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摘  要：【目的】建立一种同时快速检测大肠杆菌 O157:H7 (E. coli O157:H7)和鼠伤寒沙门氏菌

(Salmonella typhimurium)的可视化抗体阵列技术。【方法】将免疫学技术与蛋白芯片技术相结

合，基于双抗体夹心法检测原理利用蛋白质芯片技术的高通量，结合可视化结果判定技术，用

一份样品，同步检测大肠杆菌 O157:H7 和鼠伤寒沙门氏菌两种病原。【结果】检测结果肉眼可

见，检测周期短至 90 min，纯菌液检测灵敏度达 105 CFU/mL，模拟带菌检测灵敏度为        

106 CFU/mL，与常规的 ELISA 灵敏度等同且具有良好的特异性和重复性。【结论】该可视化

抗体阵列检测结果肉眼可见，检测通量高，无需大型设备，操作简便，检测成本低廉，同时为

快速检测致病菌提供一种新途径。 

关键词：可视化抗体阵列，大肠杆菌 O157:H7，鼠伤寒沙门氏菌 

Visual antibody array for rapidly detecting  
Escherichia coli O157:H7 and Samonella typhimurium 

XIA Jun-Fang1,2  LIU Fang3  LIU Qing4*  LIU Ya-Li5 

(1. College of Food Science and Pharmacy, Xinjiang Agricultural University, Urumqi, Xinjiang 830052, China) 
(2. Food Science and Engineering College, Gansu Agricultural University, Lanzhou, Gansu 730070, China) 

(3. Gansu Entry-Exit Inspection and Quarantine Bureau, Lanzhou, Gansu 730020, China) 
(4. School of Medical Instrument and Food Engineering, University of Shanghai for Science and Technology,  

Shanghai 200093, China) 
(5. Second Hospital of Lanzhou University, Lanzhou, Gansu 730030, China) 

Abstract: [Objective] The visual antibody array for rapidly detecting Escherichia coli O157:H7 and 
Samonella typhimurium was built. [Methods] Combined with immunology and protein chip tech-
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nology, Based on double antibody sandwich assay principle. Used high-throughput protein chip and 
visualization technology, the method for simultaneous detecting E. coli O157:H7 and Salmonella ty-
phimurium has been selected, and only one sample was used. [Results] The test results couble be 
visible to the naked eye, the detection of time was as short as 90 min. The sensitivity of pure broth 
was 105 CFU/mL and artificially contaminated food was 106 CFU/mL. The sensitivity was coincided 
with conventional ELISA and had good detection specificity and repeatability. [Conclusion] The 
visual antibody array couble be examined by naked eye, which owned high-throughput detection, 
easy operation, low cost of detection and didn’t need large equipment. The study showed a satisfac-
tory prospect and provided a new rapid assay for detection of Pathogenic microorganisms. 

Keywords: Visual antibody array, Escherichia coli O157:H7, Samonella typhimurium 

大肠杆菌 O157:H7 (Escherichia coli O157:H7)

和鼠伤寒沙门氏菌(Salmonella typhimurium)已成为

世界公认的引起食源性疾病的重要致病菌。大肠杆

菌 O157:H7 (E. coli O157:H7)属于肠杆菌科埃希氏

菌属，它是肠出血性大肠杆菌的主要血清型，是一

种常见的、重要的人畜共患致病菌，通过食物传播

能引起人的出血性肠炎、腹泻、溶血性尿路综合  

症[1-3]。它的感染剂量非常低，随食品摄入不足 10

个细菌就可能致病[4]。自 1982 年美国首次发生由

大肠杆菌 O157:H7 引起的食物中毒暴发以来，欧

美各国、日本等国家先后多次发生由此菌引发的中

毒事件：1996 年，在日本发生了大肠杆菌 O157:H7

的暴发流行，患者达 9 500 余人，死亡 11 人，引

起了全世界的关注[5]。2000 年，加拿大安大略省沃

克顿镇的农场暴发的大肠杆菌 O157:H7 感染性腹

泻是因水源被牛粪污染所致[6]；2006 年美国菠菜被

大肠杆菌 O157:H7 污染事件，波及 26 个州，共有

200 余人染病，其中 3 人死亡[7]；2011 年 7 月，美

国遭受大肠杆菌 O157:H7 侵袭，造成至少 16 人感

染，其中一名被感染的老妇因肾衰竭死亡，感染源

头是俄勒冈州一个农场的草莓，这是美国首次在草

莓中发现该菌[8]。我国受到该菌的威胁也越来越

大，自 1987 年首次分离到该菌后相继发现大肠杆

菌 O157:H7 引起的感染：1999 年在我国东部地区

发生了由该菌引起的一起较大规模的暴发疫情，病

例主要发生在广大农村地区，50 岁以上患者占发

病总数的 85.6%，女性多于男性，疫区家禽家畜携

带病菌非常普遍。主要危险因素为不良的个人卫生

习惯和恶劣的家庭生活环境。2000 年春夏两季上

述地区又发生疫情，并且范围扩大到西部的中原地

区，甚至在东北、华北及华东少数地区也发生散发

的大肠杆菌 O157:H7 感染[9-11]。近年来在多个省市

的多个食品中都检测到该菌[12-14]。这表明我国随时

有食源性大肠杆菌 O157:H7 感染暴发的危险性。

因此，建立快速准确灵敏的检测大肠杆菌 O157:H7

的方法用于食品检测、食物中毒调查研究及预防控

制具有重要意义。 

鼠伤寒沙门氏菌(Salmonella typhimurium)可以

导致人畜患病，其感染发病率居沙门氏菌感染的首

位。患者染病后的临床表现主要包括头痛、恶心、

腹痛、呕吐、腹泻和发热等。鼠伤寒沙门氏菌常被

作为沙门氏菌病研究的模式菌[15]。该菌在东欧、

美国、中非、南美均居食物中毒病例的首位，据世

界卫生组织调查美国每年发生鼠伤寒沙门氏菌感

染占沙门氏菌属感染的 27.7%，匈牙利、芬兰的鼠

伤寒沙门氏菌感染暴发病例分别为 1/3 和 2/3，东

南亚几个国家流行也较广泛[16]。美国疾病预防控

制中心发表的新闻公报称 2008 年 9 月至 2009 年    

1 月，美国共有 43 个州发现食用鼠伤寒沙门菌污

染花生酱导致的疫情，染病人数达 410 人，并有   

3 人被怀疑在感染沙门氏菌后死亡[17]。可见，为降

低沙门氏菌食物中毒发生率更应针对鼠伤寒沙门

氏菌采取有效地检测和防治措施。 

目前对于这两种菌株的主要检测方法有：传统

生物学培养、PCR、ELISA、全自动鉴定系统、基

因芯片技术[18]等，以上检测技术存在检测周期长、

成本高、灵敏度低、操作繁琐等问题，且除去基因

芯片技术、多重 PCR 技术[19-25]、双抗体夹心 ELISA
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以外，其余方法只能进行单独检测，但食品往往存

在同时感染多个致病菌的现象。而基因芯片技术、

多重 PCR 技术都需要昂贵的设备，同时也需要会

核酸提取、分子标记以及数据采集阵列扫描的专业

人士来完成，无法满足基层实验室对于便携、低廉、

简单的需要。因此建立一种可以同时快速、灵敏、

特异地针对上述两种病原的联合检测方法显得尤

为重要。 

本研究选取分别针对这两种病原的特异性捕

获抗体，以宏阵列模式固定在硝酸纤维素膜基片

上，建立了大肠杆菌 O157:H7 和鼠伤寒沙门氏菌

抗体阵列。采用双抗体夹心法原理，致病菌经过单

克隆、多克隆两种抗体的识别，保证了检测结果的

准确性和灵敏度，并且检测周期短，检测通量高，

一次实验同时检测两种病原，无需大型设备判读，

结果肉眼可见。 

1  材料与方法 

1.1  主要材料和仪器 

本实验所用的标准菌株见表 1，硝酸纤维素膜

(孔径 0.22 μm)，Solarbio 公司；增强型 HRP-DAB

底物显色试剂盒，天根生化科技(北京)有限公司；

大肠杆菌 O157:H7 单克隆抗体(货号 ab20976)，

Abcam 公司；HRP-标记的多克隆大肠杆菌抗体(货

号 ab68450)，Abcam 公司；鼠伤寒沙门氏菌单克隆

抗体(货号 3G12D5G7E3)，ProMab 公司；HRP-标记

的多克隆沙门氏菌抗体(货号 ab20771)，Abcam 公

司。阳性质控：辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔 IgG 

(货号 ZB2301)，中杉金桥；可溶性单组分 TMB 底

物溶液，天根生化科技(北京)有限公司；Spectra Max 

Plus 384 酶标仪，美国 Molecular Devices 公司；Well 

Wash AC，芬兰 Thermoubsystem 公司。 

1.2  方法 

1.2.1  梯度菌液的制备：大肠杆菌 O157:H7 和鼠

伤寒沙门氏菌标准菌株分别用营养肉汤 37 °C 培

养 18 h 倍比稀释，平板计数确定细菌悬液浓度。

大 肠 杆 菌 O157:H7 原 菌 液 平 均 浓 度 是     

6.32×108 CFU/mL ， 相 应 的 梯 度 菌 液 分 别 为

6.2×101–6.2×108 CFU/mL。鼠伤寒沙门氏菌原菌液

平均浓度是 9.8×108 CFU/mL，相应的梯度菌液分

别为 9.8×101–9.8×108 CFU/mL。实验采用的食品样

品(牛奶、果汁、酸奶、雪糕、香肠)均按国标法检

测证实不含有大肠杆菌 O157:H7 和鼠伤寒沙门氏

菌，分别取 25 g 样品加入 225 mL 磷酸盐缓冲液   

(0.05 mol/L，pH 7.2，磷酸二氢钾-氢氧化钠缓冲液) 

然后将不同浓度的大肠杆菌 O157:H7 和鼠伤寒沙

门氏菌分别混匀到样品匀浆中，进行模拟带菌，模

拟带菌的浓度依次为 107–100 CFU/mL。 
 

表 1  12 株食源性致病菌标准菌株 
Table 1  Twelve kinds of standard strains 

菌株名称 

Strain names 

来源 

Sources 

单核细胞增生李斯特菌 Listeria monocytogenes ATCC43251 

鼠伤寒沙门氏菌 Salmonella typhimurium CICC22956 

肠炎沙门氏菌 Salmonella enteritidis ATCC13076 

猪霍乱沙门氏菌 Salmonella choleraesuis CICC21493 

副溶血性弧菌 Vibrio parahaemolyticus ATCC17802 

小肠结肠炎耶尔森氏菌 Yersinia enterocolitica ATCC23715 

福氏志贺氏菌 Shigella flexneri ATCC12022 

宋内氏志贺氏菌 Shigella sonnei ATCC25931 

乙型溶血性链球菌 Streptococcus hemolytics β ATCC10373 

蜡样芽孢杆菌 Bacillus cencus ATCC 11778 

痢疾志贺氏菌 Shigella dysenteriae 珠海出入境检验检疫局 

大肠杆菌 O157:H7 E. coli O157:H7 珠海出入境检验检疫局 
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1.2.2  可视化抗体阵列的构建：将硝酸纤维素膜裁

成适当大小(1.0 cm×1.0 cm)，以碳酸盐点样缓冲液

稀释抗体，大肠杆菌 O157:H7 捕获抗体(图 1，    

E 点)工作浓度 0.18 g/L，鼠伤寒沙门氏菌捕获抗体

(图 1，S 点)工作浓度 0.2 g/L，同时以辣根过氧化

物酶标记的 IgG 为阳性对照(图 1，P 点)，点样缓

冲液为阴性对照(图 1，N 点)。在膜表面，按阳性

对照、捕获抗体、阴性对照自左向右的顺序，各 4

个重复，依次点样。4 °C 固定 24 h，4 °C 保存。 

1.2.3  可视化抗体阵列反应过程：取点样保存的抗

体阵列置于杂交盒中，将 300–500 μL 检测样品加入

杂交盒中。室温下与阵列 60 r/min 水平振荡 30 min。

反应完毕后，小心弃去样品液，用 300–500 μL 

1×PBST、80 r/min 振荡洗涤 3 次，每次 1 min。取

100–300 μL 的检测抗体稀释缓冲液，加入杂交盒中

与阵列孵育 30 min。若样品液中含特定目标抗原，

此时抗体阵列表面将形成特异性的“捕获抗体-抗 

原-检测抗体”夹心复合物。反应完毕后，小心弃去

抗体液，以 300–500 μL 1×PBST、80 r/min 振荡洗

涤 3 次，每次 1 min。配好辣根过氧化物酶显色液(现

配现用)，加于阵列表面室温避光孵育 5–15 min，

ddH2O 洗涤终止反应，晾干保存结果。 

 

 
 
图 1  可视化抗体阵列点样示意图 
Figure 1  Schematic diagram of visual antibody array 
design 
注：P：阳性对照；E：大肠杆菌 O157:H7 的特异性捕获抗体；

S：鼠伤寒沙门氏菌的特异性捕获抗体；N：阴性对照。碳酸

盐缓冲液. 

Note: P: Positive control; E: Specific capture antibodies of E. coli 
O157:H7; S: Specific capture antibodies of Salmonella typhi-
murium; N: Negative control. 

1.2.4  可视化抗体阵列特异性验证：将抗体阵列按

1.2.3 法，分别与 300 μL 表 1 中 12 种常见食源性

致病菌制备成 107 CFU/mL 菌悬液，以抗体阵列检

测上述菌液，测试其对大肠杆菌 O157:H7 和鼠伤

寒沙门氏菌的特异性检测能力。以上实验重复    

3 次，以验证阵列检测的稳定性。 

1.2.5  可视化抗体阵列灵敏度测试：实验的反应液

分为 3 组：第 1 组，以大肠杆菌 O157:H7 梯度菌

液(6.2×108–6.2×104 CFU/mL)为反应液；第 2 组，

以 鼠 伤 寒 沙 门 氏 菌 梯 度 菌 液 (9.8×108–     

9.8×104 CFU/mL)为反应液；第 3 组，以大肠杆菌

O157:H7 和 鼠 伤 寒 沙 门 氏 菌 对 半 混 合 菌 液    

(108–104 CFU/mL)为反应液。按 1.2.3 反应。以上

实验重复 3 次，以验证阵列检测的稳定性。 

1.2.6  梯度纯菌液 ELISA 灵敏度检测：按双抗体

夹心法 ELISA 法推荐流程(一抗 4 °C 过夜包被，

PBST 洗涤 3 次，加入梯度抗原，37 °C 孵育 2 h，

PBST 洗涤 3 次，加入 HRP 标记的二抗 37 °C 孵育

1 h，PBST 洗涤 3 次，TMB 显色，450 nm 读数。 

1.2.7  五种食品模拟带菌抗体阵列检测与 ELISA

检测对比：按 1.2.1 法分别制备大肠杆菌 O157:H7

模拟带菌梯度菌液和鼠伤寒沙门氏菌模拟带菌梯

度菌液，对模拟梯度菌液食品样品不进行前增菌以

可视化抗体阵列(图 1)和 ELISA 方法同时检测(见

表 2–5)，对比两种方法在检测实际食品样品方面

的差异及两种方法的灵敏度，评估可视化抗体阵列

用于实际食品样品检测的前景。 

2  结果与分析 

2.1  可视化抗体阵列的特异性验证 

按图 1 点至抗体阵列若干块。将表 1 中 12 种

常见食源性致病菌复苏制备成 107 CFU/mL 菌悬

液，按 1.2.3 步骤检测上述菌液，测试其特异性检

测能力。 

测试结果如图 2 所示，在分别对大肠杆菌

O157:H7 和鼠伤寒沙门氏菌菌悬液的检测中，在相

应地捕获抗体处显色点样点清晰，为阳性信号   
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(图 2A、B)；在含鼠伤寒沙门氏菌和大肠杆菌

O157:H7 的混合菌液中显色点清晰可辨，为阳性信

号(图 2C)，而在对其余 11 种菌悬液的检测中，检

测点都未显色，检测结果为阴性[图 2D–M]；尤其

对沙门氏菌的鉴定中，对肠炎沙门和猪霍乱沙门的

检测都为阴性。以 PBS 为检测样品的阴性对照实

验，抗体阵列检测点未显色(图 2N)，显示出可视

化联检抗体阵列的良好的特异性。 

2.2  可视化抗体阵列灵敏度测试 

可视化抗体阵列的检测结果如图 3 所示，以普

通平板扫描仪获取检测结果灰度图，利用 ImageJ

软件分析灰度。同时以单独检测大肠杆菌 O157:H7 

(6.2×108 CFU/mL)、单独检测鼠伤寒沙门氏菌

(9.8×108 CFU/mL)及二病原菌对半混合的 3 份菌液

为反应液对抗体阵列结果扫描灰度值作图 4。由 

 

 
 

图 2  可视化抗体阵列的特异性测试结果 
Figure 2  Results of specificity test by visual antibody array 
注：A：大肠杆菌 O157:H7；B：鼠伤寒沙门氏菌(CICC 22956)；

C：大肠杆菌 O157:H7 和鼠伤寒沙门氏菌(CICC 22956)混合液；

D：猪霍乱沙门氏菌(CICC 21493)；E：肠炎沙门氏菌(ATCC 

13076)；F：单核细胞增生李斯特菌(ATCC 43251)；G：副溶血

性弧菌(ATCC 17802)；H：蜡样芽胞杆菌(ATCC 11778)；I：痢

疾志贺氏菌；J：宋内氏志贺氏菌(ATCC 25931)；K：福氏志贺

氏菌(ATCC 12022)；L：乙型溶血性链球菌(ATCC10373)；M：

小肠结肠炎耶尔森氏菌(ATCC 23715)；N：阴性对照. 

Note: A: E. coli O157:H7; B: Salmonella typhimurium (CICC 
22956); C: E. coli O157:H7 and Salmonella typhimurium (CICC 
22956); D: Salmonella choleraesuis (CICC 21493); E: Salmo-
nella enteritidis (ATCC 13076); F: Listeria monocytogenes 
(ATCC 43251); G: Vibrio parahaemolyticus (ATCC 17802); H: 
Bacillus cereus (ATCC 11778); I: Shigella dysenteriae; J: Shig-
ella sonnei (ATCC 25931); K: Shigella Flexneri (ATCC 12022); 
L: Streptococcus hemolytics β (ATCC 10373); M: Yersinia en-
terocolitica (ATCC 23715); N: Negative control. 

图 3 可知被检菌液只有大肠杆菌 O157:H7 时，大肠

杆菌 O157:H7 抗体处样点清晰可辨；当被检菌液只

有鼠伤寒沙门氏菌时，鼠伤寒沙门氏菌抗体处样点

清晰可辨；当被检测样品含有二者菌液时，大肠杆

菌 O157:H7 处抗体信号及鼠伤寒沙门氏菌抗体信号

样点清晰可辨。表明此抗体阵列既可以单独检测大

肠杆菌 O157:H7 及鼠伤寒沙门氏菌，又可以同时检

测二者病原菌液，检测灵敏度为 105 CFU/mL。 

由图 4 可知抗体阵列检测两种混合菌液大肠

杆菌 O157:H7 的检测信号灰度值(校正值)高于单

独检测大肠杆菌 O157:H7 信号强度，而鼠伤寒沙

门氏菌则相反，这可能是由于过高的菌浓度引起的

非特异结合，导致抗体阵列信噪比及最终的校正信

号下降。 
 

 
 

图 3  可视化抗体阵列的梯度菌液测试结果 
Figure 3  Detection results of diluted bacterial suspen-
sions by visual antibody array 
注：实验的反应液分为 3 组；第 1 组：以大肠杆菌 O157:H7

梯度菌液(6.2×108–6.2×104 CFU/mL)为反应液；第 2 组：以鼠

伤寒沙门氏菌梯度菌液(9.8×108–9.8×104 CFU/mL)为反应液；

第 3 组：以大肠杆菌 O157:H7 和鼠伤寒沙门氏菌对半混合菌

液(108–104 CFU/mL)为反应液. 

Note: The reaction solution divided into three groups: The first 
group react with E. coli O157:H7 (6.2×108–6.2×104 CFU/mL) 
suspension; The second group react with Salmonella typhimurium 
(9.8×108–9.8×104 CFU/mL) suspension; The third group react 
with (108–104 CFU/mL) E. coli O157: H7 and Salmonella typhi-
murium suspension. 
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图 4  可视化抗体阵列灰度分析结果 
Figure 4  Analysis of visual antibody array gray-scale 

注：单独检测大肠杆菌 O157:H7：6.2×108 CFU/mL；单独检测鼠伤寒沙门氏菌：9.8×108 CFU/mL；二病原菌对半混合菌液为反

应液：108–104 CFU/mL；PBS：阴性对照. 

Note: React with E. coli O157:H7 suspension: 6.2×108 CFU/mL; React with Salmonella typhimurium suspension: 9.8×108 CFU/mL; 
React with E. coli O157:H7 and Salmonella typhimurium suspension: 108–104 CFU/mL; PBS: Negative control. 
 
 

2.3  可视化抗体阵列纯菌液检测灵敏度和

ELISA 检测灵敏度对比 

为对比可视化抗体阵列、ELISA 两种方法在检

测灵敏度方面的差异，按图 1 点至抗体阵列若干

块 。 分 别 以 大 肠 杆 菌 O157:H7 梯 度 菌 液

(6.2×108–6.2×104 CFU/mL)和鼠伤寒沙门氏菌梯度

菌液(9.8×108–9.8×104 CFU/mL)为反应液。同时以

上述梯度菌液，按 1.2.6 节 ELISA 标准流程检测，

酶标仪读取 OD450 结果(加样孔内吸光值≥临界值

判定为阳性结果，见表 3、5)。 

以梯度菌液为横坐标，同时以经归一化校正

后的检测灰度值和 ELISA 的 OD 值为纵坐标，绘

制双 Y 轴对比曲线。两种方法的对比见图 5，在

对两种菌液单独检测时，可视化抗体阵列的检测

灵 敏 度 与 ELISA 灵 敏 度 一 致 ， 都 达 到        

105 CFU/mL；而可视化抗体阵列整个检测时间为

90 min，双抗体夹心法 ELISA 至少需 3 h，表明可

视化抗体阵列更为快速便携；可视化抗体阵列整

体灵敏度变化趋势与 ELISA 变化的趋势基本吻

合：随着菌液浓度的下降，检测灰度值呈现逐渐

降低的趋势，说明可视化抗体阵列用于定量分析

的可能。 

 
 

表 2  ELISA 法在大肠杆菌 O157:H7 临界值确定 
Table 2  The thresholds of E. coli O157:H7 by ELISA 

ELISA 实验结果(OD 值) 

ELISA (OD) 

阳性质控 

Positive control 

阴性质控 

Negative control 

空白 

Blank 

临界值 

Thresholds 

1 0.792 4 0.079 4 0.064 3 

0.225 8 2 0.814 5 0.077 9 0.074 6 

3 0.807 2 0.070 0 0.061 7 
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表 3  ELISA 法在大肠杆菌 O157:H7 纯菌液及食品模拟带菌灵敏度 
Table 3  The sensitivity of E. coli O157:H7 by ELISA 

ELISA 实验结果(OD 值) 

ELISA (OD) 
108 107 106 105 104 103 102 101 

纯菌液 

Pure broth 
        

1 0.824 5 0.753 8 0.612 6 0.365 1 0.152 2 0.103 7 0.075 4 0.068 9

2 0.790 4 0.731 2 0.609 5 0.360 1 0.145 0 0.129 2 0.066 9 0.070 0

3 0.797 2 0.750 7 0.593 3 0.362 2 0.143 2 0.130 8 0.065 3 0.074 6

判定结果 Results + + + + – – – – 
模拟带菌雪糕 

Artificially contaminated ice cream  
        

1  0.688 4 0.588 8 0.418 2 0.152 5 0.080 6 0.068 9 0.062 1

2  0.681 6 0.581 0 0.412 6 0.157 7 0.071 7 0.067 1 0.065 2

3  0.701 1 0.578 2 0.405 3 0.146 4 0.067 0 0.070 0 0.074 8

判定结果 Results  + + + – – – – 
模拟带菌酸奶 

Artificially contaminated yogurt 
        

1  0.680 6 0.621 6 0.398 1 0.079 1 0.083 1 0.073 0 0.067 0

2  0.673 6 0.598 8 0.401 1 0.077 0 0.081 7 0.074 3 0.079 4

3  0.656 5 0.571 1 0.387 5 0.091 0 0.072 0 0.075 1 0.071 9

判定结果 Results  + + + – – – – 

模拟带菌果汁 

Artificially contaminated juice 
 

 
       

1  0.716 4 0.495 0 0.356 7 0.156 1 0.077 7 0.062 4 0.067 0

2  0.694 4 0.512 0 0.358 7 0.149 5 0.072 5 0.083 8 0.071 8

3  0.683 4 0.527 0 0.356 8 0.133 1 0.070 5 0.074 2 0.062 1

判定结果 Results  + + + – – – – 

模拟带菌牛奶 

Artificially contaminated milk 

 

 
       

1  0.675 0 0.481 2 0.410 8 0.131 1 0.083 8 0.062 3 0.069 

2  0.710 9 0.473 3 0.405 4 0.143 1 0.074 9 0.079 5 0.067 

3  0.720 0 0.476 9 0.397 7 0.158 2 0.079 9 0.074 3 0.071 

判定结果 Results  + + + – – – – 

模拟带菌香肠 

Artificially contaminated sausage 
        

1  0.777 2 0.633 9 0.356 7 0.155 0 0.092 0 0.080 6 0.079 4

2  0.790 4 0.615 9 0.358 9 0.141 8 0.104 5 0.073 2 0.071 9

3  0.735 3 0.604 9 0.356 8 0.150 5 0.093 0 0.069 0 0.067 0

判定结果 Results  + + + – – – – 

注：+：阳性结果，ELISA 法 OD450 加样孔内吸光值≥临界值判定为阳性结果. 

Note: +: When OD450 of ELISA exceed thresholds, the results can be judged positive. 
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表 4  ELISA 法在鼠伤寒沙门氏菌临界值确定 
Table 4  The thresholds of Salmonella typhimurium by ELISA 

ELISA 实验结果(OD 值) 

ELISA (OD) 

阳性质控 

Positive control 

阴性质控 

Negative control 

空白 

Blank 

临界值 

Thresholds 

1 0.781 4 0.071 9 0.056 8 

0.221 0 2 0.816 8 0.071 1 0.056 1 

3 0.809 1 0.070 1 0.057 8 

 

表 5  ELISA 法在鼠伤寒沙门氏菌纯菌液及食品模拟带菌灵敏度 
Table 5  The sensitivity of Salmonella typhimurium by ELISA 

ELISA 实验结果(OD 值) 

ELISA (OD) 
108 107 106 105 104 103 102 101 

纯菌液 

Pure broth 
        

1 0.814 5 0.761 1 0.601 3 0.445 4 0.233 1 0.111 6 0.090 4 0.092 0

2 0.876 9 0.759 1 0.607 6 0.448 3 0.135 6 0.122 4 0.084 6 0.089 4

3 0.818 0 0.780 1 0.599 2 0.428 1 0.121 6 0.132 2 0.087 6 0.086 8

判定结果 Results + + + + – – – – 

模拟带菌雪糕 

Artificially contaminated ice cream 
        

1  0.755 7 0.543 9 0.230 2 0.119 8 0.106 3 0.070 3 0.084 8

2  0.743 7 0.546 7 0.216 5 0.111 7 0.093 3 0.070 9 0.071 1

3  0.801 1 0.579 2 0.207 6 0.110 8 0.092 4 0.077 3 0.096 4

判定结果 Results  + + + – – – – 

模拟带菌酸奶 

Artificially contaminated yogurt 
        

1  0.745 1 0.541 2 0.301 1 0.102 9 0.093 3 0.070 3 0.076 6

2  0.747 6 0.557 1 0.287 6 0.099 7 0.092 4 0.077 3 0.080 3

3  0.753 6 0.547 6 0.296 5 0.106 3 0.096 6 0.082 4 0.079 7

判定结果 Results  + + + – – – – 

模拟带菌果汁 

Artificially contaminated juice 
        

1  0.683 9 0.550 0 0.247 1 0.117 7 0.088 8 0.084 6 0.099 7
2  0.750 5 0.543 7 0.257 3 0.119 0 0.082 9 0.086 1 0.086 0
3  0.751 0 0.555 7 0.233 8 0.119 7 0.091 8 0.090 6 0.085 7

判定结果 Results  + + + – – – – 

模拟带菌牛奶 

Artificially contaminated milk 
        

1  0.603 8 0.456 5 0.307 2 0.109 1 0.086 0 0.102 7 0.097 3
2  0.595 9 0.451 0 0.297 3 0.093 9 0.085 7 0.098 2 0.103 3
3  0.612 2 0.454 4 0.283 8 0.103 6 0.096 4 0.100 5 0.103 7

判定结果 Results  + + + – – – – 

模拟带菌香肠 

Artificially contaminated sausage 
        

1  0.769 1 0.462 0 0.245 9 0.107 9 0.091 7 0.081 0 0.070 1
2  0.685 9 0.466 5 0.258 1 0.106 1 0.086 0 0.083 0 0.074 8
3  0.747 7 0.458 1 0.257 1 0.104 1 0.071 1 0.086 4 0.080 6

判定结果 Results  + + + – – – – 

注：+：阳性结果，ELISA 法 OD450 加样孔内吸光值≥临界值判定为阳性结果. 

Note: +: When OD450 of ELISA exceed thresholds, the results can be judged positive. 
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图 5  可视化抗体阵列与 ELISA 检测纯菌液灵敏度比较 

Figure 5  The sensitivity of pure broth compared visual antibody array with ELISA 
Note: 1–8: 108, 107, 106, 105, 104, 103, 102, 101 CFU/mL. 
 

2.4  可视化抗体阵列模拟带菌检测和ELISA检

测灵敏度对比 

从图 6 的这组结果中可以看到无论是单独检

测还是混合检测样品，可视化抗体阵列都能准确、

特 异 地 检 测 到 这 两 种 病 原 ， 灵 敏 度 都 达 到      

106 CFU/mL，若在实际检测中对样品进行前增菌

步骤，以增加污染菌数到检测水平，便可使用可视

化抗体阵列进行快速检测。同时以梯度菌液为横坐

标，以经归一化校正后的检测灰度值和 ELISA 的

OD 值为纵坐标，绘制双 Y 轴对比曲线，见图 7。

可视化抗体阵列单独检测大肠杆菌 O157:H7 及鼠

伤寒沙门氏菌模拟带菌食品(牛奶、香肠、雪糕、

酸奶)的检测灵敏度(106 CFU/mL)比 ELISA 灵敏度

(105 CFU/mL)低一个数量级；可能是因为食品中的

脂肪含量影响了灵敏度，而对于果汁的检测可视化

抗 体 阵 列 灵 敏 度 与 ELISA 灵 敏 度 一 致 ， 达      

105 CFU/mL，更说明对与复杂的食品样本进行前

处理对于提高灵敏度的重要性。可视化抗体阵列结

果随着菌液浓度的下降，检测灰度值呈现逐渐降低

的趋势，这与 ELISA 检测结果的的变化趋势基本

吻合，说明可视化抗体阵列用于定量分析的可能，

显示可视化抗体阵列的实用前景。 

 
图 6  模拟带菌可视化抗体阵列检测的灵敏度 

Figure 6  The sensitivity of artificially contaminated food by visual antibody array 
注：A：模拟带菌牛奶；B：模拟带菌果汁；C：模拟带菌酸奶；D：模拟带菌雪糕；E：模拟带菌香肠. 

Note: A: Artificially contaminated milk reaction solution; B: Artificially contaminated juice reaction solution; C: Artificially contaminated 
yogurt reaction solution; D: Artificially contaminated ice cream reaction solution; E: Artificially contaminated sausage reaction solution. 
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图 7  可视化抗体阵列与 ELISA 检测模拟带菌样品灵敏度比较 
Figure 7  The sensitivity of artificially contaminated food compared visual antibody array with ELISA 

 

3  讨论 

本研究以硝酸纤维素膜为基片，依据双抗体夹

心法原理，制备了大肠杆菌 O157:H7 及鼠伤寒沙

门氏菌可视化抗体阵列。结果显示具有良好的特异

性，与其他常见食源性致病菌均无交叉反应；模拟

带菌结果良好，其检出限为 105–106 CFU/mL，灵

敏度与 ELISA 技术相当[26]，达到甚至高于同类产

品(Nitsara 等[27]利用聚-L-赖氨酸修饰的玻璃基片

同时检测大肠杆菌 O157：H7 和沙门氏菌抗体芯

片 ， 其 检 测 大 肠 杆 菌 O157:H7 灵 敏 度 达      

105–106 CFU/mL ， 沙 门 氏 菌 灵 敏 度 达       

106–107 CFU/mL)。与传统 ELISA 相比，可视化抗

体阵列耗时仅为 ELISA 的一半甚至更少，并且操

作简便快捷，无需特殊设备，对实验人员要求低，

适合基层实验室进行快速高通量样品筛查。 

尽管本研究利用可视化抗体阵列进行食源性

致病菌检测取得了一定进展，但在实验过程中，也

发现了可视化抗体阵列进行致病菌检测遇到的问

题：(1) 在可视化抗体阵列特异性验证中，因实验

室没有大肠杆菌的其他标准菌株，未做大肠杆菌属

其它种的验证试验，在后续实验中应补充相关数

据。(2) 在实验中抗体阵列的点制是纯手工点制，

样点大小不是很匀，在未来可以利用点样仪进行点

制，这样更为节省抗体用量，使得捕获的抗体样点

匀称，节省成本、劳力。在检测时只需进行加样，

大大缩短检测时间。(3) 本实验对于纯菌液检测灵

敏度为 105 CFU/mL，而在模拟带菌样品中的检测

灵敏度为 106 CFU/mL，所以在实际检测中可增加

增菌环节，使目标菌大量增殖后使用可视化抗体阵

列进行快速定性检测。(4) 在实验中发现可视化抗

体阵列结果随着菌液浓度的下降，检测灰度值呈现

逐渐降低的趋势，说明可视化抗体阵列用于定量分

析的可能，后续实验可以探讨将高通量的可视化抗

体阵列运用于单样品多指标食源性致病菌快速定

量检测中去。 

抗体阵列是指将抗体固定在基片上检测抗原

的 蛋 白 芯 片 ， 目 前 主 要 用 于 各 种 病 原 物 的 检     

测[28-31]。可视化抗体阵列用于食源性致病菌的检测

快速、低廉、检测时间短，相对传统免疫学方法，

可视化抗体阵列以更短的检测时间、更少的抗体消

耗、更简单易掌握的操作，达到了与传统方法基本

等同的病原检测能力。同时有传统方法不可代替的

同时检测的优势，显示了其在食品安全领域的优势

前景。目前制约可视化抗体阵列发展的主要因素是

特异地、高效地捕获抗体。伴随着抗体技术的进步，

会有大量特异、高效的抗体问世，基于此可视化抗

体阵列的原理、技术路线，在未来可以研发出用于

多种食源性致病菌同时检测的可视化抗体阵列，发

挥其高通量、快速检测的优势，以满足社会发展对

食品安全检测的需求。 
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