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副溶血弧菌高灵敏免疫层析检测法的建立 
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摘  要: 目的  建立一种简便、准确、高灵敏的检测副溶血弧菌的免疫层析方法。方法  采用免疫层析结合

纳米颗粒信号放大技术, 利用间接法进行示踪标记: 试纸条由粘贴在底板上的样品垫、含有副溶血弧菌检测抗

体的结合垫 2、含有荧光颗粒标记羊抗鼠 IgG 的结合垫 1、含有检测线(捕获抗体)和质控线(羊抗鼠 IgG)的硝

酸纤维素膜和吸水纸组成。结果  结合增菌培养, 该方法的检测灵敏性为 103 CFU/g, 与大肠杆菌、霍乱弧菌、

河弧菌、创伤弧菌、溶藻弧菌、拟态弧菌、沙门氏菌、金黄色葡萄球菌等无交叉反应。结论  本研究所建立

的检测方法具有高灵敏、特异、简便、快速等优势, 具有潜在的实际应用价值。 
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Establishment of a highly sensitive lateral-flow test method for the 
determination of Vibrio parahemolyticus 
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ABSTRACT: Objective  To establish a simple, accurate and highly sensitive method for the detection of Vibrio 

parahemolyticus by lateral-flow test. Methods  A signal amplification system was combined with lateral-flow test in 

order to improve the sensitivity, and the tracing mark was conducted by indirect method. The lateral-flow strip was 

constructed from a sample pad, 2 conjugated pads (one was coated with detection antibody, and the other was coated 

with fluorescence nanopartical-anti-mouse IgG conjugation), a nitrocellulose membrane [containing detection line 

(capture antibody) and quality control line (sheep anti-rat IgG)] and an absorbent pad. Results  The test strip had 

high sensitivity combined with pre-cultivation, and the sensitivity of this method was 103 CFU/g. This method had no 

cross reaction with E.coli, V.cholerae, V. flurialis, V.vulnificus, V.alginolyticus, V.mimicus, Salmonella spp. and 

Staphylococcus aureus. Conclusion  This method is high sensitive, specific, simple, rapid, and has the potential 

application value in the rapid detection of Vibrio Parahemolyticus in food. 

KEY WORDS: Vibrio parahemolyticus; lateral-flow test; signal-amplified; fluorescence nanopartical 
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1  引  言 

副溶血弧菌(Vibrio parahemolyticus)是一种重要的食

源性致病菌, 主要存在于海产品中, 可引起恶心、呕吐、

腹痛、腹泻及水样便等, 对人体健康产生危害[1,2]。建立简

便、准确的检测方法是防止副溶血弧菌传播的关键, 对于

预防由副溶血弧菌引发的公共卫生事件具有重要意 义。

目前检测副溶血弧菌的常用方法有分离培养[3]、核酸检测
[3-7]、免疫层析[8,9]等方法。其中, 分离培养方法准确可靠, 

是法定的仲裁依据, 但是费时费力, 满足不了食品检测快

速的要求; 核酸检测具有高灵敏性、快速等特点, 但是对

专业化检测设施和人员要求高, 不便于推广应用; 免疫层

析技术是一种在纸上进行免疫反应的快速检测方法, 具有

检测时间短、成本低廉、易于操作等特点, 自 20 世纪 90

年代以来快速发展, 在临床、食品安全、法医、环境监测

等诸多领域得到广泛应用。免疫层析技术的缺陷是检测灵

敏性不够高, 特别是在细菌检测领域, 免疫层析试纸条的

灵敏性多在 106 CFU/mL 甚至更高浓度, 这显然满足不了

实际检测需求。因此, 提高免疫层析技术的检测信号强度

是提高该技术灵敏性的重要内容, 而利用纳米颗粒形成树

枝状结构来提高检测的信号强度也是其中的一个重要研究

方向[10-14]。 

本研究采用免疫层析结合纳米颗粒信号放大技术 , 

建立一种高灵敏的副溶血弧菌检测方法, 希望能为水产品

中副溶血弧菌污染的检测提供一种简便、快速的方法。 

2  材料与方法 

2.1  材料及试剂 

副溶血弧菌(ATCC17082)、创伤弧菌(ATCC27562)、

肠炎沙门氏菌(分离株: 200918567)、甲型副伤寒沙门氏菌

(ATCC9150)、大肠杆菌(ATCC11775)、金黄色葡萄球菌

(ATCC33862)、O1 型霍乱弧菌(小川)、O139 型霍乱弧菌

(MO45)、河弧菌(ATCC33809、ATCC33812)、溶藻弧菌(CC 

016-02、ATCC17749)、弗氏弧菌(ATCC 11218)、拟态弧菌

(ATCC33653)均为本实验室保存。 

CN140 硝酸纤维素膜(德国赛多利斯公司); 8964 样品

垫(芬兰奥斯龙公司); 吸水纸、PVC 底板(上海杰一生物技

术有限公司); 牛血清白蛋白(BSA, 北京鼎国生物技术有

限责任公司); 羊抗鼠免疫球蛋白 G(IgG, 北京博尔西生物

科技有限公司); 副溶血弧菌单克隆抗体、副溶血弧菌多克

隆抗体(张掖市誉诚医药生物科技有限公司); 荧光纳米颗

粒(激发光: 360 nm, 发射光: 613 nm, 粒径: 300 nm, 厦门

鑫海东方生物科技有限公司); 吗啉乙磺酸(MES)(苏州亚

科科技股份有限公司); 1-乙基-(3-二甲基氨基丙基)碳二亚

胺盐酸盐(EDC)、N-羟基琥珀酰亚胺(NHS)(美国 Thermo 

Fisher 公司); 三羟甲基氨基甲烷(Tris, 生工生物工程(上海)

股份有限公司); 蔗糖(生工生物工程(上海)股份有限公司);

盐酸(分析纯, 广州化学试剂厂); 3%氯化钠碱性蛋白胨水

(北京陆桥技术股份有限公司)。 

2.2  实验仪器 

HM3030 划膜仪、ZQ4200 切条机(上海金标生物科技

有限公司); Beta 2-8 LD 冻干机(德国 Christ 公司)。 

2.3  实验方法 

2.3.1  荧光纳米颗粒标记羊抗鼠 IgG 的制备 

取 100 μL 荧光颗粒, 13000 r/min 离心 10 min, 弃掉上

清。加入 1 mL 50 mmol/L 吗啉乙磺酸(MES, pH 6.0), 超声

重悬颗粒。13000 r/min 离心 10 min, 弃掉上清。加入 1 mL 

50 mmol/L MES(pH 6.0), 超声重悬颗粒。加入 5 mg 1-乙基

-(3-二甲基氨基丙基)碳二亚胺盐酸盐(EDC)和 1 mg N-羟基

琥珀酰亚胺(NHS), 室温反应 15 min。4 ℃、13000 r/min

离心 10 min, 弃掉上清。加入 1 mL 50 mmol/L MES(pH 6.0), 

超声重悬颗粒。加入 100 μg 羊抗鼠 IgG, 室温反应 2 h。   

加入 BSA 使之终浓度为 1%, 室温继续反应 2 h。4 ℃、

13000 r/min 离心 10 min, 弃掉上清。加入 1 mL 10 mmol/L 

Tris-HCl、5%蔗糖、2%BSA, pH 为 8.0, 于 4 ℃干燥保存。 

2.3.2  结合垫 1 的制备 

将荧光纳米颗粒标记羊抗鼠 IgG 按照 2 μL/cm 喷到玻

璃纤维素膜上, 置于 55 ℃干燥, 于 4 ℃干燥保存。 

2.3.3  结合垫 2 的制备 

将副溶血弧菌单克隆抗体用稀释液 (10 mmol/L 

Tris-HCl, 1%BSA, 5%蔗糖 )稀释至 0.5 mg/mL。按照      

1 μL/cm 喷到玻璃纤维素膜上, 置于 55 ℃干燥, 于 4 ℃干

燥保存。 

2.3.4  层析膜的制备 

按照 1 μL/cm将 2 mg/mL 副溶血弧菌多克隆抗体划在

硝酸纤维素膜检测线处, 按照 1 μL/cm 将 0.08 mg/mL 的羊

抗鼠 IgG 划在硝酸纤维素膜质控线处, 置于 37 ℃烘干 2 h。 

2.3.5  样品垫的处理 

将样品垫浸泡于处理液 (100 mmol/L Tris-HCl, 1% 

BSA, 0.5% Tween 20, pH 8.5)中 10 min。置于 55 ℃鼓风干

燥箱中干燥, 于 4 ℃干燥保存。 

2.3.6  免疫层析试纸条的组装 

将层析膜、结合垫 1、结合垫 2、样品垫, 以及吸水

纸依次搭接粘贴在底板上, 裁成 3 mm 宽的试纸条, 于干

燥条件下保存。 

2.3.7  免疫层析试纸条对副溶血弧菌的检测 

(1) 细菌培养 

参照 GB 4789.7-2013《食品安全国家标准 食品微生

物学检验 副溶血性弧菌检验》[15]中的方法: 无菌取样 25 g, 

加入 3%氯化钠碱性蛋白胨水 225 mL, 于 36 ℃培养过夜。 
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(2) 副溶血弧菌的检测 

取 1 mL 菌液, 1200 r/min 离心 1 min, 吸弃上清, 加入

200 μL 生理盐水, 重悬菌体。吸取 80 μL 到试纸条样品垫

上, 15 min 后观察结果。 

3  结果与分析 

3.1  方法灵敏性 

挑取副溶血弧菌单菌落, 制成 0.5 麦氏单位的生理盐

水菌液, 用生理盐水梯度稀释, 将稀释好的菌液添加到罗

非鱼肉糜中, 按照 GB 4789.7-2013[15]中的方法进行培养, 

采用荧光试纸条对培养后的菌液进行检测。检测过程中, 

样品中的副溶血弧菌首先与结合垫 2 上的单克隆抗体结合, 

然后与结合垫 1 上的荧光纳米颗粒标记的羊抗鼠 IgG 结合, 

形成荧光纳米颗粒-羊抗鼠 IgG-单克隆抗体-副溶血弧菌复

合物。由于荧光纳米颗粒表面有多个羊抗鼠 IgG 分子, 2 个

颗粒上的羊抗鼠 IgG 都可能会结合同一个单克隆抗体分子

而发生桥联, 进而形成树枝状复合物。随着层析的进行, 

这种树枝状的复合物会越变越大, 当这些复合物达到检测

线处时, 检测线上的捕获抗体将结合树枝状免疫复合物表

面的副溶血弧菌分子; 到达质控线处时, 质控线上的羊抗

鼠 IgG 同样与树枝状的复合物表面的单克隆抗体结合形成

夹心结构, 形成质控线。结果表明, 该试纸条可以稳定检

测出加标浓度在 103 CFU/g 以上的副溶血弧菌样品(见表 1)。 

 
表 1  方法的灵敏性 

Table 1  Sensitivity results of the method 

加标浓度(CFU/g) 检测结果 

106 5/5 

105 5/5 

104 5/5 

103 5/5 

102 4/5 

101 1/5 

100 0/5 

0 0/5 

注: 4/5 表示加标检测 5 次, 其中 4 次为阳性反应, 其余同理。 

 

3.2  方法特异性 

挑取营养琼脂上的单菌落, 制成 0.5 麦氏单位的生理

盐水菌悬液, 接种 1 mL菌悬液到 24 g罗非鱼肉糜中, 加入

225 mL 3%氯化钠碱性蛋白胨水, 于 37 ℃培养过夜。用免

疫层析法对培养液进行检测, 结果显示, 该试纸条与副溶

血弧菌(ATCC17082)、创伤弧菌(ATCC27562)、肠炎沙门

氏 菌 ( 分 离 株 : 200918567) 、 甲 型 副 伤 寒 沙 门 氏 菌

(ATCC9150)、大肠杆菌(ATCC11775)、金黄色葡萄球菌

(ATCC33862)、O1 型霍乱弧菌(小川)、O139 型霍乱弧菌

(MO45)、河弧菌(ATCC33809、ATCC33812)、溶藻弧菌(CC 

016-02、ATCC17749)、弗氏弧菌(ATCC 11218)、拟态弧菌

(ATCC33653)均没有交叉反应, 结果如表 2和图 1所示, 3%

氯化钠碱性蛋白胨水选择性培养和抗体的特异性识别保证

了检测的特异性。 

3.3  方法稳定性 

将制备好的试纸条置于 37 ℃条件下 7 d 取出, 检测不 

 
表 2  方法的特异性 

Table 2  Specific results of the method 

细菌 编号/型别 结果 

副溶血弧菌 ATCC17082 阳性 

创伤弧菌 ATCC27562 阴性 

肠炎沙门氏菌 分离株: 200918567 阴性 

甲型副伤寒沙门氏菌 ATCC9150 阴性 

大肠杆菌 ATCC11775 阴性 

金黄色葡萄球菌 ATCC33862 阴性 

O1 型霍乱弧菌 小川 阴性 

O139 型霍乱弧菌 MO45 阴性 

河弧菌 ATCC33812 阴性 

河弧菌 ATCC33809 阴性 

溶藻弧菌 CC 016-02 阴性 

溶藻弧菌 ATCC17749 阴性 

弗氏弧菌 ATCC 11218 阴性 

拟态弧菌 ATCC33653 阴性 

 

 
 

注: 左二为创伤弧菌, 右二为副溶血弧菌。 

图 1  典型实验结果 

Fig. 1  Typical experimental results 
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表 3  放置 7 d 后方法的灵敏性 
Table 3  Sensitivity results of the method after 7 d 

加标浓度(CFU/g) 结果 

106 5/5 

105 5/5 

104 5/5 

103 5/5 

102 3/5 

101 2/5 

100 0/5 

0 0/5 

注: 3/5 表示加标检测 5 次, 其中 3 次为阳性反应, 其余同理。 

 
同浓度加标样品, 评估其稳定性。检测结果如表 3 所示, 说

明灵敏性没有变化。 

4  结  论 

本研究所建立的免疫层析法在保留免疫层析技术简

便、快捷特点的基础上, 融合了树枝状信号放大技术, 对

检测信号进行了信号放大, 提高了检测的灵敏性。同时, 

结合增菌培养, 检测灵敏性达到 103 CFU/g, 且与大肠杆菌、

霍乱弧菌、河弧菌、创伤弧菌、溶藻弧菌、拟态弧菌、沙

门氏菌、金黄色葡萄球菌等无交叉反应。高灵敏的检测方

法结合增菌操作, 保证了检测的灵敏性, 具有高灵敏、特

异、简便、快速等优势, 具有潜在的实际应用价值。 
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