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摘要　针对病原体快速且高灵敏度和特异性检测的需求，将磁免疫技术与三磷酸腺苷（ＡＴＰ）生物发光原理结合，

提出一种新的致病菌检测方法。首先，采用磁性纳米粒子与特异性抗体结合制备免疫磁性纳米探针，特异性捕获

目标物。然后，采用ＡＴＰ生物发光技术对捕获的病原体裂解并检测，根据光强测量目标物浓度。以大肠杆菌

（Ｏ１５７∶Ｈ７）作为检测对象，在细菌浓度为１０～１０８ＣＦＵ／ｍＬ（ＣＦＵ为菌落形成单位）范围内，该方法与传统培养法

线性相关系数为０．９４３，总测试时间为２ｈ。对样品重复测量１２次，精密度达到４．８８％，具有较好的重复性。

关键词　生物传感器；病原体；磁免疫分离；生物发光；纳米探针
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１　引　　言

对病原体进行快速简便、特异且高灵敏度检测一直是人们研究的热点，在食品安全、环境、医疗检测等领

域具有重要意义。目前对病原体的检测技术从原理方面包括以下几种技术：培养计数法，分子生物学方法，

酶联免疫学方法、生物芯片方法。

培养计数法是目前实际中普遍采用的方法，最大特点是检测结果准确，具有特异性；缺陷是检测速度慢，

难以满足快速检测的需求［１］。分子生物学方法的典型是聚合链式反应（ＰＣＲ）
［２］，优点是检测速度快，特异

性、灵敏度高，易于实现自动化测量［３，４］；不足是容易造成检测结果的假阳性。酶联免疫技术基于抗原抗体

反应，包括直接酶联免疫、三明治夹心酶联免疫和竞争型酶联免疫［５］，其优点是检测速度快，有特异性；缺点

是灵敏度低，细菌浓度为１０３～１０
５ＣＦＵ／ｍＬ（ＣＦＵ：菌落形成单位）

［６］。生物芯片是近期发展的热门技术，其
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理论基础为核酸杂交理论，往往以阵列的形式出现，优点是实现多通道测量［７］，但同样存在测量结果假阳性

的不足。

对目前已有病原体检测技术及需求进行分析，病原体检测有两个重要技术环节需要兼顾解决：１）对目标检

测物的有效捕获。包括特异性，快速以及减小干扰物的影响。２）高灵敏度检测。前提是尽量减少检测时间，因

此应避免培养和扩增等前期处理过程，而寻求更高灵敏度的后期检测技术，解决检测时间和灵敏度的矛盾。

免疫磁分离技术１９９９年ＰｙｌｅＢ．Ｈ．等
［８］用于食品检测，该技术与其他检测手段联用，成为研究热点。

２００９年，Ｍ．Ｆｉｓｈｅｒ等
［９］将免疫磁分离技术与层析技术结合，测量炭疽杆菌孢子，Ｓｈｕ．Ｉ．Ｔｕ．等

［１０］将磁分离

技术与时间分辨荧光谱技术结合测量沙门氏菌，ＹｕＺｈａｏ等
［１１］采用磁分离技术和荧光量子点结合测量沙门

氏菌，贺氏菌以及大肠杆菌（Ｏ１５７∶Ｈ７）。２００９年，Ｎ．Ｄ．Ａｙａｚ等
［１２］采用磁分离技术与ＰＣＲ技术结合，实现

测量火鸡中的李斯特菌。磁免疫分离已成为细菌特异性富集的有效手段。

三磷酸腺苷（ＡＴＰ）是细胞内的能量物质，ＡＴＰ生物发光技术的原理是：当反应系统中存在ＡＴＰ，Ｍｇ
２＋

和Ｏ２ 时，荧光素酶（Ｅ）催化荧光素（ＬＨ２）发生氧化将其激发到激发态。当氧化荧光素由激发态跃迁到基态

时，释放出荧光，当ＡＴＰ的摩尔浓度小于１０－６ｍｏｌ／Ｌ，其他反应物过量时，反应释放的荧光与ＡＴＰ摩尔浓

度成线性关系，因此可根据检测的荧光光强检测ＡＴＰ含量。同时，由于不同种类的细菌所含的ＡＴＰ摩尔

浓度大致相同，研究证明平均每个细菌里的ＡＴＰ质量为０．１～４．０ｆｇ，酵母菌里的ＡＴＰ质量为１０～１００ｆｇ／

ＣＦＵ。而在死细胞中，ＡＴＰ会在几分钟内自动降解，即细菌细胞内的ＡＴＰ摩尔浓度与细菌总数是成线性关

系的，因此通过测量体系中的ＡＴＰ摩尔浓度即可测量体系中的细菌总数
［１３，１４］。ＡＴＰ生物发光技术由于无

需激发光，因此具有极高的检测灵敏度，理论可达到单个细菌水平。另外该技术测量微生物不需培养，检测

时间小于３０ｍｉｎ。２００２年，ＲｉｏｆＡ．Ｄｅｉｎｉｎｇｅｒ等
［１５］报道了利用ＡＴＰ生物发光技术测量水中细菌总数，结

果显示可以测量２００个细菌。２００５年，ＡｒｊａｎｇＨａｓｓｉｂｉ等
［１６］用生物发光技术对ＤＮＡ进行测量，结果显示

可以测量１０－１８ｍｏｌ的ＤＮＡ，具有很高的检测灵敏度。

本文在研究基础上，将磁免疫分离技术与生物发光技术结合，实现大肠杆菌（Ｏ１５７∶Ｈ７）的快速测量。

首先，大肠杆菌抗体作生物素化处理（ｂｉｏｔｉｎｙｌａｔｅｄ），与修饰链酶亲和素（ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ）的磁性纳米颗粒通过

亲和素 生物素链接反应制备为磁性纳米粒子探针（抗体Ａ 生物素 亲和素 纳米粒子），探针用于捕获目标

病原体。对捕获的目标病原体采用细胞裂解剂裂解，释放其中的ＡＴＰ，根据ＡＴＰ生物发光原理，通过测量

光强测量致病菌含量。免疫磁分离技术用于特异性捕获，生物发光技术用于高灵敏度检测。

２　实　　验

２．１　设备及试剂

实验设备包括，Ｐｉ１０２ＡＴＰ荧光检测仪（英国Ｈｙｇｉｅｎａ公司）用于检测ＡＴＰ生物发光；紫外分光光度计

（ＵＶ３０１０，日本日立）用于检测抗体及纳米探针的耦合效率；酶标仪（ＢｉｏＲａｄＭｏｄｅｌ６８０美国伯乐）用于检

测磁性纳米探针对目标致病菌的捕获。实验使用试剂包括，磁性纳米粒子（ｆｌｕｉｄＭＡＧＤＥＡＥ，５０ｎｍ，购自

Ｃｈｅｍｉｃｅｌｌ）；利用Ｔｒｉｓ缓冲液调节ｐＨ值到７．８的ＡＴＰ钠盐（购自上海生物科技有限公司）；ＡＴＰ生物发光细菌

检测试剂组（２６６１１２，包括体细胞裂解剂，ＡＴＰ消除剂和荧光素及虫光素酶发光试剂，购自英国 Ｈｙｇｉｅｎａ公

司）；Ｔｒｉｓａｃｅｔａｔｅ缓冲液（物质的量浓度为２５ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ７．８，实验室配制）。实验中其他所有试剂皆为分析

纯，实验环境温度为室温２５℃。

大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ，Ｏ１５７∶Ｈ７）是一种典型的革兰氏阴性菌，标准菌株于麦康凯平皿（天津金章

科技发展公司）上经划线、培养（３７℃，２４ｈ）活化后，分散于２００μＬ灭菌生理盐水中，４０００ｒ／ｍｉｎ离心

１５ｍｉｎ，弃去上清，沉淀加灭菌生理盐水重新悬浮，得到细菌浓度约１０７～１０
８ＣＦＵ／ｍＬ（平板培养法计数）的

原始菌液。对原始菌液进行１０倍稀释，得到细菌浓度为１０～１０
６ＣＦＵ／ｍＬ范围的样品以备检测。将该样品

分作两份，一份采用传统培养方法测量，作为参考结果，另一份由生物发光测量。

２．２　免疫磁性纳米探针制备

通过生物素 链酶亲和素反应，将生物素化的大肠杆菌抗体与链酶亲和素包被的磁性纳米颗粒结合制备

免疫磁性纳米探针。首先，将１００μＬ链酶亲和素包被的磁性纳米粒子（质量浓度为１０ｍｇ／ｍＬ）放入２ｍＬ

１１１７０１２
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图１ 免疫磁性纳米探针制备及病原体捕获

Ｆｉｇ．１ Ｐｒｏｃｅｄｕｒｅｏｆｉｍｍｕｎｏｍａｇｎｅｔｉｃｎａｎｏｐｒｏｂｅ

ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎａｎｄｐａｔｈｏｇｅｎｙｃａｐｔｕｒｅ

离心管中并用缓冲液（物质的量浓度为１０ｍ ｍｏｌ／Ｌ

ＰＢＳ，ｐＨ７．４，０．０５％ Ｔｗｅｅｎ２０）清洗３次，用小磁铁富

集并用１００μＬＰＢＳ缓冲液稀释。然后，加入２５μＬ生物

素化的大肠杆菌抗体，并在室温下以１２０ｒ／ｍｉｎ的速度孵

化３０ｍｉｎ，制备出免疫磁性纳米探针。探针的制备及对

目标病原体的捕获示意图如图１所示。

２．３　目标病原体捕获及富集

分别取制备的细菌浓度为１０～１０
６ＣＦＵ／ｍＬ的大肠

杆菌溶液５０μＬ加入离心管中，后取５０μＬ制备的免疫

磁性纳米探针溶液分别放入不同浓度大肠杆菌溶液中，

在３７℃条件下孵化３０ｍｉｎ。通过抗原抗体反应，免疫磁

性探针捕获目标病原体。将捕获用离心管放入磁场中２

ｍｉｎ，富集全部磁性纳米粒子，由于采用 ＡＴＰ生物发光

技术，测量对象不是磁性纳米粒子，所以无需使用二抗以消除未与细菌结合的磁性粒子。最后，对富集的样

品采用１５０μＬ清洗液（物质的量浓度为１０ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳ，０．０５％ Ｔｗｅｅｎ２０）进行清洗两次获得捕获的病原

体待ＡＴＰ生物发光检测。

２．４　犃犜犘生物发光测量

在对实际细菌样品测试之前，首先对不同浓度的标准ＡＴＰ进行测试，具体方法为加入ＡＴＰ及生物发

光试剂的同时，开始采集并记录荧光信号。采用实时测量的方法，从而了解ＡＴＰ生物发光的动力学特性。

对捕获的目标病原体采用ＡＴＰ生物发光技术进行测量，所用试剂组购自 Ｈｙｇｉｅｎａ公司，包括细菌裂解

剂及生物发光试剂。首先，取１００μＬ细菌裂解剂加入放有目标致病菌的离心管中，裂解时间为１ｍｉｎ，释放

细菌中的ＡＴＰ；然后将离心管放入ＰＩ１０２荧光检测仪中，加入４００μＬ生物发光试剂，检测时间为３０ｓ，获得

生物发光光强犝Ｌ 或细菌总数犝Ｃ。

３　结果及讨论

３．１　抗体与磁性纳米粒子的结合效率

抗体与磁性纳米粒子的结合效率是制备免疫磁性纳米探针关键，通过紫外分光光度计对抗体溶液结合

前后的吸光度进行测量，以确定两者的结合效率。通过测量，选择２９５ｎｍ作为大肠杆菌抗体的吸收峰。假

定原始抗体溶液的吸光度为犃ｂ０，与磁性纳米粒子结合后，磁性纳米粒子探针被磁场富集，剩余抗体溶液的

吸光度为犃ｂ１，则抗体与纳米粒子结合的效率为

犚ｂ＝ ［（犃ｂ０－犃ｂ１）／犃ｂ０］×１００％． （１）

表１为测量５次结合效率的结果，由结果可知，平均结合效率为８５．２％，说明两者可以较好地结合。

表１ 磁性纳米粒子与检测抗体结合效率测试

Ｔａｂｌｅ１ Ｃｏｎｊｕｇａｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｂｅｔｗｅｅｎｎａｎｏｍａｇｎｅｔｉｃｐａｒｔｉｃｌｅｓａｎｄａｎｔｉｂｏｄｙ

犃ｂ０ 犃ｂ１ 犚ｂ Ａｖｅｒａｇｅ／％

３４．６ ５．３ ０．８４７

３３．７ ６．２ ０．８１６

３５．４ ４．９ ０．８６１ ８５．２

３７．８ ４．６ ０．８７８

３６．４ ５．２ ０．８５７

３．２　免疫磁性纳米探针的捕获效率

将细菌浓度１０～１０
６ＣＦＵ／ｍＬ各梯度待测大肠杆菌样品分为两组，一组按国标培养法进行培养计数，

另一组经过纳米探针耦合富集后剩余的样品同样进行培养计数，由两组计数结果测量磁性纳米探针对目标

致病菌的捕获效率，如表２所示。其中，犆０ 为直接培养计数的结果，犆１ 为经过磁性探针富集后剩余样品的
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细菌浓度。由表２可以得出，免疫磁性探针对目标致病菌的耦合效率犚Ｃ，平均可达９９．８％。

表２ 免疫磁性纳米探针的捕获效率测试

Ｔａｂｌｅ２ Ｃａｐｔｕｒｅｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆｉｍｍｕｎｏｍａｇｎｅｔｉｃｎａｎｏｐｒｏｂｅ

犆０／（ＣＦＵ／ｍＬ） 犆１／（ＣＦＵ／ｍＬ） 犚Ｃ Ａｖｅｒａｇｅ／％

２．３×１０１ ０ １．０００

２．３×１０２ １ ０．９９６

２．３×１０３ ３ ０．９９７ ９９．８

２．３×１０４ １９ ０．９９９

２．３×１０５ ３２ ０．９９９

２．３×１０６ ８７ ０．９９９

３．３　犃犜犘荧光检测

在对实际细菌样品测试之前，首先对不同浓度的标准ＡＴＰ进行测试以了解ＡＴＰ生物发光的动力学特

性。所采用的ＡＴＰ样品的物质的量浓度分别为１０－１５，１０－１４，１０－１２，１０－１０，１０－８以及１０－６ ｍｏｌ／Ｌ，反应动力

学测试结果如图２所示，分别对应曲线１～６。

由图２可以看出，当样品物质的量浓度高于１０－１４ｍｏｌ／Ｌ时，超出测量量程。这是因为在生物发光反应

初期，由于反应物浓度较高，输出信号较高，达到了仪表的最大量程。以物质的量浓度为１０－１４ ｍｏｌ／Ｌ的样

品为例，对在量程以内的结果进行数据拟合，如图３所示。

图２ 不同浓度ＡＴＰ样品的生物发光反应动力学曲线

Ｆｉｇ．２ ＢｉｏｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅｒｅａｃｔｉｏｎｋｉｎｅｔｉｃｓｏｆＡＴＰｓａｍｐｌｅｓ

ｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

图３ ＡＴＰ生物发光反应动力学拟合结果

Ｆｉｇ．３ ＦｉｔｔｉｎｇｄａｔａｏｆＡＴＰｂｉｏｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ

ｒｅａｃｔｉｏｎｋｉｎｅｔｉｃｓ

图４ 生物发光强度与细菌总数关系曲线

Ｆｉｇ．４ Ｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｂｉｏｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅａｎｄ

ｔｏｔａｌｂａｃｔｅｒｉａｌｎｕｍｂｅｒ

拟合结果表明，在反应初期，发光强度达到最大值，随后逐渐衰减，并符合动力学方程［１７］

犃＝犃０ｅｘｐ（－犽狋）， （２）

式中犃为狋时刻的发光强度，犃０ 为零时刻的发光强度，狋为反应时刻，犽为衰减常数，与反应物的浓度有关。

实验与拟合结果线性相关性为０．９８６。在后面的实验中，对所采集的数据进行拟合得到初期的光强值。

３．４　应用实验

ＡＴＰ荧光检测仪测量结果为犝Ｌ，而实际细菌浓度

为犝Ｃ，因此需要建立两者的经验方程。以细菌浓度为

（２３～２．３）×１０
６ＣＦＵ／ｍＬ的大肠杆菌样品作为检测对

象，以培养法测量结果作为参考，测量结果如图４所示，

在细菌浓度为（２３～２．３）×１０
６ＣＦＵ／ｍＬ范围内，发光强

度与培养测量细菌总数之间的线性相关系数为０．９２６，

校正方程为

ｌｏｇ（犝Ｌ）＝０．５４８ｌｏｇ（犝Ｃ）＋０．５１２． （３）

　　将测量结果代入（３）式，即可测量未知浓度的大肠杆

菌溶液浓度。

在培养的大肠杆菌平皿中再次挑取样品，加入灭菌
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生理盐水悬浮，制备成未知浓度的检测样品母液。将此母液按１０倍及５倍各稀释８次，后分为两组。一组

按国际标准进行培养计数，另一组采用磁免疫生物发光测量，并按（３）式计数。经培养计数，测量的大肠杆菌

样品的细菌浓度范围为（８～８．３）×１０
８ＣＦＵ／ｍＬ。两种测量方法的对别结果如图５所示，其中犆ｂ 代表利用

磁免疫生物发光技术测量的细菌浓度，犆ｐ代表传统平板计数法的测量。由图可以看出，磁免疫生物发光技

术与传统培养方法在所测量的浓度范围内线性相关系数犚＝０．９４３，有明显的相关性。

选取细菌浓度为８．３×１０２ＣＦＵ／ｍＬ的样品进行重复性实验，对相同样品测量１２次，测量结果如图６所示。

利用磁免疫生物发光测量细菌浓度平均值为５０１ＣＦＵ／ｍＬ，１２次测量的精密度为４．８８％，具有较好的重复性。

图５ 磁免疫生物发光与平板计数法测量对比曲线

Ｆｉｇ．５ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｉｍｍｕｎｏｍａｇｎｅｔｉｃ

ｂｉｏｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅａｎｄｐｌａｔｅｃｏｕｎｔｍｅｔｈｏｄ

图６ 磁免疫生物发光重复性测试

Ｆｉｇ．６ Ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｉｍｍｕｎｏｍａｇｎｅｔｉｃ

ｂｉｏｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ

４　结　　论

针对致病菌快速简便，特异灵敏检测的需求，提出一种基于磁免疫技术与ＡＴＰ生物发光原理结合的致

病菌检测方法。其中，磁免疫技术采用磁性纳米粒子与特异性抗体结合制备免疫磁性纳米探针，用于目标物

的快速特异性捕获与富集，对磁免疫纳米探针的制备条件，对目标物的捕获效率进行了研究，表明制备的磁

免疫纳米探针可有效捕获目标病原体，平均捕获效率达９９．８％。采用ＡＴＰ生物发光技术测量目标致病菌

含量，主要利用其背景低且无需培养的特点提高检测灵敏度和速度。ＡＴＰ技术由于无特异性，一直作为细

菌总数指标检测的手段，本文首先采用磁免疫纳米探针将被测物捕获，因此使ＡＴＰ生物发光检测固定的细

菌，从而具有特异性。以大肠杆菌（Ｏ１５７∶Ｈ７）为实验目标物，在细菌浓度为（８～８．３）×１０
８ＣＦＵ／ｍＬ范围内

进行测量，测量时间为２ｈ。结果表明与传统培养方法的线性相关系数为０．９４３，对同一样品进行重复性实

验，测量１２次获得精密度为４．８８％，说明与传统方法相比具有很好的相关性和重复性。本方法具有检测速

度快，特异性好且具有较高的灵敏度，为食品、环境、医药等领域的病原体检测提供了一种新的方法和技术。
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