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论著

用免疫生物传感器快速检测金黄色葡萄球菌的初步研究
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摘 要:目的 研究快速、经济、高灵敏的金黄色葡萄球菌新型检测技术。方法 本研究应用 F0 F1 -ATP 酶旋转分

子马达和免疫技术相结合，建立金黄色葡萄球菌的免疫生物传感器快速检测技术。首先 pH 变 化 敏 感 的 荧 光 物 质

F1300 标记到 F0 F1 -ATP 酶的载体色素体的内表面，然后在 F0 F1 -ATP 酶上连接 β 亚基抗 体-生 物 素-链 亲 和 素-生 物

素-金葡菌抗体复合体，得到可以捕获金黄色葡萄球菌的免疫生物传感器。传感器上负载菌量不同，引起的酶活性

变化不同，酶活性变化又引起色素体内 pH 变化，最后通过 F1300 的荧光强度变化来检测菌量。结果 该方法对金

黄色葡萄球菌标准菌株(CMCC26003) 的检测时 间 为4. 5 h，102 ～ 104 CFU /孔 呈 现 良 好 的 梯 度 关 系。结 论 该 技 术

耗时短、操作简单、成本低、灵敏度高，符合食品安全检测技术发展要求。
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An Immunobiosensor for Rapid Detection of Staphylococcus aureusenes
WEI Ling，WU Hui-juan，LUN Yong-zhi，LI Bao-ming，GAO Li-juan，ZHANG Xiao-li，KANG Zi-jia

(Beijing Centre for Physical and Chemical Analysis，Beijing 100094，China )

Abstract: Objective To develop a highly sensitive，low-cost and rapid assay method for the detection of Staphylococcus

aureusenes. Method Combining F0 F1 -ATPase molecular motor with immunotechnology to establish a rapidly technology for

detecting Staphylococcus aureusenes. F1300 is a fluorescence indicator sensitive to the change of pH. F1300 was labeled

first on the inner surface of chromatophore，which is the carrier of F0 F1 -ATPase. A complex of Staphylococcus aureusenes

antibody-biotin-streptavidin-biotin-β subunit monoclonal antibody was then connected to the β subunit of F0 F1 -ATPase to

construct an immunobiosensor; then the Staphylococcus aureusenes can be captured by the antibody anchored on the

complex. The activity of F0 F1 -ATPase changed with the content of Staphylococcus aureusenes loaded on the biosensor. The

fluorescence of tagged F1300 was relative to the change of pH induced by the variation of F0 F1 -ATPase activities. Results

The time taken by this examination was only 4. 5 h and a favorable gradient was shown at 102 － 104 CFU /well.

Conclusion The method was time saving in examination，simple，low-cost and sensitive and met the requirements of

detecting technology.
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金黄 色 葡 萄 球 菌 ( Staphylococcus aureus) ( 以 下

简称金 葡 菌 ) 是 最 常 见 的 细 菌 性 食 物 中 毒 病 原 之

一，该菌在自然界中无处不在，空气、水、灰尘及人和

动物的排泄物中都可找到，食品受其污染的机会很

多。国家标准关 于 食 品 卫 生 微 生 物 学 检 验 中 规 定，

食品中金葡菌不得检出。近年来，金葡菌污染已成

为国际卫生问题。美国疾病控制中心报告显示金葡

菌引起的感染占第 2 位。在加拿大由其引起的食物

中毒占整个细菌性食物中毒的 45%。2006 年，尼日

利亚的 Oluwafemi 和 Simisaye［1］
对本地零售 香 肠 进

行检测，结果表明金葡菌的污染率为 105 ～ 106 CFU /

g。2005 至 2009 年，我国每年都发生由金葡菌污染

引发的集体食物中毒事件
［2 － 5］。

目前，国标中对金葡菌的检测方法包括微生物

法 和 ELISA 法。微 生 物 法 耗 时 长，操 作 繁 琐。
ELISA 方法所耗时间相对较短，但其操作技巧性强，

关键点的控制对结果影响大，检出限高达 106 CFU /
L。聚 合 酶 链 式 反 应 ( polymerase chain reaction，

PCR) 为国标法外研究的最成熟的金葡菌检测方法，

PCR 法所需的试剂昂贵，整个检测需要经过特定引

物设计、增菌，DNA 的 制 备，PCR 扩 增、检 测 等 复 杂
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步骤。由于该 方 法 极 其 敏 感，外 源 性 DNA、试 验 条

件控制不当、引物的设计及靶序列的选择等均会影

响实验结果。另外，国内外研究人员正在研究表面

等离子体共振 (SPR) 技术、毛细管区带电泳(CZE)

检测技术等在金葡菌检测中的应用。这些技术比传

统微生物法快速，比 PCR 法简单，但是需要贵重 仪

器，且 检 出 限 高，一 般 为 105 ～ 106 CFU /ml［6-7］。快

速、高灵敏、高特异性的检测技术研究意义重大。
本研究应用 高 灵 敏 生 物 传 感 器 F0F1 -ATP 酶 检

测致病菌。F0F1 -ATP 酶是一旋转分子马达，它既能

利用跨膜 H +
梯 度 合 成 ATP，又 能 水 解 ATP 而 反 向

转运 H +。在 ATP 合 成 过 程 中，质 子 能 够 从 色 素 体

膜内泵到膜外 侧，导 致 内 膜 微 环 境 溶 液 H +
浓 度 变

化。研究发现，在 F0F1 -ATP 酶上连接负载会不同程

度影响其旋转性能，在其 β 亚基上连接上一抗或二

抗能引起 质 子 转 运 速 率 的 改 变
［8］。基 于 以 上 两 理

论，本研究在 F0F1 -ATP 酶上负载不同浓度的标准菌

液，以 pH 敏感 的 荧 光 探 针 的 荧 光 强 度 作 为 信 号 反

应负载程度，进而达到检测目的
［9］。

1 材料与方法

1. 1 仪器和试剂

链亲和素、生物素、ADP ( 美国 Sigma 公司) ;金

葡菌单克隆抗体 ( 英国 abcam 公司) ;金葡菌标准菌

株 CMCC26003 ( 广 东 省 微 生 物 研 究 所 微 生 物 菌 种

保藏 中 心 ) ; 荧 光 探 针 F1300 ( 美 国 Invitrogen 公

司) ;其他 试 剂 为 国 产 分 析 纯。荧 光 扫 描 仪 ( 美 国

Thermo 公司) ;96 孔酶标板 ( 美国 corning 公司) ;营

养肉汤培养基 ( 北京陆桥生物技术有限公司)。
1. 2 标准菌株的培养、计数及浓度梯度的制备

营养肉 汤 中37 ℃ 培 养 金 葡 菌 24 h，菌 液 进 行

10 － 4、10 － 5、10 － 6
稀释，取100 μl涂板，每个稀释梯度

做 3 个平行，24 h培养后计数。剩余菌液80 ℃ 水浴

1 h灭 活，混 匀 后 取 10 ml，4 ℃ 4 000 r /min，离 心

30 min，弃上 清，沉 淀 用 无 菌 生 理 盐 水 恢 复 到 原 体

积。重复 2 次，去除培养基中复杂成分。第 3 次离

心沉淀无菌生理盐水重悬至原体积备用。
1. 3 色素体的制备

在60 ℃ 高 温 摇 床 培 养 嗜 热 菌，高 温 菌 属

Thermomicrobium 24 h，4 ℃4 000 r /min离心 30 min，

弃上清，收集的沉淀用 pH8. 0 Tris-HCl 缓冲液重悬，

4 ℃6 000 r /min离心10 min，收集清洗后的菌体进行

超声破碎后，4 ℃10 000 r /min离心 5 min，上清液再

进行4 ℃ 40 000 r /min超 速 离 心1 h，沉 淀 用 pH8. 0
Tris-HCl 缓冲液 悬 浮，得 到 色 素 体。其 结 构 示 意 图

见图 1。所 得 色 素 体 于 20% 甘 油，－ 20 ℃ 冻 存，备

用。

图 1 色素体结构示意图

1. 4 F1300 单方向标记色素体及标记后水 解 活 性

测定

取色素体悬液 600 μl，12 000 r /min 离心30 min
去甘油，沉淀用 pH6. 0 缓冲液 (0. 1 mmol /L tricine，

5 mmol /L MgCl2 ，5 mmol /L KCl) 悬浮，加入 1 ～ 2 μl
质 量 浓 度 为 1 mg /ml 的 F1300 混 匀，冰 浴 中 超 声

3 min。然 后，4 ℃ 12 000 r /min 离 心 30 min，pH8. 0
缓 冲 液 悬 浮 沉 淀，重 复 4 次，后 3 次 离 心 时 间 为

15 min，其他条件不变，去除游离 F1300。最终得到

标记好的色素体( 以下简称 F1300-ch) ，制备示意图

见图 2。F1300-ch 的 ATP 水解活性测定采用酶偶联

法，通过检测 NADH 在340 nm波长处的吸光度变化

来测定 F0F1 -ATPase 水解活力
［10］。1 个酶活单位定

义为每毫克色素体每分钟内可水解1 μmol ATP。

图 2 F1300 单方向标记色素体示意图
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1. 5 捕获体系的构建

等体积等摩尔浓度混合 β 单抗(F0F1 -ATP 酶 β
亚基的单抗)-生 物 素 和 金 葡 菌 单 抗-生 物 素 2 个 复

合体，震荡混匀，再加入相同体积的 1. 1 倍摩尔浓度

的链 亲 和 素，室 温 15 ～ 30 min。得 到 β 单 抗-生 物

素-链亲和素-生物素-金葡菌单抗捕捉复合体。
1. 6 免疫生物传感器的构建

捕捉复 合 体 与 F1300-ch，按 体 积 比 4 ∶ 1 混 匀，

60 r /min，37 ℃ 孵育1 h，得 到 可 以 捕 获 检 测 目 标 的

生物传感器，结构示意图见图 3。

注:1. 酶标孔;2. 膜上负载有 F0 F1 -ATP 酶的色素体;3. F0 F1 -

ATP 酶;4. pH 敏感荧光探针 F1300;5. F0 F1 -ATP 酶 β 亚基单

抗;6. 生物素;7. 链亲和素;8. 金葡菌抗体。

图 3 基于 F0 F1 -ATP 酶的生物传感器的模型示意图

1. 7 金葡菌的捕获和荧光扫描仪检测

每个酶标孔加入 50 μl 1. 6 制备的生物传感器，

再加入20 μl灭活菌液，菌液浓度分别为 5 × 103、5 ×
104、5 × 105 CFU /ml，其 对 应 的 每 孔 细 菌 数 分 别 为

102、103、104CFU /孔;对照组加入等体积无菌生理盐

水。37 ℃ 孵 育 30 min，捕 获 金 葡 菌。每 孔 再 加 入

70 μl终 浓 度 为2 mmol /L ADP 的 ATP 合 成 缓 冲 液

(50 mmol /L tricine pH8. 0、10% 丙 三 醇、5 mmol /L
NaH2PO4、5 mmol /L MgCl2 ) 启 动 ATP 合 成 反 应，

45 ℃ 温 浴 15 min 后 进 行 检 测，选 择 激 发 波 长

485 nm、发射波长538 nm。

2 结果

2. 1 菌液计数结果、
104、105、106

倍 3 个 梯 度 稀 释 菌 液 菌 落 均 数 分

别为 143、91 和 16。原 始 菌 液 浓 度 为1. 5425 × 108

CFU /ml。稀释 菌 液 得 到 5 × 103、5 × 104、5 × 105

CFU /ml 3 组梯度。
2. 2 F1300-ch 活性测定

F1300-ch 上负载的 F0F1 -ATP 酶水解活性结 果

见图 4，酶活性单位为42. 56 μmol /(mg·min)。

图 4 F1300-活性测定结果

2. 3 金葡菌梯度菌液的荧光检测结果

实验组每组菌量为 104、103、102 CFU /孔。以浓

度为横坐标，相对荧光值为纵坐标，建立浓度与荧光

值的相关性曲线，结果见图 5。
随着 浓 度 增 加，荧 光 值 逐 渐 下 降。利 用

SPSS 10. 0软 件 对 数 据 进 行 方 差 齐 性 检 验，F =
2. 407，P = 0. 083，结 果 表 明 方 差 齐 且 均 一 性 很 好。
LSD 分析结果显示，空白对照组与 104 CFU /孔 组 存

在显著性差异，P = 0. 036，具有统计学意义。

图 5 不同菌量负载的传感器荧光检测结果

3 讨论

金葡菌新型检测技术是当今国内外研究热点。
陈彬等

［11］
研 究 了 Accuprobe 基 因 探 针 方 法 在 金 葡

菌快 速 检 测 技 术 中 的 应 用，检 出 限 为 107 CFU /ml。
Rajkovic 等

［12］
建立了 实 时 免 疫 定 量 PCR 技 术 检 测

金葡菌外毒素 B(Staphylococcus aureus enterotoxin B，

SEB) 的方法，该 方 法 比 ELISA 法 大 约 灵 敏1 000倍

( < 10 pg /ml)。CHEN Lingli 等
［13］

用不同免疫标记

的高分子 免 疫 磁 珠 对 混 合 菌 液 中 的 金 葡 菌 及 SPA
进行分 离，生 理 生 化 鉴 定 分 离 菌，MALDI-TOF /MS
质谱分 析 SPA 技 术 只 能 在 金 葡 菌 浓 度 达 到 106

CFU /ml 才能 检 出。Balasubramanian［14］
建 立 了 以 金

葡菌 的 溶 菌 噬 菌 体 作 为 识 别 元 件，以 SPREETA 为
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检测 平 台 的 新 型 检 测 技 术，该 技 术 的 检 出 限 为 104

CFU /ml。美国的 Subramanian［6］
用单硫醇和双硫醇

修饰金表面，然后连接抗金葡菌抗体，金葡菌被捕获

后，用 SPR( 表 面 等 离 子 共 振) 技 术 检 测，该 方 法 的

检出限为105 CFU /ml。GAO Peng 等
［7］

用 特 异 性 抗

体化的乳胶和毛细管区域电泳(CZE) 联合技术建立

了从细菌混合物中快速分离、鉴定金葡菌的新方法，

检出限为9. 0 × 105 CFU /ml。
免疫生物传感器在金葡菌检测中的应用研究，

尚未见报道。本研究组 对 F0F1 -ATP 酶 免 疫 生 物 传

感器在 金 葡 菌 检 测 中 的 应 用 研 究 表 明，102 ～ 104

CFU /孔时，免疫生物传感器快速检测技术对金黄色

葡萄球标准菌(CMCC 26003) 的检测呈现良好的梯

度性，且 空 白 对 照 组 与 104 CFU /孔 存 在 显 著 性 差

异，P = 0. 036，具有统计学意义。
该技术耗时短，包括增菌液处理、生物传感器制

备、加样、检 测 4 个 步 骤，所 需 时 间 分 别 为 2、1. 75、
0. 5、0. 25 h，共计 4. 5 h。该方法具有如 下 优 点:①
操作步骤简单，包括样品前增菌、增菌液处理、传感

器制备、加样、检测 5 个步骤。②每批次可以检测多

个样品;③所需试剂均为实验室常规试剂，可节约检

测成本。
与目前国际上其他新型的金葡菌检测技术研究

一样，本研究选择金葡菌标准菌株为对象，对生物传

感器在金 葡 菌 快 速 检 测 应 用 进 行 了 初 步 研 究。此

外，本课题组还进行了本方法对肠杆菌科细菌、其他

致病菌的特异性研究，初步结果显示出本方法对样

品中常见的大肠杆菌和沙门菌的特异性良好，进一

步的工作还在进行中。我们还用本方法对单核细胞

增生李斯特菌和 O157:H7 进行了特异性研究，均表

现出很好的梯度性。但是，最终方法的建立还需要

进一步开展大量实际样品检测研究。另外，还可以

选择 新 型 荧 光 材 料 以 提 高 检 测 的 灵 敏 度 和 准 确

度
［15 － 17］。由于实际样品基质复杂，为减少基质成分

干扰，提高样品增菌液目标菌的纯度和浓度，在样品

检测研究 中 可 以 考 虑 利 用 免 疫 磁 珠 富 集 技 术
［18］。

方法建立之后，还需要进行生物传感器高稳定性和

高寿命研究等大量工作。该技术还可以推广到食品

中农药残留等其他有毒有害物质和疾病标志物的检

测，从而进一步涉及食品检测、环境监测、医疗保健、
疾病诊断的各个领域。
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