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图 8 　不同校正曲线检测单增李斯特菌的平均结果比较

　　结果表明 ,3 种线性校正曲线定量方法 ,在 1～

10
5

CFU或 CopiesΠml 线性范围内对样品的检测结果

保持高度的一致性。
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实验技术与方法

快速检测大肠埃希菌 O157∶H7 免疫层析试纸条的研制
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摘 　要 :目的 　建立一种快速、特异性强、方法简便和经济实用的检测大肠埃希菌 O157∶H7 的免疫学方法。方法

　微波炉法制备胶体金 ,自制的大肠埃希菌 O157∶H7 多克隆抗体包被胶体金制备探针 ,通过免疫渗滤法检测大肠

埃希菌 O157∶H7。结果 　制备的胶体金颗粒均一、稳定性好 ,此法检测的灵敏度为 311 ×106 CFUΠml ,特异性强 ,假阳

性率为 215 % ,检测时间只需 3～5 min。结论 　该方法简单、快速 ,无需特殊的仪器设备 ,适合现场检测之用。
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　　肠 出 血 性 大 肠 埃 希 菌 ( Enterohemorrhagic

Escherichia coli ,O157∶H7)是新出现的肠道致病菌 ,可

引起人腹泻、出血性肠炎、血栓性血小板减少性紫癜

和溶血性尿毒综合症。自 1982 年在美国报道出现

此菌引起的食物中毒以来[1 ]
,已在世界范围内多次

爆发流行。我国也于 1986 年在徐州发现感染病

人[2 ] 。近年来 ,由该菌引起的食物中毒有明显上升

的趋势 ,为此 ,建立一种快速、特异性强、简便的检测

方法十分必要。

1 　材料与方法

111 　试剂和仪器 　氯化金、氢氧化钠 ,分析纯 ,天津

市化学试剂三厂 ;盐酸 ,分析纯 ,天津翔宁科技贸易

公司 ;柠檬酸三钠 ,分析纯 ,上海化学试剂中心 ;氯化

钠 ,分析纯 ,天津市塘沽化学试剂厂 ;碳酸钾 ,分析

纯 ,天津市四通化工厂 ;叠氮钠 ,分析纯 ,上海化学试

剂采购供应站 ;牛血清白蛋白 (BSA) ,美国 sigma 公

司 ;金黄色葡萄球菌白蛋白 A (SPA) ,美国 sigma 公

司 ;DEAE纤维素 (DE - 32) ,英国 whatman 公司。硝
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酸纤维素膜、玻璃纤维膜、样品板 ,Millpore 公司 ;UV

- 8500 分光光度计 ,上海天美科学仪器厂 ;7913 型

磁力恒温搅拌器 ,上海市曹行无线电元件厂 ;高速冷

冻离心机 ,德国 Hittch 公司 ; TTN 型托盘扭力天平 ,

上海第二天平仪器厂 ;AE240 电子分析天平 ,瑞士

Mettler 公司 ;WD700 型微波炉 ,韩国LG公司。

112 　菌种 　共 80 株 ,其中大肠埃希菌 19 株 ,金黄

色葡萄菌 6 株 ,沙门菌 26 株 ,志贺菌 24 株、小肠结

肠炎耶杆菌 3 株 ,粪链球菌 2 株 (所有菌株均为本室

保存) 。

113 　抗血清的制备 　制备大肠埃希菌 O157∶H7 抗

原 ,耳缘静脉注射免疫兔子。每次注射抗原浓度均

为 6 ×10
8

CFUΠml ,首次注射 110 mlΠ只 ,第二、三次注

射 115 mlΠ只 ,第四、五次注射 210 mlΠ只 ,每次间隔 4

d ,末次注射 7 d 后 ,耳动脉采血 ,用试管凝集法测效

价。当效价达到 1∶1 600～1∶3 200时 ,颈动脉采血 ,

分装血清 ,于 - 20 ℃低温保存并冷冻干燥[3 ] 。

114 　抗血清的纯化 　采用李成文报道的反相吸附

法 ,利用 DEAE 纤维素 (DE - 32) 进行大肠埃希菌

O157∶H7 抗血清的纯化[4 ] 。

115 　胶体金及胶体金探针的制备 　对王文勇等报

道的微波炉法适当改良制备胶体[5 ] 。取 24715 ml 水

放入 500 ml 锥形瓶中 ,把锥形瓶放在微波炉中央位

置调中高档加热 5 min ,迅速加入 15 ml 的 1 %柠檬

酸三钠溶液 ,放入微波炉的同一位置调中低档继续

加热 4 min ,精确加入 215 ml 的 1 % 氯化金贮备液 ,

放入微波炉的同一位置调中低档加热 6 min。取出

锥形瓶 ,此时胶体金颜色为葡萄酒红色 ,室温下自然

冷却 ,冷却后用 012 %碳酸钾溶液调 pH 值为 812 ,

最后放入 4 ℃冰箱中保存备用。

稳定胶体金最适抗体量的测定 　利用试管观测

法[6 ]测得稳定胶体金最适大肠埃希菌 O157 : H7 抗

体量为 18μgΠml。

胶体金探针的制备 　取调好 pH 值的胶体金 25

ml 放入装有磁转子的小烧杯中后放在磁力搅拌器

上 ,磁力搅拌器的转速为使液面不出现气泡为宜。

加入已纯化好的浓度为 015 mgΠml的大肠埃希菌

O157∶H7 抗体 019 ml ,缓慢搅拌 10 min 后 ,加入牛血

清白蛋白 (BSA) ,使其终浓度为 1 % ,继续搅拌 10

min 以上。将上面初步制得的胶体金探针以4 000

rΠmin离心 20 min ,收集上清液 ,以10 000 rΠmin 4 ℃离

心 60 min ; 弃上清 ,留下管底为暗红色疏松状沉淀 ,

沉淀用 01005 molΠL、pH 为 716 的0101 molΠL磷酸缓

冲液 (PB) (含 1 %BSA ,0102 % NaN3 ) 重新悬浮 ,再同

前离心洗涤 1 次。最后将沉淀用同前的 PB 缓冲液

悬浮 ,置 4 ℃冰箱保存备用。

116 　金标结合垫的处理 　将玻璃纤维膜裁成 6 mm

的细长条 ,即成未处理的金标结合垫。将大肠埃希

菌 O157∶H7 胶体金探针溶液调到在 520 nm 时吸光

度值为 515 的浓度 ,然后灌注在金标结合垫上 ,放入

- 20 ℃冰箱免疫层析试纸条冷冻 30 min ,再放入冷

冻干燥机干燥 10 h 以上 ,取出放 4 ℃冰箱保存备用。

117 　样品板和硝酸纤维素膜 　不需任何处理。

118 　免疫层析试纸条的组装 　免疫层析试纸条一

般由顶部的吸水板、硝酸纤维膜、金标结合垫、样品

板及底部的垫板组成。试纸条各组份的尺寸为 :吸

水板 30 mm、硝酸纤维膜 25 mm、金标结合垫 6 mm、

样品板 15 mm、垫板 75 mm。整个试纸条的组装方式

如图 1。

图 1 　免疫层析试纸条组装方式

119 　大肠埃希菌 O157∶H7 的检测 　取大肠埃希菌

O157∶H7 免疫层析试纸条 ,分别浸入不同浓度的大

肠埃希菌 O157∶H7 的菌悬液中 ,2 mim 后开始观察

结果 ,持续 10 min。对结果的判定 :出现一条红色

(质控)沉淀线为阴性 ,即无大肠埃希菌 O157∶H7 检

出。出现 2 条红色 (检测和质控) 沉淀线为阳性 ,即

有大肠埃希菌 O157∶H7 检出。

2 　结果

211 　用微波炉法制备的胶体金 ,于透射电镜下可见

胶体金颗粒呈圆形或椭圆形 ,大小均匀一致 ,颗粒直

径约为 20 nm。并且每次所制备的胶体金重复性

强 ,稳定性好 ,同传统的在水浴加热情况下快速搅拌

的制备方法相比 ,时间缩短了约 30 min。

212 　特异性 　用自制的大肠埃希菌 O157∶H7 胶体

金探针分别与肠杆菌科、金黄色葡萄球菌属、沙门菌

属、志贺菌属、小肠结肠炎耶杆菌属 ,粪链球菌属的

共 80 株菌进行胶体金免疫层析实验 ,除肺炎克雷伯

菌和宋内志贺菌 51424 出现假阳性外 ,其他均为阴

性。用大肠埃希菌 O157∶H7 菌株做对照实验 ,结果

为阳性 ,结果见表 1。从表 1 可以看出大肠埃希菌

O157∶H7 胶体金免疫层析试纸条具有很强的特异

性 ,其假阳性率只有 215 %。

213 　灵敏度 　用无菌生理盐水配制大肠埃希菌

O157∶H7 的纯菌悬液 ,利用平板计数法得出待检菌

悬液的浓度。检测此菌悬液的结果表明 ,用此法对

该菌悬液的检测下限为 311 ×10
6
CFUΠml。
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表 1 　胶体金探针特异性的观察

菌种 株数
阳性
株数

阴性
株数

阳性率
( %)

肠杆菌科 19 1 18 513

金黄色葡萄菌属 6 0 6 010

沙门菌属 26 0 26 010

志贺菌属 24 1 23 412

小肠结肠炎耶杆菌属 3 0 3 010

粪链球菌属 2 0 2 010

合计 80 2 78 215

214 　稳定性 　将新制备的与放置在 4 ℃冰箱保存 5

个月的大肠埃希菌 O157∶H7 胶体金探针 ,用免疫层

析法同时检测大肠埃希菌 O157∶H7 的纯菌悬液 ,结

果完全一致。

3 　讨论

胶体金的制备大多数都是在水浴加热、快速搅

拌的条件下完成的 ,这种作法中的人为因素较多 ,且

时间长、重复性也不是很好。为此 ,我们利用了微波

炉加热的方法制备胶体金 ,从而大大节省了制备时

间 ,且每次制备的胶体金的重复性相当好。为大量

制备胶体金打下了良好的基础。

大肠埃希菌 O157∶H7 是重要的食源性致病菌 ,

对该菌的检测目前国际通常先以山梨醇麦康凯琼脂

(SMAC)进行初筛 ,然后用生化和血清学试验做鉴

定 ,一般需要 24～48 h。Park 等[ ]7用免疫荧光法可

以在 2 h 内完成对该菌的检测。此外 ,还有免疫磁

化分离法 ,PCR 及基因芯片检测法等 ,但这些方法所

需仪器设备昂贵 ,且操作繁琐复杂。我们所建立的

胶体金免疫层析法 ,不需要特殊的仪器设备 ,所用的

国产试剂价廉 ,操作简便、特异性强 ,且可在很短的

时间内出结果。
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重要依据。但在本次调查中 ,并不是所有具有毒性

基因的菌株都呈神奈川现象阳性。14 株具有毒性

基因的菌株中有 4 株呈神奈川阴性 ,10 株呈神奈川

现象阳性。这表明 PCR 检测毒性基因的方法比传

统的神奈川实验在判断副溶血性弧菌的致病性上更

准确。
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