
文章编号：１６７４－５５６６（２０１６）０２－０２９８－０８

副溶血性弧菌磁性试纸条层析体系的优化

收稿日期：２０１５０６０４　　　修回日期：２０１５０６１５

基金项目：上海市科技兴农重点攻关项目（沪农科攻字（２００９）第６－１号，（２０１５）第４－５号）；上海市科学技术委员会部分地方院

校能力建设项目（１１３１０５０１１００）；上海水产品加工及贮藏工程技术研究中心（１１ＤＺ２２８０３００）

作者简介：刘莹莹（１９８９—），女，硕士研究生，研究方向为食品生物技术。Ｅｍａｉｌ：ｌｉｕｙｉｎｇｙｉｎｇ０１１２＠１６３．ｃｏｍ

通信作者：卢　瑛，Ｅｍａｉｌ：ｙｌｕ＠ｓｈｏｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

刘莹莹
１，２
，卢　瑛１，２

，赵　勇１，２
，潘迎捷

１，２

（１．上海海洋大学 食品学院，上海　２０１３０６；２．上海水产品加工及贮藏工程技术研究中心，上海　２０１３０６）

摘　要：为能够快速检测水产品中副溶血性弧菌（Ｖｉｂｒｉｏｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ），本研究首先制备了副溶血性弧菌
多克隆抗体，然后将其标记在磁珠上形成特异性磁纳米探针，再分别以副溶血性弧菌多克隆抗体和山羊抗兔

ＩｇＧ作为检测线Ｔ线和质控线Ｃ线，建立了双抗夹心模式的磁性免疫层析试纸条。利用正交试验设计的方
法，从Ｔｗｅｅｎ２０、ＢＳＡ、蔗糖３种因素对层析体进行优化分析，结果表明这３个因素对层析检测的影响效果为
Ｔｗｅｅｎ２０＞ＢＳＡ＞蔗糖；当Ｔｗｅｅｎ２０含量为５％（Ｖ／Ｖ），ＢＳＡ浓度为０．２ｍｇ／ｍＬ，蔗糖浓度为０ｍｇ／ｍＬ时，阳性
信号最强，检测的准确性和灵敏度达到最优，通过单纯的肉眼观察，可在５～１０ｍｉｎ实现１．６×１０４ＣＦＵ／ｍＬ副
溶血性弧菌的检测，通过Ｔ线所捕获磁信号的定量检测，可在３０～４０ｍｉｎ内实现４．１×１０３ＣＦＵ／ｍＬ副溶血性
弧菌的检测，为今后食源性致病菌的快速鉴定、诊断和检测提供了一种新途径。
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　　副溶血性弧菌（Ｖｉｂｒｉｏｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ）是一
种嗜盐、革兰氏阴性杆状菌，广泛分布于海洋环

境和各种海产品中，食用污染该菌而又未经良好

加工处理的海产品会引发突发性食物中毒，可导

致伤口感染、肠痉挛、败血症、腹泻、头痛和恶心

等反应［１－６］，该病原菌是在中国、日本等许多亚洲

国家引发食源性疾病的主要原因之一，并被公认

为美国有关海鲜消费引发人类肠胃炎的首要原

因［７］，因此建立一种快速、准确、便捷的检测方

法，对于从源头预防副溶血性弧菌的污染，预防

中毒事故的发生具有重要意义。

检测食源性致病菌的方法主要包括传统培

养法、分子生物学法、免疫学方法等。传统的检

测检验程序较繁琐，在检测时间、灵敏度与特异

性等方面也有局限性［８］。随着生物技术的发展，

食源性致病菌检测领涌现出很多快捷、灵敏的新

技术，如聚合酶链式反应 （Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎ
ｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）技术［９－１１］、环介导恒温扩增技术

（ Ｌｏｏｐｍｅｄｉａｔｅｄ ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，

ＬＡＭＰ）［１２－１７］、酶联免疫吸附法（Ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄ
ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）［１８－２１］和免疫层析技
术（Ｌａｔｅｒａｌｆｌｏｗｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ，ＬＦＩＡ）等。ＬＦＩＡ是
２０世纪８０年代初期发展起来的一种快速检测技
术［２２－２３］，目前的研究主要以胶体金为标记物［２４］，

磁性免疫层析试纸条和胶体金试纸条最大的区

别在于，可用磁信号阅读仪对磁信号进行读取，

而不只是依靠肉眼去判断，并且由于磁信号具有

“穿透性”，仪器对磁信号的检测不受膜厚度的影

响，能够检测膜中所有的磁珠，使结果的判定更

为准确、客观；此外，磁珠只有在磁场中才会表现

出磁性，可操作性强，磁信号不易受生物材料干

扰，因此可能具有更高的灵敏度。

本研究首先制备了副溶血性弧菌的多克隆

抗体，然后利用此多抗与磁性纳米材料偶联制备

了磁纳米探针，并以此磁纳米探针为标记物构建

了副溶血性弧菌的磁性免疫层析试纸条，优化并

研究了层析体系对试纸条检测的影响，建立了副

溶血性弧菌的磁纳米探针标记层析试纸法，为今
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后进一步建立快速简便的副溶血性弧菌现场检

测方法奠定了基础。

１　材料与方法

１．１　材料
辣根过氧化物酶标记的羊抗兔抗体（ＩｇＧ

ＨＲＰ）、山羊抗兔ＩｇＧ购自上海友科生物科技有限
公司；超顺磁性纳米材料来自同济大学生物医学

工程与纳米科学研究院；Ｔｗｅｅｎ２０、蔗糖、四硼酸
钠、硼酸、ＢＳＡ牛血清白蛋白等购自上海生工生
物工程技术服务有限公司；ＮＨＳ、ＥＤＣ购自上海
延长生化科技发展有限公司；ＭＥＳ购自 Ａｌａｆａ公
司；硝酸纤维素膜、样品垫、结合垫、吸水纸购自

上海捷宁生物科技有限公司；底板、卡槽、覆膜购

自美国 ＭａｇｎａＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司；磁性分析仪购自
美国ＭａｇｎａＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司。实验用水均为去离
子水，试剂均为分析纯。实验所用菌株皆来自本

实验室。

１．２　 方法
１．２．１　副溶血性弧菌多克隆抗体的制备、纯化
及性能表征

多抗的制备采取翁仕强［２５］的方法进行，以紫

外灭活的副溶血性弧菌 ＡＴＣＣ３３８４７（１×１０７

ＣＦＵ／ｍＬ）为抗原对新西兰大白兔分别进行１次
颈背部皮下多点注射免疫和３次强化免疫，抗原
注射量皆为１ｍＬ。通过全真空采血器进行耳动
脉取血，然后采用硫酸铵多步沉淀法纯化兔抗血

清得到副溶血性弧菌多克隆抗体。

将实验所用菌株（ｎ＝１４）活化培养，各取５００
μＬ各菌株培养液包被酶标板，１００μＬ／孔，每种
菌株４个平行。以１∶１００００稀释的纯化多抗为
一抗，辣根过氧化物酶标记的羊抗兔抗体为二抗

采用酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）检测副溶血性弧菌
兔多抗的特异性。

１．２．２　磁性免疫层析试纸条的构建
磁纳米探针的制备参照黄韵仪等［２６］的方法

进行。先用ＥＤＣ和 ＮＨＳ活化磁珠上的羧基，然
后加入１４０μｇ的副溶血性弧菌多克隆抗体与磁
珠偶联，经活化缓冲液（１０ｍｍｏｌ／ＬＭＥＳ，０．０５％
（Ｖ／Ｖ）Ｔｗｅｅｎ２０，ｐＨ５．０）和偶联缓冲液（５
ｍｍｏｌ／ＬＢＳ，０．０５％ （Ｖ／Ｖ）Ｔｗｅｅｎ２０，ｐＨ９．０）
洗涤后，最后加入ＢＳＡ对磁珠上未偶联抗体的位
点进行封闭，封闭后放入保存液中保存待用。按

照底板、硝酸纤维素膜、结合垫、样品垫、吸水纸

的顺序依次组装试纸条，Ｔ线喷涂２ｍｇ／ｍＬ副溶
血性弧菌多抗，Ｃ线喷涂 ２ｍｇ／ｍＬ的山羊抗兔
ＩｇＧ，３０℃烘干后在硝酸纤维素膜上贴上覆膜，将
组装完成的试纸条进行切割，每条宽０．５ｃｍ，于
干燥处保存［２７］。

１．２．３　检测流程
检测之前，先将偶联好的磁纳米探针加入２

倍体积的磁珠悬浮液（含１０ｍｇ／ｍＬ海藻糖和蔗
糖的ＢＳＴ）进行超声形成磁纳米探针悬浮液。检
测时，以ｐＨ为９．０的５０ｍｍｏｌ／Ｌ硼酸盐缓冲液
（ＢＳ）为层析体系的基础缓冲液。阴性样本为不
含有副溶血性弧菌的 ＢＳ缓冲液，阳性样本为 ＢＳ
梯度稀释的副溶血性弧菌悬浮液。每根试纸条，

取１２０μＬ样品、１０μＬ适量层析体系、６μＬ磁纳
米探针室温混合反应５ｍｉｎ，然后取１２０μＬ混合
溶液滴加到样品垫１０ｍｉｎ后，肉眼可以观察到清
晰的条带进行定性检测，４０ｍｉｎ后将试纸条卡入
卡槽中置于磁信号分析阅读器中进行磁信号值

（ＭＡＲ）检测以获取定量检测结果。
１．２．４　层析体系优化正交实验

采用正交设计 Ｌ２５（５３），针对本研究中层析
体系中的３个因素（Ｔｗｅｅｎ２０、蔗糖、ＢＳＡ）分别进
行５个水平的筛选（表１），２５组层析体系的成分
组成及正交实验设计见表２。检测采用的阳性样
本为用ＢＳ梯度稀释的浓度分别为１×１０６ＣＦＵ／
ｍＬ，２×１０５ＣＦＵ／ｍＬ，１×１０５ＣＦＵ／ｍＬ的副溶血性
弧菌悬浮液，阴性样本为 ＢＳ缓冲液。将不同浓
度得到的结果进行正交分析，得出最优体系组

合。将分析得到的最优组合及２５组体系中检测
结果较好的组合进行反复验证，进而确定最终体

系组合。

１．２．５　磁性免疫层析试纸条对副溶血性弧菌的
定性和定量分析

根据以上得到的实验结果进行试纸条检测，

Ｃ线、Ｔ线抗体浓度均为２ｍｇ／ｍＬ，偶联时抗体添
加量为 １４０μｇ。将培养好的菌悬液（８．２×
１０６ＣＦＵ／ｍＬ）用ＢＳ进行梯度稀释，得到浓度分别
为１．６×１０５ＣＦＵ／ｍＬ，８．２×１０４ＣＦＵ／ｍＬ，４．１×
１０４ＣＦＵ／ｍＬ，１．６×１０４ＣＦＵ／ｍＬ，８．２×１０３ＣＦＵ／
ｍＬ，４．１×１０３ＣＦＵ／ｍＬ的副溶血性弧菌悬浮液，
阴性样本为ＢＳ缓冲液，对此样本进行检测，分析
结果。

９９２
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表１　正交实验因素表

Ｔａｂ．１　Ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｆａｃｔｏｒｌｅｖｅｌｔａｂｌｅ

因素 Ｆａｃｔｏｒ 水平 Ｌｅｖｅｌｓ

Ｔｗｅｅｎ２０／（Ｖ／Ｖ％） ０．１ ０．５ １ ２ ５
蔗糖Ｓｕｃｒｏｓｅ／（ｍｇ／ｍＬ） ０ ５０ １００ １５０ ２００
ＢＳＡ／（ｍｇ／ｍＬ） ５０ １００ １５０ ２００ ２５０

表２　层析体系的正交实验设计Ｌ２５（５３）
Ｔａｂ．２　Ｌ２５（５３）ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｄｅｓｉｇｎｆｏｒｔｈｅ

ｆａｃｔｏｒｓａｎｄｌｅｖｅｌｓｏｆｉｍｍｕｎｏｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃｓｙｓｔｅｍ

编号ＮＯ．
Ｔｗｅｅｎ２０／

（Ｖ／Ｖ％）

蔗糖Ｓｕｃｒｏｓｅ／

（ｍｇ／ｍＬ）

ＢＳＡ／

（ｍｇ／ｍＬ）
１ ０．１ ０ ５０
２ ０．１ ５０ １００
３ ０．１ １００ １５０
４ ０．１ １５０ ２００
５ ０．１ ２００ ２５０
６ ０．５ ０ １００
７ ０．５ ５０ １５０
８ ０．５ １００ ２００
９ ０．５ １５０ ２５０
１０ ０．５ ２００ ５０
１１ １０ ０ １５０
１２ １％ ５０ ２００
１３ １％ １００ ２５０
１４ １％ １５０ ５０
１５ １％ ２００ １００
１６ ２％ ０ ２００
１７ ２％ ５０ ２５０
１８ ２％ １００ ５０
１９ ２％ １５０ １００
２０ ２％ ２００ １５０
２１ ５％ ０ ２５０
２２ ５％ ５０ ５０
２３ ５％ １００ １００
２４ ５％ １５０ １５０
２５ ５％ ２００ ２００

２　结果与讨论

２．１　多抗特异性检测
副溶血性弧菌多克隆抗体的间接 ＥＬＩＳＡ分

析结果见表３。由表３可知，该多抗对副溶血性
弧菌具有特异性反应，对弧菌属其他菌株以及属

外菌株均无交叉反应，因此，制备的副溶血性弧

菌多抗具有良好的特异性。

２．２　试纸条检测结果的判定
由于免疫层析试纸条采取双抗夹心的原理，

阳性结果呈现两条明显的条带，而阴性结果仅在

Ｃ线处出现一条带。检测时，若 Ｃ线处没有条

带，则试纸条存在问题，检测结果视为无效结果。

把试纸条装入专用的卡槽，插入磁性号分析仪的

专用卡槽处读取试纸条Ｔ线和Ｃ线处的磁信号，
以阳性样本与阴性样本的 Ｔ线定量磁信号间的
比值对检测结果进行评价，阳性样本的磁信号值

设为Ｓ，阴性样本的磁信号值设为 Ｎ，Ｓ／Ｎ≥２．１
的样品其结果视为阳性，Ｓ／Ｎ＜２．１的样品其结果
视为阴性。

表３　多抗对不同菌株的ＥＬＩＳＡ检测结果
Ｔａｂ．３　ＥＬＩＳＡａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ
ａｎｔｉｂｏｄｙｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｔｒａｉｎｓ

菌种ｓｐｅｃｉｅｓ 菌株Ｓｔｒａｉｎｓ ＯＤ４９０ Ｓ／Ｎ

阴性

ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ
－ ０．０６６ －

副溶血性弧菌

Ｖｉｂｒｉｏｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ

ＡＴＣＣ３３８４６ ０．８７８１３．３０
ＡＴＣＣ３３８４７ ０．７１１１０．７７
ＡＴＣＣ１７８０２ ０．６４６ ９．７９
Ｆ４７ ０．５４３ ８．２３
Ｇ１ ０．５１０ ７．７３
Ｎ１ ０．５２２ ７．９１

鳗弧菌

Ｖｉｂｒｉｏａｎｇｕｉｌｌａｒｕｍ
ＣＩＣＣ１０４７４ ０．１１３ １．７

河流弧菌

Ｖｉｂｒｉｏｆｌｕｖｉａｌｉｓ
ＣＧＭＣＣ１１６１１ ０．１０８ １．６

单增李斯特菌

Ｌｉｓｔｅｒｉａｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ
ＡＴＣＣ１９１１５ ０．１３６ ２．０６

蜡样芽孢杆菌

Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ
ＡＴＣＣ２１３６６ ０．１１８ １．６９

大肠杆菌

Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ
ＡＴＣＣ４３８８９ ０．０８３ １．２６

金黄色葡萄球菌

Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ
ＡＢ９１０９３ ０．１２７ １．９２

伤寒沙门氏菌

Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａｅｎｔｅｒｉｔｉｄｉｓ
ＣＭＣＣ５００４１ ０．１１８ １．７９

铜绿假单胞菌

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ
Ｐ１ ０．１２５ １．８９

２．３　层析体系优化正交实验
林婷婷等［２８］的研究结果表明，在层析体系中

添加一定浓度的 Ｔｗｅｅｎ２０、蔗糖、ＢＳＡ可以实现
微生物的快速检测，而体系中各组分的含量则会

影响试纸条的检测结果。Ｔｗｅｅｎ２０作为表面活
性剂可以增加试纸条的毛细涌动力，促进抗原和

免疫磁珠在膜中的层析运动，ＢＳＡ则通过封闭硝
酸纤维素膜上的空白位置减少膜上抗体与抗原

的非特异性结合，而蔗糖则通过增加层析体系的

粘稠度降低层析速度进而使其反应充分提高检

测灵敏度。分别将２５组层析体系对不同浓度的
副溶血性弧菌进行检测，结果如表４所示。
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　　对正交试验结果进行极差分析，结果见表５。
在极差分析中，求出每个因素在同一水平下的试

验值的平均值（Ｋｉ，ｉ＝１，２，３，４，５），并求出同一因
素在不同水平间的极差 Ｒ值。Ｒ反映了每个因
素对层析检测的影响程度，Ｒ值越大，表明该因素
对试验结果的影响越显著。根据表５可知，３种
因素对试纸条检测的影响从大到小依次为：

Ｔｗｅｅｎ２０、ＢＳＡ、蔗糖。此外，通过对１×１０５ＣＦＵ／
ｍＬ检测结果的正交分析得到了新的２６号体系
组合（５％ Ｔｗｅｅｎ２０，０ｍｇ／ｍＬ蔗糖，０．２ｍｇ／ｍＬ
ＢＳＡ）。
　　磁信号值低于５０时，试纸条上条带肉眼不

可见，因此阴性样本的 Ｔ线磁信号值应该控制在
５０以下，而阳性样本的Ｔ线磁信号值则应越高越
好，从而使Ｓ／Ｎ值增大得到较高的检测灵敏度。
根据得到的检测结果，为避免检测的假阳性并提

高其灵敏度，同时尽量缩短检测所需时间，选取

编号为１３、１４、１５、１６、１８、１９、２０、２２、２３、２４、２５、２６
的层析体系进行反复检测验证，得到图１所示结
果，很明显，２６号体系表现出最好的检测灵敏度，
由于ＢＳＡ在封闭的同时也具有一定的粘度，在２６
号体系中适宜浓度的ＢＳＡ取代了蔗糖的作用，使
层析体系的组分变的更加简单，因此，最终选取

第２６组体系为最终层析体系。

图１　层析体系检测结果
Ｆｉｇ．１　Ｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｏｆｉｍｍｕｎｏｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃｓｙｓｔｅｍ

２．４　磁性免疫层析试纸条对副溶血性弧菌的定
性和定量分析

运用得到的优化层析体系对不同浓度的副

溶血性弧菌进行定性和定量检测，定性检测结果

如图２所示，阴性样本仅在 Ｃ线出现一条条带，
阳性样本出现 Ｃ线和 Ｔ线两个条带，而且，随着
副溶血性弧菌浓度的降低，Ｔ线颜色逐渐变浅，其
定性检测限为１．６×１０４ＣＦＵ／ｍＬ。定量检测结果
如表６所示，结果表明，与磁性分析仪的结合可
使最低检测浓度达到４．１×１０３ＣＦＵ／ｍＬ。

３　结论

副溶血性弧菌是一种广泛分布于海洋与盐

湖的嗜盐性细菌，能引起虾、蟹等海产品患病。

１９９８年以来的数据显示，副溶血性弧菌性食物中
毒的发生规模及人群暴露规模呈明显上升趋势，

已超过沙门氏菌食物，跃居细菌性中毒的首

位［２９］。为有效控制病原的发生和扩散，建立一种

准确快速的检测手段是关键。

近年来，针对副溶血性弧菌的检测研究越来

越多。臧红梅等［３０］应用斑点ＥＬＩＳＡ在５～７ｈ内
可实现 １×１０４ＣＦＵ／ｍＬ副溶血性弧菌的检测；
ＣＨＥＮ等［１２］将以ｔｏｘＲ基因为基础建立了对副溶
血性弧菌的 ＬＡＭＰ检测方法，检测灵敏度为１．１
×１０５ＣＦＵ／ｍＬ，检测时间超过１ｈ；ＷＡＮＧ等［３１］

联合多重ＰＣＲ和ＤＮＡ杂交技术对副溶血性弧菌
进行检测，灵敏度高达２ｐｇＤＮＡ／反应，但是其检
测过程比较繁琐，且检测时间超过１２ｈ。
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表４　不同层析体系检测结果
Ｔａｂ．４　Ｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｍｍｕｎｏｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃｓｙｓｔｅｍ

编号

ＮＯ．
时间／ｍｉｎ
ｔｉｍｅ

阴性

ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ
１．０×１０６

ＣＦＵ／ｍＬ
２．０×１０５

ＣＦＵ／ｍＬ
１．０×１０５

ＣＦＵ／ｍＬ

１ １８
２２．３±１．３ ６８．３±５．５ １６８．３±６．１ １３１．１±２．２
Ｓ／Ｎ ３．１ ７．５ ５．９

２ １１
６６．８±０．６ ３０．７±０．３ １２６．７±３．９ １１１．４±０．３
Ｓ／Ｎ ０．４６ １．９ １．７

３ ９
６２．９±０．６ １２８．２±４．９ ４６．９±２．７ ６６．６±１．６
Ｓ／Ｎ ２．０ ０．７ １．１

４ ８
５９．６±１．３ １４５．１±１．４ ３２．５±１．３ ５４．８±１．４
Ｓ／Ｎ ２．４ ０．５ ０．９

５ ８
４７．３±０．５ ２０５．７±５．１ １１４．２±１１．３ １２．７±０．３
Ｓ／Ｎ ４．３ ２．４ ０．３

６ ７
２９．０±０．２ ５１９．９±１９．５ ９７．３±６．０ １７．６±１．２
Ｓ／Ｎ １７．９ ３．４ ０．６

７ ７
３０．１±０．５ ２４３．５±１．８ ４７．２±６．４ ２９．１±０．９
Ｓ／Ｎ ８．１ １．６ １．０

８ ７
２２．１±１．０ ４１７．５±２４．０ ２２９．１±５．４ ７３．６±７．８
Ｓ／Ｎ １８．９ １０．４ ３．３

９ ６
４０．９±０．８ ３３２．５±３．２ ２１３．３±８．１ ７０．５±３．３
Ｓ／Ｎ ８．１ ５．２ １．７

１０ １８
３３．７±３．１ ４９９．５±５．３ ９２．７±３．４ １８．２±１．３
Ｓ／Ｎ １４．８ ２．８ ０．５

１１ ５
１３．８±０．５ ７３６．２±１０．３ ４３１．４±１３．４ １７４．６±８．０
Ｓ／Ｎ ５３．３ ３１．３ １２．７

１２ ６
２９．２±０．９ ４３０．０±０．３ ３９９．７±４．２ １８２．７±０．５
Ｓ／Ｎ １４．７ １３．７ ６．３

１３ ５
１９．７±０．５ ４７１．６±１３．８ ５６６．９±５．２ ２７２．２±４．３
Ｓ／Ｎ ２３．９ ２８．８ １３．８

１４ ８
８．９±０．６ １２００．６±１６．８ ４３７．２±１６．５ １４９．４±１．２
Ｓ／Ｎ １３４．９ ４９．１ １６．８

１５ ７
１１．１±０．７ ９９９．７±２３．３ ３５２．７±１０．０ １４１．８±１．６
Ｓ／Ｎ ９０．１ ３１．８ １２．８

１６ ６
５９．８±１．０ １２５５．６±１３．３ １０９９．４±７．０ ７０９．９±１５．９
Ｓ／Ｎ ２１．０ １８．４ １１．９

１７ ６
８７．４±１．８ １２７９．８±３９．６ １１１４．５±４４．２ ５９０．４±８．６
Ｓ／Ｎ １４．６ １２．８ ６．８

１８ ７
３２．０±１．６ １７７９．８±４７．９ ７３４．４±２０．９ ３４７．２±２２．３
Ｓ／Ｎ ５５．６ ２３．０ １０．９

１９ ５
３４．７±２．５ １６８９．０±８．１ ８６４．３±１４．２ ４２９．７±１５．０
Ｓ／Ｎ ４８．７ ２４．９ １２．４

２０ ５
４７．３±０．５ １５６１．９±２２．４ ９２３．７±１５．２ ４０８．９±８．５
Ｓ／Ｎ ３３．０ １９．５ ８．６

２１ ４
１１０．０±６．１ １７２８．９±３０．０ １５６４．３±１６０．８ １０４９．０±５．８
Ｓ／Ｎ １５．７ １４．２ ９．５

２２ ３
３２．９±０．６ １７４１．３±１２．７ ８２４．４±７．５ ３７８．５±２．９
Ｓ／Ｎ ５２．９ ２５．１ １１．５

２３ ４
４２．０±０．３ １７９９．０±４０．７ １０５４．６±２５．２ ５４９．８±８．０
Ｓ／Ｎ ４２．８ ２５．１ １３．１

２４ ４
３２．８±１．０ １５０６．３±１０．０ ９４３．６±２０．５ ４２３．３±０．７
Ｓ／Ｎ ４５．９ ２８．８ １２．９

２５ ３
４５．２±０．８ １６０２．７±１０．０ １１３２．４±３１．２ ６５６．３±２．２
Ｓ／Ｎ ３５．５ ２５．１ １４．５

注：表中时间为Ｔ线出现的时间。
Ｎｏｔｅ：ＴｉｍｅｉｎｔａｂｌｅｉｓｔｈｅｔｉｍｅｏｆＴｌｉｎｅｖｉｓｉｂｌｅａｔｆｉｒｓｔｔｉｍｅ．
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表５　Ｔ线磁信号值的正交分析结果
Ｔａｂ．５　Ｔｈｅｏｒｔｈｏｇｏｎａｌａｎａｌｙｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓ

ｏｆｍａｇｎｅｔｉｃｓｉｇｎａｌｏｆＴｌｉｎｅｓ
浓度

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
项目

Ｉｔｅｍ
Ｔｗｅｅｎ２０

蔗糖

Ｓｕｃｒｏｓｅ
ＢＳＡ

阴性

Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ

Ｋ１ ５１．７８ ４６．９８ ２５．９６
Ｋ２ ３１．１６ ４９．２８ ３６．７２
Ｋ３ １６．５４ ３５．７４ ３７．３８
Ｋ４ ５２．３ ３５．３８ ４３．１８
Ｋ５ ５２．５８ ３６．９２ ６１．０６
Ｒ ３６．０４ １３．９０ ３５．１０

２×１０５ＣＦＵ／ｍＬ

Ｋ１ ９７．２０ ６７２．１４ ４５１．４０
Ｋ２ １３５．９２ ５０２．５０ ４９９．１２
Ｋ３ ４３７．５８ ５２６．３８ ４７８．５６
Ｋ４ ９４７．２６ ４９８．１８ ５７８．６２
Ｋ５ １１０３．８６ ５２３．１４ ７１４．６４
Ｒ １００６．６６ １７３．９６ ２６３．２４

１×１０５ＣＦＵ／ｍＬ

Ｋ１ ７５．３２ ４１６．４４ ２０４．８８
Ｋ２ ４１．８０ ２５８．４２ ２５０．０６
Ｋ３ １８４．１４ ２６１．８８ ２２０．５０
Ｋ４ ４９７．２２ ２２５．５４ ４３０．６８
Ｋ５ ７０６．６０ ３４２．８０ ３９８．９６
Ｒ ６６４．８０ １９０．９０ ２２５．８０

图２　副溶血性弧菌定性检测结果
Ｆｉｇ．２　Ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｆｏｒ

Ｖ．ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ
１．阴性 ｎｅｇａｔｉｖｅ；２．１．６×１０５ＣＦＵ／ｍＬ；３．８．２×１０４ＣＦＵ／

ｍＬ；４．４．１×１０４ＣＦＵ／ｍＬ；５．１．６×１０４ＣＦＵ／ｍＬ；６．８．２×

１０３ＣＦＵ／ｍＬ；７．４．１×１０３ＣＦＵ／ｍＬ．

　　本研究制备了高特异性的副溶血性弧菌多
克隆抗体，并以磁珠为标记物，建立了用于副溶

血性弧菌快速检测的双抗夹心模式免疫层析试

纸条，在此基础上通过正交实验对层析体系中

Ｔｗｅｅｎ２０、蔗糖、ＢＳＡ的浓度和含量进行了优化，
确定了最优的层析体系：５％ Ｔｗｅｅｎ２０、０ｍｇ／ｍＬ

蔗糖、０．２ｍｇ／ｍＬＢＳＡ。该磁性免疫层析试纸条
对副溶血性弧菌的检测灵敏度可达 ４．１×１０３

ＣＦＵ／ｍＬ，而检测在４０ｍｉｎ内即可完成，在保证灵
敏度的前提下，大大缩短了检测的时间，为副溶

血性弧菌的检测提供了新的发展方向，同时也为

其他食源性致病菌的检测提供了新的思路，有望

成为建议的常规检测手段，具有良好的应用前

景。

表６　副溶血性弧菌定量检测结果
Ｔａｂ．６　Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｆｏｒ

Ｖ．ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ
浓度ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／
（ＣＦＵ／ｍＬ）

Ｔ线均值±ＳＤ
Ｔｌｉｎｅｍｅａｎ±ＳＤ

Ｃ．Ｖ％ Ｓ：Ｎ

阴性 ３６．３±１．０ ２．８％
１．６×１０５ ５０２１．５±１１８．１ ２．４％ １３８．３
８．２×１０４ ２４８８．０±１２０．７ ４．９％ ６８．５
４．１×１０４ ８６５．１±４９．８ ５．８％ ２３．８
１．６×１０４ ３６１．６±８．８ ２．４％ １０．０
８．２×１０３ ２１８．０±２６．１ １２．０％ ６．０
４．１×１０３ ９３．０±３．０ ３．２％ ２．６
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