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食源性病原菌的富集与检测复合
技术研究进展
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摘　要：食源性致病菌对食品安全及人体健康造成威胁。食品中极低浓度的病原菌需要通过前处理再结合有效的检

测技术才可检出。现有快速检测方法受到增菌液成分、食品成分或菌体浓度低的影响，需要进行致病菌的分离富

集后才能缩短检测时间、进行准确检测。本文分析了单一的致病菌富集法，包括裸磁珠及功能化磁珠的富集法。

进而综述了富集与检测一体法，包括电泳技术、微流控技术等。对于致病菌的特异性富集，需要进一步提高吸附

率及灵敏度。富集检测复合技术的检测灵敏度及检测限有待不断改进。
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Abstract：Foodborne pathogen poses a threat  to food safety and human health.The low concentrations pathogens in food
can only be detected by pretreatment combined with effective detection techniques.The rapid detection methods are affected
by the composition of the enrichment solution, food components, or low cell concentration, so it is necessary to separate and
enrich the pathogenic bacteria from the samples in order to shorten the detection time and carry out accurate detection.In
this  paper,  enrichment  methods  for  pathogenic  bacteria  were  analyzed,  including  bare  magnetic  beads  and  functional
magnetic  beads.  Moreover,  the  integrated  methods  of  enrichment  and  detection  were  reviewed,  including  electrophoresis
technology, microfluidic technology and so on.For the enrichment of specific pathogenic bacteria, it is necessary to further
improve the adsorption rate  and sensitivity.It  is  continuously improved in detection sensitivity and detection limit  for  the
completed technology of enrichment and detection.
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食源性病原菌是可以引起食物中毒或以食品为

传播媒介的致病性细菌，能够入侵宿主并产生致病

性。常见的食源性病原菌有痢疾杆菌、致病性大肠

杆菌、沙门氏菌、霍乱弧菌、结核菌、猪丹毒杆菌

等。世界卫生组织宣布，每年食物中毒约数十亿人。

美国疾控中心报告称[1]，美国每年有 4800 万例食源  
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性疾病。在中国，食品安全面临的最大威胁也是食源

性病原体污染。据报道[2]，2015 年中国有 3181 例食

源性病原体中毒，占总食物中毒病例的 53.7%。一般

情形下，食品中病原菌的浓度偏低，传统的食源性病

原菌检测需要进行增菌、分离、鉴定等多个步骤，约

4~7 d，在实践中具有一定的局限性[3]。目前常用的

食源性致病菌快速检测方法包括电化学生物传感

器[4]、PCR 技术[5]、免疫层析技术、DNA 探针技术[6]

等。即使经过选择性增菌培养后，致病菌的快速检测

仍然受到培养基成分、食品成分等影响。因此为了

减少和避免干扰成分，需要采用有效的菌体分离及富

集技术。

磁珠分离富集技术因富集量大且富集时间短而

受到广泛关注。磁珠表面可针对不同目标菌而进行

特定修饰，将病原菌特异性吸附于磁珠表面。但磁珠

尺寸分布不均匀且缺乏长期稳定性[7]，并受食品基质

的影响较大，在实际应用中存在局限性。复合病原菌

富集与检测一体的电泳技术，将电泳分离和免疫反应

相结合，使分辨率达到微量、超微量（1~0.001 ng）水
平，更好地应用于微生物分析领域。随着电子芯片的

发展，微流控技术成为热点[8]。将样品制备、反应、

分离和检测等缩微到一个几平方厘米的芯片上，实现

对目标物的在线实时分析[9]。本文对食品中病原菌

的富集与分离技术进行了综述，分析了不同富集及检

测方法的优缺点，为食源性病原菌快速检测的开发提

供参考。 

1　磁珠富集技术
免疫磁珠分离技术作为一种新的免疫学方法，

是将免疫学的高度特异性与磁珠特有的磁性相结合

而发展出来的一种新技术。利用包被于磁珠表面的

抗体与样品中的目标物结合，形成抗原-抗体复合

物。在外加磁场的作用下，标记复合物的磁珠进行定

向运动，使样品中的目标物与杂质分离，达到富集、

纯化、浓缩目标物的目的。

在磁珠富集技术中，磁珠的粒径、均一性、磁响

应强度、分散性等性质决定了磁珠对病原菌的富集

与分离速度。磁珠粒径影响其在样品中的稳定性。

通常，粒径 1 μm 以上的磁珠，在样品中沉降速度较

快，不具备悬浮的稳定性，因此对病原菌的吸附并不

理想。未进行表面修饰的磁珠为裸磁珠，能够吸附基

质中的各类不同菌种；而功能化磁珠是在裸磁珠的表

面进行官能团修饰，表面修饰成分对特异性吸附影响

显著，可增强对特定致病菌的富集能力，提高目标菌

体浓度，减少杂菌干扰。均一稳定的表面修饰使磁珠

产生最大的表面吸附能力，使病原菌与修饰的识别体

间结合更加牢固。 

1.1　裸磁珠富集法

未经抗体包被的超顺性 Fe3O4 粒子即为裸磁

珠。超顺磁性颗粒的尺寸通常在纳米到微米之间，可

应用于分子成像、药物传递、临床诊断或食品安全等

诸多领域[10]。裸磁珠的制备已较为成熟，可通过共沉

淀法、溶剂热法、乳液聚合法等方法制备。

吴俊等[11] 研究表明浓度为 102~107 CFU/mL 的

金黄色葡萄球菌，裸磁珠在 10 min 之内可对其进行

富集，且吸附率达到 95% 以上；在金黄色葡萄球菌与

大肠杆菌的混合菌体中，裸磁珠对金黄色葡萄球菌的

吸附占优势，可达到 86% 左右。也对牛肉样品中金黄

色葡萄球菌富集进行了实验，吸附浓度为 102 CFU/mL，
吸附率降为 80%~87.27%，但仍可满足 PCR 法检测

要求，为实际样品中裸磁珠富集金黄色葡萄球菌以实

现快速检测提供了参考。邱晋等[12]在 37 ℃ 利用裸

磁珠对常见的食源性病原菌（蜡样芽胞杆菌、金黄色

葡萄球菌、单增李斯特氏菌等）进行吸附，其吸附率

均高于 97%，即使存在食品基质的影响，裸磁珠的最

低吸附率仍为 58.42%。裸磁珠较强的吸附性，能够

对食品中的多种病原菌进行非特异性富集，经富集的

菌体在后续的培养和检测中可减少食品基质对其

干扰。

由于裸磁珠不具有特异性吸附的特点，因此适

用于判断样品中微生物区系差异。当食源性疾病爆

发时，可用裸磁珠富集样品中所有类型的病原菌，避

免特异性分离导致的漏检。由于裸磁珠的吸附性能

极易受到环境的影响，如食品中的固体颗粒、过量盐

离子、过量的酸碱度等多种因素，使其难以有效捕获

和检测样品中的微量病原菌，增加了在实际应用中出

现假阴性结果的风险[13]。 

1.2　功能化磁珠富集法

裸磁珠由于各向异性的偶极距作用容易产生团

聚，无法形成稳定的分散体系。因此，对磁珠表面加

以修饰对减少团聚，增强生物相容性及提高分散性有

重要的意义[14]。磁珠具有较大的表面积-体积比，利

于高效功能化[15]。免疫磁珠作为功能化磁珠中的一

类，通常分为两种结构：核-壳式与壳-核-壳式，其中核

为磁性材料，壳为无机材料或高分子材料。壳材料的

加入能够保护磁珠不受环境的影响，且官能团的存在

便于对磁性聚合物进行修饰，提高病原菌的特异性吸

附效率[16]。常见的无机材料有 TiO2、SiO2 等，高分

子材料有多糖、聚氯乙烯、氢化肼[17]、聚乙烯醇等，

其中聚苯乙烯由于其表面具有较多的活性官能团，易

于表面修饰，是较理想的骨架结构。这些高分子材料

的表面通常存在官能团（-NH、-COOH、-OH 等）以

便与生物活性蛋白（抗体、核酸适配体、噬菌体等）进

行偶联，对病原菌起到吸附作用。经功能化磁珠富集

后目标菌的检出限如表 1 所示。 

1.2.1   无机材料修饰法　无机材料修饰法即在磁珠

表面通过共价或非共价的形式包覆上无机材料，以提

供羧基、氨基等官能团。在外加磁场的作用下，致病

菌能够与这些官能团偶连而达到富集的效果。

Zhan 等[18] 制备了 Fe3O4-SiO2-NH2 纳米颗粒，氨基

作为普适基团，可捕获各种细菌，如金黄色葡萄球
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菌、铜绿假单胞菌、沙门氏菌和枯草杆菌，对这些目

标菌的吸附率分别为 93.40%、90.08%、90.14%、

97.39%。以制备好的氨基化纳米磁珠进行富集，对

大肠杆菌 O157:H7 的非特异性去除率达 97.39% 以

上，而 Fe3O4-SiO2 颗粒的非特异性去除率仅为

29.8%。由此可见，对磁珠进行修饰是对目标物进行

有效富集的重要手段。王聘等[27] 在磁珠表面以羧基

（-COOH）修饰，以此来吸附食品中大肠杆菌、金黄色

葡萄球菌、单核细胞增生李斯特氏菌、阪崎克罗诺杆

菌，并进行 PCR 检测。研究了不同浓度混合菌液在

模拟食品中磁珠的吸附性能。在果汁中，磁珠对目标

菌的捕获率在 57%~66%；奶粉中，磁珠对目标菌的

捕获率在 40%~54%；鸭肉中，磁珠对目标菌的捕获

率在 44%~64%。最后通过 PCR 检测表明，羧基化

磁珠在不同浓度的菌液、单一菌株或混合菌株的环

境下，都可对目标菌进行有效富集，满足对后续

PCR 的检测需求。

无机材料范围较广，易于获取。但修饰的无机

材料厚度和形态（无孔、微孔等）等都会影响到富集

性能。因此，寻找富集时间短、富集量大，富集干扰

物少的无机材料种类和包覆条件尤为重要。 

1.2.2   抗体修饰法　抗体修饰法即是在磁珠表面修

饰抗体，在外加磁场的作用下通过抗原-抗体结合达

到富集效果。李倩倩等[28] 将金黄色葡萄球菌、沙

门氏菌和志贺氏菌的三种抗体均修饰于 Fe3O4-
SiO2 磁珠表面，实现对三种病原菌的同时富集，并将

此功能化磁珠与裸磁珠的吸附性能进行比较。洗涤

优化后的结果表明功能化磁珠对目标菌的平均吸附

率为 93.67%，对非目标菌的吸附率为 16.67%；而裸

磁珠对目标菌及非目标菌的吸附率都低至 13.33%。

由此可见，功能化磁珠不仅可以提高目标菌的富集效

率，还可降低对非目标菌体的富集。Kim 等[19] 研究

了一种用于食源性沙门氏菌分子分析的微量全分析

系统，使用抗体修饰磁珠对磷酸盐溶液 (PBS) 和牛

奶样本中的病原菌进行富集，从 DNA 提取到检测，

整个过程在 30 min 内全自动完成。在 PBS 和牛奶

样品中的检出限分别为 10 CFU/mL 和 102 CFU/mL。
Agrawal 等[20] 将抗体修饰的磁性纳米颗粒嵌入于用

永磁体的圆形微流控聚二甲基硅氧烷（PDMS）芯片

中，从而使磁珠可在有限空间内捕获抗原，增强荧光

信号，便于检测。多路微流控芯片可以同时对水中的

大肠杆菌和鼠伤寒沙门氏菌进行可视化检测和定

量。采用磁珠预浓缩技术在微通道中检测大肠杆菌

和鼠伤寒杆菌的细胞密度在 103~107 CFU/mL 之

间。这项研究开启了使用微通道进行细菌检测的可

能性，使之用于筛选多种临床、水、食品和环境样本

中的多种微生物。 

1.2.3   适配体修饰法　DNA 和 RNA 适配体作为抗

体的潜在竞争方法已被广泛研究，用于包括食品安全检

测在内的各种应用领域[29]。Raghavendra Joshi 等[21]

采用 SELEX 方案获得了针对鼠伤寒菌外膜制剂的

适配体。将 DNA 适配体与磁珠结合，在粪便基质中

捕获鼠伤寒杆菌，进而采用实时定量 RT-PCR 检测，

可得到目标菌的检出限为 10 CFU/g。并且即使是在

极低浓度（101~102 CFU/mL）时，此方法富集的目标

菌也可在 PCR 中检出。

在磷酸盐缓冲盐水或其他原始缓冲液中对食源

性致病菌的超灵敏检测显示[30]，病原菌经带有核酸适

配体的磁珠富集后，通过适配体-量子点夹心检测，检

测限均可达到 100 CFU/mL。但目前实验的重复性

较差，食品中的不同基质可能会使荧光强度显著降低

甚至完全猝灭，导致检测失败。Abbaspour 等[31] 研

究构建了一种新型的磁性生物传感器用于金黄色葡

萄球菌的检测，采用微量磁珠（Fe3O4）与单链 DNA
相结合，通过静电吸引提高捕获元件在工作电极上的

吸附能力。因此，当夹心元件均为单链 DNA 或适配

体时，由于适配体在纳米材料上的固定具有比抗体更

好的稳定性，且吸附目标物的特性优于抗体。目前，

适配体和抗体同时修饰于磁珠表面用于对病原菌的

富集还有待研究，Abbaspour 等[31] 认为将适配体与

抗体混合使用在未来的研究中或许会带来令人惊喜

的成果。 

1.2.4   噬菌体修饰法　噬菌体修饰磁珠为控制和检

测有害生物提供新手段[32]。噬菌体由于较强的稳定

性，易溶解、易与抗原结合、免疫原性低的特点而备

受关注。噬菌体能在裂解后期产生内溶酶素，内溶酶

 

表 1    功能化磁珠富集致病菌及检出限

Table 1    Enrichment and detection limit of pathogenic bacteria by functional magnetic beads

修饰物 具体修饰成分 检测菌体 检测方法 检出限（CFU/mL） 参考文献

抗体修饰

ViroStat 沙门氏菌 微流控 102 [19]

相应抗体
大肠杆菌 微流控 102~105 [20]
沙门氏菌

适配体 DNA适配体33 沙门氏菌 RT-PCR 10 [21]

噬菌体
融合蛋白pVIII 金黄色葡萄球菌 紫外可见光谱 10 [22]

T7噬菌体 大肠杆菌 PCR 100 [23]
链霉亲和素 大肠杆菌 电化学阻抗谱生物传感器 104.45 [24]

溶解酶 金黄色葡萄球菌 荧光检测 525 [25]
甘露糖结合凝集素 白色念珠菌 微流控 1 [26]
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素能够作用于细菌的肽聚糖层，通过高特异性来检测

和鉴定细菌[33]。Liu 等[22] 研究了以牛血清白蛋白为

模板的 Co3O4 磁性纳米酶（Co3O4 MNE）与一种新的

特异性融合噬菌体蛋白和电泳层析法结合起来检测

金黄色葡萄球菌的特异和灵敏的比色分析方法。

Co3O4MNE 与金黄色葡萄球菌特异性融合蛋白

pVIII 偶联（Co3O4MNE@Fusion-pVIII），所制备的三

功能 Co3O4MNE@Fusion-pVIII 颗粒能够捕获牛奶

中的金黄色葡萄球菌，并将其从牛奶中分离富集出

来。将带有金黄色葡萄球菌的磁珠转移至 96 孔板

上进行显色。该方法的检出限为 8 CFU/mL，此方法

对牛奶中浓度为 10~10000 CFU/mL 的金黄色葡萄

球菌均可检出。

Wang 等[23] 将 T7 噬菌体的头部与生物素受体

蛋白结合，使噬菌体颗粒定向固定在链霉素磁珠上，

研制的 T7 标记磁珠在 20 min 内从肉汤中大肠杆菌

吸附率为 86.2%，用 PCR 检测细菌 16S rRNA 时，检

出限约为 100 CFU/mL。但噬菌体极具感染性，如何

避免噬菌体的大量繁殖还需要进一步的研究。 

1.2.5   其他修饰法　目前，越来越多的生物识别分

子：链霉亲和素、多肽、溶解酶、甘露糖等都可用于

高效捕获病原菌。

链霉亲和素作为高度稳定的蛋白质，可抵抗蛋

白酶消化、极端 pH 和温度，其非特异性吸附极低。

报道表明[34]，聚乙二醇的存在更能进一步抑制链霉亲

和素的非特异性吸附，这极其有利于对目标菌的特异

性吸附，减少杂菌干扰。在生物传感器的构建中，由

链霉亲和素包覆的磁珠可作为信号放大剂用于电化

学研究中。Wang 等[24] 提供了用于检测碎牛肉中大

肠杆菌 O157:H7 的电化学阻抗谱生物传感器。研

究者将大肠杆菌抗体与大肠杆菌混合。并将用链霉

亲和素包被的纳米棒倒入两个独立的试管中，将大肠

杆菌样品加入其中一个试管中，混合后，用磁力

分离。在 1 h 内，用阻抗传感器测得大肠杆菌

O157:H7 的检出限达到了 104.45 CFU/mL，线性范围

为 104~107 CFU/mL。
多肽对不同细菌的捕获能力突出了其微生物识

别的潜力，主要是因为多肽普遍具有活性和内在稳定

性。Magainin I 是非洲爪蛙皮肤上自然产生的短序

列肽之一，它可以选择性地与大肠杆菌 O157:H7
结合。并且，这种肽对其他革兰氏阴性菌也有广谱亲

和力。尽管肽在细菌捕获方面的潜力已被证明，但这

些生物分子的主要缺点是非特异性或半选择性结合，

因此限制了多肽在特异性识别时的作用[35]。

溶解酶作为一种碱性蛋白质，由吞噬细胞所分

泌，对革兰氏阳性细菌更为敏感。Yi 等[25] 在磁珠表

面结合了溶解酶，将金黄色葡萄球菌从样品中分离出

来。通过金黄色葡萄球菌裂解，胞内氧化氢酶溢出与

底物作用，由荧光系统进行检测，在磷酸盐缓冲液中

检出限为 78 CFU/mL，总的检测时间不超过 50 min。

甘露糖结合凝集素被认为是宿主体内的第一道

防御机制，它通过与 90 多种不同的细菌、真菌、原生

动物和病毒的表面表达的末端甘露糖和岩藻糖残基

结合而形成[36]。研究者利用这种自然现象对病原菌

进行富集和锁定。Cooper 等[36] 利用重组甘露糖结

合凝集素改性磁珠进行富集白色念珠菌，通过微流控

平台进行检测，并在 3 h 内完成检测，该装置组合体

现了极高的灵敏度（1 CFU/mL）。 

1.3　磁珠富集法的比较

磁珠富集技术因其富集效率高，可重复性好，操

作简便，不破坏目标物的生物性状和功能而广受关

注[37]。裸磁珠不具有特异性及选择性，因此对所有菌

株都具有富集作用，与功能化磁珠比较，裸磁珠的吸

附率稍低。在目标致病菌浓度较高的条件下，可用裸

磁珠对致病菌进行富集，减少磁珠表面的修饰过程，

方便快捷。免疫磁珠是富集病原菌的有力手段，通常

在 pH 为中性[38] 的样品中先进行 30 min 免疫反应，

再进行 3 min 磁分离即可达到较为理想的富集效果，

其吸附效率>80%，特异性>90%，敏感性可在 10~
14 CFU/mL[39]。但是，免疫磁珠富集技术也存在一

定的局限性，如果偶联在免疫磁珠上的生物识别配体

不具有较强的特异性，则会吸附较多杂菌，且杂菌可

能会抑制目标物的生长，对结果产生影响。

采用磁珠富集法获得的致病菌，需要进一步采

用 PCR [5−40]、生物传感器[41−43]、免疫层析检测[44] 等

方法进行鉴别检测，确定具体的致病菌浓度及种类。

因此，在实际操作中，往往会将功能化磁珠与多种检

测手段相结合。磁珠富集可避免后续检测过程中再

受培养基成分的干扰，提高检测灵敏度，缩短检测

时间。 

2　富集与检测复合技术
食源性致病菌的富集与检测复合技术报道见表 2。 

2.1　电泳技术 

2.1.1   毛细管凝胶电泳　毛细管电泳是以毛细管为

分离通道，高压直流电场为驱动力的液相分离技术，

是将柱富集与毛细管分离相结合的技术。在直流电

场的作用下，带电粒子向着与之电性相反的电极方向

移动。由于带电粒子在电场中的游动速度不同，可以

将组分分离为不同的狭小区带，从而达到对目标物分

离和富集的目的。GAO 等[45] 将含有特异性抗体的

乳液与毛细管电泳相结合，在细菌样品中快速分离出

金黄色葡萄球菌，检出限为 9×105 CFU/mL。此外，

毛细凝胶电泳适用于区分生理形态特性相近的病原

菌。陈萍等[46] 利用毛细管区带电泳并配合超声波处

理快速分离出大肠杆菌的 3 种亚型：E.coli K88、
K99 和 987P。何玲等[47] 将毛细管电泳结合 PCR 和

荧光检测技术，对 3 种病原菌（单增李斯特菌、金黄

色葡萄球菌、蜡状芽孢杆菌）进行了检测。其在提取

细菌 DNA 后，分别对单增李斯特菌的 hly 基因，芽

孢杆菌的 16S-23SITS 和金黄色葡萄球菌的 nuc 进行
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扩增，以胶筛分毛细管电泳进行分离，后用多重

PCR 进行检测。研究表明，在 20 min 内即可完成对

三种病原菌的同时检测，相对标准偏差为 0.92%~

1.58%。为食品中快速检测病原菌提供了基础。

毛细管电泳技术对于目标目病原菌的分离快速

高效，可在几秒至几十分钟内完成分离，且所需样本

量较少；但是在灵敏度和结果重现性方面仍需改进。 

2.1.2   介电电泳　由电泳发展而来的介电电泳技术

从本质上来说，是基于 Max-well 经典电磁场理论的

技术。其原理是中性粒子在非均匀电场中受到电场

力而进行定向运动的现象。中性粒子在介电液中由

于受到非均匀电场的作用，产生不同的极化率。中性

粒子表面的离子基团与介电液中的正负电荷会向粒

子与介电液的交界面运动，使得正、负电荷聚于交界

面两侧[48]。胡冲等[49] 将介电电泳结合荧光纳米颗粒

和微流控技术，对沙门氏菌进行了富集，在实际样品

中沙门氏菌的检测限为 56 CFU/mL，并且检测时间

为 40 min。Yang 等[50] 研究了沙门氏菌的免疫捕获

率，在无介电电泳时，沙门氏菌的免疫捕获率为

17.6%；而加入介电电泳的情况下，免疫捕获率提升

至 64.0%。

随着电泳技术的不断发展，采用介电电泳阻抗

技术（DEPIM）来捕获和检测病原菌成为更好的选

择。通过改变悬浮液的电导率和电场频率，介电电泳

阻抗的变化反映了被富集病原菌的数量[51]。Wang

等[52] 将正介电电泳与阻抗检测相结合，形成自组装

的微系统装置对大肠杆菌 O157:H7 进行富集并检测，

检测限为 5×104 CFU/mL，且总的检测时间为 6 min。

梯度绝缘介电电泳 (g-iDEP）可检测病原菌浓

度[53]。g-iDEP 设备的锯齿设计能够选择性地捕获通

道中不同位置的各种生物病原菌，基于局部电场强度

测量的电动特性能够分离单一物种的相似菌株。

Paul 等[54] 根据 g-iDEP 的电动特性对三种大肠杆菌

相似菌株（O157:H7, O55:H7, O6:K1:H1）进行分

离，并使用适当的电位条件进行浓缩、检测。细菌暴

露于磁场后仍能存活，这是由细胞运动所决定的。这

些结果表明，潜在的 g-iDEP 在分离能力和诊断应用

的可能性方面都具有潜力。 

2.2　微流控技术

微流控技术是一门多学科交叉的新兴技术，涉

及了物理学、数学、微加工学、工程学等。它是将生

物、化学实验室等基本功能如样品制备、反应、分离

和检测等缩微到一个几平方厘米的芯片上，由微通道

形成的网络，能够在微纳米尺寸空间中对流体进行精

确操控[55]，实现对目标物的在线实时分析。微流控技

术由于其高度的集成化和微型化，对微生物病原菌的

检测提供了新的思路。Yonghee  Kim 等 [56] 结合

3D 打印技术制备微流控平台，首次将磁珠分离与

DNA 纯化技术集成与同一设备中，通过对样品流速

的控制，极大的缩短了富集时间，提高了富集效率。

微流控技术的迅速发展，微流控元件自组装的灵活

性，使微流控这一技术成为快速富集和检测病原菌的

新手段。 

2.2.1   光学检测　LI 等[57] 基于激光诱导荧光检测微

流控芯片系统，应用于四重 PCR 分析的产物中，对副

溶血性弧菌、沙门氏菌、大肠杆菌 O157:H7 和志贺

氏菌进行检测，4 种病原菌均可检出 102CFU/mL。

迁移时间的相对标准偏差为 0.7%~2.1%。本方法也

可用于人工接种食品样品中致病菌多重 PCR 产物的

快速分析。Kim 等[58] 将抗体“三明治”方法应用于微

流控技术，将沙门氏菌的多克隆抗体共价固定在量子

点上，将第二多克隆抗体连接到超顺磁粒子上，用永

磁体和便携式荧光计来测量附着在沙门氏菌上的量

子点纳米颗粒的荧光信号，以此判断沙门氏菌的含

 

表 2    食源性致病菌富集与检测复合技术的比较

Table 2    Comparison of different composite techniques in enrichment and detection for food borne pathogen

复合技术 技术的应用和发展 检测菌体 优势 不足 参考文献

电泳技术

毛细管电泳

E.coli K88
K99
987P

易区分生理形态特性相近的
病原菌；耗时短

仪器灵敏度和结果
重现性较差

[46]

单增李斯特菌
金黄色葡萄球菌
蜡状芽孢杆菌

[47]

介电电泳 沙门氏菌 [49]

介电电泳阻抗技术 大肠杆菌（O157:H7） [52]

梯度绝缘介电电泳
大肠杆菌（O157:H7）
大肠杆菌（O55:H7）

大肠杆菌（O6:K1:H1）
[54]

微流控技术

光学检测

副溶血性弧菌
沙门氏菌

大肠杆菌（O157:H7）
志贺氏菌 实现自动、在线、实时、高通

量富集与检测
芯片设计难度较大

[57]

沙门氏菌 [58]

电化学检测
大肠杆菌 [60]
李斯特菌 [61]
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量。此方法在硼酸缓冲盐和鸡精中对沙门氏菌的检

出限均为 103 CFU/mL。 

2.2.2   电化学检测　与光学检测相比，电化学的优势

不仅在于其固有的微型化和可移植性，而且还在于其

检测时不受样品浑浊度的影响、极低的成本、低功耗

以及与微加工技术的兼容性[59]。Altintas 等[60] 组装

了一种全自动微流体电化学生物传感器，采用纳米修

饰的免疫测定法对 10~3.97×107 CFU/mL 范围内的

大肠杆菌进行检测，检出限为 50 CFU /mL。将建立

的方法应用于纳米材料修饰的水样中大肠杆菌的定

量分析。在实际样品分析中，大肠杆菌的检出限相

同，但传感器信号略有下降。传感器表面可多次再

生，大大降低了系统成本。Qi 等[61] 将电化学阻抗分

析、脲酶催化与微流体相结合，通过磁珠-李斯特氏

菌-纳米金-脲酶三明治复合物捕获李斯特氏菌，再通

过微流控检测芯片的互相交叉微电极阻抗测量来确

定李斯特氏菌的数量。在 30 min 内，对李斯特氏菌

的捕获效率达到了 93%；在 1 h 内，对李斯特氏菌的

检出限为 1.6×102 CFU/mL；在生菜样品中，回收率

为 82.1%~89.6%。

微流控技术由计算机、数学、化学等多学科交叉

应运而生，在微平台上灵活组合和大规模合成实现对

病原菌自动、实时、在线的富集和检测[62]，微流控芯

片显著优点是多单元技术（包括样品制备、反应、分

离和检测）在微平台上的灵活组合和大规模集成。与

传统方法相比，微流控芯片具有小型化、高通量、集

成化、低功耗，携带方便、检测速度快、便于现场诊

断等优点。但是微流控技术是一门多学科交叉的技

术，需要多方面的技术结合。目前，微流控技术的应

用还属于一个起步阶段，如何将多项操作骤集成于同

一芯片上，仍是需要突破的关键难点。 

2.3　复合检测方法比较

免疫磁珠分离和电泳技术作为单独技术，无法

实现病原菌富集与检测效果的最大化；而微流控技术

具有的自组装特点，可将这些技术进行偶联，获得富

集与检测效率最优的方案。通过富集与鉴定检测的

复合，一方面提高了对致病菌的检测限，同时能够缩

短检测时间、提高灵敏度，实现自动化检测。

Thaitrong 等[63] 创建了微流控夹心 ELISA 用于

快速检测病原菌，微流控浓缩器采用微通道制备，所

有反应均在微流控通道中，借助毛细力驱动反应物流

动实现富集与检测。该微流控系统速度更快、便携、

更节能，且不受样品污染，为病原菌的富集与检测提

供了新的选择。而将磁分离与微流控技术结合时，

特异性和敏感性更高，速度更快，操作更简便。

Kanayeva 等 [64] 将磁性纳米颗粒、微流控芯片和交

叉微电极结合在一起，集成了阻抗免疫传感器，用于

高效分离和检测单核细胞增素乳杆菌。虽然免疫学

和微流体学的结合极大改善了传统方法的性能，但仍

需进一步研究。目前，研究较多的是对病原菌的特异

性结合，而非特异性结合还是一个难题[65]。DNA 和

RNA 适配体作为抗体的潜在竞争对手已被广泛研

究，用于包括食品安全检测在内的各种应用领域。通

过双向电泳，可以得到适配体在微流体系统中定位并

集中在规定的位置，从而完成对病原菌的富集[66]。 

3　结论与展望
电泳技术发展较快，免疫电泳不仅具有抗原抗

体的高特异性，还具有快速分离，高灵敏度和高分辨

率的特点，但是电泳技术在结果重现性方面仍旧不

足，因此在应用上存在局限性。取代了传统实验室中

的人工操作，速度快、效率高、避免人为失误的可能

性，为科学研究提供了新的发展方向。如果能将多种

富集、检测技术集成于自组装的微流体元件中，将有

望实现病原菌富集与检测效率的最大化。免疫磁珠

分离多应用于病原菌的富集，磁珠的超顺磁性能够使

病原菌与生物识别体结合的更加牢固，提高捕获率。

磁珠操作的简便性，可使免疫磁珠与多种检测技术相

结合，增强检测技术的灵敏度，提高检出限[37]。但是，

由于磁场效应，可能会吸附杂菌，这就需要有高特异

性的生物识别体对磁珠进行修饰，降低杂菌污染几

率。因此，免疫磁珠作为富集速度快，富集率高的便

携材料可打破其他仪器在实际应用中的局限性，对快

检技术的开发有重要意义。
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