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Eu-TRFM 免疫层析试纸条检测大肠杆菌 O157：H7
方法的建立

冯昭仪  吴娅芳  王英林  赵思远  程家洛  郭旭东  刘 箐*

（上海理工大学健康科学与工程学院，上海  200093）

摘要：【目的】建立一种快速、高效且灵敏的大肠杆菌（Escherichia coli, E. coli） O157：H7 检测方法。【方法】运

用 1-乙基 -3-（3-二甲基氨基丙基）碳酰二亚胺（EDC）介导法，以时间分辨荧光微球为标记物与抗体进行偶

联，使用荧光读取仪定量分析检测大肠杆菌 O157：H7。通过对缓冲液的标记 pH、时间分辨荧光微球探针添

加量、T 线抗体质量浓度以及样本与标记抗体的孵育时间进行优化来提高检测灵敏度。【结果】在最优条件

下，大肠杆菌 O157：H7的检测灵敏度可达 3.2×103 CFU/mL，比传统胶体金免疫层析方法提高了 10~1 000倍，

并且与其他 8株常见的食源性致病菌不存在交叉反应。另外，该方法在人工污染的饮用水、牛奶和牛肉实际

样品检测中均表现出良好的检测性能。【结论】该 Eu-TRFM 免疫层析试纸条适用于大肠杆菌 O157：H7 的

检测。
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Abstract: [Objective] The aim of this study is to establish a rapid, efficient, and sensitive method for the 

detection of Escherichia coli (E. coli) O157:H7. [Method] The 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimide 

hydrochloride (EDC) -mediated method was used to conjugate antibodies with time-resolved fluorescent 

microspheres (markers), and a fluorescence reader was used for quantitative analysis and detection of E. coli 

O157:H7. The detection sensitivity was improved by optimizing the pH of buffer for labeling, the amount of time-

resolved fluorescent microspheres, the mass concentration of T-line antibodies, and the incubation time of samples 

and labeled antibodies. [Result] Under the optimal conditions, the detection sensitivity for E. coli O157:H7 reached 

3.2×103 CFU/mL, which was 10~1 000 times higher than that of colloidal gold immunochromatography, and there 

was no cross-reaction with other 8 common food-borne pathogens. In addition, the established test strip 

demonstrated good detection performance for the real samples of artificially contaminated drinking water, milk, 

and beef. [Conclusion] The EU-TRFM immunochromatographic test strip is suitable for the detection of E. coli 

O157:H7.
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食源性病原微生物是全球食品安全的重大威

胁，对人类健康和社会经济发展造成严重危害。其

中大肠杆菌 O157：H7是最具威胁的食源性致病菌

之一，属于革兰氏阴性菌，在蔬果、肉类、牛奶等食

品及水中均可发生污染，具有较强的耐干性、耐酸

性和耐低温性，污染范围广且适应能力强［1-3］。若

儿童、老年人以及免疫功能低下的人群感染大肠杆

菌 O157：H7，轻则出现无症状排毒或非血性腹泻，

重则可导致出血性结肠炎、溶血性尿毒症综合征及

血栓性血小板减少性紫癜，甚至死亡［4］。

根据 GB 4789.36—2016，传统的增菌、分离、

培养及鉴定方法仍是检测大肠杆菌 O157：H7的金

标准［5］，但存在步骤烦琐、耗时长、稳定性差等缺

点 。 目 前 ，已 有 多 种 方 法 应 用 于 大 肠 杆 菌

O157：H7的检测，如分子生物学检测、免疫学检测

以及结合电化学生物传感器［6］、表面增强拉曼散

射［7］等方法。基于分子生物学检测的方法主要有

聚 合 酶 链 式 反 应（polymerase chain reaction，

PCR）、实时荧光定量 PCR、多重 PCR、数字 PCR 及

环介导等温扩增等［8-9］。虽然这些方法检测限低，

但依赖特殊仪器、操作步骤仍需增菌培养［10］，不适

于即时检测（point-of-care testing，POCT）。同样，

基于传感器的检测平台虽具备较高的灵敏度和优

良的性能，但受制于昂贵的分析仪器和专业的操

作人员［11］，无法实现 POCT。基于免疫学的检测

方 法 —— 酶 联 免 疫 吸 附 试 验（enzyme-linked 

immunosorbent assay，ELISA）是应用最为广泛的

检测方法，但存在耗时长、步骤烦琐、灵敏度低等

缺陷［12］。然而，与 ELISA 原理相同的免疫层析试

纸条技术通过抗原、抗体特异性结合，可实现快

速、准确、灵敏、便捷的大肠杆菌 O157：H7 即时

检测［13］。

在免疫层析试纸条的研发中，研究者侧重对

不同标记材料进行研究。当前常见的标记物有胶

体金、荧光微球、磁性微球、时间分辨荧光微球及

量子点等［14-16］。其中，胶体金因成本低、可视化强

等优势被广泛用作抗体标记物。如 Song 等［17］使

用胶体金作为志贺氏菌和大肠杆菌 O157：H7的抗

体标记材料，开发了一种多组分的免疫层析试纸

条，其检测灵敏度为 1×106 CFU/mL。Li等［18］开发

了一种以荧光微球作为免疫层析标记物来检测大

肠杆菌 O157：H7 的新型免疫层析试纸条，检测灵

敏度达到 3×103 CFU/mL，相较于胶体金免疫层析

试纸条提升了 3 个数量级。以铕（Eu3+）为代表的

镧系元素时间分辨荧光材料，具备荧光寿命长、斯

托克斯位移大、信噪比高等优势［19］，能够进一步提

高检测灵敏度，是性能最好的时间分辨荧光发光

材料之一。Zhang 等［20］研发出一种以 Eu3+纳米颗

粒偶联抗体作为标记探针的免疫层析试纸条，对牛

奶和人血清中的鼠伤寒沙门氏菌进行免疫富集，灵

敏度可达 1×103 CFU/mL。因此，作者以时间分辨

荧光微球为标记物，采用 EDC 介导法偶联抗体，研

制了一种使用荧光读取仪定量检测大肠杆菌

O157：H7 的免疫层析试纸条，以期实现大肠杆菌

O157：H7的快速、灵敏、高效检测。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

Eu3+ 纳米颗粒的时间分辨荧光微球（time-

resolved fluorescent microspheres， Eu-TRFM）：上

海汇智生物科技有限公司；LB 培养基、APW 培养

基：北京陆桥技术股份有限公司；4-吗啉乙磺酸

（MES）：分析纯，Sigma-Aldrich（上海）贸易有限公

司；牛血清白蛋白（BSA）：分析纯，上海源叶生物

科技有限公司；EDC：化学纯，阿拉丁试剂（上海）

有限公司；ProClean 300：上海碧云天生物技术股

份有限公司；醋酸钠：分析纯，生工生物工程（上

海）股份有限公司；聚乙烯吡咯烷酮（PVP）：优级

纯，国药集团化学试剂有限公司；N-羟基丁二酰亚

胺（NHS）、冰醋酸：化学纯，国药集团化学试剂有

限公司；NC 膜：德国 Sartorius 公司；样品垫、结合

垫、吸水垫、PVC 底板：上海金标生物科技有限

公司。

大肠杆菌 O157：H7及其他食源性致病菌均保

藏于作者所在实验室，试验菌株见表 1。

1.2　仪器与设备

二氧化碳细胞培养箱：Thermo3548型，赛默飞

世尔科技（中国）有限公司；电热恒温培养箱：DHP-

9082型，上海一恒科学仪器有限公司；电热鼓风干

燥箱：DHG-9070A 型，上海一恒科学仪器有限公

司；试剂卡荧光定量分析仪：ZR-12A 型，武汉钟瑞

生物科技有限公司；蛋白质提纯仪：Biologic LP型，

美国 BIO-RAD 公司 ；酶标仪 ：SpectraMaxM2 型 ，

美国 Molecular Devices 公司；多功能薄层点样仪：
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AD1520 型，美国 BioDot 公司；微电脑自动切条

机：ZQ2000 型，上海金标生物科技有限公司；手动

贴板组装机：TB300 型，上海金标生物科技有限公

司；pH 计：PE28-standard 型，MET-TLER TPLEDO

公司 ；扫描电子显微镜（SEM）：GeminiSEM 300

型，德国 ZEISS 公司；Zeta 电位分析仪：Zetasizer 

Nano ZS90 型，英国 Malvern 公司；紫外分光光度

仪：AMR-340M 型，上海恒久医疗器械有限公司。

1.3　试验方法

1.3.1　大肠杆菌 O157：H7单克隆抗体制备　

通过动物体内诱生法制备大肠杆菌 O157：H7

单克隆抗体。首先对小鼠进行腹腔封闭处理，即

每只小鼠用 500 μL 不完全弗氏佐剂注射腹腔致

敏，增强机体对抗原的免疫应答能力。小鼠处理

3 d 后，接种约 1×106 CFU/mL 大肠杆菌 O157：H7

杂交瘤细胞。小鼠腹部肿胀后即可用注射器抽取

腹水。

1.3.2　大肠杆菌 O157：H7单克隆抗体腹水的纯化　

腹水收集完成后，采用辛酸-硫酸铵法对小鼠

腹水进行纯化。将腹水于 4 ℃、10 000 r/min 离心

15 min，去除沉淀；随后向上清液中添加 2 倍体积、

浓度为 0.06 mol/L、pH为 4.8的醋酸钠缓冲液，逐滴

向上清液中加入正辛酸（每 1 mL上清液加 33 μL正

辛醇），于 4 ℃静置 2 h；然后于 4 ℃、10 000 r/min离

心 30 min，取上清液加入等体积的饱和硫酸铵，静

置 30 min；于 4 ℃、10 000 r/min 离心 20 min，将所

得沉淀用 0.01 mol/L 磷酸缓冲液（PB）重悬至原

始体积，并于 4 ℃透析 2 d；透析完成后过 0.22 μm

滤膜，并采用蛋白质提纯仪进行纯化，最后在抗

体溶液中加保护液，于-20 ℃保存。

1.3.3　时间分辨荧光微球偶联大肠杆菌 O157：H7抗

体（Eu-TRFM-mAb）的制备及表征　

取 10 μL Eu-TRFM，加入 500 μL 浓度为 0.05 

mol/L、pH为 6.5的 MES缓冲液，在 4 ℃、12 000 r/min

离心 10 min。离心结束后将沉淀重新溶解于 500 

μL 的 MES 缓冲液 ，向混合物中分别加入 20 μg 

EDC 和 20 μg NHS，于 4 ℃避光振荡 25 min。随后

在 4 ℃、12 000 r/min离心 10 min，用 500 μL MES缓

冲液重悬沉淀，并加入适量的大肠杆菌 O157：H7

单克隆抗体，在 4 ℃避光振荡 3 h。振荡结束后，离

心弃去上清液。在所得沉淀中加入 500 μL 质量浓

度为 10 mg/mL的 BSA 溶液（用于封闭未结合的活

性位点），在 4 ℃避光条件下振荡过夜。次日离心

并弃去上清液，将沉淀重悬于 500 μL 的时间分辨

荧光微球保存液中，超声处理 1 min，于 4 ℃避光

保存备用。通过 SEM、Zeta 电位分析仪和紫外分

光光度仪对该探针进行表征。

1.3.4　Eu-TRFM 免疫层析试纸条组装及检测原理　

免疫层析试纸条通常由样品垫、结合垫、NC

膜、吸水垫及 PVC 底板 5 个部分组成。然而，由于

Eu-TRFM 的直径较大，样品垫-结合垫以及结合

垫-NC膜存在 2处连接部位，会对层析效果产生影

响。因此这种试纸条由样品垫、NC 膜、吸水垫及

PVC 底板 4 个部分组成，采用 Eu-TRFM 标记抗体

和样本，并于 96孔板中孵育检测［21］。

首先需要对样品垫进行处理，将样品垫切

成 200 mm×30 mm 的尺寸，然后将其浸泡在 1 L

的 0.01 mol/L 的 PB（含有 10 mg/mL 蔗糖、体积分

数 0.5% 的 Tween 20、5 mg/mL PVP 和 10 mg/mL 

BSA）中，于 4 ℃冰箱摇晃过夜。第 2 天取出浸润

的样品垫于 37 ℃的烘箱中烘干备用。用点样仪

将大肠杆菌 O157：H7 捕获抗体和山羊抗小鼠 IgG

抗体分别作为 T 线和 C 线喷涂于 NC 膜上，静置过

夜使其干燥。将干燥后的 NC 膜、样品垫和吸水纸

贴在 PVC 底板上，通过压板机完成组装，压实后再

用切条机切成 3 mm 的试纸条，试纸条组装完成后

存放在密封袋中备用。

Eu-TRFM 免疫层析试纸条的检测原理见图 1。

取 100 μL 待测样本与 9 μL 的 Eu-TRFM-mAb 于

96孔板中充分混匀，在 37 ℃下孵育 20 min。随后

将试纸条放入 96 孔板中，在层析作用下，样本会

表 1　试验菌株

Table 1　Experimental strains

序号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

菌株编号

ATCC43889

ATCC43895

ATCCHG15

ATCC14028

CMCC63301

ATCC14966

CMCC51346

ATCC19114

ATCC17802

ATCC33847

菌株名称

大肠杆菌 O157：H7

大肠杆菌 O157：H7

大肠杆菌 O91

鼠伤寒沙门氏菌

蜡样芽孢杆菌

金黄色葡萄球菌

鲍氏志贺菌

单增李斯特菌

副溶血性弧菌

副溶血性弧菌
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从样品垫经 NC 膜向吸水垫扩散。当样本中存在

大 肠 杆 菌 O157：H7 时 ，在 孵 育 过 程 中 会 与

Eu-TRFM-mAb 结合，然后在 T 线上与大肠杆菌

O157：H7 捕获抗体形成双抗夹心结构，此后过量

的 Eu-TRFM-mAb 会在 C 线处与山羊抗小鼠 IgG

抗体结合。此时的 C 线和 T 线在紫外光照射下均

产生红色荧光，或者阳性样本 T 线相对荧光强度

比阴性样本 T 线相对荧光强度高 2.1 倍及以上时，

检测结果判定为阳性。反之，当样本中不存在大

肠杆菌 O157：H7时，仅 C 线产生红色荧光，此时检

测结果判定为阴性。T 线相对荧光强度均通过试

纸条荧光定量分析仪输出。

1.3.5　Eu-TRFM 免疫层析试纸条工艺参数的优化　

1）缓冲液的标记 pH 优化：在 Eu-TRFM 标记

抗体的过程中，MES缓冲液的 pH 是一个极为关键

的参数，它可以影响抗体的活性以及抗体与标记

物的偶联效率，进而影响检测方法的灵敏度。因

此，设置不同的标记 pH（5.0、5.5、6.0、6.5、7.0），并

确定 Eu-TRFM 标记抗体的最优 pH，其余步骤与

1.3.3 时间分辨荧光微球偶联抗体的制备流程

一致。

2）探针添加量优化：探针添加量也是影响免

疫层析方法灵敏度的关键参数之一。在标记过程

中，选用标记抗体最优的 pH，研究 Eu-TRFM 探针

添加量（3、5、7、9、11 μL）对 T线相对荧光强度的影

响，确定最佳探针添加量。

3）T 线抗体质量浓度优化：为消除背景值干

扰 ，设 置 不 同 T 线 质 量 浓 度（0.8、1.0、1.2、1.4、

1.6 mg/mL），确定最优 T线抗体质量浓度。

4）样本与标记抗体的孵育时间优化：设置最

优的缓冲液标记抗体 pH、探针添加量及 T 线抗体

质量浓度，探究样本与标记抗体孵育时间（5、10、

15、20、25、30 min）对 T 线相对荧光强度的影响，确

定最佳孵育时间。

1.3.6　Eu-TRFM 免疫层析试纸条性能测定　

1）灵敏度测定：将大肠杆菌 O157：H7 过夜

培养至菌液浓度高于 1×108 CFU/mL，涂布计算

菌落数，用灭菌的 LB 培养基进行梯度稀释，分别

取 100 μL 不同浓度（1×101、1×102、1×103、1×104、

1×105、1×106、1×107、1×108 CFU/mL）的菌液与探

针加入 96 孔板中，混合均匀并孵育，10 min 后用

荧光定量分析仪测定试纸条 T 线相对荧光强度，

并于紫外灯下观察检测结果，确定其灵敏度。

2）特异性测定：对大肠杆菌 O91、鼠伤寒沙门

氏菌、蜡样芽孢杆菌、金黄色葡萄球菌、鲍氏志贺

菌、单增李斯特菌、2 株副溶血性弧菌、大肠杆菌

O157：H7 标准菌株进行 Eu-TRFM 免疫层析试纸

条的特异性验证。

3）实际样品测定：为测定 Eu-TRFM 免疫层析

试纸条在实际样品中的检测灵敏度，将饮用水和牛

奶经 0.22 μm的滤膜过滤、牛肉经均质离心过滤，然

后 分 别 加 入 1×101~1×108 CFU/mL 的 大 肠 杆 菌

O157：H7菌液，分析试纸条在实际样品中的检测效

果。另外，为进一步验证试纸条在实际样品中检测

低水平大肠杆菌 O157：H7 的可行性，参考王英林

等［22］的方法，用试纸条检测人工污染的食品来模拟

图 1　Eu-TRFM 免疫层析试纸条检测原理示意图

Fig. 1　Schematic diagram of the detection principle of Eu-TRFM immunochromatographic test strips
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检测被大肠杆菌 O157：H7污染的实际样品。

1.4　数据处理与分析

以红米 K60 手机捕捉试纸条荧光图像 ，条

带图像相对荧光强度由荧光定量分析仪输出，

利 用 Microsoft Office Excel 2016 和 GraphPad 

Prism 9 软件对试验数据进行处理及绘图。

2　结果与讨论

2.1　Eu-TRFM 与 Eu-TRFM-mAb的表征

通过 SEM、Zeta 电位分析仪和紫外分光光度

仪对 Eu-TRFM 和 Eu-TRFM-mAb 进行表征，结果

见图 2。SEM 结果显示，Eu-TRFM 表面光滑、形态

均匀且规则，而 Eu-TRFM-mAb 变化不明显，仅边

缘处有轻微凸起。这是因为与抗体相比，Eu3+纳米

颗粒粒径相对较大。Zeta 电位结果显示，与 Eu-

TRFM 相比，Eu-TRFM-mAb 电位明显下降。紫外

吸收光谱显示，两者在 250 nm 处均存在最高峰，

且 Eu-TRFM 偶联抗体后吸光度降低。这些结果

均表明大肠杆菌 O157：H7 抗体与 Eu-TRFM 偶联

成功。

2.2　Eu-TRFM 免疫层析试纸条工艺参数的优化

2.2.1　缓冲液的标记 pH 优化　

缓冲液的标记 pH 会影响抗体活性及抗体与

标记物的偶联效率，进而影响方法的灵敏度［23］。

缓冲液的标记 pH 对试纸条 T 线相对荧光强度的

影响见图 3（a）。随着标记 pH 的升高，试纸条 T 线

相对荧光强度先降低后升高，随后再降低。当 pH

为 6.5的 MES缓冲液标记抗体时，试纸条的 T 线相

对荧光强度最高，且在紫外光下裸眼观测荧光最

强。因此，在 pH 为 6.5 时进行抗体标记，试纸条检

测效果最佳。

2.2.2　Eu-TRFM 探针添加量优化　

为提高层析效率，采用样本与探针在 96 孔板

中孵育的方式使抗原与标记抗体结合，以减少结

合垫导致的探针堵塞，进而降低试纸条层析不

顺畅的问题。此外，探针添加量过多会干扰背

景荧光，而探针添加量不足则无法达到所需荧

光强度，因此需探索 Eu-TRFM 探针的最佳添加

量［24］。由图 3（b）可知，随着探针添加量的增加，

T 线相对荧光强度逐渐升高 ，在探针添加量为

图 2　Eu-TRFM 与 Eu-TRFM-mAb的表征

Fig. 2　Characterization of Eu-TRFM and Eu-TRFM-mAb

167



Journal of Food Science and Biotechnology 总第  299 期  | 2025 年  2 月  | 食品与生物技术学报

11 μL 时达到最大值。综合考虑紫外光下裸眼

观测荧光强度不宜过强及试验成本等因素，最

终确定最佳探针添加量为 9 μL。

2.2.3　T线抗体质量浓度优化　

在免疫层析试纸条中，T线抗体质量浓度的优

化至关重要。若 T 线抗体质量浓度过高，痕量样

本难以被检测，会导致试纸条灵敏度降低；而当

T 线抗体质量浓度过低时，T 线相对荧光强度减

弱，导致荧光不易辨别，并且会使定量检测读数出

现一定偏差［25］。如图 3（c）所示，随着 T 线抗体质

量浓度的增加，T线相对荧光强度先增加后趋于稳

定。当 T 线抗体质量浓度超过 1.0 mg/mL 时，T 线

相对荧光强度较为稳定，在 1.2 mg/mL 时 T 线相对

荧光强度最大。一般情况下，T线抗体质量浓度过

高会导致抗原、抗体的非特异性结合，从而影响检

测结果。因此，确定最佳 T 线抗体质量浓度为

1.2 mg/mL。

2.2.4　样本与标记抗体孵育时间优化　

考虑到样本与标记抗体间存在孵育过程，且

孵育时间会影响试纸条的相对荧光强度及检测

结果，因此对样本与标记抗体的孵育时间进行

优化，结果见图 3（d）。随着孵育时间的延长，T

线相对荧光强度先小幅度下降，随后上升至最

高点，之后再明显下降。当孵育时间为 20 min

时，T 线相对荧光强度最大；而当孵育时间为 30 

min 时，T 线相对荧光强度急剧下降，可能是由于

长时间的孵育会导致 Eu-TRFM 与偶联抗体解

离 ，使抗体标记率降低 ，T 线相对荧光强度下

降［26］。因此，样本与标记抗体的最佳孵育时间

为 20 min。

图 3　Eu-TRFM 免疫层析试纸条工艺参数的优化

Fig. 3　Optimization of process parameters of Eu-TRFM immunochromatographic test strips
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2.3　Eu-TRFM 免疫层析试纸条的灵敏度结果

基于上述优化条件，对 Eu-TRFM 免疫层析试

纸条的灵敏度进行测定。试纸条的灵敏度检测结

果如图 4 所示 ，在紫外灯下裸眼识别大肠杆菌

O157：H7 的灵敏度为 3.2×104 CFU/mL，而经荧光

定量分析仪检测分析大肠杆菌 O157：H7的灵敏度

为 3.2×103 CFU/mL，满足阳性样本 T 线相对荧光

强度高于阴性样本 T线相对荧光强度的 2.1倍这一

准则。结果表明，仅依靠裸眼识别会产生一定偏

差，无法精准判定检测结果；而通过荧光质量分析

仪分析，不仅能对样本进行定量，还能使检测灵敏

度提升一个数量级，与传统的胶体金免疫层析方法

（灵敏度 1×104~1×106 CFU/mL）相比［17，27］，灵敏度

提高了 10~1 000倍。根据大肠杆菌 O157：H7浓度

与 T 线相对荧光强度的数值关系 ，校准出 y=

0.002 224x+489.7（R2=0.954 0）的标准曲线，用于大

肠杆菌 O157：H7的定量分析。

2.4　Eu-TRFM 免疫层析试纸条的特异性结果

试纸条的特异性检测结果如图 5 所示，试纸

条只有在检测大肠杆菌 O157：H7（ATCC43889、

ATCC43895）时，C 线和 T 线会出现明显条带，且

其 T 线相对荧光强度远高于阴性 T 线相对荧光

强度的 2.1 倍；而试纸条检测其他 8 株常见的食

源性致病菌时，仅在 C 线出现荧光条带。结果表

明 ，该 Eu-TRFM 免疫层析试纸条对大肠杆菌

O157：H7 的检测具有良好的特异性且无任何交

叉反应。

2.5　Eu-TRFM 免疫层析试纸条的实际样品测定

结果

为了验证该方法在实际样品检测中的适用性，

选择了饮用水、牛奶和牛肉进行灵敏度的检测，结

果见图 6。当菌液浓度为 4.3×105 CFU/mL时，在饮

用水、牛奶和牛肉中均可在紫外光下裸眼观察到

T 线上有微弱荧光。而经荧光定量分析仪检测发

现，在饮用水中，菌液浓度为 4.3×103 CFU/mL 时，

T 线相对荧光强度是阴性 T 线相对荧光强度的

2.1 倍 ；而 在 牛 奶 和 牛 肉 基 质 中 ，菌 液 浓 度 为

4.3×104 CFU/mL 时，T 线相对荧光强度是阴性 T 线

相对荧光强度的 2.1 倍。结果表明，与 LB 介质中

的灵敏度相比，该方法在实际样品中的检测灵敏

度明显下降，这主要是由于食品基质中的复杂成

分导致了荧光猝灭。另外，与饮用水相比，牛奶和

牛肉基质的影响更大。根据荧光定量分析仪的相

对荧光强度对实际样品的灵敏度进行曲线拟合，

发现在一定线性范围内菌液浓度与相对荧光强度

之间仍存在较好的线性相关性。

用 Eu-TRFM 免疫层析试纸条检测人工污染

大肠杆菌 O157：H7 的牛肉和牛奶，在增菌 0~12 h

期间每隔 1 h 收集样品，试纸条的模拟带菌试验

检测结果见图 7。结果表明，牛肉和牛奶样品孵

育 6 h 时，在紫外灯下裸眼观察试纸条的 C 线和 T

图 5　Eu-TRFM 免疫层析试纸条的特异性结果

Fig. 5　Specificity of Eu-TRFM immunochromatographic 

test strips

图 4　Eu-TRFM 免疫层析试纸条的灵敏度及校准曲线

Fig. 4　Sensitivity and calibration curve of Eu-TRFM 

immunochromatographic test strips

169



Journal of Food Science and Biotechnology 总第  299 期  | 2025 年  2 月  | 食品与生物技术学报

线均有明显的荧光条带，呈阳性。经荧光定量分

析仪检测，在牛肉样品孵育 0、5、6 h 时，T 线相对

荧光强度分别为 167.00、158.33、923.33，故在牛肉

样品孵育 6 h 时，T 线相对荧光强度是阴性 T 线相

对荧光强度的 2.1 倍，呈阳性，与裸眼观测结果一

致。在牛奶样品孵育 0、2、3、4、5、6 h 时，T 线相对

荧 光 强 度 分 别 为 38.00、111.67、146.33、168.33、

212.33、1 195.67，故在牛奶样品孵育 2 h 时，T 线

相对荧光强度已是阴性 T 线相对荧光强度的 2.1

倍，但在该孵育时间无法裸眼观察到试纸条的荧

光。这主要是由于裸眼识别不够灵敏，存在主观

误差；另外，食品基质成分复杂会使荧光猝灭严

重，但在牛肉样品中影响较小，可能是因为与牛

奶样品相比，取样时的牛肉样品更为澄清，基质

影响较小。该模拟带菌试验的研究方法参照的

是 GB 4789.36—2016 的 常 规 培 养 法 的 增 菌 流

程［5］，一定程度上确保了检测结果的准确性。将

该结果与国家标准相比，发现原来需要 18~24 h

的 增 菌 培 养 ，现 在 仅 需 6 h，大 大 提 高 了 检 测

效率。

图 6　Eu-TRFM 免疫层析试纸条的实际样品测定结果

Fig. 6　Detection results of Eu-TRFM immunochromatographic test strips for real samples
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3　结论

作者建立了一种快速、便捷且可定量检测大

肠杆菌 O157：H7 的 Eu-TRFM 免疫层析试纸条，

比较了在紫外光下裸眼观察荧光和采用荧光定量

分析仪检测荧光的差别。结果表明，在缓冲液标

记 pH 6.5、探针添加量 9 μL、T 线抗体质量浓度

1.2 mg/mL、孵育 20 min 时，采用 Eu-TRFM 免疫层

析 试 纸 条 ，在 紫 外 光 下 裸 眼 观 察 大 肠 杆 菌

O157：H7 的灵敏度为 3.2×104 CFU/mL，而荧光定

量分析仪检测大肠杆菌 O157：H7 的灵敏度为

3.2×103 CFU/mL，且与其他 8 株常见的食源性致

病菌不存在交叉反应。另外，在人工污染的饮用

水、牛奶和牛肉实际样品检测中均表现出良好的

检测性能。作者将 Eu-TRFM 作为抗体标记材料

与荧光定量分析仪结合提高了大肠杆菌 O157：H7

的检测灵敏度，为开发其他食源性致病菌免疫层

析试纸条提供了参考依据及发展方向。但该研究

也存在一定的局限性，如对低浓度的大肠杆菌

O157：H7 无法实现即时检测，仍需增菌富集才可

检出。为进一步提高检测灵敏度，未来需要探索

新的标记材料及平台。
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