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摘  要: 目的  本研究建立基于量子点的志贺氏菌 sFLISA检测方法并进行验证。方法  以志贺氏菌多克隆抗

体为包被抗体, 以生物素标记的志贺氏菌单克隆抗体为第二抗体, 以量子点标记的链酶亲和素进行荧光定量

检测。结果  试验确定志贺氏菌 sFLISA检测最佳条件: 包被抗体浓度为 1.25 μg/mL, 生物素标记的单克隆抗

体稀释倍数为 1:400, 量子点标记的链酶亲和素稀释倍数为 1:100; 特异性检验表明, sFLISA方法仅与志贺氏菌

出现阳性反应, 而与大肠埃希氏菌、沙门氏菌、葡萄球菌、李斯特氏菌、变形杆菌、副溶血弧菌、芽孢杆菌等

均呈阴性反应。结论  本研究建立的基于量子点的志贺氏菌 sFLISA检测方法的最低检出量为 3.5×104 CFU/mL, 

实现了对志贺氏菌高通量定性和定量检测。 
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ABSTRACT: Objective  To establish sFLISA (sandwich fluorescence-linked immunosorbent assay) method 

based on quantum dots and realize high-throughput detection of Shigella spp. Methods  The study used 

polyclonal antibody of Shigella spp as the package antibody, and biotin-labeled clonal antibody of Shigella as 

the second antibody, and detected fluorescence by combination of QDs-labeled streptavidin and biotin. Results  

This study established sFLISA of of Shigella spp. based on quantum dots, and made validation testing using 

different bacteria strains. The research determined the optimum parameter of Shigella spp. in the end: the 

package antibody concentration was 1.25 μg/mL, biotin-labeled clonal antibody diluted multiples was 1:400, 

and QDs-labled streptavidin diluted multiples was 1:100. Conclusion  The specificity testing showed that this 

method was positive only to Shigella and negative to other bacteria strains. The sensitivity of the method was 

3.5×104 CFU/mL. 
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1  引  言 

志贺氏菌(Shigella)是肠杆菌科中一种在公共卫

生学上具有重要意义的常见痢疾病原菌。1897年, 日

本人志贺氏首先发现痢疾由痢疾杆菌引起, 并命名

为志贺氏菌。全球每年有 1.647亿人感染痢疾, 1.1万

人死亡, 其中多数为 5岁以下的儿童[1]。 

志贺氏菌属是革兰氏阴性兼性厌氧细菌, 人和

灵长类是志贺氏菌的适宜宿主, 营养不良的幼儿、老

人及免疫缺陷者更为易感。它的主要致病特点是侵袭

肠粘膜上皮细胞, 引起自限性化脓性病灶, 103～104 

CFU/mL细菌可致病; 感染志贺氏菌可导致严重的胃

肠道反应如脓血便、脱水, 少数人引发系统并发症如

惊厥、溶血性尿毒综合征、低钠血症、低血糖及肠穿

孔, 甚至死亡[2]。 

志贺氏菌自 1897 年被发现以来, 对其的分离培

养与常规鉴定技术主要是在细菌细胞学水平上进行

的各种生化和血清学实验, 主要包括常规检测技术、

分子生物学方法、免疫分析(放射免疫分析、酶免疫

分析、荧光免疫分析 )、基因芯片等 [3-10]。量子点

(quantum dots, QDs)是近年发展起来的一种新型荧光

纳米材料 , 又称无机半导体纳米晶体 , 是一类由

II-VI 族(如 CdSe、CdTe、CdS、ZnSe等)或 III-V族(如

InP、InAs等)元素组成的纳米颗粒。与传统有机荧光

染料相比, 具有很多优良的荧光性能, 吸收光谱宽、

发射光谱窄而对称, 斯托克斯位移(Stoke’s shift) 大

及较高的荧光稳定性和较长的衰减寿命[11-14]。现在, 

量子点是最重要的纳米材料之一, 经常被用作生物

标记及成像过程中的光学探针。 

本研究利用多克隆抗体的强富集能力以及生物

素-亲和素系统的结合作用, 以量子点标记的链霉亲

和素作为检测信号, 设计了一种基于量子点的灵敏

度高、特异性强的志贺氏菌 sFLISA (sandwich 

fluorescence-linked immunosorbent assay)方法, 为志

贺氏菌在食品安全等应用领域提供技术基础和参考

依据。 

2  材料与方法 

2.1  材料和试剂 

志贺氏菌多克隆抗体(上海慧芸生物技术有限公

司, 鼠源, 1 mg/mL) 

生物素标记志贺氏菌单克隆抗体(Global Biotech, 

兔源, 1 mg/mL) 

量子点标记的链霉亲和素-605(QS605, 武汉珈

源量子点技术开发有限公司)。 

包被缓冲液(pH 9.6, 0.05 mol/L 碳酸盐缓冲液

PBS): NaCO3 1.59 g, NaHCO3 2.93 g, 加蒸馏水至

1000 mL。 

洗涤缓冲液(pH7.4 PBST): 0.15 mol/L, KH2PO4 

0.2 g, Na2HPO4·12H2O 2.9 g, NaCl 8.0 g, KCl 0.2 g, 
Tween-20 0.05% 0.5 mL 加蒸馏水至 1000 mL。 

稀释液: 牛血清白蛋白(BSA) 0.1 g 加洗涤缓冲

液至 100 mL洗涤液配成 5～10％使用。 

痢疾志贺氏菌(Shigella.dysenteriae)、福氏志贺氏

菌(Shigella.flexneri)、鲍氏志贺氏菌(Shigella.boydii)、

宋内氏志贺氏菌(Shigella.sonnei)和其他阴性菌株皆

为本实验室保存。 

2.2  仪器设备 

SpectraMax M5 多功能荧光酶标仪 (美国

Molecular Devices公司);  

6930型冷冻离心机(日本 KUBOTA公司);  

MS3涡流旋转振荡仪(德国 IKA公司);  

costar@黑色的荧光酶标板和白色的酶标板(美

国 coming公司);  

Eppendorf 移液枪(0-200 μL、0-1000 μL)(德国

/Eppendorf公司);  

BCD-218T1冰箱(冷藏温度4 ±1 )(Haier℃ ℃ 公司);  

恒温培养箱(37 ±1 ℃ ℃、42 ±1 )(℃ ℃ 北京陆希

科技有限公司)。 

2.3  sFLISA 方法标准步骤 

2.3.1  抗体包被 

用 pH 9.6的 0.05 mol/L碳酸盐缓冲液, 将鼠抗志

贺氏菌多克隆抗体稀释成浓度为 1.25 μg/L包被酶标

板, 每孔 100 μL。42 ℃孵育 5 h, 倒去包被液, 用洗

涤缓冲液洗 3次, 3 min/次, 甩干。其中一孔不加包被

抗体加包被缓冲液, 作为试剂空白。 

2.3.2  封  闭 

用 1×BSA-PBS 溶液封闭板上的空白位点, 每孔

200 μL, 37 ℃孵育 1 h, 倒去封闭液, 用 PBST洗 3次, 

3 min/次, 甩干。 

2.3.3  加待检样品 

除试剂空白及另留1排孔作为阴性对照外, 其余
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各孔加待测样品或倍比稀释的标准品各 100 μL, 阴

性对照孔加 100 μL的 1× BSA-PBS, 37 ℃孵育 1 h, 用

PBST洗 3次, 3 min/次, 甩干。 

2.3.4  加生物素化抗体 

除试剂空白孔外, 其余各孔加生物素化抗体 100 

μL, 37 ℃孵育 1 h, 用 PBST洗 4次, 3 min/次, 甩干。 

2.3.5  加量子点标记的链霉亲和素 

所有各孔加 100 μL用 TBS缓冲液稀释的适合稀

释倍数的量子点标记的链霉亲和素, 37 ℃孵育 10 

min, 用洗涤液 PBST洗 4次, 3 min/次, 甩干。 

2.3.6  荧光检测 

在多功能荧光酶标仪上 390 nm 激发波长, 605 

nm 发射波长 , 选择底读模式 , 测量相对荧光强度

(RFU, relative fluorescence units), 减去试剂空白孔相

对荧光强度, 得到测量值。 

2.4  量子点标记的链酶亲和素浓度优化 

根据优化好的 sFLISA 检测条件: 1.25 μg/mL

包被抗体浓度和 1:400 检测抗体浓度 , 检测 108 

CFU/mL 志贺氏菌抗原, 量子点标记的链酶亲和素

分别按照 1:50、1:100、1:200、1:400 稀释, 进行

sFLISA 检测 , 设置阴性对照 , 每个稀释度和阴性

对照重复 3 次, 检测相对荧光强度, 优化量子点标

记链酶亲和素浓度。 

2.5  方法的特异性分析 

在 sFLISA 最佳工作条件下, 分别检测浓度为

108 CFU/mL的鲍氏志贺氏菌、沙门氏菌、单核细胞

增生李斯特氏菌、大肠埃希氏菌、副溶血性弧菌、奇

异变形杆菌等(见表 1), 检测 sFLISA方法的特异性。 

表 1  特异性试验用菌株 
Table 1  Strain of Specific Serologic Tests 

菌株 拉丁名 编号 

金黄色葡萄球菌 Staphylococcus aureaus ATCC6538 

表皮葡萄球菌 Staphylococcus epidermidis GIMT1.126 

巴氏葡萄球菌 Staphylococcus pasteuri GIMT1.058 

单核细胞增生李斯特氏菌 Listeria monocytogenes ATCC 7644 

奇异变形杆菌 Proteus mirabilis ATCC 25933 

格氏李斯特氏菌 Listeria. grayi ATCC 700545 

绵羊李斯特氏菌 Listeria. ivanovii ATCC 19119 

威尔斯李斯特氏菌 Listeria. welshimeri ATCC 35897 

西尔李斯特氏菌 Listeria. seeligeri ATCC 35967 

英诺克李斯特氏菌 Listeria. innocua ATCC 33090 

副溶血性弧菌 Vibio. parahaemolyticus ATCC 17802 

鼠伤寒沙门氏菌 Salmonella typhimurium ATCC 25241 

肠炎沙门氏菌 Salmonella enteritidis ATCC13076 

甲型副伤寒沙门氏菌 Salmonella paratyphi A ATCC9150 

大肠埃希氏菌 Escherichia coli ATCC 25922 

弗氏柠檬酸杆菌 Citrobacter freundii ATCC 43864 

柯氏枸橼酸杆菌 Citrobacter koseri ATCC 27156 

产酸克雷伯氏菌 Klebsiell oxytoca ATCC 43165 

阴沟肠杆菌 Enterobacter cloacae ATCC 700323 

产气肠杆菌 Enterobacter agrogenes ATCC13048 

福氏志贺氏菌 Shigella flexner NICPBP51572 

宋氏志贺氏菌 Shigella sonnei NICPBP51592 

枯草芽孢杆菌 Bacillus subtilis 1-4-11629 

蜡样芽孢杆菌 Bacillus cereus CCGMC1.2223 
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2.6  检测限分析 

将志贺氏菌原稀释浓度为3.5×1011 CFU/mL、3.5×1010 

CFU/mL、3.5×109 CFU/mL、3.5×108 CFU/mL、3.5×107 

CFU/mL、3.5×106 CFU/mL、3.5×105 CFU/mL、3.5×104 

CFU/mL、3.5×103 CFU/mL、3.5×102 CFU/mL, 按照优化

的 sFLISA条件, 进行检测, 分析 sFLISA方法的检测限。 

3  结果和分析 

3.1  生物素标记单克隆抗体浓度优化 

将 108 CFU/mL 志贺氏菌 100 μL 包被于酶标板, 

用不同稀释度的生物素标记单克隆抗体进行检测, 量

子点标记的链酶亲和素按照 1:100 稀释, 每个稀释度

做 3 个重复, 取平均值,结果见表 2, 生物素标记单克

隆抗体在 1:100和 1:400时, P/N值分别为 21.1和 12.4, 

综合考虑检测成本和灵敏度, 选择生物素标记单克隆

抗体稀释度 1:400作为 sFLISA方法的检测抗体浓度。 

3.2  包被抗体的浓度优化 

将不同浓度的鼠抗志贺氏菌多克隆抗体 100 μL

包被于酶标板, 用稀释度为 1:400的生物素标记单克

隆抗体作为检测检测抗体, 量子点标记的链酶亲和

素按照 1:100稀释, 抗原为 108 CFU/mL志贺氏菌 100 

μL, 每个稀释度做 3 个重复, 取平均值, 结果见表 3, 

鼠抗志贺氏菌多克隆抗体包被浓度在 1.25 μg/mL时, 

P/N 值最大, 为 26.76, 故选择鼠抗志贺氏菌多克隆

抗体稀释浓度为 1.25 μg/mL为最适包被浓度。 

表 2  生物素标记单克隆抗体浓度优化 
Table 2  Concentration optimization of biotin-labeled 

monoclonal antibody 

生物素标记单克隆

抗体稀释 
1:100 1:200 1:400 1:800 

阳性 4.657 2.861 1.657 1.728 

阴性 0.220 0.293 0.134 0.191 

P/N 21.1 9.8 12.4 9.0 

3.3  量子点标记的链酶亲和素浓度优化 

根据确定的一抗最适包被浓度包被酶标板, 加

入抗原为 108 CFU/mL志贺氏菌 100 μL 进行 sFLISA

检测, 根据相对荧光强度值的变化选择适合的量子

点标记的链霉亲和素稀释度。由图 1 可以看出, 在

1:100之后呈递减趋势, sFLISA的相对荧光强度呈递

减趋势, 故本试验确定使用量子点标记的链霉亲和

素适宜稀释倍数为 1:100。 

 

图 1  量子点标记的链酶亲和素浓度优化 

Fig. 1  Optimization of quantum dots labeled by Streptavidin 

 
3.4  方法的特异性分析 

结果由图 2 可以看出: 大肠埃希氏菌、沙门氏

菌、葡萄球菌、李斯特氏菌、变形杆菌、副溶血弧菌、

芽孢杆菌等与志贺氏菌抗体无特异性结合, 相对荧

光强度与阴性对照无明显差异, 与阴性对照的比值

均小于 2.1, 而应用 sFLISA对志贺氏菌进行检测, 其

相对荧光强度和与阴性对照比值都与其他非志贺氏

菌存在明显差异, 有特异性的结合。说明, 该 sFLISA

检测志贺氏菌具有特异性。 

表 3  包被抗体浓度优化 
Table 3  Concentration optimization of coated antibody 

一抗包被浓度(μg/mL) 20 10 5 2.5 1.25 0.625 

二抗 1.688 1.913 2.164 1.383 2.087 0.988 

阴性 0.126 0.201 0.134 0.098 0.078 0.129 

P/N 13.40 9.52 16.15 14.11 26.76 7.66 
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图 2  特异性试验 

Fig. 2  Specificity testing 
 

3.5  检测限分析 

利用建立的 sFLISA 检测方法 , 分别对鲍氏

志贺氏菌、福氏志贺氏菌、宋内志贺氏菌、痢疾

志贺氏菌进行检测限测定 , 由图 3-图 6可以看出 , 

随着志贺氏菌浓度的降低 , 相对荧光强度也随着

下降 , 以 P/N 值大于 2.1 为阴阳性判定标准 , 该

方法对四种志贺氏菌的检测限都能达到 3.5×104

数量级。  

 

图 3  鲍氏志贺氏菌检测限分析 

Fig. 3  Detection limit testing of Sh. boydii 
 

 

图 4  福氏志贺氏菌检测限分析 

Fig. 4  Detection limit testing of Sh. flexneri 

 

图 5  宋内志贺氏菌检测限分析 

Fig. 5  Detection limit testing of Sh. sonnei 
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图 6  痢疾志贺氏菌检测限分析 

Fig. 6  Detection limit testing of Sh. dysenteriae 
 

4  结  论 

志贺氏菌是引起细菌性痢疾最为常见的致病菌, 

细菌性痢疾是最多发的、全世界范围内的肠道传染病, 

全世界每年细菌性痢疾的病例超过 2亿, 年死亡人数

超过 65 万[15]。随着生物实验技术的发展, 志贺氏菌

的检测和鉴定技术也在不断的完善。钟青萍等[15]建

立双抗夹心 ELISA 方法检测志贺氏菌, 对纯培养菌

液检出限为 105 CFU/mL; 葛萃萃等建立间接 ELISA

方法以检测检测志贺氏菌纯培养液, 其检出限达到

105～106 CFU/mL[16]。 

本研究首次建立了基于量子点的检测志贺氏菌

sFLISA 方法, 通过试验确定最佳条件: 包被抗体浓

度为 1.25 μg/mL, 生物素标记的单克隆抗体稀释倍

数为 1:400, 量子点标记的链酶亲和素稀释倍数为

1:100; 特异性检验表明, sFLISA 方法仅与志贺氏菌

出现阳性反应,而与大肠埃希氏菌、沙门氏菌、葡萄

球菌、李斯特氏菌、变形杆菌、副溶血弧菌、芽孢杆

菌等均呈阴性反应; 本研究建立的基于量子点的志

贺氏菌 sFLISA 检测方法的最低检出量为 3.5×104 

CFU/mL。本研究建立的志贺氏菌基于量子点的

sFLISA 检测技术可为食品中志贺氏菌的检测和定量

提供技术基础。 
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“饮料酒质量与品质安全”专题征稿函 

 
饮料酒(白酒、啤酒、黄酒、葡萄酒、果露酒)工业是我国食品工业的重要组成部分, 与人民物质生活息息

相关。近年来, 随着人们物质生活水平的不断提高, 对饮料酒的品质要求也在不断提升, 好喝与安全已经成为

一种潮流与时尚。 

自 2007年开展“中国白酒 169计划”以来, 饮料酒行业的科学研究与技术进步取得了众多令人瞩目的成就, 

白酒品质进一步提升, 机械化在白酒行业得到应用; 黄酒普遍采用大罐发酵技术; 啤酒、葡萄酒质量日益提

升。然而, 近年来的塑化剂风波、勾兑门、农残门、年份门、致癌门等诸多事件或多或少地困扰着酒业发展, 饮

料酒质量与品质安全问题越来越得到社会和广大消费者的关注。 

鉴于此, 本刊特别策划了“饮料酒质量与品质安全”专题, 由江南大学生物工程学院 徐岩 教授 和 范文

来 研究员 共同担任专题主编, 围绕 饮料酒产业发展现状、饮料酒加工过程中质量控制与品质安全管理、饮

料酒质量检测标准、饮料酒中内源性与外源性有毒有害物质的检测方法、饮料酒包装材料等或您认为本领域

有意义 的问题展开讨论, 计划在 2015年 5月出版。 

鉴于您在该领域的成就, 本刊编辑部及 徐岩 教授 和 范文来 研究员 特邀请您为本专题撰写稿件, 以

期进一步提升该专题的学术质量和影响力。综述、实验报告、研究论文均可, 请在 2015年 3月 31日前通过

网站或 E-mail投稿。我们将快速处理并优先发表。 

投稿方式:  

网站: www.chinafoodj.com 

E-mail: tougao@chinafoodj.com 
《食品安全质量检测学报》编辑部 

 


