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实验技术与方法
磁性荧光纳米颗粒标记免疫层析技术检测副溶血性

弧菌热稳定直接溶血素的试验研究

向辉#!朱海!!孙世宏#!李颖!!王西丽!!张汉斌#!柳勤#

!#&广州市天河区疾病预防控制中心"广东 广州$"#-2""#
!&深圳市易瑞生物技术有限公司"广东 深圳$"#1#-!$

摘$要!目的$通过抗体与标记的磁性荧光纳米颗粒相结合的免疫层析技术!建立一种快速检测产热稳定直接溶

血素#@(*$副溶血性弧菌的方法" 方法$构建产 @(*副溶血性弧菌基因片段并进行扩增!扩增产物与质粒载体
#Ya@+!1<$连接!并在大肠埃希菌中表达!制备抗体" 抗体与标记的磁性荧光纳米颗粒偶联后!制成免疫层析检测

试纸条" 将混有不同浓度标准菌株样品和阴性对照样品分别与荧光纳米颗粒+单抗偶联物和试纸条共同反应 "

P>=!紫外光下肉眼观察结果" 对试验的敏感性%特异性%重复性进行测试并进行样品模拟试验" 结果$重组质粒

载体在大肠埃希菌 TQ!##(a%$可稳定高效地表达分子量为 !2 m(的可溶形式的目的蛋白!并实现了单克隆抗体与

磁性荧光颗粒很好的偶联!所得偶联物与最低浓度 #- X_?5PV阳性菌株反应!阴性对照菌株无反应" 结论$试验

制备的产 @(*副溶血性弧菌毒力基因表达产物与磁性荧光纳米颗粒有机结合!检测操作过程简单!具有灵敏度

高%特异性强%重复性好和检测时间短等特点"
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$$副溶血性弧菌#G#6/#3=4/4B4:538>0#.7’"g)$是导
致食源性疾病的主要病原菌之一"主要分布于水产品
尤其是海产品中"是沿海地区引起食物中毒的主要病



磁性荧光纳米颗粒标记免疫层析技术检测副溶血性弧菌热稳定直接溶血素的试验研究!!!向辉"等 !%-%$$ !

原菌* 其致病因子主要是该菌代谢过程中能分泌多
种溶血毒素"如热稳定直接溶血素 #Z9ÎPC\Z<]VI
[>̂I7Z9IPCVW\>="@(*$’热不稳定溶血素#Z9ÎPCV<]>VI
9IPCVW\>="@Q*$和相对热稳定直接溶血素 #@(*+
ÎV<ZI[ 9IPCVW\>="@/*$* 研究(#)表明 @(*是该菌主
要的致病因子* 从该菌引起的食源性疾病标本中分
离的绝大多数副溶血性弧菌都产 @(** 流行病学资
料(!)分析该菌可能会成为流行菌株* 本试验采用聚
合酶链式反应#)X/$扩增 @(*基因并克隆至 Ya@+
!1<+@(*表达载体"使其在大肠埃希菌 TQ!# 中高效
表达(!) "并与磁性荧光纳米颗粒偶联"为建立一种快
速检测 @(*免疫层析标记技术奠定基础*

#$材料与方法
#.#$材料
#.#.#$实验动物

雌性 B)_级 T<V]57健康小白鼠 !- 只"" c2 周
龄"雌性健康新西兰大白兔 2 只"均由南方医科大学
实验动物中心提供 (许可证号% BXGS#粤 $ !-#2+
--’#)*
#.#.!$菌株来源

副溶血性弧菌阳性对照菌#0@XX#31-!"广东省
疾病预防控制中心$"副溶血性弧菌标准菌株#0@XX
#31-!$’大肠埃希菌#(*"<’TQ!#$’阴性对照菌株金
黄色葡萄球菌#0@XX!"4!%$’志贺菌#0@XX#!-!!$’
U#%4 群 霍 乱 弧 菌 # 4%--2 $’非 U# 群 霍 乱 弧 菌
#XNXXT#3#-2$’创伤弧菌 #0@XX!3"2!$’河弧菌
#0@XX%%1-4$’溶藻弧菌#0@XX#33’4$’奇异变形杆
菌#0@XX!44-2$’肠炎沙门菌#0@XX#%-32$’单核细
胞增生李斯特菌 #0@XX#4### $’蜡样芽胞杆菌
#0@XX#’"34$均由广东省微生物菌种保藏中心
提供*
#.#.%$主要仪器与试剂

N>=>)̂CZI<= % XIVV型 蛋 白 电 泳 仪 # 美 国
T>C/<[$’T>CY9CZCPIZÎ YVH\核酸蛋白测定仪#德国
aYYI=[Ĉ8$’细胞培养箱* 异丙基硫代半乳糖苷
#:)@F"#-4-!aB2-"上海翊圣生物科技有限公司$’

蛋白 N<̂mÎ# BN-23#"加拿大 _ÎPI=Z<\$’E>! l琼脂
糖凝胶#O;+-##-+#-4"上海乔羽$’Ya@+!1<#2412’+
%"德国 aN(T>C\[I=7I\$’羊抗兔 :DF#04#24"美国
B>DP<$"FS!-’%+"- 型凝胶回收试剂盒’FS#-’% 型
细菌基因组 (E0提取试剂盒均购自上海捷瑞生物
工程有限公司*
#.!$方法
#.!.#$@(*引物的设计’目的基因扩增及表达质
粒的构建

以 "/+0@@FF0@XX0@F000X0XX00@0@@@@F
X0+%/" " /+0@@X@XF0F@@F@@F0@F@@@0@0@@X0
00000X+%/"副溶血性弧菌基因组 (E0为模板"回
收扩增产物* 目的基因产物长度为 "23 ]Y* 通过
@’ 连接酶"将目的基因与表达质粒载体 Ya@+!1<连
接"在大肠埃希菌 TQ!# 中进行表达"并对表达产物
进行验证* 具体操作步骤按参考文献(%)进行*
#.!.!$@(*基因的诱导表达

当重组菌株在 QT培养基中生长至吸光度
#2-- =P$为 -.2 时"加入 :)@F#-.# PPCV5Q$诱导"
!- e诱导 ! c" 9 后收集菌体* 加入溶菌酶"冰上放
置 %- P>= 后"超声破碎制作菌悬液"# !-- 5̂P>= 离
心 #- P>="#!f聚丙烯酰胺凝胶电泳 # B(B+)0Fa$
分析蛋白表达水平"以确定最佳诱导时间* 具体操
作步骤按参考文献(’)进行*
#.!.%$表达蛋白的 B(B+)0Fa分析

收集重组质粒表达蛋白质上清液"层析柱过
滤"收集穿透液"用 B(B+)0Fa分析蛋白质的结合情
况* 目的蛋白抗原用 T̂<[8Ĉ[ 蛋白质测定试剂盒测
定蛋白质的浓度*
#.!.’$多克隆抗体制备

兔抗血清的制备及抗体效价的测定%将目的表
达蛋白加入等体积完全弗氏佐剂 #X_0$或不完全
弗氏佐剂#:_0$"以 #." c! PD5只免疫剂量多点免
疫 ! 只雌性新西兰大白免背部皮下或四只足垫* 分
别于 !’’’1’#- 周再次加强免疫* 另取 ! 只雌性新
西兰大白兔"用生理盐水及正常兔血清作对照免
疫* 取免疫后的兔耳静脉血* 酶联免疫吸附测定
#aQ:B0$试剂盒检测其抗体效价* 最高稀释倍数
##n2’ ---$血清光密度#U($为 -.!1*

血清 抗 体 的 纯 化% 将 aQ:B0 检 测 的 抗 体
##n2’ ---稀释 U(值为 -.!2! $"分别用 %%f和
""f硫酸铵沉淀"在 )̂CZI>=0柱上用 -.# PCV5Q甘
氨酸洗脱透析* 抗体于 j!- e保存备用*
#.!."$单克隆抗体制备及纯化

取小白鼠 #- 只"分成 ! 组"分别于左耳’右耳’

左腿’右腿’背中免疫* 免疫次数共 ’ 次"时间间隔
分别为 #’#-’!" 和 ’- [* 免疫剂量分别为 "- 和
#-- !D5只"试验中以磷酸盐缓冲液#)TB$及正常鼠
血清作空白对照* 采用 aQ:B0测定血清抗体效价*

取经聚乙二醇+’--#)aF+’--$融合后杂交瘤小
白鼠脾细胞"*0@培养液培养 1 ["将杂交瘤细胞用
*@培养液多倍稀释"接种到培养板中"每孔含 # c
! 个细胞"培养 1 ["反复筛选阳性克隆细胞* 具体
操作步骤按参考文献(’)进行* 将小白鼠腹水上清
液采用 "-f饱和硫酸铵溶液沉淀* #- --- 倍稀释
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测得 U(值为 -.%#!*
#.!.2$荧光纳米颗粒的研制及 @(*免疫层析试纸
条的制备

荧光纳米颗粒的制备’磁性纳米颗粒珠功能团
的表面修饰和磁性荧光纳米免疫复合微球的制备
均由深圳市易瑞生物技术有限公司研制并提供*

@(*免疫层析试纸条由聚氯乙烯衬板’样品
垫’硝酸纤维素膜和吸收垫组成* 用点膜仪在硝酸
纤维素膜上按照 # !V57P的量喷涂由 @(*重组质
粒表达的多克隆抗体和兔抗鼠 :DF"分别作为检测
线#@线$和质控线#X线$* 另外"双功能磁性纳米
颗粒与 @(*重组质粒表达的单克隆抗体于反应杯
中制备二联复合物"再制作成 " PP宽的荧光免疫
层析试纸条* ’ e干燥保存* 具体操作步骤按参考
文献(’)进行*
#.!.3$样品测试

取 # c" D样品加入生理盐水或 )TB 缓冲液制
成匀浆均质"然后加入不同浓度的产 @(*副溶血性
弧菌 # #- c#-" X_?5PV$* 再加入 % PV含 -."f
@MII=!- 的 )TB 缓冲液"取上清液 !-- !V再加入适
量荧光纳米颗粒+单抗偶联物’’- e孵育 % P>=&插
入免疫层析试纸条"继续反应 " P>="在自制的小型
荧光检测仪紫外光 #!1- c%!- =P$下肉眼观察结
果* 具体操作步骤按参考文献(’)进行*

!$结果
!.#$重组表达蛋白质浓度测定

选用 2 个不同浓度 # "-’ #--’ !--’ %--’ ’--’
"-- !D5PV$的蛋白质进行测定"对应的平均 U(值
分别为%-.#41’-.’!"’-.3%3’#.%%1’#."31’#.414*
以横坐标为蛋白质浓度 #%"!D5PV$"纵坐标为 U(
值#>$ 绘制标准曲线 #>i-.--’%l-.-#-2’/! i
-.44- ’$* 测得样品蛋白质 U(值为 -.’31"样品浓
度为 ##2.1" !D5PV"由于测前样品采用 "- 倍稀释"
最终样品蛋白浓度为 ".1’ PD5PV*
!.!$重组表达蛋白分子量测定

将 %3 e诱导表达的菌体超声破碎后取可溶性
表达蛋白#上清$和沉淀* 经纯化浓缩后进行 B(B+
)0Fa检测"上清液样品出现一条明显的可溶性特
异性蛋白带#分子量 !2 m($"说明 @(*表达蛋白主
要存在于上清液中"且蛋白质分子量与预期相符*
经过诱导的目的菌体蛋白含量明显增加* 试验同
时还对志贺菌重组质粒载体 Ya@+!1<+>Y<*经诱导
后表达目的蛋白含量进行了比较* 试验结果证实
相同的质粒载体"经诱导表达后可得到预期的表达
目的蛋白"见图 #*

注%# 为 N<mÎ&! c% 为 >Y<*诱导后&’ c" 为 @(*诱导后&

2 c3 为 >Y<*诱导前&1 c4 为 @(*诱导前

图 #$质粒 Ya@+!1<+@(*"Ya@+!1<+>Y<*表达产物
B(B+)0Fa电泳图

_>DH Î#$)V<\P>[ Ya@+!1<+@(*" Ya@+!1<+>Y<*IRY Î\\>C=

Y Ĉ[H7Z\]WB(B+)0Fa>= _:F

!.%$双功能磁性纳米标记结果分析
!.%.#$特异性试验

由于在纳米颗粒微球表面接入了一个含有 2 个
碳链长的 2+氨基正已酸活性基因"纳米颗粒在最合
适 Y*值#3.- c1.-$条件下不需要表面修饰而直接
与制备的产 @(*副溶血液性弧菌单克隆抗体相结
合"制成纳米复合微球* 试验使用不同浓度的产
@(*阳性的副溶血性弧菌与免疫层析试纸条进行
测定并对磁性荧光纳米复合微球所发射的荧光强
度与菌体浓度进行测试"结果显示"副溶血性弧菌
菌体浓度在 #- c#-" X_?5PV范围内"荧光强度与菌
体浓度呈良好的正相关性* 具体操作步骤按参考
文献(’)进行*

由于实际检测样品含有多种干扰物质及杂菌"
为了证实此方法的特异性"试验采用神奈川试验阴
性的副溶血性弧菌菌株和神奈川试验阳性的菌株
以及同一菌属的其他致病性弧菌* 金黄色葡萄球
菌’U#%4 群霍乱弧菌’非 U# 群霍乱弧菌’奇异变形
杆菌’肠炎沙门菌’单核细胞增生李斯特菌’蜡样芽
胞杆菌和志贺菌作为干扰菌进行检测"检测结果表
明在杂菌浓度##-2 c#-1 X_?5PV$比靶细菌高出许
多倍的情况下"阴性对照菌株均无交叉反应*
!.%.!$荧光试纸条灵敏度测试

用 )TB 倍比稀释同一份已知浓度的产 @(*副
溶血性弧菌阳性样品"菌液浓度分别为 #’#-’#-!’
#-%’#-’’#-" X_?5PV"同时用神奈川试验阴性的副
溶血性弧菌菌株’金黄色葡萄球菌’志贺菌作阴性
对照"阴性对照菌浓度为 #-" c#-2 X_?5PV"用荧光
试纸条进行检测#见表 #$* 另外"在进行 " 次重复
性试验的过程试验中曾观察到在含 # X_?5PV的阳
性菌株管中显示出弱阳性或阴性* 非副溶血性弧
菌的质控对照检测结果为阴性* #"2 份样品中% 份
样品为阳性结果"# 份来自鱼类"! 份来自食物中毒
样品* 而 #3 份样品检出副溶血性弧菌*



磁性荧光纳米颗粒标记免疫层析技术检测副溶血性弧菌热稳定直接溶血素的试验研究!!!向辉"等 !%-"$$ !

表 #$不同细菌浓度的荧光试纸条检测结果
@<]VI#$@I\ẐI\HVZ\C88VHĈI\7I=ZZI\Z\Ẑ>Y\M>Z9 [>88ÎI=Z]<7ZÎ><V7C=7I=Ẑ<Z>C=\

细菌 #-" X_?5PV #-’ X_?5PV #-% X_?5PV #-! X_?5PV #- X_?5PV # X_?5PV

产 @(*副溶血性弧菌 l l l l l d

神奈川阴性副溶血性弧菌 j j j j j j

金黄色葡萄球菌 j j j j j j

志贺菌 j j j j j j
U#%4 群霍乱弧菌 j j j j j j

非 U# 群霍乱弧菌 j j j j j j

创伤弧菌 j j j j j j

河弧菌 j j j j j j

溶藻弧菌 j j j j j j

奇异变形杆菌 j j j j j j

肠炎沙门菌 j j j j j j

单核细胞增生李斯特菌 j j j j j j

蜡样芽胞杆菌 j j j j j j

注% l表示阳性" j表示阴性" d为弱阳性

!.%.%$稳定性试验
将免疫层析试纸条放在室温 #’3’#’ [ 存放和

! c1 e环境条件下保存 #’!’%’2’4’#! 个月"再与
不同浓度的阳性样品进行检测"观察其稳定性* 试
验结果证实"免疫层析试纸条在室温下放置 3 [ 灵
敏性没有明显降低"#’ [ 灵敏度下降比较明显&而
低温 ! c1 e保存的免疫层析试剂条在 #! 个月内检
测灵敏度均没有明显的下降*

%$讨论
目前研究 (")认为"副溶血性弧菌的致病因子有

溶血毒素#@(*和 @/*$’尿素酶’黏附因子和侵袭
力"而主要致病因子是该菌产生的 @(** 毒力基因
检测不仅能判定待检菌株是否为副溶血性弧菌"而
且还能判定其是否携带毒力基因而具有致病性"能
够为食源性疾病的流行病学调查提供有力的支持*
文献(2)显示"从海产品中检出副溶血性弧菌的比例较
高"但并不是所有的副溶血性弧菌都携带 @(*基因*
在所有致病性临床分离株都检测到 @(*基因而检测
到 @/*基因的比例不高"提示 @(*毒素基因编码的
直接耐热溶血素与该菌的致病性存在高度的相关性*
试验从不同来源的 #"2 份样品中"检出 % 份样品产
@(*"检出率为 #.4!f#%5#"2$"而副溶血性弧菌检出
率为 #-.4f ##35#"2$* T*UU)UEF等(3)于 !---!
!--! 年证实在海产品中检出的副溶血性弧菌中产毒
株仅占 ".%f"提示要确定导致发病的菌株和流行
株"还应确认患者和食品中分离到的细菌是否具有
同样产毒基因型*

本课题组采用反相微乳液法"已成功制备同时
具有磁性和荧光信号的双功能纳米颗粒"此磁性荧
光双功能纳米颗粒由内核的磁性纳米粒子’中间的
稀土高分子以及外层的二氧化硅层构成* 外面的
二氧化硅层极易进一步修饰"可引入各种功能团"

连接抗体* 通过偶联剂戊二醛和 #+#%+二甲氨基丙
基$+%+乙基碳二亚胺盐酸盐#a(X$’K+羟基琥珀酰
亚胺#E*B$连接单克隆抗体"制成具有磁性荧光的
免疫纳米复合微球* 目前制备的磁性荧光纳米颗
粒粒径范围为 #" c!- =P"颗粒的分散性较好* 为
了减少联检试纸条不同检测信号间的相互干扰"用
铕#:::$’铽#:::$等不同稀土离子"制备不同发射波
长的多色壳核型磁性荧光纳米颗粒* 同时"结合时
间分辨检测技术"减小背景信号的干扰"大幅度提
高信噪比’检测灵敏度和准确性*

到目前为止"国内外针对副溶血性弧菌 @(*的
检测应用研究"大多数采用的是分子生物学技术"
多重 )X/’实时 )X/’核酸杂交和斑点 aQ:B0等方
法 (1) "利用免疫层析技术的研究不多"鲜有应用分
子克隆技术再结合磁性荧光纳米颗粒标记技术用
于副溶血性弧菌 @(*检测报道* 本研究选取副溶
血性弧菌特异性的 @(*作为检测靶基因"利用 )X/
技术对 @(*基因进行扩增"通过基因克隆技术"再
结合磁性荧光纳米颗粒标记技术"灵敏度可达到 #-
X_?5PV* 通过与其他非靶细菌试验验证"结果显示
所建立的方法特异性较高"可以从食物中毒样品或
标本中分离出致病副溶血性弧菌"同时也检测出产
@(*副溶血性弧菌"未检测到不产 @(*的副溶血
性弧菌或其他致病菌"说明试验具有高度特异性*

此外"还对该方法进行了敏感性试验* 对不同种
类样品进行敏感性试验"样品中加入产 @*(的副溶
血性弧菌"浓度范围为 # c#-" X_?5PV"灵敏度比事先
研究的食品污染物中产葡萄球菌肠毒素 T#BaT$的
金黄色葡萄球菌试纸条灵敏度提高了#-- 倍(’) * 该
技术具有高效’高通量’低成本和速度快等优点*
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实验技术与方法
胶体金免疫层析技术快速检测谷物中 % 种真菌毒素的研究
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摘$要!目的$应用胶体金免疫层析技术开发一种快速检测谷物中黄曲霉毒素 T# #0_T# $%玉米赤霉烯酮#AaE$

和呕吐毒素#(UE$的三联检测卡" 方法$优化胶体金溶液 Y*值%金标抗体量及抗原包被量制备 % 种胶体金试纸

条!将试纸条组装成检测卡!研究该卡的检测限%准确度%特异性和稳定性" 结果$0_T# %AaE和 (UE% 种试纸条

的胶体金溶液最适 Y*值分别为 3."%3." 和 3.-!金标抗体量分别为 ’.!%3.! 和 4.2 !D5PV!抗原包被量分别为 #.-%

#.’ 和 -.1 PD5PV" 检测卡的检测结果与仪器检测结果基本一致!重复性较好!与结构类似物及其他霉菌毒素无交

叉反应!在室温条件下可以保存 #! 个月" 结论$该三联检测卡操作简便%快速%准确%稳定!且能同时检测 % 种真

菌毒素!在谷物的现场检测中有较好的应用前景"
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