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基于量子点纳米粒子对乳制品中
致病菌进行定性分析
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摘要：［目的］基于量子点纳米粒子构建多元定性分析食品微生物中致病菌检测的新方法，以满足当前食品安全监管和

短保食品时效要求。［方法］量子点有着丰富类别和多样的合成方法，与免疫荧光分析方法结合，可快速、灵敏、高效检

测两种或更多种不同致病菌的方法。［结果］该方法可有效同时快速、灵敏、高效地检测食源性致病菌。当菌数为

103 CFU/mL 时，在 15 min 内仍可检测出。对不同基质的乳制品通过盲样致病菌添加后检测，与传统方法符合率达到

100%。［结论］该方法对致病菌检测的特异性强、灵敏度高，且操作简便、检测时间短，具有良好的实用性。
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Qualitative analysis of pathogenic bacteria in dairy products 

based on quantum dot nanoparticles
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Abstract: ［［Objective］］ To develop a novel multivariate qualitative analysis method for detecting pathogenic bacteria in food 

microorganisms based on quantum dot nanoparticles, aiming to meet the current requirements of food safety supervision and the timeliness 

of short-shelf-life food detection. ［［Methods］］ Quantum dots, with their diverse categories and various synthesis methods, were combined 

with immunofluorescence analysis to establish a rapid, sensitive, and efficient method for detecting two or more different pathogenic 

bacteria. ［［Results］］ This method enabled the simultaneous, rapid, sensitive, and efficient detection of foodborne pathogens. When the 

bacterial concentration was 103 CFU/mL, pathogens could still be detected within 15 min. Blind sample testing of pathogenic bacteria in 

dairy products with different substrates showed a 100% agreement rate with traditional methods. ［［Conclusion］］ This method exhibits strong 

specificity and high sensitivity for pathogen detection, while also being simple to operate and requiring a short detection time, making it 

highly practical.
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食源性疾病（FD）被定义为一种由摄入含有病原制剂

的食物或水引起的综合征，影响消费者的健康［1］。食源性

疾病会出现多种胃肠道症状，如恶心、呕吐、腹泻、腹痛、

发热等，在某些情况下还会出现脓毒症、脑膜炎、流产、瑞

特综合征、癌症或死亡等［2］。这些疾病主要影响儿童、孕

妇、免疫系统受损的人及老年人。据世界卫生组织［3］估

计，每年全世界每 10 人中就有 1 人因食物而受到这些疾

病的影响，有 42 万人死亡，特别是儿童。食源性疾病由于

其发病率和死亡率及对生产力、贸易、卫生服务成本、实

施和食品安全监测的负面影响，被认为是世界范围内的
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公共卫生事件［4］。乳制品是许多微生物生长的最佳培养

基，极易腐败变质，不安全的乳制品会导致人们急性中

毒，甚至导致死亡［5］。

由于幼儿自身免疫系统尚未发育完全，抵抗力较弱，

大肠埃希菌感染可能会迅速发展。这种感染可能引发一

系列呼吸道症状，如咳嗽、咳痰加重，还可能伴有发热、呼吸

急促等。如果不及时治疗，炎症可能会进一步扩散，引起

肺部更严重的病变，如肺炎、肺脓肿等［6］。近期，河南省疾

病预防控制中心［7］通过食源性疾病监测数据发现，多起准

妈妈、婴幼儿和老人因感染单核细胞增生李斯特氏菌引起

败血症、脑膜炎，甚至流产和胎儿死亡的病例。最终流调

发现，这些病例均与冰箱有关。单增李斯特菌是一种革兰

氏阳性菌，能在低温环境下生长，在 2~42 ℃的温度范围内

都能生长，甚至在-20 ℃的冷冻室里也能存活 1 年［8］。因

此，选择乳制品中的大肠埃希氏菌和单核细胞增生李斯特

氏菌作为研究对象。

当前，食源性致病菌的检测方法包括传统培养分离

方法、分子生物学方法和免疫学等方法。传统培养分离

检测方法乳品中的细菌病原体依赖于细菌的培养琼脂平

板上的有机体，操作过程较为耗时［9］。分子诊断方法包括

DNA 分 析 ，例 如 聚 合 酶 链 反 应（PCR）［10］、多 重 实 时

PCR［11-13］等。近年来，已建立了一系列基于量子点纳米

粒子新颖检测方法，如基于量子点的免疫磁珠分离［14-15］、

免疫层析试纸条［16-17］、量子点荧光能量共振转移［18-19］、

多重免疫荧光分析［20-21］、量子点流式细胞术［22］等方法。

研究拟提出一种基于量子点探针与免疫荧光分析方法结

合，同时快速检测 2 种或更多不同的致病菌的方法，以期

为研究者提供快速、灵敏、高效的检测方法。

1　材料和方法
1.1　材料

量子点纳米球：上海昆道生物技术有限公司；

李斯特菌和大肠埃希菌抗体：单抗，上海昆道生物技

术有限公司；

脑心浸液培养基（BHI）、平板计数琼脂（PCA）等培养

基：北京陆桥技术股份有限公司；

GN/GP 卡：生物梅里埃美国股份有限公司；

试验所用标准储备菌株：美国菌株保存中心（ATCC）

和中国工业微生物菌种保藏管理中心（CICC）。

1.2　主要仪器

胶 体 金 试 纸 条 喷 点 系 统 仪 ：XY3060 型 ，美 国

BIODOT 公司；

微电脑裁切机：SB-C6 型，深圳市华之鑫自动化设备

有限公司；

电热鼓风干燥箱：HTG-9620A 型，上海慧泰股份有限

公司；

透 射 电 子 显 微 镜（TEM）：JEOL 2100F 型 ，美 国

THERMO 公司；

微量移液器：F1 Series型，美国 THERMO 公司；

精密电子天平：FA2004 型，常州市幸运电子设备有限

公司；

荧光免疫分析仪：FIC-Q100 型，苏州和迈精密仪器有

限公司；

Zeta 电位仪：Zetasizer Nano ZS90 型，英国 Malvern 

Instruments公司；

迷你高速离心机：Minispin 型，德国 Eppendorf公司。

1.3　菌种制备

将包括单核细胞增生李斯特氏菌在内的食品中常见

致病菌的标准储备菌株在 BHI 液体培养基中培养 24 h 后

取 1 mL 单核细胞增生李斯特氏菌液逐级稀释至 10-7，选

择 7 个稀释度（10-1，10-2，10-3，10-4，10-5，10-6，10-7）分

别吸取 1 mL 于营养琼脂平板中，36 ℃培养 1~2 d 后计数，

其他常见致病菌逐级稀释后，分别吸取 1 mL 于 PCA 平板

中，36 ℃培养 2 d 后计数，计数结果见表 1。

1.4　偶联试验

取 4 份 200 μL 磷酸缓冲液（pH 6.0）于离心管中，向其

分别加入 100 μL 微球，超声混匀；将 1-乙基-3［3-二甲基氨

基丙基］碳二亚胺盐酸盐（EDC）用磷酸缓冲液（pH 6.0）配

成 20 mg/mL，分 别 加 入 6 μL，混 匀 孵 育 30 min；

15 000 r/min 离心 10 min，去上清；取 100 μL 磷酸缓冲液

（pH 6.0）加入两支去上清后微球离心管中，超声混匀，同

理磷酸缓冲液（pH 7.0）同样操作；试验序号对应条件取抗

体 50 μg 于 100 μL 磷酸缓冲液中，混匀，再向其加入对应

条 件 活 化 后 的 微 球 50 μL，超 声 混 匀 ，孵 育 30 min；

8 000 r/min 离心 5 min，去上清；加入试验序号对应的封闭

液 100 μL，超声混匀。孵育 2 h。

1.5　纸条测试试验

该产品为侧向层析试纸条，有 3 个条带：靠上的质控

线（C 线），中间的检测线（T1 线）和靠下的检测线（T2 线）

表 1　常见致病菌的标准储备菌株及原液活菌数

Table 1　Standard reserve strains and viable cell counts of 

common pathogenic bacteria

名称

大肠埃希氏菌

单核细胞增生李

斯特菌

鼠伤寒沙门氏菌

英诺克李斯特菌

斯氏李斯特菌

伊氏李斯特菌

蜡样芽孢杆菌

副溶血性弧菌

阪崎肠杆菌

金黄色葡萄球菌

学名

E. coli

L. monocytogenes

S. typhimurium

L. innocua

L. seeligeri

L. ivanovii

B. cereus

V. Parahemolyticus

E. sakazakii

S. typhimurium

菌种库

ATCC25922

ATCC19115

ATCC14028

ATCC33090

ATCC35967

ATCC19119

ATCC11778

ATCC17802

ATCC29544

ATCC6538

原液活菌数/

（CFU·mL-1）

6.9×108

4.8×108

8.0×108

5.6×108

2.3×108

5.3×108

3.0×106

4.2×106

5.3×108

1.5×108
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（见图 1）。在 C 线处包被有羊抗鼠二抗，T1线处包被有大

肠埃希氏单抗，T2 线处包被有单核细胞增生李斯特氏菌

单抗。分别用划膜仪固定在硝酸纤维膜上，结合垫采用

量子点大肠埃希氏和单核细胞增生李斯特氏菌抗体偶联

物浸润，37 ℃下干燥后将样品垫、结合垫、硝酸纤维素膜

和吸水纸，按顺序粘贴到 PVC 底板上，各部分重叠以保证

样品液体的流动。其检测原理为双抗体夹心法，在检测

过程中，样品中的大肠埃希氏或单核细胞增生李斯特氏

菌在毛细作用下往吸水纸方向移动，结合垫中的量子点

抗体偶联物会标记到大肠埃希氏或单核细胞增生李斯特

氏菌上，在继续往吸水纸方向移动的过程中，检测线上的

大肠埃希氏或单核细胞增生李斯特氏菌抗体会将标记量

子点的大肠埃希氏捕获，形成检测带，未标记大肠埃希氏

和单核细胞增生李斯特氏菌的量子点抗体偶联物继续移

动至质控线被羊抗兔二抗捕获形成质控线。

取出所需数量的试纸条，做好标记；用无菌培养基将

大肠埃希氏阳性原液样本按照 10-1，10-2，10-3，10-4进行

稀释；用无菌培养基将单核细胞增生李斯特菌阳性原液样

本按照 10-1，10-2，10-3，10-4进行稀释；按表 2将待测液 1∶1

混合；用稀释液将单核细胞增生李斯特菌单抗荧光液和大

肠埃希氏单抗荧光液按 200∶1 进行稀释混合；取待测液

50 μL，偶联液稀释液 50 μL，将二者混匀后全部滴加在试纸

条样本垫部位；常温下放置 15 min后判读结果。

1.6　抗干扰测试试验

取出所需数量的试纸条，做好标记；用无菌培养基将

8 株干扰菌阳性原液样本按照 1∶10 进行稀释；用稀释液将

单核细胞增生李斯特菌单抗荧光液和大肠埃希氏单抗荧

光液按 200∶1 进行稀释混合；取待测液 50 μL，偶联液稀释

液 50 μL。将二者混匀后全部滴加在试纸条样本垫部位；

常温下放置 15 min 后判读结果。

1.7　特异性分析

取已活化的英诺克李斯特菌、斯氏李斯特菌、伊氏李

斯特菌、鼠伤寒沙门氏菌、阪崎肠杆菌、金黄色葡萄球菌

和蜡样芽孢杆菌等菌液，按照 1.6 的方法对常见食源性致

病菌进行特异性检测，C 线有条带，T1和 T2无条带的，判定

为阴性；C 线有条带，T1或 T2有条带，判定为阳性。

1.8　灵敏度分析

将已计数的单核细胞增生李斯特氏菌和大肠埃希氏

进行 10 倍梯度稀释，按照 1.6 的方法稀释，对各梯度稀释

液的样品进行检测，C 线有条带，T1和 T2无条带，判定为阴

性；C 线有条带，T1或 T2有条带，判定为阳性。

1.9　粒径检测

将量子点颗粒或者量子点-抗体偶联抗体颗粒分散

在水溶液中，混匀，取 1 mL 待测液放入比色皿中，上机测

试可读取数值。

1.10　样品处理

对不同基质类乳制品样品，分别添加大肠埃希氏菌

和单核细胞增生李斯特氏菌标准储备菌株，加入相应的

缓冲蛋白水（BPW）和李氏菌增菌肉汤（LB1，LB2）基础中

培 养 24 h 后 ，一 部 分 按 照 GB 4789.38—2012 和 GB 

4789.30—2016 第一法进行检测，另一部分待测液按试验

提出的方法检测。

1.11　样本验证

对不同基质类乳制品样品，分别采用研究建立的基于

量子点免疫荧光分析方法与传统的检测方法进行同步检

测，分析两种方法检测结果，统计阳性与阴性符合率情况。

2　结果与分析
2.1　测试表征量子点纳米球的投射电子显微镜图

试验使用的 CdTe 量子点呈近似球形，量子点结晶性

良好，其晶型结构为立方晶相。利用试验方法制备的

CdTe 量子点在水溶液中具有很好的分散性与稳定性，投

射电子显微镜图如图 2 所示。

2.2　抗体与量子点纳米球偶联的紫外吸收和荧光光谱图

量子点的荧光发射光谱显示，580~680 nm 为荧光发

射峰波段，发射峰为 620 nm，半峰宽为 75 nm，荧光发射峰

对称性好。CdTe 量子点在与大肠埃希氏抗体偶联之后，

分散性保持良好，没有聚团，其荧光性质保持稳定。CdTe

量子点在与抗体偶联后紫外—可见吸收光谱图和荧光光

谱图基本不变（见图 3）。

图 1　层析试纸条带

Figure 1　Chromatographic strip

表 2　大肠埃希氏菌和单核细胞增生李斯特菌稀释配比

Table 2　Dilution ratio of Escherichia coli and Listeria 

monocytogenes

序号

1

2

3

大肠埃

希氏菌

原液

10-1

10-2

单核细胞增

生李斯特菌

 0

100

10-3

序号

4

5

6

大肠埃

希氏菌

10-3

10-4

0

单核细胞增

生李斯特菌

10-2

10-1

原液
图 2　投射电子显微镜图

Figure 2　Projected electron microscope image
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2.3　抗体与量子点纳米球偶联的粒径

为了确保量子点与抗体偶联是否成功，把颗粒分散

在水溶液中，取 1 mL 放在比色皿中，分别检测了量子点纳

米球与量子点纳米球—抗体偶联物的粒径大小与体积分

布情况，详见图 4。结果显示，未偶联的量子点粒径在

100 nm 左右时，而量子点纳米球—抗体偶联物的粒径在

300 nm 左右时，体积分布才在同一个水平线上，说明量子

点纳米球与量子点纳米球—抗体偶联成功。

2.4　检测阴性和阳性菌的试纸结果

为了确保量子点与大肠抗体偶联成功，分别以单个

菌落和两个菌的混合物对合成的试纸进行验证，结果

（图 5）发现，不同的单个菌在相应的部位有条带（第 2 道和

第 3道），混合菌也在对应的部位有条带（第 1道），再次证明

合成的量子点纳米球与量子点纳米球—抗体偶联成功。

2.5　检测试纸的特异性

为了验证量子点与大肠埃希氏和单增李斯特菌抗体

偶联物的特异性，选择了实验室常规的标准储备菌种进

行验证，结果（图 6）发现，在大肠埃希氏条带处均未有可

见的条带，包括鼠伤寒沙门氏菌、阪崎肠杆等肠杆菌科，

结果为阴性；在单增李斯特菌条带处也均未有可见的条

带，包括与单增李斯特菌保守序列相似的英诺克李斯特

菌等，结果为阴性。说明合成的量子点与大肠埃希氏和

单增李斯特菌抗体偶联物的特异性良好，此方法可行。

2.6　检测试纸的灵敏度

2.6.1　检测大肠埃希氏菌　为了验证大肠埃希氏量子点

抗体偶联物的灵敏度，用无菌培养基将大肠埃希氏阳性

原液样本（6.9×108 CFU/mL）按照 10-1，10-2，10-3，10-4进

行稀释。由图 7 可知，当大肠埃希氏菌稀释至 10-4 时，肉

眼可见有明显条带，其检测范围大致为 104 CFU/mL。表明

试验建立的检测方法对大肠埃希氏菌的灵敏度较高，检

出限大致为 104 CFU/mL。

2.6.2　检测单增李斯特菌　为了验证单增李斯特菌量子

点抗体偶联物的灵敏度，用无菌培养基将单核细胞增生

李斯特菌阳性原液样本（4.8×108 CFU/mL）按照 10-1，

10-2，10-3，10-4 进行稀释。由图 8 可知，当单增李斯特菌

1. 鼠伤寒沙门氏菌  2. 英诺克李斯特菌  3. 斯氏李斯特菌  

4. 伊氏李斯特菌  5. 蜡样芽孢杆菌  6. 副溶血性弧菌  7. 阪崎

肠杆  8. 金黄色葡萄球菌

图 6　常见致病菌在试纸上的检测情况

Figure 6　Detection of common pathogens on the test paper

图 4　量子点纳米球与抗体偶联的粒径大小

Figure 4　Particle size of quantum dot nanospheres coupled 

with antibody

图 5　大肠埃希氏和单增李斯特标准储备菌在试纸上

显示的条带

Figure 5　Escherichia coli and Listeria monocytogenes 

standard reserve bacteria are displayed in strips

图 3　紫外—可见吸收光谱图和荧光光谱图

Figure 3　UV-VIS absorption spectra and fluorescence spectra
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稀释至 10-3时，肉眼可见仍有条带，表明试验建立的检测

方法对单增李斯特菌的灵敏度较高，检出限大致为 104~

105 CFU/mL。

2.6.3　同时检测大肠埃希氏菌和李斯特菌　在同一体系

中验证大肠埃希氏和单增李斯特菌抗体偶联物的灵敏

度。由图 9 可知，大肠埃希氏菌与单增李斯特菌按不同比

例稀释时，可明显观察到检测条带。再次表明建立的检

测方法对大肠埃希氏菌和单增李斯特菌的特异性和灵敏

度较高，可在同一个体系中同时检测大肠埃希氏菌和单

增李斯特菌。

2.7　对不同基质类乳制品样品进行盲样检测

对不同基质类乳制品样品，随机添加致病菌，利用试

验建立的基于量子点免疫荧光分析方法与传统的检测方

法进行同步检测，分析两种方法检测结果，统计阳性与阴

性符合率为 100%（详见表 3），说明两种方法检测结果完

全一致，进一步表明建立的方法具有良好的实用性。

3　结论
该研究选取乳制品以及相关产品作为重点检测对

象，根据免疫荧光量子点技术的优势，筛选出有效致病菌

抗体偶联量子点，通过其特异性、灵敏性与时效性分析致

病菌抗体偶联量子点的性能评估，并利用检出限、准确度

和分辨率分析不同基质乳品中该方法对适用性体系的影

响，建立乳制品中基于量子点的检测方法可同时检测多

元致病菌的检测方法。量子点具有极佳的荧光性质，激

发光谱宽，荧光强度高而且稳定，十分有利于降低免疫层

析技术的检测限，且试纸可在室温保存，便于携带，检测

时间短，适用于多种样品现场快速检测；该方法不需要特

别复杂精密仪器，能减少食品样品中复杂基质的干扰作

用，可为食品质量安全管理与微生物检测标准的制定和

修订提供技术支撑和数据支持。

但该方法中致病菌对应的抗体质量直接影响到量子

点偶联物效果，抗体偶联物的优化工作量很大；该方法通

过肉眼直接进行判断，无法精确定量准确判断样品含量

很低的致病菌且易受人为因素影响；后续将优化偶联条

件、增加试样数目、增加偶联的多元性，得到更多可行性

数据以完善此方法。
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