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摘　要:目的　建立一种快速、准确检测牛肉中大肠杆菌 O１５７∶H７的方法.方法　利用抗大肠杆菌 O１５７∶H７单克隆

抗体２G５(捕获抗体),酶标单克隆抗体２E３(HRPＧ２E３,检测抗体),建立可用于检测大肠杆菌 O１５７∶H７的双抗体夹心

ELISA方法,同时对反应条件进行优化并对该方法进行评价.结果　通过优化得到最佳反应条件,单克隆抗体２G５最佳包被

浓度为４．４８μg/mL,HRPＧ２E３最佳检测浓度为１９．９μg/mL.该方法对纯培养菌液最低检出限为１×１０５CFU/mL,具有良好

的敏感性,且特异性良好,与其他大肠杆菌、沙门氏菌、李斯特菌等均无交叉反应.板内及板间变异系数均小于７％,具有较高

的精密度.人工污染牛肉样品增菌８h后,对大肠杆菌 O１５７∶H７的检出限为１CFU/２５g.结论　建立的双抗体夹心

ELISA检测方法灵敏度、准确度、重复性良好,特异性强,可用于临床实际样品检测.
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Abstract:ToestablisharapidandaccuratemethodforthedetectionofEscherichiacoliO１５７∶H７inbeef．TheantiＧE．
ColiO１５７∶H７monoclonalantibody２G５ascaptureantibodyandenzymeＧlabeledmonoclonalantibody２E３(HRPＧ２E３)asdeＧ
tectionantibodywereusedtoestablishadoubleＧantibodysandwichELISAmethodfordetectingE．coliO１５７∶H７．Then,the
reactionconditionsandthemethodwereoptimized．Theoptimalcoatingconcentrationofmonoclonalantibody２G５was４．４８

μg/mL,andtheoptimaldetectionconcentrationofHRPＧ２E３was１９．９μg/mL．Thelimitofdetection(LOD)ofE．coliO１５７
∶H７reached１０５CFU/mL,showingingoodsensitivity．Also,

thismethodhadnocrossＧreactionwithotherEscherichiacoli,

Salmonella,Listeria,etc,whichshowedhighspecificity．VariＧ
ablecoefficientofintraＧandinterＧplatewerealllessthan７％
showinghighprecision．LODofE．coliO１５７∶H７inartificial
contaminationofbeefsampleswas１CFU/２５gafterenrichment
for８h．Thus,theestablishedsandwichELISA methodhasgood
sensitivity,specificityandreproducibility．Itcanbeusedforthe
detectionofclinicalactualsamples．
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　　肠出血性大肠杆菌 O１５７∶H７是一种危害严

重的人兽共患病原体,主要通过受污染的食物传播,
如牛肉、奶制品、蔬菜和水果[１].反刍动物,特别是

牛,是大肠杆菌 O１５７∶H７的主要宿主[２Ｇ３].虽然

大肠杆菌 O１５７∶H７对成年牛没有致病性,但却可

以导 致 人 的 出 血 性 腹 泻、溶 血 性 尿 毒 症 综 合 征

(HUS)以及血栓性血小板减少性紫癜(TTP).人

的感染剂量一般很低,摄入１０个活菌就足以引起感

染[４Ｇ５],幼儿最容易感染这种微生物[６Ｇ７].由它引起

的溶血性尿毒综合征可导致红细胞的破坏和肾功能

衰竭.据报道,全球平均每年有３８９０例溶血性尿

毒症病例,死亡人数达２３０人[８].自１９８２年在美国

首次被分离出来,并被认为是一种新型的肠道致病

菌[９],美国又发生了多起该病的暴发流行[１０Ｇ１１].此

外,加拿大[１２]、日本[１３]等多个国家相继发生此病原

菌引起的暴发感染.我国受此病原菌的威胁也越来

越大,自１９８６年在江苏徐州首次发现以来,福建、甘
肃、安徽等省先后自人畜以及其他动物中分离出

O１５７大肠杆菌[１４].
因此,大肠杆菌 O１５７∶H７的检测在食品安

全、疾病控制、环境保护等领域受到广泛的关注.鉴

于现在主流的检测方法,如国标法金标准,其检测灵

敏度高,但工序复杂,检测时间长,并对检测人员要

求高[１５],使其无法及时预防疫情的暴发;如分子生

物学方法,其时效快,成本低,但特异性易受引物、环
境等因素影响而产生假阳性或假阴性结果[１６].而

基于单克隆抗体的 ELISA 方法检测病原体具有简

单、灵敏度高、特异性好等优点.因此本研究利用抗

O１５７∶H７特异性单克隆抗体２G５及辣根过氧化

物酶标记单克隆抗体２E３(HRPＧ２E３),建立双抗体

夹心ELISA 方法,为大肠杆菌 O１５７∶H７提供可

靠的检测方法.

１　材料与方法

１．１　菌株与抗体　３８株 O１５７∶H７和沙门氏菌、
志贺杆菌等２９株菌种由南京农业大学动物医学实

验室保存(见表２),本次实验所用的２株大肠杆菌

O１５７∶H７单克隆抗体(２G５、２E３)的杂交瘤细胞由

南京农业大学动物医学实验室筛选获得.

１．２　主要试剂与设备　脱脂奶、BSA、Tween２０购

自南京鼎思生物技术有限公司,１０×PBS购自北京

索莱宝生物科技有限公司,TMB单组份显色液、辣
根过 氧 化 物 酶 购 自 Sigma 公 司,PCR Kit 购 自

Takara公司,DNA 提取试剂盒购自 TIANGEN 公

司,新生霉素增菌肉汤购自北京陆桥公司,PCR 仪

为美国 ABI公司,电泳仪、凝胶成像系统均为上海

天能公司,酶标仪为西班牙基立福公司.

１．３　PCR引物设计与合成　以大肠杆菌 O１５７∶
H７的菌体抗原基因rfbE[１７Ｇ１８]为目的基因,参考陈

雅君等[１９]报道的引物序列(表１),委托金斯瑞生物

技术有限公司合成.

表１　rfbE基因引物序列及预计扩增长度

Tab．１　PrimersequenceofrfbEandexpected
amplificationlength

引物 序列(５′Ｇ３′) 扩增长度/bp

rfbEＧF ACTACAGGTGAAGGTGGAATG ３２７
rfbEＧR TTCCTCTCTTTCCTCTGCGGT

１．４　单克隆抗体的纯化与标记　冻融实验室存储

的单克隆抗体腹水,根据ProteinA 预装重力柱(上
海斯信生物技术有限公司)说明书进行纯化并进行

SDSＧPAGE分析,测定单抗纯度后冻存于－８０ ℃
备用.

取纯化后的单克隆抗体２E３,与辣根过氧化物

酶(HRP)进行偶联,得到酶标记抗体(HRPＧ２E３).
采用过碘酸钠法进行标记[２０],原理是过碘酸钠将

HRP分子表面的多糖氧化为醛基,可与加入的IgG
上的氨基形成Schiff氏碱而结合.

１．５　双抗体夹心ELISA检测方法的建立　以２G５
为捕获抗体,辣根过氧化物酶标记单克隆抗体２E３
(HRPＧ２E３)为检测抗体建立双抗体夹心 ELISA 检

测方法.具体步骤如下:①抗体包被:将２G５用包

被液稀释至一定浓度后包被酶标板,每孔１００μL,４
℃包被过夜;②封闭:PBST 洗涤３次后,每孔３００

μL封闭液于３７℃进行封闭;③加抗原:PBST洗涤

３次,拍干,加入待测菌液,每孔１００μL,３７℃孵育;

④加 酶 标 抗 体:PBST 洗 ３ 次,拍 干,酶 标 抗 体

(HRPＧ２E３)稀释至适宜浓度后,每孔１００μL,３７℃
孵育;⑤加底物显色:洗板４次,拍干后每孔加入

１００μLTMB单组份显色液,置于３７ ℃避光显色;

⑥终止:用２mol/LH２SO４ 终止反应,每孔１００μL,

３７２４期 赵亚男,等:一种快速鉴别牛肉中大肠杆菌 O１５７∶H７检测方法的建立及应用



于４５０nm 波长处测各孔 OD值.
为了得到最优检测体系,分别对２G５包被浓度

(１∶１００、１∶２００、１∶４００、１∶８００),HRPＧ２E３检测

浓度(１∶１００、１∶２００、１∶４００、１∶８００)[２１],封闭液

(１％BSA、２％BSA、１０％BSA、１％明胶、２％明胶、

５％脱脂奶),最佳封闭时间(６０ min、９０ min、１２０
min),抗原作用时间(４５min、６０min、９０min、１２０
min),酶标抗体作用时间(４５min、６０min、９０min、

１２０min)以及显色液显色时间(５min、１０min、１５
min、２０min)进行优化.

１．６　双抗体夹心ELISA灵敏度的检测　将大肠杆

菌 O１５７∶H７培养至对数期(OD６００＝０．６,平板计数

确定浓度为１×１０８CFU/mL),０．４％甲醛灭活２４h
后,用 无 菌 PBS 进 行 １０ 倍 比 稀 释 得 １０~１０８

CFU/mL浓度菌液,按照已优化好的最佳条件进行

双抗体夹心 ELISA 检测,每个浓度做３孔平行检

测,确定灵敏度.

１．７　双抗体夹心ELISA特异性的检测　受试菌株

包括３８株 O１５７∶H７和２９株其它菌种,菌浓度均

为１０８CFU/mL,验证建立的双抗体夹心ELISA方

法的特异性,同时使用国标方法及PCR方法进行对

比验证.

１．８　双抗体夹心ELISA重复性的检测　板内重复

性检测,选取１×１０８、１×１０７、１×１０６、１×１０５ CFU/

mL这４个浓度进行分析,每个浓度做５个重复,计
算其板内变异系数.板间重复性检测,选择同样的

浓度在５块不同的酶标板上不同时间进行检测,计
算其板间变异系数.

１．９　样品检测

１．９．１　模拟样品检测　构建人工污染牛肉样品,使
用建立的双抗体夹心 ELISA 检测方法,PCR 检测

方法和国标培养法对比检测,验证所建立的双抗体

夹心ELISA检测方法的实用性.
牛肉样品(购自南京农业大学附近农贸市场),

用超纯水冲洗干净后经组织捣碎机加工成肉馅,用
国标培养法确定无 O１５７∶H７自然污染后,置于高

压灭菌锅内１２１℃灭菌２０min.冷却后,人工污染

大肠杆菌 O１５７∶H７,接种剂量分别为１０４、１０３、

１０２、１０、１CFU/２５g,每个接种量设置３个平行,并
以无菌生理盐水作空白对照,取各浓度剂量人工污

染样品和空白无污染样品２５g于２２５mL 新生霉

素增菌肉汤,使用拍击式均质器连续均质２min,在

３７℃,１００r/min摇床增菌培养.
增菌至４、６、８、１０h,分别从各浓度增菌液和空

白菌液取３份样品,每份１mL,８００r/min离心３

min去除沉渣,吸上清,１００００r/min离心５min,

PBS洗涤３次,重悬后煮沸１０min,用上述建立的

双抗体夹心 ELISA 方法检测;同样取４、６、８、１０h
增菌液,每份１mL,设３个平行对照,PBS洗涤去除

油脂和沉渣后,使用 TINAGEN 试剂盒说明书提取

DNA,参考陈雅君等[１９]报道的 PCR扩增体系进行

PCR检测;参照 GB４７８９．３６Ｇ２０１６,增菌２４h后,对
不同浓度人工污染样品和空白无污染样品进行国标

法检测.

１．９．２　实际样品检测　从南京农业大学附近的农

贸市场、超市采集１００份样品(牛肉４０份、猪肉２０
份、鸡肉２０份、鲜奶２０份),用已建立的双抗体夹心

ELISA方法进行检测,同时采用国标(GB４７８９．３６Ｇ
２０１６)对比检测.

２　结　果

２．１　SDSＧPAGE检测纯化后２E３、２G５抗体纯度　
结果见图１,在５０kDa和２５kDa处分别出现两条

蛋白带,它们分别与鼠IgG重链和轻链的分子量相

符合,说明纯化效果比较好.

　　注:M 为蛋白 Marker;１为纯化前２E３;２为纯化后２G５;３
为纯化前２G５;４为纯化后２G５

图１　纯化前后２E３、２G５单抗的SDSＧPAGE分析

Fig．１　SDSＧPAGEanalysisofmonoclonalantibodies(２E３
and２G５)beforeandafterpurification

２．２　２G５和 HRPＧ２E３工作浓度的测定　方阵法测

定结果见表２,基于检测效果和经济性考虑,选择

２G５抗体１∶４００稀释(４．４８μg/mL),HRPＧ２E３抗

体１∶１００稀释(１９．９μg/mL)为最终工作浓度,此
时阳性值 OD４５０≈１,P/N值为２６．１５.

４７２ 中 国 人 兽 共 患 病 学 报 ２０２０,３６(４)



表２　２G５和HRPＧ２E３工作浓度测定结果

Tab．２　Resultsofworkingconcentrationsof２G５andHRPＧ２E３

酶标抗体

HRPＧ２E３
稀释倍数

单克隆抗体２G５稀释倍数

P 值 N值

１∶１００ １∶２００ １∶４００ １∶８００ １∶１００ １∶２００ １∶４００ １∶８００

１∶１００ １．５１７ １．３４２ １．０６４ ０．５０９ ０．０３８ ０．０６５ ０．０４０ ０．０５８

１∶２００ ０．３８６ ０．３３６ ０．３４４ ０．２２６ ０．０６３ ０．０３７ ０．０４０ ０．０３５

１∶４００ ０．２２８ ０．２１８ ０．１９９ ０．１３０ ０．０３３ ０．０２９ ０．０２６ ０．０２０

１∶８００ ０．１６２ ０．１８９ ０．１５１ ０．０９０ ０．０５０ ０．０３２ ０．０３３ ０．０３１

　　注:P 值为阳性样品 OD４５０nm 值;N值为阴性样品 OD４５０nm 值

２．３　 最 佳 封 闭 液 及 封 闭 时 间 的 优 化 　 封 闭 对

ELISA反应至关重要,可以减少非特异性吸附,提
高反应的灵敏度及特异性.以阳性孔 OD４５０值与阴

性对照孔 OD４５０值之比(P/N 值)最大为最优条件,
经测定５％脱脂奶为最适封闭液(图２A),１．５h为

最佳封闭时间(图２B).

注:A最适封闭液的确定;B最佳封闭时间的确定

图２　最适封闭液及封闭时间的确定

Fig．２　Determinationofoptimalblockingsolutionandblockingtime

２．４　抗原、酶标抗体及显色液作用时间的优化　反

应时间的长短会对 OD４５０nm 值产生影响,为提高反

应的特异性和灵敏度,本次实验分别对抗原、酶标抗

体及显色液作用时间进行优化,P/N 值最大判定为

最优条件.结果如图３所示,抗原、酶标抗体(HRPＧ
２E３)、TMB单组份显色液最佳作用时间分别为９０
min(图３A)、４５min(图３B)、１０min(图３C).

图３　抗原、酶标抗体及显色液作用时间的优化

Fig．３　Optimizationofreactiontimeofantigen,enzymeＧlabeledantibodyandchromogenicliquid
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２．５　双抗体夹心 ELISA 灵敏度检测　对１０~１０８

CFU/mL的８个浓度梯度的菌液进行检测,结果如

图４所示,每个浓度做３个平行,随着抗原浓度的降

低,检测 OD４５０nm 值也随之下降(见图４A),以测定

孔与阴性孔 OD 值之比大于２．１为阳性的判断标

准,本方法对大肠杆菌 O１５７∶H７的检测限为１×
１０５CFU/mL,此时比值为２．２１(见图４B).

２．６　双抗体夹心ELISA检测方法的特异性　同时

使用建立的双抗夹心 ELISA 方法、PCR 检测法和

国标方法对３８株大肠杆菌O１５７∶H７和２９株其他

菌株进行特异性检测,结果见表３.ELISA 检测方

法和国标法相同,３８株大肠杆菌 O１５７∶H７检测结

果显示阳性,其他２９株菌株检测结果为阴性,与预

期结果一致,显示了高度的特异性.PCR检测法和

其他两种方法的检出结果也基本一致,但是温和气

单胞菌出现了假阳性结果,可见相比培养法和免疫

学检测方法,PCR等分子生物学检测方法在特异性

方面还存在一定的弊端.

注:A为每个稀释度的 OD４５０nm 值;B为每个稀释度的P/N值

图４　双抗体夹心ELISA灵敏度检测

Fig．４　SensitivitytestofestablisheddoubleＧantibodysandwichELISA

表３　特异性检测实验结果

Tab．３　Resultsofspecifictest

　　菌株 编号 数量
ELISA
检测结果

PCR
检测结果

国标法

检测结果

大肠杆菌 O１５７∶H７ ATCC４３８５９ １ ＋ ＋ ＋

EH１ＧEH３７ ３７ ＋ ＋ ＋

大肠杆菌 ATCC２５９２２ １ － － －

大肠杆菌 O１２７∶H６ AH１Ｇ１ １ － － －

大肠杆菌 O８ AH３Ｇ４ １ － － －

大肠杆菌 O２０ AH３Ｇ５２ １ － － －

大肠杆菌 O２５ JS２Ｇ３ １ － － －

大肠杆菌 O７８ JS２Ｇ５ １ － － －

大肠杆菌 O１２８ JS２Ｇ３１ １ － － －

大肠杆菌 K８８ JS３Ｇ７ １ － － －

沙门氏菌 JS５Ｇ３ １ － － －

单核细胞增多李斯特菌 ATCC １ － － －

铜绿假单胞菌 ATCC３５９２３ １ － － －

表皮葡萄球菌 ATCC１２２２８ １ － － －

最小弧菌 CICC１０４７４ １ － － －

霍乱弧菌 BNCC２３２０３０ １ － － －

创伤弧菌 CICC１０３８３ １ － － －
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表３(续)

　　菌株 编号 数量
ELISA
检测结果

PCR
检测结果

国标法

检测结果

奇异变形杆菌 CMCC４９００５ １ － － －

普通变形杆菌 CMCC４９０２７ １ － － －

弗氏耶尔森菌 ATCC２３７１５ １ － － －

副溶血弧菌 ATCC３３８４７ １ － － －

枯草芽孢杆菌 NJXW１８０５０２８ １ － － －

志贺杆菌 NJXW１８０５０３３ １ － － －

金黄色葡萄球菌 NJXW１８０５００１ １ － － －

嗜水气单胞菌 NJXW１８０３０２８ １ － － －

副猪嗜血杆菌 NJXW１８０１ １ － － －

腊样芽孢杆菌 NJXW１７１１００１ １ － － －

禽分支杆菌 NJXW１３０５０６７ １ － － －

鸭疫里氏杆菌 NJXW１８０３００１ １ － － －

温和气单胞菌 NJXW１８０３０３９ １ － ＋ －

链球菌 NJXW１７１１０２０ １ － － －

　　注:“＋”代表阳性,“－”代表阴性

２．７　双抗体夹心ELISA重复性检测　由检测结果

可知,板内变异系数小于５％(见表４),板间变异系

数小于７％(见表５),板间变异系数略大于板内变异

系数,可能是由于每天环境条件不同,如温度和湿度

变化有关,也可能与溶液的再制备有关,但均小于

１０％,说明建立的ELISA检测方法具有较好的重复

性和精密度[２２Ｇ２３].

表４　板内重复性检测结果

Tab．４　Resultsofintraplaterepeatabilitytest

菌浓度

(CFU/mL) １×１０８ １×１０７ １×１０６ １×１０５

A孔 １．０９６ １．００７ ０．４４８ ０．１０５

B孔 １．００７ ０．９６４ ０．５０７ ０．１１２

C孔 １．０１６ ０．９３４ ０．４７８ ０．１０７

D孔 ０．９９２ ０．９４４ ０．４９５ ０．１１５

E孔 ０．９９５ ０．９４８ ０．４８８ ０．１０９

平均值(x) １．０２１ ０．９５９ ０．４８３ ０．１１０

标准差(s) ０．０４３ ０．０２９ ０．０２２ ０．００４

变异系数(CV％) ４．２０ ２．９９ ４．６２ ３．６３

表５　板间重复性检测结果

Tab．５　Resultsofinterplaterepeatabilitytest

菌浓度

(CFU/mL) １×１０８ １×１０７ １×１０６ １×１０５

酶标板１ １．１０５ ０．９９５ ０．５１５ ０．１００

酶标板２ １．０６７ ０．９５９ ０．５３１ ０．１０８

酶标板３ ０．９８０ ０．９３７ ０４６０ ０．１０１

酶标板４ １．０２９ ０．９９０ ０．４９４ ０．１０３

酶标板５ ０．９９１ ０．８８７ ０．４６５ ０．０９１

平均值(x) １．０３４ ０．９５４ ０．４９３ ０．１０１

标准差(s) ０．０５２ ０．０４４ ０．０３１ ０．００６

变异系数(CV％) ５．０５ ４．６２ ６．２５ ６．１５

２．８　样品检测

２．８．１　牛肉模拟样品检测　双抗体夹心 ELISA 检

测结果见表６,以测定孔与阴性孔 OD 值之比大于

２．１为阳性的判断标准,增菌４h、６h、８h、１０h后,
检测灵敏度分别为１０２ CFU/２５g、１０CFU/２５g、

１CFU/２５g、１CFU/２５g.可见经８h增菌培养

后,建立的 ELISA 检测方法对牛肉中大肠杆菌

O１５７∶H７的检测限可达１CFU/２５g.
普通PCR检测结果见图５,每个稀释度设３个

平行,增菌４h、６h、８h后,检测灵敏度分别为１０４

CFU/２５g、１０２CFU/２５g、１０CFU/２５g,增菌１０h
后,才可检测到１CFU/２５g,且阳性条带较浅.阴

性样品均无条带,说明检测过程无污染.该方法增

菌８h后对牛肉样品检测灵敏度只能达到１０CFU/
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２５g,比ELISA检测降低一个数量级.
按照国标法操作规范对不同浓度污染样品和无

污染样品进行检测,经可疑菌落挑选和大肠杆菌

O１５７∶H７干制生化鉴定试剂盒鉴定,各浓度污染

样均为检测阳性,且空白样为检测阴性,说明国标培

养法检测灵敏度很高,达１CFU/mL,但是其检测

周期较长,需７d左右,对于有些 H 鞭毛不易凝集

的菌株,其检测周期更长.

表６　牛肉模拟样品检测结果

Tab．６　Resultsofbeefsimulationsampletest

样品剂量

(cfu) １０４ １０３ １０２ １０ １ 空白

４h ＋ ＋ ＋ － － －

６h ＋ ＋ ＋ ＋ － －

８h ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ －

１０h ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ －

　　注:A为增菌４h;B为增菌６h;C为增菌８h;D为增菌１０

h;１Ｇ３为１０４CFU/２５g;４Ｇ６为１０３CFU/２５g;７Ｇ９为１０２CFU/

２５g;１０Ｇ１２为１０CFU/２５g;１３Ｇ１５为１CFU/２５g;１６Ｇ１８为阴性

样品;１９为阳性对照;２０为阴性对照

图５　样品增菌４、６、８、１０hrfbE基因扩增结果

Fig．５　ResultsofrfbEgeneamplificationaftersampleenＧ
richmentfor４,６,８and１０h

２．８．２　实际样品检测　用已建立的夹心 ELISA 检

测方法和国家标准方法(GB４７８９．３６Ｇ２０１６)分别对

１００份样品进行检测,两种方法结果一致,均为阴

性,进一步证明了所建立方法的准确性和实用性.

３　讨　论

大肠杆菌 O１５７∶H７是一种严重的食源性致

病微生物,常常引起食品安全事故,威胁着我们的生

命安全[２４Ｇ２５].因此,建立高效、快速的检测方法是预

防和及时发现该暴发的关键因素.单克隆抗体因其

具有专一的特异性,性质稳定,一经制备可长时间获

得等优势而广泛应用于疾病的诊断.因此,本实验

利用前期制备的２株抗大肠杆菌 O１５７∶H７单克

隆抗体建立夹心 ELISA 检测方法.该免疫学方法

具有灵敏度高、特异性强和检测周期短等优点.
包被是双抗体夹心 ELISA 实验非常重要的一

步,若抗体包被浓度过低,不能完全覆盖固相载体表

面,使捕获抗体吸附的抗原量不够,则可能出现假阴

性;若包被浓度过高,抗体分子间的相互作用就会造

成蛋白分子层叠,在随后的洗涤过程中,这些抗体容

易被洗去,影响实验的灵敏度.制得的酶标记抗体

需要确定其最适工作浓度,浓度过高,则可使非特异

性反应增加,阴性结果偏高;而浓度过低又可影响测

定的敏感性.所以本实验通过方阵法,确定了最佳

的抗体包被浓度(４．４８μg/mL)和酶标抗体反应浓

度(１９．９μg/mL).
为了验证建立的双抗体夹心 ELISA 检测方法

的实用性,设计人工污染牛肉样品,用 ELISA 检测

法同PCR和国标培养法进行对比检测,从灵敏度、
检测时长等因素综合分析,展现其在实际样品检测

中的优越性.结果显示,选择性前增菌 ８h 后,

ELISA检测灵敏度可达１CFU/２５g,比PCR检测

高一个数量级.国标法需增菌１８~２４h,才可达到

１CFU/２５g的检测灵敏度;而完成整个检测过程,

ELISA只需５~６h,而国标培养法则需要７d乃至

更长时间.由此可见,建立的ELISA检测法集合了

国标培养法检测灵敏度高、特异性强和PCR法检测

周期短的优点,更能满足实际应用的需求.
本实验建立的双抗体夹心 ELISA 检测方法对

污染样品的检测灵敏度高于吴大成等[１４]采用双抗

体夹心ELISA的检测方法,增菌培养１２h后,最低

检测限为０．４~４CFU/g;黄海燕等[２６]４０℃增菌８h
检测限为２CFU,即０．０８CFU/g;以及宋宏新等[２７]

增菌１４h,检测线为０．１~０．２CFU/g.因此,本检

测方法具有较好的特异性及灵敏度,可用于实际样

品中大肠杆菌 O１５７∶H７检测.
综上所述,本次实验建立的双抗夹心ELISA检

测方法特异性、灵敏度、精密度良好,优于国标法及

普通PCR检测.但是最近有学者[２８]用一种新的方

法(纸基夹心ELISA)检测大肠杆菌,该方法检测快

速,不需依赖酶标仪等昂贵仪器,整个操作过程不到

１h,并且其最低检测限为１×１０５CFU/mL,灵敏度

较高,可以用于现场即时检测.可以预见如将所建
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立的ELISA体系应用于纸基微流控芯片,建立纸基

夹心ELISA检测方法,将会大大缩短检测的时间及

成本,取得更为可观的效果.
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