶H7
的检测灵敏度。
1.3.2 免疫荧光法 免疫荧光法是一种用荧光物质标

记抗原或抗体来进行相应抗体或抗原定位的技术。
BALAKRISHNAN 等 [22]利用免疫球蛋白（Ig）结合蛋白

A，作为磁珠和抗体（Ab）的连接分子，将蛋白 A 涂覆在

磁珠表面作为检测平台，这些蛋白特异性地与 Ab 结

合。Ab 固定化程序通过使用异硫氰酸荧光素（FITC）标

记，并在显微镜下证实。大肠杆菌 O157∶H7 细胞用四

甲基罗丹明（TRITC）荧光染料标记。TRITC 标记的细菌

被固定在蛋白 A 磁珠上的抗体（Ab）所捕获。免疫复合

物的形成由显微镜下的荧光证实，在荧光分光光度计

中记录捕获的细菌的荧光，显示的荧光值与捕获在免

疫珠上的细菌数量成正比。通过该方法检测的最小细

菌浓度为（1.2±0.06）×103 CFU/ml。DEMIRKOL 等[23]利用

在多聚赖氨酸包被的 96 孔酶标板上修饰巯基化的适

配体作为捕获平台，与修饰氨基化适配体的量子点构

成夹心免疫来检测大肠杆菌 O157∶H7，利用荧光分光

光度计检测，检测线达 102 CFU/ml，方法简易且灵敏度

高。量子点作为一种无机荧光染料，广泛用于食源性致

病菌、肿瘤标记物、太阳能电池等，具有高的荧光量子

产率和寿命长等特殊性质，是一种比荧光染料分子更

理想的生物探针。
1.3.3 电化学免疫传感器检测法 电化学免疫传传感

器检测法是将特异性免疫反应与高灵敏的电化学传感

技术相结合的新型检测方法，具有省时、特异性好、稳
定性高等优点[24]。GUO 等[25]通过磺化石墨烯（GR），并进

一步用聚 3，4-乙烯二氧噻吩 （PEDOT） 及纳米 金

（AuNPs）对 石 墨 烯 表 面 进 行 功 能 化 修 饰 ，制 备 了

SG-PEDOT-AuNPs 复合物，并将特异性抗体绑定至复

合物后，共同修饰到玻碳电极表面。该电化学免疫传感

器不仅能增加电子传递效率，还能增加生物分子的固

定效率。电极在大肠杆菌 O157∶H7 环境中孵育，辣根过

氧化物酶（HRP）标记的抗体被拉至电极表面，形成一

个夹心结构，在 H2O2 的检测底液中，会形成明显的电

化学信号，通过强烈的电流峰，来实现对大肠杆菌

O157∶H7 的定量，检测线达 3.4×101 CFU/ ml。HASSAN
等[26]将抗大肠杆菌 O157-磁珠复合体作为捕获平台，与

金纳米颗粒修饰的二抗构成夹心结构，利用金纳米颗

粒氢析反应的电化学性能，在丝网印刷碳电极（SPCE）
上形成的计时电流来检测。该方法在碎牛肉和水样品
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检测线达 457 CFU/ml 和 309 CFU/ml，检测时间 70～80
min，具有高灵敏度和特异性。

2 结 语

食品安全事件发生在各国地区，其中食源性致病

菌所引起的食品安全事件所占比例较大，食源性疾病

与食品污染成为不断扩大的世界性公共卫生问题，大

肠杆菌 O157∶H7 则是众多食源性致病菌中最为典型，

对人类影响最为严重的一种细菌。如何快速检测食源

性大肠杆菌 O157∶H7 已成为食品安全问题的关键。目

前检测样品的前处理程序具有复杂、成本高和技术普

及困难等缺陷。因此建立快速和准确的检测方法来提

高检测的灵敏度和准确性尤为重要。本文通过对比不

同检测技术，可以发现不同检测方法有不同的优点和

不足。传统分离鉴定法耗时长，操作繁琐，但具有“金标

准”的检测权威。分子生物学法如生物传感器及基因芯

片技术，具有快速和灵敏度高的优点，但昂贵的检测费

用常难以普及。免疫学检测如免疫荧光及免疫胶体金

技术，具有检测成本低、灵敏度高和检测迅速的优点，

但易出现假阳性和假阴性结果。近年来不断发展的环

介导等温扩增技术，具有操作简单、灵敏度高和特异性

好等优点，但其引物设计复杂，需要科研人员的不断探

索来完成。新兴光学检测将常规检测方法与光学检测

相结合，如 ATP 生物荧光检测法，依靠生物体内天然的

酶促化学反应产生的能量而发光，具有检测快速和可

视化等优点[27]。因此随着科技的不断发展，未来有很长

的路值得我们去不断探索，去研发更快速、简便、特异

性好和灵敏度高的食源性致病菌检测技术，来应对突

发性食品安全公共事件，从而保障食品安全及公共卫

生健康。
作者声明 本文无实际或潜在的利益冲突
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