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基于 SiO2荧光纳米粒子快速检测果汁中 

大肠杆菌的免疫传感器研究 

孙晓萌, 张志涛, 王轶鹏, 许  强, 孙雪梅, 刘文敏* 

(山东省医学科学院基础医学研究所, 济南  250062) 

摘  要: 目的  设计一种基于 SiO2荧光纳米粒子快速检测果汁中大肠杆菌 O157:H7的新型传感器。方法  采

用超分子组合法将荧光基团嵌入到 SiO2纳米颗粒中合成 SiO2荧光纳米粒子, 然后将抗大肠杆菌 O157:H7 的

单抗偶联到纳米粒子表面, 最后通过抗原-抗体反应使纳米粒子与待检细菌结合, 使用荧光显微镜观察并统计

大肠杆菌 O157:H7的个数。结果  本方法与革兰氏染色法相比, 对大肠杆菌 O157:H7计数结果无统计学差异

(P=0.930); 该方法整个检测过程能够在 15 min内完成, 检测下限小于 10 CFU/mL。结论  该方法能增强检测

果汁中大肠杆菌 O157:H7的灵敏度, 缩短检测时间, 对其他病原体检测方法的改进具有重要的指导意义。 
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Biosensor for rapid detection of Escherichia coli in juice by 
luminophore-doped silica 

SUN Xiao-Meng, ZHANG Zhi-Tao, WANG Yi-Peng, XU Qiang, SUN Xue-Mei, LIU Wen-Min* 

(Institute of Basic Medicine, Shandong Academy of Medical Sciences, Jinan 250062, China) 

ABSTRACT: Objective  To design a new biosensor for rapid detection of Escherichia coli O157:H7 in juice by 

synthesized luminophore-doped silica (LDS) nanoparticles. Methods  The fluorescent groups were embed into SiO2 

nanoparticles to synthesize LDS by supramolecular combination method. Then E. coli O157:H7 specific monoclonal 

antibody was coupled to the surface of the dye doped nanoparticles. Finally, antibody-coated narnoparticles 

incorporated with the cells of O157:H7 by antigen-antibody reaction to form conglutinations, which represented the 

images of the detected germs and could be observed and counted by fluorescence microscope. Results  The number 

of E. coli O157:H7 was detected and counted with methods of fluorescent nanoparticles staining and gram staining, 

which had no significant difference (P=0.930). The novel developed LDS nanoparticles could finish the detection 

within 15 mins, and had the limit of detection of 10 CFU/mL. Conclusion  The method of LDS nanoparticles can 

enhance the sentivity of O157:H7 detection and obviously shorten testing time, which has important significance for 

the improvement of inspection methods for other pathogenic microorganisms. 
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1  引  言 

提高食源性致病菌检测方法的灵敏度与时效性对于

促进食品行业的规范性及提升相关疾病的诊断均具有积极

的意义。目前, 检测食品中致病菌的各种方法的主要缺点

是花费时间长、检出速度慢, 主要与以下因素有关, 即食

品中污染菌的含量比病人排泄物中的含量要低很多; 食品

中的非致病菌会影响致病菌的选择性分离和鉴定, 干扰病

原菌的检测; 食品加工过程中, 致病菌受到了损伤, 形成

了不同生长特性的细菌群。 

目前, 对微生物的检验包括传统的培养方法, 利用抗

原 -抗体反应为基础的酶联免疫法 (enzyme linked 

immunosorbent assay, ELISA) [1,2]、荧光抗体染色法(免疫荧

光法)、同位素标记抗体法(放射免疫试验)以及基因检测为

基础的 PCR 法[3,4]等, 这些方法检出病菌的灵敏度范围在

104~106 CFU/mL[5-7]。而食品中细菌含量低, 必须进行预增

殖及选择性培养, 需要耗费大量的时间成本, 因此目前食

品中微生物检测中用时最短的也在 48 h左右, 如何快速检

测、提高检测的灵敏度一直是该领域的研究重点[8-12]。 

超分子化学经过近 20 多年的发展, 已经从基础研究

稳步走向高技术的应用, 如纳米超分子材料、超分子组装

体作用力研究等。纳米粒子与蛋白、微分子及有机染料和

荧光染料结合, 用于免疫生物反应能够增加反应的表面积, 

并且具有催化反应、缩短反应时间等特性[13-15]。因此, 微

生物学、分子生物学与纳米技术相结合对于疾病检测和传

染病控制具有较大的意义。利用超分子组合法将荧光基团

嵌入到纳米颗粒中, 不仅能够增强荧光发光的稳定性, 而

且能够使荧光的发光效率大大增强; 另外, SiO2 纳米材料

制作工艺简便, 容易控制合成纳米粒子粒径。使用特异性

抗体(单抗或多克隆抗体)偶联到纳米粒子表面后, 通过抗

原-抗体反应使纳米粒子与待检细菌表面抗原结合, 在荧

光显微镜下统计致病菌的个数, 能够增强检测的灵敏度、

降低检测时限, 为建立食品中致病菌的快速检测方法提供

理论和实验依据。 

本研究设计了一种基于 SiO2 荧光纳米粒子

(luminophore-doped silica, LDS)快速检测果汁中大肠杆菌

O157:H7的新型传感器, 该方法能在 15 min内完成, 操作

简便, 灵敏度高, 为食品中微生物的快速检测提供了一种

新思路。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

荧光显微镜(OlympusBX-51, 日本 Olympus 公司); 

JEM-2100F透射电子显微镜(日本 JEOL公司); 756PC紫

外可见分光光度计(南京东迈科技仪器有限公司)。 

Escherichia. coli O157:H7 菌株 (编号 : 01838)、抗

O157:H7 单克隆抗体(中国疾病预防控制中心传染病防

治所 ); 联钌吡啶 ([Ru(bpy)3]Cl2)(国药试剂有限公司公

司); 3-胺基丙基三乙氧基硅烷(APTES)(Sigma 公司); 其

余试剂均为分析纯。 

某品牌果汁(超市购买)。 

2.2  试验方法 

2.2.1  大肠杆菌 O157:H7 的培养和待检测标本的制备 

将菌株在琼脂平板培养基上增殖培养 12 h后, 根据计

数的结果, 用 0.1 mol/L的 PBS缓冲液(pH=7.3), 1:10稀释为

最低浓度为约为 10 CFU/mL的一系列细菌悬液, 备用。 

在某品牌果汁中使用添加法配制含有 105 CFU/mL大

肠杆菌 O157:H7浓度的果汁溶液, 备用。 

2.2.2  荧光 SiO2 纳米粒子的合成和表征测量 

将 1.7 mL Triton X-100、7.5 mL环己烷、1.8 mL正己

醇和 340 μL 去离子水混合 , 加入 7.2 mg/mL 的

[Ru(bpy)3]Cl2水溶液 200 μL。向上述混合物中加入 100 μL

四乙基正硅烷(tetraethyl silane, TEOS)超声振荡 30 min, 加

入 30%的氨水 60 μL 引发聚合反应。将上述反应体系于

25 ℃、75 r/min振荡 24 h。反应结束, 使用丙酮抽提荧光

嵌合 SiO2纳米粒子(LDS nanoparticles), 于 4000 r/min离心

3 min分离纳米粒子, 用乙醇和水交替洗涤纳米粒子沉淀 3

次, 除去表面活性剂及吸附于粒子表面的荧光染料, 负压

抽干得 SiO2 荧光纳米粒子 (luminophore-doped silica , 

LDS)。 

2.2.3  荧光 SiO2 纳米粒子与抗体偶联 

(1) 荧光 SiO2纳米粒子羧基化 

取 1.0 mmol/L的醋酸配制的 1.0% APTES溶液 20 mL, 

加入 30 mg LDS粒子, 搅拌反应 30 min后, 3000 r/min离心

5 min, 弃上清, 沉淀用去离子水洗涤 3次, 用 N,N-二甲基

甲酰胺洗涤 1次, 在 N2保护下加入 20 mL 10%的琥珀酸酐

N,N-二甲基甲酰胺溶液, 超声振荡混悬, 继续通 N2搅拌反

应 6 h, 3000 r/min离心得羧基化的 LDS粒子沉淀充分干燥

备用。 

(2)荧光 SiO2纳米粒子与抗体偶联 

取 15 mg 干燥的羧基化 LDS 粒子与 2.5 mg 抗

-O157:H7单克隆抗体冻干粉混合, 滴加三乙胺 3 mL, 搅拌

5 min后, 使用冰水浴冷却, 加入新配的 200 mg/mL二环己

基碳二亚胺(dicyclohexylcarbodiimide, DCC)的二甲基亚砜

(dimethyl sulfoxide, DMSO)溶液 3.5 mL和 300 mg/mL 1-羟

基苯并三氮唑(1-hydroxy-6-chlorobenzotriazole, HOBt)浓溶

液 3.5 mL, 搅拌 0 ℃反应过夜, 3000 r/min离心 5 min, 沉淀

用 pH=6.8的 PBS缓冲液洗涤 3次, 混悬于 1 mL上述 PBS

液中, 即得抗体偶联的 LDS粒子。 

2.2.4  LDS 纳米粒子标记抗体测定大肠杆菌 O157:H7 

取 5 μL 待测液用常规革兰氏染色, 采用光学显微镜
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进行观察并计数。然后取 5 μL待测液涂片后立即加入 1 μL

制备的 LDS粒子溶液, 置室温反应 10 min, 自然干燥后用

中性树脂封片, 荧光显微镜下以 300~450 nm光源激发, 观

察计数。 

3  结果与分析 

3.1  LDS 纳米粒子的表征特性 

采用高分辨率透射电镜测量纳米粒子大小, 粒子透

射电子显微镜图见图 1A。由图 1A中数据分析可见, 纳米

粒子的粒径为 35 nm, 粒径偏差为±2 nm, 大小分布比较均

匀, 基本符合本研究的需要。使用紫外可见吸收光谱测试

合成的纳米颗粒的光学特性, 分析[Ru(bpy)3]Cl2染料、SiO2

纳米粒子和荧光嵌合 SiO2纳米粒子(LDS纳米粒子)在不同

波长下的吸光度的差异, 如图 1B所示; 通过光谱可以看出

荧光染料和 LDS纳米粒子最大吸收均在 300 nm左右, 而

SiO2 在该波长处没有吸收, 因此可以看出, SiO2 与荧光染

料偶联成功, 且染料的最佳激发波长为 300 nm左右。 

3.2  革兰氏染色法与 LDS纳米粒子染色法检测结果

比较 

将浓度约为 100000 CFU/mL 实验用菌液在载玻片上

点 6个半径均为 4 mm的平行样, 每点点菌液 5 μL, 随机分

为 2 组, 分别用革兰氏染色法和抗体包被的荧光纳米粒子

进行染色, 用光学显微镜(图 2A)和荧光显微镜(图 2B)分别

观测染色结果, 每个圆样观察若干个视野并计算细菌个数, 

结果见表 1和表 2。 

将表中数值代入公式计算实验用菌液中的细菌计数

浓度。其中 N为原菌液细菌数量, n为每个高倍视野内细菌
平均数, R为圆形涂片的半径(4 mm), r为高倍物镜视野的
半径(0.4 mm), V为用于涂片的菌液体积(5 μL), d为稀释倍
数(1倍)。 

 

 

 
 

1.[Ru(bpy)3]Cl2; 2.SiO2; 3.LDS纳米粒子 

图 1  荧光 SiO2纳米粒子透射电镜图(A)和紫外可见吸收光谱图(B) 

Fig. 1  Transmission electron microscopy graph (A) and UV-Vis absorption spectrogram (B) of LDS nanoparticles 
 
 

 

 
 
 

图 2 革兰氏染色(A)和 LDS粒子染色(B)检测大肠杆菌 O157:H7 

Fig. 2  Detection of E. coli O157:H7 by gram staining (A) and LDS nanoparticles (B) 
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表 1  荧光计数法检测大肠杆菌 O157:H7 结果 
Table 1  Results of E. coli O157:H7 counted by fluorescence 

涂片号 选择视野个数 每个视野内的平均个数 

1 19 4.2105 

2 13 3.6154 

3 15 4.0667 

合计 47 4.0000 

 
 

表 2  革兰氏染色计数法检测大肠杆菌 O157:H7 结果 
Table 2  Results of E. coli O157:H7 counted by gram staining 

涂片号 选择视野个数 每个视野内的平均个数 

4 16 3.9375 

5 19 4.0000 

6 21 4.1429 

合计 56 4.0357 

 
2

2

1000RN n d
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计算得知, 用 LDS 粒子染色法检测样本得细菌计数

值为 80000 CFU/mL; 革氏染色法计数值为 80714 CFU/mL, 

两者差异很小。经统计学处理, t =0.089, P=0.930, 说明两

者统计学上无明显差异, 因此常规革兰氏染色法与 LDS纳

米粒子染色法检测高含量菌液的能力无显著性差别。 

3.3  LDS 纳米粒子染色法的灵敏度测试 

将上述细菌悬液进行 10倍比稀释, 配制 8 CFU/mL的

细菌悬液, 在载玻片上制作 10个涂片, 每个涂片均以 LDS

纳米粒子染色, 使用荧光显微镜 400 倍视野观察涂片, 共

找到大肠杆菌 5个, 其中阴性涂片 6个, 1个涂片找到 2个

细菌, 3个涂片各找到 1个细菌; 同样步骤采用革兰氏染色, 

使用光学显微镜 400 倍放大倍数观察, 没有观察到大肠杆

菌影像。因此, LDS 纳米粒子染色法的检测灵敏度可达＜

10 CFU/mL, 优于革兰氏染色法检测方法。 

3.4  一步法检测果汁中大肠杆菌 O157:H7 

在某品牌果汁中使用添加法添加 100000 CFU/mL

大肠杆菌 O157:H7配制梯度浓度的果汁溶液, 使用 LDS

纳米粒子染色法直接测定果汁中细菌含量, 做 3个涂片, 

每个涂片分别取 20个视野进行计数, 实验结果见表 3。

计算得大肠杆菌浓度为 110000 CFU/mL。 

4  结  论 

本研究中所采用的细菌检测方法, 首先利用超分子

化学的方法将大量荧光基团嵌入到 SiO2纳米粒子内, 与特

异性抗体偶合后, 用于检测细菌, 检测时每个细菌菌体可

以同时与多个纳米粒子相结合, 与传统的单个荧光基团标

记法相比较相当于经过了 2 次发光强度的放大作用, 因此

具有非常高的检测灵敏度; 而且结合到纳米粒子表面的特

异性抗体只与某一种或某一类细菌发生反应, 保证了该方

法具有较高的检测特异度。 

 
表 3  添加法测定果汁中大肠杆菌 O157:H7 (n=20) 

Table 3  Detection results of E. coli O157:H7 of fruit juice by 
addition method (n=20) 

涂片号碳 视野个数 每个视野内的平均个数 RSD 

1 20 5.40 1.87504

2 20 5.55 2.28208

3 20 5.05 3.01706

合计 60 5.50 2.11932

 
本研究尚存在以下不足之处, 有待后续研究计划加

以解决: 所合成荧光纳米粒子存在抗体包被效率较低, 提

高抗体偶联的效率能够进一步提高检测的灵敏度; 该方法

在向实际应用推广时, 仍需要对待检测食品标本进行充分

的预处理, 以去除食品中的各种成分如蛋白质等对检测的

影响, 否则易造成造成假阳性结果; 该检测方法的特异性

还有待提高, 即使使用单克隆抗体包被纳米粒子, 如果待

检样品中同时存在多种细菌, 也有可能造成假阳性结果; 

纳米微球的稳定性相对较差, 在低温冷藏条件下长时间放

置会出现凝聚和荧光染料泄露等问题, 降低检测效率。 

综上所述, 应用 SiO2 荧光纳米粒子快速检测大肠杆

菌 O157:H7, 不仅能增强检测的灵敏度, 缩短检测时间, 

对目前食品检测也具有十分重要的应用价值; 同时对其它

病原体检测以及生物大分子的检测、示踪和分离纯化等方

面的新的应用领域的应用也具有重要的指导意义。 
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