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　 　 摘要：　 为同时快速检测生鲜肉中鼠伤寒沙门氏菌、单增李斯特菌和福氏志贺氏菌 ３ 种食源性致病菌，降低检

测成本，制备了特异性单克隆抗体和多克隆抗体，研制出能够同时检测以上 ３ 种致病菌的胶体金免疫层析试纸条。
结果表明，本试验成功筛选出 ３ 株稳定分泌抗体的杂交瘤细胞株 ２Ｅ３、２Ｅ７ 和 ２Ｅ８，３ 种单克隆抗体效价均在 １􀆰 ２８×
１０６以上，３ 种多克隆抗体效价均在 ２􀆰 ００×１０６以上。 制备的胶体金免疫层析试纸条对鼠伤寒沙门氏菌、单增李斯特

菌和福氏志贺氏菌 ３ 种食源性致病菌的特异性良好，灵敏度均为 １×１０４ ＣＦＵ ／ ｇ。
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　 　 现有研究结果显示，在生鲜肉中最常见的食源

性致病菌包括鼠伤寒沙门氏菌、单增李斯特菌和志

贺氏菌等［１］。 沙门氏菌是公共卫生学上有重要意

义的人畜共患病原菌之一，具有 ２ ５００ 种以上的血

清型［２］，据报道中国已有约 ２９２ 种血清型［３］。 目前

在中国流行的众多血清型中，鼠伤寒沙门氏菌（Ｓａｌ⁃
ｍｏｎｅｌｌａ ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ）最为常见，也是引起沙门氏菌

食物中毒的主要血清型之一［４］，同时也是导致鸡肉

及相关产品污染的主要原因之一［５］。
单增李斯特菌（Ｌｉｓｔｅｒｉａ ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ）是李斯特

菌属中唯一 １ 种能引起人类和动物疾病的人畜共患

病的病原菌，为革兰氏阳性杆菌［６］。 在主要的食源
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性致病菌中，单增李斯特菌在各种食品中均可造成

污染，尤其肉类食品极易被污染，污染率高达 １０％ ～
３０％［７］。 该菌在 ４ ℃的环境中仍可生长繁殖，是冷

藏食品威胁人类健康的主要病原菌之一［８⁃９］。
志贺氏菌属细菌（Ｓｈｉｇｅｌｌａ）通称痢疾杆菌，是一

类具有高度传染性和危害严重的革兰氏阴性肠道致

病菌，每年造成全球约 １􀆰 ６×１０８人患病，近 １􀆰 １×１０６

人死亡，绝大多数为 ５ 岁以下儿童。 据报道，志贺氏

菌在中国感染性腹泻病原菌中居首位，每年因志贺

氏菌引起食物中毒事件频繁发生，尤其以牲畜禽肉

和水产品的污染更为严重［１０⁃１１］。
胶体金免疫层析技术（Ｃｏｌｌｏｉｄａｌ ｇｏｌｄ ｉｍｍｕｎｏ⁃

ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ａｓｓａｙ，ＧＩＣＡ）是一种以胶体金为示

踪标记物，基于抗原抗体反应的免疫标记技术［１２］。
该技术应用于食品安全检测，操作简单，不需要特殊

设备就能得到识别结果，适用于现场大量样品的快

速筛查［１３⁃１４］。 由于可污染生鲜肉的食源性致病菌

种类较多，现有的研究成果趋向于同时快速检测多

种致病菌。 如 Ｍｏｏｎｇｋａｒｎｄｉ 等［１５］首次建立了有 ２ 条

Ｔ 线的免疫层析试纸条，可以同时检测肠炎沙门氏

菌和鼠伤寒沙门氏菌；伍燕华等［１６］ 建立的双抗夹心

ＥＬＩＳＡ 可检测 ５ 种沙门氏菌，但这 ２ 种方法的检测

对象只局限于沙门氏菌属。 夏俊芳等［１７］ 采用可视

化抗体阵列联合检测大肠杆菌 Ｏ１５７：Ｈ７ 和鼠伤寒

沙门氏菌；兰全学等［１８］建立了能同时检测 ４ 种致病

菌的多重荧光聚合酶链式反应（ＰＣＲ）快速检测体

系，但这 ２ 种方法操作专业性较强，需要专业人员进

行操作。
本试验拟研制胶体金免疫层析试纸条，对生鲜

肉中的鼠伤寒沙门氏菌、单增李斯特菌和福氏志贺

氏菌同时进行快速检测，相对于单独的检测试纸条

节约制作成本和使用成本。

１　 材料与方法

１．１　 材料与仪器

鼠伤寒沙门氏菌（ＡＴＣＣ１３３１１）、单增李斯特菌

（ＡＴＣＣ５４００３）、福氏志贺氏菌（ＡＴＣＣ２５９３１）、甲型

副伤寒沙门氏菌 （ ＡＴＣＣ９１５０）、猪霍乱沙门氏菌

（ＡＴＣＣ１０７０８）、都柏林沙门氏菌（ＣＭＣＣ５０７６１）、绵
羊李 斯 特 菌 （ ＡＴＣＣ１９１１９ ）、 英 诺 克 李 斯 特 菌

（ＡＴＣＣ３３０９１）、阪崎肠杆菌（ＡＴＣＣ２９５４４）、大肠杆

菌 Ｏ１５７ ∶ Ｈ７ （ ＣＭＣＣ４４８２８ ）、 金 黄 色 葡 萄 球 菌

（ＣＭＣＣ２６００３）等标准株以及小鼠 ＳＰ２ ／ ０ 骨髓瘤细

胞由本实验室保存。
ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠和新西兰大白兔由北京实验动物

中心提供，３ 种食源性致病菌培养基购自北京陆桥

技术有限责任公司， ＨＡＴ 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均购自 Ｓｉｇｍａ 公司，小牛血清、
ＤＭＥＭ 培养基和细胞培养板均购自 Ｇｉｂｃｏ 公司，
ＨＲＰ 标记山羊抗小鼠 ＩｇＧ 购自北京鼎国昌盛生物

技术有限公司。 其他试剂均为分析纯。
酶标测试仪、ＮＡＮＡＤＯＲＰ ２０００ 和 ４ＭＫ２ 型洗

板机均购自美国 Ｔｈｅｒｏｍｏ 公司，二氧化碳培养箱购

自江苏 Ｈｅａｌ Ｆｏｒｃｅ 公司。
１．２　 抗原准备及动物免疫

将鼠伤寒沙门氏菌、单增李斯特菌和福氏志贺

氏菌标准株活化，接种于固体培养基，３７ ℃静置培

养 ２４ ｈ，挑取单菌落接种于 １０ ｍｌ 液体培养基中，
１８０ ｒ ／ ｍｉｎ、３７ ℃摇床培养 １８ ｈ，将其菌液按 １％扩大

培养至 ２ Ｌ，３７ ℃、１８０ ｒ ／ ｍｉｎ 摇床培养 １６ ｈ，分别取

少量菌液，进行平板计数。 取 ５ ｍｌ 菌液３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 １５ ｍｉｎ， 收集菌体， 分别用 ｐＨ７􀆰 ４ 的 ０􀆰 ０１
ｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ 洗涤菌体 ３ 次，用 ５ ｍｌ 的 ０􀆰 ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ 的

ＰＢＳ 重悬，加 １００ μｌ 的 ０􀆰 ３％的福尔马林溶液，室温

下放置 ２４ ｈ 灭活。 灭活结束后，用 ０􀆰 ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ 的

ＰＢＳ 洗涤 ３ 次，并调节抗原浓度为 １×１０９ ＣＦＵ ／ ｍｌ，
于－２０ ℃保存备用。

单克隆抗体的制备：选取 ８ 只 ６ 周雌性 ＢＡＬＢ ／ ｃ
小鼠，初次基础免疫采用尾静脉注射 ５０ μｌ 自制免

疫原，二次及后期采用 １００ μｌ 自制免疫原和弗氏不

完全佐剂混合进行背部多点免疫。 免疫间隔为 ２
周。 内眦取血并分离血清，间接 ＥＬＩＳＡ 法检测小鼠

血清抗体效价。 待血清效价达到 １ ∶４􀆰 ０×１０５后采用

腹腔注射加强免疫，于融合前 ３ ｄ 对脾脏注射免疫

原 ２０ μｌ 加强免疫［１９⁃２０］。
多克隆抗体的制备：将上述制备的抗原采用背

部皮下多点的方式免疫新西兰大白兔，首次是与等

量的完全弗氏佐剂混合，抗原免疫量为每只 ２００ μｌ，
二次及后期免疫则与不完全弗氏佐剂混合，抗原免

疫量为每只 １００ μｌ。 每周进行耳静脉取血，采用间

接 ＥＬＩＳＡ 法测定抗体效价，待血清效价达到 １ ∶１􀆰 ６×
１０５ 后进行动脉取血， 用辛酸⁃硫酸铵法纯化多

抗［２１］，测得其蛋白浓度后于－２０ ℃分装保存。
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１．３　 杂交瘤细胞株的建立

取处在对数生长期的小鼠 ＳＰ２ ／ ０ 骨髓瘤细胞

与免疫脾细胞，按常规方法用 ５０％聚乙二醇（ＰＥＧ）
进行细胞融合。 检测培养上清抗体效价，选择强阳

性的细胞，采用有限稀释法进行亚克隆并筛选培养，
直至 １００％阳性。 制备并筛选出 ３ 株稳定分泌高特

异性、高效价、高亲和力抗体的杂交瘤细胞株，并分

别编号为 ２Ｅ３、２Ｅ７ 和 ２Ｅ８，置于液氮中。
１．４　 抗体的制备及抗体的特性分析

分别将抗鼠伤寒沙门氏菌、单增李斯特菌和福

氏志贺氏菌的杂交瘤细胞克隆扩大、培养，接种于提

前注射石蜡油的雌性 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠腹腔，诱导其腹

水产生单克隆抗体。 ７～１０ ｄ 后收集 ３～９ ｍｌ 腹水进

行抗体的 ＰｒｏｔｅｉｎＧ 纯化［２０］，采用紫外吸收法测定抗

体浓度，采用间接 ＥＬＩＳＡ 法测定抗体效价，采用

Ｓｉｇｍａ 公 司 抗 体 亚 型 检 测 试 剂 盒 鉴 定 抗 体

亚型［２２⁃２３］。
１．５　 免疫胶体金试纸条的制备及评价

胶体金溶液的制备和优化以及单克隆抗体标记

胶体金均按照齐颖颖［２４］ 介绍的方法进行。 当空气

湿度降至 ４５％左右时，采用 Ｂｉｏ⁃Ｄｏｔ ＸＹＺ３０００ 三维

点膜仪，分别将稀释好的多克隆抗体喷于硝酸纤维

素膜（ＮＣ 膜）的 Ｔ 线位置，山羊抗小鼠 ＩｇＧ 稀释为 １
ｍｇ ／ ｍｌ，喷于 ＮＣ 膜的 Ｃ 线位置，喷好的 ＮＣ 膜放置

于 ３０ ℃真空干燥箱干燥 ２􀆰 ５ ｈ 以上。 将 ＮＣ 膜、结
合垫、样品垫、聚酯膜、吸水纸黏于 ＰＶＣ 黏性底板

上，然后用可编程切割机将组装好的条子切割成

３􀆰 ９ ｍｍ 宽度的试纸条，置于常温干燥缸中保存

备用。
１．６　 试纸条灵敏度和特异性的确定

将实验室保存的标准菌株的菌液进行梯度稀

释，检测试纸条的特异性。 菌液人工污染样品进行

模拟检测，将整块鸡胸肉紫外灯照射 ３０ ｍｉｎ，每 １０
ｍｉｎ 翻转一次，以杀死表面存在的杂菌，无菌称量 １０
ｇ 鸡胸肉均质［５］，３ 种致病菌分别污染肉样，至目标

菌浓度约为 １􀆰 ０×１０６ ＣＦＵ ／ ｇ，将均质液进行梯度稀

释至污染量为 １􀆰 ０ × １０３ ＣＦＵ ／ ｇ、８􀆰 ０ × １０３ ＣＦＵ ／ ｇ、
１􀆰 ０×１０４ＣＦＵ ／ ｇ、１􀆰 ６×１０４ ＣＦＵ ／ ｇ、１􀆰 ０×１０５ ＣＦＵ ／ ｇ 和

１􀆰 ０×１０６ ＣＦＵ ／ ｇ，然后将相同浓度的 ３ 种均质液混

合，取上清液点样检测。
１．７　 试纸条实用性的验证

在本地超市和市场随机购买 １００ 份生鲜肉，在

无菌操作条件下用刀切碎样品，并称取检测样品 ２５
ｇ 于自封袋中，每袋分别倒入 ２２５ ｍｌ 已灭菌的增菌

肉汤液体培养基，在拍击式均质器上连续均质 １ ～ ２
ｍｉｎ，于 ３７ ℃培养箱中培养 １２ ｈ。 用本试验研制的

试纸 条 进 行 检 测， 同 时 每 种 样 品 分 别 按 ＧＢ
４７８９􀆰 ４—２０１０《食品微生物学检验：沙门氏菌检

验》、ＧＢ ４７８９􀆰 ３—２０１０《食品微生物学检验：单核细

胞增生李斯特氏菌检验》、ＧＢ ４７８９􀆰 ５—２０１２《食品

微生物学检验：志贺氏菌检验》检测［２５⁃２７］。

２　 结果与分析

２．１　 间接 ＥＬＩＳＡ 最佳工作条件的确定

当鼠伤寒沙门氏菌抗原以 １ ∶１ ６００包被，且对应

小鼠血清以 １ ∶ ８００ 稀释时，其 ＯＤ 值（１􀆰 ０７５）接近

１􀆰 ０，且阴性对照较低（表 １），所以 １ ∶１ ６００为鼠伤寒

沙门氏菌抗原最佳包被浓度［２２］；同理，单增李斯特

菌抗原的最佳包被浓度为 １ ∶３ ２００（表 ２）；福氏志贺

氏菌抗原的最佳包被浓度为 １ ∶３ ２００（表 ３），以此包

被浓度测定单克隆抗体的效价和标准曲线。
２．２　 抗体的鉴定

细胞株 ２Ｅ３、 ２Ｅ７ 和 ２Ｅ８ 扩大培养后，每只

ＢＡＢＬ ／ ｃ 小鼠获取 ３～９ ｍｌ 腹水，通过间接 ＥＬＩＳＡ 体

系检测腹水效价，根据试剂盒说明书进行单抗亚型

的检测。 表 ４ 显示，单克隆抗体效价均在 １􀆰 ２８×１０６

以上，抗体亚型均为 ＩｇＧ；单克隆抗体标准曲线见图

１，表明 ３ 种单克隆抗体对于鼠伤寒沙门氏菌、单增

李斯特菌和福氏志贺氏菌具有良好的识别反应。 将

所得的多克隆抗体进行纯化后，测得 ３ 种多克隆抗

体效价均在 ２􀆰 ００×１０６以上。
２．３　 试纸条特异性检测

根据齐颖颖等［２４］的研究方法，制备免疫胶体金

试纸条，并对试纸条进行优化。 试纸条上按照距离

点样端距离由近及远依次为检测鼠伤寒沙门氏菌的

Ｔ１ 线，检测单增李斯特菌的 Ｔ２ 线，检测福氏志贺氏

菌的 Ｔ３ 线以及质控线（Ｃ 线）。 用实验室保存的标

准株对试纸条进行特异性测试，结果如表 ５ 所示，试
纸条对于鼠伤寒沙门氏菌之外的其他沙门氏菌反应

结果为阴性，对于单增李斯特菌之外的其他李斯特

菌反应结果为阴性，说明试纸条对鼠伤寒沙门氏菌

和单增李斯特菌特异性识别良好，大肠杆菌与鼠伤

寒沙门氏菌以及福氏志贺氏菌有交叉反应，但信号

较弱，对特异性识别影响较小。

１４９张　 帅等：快速检测生鲜肉中的三种食源性致病菌



表 １　 鼠伤寒沙门氏菌方阵滴定结果

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ ｓｑｕａｒｅ ｍａｔｒｉｘ ｔｉｔｒａｔｉｏｎ

血清稀释度
包被抗原 ＯＤ 值

１ ∶１００ １ ∶２００ １ ∶４００ １ ∶８００ １ ∶１ ６００ １ ∶３ ２００ １ ∶６ ４００ １ ∶１２ ８００ １ ∶２５ ６００ 阴性对照

１ ∶２００ ２．５４７ １．９２２ １．５７８ １．３９６ １．１９８ ０．９８７ ０．８５６ ０．４５６ ０．２５７ ０．０４１

１ ∶４００ ２．４３６ １．６９０ １．５５２ １．６３０ １．４７８ １．４５０ １．２２８ １．０６０ ０．７９６ ０．０４５

１ ∶８００ ２．３０６ １．５６８ １．３２８ １．２８５ １．０７５ ０．７７５ ０．５２５ ０．３１６ ０．２２０ ０．０４２

１ ∶１ ６００ ２．１６１ １．３５３ ０．８７８ ０．７１９ ０．５７１ ０．４０２ ０．３８９ ０．２３８ ０．１９１ ０．０４７

１ ∶３ ２００ １．９３４ １．１８５ ０．７０３ ０．４８６ ０．４４２ ０．３５１ ０．２２７ ０．２３４ ０．１５７ ０．０５０

阴性对照 ０．０３４ ０．０３６ ０．０３５ ０．０４９ ０．０３６ ０．０５５ ０．０４７ ０．０３９ ０．０３５ ０．０４６

表 ２　 单增李斯特菌方阵滴定结果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｌｉｓｔｅｒｉａ ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ ｓｑｕａｒｅ ｍａｔｒｉｘ ｔｉｔｒａｔｉｏｎ

血清
稀释度

包被抗原 ＯＤ 值

１ ∶１００ １ ∶２００ １ ∶４００ １ ∶８００ １ ∶１ ６００ １ ∶３ ２００ １ ∶６ ４００ １ ∶１２ ８００ １ ∶２５ ６００ 阴性对照

１ ∶２００ ２．６４６ ２．５２５ ２．２３５ １．９２３ １．５９１ １．４６４ １．１３８ ０．６０７ ０．５８６ ０．１０２

１ ∶４００ ２．３８０ ２．３１６ １．９７１ １．６３１ １．５２７ １．２９８ １．１８７ ０．４３２ ０．３８５ ０．１１２

１ ∶８００ ２．１６６ １．８６６ １．８４４ １．５４５ １．４５３ １．２０９ ０．９６６ ０．６３５ ０．２８４ ０．１０２

１ ∶１ ６００ ２．０６７ １．６３７ １．６２４ １．３４７ １．３８０ ０．９９９ ０．８４４ ０．６４７ ０．２００ ０．１０５

１ ∶３ ２００ １．７１６ １．５７０ １．５３５ １．２０６ １．３１３ ０．８３７ ０．７０４ ０．５１６ ０．６３９ ０．１０３

阴性对照 ０．１４１ ０．１１３ ０．１２０ ０．１０２ ０．０９６ ０．１０３ ０．１１２ ０．０９８ ０．１１８ ０．１１０

表 ３　 福氏志贺氏菌方阵滴定结果

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｓｈｉｇｅｌｌａ ｆｌｅｘｎｅｒｉ ｓｑｕａｒｅ ｍａｔｒｉｘ ｔｉｔｒａｔｉｏｎ

血清
稀释度

包被抗原 ＯＤ 值

１ ∶１００ １ ∶２００ １ ∶４００ １ ∶８００ １ ∶１ ６００ １ ∶３ ２００ １ ∶６ ４００ １ ∶１２ ８００ １ ∶２５ ６００ 阴性对照

１ ∶２００ ２．５５７ ２．４１８ ２．３５９ ２．０５６ １．７４５ １．４３０ ０．９２０ ０．５８８ ０．３２１ ０．０４２

１ ∶４００ ２．４２３ ２．３６７ ２．３３３ ２．１３８ １．８４８ １．５９１ １．１４４ ０．７２８ ０．４０９ ０．０５１

１ ∶８００ ２．４１７ ２．２３０ ２．１４４ １．８０５ １．４３２ １．０５３ ０．６１６ ０．３７０ ０．２０９ ０．０４１

１ ∶１ ６００ ２．４５９ ２．３６０ ２．２９９ １．９０８ １．７５５ １．３９６ ０．９９０ ０．６３４ ０．３３９ ０．０４５

１ ∶３ ２００ ２．０７１ １．８０１ １．３５８ １．１３０ ０．８１９ ０．５９６ ０．３５０ ０．２５４ ０．１３５ ０．０５６

阴性对照 ０．０４１ ０．０４３ ０．０３９ ０．０４３ ０．０４６ ０．０５１ ０．０４９ ０．０６７ ０．０４２ ０．０４５

表 ４　 单克隆抗体鉴定结果

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ

抗体 效价 蛋白浓度（ｍｇ ／ ｍｌ） 亚型

２Ｅ３ ２．５６×１０６ ２９．３１ ＩｇＧ２ａ

２Ｅ７ ２．５６×１０６ ３０．２８ ＩｇＧ２ａ

２Ｅ８ １．２８×１０６ ３１．００ ＩｇＧ１

２．４　 人工污染样品检测

利用标准菌株人工污染肉样（１×１０３ ＣＦＵ ／ ｇ、８×

１０３ ＣＦＵ ／ ｇ、１ × １０４ ＣＦＵ ／ ｇ、１􀆰 ６ × １０４ ＣＦＵ ／ ｇ、１ × １０５

ＣＦＵ ／ ｇ 和 １×１０６ ＣＦＵ ／ ｇ）按方法 １􀆰 ６ 所述进行模拟

检测，上样 １５ ｍｉｎ 后，结果（图 ２）表明，志贺氏菌检

测线无法检测８ ０００ ＣＦＵ ／ ｇ 的福氏志贺氏菌，当各

菌污染浓度达到 １×１０４ ＣＦＵ ／ ｇ 后，试纸条可以检测

到各供试菌（图 ２），确定此试纸条的灵敏度为 １×
１０４ ＣＦＵ ／ ｇ。
２．５　 市场生鲜肉测试结果

结果（图 ３）显示，试纸条检出 ２０ 号样品单增李
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　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ａ：鼠伤寒沙门氏菌；ｂ：单增李斯特菌；ｃ：福氏志贺氏菌。
图 １　 抗体抗原特异性反应标准曲线

Ｆｉｇ．１　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ａｎｔｉｇｅｎ⁃ａｎｔｉｂｏｄｙ ｒｅａｃｔｉｏｎ

表 ５　 试纸条特异性检测结果

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｓｔｒｉｐ

菌　 株 编号
反应阳性率

Ｔ１ Ｔ２ Ｔ３

ＰＢＳ（阴性对照） － － －

鼠伤寒沙门氏菌（阳性对照） ＡＴＣＣ１３３１１ ＋＋ － －

单增李斯特菌（阳性对照） ＡＴＣＣ５４００３ － ＋＋ －

福氏志贺氏菌（阳性对照） ＡＴＣＣ２５９３１ － － ＋＋

甲型副伤寒沙门氏菌 ＡＴＣＣ９１５０ － － －

猪霍乱沙门氏菌 ＡＴＣＣ１０７０８ － － －

都柏林沙门氏菌 ＣＭＣＣ５０７６１ － － －

绵羊李斯特菌 ＡＴＣＣ１９１１９ － － －

英诺克李斯特菌 ＡＴＣＣ３３０９１ － － －

阪崎肠杆菌 ＡＴＣＣ２９５４４ － － －

大肠杆菌 Ｏ１５７ ∶Ｈ７ ＣＭＣＣ４４８２８ ＋ － ＋

金黄色葡萄球菌 ＣＭＣＣ２６００３ － － －

Ｔ１：鼠伤寒沙门氏菌检测线；Ｔ２：单增李斯特菌检测线；Ｔ３：志贺氏菌
检测线。 ＋：弱阳性；＋＋：强阳性；－：阴性。

斯特菌和福氏志贺氏菌呈阳性，１８ 号样品单增李斯

特菌呈阳性。 按照国标方法检测的结果，２０ 和 １８
号样品只被单增李斯特菌污染。 对于其他样品，两
种方法的检测结果相同，均无污染。

３　 讨 论

目前临床上对于食源性致病菌的检测是传统的

培养方法，其结果准确可靠，但检测时间长（需要

３～４ ｄ），不能满足发生重大公共卫生事件时快速诊

断的要求，影响患者的治疗。 分子生物学方法灵敏

度高但价格昂贵，需要特殊的设备和专门的技术人

员。 现有的研究成果中，能同时检测 ５ 种沙门氏菌

的胶体金免疫层析试纸条的灵敏度为 １ × １０５

ＣＦＵ ／ ｍｌ［２８］。 本试验所制备的单克隆抗体与胶体金

免疫层析试纸条固定 ３ 条 Ｔ 的方法较为少见，可针

对生鲜肉中最常见的 ３ 种食源性致病菌同时进行定

性和半定量快速检测，检测灵敏度为 １×１０４ ＣＦＵ ／ ｇ。
本试验制备的 ３ 种单抗试纸条的应用只是初步

探索。 因为免疫学快速检测方法有出现假阳性的特

点，这与单克隆抗体的制备和特性密切相关。 本试

验结果表明，大肠杆菌 Ｏ１５７ ∶Ｈ７与 Ｔ１、Ｔ３ 线有较弱

的交叉反应，样品检测时福氏志贺氏菌出现弱阳性，
说明制备的抗鼠伤寒沙门氏菌和福氏志贺氏菌的单

克隆抗体的识别位点还不够单一，在快速检测后对

于部分弱阳性的样本还需要精确检测。 试纸条的灵

敏度为１×１０４ ＣＦＵ ／ ｇ，但仍需前期增菌 １２ ｈ 甚至更

长时间，因为样品处理后会有较多杂质干扰判断结

果，需要有足够多的目标菌增强试纸条的准确性。
若生产多条 Ｔ 线的试纸条，需要更进一步的优化试

纸条的制备条件和保存条件，以减小各抗体间的相

互影响，而且需要配套的喷金仪器和包装技术。
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