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摘要： 为建立阪崎克罗诺杆菌 （Ｃｒｏｎｏｂａｃｔｅｒ ｓａｋａｚａｋｉｉ） 的免疫学快速检测方法， 分别制备了阪崎克罗诺杆菌的特异性单抗和多抗， 建立阪崎克罗

诺杆菌的双抗夹心酶联免疫吸附 ＤＡＳ－ＥＬＩＳＡ 检测方法。 结果： 获得 ４ 株抗阪崎克罗诺杆菌单克隆抗体阳性细胞株， 分泌抗体效价分别是

１ ∶ １２８ ０００、 １ ∶ ３２ ０００、 １ ∶ ２５６ ０００ 和 １ ∶ ２５６ ０００， 抗阪崎克罗诺杆菌兔多克隆抗体效价是 １ ∶ １２８ ０００。 建立的阪崎克罗诺杆菌 ＤＡＳ－ＥＬＩＳＡ 检测

方法， 分别以抗阪崎克罗诺杆菌兔多抗和单抗作为捕获抗体和检测抗体， 兔多抗的最佳稀释度为 １ ∶ ４ ０００， 单克隆抗体最佳稀释度为 １ ∶ １ ０００，
灵敏性可达 １×１０６ ＣＦＵ ／ ｍＬ； 该检测方法具有良好的特异性， 与常见的 ６ 种食源性病原菌都没有交叉反应， 且能够同时检测 ６ 种克罗诺杆菌属细

菌； 重复性结果显示， 该检测方法的批内批间变异系数均小于 １５％， 具有良好的重复性。 综上， 利用抗阪崎克罗诺杆菌的单抗和兔多抗成功建立

了 ＤＡＳ－ＥＬＩＳＡ 方法， 该方法具有良好的敏感性、 特异性和重复性， 可为阪崎克罗诺杆菌的快速检测提供技术支撑。

关键词： 阪崎克罗诺杆菌； 单克隆抗体； 双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ
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　 　 阪崎克罗诺杆菌 （Ｃｒｏｎｏｂａｃｔｅｒ ｓａｋａｚａｋｉｉ） 是一种

隶属于肠杆菌科的革兰阴性菌［１］， 曾被称为黄色阴

沟杆菌， 后更名为阪崎克罗诺杆菌， 并设立新属克罗

诺杆菌属， 该属包括阪崎克罗诺杆菌 （Ｃ． ｓａｋａｚａｋｉｉ）、
丙二酸克罗诺杆菌 （Ｃ． ｍａｌｏｎａｔｉｃｕｓ）、 苏黎世克罗诺

杆 菌 （ Ｃ． ｔｕｒｉｃｅｎｓｉｓ ）、 广 泛 克 罗 诺 杆 菌 （ Ｃ．
ｕｎｉｖｅｒｓａｌｉｓ）、 莫氏克罗诺杆菌 （Ｃ． ｍｕｙｔｊｅｎｓｉｉ）、 康帝

蒙提克罗诺杆菌 （Ｃ． ｃｏｎｄｉｍｅｎｔｉ） 和都柏林克罗诺杆

菌 （Ｃ． ｄｕｂｌｉｎｅｎｓｉｓ） 这 ７ 个种［２］。 阪崎克罗诺杆菌作

为一种重要的食源性致病菌， 广泛存在于植物、 食品

加工原料及环境中， 被列为婴幼儿配方奶粉 Ａ 类致

病菌［３］。 ２００２ 年， 阪崎克罗诺杆菌被列为 “某种严

重危及某些人群生命并遗留终身严重后遗症的病原

体” ［４］。 由于该菌对高温和渗透压具有较强的抵抗能

力， 因此在奶粉的加工、 放置、 冲调等过程中可大量

存活， 容易感染婴幼儿， 特别是免疫力低下的人群，
引起脑膜脑炎、 梗死性结肠炎［５］， 甚至引起成人的

骨髓炎菌血症和恶性肿瘤， 幸存者留有神经系统后遗

症， 严重者有致死可能［６］。 正是由于阪崎克罗诺杆

菌具有较强致病性， 使得该菌成为全世界范围的研究

热点。
目前阪崎克罗诺杆菌的检测方法主要是传统细菌

培养法， 但存在检测周期长、 试验步骤繁琐等缺点，
因此， 建立便捷、 准确且灵敏度高的检测方法尤为重

要。 目前常用的分子生物学检测手段以 ＰＣＲ［７］ 和环

介导等温扩增技术［８］ 等为主， 虽灵敏度高， 但存在

引物设计复杂， 对试验操作技能要求较高， 且需要昂

贵的设备等问题。 双抗体夹心酶联免疫吸附 （ｄｏｕｂｌｅ
ａｎｔｉｂｏｄｙ ｓａｎｄｗｉｃｈ ｅｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ，
ＤＡＳ－ＥＬＩＳＡ） 是基于免疫学分析技术建立的快速检

测方法［９］， 将已知抗体包被于固相载体， 待测抗原

结合后， 再加入检测抗体， 形成单抗原同时结合双抗

体的 “夹心” 结构， 从而特异性检测抗原。 该法无

需昂贵复杂的设备， 且具有快速便捷、 特异性强等优

点， 因此被广泛应用在病毒和细菌大批量快速检

测中［１０］。
本研究首先制备阪崎克罗诺杆菌效价高、 特异性

强的单克隆抗体， 在此基础上建立双抗夹心 ＥＬＩＳＡ
的检测方法， 以期满足阪崎克罗诺杆菌免疫学检测的

不同需求。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 菌株和试剂

阪 崎 克 罗 诺 杆 菌 ＣＩＣＣ２１５５２、 ＣＩＣＣ２１５６１、

ＣＩＣＣ２１５５０， 广泛克罗诺杆菌 ＣＩＣＣ２１５７０， 莫氏克罗

诺杆 ＣＩＣＣ２３９４３， 苏黎士克罗诺杆菌 ＣＩＣＣ２４１７８， 丙

二酸克罗诺杆菌 ＣＩＣＣ２１５５１， 都柏林克罗诺杆菌

ＣＩＣＣ２１５６４， 单核细胞增生李斯特菌 （ Ｌｉｓｔｅｒｉａ ｍｏｎｏ⁃
ｃｙｔｏｇｅｎｅｓ） ＣＩＣＣ２１６６２ 购买自中国工业微生物菌种保藏

管理中心。 铜绿假单胞菌 （Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）
ＡＴＣＣ９０２７ 和金黄色葡萄球菌 ＡＴＣＣ６５３８ 购买自美国

模式培养物集存库 （ ＡＴＣＣ）。 阪 崎 克 罗 诺 杆 菌

ＣＭＣＣ１􀆰 ６７６５购买自中国医学细菌保藏管理中心。 大

肠杆菌 （Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ） Ｏ１５７： Ｈ７， 副溶血弧菌

（Ｖｉｂｒｉｏ ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ） ＳＨ１１２ 和鼠伤寒沙门氏菌

（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ） ＳＬ１４０２８ 由本实验室保存。
ＳＰ２ ／ ０ 缺陷型骨髓瘤细胞由本实验室保存； ４ ～ ６

周龄昆明小鼠和 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠购自上海杰思捷生物有

限公司； 辣根过氧化物酶 （ＨＲＰ） 标记二抗购买自

Ａｂｃａｍ 公司； 抗体亚型鉴定试剂盒购买自 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ
Ｂｉｏｔｅｃｈ 公司。
１􀆰 ２　 阪崎克罗诺杆菌抗体的制备

１􀆰 ２􀆰 １　 免疫及血清效价的测定

阪崎克罗诺杆菌标准株在 ３７ ℃震荡培养至对数

生长期， ＰＢＳ 梯度稀释， 平板计数法进行活菌计数。
等量混合 ４ 株阪崎克罗诺杆菌标准株， 用终浓度为

０􀆰 ３％的甲醛灭活， 用无菌生理盐水调整浓度为 １􀆰 ０×
１０１０ ＣＦＵ ／ ｍＬ。 首次免疫选用等量弗氏完全佐剂进行

完全乳化， 足垫注射 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠。 间隔 ２ 周后进行

再次免疫， 此时细菌用等量不完全佐剂进行乳化， 皮

下多点注射。 四免后间隔 １ 周， 将小鼠断尾采血检测

效价。 选择血清效价在 １ ∶ ３２ ０００ 以上的小鼠， 取脾

细胞准备进行细胞融合， 融合前 ３ ｄ， 用无菌生理盐

水调整菌液浓度为 ５×１０９ ＣＦＵ ／ ｍＬ， 对小鼠进行腹腔

加强免疫。 将该阪崎克罗诺杆菌标准菌株按照上述同

样的免疫程序免疫新西兰白兔， 第 ４ 次免疫后， 耳源

静脉采血并收集血清， 利用间接 ＥＬＩＳＡ 检测方法测

定效价， 同时设置阴性对照 （健康家兔血清）。 测定

免疫兔血清 ＯＤ４５０值 （Ｐ） 和阴性对照 ＯＤ４５０值 （Ｎ），
Ｐ ／ Ｎ≥２􀆰 １ 判定为阳性。
１􀆰 ２􀆰 ２　 细胞融合及单克隆抗体腹水的制备、 效价和

单抗亚型测定

无菌分离小鼠脾脏并收集脾淋巴细胞， 与骨髓瘤

ＳＰ２ ／ ０ 细胞进行融合及阳性杂交瘤细胞筛选， 并经亚

克隆纯化细胞株， 扩大培养后经小鼠体内诱生单抗腹

水获得抗阪崎克罗诺杆菌单克隆抗体。
阪崎克罗诺杆菌 ＣＩＣＣ２１５５２ 灭活后 ＰＢＳ 洗 ３ 次，
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经碳酸盐缓冲液重悬， 调整菌液浓度至 １􀆰 ０ × １０１０

ＣＦＵ ／ ｍＬ 作为抗原包被 ９６ 孔酶标板， 通过间接

ＥＬＩＳＡ 方法测定腹水效价， Ｐ ／ Ｎ≥２􀆰 １ 判定为阳性。
根据抗体亚型鉴定试剂盒说明书要求， 测定单抗的

亚型。
１􀆰 ３　 双抗夹心 ＥＬＩＳＡ 检测方法的建立

　 　 抗阪崎克罗诺杆菌兔多抗作为包被抗体 （１００
μＬ ／孔包被酶标板）， ４ ℃过夜包被， ＰＢＳＴ 清洗； 每

孔加入 １％明胶 ２００ μＬ， ３７ ℃封闭 ２ ｈ， ＰＢＳＴ 清洗；
加入检测抗原 （阪崎克罗诺杆菌菌液）， 同时设置阴

性对照 （非阪崎克罗诺杆菌菌液）， ３７ ℃ 温育 ２ ｈ，
ＰＢＳＴ 清洗； 加入稀释后的阪崎克罗诺杆菌单克隆抗

体， 每孔 １００ μＬ， ３７ ℃温育 ２ ｈ， ＰＢＳＴ 清洗； 加入

ＨＲＰ 标记山羊抗鼠二抗， ３７ ℃温育 １ ｈ， ＰＢＳＴ 清洗；
加入 ＴＭＢ 底物显色液进行显色， ２ ｍｏｌ ／ Ｌ 浓硫酸终止

反应后使用酶标仪测 ＯＤ４５０吸光值， Ｐ ／ Ｎ≥２􀆰 １ 可判定

为阳性。
１􀆰 ４　 双抗夹心 ＥＬＩＳＡ 反应条件的优化

棋盘稀释法确定阪崎克罗诺杆菌抗体最佳包被的

稀释度， 阪琦克罗诺杆菌兔多抗作为捕获抗体， 包被

浓度按照 １ ∶ １ ０００、 １ ∶ ２ ０００、 １ ∶ ４ ０００、 １ ∶ ８ ０００
的梯度进行稀释。 按照上述试验方法进行清洗及封

闭， 后续加入检测抗原 （阪崎克罗诺杆菌菌液浓度

为 １×１０７ ＣＦＵ ／ ｍＬ）， 阪琦克罗诺杆菌单克隆抗体 ５Ｂ９
株作为检测抗体， 检测浓度按照 １ ∶ １ ０００、 １ ∶
２ ０００、 １ ∶ ４ ０００、 １ ∶ ８ ０００ 的梯度进行稀释， 同时

设置阴性对照， 其他步骤参照 １􀆰 ３。 选择测定的 Ｐ ／ Ｎ
值最大时， 对应的捕获抗体和检测抗体的稀释度为最

佳使用浓度。
１􀆰 ５　 阳性判定标准的确定

使用以上建立的双抗夹心 ＥＬＩＳＡ 的检测方法，
取 ８ 份阴性样品用 ＰＢＳ 稀释后， 经酶标仪检测 ＯＤ４５０

吸光值， 并计算 ＯＤ４５０的平均值 （Ｘ） 以及标准方差

（ＳＤ）， 最终得到的阴阳性临界值 （Ｘ＋３ＳＤ）。 当样本

ＯＤ４５０值≥Ｘ＋３ＳＤ 时， 判定为阳性； 当样本 ＯＤ４５０值＜
Ｘ＋３ＳＤ 时， 判定为阴性。
１􀆰 ６　 双抗夹心 ＥＬＩＳＡ 的特异性和灵敏度测定

　 　 分别用金黄色葡萄球菌、 鼠伤寒沙门菌、 副溶血

弧菌、 铜绿假单胞菌、 单核细胞增生李斯特菌和大肠

杆菌 Ｏ１５７： Ｈ７ 作为检测抗原， 调整各菌液的浓度为

１×１０７ ＣＦＵ ／ ｍＬ。 测定建立的双抗夹心 ＥＬＩＳＡ 方法的

特异性， 并设置阴性和空白对照 （无菌水）。 每组设

置 ３ 个重复， 按 １􀆰 ３ 中的步骤进行检测。
用阪崎克罗诺杆菌标准菌 ＣＩＣＣ２１５５２ 作为检测

抗原进行梯度稀释 （１×１０８、 １×１０７、 １×１０６、 １×１０５、
１×１０４、 １×１０３、 １×１０２和 １×１０１ ＣＦＵ ／ ｍＬ）， 测定双抗

夹心 ＥＬＩＳＡ 检测方法的敏感性。 显色结束用酶标仪

读取 ＯＤ４５０值。 当 Ｐ ／ Ｎ≥２􀆰 １ 时， 可认为是该方法的

最低检测限。
１􀆰 ７　 双抗夹心 ＥＬＩＳＡ 的重复性试验

使用批内差异和批间差异对建立的阪崎克罗诺杆

菌双抗夹心 ＥＬＩＳＡ 检测方法进行重复性评价。 板内

变异： 取不同浓度的阪崎克罗诺杆菌 ＣＩＣＣ２１５５２ 进

行测定， 每个浓度在同一块酶标板上作 ４ 个重复， 通

过对 ＯＤ４５０值进行分析， 计算板内变异系数。 分别在

不用时间段包被酶标板， 每板做 ４ 个重复， 共包被 ５
次， 对得到的 ＯＤ４５０值进行分析， 计算板间变异系数。

２　 结果

２􀆰 １　 阪崎克罗诺杆菌单克隆抗体制备

２􀆰 １􀆰 １　 杂交瘤细胞株的融合筛选及克隆

分别收集多次免疫后 ７ ｄ 的小鼠血清， 测其效

价。 ４ 免后选择血清效价达到 １ ∶ ３２ ０００ 以上的小鼠，
收集脾细胞与 ＳＰ２ ／ ０ 细胞进行融合， 在 ＨＡＴ 的筛选

作用下， 融合成功的杂交瘤细胞能够正常生长， 当细

胞团生长至一定数量时， 抽取细胞上清液进行间接

ＥＬＩＳＡ 检测， 筛选测得 ＯＤ４５０值在 ２􀆰 ０ 左右的克隆为

阳性克隆株， 并连续进行 ４ 次亚克隆筛选， 最终筛选

出 ４ 株能稳定分泌高滴度抗体的阳性克隆株， 命名为

３Ａ６、 ５Ｂ９、 ＡＣ９ 和 ＥＦ１２。
２􀆰 １􀆰 ２　 单克隆抗体 ＥＬＩＳＡ 效价测定

采用间接 ＥＬＩＳＡ 方法依次检测 ４ 株单克隆抗体

效价。 ４ 株 细 胞 株 的 效 价 分 别 为 １ ∶ １２８ ０００、
１ ∶ ２５６ ０００、 １ ∶ ３２ ０００ 和 １ ∶ ２５６ ０００， 参照上述血

清效价测定方法测定兔血清效价， 结果显示抗体效价

随着免疫次数的增加明显升高， 效价达到 １ ∶ １２８ ０００
（表 １）。
２􀆰 １􀆰 ３　 单克隆抗体的亚型测定

结果显示， ４ 种抗体的轻链类型皆为 Ｋａｐｐａ 型，
单抗细胞株 ３Ａ６、 ５Ｂ９ 和 ２Ｂ６ 重链均为 ＩｇＧ１， 细胞株

ＥＦ１２ 重链为 ＩｇＧ２ａ （表 ２）。
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表 １　 杂交瘤细胞株培养上清液抗体效价 （ＯＤ４５０值）

组别 抗体稀释倍数
单克隆细胞株

３Ａ６ ５Ｂ９ ＥＦ１２ ２Ｂ６
兔多抗 阴性对照 空白对照

Ａ ８×１０３ １􀆰 ７１８ ３ ２􀆰 ５８１ ４ １􀆰 ４３７ ２ １􀆰 ６３３ ５ ３􀆰 ６６８ ９ ０􀆰 ０８１ ２ ０􀆰 ０５５ ０

Ｂ １６×１０３ １􀆰 ５８４ ３ ２􀆰 ２７７ ３ １􀆰 １８２ ２ １􀆰 ５８０ ９ ３􀆰 ５２１ ３ ０􀆰 ０８５ ４ ０􀆰 ０５５ ４

Ｃ ３２×１０３ １􀆰 ５５３ １ ２􀆰 ２７７ ３ １􀆰 ０７３ ０ １􀆰 ５２８ ３ ３􀆰 ２８６ ２ ０􀆰 ０８４ ５ ０􀆰 ０７１ ５

Ｄ ６４×１０３ １􀆰 ３８６ １ １􀆰 ９２９ ８ ０􀆰 ７６７ ９ １􀆰 ５１０ ９ ２􀆰 ２７２ ０ ０􀆰 ０７４ ６ ０􀆰 ０５６ ２

Ｅ １２８×１０３ １􀆰 ０９０ ５ １􀆰 ４８０ ６ ０􀆰 ５７１ ６ １􀆰 ３７３ １ １􀆰 ５５１ ２ ０􀆰 ０９６ ８ ０􀆰 ０５３ ８

Ｆ ２５６×１０３ ０􀆰 ８４１ ９ １􀆰 １５０ ４ ０􀆰 ３３２ ６ １􀆰 ０９１ １ ０􀆰 ８３９ ６ ０􀆰 ０９３ ４ ０􀆰 ０５５ ４

表 ２　 单克隆抗体的亚型鉴定 （ＯＤ４５０值）

亚类
单克隆抗体

３Ａ６ ５Ｂ９ ＥＦ１２ ２Ｂ６

Ｇｏａｔ Ａｎｔｉ－Ｍｏｕｓｅ Ｋａｐｐａ－ＨＲＰ ２􀆰 １８ １􀆰 ８０３ ０􀆰 ３６９ ０􀆰 ６２６

Ｇｏａｔ Ａｎｔｉ－Ｍｏｕｓｅ Ｌａｍｂｄａ－ＨＲＰ ０􀆰 ２６１ ０􀆰 １５１ ０􀆰 １４７ ０􀆰 １９９

Ｇｏａｔ Ａｎｔｉ－Ｍｏｕｓｅ ＩｇＧ１， Ｈｕｍａｎ ａｄｓ－ＨＲＰ ３􀆰 ２７２ ３􀆰 ３４８ ０􀆰 ５３８ ２􀆰 ２９５

Ｇｏａｔ Ａｎｔｉ－Ｍｏｕｓｅ ＩｇＡ－ＨＲＰ ０􀆰 ３６７ ０􀆰 ４２１ ０􀆰 ３０８ ０􀆰 ３９

Ｇｏａｔ Ａｎｔｉ－Ｍｏｕｓｅ ＩｇＧ３， Ｈｕｍａｎ ａｄｓ－ＨＲＰ ０􀆰 ２２４ ０􀆰 ２０６ ０􀆰 １５３ ０􀆰 ２５２

Ｇｏａｔ Ａｎｔｉ－Ｍｏｕｓｅ ＩｇＧ２ｂ， Ｈｕｍａｎ ａｄｓ－ＨＲＰ ０􀆰 ２７ ０􀆰 ３５６ ０􀆰 １７３ ０􀆰 ２９

Ｇｏａｔ Ａｎｔｉ－Ｍｏｕｓｅ ＩｇＧ２ａ， Ｈｕｍａｎ ａｄｓ－ＨＲＰ ０􀆰 ２５２ ０􀆰 ５５６ ０􀆰 ９６４ ０􀆰 ９０６

Ｇｏａｔ Ａｎｔｉ－Ｍｏｕｓｅ ＩｇＭ， Ｈｕｍａｎ ａｄｓ－ＨＲＰ ０􀆰 ５４６ ０􀆰 １９８ ０􀆰 １７１ ０􀆰 ４４３

Ｇｏａｔ Ａｎｔｉ－Ｍｏｕｓｅ Ｉｇ， Ｈｕｍａｎ ａｄｓ－ＨＲＰ ３􀆰 ０６８ ２􀆰 ９９８ ０􀆰 ９６２ １􀆰 ９６３

　 　 注： 下划线表示测定结果为阳性值。

２􀆰 ２　 双抗夹心 ＥＬＩＳＡ 方法的建立

通过棋盘法对捕获抗体和检测抗体稀释比例进行

确定， 选择阪崎克罗诺杆菌兔多抗作为捕获抗体， 阪

崎克罗诺杆菌单克隆抗体 ５Ｂ９ 株作为检测抗体，
ＨＲＰ 标记羊抗鼠作为酶标二抗。 结果显示 （图 １），
当阪崎克罗诺杆菌兔多抗的稀释倍数为 １ ∶ ４ ０００ 倍，
且阪崎克罗诺杆菌单克隆抗体 ５Ｂ９ 株稀释倍数为

１ ∶ １ ０００ 倍时的 Ｐ ／ Ｎ 值最大， 且阴性值为 ０􀆰 ０９１ ８，
符合阴性值较小的条件。 因此， 选择捕获抗体最佳的

稀释比例为 １ ∶ ４ ０００， 检测抗体的最佳稀释比例为

１ ∶ １ ０００。
２􀆰 ３　 双抗夹心 ＥＬＩＳＡ 检测方法阴阳临界值的确定

由表 ３ 可见， 采用优化以后的阪崎克罗诺杆菌双

抗夹心 ＥＬＩＳＡ 方法， 检测得到的 ８ 份阴性抗原的

ＯＤ４５０平均值 （Ｘ） 为 ０􀆰 １１３ ７， 求得 ＳＤ 为 ０􀆰 ０１５ ３，
按照公式最终求得的临界值为 ０􀆰 １５９ ６， 当样本 ＯＤ４５０

值≥０􀆰 １５９ ６， 同时满足 Ｐ ／ Ｎ≥２􀆰 １ 时， 判定为阳性；
否则， 判定为阴性。

图 １　 捕获抗体和检测抗体最佳工作浓度的优化

表 ３　 双抗夹心 ＥＬＩＳＡ 检测方法阴性样品的 ＯＤ４５０值

样品号 ＯＤ４５０值 样品号 ＯＤ４５０值

１ ０􀆰 １４７ ７

２ ０􀆰 １１８ ３

３ ０􀆰 １０５ ７

４ ０􀆰 ０９３ ２

５ ０􀆰 １１６ １

６ ０􀆰 １０９ ５

７ ０􀆰 １１８ １

８ ０􀆰 １００ ８

２􀆰 ４　 双抗夹心 ＥＬＩＳＡ 检测方法的特异性

用上述建立的双抗夹心 ＥＬＩＳＡ 方法检测细胞株

上清液抗体和腹水抗体， 结果表明， 抗阪崎克罗诺杆

菌单克隆抗体仅能与试验中克罗诺杆菌属的细菌

（苏黎士克罗诺杆菌 ＣＩＣＣ２４１７８、 丙二酸克罗诺杆菌

ＣＩＣＣ２１５５１、 莫氏克罗诺杆菌 ＣＩＣＣ２３９４３、 广泛克罗

诺杆菌 ＣＩＣＣ２１５７０、 都柏林克罗诺杆菌 ＣＩＣＣ２１５６４）
发生反应， 而不能和其他 ６ 种常见的食源性细菌

（金黄色葡萄球菌、 鼠伤寒沙门菌、 副溶血弧菌、 铜

绿假单胞菌、 单核细胞增生李斯特菌和大肠杆菌

Ｏ１５７： Ｈ７） 发生交叉反应 （图 ２）。

·９６·畜牧与兽医　 ２０２４ 年　 第 ５６ 卷　 第 ４ 期



图 ２　 双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ 的特异性

２􀆰 ５　 双抗夹心 ＥＬＩＳＡ 检测方法的灵敏度

双抗夹心 ＥＬＩＳＡ 检测方法的敏感性试验结果表

明 （表 ４）， 该方法最低检测限可以达到 １ × １０６

ＣＦＵ ／ ｍＬ （Ｐ ／ Ｎ 值大于 ２􀆰 １）， 建立的双抗夹心 ＥＬＩＳＡ
标准曲线在１×１０６ ～１×１０８ ＣＦＵ ／ ｍＬ 检测范围内具有线

性关系 （Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９５０ ７） （图 ３）。
２􀆰 ６　 重复性试验

２􀆰 ６􀆰 １　 板内变异系数

板内变异系数结果显示， 板内变异系数最小为

４􀆰 ５７％， 最大为 １２􀆰 ６２％， 最大值不超过 １５％， 因此

具有良好的重复性， 结果见表 ５。

表 ４　 双抗夹心 ＥＬＩＳＡ 检测方法敏感性确定

菌液浓度 ／

（ＣＦＵ·ｍＬ－１）

ＯＤ６００平均值

阳性 阴性
Ｐ ／ Ｎ 值

１×１０９ ０􀆰 ９１５ ９ ０􀆰 ０８４ ３ １０􀆰 ８６４ ８

５×１０８ ０􀆰 ８８５ ２ ０􀆰 ０８４ ２ １０􀆰 ５１３ １

１×１０８ ０􀆰 ８０９ ４ ０􀆰 ０９５ ５ ８􀆰 ４７５ ４

５×１０７ ０􀆰 ６１４ ５ ０􀆰 ０８５ ３ ７􀆰 ２０４ ０

１×１０６ ０􀆰 ３４８ ５ ０􀆰 ０９９ ６ ３􀆰 ４９９ ０

５×１０５ ０􀆰 １２８ ４ ０􀆰 ０７４ ３ １􀆰 ７２８ １

１×１０５ ０􀆰 １０９ ６ ０􀆰 ０７６ ８ １􀆰 ４２７ １

图 ３　 双抗体夹心 ＥＬＩＳＡ 检测方法的最低检测限

表 ５　 板内变异系数的确定

菌液浓度 ／

（ＣＦＵ·ｍＬ－１）

Ｐ ／ Ｎ 值

１ ２ ３ ４ 均值
ＳＤ 变异系数 ／ ％

１×１０９ １３􀆰 ８５ １４􀆰 ８８ １７􀆰 １６ １６􀆰 ５７ １５􀆰 ６２ １􀆰 ５２ ９􀆰 ７５

５×１０８ ９􀆰 ９９ １２􀆰 １５ １３􀆰 ４８ １２􀆰 ９３ １２􀆰 １４ １􀆰 ５３ １２􀆰 ６２

２􀆰 ５×１０７ ９􀆰 ６８ ９􀆰 ５１ １０􀆰 ６０ ９􀆰 ３１ ９􀆰 ７８ ０􀆰 ５７ ５􀆰 ８３

１􀆰 ２５×１０７ ９􀆰 ３９ ９􀆰 ３９ １０􀆰 ３３ ９􀆰 ７２ ９􀆰 ７１ ０􀆰 ４４ ４􀆰 ５７

６􀆰 ２５×１０６ ５􀆰 ６９ ４􀆰 ９９ ５􀆰 ７９ ５􀆰 ４７ ５􀆰 ４９ ０􀆰 ３６ ６􀆰 ４９

２􀆰 ６􀆰 ２　 板间变异系数

板间变异系数结果显示， 板间变异系数最小为

４􀆰 ７８％， 最大为 １１􀆰 １４％， 最大值不超过 １５％， 因此

具有良好的板间重复性， 见表 ６。

表 ６　 板间变异系数的确定

菌液浓度 ／

（ＣＦＵ·ｍＬ－１）

Ｐ ／ Ｎ

１ ２ ３ ４ 均值
ＳＤ 变异系数 ／ ％

１×１０９ １２􀆰 ５６ １３􀆰 ９７ １５􀆰 ８９ １３􀆰 ７４ １４􀆰 ０４ １􀆰 ３８ ９􀆰 ８２

５×１０８ １１􀆰 １３ １２􀆰 １３ １１􀆰 ７１ １０􀆰 ９３ １１􀆰 ４８ ０􀆰 ５５ ４􀆰 ７８

２􀆰 ５×１０７ ８􀆰 ６５ １０􀆰 ４０ ９􀆰 ６２ １０􀆰 ３１ ９􀆰 ７５ ０􀆰 ８１ ８􀆰 ３０

１􀆰 ２５×１０７ ７􀆰 ５４ ８􀆰 ６９ ８􀆰 １３ ７􀆰 １６ ７􀆰 ８８ ０􀆰 ６７ ８􀆰 ５２

６􀆰 ２５×１０６ ５􀆰 ３３ ５􀆰 ７０ ６􀆰 １９ ４􀆰 ７４ ５􀆰 ４９ ０􀆰 ６１ １１􀆰 １４
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３　 讨论

阪崎克罗诺杆菌免疫学检测方法主要有胶体金试

纸条［１１］、 酶联免疫吸附试验、 免疫磁珠［１２］ 等， 这些

检测方法的适用性与所制备抗体的性能密切相关。 因

此， 获得高亲和性和特异性的单克隆抗体对免疫检测

方法的建立尤为重要。
国家食品安全标准及进出口乳品检验检疫条例中

明确规定， 婴儿乳制产品中不得检出阪崎克罗诺杆

菌［１３］。 克罗诺杆菌属包含阪崎克罗诺杆菌等 ７ 个种，
且均具有致病性。 本研究最终筛选出的单克隆抗体对

克罗诺杆菌属 ６ 个菌种均具有阳性反应， 且对其他的

食源性致病菌均没有交叉反应， 特异性良好， 为建立

针对阪崎克罗诺杆菌的免疫学检测方法打下良好

基础。
基于单抗的免疫检测方法， 如免疫胶体金层析

法、 ＥＬＩＳＡ、 间接免疫荧光检测方法等， 已经广泛应

用于细胞生物学、 微生物学、 免疫学等相关临床诊

断［１４－１６］。 该免疫学检测方法可以进行定性或定量检

测， 具有高效， 专一性强等优点， 已成功用于很多重

要致病菌的快速检测， 如肺炎克雷伯菌 （Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ
ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ） ［１７］， 沙门菌 （Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ） ［１８］ 和嗜肺军团

菌 （Ｌｅｇｉｏｎｅｌｌａ ｐｎｅｕｍｏｐｈｉｌａ） ［１９］等。 与 Ｓｏｎｇ 等［２０］和丁

铭［２１］建立的阪崎克罗诺杆菌免疫检测试纸条法相比，
本研究建立的双抗夹心 ＥＬＩＳＡ 方法的检测限可达

１􀆰 ０×１０６ ＣＦＵ ／ ｍＬ， 提高了近 １０ 倍， 具有更高的灵敏

性。 此外， 本研究建立的双抗夹心 ＥＬＩＳＡ 检测方法

具有良好的特异性， 能快速检测阪崎克罗诺杆菌属 ６
个重要的致病性菌种， 且不和其他常见的食源性病原

菌发生交叉反应， 为阪崎克罗诺杆菌的快速检测奠定

基础。
综上， 本研究建立的阪崎克罗诺杆菌双抗夹心

ＥＬＩＳＡ 方法， 具有特异性强、 检测结果直观、 试验操

作便捷等优点， 且检测成本较低， 可在基层检测中使

用。 该方法的建立为阪崎克罗诺杆菌的免疫学检测提

供有力工具， 具有极大的应用前景。
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