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海产品中副溶血性弧菌免疫磁分离和环介导

等温扩增快速检测方法的建立
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摘$要!目的$采用纳米免疫磁珠分离副溶血性弧菌!建立副溶血性弧菌环介导等温扩增检测方法% 方法$采用

副溶血性弧菌单克隆抗体!制备纳米免疫磁珠!特异性吸附副溶血性弧菌!结合环介导等温扩增技术!建立副溶血

性弧菌快速检测方法% 结果$副溶血性弧菌纳米免疫磁珠在菌体浓度为 #(! [̂P?@>水平时!对副溶血性弧菌的捕

获率达到 I&=% 免疫磁分离结合环介导等温扩增技术!在纯培养$无需增菌情况下!检测灵敏度达到 #&( [̂P?@>增

菌液&通过对 #!& 株副溶血性弧菌和 I& 株非目标菌的测试!环介导等温扩增技术具有良好的特异性&食品基质添

加试验中!在增菌时间缩短至 ; W 的条件下!其检测限为 % [̂P?%* G样品% 结论$副溶血性弧菌免疫纳米磁珠结合

环介导等温扩增技术!有效缩短了增菌时间!适用于副溶血性弧菌的快速检测%

关键词!副溶血性弧菌& 海产品& 免疫磁分离& 环介导等温扩增& 食源性致病菌
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$\U5Y5AG_A63S+_‘56DA]8Û65XA 7AZ 1P737A65AU\P3U7P" \U5Y5AG#(((%)" /W5A7%

75&/("’/& 859)’/$:)$LAXa7>@U6WXZ X[A7AX+5@@PAX@7GAU65̂]U873765XA $N7AX+D9:% 8>P]>XX8+@UZ576UZ 5]X6WU3@7>

7@8>5[5̂765XA $.L9-% c7]U]674>5]WUZ [X36WU3785Z ZU6Û65XA X[&-.!-/01!123(/4+5-67%:;)/4,%&$ 0WUN7AX+
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$$副溶血性弧菌$&-.!-/01!123(/4+5-67%"d-%是一
种革兰氏阴性嗜盐菌"广泛分布于近海区域(盐湖
及鱼(贝类等海产品中"是沿海地区引起食物中毒
的主要病原菌"可导致患者出现腹泻(肠痉挛(恶
心(呕吐(发烧等典型胃肠炎反应"严重者可引起败

血症"危及生命 )# f%* "由该菌引发食物中毒案例居微
生物食源性疾病暴发案例之首"且呈上升趋势 )! f&* ’

副溶血性弧菌的检验多采用 R\?0&I;"<I!%((; )**

的方法检测"一般需要 * FI Z"周期长(过程繁琐’
纳米免疫磁珠 $N7AX+5@@PAX@7GAU65̂ 4U7Z]"N7AX+
D9\%又称纳米免疫磁性微球"是将直径为 (<(* F&
46@"具有超顺磁性的微粒表面经过化学修饰与特异
性抗 体 结 合" 为 免 疫 磁 性 分 离 $ N7AX+5@@PAX+
@7GAU65̂]U873765XA"N7AX+D9:%技术提供材料 )) fI* ’

将 N7AX+D9: 技术与环介导等温扩增 $.L9-% );*技
术结合"可有效地富集菌体"缩短检测时间"提高检
出率’ 同时"由于免疫磁珠是特异性捕获目标菌



!&(%$$ !
中国食品卫生杂志

/ODN_:_V2,JNL.2TT22EOMRD_N_ %(#! 年第 %* 卷第 * 期

体"因而有效地去除了核酸扩增抑制成分"提高了
扩增效率’ 本研究建立了 N7AX+D9:+.L9-检测方
法"并对该方法的特异性和灵敏度进行了验证"旨
在缩短副溶血性弧菌检测时间"提高检测效率’

#$材料和方法
#<#$材料
#<#<#$菌株

本试验所用菌株见表 #’

表 #$试验所用菌株名称及编号
074>U#$0WUA7@U7AZ ]U357>AP@4U3X[]6375A]

菌株名称 菌株编号 菌株名称 菌株编号

副溶血性弧菌 L0//#I;(% 腊样芽孢杆菌 L0//##II;

副溶血性弧菌 L0//#<#""I 表皮葡萄球菌 L0//#%%%;

副溶血性弧菌 实验室分离株"共 #!% 株 粪肠球菌 /R9//#<%#!*

霍乱弧菌 实验室分离株"共 &# 株 阴沟肠杆菌 /R9//#<*I

创伤弧菌 L0//#I*; 甲型副伤寒沙门菌 /9//*(((#

河流弧菌 L0//#<#)## 马红球菌 L0//)"!)

拟态弧菌 L0//#<#")" 福氏志贺菌 /9//*#*I#

溶藻弧菌 L0//#<#)(I 痢疾志贺菌 /9//*#%*%

溶藻弧菌 L0//#;!! 阪崎肠杆菌 L0//%"*&&

费尼斯弧菌 L0//#<#)#% 枸橼酸杆菌 /9//&;(#I

解蛋白弧菌 L0//#<#;%) 丙型溶血性链球菌 /9//!%%()

单增李斯特菌 L0//#*!#! 乙型溶血性链球菌 /9//!%%#(

格氏李斯特菌 L0//I((*&* 小肠结肠炎耶尔森菌 /9//*%%#%

西尔李斯特菌 L0//!*")I 大肠杆菌 L0//%*"%%

英诺克李斯特菌 L0//!!("( 肠炎沙门菌 /9//*((&#

默氏李斯特菌 L0//%*&( 金黄色葡萄球菌 L0//%*"%!

伊氏李希特菌 L0//#"##" 鼠伤寒沙门菌 /9//*(##*

威氏李斯特菌 L0//!*;"I 铜绿假单胞菌 L0//#*&&%

肺炎克雷伯菌 /R9//#<#I!)

#<#<%$主要仪器与试剂
磁力架(.L9-扩增仪(实时荧光定量 -/J仪

$I"((".5[U美国 %(恒温加热块(微量移液器 $#((
#(((%(((# ((( !>%(恒温培养箱’

甜菜碱$* @X>?.":5G@7美国%(ZN0-$#( @@X>?."

上海生工%(9G:2& $*( @@X>?.%(\]6ENL聚合酶
$; ,?!>"N_\美国%(#( k0WU3@X-X>缓冲液 $# k
0WU3@X-X>缓冲液含 (<#= 0356XAC+#(((#( @@X>?.
$NO& % % :2&(#( @@X>?.n/>(%( @@X>?.035]+O/>"
N_\美 国 %( 钙 黄绿素 荧光染料( 07b97A RUAU
_‘83U]]5XA 97]6U395‘$% k".5[U美国%"大豆酪蛋白
琼脂培养基 $0:L%(碱性蛋白胨水培养基 $L-j%(

脑心浸液琼脂培养基$\OD%(弧菌显色培养基均购
于北京陆桥有限责任公司"引物由上海生工合成’
#( k-\: 缓冲溶液为&N7/>;( G"N7O-2& k#% O%2
%" G"n/>% G"nO%-2& % G"先溶于 "(( @>去离子水"

待充分溶解后再加去离子水至 # ((( @>"室温保存"

使用时进行 #i#( 稀释’
#<%$方法
#<%<#$副溶血性弧菌纳米免疫磁珠的制备

副溶血性弧菌纳米免疫磁珠$N7AX+D9\+d-%委
托国家纳米科学中心制备’ 采用本实验室$北京出入

境检验检疫局检验检疫技术中心食品检测一室%制备
的副溶血性弧菌单克隆抗体)"* "通过 #!& 株副溶血性
弧菌和 I& 株非副溶血性弧菌进行特异性试验"结果
表明 #!& 株副溶血性弧菌呈阳性反应"I& 株非副溶血
性弧菌呈阴性反应"抗体具有良好的特异性’
#<%<%$用 N7AX+D9:+d-分离副溶血性弧菌

取 %<* @GN7AX+D9\+d-于 # @>无菌离心管中"

置于磁分离架上"吸附 # @5A"弃上清"用 !( !>-\:

重悬 N7AX+D9\+d-"加入 # @>菌悬液"!(( 3?@5A 条
件下"室温孵育 !( @5A"置于磁力架上吸附 # @5A"弃
上清"沉淀用 -\: 洗涤 % 次"!( ]?次"重悬于 *( !>

无菌水中"备用’
#<%<!$平板菌落计数

将副溶血性弧菌$L0//#I;(%%接种到 L-j培
养基$含 #= N7/>%"!) B过夜培养"制备 #( 倍系列
稀释菌悬液"吸取 # @>菌悬液于无菌平皿内"每个
稀释度做 % 个平行"用冷却至 &) B的平板计数 0:L

琼脂培养基倾注平皿 $含 %= N7/>%" !) B培养
$%& v%% W"进行计数’
#<%<&$N7AX+D9\+d-捕获效率的测定

按照 #<%<!方法制备参比菌株副溶血性弧菌$L0//
#I;(%%菌悬液并进行平板计数’ 选取 #(% F#(! [̂P?@>
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的菌悬液进行捕获率测定’ N7AX+D9\+d-捕获后
的上清液再进行菌落计数"根据以下公式计算
N7AX+D9\+d-的捕获率’ 每次试验设置 ! 个平行"

重复 % 次’
N7AX+D9\+d-捕获率$=% g)$磁分离前的菌落

数 f磁分离后的菌落数%?磁分离前的菌落数* k#((’
#<%<*$菌体 ENL的提取

ENL的提取采用热裂解法"取 #@>菌悬液"
#( ((( 3?@5A离心 % @5A"加入 *( !>无菌水"沸水裂
解 #( @5A"冰浴 * @5A"相同条件离心 % @5A"上清液
为 ENL模板" f%( B保存备用’
#<%<)$环介导等温扩增$.L9-%方法的建立

.L9-引物&靶基因选择副溶血性弧菌不耐热溶
血素$542%基因$N/\D收录号 9!)&!I%’ 应用引物设
计软件-35@U3_‘8>X3U3&<( 设计的引物序列详见表 %’

表 %$.L9-引物序列

074>U%$0WU835@U3]UbPUA Û]X[.L9-

引物名称 引物序列$*.+!. %

外侧上游引物 T! R/R/LLRR00L/LL/L0/L/

外侧下游引物 \! R/R0RL/L00//LRLL/L/L

内侧上游引物 TD-/R/R00/L/RLLL//R0R/0RL0L/0/L/R//00
R00/RL

内侧下游引物 \D-00RRL/L0/LL//R/0/L0/R0RL/R/0R/L/L
/0/LRLR

环状上游引物 .T 0/RRR/R/LRLLR00LR/

环状下游引物 .\ /0R0/RL00L/L0R0L/L///L/

$$%* !>反应体系包括 #( k0WU3@X-X>缓冲液
#%<* !>"T!(\! 各 (<% !@X>?."TD-(\D-各 %<(
!@X>?.".T(.\各 #<( !@X>?."ZN0-]#<) @@X>?."
9G:2&%<( @@X>?."\]6ENL聚合酶 % !>"ENL模板
! !>"钙黄绿素荧光染料 % !>"用无菌水补足体系’
.L9-反应条件&)* B")( @5A"通过 .L9-扩增仪
收集荧光信号"判定反应结果’
#<%<I$N7AX+D9:+d-.L9-方法的建立和灵敏度的确定

按照 #<%<! 方法制备L0//#I;(% 菌悬液"选取
几个连续梯度的菌悬液"每个梯度取 #( @>菌液"做
% 个平行"#( ((( 3?@5A"离心 % @5A"弃上清"用 # @>

无菌生理盐水重悬菌体"用 N7AX+D9\+d-富集菌
体"煮沸法提取 ENL"进行 .L9-检测’ 同时"选取
的每个稀释度划线接种弧菌显色培养基"按照
R\?0&I;"<I!%((; 方法进行鉴定’
#<%<;$人工模拟样品的检测

称取经过 R\?0&I;"<I!%((; 验证无 d-的扇贝
样品 %* G于均质袋中"加入 %%* @>L-j培养基$含
#= N7/>%"胃蠕动器击拍混匀 !( ]"按此方法制备 % 份
样品匀浆液’ 每份匀浆液添加 # @>经梯度稀释的 d-

菌悬液"添加的菌体浓度分别为 %! 和% [̂P?@>"另设不

添加d-的样品基质为阴性对照"!) B培养"分别在 %(
&()(;(#((#% W 取样"分别采用 N7AX+D9:+.L9-方法(
N7AX+D9: 结合 R\?0&I;"<I!%((; 方法".L9-方法
和R\?0&I;"<I!%((;方法进行检测’

%$结果
%<#$N7AX+D9\+d-捕获效率的测定

取 # @>浓度为 ;<& k#(% [̂P?@>的副溶血性弧菌
菌悬液"分别与 (<*(#<((#<*(%<((%<*(!<( 和 !<* @G
的N7AX+D9\+d-进行结合"吸附后计数上清液的菌落
数"按照 #<%<& 的公式计算捕获率"结果见表 !’

表 !$N7AX+D9\+d-的捕获率

074>U!$0WU 7̂86P3U3765XX[N7AX+D9\+d-
N7AX+D9\+d-
用量?@G

磁分离后菌落总数?$ [̂P?@>%

平行 # 平行 % 平行 !
捕获效率
?=

(<* I#; I() I#% #)<#* v(<I%

#<( *") )#% )(! %;<#! v(<")

#<* &I* &;" &I( &&<%! v#<!&

%<( !)& !;% !II *&<#( v%<;(

%<* %%) %#% %#; I!<"I v(<;!

!<( %#! %#( %%# I&<&& v(<);

!<* %%( %#; %#* I&<(" v(<!(

$$随着 N7AX+D9\+d-用量的增加"捕获效率不断
提高"当其用量为 %<*(!<( 和 !<* @G时"捕获效率
达到 I&="表明当磁珠用量为 %<* @G以上时"其捕
获效率没有增加’ 因此"后续试验均采用 %<* @G
N7AX+D9\+d-’
%<%$N7AX+D9\+d-捕获特异性的测定

为了进一步验证 N7AX+D9\+d-的特异性"选择
霍乱弧菌等 ) 株非目标菌"N7AX+D9\+d-用量为
%<* @G进行捕获试验’ 结果见表 &"N7AX+D9\+d-
对 ) 株非目标菌的捕获率均在 #!=以下"虽然存在
一定的非特异性吸附"但经过 .L9-方法检测"其结
果均为阴性"不会影响本方法的检测特异性’

表 &$N7AX+D9\+d-捕获特异性

074>U&$0WU]8Û5[5̂X[N7AX+D9\+d-

菌株名称
磁分离前
菌落总数
?$ [̂P?@>%

磁分离后菌落
总数?$ [̂P?@>%

平行 # 平行 % 平行 !

捕获效率
?=

霍乱弧菌+I* I"& I(" I(# );" ##<* v(<I#

创伤弧菌 )*( *I) *;! *I% ##<% v(<;*

单增李斯特菌 I#; )&" )&! )!I #(<* v(<;&

沙门菌 ;)" I)* I*% I*" #%<I v(<I*

金黄色葡萄球菌 I!% )I# )*& ))( "<) v#<#;

大肠杆菌 ;#% I#I I%& I%) #(<I v(<*;

%<!$.L9-方法的特异性
采用 #!& 株副溶血性弧菌"包括实验室分离株和

% 株 L0//参比菌株$副溶血性弧菌 L0//#I;(% 和
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L0//#<#""I%"&# 株霍乱弧菌实验室分离株"以及包
括创伤弧菌 L0//#I*;(河流弧菌 L0//#<#)##(拟
态弧菌 L0//#<#")"(溶藻弧菌 L0//#<#)(I(溶藻
弧菌 L0//#;!!(费尼斯弧菌 L0//#<#)#%(解蛋白
弧菌 L0//#<#;%) 在内的 !! 株非目标菌株"对于
.L9-引物特异性进行了测试’ 结果见表 *’ 特异性
验证结果表明"所设计的 .L9-引物具有良好的特异
性"与非目标菌不存在交叉反应’

表 *$.L9-方法特异性
074>U*$0WU]8Û5[5̂X[.L9-

菌株 菌株数 .L9-

副溶血性弧菌分离株 #!% K

副溶血性弧菌标准菌株 % K

霍乱弧菌分离株 &# f

非副溶血性弧菌标准菌株 !! f

注&+ K,表示 .L9-反应阳性#+ f,表示 .L9-反应阴性

%<&$N7AX+D9:+.L9-检测灵敏度的确定
将参比菌株副溶血性弧菌 L0//#I;(% 过夜培

养物"进行梯度稀释"菌悬液原始浓度为 #<& k#(;

[̂P?@>"从 #<& k#(* [̂P?@>菌体浓度水平进行 N7AX+
D9:+.L9-方法检测灵敏度的测试"N7AX+D9\+d-
用量为 %<* @G"结果如图 # 所示’ 该方法可检测到
#<& k#(% [̂P?@>菌悬液’ 同时采用 R\?0&I;"<I!
%((; 方法进行检测"该方法的检测灵敏度为 #<& k
#(& [̂P?@>’ 因此"N7AX+D9:+.L9-的检测灵敏度比
传统检测方法高 #(( 倍’

注&横坐标从左到右出现扩增曲线依次是&阳性对照"#<& k#(* [̂P?@>

菌液"#<& k#(& [̂P?@>菌液"#<& k#(! [̂P?@>菌液"#<& k#(% [̂P?@>菌

液#未出现扩增的曲线包括&#& [̂P?@>菌液"#<& [̂P?@>菌液"阴性对照

图 #$N7AX+D9:+d-.L9-检测灵敏度
T5GP3U#$0WU]UA]565a56SX[N7AX+D9:+d-.L9-

%<*$N7AX+D9:+.L9-检测人工模拟样品
在经传统方法验证不含目标菌的扇贝样品中

进行人工添加试验’ 每 %* G样品中"分别添加 # @>

菌体浓度为 %! 和 % [̂P?@>的 d-菌悬液’ 多时间
点取样"用 N7AX+D9:+.L9-方法(N7AX+D9:+d-结合
R\?0&I;"<I!%((; 方法(.L9-法(R\?0&I;"<I!
%((; 方法同时检测"结果见表 &’ 当添加菌体浓度
为 %! [̂P?%* G样品时"N7AX+D9:+.L9-的检出时间
是 ) W"N7AX+D9:+d-结合 R\?0&I;"<I!%((; 方法

检出时间是 ; W#在不用 N7AX+D9:+d-富集菌体的情
况下".L9-检测方法的检出时间是 #( W"R\
&I;"<I!%((; 方法检出时间是 #% W’ 当添加菌体
浓度为 % [̂P?%* G样品时"N7AX+D9:+.L9-的检出
时间是 ; W"N7AX+D9:+d-结合 R\?0&I;"<I!%((;
方法检出时间是 #( W#在不用 N7AX+D9:+d-富集菌
体的情况下".L9-检测方法的检出时间是 #% W"
R\?0&I;"<I!%((; 方法在增菌 #% W 时未检出’

表 )$扇贝模拟样品检测结果

074>U)$0WU3U]P>6]X[]̂7>>X8 7365[5̂57>]7@8>U]

菌体个数
?$ [̂P?%*G%

取样
时间
?W

N7AX+D9:+
.L9-

N7AX+D9:+
d-结合 R\?0
&I;"<I!%((;

.L9-
R\?0

&I;"<I!
%((;

%! % f f f f

& f f f f

) K f f f

; K K f f

#( K K K f

#% K K K K

% % f f f f

& f f f f

) f f f f

; K f f f

#( K K f f

#% K K K f

注&+ K,表示反应阳性#+ f,表示反应阴性

!$结论
使用本实验室制备的经验证具有良好特异性

的副溶血性弧菌单克隆抗体"委托国家纳米研究中
心制备副溶血性弧菌免疫纳米磁珠 $N7AX+D9\+
d-%"通过多次试验确定了在菌体浓度为 #(! [̂P?@>
水平的 N7AX+D9\+d-用量"即当 N7AX+D9\+d-用量
为 % @G?@>时"对 d-的捕获效率达到 I&=’ 采用 )
株非目标菌株对 N7AX+D9\+d-的特异性进行了进
一步验证"结果显示针对 ) 株非目标菌的吸附率在
#!=以下"为非特异性吸附’ 使用 % 株 L0//副溶
血性弧菌菌株和 #!% 株本实验室分离的菌株(&# 株
自分离霍乱弧菌和 !! 株非目标菌对 .L9-方法的
引物进行了特异性验证"结果表明所设计的 .L9-
引物具有良好的特异性"与弧菌属内和属外的非目
标菌均不存在交叉反应’ 在纯培养条件下"N7AX+
D9:+.L9-方法的检测灵敏度为 #&( [̂P?@>菌液’
基质添加试验结果表明"在低水平添加"即副溶血
性弧菌添加浓度为 % [̂P?%* G样品时"N7AX+D9:+
.L9-方法的增菌时间只需 ; W"N7AX+D9:+d-结合
R\?0&I;"<I!%((; 方法的增菌时间需要 #( W’
.L9-方法缩短了 % W"而在不使用 N7AX+D9\+d-富
集菌体的情况下"增菌 #% W 时 R\?0&I;"<I!%((;



应用酶联免疫技术建立鲜乳中 !+内酰胺酶间接检测方法!!!姜侃"等 !&(*$$ !

方法未检出’
纳米免疫磁珠不仅可以富集目标菌体"亦可有

效地去除抑制剂成分"如食物残渣中的有机物(酚
类化合物(脂肪(糖原或微生物代谢产物"可致
.L9-和 J0+-/J检测灵敏度降低甚至反应完全失
败"因此必须通过富集和纯化对样品进行前处
理 )#(* ’ 免疫磁珠分离技术可以解决以上问题’ 但
D9: 技术作为一种较新的免疫学技术"其本身也存
在一些较难克服的问题’ 首先是免疫磁珠本身的
质量"特别是对于单克隆抗体包被的磁珠"由于单
抗效价批次间易出现波动"可直接影响免疫磁珠对
目标菌的捕获率’ 其次是在不同的标本性状及杂
菌污染程度下"免疫磁珠和目标微生物相互作用会
受到影响"会降低该技术的灵敏度和特异性’ 如杂
菌污染较多的牛肉类制品"并不适用于 D9: 技术的
检测 )## f#!* ’ 本研究将纳米免疫磁珠与 .L9-检测
方法结合"建立以免疫磁分离为前处理步骤的快速
检测方法"由以上结果得出&N7AX+D9\+d-可以高
效(特异性富集副溶血性弧菌"本研究所建立的
N7AX+D9:+.L9-方法缩短了检测时间"在实际检测
工作中具有良好的应用前景’
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论著
应用酶联免疫技术建立鲜乳中 !+内酰胺酶间接检测方法
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摘$要!目的$建立酶联免疫间接快速测定鲜乳中 !+内酰胺酶的方法% 方法$应用氨苄青霉素抗体!人工制备氨

苄青霉素和辣根过氧化物酶的结合物 L@8+OJ-!建立氨苄青霉素酶联免疫检测方法% 应用该方法分别检测样品

反应管和阴性对照管中氨苄青霉素!通过比较两者 2E&*(值!间接判断样品中是否含有 !+内酰胺酶% 结果$成功建

立了酶联免疫间接快速测定鲜乳中 !+内酰胺酶的方法!检测灵敏度可达 (<(((* D,?@>% 结论$该方法检测结果准

确可靠!可广泛应用于鲜乳中 !+内酰胺酶的检测%
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