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摘要：对酶联免疫吸附技术、免疫层析技术、免疫磁珠分离技术、酶联荧光免疫分析技术、化学发光免

疫分析技术以及免疫传感器技术在食品安全检测中的应用进行了综述，并指出食品中待检靶抗原的

筛选与纯化、免疫学检测方法的合理应用，以及敏感性和特异性这２个相矛盾的方面的统筹提高等
问题有待解决．
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０　引言
食品安全问题对各个国家的社会、经济发展以

及消费者的身心健康有重要影响，是当今世界普遍

关注的重大问题．因此，保障食品安全具有十分重

要的公共卫生意义．众所周知，食源性微生物常伴
随食品原料的生产、加工、包装与贮运过程进入食

品中，从而造成食品污染，影响消费者的饮食安全．
若微生物含量超标，食品会在短期内变质，丧失食

用价值，严重的还会产生毒素，对人体造成伤害．
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免疫学技术发展至今，具有简便、快速、灵敏度

高、特异性强等特点［１］，可检测细菌、病毒、真菌、各

种毒素、寄生虫等，还可用于检测蛋白质、激素、其

他生理活性物质、药物残留、抗生素等．免疫检测技
术是世界粮农组织（ＦＡＯ）向许多国家推荐的食源
性微生物检测技术，也是２１世纪最具竞争力与挑战
性的检测分析技术．本文拟就国内外食源性微生物
免疫学检测方法的研究进展进行综述．

１　酶联免疫吸附测定技术
酶联免疫吸附测定ＥＬＩＳＡ（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕ

ｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ）是在酶联免疫技术的基础上发展起
来的免疫测定技术．它的基本原理是将抗原或抗体
吸附在固相载体表面，通过加入酶标抗体或抗原，

进行抗原抗体反应，形成酶标免疫复合物，洗涤后，

游离的酶标抗体或抗原被洗掉，再加入酶底物与免

疫复合物结合显色，进而进行定性或定量测定．阪
崎肠杆菌（ＥＳ）是一种对新生儿和免疫力低下人群
的高危致病微生物，周鹤峰等［２］通过制备 ＥＳ高特
异性单克隆抗体对其进行特异性间接 ＥＬＩＳＡ检测，
大幅降低检测成本，具有灵敏度高、稳定性强、特异

性强、便捷等特点，为食品中 ＥＳ的快速检测奠定了
研究基础．

传统 ＥＬＩＳＡ适用范围广，但在灵敏度、特异性
方面不足．近年通过对其改进，在食源性微生物的
快速、灵敏检测方面取得了许多显著成效［３］．目前
其检测灵敏度一般可达到ｎｇ级，若再与全自动酶标
仪联合使用，ＥＬＩＳＡ方法的特异性和灵敏度还能进
一步提高［４］．

２　免疫层析技术
免疫层析技术 ＩＣ（ｉｍｍｕｎｏｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ）始于

Ｍ．Ｂｅｇｇｓ等［５］设计的人绒毛促性腺激素免疫胶体金

层析系统，是自１９９０年代发展起来的快速免疫分析
技术．它结合免疫学和层析原理，借助毛细作用，样
品得以在纤维膜上泳动，根据待测物与膜上特定区

域配体的结合，通过酶反应或着色标记物的显色，

在短时间（２０ｍｉｎ）内能够直接观测．
２．１　荧光微球免疫层析技术

荧光微球免疫层析技术的原理是利用荧光微

球表面修饰的羧基可共价结合抗体发出的荧光信

号强而稳定的特点发展起来的新型检测技术，具有

易于定量检测的特点．
解泉源等［６］通过以下方法制备大肠杆菌

Ｏ１５７Ｈ７荧光微球免疫层析试纸条进行食源性微
生物检测．先将荧光微球羧基化，用 ＥＤＣ介导共价
偶联鼠源抗大肠杆菌 Ｏ１５７Ｈ７单克隆抗体，将喷
涂在硝酸纤维素膜上的兔多抗和驴抗鼠抗体分别

作为检测线（Ｔ线）和质控线（Ｃ线），进而确定免疫
层析反应动态平衡时间，再利用双抗体夹心显色，

测定吸光度，进而达到定量检测的目的．应用荧光
微球免疫层析技术制备的试纸条能同时检测４株目
标菌与３４株不同种类的食源性微生物，目标菌仅与
金黄色葡萄球菌有微弱交叉反应，特异性较好，并

且具有操作简便、速度快的特点．
荧光微球具有相对稳定的形态结构，粒度均

一、分散性好、稳定性好、发光效率高、重复性好，生

物相容性较好［７］．此外，发射光谱型标记物荧光微
球因信号强度可随激发光增强而增强，在理论上可

以有效降低层析方法的检测限［８］．基于以上这些优
点，荧光微球免疫层析技术在食源性微生物检测中

得到快速发展．
２．２　胶体金免疫层析技术

免疫胶体金技术 ＧＩＣＡ（ｉｍｍｕｎｅｃｏｌｌｏｉｄａｌｇｏｌｄ
ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ）是以胶体金作为示踪标记物应用于免疫
反应的新型免疫标记技术［９］，可用于检测食品中常

见的致病菌（大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、沙门氏

菌、布氏杆菌、霍乱弧菌等）．
王玉金等［１０］通过３步建立大肠杆菌Ｏ１５７Ｈ７

的胶体金免疫层析快速筛查方法．首先制备单克隆
抗体４Ｆ８胶体金标记物、包被单克隆抗体１Ｈ２和兔
抗鼠ＩｇＧ多抗；再通过对比试验，确定胶体金标记的
最佳ｐＨ值、最适标记蛋白浓度、包被抗体的浓度；
最后通过组装成品试纸条进行检测．目标菌与９种
常见食源性微生物（非Ｏ１５７Ｈ７大肠杆菌、伤寒杆
菌、痢疾杆菌、变形杆菌、霍乱杆菌、副溶血性弧菌、

肠球菌、黏质沙雷氏菌、肺炎克雷伯杆菌）同时检测

无交叉反应，特异性强，检出限为１×１０５ｃｆｕ／ｍＬ，灵
敏度高．对不同种类食品样品进行人工增菌，检测
灵敏度与纯菌液一致，准确度高．检测全过程仅需
１０ｍｉｎ，速度快，并且无需结合、分离游离标记物，无
需（或只需简单）仪器．王静等［１１］应用胶体金免疫

层析技术检测大肠杆菌Ｏ１５７，检测限为１×１０５ｃｆｕ／
ｍＬ，检测时间仅需１５ｍｉｎ．邵晨东等［１２］制备出检测

沙门氏菌的试纸条，对沙门氏菌 Ｏ９抗原的最小检
出量４×１０５ｃｆｕ／条．徐小婧等［１３］应用胶体金免疫层

析技术制备的试纸条检测 Ｔ２毒素（食源性真菌产
生的剧毒毒素），灵敏度可达 ５０μｇ／Ｌ，检测时间

·８· ２０１４年　
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１０ｍｉｎ，重复性好，便捷，适用于现场检测．
胶体金免疫层析技术具有简便、快速、灵敏、直

观、无需仪器等特点［１４］，并且能够通过肉眼直接判

定结果［１５］，因此被广泛应用于食源性微生物的快速

检测，临场检测以及高通量检测．
２．３　纳米金技术

自从１６世纪欧洲现代化学的奠基人、杰出的医
师化学家Ｐａｒａｃｅｌｓｕｓ制备出“饮用金”用来治疗精神
类疾病以来，纳米金（ｎａｎｏｇｏｌｄ）就开始受到重视．纳
米金指金的微小颗粒，直径１～１００ｎｍ，具有高电子
密度、介电特性和催化作用，能与多种生物大分子

结合，且不影响其生物活性．由于易于制备和修饰，
因此被广泛使用［１６－１７］．

经过５个世纪的发展，纳米金标记技术（ｎａｎｏ
ｇｏｌｄｌａｂｅｌｌｉｎｇｔｅｃｈｉｑｕｅ）已经成为现代四大标记技术
之一［１８］．其在食源性微生物检测中的应用集中于以
纳米金为免疫标记物的检测技术，该技术本质是蛋

白质等高分子被吸附到纳米金颗粒表面的包被

过程．
金黄色葡萄球菌肠毒素Ｂ（ＳＥＢ）是一种常见的

影响食品特别是乳品质量安全的高风险食源性微

生物毒素，孙秀兰等［１９］采用离子液体保护的聚苯胺

纳米金复合膜传感器对其进行检测：先制备聚苯胺

修饰纳米金的复合膜 ＰＡＮＩ／Ａｕ，再加入复合膜保护
溶剂（离子液体１，３－二丁基 －３－咪唑六氟磷酸
盐）修饰．ＰＡＮＩ／Ａｕ比传统纳米金离子能更有效地
阻止金的聚合，且具有更高的分散性，聚苯胺导电

膜可提高材料传导性以降低检出限，复合膜保护剂

进一步稳定抗体，进而提高检测结果的稳定性．修
饰的复合膜传感器克服了 ＥＬＩＳＡ易出现假阳性的
缺陷，乳品检测回收率在 ８８％ ～１１９％之间．干宁
等［２０］制备的食源性黄曲霉毒素Ｂ１（ＡＦＢＩ）新型纳米
金电化学传感器，经验证可反复使用．另外，Ｘ．Ｃｈｕ
等［２１］构建用于准确检测黄曲霉毒素的电化学传感

器，进一步证明纳米金标记技术可用于食源性黄曲

霉毒素的检测．
以纳米金为标记物的免疫分析快速检测技术

虽然在开发过程中需投入较多资金和较长时间，但

具有简单、快速、灵敏度高、特异性强、价廉、样品所

需量少等优点［２２］，并且根据纳米金颗粒的颜色变

化，利用裸眼和紫外 －可见吸收光谱就可进行定性
定量分析［２３］．

３　免疫磁珠分离技术
免疫磁珠分离法是将磁性微球与免疫化学技

术结合起来的一种方法．该方法先用抗体包被的磁
珠与样品混合，再用一个磁场装置收集磁珠．免疫
磁珠分离法能快速地从食品成分中分离出靶细菌，

克服选择性培养基的抑制作用．
闻一鸣等［２４］用免疫磁珠 －选择性平板法检测

单增李斯特菌．先用免疫磁珠对样品特异性筛选和
富集，再联合选择性培养基进行微生物学鉴定，最

后进行一步增菌．该方法克服了传统免疫磁珠分离
法检测限较高以及传统选择性平板耗时较长的缺

点，无需预增菌即可在数小时内完成对样品的检

测．单增李斯特菌与３种常见食源性微生物（李斯
特菌、金黄色葡萄球菌及副溶血弧菌）检测无交叉

反应，特异性好，并且具有步骤简单、结果可靠的

优点．
免疫磁珠分离技术被广泛认为是分离目标分

析物敏感而简单的方法［２５］．免疫磁珠在病原微生物
检测中具有富集微生物的作用，可以有效缩短检测

时间［２６］．

４　酶联荧光免疫分析技术
酶联荧光免疫分析技术 ＥＬＦＩＡ（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄ

ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ）是在酶联免疫吸附技术基
础上发展起来的将酶系统与荧光免疫分析结合的

微生物快速检测技术．它是利用理想的荧光底物代
替生色底物，实现提高分析灵敏度，扩大测量范围

以及减少试剂用量的目的．
林涛等［２７］通过以下２个步骤完成沙门氏菌的

全自动荧光酶免疫分析仪（ｍｉｎｉＶＩＤＡＳ）和全自动
微生物鉴定仪（ＶＩＴＥＫ２ＣＯＭＰＡＣＴ）联用检测：先用
ＶＩＤＡＳ法初筛，再用 ＶＩＴＥＫ法对阳性菌株生化鉴
定，从而实现对食源性沙门氏菌的快速检测．该联
用法针对７种不同食源性菌株检测，能准确鉴定出
其中的沙门氏菌菌株，而非沙门氏菌菌株在初筛时

即能被准确排除，准确度高．７种参考菌株初筛后显
示阴性的样品４８ｈ之内得出最终结果，显示阳性的
样品４～６ｈ得出最终结果．联用法中ＶＩＴＥＫ法的使
用能够避免检测结果的假阳性和假阴性，大幅提高

准确度，其最低检出限为１０３ｃｆｕ／ｍＬ，灵敏度高．对
目标菌和１２４种水产品同时检测的结果与国标法完
全一致，准确性好，并且还具有通量高、自动化程度

高的优点．
ＥＬＦＩＡ具有快速、准确、高通量的优点．该技术

能够同时进行２种不同项目的检测，４８ｈ内对于阴
性样品直接出具准确的报告［２８－２９］．
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５　化学发光免疫分析技术
化学发光免疫分析 ＣＬＩＡ（ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ

ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙｔｅｃｈｎｉｑｕｅ）是将具有高灵敏度的化学发
光测定技术与高特异性的免疫反应结合的新型免

疫测定技术．
Ｍ．Ｍａｇｌｉｕｌｏ等［３０］利用增强鲁米诺过氧化物酶

发光体系电耦合照相系统ＣＣＤ（ｃｈａｒｇｅｃｏｕｐｌｅｄｉｍａ
ｇｉｎｇｄｅｖｉｃｅ）对发光信号进行检测．可应用该系统同
时检测４种常见食源性微生物（大肠杆菌 Ｏ１５７
Ｈ７、小肠结肠炎耶尔氏菌、鼠伤寒沙门氏菌以及李
斯特单胞菌）；检测限在１０４～１０５ｃｆｕ／ｍＬ之间，灵敏
度高；并且样品回收率在 ９０％ ～１２０％之间，准确
度高．

ＣＬＩＡ技术具有特异性强、灵敏度高、线性范围
宽、仪器简单、操作方便、无放射性污染等优点，完

全能够满足食品中病原微生物快速检测的要求．此
外，该技术还为食品安全检测提供了一种超痕量的

免疫检测手段，在食品安全分析方面具有广阔的应

用前景［３１］．

６　免疫传感器
免疫传感器基于抗原抗体特异性结合原理设

计，因其便捷、灵敏及可重复使用等优点而受到科

研工作者的青睐．免疫传感器的结构与传统的生物
传感器相似，可分为生物敏感元件、换能器和信号

数据处理器３部分．当待测物与分子识别元件特异
性结合后，所产生的复合物通过信号转换器转变为

可以输出的电信号、光信号，从而达到分析检测的

目的．
许丽等［３２］设计的食物致病菌快速检测一体化

系统，采用ＴｉＯ２纳米线束作为敏感元件以及高集成
度芯片ＡＤ５９３３的阻抗设计，电化学阻抗谱法测量
阻抗变化量，实现了对菌体的定量计算．以大肠杆
菌为例进行测试实验，１ｈ内即可检出食品中的大
肠杆菌，检出限达４．５×１０２ｃｆｕ／ｍＬ，灵敏度高．该传
感器能重复多次使用．马静等［３３］制备的大肠杆菌免

疫传感器检出限为１．０×１０２ｃｆｕ／ｍＬ，检测时间仅为
２０ｍｉｎ．Ｓ．Ｈ．Ｏｈｋ等［３４］采用多重光纤免疫传感器同

时检测即食用肉中的李斯特菌、大肠杆菌 Ｏ１５７
Ｈ７及沙门氏菌，检出限达１．０×１０３ｃｆｕ／ｍＬ，此法可
同时检测多个样品，灵敏度高．

免疫传感器具有灵敏度高、仪器简单、方法灵

活多样等优点，已广泛应用食源性微生物检测领

域．该法在未来数年内将向功能多样化、小型化、智
能化与集成化、低成本、高灵敏度、高稳定性和高寿

命的方向发展［３５］．

７　结语
免疫学检测技术具有快速、灵敏、专一的特点，

已在食源性疾病以及微生物检测方面得到了广泛

的应用．食品中污染的病原微生物或者毒素都可能
直接或间接地成为抗原，因此可应用免疫学方法对

其进行定性和半定量分析，从而实现对各种病毒害

物质的控制和评估，保证食品安全．然而，目前免疫
学技术应用于食品安全检测中仍有一些问题需要

解决，例如，食品中待检靶抗原的筛选与纯化、免疫

学检测方法的合理应用，以及敏感性和特异性这２
个相矛盾的方面的统筹提高等．随着对免疫学技术
研究的不断深入和完善，免疫学技术将在食源性致

病菌的快速鉴定、检测，中毒事件的甄别、处理、预

防及病人的应急救治方面提供可靠的信息，为人类

的公共卫生、营养健康与疾病预防作出应有的贡献．
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