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基于近红外免疫层析技术的食源性副溶血弧菌快速

检测方法研究 
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摘要：建立一种应用近红外荧光免疫层析技术快速检测副溶血弧菌的方法。采用近红外荧光标记副溶血弧菌单克隆抗体，将副

溶血弧菌多克隆抗体和羊抗鼠 IgG 多克隆抗体喷涂于硝酸纤维膜上分别作为检测线和质控线，研制检测副溶血弧菌的近红外免疫层

析试纸条及配套标准物质。研究表明，所建立的近红外免疫法对检测副溶血弧菌具有良好的特异性和较高的灵敏度，最低检测限为

1.2×102 CFU/mL，与沙门氏菌、金黄色葡萄球菌、大肠埃希氏菌、单增李斯特菌无交叉反应。通过效果评价试验发现，与传统检测方

法相比较，所建立的近红外荧光法检测时间时间最短，检测限与 RT-PCR 法接近。近红外荧光法在 45 min 内即可完成检测，可用于

食品中副溶血弧菌的高效检测，为食品安全监管提供可靠的技术支持。 
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Abstract: This study was designed to establish a method for the rapid detection of Vibrio parahaemolyticus, using a near-infrared 

fluorescence immunochromatographic technique. Near-infrared fluorescence was used to label anti-Vibrio parahaemolyticus monoclonal and 

polyclonal antibodies, and a goat anti-mouse IgG polyclonal antibody. These were then coated onto a nitrocellulose membrane as the detection 

line and control line, respectively, to develop a near-infrared immunochromatographic test dipstick for the detection of Vibrio parahaemolyticus 

and a standard substance. The results showed that the established near-infrared immunochromatographic method had good specificity and high 

sensitivity for the detection of Vibrio parahaemolyticus, the limit of detection was 1.2×102 CFU/mL, and there were no cross-reactions with 

Salmonella, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, or Listeria monocytogenes. The performance evaluation test found that, compared with the 

traditional detection method, the established near-infrared fluorescence method had a shorter detection time, and a detection limit close to that of 

the real-time polymerase chain reaction (RT-PCR) method. A measurement using this near-infrared immunochromatographic method could be 

completed in 45 minutes. This method can be used for the efficient detection of Vibrio parahaemolyticus in food and provide reliable technical 

support for food safety supervision. 
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食源性致病菌是当前世界范围内食品中毒事件中

的最主要威胁之一。其中副溶血弧菌 (Vibrio 
parahaemolyticus)是一种广泛分布于海洋与盐湖的革

兰氏阴性嗜盐菌，可导致患者腹泻、肠痉挛、恶心、

呕吐和发烧等典型胃肠炎反应。我国食源性疾病监控

网络数据显示，中国东部沿海城市近年来由副溶血弧

菌引起的食物中毒事件呈显著上升趋势，已超过沙门

氏菌成为食源性疾病暴发的首要致病菌[1]。在我国，

每年因副溶血弧菌导致急性腹泻 665.5 万人，导致急

性胃肠炎病例估计为 728.1 万人，副溶血弧菌感染的

食源性比例为 68.0%[2]。副溶血性弧菌是重要的食源

性致病菌，常常引起严重的公共卫生与食品安全问题。

目前对副溶血弧菌的检测方法主要有传统检测方法、

分子生物学和免疫学方法等[3~7]。传统检测方法耗时长

且工作量大，难以满足对食品进行批量且迅速的检测

需求。分子生物学方法快速，但不能分离目标菌，且

容易出现假阳性。近年来，近红外荧光探针鉴于其背

景干扰小、组织穿透力强等突出的优点，备受关注
[8~10]。尽管当前体外及体内生物造影仍是近红外探针

的主要应用领域，但其在免疫分析中的应用自 Boyer
等于 1992 年开始从未间断[11,12]。本研究通过研制近红

外免疫层析试纸条及配套标准物质，针对副溶血弧菌

建立一种近红外荧光免疫层析快速检测方法，以期进

一步提高副溶血弧菌快速检测的灵敏度和特异性。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

副溶血弧菌标准菌株ATCC17802；羊抗鼠 IgG（上

海慧耘生物科技有限公司）；副溶血性弧菌单克隆抗

体、多克隆抗体由 pierce 公司提供；稀释液（5% BSA，

0.1% Tween 20，PBS）；荧光染料 dylight 800 由武汉

珈源量子点开发有限公司提供；缓冲蛋白胨水、亚硒

酸盐胱氨酸（SC）增菌液，以上均为陆桥技术有限公

司提供；3%氯化钠碱性蛋白胨水；3%氯化钠胰蛋白

胨大豆琼脂；3%氯化钠三糖铁琼脂；3%氯化钠溶液。 

1.2  仪器与设备 

恒温摇床（江苏太仓实验仪器设备厂）；高速低温

离心机（Sigma，3-18K）；超纯水仪（Thermo）；超声

破碎仪（宁波市先倡电子科技有限公司，XC-CD2500
型）；高压灭菌器（上海博迅实业有限公司医疗设备

厂）；恒温培养箱（SANYOO）；便携式高灵敏度近红

外点荧光扫描仪（北京博润福得科技发展有限公司）。 
 

1.3  检测方法 

1.3.1  细菌培养 
将-80 ℃保存的副溶血弧菌划线接种于硫代硫酸

盐-柠檬酸盐-胆盐-蔗糖(TCBS)琼脂培养基平板上，

37 ℃培养18 h后挑取典型单菌落接种于液体LB培养

基上，37 ℃培养 18 h。 
1.3.2  近红外荧光染料标记副溶血弧菌单抗 

将 dylight 800 原液用 PBS 缓冲液稀释 10 倍，取

1.4 µL 与 20 µg 副溶血弧菌单克隆抗体（上海慧耘生

物科技有限公司）轻柔混合均匀后于室温避光反应 2 
h。反应结束后，将标记产物放入透析袋中，用PBS 4 ℃
透析过夜，去除游离的荧光染料。标记好的抗体溶液

中添加终浓度为 1% BSA 和 0.1% Tween 20，叠氮化钠

0.1‰，4 ℃保存。使用前标记产物以层析缓冲液稀释

10000 倍。 
1.3.3  副溶血弧菌免疫层析试纸条的制备 

试纸条由样品垫、结合垫、抗体承载膜、吸水垫

及反应支持基质组成，按次序依次搭接，而后以切割

机切成试纸条。结合垫：选取玻璃纤维素膜，喷涂上

述稀释好的标记抗体，室温风干。样品垫：选取纤维

素膜带，将封闭液（5% BSA，0.1% Tween20，PBS)
喷洒在膜带上，室温风干后备用。抗体承载膜：选取

硝酸纤维素膜，将副溶血弧菌捕获多克隆抗体和羊抗

鼠 IgG 多克隆抗体用划线机在膜上划检测线和质控

线，间距 0.5 cm，室温风干。 
1.3.4  定性检测 

取副溶血弧菌稀释液，吸取 1 mL 样本至 7 mL 
PBS 缓冲液中，超声破菌，工作 15 s，休息 15 s，40%
能量，共计 30 次循环。吸取 100 µL 经超声处理的样

本滴加到样品垫上，待吸收干后再滴加 50 µL 层析液。

室温放置 15 min 后，用便携式近红外荧光扫描仪读

数。若检测线区域和质控区域同时出现荧光峰为阳性

结果。 
1.3.5  定量检测 

取 107 CFU/mL 的副溶血弧菌纯菌（ATCC），用

PBS（pH 7.4）稀释液将所述纯菌进行倍数系列稀释，

制成 2.4×105 CFU/mL、1.2×105 CFU/mL、2.4×104 
CFU/mL、1.2×104 CFU/mL、2.4×103 CFU/mL、1.2×103 
CFU/mL、2.4×102 CFU/mL、1.2×102 CFU/mL 菌液进

行检测限检测。超声破菌处理，工作 15 s，休息 15 s，
40%能量，共计 30 次循环。取 100 µL 经超声处理的

样本滴加到样品垫上，待吸收干后再滴加 50 µL 层析

液。室温静置 15 min，将试纸条放入便携式近红外荧 
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光扫描仪读数。上述系列稀释的副溶血弧菌标准品分

别进行检测，扫描获得检测线和质控线的荧光值，同

时出现检测区域荧光峰和质控区域荧光峰方表明反应

正常。每个稀释度样本平行测量两次，取平均值作为

测量值，以该值对应的样品浓度作标准工作曲线。 
1.3.6  特异性实验 

在无菌条件下，分别取实验室分离的沙门氏菌、

金黄色葡萄球菌、志贺氏菌、大肠埃希氏菌、单增李

斯特菌和副溶血弧菌，原始浓度分别为 1.2×108 
CFU/mL、1×107 CFU/mL、1.5×107 CFU/mL、1.2×107 
CFU/mL、1.5×108 CFU/mL 和 1×107 CFU/mL，调制成

0.6×104 CFU/mL 的菌液，然后超声处理方法进行破菌

处理，工作 15 s，休息 15 s，40%能量，共计 30 次循

环。吸取 50 μL 经超声处理的样本滴加到样品垫上，

待吸收干后再滴加 50 μL 上述的 PBS 缓冲液，室温放

置 15 min 后，用便携式近红外荧光扫描仪读数。 

1.4  评价方法 

1.4.1  传统检测方法 
按照《GB 4789.7-2013 食品安全国家标准 食品微

生物学检验 副溶血弧菌检验》对来自实验室的 30 份

样品进行检测。样品种类主要包括大西洋鲑鱼、黒蟹、

棕蟹、珍宝蟹、鳌龙虾和皇帝蟹等。 
1.4.2  标准菌株添加回收实验 

取未检出副溶血弧菌鱼肉样品 75 g，分三份，分

别加入一定量的标准菌株副溶血弧菌，剪碎，用 225 
mL 含 5% BSA，0.1% Tween 20 的 PBS（pH 为 7.4）
缓冲液稀释样品，取洗脱液进行超声破菌，直径 3 mm
探头，工作 5 s，休息 5 s，40%能量，共计 30 次循环，

吸取 50 μL 经超声处理的检样滴加到样品垫上，待吸

收干后再滴加 50 μL 层析液，另取缓冲液作为阴性对

照，用上述的试纸条进行免疫层析。 

1.4.3  近红外免疫层析试纸条检测实际样品 
按照所建立的近红外荧光法，对来自实验室的 30

份样品（与 1.4.1 的 30 份样品一致）进行检测，并将

检测结果进行比较。 

2  结果与分析 

2.1  定性检测结果分析 

 
图1 副溶血弧菌低噪声激发式荧光检测图 

Fig.1 Low noise excitation fluorescence detection of Vibrio 

parahaemolyticus 

本实验采用近红外荧光染料标记的双抗体夹心免

疫层析试纸条检测副溶血性弧菌。当含有目标菌的样

品滴加到样品垫上时，溶液将结合垫上固定的分子解

离，靶标菌与解离出来的荧光标记副溶血弧菌单抗形

成复合物。抗原抗体复合物随溶液向试纸条前端迁移。

当抗原抗体复合物迁移至检测线时，被固定于检测线

上的副溶血性弧菌多克隆抗体捕获。而游离的单抗分

子/抗原抗体复合物则随溶液继续迁移，到达质控线时

被交联于质控线上的参照物抗体所捕获。免疫层析反

应结束后，以荧光扫描仪测定检测线和质控线的荧光

强度。经过实验发现，检测中所使用的近红外荧光染

料为发射波长位于 777 nm 的有机分子，优选活化的

近红外荧光染料 Dylight 800。分别测定检测线和质控

线区域的荧光强度，若质控线区域出现荧光发射峰，

则表明该试纸条有效，反之则无效；若检测线区域同

时出现荧光发射峰则为阳性结果，反之则为阴性。图

1 为副溶血性弧菌低噪声激发式荧光检测图。 

2.2  定量检测结果 

 
表1 不同浓度副溶血弧菌菌株悬液对应的检测结果 

Table 1 Detection results of suspensions of Vibrio parahaemolyticus at different concentrations  

测量值 
浓度/(CFU/mL) 

2.4×105 1.2×105 2.4×104 1.2×104 2.4×103 1.2×103 2.4×102 1.2×102 

第一次 1.89 1.87 1.88 1.46 1.11 0.87 0.51 0.26 

第二次 1.85 1.83 1.82 1.56 1.05 0.80 0.59 0.26 
平均值 1.87 1.85 1.86 1.51 1.08 0.83 0.55 0.26 

将 1.3.5 系列稀释的副溶血弧菌标准品分别进行

检测，扫描获得检测线和质控线的荧光值，同时出现

检测区域荧光峰和质控区域荧光峰方表明反应正常。

每个稀释度样本平行测量两次，取平均值作为测量值，
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检测结果见表 1，以该值对相应的样品浓度制作标准

工作曲线，如图 2 所示，并拟合得适用的标准曲线，

y=1.51x+1.6968，R2=0.9837。由表 1 可见最低检出限

为 1.2×102 CFU/mL。 

 
图2 副溶血弧菌近红外免疫层析标准曲线 

Fig.2 Near-infrared immune chromatography standard curve 

of Vibrio parahaemolyticus 

2.3  特异性实验结果 

 
图3 定性检测副溶血弧菌方法的特异性试验结果图 

Fig.3 Specificity test results for the qualitative detection of 

Vibrio parahaemolyticus 

采用 1.3.6 所述方法定性检测副溶血弧菌近红外

荧光法的特异性。由图 3 可见，除副溶血弧菌样品外，

其余检测的细菌在检测线位置均未出现发射峰，各菌

的试纸条均在质控线处出现发射峰，表明该方法对副

溶血弧菌的检测特异性好，与其他五个菌属无交叉反

应。 

2.4  标准菌株添加回收实验结果 

采用添加回收试验方法，按照 1.4.2 方法，吸取

100 μL 经超声处理的样品溶液滴加到样品垫上，室温

静置 10 min，将所述试纸条放入便携式低噪声激发式

荧光扫描仪中读数，结果如表 2 所示。 
由表 2 数据可知，本研究采用基于荧光标记法测

定的副溶血弧菌的浓度较为准确，可用于副溶血弧菌

的日常检测。 

表2 根据标准曲线计算样品中的副溶血弧菌的浓度 

Table 2 Calculated concentration of Vibrio parahaemolyticus 

according to the standard curve 

样品 

编号 
检测值 

VP 浓度 

/(CFU/mL) 

VP 已知浓度

/(CFU/mL) 

1 0.01 0 未添加 

2 0.01 0 未添加 
3 0.84 0.9*104 1.0×104 

表3 利用近红外荧光标记免疫层析法和传统方法对30份样品

的副溶血性弧菌检测结果 

Table 3 Measurement results for 30 Vibrio parahaemolyticus 

samples using the near-infrared fluorescence 

immunochromatographic method and a traditional method 

样品编号
近红外检测结果 

/(CFU/mL) 

传统检测 

结果 
符合性

1 未检出 未检出 一致 

2 未检出 未检出 一致 

3 未检出 未检出 一致 

4 3.5×103 检出 一致 

5 未检出 未检出 一致 

6 1.7×104 检出 一致 

7 5.6×103 检出 一致 

8 未检出 未检出 一致 

9 未检出 未检出 一致 

10 4.9×102 检出 一致 

11 未检出 未检出 一致 

12 3.9×103 检出 一致 

13 未检出 未检出 一致 

14 2.6×104 检出 一致 

15 未检出 未检出 一致 

16 3.5×102 检出 一致 

17 1.1×103 检出 一致 

18 4.1×103 检出 一致 

19 5.9×105 检出 一致 

20 4.6×103 检出 一致 

21 未检出 未检出 一致 

22 6.4×103 检出 一致 

23 未检出 未检出 一致 

24 4.6×103 检出 一致 

25 未检出 未检出 一致 

26 2.5×102 检出 一致 

27 未检出 未检出 一致 

28 未检出 未检出 一致 

29 未检出 未检出 一致 
30 3.4×104 检出 一致 
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2.5  副溶血弧菌近红外检测试纸条效果评价 

按照传统检测法《食品安全国家标准 食品微生物

学检验 副溶血弧菌检验》（GB 4789.7-2013）和所建

立的近红外荧光法，对实验室 30 份样品进行检测，其

结果如下：近红外荧光标记免疫层析法和传统方法检

测均检出阳性样品 15 份（如表 3 所示）。结果表明两

种方法具有良好的符合性。采用近红外免疫层析法检

测样品中副溶血弧菌的灵敏度较高，特异性较好，适

于口岸进行副溶血性弧菌快速检测。 

3  结论 

3.1  近年来，副溶血性弧菌的检测方法已经从传统培

养法到以免疫学或 DNA 为基础的快速检测法。传统

方法培养时间过长，需 5~6 d 检测周期；PCR 技术虽

然灵敏度高，特异性强，重复性好，但其仪器、试剂

昂贵，要在口岸普及使用尚有一定的难度。免疫试纸

条因操作简单且易于携带成为即时检测的有力工具。

目前荧光光谱法由于其灵敏度高，选择性好，在生物

分析中有广泛的应用[13~15]。随着近红外荧光探针的持

续发掘及免疫分析技术的发展，二者的结合应用在多

个分析领域日益流行。2013 年有报道称使用近红外荧

光染料 800CW 进行免疫层析试纸条标记[16]。 
3.2  本研究基于近红外免疫层析技术建立了一种副

溶血弧菌快速检测方法。采用近红外荧光染料标记的

双抗体夹心免疫层析试纸条检测副溶血性弧菌。经过

多次试验结果表明，采用该研究方法发现所建立的近

红外荧光法的检测限最低为 1.2×102 CFU/mL。该方法

基于免疫学抗原抗体特异性结合原理，利用近红外荧

光的强度的信号放大作用，且受环境因素干扰小，激

发后荧光时间长的特点而建立，具有特异性好，检测

限量低的特点。它与其它检测方法相比，信噪比高，

灵敏度理想。2012 年研究报道发现副溶血弧菌胶体金

试纸条的灵敏度为 3.592×104 CFU/mL[17]，本研究中近

红外荧光法试纸条的灵敏度为 1.2×102 CFU/mL，且与

其他致病菌无交叉反应。与胶体金免疫层析试纸条相

比，近红外荧光法对靶标菌的灵敏度提高了 100 多倍。

覃倚莹[18]等采用 toxR 基因作为荧光定量 PCR 靶基因

设计 TaqMan 探针快速检测副溶血弧菌，对纯培养物

和模拟食品样品 PCR 直接检测的灵敏度分别为 21 
CFU/mL 和 210 CFU/g，优于该方法。卢昕[19]等利用

SYBR Green I 荧光 PCR，根据 TRH 和 TDH 毒力基因

序列设计引物，对 33 株副溶血弧菌和 22 株其他细菌

进行特异性和灵敏度评价，结果 33 株副溶血性弧菌检

测均为阳性，最低检测下限达 50 CFU/μL，其他菌株

为阴性。虽然荧光 PCR 法灵敏度优于近红外荧光法，

但 PCR 仪器、试剂较为昂贵，在口岸普及有一定难度，

且检测时间比近红外荧光法长。 
3.3  综上所述，副溶血弧菌近红外免疫试纸条特异性

好，灵敏度高，稳定性好，操作简单，适用于现场、

即时、快速检测。本方法中免疫层析试纸条及近红外

荧光扫描仪均属于便携可移动装置，整个检测过程在

45 min 内即可完成。近红外荧光法相对于传统培养法

需要 5~6 d 的检测周期及繁琐的培养基配制等过程具

有显著的时效性优势；相对于 PCR 及实时荧光定量

PCR 法[20,21]等分子生物学法在仪器的检测速度、便携

性及现场适用性上呈明显优势，特别适合在口岸推广

使用，具有良好的应用前景，提高了食源性致病菌的

检测效率，为进出口食品的快速检测提供了一种新的

检测方法。 
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