
单增李斯特菌胶体金免疫层析试纸条的研制———潘秀华，等 —１１５　　 —

论著

单增李斯特菌胶体金免疫层析试纸条的研制

潘秀华，孟宪荣，栗绍文，张超，谢世琦，闫少侠，蔡旭旺

（华中农业大学动物医学院 农业部兽用诊断制剂创制重点实验室，湖北 武汉　 ４３００７０）

收稿日期：２０１３⁃０９⁃１６
基金项目：“十二五”农村领域国家科技计划课题（２０１２ＡＡ１０１６０１）；

武汉市科技攻关计划（２０１３０２０５０１０１０１７２）
作者简介：潘秀华　 女　 硕士生　 研究方向为动物源性食品安全研究

Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｐａｎｘｉｕｈｕａ１９８７＠ １２６． ｃｏｍ
通讯作者：栗绍文　 男　 副教授　 研究方向为动物源性食品安全研究

Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｌｉｓｈａｏｗｅｎ＠ ｍａｉｌ． ｈｚａｕ． ｅｄｕ． ｃｎ

摘　 要：目的　 以单增李斯特菌（ＬＭ）内化素 Ａ 蛋白（ ＩｎｌＡ）单克隆抗体为基础，研制其胶体金免疫层析检测试

纸条。 方法　 采用 ＤＮＡＳｔａｒ 软件对 ＬＭ ｉｎｌＡ 全长基因编码蛋白进行抗原表位分析，截取部分 ｉｎｌＡ 基因片段构建

原核表达质粒，诱导表达和纯化获得重组蛋白。 以该蛋白免疫 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠，筛选高效分泌抗 ＩｎｌＡ 单克隆抗体

的杂交瘤细胞株，制备单克隆抗体；以双抗体夹心的原理研制胶体金免疫层析检测试纸条，并对其特异性、敏感

性、稳定性进行评价。 结果　 筛选到 ２ 株高效分泌抗 ＩｎｌＡ 单克隆抗体的杂交瘤细胞株，抗体属于 ＩｇＧ１ 亚类，小

鼠腹水抗体效价为 １∶ ６４ ０００；研制的试纸条可与 ＬＭ 发生阳性反应，而与非 ＬＭ 李斯特菌、链球菌、鼠伤寒沙门

菌、大肠杆菌 Ｏ１５７∶ Ｈ７等食源性致病菌均不发生阳性反应；ＬＭ 纯培养物敏感性为 ２ ４ × １０５ ｃｆｕ ／ ｍｌ，模拟猪肉样

品敏感性为 ４ ０ × １０６ ｃｆｕ ／ ｍｌ；４ ℃保存期可达 １６ 周以上。 结论　 研制的胶体金免疫层析试纸条具有快速、特异、
敏感等优点，可以用于样品中 ＬＭ 的快速检测。

关键词：单增李斯特菌； ＩｎｌＡ 蛋白； 单克隆抗体； 胶体金免疫层析检测试纸条； 食源性致病菌

中图分类号：Ｒ１５５； Ｒ３７８ ９９ ＋ ４； Ｑ５１１　 文献标志码：Ａ　 文章编号：１００４⁃８４５６（２０１４）０２⁃０１１５⁃０５
ＤＯＩ：１０ １３５９０ ／ ｊ． ｃｊｆｈ． ２０１４ ０２ ００３

Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｃｏｌｌｏｉｄａｌ ｇｏｌｄ ｓｔｒｉｐ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｌｉｓｔｅｒｉａ ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ
ＰＡＮ Ｘｉｕ⁃ｈｕａ， ＭＥＮＧ Ｘｉａｎ⁃ｒｏｎｇ， ＬＩ Ｓｈａｏ⁃ｗｅｎ， ＺＨＡＮＧ Ｃｈａｏ， ＸＩＥ Ｓｈｉ⁃ｑｉ， ＹＡＮ Ｓｈａｏ⁃ｘｉａ， ＣＡＩ Ｘｕ⁃ｗａｎｇ

（Ｋｅｙ Ｌａｂ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ ｉｎ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｍｉｎｉｓｔｒｙ， Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ
Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｈｕａｚｈｏｎｇ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｈｕｂｅｉ Ｗｕｈａｎ ４３００７０， Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｄｅｖｅｌｏｐ ａ ｃｏｌｌｏｉｄａｌ ｇｏｌｄ ｓｔｒｉｐ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｌｉｓｔｅｒｉａ ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｎｅｓ （ＬＭ） ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ
ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｇａｉｎｓｔ ＬＭ ｉｎｔｅｒｎａｌｉｎ Ａ （ＩｎｌＡ） ｐｒｏｔｅｉｎ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ａｆｔｅｒ ａｎａｌｙｚｉｎｇ ｔｈｅ ａｎｔｉｇｅｎｉｃ ｅｐｉｔｏｐｅｓ ｏｆ ＬＭ ｉｎｌＡ
ｆｕｌｌ⁃ｌｅｎｇｔｈ ｇｅｎｅ ｅｎｃｏｄｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｕｓｉｎｇ ＤＮＡＳｔａｒ ｓｏｆｔｗａｒｅ， ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｉｎｌＡ ｇｅｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｗａｓ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｔｏ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ｔｈｅ
ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｌａｓｍｉｄ， ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＩｎｌＡ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｐｒｅｐａｒｅｄ ｂｙ ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｕｓｅｄ ｔｏ ｉｍｍｕｎｉｚｅ
ｔｈｅ ＢＡＬＢ ／ ｃ ｍｉｃｅ． Ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｇａｉｎｓｔ ＬＭ ＩｎｌＡ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｐｒｅｐａｒｅｄ． Ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ ｏｆ ｄｏｕｂｌｅ⁃
ａｎｔｉｂｏｄｙ ｓａｎｄｗｉｃｈ ｍｅｔｈｏｄ， ｔｈｅ ｃｏｌｌｏｉｄａｌ ｇｏｌｄ ｓｔｒｉｐ ｗａｓ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ， ａｎｄ ｉｔｓ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ， ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ， ａｎｄ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｗｅｒｅ
ｅｖａｌｕａｔｅｄ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｗｏ ｈｙｂｒｉｄｏｍａ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｔｏ ｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙ ｓｅｃｒｅｔ ａｎｔｉ⁃ＩｎｌＡ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ， ａｎｄ ｔｈｅ
ａｎｔｉｂｏｄｙ ｓｕｂｃｌａｓｓｅｓ ｗｅｒｅ ＩｇＧ１ ｓｕｂｔｙｐｅ． Ｔｈｅ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｔｉｔｅｒｓ ｏｆ ａｃｉｔｅｓ ｗｅｒｅ １∶ ６４ ０００． Ｔｈｅ ｃｏｌｌｏｉｄａｌ ｇｏｌｄ ｓｔｒｉｐ ｓｈｏｗｅｄ ｐｏｓｉｔｉｖｅ
ｒｅａｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＬＭ ｓｔｒａｉｎｓ， ｂｕｔ ｓｈｏｗｅｄ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｒｅａｃｔｉｏｎｓ ｗｉｔｈ Ｌｉｓｔｅｒｉａ ｏｔｈｅｒ ｔｈａｎ ＬＭ， ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｏｔｈｅｒ ｆｏｏｄ⁃ｂｏｒｎｅ ｂａｃｔｅｒｉａ
ｓｕｃｈ ａｓ Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ， Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ ａｎｄ ＥＨＥＣ Ｏ１５７∶ Ｈ７． Ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔｓ ｆｏｒ ＬＭ ｐｕｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅｓ ａｎｄ ａｎａｌｏｇ
ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ２ ４ × １０５ ａｎｄ ４ ０ × １０６ ｃｆｕ ／ ｍｌ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ ｓｔｒｉｐ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｓｔｏｒｅｄ ａｔ ４ ℃ ｆｏｒ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ １６ ｗｅｅｋｓ．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｔｈｅ ｃｏｌｌｏｉｄａｌ ｇｏｌｄ ｓｔｒｉｐ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ＬＭ ｉｎ ｆｏｏｄ ｓａｍｐｌｅ ｒａｐｉｄｌｙ， ｓｅｎｓｉｔｉｖｅｌｙ ａｎｄ ａｃｃｕｒａｔｅｌｙ．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ｌｉｓｔｅｒｉａ ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ； ＩｎｌＡ ｐｒｏｔｅｉｎ； ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ； ｃｏｌｌｏｉｄａｌ ｇｏｌｄ ｓｔｒｉｐ； ｆｏｏｄ⁃ｂｏｒｎｅ ｐａｔｈｏｇｅｎ

　 　 单核细胞增生李斯特菌（Ｌｉｓｔｅｒｉａ ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ，ＬＭ） 是一种重要的人兽共患病原菌，在自然环境中分布

广泛，易造成食物污染，可引起人的败血症、脑膜

炎、胃肠炎、肺炎等，病死率高，免疫力低下者（如 ６５
岁以上的老人、孕妇及新生儿）更易感染［１ － ２］。 世

界卫生组织（ＷＨＯ）将其列为需要重点监测的食源

性致病菌之一［３］，因此加强食品中 ＬＭ 的快速检测，
具有重要的公共卫生意义。

目前食品中 ＬＭ 的检测主要采用 ＧＢ ４７８９ ３０—
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细胞增生李斯特氏菌检验》 ［４］ 规定的分离培养法，
鉴定主要依赖于生化试验，耗时长、操作繁琐。 胶

体金免疫层析技术具有快速、准确、无需大型仪器

设备等优点，适于基层应用，因此在 ＬＭ 快速检测

方面得到广泛关注［５ － １１］ 。 本研究通过对 ＬＭ 特异

性的内化素 Ａ 蛋白（ ＩｎｌＡ）进行重组表达，以重组

ＩｎｌＡ 蛋白作为免疫原制备单克隆抗体，以金标单

克隆抗体作为捕获抗体，以多克隆抗体作为检测

抗体，研制 ＬＭ 胶体金免疫层析检测试纸条，并对

其性能进行初步评价。

１　 材料与方法

１ １　 材料

１ １ １　 菌种、细胞及实验动物

ＬＭ 模式株（ＣＣＴＣＣ ＡＢ９７０２１）、大肠杆菌 Ｏ１５７∶ Ｈ７
模式株（ＥＤＬ９３３）、金黄色葡萄球菌模式株（ＡＴＣＣ
２５９２３）、英诺克李斯特菌分离株、格氏李斯特菌分

离株、链球菌分离株、鼠伤寒沙门菌分离株及 ＳＰ２ ／
０ 骨髓瘤细胞株均由本实验室保存。 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠

购 自 湖 北 省 疾 病 控 制 中 心 （ 许 可 证 号：
４２０００６００００２７２０）。
１ １ ２　 主要仪器与试剂

点膜仪、切条机均购自美国 Ｂｉｏ⁃Ｄｏｔ，酶标仪（美
国 Ｂｉｏ⁃Ｔｅｋ），ＰＣＲ 仪（美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ），半干转膜仪

（美国 Ｈｏｅｆｅｒ）。
Ｅ． ｃｏｌｉ ＤＨ５α、ＢＬ２１ 感受态细胞和 ｐＥＴ３２ａ 载

体为本实验室保存，ＬＭ 多抗、羊抗鼠 ＩｇＧ 由本实

验室制备；ｐＭＤ１８⁃Ｔ 试剂盒、限制性内切酶 ＢａｍＨ
Ｉ、Ｓａｌ Ｉ 和 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶、Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶、ＤＮＡ
Ｍａｒｋｅｒ、蛋白质 Ｍａｒｋｅｒ 均购自大连 ＴａＫａＲａ 公司，
ＨＲＰ 标记山羊抗鼠 ＩｇＧ（北京博士德生物公司），
硝酸纤维素膜、样品垫、金标垫均购自 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，
ＢＨＩ 培养基 （青岛高科园海博生物技术有限公

司），其余试剂均为分析纯。
１ ２　 方法

１ ２ １　 克隆 ｉｎｌＡ 基因

利用 ＤＮＡＳｔａｒ 软件对 ＬＭ ｉｎｌＡ 全长基因的编码

蛋白进行抗原表位预测，截取抗原性好、表位暴露

在外侧较多的蛋白片段的编码基因设计引物，上游

引 物 Ｐ１： ５′⁃ＣＧＣＧＧＡＴＣＣＴＴＧＧＣＴＡＡＴＴＴＡＡＣＡＡＧ
ＡＡＴＴＡＣＣＣＡＡＴＴＡＧ⁃３′，下游引物 Ｐ２：５′⁃ＧＣＧＴＣＧＡＣ
ＴＴＡＴＴＴＡＣＴＡＧＣＡＣＧＴＧＣＴＴＴＴＴＴＡＧＴＡＡＧＡＧ⁃３′， 下

划线分别为 ＢａｍＨ Ｉ 和 Ｓａｌ Ｉ 酶切位点。 以 ＬＭ
模式菌株基因组为模板，ＰＣＲ 扩增目标基因，用
ＢａｍＨ Ｉ 和 Ｓａｌ Ｉ 将其定向克隆到 ｐＥＴ３２ａ 载体

上，转化 ＤＨ５α 感受态细胞，重组质粒经双酶切

和测序鉴定。
１ ２ ２　 制备重组 ＩｎｌＡ 蛋白

重组质粒转化 ＢＬ２１ 感受态细胞，ＰＣＲ 鉴定

阳性的克隆菌液按 １ ∶ １００ 接种于 ＬＢ 液体培养基

（含 ０ １％ Ａｍｐ） ，异丙基硫代半乳糖苷 （ ＩＰＴＧ）
诱导表达，菌液沉淀以缓冲液 Ａ 重悬，高压破碎。
包涵体过柱纯化后进行变性和复性获得重组蛋

白。 用 ＬＭ 多抗进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测重组 ＩｎｌＡ
蛋白的反应原性。
１ ２ ３　 ＩｎｌＡ 单克隆抗体的制备

杂交瘤细胞株建立：用重组 ＩｎｌＡ 蛋白免疫

ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠。 ３ 次免疫后 １ 周采血检测抗体。 当

血清效价达到 １ ∶ １０ ０００ 以上时，进行脾细胞与小

鼠骨髓瘤细胞融合。 用 ＨＩＳ 标签蛋白、重组 ＩｎｌＡ
蛋白和灭活 ＬＭ 分别包被进行间接 ＥＬＩＳＡ 筛选，选
择强阳性克隆扩大培养，同时用有限稀释法连续

克隆直至能够 １００％分泌抗体，杂交瘤细胞扩增培

养后液氮冻存［１２］ 。
单克隆抗体的制备：对 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠进行杂交

瘤细胞腹腔注射，８ ｄ 后采集腹水，离心收集上清，
采用间接 ＥＬＩＳＡ 方法测定抗体效价，用单抗亚类鉴

定试剂盒鉴定单抗亚类。
单克隆抗体特异性的鉴定：将灭活的 ＬＭ、英诺

克李斯特菌、格氏李斯特菌、链球菌、鼠伤寒沙门

菌、大肠杆菌 Ｏ１５７ ∶ Ｈ７、金黄色葡萄球菌调整浓度

为 １０８ ｃｆｕ ／ ｍｌ，包被酶标板，用间接 ＥＬＩＳＡ 鉴定单克

隆抗体的特异性。
１ ２ ４　 胶体金免疫层析试纸条的研制

用柠檬酸三钠还原法制备胶体金，标记单克隆

抗体，用差速离心法进行纯化。 以金标单克隆抗体

包被试纸条 ＮＣ 膜的金标垫，抗 ＩｎｌＡ 蛋白多抗（实
验室制备）和羊抗鼠 ＩｇＧ 抗体分别包被检测线和质

控线，研制胶体金免疫层析试纸条。
１ ２ ５　 胶体金免疫层析试纸条的评价

特异性试验：将灭活的 ＬＭ、英诺克李斯特菌、
格氏李斯特菌、链球菌、鼠伤寒沙门菌、大肠杆菌

Ｏ１５７∶ Ｈ７、金黄色葡萄球菌调整浓度为 １０８ ｃｆｕ ／ ｍｌ，
采用试纸条进行检测。

敏感性试验：将灭活 ＬＭ 悬液进行 １０ 倍系列稀

释后进行试纸条检测，以能够检出的最低细菌浓度

作为对菌液检测的敏感性。
模拟样品试验：取 １０ ｃｆｕ ／ ｍｌ 的 ＬＭ 接种于

２２５ ｍｌ ＢＨＩ 液体培养基，加入 ２５ ｇ 剪碎的生猪肉

样品，３７ ℃振荡培养 １２ ｈ。 取上清进行细菌平板

计数后离心收集菌体，沸水浴灭活，用培养基１０ 倍
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系列稀释后进行试纸条检测，以能够检出的最低

细菌浓度作为对模拟样品检测的敏感性。
稳定性试验：将试纸条用塑料袋及铝箔进行

密封，加干燥剂于 ４ ℃保存，每隔 １ 周检测 １ 次，检
测其稳定性。

２　 结果

２ １　 目的基因的克隆

经 ＤＮＡＳｔａｒ 软件分析，ｉｎｌＡ 基因编码的蛋白第

４００ ～ ８００ 个氨基酸（即下游 １ ２００ ｂｐ 的基因片段）
的抗原位点较多暴露在外面，抗原性较好（见图 １），
因此选择该片段的编码基因构建原核表达质粒。

图 １　 ＤＮＡＳｔａｒ 软件对 ｉｎｌＡ 基因编码蛋白的抗原表位预测图

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｐｒｅｄｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｔｉｇｅｎｉｃ ｅｐｉｔｏｐｅｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ｂｙ ＬＭ ｉｎｌＡ ｇｅｎｅ ｕｓｉｎｇ ＤＮＡＳｔａｒ ｓｏｆｔｗａｒｅ

２ ２　 重组 ＩｎｌＡ 蛋白的制备

重组质粒 ｐＥＴ⁃３２ａ⁃ＩｎｌＡ 经 ＩＰＴＧ 诱导，可见与预

期大小 ６５ ｋＤ 相符的重组表达蛋白片段；Ｗｅｓｔｅｒｎ
Ｂｌｏｔ 结果显示重组蛋白与 ＬＭ 多抗形成阳性条带

（见图 ２），表明重组蛋白具有与天然 ＩｎｌＡ 蛋白相同

的抗原表位，可以与 ＬＭ 多抗中针对天然 ＩｎｌＡ 蛋白

的抗体发生阳性反应。
２ ３　 单克隆抗体的制备

筛选到 ２ 株阳性杂交瘤细胞 ４Ｂ４ 和 ４Ｅ１，腹水

抗体效价均为 １∶ ６４ ０００，抗体亚类均为 ＩｇＧ１ 型。 间

接 ＥＬＩＳＡ 方法检测表明，腹水抗体只与 ＬＭ 发生阳

性反应，而与非 ＬＭ 李斯特菌和其他食源性致病菌

均不发生阳性反应。
２ ４　 胶体金试纸条的评价

２ ４ １　 特异性

试纸条检测 ＬＭ 呈阳性，检测英诺克李斯特

菌、格氏李斯特菌、链球菌、鼠伤寒沙门菌、大肠杆

菌 Ｏ１５７∶ Ｈ７均呈阴性，但检测金黄色葡萄球菌时

存在微弱阳性反应（见图 ３）。 另外，采用试纸条

对实验室分离的 ４ 株 ＬＭ 检测结果均为阳性，４８
株非 ＬＭ 李斯特菌均为阴性，进一步证实试纸条具

注：Ｍ：Ｍａｋｅｒ；１：诱导前重组质粒 ＨＩＳ⁃ＩｎｌＡ；
２：诱导后重组质粒 ＨＩＳ⁃ＩｎｌＡ；３：ＨＩＳ⁃ＩｎｌＡ 诱导后上清；

４：ＨＩＳ⁃ＩｎｌＡ 诱导后包涵体；６ ～ ７：纯化的包涵体；
８：Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 结果

图 ２　 重组 ＩｎｌＡ 蛋白 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 结果

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＩｎｌＡ ｐｒｏｔｅｉｎ

有良好的特异性。

２ ４ ２　 敏感性

采用试纸条对不同浓度灭活 ＬＭ 菌液进行检

测，２ ４ × １０５ ｃｆｕ ／ ｍｌ 以上可以检出，故试纸条对 ＬＭ
菌液的检测敏感性为 ２ ４ × １０５ ｃｆｕ ／ ｍｌ，见图 ４。
２ ４ ３　 模拟样品试验结果

采用试纸条对经过系列稀释的模拟猪肉样品
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注：１：ＰＢＳ；２：ＬＭ；３：英诺克李斯特菌；
４：格氏李斯特菌；５：链球菌；６：鼠伤寒沙门菌；

７：ＥＨＥＣ Ｏ１５７∶ Ｈ７；８：金黄色葡萄球菌

图 ３　 试纸条的特异性试验结果

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｔｅｓｔ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｓｔｒｉｐ

注：１：ＰＢＳ；２：２ ４ × １０８ ｃｆｕ ／ ｍｌ；３：２ ４ × １０７ ｃｆｕ ／ ｍｌ；

４：２ ４ × １０６ ｃｆｕ ／ ｍｌ；５：２ ４ × １０５ ｃｆｕ ／ ｍｌ；６：２ ４ × １０４ ｃｆｕ ／ ｍｌ

图 ４　 试纸条的敏感性试验结果

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｔｅｓｔ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｓｔｒｉｐ

进行检测，试纸条可以检出细菌浓度为 ４ ０ × １０６

ｃｆｕ ／ ｍｌ 以上的样品，表明试纸条对猪肉样品的直接

检测敏感性为 ４ ０ × １０６ ｃｆｕ ／ ｍｌ。
２ ４ ４　 稳定性

试纸条密封干燥条件下 ４ ℃保存 １６ 周后敏感性

无明显变化，表明保存期为 ４ ℃条件下至少 １６ 周。

３　 讨论

ＬＭ 是一种重要的食源性致病菌，加强食品中

ＬＭ 的检测至关重要。 胶体金免疫层析检测技术具

有快速、灵敏、特异、准确等优点，在 ＬＭ 的快速鉴定

方面受到了广泛关注。 国内学者已针对 ＬＭ 全

菌［７ － ９，１３］、鞭毛蛋白［６］、肌动蛋白 ＡｃｔＡ［５］、Ｐ６０［１０］ 蛋

白等靶抗原开展了检测试纸条的研究。 本研究选

取的 ＩｎｌＡ 蛋白是一种 ＬＭ 特有的内化素蛋白，在细

菌黏附入侵上皮细胞方面具有重要作用。 ＩｎｌＡ 蛋

白由 ８００ 个氨基酸组成，富含亮氨酸高度重复区域

（ＬＲＲ），此结构区对于 ＩｎｌＡ 识别上皮细胞的黏附位

点尤为关键。 另外，ＩｎｌＡ 的 Ｃ 端 ＬＰＸＴＧ 基序通过共

价键与 ＬＭ 细胞表面的肽聚糖相连，使该蛋白呈现

于细菌表面，便于与特异性抗体的反应。 ＩｎｌＡ 良好

的种属特异性和表面展示性决定其可用于 ＬＭ 的检

测［１３ － １４］。 为更好地展示 ＩｎｌＡ 蛋白的免疫原性，本
研究对全长 ｉｎｌＡ 基因编码蛋白进行抗原表位预测，
截取免疫原性好、抗原位点暴露在外侧较多的蛋白

片段编码基因作为克隆的靶基因。 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 显
示重组表达蛋白可与 ＬＭ 多抗发生阳性反应，表明

重组 ＩｎｌＡ 蛋白具有与天然 ＩｎｌＡ 蛋白类似的反应原

性，可用作制备单克隆抗体的免疫原。
目前市售 ＬＭ 胶体金免疫层析检测试纸条，一

般采用多抗⁃多抗［１，９，１２］ 或单抗⁃单抗［５ － ７，９］ 夹心模式

制备。 本研究筛选到两株分泌特异性抗 ＩｎｌＡ 单克

隆抗体的杂交瘤细胞株 ４Ｂ４ 和 ４Ｅ１，但二者具有相

同的抗原表位，不适于夹心法检测抗原。 并且考虑

到金标单抗结合到抗原表位时，可能阻碍其他单抗

与抗原结合；而多抗具有更多抗原结合表位，有利

于形成对抗原的夹心。 因此，本研究选择单抗⁃多抗

夹心的模式制备试纸条，以金标单克隆抗体 ４Ｂ４ 包

被金标垫，以 ＬＭ 多克隆抗体包被检测线。 该试纸

条检测快速、准确，菌液检测的敏感性达 ２ ４ × １０５

ｃｆｕ ／ ｍｌ。 敏感性略微偏低，可通过对检测样品进行

增菌培养来解决；所研制试纸条具备良好的特异

性，但与金黄色葡萄球菌有微弱交叉免疫反应，可
能与金黄色葡萄球菌分泌的 ＳＰＡ 蛋白可与鼠 ＩｇＧ
结合有关；在保存期方面，该试纸条在密封干燥 ４ ℃
条件下，可以保证 １６ 周敏感性不发生明显变化。 下

一步主要将对试纸条工作条件和样品处理方法进

行优化，以提高试纸条的敏感性和特异性；将对方

法进行完善，研制出检测试剂盒，并对保存期进一

步加以评价。
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摘　 要：目的　 建立鉴定空肠弯曲菌和结肠弯曲菌的多重 ＰＣＲ（ｍＰＣＲ）方法。 方法　 分别以 １６Ｓ ｒＲＮＡ、马尿酸酶

和 １６Ｓ⁃２３Ｓ ｒＲＮＡ 基因为靶序列设计特异性引物，建立多重 ＰＣＲ 方法检测 ３７ 株菌株样品，同时采用ｉｎ ｇｅｎｅ ＣＡＭ
ｎｅｓｔｅｄ ＰＣＲ 检测试剂盒检测验证，进行结果比较分析。 结果　 该多重 ＰＣＲ 方法可扩增出空肠弯曲菌和结肠弯曲菌

的特异性条带，其他对照菌株均未扩增出条带，具有较好的特异性；检测敏感性可达 ０ ８１ ｐｇ ／ μｌ 空肠弯曲菌 ＤＮＡ，
０ ９３ ｐｇ ／ μｌ 结肠弯曲菌 ＤＮＡ。 多重 ＰＣＲ 方法和试剂盒检测结果的符合率为 １００％ ，二者与国标 ＧＢ ／ Ｔ ４７８９ ９—
２００８ 方法的符合率达 ９７％以上。 结论　 本试验建立的多重 ＰＣＲ 方法操作快速方便、节约试验成本，具有较好的特

异性、敏感性和重复性，可用于弯曲菌的鉴定。
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