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双抗夹心酶联免疫吸附快速检测冷鲜肉中的 
6 种血清型沙门氏菌
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北京市食品安全免疫快速检测工程技术研究中心，微生态制剂关键技术开发北京市工程实验室，北京 102206）

摘  要：为快速检测冷鲜肉中的沙门氏菌，筛选出1 株产抗6 种沙门氏菌单克隆抗体的细胞株，运用产生的抗体建

立酶联免疫吸附检测方法（enzyme linked immunosorbent assay，ELISA）。实验采用6 种血清型致病沙门氏菌制备

出混合抗原，对BALB/c小鼠及新西兰大白兔进行免疫，运用杂交瘤技术进行细胞融合，制备出抗沙门氏菌单克隆

抗体以及多克隆抗体，并建立双抗夹心ELISA体系检测冷鲜肉中沙门氏菌。结果表明，成功筛选出1 株能稳定分泌

抗沙门氏菌的单克隆抗体杂交瘤细胞株6E7，保藏编号为CGMCC 10313以及多克隆抗体，效价分别为1∶1.28×106 

和1∶8.0×105；将多抗作为包被抗体吸附于96 孔酶标板上，并用辣根过氧化物酶标记单抗，建立双抗夹心ELISA体

系；检测模拟污染肉样中沙门氏菌，其检测限为800 CFU/g；并与其他血清型沙门氏菌、志贺氏菌、阪崎肠杆菌、

大肠杆菌O157:H7、金黄色葡萄球菌及单增李斯特菌均无交叉反应，特异性良好。
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Abstract: This study aimed to prepare antibodies specific for Salmonella and to use them establish an enzyme linked 

immunosorbent assay (ELISA) system for the rapid detection of six Salmonella serotypes in chilled fresh meat. In this 

study, BALB/c mice and rabbits were immunized with mixed antigens from six pathogenic strains of Salmonella for the 

production of monoclonal antibodies using hybridoma technology for cell fusion. The results showed that a hybridoma 

cell line (6E7 CGMCC 10313) which could stably secret monoclonal antibody (McAb, M23) specific for Salmonella was 

successfully screened and the polyclonal antibody (P23) was also obtained at the same time. The titer of the prepared highly 

pure monoclonal and polyclonal antibodies was 1:1.28 × 106 and 1:8.0 × 105, respectively. P23 was adsorbed on 96-well 

microtiter plates as coating antibody and M23 was labeled with horseradish peroxidase for the establishment of sandwich 

ELISA. The limit of detection (LOD) for Salmonella in artificially contaminated meat samples was 800 CFU/g. There was 

no cross-reactivity with Shigella, Enterobacter sakazakii, E. coli O157:H7, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes 

and other Salmonella.
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沙门氏菌（Salmonella）是革兰氏阴性菌，无芽孢，

周生鞭毛，需氧或兼性厌氧[1]，对营养要求较低，能在普

通的培养基上生长。沙门氏菌是自然界中普遍存在的一

种食源性致病菌，是最重要的人畜共患病原菌[2]。在世界

各地的食物中毒中沙门氏菌引起的中毒病例占第一位[3]，

我国内陆地区也以沙门氏菌为首[4]。沙门氏菌对人类身体

健康和生命安全已构成较大威胁，常引起人类腹湾、呕

吐、胃肠炎、高烧和败血症等疾病[5-6]。人类患病的原因

主要为食用了被沙门氏菌感染的食品，其中因食用被沙

门氏菌污染的肉制品而患病的占多数[7-8]。

目前，检测沙门氏菌的方法主要有传统的生物学分

离培养法、分子生物学检测法、免疫检测法。其中传统

的细菌培养及生化反应实验不仅费时费力还相当繁琐[9]，

一般需5～10 d，分子检测方法价格昂贵。包括免疫检测

法在内，多数方法为检测单一种的沙门氏菌，而且灵敏

度和特异性各有不同。基于冷鲜肉中常见沙门氏菌包括

鸡沙门氏菌、鼠伤寒沙门氏菌、甲型副伤寒沙门氏菌、

猪霍乱沙门氏菌、鸭沙门氏菌和肠炎沙门氏菌的现状，

本研究运用以上6 种血清型的沙门氏菌混合免疫，成功取

得1 株产生抗6 种血清型的沙门氏菌单克隆抗体的细胞株

和多克隆抗体，进而研制出双抗夹心酶联免疫吸附检测

方法（enzyme linked immunosorbent assay，ELISA），相

对于其他方法，此方法不但具有广谱性，而且提高了灵

敏度、增强了特异性。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

鸡伤寒沙门氏菌（ A T C C 5 4 0 0 3 ）、鼠伤寒

沙门氏菌（A T C C 1 3 3 1 1）、甲型副伤寒沙门氏菌

（ATCC9150）、猪霍乱沙门氏菌（ATCC10708）、

鸭 沙 门 氏 菌 （ A T C C 9 2 7 0 ） 和 肠 炎 沙 门 氏 菌

（ATCC9270）；都柏林沙门氏菌（CMCC50761）、

伤寒沙门氏菌（CMCC50041）、乙型副伤寒沙门氏

菌（CMCC50071）、志贺氏菌（ATCC25931）、

阪崎肠杆菌（A T C C 2 9 5 4 4）、大肠杆菌O 1 5 7 : H 7

（CMCC44828）、金黄色葡萄球菌（CMCC26003）

及单增李斯特菌（ATCC54003）等标准株为本实验室

保存。

BALB/c小鼠和新西兰大白兔由北京实验动物中心提

供。小鼠SP2/0骨髓瘤细胞、6 种沙门氏菌混合免疫原和

检测原由北京农学院食品科学与工程学院保存和制备。

沙门氏菌培养基 北京陆桥技术有限责任公司；

HAT培养基、HT培养基、聚乙二醇4000、完全佐剂和不完

全佐剂以及小鼠单克隆抗体亚型鉴定试剂盒 美国Sigma

公司；DMEM培养基、细胞培养板 美国Gibco公司； 

辣根过氧化物酶（horseradish peroxidase，HRP）标记山

羊抗小鼠IgG 北京华美生科生物技术有限公司。其他

试剂均为分析纯。

1.2 仪器与设备

酶标测试仪  美国BioTek公司；NANODROP 

2000、4MK2型洗板机 美国Theromo公司；二氧化碳

培养箱 上海力康公司。

1.3 方法

1.3.1 抗原制备及动物免疫

将鸡伤寒沙门氏菌、鼠伤寒沙门氏菌、甲型副伤寒

沙门氏菌、猪霍乱沙门氏菌、鸭沙门氏菌和肠炎沙门氏

菌活化后分别接种于普通（luria-bertani，LB）培养基，

静置37 ℃培养24 h；挑取单菌落接种于10 mL LB培养基

中，180 r/min摇床37 ℃培养24 h；将其菌液按1%扩大

培养至2 L，37 ℃、180 r/min摇床培养12 h；分别取少

量6 株菌的菌液，采用三梯度三平行进行平板计数，分

别取1 mL菌液4 000 r/min离心15 min，收集菌体；分别

用pH 7.4、0.01 mol/L磷酸缓冲盐溶液（phosphate buffer 

saline，PBS）洗涤菌体3 次，用10 mL 0.01 mol/L的PBS

重悬；加100 µL福尔马林溶液，室温条件下放置24 h灭

活；灭活结束后，分别用0.01 mol/L PBS洗涤3 次并调节

浓度，最后将6 株菌液按1∶1∶1∶1∶1∶1均匀混合，得到混

合沙门氏菌抗原，调整抗原数量浓度为109 CFU/mL，于 

－20 ℃保存备用。

选取8 只6 周雌性BALB/c小鼠，初次基础免疫采用

尾静脉注射50 µL自制免疫原；二次基础免疫采用尾静脉

30 µL自制免疫原。免疫间隔为2 周。内眦取血并分离血

清，间接ELISA检测小鼠血清抗体效价。待血清效价达

到1∶400 000后采用腹腔注射加强免疫，于融合前3 d脾脏

免疫注射免疫原20 µL加强免疫[10]。

采用6 株混合沙门氏菌特异性抗原作为免疫原，进

行背部皮下多点免疫新西兰大白兔，先与等量完全弗氏
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佐剂混合，抗原免疫量为200 µL/只；而后与不完全弗氏佐

剂混合，抗原免疫量为100 µL/只。每周进行耳静脉取血，

进行间接非竞争ELISA法测定抗体效价，待血清效价达

到1∶16 000 000后进行动脉取血，用辛酸-硫酸铵法纯化多

抗，测得其蛋白质量浓度后于－20 ℃分装保存[11]。 

1.3.2 杂交瘤细胞株的建立

取对数生长期的小鼠SP2/0骨髓瘤细胞与免疫脾细

胞，按常规方法50%聚乙二醇进行细胞融合。检测培养

上清抗体效价，选择强阳性的细胞，从而进行数次有限

稀释亚克隆筛选培养，直至100%阳性。制备出稳定的分

泌高特异性、高效价、高亲和力抗体的杂交瘤细胞株，

置于液氮中。

1.3.3 单抗的制备及抗体的特性分析

将抗沙门氏菌杂交瘤细胞克隆及扩大培养接种于提

前注射石蜡油的雌性BALB/c小鼠腹腔，诱生腹水产生抗

沙门氏菌单克隆抗体。7～10 d后收集3～9 mL腹水进行

抗体的ProteinG纯化，采用十二烷基磺酸钠-聚丙烯酰胺

凝胶电泳法检测抗体纯度[12-13]；采用紫外吸收法测定抗体

质量浓度；采用间接ELISA法进行抗体效价测定；采用

Sigma公司抗体亚型检测试剂盒鉴定抗体亚型。采用高碘

酸钠的方法进行抗体标酶。

1.3.4 双抗体夹心ELISA体系的建立

采用棋盘滴定法确定包被抗体和酶标单抗的稀

释度。将实验所得抗沙门氏菌多克隆抗体用包被液做

不同质量浓度稀释至0～2.5 µg/mL，横向加入96 孔酶

标板中，100 µL/孔，于37 ℃孵育2 h，4 ℃过夜；次

日，用PBST（0.5%吐温-20的PBS）洗涤3 次，每次

3 min；每孔加入封闭液（含1%牛血清白蛋白的PBS）

于37 ℃封闭1 h；PBST洗涤3 次，每次3 min；加入菌

液和PBS空白对照，100 µL/孔，37 ℃孵育30 min后用

PBST洗涤3 次，每次3 min；用PBS将HRP标记单抗稀释 

0～1.5 µg/mL，100 µL/孔，纵向加入。37 ℃孵育1 h，之

后PBST 洗涤5 次，每次2 min；使用三甲基苯底物显色液

显色，100 µL/孔，避光作用5 min。以2 mol/L H2SO4终止

显色反应，50 µL/孔。酶标仪检测OD450 nm，选取P/N值＞

2.1且OD450 nm值接近1的孔对应的稀释度为夹心ELISA体

系中的抗体最佳工作质量浓度。

1.3.5 ELISA体系的灵敏度和特异性

分别以鸡伤寒沙门氏菌、鼠伤寒沙门氏菌、甲型副

伤寒沙门氏菌、猪霍乱沙门氏菌、鸭沙门氏菌和肠炎沙

门氏菌6 种血清型为检测原，模拟ELISA体系的检测。

用样品稀释液将上述沙门氏菌稀释成1.6×106、4×105、

1×105、2.5×104、6.25×103、1.56×103、3.9×102、

1×102 CFU/mL，按照自制ELISA检测方法步骤进行检

测，并绘制标准曲线。

将都柏林沙门氏菌、伤寒沙门氏菌、乙型副伤寒沙

门氏菌、志贺氏菌、阪崎肠杆菌、大肠杆菌O157:H7、

金黄色葡萄球菌、单增李斯特菌稀释成1×108、1×107、

1×106、1×105、1×104、1×103 CFU/mL，于本ELISA体

系中测定OD450 nm值，并设有阴性及阳性对照，每个浓度

做8 次测定平均值，做3 次重复实验，以检测体系的特异

性和实用性。

将整块鸡胸肉紫外灯照射30 min，每10 min翻转一次，

以杀死表面原先存在的杂菌，无菌称量10 g鸡胸肉[14]。将

沙门氏菌液污染肉样2 min，取出沥干，污染肉样均质

5 min，取均质液进行梯度稀释，用该ELISA体系检测，

确定本试剂盒的灵敏度。

2 结果与分析

2.1 抗体鉴定结果

将得到的1 株杂交瘤细胞注射到成年BALB/c小鼠腹腔

内诱发腹水，每只获取3～9 mL腹水，经间接ELISA检测，

腹水效价为1∶1.28×106，用Sigma公司的抗体亚型试剂盒鉴

定单抗为IgG2a；两抗体的蛋白质量浓度和纯度见表1。

表 1 抗体鉴定结果

Table 1 Results of antibody identification

抗体 效价 蛋白含量/（mg/mL） 抗体纯度/% 亚型

M23 1∶1.28×106 4.3 98.21
IgG2a

P23 1∶8.0×105 36.28 93.22

2.2 双抗体夹心ELISA体系的确立

棋盘滴定法结果表明，当包被抗体稀释度为1∶400

且血清稀释度为1∶1 600时，OD450 nm值为1.012，最接近

1.0，所以确定了该体系抗沙门氏菌多克隆抗体作为包

被抗体的最佳包被质量浓度为2.8 µg/mL[12]；辣根过氧

化物酶标记抗沙门氏菌单克隆抗体的最佳质量浓度为 

1.3 µg/mL。进而制备成检测各类冷鲜肉中沙门氏菌的双

抗体夹心ELISA体系。

表 2 棋盘滴定法结果（OD450 nm值）

Table 2 Results of checkerboard titration (OD450 nm)

血清
稀释度

包被抗体稀释度

1∶50 1∶100 1∶200 1∶400 1∶800 1∶1 600 1∶3 200 1∶6 400 1∶12 800 1∶25 600

1∶400 2.300 2.253 2.008 1.644 1.486 1.267 0.976 0.665 0.388 0.169

1∶800 2.074 1.954 1.488 1.120 0.842 0.628 0.517 0.367 0.153 0.106

1∶1 600 1.998 1.803 1.477 1.012 0.742 0.538 0.257 0.122 0.097 0.093

1∶3 200 1.884 1.744 1.965 1.427 0.530 0.301 0.159 0.082 0.061 0.045

1∶6 400 1.767 1.670 1.353 0.754 0.378 0.202 0.092 0.041 0.023 0.021

阴性对照 0.026 0.020 0.023 0.021 0.029 0.028 0.028 0.027 0.026 0.025

空白对照 0.012 0.013 0.012 0.015 0.014 0.013 0.012 0.011 0.010 0.012

2.3 ELISA体系灵敏度和特异性

将上述6 种血清型沙门氏菌分别稀释成1.6×106、

4×105、1×105、2.5×104、6.25×103、1.56×103、

3.9×102、1×102 CFU/mL，按照自制ELISA检测方法步

骤进行检测，绘制出标准曲线见图1。
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将沙门氏菌污染肉样，采用本体系对其进行检测，

见图2，结果表明该ELISA体系的检出限为800 CFU/g。
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图 1 单抗标准曲线

Fig. 1 Standard curve for monoclonal antibody M23 
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图 2 沙门氏菌模拟检测结果

Fig. 2 Result of simulation for Salmonella detection

将都柏林沙门氏菌、伤寒沙门氏菌、乙型副伤寒沙

门氏菌、志贺氏菌、阪崎肠杆菌、大肠杆菌O157:H7、

金黄色葡萄球菌、单增李斯特菌稀释成108、107、106、

105、104、103 CFU/mL，于本ELISA体系中测定OD450 nm

值，并设有阴性及阳性对照，每个浓度进行8 次测定，

取平均值，做3 次重复实验。图3结果表明，阳性正常

显色，而108 CFU/mL及以下浓度的其他检测菌株均无

显色。由此说明本试剂盒与都柏林沙门氏菌、伤寒沙门

氏菌、乙型副伤寒沙门氏菌、福氏志贺氏菌、阪崎肠杆

菌、大肠杆菌O157:H7、金黄色葡萄球菌、单增李斯特

菌无交叉反应，特异性良好。
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图 3 ELISA体系特异性检测

Fig. 3 Specificity test of the developed ELISA system

3 讨 论

食品安全问题愈发引起人们的关注，肉、蛋、奶等

畜产品是人们日常生活不可或缺的食品材料，而沙门氏

菌是畜产品污染中常见的食源性致病菌。因此，对沙门

氏菌的检测和控制十分必要。

现有的研究成果中，对于沙门氏菌的快速检测多

为单一血清型的检测，也有多种血清型的同时检测，如

殷月兰等[15]建立了检测猪霍乱沙门氏菌感染的单抗竞争

ELISA法；Bang等[16]建立了检测鼠伤寒沙门氏菌的间接

竞争ELISA法；Kumar等[17]采用ELISA法检测伤寒沙门氏

菌；黄素珍等[18]采用竞争ELISA检测了肠炎沙门氏菌；

朱春红等[19]采用间接ELISA法检测肠炎沙门氏菌；伍燕

华等[20]建立的双抗夹心ELISA可检测5 种沙门氏菌，检

测限为104 CFU/mL。夏诗琪等 [21]运用胶体金免疫层析

法联检了5 种沙门氏菌，检测限为105 CFU/mL。而本研

究采用6 种血清型沙门氏菌混合制备免疫原，通过大量

筛选，筛出1 株能产特异性抗6 种血清型沙门氏菌单克

隆抗体的细胞株，与制备的多克隆抗体构建双抗夹心

ELISA体系。

相对于薛俊龙等[22]可以检出50 pg以上的鸡沙门氏菌

DNA，荣策等[23]建立了实时荧光定量聚合酶链式反应方

法检测鼠伤寒沙门氏菌，其灵敏度为300 CFU/mL等分

子生物学方法而言，本体系的检测水平相对较低，但该

ELISA体系具有快速、简便的检测优势，从样品处理开

始，检测时间可由一般的8 h缩短到3.5 h，可达到定量检

测目的，利用苏远科等[24]建立的ELISA-生长曲线方法可

实现准确定量的目的。

以6 种血清型沙门氏菌做混合免疫原并建立ELISA体

系检测沙门氏菌的方法在现有的报道中较为少见。应用

本体系，实验人员检测了50 份冷鲜肉样品，结果显示，

1 份样品呈现阳性；同时采用国标方法进行检测，结果相

同。此ELISA体系还需要进一步优化，需要进一步研究

具有保护性的试剂盒来增强其准确性和稳定性；需要进

行大量的样品检测以充分测试其特异性和实用性。
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