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基于纳米金复合探针的沙门氏菌快速定量检测
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摘要!鉴于现有沙门氏菌检测方法的缺陷$研发一种快速&简

便&低成本&高灵敏的沙门氏菌新型快速定量检测技术#通

过水相合成法制备碲化镉量子点$用显示
;*a

将一个金纳

米粒子连接上百个量子点制备显示探针进行信号放大*采用

水热
]

溶剂热方法制备氨基化
.7

!

^

<

磁性纳米粒子$并利用

亲和素与生物素特异性结合的原理$连接捕获
;*a

制备捕

获探针$测定沙门氏菌
;*a

荧光强度#结果显示)在
"$

!

"$$$[L'(

+

A

范围内$沙门氏菌的
;*a

浓度与荧光强度呈

良好的线性关系$回归方程为
0

A

k$)"O1

,

;*a

-

UEE)$$

$

K

#

k$)OO%

$检出限为
1[L'(

+

A

#在检测被沙门氏菌污染的

牛奶样品中$也显示了优良的准确性$最 低 检 出 限 为

<[L'(

+

A

#
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量子点*纳米金*磁性纳米粒子*沙门氏菌
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近年来!食品安全问题引起了世界各国的普遍重视"致

病菌污染带来的食品安全事故也经常被报道!如法国的李斯

特氏菌病#日本的肠出血性大肠杆菌
"̂E%

(

K%

和雪印牛奶

的葡萄球菌肠毒素中毒事件等/

"

0

"由食源性致病菌引起的

食品中毒事件已成为全世界举足轻重的公共卫生问题"

沙门菌属是一种能引起人发生伤寒#副伤寒#急性肠胃

炎#败血症等疾病且能寄生在人和动物肠道内的重要人畜共

患病病原体!食品被沙门氏菌感染对其安全构成了严重

威胁"

目前中国国标*

QI<%1O)<

,

#$"F

+规定沙门氏菌检测方

法的主要步骤为前增菌#分离#生化试验和血清学鉴定等"

该法耗时费力#繁琐复杂!需
<

!

%?

才能得出检测结果!且

非运动型沙门菌在环境样本中存活时间较短!需要及时处理

样本"另外检测从不同部位分离得到的沙门氏菌!生化结果

并不是完全一致的/

#

0

!因此国标法被认为敏感度较低!检测

结果的判断主观性较强"除了传统的国标法外!目前应用较

多的还有免疫学技术和
,̀=

技术/

!]<

0

"此外!还有一些分子

生物学技术(包括基因芯片技术/

E

0

#核酸探针技术/

F

0等!以及

电阻抗法/

%

0

#

/̀ =

生物传感器法/

1

0

"但是鉴于现有的方法都

存在一些问题!比如分子生物学检测方法虽然有快速#灵敏且

特异性强的优点!但成本和技术要求较高!很难得到广泛应

用-免疫学技术虽然具有重现性好#灵敏度高和较强特异性的

优点!但成本较高!不适于基层实验室推广应用"因此!开发

一种超灵敏#快速#低成本的检测方法就显得非常有意义"

近年来!随着纳米技术的发展!研究发现/

O

0纳米材料不

仅具有许多优良的生物学和理化特性!使得其在生物领域被

广泛应用!而且功能化的纳米颗粒在食源性致病菌检测方面

能够发挥巨大的作用"例如(量子点具有量子效应!受激发

光刺激会产生荧光!能够对食源性致病菌进行定量检

测/

O]"$

0

-纳米金具有优良的光学性能!当其发生粒子团聚时!

%E



体系颜色会发生变化!可进行食源性致病菌的半定量检测!

且耗时较短/

""

0

-由于磁性纳米材料具有顺磁性!当对其表面

进行生物学修饰后!可以利用其优良的特异性对致病菌进行

分离#富集和纯化!从而能快速达到国标法前增菌的效果!大

大缩短了检测时间/

"#

0

"

本试验拟利用量子点的优良发光性质!组装在纳米金粒

子上作为显示探针进行信号放大!再用磁性纳米材料作为捕

获探针分离提取沙门氏菌!检测量子点的荧光强度!从而定

量检测食品中的沙门氏菌含量!以期研发一种新型的快速定

量检测沙门氏菌的方法"

"

!

材料与方法

")"

!

材料与试剂

碲粉(分析纯!中国
a([8a7583

公司-

氯金酸(分析纯!上海久岳化工有限责任公司-

亲和素(化学纯!美国
aL375>'

公司-

巯基丙酸#

Z;,

#

*K/

(分析纯!美 国
/4

X

L8 a(?34>2

公司-

硼氢化钠#氯化镉#氯化高铁#

"

!

F9

己二胺(分析纯!国药

集团化学试剂有限公司-

所有沙门氏菌
;*a

序列由上海生工生物工程技术服务

有限公司合成"

")#

!

主要仪器

透射电镜*

0Z@

+(

NZ@#"$$

型!日本
NẐ A

公司-

荧光.化学发光仪(

h7:

B

62!"$$

型!奥地利*

a:62'5

+

公司-

集热式磁力加热搅拌器(

;.9"$"/

型!河南巩义市予华

仪器厂-

台式高速冷冻离心机器(

,7:634[J

X

7E1$<=

型!上海安亭

科学仪器厂-

荧光光谱仪(

.9%$$$

型!日本日立公司"

")!

!

试验方法

")!)"

!

,?07

量子点的制备
!

采用巯基丙酸制备
,?07

量子

点!具体步骤为(称取
$)$!"O

X

碲粉于烧瓶中!称取
$)$!%1

X

硼氢化钠于
ELA

离心管中!用
ELA

超纯水溶解洗涤!通氮

气除氧保护-并始终冰浴以保证反应温度-称取
$)""<#

X

水

合氯化镉于三口烧瓶中!同时加入磁性转子和
"$$LA

超纯

水-用移液枪移取对应量巯基丙酸于三口烧瓶中!滴加

*8̂ K

溶液调节
W

K

至
"")#

-安装冷凝回流装置-通入氮气

除氧
!$L4:

!将油浴锅升温至
"$$c

-取反应
%2

后的样品!

待合成液冷却至室温后!放入
<c

冰箱储存!备用"采用透

射电镜对其形貌进行表征!并用荧光分光光度计对量子点的

光谱性质进行表征/

"!]"<

0

"

")!)#

!

纳米金的制备
!

采用柠檬酸三钠还原法制备纳米金

溶液!具体步骤为(准确量取
"$$LA

新鲜配制的
$)$"D

氯金

酸溶液!于圆底烧瓶中!回流加热搅拌至溶液沸腾!并持续

"$L4:

-然后快速加入
"$LA"D

柠檬酸三钠溶液!继续反应

"$L4:

至溶液不再变色-停止加热!继续搅拌
"EL4:

直至得

到棕红色液体!待合成液冷却至室温后!放入
<c

冰箱储存!

备用"用透射电镜对其形貌进行表征/

"E

0

"

")!)!

!

,?07

量子点
]

纳米金显示探针的制备
!

依据亲和

素
]

生物素特异性结合的原理!利用显示
;*a

连接
,?07

量子点和纳米金粒子!具体步骤为(取
"$$

#

A,?07

量子点

溶液!加入到
#$$

#

A

含有
<L

X

Z;,

的磷酸盐缓冲溶液

*

Ì/

+中!搅拌混合反应-将
"L

X

*K/

加入到上述溶液中!

混合反应-将
1$

#

A"L

X

.

LA

亲和素加入其中!混合反应!

离心"用
Ì/

清洗一次后!再离心!将最终产品保存于
<c

备用-取
1$$

#

A

上述备用溶液!加入
%%$

#

A

显示
;*a

*显示

;*a

序列(

/K9Eo9a0a 0,,a,Q,aQQaa a0a a,a

QQa,009!o9C4'64:

+反应
#<2

-然后加入
#E$

#

A

纳米金溶

液!并温和摇晃反应
"F2

!离心"用
$)"L'(

.

A*8,(

和
Ì/

的混合液清洗一次后!再离心溶解!保存于
<c

备用"用透

射电镜对其形貌进行表征/

"F]"%

0

"

")!)<

!

氨基化
.7

!

^

<

磁性纳米粒子的制备
!

采用水热
]

溶

剂热方法!具体步骤为(准确称取
")$

X

六合水氯化高铁#

F)E

X

"

!

F9

己二胺#

#)$

X

无水乙酸钠!置于
E$LA

具塞圆底烧

瓶中!加入
!$LA

乙二醇!于
E$c

恒温水浴锅中剧烈搅拌!

直至溶液变为透明酒红色!转移至带有四氟乙烯内衬的高压

反应釜中!并放置于
"O1c

烘箱中反应
F2

!然后停止加热取

出!待自然冷却至室温时!用无水乙醇#超纯水交替洗涤
!

!

E

次!于
E$ c

烘箱干燥-最终得到氨基化的磁珠颗粒!存于

<c

备用"用透射电镜对其形貌进行表征/

"1

0

"

")!)E

!

磁性纳米粒子捕获探针的制备
!

利用亲和素和生物

素的特异性结合原理!制备磁性纳米粒子捕获探针"具体步

骤为(称取
EL

X

氨基化
.7

!

^

<

磁性纳米粒子!倒入含
ED

戊

二醛的
Ì/

溶液中!反应
<2

-通过磁力收集并用
Ì/

清洗
!

次-加入
!$$

#

A"L

X

.

LA

亲和素!反应
<2

-用
Ì/

通过磁

力收集清洗
!

次!保存于
<c

"吸取
"$$

#

A

上述溶液!再吸

取
"$$

#

A"$:L'(

.

A

捕获
;*a

溶液*捕获
;*a

序列(

QaQ,Q0Q,,00a,,Qa,Qa0a9C4'64:9!o

+!于
!%c

反

应
#2

!然后用
Ì/

磁力收集洗涤
!

次!存于
<c

备用"

")!)F

!

沙门氏菌目标
;*a

检测
!

吸取稀释不同数量级浓

度*

"$

]"

!

"$

]#

!

"$

]!

!

"$

]<

!

"$

]E

!

"$

]F

!

"$

]%

+的目标
;*a

溶

液!*目标
;*a

序列(

Eo90a0,Q0,QQ0aa QQ,a,Q

,0,aa0 0Q0 ,Q0 0aa aQ0 ,,0 Q00 a00 0,,

0Q,Q0QQa0a09!o

+各
"$$

#

A

和杂交缓冲溶液
"$$

#

A

!

于
<#c

反应
#2

!磁力收集洗涤
!

次-然后吸取
"$$

#

A

显示

探针和
"$$

#

A

杂交缓冲溶液!于
<#c

反应
#2

!磁力收集洗

涤
!

次-最后用荧光光谱仪测定反应溶液的荧光强度!从而

计算得出目标
;*a

浓度和荧光强度的线性关系"

")!)%

!

复合纳米探针法对含有沙门氏菌的食品样品的检测

为了检验本法的灵敏度和准确性!取人为添加不同浓度

沙门氏菌*原液!

"$

]"

!

"$

]#

!

"$

]!

!

"$

]<

!

"$

]E

+的市售牛奶样

品!用成品试剂盒提取沙门氏菌
;*a

!然后用本方法检测溶

液的荧光强度!以此来判断本法的可行性和准确性"

1E

安全与检测
!

#$"%

年第
""

期



#

!

结果与分析

#)"

!

,?07

量子点的表征

由图
"

可知!

,?07

量子点的粒径为
<:L

左右!呈圆球

形"由图
#

可知!碲化镉的最大发射波长为
E1%:L

"

图
"

!

碲化镉量子点的透射电镜图

.4

X

J37"

!

0Z@4L8

X

7'[,?07b;5

图
#

!

碲化镉量子点的荧光光谱

.4

X

J37#

!

.(J'375>7:65

W

7>63JL'[,?07b;5

#)#

!

纳米金粒子的透射电镜图

由图
!

可知!纳米金粒的直径约为
"#)E:L

!适于作核酸

标记物"

图
!

!

纳米金的透射电镜图

.4

X

J37!

!

0Z@4L8

X

7'[Q'(?:8:'

W

8364>(75

#)!

!

显示探针的表征

本方法利用亲和素和生物素特异性结合的原理!将显示

;*a

连接上
,?07

量子点!再利用巯基和纳米金特异性结合

的特点!使一个纳米金上连接多个量子点!以起到信号放大

作用"由图
<

可知!每个纳米金粒子已成功连接了多个量

子点"

图
<

!

,?079

纳米金显示探针的透射电镜图

.4

X

J37<

!

0Z@4L8

X

7'[,?079aJ[(J'375>7:>7

W

3'C7

#)<

!

氨基化
.7

!

^

<

磁性纳米粒子的透射电镜图

试验采用水热
]

溶剂热法制备了氨基化的单晶
.7

!

^

<

磁性纳米颗粒"由图
E

可知!氨基化
.7

!

^

<

磁性纳米粒子均

为球状的单晶!粒径大约在
!$

!

F$:L

"

图
E

!

氨基化磁性纳米粒子的透射电镜图
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#)E

!

合成的沙门氏菌目标
;*a

检测

在
"$

!

"$$$[L'(

.

A

范围内!沙门氏菌
;*a

浓度与荧

光强度呈良好的线性关系!回归方程为
0

A

k$)"O1

/

;*a

0

U

EE)$$

!

K

#

k$)OO%

!且得到的检出限为
1[L'(

.

A

"

#)F

!

纳米探针法检测含有沙门氏菌的食品样品的检测结果

分析

!!

根据&食品中致病菌限量'*

QI#OO#"

,

#$"!

+的要求!食

品中不得检出沙门氏菌"为了检验本法的灵敏度和准确性!

取人为添加不同浓度沙门氏菌的市售牛奶样品!用成品试剂

盒提取
;*a

后!分别检测含有梯度稀释沙门氏菌浓度的牛

奶*表
"

+!当检测到稀释
"$

]E的牛奶后!再检测稀释
"

倍#

#

倍#

E

倍#

"$

倍的荧光强度"结果显示稀释到
#

倍时!已经检

测不出"因此!将
"$

]E再稀释
"

倍的荧光强度!带入
#)E

得

到的方程中!计算得出最低检出限是
<[L'(

.

A

"

!

!

结论
为了适应检测需要!避免现有方法存在的缺陷!本试验

利用发光量子点的高灵敏度!将多个量子点结合到纳米金上

进行信号放大!以达到超灵敏的检测目的!克服了国标方法

需要前增菌的繁琐步骤"此外!利用磁性纳米材料的磁分离

OE

第
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表
"

!

牛奶中不同浓度沙门氏菌的检测结果

08C(7"

!

=75J(65'[/8(L':7((8G462?4[[737:6>':>7:63864':

4:L4(H58L

W

(75

编号 沙门氏菌浓度.*

[L'(

1

A

]"

+

" #<<E

"$

]"

#"<"

"$

]#

"<<1

"$

]!

"$E#

"$

]<

E1E

"$

]E

"$

作用!免去了以往的提取分离步骤"同时!本方法一次性制

得的显示探针和捕获探针溶液!可以多次使用!减少成本!相

比分子生物学和免疫学检测技术的高成本#高技术要求!具

有良好的应用推广前景"

对于沙门氏菌的检测!该法显示了良好的稳定性!在

"$

!

"$$$[L'(

.

A

范围内!沙门氏菌
;*a

浓度与荧光强度

呈现出良好的线性关系!回归方程为
0

A

k$)"O1

/

;*a

0

U

EE)$$

!

K

#

k$)OO%

!得到的检出限为
1[L'(

.

A

"在检测被沙

门氏菌污染的牛奶样品中!也显示了优良的应用性!最低检

出限为
<[L'(

.

A

"需要指出的是!最低检测限的不同主要是

由于将不同浓度的沙门氏菌液加入到牛奶中!用试剂盒提取

沙门氏菌
;*a

!通过这个过程!与直接检测合成的沙门氏菌

;*a

序列浓度相比更加准确!同时也反映了在今后检测实

际样品中沙门氏菌时!本法具有更好的灵敏度!可以达到超

灵敏检测的目的"

鉴于纳米金和量子点复合探针的优良检测特性!以及磁

性纳米探针的特异分离效应!本试验研发了一种快速#简便#

低成本#高灵敏度的沙门氏菌新型快速定量检测技术"后续

试验将继续优化检测条件!证实本法的特异性和灵敏度!并

扩大其应用范围"
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