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海水中致病菌检测研究进展 
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摘要: 海水中致病菌种类繁多、致病性强, 对水产养殖和人体健康存在着潜在危害。传统的检测方法

培养过程复杂繁琐、耗时长、效率低, 难以满足实际工作的需求。因此, 建立海水中致病菌的快速、

灵敏、准确的检测技术势在必行。本文综述了流式细胞技术、分子生物学方法、免疫学方法和生物传

感器技术等在海水致病菌检测中的应用, 总结了上述方法在海水致病菌检测中的研究现状。  
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随着我国沿海经济建设速度的逐步加快和海洋

开发活动的日益频繁, 排往近海的污染物总量持续

增加, 海水环境污染尤其河口海岸带环境污染问题

日渐凸显。在种类繁多的海水环境污染物中, 致病菌

正引起人们越来越多的关注。海水中的致病菌有来

自陆源, 亦有来自海洋自身。陆源的致病菌主要来自

生活污水、大陆径流以及海岸沙滩的流入[1]。大肠杆

菌是水质粪便污染的指示菌, 是海水陆源污染的重

要生物之一[2]。目前, 世界大部分国家及国际组织将

大肠杆菌数量作为海水水质的卫生学指标和水环境

的细菌学指标[3]。已有研究表明, 具有净化病原菌能

力的繁茂膜海绵(Hymeniacidon perlevis), 能够以摄

食的方式净化水环境中的大肠杆菌[4]。除陆源致病菌

外, 自然海水中含有喜好生长于有机质丰富环境中

的副溶血性弧菌、霍乱弧菌、创伤弧菌等致病菌。

这些致病菌在海水中的数量可以有效指示海水遭受

有机物污染的程度[5]。研究表明, 海水中致病菌的污

染不仅威胁人体的健康安全, 而且会对水产养殖业

带来巨大的危害和损失[6]。因此, 实现海水致病菌的

快速检测, 不仅可以有效掌握环境污染物的时空分

布特点、追踪污染途径、寻找污染源、预测污染的

发展动向及环境质量变化趋势, 而且可以为改善海

域生态质量、促进海水资源的合理开发利用提供科

学依据和技术支撑。 

1  海水中致病菌的检测方法 

由于海水组分复杂、基体效应大、海水中致病

菌的含量低 , 且易随海流变化 , 因而要求分析方法

具有良好的选择性、高灵敏度及快速检测过程。传

统的检测方法培养过程复杂繁琐、耗时长、效率低, 

难以满足实际工作的需求。因此, 研究者不断探索新

的检测方法。本文从流式细胞技术、分子生物学方

法、基因芯片技术、免疫学方法和生物传感器技术

等方面综述了海水致病菌检测的研究进展。 

1.1  流式细胞技术(flow cytometry, FCM) 

流式细胞分析具有快速、灵敏、精确以及便于

操作等优点, 已在微生物检测方面发挥越来越重要

的作用。流式细胞仪能够检测被荧光分子标记的细

胞或微粒[7]。邓灯等[8]建立了一种特异性好、精密度

高的鱼肠道弧菌单克隆抗体的流式细胞检测技术。

以抗鱼肠道弧菌单克隆抗体为基础, 结合流式细胞

术, 根据荧光信号强弱比例确定检测鱼肠道弧菌时

所需单克隆抗体。在最优反应条件下, 抗鱼肠道弧菌

单克隆抗体可特异性识别鱼肠道弧菌, 并且通过对

不同密度的鱼肠道弧菌进行重复性试验发现变异系

数均在 5%以内。流式细胞技术与分子生物学等技术

的结合已成为流式细胞仪的发展方向, 并且能够稳

               

收稿日期: 2016-03-10; 修回日期: 2016-12-01 

基金项目: 中国科学院战略性先导科技专项(XDA11020702); 山东省

泰山学者人才计划项目(TS20081159) 

[Foundation: This study was funded by the Strategic Priority Research 

Program of the Chinese Academy of Sciences, No.XDA11020702; Taishan 

Scholar Program of Shandong Province, No. TS20081159] 

作者简介: 刘淑文(1991-), 女 , 山东烟台人 , 硕士生, 主要从事电位

型传感器研究, E-mail: shuwenliu@yic.ac.cn; 秦伟, 通信作者, 研究

员, E-mail: wqin@yic.ac.cn 



 

146 海洋科学  / 2017年  / 第 41卷  / 第 2期 

定而全面地检测细菌种类[9]。Joachimsthal等[10]利用

流式细胞术与荧光原位杂交技术结合, 实现对轮船

压舱水中的各种细菌含量及总量进行检测, 结果表

明, 压舱水中细菌总量达到 0.67%~39.55%, 其中肠

道菌、弧菌以及大肠杆菌的含量分别为 0~2.46%、

0.18%~35.82%和 0~2.46%。在墨西哥北部湾的浮游

细菌种类调查的项目中, Jochem 等[11]同样将两种技

术相结合 , 从而准确鉴定出海洋细菌的种类 , 并对

细菌生物量进行了统计, 分析了墨西哥北部湾海域

浮游细菌的时空变化。 

流式细胞术在微生物方面的应用发展相对较晚, 

但是很适合对大数量的细菌进行逐个的快速多参数

精确测量。需要指出的是, 流式细胞仪的前期成本比

较高, 其应用前景对荧光材料的选择和样品处理的

发展提出了挑战[12-13]。 

1.2  分子生物学方法 

随着现代生物技术的快速发展, 分子生物学方

法以其简单、快速、专一、微量、准确等优点在快

速检测病原微生物方面得到了迅速发展。目前海水

致病菌检测常用的分子生物学方法主要包括聚合酶

链式反应(Polymerase Chain Reaction, PCR)技术和基

因芯片技术等。 

1.2.1  聚合酶链式反应 

聚合酶链式反应是最常用的核酸扩增技术, 具

有特异性、高效性和准确性高三大特点, 已广泛应用

于微生物病原菌的检测[14-17]。目前, 常用的 PCR 技术

包括多重 PCR (multiplex PCR), 实时荧光定量 PCR 

(Quantitative Real-time PCR)和反转录 PCR(Reverse 

Transcription PCR, RT-PCR), 如表 1所示。 

1.2.1.1  多重 PCR 

多重 PCR 可通过扩增多个核酸片段, 从而实现

对多种致病菌的同时检测。Kong等[18] 采用多重 PCR

实现了对海水中 6种不同致病菌的准确、快速、同时

检测。该检测技术的最低检测限度可达 1 CFU/mL。

为了进一步提高灵敏度, Gonzalez 等[19]将多重 PCR

和 DNA微阵列结合, 实现了对海水鱼类 5种致病菌

的飞克级检测。嵌套式 PCR可解决 PCR中由于模板

量低而检测不到谱带所导致的灵敏度低的问题。

Calvo 等[20]提出的多重 PCR 与高准确度嵌套式 PCR

结合技术实现了对水体中 5 种致病菌的同时检测。

但在实验过程中应展开阴性对照, 从而减少假阳性

样品的干扰。 

1.2.1.2  实时荧光定量 PCR 

荧光定量 PCR是近年发展起来的一项新技术。

该技术巧妙地利用了 PCR 技术核酸扩增的高效性、

探针技术的高特异性、光谱技术的高敏感性以及计

量高准确性等优点, 在致病菌的检测中有较好的应

用前景。Fykse等[21]在 7 h内准确灵敏地检测到压舱

水中 100 CFU/mL的霍乱弧菌。由于标记有 luxS基

因的定量实时 PCR对粘质沙雷氏菌具有特异性作用, 

因此这一检测技术可灵敏、快速地检测到环境水样

中的沙雷氏菌[22]。同时, 实时荧光定量 PCR还可量

化被动物粪便污染的海水沉积物中的细菌[23], 定量

检测水体中靶基因的复制份数和 RNA 的复制份数

等 [24]。但由于荧光素种类、检测光源的局限性以及

其较高的成本, 实时荧光定量 PCR 复合式检测的广

泛应用受到限制。 

1.2.1.3  反转录 PCR 

当样品中存在无致病性的死细胞或者游离的

DNA时, 致病菌 DNA的检测中会产生假阳性信号。

因此上述 PCR法很可能会夸大检测结果。李善志等[25]

以 mRNA 为检测模板, 针对单增李斯特菌的溶血素

基因 hlyA设计引物, 以此建立起灵敏的活菌检测 RT - 

PCR 技术, 并对冷冻虾仁等人工污染样品中单增李

斯特活菌进行检测, 最低检测限可达 4.5 CFU/mL。 

由于面临低温, 营养被剥夺等因素, 海水中的致病

菌进入一种活的非可培养 (viable but non-culturable, 

VBNC)的状态, 这种状态下的致病菌在一定条件下

可以复苏并仍有致病能力, 依然会对人体健康潜在

危害[26-27]。传统的细胞培养方法不能检测 VBNC 状

态下的细菌细胞, 因而可能低估其潜在的致病性。而

PCR 法由于扩增了游离的 DNA 或者死细胞中的

DNA, 从而夸大了其致病能力。RT-PCR广泛应用于

VBNC 状态下致病菌致病能力的检测。半巢式反转

录 PCR的应用能准确灵敏地检测人工海水中 VBNC

状态的创伤弧菌, 并能够对其致病能力进行验证[28]。

除了致病菌的检测, RT-PCR与Taqman探针技术的结

合还能够定量检测海水中的肠道病毒[29]。 

PCR 由于其高度的敏感性及特异性等优势在海

水致病菌检测中得以广泛应用。多重 PCR 技术能够

同时检测多种致病菌, 简便、高效、快速, 而且还可

减少或避免因操作步骤过多而污染所带来的假阳性

等问题。但是多重 PCR 技术的体系比较复杂, 可以

通过优化设计引物与 PCR 反应条件等手段来进一步

增强特异性 , 提高灵敏度。实时荧光定量 PCR 将
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DNA 扩增与分子杂交同步进行, 由于在封闭体系内

扩增与检测 , 既省去了凝胶电泳的繁琐操作 , 缩短

了检测时间, 又避免了试验过程中污染, 减少了假阳

性的发生率, 具有特异性强、灵敏度高、准确度高、操

作自动化等优点。但是该技术需要昂贵的仪器, 成本

高。反转录 PCR虽然可以检测到 VBNC状态下致病菌, 

但是操作繁琐, 提取过程中的 RNA 极易受到 RNA 酶

的污染而降解, 其纯度和完整性难以得到保证。 

PCR 检测病原微生物虽然快速, 但可能因为扩

增模板量太低而检测不到谱带。而且 PCR 产物需要

用酶切或分子杂交验证, 在对野外环境的水样、海产

品标本进行检测时, 通常由于菌量少、菌株变异大, 

而使得检出率较低[30]。PCR检测技术仍存在成本高、

效率低、质控差等缺陷, 未来应向高灵敏度、高特异

性、高通量、高重复性、简易、经济方向发展。以

适应致病菌对检测技术的要求[31]。 

1.2.2  基因芯片技术 

基因芯片技术具有微型化、高通量、平行化、

自动化等优势。目前, 许多学者将基因芯片技术应用

到对致病菌的快速检测与鉴定中。戈蕾[32]采用基因

芯片技术成功检测到 6种主要的海水鱼类病原弧菌。

为了提高菌种鉴定准确率, 需借助 16S rDNA进行测

序分析, 例如致病菌哈氏弧菌[33]以及海洋细菌 C-5[34]

的鉴定。利用细菌分类学上具有重要意义的 16S 

rDNA基因作为检测的靶分子, 并在其间设计检测探

针, 可建立一套致病菌的基因芯片快速检测技术。

Barlaan 等[35]在 16S rDNA 基因基础上, 结合电化学

微阵列芯片的使用, 实现了对海水中 8 种致病菌的

检测, 并且在单个基因芯片上就能够实现对 90 种致

病菌的检测(表 1)。 

 
表 1  分子生物学方法检测海水中致病菌 
Tab. 1  Molecular biological methods for detection of pathogenic bacteria in seawater 

检测方法 检测对象 检出限 分析时间 参考文献 

6种不同水生致病菌 1~1000 CFU <12 h [18] 

海水鱼类 5种致病菌 <20 fg DNA的扩增产物  [19] 多重 PCR 

5种致病菌 10 pg DNA的扩增产物  [20] 

霍乱弧菌 1 CFU/100 mL 7 h [21] 

沙雷氏菌 每反应 3个细胞当量  [22] 实时荧光定量 PCR 

海洋沉积物中粪便细菌 16~174基因扩增产物  [23] 

活的单增性李斯特菌 4.5 CFU/mL  [25] 
返转录 PCR 

肠道病毒 9.3个病毒颗粒  [29] 

 
基因芯片技术作为生物芯片技术中发展最完备

的一个分支, 理论上可以做到在一次实验中检测出

所有的致病菌 , 具有很好的灵敏度 , 其在海水中致

病菌的检测方面也发挥越来越重要的作用。但在获

取大量准确的基因序列、简化样品制备和标记操作、

增加信号检测灵敏度以及降低成本等方面还需要进

一步提高[36]。 

1.3  免疫方法 

免疫学技术是结合生物化学或者物理学方法建

立的病原检测技术, 该技术简化了病原微生物的鉴

定步骤。其中以酶联免疫、荧光免疫以及免疫磁珠

为主的分析方法在微生物研究中被广泛应用。 

1.3.1  酶联免疫分析法(Enzyme-Linked Immunosorbent 

Assay, ELISA) 
酶联免疫分析法是把酶的放大作用与免疫反应

特异性相结合的分析技术, 是酶分析技术的经典代

表, 也是最常用的免疫技术之一。Zhong等[37]提出的

以 IgY为捕获抗体, IgG检测抗体构成的夹心 ELISA

能够实现对副溶血性弧菌快速灵敏检测, 其检测限

为 2.5×104 CFU/mL, 检测时间为 4 h。与以往的

ELISA 相比, 该方法在稳定性和准确性上有较大的

提高。利用 ELISA 技术亦可对海水样品中所有的弧

菌进行特异性的捕获, Laczka等[38]在 70 min内实现

对 12种弧菌的快速、准确、灵敏检测。 

1.3.2  荧光免疫检测技术 (Immunofluorescence 

Assay, IA) 
荧光免疫检测技术可通过检测荧光强度来直接

检测致病菌。Goel等 [39] 借助异硫氰酸荧光素(FITC)

对霍乱弧菌 O1外膜蛋白的多克隆抗体进行染色, 该

方法能够快速灵敏地特异性识别霍乱弧菌 O1。除了

对霍乱弧菌 O1 的荧光标记, Wang 等[40]还对霍乱弧

菌 O139 荧光标记 , 采用荧光免疫检测聚集物

(immunofluorescent-aggregation, IFAG)方法对其进行
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检测 , 即使在干扰细菌的存在下 , 该方法也能成功

检测到环境水样中的霍乱弧菌O1和霍乱弧菌O139。 

1.3.3  免疫磁珠技术  (Immunomagnetic Beads 

Separation Techniques, IMBS) 
免疫磁珠技术不仅具备了固相化试剂特有的优

点以及免疫学反应的高度特异性, 还有高效、快速、

可重复性好、操作简单等优点, 因此越来越广泛地应

用于微生物学检测。免疫磁珠技术检测海水中鳗弧菌

时, 由于磁珠的富集作用, 磁珠与菌液最佳反映时间

缩短到 20 min, 检测敏感度高达到 0.13 CFU/mL。该

技术比常规分离培养方法高出近 100 倍[41]。李倩倩

等[42]通过共价交联法将三色量子点与抗沙门菌、抗志

贺菌和抗金黄色葡萄球菌的特异性抗体偶联, 选用 3

种不同颜色、不同发射波长的量子点作标记, 经免疫磁

珠富集, 同一反应体系中可实现 3种菌同时检测。 

免疫分析中, 载体磁珠的应用可代替常规的选

择性增菌培养过程, 特异地将目的微生物从样品中快

速地分离出来[43]。同样, 磁珠载体也与 PCR技术[44]、

电化学技术[45]、流式细胞术[46]等结合使用, 可充分

发挥二者优势, 大大提高分离效率和检测极限。 

免疫学方法的优点是高效, 可在几个小时内出

结果(表 2), 不需复杂仪器, 所需设备简单、易操作。

但该方法在识别过程中容易受其他微生物共同抗原

以及抗体与非抗原物质之间的非特异性反应的干扰, 

易出现假阳性结果。因此, 需要制备更高特异性的单

克隆抗体或多克隆抗体。免疫磁珠分离技术在一定

程度上可代替常规的选择性增菌培养过程, 可特异有

效地将目的微生物从样品中快速的分离出来。但是免

疫磁珠制备困难, 要获得均匀性好、超顺磁性、粒度

适中、易于结合蛋白质的磁珠难度大。此外, 一旦菌

体发生变异, 该方法的检测结果将可能会不准确[47]。 

 
表 2  免疫学方法检测海水中致病菌 
Tab. 2  Immunological methods for detection of pathogenic bacteria in seawater 

检测方法 检测对象 检出限 分析时间 参考文献 

12种弧菌 7×103~3×104个/mL 70 min [38] 
酶联免疫分析法 

副溶血弧菌 2.5×104 CFU/mL 4 h [37] 

霍乱弧菌 O1 240 CFU/mL 6 h [39] 
荧光免疫检测技术 

霍乱弧菌 O1 O139 103 CFU/mL  [40] 

3种致病菌 103 CFU/mL 2 h [41] 

弧鳗菌 0.13 CFU/mL 20 min [42] 免疫磁珠技术 

单增性李斯特菌 100 CFU/mL  [46] 

 

1.4  生物传感器技术 

生物传感器是以固定化生物活性物质(酶、蛋白

质、微生物、DNA以及生物膜等)作为分子识别元件

与适当的物理或者化学换能器有机结合而组成的一

种先进分析检测装置。其工作原理为: 待测物质经扩

散作用进入固定生物敏感膜层, 经分子识别而发生

生物学反应, 传感器的敏感层与复杂样品中的特定

目标分析物之间如酶与底物、抗体与抗原、外凝集

素与糖蛋白、核酸与其互补片段之间的识别反应会

产生一些物理信号如光、热、声、质量、颜色、电

化学等的变化, 经特定仪器放大后加以显示或记录。

产生的信息如光、热、音等被相应的信号转换器变

为可定量和可处理的电信号, 再经二次仪表放大并

输出 , 以电极测定其电流值或电压值 , 从而换算出

被测物质的量或浓度。 

生物传感器(Biosensor) 具有分析速度快、专一

性强、准确度高、成本低、可重复使用、易实现自

动化等优点。在致病菌的检测应用中, 根据生物传感

器选用的换能器工作原理可分为光学生物传感器、

电化学生物传感器、质量传感器等。 

1.4.1  光学生物传感器(Optical Sensor) 

光学传感器由于具有高选择性和灵敏度而广泛

应用于致病菌的检测中。光学传感器中以荧光传感

器和表面等离子体共振传感器应用较为广泛。 

1.4.1.1  表面等离子体共振传感器(Surface Plasmon 

Resonance Biosensor, SPR) 
SPR 传感技术具有实时快速、分析复杂体系的

时间短 , 灵敏度高 , 无需标记样品并能在混浊或不

透明的样品中进行检测等优点。因此, 近年来 SPR

传感技术的开发研究工作得到了迅猛发展[48]。刘儒平

等[49]建立了一种基于 SPR 技术的大肠杆菌特异性快

速检测方法。该方法利用一抗和二抗的质量扩增效

应和生物素—亲和素的多级放大效应, 实现了对低
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浓度大肠杆菌 ATCC25922 的快速检测。该方法操作

快速、灵敏度高、特异性强, 在食品安全分析、环境

污染检验等方面具有广阔的应用前景。Yilmaz 借助

分子印迹技术合成的生物接受体固定在 SPR 生物传

感器上, 该方该方法简单快速, 准确性较高, 但灵敏

度需要提高[50]。Piliarik 等借助 DNA 技术构建的新

型 SPR 生物传感器 , 能够识别食源性致病菌特定

DNA 或 RNA 的核酸片段, 进行高通量、灵敏、快

速检测, 该方法可在 15 min 内实现对核酸 100 pM

级的检测[51]。但 SPR难以区分非目标致病菌, 存在

非特异性吸附, 对温度、样品组成等干扰因素敏感

的问题。 

1.4.1.2  荧光传感器 

荧光检测的灵敏度高 , 可实现单分子检测 , 响

应速度快 , 有固定的荧光信号 , 可用多种染料实现

多重分析[52]。Liu 等[53]借助 CdSe/ZnS树突状核壳结

构纳米晶体作为荧光标记物, 在没有任何富集和孵

化步骤下, 该方法对大肠杆菌 O157︰H7 的检测限

达到 2.3 CFU/mL, 检测时间为 30 min。磁性纳米颗粒用

于快速分离磁珠-细胞结合物, Wang 等[54]将等量子点

QDs 和磁纳米颗粒应用到生物传感器中用于快速检测

单增性李斯特菌, 该传感器的检测限为 2~3 CFU/mL, 

检测时间为 1.5 h。在同一个样品溶液中, 通过使用

不同尺寸的 QDs 作为荧光标记物可以实现对不同细

菌物种的同时检测。Cho 等[55]建立的原位荧光磁免

疫传感器能够在 2 h 内快速灵敏准确地检测出低量

大肠杆菌、沙门氏菌、单增性李斯特菌, 检出限达到

5 CFU/mL。这一方法简单实用, 具有作为致病菌筛

选工具的潜在优势。 

1.4.2  电化学传感器 

电化学传感器是发展最为成熟和应用最广的一

类传感器, 它可以在浑浊介质中使用, 在微型化、集

成化、智能化等方面得到快速发展。电化学传感器

具有操作简单、携带方便、对分析物可以进行连续

快速检测等优越性能, 在生命科学、食品安全、医

学检验和环境监测等领域得到广泛应用[56]。按其所

转换的电学量类型可以将电化学传感器分为: 电流

型生物传感器、电位型生物传感器和阻抗型生物传

感器。 

1.4.2.1  电流型传感器(Amperometric biosensor) 

电流型传感器是常用的生物传感器。以丝网印

刷电极为基础电极, 制备的多种用于检测海水致病

菌的电化学传感器已有多次报导。Sharma[57]在丝网

印刷电极的基础建立的电流型免疫传感器可检测海

水中的霍乱弧菌, 灵敏度为 8 CFU/mL。这一方法简

单可行 , 可用于环境中霍乱弧菌的检测。此外 , 

Laczaka提出的在丝网印刷电极上运用酶联免疫分析

法可在 1h 内从含有 12 种不同的弧菌海水样品中特异

性检测副溶血弧菌, 实现 4×102 CFU/mL的检测[58]。该

方法成本低, 耗时短, 微型化可实现原位检测。用电

化学活性物质聚苯标记的大肠杆菌 O157︰H7 通过

免疫磁分离后, 可在丝网印刷电极上进行电化学检

测。这一方法可在 70 min内实现 70 CFU/mL大肠杆

菌 O157︰H7 的检测[59]。尽管较低的检出限和较短

的检出时间有利于快速定性检测, 但是该传感器还

需要在准确性上进行进一步的验证, 以及在定量上

进行改善。 

1.4.2.2  电位型传感器(Potentiometric biosensor) 

电位型传感可以基于 pH 变化或者离子浓度变

化实现对致病菌的检测。标记在大肠杆菌上的尿素酶

可催化尿素产生 NH3使得溶液的 pH 值发生变化, 通

过检测 pH 值的变化来检测大肠杆菌。基于此提出的

电位传感器在可1.5 h内实现10 CFU/mL的检测[60-61]。

我们课题组提出了一种基于核酸适体识别的免标

记、免固定化电位型传感器, 实现了海水中致病菌的

快速检测。单增性李斯特菌能够与核酸适体特异性

结合 , 改变核酸适体的构型或表面电荷 , 从而影响

其与鱼精蛋白的作用, 使得电极电位变化发生改变。

该电位型传感器的灵敏度达到 10 CFU/mL, 可以推

广用于其他致病菌的检测。实际样品检测时, 我们采

用样品在线过滤系统实现对致病菌的富集, 能够有

效消除海水带电荷离子的干扰[62]。 

1.4.2.3  阻抗型传感器(Impedimetric biosensor)   

阻抗传感器简单、快速、无需标记, 广泛应用于

致病菌的检测。Guo 等通过自组装单层膜(SAM)将

α—甘露糖苷固定在金电极上, 用于特异性捕获大肠

杆菌 ORN 178。细胞膜上磷脂双分子层的绝缘性会

阻碍电极表面的电子传递, 因此通过检测电极表面

阻抗增加来确定有捕获的大肠杆菌存在。该方法简

单快速, 可实现 102 CFU/mL 的检测[63]。用二茂铁-

抗微生物的缩氨酸蛙皮素 I 修饰的电化学阻抗传感

器可用来检测大肠杆菌 O157︰H7。在检测过程中, 

键合到二茂铁-缩氨酸膜表面的大肠杆菌会使膜结构

发生变形 , 二茂铁基团进入到溶液中 , 因而电子更

容易传递到金电极表面, 电阻抗值降低。在该传感器

中, 选用带正电荷的蛙皮素 I作为生物识别成分, 能
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够特异性优先检测革兰氏阴性致病的大肠杆菌。该方

法的检测时间小于 2 h, 检测限达到 103 CFU/mL[64]。

Wan 等[65]以功能化抗体修饰的 3D 泡沫镍基底作为

捕获平台的免疫传感器, 借助电化学阻抗滴定法实

现了对海水中硫酸盐还原菌的检测, 该方法具有高

的选择性和灵敏度。此外, 金纳米颗粒(AuNPs)修饰

的还原的氧化石墨烯纸 (rGOP)有较大的活性区域 , 

有利于抗体的固定。Wang等[66]在此基础上构建的电

化学阻抗免疫传感器能够灵敏准确地检测大肠杆菌

O157︰H7。此方法避免了阻抗检测的高成本, 有助

于实现仪器便携式及适时检测等。此外, 石墨烯纸电

极能够长期保存且抗压能力强, 能够作为生物化学

的微系统的应用。 

1.4.3  质量传感器(Mass-Sensitive Biosensor) 

质量传感器的信号传导是基于微小的质量变化, 

适用于对质量变化极其敏感的检测。石英晶体微天

平(Quartz Crystal Microbalance, QCM)是最常用的质

量传感器, 具有结构简单、成本低、灵敏度高、测量

精度可达纳克量级等优点, 在微生物检测方面得到

广泛的应用和发展。为实现快速检测致病菌, Ozalp

等 [67]将沙氏门菌适体固定在磁珠上形成适体 QCM

传感器。磁珠分离系统可以有效捕获细菌细胞, 使反

应时间小于 10 min, 检测限为 100 CFU/mL。该传感

器表面经氢氧化钠溶液洗脱后可重复使用。Salam等

将 Au纳米颗粒与 QCM免疫传感器表面的多克隆抗

体结合, 构成的新型 QCM传感器能够特异性地实时

快速灵敏检测伤寒沙氏门菌。与之前报道的 QCM传

感器相比 , 该传感器可有效提高灵敏度 , 对伤寒沙

氏门菌的检测限为 10~20 CFU/mL[68]。Hong[69]等通

过将氧化的免疫球蛋白 G 与单层自组装膜上的酰肼

交联固定到压电生物传感器膜上, 用于检测海水动

物体内的迟钝爱德华氏菌。该传感器特异性强, 灵敏

度高, 再生性好, 可重复使用 10次。 

从表 3 可以看出, 生物传感器技术在海水致病

菌的检测中取得了丰硕的成果。其在灵敏度、特异

性以及检测时间等方面又有了较大的提高, 但是由

于微生物是活体物质, 对其的分析和检测依然存在

很多不确定性。生物传感器在致病菌检测中仍需要

改进很多问题, 比如: 灵敏度需要进一步提高, 由于

实际样品的检测往往需要很低的检出限, 而由于非特

异性信号等因素的干扰, 检出限能达到 10 CFU/mL左

右的传感器并不占多数; 稳定性需要提高 , 由于构

建生物传感器的生物敏感元件多为生物结构, 容易

受外界条件影响, 因而生物传感器在检测和存放过

程中应克服生物结构本身易变性的问题; 很多生物

传感器使用寿命并不长 , 重复利用率不高 , 容易造 

 
表 3  生物传感器技术检测海水中致病菌 
Tab. 3  Detection of pathogenic bacteria in seawater using biosensor technology 

检测方法 检测对象 检出限 分析时间 参考文献 

大肠杆菌 ATCC25922 1.5×102 CFU/mL 35 min [49] 

大肠杆菌 1.54×106 CFU/mL 20 min [50] SPR 

食源性致病菌 100 pM级核酸 15 min [51] 

大肠杆菌 O157︰H7 2.3 CFU/mL 30 min [53] 

单增李斯特菌 2~3 CFU/mL 1.5 h [54] 荧光传感器 

大肠杆菌、沙门氏菌、单增性李斯特菌 5 CFU/mL <2 h [55] 

霍乱弧菌 8 CFU/mL 55 min [57] 

副溶血弧菌 4×102/mL < 1 h [58] 电流型生物传感器 

大肠杆菌 O157︰H7 70 CFU/mL 70 min [59] 

单增李斯特菌 10 CFU/mL 0.67 h [62] 
电位型生物传感器 

大肠杆菌 10 CFU/mL 1.5 h [60-61] 

大肠杆菌 O157︰H7 103 CFU/mL < 2 h [64] 

 1.5×102 CFU/mL  [66] 

大肠杆菌 ORN 178 102 CFU/mL  [63] 
阻抗传感器 

硫酸盐还原菌 21 CFU/mL  [65] 

沙门氏菌 100 CFU/mL  [67] 

伤寒沙门菌 10~20 CFU/mL < 10 min [68] 质量传感器 

迟钝爱德华氏菌 < 50μg < 12 min [69] 
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成资源的浪费。因此, 提高生物传感器的灵敏度、使

用寿命和生物响应稳定性, 设计微型化、便携化、实

用化的生物传感器是今后的一个发展方向[70]。 

2  总结与展望 

每一种检测海水中致病菌的技术, 在不断发展

和创新过程中都各有优势。海水中存在众多致病菌, 

借助多重 PCR 技术、基因芯片技术可实现对多种致

病菌的同时检测; 实时荧光定量 PCR 利用荧光信号

的积累能够实时监测整个 PCR过程, 实现定量检测, 

易实现自动化; 而反转录 PCR 只能检测活的致病菌

细胞, 可大大降低假阳性结果。免疫方法具有高效性, 

与 PCR 检测技术相比, 明显缩短了检测时间; 以磁

珠为载体的免疫技术能快速有效富集目标病原菌 , 

且有较好的灵敏度和特异性。根据检测原理的不同

而发展起来的多类型传感器在致病菌的检出中应用

广泛 , 无论在分析速度 , 准确性还是在灵敏度方面

均有很大提高。 

尽管许多发展的方法已经实现了对某些海水中

致病菌的检测 , 但是在海水复杂的基质中 , 致病菌

浓度很低 , 菌种繁多 , 因此理想的致病菌检测技术

应具有更高的灵敏度, 更强的选择性以及可在短时

间内快速检测。 

分子生物学技术因为具有特异性强、灵敏度高

以及快速简单等优点, 已被广泛应用于致病菌的检

测。致病菌的分离、富集和选择高效的 DNA提取方

法是实现快速、特异、灵敏检测的重要基础[71]。因

此 , 今后研究中 , 分子生物学技术的工作应着重研

究具有较强分离能力的分离方法, 例如对膜分离技

术[72-73]进行优化、纳米磁性材料的应用[74-75]等均可

以有效提高致病菌的分离、富集效率。值得注意的

是 , 在分离富集过程中应尽可能选择特异性富集 , 

为后续 DNA 的提纯提供质量保证。同时简化 DNA

的提取步骤, 缩短提取时间, 提高 DNA 的纯度也是

提高分子生物学检测方法的又一重要手段。磁性材

料经过与致病菌特异性基因片段互补的寡核苷酸片

段修饰后, 可以选择性分离目标 DNA, 此法灵敏、

快速且干扰小[76-77]。 

分子识别元件作为传感器的重要元件, 是影响

传感器特异性、稳定性以及适用范围的关键因素。

适配体具有分子小、易合成、易修饰、相对稳定且

对靶物质可特异性识别、结合力很强等优势, 近几年

已作为一类分子识别元件用于搭载各种传感元件组

建成不同类型的生物传感器[78-82]实现了对致病菌的检

测要求。同时, 近几年来, 适配体作为构建新型液相芯

片的基础在致病菌的检测中也逐步引起关注[83-85]。新

型液相芯片技术是以物理学、光学等编码的基质为

载体 , 通过制备不同配体功能化的载体 , 实现对同

一液相环境中多种靶细菌的同时检测, 具有操作简

便、高灵敏度、高通量以及宽的线性测定范围等优

点。因此, 随着适配体筛选技术和液相芯片技术不断

提高, 以适配体为分子识别元件构建的生物传感器

以及以适配体为基础构建的新型液相芯片检测技术

将会在海水中病菌的检测中发挥重要的作用。 

随着新材料的出现和新技术的发展, 功能化纳

米材料在致病菌的检测中发挥巨大的作用。例如有利

于分离、富集和纯化的磁性纳米材料能够有效缩短增

菌时间, 大幅度提高检测效率[86-88]; 利用纳米金的光

学特性引起的体系颜色的变化能够实现致病菌的快

速检测[89-91]; 以及利用量子点的荧光特性能够显著提

高灵敏度等[92-93]。其中, 量子点作为理想的生物探针, 

具有量子产率高、光稳定性好、斯托克斯位移大、激

发光谱宽、发射光谱窄等独特的光学特征[94-96], 在致

病菌的检测中潜在较大的应用价值, 例如量子点免

疫层析试纸条[97-98, 92]、量子点生物传感器[99-100]、量

子点标记流式细胞术[101-102]等检测技术的建立。随着

量子点合成工艺的不断改进以及量子点与免疫分

析、适配体分析、生物传感等检测方法的结合, 将会

为人们提供更多快速、灵敏、高效的检测方法, 在海

水致病菌检测领域将会有更广阔的应用前景[103]。 

检测系统的智能化、微型化、便携化发展, 使实

时、现场、动态、快速检测正在成为现实, 将成为一

种新的发展趋势。微流控芯片技术是将生物或化

学样品制备、输送、反应、分离、检测等基本操

作集成到一块芯片上完成。纸芯片是近年来发展

起来的一种基于纸的微流控器件 , 具有操作简

单、成本低廉、制作简单等优势 , 在致病菌的检

测中已有应用 [104-105]。但是微流控纸芯片应用于致

病菌的检测尚处于初级阶段, 要成功应用于海水致

病菌的检测仍需要通过不断地优化与研究, 加强与

电子设备的结合, 研制针对致病菌具有富集、分离、

检测多功能于一体的微流控纸芯片, 使其适用于海

水中致病菌的检测。 
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Abstract: There are many different kinds of pathogenic bacteria in seawater, each of which are potentially hazard-

ous to aquaculture and human health. Conventional methods for detecting pathogenic bacteria have the drawbacks 

of complicated culturing procedures, time-consuming labor, and low efficiency, which limits their practical appli-

cation. Therefore, there is an urgent need for the development of rapid, sensitive, and accurate detection technology 

for pathogenic bacteria in seawater. In this paper, we provide an overview of the applications of flow cytometry, the 

molecular biology method, the immunology method, and biosensors with respect to bacteria in seawater and sum-

marize the research status of these methods. 
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