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　 　 摘要:　 为制备特异性和灵敏度较高的抗福氏志贺氏菌 ２ａ 单克隆抗体ꎬ并建立双抗夹心酶联免疫吸附检测

法ꎬ用于检测生鲜食品中的福氏志贺氏菌 ２ａꎮ 本研究利用自制的福氏志贺氏菌 ２ａ 抗原免疫 ＢＡＬＢ / ｃ 小鼠ꎬ并用杂

交瘤技术进行细胞融合ꎬ经筛选克隆后ꎬ获得 ３ 株分泌抗福氏志贺氏菌 ２ａ 单克隆抗体稳定的杂交瘤细胞ꎬ分别命

名为 ５Ｃ１２、１Ｂ５ 和 ６Ａ１１ꎮ ３ 株杂交瘤细胞注射进小鼠腹腔后ꎬ诱导产生的腹水中抗体的效价为 １ ∶ ２.０４８×１０５ ~ １ ∶
１.０２４×１０５ꎬ免疫球蛋白亚型均为 ＩｇＧꎮ ３ 株抗体识别抗原表位的最佳配对为 ５Ｃ１２ 和 ６Ａ１１ꎬ由此建立双抗夹心

ＥＬＩＳＡ 体系ꎬ测得其灵敏度为１ ０００ ＣＦＵ / ｇꎬ且具有良好的特异性ꎮ
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: 　 Ｓｈｉｇｅｌｌａ ｆｌｅｘｎｅｒｉ ２ａꎻ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ
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　 　 志贺氏菌(Ｓｈｉｇｅｌｌａ ｓｐｐ.)又称痢疾杆菌ꎬ是一种

具有高传染性的革兰氏阴性兼性厌氧菌ꎬ每年全球

大约有 １.６×１０８人感染志贺氏菌ꎬ其中死亡人数高

达 １×１０４多人ꎬ感染者多数为老人、免疫力低下者以

０５４



及 １~５ 岁的儿童[１￣３]ꎮ 志贺氏菌大多出现在被污染

的畜产品及水产品中ꎬ一般是由于养殖、运输以及储

藏等环境不清洁引起的[４￣５]ꎮ 一些发展中国家ꎬ由于

水源的缺乏和污染、营养不良、医疗设施不完全等原

因ꎬ成为志贺氏菌的高发地区ꎬ在中国ꎬ临床上最常

见的志贺氏菌是福氏志贺氏菌 ２ａ 血清型ꎮ 感染福

氏志贺氏菌 ２ａꎬ在临床上轻者表现为腹痛和水样性

腹泻等症状ꎬ重者会出现严重的急性肠道炎症反应、
脱水、溶血性尿毒综合症及肠穿孔等症状ꎬ甚至死

亡[６￣７]ꎮ 因此ꎬ建立一种快速、有效的方法检测生鲜

食品中的福氏志贺氏菌 ２ａꎬ具有十分重要的意义ꎮ
目前检测志贺氏菌的方法有分子生物学方法、

细菌培养和免疫学方法等ꎮ 分子生物学方法操作相

对复杂ꎬ需要特殊操作人员ꎬ细菌培养方法虽然在人

员上没有特殊要求ꎬ但操作过程较长ꎬ且需要大量劳

动力ꎬ不能满足现代食品快速检测的要求ꎮ 然而ꎬ经
典的免疫学方法操作相对简单、成本较低、检测周期

相对较短、检测方法多样ꎬ而且免疫学方法应用了抗

原和抗体的特异性结合进行检测ꎬ有很强的特异性

以及灵敏度ꎬ从而广泛应用于现代生鲜食品的致病

菌检测中ꎮ 但是在中国ꎬ对于志贺氏菌检测的试剂

盒通常依赖于进口ꎬ因此ꎬ建立国产的高质量志贺氏

菌检测试剂盒十分必要ꎮ 本研究拟制备抗福氏志贺

氏菌 ２ａ 单克隆抗体ꎬ为生产检测福氏志贺氏菌 ２ａ
的 ＥＬＩＳＡ 试剂盒奠定基础[８￣１１]ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试剂与设备

福氏志贺氏菌 ２ａ (ＢＮＣＣ１０８８３３)、宋内志贺氏

菌(ＡＴＣＣ２５９３１)、鲍氏志贺氏菌(ＡＴＣＣ９２０７)、阪崎

肠杆菌(ＡＴＣＣ２９５４４)、枯草芽孢杆菌(ＢＤ３６６)、鼠伤

寒沙 门 氏 菌 ( ＡＴＣＣ１３３１１ )、 单 增 李 斯 特 菌

(ＡＴＣＣ５４００３)、大肠杆菌Ｏ１５７ ∶ Ｈ７(ＣＭＣＣ４４８２８)
等标准株以及小鼠 ＳＰ２ / ０ 骨髓瘤细胞、福氏志贺氏

菌 ２ａ 免疫原和检测原由北京农学院食品科学与工

程学院实验室保存ꎮ
雌性 ＢＡＬＢ / ｃ 小鼠(ＳＰＦ 级)ꎬ购自北京实验动

物中心ꎮ
志贺氏菌培养基购于北京陆桥技术有限责任公

司ꎬＨＡＴ 培养基、ＨＴ 培养基、ＰＥＧ４０００、完全佐剂和

不完全佐剂以及小鼠单克隆抗体亚型鉴定试剂盒购

于 Ｓｉｇｍａ 公司ꎬ辣根过氧化物酶(ＨＲＰ)标记山羊抗

小鼠 ＩｇＧ 购于北京华美生科生物技术有限公司ꎬ
ＤＭＥＭ 培养基、细胞培养板购于 ＧＩＢＣＯ 公司ꎮ 其他

试剂均为分析纯ꎮ
酶标测试仪购自美国 ＢｉｏＴｅｋ 公司ꎬ二氧化碳培

养箱购自上海力康生物医疗科技控股有限公司ꎬ
４ＭＫ２ 型洗板机、ＮＡＮＯＤＲＯＰ ２０００ 微量分光光度计

购自美国 Ｔｈｅｒｏｍｏ 公司ꎮ
１.２　 抗原制备

取实验室保存的福氏志贺氏菌 ２ａꎬ将活化后的

福氏志贺氏菌 ２ａ 接种于固体培养基中ꎬ静置于 ３７
℃恒温培养箱中培养 ４８ ｈꎬ将培养 ４８ ｈ 后的单菌落

挑入志贺氏菌液体培养基中ꎬ置于 ３７ ℃、１５０ ｒ / ｍｉｎ
摇床培养 ２４ ｈꎬ将培养后的菌液按 １％扩大培养至 ２
Ｌꎬ置于 ３７ ℃、１５０ ｒ / ｍｉｎ摇床ꎬ培养 １２ ｈꎬ取少量菌

液ꎬ１０ 倍稀释 ９ 个梯度ꎬ每个梯度做 ３ 个平行ꎬ进行

平板计数ꎬ取 ５ ｍｌ 对数生长期的菌液ꎬ３ ０００ ｒ / ｍｉｎ
离心 １０ ｍｉｎꎬ收集菌体ꎬ用 ｐＨ 值 ７􀆰 ４ 浓度 ０􀆰 ０１
ｍｏｌ / Ｌ的磷酸缓冲盐溶液(ＰＢＳ)将菌体洗涤 ３ 次ꎬ再
用 １０ ｍｌ ０􀆰 ０１ ｍｏｌ / Ｌ 的 ＰＢＳ 重悬ꎬ倒去上清液ꎬ加
１００ μｌ 福尔马林溶液ꎬ静置在室温下灭活 ２４ ｈꎬ灭活

后ꎬ用 ０􀆰 ０１ ｍｏｌ / Ｌ ＰＢＳ ３ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心洗涤 ３ 次ꎬ
倒去上清液后用 ０􀆰 ０１ ｍｏｌ / Ｌ ＰＢＳ 稀释调节浓度到

１×１０９ ＣＦＵ / ｍｌꎬ此为福氏志贺氏菌 ２ａ 免疫原ꎬ保存

于－２０ ℃备用[８]ꎮ
１.３　 动物免疫

取 ６ 只雌性 ６ 周龄 ＢＡＬＢ / ｃ 小鼠ꎬ首次基础免

疫用自制的福氏志贺氏菌 ２ａ 免疫原与相等体积的

完全佐剂混合ꎬ使其充分乳化后ꎬ用背部皮下多点注

射方法免疫小鼠ꎬ免疫剂量为每只小鼠 １００ μｌꎬ随后

的基础免疫用福氏志贺氏菌 ２ａ 免疫原与相等体积

的不完全佐剂混合乳化ꎬ免疫剂量为每只 １００ μｌꎬ每
间隔 ２ 周基础免疫 １ 次ꎬ并测定小鼠血清抗体效价ꎬ
抗体效价达到１ ∶ ６４０ ０００后进行腹腔注射加强免

疫ꎬ在细胞融合前 ３ ｄ 用 ２０ μｌ 免疫原对小鼠进行脾

脏注射加强免疫[１２]ꎮ
１.４　 杂交瘤细胞株的建立

融合前 １ ｄ 将冻存的小鼠 ＳＰ２ / ０ 骨髓瘤细胞进

行培养ꎬ融合当天取对数生长的 ＳＰ２ / ０ 骨髓瘤细胞

与免疫的小鼠脾细胞混合ꎬ用预热后的 ５０％的聚乙

二醇(ＰＥＧ)进行细胞融合ꎬ融合后每天查看是否污

染ꎬ７ ｄ 后取培养上清液进行效价测定ꎬ选择呈强阳

性的细胞ꎬ进行数次有限稀释亚克隆筛选培养ꎬ直至
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阳性达到 １００％ꎮ 最终筛选出 ３ 株稳定分泌高效价、
高特异性、高亲和力抗体的杂交瘤细胞ꎬ并将这 ３ 株

杂交瘤细胞及其产生的抗体命名为 ５Ｃ１２、 １Ｂ５、
６Ａ１１ꎬ置于液氮中保存[１３]ꎮ
１.５　 单克隆抗体的制备及特性分析

用石蜡油对雌性 ＢＡＬＢ / ｃ 小鼠进行腹腔注射致

敏ꎬ致敏 ７ ｄ 后将 ３ 株抗福氏志贺氏菌 ２ａ 杂交瘤细

胞克隆并扩大培养ꎬ分别接种于致敏后的小鼠腹腔

内ꎬ诱导腹水产生单克隆抗体ꎮ ７ 至 １０ ｄ 后收集腹

水进行抗体 ＰｒｏｔｅｉｎＧ 纯化ꎬ用间接 ＥＬＩＳＡ 法测定抗

体效价ꎬ用紫外吸收法测定抗体浓度ꎬ用 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ
法检测抗体纯度[１４￣１５]ꎮ 用 Ｓｉｇｍａ 公司生产的抗体亚

型检测试剂盒鉴定抗体亚型ꎬ用高碘酸钠方法对抗

体进行标酶ꎬ作为检测抗体ꎮ
１.６　 单克隆抗体识别抗原表位特性分析

首先测定酶标山羊抗小鼠 ＩｇＧ 与抗体结合的饱

和稀释度ꎬ以及 ３ 株抗体与包被抗原结合的饱和稀

释度和相对应的吸光度ꎬ用自制的福氏志贺氏菌 ２ａ
抗原包被 ９６ 孔酶标板ꎬ包被浓度为 ５０ μｌ / ｍｌꎬ每孔

１００ μｌꎬ３７ ℃恒温箱孵育 ２ ｈꎬ用 ＰＢＳＴ(０􀆰 ５％吐温￣
２０ 的 ＰＢＳ)洗涤３~ ５ 次包被好的酶标板ꎬ加入封闭

液(含 １０％小牛血清的 ＰＢＳ / Ｔ２０)ꎬ每孔 １５０ μｌꎬ３７
℃恒温箱孵育 ２０ ｍｉｎꎬＰＢＳＴ 洗涤 ３ 次ꎬ加入其中 １
株抗体ꎬ浓度为其饱和稀释度ꎬ每孔 １００ μｌꎬ３７ ℃恒

温箱孵育 ３５ ｍｉｎꎬ用 ＰＢＳＴ 洗涤 ３~５ 次ꎬ再加入另 １
株抗体ꎬ浓度为其饱和稀释度ꎬ每孔 １００ μｌꎬ３７ ℃恒

温箱孵育 ３５ ｍｉｎꎬ洗涤 ３~ ５ 次ꎬ加入饱和稀释度的

酶标山羊抗小鼠 ＩｇＧꎬ每孔 １００ μｌꎬ３７ ℃恒温箱孵育

３５ ｍｉｎꎬ洗涤 ５ 次ꎬ加入三甲基苯底物显色液(ＴＭＢ)
进行显色ꎬ每孔 １００ μｌꎬ３７ ℃ 恒温箱避光孵育 ５
ｍｉｎꎬ加入终止液ꎬ每孔 ５０ μｌꎬ酶标仪检测ꎬ波长为

４５０ ｎｍꎬ测吸光度 ＯＤ 值[１６]ꎮ
１.７　 双抗夹心 ＥＬＩＳＡ 检测抗体灵敏度与特异性

选择相加性较好的 １ 对福氏志贺氏菌 ２ａ 单克

隆抗体建立双抗夹心 ＥＬＩＳＡ 体系ꎬ选择抗体效价高

的 １ 株抗体作为检测抗体ꎬ另 １ 株为捕捉抗体ꎮ 用

２０ μｌ / ｍｌ的捕捉抗体包被酶标板ꎬ３７ ℃恒温箱温育

２ ｈꎬＰＢＳＴ 洗涤 ３ 遍ꎬ加入封闭液ꎬ每孔 １５０ μｌꎬ３７ ℃
封闭 ２０ ｍｉｎꎬＰＢＳＴ 洗涤 ３ 次ꎬ加入待测的样品或标

准品ꎬ３７ ℃孵育 ３５ ｍｉｎꎬＰＢＳＴ 洗涤 ３ 次ꎬ加入标酶

的检测抗体ꎬ浓度为 ５ μｇ / ｍｌꎬ３７ ℃ 孵育 ３５ ｍｉｎꎬ
ＰＢＳＴ 洗涤 ５ 次ꎬ加入显色液ꎬ３７ ℃避光孵育 ５ ｍｉｎꎬ

加入终止液ꎬ酶标仪测定吸光值ꎮ
将新鲜猪肉在紫外灯下照射 ３０ ｍｉｎ 杀菌ꎬ每 ５

ｍｉｎ 翻转 １ 次ꎬ并用培养法测定杀菌后的猪肉样品

不含有福氏志贺氏菌 ２ａꎮ 无菌称取 ８ 份猪肉样品ꎬ
每份 １０ ｇ 进行均质ꎬ取 １ 份无菌猪肉样做阴性对

照ꎬ其他 ７ 份加入福氏志贺氏菌 ２ａ 进行模拟污染ꎬ
使模拟污染肉样品中福氏志贺氏菌 ２ａ 的终浓度分

别为 １０７ ＣＦＵ / ｇ、１０６ ＣＦＵ / ｇ、１０５ ＣＦＵ / ｇ、１０４ ＣＦＵ / ｇ、
１０３ ＣＦＵ / ｇ、１００ ＣＦＵ / ｇ、１０ ＣＦＵ / ｇꎬ用 ２ 株抗体建立

的 ＥＬＩＳＡ 体系ꎬ检测其灵敏度[１７]ꎮ
用此 ＥＬＩＳＡ 体系检测福氏志贺氏菌 ２ａ 、宋内志

贺氏菌、鲍氏志贺氏菌、阪崎肠杆菌、枯草芽孢杆菌、
鼠伤 寒 沙 门 氏 菌、 单 增 李 斯 特 菌、 大 肠 杆 菌

Ｏ１５７ ∶ Ｈ７ꎬ浓度为１×１０５ ＣＦＵ / ｍｌꎬ福氏志贺氏菌 ２ａ
为阳性对照ꎬ同时用 ＰＢＳ 做阴性对照ꎬ以此方法检

测以这对抗体为基础建立的 ＥＬＩＳＡ 体系的特异性ꎬ
所测 ＯＤ 值大于阴性对照 ＯＤ 值 ２􀆰 １ 倍为阳性ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 单克隆抗体的鉴定

细胞融合后获得 ３ 株杂交瘤细胞ꎬ分别将 ３ 株杂

交瘤细胞及其产生的抗体命名为 ５Ｃ１２、１Ｂ５ 和 ６Ａ１１ꎮ
将杂交瘤细胞注射进致敏后的雌性 ＢＡＬＢ / ｃ 小鼠腹

腔内ꎬ诱导产生腹水ꎬ每只小鼠获取 ５~１０ ｍｌ 腹水ꎬ通
过间接 ＥＬＩＳＡ 检测腹水中抗体的效价均为 １×１０５以

上ꎮ 经过蛋白纯化后抗体的蛋白浓度分别为 ３２􀆰 ２３
ｍｇ / ｍｌ、２５􀆰 ９６ ｍｇ / ｍｌ、２６􀆰 ４７ ｍｇ / ｍｌ(表 １)ꎮ

表 １　 福氏志贺氏菌 ２ａ 单克隆抗体鉴定结果

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｈｉｇｅｌｌａ ｆｌｅｘｎｅｒｉ ２ａ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

抗体　 　 　 　 抗体效价 蛋白浓度 (ｍｇ / ｍｌ)

５Ｃ１２ １ ∶ ２.０４８×１０５ ３２.２３

１Ｂ５ １ ∶ １.０２４×１０５ ２５.９６

６Ａ１１ １ ∶ １.０２４×１０５ ２６.４７

　 　 用 Ｓｉｇｍａ 公司生产的抗体亚型试剂盒对 ３ 株抗

体进行亚型鉴定ꎬ结果(图 １)表明ꎬ３ 株抗体亚型均

为 ＩｇＧꎮ
２.２　 单克隆抗体的纯化

利用聚丙烯酰胺凝胶电泳(ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ)法测定

纯化后的 ３ 株福氏志贺氏菌 ２ａ 单克隆抗体纯度以

及分子量ꎬ结果表明ꎬ经纯化后的 ３ 株抗体中 ５Ｃ１２
单克隆抗体的纯度最高(图 ２)ꎬ１Ｂ５ 与 ６Ａ１１ 单克隆
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ａ:５Ｃ１２ꎻｂ:１Ｂ５ꎻｃ:６Ａ１１ꎮ
图 １　 单克隆抗体亚型鉴定

Ｆｉｇ.１　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｓｕｂｔｙｐｅ

抗体的纯度良好(图 ３)ꎮ 纯化后的 ３ 株抗体经还原

后均裂解为重链和轻链ꎬ重链分子量为５５ ０００ꎬ轻链

分子量为２５ ０００ꎬ与 ＩｇＧ 分子量相符[１８]ꎮ

Ｍ:Ｍａｒｋｅｒꎻ１:５Ｃ１２ꎮ
图 ２　 ５Ｃ１２ 单克隆抗体 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳图

Ｆｉｇ.２　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ｏｆ ５Ｃ１２ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ

Ｍ:Ｍａｒｋｅｒꎻ２:１Ｂ５ꎻ３:６Ａ１１ꎮ
图 ３　 １Ｂ５ 与 ６Ａ１１ 单克隆抗体 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳图

Ｆｉｇ.３　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ｏｆ １Ｂ５ ａｎｄ ６Ａ１１ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ

２.３　 抗体识别抗原表位特性分析

以棋盘滴定法测定酶标山羊抗兔 ＩｇＧ 的饱和

稀释度ꎬ并确定最终稀释度为 １ ∶ ５ ０００ꎬ同时测

定 ３ 株抗体与包被抗原结合的饱和稀释度为 １ ∶
２００ ~ １ ∶ １ ０００倍稀释ꎬ结果以相加指数 ＡＩ 大小

来判定 [９] ꎮ

ＡＩ＝(
Ａ１＋２×２
Ａ１＋Ａ２

－１)×１００％

其中 Ａ１、Ａ２分别是单独使用 １ 株单克隆抗体

饱和稀释度所测定的 ＯＤ 值ꎬＡ１＋２为 ２ 株不同的单

克隆抗体所测定的 ＯＤ 值ꎮ 如果 ２ 株抗体识别抗

原的表位完全相同ꎬＡ１＋２应等于 Ａ１和 Ａ２总和的平均

值ꎬＡＩ 应为零ꎻ如果 ２ 株抗体识别的表位完全不

同ꎬＡ１＋２应该等于 Ａ１ 和 Ａ２ 的总和ꎬＡＩ 应为 １００％ꎮ
而在实际测定中ꎬ一般当 ＡＩ 值小于 ５０％时判定 ２
株抗体识别的表位相同ꎬ当 ＡＩ 值大于 ５０％时判定

２ 株抗体识别的表位不同ꎮ 结果(表 ２)表明ꎬ５Ｃ１２
与 １Ｂ５ 和 １Ｂ５ 与 ６Ａ１１ 这 ２ 对抗体互交相加后ꎬ得
出 ＡＩ 值最大为 ３５􀆰 ８５％ꎬ小于 ５０％ꎬ因此 ２ 对抗体

所结合包被抗原的表位是相同的ꎬ互补性和相加

性较差ꎮ 而 ５Ｃ１２ 与 ６Ａ１１ 这对抗体互交相加后ꎬ
得出的 ＡＩ 值最低为 ８７􀆰 ４２％ꎬ大于 ５０％ꎬ因此这对

抗体具有良好的互补性和相加性ꎬ它们所识别的

包被抗原上的表位不同且识别表位的距离很远ꎬ
即最终认为 ５Ｃ１２ 与 ６Ａ１１ 这对抗体是识别抗原上

不同构象表位的ꎮ
２.４　 抗体灵敏度检测

选择互补和相加特性最好的 ５Ｃ１２ 和 ６Ａ１１ 单

克隆抗体建立双抗夹心 ＥＬＩＳＡ 体系ꎬ选择效价相对

较高的 ５Ｃ１２ 抗体作为检测抗体ꎬ６Ａ１１ 抗体作为捕

捉抗体ꎬ检测 ７ 个不同稀释度的模拟污染猪肉样ꎬ同
时做空白阴性对照ꎬ结果(图 ４)表明ꎬ此双抗夹心

ＥＬＩＳＡ 体系的灵敏度为１ ０００ ＣＦＵ / ｇꎮ
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表 ２　 ＥＬＩＳＡ 测定抗体相加试验的 ＯＤ 值及 ＡＩ值
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｔｉｔｅｒ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｔｅｓｔ ｖａｌｕｅ ａｎｄ ＡＩ ｂｙ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ＥＬＩＳＡ

福氏志贺氏菌 ２ａ
单克隆抗体

５Ｃ１２

ＯＤ４５０ ＡＩ(％)

１Ｂ５

ＯＤ４５０ ＡＩ(％)

６Ａ１１

ＯＤ４５０ ＡＩ(％)

　 　 　 ５Ｃ１２ ０.３２ － ０.４５ ３５.８５ ０.７９ ９２.２２

　 　 　 １Ｂ５ ０.４６ ２１.５８ ０.３１ － ０.４９ １４.８３

　 　 　 ６Ａ１１ ０.８１ ８７.４２ ０.４２ ２８.６７ ０.４１ －

图 ４　 福氏志贺氏菌 ２ａ 模拟污染猪肉检测结果

Ｆｉｇ.４　 Ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｓｈｉｇｅｌｌａ ｆｌｅｘｎｅｒｉ ２ａ ｓｉｍｕｌａｔｅｄ ｃｏｎｔａｍｉ￣
ｎａｔｉｏｎ

２.５　 抗体特异性检测

用双抗夹心 ＥＬＩＳＡ 体系检测福氏志贺氏菌 ２ａ 、
宋内志贺氏菌、鲍氏志贺氏菌、阪崎肠杆菌、枯草芽

孢杆菌、鼠伤寒沙门氏菌、单增李斯特菌、大肠杆菌

Ｏ１５７ ∶ Ｈ７ꎮ 结果(表 ３)表明ꎬ５Ｃ１２ 和 ６Ａ１１ ２ 株单

克隆抗体建立的双抗夹心 ＥＬＩＳＡ 体系特异性良好ꎬ
与福氏志贺氏菌 ２ａ(阳性对照)呈明显阳性反应ꎬ与
宋内志贺氏菌、鲍氏志贺氏菌、阪崎肠杆菌、枯草芽

孢杆菌、鼠伤寒沙门氏菌、单增李斯特菌以及大肠杆

菌Ｏ１５７ ∶ Ｈ７均呈阴性ꎬ无明显交叉反应ꎮ

３　 讨 论

１９８３ 年ꎬＣａｒｌｉｎ 等[１９] 利用单克隆抗体技术ꎬ证
明福氏志贺氏菌 ２ａ 可以直接被一种单克隆抗体识

别ꎮ 在中国最常见的志贺氏菌是福氏志贺氏菌 ２ａ
血清型ꎬ在临床上免疫学方法检测福氏志贺氏菌 ２ａ
相对于传统的培养方法和分子生物学方法ꎬ试验周

期短ꎬ操作简单ꎬ不需要特殊操作人员ꎮ 现有的研究

中ꎬ徐峰等[２０]制备的志贺氏菌单克隆抗体灵敏度为

１０６ ＣＦＵ / ｍｌꎬ秦巧玲[１０]建立的志贺氏菌 ＥＬＩＳＡ 体系

表 ３　 ＥＬＩＳＡ 体系特异性检测结果

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ＥＬＩＳＡ

菌株　 　 菌株编号　 　 　 交叉反应结果

福氏志贺氏菌 ２ａ ＢＮＣＣ１０８８３３ １.０４１

宋内志贺氏菌 ＡＴＣＣ２５９３１ ０.０８８

鲍氏志贺氏菌 ＡＴＣＣ９２０７ ０.０７４

阪崎肠杆菌 ＡＴＣＣ２９５４４ ０.０６８

枯草芽孢杆菌 ＢＤ３６６ ０.０７３

鼠伤寒沙门氏菌 ＡＴＣＣ１３３１１ ０.０５９

单增李斯特菌 ＡＴＣＣ５４００３ ０.０６１

大肠杆菌Ｏ１５７ ∶ Ｈ７ ＣＭＣＣ４４８２８ ０.０９３

阴性对照(ＰＢＳ) ０.０５１

的灵敏度为１０５ ~１０６ ＣＦＵ / ｍｌꎬ以及葛萃萃等[２１]建立

的志贺氏菌 ＥＬＩＳＡ 检测方法的灵敏度为１０５ ~ １０６

ＣＦＵ / ｍｌꎬ相比之下ꎬ本试验制备的单克隆抗体建立

的双抗夹心 ＥＬＩＳＡ 体系的灵敏度为１ ０００ ＣＦＵ / ｇꎬ相
对较高ꎬ具有良好的灵敏度ꎮ

在制备抗福氏志贺氏菌 ２ａ 单克隆抗体时ꎬ还应

注意细胞融合期间的污染问题ꎬ本试验在细胞融合

期间在培养液中加入了抗生素ꎬ且试验中培养环境

保持洁净ꎬ避免了细胞被污染ꎮ 本试验是初步利用

制备的抗福氏志贺氏菌 ２ａ 单克隆抗体建立双抗夹

心 ＥＬＩＳＡ 体系ꎬ还应该在之后的试验中对单克隆抗

体的亲和力做进一步的测定ꎬ对于双抗夹心 ＥＬＩＳＡ
体系的包被浓度、酶标抗体稀释浓度、孵育时间以及

显色液显色时间等关键步骤还应该进行更加精准的

优化ꎬ并同时用本 ＥＬＩＳＡ 体系对大量样品进行测

定ꎬ从而进一步确定并提高本双抗夹心 ＥＬＩＳＡ 体系

的灵敏度及特异性ꎮ
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