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摘  要 

阪崎氏肠杆菌和金黄色葡萄球菌是乳制品中致病率较高且常见的检测项目，本研究首先通过免疫磁分离

技术实现目标菌的有效富集，然后通过新型的纳米荧光材料量子点及生物素–链霉亲和素体系结合免疫

层析法实现阪崎氏肠杆菌和金黄色葡萄球菌联级信号放大和超灵敏联合检测。通过对研究整体的相关优

化，两种菌检测灵敏度均可达到2 × 103 CFU/mL，相比传统的免疫层析法检测灵敏度提高了近2000倍。

可实现同时超灵敏检测食源性致病菌的，为食品安全快速高灵敏准确检测大分子目标物提供了新的思路。 
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Abstract 
Enterobacter sakazakii and Staphylococcus aureus are common detection items with high patho-
genicity in dairy products. In this study, we first achieved effective enrichment of target bacteria 
through immunomagnetic separation, realized signal amplification and sensitive detection of En-
terobacter sakazakii and Staphylococcus aureus through quantum dots and biotin streptavidin 
system combined with immunochromatography. By optimizing the overall research, both bacteri-
al detection sensitivities can reach 2 × 103 CFU/mL, which increases the detection sensitivity by 
nearly 2000 times compared to traditional immunochromatography. It can achieve simultaneous 
sensitive detection of foodborne pathogens, providing a new approach for food safety to quickly, 
sensitively, and accurately detect large molecular targets. 
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1. 引言 

阪崎氏肠杆菌是肠杆菌科的一种，是乳制品中较新发现的一种致病菌。由其引发的婴儿、早产儿脑

膜炎、败血症及坏死性结肠炎散发和暴发的病例已在全球相继出现，导致的死亡率可达 40%~80%，已引

起世界多国相关部门的重视。国际食品微生物标准委员会(ICMSF)在 2002 年将阪崎肠杆菌列为“严重危

害特定人群生命、引起长期慢性实质性后遗症的一种致病菌”[1] [2] [3]。2004 年安徽阜阳劣质婴儿配方

奶粉事件时，国内首次从 87 份婴儿配方奶粉中分离到 11 株该菌，检出率达 12.6% [4]。金黄色葡萄球菌

是人类的一种重要病原菌，隶属于葡萄球菌属，可引起许多严重感染。美国疾病控制中心报告，由金黄

色葡萄球菌引起的感染占第二位，仅次于大肠杆菌[5] [6] [7]。中国每年发生的此类中毒事件也非常多，

也是乳制品中重要的检测项目[8]。目前我国微生物检测主要基于国家标准方法 GB 4789《食品安全国家

标准 食品微生物学检验》，该方法步骤较多，操作过程复杂，检测过程需要 3 到 5 天的时间，难以满足

食品快速检测需求，因此急需建立一种针对乳制品的，能够快速准确检测其中重要致病菌阪崎氏肠杆菌

和金黄色葡萄球菌的方法[9]。 
免疫磁珠是对具有超顺磁性的微粒表面进行化学修饰，使之与特异性抗体牢固结合，成为能捕获特

异性抗原的磁珠。将免疫磁珠与待测溶液混合，如有相应抗原存在，免疫磁珠就会将其捕获，形成抗原

–免疫磁珠复合物，并在适当的磁场条件下分离出来，达到富集目标抗原的目的[10] [11] [12]。本研究将

免疫磁分离技术和量子点免疫层析技术相结合，首先通过免疫磁珠将目标菌特异地从复杂的基质及背景

菌群中分离并富集，再加入到量子点免疫层析试纸条上进行检测，可以去除食品基质和杂菌的干扰，将

待检样品富集浓缩到更小体积，从而大大提高了检测灵敏度和准确度，具有简便、快速、经济等特点。

本研究免疫磁分离结合量子点试纸条利用生物素–链霉亲和素体系联级信号放大同时检测阪崎氏肠杆菌

和金黄色葡萄球菌的方法目前尚未见报道，具有创新性，对快检技术的发展有一定的推动作用。本研究
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的建立对于原料乳及奶制品的阪崎氏肠杆菌和金黄色葡萄球菌在基层现场的筛查和防控具有重要意义。 

2. 材料与方法  

2.1. 材料与设备 

磁珠购于赛默飞世尔科技公司；硝酸纤维素膜(NC 膜)购于 Millipore；玻璃纤维素膜购买于 Ahlstrom、

特定类型的样品垫、吸水垫、PVC 底板购买于上海杰一生物技术有限公司；实验用单抗及多抗都由深圳

三方圆生物科技有限公司提供；量子点微球由南京诺唯赞生物科技有限公司合作研发；实验菌种阪崎氏

肠杆菌及金黄色葡萄球菌均由南京市产品质量监督检验院(南京市质量发展与先进技术应用研究院)微生

物实验室保藏；其他缓冲物质以及甲醇、二甲基甲酰胺(DMF)、二甲基亚砜(DMSO)、牛血清白蛋白(BSA)、
酪蛋白、乙醇胺、1-(3-二甲氨基丙基)-3-乙基碳二亚胺(EDC)、N-羟基琥珀酰亚胺(NHS)等试剂购自于阿

拉丁公司；4-(N-马来酰亚胺基甲基)环己烷-1-羧酸琥珀酰亚胺酯(SMCC)试剂购自于 AAT Bioquest 公司。 
单维往复式划膜仪；三维平面喷膜仪；压壳机；数控高速斩切机；滚切机；恒温培养箱；旋转混合

仪；蓝博荧光检测仪。 

2.2. 实验方法 

首先分别将阪崎氏肠杆菌和金黄色葡萄球菌两种菌的单抗与链霉亲和素偶联，然后将单抗–链霉亲

和素复合物与磁珠连接，形成免疫磁珠用来提取样品中的目标菌。在查阅相关资料以及原有实验室研究

基础上[13] [14] [15]，研究纳米荧光材料量子点与生物素的标记方法，并利用免疫层析方法，结合垫上使

用量子点与生物素结合物。NC 膜上包被检测线两条，均使用目标菌的多抗，质控线一条使用兔抗鼠二抗，

从而完成检测方法的组建。本研究通过一系列标记及偶联方法的研究和探索，将新型的纳米荧光材料量

子点及生物素–链霉亲和素体系与免疫层析法结合，实现阪崎氏肠杆菌和金黄色葡萄球菌联级信号放大

和超灵敏联合检测，减少了食品基质和杂菌的干扰，实现了样品富集浓缩、信号放大及联合检测，从而

大大提高了检测灵敏度和准确度，研究方法详见图 1。 
 

 
Figure 1. Schematic diagram of the detection process of immunomagnetic separation combined with immunochromatogra-
phy 
图 1. 免疫磁分离结合免疫层析方法检测过程示意图 

2.2.1. 方法研究思路 
在研究前期，借助量子点粒径不同则荧光色彩不同的特点，以磁珠标记抗体，不同粒径量子点标记

抗体，然后在检测液中形成磁珠–单抗 1-目标菌–单抗 2-不同色量子点捕获探针，以荧光检测仪器检测

不同颜色的荧光强度来完成检测，优点为操作简单，在检测液环境中即可完成检测，可以减少免疫层析

一系列操作。但因当前荧光检测仪器受限等问题，无法同时精确的分析出不同荧光强度，所以检测限比

较低，仅能达到 7 × 108 CFU/mL，不能满足检测需求，所以需要增加免疫层析操作，进行二次浓缩及减
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少基质干扰，同时可将荧光检测模式从同时检测不同色荧光强度为较为成熟的检测单一荧光强度。 
根据文献调研及实验室研究，加入免疫层析后采用的方法为磁珠偶联单抗后进行目标菌富集，免疫

层析试纸结合垫上为量子点与多抗结合物，NC 膜上包被检测线两条均为目标菌的单抗，质控线上为兔抗

鼠多抗，检测限可达到 4 × 106 CFU/mL，但同时检测需使用多对抗体，不同类抗体互相作用会对检测造

成一定影响。所以本研究进一步优化加入了生物素–链霉亲和素体系，一方面 1 分子链霉亲和素可以连

接 4 分子的生物素，亲和能力高，可以实现联级信号放大，另一方面可以减少数对抗体的使用，简化检

测过程的同时提高了灵敏度，实现高灵敏的联合检测，具有一定的创新性。 

2.2.2. 免疫磁珠的制备及优化 
1) 磁珠活化与偶联 
磁珠活化与偶联方法参照崔希[16]等人方法：取 5 mg 磁珠用 MES 缓冲液(0.01 mol/L, pH 6.0)洗涤 4

遍，磁分离后移除上清液；加入 MES 缓冲液现配的 EDC 和 NHS 溶液(10 mg/mL)各 0.5 mL，室温下在旋

转混合仪上活化 1 h (15 r/min)，磁分离后移除上清液，用 1 mL MES 缓冲液重悬；在离心管中迅速加入

200 μL上述刚活化的磁珠，磁分离后吸出上清液，向离心管中添加 1 mL 硼酸盐缓冲液(0.01 mol/L，pH 8.5)
稀释的一定浓度的抗体与链霉亲和素结合物；室温下在旋转混合仪上反应 4 h (15 r/min)，磁分离移除上

清液后，加入 1 mL1% BSA 硼酸盐缓冲液，室温下在旋转混合仪上反应 2 h (15 r/min)；磁分离后移除上

清液，用硼酸盐缓冲液 0.1%吐温 20 洗涤 3 遍。最后用 0.5 mL 硼酸盐缓冲液吐温 20 (含 0.5% BSA)重悬

磁珠，置于 4 C 备用。 
2) 在实际样本中的捕获效果 
称取 100 mL 灭菌新鲜牛奶置于无菌的三角瓶内，添加培养好的阪崎氏肠杆菌及金黄色葡萄球菌模拟

污染,至两种目标菌浓度均约为 104 CFU/mL，37℃，160 r/min 摇床培养 8 h，取 5 mL 上层清液到离心管

里，添加自制的免疫磁珠 500 μL，在旋转混合仪上室温反应 20 min，结束后放入磁场分离 3 min。将对

照组、分离上清液、洗涤液、磁珠重悬液作合适倍数稀释，取 100 μL 涂布于选择性培养基上(对照组同

时涂布琼脂培养基计算菌落总数)，每种菌各平行制备 3 个样品。37℃培养 12 h 后，对目标菌阪崎氏肠杆

菌、金黄色葡萄球菌及杂菌分别计数，计算捕获效率。 

2.2.3. 量子点免疫层析试纸的制备 
1) 量子点的制备和标记方法的建立 
量子点作为一种较为灵敏的荧光纳米材料，食品基质对其影响也会更加灵敏复杂，所以原材料的研

发和标记方法的建立也就及其重要。实验室选择水热法和微波法两种不同的方法，研发制备较为先进的

石墨碳量子点。其中水热法产率较低，但过程可控度较高。微波法简单易操作产率较高，但得到的量子

点粒径不均匀，易成团结块，会对后续的检测实验造成极大地误差。经过多次的探索和试验，在传统水

热法基础上，用有机试剂代替水，全程控制制备过程在一个碱性环境中，即得到了分散较为均匀、粒径

较一致的石墨碳量子点且产率也得到了提高。针对研发的原材料量子点的特性，实验室采用目前应用较

为广泛的 EDC-NHS 交联剂方法和单一的 SMCC 试剂方法，对量子点的标记进行研究。结果发现在预实

验阶段 SMCC 试剂标记生物素的效果较 EDC-NHS 交联剂方法标记效果稳定，有效值较高，且量子点粒

径及分散系数较小，说明在标记生物素技术上，SMCC 试剂法对本研究研发的石墨碳量子更为适用。在

原有标记方法基础上，经过后期不断的性能验证和优化，确定生物素与量子点在 SMCC 试剂作用下偶联

后，加入 5%的酪蛋白和 1%的乙醇胺可以更好的封闭未标记的位点，减少特异性反应。另外在操作过程

中适用离心等会使量子点聚集的步骤后，要及时加入后续溶液超声分离，用粒径分析仪等相关仪器对粒

径和分散系数进行检测，保证数值在一定的范围内，确保量子点与活性材料标记均匀，减小检测实验误
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差。最后将量子点标记物稀释到最优浓度，使用喷金仪喷到处理后的标记物垫上，即完成量子点的标记

[13]。 
2) 量子点免疫层析试纸的组建 
因为检测体系的组建与 NC 膜上包被的两条检测线抗体浓度，量子点标记的生物素浓度以及标记后

喷到结合垫上的喷垫浓度密切相关。所以建立了正交实验，以 104 CFU/mL 拟污染后，本方法磁珠富集提

取过的样品作为阳性样本检测每个组合的精密性、最低检测限、IC50 等相关性能，选择出的最优浓度组

合为：NC 膜上检测线 1 包被阪崎氏肠杆菌抗体浓度为 0.6 mg/mL；检测线 2 包被金黄色葡萄球菌抗体浓

度为 0.45 mg/mL；标记生物素浓度 25 μg，喷垫到结合垫上的浓度 0.4 mg/mL 的反应模式。以上各成分浓

度确定后，又以多组对照实验，确定阪崎氏肠杆菌检测线 1 和金黄色葡萄球菌检测线 2 距离为 2.5 mm，

检测线 1 与质控线的距离为 8.5 mm，检测线 2 与质控线的距离为 11 mm，反应最优。 
根据优化后的整合结果，建立检测信号–浓度模型，并对组合好的试剂盒进行性能评测：最低检测

限，精密性，线性范围，回收率，热稳定性以及与法检的对比检测结果等。 

3. 结果与讨论 

3.1. 免疫磁珠在实际样品中的捕获效果 

自制免疫磁珠在牛奶基质中对阪崎氏肠杆菌和金黄色葡萄球菌的捕获效率分别为 93.4%和 95.8%，说

明自制磁珠及磁珠富集试剂方法可行，也说明磁珠偶联的抗体特异性较高适用于本实验，抗体联结链霉

亲和素后未影响抗体性能，可实现目标菌的高效富集。 

3.2. 定量检测模型 

通过检测拟污染阪崎氏肠杆菌及金黄色葡萄球菌浓度均为 2×103、5×103、5×104、105、106、107、108 

CFU/mL 再用磁珠提取后的溶液作为标准物质，构建标准曲线如图 2 及图 3 所示。因为微生物检测量通

常呈倍数级增加，为了减少系统或检测偏差的影响，增加准确度，采用浓度值取以 10 为底的对数值的方

法对标准曲线进行处理，构建定量检测模型。阪崎氏肠杆菌检测信号-浓度公式为 y = 0.7113x – 2.3391，
R2为 0.9878，金黄色葡萄球菌信号–浓度公式为 y = 1.2328x – 4.1568，R2为 0.9885，定量检测即将样本

检测相关数值带入曲线和计算公式中，换算得到检测浓度[17]。 
 

 
Figure 2. The concentration logarithmic standard curve of Enterobacter sakazakii 
图 2. 阪崎氏肠杆菌浓度对数标准曲线 
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Figure 3. Staphylococcus aureus concentration logarithmic standard curve 
图 3. 金黄色葡萄球菌浓度对数标准曲线 

3.3. 性能验证分析 

根据优化后的整合结果，建立了定量检测信号–浓度模型，并对组合好的试剂盒进行性能评测：最

低检测限，回收率，热稳定性结果如下所示。 

3.3.1. 最低检出限 
按照相关检测技术要求，需检测 20 次空值样本来计算最低检测限浓度，但不符合本方法实际检测要

求。在建立定量检测模型及标准曲线建立过程中发现，当拟污染量低于 2 × 103 CFU/mL 时，检测信号偏

低且无法呈现线性，拟污染量在 2 × 103~5 × 103 CFU/mL 之间时信号增长呈线性，相较高浓度检测曲线 K
值偏小，但仍在可检测范围内。以上两种实验现象可表明 2 × 103 CFU/mL 浓度左右为本方法的最低检测

限，所以以实际检测为基础，本方法两种菌的最低检出限均为 2 × 103 CFU/mL。 

3.3.2. 回收率 
分别将拟污染浓度为 4 × 103、105、107 CFU/mL 经过本方法磁珠富集后的低、中、高值质控作为阳

性的添加样本进行添加回收实验，考察试剂盒的回收率以及整体回收率。 
 
Table 1. Recovery experiment results of Enterobacter sakazakii 
表 1. 阪崎氏肠杆菌回收实验结果 

实验次数 
 

低值质控(4 × 103 CFU/mL) 中值质控(105 CFU/mL) 高值质控(107 CFU/mL) 

检测浓度(CFU/mL) 

1 4785 97,685 9,770,551 

2 4883 98,438 10,146,833 

3 4952 97,197 9,826,216 

4 4721 107,052 9,746,651 

5 4632 105,688 9,782,190 

6 4832 107,036 9,899,599 

7 4576 98,151 9,810,813 

8 4421 98,503 9,850,047 

y = 1.232x - 4.156
R² = 0.988
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Continued 

9 4682 102,331 9,812,254 

10 4701 99,912 9,957,243 

平均值 4719 ± 298 101,199 ± 7853 9,860,240 ± 286,593 

回收率 110.5%~122.1% 97.2%~107.1% 97.47%~101.5% 

整体回收率 97.2%~122.1% 

 
Table 2. Recovery experiment results of Staphylococcus aureus 
表 2. 金黄色葡萄球菌回收实验结果  

实验次数 
 

低值质控(4 × 103 CFU/mL) 中值质控(105 CFU/mL) 高值质控(107 CFU/mL) 

检测浓度(CFU/mL) 

1 4696 99,580 9,636,734 

2 4412 99,038 9,640,038 

3 4595 98,679 9,591,510 

4 4620 98,204 9,656,722 

5 4511 100,373 9,812,046 

6 4575 98,952 9,760,527 

7 4495 100,178 9,800,053 

8 4606 98,834 9,726,081 

9 4597 99,655 9,929,504 

10 4434 98,964 9,936,728 

平均值 4554 ± 142 99,246 ± 1127 9,748,994 ± 187,734 

回收率 110.3%~117.4% 98.2%~100.3% 95.9%~99.4% 

整体回收率 95.9%~117.4% 

 
根据结果可知(表 1，表 2)整体回收率在 95.9%~122.1%之间，在可接受范围内，检测较为准确，说明

建立的检测方法较为科学。 

3.3.3. 热稳定性 
根据稳定后工艺制作一批本实验的量子点试纸条，保存条件分别为 4℃对照组，37℃保存 3 天、37℃

保存 6 天，37℃保存 10 天为实验组，进行热加速破坏实验，量子点试纸条热稳定性结果如下表 3 所示： 
 
Table 3. Results of stability assessment  
表 3. 稳定性考核结果 

实验条件 最低检出限 
(平均值 CFU/mL) 

R2  
(平均值) 

阪崎质控品检测值(CFU/mL) 金葡质控品检测值(CFU/mL) 

低值 4 × 103 高值 107 低值 4 × 103 高值 107  

4℃ 2034 0.9842 4537 9,878,421 4423 9,743,729 

37℃  3 d 2144 0.9825 4682 9,942,648 4557 9,653,769 

37℃  6 d 2123 0.9722 4663 9,735,228 4592 9,689,419 

37℃  10 d 2328 0.9737 4692 9,721,573 4637 9,705,322 
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由数据结果可知，热加速实验中，各实验组最低检出限、线性以及质控品检测值均在可控范围内，

热加速可稳定在 10 天以内，根据换算 4℃可稳定保存 1 年[18]。 

4. 结论 

本研究建立了免疫磁分离结合量子点免疫层析及亲和素链霉素信号放大的方法，借助量子点及亲和

素链霉素体系较传统胶体金免疫层析方法灵敏度提高近 2000 倍，可实现大批量、多种检测环境的阪崎氏

肠杆菌和金黄色葡萄球菌联合快速检测，目前国内鲜有研究将一系列技术应用于食品基质的微生物检测

中，所以本项目具有一定的创新型和社会经济效益。减少了一定的实验室前增菌操作，降低了实验对微

生物检测高环境要求的限制，对于低浓度如 10 CFU/mL 菌污染的样品，经过 6 h 预增菌后，仅需约 60 min
即可完成磁分离和试纸条检测，高浓度的污染样品，无需前增菌即可检测。检测费用低，每个试纸条仅

需 50 元，不需要专业操作人员，因此，本方法特别适于在基层快速筛查致病菌，食品安全防控可以前置

与落实。 
另外随着检测仪器的进步及本方法的再优化及研发，可以完成借助多粒径多色量子点实现纯液体环

境的简便检测，同时可以联合检测多种菌，这也是本方法目前的研究方向，可以为其他研究提供一定的

思路。也将组织多个实验室共同验证此方法的可行性，并进行实际实验研究，在区域内的商超、食材原

产地、农批市场进行预使用实验，收集原始数据，不断完善改进，将技术落地服务市场监管[19] [20]。 
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