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摘 要: 食品污染引起的疾病是目前世界上公共卫生问题之一,食源性致病菌是食物中毒和食源性疾病暴发的重要

因素,是食品安全的重要风险隐患。如何快速准确检测食源性致病菌是控制食物中毒和食源性疾病暴发的关键环节。
笔者介绍并分析PCR技术在食源性致病菌快速检测中的应用。
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  随着生活水平的提高,食品安全问题受到人们越来越多的
重视,已 经 成 为 社 会 关 注 的 热 点 之 一。据 世 界 卫 生 组 织
(WHO)统计,2005年世界范围内有150万人死于腹泻等疾病,
其中有70%为食源性因素造成[1]。在我国食源性疾病暴发事
件中,微生物性食物中毒的暴发事件数和患者数最多,占总数
的40.09%和61.92% [2],食源性微生物是导致食源性疾病的
主要原因。传统的检测方法繁琐复杂、周期较长,不能实现有
效的监测、预防作用,因此快速而准确地检测与鉴定食品中的
病原菌是及时有效控制和预防病原菌传播、预防食物中毒的重
要前提。

PCR技术即聚合酶链反应(polymerasechainreaction)是
1985年创立的一种体外酶促扩增特异性片段的方法。该技术
自问世以来,就以惊人的速度广泛应用于生命科学的众多领
域。目前在食品领域中致病微生物、转基因食品的检测等方面
的应用也越来越受关注。笔者对PCR技术在食源性致病菌快
速检测中的应用综述如下。
1 单核细胞增生李斯特菌的检测

李斯特菌广泛存在于自然界中。目前国际上公认的李斯
特菌属共有6个种,即单核细胞增多性李斯特菌、伊万诺夫李
斯特菌(又称为绵羊李斯特菌)、英诺克李斯特菌、威尔斯李斯
特菌、西尔李斯特菌和格氏李斯特菌。其中在李斯特菌属的分
类种中,单核细胞增生李斯特菌(简称单增李氏菌)对人类致
病性最强,是一种重要的食源性致病菌,它能引起人、畜的李斯
特菌病,感染后主要表现为败血症、脑膜炎和单核细胞增多等,
因此,李斯特菌的检测也受到越来越多的关注。谭炳乾等[3]采
用PCR扩增单核细胞增生李斯特菌的溶血素 LLO 编码基因
(hly)片段的方法,检测81份冷冻食品中的单核细胞增生李斯
特菌,结果与传统的细菌分离方法一致;冯家望等[4]通过建立
多重—巢式PCR联合检测体系快速检测食品中单增李斯特菌,
结果多重PCR的灵敏度达到1×102cfu/ml,巢式PCR的灵敏
度达到1×10cfu/ml,对6类冷冻冷藏食品3439份样品中的
单增李斯特菌进行检测,结果准确,同时有效缩短了检验周期。
王耀等[5]应用复合PCR结合变性高效液相色谱(DHPLC)技术
建立食品中单核细胞增生李斯特菌、绵羊李斯特菌和英诺克李
斯特菌的快速高通量检测方法,为预防李斯特菌食源性疾病的
暴发和流行起到了积极的作用。
2 金黄色葡萄球菌的检测

金黄色葡萄球菌是引起细菌性食物中毒的主要病原菌,也
是化脓感染最常见的病原菌之,由金黄色葡萄球菌产生的肠毒
素可引起食物中毒、肺炎、心包炎和脑膜炎甚至败血症等相关
疾病[6]。从临床分离金黄色葡萄球菌,约1/3产生肠毒素,而
且该肠毒素在100℃条件下经过30min热处理仍能保持致病
性。万婧等[7]选用金葡菌的肠毒素 A基因与金葡菌的种特异
性基因nuc作为靶标设计特异性引物,建立水产品中金色葡萄
球菌的双重PCR-DHPLC方法,检测240份样品,结果与国标
法无显著性差异,同时通过对肠毒素基因的分析,判断出该菌
株致病性的强弱;苏明权等[8]根据金黄色葡萄球菌femB基因

序列设计引物和探针建立实时荧光定量PCR检测金黄色葡萄
球菌的方法,检测20份模拟样品,结果与分离培养符合率为

100%;杨玉军等[9]利用多重PCR扩增金黄色葡萄球菌SEA、
SEB、SEC和SED基因片段的方法,同时检测金黄色葡萄球菌
四型肠毒素基因,比传统PCR方法省时省力,可以弥补传统

PCR法的不足,为快速检测产肠毒素金黄色葡萄球菌及追踪金
黄色葡萄球菌食物中毒的源头提供一种检测手段。
3 蜡样芽孢杆菌的检测

蜡样芽孢杆菌是一种革兰阳性杆菌,能形成芽孢,在周围
环境中广为存在,为条件致病菌,极易污染食物而引起食物中
毒,因此需要发展一种快速的检测方法,把危险菌株从非致病
性的菌株中区别开来,如果是传统的培养方法,整个过程可能
要5~7d的时间,对于食物中毒可疑因子的判断及患者的及时
治疗影响很大,因此及时快速准确的检测方法应运而生。王振
国等[10]以cereolysinAB基因为目的基因设计引物建立SBYR
Greenl的实时PCR方法,其最低检出限可达8CFU/ml,且无
需电泳可直接对样品进行检测;王红等[11]以溶血素(HBL)基
因和非溶血素(NHE)基因为目的基因进行荧光 PCR检测,检
测34株蜡样芽孢杆菌溶血素基因,符合率97.1%,从样品的处
理到结果的报告耗时仅为2~3h,较传统方法大大缩短了检测
周期,为及时处理食物中毒赢取宝贵的时间。
4 沙门氏菌的检测

沙门氏菌是感染人和动物的重要病原菌之一,常污染肉、
乳和禽等动物性食品,人体会因为直接接触沙门氏菌或食用被
其污染的食物而感染,引起腹泻、呕吐等急性肠胃炎症状,严重
的可引起死亡。在世界各国的各类细菌性食物中毒事件中,由
沙门氏菌引起的食物中毒常居榜首[12],目前传统的检测方法费
时繁琐,需4~7d才能完成,因此PCR技术成为沙门氏菌检测
研究的热点。钟伟军等[13]根据编码鼠伤寒沙门氏菌肠毒素stn
基因的核苷酸序列设计1对引物和荧光探针,建立了荧光定量

PCR快速检测食品中沙门氏菌的方法,具有较高的特异性和敏
感性;周晓清等[14]选取沙门氏菌的invA基因为目的基因设计
引物建立一步法逆转录荧光定量PCR检测食源性沙门氏菌,该
方法具有特异性强、灵敏度高、操作简便等优点,检测人工污染
猪肉中的沙门氏菌与微生物传统计数结果的符合率为100%,
并可在5h内完成所有操作,非常适用于食源性沙门氏菌的快
速检测。
5 志贺氏菌的检测

志贺氏菌属是人类细菌性痢疾最为常见的病原菌,俗称痢
疾杆菌,可通过水和食物传播腹泻和痢疾等疾病,严重危害人
们的身体健康,建立志贺氏菌快速准确、实用的检测方法尤为
重要。邱杨等[15]根据志贺氏菌ipaH基因序列设计了特异引物
和探针进行荧光PCR,检测样品437份,检测结果与国标法一
致;赵丽华等[16]根据ipaH 基因序列,设计引物和分子信标探
针,建立志贺氏菌的实时PCR快速检测技术,检测20份标本,
准确率和特异性均为100%,时间约2h,大大缩短了检测周期,
可用于志贺氏菌食物中毒快速诊断和食品微生物检测,为食源
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性疾病的早期、准确诊断提供新的检测手段。
6 致病性大肠杆菌的检测

大部分大肠杆菌是人或动物肠道里的共生菌,但其中也有
部分菌株可引起腹泻等疾病[17],致泻大肠杆菌不但可引起传染
性疾病而且可引起食源性疾病的暴发,因此建立快速、简便、准
确的检测方法非常重要。郑桂丽等[18]针对大肠杆菌 O157特
异基因rfbO157设计引物进行PCR,特异性强,灵敏度高,可在

3~4h内完成对O157的检测,O157的临床早期诊断和流行病
学调查 提 供 了 一 种 较 好 的 手 段。胡 慧 等[19]针 对 大 肠 杆 菌

O157:H7的特异基因rfbE设计一对特异引物,建立 SYBR
GreenⅠ实时定量 PCR 检测方法,结果显示所建立的 SYBR
GreenⅠ实时定量PCR方法可以快速、特异地检测出大肠杆菌

O157:H7,细菌纯培养物中其灵敏度可达2×10cfu/ml,临床
模拟污染肉样中能最低能检测到1×102cfu/ml的大肠杆菌

O157:H7。临床检测肉样500份,检测灵敏度高于常规 PCR;
徐义刚等[20]通过 ETECLT基因、EPECbfpA 基因、EHECO
抗原基因和 EIEC侵袭性质粒基因序列,设计了4对特异性引
物,建立了致腹泻性大肠杆菌多重PCR-DHPLC检测方法,达
到同时检测4种致病菌的目的;林杰等[21]利用多重PCR同时
检测5种致泻性大肠杆菌8种毒力基因的方法,取得较好的效
果。因此多重PCR的出现达到快速、高通量检测病原微生物的
目的。
7 副溶血性弧菌的检测

副溶血性弧菌又称为嗜盐菌,不耐热,是一种嗜盐性革兰
氏阴性致病弧菌,常存在于近海水、海产品、盐渍食品中,是沿
海地区引起食物中毒的重要病原菌。人食用污染有该菌的海
产品后可引起急性胃肠炎,严重时还可引起败血症,其引发的
食源性疾病已成为当前全球面临的公共卫生问题之一。目前,
采用 MPN法对食品中的副溶血弧菌进行检测,此方法需要3
~7d的时间,且容易出现交叉污染和假阳性。近年来已有林
强等[22]以toxR作为靶基因设计特异性引物及TaqMan探针建
立荧光定量PCR方法,检测178份牡蛎样品,检测到阳性样品

168份,最低检测浓度为10cfu/g,最高检出浓度为318180
cfu/g,灵敏度高于 MPN培养检测法;俞春松[23]选取副溶血性
弧菌不耐热溶血毒素基因作为检测的靶片段设计引物及探针,
建立检测副溶血性弧菌的荧光定量 PCR,检测方法灵敏度为

10cfu/ml,检测20份样本,结果符合常规培养检测结果;王小
玉等[24]根据副溶血性弧菌种特异性基因不耐热溶血毒素基因

tl和直接耐热溶血素毒素基因tdh建立荧光PCR方法,检测方
法灵敏度达10cfu/reaction。该方法大大缩短了检测过程,只
需要1h左右,这是包括细菌分离、常规PCR在内的其它方法
所无法比拟的。而且该方法选择了种特异性基因和毒力基因,
能够鉴别出分离菌株是否是副溶血性弧菌并进一步判别是否
潜在致病,为多重荧光 PCR检测副溶血性弧菌的研究奠定了
基础。
8 霍乱弧菌的检测

霍乱为危害严重的夏秋季急性肠道传染病,迄今仍然是发
展中国家面临的重大公共卫生问题之一。目前我国霍乱虽已
得到有效控制,但发生或流行的潜在威胁依然存在。因此早发
现、早诊断是及时控制霍乱疫情蔓延的关键。黄世旺等[25]根据
霍乱毒素 (choleratoxin,CT)基因序列,在其保守区域设计特
异性引物与TaqMan探针,建立特异、灵敏、快速的TaqMan荧
光定量PCR方法用于快速检测霍乱弧菌,检测灵敏度达10
cfu/ml,整个操作过程仅需2h。用该方法检测24份临床腹泻
样本,准确率100%,因此该方法可用于霍乱弧菌的日常监测和
暴发疫情的应急诊断。杜联峰等[26]根据霍乱毒素ctxA、toxR、
O139群特异性基因、O1群特异性基因序列设计特异性引物进
行多重PCR,建立了稳定可靠的霍乱弧菌多重 PCR检测平台;
覃倚莹等[27]分别以rfbM 和 wbfR基因作为 O1和 O139群霍
乱弧菌的模板设计引物和探针,通过优化反应条件建立了能够
同时检测O1群O139群霍乱弧菌的二联实时荧光定量PCR方

法(FQ-PCR)。用该方法对10份模拟食品样品和133份临床
样品进行了检测,结果表明,该方法特异性为100%;O1群霍乱
弧菌和 O139群霍乱弧菌检出限分别为92cfu/ml和116cfu/
ml;另外该方法对模拟样品和临床样品检测结果与国标法的检
测结果完全一致,符合率为100%。因此该实时荧光PCR检测
方法能够同时检测O1和O139群霍乱弧菌,而且特异性好、灵
敏度高,能有效克服假阳性,适用于基层疾病控制、口岸检疫单
位日常疫情监测和临床诊断。

综上所述,食源性致病菌检测在引入PCR技术后得以迅速
发展,从最初的普通PCR,到各种改良技术的运用,再到荧光实
时定量PCR的出现,多种、多重PCR的综合应用已成为一种趋
势,其高特异性、高敏感度和简便快速,为食物中毒和食源性疾
病暴发的应急处置提供了依据。今后,随着经济社会的不断发
展,必然会对食源性致病菌的检测提出越来越高的要求,而随
着科学技术的不断进步,相信会有更多快速、简便、特异的检测
技术得到应用,必定对人类公共卫生、食品安全、营养健康与疾
病控制等作出巨大贡献。
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  睡眠是人生的生理必需,良好的睡眠是心身健康的主要标
志。睡眠障碍是老年人最常见的症状之一,长期反复睡眠障碍
会影响老年人疾病的治疗和康复,加重或诱发某些躯体疾病,
是威胁老年人身心健康的重要因素[1]。随着现代医学和护理
学发展,睡眠障碍的治疗及护理措施不断完善,笔者现就老年

患者睡眠障碍原因和护理措施作一综述。
1 老年人睡眠障碍的发生率

世界卫生组织提出,发达国家或地区65岁以上者为老年
人,发展中国家或地区60岁以上者为老年人。我国为发展中

国家,60岁以上老年人口每年以3.2%的速度增长,预计到

2050年将达11.0亿,占世界总人口的13.7%[2],我国人群中有

56.7%的老年人存在睡眠障碍。
2 睡眠模式变化

2.1 正常睡眠状态 睡眠是一个复杂生理变化,它包括2种

相互交替的睡眠状态:①非眼球快速运动睡眠(NKEM),又称
之为慢波睡眠;②眼球快速运动睡眠(REM),又称之为快波睡
眠。两种状态交替进行,大约每隔70~90min交替2次,一夜
之间交替5~6次[3]。
2.2 睡眠障碍定义 睡眠障碍是指夜间入睡困难,不能长时

间连续睡眠,夜间经常醒来或清晨早醒,第二天醒来没有满足
感和精神充沛的感觉,主要以患者进入睡眠周期的潜伏期较正
常延长,入睡过程中自身生理性感觉增多为主[4]。
2.3 睡眠障碍类型 ①入睡困难:表现为入睡需要时间长达

30min,一旦入睡可获得较深的睡眠。②中途觉醒:睡眠很浅,
轻微声响便易惊醒,夜睡眠中醒来达3次以上。③睡眠时间缩
短:患者有充分时间,但夜累计睡眠时间<5h。④早醒:早晨觉
醒比以前提前1h以上,且醒后不能再入睡。⑤醒后疲劳:睡眠
时间达标,但睡眠质量不高,夜间多梦,醒后感觉疲劳,无精打
采,全身不适[5]。

3 导致老年人睡眠障碍的原因

3.1 年龄 老年人由于年龄的增加,各组织器官逐步老化,引
起大脑皮质功能减退,新陈代谢减慢,影响正常的睡眠过程常
常出现睡眠维持困难,睡眠质量下降,夜间觉醒次数增加,对外
界刺激的敏感度相应增高等,易发生睡眠障碍[6]。随着年龄的

增加,诸多因素可使提高睡眠质量的功能性储备减少,这些因
素包括:活动量少、光照不足、唤醒阈降低、交感神经活动能力
改变、昼夜节律改变、老年人发生各种疾病问题的频率增加、疾
病负荷增加、生活储备降低等,故老年人睡眠不足的发生率较
高[7]。
3.2 环境因素 老年人生活比较有规侓,有着固定生活习惯,
来到陌生环境,如噪音、温度、光照和习惯睡眠环境的改变、适
应能力差异是导致睡眠障碍的重要因素,居住在繁忙的机场或
铁路附近、病房呼叫器和电话铃声、监护仪的报警声、病友的鼾
声等环境噪音的不良刺激也可影响老年人的睡眠质量[8]。
3.3 社会家庭因素 是影响老年患者睡眠质量的主要原因之
一,经济、地位、生活习惯发生变化,容易使老年人产生失落感
和忧伤感,加之子女分居、配偶老友和同事患病和死亡,高额的
医疗费用、家人关心的缺失等引起的焦虑、紧张、恐惧、悲观、抑
郁、思虑过度……均可造成心理问题而引起睡眠障碍[9]。
3.4 不良的生活习惯 不健康的生活习惯也是造成睡眠障碍
的原因之一,如过度饮酒、吸烟、晚餐过多或过少、睡前大量饮
水引起夜尿次数增多、睡前喝浓茶、咖啡等兴奋性物质导致夜
间迟迟不能入睡,由于这些制品的兴奋和利尿作用可引起睡眠

不好,有时表现为白天瞌睡而晚上不能入眠,破坏睡眠规律,如
果长期持续这种不健康的睡眠习惯,人体生物钟会受到损害,
最终导致睡眠障碍[10]。
3.5 疾病 老年人是各种躯体疾病的易感人群,多数躯体疾
病都会不同程度地导致睡眠障碍,如:冠心病、肝癌及肺癌晚
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