
现代食品科技                                           Modern Food Science and Technology	                                               2026, Vol.42, No.6

 432 

食源性致病菌快速检测技术研究进展
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摘要：食源性致病菌是引起食品安全事件最重要的因素，严重制约食品工业的高质量发展，开发高灵敏度、低成本、

强特异性的快速检测方法对保障食品安全，促进食品工业发展具有重要意义。传统检测方法存在灵敏度低、耗时长、操作

繁琐、特异性差等局限性。该文综述了近年来食源性致病菌检测领域取得的最新研究进展，重点阐述了免疫检测技术、分

子生物学检测技术以及生物传感器检测的最新研究成果。以及与多种技术相结合构建新型快速检测方法，并在食源性致病

菌检测中的应用情况。随着科学技术的进步，未来食源性致病菌快速检测方法将基于多学科交叉融合技术，实现致病菌的

便捷化、智能化快速检测，以期为食品安全管理和公众健康提供更有效的检测手段和保障措施。
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Abstract: Foodborne pathogens are among the most significant contributors to food safety incidents, severely hindering 

the sustainable development of the food industry. Developing rapid detection methods with high sensitivity, low cost, and strong 

specificity is crucial for ensuring food safety and advancing the food industry. Conventional detection methods are limited by low 

sensitivity, prolonged analysis time, complex procedures, and inadequate specificity. This review summarizes the latest research 

advances in foodborne pathogen detection in recent years, focusing on immunoassay techniques, molecular biological detection 

technologies, and biosensor-based detection. It also discusses the integration of various technologies to develop novel rapid 

detection methods and their applications in foodborne pathogen detection. Advances in science and technology will enable future 

rapid detection methods to leverage multidisciplinary integration, facilitating convenient and intelligent pathogen monitoring. 

These advancements should yield effective detection tools and preventive strategies for food safety management and public health 

protection.
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食品安全问题是现代社会的关注焦点，它不仅

影响消费者的健康和生活质量，还导致严重的经济

损失，甚至影响国家形象和国际关系。食源性致病菌

是引发食源性疾病的最重要因素，对全球公共卫生安

全构成重大威胁。据世界卫生组织统计，每年全球约

有 10% 的人因食用受致病菌污染的食物感染食源性

疾病 [1] 。常见的食源性致病菌主要有致病性大肠杆菌
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随着生物学技术、生物化学技术以及材料学等领

域的蓬勃发展，新的食源性致病菌检测技术不断呈现，

如等温核酸扩增 - 微流控检测技术 [11] 、基于 CRISPR/
Cas 12a 的荧光生物传感器 [12] 和纸基生物传感器 [13] 等。

噬菌体由于其特异性强、成本低、灵敏度高等特点，

已经作为食源性致病菌的特异性识别靶点成为检测领

域研究的新热点 [14] 。此外，便携式和便于现场使用的

生物传感器等快速检测系统在食品安全基层检验方面

也显示出巨大的潜力 [15,16] 。

1  免疫检测技术

免疫检测方法具有高灵敏度和特异性的优点，

已成为重要的技术手段。免疫检测技术最初主要是

酶联免疫检测  [17,18] 。随着检测技术的发展，多种检

测技术的结合如免疫 - 分子检测  [19,20] 、新型免疫荧

光检测、免疫层析检测  [21,22] 、纳米抗体检测等在食

源性致病菌安全防控中发挥着重要作用，具体原理

的示意图（图 1）。

（Pathogenic Escherichia coli）、沙门菌（Salmonella）、
单核细胞增生李斯特氏菌（Listeria monocytogenes）和

金黄色葡萄球菌（Staphylococcus aureus）等 [2-4] ，它们大

多数会通过污染食品原料或相关制品等引发人群食物中

毒，从而对食品安全和公众健康造成严重危害 [5-7] 。

传统的食源性致病菌检测方法主要依赖基于生化

鉴定的国标法和核酸检测的分子生物学方法。国标法

基于细菌的可培养性，操作繁琐，但难以检测出亚致

死和活的不可培养（Viable But Non-culturable, VBNC）
状态的致病菌，而 VBNC 状态的细菌在一定条件下仍

能恢复活性 [8] ，导致食物中毒的发生。传统的分子生

物学方法一般是利用常规多聚酶链式反应（PCR）检

测技术来进行检测，然而 PCR 检测技术虽然具有高灵

敏度以及高特异性，但同样无法区分食源性致病菌的

存在状态。这些方法虽然在食源性致病菌检测中效果

显著，但通常需要投入大量时间和精力，以及丰富的

资源（如液体和固体培养基、化学试剂等），并且数据

收集过程也十分繁琐和耗时 [9,10] 。

图 1 免疫检测技术原理示意图 

Fig. 1 Schematic diagram of the principle of the immunodetection technology

1.1 免疫磁珠分离技术

免疫磁珠分离技术将抗体与磁珠相结合，在磁

场的作用下，可以迅速的将与目标致病菌结合的免

疫磁珠分离出来，以此实现样品的分离和富集，适用

于食品中痕量病原体的检测 [23-25] ，同时可以利用特异

性抗体与微生物抗原间的亲和作用来实现特定微生

物的快速检测 [26] 。Zhang 等 [27] 开发了一种免疫磁珠分

离 - 对流 PCR（IMBS-CPCR）技术，解决了水产品

中四种常见弧菌现场快速检测的问题，实现了高捕

获率和低非目标菌捕获率的双重结果，该技术检测
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限低至 10 CFU/mL，但需要复杂的专业设备和知识。

Li 等 [28] 研发出了一种基于磁珠靶向富集和滚环扩增

（Rolling Circle Amplification, RCA）的可用于检测金

黄色葡萄球菌视觉检测方法。该方法利用 SELEX 技

术筛选新的适体，采用双重适体识别来提高特异性，

并结合磁珠靶富集和 RCA 策略来提高灵敏度，实现

了对于金黄色葡萄球菌的可视化检测，检测限低至

10 CFU/mL，该技术较为复杂，需要特定的设备和试

剂，可能不适合资源有限的检测环境。Fan 等 [29] 设计

出一种结合免疫磁珠分离（IMS）和多重实时 PCR 的

技术，实现了肉类中沙门氏菌、单核细胞增生李斯特

菌和大肠杆菌 O157:H7 的快速准确检测，检测限分别

降至 12、33 和 11 CFU/25 g，该类技术在设计引物时

要尽量避免不同引物间的干扰。

1.2 新型纳米抗体检测

纳米抗体是一种新兴的抗体形式，ELISA 技术

与纳米抗体之间的结合能够显著提高检测的灵敏度

和准确性 [30] 。Zhang 等 [31] 提出了基于噬菌体展示纳

米抗体的双纳米体夹心化学发光酶免疫分析法（Ph-
ELCISA），用于奶粉中阪崎克罗诺杆菌的快速高灵敏检

测。该方法通过噬菌体展示技术筛选出高亲和力、高

稳定性的纳米抗体，解决了传统免疫分析中抗体成本

高、亲和力低的问题，但是纳米抗体的制备和化学发

光检测设备可能较为复杂和昂贵。Dhehibi 等 [32] 研究了

一种基于纳米抗体的磁荧光免疫分析方法，可以高特

异性地识别致病性大肠杆菌 F17 阳性菌株。该方法利

用筛选后的特异性纳米抗体 Nb1 和 Nb4 结合磁珠和辣

根过氧化物酶，实现了对目标细菌的高效捕获和检测，

该方法的检测限可达 1.8 CFU/mL。Bai 等 [33] 建立了基

于纳米抗体的免疫磁分离平台，采用表位为基础的筛

选策略，通过将纳米抗体与磁性纳米颗粒偶联，实现

对目标细菌的高效捕获与富集，结合双纳米抗体夹心

酶联免疫吸附测定（ELISA）进行检测，该方法检测

限为 3.2×103 CFU/mL，可在 4 h 内从食品样品中检测

到 1 CFU 的沙门菌肠炎亚种，显著缩短了富集培养时

间，有效避免了基质干扰。Wang 等 [34] 构建了基于噬

菌体展示纳米抗体的比色生物传感器，该方法通过构

建噬菌体展示纳米抗体库筛选出高亲和力和特异性的

纳米抗体，并将纳米抗体展示在噬菌体表面，通过纳

米抗体与目标细菌特异性结合，阻止金纳米颗粒的聚

集，从而实现颜色变化。该方法可在 100 min 内完成

检测，肉眼检测限为 104 CFU/mL，且对其他细菌无交

叉反应。Shi 等 [35] 开发了一种基于 foxA 基因的 IMBs-
qPCR检测方法。该方法通过将抗体与免疫磁性珠结合，

捕获食品样品中的小肠结肠炎耶尔森氏菌，然后利用

qPCR 进行定量分析，该方法在人工污染的牛奶和猪

肉样品中的检测限为 64 CFU/mL。

1.3 荧光免疫新型检测法

Cheng 等 [36] 提出一种新的荧光免疫法，采用一种

双识别策略，通过结合万古霉素和抗体来识别细菌，

然后监测量子点的荧光信号变化进行检测。该方法可

以同时检测多种食源性致病菌，对金黄色葡萄球菌、

蜡样芽孢杆菌和单核细胞增生李斯特菌的低检测限分

别为每孔 18、3 和 36 CFU，该类技术中成本相对较

高，双识别元件的比例和荧光信号条件需要不断优化。

Hormsombut 等 [37] 开发了基于介孔二氧化硅纳米粒子

增强的微阵列技术，采用荧光免疫分析法解决了多重

食源性病原体高灵敏度同步检测的问题。该方法将荧

光素掺杂的介孔二氧化硅纳米粒子与链霉亲和素和检

测抗体结合，形成荧光素掺杂的介孔二氧化硅纳米粒

子 - 链霉亲和素 - 抗体复合物，利用抗体 - 适配体阵

列实现病原体检测。该方法在缓冲溶液和食品样品中

检测限低至 102 CFU/mL，该技术需要配套微阵列扫描

仪，可能不适合基层现场应用。Dou 等 [38] 开发了一种

新的纳米荧光夹心免疫吸附测定法（nano-FSIA）。该

方法通过将抗体固定在 96 孔微板上，结合大粒径荧光

微球和单克隆抗体作为荧光探针，实现对沙门菌的定

量分析。在磷酸盐缓冲盐水（PBS）和牛奶中，该方

法的检测限分别为 234 CFU/mL 和 346 CFU/mL，该技

术仅仅针对单一病原体，且检测限较高。

1.4 新型侧向层析测定技术

免疫层析技术与 ELISA 结合后，在食源性致病

菌的现场快速检测中显示出高效、便捷的特点，在检

测食源性致病菌比如大肠杆菌 O157:H7 [39] 、副溶血性

弧菌 [40] 、金黄色葡萄球菌 [41] 、单核细胞增生李斯特

菌 [42] 和沙门菌 [43] 等多种食源性致病菌中得到了广泛应

用。Pan 等 [44] 开发了一种新型侧向层析检测方法。该

方法利用噬菌体尾纤维蛋白（TFP）和三功能纳米酶

探针，通过模拟噬菌体与细菌之间的相互作用，解决

了李斯特菌快速高灵敏度检测的问题，噬菌体尾纤维

蛋白具有严格的特异性，目标细菌的覆盖面较窄。在

免疫测定中的标志物金纳米粒子可以与抗体结合来实

现对小分子的检测和信号放大，实现了致病菌的高灵

敏检测 [45] 。金纳米粒子的应用在侧流测定法（LFA）

检测中不仅提高了检测的灵敏度，还降低了使用成本，

使得 LFA 成为一种方便携带、成本低廉且检测快速的

检测工具 [46] 。由于金纳米粒子在提高检测灵敏度和特
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异性上起到了重要作用，这些方法常常被用于医疗保

健领域中病原性病毒和细菌的检测 [47] 。Cao 等 [48] 提出

了一种基于生物素化的侧流测定法（LFA）。该方法

通过磺基 -NHS- 生物素非特异性标记细菌表面的脂蛋

白，利用生物素与链霉亲和素的强结合力，将细菌固

定在试纸条的测试线上，随后利用免疫层析法进行检

测，解决了传统 LFA 无法检测总细菌的问题，实现

了总细菌和病原性细菌的同时检测，还可以通过金纳

米粒子的显色反应来实现半定量检测。Shang 等 [49] 基

于链置换环介导的等温扩增技术开发了一种新的量子

点纳米珠标记的侧向流免疫层析试纸条（QBs-labelled 
LFIAS），可以用于快速灵敏地检测鼠伤寒沙门菌。该

方法利用 QBs 的高灵敏度和 SD-LAMP 的高特异性，

实现了沙门菌的定量检测，检测限低至 10-1 CFU/mL，
线性检测范围为 102~107 CFU/mL，但是该技术流程复

杂，需整合核酸提取、等温扩增、侧向层析多步骤，

耗时较长，且需要荧光读取仪，不适用于现场检测。

表 1 对于文中提到的免疫检测相关新技术的不同

指标进行了总结对比。由此可以看出，新型纳米抗体

检测和荧光免疫新型检测法灵敏度更高，可低至单个

CFU/mL 级。虽然所有技术普遍强调高特异性，但纳

米抗体检测的特异性相对更强。而荧光免疫新型检测

方法可以实现同时检测多种致病菌，这在实际应用中

可以大大提高工作效率。文中提到的新型侧向层析测

定技术因其方便、快速则更适用于现场检测。免疫磁

珠分离技术和新型纳米抗体检测成本较高，而荧光免

疫新型检测法和新型侧向层析测定技术在成本和便捷

性上有更好的平衡。总之，每种技术都有其独特优势，

但也有一定的缺点，我们可以将之融合起来取其精华

去其糟粕从而创造出更为先进的技术。

表 1  免疫层析技术总结

Table 1 Summary of Immunochromatographic Technology

技术类型 方法 / 原理 输出信号 检出限 目标菌 参考文献

免疫磁珠分离 抗体 - 磁珠结合 + 对流 PCR PCR 荧光信号 10 CFU/mL 四种常见弧菌  [27] 

磁珠富集 -RCA 磁珠靶向富集 + 滚环扩增
可视化

颜色变化（可视化） 10 CFU/mL 金黄色葡萄球菌  [28] 

免疫磁珠 -PCR 免疫磁珠分离 + 多重实时 PCR 荧光信号 12~33 CFU/25g 沙门菌、李斯特菌、
大肠杆菌 O157:H7  [29] 

纳米抗体化学发光
双纳米体夹心 + 化学发光酶

免疫分析
化学发光信号 阪崎克罗诺杆菌  [31] 

纳米抗体磁荧光
纳米抗体 + 磁珠 + 辣根过氧

化物酶
荧光信号 1.8 CFU/mL 致病性大肠杆菌 F17  [32] 

纳米抗体免疫磁分离
纳米抗体 -磁珠富集 + 双抗体

夹心 ELISA 酶联显色信号 3.2×103 CFU/mL 沙门菌肠炎亚种  [33] 

噬菌体纳米抗体比色
纳米抗体 -噬菌体结合 + 金纳

米颗粒聚集抑制
颜色变化（可视化） 104 CFU/mL  [34] 

荧光免疫双识别
万古霉素 + 抗体双识别 + 量子

点荧光
荧光信号 3~36 CFU/ 孔 金葡菌、蜡样芽孢杆菌、

李斯特菌
 [36] 

介孔二氧化硅微阵列
介孔二氧化硅纳米粒子 + 荧光

免疫分析
荧光信号 102 CFU/mL 多重食源性病原体  [37] 

纳米荧光夹心免疫 荧光微球 + 单克隆抗体夹心 荧光信号 234~346 CFU/mL 沙门菌  [38] 

噬菌体尾纤维层析
噬菌体尾纤维蛋白 + 纳米

酶探针
金纳米粒子显色 李斯特菌  [44] 

生物素化侧流测定
生物素 -链霉亲和素结合 + 金

纳米显色
颜色变化（半定量） 总细菌及病原性细菌  [48] 

量子点层析试纸条
链置换 LAMP+ 量子点纳米

珠标记
荧光信号 10-1 CFU/mL 鼠伤寒沙门菌  [49] 
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2  分子生物学检测技术

本文重点介绍了一些基于传统 PCR 技术改进的新

型 PCR 技术、等温扩增技术以及 CRISPR-Cas 系统在

食源性致病菌检测中的应用。

图 2 分子生物学检测技术 

Fig.2 Molecular biology detection techniques

注：（a）CRISPR ；（b）噬菌辅助裂解；（c）环介导等温扩增；

（d）链置换扩增；（e）滚环扩增。

2.1 聚合酶链式反应PCR

2.1.1 新型PCR技术的应用

多重 PCR 和数字 PCR 结合了 PCR 和荧光技术，

被认为是检测食源性致病菌的有效方法。RT-PCR 技术

通过引入荧光物质，能够实时监测 PCR 反应过程中的

扩增产物量，从而提高检测的灵敏度和特异性。姚艳

玲等 [50] 将实时荧光 PCR 技术与同步增菌方法相结合，

建立了针对五种常见食源性致病菌的快速检测体系。

该体系在优化 DNA 模板提取和熔解曲线分析的基础

上，可以在 6 h 内获得快速检测结果，适用于突发公

共卫生事件中的应急响应，为流行病学调查和污染源

追溯提供及时数据支持，但需要荧光定量 PCR 仪及丰

富的专业知识。张静等 [51] 建立了一种高分辨熔解曲线

的技术，能够同时快速检测鸡肉中沙门菌、单核细胞

增生李斯特菌、金黄色葡萄球菌和空肠弯曲菌。该技

术分别以这 4 种菌的 fimY、hly、nuc 和 orfC 特异性基

因为靶基因，建立了多重HRM-real time PCR检测体系。

该体系分别对沙门菌、单增李斯特菌、金黄色葡萄球

菌和空肠弯曲菌产生出特异性熔解曲线；该体系检测

单一和多种致病菌菌液的灵敏度均为 102 CFU/mL，人

工染菌样本的检测限均可以达到 5 CFU/25 g。相比传

统单菌检测，显著缩短检测时间，适用于肉类加工企

业的批量筛查和监管部门的快速抽检，但需确保多重

引物在同一退火温度下高效扩增，优化周期长。

2.1.2 多重PCR与噬菌体辅助裂解

Kim 等 [52] 提出了一种基于噬菌体辅助裂解和多重

PCR 的食品中病原体检测方法。该方法通过噬菌体辅

助裂解技术，成功从被大肠杆菌 O157: H7、沙门菌和

蜡样芽孢杆菌污染的食物样本中回收和浓缩目标细菌，

浓缩因子超过 3。在 1 h 内有效提取细菌基因组 DNA，

并使用多重 PCR 技术，能够同时检测 102 CFU/mL 浓

度的三种目标病原体，解决了复杂基质中致病菌核酸

提取效率低的问题，尤其适用于乳制品、即食食品等

易受污染的高风险品类，但特定噬菌体的识别谱较窄，

无法覆盖广谱病原体，且对低浓度样本仍需预增菌。

Wisuthiphaet 等 [53] 提出了一种利用噬菌体扩增来检测细

菌的新方法。该方法利用噬菌体感染目标细菌后迅速

扩增其遗传物质，来产生大量子代噬菌体。研究人员

通过荧光显微镜观察扩增后的噬菌体，可以在 8 h 内

从椰汁和模拟菠菜洗涤水中检测到每毫升 10 个大肠杆

菌单位，灵敏度与实时 PCR 相当，但需要的试剂和设

备简单。该方法适合资源有限的基层监管机构或现场

应急检测，但检测周期较长，荧光显微镜操作需要专

业人员，结果误判易受影响。

2.2 等温扩增技术

等温扩增技术无需复杂的热循环仪器，操作更加

简便，反应速度也更快，能够在短时间内实现核酸的

快速扩增，而且具有高灵敏度和高特异性，能够在较

低模板浓度下准确检测到目标序列。目前在食源性致

病菌检测中常用的等温聚合扩增方法主要包括环介导

等温扩增 [15] 、链置换扩增 [16] 和滚环扩增 [17] 等技术 [54,55] ，

其基本原理如图 2 所示。

2.2.1 环介导等温扩增

Notomi 等于 2000 年首次提出了一种新型的核

酸扩增体系即环介导等温扩增技术（Loop-mediated 
Isothermal Amplification, LAMP）。 该 技 术 利 用 Bst 
DNA 聚合酶的链置换活性，可在 60~75 ℃恒温条件下

于 1 h 内完成高特异性和高灵敏度的靶标 DNA 的指数

级扩增 [18,22,56-58] 。相较于传统 PCR，LAMP 技术无需依

赖精密温控设备，反应全程保持单一温度；运行成本

低；检测流程周期短等 [19,59] 。Wang 等 [60] 基于 LAMP 开

发了一种快速检测副溶血性弧菌的新方法，该方法能



现代食品科技                                           Modern Food Science and Technology	                                               2026, Vol.42, No.6

 437 

在纯培养和混合细菌中检测低至 3.7×101 CFU/mL。该

技术操作复杂，对人员技术要求高，基层普及难度大。

Du 等 [61] 提出了纳米金增强 LAMP 方法，利用纳米金

来增强 LAMP 反应和硫酸铜负染色技术，有效解决了

LAMP 反应中的假阳性和非特异性扩增问题，该方法

利用纳米金提高了 LAMP 扩增效率，实现了 30 min 内

对沙门菌可视化检测。该技术可能存在肉眼判断主观

差异，缺乏定量数据支撑。Kim 等 [62] 等通过结合实时

荧光 LAMP 和比色 LAMP 技术，开发出了一种专门

用于检测沙门菌汤普森血清型的新型 LAMP 检测方

法。该方法仅需 45 min 就能完成检测，检测限达到

10 CFU/mL，但需要配套荧光读取设备，基层使用受限，

且未纯化的模板中抑制物可能降低 LAMP 效率，需优

化裂解液配方。Fiore 等 [63] 应用 LAMP 检测即食熟肉中

的单核细胞增生李斯特菌，他们通过设计特异性引物，

在恒定温度下利用 Bst 聚合酶进行 DNA 扩增，通过颜

色变化直接观察扩增结果。该方法可以在 30 min 内完

成对 37 个实验污染即食肉样品的检测，可以开发出一

系列细菌的LAMP技术，满足食品中致病菌的快速筛查。

2.2.2 链置换扩增技术

链 置 换 扩 增（Strand Displacement Amplification, 
SDA）是一种基于核酸内切酶切割和 DNA 聚合酶链

置换活性的等温核酸扩增技术 [64] 。链置换扩增（SDA）

技术因其高效率和低成本，广泛应用于食源性致病菌

检测。Cai 等 [65] 利用 SDA 技术开发了一种荧光检测方

法，通过结合精细设计的功能嵌合体和分子信标，成

功实现了对金黄色葡萄球菌的高灵敏检测。该方法的

检出限可达 39 CFU/mL，但需优化适配体与分子信标

序列匹配度，容易受食品复杂基质的干扰。Lu 等 [66] 通

过精心设计的探针提出了适配体介导的双链置换扩增

（SDA）结合微流控芯片电泳（MCE）的方法，用于

超高灵敏度检测鼠伤寒沙门菌（S. Typhimurium），检

测限低至 6 CFU/mL，但微流控芯片制备工艺复杂，

配套电泳系统价格昂贵，需要专业人员进行芯片操作

和电泳数据分析及人员技术要求较高。Zhang 等 [67] 开

发了一种基于核酸链置换的毛细管电泳技术，该技术

通过设计特异性 DNA 探针与适配体结合，形成探针 -

适配体复合物，通过毛细管电泳分离并检测这些探针

的荧光强度，从而间接确定细菌的种类和浓度。该技

术能够在2.5 min内快速分离并检测这3种细菌的探针，

但该技术对探针和适配体的特异性要求高。

2.2.3 滚环扩增技术（RCA）

滚 环 等 温 扩 增（Rolling Circle Amplification, 
RCA）技术的原理基于锁式探针（Padlock Probe）与

目标 DNA 的特异性结合及环状模板的扩增 [68,69] 。在恒

温条件下，具有链置换功能的 DNA 聚合酶以环状探

针为模板，结合引物启动扩增：引物沿环状模板延伸

时，聚合酶不断置换新合成的单链 DNA，生成一条由

重复序列组成的长单链 DNA 或者单链 RNA [70] ，此产

物可以与数百条荧光链互补杂交来实现荧光放大 [71,72] ，

也可以形成 G- 四联体结构进行可视或荧光检测 [73] 。

Deng 等 [74] 开发了数字滚环扩增（dRCA）技术，该方

法通过一个特殊的 DNA 探针识别活细菌的 RNA 用它

来精确检测食品中的活病原菌。dRCA 技术非常灵敏，

即使活菌比例只有 0.1% 也能检测到，灵敏度是传统

方法的 50 倍，该技术需 RNA 提取、探针设计及数字

分区等复杂步骤，检测周期长，且数字 PCR 芯片和

RNA 特异性探针成本高，难以普及。Carole 等 [75] 开发

了一种多重分支跳跃式滚环扩增技术，用于快速检测

食品中的病原体。该技术通过使用多重探针和荧光标

记的锁式探针，能够在 30 min 内检测合成靶标，并在

2 h 内检测实际细菌，适用于检测牛奶中的鼠伤寒沙门

氏菌和金黄色葡萄球菌，但该技术仅仅检测两种细菌，

如增加检测对象可能导致探针间竞争结合，且多色荧光

标记需精准校准光谱通道，易导致误判。Jang 等 [76] 通过

滚环扩增和切口酶反应循环生成引物，提出了引物生成 -
滚环扩增（PG-RCA）方法，实现核酸的指数级扩增，

但切口酶特异性不足可能导致非特异性引物生成，需严

格优化酶浓度和反应时间，且指数扩增后期可能出现平

台期，影响低拷贝数样本的定量精度。

2.3 CRISPR/Cas系统

CRISPR 系统是一种存在于细菌和古细菌中的天

然免疫系统，用于对抗噬菌体等外来遗传物质的入

侵 [77] 。该系统允许细菌把病毒 DNA 片段整合到自己

的基因组中形成 CRISPR 序列中的间隔子。当同一病

毒再次入侵细菌时，细菌使用从间隔子转录出的 RNA
将 CAS 蛋白引导到目标外源源的 DNA 序列中，然后

将其切割，以便快速准确地攻击外源病原体 [78] 。常用

的 Cas 蛋白包括 Cas12a、Cas12b 和 Cas13a，它们分

别用于检测不同的目标核酸 [79] 。

2.3.1 CRISPR-Cas12a在致病菌检测中的应用

Zhou 等 [80]  通过 CRISPR/Cas12a 的活化和切割、

酶反应和葡萄糖信号读取的过程，开发了一种基于

CRISPR/Cas12a-RAA 系统的检测方法来检测沙门

菌，实现从靶基因到葡萄糖信号的间接转化，检测限

可低至 5 CFU/mL，但是信号转化受食品基质干扰较

大。Lv 等 [81] 设计了一种基于 CRISPR/Cas12a-RAA 的

检测虾样品中副溶血性弧菌的单管新型检测系统，该
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方法在纯培养物中的 LOD 为 67 CFU/mL，在虾样品

中的检测限可达 73 CFU/mL，可满足精准检测副溶血

性弧菌的需求，但该技术通量小，且实际样品检测限

略高于纯培养物表明检测结果受食品基质影响较大。

Rathore 等 [82] 建立起基于 CRISPR-Cas12a 系统的快速

检测方法，通过设计特异性 crRNA 与 Cas12a 酶结合，

识别并切割目标基因，从而在紫外线激发下发出荧光，

实现对致病性大肠杆菌的快速、准确检测，但该方法

依赖荧光检测设备（紫外灯或荧光分光光度计），便携

性受限，且未提及复杂食品基质（如肉类、乳制品）

中的检测效果。Sun 等 [83] 采用了一锅法 RPA-Cas12a
系统和链霉亲和素 - 金纳米粒子（SA-AuNP）为基础

的 CRISPR 特异性侧流试纸条（LFS），建立了基于

RPA-Cas12a-LFS 方法的耐甲氧西林金黄色葡萄球菌

（MRSA）直接可视化检测方法，实现了在 60 min 内

直接从各种牛奶样品中特异性识别 MRSA，但金纳米

粒子标记需优化偶联效率，可能存在非特异性吸附导

致背景显色，影响结果判读。该方法仅针对耐甲氧西

林金黄色葡萄球菌（MRSA），对其他耐药菌或非耐药

菌的检测需重新设计探针。

2.3.2 CRISPR-Cas12b在致病菌检测中的应用

张懿翔等 [84]  提出了将 CRISPR/Cas12b 技术与

LAMP 技术相结合的方法，通过设计特异性 LAMP 引

物和向导 RNA 靶向序列，保证了快速检测过程的高

灵敏度和特异性，该方法能够检测到低至 0.1 pg/μL 的

核酸水平，检出限低于 10 CFU/100 g，该技术需依次

进行 LAMP 扩增和 Cas12b 切割，现场检测效率易受

影响，基层实验室普及成本相对较高。Gong 等 [85] 提出

了一步法 LAMP-CRISPR/Cas12b 检测系统。该方法通

过 LAMP 扩增目标 DNA 序列，利用 CRISPR-Cas12b
系统进行特异性检测，其检测限低至每次反应 30 拷

贝，且反应仅需 45 min，与传统培养方法的检测结果

完全一致，但该方法无法覆盖沙门氏菌属其他血清型

或多菌种同时检测，且 LAMP 与 Cas12b 的酶体系需

优化缓冲液成分（如 Mg2+ 浓度），提高酶活性。Gong
等 [86] 研发出一种创新的 RPA-CRISPR/Cas12b 检测系统，

整个反应 1h 即可完成，检测限为 14.4 拷贝，解决了肠

沙门菌印第安纳州血清型（Salmonella enterica serovar 
Indiana）的快速检测，该方法使用定制化设计 crRNA, 
RPA 试剂成本高于 LAMP，且 Cas12b 酶价格较高。

2.3.3 CRISPR-Cas13a在致病菌检测中的应用

Cas13a 是一种以 RNA 为靶标的Ⅵ型效应蛋白 [87] 。

由于其独特的非特异性切割活性，使得它在食源性致

病菌的 RNA 检测中表现出显著优势。Cas13a 可以通

过识别并结合目标 ssRNA后，在切割靶标RNA的同时，

还能非特异性地切割体系中的任意 ssRNA，从而实现

对活菌的高效检测 [88] 。Guo 等 [89] 研发出一种结合 PCR
和 CRISPR/Cas13a 的技术，用于提高沙门菌检测的灵

敏度和特异性。他们利用 PCR 扩增目标基因 HilA，然

后通过 CRISPR/Cas13a 的 RNA 切割活性实现沙门菌

的可视化检测，但该方法需热循环仪完成 PCR 扩增，

无法满足真正的“现场无设备检测”。Xiang 等 [90] 开发

了一种基于 RAA 和 CRISPR/Cas13a 的高通量微流控

策略（hMC-CRISPR），通过一步法准确识别病原性李

斯特菌。该技术在微流控芯片上整合了 RAA-CRISPR/
Cas13a 系统，通过转录过程协调核酸扩增和 CRISPR/
Cas13a 的切割效率，阻止基因组 DNA 和扩增子的完

全切割。激活的 Cas13a 核酶切割荧光 RNA 报告分子，

生成荧光信号。该技术在 60 min 内成功检测了 8 个样

本中的李斯特菌属、单核细胞增生李斯特菌、无害李

斯特菌和伊万诺夫李斯特菌，但是微流控芯片制备工

艺复杂，需专业设备，大规模应用成本较高，且芯片

为一次性消耗，进一步增加检测成本。Wang 等 [91] 提

出了一个基于壳聚糖核酸提取和 RAA-T7-CRISPR/
Cas13a 核酸检测的离心微流控平台，用于快速检测病

原体。该平台采用壳聚糖静电吸附法纯化核酸，结合

RAA-T7-CRISPR/Cas13a 系统进行核酸定量，并通过

离心微流控技术实现全自动操作。该平台在最优条件

下能够在 1 h 内自动检测鸡肉上清液中的沙门菌，检

测限为 10 CFU/mL。但是需针对特定菌种设计专用微

流控模块，通用性差，拓展至其他致病菌需重新开发

芯片和试剂体系。需要依赖离心微流控装置，虽然便

携性优于传统 PCR 仪，但仍需小型化电源支持，现场

环境中应用受限。CRISPR 技术在食源性致病菌检测

中的应用展现出高效、灵敏和特异性的优势，未来结

合不同的扩增和检测技术，CRISPR 将为食源性致病

菌的检测提供了强有力的保障。

表 2 对于文中提到的分子生物学检测相关新技术

的不同指标进行了总结对比。PCR 技术和 CRISPR-
Cas 系统在食源性致病菌检测中的应用都具有高灵敏

度和特异性，但 CRISPR-Cas 系统能够区分活菌和死

菌，提供更为精确的检测结果。相比之下，等温扩增

技术的优势主要是操作简便、反应速度快，无需复杂

的热循环仪器，因此也更适合进行现场快速检测。目

前 CRISPR-Cas 系统以及新型多重 PCR 技术都能实现

多靶标检测，因此实际应用过程中可以优先考虑。而

在成本问题上，等温扩增技术和 CRISPR-Cas 系统的

成本相对较低，而 PCR 技术由于需要精密的设备和试

剂成本较高。
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表 2  分子生物学检测技术总结

Table 2 Summary of molecular biology detection techniques

技术类型 方法 / 原理 输出信号 检出限 目标菌 参考文献

实时荧光 PCR 同步增菌 + 实时
荧光 PCR 荧光信号 5 CFU/25 g 五种常见食源性致病菌  [50] 

多重 HRM-PCR 高分辨熔解曲线 + 实时 PCR 熔解曲线信号 102 拷贝数 /mL 沙门菌、李斯特菌、
金葡菌、弯曲菌

 [51] 

噬菌体辅助裂解 -PCR 噬菌体裂解 + 多重 PCR 荧光信号 102 CFU/mL 大肠杆菌 O157:H7、沙门
菌、蜡样芽孢杆菌

 [52] 

LAMP 恒温核酸扩增 + 颜色变化 颜色变化（可视化） 3.7×101 CFU/mL 副溶血性弧菌  [60] 

纳米金增强 LAMP 纳米金催化 + 硫酸铜负染色 颜色变化（可视化） 沙门菌  [61] 

荧光 - 比色 LAMP 实时荧光 + 比色双模式 荧光 / 颜色信号 10 CFU/mL 沙门菌汤普森血清型  [62] 

SDA 荧光标记 + 分子信标 荧光信号 39 CFU/mL 金黄色葡萄球菌  [65] 

适配体 -SDA- 微流控
适配体识别 + 双链置换扩增 +

电泳
电泳信号 6 CFU/mL 鼠伤寒沙门菌  [66] 

dRCA RNA 特异性探针 + 滚环扩增 荧光信号 活菌比例 0.1% 活病原菌  [74] 

CRISPR-Cas12a-RAA Cas12a切割 +葡萄糖信号读取 葡萄糖浓度信号 5 CFU/mL 沙门菌  [80] 

CRISPR-Cas12b-LAMP LAMP 扩增 +Cas12b 切割 荧光信号 0.1 pg/μL 克罗诺杆菌属  [84] 

CRISPR-Cas13a微流控
RAA 扩增 +Cas13a 切割 +

荧光报告分子
荧光信号 10 CFU/mL 致病性李斯特菌  [91] 

3.1 电化学生物传感器

电化学传感器在食源性病原体检测中表现出显

著的优势。Jiang 等  [92] 基于适体调节的 Pt 纳米颗粒 /
空心碳球纳米酶活性开发出电化学传感器，能够在

10~109 CFU/mL 的线性范围内检测病原体，检出限

为 2 CFU/mL。利用适体（Aptamer）特异性识别细菌，

调控 Pt 纳米颗粒 / 空心碳球的酶活性，通过电信号放

大实现超灵敏检测，线性范围宽（10~109 CFU/mL），
检出限低至 2 CFU/mL。但是适体筛选需通过 SELEX
技术，周期长且成本高，且食品中蛋白质、金属离子

可能吸附于碳球表面，影响适体与细菌结合效率。此

外，Jiang 等  [93] 还设计了一种基于微流体线基的电化

学适体传感器，用于快速检测副溶血性弧菌，该传

感器能够在 15 min 内完成样品富集和检测，线性范

围为 1~106 CFU/mL，检出限为 1 CFU/mL。但是该方

法仅针对副溶血性弧菌，多重检测需开发多通道微流

控芯片，技术复杂度高，且微通道内径小，易受样品

杂质堵塞，需严格过滤样品或集成预处理模块。Pang
等 [94] 构建的 G- 三链体 / 血晶素 DNA 酶介导的比色适

体传感器在检测大肠杆菌 O157:H7 时表现出高灵敏度

和特异性。该传感器利用核酸外切酶 III 辅助扩增和适

体功能化磁性珠，能够在 1.3×103~1.3×107 CFU/mL 的线

性范围内检测病原体，检出限为 1.3×103 CFU/mL。该方

3  生物传感器检测技术

近年来，生物传感器技术凭借其高灵敏度、快速

响应、便于现场检测等优势，在食源性致病菌检测领

域展现出巨大潜力。目前食源性致病菌检测领域所用

传感器的生物识别元件、信号放大元件、部分检测对

象以及基本原理如图 3 所示。

图 3 分子传感器检测技术 

Fig.3 Molecular sensor detection techniques
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法检出限高于前序案例，可能漏检低浓度污染，且肉眼

判断显色易受光线、操作人员经验影响，缺乏定量数据。

3.2 光学生物传感器

Yang 等 [95] 提出了基于 DNA walker 的表面增强拉

曼光谱方法，采用表面增强拉曼光谱法解决了样品

中低浓度沙门菌的检测难题。该技术的原理为通过

表面增强拉曼散射效应，结合 DNA walker 信号放大

效应实现对沙门氏菌高灵敏度检测，DNA walker 设
计需多步核酸合成与修饰，且 SERS 信号受纳米金颗

粒均一性影响大，重现性待提升，并且需拉曼光谱

仪，设备体积大、成本高，难以应用于现场快速检

测。Jayan 等 [96] 开发了一种微流控 -SERS 平台，用于快

速检测食品中的大肠杆菌。该平台通过在 Y 型蛇形微

流控通道中原位合成银纳米粒子（AgNPs），利用适配

体引导 AgNPs 合成，增强了 SERS 信号，检测限低至

1.1 CFU/mL，线性检测范围覆盖 102~108 CFU/mL，但

是食品颗粒杂质可能阻塞微流控通道，需进行样品

的前处理。Qiu 等  [97] 研发出了一种超灵敏的无标记

光纤环形激光生物传感器，用于检测食品中的鼠伤

寒沙门氏菌。他们采用单模锥形七芯单模（STSS）
光纤环形激光（FRL）传感器技术，通过集成 STSS
光纤到 EDFA 环形激光系统中，获得了极窄的半峰

全宽（FWHM）和高消光比（ER）。该传感器能在

20 min 内检测到 10 CFU/mL 的鼠伤寒沙门菌溶液。

该方法光纤激光系统需专业团队搭建，成本极高，

且维护复杂，难以普及至基层实验室，且光纤表面

需固定抗体 / 适体以识别细菌。Cao 等 [98] 设计了一个

便携式 ATP 生物发光传感器，采用定向噬菌体修饰

搅拌棒提取和生物增殖的方法，解决了现场快速检

测活大肠杆菌 O157:H7 菌株的问题。他们将选定的

噬菌体定向固定在聚二烯丙基二甲基氯化铵修饰的

金搅拌棒上作为生物受体，经过简单的搅拌棒吸附

提取和 LB 培养基中的生物增殖后，被捕获的大肠

杆菌 O157:H7 数量激增，最终通过便携式 ATP 生

物发光传感器进行量化，该生物测定法在 30 min 内

提供了 102~107CFU/mL 的可检测范围，检测限低至

30 CFU/mL，该方法仅针对特定血清型细菌，需开

发多噬菌体鸡尾酒试剂以覆盖多种致病菌，且食品

中 ATP 酶可能受裂解液配方的影响。

3.3 荧光生物传感器

量子点（QDs）因其优越的光学性能而广泛用于

构建荧光生物传感器。Jiao 等 [99] 基于铂基荧光纳米

酶（Pt-OCDs）和链置换扩增（SEA）技术开发了一

种名为“loong frolic pearls”的新平台。该平台能够

解决伯克霍尔德氏菌的检测和灭菌问题。它使用 SEA
技术扩增目标 DNA，结合 Pt-OCDs 的荧光和催化特

性，实现三种超灵敏检测模式（比色 - 荧光 - 光热）。

该方法涉及核酸扩增、纳米酶合成、光热效应调控等

多步骤，操作难度大，需专业人员执行，且光热灭菌

所需能量可能对食品成分（如蛋白质、维生素）造成

破坏，需优化条件以平衡杀菌效率与食品品质。Kang
等 [100] 提出了一种基于核酸多重扩增平台的双模式比

色和荧光生物传感器，用于单核细胞增生李斯特菌的

检测。该方法通过适配体识别细菌触发指数扩增反应

（EASDR），实现了铂纳米颗粒（Pt NPs）和荧光染料

的固定化，从而产生荧光和比色信号的变化。解决了

传统单模式检测易受食品基质干扰、可能导致假阳性

结果的问题，通过双重信号输出提高了检测的准确性。

在荧光检测模式下，该生物传感器对单核细胞增生李

斯特菌的检测限能达到 10 CFU/mL。Wang 等 [101] 提出

了一种先进的显微镜成像平台，该平台利用二维编码

的聚苯乙烯（PS）微球和基于 Argonaute 的解码系统，

实现了食品和临床样本中病原细菌的无扩增多重检测，

无需进行 DNA 提取。他们通过特定的适配体识别病

原细菌，将其信息转化为引导 DNA（gDNA）信号，

激活丁酸梭菌 Argonaute（CbAgo）进行精确的 DNA
切割，在荧光 PS 探针的颜色、大小和计数中编码病

原细菌的类型和浓度。之后通过计算机视觉算法处理

这些信号，能够在 1.5 h 内检测到 102 CFU/mL 的病原

细菌，但是目前仅支持少数几种细菌（如大肠杆菌、

沙门菌），且设备依赖性强，需荧光显微镜与图像分析

软件，基层实验室缺乏相关设备，普及难度大。荧光

生物传感器具有检测食源性致病菌的巨大潜力，其高

灵敏度、快速响应和多通道检测使其成为检测食品安

全的重要工具。未来的研究将继续优化传感器性能，

将各种纳米材料与荧光染料相结合，以获得更好的研

究结果。

表 3 对于文中提到的生物传感器检测相关新技术

的不同指标进行了总结对比。由这些文章不难看出，

电化学生物传感器在样品富集和检测速度上具有优势，

更适合现场快速检测。相比之下，光学生物传感器通

过表面增强拉曼散射效应，具有极高的检测灵敏度，

也因而更适合实验室高精度检测。而荧光生物传感器

则是通过多重信号的输出来提高检测的准确性，更适

合复杂基质中的高准确性检测。
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表 3  生物传感器检测技术总结

Table 3 Summary of biosensor detection technology

技术类型 方法 /原理 输出信号 检出限 目标菌 参考文献

电化学适体传感器 适体 -Pt 纳米颗粒 / 碳球纳米酶 电化学信号 2 CFU/mL  [92] 

微流控电化学传感器 微流体线基 + 适体识别 电化学信号 1 CFU/mL 副溶血性弧菌  [93] 

比色适体传感器 G-三链体 /血晶素DNA酶 +磁珠富集 颜色变化 1.3×103 CFU/mL 大肠杆菌 O157:H7  [94] 

SERS-DNAwalker 表面增强拉曼 +DNA 步行器信号放大 拉曼散射信号 沙门菌  [95] 

微流控 -SERS 平台 微流控合成银纳米粒子 + 适配体引导 拉曼散射信号 1.1 CFU/mL 大肠杆菌  [96] 

光纤激光生物传感器 单模光纤激光 + 细菌识别 激光光谱信号 10 CFU/mL 鼠伤寒沙门菌  [97] 

ATP 生物发光传感器 噬菌体修饰搅拌棒 +ATP 发光 生物发光信号 30 CFU/mL 活大肠杆菌 O157:H7  [98] 

荧光纳米酶平台 铂基纳米酶 + 链置换扩增（SEA） 荧光 / 比色 / 光热信号 伯克霍尔德氏菌  [99] 

二维编码微球成像 荧光微球 +Argonaute 解码系统 荧光成像信号 102 CFU/mL 病原细菌  [101] 

Microbial food safety in the 21st century: Emerging challenges 
and foodborne pathogenic bacteria [J]. Trends in Food Science & 
Technology, 2018, 81: 155-158. 

[2] RAHIM A, MOHAMMAD H Y, AZIZ A F, et al. Controlling of 
foodborne pathogen biofilms on stainless steel by bacteriophages: A 
systematic review and meta-analysis [J]. Biofilm, 2024, 7: 100170. 

[3] WANG J J, HE T T, CHEN L, et al. Antibacterial efficiency of the 
curcumin-mediated photodynamic inactivation coupled with L-arginine 
against Vibrio parahaemolyticus and its application on shrimp [J]. 
International Journal of Food Microbiology, 2024, 411: 110539. 

[4] CHENG B, ZHANG D W, WANG T, et al. Characterization of 
the broad-spectrum phage vB_CsaM_CBT2 and its inhibition of 
multidrug-resistant Cronobacter sakazakii in powered infant formula 
[J]. Food Control, 2024, 158: 110262.

[5] ZHANG Y, HU X Z, WANG Q J, et al. Recent advances in microchip-
based methods for the detection of pathogenic bacteria [J]. Chinese 
Chemical Letters, 2021, 33: 2817-2831. 

[6] DUAN S G, YU Y, GUO Y C, et al. Epidemiological evaluation of 
bacillus cereus-induced foodborne outbreaks-China, 2010-2020 [J]. 
China CDC Weekly, 2023, 5(33): 737-741. 

[7] SUN T M, LIU Y T, QIN X J, et al. The prevalence and epidemiology 
of Salmonella in retail raw poultry meat in China: A systematic review 
and meta-analysis [J]. Foods, 2021, 10(11): 27-57. 

[8] 刘玉杰.两种食源性细菌活的非可培养状态(VBNC)的检测方法

研究[D].烟台:烟台大学,2023.
[9] PVICKY J, LIESBETH J, PIETERNEL L, et al. Alternative 

microbial methods: an overview and selection criteria [J]. Food 
Microbiology, 2010, 27(6): 710-730. 

[10] DJANET F, SHAMIM R, DARREN H, et al. As clean as they look? 
Food hygiene inspection scores, microbiological contamination, and 
foodborne illness [J]. Food Control, 2019, 96: 76- 86. 

[11] LU Y X, ZHANG J B, LU X N, et al. Isothermal nucleic acid 
amplification based microfluidic “lab-on-a-chip” for the detection 
of pathogenic bacteria and viruses in agri-foods [J]. Trends in Food 
Science Technology, 2024, 148: 104482. 

[12] DUAN Q Q, BU S J, LI H J, et al. A novel specific fluorescent 
biosensor for detection of foodborne pathogens based on split crRNA 
of CRISPR/Cas12a [J]. Microchemical Journal, 2024, 200: 110253. 

4  总结与展望

食源性致病菌的检测是保障食品安全重要手段。

本文重点阐述了免疫检测技术、分子生物学检测技术

以及部分生物传感器检测技术的应用，并对未来可能

发展的研究方向和改进措施进行了展望。传统方法与

新兴技术的结合将在提高食源性病原体检测的灵敏度、

特异性和有效性方面展现出了显著效果，有效防止受

食源性致病菌污染的食品进入市场，确保消费者的饮

食安全。然而，目前很多技术尚处于研发阶段，便携

式生物传感器和其他快速检测系统的落地生产将具有

广阔的市场前景，不仅有助于企业对食源性致病菌的

快速筛查，也有利于基层的监管工作。另外，食品基

质复杂可能对检测结果产生干扰，这要求开发高效的

样品前处理技术，提高检测的准确性和可靠性。

因此，未来的致病菌检测领域发展方向将集成多

种技术的交叉融合，实现智能化、便捷化的致病菌快

速检测，从而推动食品工业的高质量发展。例如，通

过结合生物技术与信息技术，利用大数据和人工智能

处理检测数据，来实现智能化管理；通过结合纳米技

术与生物传感器，来推动便携式高灵敏度检测设备的

开发；设计先进的自动化检测平台和远程监控预警系

统，来提高检测效率；发明便携式检测设备和一次性

耗材方便基层监管和现场使用；优化 CRISPR-Cas 技术

和等温扩增技术，来提升检测的灵敏度和特异性；优

化样品前处理技术和多靶标检测技术，来应对复杂食

品基质，提高检测的准确性和覆盖面。这些方面的进

步将共同推动食源性致病菌检测的智能化、便捷化，

为食品安全管理和公众健康提供更强大的保障。
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