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摘要

食品生产过程中可能受到多重病原菌的污染， 对消费者的健康造成严重威胁，

快速检测食品中的致病菌， 对保障食品安全十分重要 。 然而食品中污染的病原菌通

常数量较少， 且食品成分中存在干扰性物质 ， 影响检测方法的灵敏度及特异性， 因

此， 对食品中致病菌进行分离或富集是十分重要的。磁性纳米粒子(Magnetic 

Nanoparticles, MNPs) 具有良好的生物相容性， 而且容易分离 ， 在食源性致病菌的

分离和检测方面受到青睐。

本研究制备一种带正电荷的氨基功能化磁性纳米粒子 (Amino functionalized 

magnetic nanoparticles, AF-MNPs) ， 与负电荷的细菌问静电相互作用 ， 对细菌进行

富集， 结合多重 PCR 法检测食品中金黄色葡萄球菌 (Staphylococcus aureus ) 、 单

增李斯特菌 ( Listeria monocytogen臼)和肠炎沙门氏菌 (Salmonella enteritidis) 。

具体研究内容和结果总结如下。

1) AF-MNPs 的制备及表征。通过化学共沉淀法制备 Fe304 MNPs ， 表面修饰

3-氨丙基三乙氧基硅炕 (APTES ) ， 合成了表面携带正电荷的 AF-MNPs ， 并进行

表征。 结果表明制备的 AF-MNPs 呈球形或类球形， 粒径约为 10 nm， 电镜下一定

程度上有团聚现象， 纳米粒度分析仪测定分散型指数 (Polydispersity inde, PdI) 为

0.10士0.036 ， 分散性良好， 等电点在 9.4 左右， 在 pH 2-9 其表面带正电荷。

2 ) AF-MNPs 富集食源性致病菌。 AF-MNPs 对细菌的吸附捕获主要是基于带

正电荷的 MNPs 和 带负电荷的细菌 之间的静电相互作用。 以 Saureus 、

L. monocytogenes 、 Senteritidis 和大肠杆菌 ( Escherichia coli ) 为目标菌株 ， 研究

AF-MNPs 与细菌之间相互作用的影响因素， 包括 AF-MNPs、 细菌和缓冲体系。结

果表明，以 100μg AF-MNPs 与浓度为 103 CFU/mL 的细菌在 PBS 中温育 60min ，

对 Saureus 、 E.coli、 L.monocytogenes 的捕获率均高于 97% ， 但对 Senteritidis 的捕

获率低于 40% ; 在 pH 5-9 PBS ( 10 mmollL) 中， AF-MNPs 对 Sαureus 和 E.co/i 的

捕获率均大于 80% ， 在 pH 4-8 PBS ( 10 mmol/L ) 时， AF-MNPs 对

L. monocytogenes 的捕获率均大于 75% ; 在 PBS 浓度为 5-30 mmol/L 范围内对

Saureus , L.monocytogenes , E.co/i 的捕获率分别保持在 75% 、 85% 以及 90% 以

主: 在研究的 4 种细菌中 ， S enteritidis 的 Zeta 电位值最小， 捕获率最低; 100 吨

的 AF-MNPs 对细菌浓度在 102 - 106 CFU/mL 的范围内捕获率菌高于 85%; 在钵积
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为 10mL 的缓冲溶液中 ， 对浓度为 4 CFU/mL、 40 CFU/mL 和 400 CFU/mL 的细菌

捕获率超过 90%。

人 工污染牛奶中， AF-MNPs 对 Saureus , E. co/i , L. monocytogenes 和

S enteritidis 的 最高捕获效率为分别为 67.14%土 1 .33% 、 62.89%士0.68% 、

57.92%士2.93% 和 30.26%土0.69%; 在人工污染的西瓜样品中 ， AF- MNPs 对于

Saureus 、 L.monocytogen白、 E.coli 和 Senteritidis 的最高捕获率分别为

85.38%土0.63% 、 69.84%土2.97% 、 79.28%土0.90%和 3L66%土3.30% 。 为了检验 AF­

MNPs 的适用性，采集 8 种咸菜样品和 6 种卤肉样品 ， AF-MNPs 对咸菜食品中细

菌的捕获率均高于 75%， 对卤肉样品的捕获率均高于 65%。

3) AF-MNPs 富集结合多重 PCR检测食源性致病菌。 以 AF-MNPs 富集结合多

重 PCR 检测人工污染牛奶中的 Saureus 、 L.monocytogenes 和 Senteritidis。牛奶受

到污染时，经 AF-MNPs 富集的人工污染牛奶样品中 ， Saureus 、 Senteritidis 和

L. monocytogenes 的灵敏度分别为 2 CFUJmL、 2 X 102 CFU/mL 和 2 CFU/mL。 而未

经 AF-MNPs 分别捕获富集的人工污染牛奶样品中 ， S.aureus 、 Senteritidis 和

L. monocytogenes 的灵敏度分别为 2 X 102 CFU/mL 、 2 X 103 CFU/mL 和 2 X 103 

CFU/mL。 将三种食源性致病菌进行等浓度污染牛奶样品 ， 经 AF-MNPs 富集结合

多重 PCR 检测 ， 对s.αureus 、 L.monocytogenes 和S.enteritidis 的灵敏度为 20

CFU/mL、 2 X 102 CFU/mL 和 2 X 102 CFU/mL ， 较直接进行多重 PCR， 灵敏度分别

提高 100 或 1000 倍 ， 因此 ， AF-MNPs 富集可以减少食品成分对检测方法的干扰，

有效提高多重 PCR检测的灵敏度。

关键词: 氨基功能化磁性纳米粒子; 食源性致病菌; 静电相互作用 ; 细菌富集:

多重 PCR;
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Abstract 

During food processing, it may be polluted by multiple pathogens, which poses a 

serious threat to the health of consumers. So it is of great importance for the rapid 

detection of the pathogenic bacteria in food to ensure food safety. However, pathogenic 

bacteria in food are usually in a low concentration, and there is the presence of disruptive 

substances in food components, all of which leads to a decrease in the sensitivity and 

specificity of the detection method. Therefore, it is very important to isolate or enrich 

pathogenic bacteria 仕om foods. Magnetic nanoparticles (Magnetic Nanoparticles, MNPs) 

have been favored in the separation and detection of food-borne pathogens due to their 

good biological properties and easy to separate. 

The aim of this paper is to prepare amino-functionalized magnetic nanoparticles 

(AF-MNPs) with positive charge. Based on the electrostatic interaction between AF­

MNPs with positive charge and bacteria with negative charge on the surface, the 

enrichment of bacteria by AF-MNPs can be realized.And then, the multiplex PCR method 

combined with the enrichment of bacteria by AF-MNPs was used to detect 

Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes and Salmonella enteritidis in food. The 

detailed contents and results of the study are as fo llows: 

1) Preparation and characterization of AF-MNPs. We applied the chemical 

coprecipitation method to prepare Fe304 MNPs Then the surface modification of 3-

aminopropyl triethoxysilane(APTES) was carried out on the surface of Fe304 MNPs to 

synthesize the AF-MNPs with positive charge. The results showed that the prepared AF­

MNPs were spherical or spherical, and the particle size was about 10 nm under electron 

microscope. The polydispersion index (PdI) showed good dispersion by ZetaSizer Nano­

Particle size analyzer. And the isoelectric point of AF-MNPs is about 9 .4, also when the 

pH is in the range of2 少， the surface of AF-MNPs is in positive charge. 

2) Enrichment of food-borne pathogens by AF-MNPs. The cap阳re of AF-MNPs on 

bacteria was mainly based on the electrostatic interaction between AF-MNPs with 

positive charge and bacteria withnegative charge. We use Staphylococcus aureus, 

Escherichia coli, Listeria monocytogenes and Salmonella enteritidis as representative 

strains to study the influencing factors of interaction between AF-MNPs and bacterium, 

including the amount of AF-MNPs,bacteria and buffer system. The results showed that 

the cap阳re efficiency of AF-MNPs to s'aureus, E.coli and L.monocytogenes was higher 

than 97% when the bacteria with 103 CFU/mL was captured by 1 00μg AF-MNPs, 

l l l 
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however the capture efficiency for Senteritidis was less than 40%. The capture efficiency 

of AF-MNPs to Saureus and E. coLi were higher than 80% when the 10 mmoLIL PBS was 

in the range of pH 5 -9 , whjle the cap阳re efficiency of AF-MNPs to L.monocytogenes 

was higher than 75% when the 10 mmollL PBS was in the range of pH 4-8. When the 

concentration of PBS was 5-30 mmolfL, the capture efficiency for Saureus, 

L. monocytogenes and E. coli were more than 75%, 85% and 90% respectively. Among the 

four bacteria studied, the Zeta potential of Senteritidis was the smallest and the capture 

efficiency was the lowest. The capture efficiency of AF-MNPs was higher than 85% when 

the concentration of bacteria was in the range of 102-106 CFU/mL. When the system 

volume increased to 10 mL and the bacterial concentrations were at 4 CFU/mL, 40 

CFU/mL and 400 CFU/mL, the capture efficiency was still more than 90%. 

The capture efficiency for bacteria in artificially contaminated milk samples by AF­

MNPs decreased significantly due to the effect of composition in milk. For Saureus, 

E. co/i, L.monocytogenes and Senteritidisthe capture effíciency was 67.14% 士 1 .33% 、

62.89% 士 0.68% 、 57.92% + 2.93% respectively. For Saureus, E.coLi, L.monocytogenes 

and Senteritidis, the capture efficiency for bacteria in artificia lly contaminated 

watermelon samples by AF-MNPs was 85 .38%土0.63%，69.84%土2.97%， 79.28%土0.90%

and 3 1.66%土3.30% respectively. In order to detect the applicability of AF-MNPs, 8 kinds 

of pickle samples and 6 kindls of brine samples were randomly selected in this chapter. 

The capture efficiency of bacteria in 8 kinds of actual salted vegetable foods by AF-MNPs 

were higher than 75%, and the capture e旺jçiency of 6 kinds of brine meat samples were 

higher than 65%. 

3) Detection of Food-borne pathogenic bacteria by AF-MNPs enrichment combined 

with multiple PCR. Using Saureus, L.monocytogenes and Senteritidis as target bacteria, 

a multiplex PCR was established. The three kinds of food-borne pathogens in artificial1y 

contaminated milk samples were detected by multiplex PCR after magnetic separation. 

After magnetic separation and PCR detection, the results showed that the sensitivity of 

Saureus, L.monocytogenes and Senteritidis were 2 CFU/mL, 2 CFU/mL and 2xl02 

CFU/mL respective ly. However, using the direct multiplex PCR method, the sensitivity of 

Saureus, L.monocytogenes and Senteritidis were 2x 102 CFU/mL, 2x 103 CFU/mL and 

2x 103 CFU/mL respectively. Three kinds of food-borne pathogens were mixed and 

contaminated with the same concentration. A仕er detection by multiple PCR combined 

with capture and enrichment by AF-MNPs, the sensitivity of Saureus, L.monocytogenes 

I V 



氨基功能化磁性纳米粒子富集结合多重 PCR 检测食源性致病菌

and Senteritidis was 20 CFU/mL, 2x 102 CFU/mL and 2x 102 CFU/mL respectively. 

Compared with the direct mu1tiplex PCR method, the sensitivity of Sαureus， S enteritidis 

and L.monocytogenes increased by 100 or 1000 times respectively. Therefore, AF-MNPs 

enrichment combined with multiplex PCR can effectively improve the sensitivity of 

multiple PCR detection. 

Key words: amino functional magnetic nanoparticle; food-bome pathogen; e lectrostatic 

interaction; bacteria enrichment; multiple PCR 
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缩略语表

缩写名 英文全称 中文名字

APTES 3-Aminopropyltriethoxysilane 3-氨丙基二乙氧基硅;院

Baird-Parker Baird-Parker agar base S. aureus 选择性培养基

CFU Colony Forming Unit 菌落形成单位

DNA Deoxyribose Nuc1eic Acid 脱氧核糖核酸

dNTP Deoxy-Ribonucleoside Triphosphate 脱氧核糖核昔二磷酸

Fourier Transform Infrared 
傅里叶变换红外光谱FTIR 

Spectroscopy 

h心..ws Magnetic Nanoparticles 磁性纳米粒子

PALCAM PALCAM Agar 单增李斯特菌选择性培养基

PBS Phosphate-Buffered Saline 磷酸盐缓冲液

PCR Polymerase Chain Reaction 聚合酶链式反应

Real-time Quantitative 实时荧光定量核酸

qPCR Polymerase Chain Reaction 

Detecting System 扩增检测系统

RNA Ribose Nucleic Acid 核糖核酸

Transmission Electron 
透射电子显微镜TEM 

扎1icroscope

TSA Trypose Soya Agar 腆蛋白陈大旦琼脂

TSB Trypose Soya Broth 膜蛋白陈大旦肉汤

VI 
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第一章文献综述

1 食源性致病菌

食品安全事件的频发对人类公共卫生健康构成重大威胁， 在发达国家和发展中

国家都造成了巨大的经济损失。据报道， 全球每年爆发的食品安全事件中 ， 由食源

性致病菌引起的占总数的 45%以上 ( Suaifan et al 2017 ) ， 造成这些食源性疾病的

致病菌主要包括沙门 氏菌( Salmonella )、 金黄色葡萄球菌( Staphylococcus 

aureus , S.αureus ) 、 单增李斯特菌 ( Listeria monocytogen白 ， L. monocytogenes ) 、

大肠 杆 菌( Escherichia coli , E.coli ) 、 蜡 样 芽子包 杆 菌( Baci/Lus cereus , 

B.cereus ) 、 福氏志贺氏菌( ShigeLla 卢exneri ， 且.flexneri ) 、 溶 血性链球菌

( Hemolytic Streptococcus ) 、 副溶血弧菌( Vibrio parahaemolyticus )等。

1.1 沙门氏菌

Salmonella 是常见的食源性致病菌， 最适生长温度为 37.C。美国疾病控制与预

防中心估计，沙门氏菌每年在美国导致 120 万人患病 ， 2.3 万人住院 ， 450 人死

亡， 而这些患者中约有 100 万人是由食物中毒引起的 (Scallan et al 2011 ) 。 把J、门 氏

菌是肠道上皮感染的罪魁祸首，而肠炎沙 门民菌( Salmonella enteritidis , 

S. enteritidiω 是最常见的沙门氏菌 ， 是人类食源性疾病的重要病原之一， 能引起严

重腹泻、 发烧和腹部绞痛(De-Freitas et al 2010) 。

1.2 单增李斯特菌

L. monocytogenes 是一种革兰氏阳性 、 兼性厌氧菌 ， 适合在 37.C 、 中性或偏碱

性环境中生长。 该菌在自然界中广泛存在， 能够引起严重的李斯特病， 患病影响最

大的人群包括孕妇、 新生儿、 老年人和免疫系统较弱的人， 可引起败血症、 脑膜炎

或流产 (Buchanan et al 2017 ) , 85-90%的病例是由于食用 L.monocytogenes 污染的

食品引起的 ， 李斯特菌病的特征是发病率低 、 致死率高( 30% ) ( Mook et al 

2011 , Lomonaco et al 2015 )。 此外 ， L.monocytogenes 在 4 .C条件下依然能够繁

殖， 是冷藏食品威胁人类健康的主要致病菌之一。
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1.3 金黄色葡萄球菌

Saureus 是革兰氏阳性菌，最适生长温度 3TC ， 对营养要求不高，广泛存在于

自然界，能引起人畜共患病。 Saureus 可导致多种疾病，如食物中毒、皮肤感染、

心内膜炎、肺炎、感染性关节炎和骨髓炎 (Pragman and Schlievert 2004, Tang et al 

2006) 。

1.4 大肠杆菌

E.coli 是一种革兰氏阴性细菌， 一些特殊血清型的大肠杆菌能够引起人畜共患

病， 尤其是对婴儿或幼畜 ， 常导致严重腹泻和败血症。根据不同的生物学特性将致

病性大肠杆菌分为 6 类 : 肠致病性大肠杆菌 (EPEC) 、肠产毒性大肠杆菌

CETEC) 、肠侵袭性大肠轩菌 ( EIEC) 、肠出血性大肠杆菌 (EHEC) 、肠茹附

性大肠杆菌 (EAEC ) 和弥散粘附性大肠杆菌(DAEC) 0 EHEC 是导致人类出血性结

肠炎和溶血性尿毒症综合征的原因 (Yoon and Hovde 2008) ，在 EHEC 中， 0157 型

大肠杆菌致病性最严重 (Kaper et al 2004) 。

2 磁性纳米粒子

MNPs 是一类由于自身具有磁性，可以通过外部磁场的作用对其进行追踪、操

纵和靶向定位的纳米粒子 CKaur et al 2014 ) 。 这使得 MNPs 除了具有粒径小、比

表面积大这些纳米粒子的共性外，还具有通过磁响应性在外部磁场的作用下聚集甚

至靶向定位等特点。

通常粒径小于 20 nm 的 MNPs ， 在室温时呈现出超顺磁性， 即在外加磁场的作

用下， MNPs 自身磁性能够达到饱和，一旦撤除外部磁场， 自身磁性会消失 (Hao

et al 20 10) 。常见的的 MNPs 主要包括纯金属，如 Fe、 Ni 、 Co; 金属氧化合物，

如 Fe304 、 y-Fe203; 磁性化合物，如 MFe204 (M 为 Cu ， Ni , Mn , Mg 等) ; 金

属合金，如 CoPt 3 、 FePt CFaraji et al 2009) 。高磁性材料如镇和钻及其氧化物由

于易被氧化和其潜在的毒性应用较少 C Akbarzadeh et al 2012) ， 而氧化铁 MNPs

C Fe304和γ-Fe203 ) 由于具有化学性质稳定、优异的生物相容性以及潜在无毒性等

C Salehiabar et al 20 17) 被广泛应用于催化剂 (Lu et a1 2004) 、 生物医药 (Modyet

2 
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al 2013 ) 、核磁共振成像 CNa et al 2009) 、环境修复 (Akbarzadeh et al 2012) 以

及生物分离(姜源等 2018) 等领域 ( Ferreira et al 2016 ) ，氧化铁 MNPs 在临床

诊断中还被广泛应用于从复杂样品中快速、 高效地磁分离富集细菌，作为细菌检测

的样品前处理， 如图1. 1 ( Dinali et al 2017 ) 。氧化铁 MNPs 的广泛应用主要是因

为其自身一些优异的特点 CLi et al 2013 ) : 易于制备 (Fe3Û4可以通过简单、高效

且能大规模生产的水相共沉淀法来制备) ; 易于进行表面改性(氧化铁表面有大量

的控基可以方便地使用官能团进行改性修饰) ;易于操作(由于具有超顺磁性， 在

外部磁场的作用下9 无需经过离心或分离，即可从海液中进行回收磁颗粒) ; 良好

的可恢复性(磁性粒子通常可以重复利用) ; 良好的分散性。

Bac:‘e rial c-e ll 

•-

M a ,gnet Îc ficl d 

_.~:飞-. IONs 

101'、Js de，cor咀ted

bnc:‘cr卤a

图 1.1 氧化铁磁性纳米粒子对细菌的分离

Fig. 1.1 Magnetic separation of bacterial cells using IONs ( Dinali et al 2017) 

2.1 Fe304磁性纳米粒子的制备

随着 MNPs 的广泛应用，近几十年来，众多科学研究者对于合成尺寸分布可

控、高度稳定以及单分散性 MNPs 展开了深入的研究(吴潜 2017 ) 。常用的

MNPs 的合成方法主要分为三大类 : 物理方法、化学合成法以及生物合成法

CMohammed et al 2017 ) 。

化学共沉淀法是合成超顺磁性氧化铁纳米粒子(平均直径小于 50 nm ) 最简

单、 高效的化学方法 (Wu et al 201 1, Ebrahiminezhad et al 2013 ) 。 该方法是基于

在单相水质中进行的化学反应，能够实现对氢氧化铁磁核成核和生长的控制

( Mohapatra et al 2007) 。合成过程是在氮气保护下 ， 二价铁盐与三价铁盐在以一

定比例(一般摩尔比 1 :2 ) 进行混合均匀 ， 加入过量的碱性溶液进行反应，生成氧

，、

J 



华中农业大学 2019 届硕士研究生学位论文

化铁黑色沉淀，洗涤 、 磁分离后得到 Fe304 MNPs ( Martínez-Mera et al 2007, Song 

et a12014) 。

2.2 磁性纳米粒子的表面功能化

表面裸露的 Fe304 MNPs 由于粒子间的强磁性吸引 、 范德华力和高表面能而易

于团聚，严重影响其在溶液中的分散性和稳定性， 且 Fe304 MNPs 极易被氧化形成

γ-Fe203，导致对生物体产生一定的毒性 (Hui et a1201 1, Xia et a12012 ) 。为了克服

这些不足，科研工作者们开发出各种针对 MNPs 的表面改性，可以通过在 Fe304

MNPs 表面涂覆上其它化学物质或生物材料， 提高其亲水性和生物-环境兼容性并能

够根据需要使其功能化 ( Setyawan et al 2014) 。最常用的涂覆方法主要分为三大

类: 有机材料涂覆，包括表面活性剂和聚合物: 无机材料涂层以及生物功能分子修

饰。

目前有机涂层包括聚乙二醇(PEG) 、 聚乙烯醇(PVA) 、 丙烯酸(PAA) 、 壳聚

糖、 葡聚糖、 脂质体等 Oyer et al 2017 ) 因具有生物相容性， 能够提高 MNPs在溶

液中的稳定性，提高 MNPs 的亲水性以及改变 MNPs 的水溶性 (Wu et a12008 ) , 

可以对 Fe304 纳米粒子表面进行包覆，这类型涂层可以通过保护磁芯不被氧化来保

持 MNPs 的磁性能 (Mahmoudi et al 2008) 。

无机涂层包括金属氧化物、 贵金属 、 Si02 以及 C 等 (Manchón et al 2015 ) 。

表面硅炕化具有反应性好、 细胞毒性低、 酸性条件下稳定性好、 易发生氧化还原反

应、 易进行表面化学修饰等特点，是目前应用最广泛的在裸 MNPs表面引入表面官

能团的技术。 此外，该反应在中等温度条件下 ， 既可在水介质中进行， 也可在有机

溶剂中进行， 不需要特殊的条件或昂贵的设备， 因此被认为是保护内磁芯的理想方

法。

Fe304MNPs 的性质可随表面涂层的变化而改变，通常将肤、 蛋白质 、 酶、 核

酸适配体碳水化合物及抗体等生物分子修饰在 MNPs 的表面，使其功能化并广泛应

用于生物领域。这些生物分子通常是通过三种方式连接在 MNPs 表面的，物理法、

共价偶联以及生物亲和性结合 (Tan et al 2004. Hermanson 2008) 。 物理吸附主要是

基于生物大分子和 MNPs 之间的静电相互作用、范德、华力 ， 氢键和疏水相互作用 ，

该方法易于操作且无需进行表面处理，然而不具备特异性， 吸附物的结合稳定性受

4 
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环境条件的影响较大 (pH、离子强度和生物分子浓度) ，因此科学研究者更倾向

于利用共价偶联的方法对 MNPs 表面进行修饰。共价偶联是基于生物分子和 MNPs

之间的共价相互作用，通常有三种用于两者间的偶联方法: 1 ) 在纳米颗粒上涂上

聚合物，然后在聚合物涂层和生物功能分子之间形成共价键，该方法的主要缺点是

对非靶标物质具有非特异性吸附因此， 主要是通过以下两种方法来制备 ; 2 ) 首先

在纳米颗粒表面偶联一层具有反应基团的分子 ， 再与生物功能分子反应 (A ) 线

路 ; 3 ) 与表面反应的基团首先与生物功能分子结合，然后，共辄物与纳米颗粒反

应 (B ) 线路 ， 如图 1.2。

v 
----+­

A 

图 1.2 将生物功能分子附着在纳米颗粒上的两种方法 (Gu et a12006 ) 

Fig. 1.2 Two ways to attach biofunctional molecules to a nanoparticle ( Gu et al 2006,) 

目前的趋势是在同一 MNPs 表面上应用多种表面改性方法和/或几种表面改性

剂， 如图 1.30

7)lp~ of ntodific四tio.n

Phys/col 
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τ。po1o!:，y

su,.r:llc:c c.hõlrKe 

图 1.3 基材性能、 改性类型及对材料表面特性的影响 (Treccani et al 2013) 

Fig. 1.3 Substrate properties, types of modification and impact ,on materia 
1 surface features ( Treccani et a12013 ) 

5 
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2.3 功能化磁性纳米粒子的应用

MNPs 的超)1顷磁性、在可变磁场下的受热能力、高的表面积/体积比以及在合成

中的多功能性等显著的物理化学性质使纳米粒子在使其在催化剂(陈红云等

2019 ) 、 生物医学 (Bla此时 a12017 ) 、 药物靶向储运 (Shen et a12016 ) 、 核磁

成像 ( Barrow et al 2015 ) 、 磁流体(姚军等 2017 )、 生物分离(Calata川d et al 

2014 )、环境修复 ( Pandey and Fulekar 2012 )以及食品分析 ( Brosel-Oliu et al 

2015 ) 等领域具有广泛的潜在应用 ， 图 1.4为功能化 Fe304 MNPs 在生物医学方面

的应用 (Sun et al 2008 ) 。 这里仅介绍功能化的 Fe304MNPs 在分离分析方面的应

用。

Fluorophore Polymer Coating 

Therapeutic MNPCore 

Permeiltion Enhilnce~ 

图 1.4 Fe304 磁性纳米颗粒在生物医学方面的应用 (Sun et al 2008) 

Fig. 1.4 Schematic diagram showing applications of iron oxide nanoparticles in 
biomedicine(Sun et al 2008) 

2.3.1 分离纯化生物分子

在生物医药领域， 功能化孔。-Ws 从复杂样品中分离、 纯化核酸以及对蛋白进行

分离、 纯化、 固定等方面的应用越来越受到关注。 Zhao 等人 ( 2003)开发和应用

了一种通过将分子信标 DNA 探针偶联到磁性纳米颗粒表面构建而成的新的基因磁

性纳米载体(GMNC)， 收集、分离和检测浓度低至 10-15 mollL 微量的单碱基差异的

DNAl RNA 分子。 GMNC 在法医 、 医学和生物技术领域的多种样品来源中对微量

DNA/ mRNA 靶标的采集具有重要的应用价值。功能化 MNPs在蛋白的分离、 纯化

方面也有重要应用。 Xu 等人 ( 2006 ) 首次制备了硅炕偶联(GLYMO-IDA)与 Fe3+功

6 



氨基功能化磁性纳米粒子富集结合多重 PCR 检测食源性致病菌

能化后的磁性二氧化硅微球，该磁性微球从自-酷蛋白膜蛋臼酶消化液中提取磷酸

肤。功能化 Fe304 MNPs 也能用于分离富集糖蛋白/糖肤，通常基于凝集素亲和层析

法和亲水相互作用液相层析法的机理。

2.3.2 环境检测与修复

近年来， 由于 MNPs 具有超顺磁性、 高比表面积、小粒径以及易表面功能化等

优点，使其在环境修复、 污染检测等领域的有着吸附效率高、污染物去除率高、吸

附剂通过磁场易于快速从梅液中分离等优点 (Xu et a12012 ) 。不同于在生物应用

方面对 MNPs 的尺寸、形状和生物相容性等性质有着严苛的要求，在环境修复领

域， MNPs 只需要具有好的化学稳定性。未经修饰的 Fe304 MNPs 能够以较快的动

力学固定 Se032-以去除水溶液中的 Se ( VI ) ( Sha et al 2008 ) ; 但是为了更好的磁

力操控和减少吸附时间，可以对 Fe304 MNPs 进行适当地改性，不仅能够提高其亲

和力 ， 还能促进解吸过程。江辉等 (2019 ) 利用 Si02 和半脱氨酸 (Cys) 对 Fe304

纳米粒子进行表面修饰 ， 并用于水中 Pb ( 11 ) 的去除研究。实验结果表明 ，

Fe304@Si02@Cys 对 Pb ( II ) 的水中去除率可达 95%以上， 同时与另外两种未修饰

Cys 的磁性纳米材料(Fe304 和 Fe304@Si02 )相比 ， Fe304@Si02@CyS 的吸附效

率明显提高。 Bao 等人 (2016 ) 采用氨基功能化 Fe304@Si02磁性纳米吸附剂作为

新型吸附剂，在 Fe ( 11 ) 存在的情况下，对热浸镀钵酸洗废液中的 Zn ( 1I)进行了

高选择性的去除(如图1.5 ) 。

o zt、2'
Fe1• 

图 1.5 Fe304@Si02 -NH2对 Zn C II) 选择性吸附的示意图 (Bao et a12016) 

Fig. 1.5 Schematic diagram of selective adsorptioo of Zo(II) 00 Fe304@Si02 -NH2 

CBao et a12016) 
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2.3.3 细菌的富集和检测

在食品安全和临床诊断中p 病原微生物快速、 灵敏的检测和分离是具有重要意

义的， 现有的检测方法对经过预增菌培养的食品样品灵敏度高， 但对污染的靶细菌

浓度低且有干扰基质成分的食品样品检测灵敏度低且特异性不好， 因此， 选择合适

的分离方法使低浓度靶细菌能从食品基质中分离出来且减少食品成分对检测方法的

干扰， 对实现靶细菌快速、 灵敏的检测显得尤为重要。 MNPs 由于其比表面积大，

具有良好的生物相容性且具有超顺磁性等特点 ， 为快速吸附分离致病菌提供了诱人

的方案。

用于细菌捕获和检测的 MNPs 通常需要在其表面修饰对细菌具有识别功能的元

素(抗体、 核酸适配体、 抗生素、 糖蛋白 ) ，以获得捕获细菌的能力，再利用外部

磁场进行磁分离， 实现对细菌的分离、 富集，分离出的 MNPs-细菌复合物可以结合

不同的技术， 如 PCR、 ELISA、 生物传感器、 ATP 生物发光分析等实现对细菌的快

速、 灵敏检测。如图 1.6 所示为在 Fe3Û4 MNPs 表面修饰不同的元素(抗体、凝集

索、万亩霉素和核昔酸) ， 其不同捕获细菌的作用方式(黄小林等 201的 。

( D-Ala-D-Ala ) 

B + + ' 一辈
D 

飞町TTT +山山全EE

粒
针
到

颗
探
序

米
或
酸
靶

否
知
苦
耐

体
锦
标
性
古
鞍
标

机
提
白
磁
万
a
H

Y
E-
-w…… 

A. 抗J~在-抗体反附 : B.嵌集素-受 {本应向 : C.抗

生素识别反j句 : D.DNA互补rì-:7Ij 识别反院e

图 1.6 Fe304磁性纳米粒子捕获细菌的方式(黄小林等 2014 )

Fig1.6 明'ays of capturing pathogenic bacteria with Fe304 MNPs 
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表 1. 1 为不同类型功能化的 MNPs 对于分离食品基质中食源性致病菌的研究。

表 1.1 磁性纳米粒子在食源性致病菌分离中的应用

Table1.1 Summary of the application of MNPs in the separation of foodborne pathogens 

致病菌 修饰类型 检测方法 检出限 参考文献

大肠杆菌 表面等离子体
抗体 50 CFU/mL Wang et al2013 

0 157:H7 共振传感器

大肠杆菌 抗体
酶联免疫吸附

试验
2.6x 105 cells/mL Lee et al 2012 

单增李斯特菌 抗体 免疫传感器 102 CFU/mL Chen et al 20 12 

大肠杆菌
抗体 荧光光度计 103CFU/mL Kell et al 2008 

0157:H7 、 沙门氏菌

聚合酶链式反
单增李斯特菌 核背酸探针 10 CFU/mL Tan et al 2004 

应

沙门氏茵、 单增 实时荧光定量
核昔酸探针 103 CFU/g Zhao et al 2004 

李斯特菌 聚合酶链式反应

单增李斯特菌 万古霉素 电化学发光法 10 CFU/mL Zhu et al 2015 

金黄色葡萄球菌 万古毒素 化学发光法 3.3 CFU/mL Yang et al 2016 

金黄色葡萄球菌 万古霉素
实时荧光定量

聚合酶链式反应
5 土 0.58 CFU/mL Hassan et al 2018 

沙门氏菌 菌体抗原 电化学传感器 8.18 CFU/mL Gu et al 2003 
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3 食源性致病菌检测方法

食源性致病菌的感染剂量低，但健康风险高，因此迫切需要对食源性致病菌进

行快速、 灵敏的检测。 对于食源性致病菌的检测目前主要有传统的微生物鉴定法、

免疫学分析、分子学法以及生物传感器等。

传统的微生物鉴定法依然是食源性致病菌检测方法的"金标准" ( Cocolinand 

RantsÌou 2016, Rohde et al 2017) ，该方法需要进行选择性培养富集、筛选、计数和

生化/血清学检测， 费时费力且检测灵敏度低 (Braga et al 2013) ;免疫学分析法是

应用免疫学理论设计的一系列测定抗原、抗体、免疫细胞及分泌的细胞因子的实验

方法，包括免疫层析测定法、 酶联免疫吸附测定以及酶联荧光测定法等，是基于抗

原抗体反应的特异性用于对病原体的检测 Oadhav et a1 2012) 。其优点是通量较

高，与传统的培养法相比，检测时间缩短，但检测结果容易出现假阳性，灵敏度不

高且易出现交叉反应:生物传感器，由生物感受器、传感器、数据记录装置和显示

装置组成， 基于测量光学或电化学信号变化实现检测(Law et al 2015) ，生物传感

器能够通过检测复杂样品中的光谱，来分析微生物的种类，目前也有多种生物传感

器开始应用于食品安全的检测，具有灵敏度高， 重复性好的优点，但很多仍然处于

研究阶段， 旦检测费用较高， 不利于推广。

在食品检测中最广泛使用的现代快速检测方法主要是基于核酸的分子学检测方

法，如聚合酶链式反应 (PCR) 、 多重聚合酶链式反应(mPCR) 、实时荧光定量

核酸扩增检测系统 (qPCR) 等，这些体外核酸扩增方法能够在数小时内将单个特

定的 DNA 或 RNA 序列扩增多达一百万倍， 并为单个细菌细胞提供了理论检测限

(Erlich et al 1991 , Bej 1994) 0 qPCR 己成功应用于多种食品中病原菌的鉴定，然

而， 该方法不仅成本高且每次仅限于两到三种病原菌的同时检测 C(Wang et al 

2007 , El izaqul 'vel and Aznar 2008, S uo et al 2010) 。多重 PCR 是在在单管反应中

同时检测几种病原菌，该方法的主要优点是其潜在的用特异性核酸序列富集取代培

养富集，从而减少检测时间 ， 此外，该方法具有较高的检测特异性，可以方便地识

别难以培养的微生物，并有可能降低检测的总成本 (B可 and Mahbubani 1992) ， 具

有一定的应用价值。但与其官传统或现代检测技术一样， 受食品基质和靶细菌浓度

10 
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干扰较大， 因此， 在检测前实现对致病菌的高效分离、 富集以降低食品成分对检测

结果的干扰显得十分重要。

4 研究目的及意义

食源性致病菌能够引起许多食源性疾病， 严重威胁人们的健康闯题。由于食源

性致病菌的感染剂量低， 但健康风险高， 因此迫切需要开发快速、 灵敏和可靠的检

测方法来严格监测不同的食源性病原体。由于目标致病菌在食品中的含量较少， 不

易检出 ， 此外， 复杂的食品基质会对检测产生干扰或抑制，从而影响精准定量或检

测灵敏度， 因此， 样品增加和靶标富集十分重要。氧化铁 MNPs 因具有良好的生物

相容性、 超)1民磁性、 易于修饰等特点被广泛应用于对食源性致病菌的分离、 富集，

对 MNPs进行表面修饰， 寻| 入功能基团 ， 使其具有更好的抗氧化性、 分散性和一定

的功能性。表面修饰大量的氨基基团，以获得捕获细菌的能力， 再利用外部磁场进

行磁分离 ， 实现对细菌的分离 、 富集 ， 分离出 的 MNPs-菌复合物结合多重 PCR

法， 实现对食源性致病菌快速、 灵敏的检测。

本论文通过化学共沉淀法制备出 AF-MNPs ， 基于表面带正电荷的 AF-MNPs 与

表面带负电荷的细菌间的静电相互作用 ， 无需在 MNPs 表面修饰任何对细菌具有识

别功能和靶标作用的元素， 省去了复杂的生物偶联步骤， 缩减了制备成本， 正是因

为 AF-MNPs 对细菌不具有特异性， 因此能对几乎所有细菌都有吸附捕获作用 ， 提

高对细菌捕获的广泛性， 同时 ， 基于 AF-MNPs 富集，结合多重 PCR检测细菌， 能

有效提高多重 PCR 的灵敏度 ， 实现对多种食源性致病菌同步检测 ， 提高检测效

率， 实现对食源性致病菌灵敏、 高效、 高通量的检测。

5 技术路线

本文以化学共沉淀法制备 Fe304MNPs ， 表面修饰 APTES， 合成了表面携带正

电荷的 AF-MNPs ， 并进行表征。然后测定 AF-MNPs 在 PBS 体系中对细菌的捕获

工作条件以及在食品样品中对细菌的捕获效果的测定。最后 AF-MNPs 结合多重

PCR检测人工污染牛奶样品中的食源性致病菌。
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MNPs 的制备: 共沉淀法

MNPs 的表征

透射电镜观察粒子粒径及形状

测定粒子 Zeta 电位及分散系数

不同 pH 粒子表面电荷状态

PBS 体 系

中捕获效

率的影响

她Wsf ;:时 间
细菌f :;状态

广 浓度
m、4 叶 '…

在I'f Y仅 ~ pH 

L体积

AF-MNPs 富集食品样品中的细菌

引物特异性及灵敏度验证

多重 PCR体系的优化

人工污染牛奶样品的检测
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第二章 AF-MNPs 的制备及表征

Fe3Ü4MNPs 容易发生团聚 ， 影响其生物性能， 适当的表面修饰能确保其生物

相容性和化学吸附的耐久性且能避免或至少减少其氧化，此外， 合适的官能团修饰

还可以使其具有一定的功能性 ， 提高其吸附性能 ( Giakisikli and Anthemidis 

2013 ) 。 通常来说， 用于细菌检测的 MNPs， 常功能化-些具有特异性识别功能的

生物元素， 如抗体和核酸适配子等己用于 MNPs 的表面修饰以识别和捕获靶细菌

CChang et a12012, Liu et a1 2013，吕菊波等 2018 ) 。作为生物识别元件， 抗体和适

配体等具有特异性好、 灵敏度高等优点，但也存在如成本高、 稳定性差、 制备工艺

复杂及只能特异性富集一种病原菌等缺陷 ( Qi et a1 2013, Zhu et al 2015 ) 0 AF­

MNPs 主要是通过静电相互作用对表面带有负电荷的细菌进行高效、经济的捕获和

富集。 与带负电荷的 Fe304 MNPs 相比， 带正电荷的纳米粒子与细菌间的相互作用

更强， 更容易吸附细菌 (Azam et al 2012) , AF-MNPs 不需要在 MNPs 表面修饰任

何对靶细菌具有识别功能的生物元件， 因此不必经过复杂的化学偶联。 而且， 由于

AIF-MNPs 表面带有大量氨基基团，不具有生物特异性， 理论上与带负电荷的细菌

都有一定的吸附捕获作用 ， 实现对食品中混合微生物的同时捕获与富集。

因此， 本章利用水相共沉淀法制备 Fe304 MNPs ， 再通过在 Fe304 MNPs 表面修

饰 APTES ， 制备出表面带正电荷的 AF-MNPs ， 利用透射电子显微镜(Transmission 

electron microscope, TEM ) 、 傅里叶变换红外光谱仪 ( Fourier transform infrared 

spectroscopy, FTIR) 和 ZS 纳米粒度及 Zeta 电位对修饰前后的 MNPs 进行表征， 分

析改性材料 APTES 对 Fe304 MNPs 粒径大小、 形状、 分散'性、表面基团及表面电

荷的影响，制备具有超顺磁性、 分散性更好、 表面携带正电荷的 AF-MNPs，为对

食源性致病菌的高效捕获和富集提供了基础。

1 材料与方法

1.1 主要试剂

六水合氯化铁 (FeCh.6H20 )

囚水合氯化亚铁 (FeCh.4H20)
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氨7]( ( NH3'H20 , 28 wt% ) 分析纯

无水乙醇 分析纯

3-氨丙基一 乙氧基硅;皖 (APTES ， 99%) 分析纯

十二水合磷酸氢二纳 (Na2HP04 ' 12H20 ) 分析纯

磷酸二氢制， 二水 (NaH2P04'2H20 ) 分析纯

氢氧化纳 (NaOH ) 分析纯

盐酸 (HCl ， 36%-38% ) 分析纯

1.2 主要仪器

集热式恒温加热磁力搅拌器 DF-I01S 

高功率数控超声波清洗器 KQ-400阳E

冻干机 BTP-8ZLOOX 

透射电子显微镜 Hitachi-700F A 

傅里叶红外光谱仪 Nexus 470 

数显 pH ìt PSH-3C 

ZS 纳米粒度及 Zeta 电位分析仪 Zetasizer Nano ZS 

1.3 主要试剂及培养基的配制

国药集团化学试剂有限公司

国药集团化学试剂有限公司

阿拉丁试剂(上海)有限公司

国药集团化学试剂有限公司

国药集团化学试剂有限公司

国药集团化学试剂有限公司

国药集团化学试剂有限公司

武汉科尔仪器设备有限公司

昆山市超声仪器有限公司

美国 Virtis 公司

日本日立公司

美国 Nicolet 公司

上海仪电科学仪器股份有限公司

英国马尔文仪器有限公司

1 mol/L HCI: 将 42mL 质量分数为 36%-38%的盐酸溶液加入到约 500mL 的蒸

馆水中 ， 稀释得到 1 mol/L HCI ， 室温保存， 备用。

0.5 mol/L NaOH : 准确称取 4.0 g 氢氧化纳固体 ， 加入少量蒸馆水熔解， 待恢

复到室温温度时， 将溶液转移到容量瓶中 ， 定容至 200 mL. 室温保存， 备用。

0.2 mol/L PBS : 称取 71 .6 g Na2HP04 '12H20 ， 溶于 1 L 蒸馆水中 ， 配制 0.2

mol/L Na2HP04 ; 称取 3 1.2 g NaH2P04' 2H20 溶于 1 L 蒸馆水中，配制 0.2 mol/L 

NaH2P04 。 取 81mL 0.2 mollL Na2HP04 和 19 mL 0.2 mollL NaH2P04至 100mL ， 自己

制成 pH 7.4 的 0.2 mol/L PBS ， 室温保存， 备用。

10 mmol/L PBS : 准确量取 50 mL 上述 0.2 mol/L PBS ， 用蒸馆水溶解稀释至

1000 mL. 稀释得到的溶液即为 10 mmol/L PBS ， 室温保存， 备用。
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1.4 方法

1..4.1 Fe304磁性纳米粒子的制备

Fe304MNPs 的合成采用改进的化学共沉淀方法 (He et al 2005 ) 。在三口困底

烧瓶中 ， 取 1 2 g FeCh.6H20 和 4.92 g FeCh.4H20 共同溶解于 100 mL 蒸馆水中 ，

混合均匀于 60.C下磁力搅拌反应 30 min ， 期间持续通入氮气。然后升温至 80
0

C ，

在持续通入氮气的条件下， 将 40mL 浓 NH3 .H20 ， 逐滴加入， 此时逐渐有黑色沉

淀生成， 900 r/min 搅拌反应 1 h。冷却至室温后 ， 在外部磁场的辅助下，以乙醇和

蒸馆水交替洗涤数次 ， 进行 MNPs 的分离收集。 最后 ， 向所得的黑色沉淀中加入

100 mL 蒸馆水 ， 取部分 MNPs 进行冷冻干燥， 称重，即可得到己知浓度的 Fe304

MNPs。

合成 Fe304 的化学反应方程式如下 :

Fe2+ + 20H!- Fe(OH)2 

Fe3++ 30H-Fe(OH)3 

Fe(OH)2 + Fe(OH)3 Fe304十4H20

总反应式可写为:

Fe2+ + Fe3+ + 80H- Fe30 4+4H20 

1.4.2 氨基功能化磁性纳米粒子的制备

用 APTES 对 Fe304MNPs 进行表面改性 CBuzoglu et a12014) ， 形成表面带有

氨基基团的 MNPs。将合成的 Fe304MNPs 重新分散于 150 mL 乙醇水溶液中(乙醉

与水的体积比为 1: 1) ， 超声分散均匀。在氮气的保护下 ， 加入一定量的 APTES

( APTES 与 Fe304 的表面改性摩尔比为 4: 1) , 40.C下机械搅拌 2 h。待溶液冷却至

室温后 ， 用无水乙醇洗涤数次， 在外部磁场的辅助下，分离并收集经 APTES 改性

的 MNPs。然后 ， 向所得的黑色沉淀中加入 100 mL 蒸馆水， 取部分进行冷冻干

燥， 称重， 得到己知浓度的经 APTES 改性的 AF-MNPs。
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Fe304MNPs 与 APTES 的反应过程如图所示:

FeCI3 ... FeS04 

↓川OH

。 ..... O H 
_0• 4 

图 2.1 AF-MNPs 的制备示意图 (Huang et a12010) 

Fig. 2.1 Schematic diagram for the synthesis of AF-MNPs (Huang et a12010) 

1..4.3 磁性纳米粒子的表征

( 1) TEM观察 MNPs 形态及粒径

TEM 观察 MNPs 的形态及粒径大小。将样品稀释至适直浓度， 并用超声波分

散均匀，将样品溶液滴在带有碳支撑膜的铜网上，待铜网自然干燥后于 Hitachi-

700FA 型透射电镜进行观察。

( 2) MNPs Zeta 电位值及分散性的测定

一般情况下， 当固体颗粒和含水电解质溶液接触的时候会获得其表面电荷， 但

是往往 MNPs 的表面电荷很难通过实验性结果来验证(陈保利 2017 ) ， 但在一定

程度上我们可以以 Zeta 电位值来代替。取 1 mL 0.1 mol/L 的 MNPs ， 磁分离弃上清

后加入 1 mL超纯水， 超声形成分散均匀的悬浮液，纳米粒度及 Zeta 电位分析仪分

别测定其 Zeta 电位值及分散指数 PdI。

(3) FTIR 分析 MNPs 的功能基团

FTIR 是分子吸收光谱 ， 物质中不同的官能团、 化学键的振动或者转动对不同

波数的红外光有吸收，可用于测量样品对红外辐射的吸收强度或吸收波长

( Parkinson 2016) ， 可以测定出样品组成的化学键或官能团。采用 Nexus 470 型傅

里叶变换红外光谱仪，对 MNPs 进行红外分析。 将 MNPs 与纯澳化伺以 1:100 的质

量比混合， 在研钵内研细均匀后通过澳化仰压片法进行红外光谱测定， 测量取三次

平均值， 每一次测量扫描样品 64 次，扫描波数范围为 400-4000 cm- I 。
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(4) 测定 MNPs Zeta 电位值

以 pH 值为 7.4的 0.2 mollL PBS 为母液，配制 pH 分别为 2 、 3 、 4 、 5 、 6 、

7 、 8 、 9、 10、 11 浓度为 10 mmol/L PBS ， 取 1 mL 一定浓度的 MNPs ， 磁分离弃，上

清后分别加入上述不同 pH 的 PBS，超声形成分散均匀的悬浮液， 分别测定其 Zeta

电位值。

2 结果与分析

2.1 磁性纳米粒子形态及粒径

为了观察所制备的两种 MNPs 的形态和粒径大小， 通过 TEM 进行观察， 结果

如图 2.2 。

AF-MNPs 

图 2.2 MNPs 的透射电镜图 (X400000 ) 

Fig. 2.2 TEM image of MNPs ( X 400000 ) 

由图 2.2 可看出， Fe304MNPs 和 AF-MNPs 的颗粒大多数为球形或者近似球

形 ， MNPs 的尺寸大小在修饰前后并未有太大的变化， 磁核直径均约 10 nm，修饰

前后的两种 MNPs 均具有潜在的超顺磁性，能够受外部磁场操控。

2.2 磁性纳米粒子 Zeta 电位值及分散性

为了研究 MNPs 表面电荷状态和分散性的变化，通过纳米粒度及 Zeta 电位分

析仪分别测定 MNPsZeta 电位值及分散指数 Pdl. 结果如图 2.3 所示。
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图 2.3 MNPs 的 Zeta 电位 (A) 及分散系数 PdI ( B ) 

Fig. 2.3 Zeta potential (A) and PdI (8) of MNPs 

图 2.3 ( A ) 是 Fe304 MNPs 和 AF-MNPs 的 Zeta 电位值。改性后的 AF­

MNPs , Zeta 电位值的绝对值在增大， 说明体系分散性更好，这是因为通过APTES

在 Fe304表面的改性， 降低了纳米粒子的表面能， 一定程度上抑制了粒子的团聚，

提高了体系的分散性。从图 2.3 (A) 可以看出 ， 未经修饰的 Fe304 MNPs 的 Zeta 电

位值为负， 而修饰后的 AF-MNPs 的 Zeta 电位值为正 ， 这是由于 fe304表面带有经

基 ， 呈电负性 ， 由于在 Fe304 表面涂覆了氨基硅炕 ， AF-MNPs 表面带有大量氨

基， 电荷为正，证明了在 Fe304表面修饰上了氨基基团。

图 2.3 ( B ) 是纳米粒度仪测定的 MNPs 的分散性指数 PdI ( Polymer dispersity 

index ) 。由图可看出，对于相同浓度相同质量的 Fe304 MNPs 和 AF-MNPs 来说，

当 Fe304MNPs 在体系中的分散指数 PdI 值为 0.26土0.036 时， AF-MNPs 的 PdI 值为

0. 10士0.036 0 PdI 是表征粒径的均一度， 0. 1 以内可认为是单分散的 (Doussinea et al 

2009) ，由此可知 ， 经修饰后的 AF-MNPs 分散性更好，体系更加稳定。

2.3 磁性纳米粒子表面功能基团的分析

为了探讨修饰前后 ， MNPs 表面官能团的变化， 采用澳化伺压片法对两种

MNPs 进行红外光谱测定， Fe304 MNPs 和 AF-MNPs 的红外光谱鉴定结果如图 2.4

所示。
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图 2.4 MNPs 的红外光谱图

Fig. 2.4 FTIR result of Fe304 MNPs and AF -MNPs 

由图 2.4 可以看出 ， Fe304 MNPs 和 AF-MNPs 在 574 和 582 cm-1 处的吸收峰为

Fe-O 的振动吸收及 Fe-O 与 Fe-O-Si 的叠加吸收，这说明两种 MNPs 中都有

Fe3Ü4 ; 对于 Fe3Ü4 MNPs ， 在 3430 cm-1 和 1 627 cm-1 处是-OH 的伸缩振动和弯曲振

动吸收峰， 说明在 Fe304MNPs 表面包覆有经基， 而 Parkinson ( 2016 ) 通过扫描隧

道显微镜也观察到这一结果。对于 AF-MNPs ， 在 1037 cm- I 处的吸收峰对应于 Si­

O-Si 键的振动吸收; 2925 和 2852 cm- 1 处的吸收峰对应于 C险的伸缩振动 (Luan et 

al 2005 ) ; 在 1629 cm-1 为 N-H 的弯曲振动峰 ， 3432 和 1629 cm- I 是 N-H 的特征吸

收谱带。 CH2和 N-H 都是 APTES 的特征基团 ， FTIR 结果表明 ， Fe304MNPs 表面

成功地涂覆了 APTES ， 修饰上了大量的氨基基团，形成具有氨基功能化的 MNPs。

2.4不同 pH 条件下磁性纳米粒子 Zeta 电位值

将 MNPs 悬浮于不同 pH ( 2-11 ) 的 10 mmol/L PBS 中 ， 以纳米粒度及 Zeta 电

位分析仪在室温下测定不同 pH 条件下 MNPs 的 Zeta 电位值， 结果如图 2.5 所示。
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图 2.5 不同 pH 条件下 Fe304 MNPs 和 AF-MNPs 的 Zeta 电位值

Fig. 2.5 The pH-dependent zeta potential of Fe304 MNPs and AF-MNPs 

由图 2.5 可以看出，在不同的 pH 条件下， Fe304 MNPs 和 AF-MNPs 所带表面

电荷的E负值也有所不同 。 当体系 pH 小于 4 时，两种 MNPs表面电荷均为E值，

当体系 pH 大于 9 时 ， Fe30 4 MNPs 和 AF-MNPs 表面均带有负电荷，然而在 pH 在

5-9 范围内时， Fe304 MNPs 表面携带负电荷，而 AF-MNPs 表面携带正电荷，该结

果表明 Fe304 MNPs 经修饰后，在 pH 为 2-门 宽范围内 ， 其表面电荷状态会发生改

变。由图可看出， Fe304MNPs 的等电点 pH 约为 4.6 ， 而 AF-MNPs 的等电点 pH 约

为 9.4， 即 pH<9.4 其表面均带正电荷。

3 小结与讨论

3.1 讨论

l 磁性纳米粒子的制备

采用水相共沉淀法合成了粒径约为 10 nm 的 Fe304 MNPs ， 与其它制备 MNPs

的方法相比 CKolvari et a12014. Koukabi et a12014. Veisi et a12016) ，该方法具有

简单、高效、重现性好、条件温和且能大量制备的优点(陈红云等 2019 ) ， 但另

一方面，该方法在合成过程中由于碱需要在剧烈搅拌的条件下尽可能的快速加入，

号|起成核速率和晶体生长速率较高，导致磁性纳米颗粒大小没有得到很好的控制，

且粒径分布较广。 Fe304 MNPs 因具有较大的比表面积， 同时具有较高的化学活性
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和磁偶极矩， 使得粒子易团聚和氧化且导致 MNPs 磁性消失和分散性降低，用合适

的表面涂层涂覆 MNPs可以避免或至少降低其自身团聚和氧化， 保护壳层不仅可以

稳定纳米粒子，而且可以进一步功能化， 为其提供更大的应用潜力。

2. 磁性纳米粒子的表征

由透射电镜结果可知，修饰前后的 MNPs 粒径均约 10 nm ， 具有超顺磁性，为

其在微生物、 生物医药等方面的应用提供了发挥平台。然而 Santoyo-Salazar 等人

。011) 报道认为，尺寸在 20 nm 以下的氧化铁纳米粒子不能被称为为"磁铁

矿" , Gnanaprakash 等人 ( 2007 ) 也表示， 当氧化铁纳米粒子粒径小于 10 nm 时，

表面积/体积比增加会导致大量的表面原子， 这将很容易使得 Fe3+氧化，从而在磁

铁矿表面产生磁赤铁矿，虽然相比于磁铁矿， 磁赤铁矿的磁化强度略有下降， 但在

MNPs 技术的应用上， 磁铁矿和磁赤铁矿都是适用的 ， 因为它们本质都是铁磁性

的，且都具有超JI颐磁性(Gnanaprakash et al 2007) 。同时从电镜结果图也可以看

出， Fe304MNPs 和 AF-MNPs 粒子之间出现团聚现象， 这是因为纳米尺度的磁性粒

子比表面积大， 为了降低表面能， MNPs 会趋于团聚， 形成聚集体(郝凌云和张宏

201 1) ; 另外一方面， 由于 MNPs 是在铜网上干燥后进行透射电镜观察的，其分散

性相较于溶液中大大降低， 引起部分团聚。 MNPs 的尺寸大小在修饰前后并未有太

大的变化， 平均磁核直径均约 10 nm ， 这主要是因为 AF-MNPs表面的氨基基团对

粒子尺寸的增加非常有限。化学共沉淀法制备的 MNPs 粒径不可控， 无法实现制备

粒径合适的 MNPs， 导致粒径过小引起团聚， 但通过纳米粒度仪测定 MNPs 分散系

数可知 ， 经改性后的 AF-MNPs 与 Fe304 MNPs 相比，分散性提高 。 Zeta 电位是粒

子剪切面处的静电电荷， 与粒子的表面电荷有关 (Reddy et aJ 2014 ) ， 我们利用纳

米粒度 Zeta 电位仪测定不同 pH 条件下两种 MNPs 的 Zeta 电位值， Fe304MNPs 的

等电点 pH 约为 4.6，而 AF-MNPs 的等电点 pH 约为 9.4， 这与 GU! 等人 (2006 ) 关

于 "AF-MNPs 的等电点大于 9 ， 当 pH<9 时 ， AF-MNPs 表面带有正电荷" 的结果

一致。 AF-MNPs 在 pH 为 2-9 的范围内粒子表面带有正电荷，这主要是因为 AF­

MNPs 在 Fe30"， MN?s 表面修饰有大量氨基基团 ， 使得粒子在一般环境条件下表面

携带正电荷。另一方面， 与 Fe304 MNPs 相比， 经修饰后的 AF-MNPs 在更宽的 pH

范围内，粒子表面携带正电荷 ， Azam 等人 (20 1 2) 的研究结果表明 ， 与带负电荷
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的 Fe304MNPs 相 比， 带正电荷的纳米粒子与细菌间的相互作用更强， 更容易吸附

细菌， 为后续富集细菌提供了强有力的支撑。

3. MNPs 在细菌分离、 富集方面的应用

通常用于在细菌分离、 富集和检测领域的 MNPs 需要在其表面修饰对细菌具有

识别功能或靶向的生物分子， 如抗体、 核酸适配体、抗生素、 糖类等， MNPs 通过

不同的生物修饰，以获得不同捕获细菌的能力， 然后在外部磁场的作用下，进行磁

分离 ， 捕获并富集病原体。 Wang 等 ( 2010 ) 利用抗体和细菌表面抗原间的特异性

结合，制备了用于同时分离 s.αureus 和沙门氏菌的两种特异性抗体共修饰的 Fe304

MNPs; Yang 等 ( 2016 ) 利用万古霉素与革兰氏阳性菌表面 D-Ala-D-Ala 分子形成

五个氢键的特异性识别作用构建了多价分子刷磁性纳米探针分离富集

L. monocytogenes ; ] in 等 ( 2017)基于荧光共振能量转移效应的上转换 MNPs 适配

体传感器通过核酸适配体结合靶细菌。作为生物识别元件， 抗体和适配体等具有特

异性好、 灵敏度高等优点， 但也存在如成本高、 制备工艺复杂及只能特异性富集一

种病原菌没有普适性等缺陷 (Qi et a1 2013, Zhu et a12015 ) ， 而基于万古霉素的表

面修饰，只能对革兰氏阳性菌具有较高的分离、捕获效率，对食品样品中病原微生

物的分离具有单一性的限制。本章通过在 Fe304 MNPs表面涂覆 APTES ， 成功修饰

上氨基基团 ， 制备出氨基功能化的 MNPs。表面带正电荷的 AF-MNPs 主要是与表

面带有负电荷的细菌通过静电力进行相互作用 ， 实现对细菌的吸附、 分离，而且，

由于 AF-MNPs 表面带有大量氨基基团 ， 不具有生物特异性， 因此能对大多数细菌

都有一定的吸附捕获作用 ， 实现对食品中混合微生物的同时捕获与富集。

3.2 小结

本章首先通化学共沉淀法制备出粒径约为 10 nm 的 Fe304 MNPs ， 然后在其表

面涂覆 APTES ， 修饰上了大量氨基基团， 成功实现了对 Fe304 MNPs 的改性。改性

后， MNPs 的分散性、 表面电荷及表面官能团都有所改变， 但粒子的尺寸大小和形

状没有明显的变化， 修饰前后，粒子的粒径大小均在 10 nm 左右，且都呈现球形或

类球形， 通过测定分散系数 PdI 值后可知 ， 修饰后的 MNPs 和 AF-MNP 分散性良

好。通过测定在不同 pH 条件下两种 MNPs 的 Zeta 电位， 修饰后的 AF-MNPs 在更

宽的 pH 范围内表面带有正电荷，为后续对食源性致病菌的富集提供了基础。
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第三章氨基功能化磁性纳米粒子富集食源性病原菌

AF-MNPs 是在 Fe304MNPs 表面修饰了 APTES ， 使其表面带有大量氨基， 在

一般条件下， 其表面电荷为正电荷，与带负电荷的 Fe304 MNPs相比，带正电荷的

纳米粒子与细菌间的相互作用更强， 更容易吸附细菌 ( Azam et a l 2012) , MNPs 

与细菌大小相比，约相差两个数量级， 这表明多个 MNPs 可以同时吸附于一个细菌

上，更容易进行磁介导分离。

本研究中 AF-MNPs 对细菌的吸附捕获主要是由 AF-MNPs 和细菌之间的静电

相互作用引起的。在食品基质的环境中， 大多数细菌的表面都带有负电荷 ， 而

AIF-MNPs 表面带有大量氨基， 带正电荷，通过静电吸附作用，表面带有负电荷的

细菌就能被 AF-MNPs 吸附捕获。由于 AF-MNPs 不具有生物特异性，对大多数细

菌都有高效捕获的能力， 因此可以同时捕获样品中不同微生物病原体， 大大提高分

离效率。 在介导 AF-MNPs 与细菌之间快速、 高效的相互作用中 ， AF-MNPs 的月量

及捕获时间、细菌细胞自身因素(细菌的生理状态、细菌细胞壁的性质和菌液浓

度)、 介质溶液体系(缓冲液 PBS 浓度 、 pH 及反应体系体积)等因素会对两者之

间的相互作用产生影响。因此， 对上述影响因素进行研究， 确定 AF-MNPs 的工作

条件。

1 材料与方法

1.1 主要试剂

纯牛奶

PALCAM 琼脂

PALCAM 琼脂添加剂 l

PALCAM 琼脂添加剂 2

伊红美蓝琼脂

Baird-Parker 琼脂基础

亚硝酸盐卵黄增菌液

蜡样芽子包杆菌选择性琼脂基础
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Pfizer 肠球菌选择性琼脂

PCA 培养基

亮绿琼脂培养基

1.2 主要仪器

电子天平

高功率数控超声波清洗器

磁分离架

电热鼓风干燥箱

涡旋振荡仪

超净工作台

数显 pH ìt 

生化培养箱

脱色摇床

高速冷冻离心机

数显恒温水浴锅

紫外分光光度计

1.3 实验菌株

JF502 

KQ-400KDE 

MP-SP-l 

WGL-30B 

VORTEX-5 

DL-CJ-2NDI 

PSH-3C 

SHP-250 

TS-2 

541 7R 

E丑-I-2

UV-1700 

青岛海博生物技术有限公司

青岛海博生物技术有限公司

青岛海博生物技术有限公司

上海浦春计量仪器有限公司

昆山市超声仪器有限公司

郑州英诺生物科技有限公司

天津市泰斯特仪器有限公司

海门市其林贝尔仪器制造有限公司

北京佳源兴业科技有限公司

上海仪电科学仪器股份有限公司

上海精宏实验设备有限公司

海门市其林贝尔仪器制造有限公司

艾本德中国有限公司

金坛市鸿科仪器厂

日本岛津公司

单增李斯特菌 (Listeria monocytogen臼 ， L. monocytogenes ) ( CVCC-1598 )购

自中国兽医微生物菌种保藏管理中心， 华中农业大学何启盖教授惠赠。大肠轩菌

(Escherichia coli , E. coli) (ATCC 25922 ) 、金黄色葡萄球菌( Staphylococcus 

aureus , s.aureus ) ( ATCC 6538 ) 、 肠炎沙门氏菌( Salmonella enteritidis , 

S.enteritidis ) (ATCC 13076) 均由中国食品药品检定研究院提供。
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1.4 方法

1..4.1 细菌培养

实验中细菌培养所用到的 TSA 培养基和 TSB 液体培养基都不含抗生素。

PALCAM 琼脂、 伊红美蓝琼脂、 Baird-Parker 琼脂基础和亮绿琼脂培养基分别作为

L. monocytogenω 、 E.coli、 S.aureus 和 s.enteritidis 的显色培养基。所用无菌 PBS 缓

冲液为 10 mmol/L、 pH7.4。具体培养步骤如下:

1 )将于_80
0

C冰箱冷冻保存的 S.aureus 、 S. enteritidis 、 L. monocytogenω 和

E. coli 以平板划线法接种于 TSA 培养基， 置于 3TC恒温培养箱中倒置培养过夜。

2 ) 琼脂平板上用接种环分别挑取 Saureus 、 S.enteritidis 、 L. monocytogenω 

和 E.coli 的单菌落接种于 5 mLTSB 中 ， 于 3TC恒温摇床中 160 r/min 振荡培养过

夜。

3 ) 将过夜培养的菌液按照 1:100 的比例接种到 5 mL TSB 中 ， 于 37
0

C恒温摇

床中 160 r/min 振荡培养 6 h。

4 ) 将培养得到的菌液于 8000 r/min 离心 10 min，然后用 10 mmol/L 、 pH 7.4 

的无菌 PBS 缓冲液洗涤三次， 离心收集菌体， 重悬于 1 mL PBS 缓冲液中 ， 备用。

1.4.2 AF-MNPs 对捕获效率的影响

本实验选取了食品中常见的食源性致病菌， 以 L.monocytogen臼 和 Saureu 作为

革兰氏阳性菌的代表菌株，以 E.coli 和 Senteritidis 作为革兰氏阴性菌的代表菌

株， 初步探讨 AF-MNPs 的用量和捕获时间对捕获效率的影响。

1.4.2.1 AF-MNPs 用量对捕获率的影响

将新培养的菌液用 10 mmol/L、 pH 7.4的无菌 PBS 缓冲液 10 倍梯度稀释至 103

CFU/mL , 分别取不同量的 AF-MNPs ( 1 mg/mL ) 于 1.5 mL 离心管中 ， 在磁分离

架上进行磁分离 ， 弃上清 ， 加入 1 mL 上述稀释菌液 ， 在脱色摇床上 37
0

C 220 

r/min 条件下温育 60 min ， 使 AF-MNPs 与菌液均匀混合后在外部磁场辅助下分离

MNPs-细菌结合物， 吸取上清液涂布于显色培养基上， 同时将未用 MNPs 捕获的菌

液作为初始加入的总菌数， 每组设置 3 个平行， 于 37
0

C培养 24 h ， 培养结束后 ，

进行磁捕获率的计算。
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AF-MNPs 对细菌的磁捕获率的计算方法:

捕获率 C%) = C 1-上清液中未结合的菌落数/初始加入的总菌落数) X 100% 

1.4.2.2 AF 

分别选取在各菌捕获率达到最高时的 AF-MNPs Cυ1 mglmL ) 的用量，于 1.5

mL 离心管中 ， 磁场作用下进行磁分离 ， 弃上清， 加入 103 CFUL 菌液， 在脱色摇

床上 37
0

C 220 r/min 条件下温育不同时间 ， 使 AF-MNPs 与菌液均匀混合后在磁场

作用下分离 MNPs-细菌结合物， 吸取上清液涂布于显色培养基上，同时将未用

MNPs 捕获的菌液作为初始加入的总菌数， 每组设置 3 个平行， 于 37"C培养 24 h , 

培养结束后， 进行磁捕获率的计算。

1.4.3 细菌自身对捕获效率的影响

1.4.3.1 细菌 Zeta 电位值的测定

Saito 等人 (1997 ) 的研究表明 ， 细菌的 Zeta 电位是细菌表面和溶液界面区域

的电势 ， 细菌表面的净电荷可以通过 Zeta 电位来评估。为了检测不同细菌的表面

电荷状态， 本实验对上述 4 种细菌的 Zeta 电位值进行了测定。

用 10 mmollL PBS CpH 7.的， 将全部菌液浓度调整到 107 CFU/mL ，各取 l

mL 上述菌液于 1.5 mL 离心管中 ， 用 Zeta 电位分析仪测定其 Zeta 电位值， 分析其

表面电荷情况。

1.4.3.2 细菌生长状态对捕获率的影响

通过光电比浊法分别对 L.monocytogenes 、 S. aureus 、S.enteritidis 和 E.coli 的生

长曲线进行测定。具体测定步骤如下:

1) 用接种环分别挑取 S.aureus 、 S. enteritidis 、 L. monocytogenes 、 E.co/i 的单

菌落接种于 5 mLTSB 中 ， 于 3TC恒温摇床中 160 r/min 振荡培养过夜。

2 ) 分别取 12 支试管， 取上述过夜培养的菌液 100μL 于装有 10 mL 液体培养

基的试管中，分别编号 1-12 ， 随后将全部试管置于恒温摇床 37 .C 、 220 r/min 条件

下培养。
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3) 以未接种的液体培养基作为空白对照 ， 分别取培养时间为 l 、 1.5 、 2 、

2.5 、 3 、 4 、 6 、 8 、 10 、 12 、 1 4 、 24 h 的菌液，于紫外分光光度计进行测定

COD600nm) 。

的以培养时间为横坐标， OD600nm 的吸光度值为纵坐标，利用细菌数量与菌悬

液的浊度 (OD值〉成正比这一规律，分别绘制四种细菌的生长曲线。

根据 L.monocytogenes 、 Saureus 和 E.co/i 、 Senteritidis 生长曲线的测定结果，

将四种不同生长阶段的菌液用 pH 为 7.4 的 10 mmollL 无菌 PBS 稀释至浓度为 104

CFU/mL，各取 100μL (1 mglmL) 的 AF-MNPs 于 1.5 mL 离心管中 ， 磁分离去除

上清， 加入 1 mL 上述稀释菌液， 在 37
0

C 220 r/min 条件下温育 30 min，磁分离

MNPs-细菌结合物，吸取上清液涂布于显色培养基上， 每组设置 3 个平行， 于 37
0

C

培养 24 h ， 培养结束后，进行磁捕获率的计算。

1.4.3.3 菌液浓度对捕获率的影响

研究细菌不同菌液浓度对于 AF-MNPs 和菌静电相互作用的影响。以 Saureus

作为研究对象 ， 将新鲜培养的菌液用无菌 PBS 以 10 倍梯度稀释至 102 CFU!mL-

108 CFU/mL， 取 75μL ( 1 mglmL) 的 AF-MNPs 于 1.5 mL 离心管中 ， 磁分离去除

上清，加入 1 mL 上述稀释菌液，在 37
0

C 220 r/min 条件下温育 15 min，磁分离

MNPs-细菌结合物，吸取上清液涂布于 Baird-Parker 琼脂基础显色培养基上，每组

设置 3 个平行，于 3rc培养 24 h ， 培养结束后，进行磁捕获率的计算。

1.4.4缓冲体系对捕获效率的影响

1.4.4.1 缓冲液浓度对捕获率的影响

配制 pH 为 7.4 的 200 mmollL PBS ，稀释得到浓度分别为 5 、 10 、 30 、 50 、

100 、 150 、 200 mmol/L 的 PBS。将新鲜培养的菌液用不同浓度的无菌 PBS 以 10

倍梯度稀释至 103 CFU/mL，各取 100μL ( 1 mglmL ) 的 AF-MNPs 于 1.5 mL 离心

管中，磁分离去除上清， 加入 1 mL 上述稀释菌液，在 37
0

C 220 r/min 条件下温育

30 min ， 磁分离 MNPs-细菌结合物， 吸取上清液涂布于显色培养基上， 每组设置 3

个平行， 于 37"C培养 24 h，培养结束后 ， 进行磁捕获率的计算。
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1.4.4.2 缓冲液 pH 对捕获率的影响

将 pH 7.4的 10 mmollL PBS 用 0.2 mol/LHCl 和 0.2 mollLNaOH 分别调节成 pH

为 2 、 3 、 4 、 5 、 6 、 7 、 8 、 9 、 10 、 11 的 10 mmol/L PBS 0 将新鲜培养的菌液用不

同 pH 的 10 mmol/L 无菌 PBS 10 倍梯度稀释至 103 CFU/mL ， 各取 100μL ( ] 

mg/mL) 的 AF-MNPs 于 1 .5 mL 离心管中 ， 磁分离去除上清，加入 1 mL 上述稀释

菌液，在 37.C 220 r/min 条件下温育 30 min ， 磁分离 MNPs-细菌结合物，吸取上清

液涂布于显色培养基上， 每组设置 3 个平行， 于 37
0

C培养 24 h ， 培养结束后， 进

行磁捕获率的计算。

1.4.4.3 大体积溶液中 AF-MNPs 的捕获能力

将新鲜培养的菌液用无菌 PBS 进行 10 倍梯度稀释 ， 在 5 mL 和 10 mL 无菌

PBS 体系中， 分别使菌液浓度稀释至 400 CFU/mL、 40 CFU/mL 和 4 CFU/mL， 分

别取 200μL ( 1 mg/mL ) AF- MNPs 与 5 rnL 和 10 mL 无菌 PBS 中的 400

CFU/mL 、 40 CFU/mL 和 4 CFU/mL 的 S.aureus 于 37
0

C 220 r/min 条件下温育 15

m1n， 磁分离 MNPs-细菌结合物，吸取上清液涂布于 Baird-Parker 琼脂基础显色培

养基上， 每组设置 3 个平行， 于 37
0

C培养 24 h ， 培养结束后，进行磁捕获率的计

算。

1.4.5 AF-MNPs 富集食品样品中的细菌

1.4.5.1 AF-MNPs 富集人工污染牛奶和西瓜中的病原菌

为了研究 AF-MNPs 对于人工污染牛奶和西瓜样品中食源性致病菌的富集效

率， 分别将 100μL 不同浓度的 L.monocytogenes 、 S. aureus 、 E. coli 和S.enteritidis 菌

液加入到处理后的牛奶混合液和鲜切西瓜中 ， 使其菌液终浓度为 2 CFU/mL-2 x 108 

CFU/mL。取 200 μL ( 1 mg/mL) AF- MNPs 于 1.5 mL 离心管中 ， 磁分离去除上

清， 加 1 mL 上述人工污染的牛奶样品和西瓜样品 ， 于 37
0

C 220 r/min 条件下温育

60 min ， 磁分离 MNPs-细菌结合物， 吸取上清液涂布于显色培养基上， 每组设置 3

个平行， 于 37"C培养 24 h ， 培养结束后 ， 进行磁捕获率的计算。
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1.4.5.2 AF-MNPs 富集食品样品中的细菌

为了研究 AF-MNPs 对于食品样品中细菌的富集效率，我们在农贸市场中随机

选取 8 种咸菜样品和 6 种卤肉样品 ， 8 手中咸菜样品分别为八宝咸菜、海白菜、泡白

菜、 脆黄瓜、 雪里红、 自萝 卡菜 、 豆角以及夏菁，按照 1-8 进行依次编号; 6 种卤

肉样品分别为卤叉烧、 卤猪肉、 卤鸭脖、 卤鸭锁骨、 茵鸡腿以及卤鸡爪， 按照 9-12

进行依次编号。将 25 g 样品溶于 225 mL 无菌 PBS 中 ， 充分混合均匀后 ， 形成样

品混合液。取 200μL C 1 mg/mL) AF- MNPs 于 1.5 mL 离心管中 ， 磁分离去除上

清 ， 加 I mL 上述样品混合液，于 37
0

C 220 r/min 条件下温育 60 min ，磁分离

MNPs-细菌结合物， 去除上清液 ， 向沉淀物中重新加入 ImL 无菌 PBS ， 涂布于

PCA 培养基中 ， 同时将未用 AF-MNPs 捕获的样品混合液作为初始加入的总菌数，

每组设置 3 个平行，置于 37
0

C恒温培养箱中培养 48h ， 培养结束后， 进行磁捕获率

的计算。

2 结果与分析

2.1 AF-MNPs 对捕获效率的影响

2.1.1 AF-MNPs 用量和捕获时间的影响

由图 3.1 可看出， 在 1 0 mmollL、 pH 为 7.4 的无菌 PBS 缓冲液中 ， AF-MNPs 

对 s.αureus CG+ ) 用量为 75μg 时就能达到 99.60%土0.57%的捕获率: 当 AF-MNPs

用量分别为 100 随 时，对 L.monocytogenes C G+ )的捕获率为 99.09%土1.29%; 当

ÄF-MNPs 用量分别为 60 附 和 80 吨 时 ， AF-MNPs 对 E.co/i C G-) 和 S.enteritidis 

C G- ) 的捕获率分别为 98.68%土0.37%和 37.65%土0.58% 0 AF-MNJ>s 对四种菌的捕

获效率随着其用量的增加 ， 捕获效率逐渐增强， 并在达到一定量时趋于稳定。除

S. enteritidis 之外， AF-MNPs 对其他三种菌的捕获率均在 98%以上 ， 有着较高的捕

获率， 捕获效率相当 ， 差异不明显。
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图 3.1 AF-MNPs 不同用量对菌的磁捕获效率

Fig. 3.1 Capture efficiency for tbe different amount of AF-MNPs witb bacterium 

由图 3.2 可以看出 ， 在 10 mmoVL、 pH7.4的无菌 PBS 缓冲液中 ， AF-MNPs 对

Saureus ( G+ ) 在用量为 75 吨，捕获时间短至 5 min 时就能达到 99.60%土0.57%的

捕获率，随着捕获时间的增加，捕获率波动不大 ， 基本保持稳定 : 对于

L. monocytogenes ( G+) ， 当 AF-MNPs 用量为 80 陀， 捕获 60min 后 ， AF-MNPs 的

捕获率为 97.48%土1.78%; 当 AF-MNPs 用量为 60 陆时，对 E.coli ( G- ) 捕获 15

mm 后 ， 其磁捕获效率接近 100% ， 即能将 PBS 体系中几乎所有 E.coli 吸附捕获:

而对于 Senteritidis (σ) 来说， 当 AF-MNPs 用量为 150 阅， 捕获 30 min 时， 捕获

率仅达到 38.24%土2.08% ， 且随着捕获时间的不断增加 ， 其捕获率也没有增大。结

合图 3. 1 可知，不管 AF-MNPs 的用量和捕获时间如何增加 ， 其对 Senteritidis 的磁
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捕获效率都较低，低于 40%。作为同为革兰民阴性菌，且菌株结构较为相似的

E. coli 和S.enteritidis 来说， AF-MNPs 对二者的捕获效率有着明显的区别 ， 造成这

种结果的主要原因还未可知 ， 需要对细菌表面电荷进行进一步的测定。
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图 3.2 AF-MNPs 与细菌温育时间的选择

Fig. 3.2 Optimization of incubation time between AF-MNPs with bacterium 

2.2 细菌对捕获效率的影响

2.2.1 不同种类细菌的影响

细胞表面净电荷可以通过 Zeta 电位来进行评估， 本实验在 10 mmo1/L、 pH 7 .4 

的无菌 PBS 缓冲液中 ， 且菌液浓度为 107 CFU/mL 时测定不同细菌的 Zeta 电位

值， 结果如图 3.3 所示。
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图 3.3 不同种细菌的 Zeta 电位值

Fig. 3.3 The zeta potential of bacteria 

根据图 3.3 可看出 ， 测定的上述 4 种细菌 Zeta 电位值均为负值， 其表面均携带

有负电荷。由于静电相互作用， 表面带正电荷的 AF-MNPs 通过静电吸附促使其与

表面带有负电荷的细菌间的相互作用 。 由图 3.3 可看 出 ， 作为革兰氏阳性菌的

S.aureus 、 L.monocytogenω 和作为革兰氏阴性菌的 E.coli Zeta 电位值在-50 mV--45 

mV 之间 ， 而对 S.enteritidis ( G-) 来说， 其 Zeta 电位值接近-20 mV，所带负电荷相

比于其它三种菌较少。

2..2.2 不同生长阶段细菌的捕获率

分别取培养时间为 l 、1.5 、 2 、 2.5" 3 ~ 4 、 6 、 8 、 10 、 12 、 14 h、 24 h 的菌

液，经一定程度的稀释于紫外分光光度计进行测定(OD600nm) 。 分别绘制生长曲

线，如图 3.4 。 由于采用的是光电比浊法测定的细菌生长曲线 ， 衰亡期测定的 OD

值包括活菌和死菌， 所以细菌的衰亡期不明显， 但曲线的整体趋势是符合细菌的生

长曲线的。
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图 3.4四种细菌的生长曲线

Fig. 3.4 Growth curves of bacteria 

AF-MNPs 对囚种细菌四个不同生长时期的菌液进行捕获，根据图 3.4 四种细

10 h 、 24 h 的菌液作为 L.monocytogenes 的迟缓分别边取 2 h、 6h、菌的生长曲线，

8 亿 24 h 的培养液分别作为选取 1 h 、 3 h 、期、对数期、稳定期和衰亡期的点 :

10 h 、 24 h 的菌液作分别选取 1 h、 4 h 、对于 E.co/i , S.aureus 四个生长阶段的点 :

为四个时期的点;而对于 S. enteritidis 来说，选取 1 h、 2.5 h 、 8h、 24 h 的菌液分别

AF-MNPs 分别对其进作为四个生长阶段的点。 将各菌液浓度调整至 104 CFU/mL , 

E二J Lag phase 
fY&t Log phasc 
l?ZZa Stationary phasc 
lS88a Dccline pha如

行吸附捕获，捕获效率如图 3.5 所示。
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图 3.5 AF-MNPs对不同生长阶段细菌的捕获效率

Fig. 3.5 Capture efficiency of AF-MNPs for bacteria 
at different growth phases 

AF-MNPs 对迟缓期、对数期、稳定期和衰亡期的

S. enteritidis 的捕获率分别为 4 1 .47%土2.94%、 43 .45%土3.77% 、 36.99%土4.78%、
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33.75%士3.07% ， 尽管捕获率相比其他三种菌较低， 但四个时期的捕获率相差不

大。而对于 Saureus 、 E.co/i 和 L.monocytogenes 来说 ， AF-MNPs 对其不同生长期

的捕获率均在 95%-99%的范围内 ， 没有因为细菌的生长时期不同， 使得捕获效率

有着明显的差别。根据图 3.5 可知 ， AF-MNPs 对于同一种菌四个不同生长时期菌

液在 PBS 体系中的捕获效率几乎没有差异。

2.2.3 不同浓度 S.aureus 的捕获率

为了评估在不同菌浓度下， AF-MNPs 对细菌的吸附作用 ， 以 Saureus 为代表

菌株 ， 在最佳捕获 Saureus 的条件下， 测定 了 AF-MNPs 对 不同浓度( 102 

CFU/mL-I08 CfU/mL ) 的 S_aureus 的捕获效率， 结果如图 3.6 所示。
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图 3.6 AF-MNPs 对不同浓度金黄色葡萄球菌的捕获效率

Fig. 3.6 Capture efficiency of AF-MNPs for different concentration of S.Ollr e llS 

如图 3.6 所示 ， 在 PBS 体系中 ， 当细菌浓度在 102 CFU/mL-lû5 CFU/mL 范围

内时， AF-MNPs 对 Saureus 的捕获率超过 90%: 当浓度增加至 106 CFU/mL 时 ，

捕获效率下降至 85 .77%士3 .85%，而当细菌浓度增加至 108 CFU/mL 时， AF-MNPs 

对细菌的捕获效率明显下降至 54.17%土4.1 7%，说明随着菌液浓度的增加， 负电荷

的量增多 ， MNPs 的量相对不足， 导致 AF-MNPs 与细菌间的静电相互作用减弱 ，

应随着菌量的增加来调整 AF-MNPs 的用量，以提高 AF-MNPs 对 Saureus 的捕获

效率。
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2.3 缓冲体系对捕获效率的影响

2..3.1 不同浓度缓冲液的捕获率

缓冲溶液的离子强度会改变细菌和 AF-MNPs 的 Zeta 电位 ， 从而影响细菌与

MNPs 之间的静电相互作用 ， 为了确定熔液离子强度是否会影响捕获效率， 我们在

大范围的 PBS 浓度下 (0-500 mmol/L) 进行了细菌捕获实验， 结果如图 3.7 所示。
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图 3.7 缓冲液 PBS 浓度对四种细菌磁捕获效率的影响

Fig. 3.7 Effect of PBS concentration on capture efficiency of bacterium 

由图 3.7 可知 ， 在 PBS 浓度为 5 、 10 、 30 、 50 、 100 和 150 mmol/L 时 ， AF­

MNPs 对 L.monocytogen臼的捕获率高于 90%，但当 PBS 浓度增加至 200 mmol/L 

时 ， 其捕获率下降至 53.25%土0.87%; S.aureus 和 E.coli 分别在 PBS 浓度为 0-30

mmol/L 和 0- 1 0 mmol/L 时有着高捕获率， ; AF-MNPs 对 S.enter it idis 的捕获率仍然

维持着较低的捕获率， 但在 PBS 浓度为 0-50 mmol/L. 其捕获率接近 50%。当 PBS

溶液浓度处于高浓度时， MNPs 对四种细菌的捕获率也大大的降低了 ， 造成这一结

果的原因可能是过量的磷酸盐屏蔽了纳米粒子表面或细菌表面的电荷。最终选定浓

度为 10 mmol/L 磷酸缓冲液作为介质溶液。

2..3.2 不同 pH缓冲液的捕获率

由于 AF-MNPs 对细菌的捕获主要是靠静电力所驱动的 ， 所以缓冲液 PBS 体系

的 pH 和离子强度都会对其捕获率有所影响。本实验研究了在不同 pH ( 2 、 3 、 4 、
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5、 6 、 7 、 8 、 9 、 1 0 、 11 ) PBS 缓冲液中 ， AF-MNPs 对四种细菌的捕获效率。结果

如图 3.8 所示。
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图 3.8 PBS pH对四种细菌磁捕获效率的影响

Fig. 3.8 Effect of pH on capture efficiency 0 1' bacterium 

由图 3.8 可知，对于 E.coli 来说，当缓冲液 pH在 3-10 的范围时 ， AF-MNPs 对

其捕获率没有明显的影响， 捕获率均高于 90%，即 AF-MNPs 吸附捕获 E.coli 的最

适 pH 范围为 3-10; 无论缓冲液 pH 如何改变， AF-MNPs 对 Senteritidis 的捕获率

都很低 ， 只有当 pH=5 时 ， 其捕获率能达到 51.28% ; 对于革兰 氏阳性菌

L.monocyω'genes 来说， 当缓冲液 pH在 4-9 的范围时， AF-MNPs 对其捕获率均高

于 60% ， pH 在 4-8 时 ， AF-MNPs 对其捕获率均高于 70% ， 最佳I吸附 pH 为 4-8;

Af-MNPs 对 Saureus 的捕获效率在 pH 范围为 4-11 的时候， 均高于 60%， pH 在 5

9 时 ， 捕获效率均高于 80% ，最佳吸 附 pH 为 5-9 0 AF-MNPs 吸附捕获

L. monocytogenes 和 Saureus 的最佳 pH 范围分别为 4-8 和 5-9 ， 这与 AF-MNPs 吸附

细菌的静电相五作用的机理是一致的。 通常细菌的等电点为 pH 2-3.5 ( Mozes and 

Rouxhet 1987 ) ， 在 pH 为 5-9 的条件下 ， 细胞壁表面的竣酸盐和磷酸基团因为裸

露于胞外环境，容易被质子化， 使得大多数细菌的表面是带有负电荷的 (Horká et 

a12006 ) ， 而结合上一章对于 AF-MNPs 在不同 pH缓冲液 PBS 体系的条件下 Zeta

电位的测定结果可知 ， AF-MNPs 等电点大于 9 ， 当 pH>9 时， AF-MNPs 表面带有

正电荷。所以， 当缓冲液 5<pH<9 时 ， 带有正电荷的 AF-MNPs 通过静电相互作

用 ， 对表面带有负电荷的细菌具有强吸附捕获作用。因此， AF-MNPs 在较广的 pH

范围内， 都能够对细菌进行高效地捕获、 富集。
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2..3.3 大体积溶液中 AF-MNPs 的捕获效率

在食品样品中污染的细菌浓度较低，为了评估 AF-MNPs 对于大体积溶液中低

浓度 S.aureus 的磁捕获效率，本实验将 AF-MNPs 分别与 5mL 和 10 mL PBS 中 4

CFU/mL 、 40 CFU/mL 、 400 CFU/mL 的s.αureus 进行吸附捕获， 结果如图 3.9 所

刁之。
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Fig. 3.9 Capture efficiency of AF-MNPs for S.ollrells in different volumes 

图 3.9AF-MNPs 对不同体积中金黄色葡萄球菌的捕获效率

由图 3.9 可知，随着反应体系体积的增大， AF 

所下降，但下降11幅l'幅l画E度不大，磁捕获效率均超过 90%。 对于 S.aureus 三种低浓度的菌

液均有较高的磁捕获率，说明 AF-MNPs 对 S.aureus 在大体积体系中也具有较强的

静电相互作用。

2.4 AF-MNPs 富集食品样品中的细菌

2.4.1 AF-MNPs 富集人工污染牛奶和西瓜中 4 种食源性致病菌

为了评估 AF-MNPs 对人工污染的牛奶样品中 4种致病菌的磁捕获效率， 对人

工污染的牛奶样品和西瓜样品(污染浓度为 2 CFU/mL-2 X 108 CFU/mL) 进行捕

获， 结果如图 3.10 CA ) 、 C B ) 所示。
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图 3.10 人工污染牛奶 (A) 和鲜切西瓜 (8) 中 AF-MNPs 对四种细菌的捕获效率

Fig, 3, 10 Capture efficiency of AF-MNPs with bacterium at artificial contaminated milk (A) 
and watermelon (8) 

从图 3.10 可以看出 ， 在人工污染牛奶样品中， AF- MNPs 对于 Saureus 、

L. monocytogenes 、 E.coli 和 S.enteritidis 的捕获率均在 2 x 103 CFU/mL 时 ， 捕获率达

到最高 ， 分别为 67.14%土 1.33% 、 62.89%士0.68% 、 57.92%士2.93% 和

30.26%土0.69% 。在 人工污染的西瓜样品中 ， AF- MNPs 对于 Saureus 、

L. monocytogenes 、 E.coli 和 Senteritidis 的最高捕获率分别为 85.38%士0.63% 、

69.84%士2.97%、 79.28%土0.90%和 3 1.66%土3.30%。

2.4.2 AF-MNPs 富集食品样品中的细菌

为了评估 AF-MNPs 对食品样品中细菌的捕获效果， 本研究随机选取 8 种不同

咸菜样品和 6 种不同卤肉样品，以 200μL ( 1 mg/mL ) AF- MNPs 分别对其进行磁

捕获， 结果如表 3.1 所示。
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表 3. 1 AF-MNPs 对食品样品中细菌的捕获效率

Table 3.1 Capture efficiency of AF-MNPs for Il>acteria in food samples 

编号 样品名称 捕获效率

八宝咸菜 76.67%:1:1.67% 

2 海白菜 80.77%士1.92%

3 泡白菜 87.89%土0.93%

4 脆黄瓜 78.26%土4.35%

5 雪里红 85.78%土 1 .47%

6 自萝 卡菜 78.38%土2.70%

7 豆角 76.19%土4.76%

8 蔓菁 75.93%土 1.85%

9 卤叉烧 67.22%土2.08%

10 卤猪肉 67.78%士1.81%

11 卤鸭脖 65.52%士2.08%

12 卤鸭锁骨 65.47%土3.79%

13 卤鸡腿 70.57%土3 . 13%

14 卤鸡爪 70.01%士3 .13%

由表 3. 1 可看出， AF-MNPs 对随机选取的 8 种咸菜样品中细菌的捕获效率均

大于 75% ， 对于泡臼菜中细菌的捕获率高达 87.89%土0.93%; 由于卤肉基质较咸菜

来说复杂，理论上来 ， AF-MNPs 对卤肉中菌的捕获效果会有所降低， 然而 AF­

MNPs 对随机选取的 6 种卤肉中菌的捕获效率均大于 65%， 表明 AF-MNPs 对食品

样品中的菌捕获效果较好。
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3 小结与讨论

3.1 讨论

1. MNPs在细菌富集方面的应用

通常，食品样品中污染的细菌浓度较低，而较低浓度的细茵通常需要很长时间

的富集培养才能被检测到 ( Gao et al 2009 ) ， 一般来说，需要对复杂样品中的微生

物进行分离和浓缩， MNPs ， 如 Fe304 MNPs 和功能化 MNPs ， 由于其磁性 、 电子

性、光子性和光学特性等已成为复杂食品样品中目标致病菌的有限分离和浓缩载

体。 MNPs 对于细菌的分离富集不仅能够提高检测方法的灵敏度和准确性， 同时还

能减少食品基质的干扰， 缩短检测所需时间 。 为了提高 MNPs 对细菌的检测特异

性， 通常需要对纳米颗粒表面进行生物分子修饰，如抗体、核酸适配体、糖类等，

以实现对细菌的靶向性，有效地捕获和富集目标致病菌 ( Chen et al 2012, Wen et al 

2013, Jin et a12017 ) 。然而这样的生物分子相对来说是大分子，它们会减少成功修

饰在 MNPs 表面的数量，从而影响对细菌的捕获效率: 另一方面， 由于抗体、 核酸

适配体等是通过亲和作用对特定的病原体的特异性吸附捕获，对其它细菌可能无

效，同时这些生物分子的修饰成本较高。本研究通过在 Fe304 MNPs 表面修饰

AlPTES ， 使其表面带有大量氨基 ， AF-MNPs 主要是通过与细菌间的静电相互作用

对带有负电荷的细菌进行高效、 经济的捕获和富集， 不需要在 MNPs 表面修饰任何

对靶细菌具有识别功能的生物元件，因此无需经过复杂的化学偶联。 而且，相比较

抗体等生物分子， 尽管氨基基团具有较低的特异性和选择性， 但可以在实际样品中

捕获更多种类的病原微生物， 能同时分离、 捕获样品中的混合微生物， 增加适用

性。

2. AF-MNPs 与细菌之间的相互作用

AF-MNPs 能够快速、高效地捕获和富集致病菌的主要原因是在一般环境条件

下 ， MNPs 表面带有正电荷 ， 而细菌表面带有负电荷 ， 通过静电相互作用 ， 二者之

间有着强烈的吸附作用。 MNPs 之间的静电吸引或排斥以及 MNPs 与细菌细胞间的

相互作用受细菌细胞壁表面电荷的控制 CDinal i et am 2017) 。理论上来讲 ， 在与

Af-MNPs 相互作用时 ， 由于细胞壁的差别，革兰氏阳性菌和革兰氏阴性菌的捕获
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效率也应该有所差异。革兰氏阳性菌的细胞壁含有一层厚的肤聚糖，与革兰氏阳性

菌细胞壁特有的磷壁酸结合， 肤聚糖层与磷壁酸形成具有多功能的聚阴离子基质

( Scott and Barnett 2006 ) 。革兰氏阳性细菌的肤聚糖细胞壁通过位于取代基磷壁

酸和磷壁酸残基上的磷酸化基团以及未取代的竣基影响表面电负性， 相反，革兰氏

阴性细菌的肤聚糖通过外膜被隔离在质周空间内，因此不暴露于细胞外环境， 在这

些生物体中，负的静电表面电荷是由位于外膜外小叶的磷酸基和 2-酣-3-脱氧辛酶

竣酸酶基脂多糖赋予的 (Beveridge 1990 ) 。 革兰氏阴性菌较之革兰氏阳性菌， 主

要是其表面有一层外膜，外膜中包含有大量的脂多糖和蛋白质 ( Aruguete and 

Hochella 2010) , Ismail 等人 ( 2015 )的研究结果表明 ， 含有脂多糖的外膜会使细

胞壁对亲脂溶质不渗透，并限制带负电荷自由基的渗透。 细胞壁的结构不同使得二

者在表面成分和性质等方面都有所差异 (Covas et a[ 2016 ) 。

在本实验中 ， 我们分别选取 Saureus 、 L.monocytogenes 作为革兰氏阳性菌代表

菌株，以 E.coli、 Senter it idis 作为革兰氏阴性菌代表菌株， 研究 AF-MNPs 对不同

种类细菌的捕获效率及影响捕获效率的影响因素。如图 3. 1， 除了 Senteritidis 外，

在 PBS 缓冲液中， AF-MNPs 对其它 3 种菌的捕获率均高达 98%以上，而对

S enteritidis 的捕获率略低 ， 造成这一结果的原因可能是 Senteritidis 表面负电荷太

少 (根据 Zeta 电位结果得知) ， 与 AF-MNPs 间的静电力较弱。结合图 3.1 和 3.2

中 AF-MNPs 对 S.enteritidis 的低捕获率可知 ， AF-MNPs 对细菌的捕获效率与其表

面电荷有着较大联系 ， 表面负电荷越多， AF-MNPs 对细菌的捕获率越高， 同时也

证明了 AF-MNPs 对细菌的捕获富集作用主要由静电相互作用驱动的。另一方面，

Zeta 电位值的测定结果也能初步表明 ， 这四种细菌表面电荷的性质与革兰氏阴性或

革兰氏阳性菌无直接联系，即初步证明 ， AF 

兰氏阳性菌或革兰氏阴性菌无关。 Jin 等人 ( 2014 ) 通过在 Fe304MNPs表面修饰三

种带正电的氨基酸(精氨酸 、 赖氨酸和赖氨酸)合成了 Fe304@Arg、 Fe304@@Lys

和 Fe304@PLL， 这三种经氨基酸修饰的功能化磁性纳米粒子 (Fe304@AA) 在无

菌 PBS 体系中，对革兰氏阳性菌枯草芽子包杆菌和革兰氏阴性菌 E.coli 的捕获率均在

97%以上。

Honda 等人 ( 1998 ) 的研究也发现， 在 Fe304表面偶联壳聚糖得到的 MNPs 等

电点为 6.9 ， 当 pH < 7.0 时 ， 90% 以上的 E.coli 能够被捕获 。 Loosdrecht 等人
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( 1987) 认为当溶液 pH 值高于 MNPs 等电点时，氢键相互作用和疏水吸引可能取

代静电力来主导 MNPs 与细菌间的相互作用。本研究中，对于 E. coli、 Saureus 和

L. monocytogenes 来说，当体系 pH>9 时，尽管 AF-MNPs 表面带有负电荷，与细菌

电负性相同，但 AF-MNPs 对其捕获率仍能达保持一定的吸附。

我们研究了 PBS 浓度( 0-500 mmol/L ) 对于捕获效率的影响 ， 如图 3.7 ， 当

PBS 溶液浓度处于高浓度时， MNPs对四种细菌的捕获率也大大的降低了 ， Huang 

等 ( 2010)将其归因于高离子强度溶液会中和细菌和 MNPs 表面的电荷 ， 导致

MNPs 和细菌之间的静电相互作用减弱，从而导致捕获率的下降。而在 Jin 等人

( 2014 )的研究中，在 PBS 浓度为 0-1000 mmo1/L 范围内 ， Fe304@AA 对于 E.coli

的捕获效率随着浓度的变化并没有发生显著性改变，对 E.coli 的捕获率均达到 98%

以上， Jin 等。014 ) 认为 ， 在高浓度条件下，氢键相互作用和疏水吸引参与了

MNPs 对细菌的捕获，且提高了捕获效率，综合在捕获过程中的作用来看，离子强

度对于细菌捕获效率几乎没有影响。

从以上实验结果可知 ， AF-MNPs 对不同种类细菌的捕获效率跟革兰氏阳性或

革兰氏阴性无直接关系 ， MNPs 在捕获细菌的过程中涉及到许多复杂的因素， 虽然

静电力是主导 MNPs 高效捕获细菌的主要驱动力 ， 但 MNPs 也很容易通过氢键或疏

水相互作用附着在细菌表面 ， Li 等人。009 ) 认为纳米尺寸效应对其相互作用也有

影响，因为即使经修饰后表面带负电荷的 MNPs 也能附着在带负电荷的细菌表面。

Ebrahiminezhad 等人 (2016)的研究表明细菌细胞具有蒙古附因子， 能够介导细菌细

胞与各种底物的黠附。这些因子也可以介导 MNPs 与细菌表面的相互作用。

3.2 小结

本章基于表面带正电荷的 AF-MNPs 与表面带负电荷的细菌间的静电相互作

用，研究了 AF-MNPs对细菌的富集捕获效率、初步探讨了影响富集效率的因素以

及 AF-MNPs 对食品样品中细菌的富集效果。

研究 AF-MNPs 分别对革兰氏阳性菌和革兰氏阳性菌的吸附效率， 研究结果初

步表明 AF-MNPs 对不同种类细菌的捕获效率跟革兰氏阳性或革兰氏阴性无直接关

系。初步确定 AF-MNPs 捕获细菌的工作条件 : 在缓冲液 PBS 体系中，除

S enteritidis 外，以 100μgAF-MNPs 与浓度为 103 CFU/mL 的细菌在 10 mmollL pH 
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4-8 PBS 中温育 60 min , AF 

MN一Ps 对细菌浓度在 10伊2 -106 CFU/川mL 的范围内捕获率菌高于 8盯5%; 在体积为 lω0 

mL 的缓冲珞液中，对浓度为 4 CFU/mL 、 40 CFU/mL 和 400 CFU/mL 的细菌捕获

率超过 90%。

为了探究 AF-MNPs 对细菌在食品样品中的捕获效率， 本章以 4 种食源性致病

菌 L.monocytogenω 、 S.aureus 、S.enteritidis 和 E.coLi 为研究对象，人工污染经国标

法检测不含这 4 种致病菌的纯牛奶和鲜切西瓜，用 AF-MNPs 分别对污染样品进行

捕获， AF- MNPs 对人工污染牛奶样品中细菌的捕获，相比与对 PBS 体系中细菌

的捕获，效率均有明显的降低。本章随机选取了 8 种咸菜样品和 6 种卤肉样品 ，

Af- MNPs 对这 8 种咸菜样品的捕获率均高于 75%，对 6 种卤肉样品的捕获率均高

于 65%， 捕获效果较好。
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第四章 AF-MNPs 富集结合多重 PCR检测食源性致病菌

食源性致病菌对人类公共卫生健康构成重大威胁， 在发达国家和发展中国家都

造成了巨大的经济损失。为缩短检测时间，快速检测方法不断被开发， 在食品检测

中最广泛使用的现代快速检测方法主要是基于核酸的分子学检测方法，如 PCR、 多

重 PCR、 qPCR 等 ， 这些体外核酸扩增方法能够在数小时内将单个特定的 DNA 或

RNA 序列扩增多达一百万倍，并为单个细菌细胞提供了理论检测限 (Erlich et al 

1991 , B叶 1994) 。其中，多重 PCR为高效、快速、 特异性地检测食源性提供了可

能(白亚龙等 2017 ) ， 它可以在一个反应体系中 ， 使用多对特异性引物，实现对

多种致病菌的同时检测， 更加节省时间和成本。另一方面，在食品中 ， 通常靶细菌

浓度小，相比于小的扩增体积( 10-50μL) ，样晶体系体积较大，而且食品成分会

抑制酶反应，降低该检测方法的特异性和敏感性，导致检测结果不理想 (Stevens et 

a12004 ) ，因此在检测前将细菌进行分离富集并从样品基质中浓缩纯化以降低食品

成分对检测结果的干扰显得十分重要。基于多重 PCR 的检测方法， 与磁分离技术

结合使用能提高检测方法的灵敏度。

本章通过 AF-MNPs 对人工污染牛奶样品中的 S.aureus 、 L.monocytogen臼和

S. enteritidis 进行捕获， 并利用特异性引物 16S rDNA、 hly 和 invA 进行多重 PCR

同时检测人工污染牛奶样品中的三种食源性致病菌。

1 材料与方法

1.1 主要试剂

纯牛奶

SSL增菌肉汤

2 x Utaq PCR Mix 等 PCR相关试剂

细菌基因组 DNA 小量提取试剂盒

Triton X-l 00 

多重 PCR 引物

GoldView TM 
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50 x TAE 电泳缓冲液

琼脂糖

1.2 主要仪器

超净工作台

电子天平

生化培养箱

脱色摇床

高速冷冻离心机

数显恒温水浴锅

磁分离架

高功率数控超声波清洗器

梯度 PCR仪

PCR仪

电泳仪/电泳槽'

凝胶成像系统

1.3 实验菌株

DL-CJ-2NDI 

JF502 

SHP-250 

TS-2 

5417R 

HH-2 

MP-SP-l 

KQ-400KDE 

CI000* 

T 1O0™ 

DYY-8C 

Gel DocXR+ 

北京庄盟国际生物基因科技有限公司

北京沃比森科技有限公司

北京佳源兴业科技有限公司

上海浦春计量仪器有限公司

上海精宏实验设备有限公司

海门市其林贝尔仪器制造有限公司

艾本德中国有限公司

金坛市鸿科仪器厂

郑州英诺生物科技有限公司

昆山市超声仪器有限公司

联想生物技术有限公司

联想生物技术有限公司

北京市六一仪器厂

美国伯乐 BIO-RAD 公司

单增李斯特菌 (Listeria monocytogenes , L. monocytogenes ) ( CVCC-1598 ) 、

大 肠杆菌( Escherichia coli , E. coli ) ( A TCC 25922 ) 、 金黄色葡萄球菌

( Staphylococcus aureus , S. aureus ) ( A TCC 6538 ) 、 肠炎沙门氏菌( Salmonella 

enteritidis , s.enteritidis ) ( ATCC 13076 ) ， 菌株来源同第三章。蜡样芽抱杆菌

( Bacillus cereus , B.cereus ) ( CMCC(B) 63303 ) 、 福 氏 志贺 氏菌( Shigella 

卢exneri ， 句7exneri ) ( CMCC(B) 51572 )、粪链球菌( streptococcus faecalis , 

S.faecalis ) ( A TCC 29212 ) 均由中国食品药品检定研究院提供。
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1.4 引物

三种食源性致病菌的引物序列及目 的片段大小等如表 4.1 所示。 引物均由上海

生工生物工程技术有限公司合成。

表 4.1 多重 PCR 引物序列
Table 4.1 Primer for muItiplex PCR 

细菌名称 革巴基因 引物序列 ( 5'-3' ) 产物大小 参考文献

( bp) 

S enteritidis invA F:TCCCTTTGCGAATAACA TCC 786 Tang et al (2006) 
R:ATTACTTGTGCCGAAGAGCC 

L. monocytogenes hly F:CAAGTCCTAAGACGCCAA TC 1412 Chen et al (2012) 
R:ATAAAGTGTAGTGCCCCAGA 

Saureus 16S rDNA F:GTGCACA TCTTGACGGT ACC 565 Chen et al (2012) 
R:CGAAGGGGAAGGCTCTA TC 

1.5 方法

1丘1 模板 DNA 的制备

对于未经 AF- MNPs 捕获的细菌 DNA 的提取， 参考 Tang 等人 (2006)以及

Fratamico 和 Strobaugh ( 1998 ) 的提取方法。 而经 AF- MNPs 捕获的细菌， 采用煮

沸法提取 DNA。将 MNPs-细菌沉淀物溶于 200μL 无菌 PBS 中形成悬浮液 ， 在

8S .C7j(浴中加热 15 min，以从 AF- MNPs 上分离细菌， 将上清液转移到新的离心管

中。将上清液于 100 .C水浴煮沸 10 min ， 冰水浴 10 min , 12000 r/min 离心 5 min 

后， 去上清液作为 PCR模板。

1.5.2 PCR 反应体系及扩增程序

采用 25μL 体系反应体系 ， 具体为: 12.5μL2 X Utaq PCR Mix , 9.5μL ddH20 

上下游引物 (10 mmol/L) 各 1 ~lL， 1 ~LDNA 模板， 9.5μL ddH20。 扩增程序为:

PCR 扩增条件: 预变性 9S.C 3 min ， 每个循环条件为 95 .C变性 30s ， 62 .C 退火

30 s , 72.C 延伸到 s， 24 个循环， 产物末端 72.C延伸 5 min。使用 2% 琼脂糖凝

胶电泳检测 PCR产物， 用 GoldView 染色， 并在凝胶成像系统下观察。
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1..5.3 引物特异性验证

按照 4.2. 1 纯菌液中细菌 DNA 的提取方法，分别提取 S.aureus 、

L. monocytogenes 、S.enteritidis 、 E. coli 、 B. cereus 、 Sjlexneri 及 Sfiαecalis 的基因组

DNA， 分别加入本次研究的三种细菌对应的特异性引物，按照 4.2.2中的扩增体系

和扩增程序进行 PCR 扩增，以检测号|物的特异性。

将三种食源性致病菌 的 DNA 随机组合进行添加，组合方式分别为 :L.

monocytogenes 、s.αureus 、 Senteritidis 飞 L. monocytogenes 、 Senteritidis; L. 

monocytogenes 、 s'aureus; S.α~ureus 、 Senter it idis 飞 L. monocytogene; Senteritidis; 

s'aureus ， 进行多重 PCR， 以检测多重 PCR体系的特异性。

1.5.4灵敏度验证

提取经过夜培养的 Saureus 、 L.monocytogenes 、 Senter itidis 各 1 mL 菌液中的

DNA，分别测定其核酸浓度。 对其进行 10 倍梯度稀释，以各稀释度的 DNA 分别

作为 DNA 模板，按照 4.2.2 中的扩增体系和扩增程序分别进行 PCR 扩增，分析

PCR 的灵敏度。

1.5.5 多重 PCR 反应体系优化

对引物、 dNTP 、 Taq 酶、 Mg2+ 4 个因素设计 4 个水平进行正交实验，确定

各因素的适直水平范围，优化多重 PCR 反应体系。 为了达到理想的多重 PCR扩增

结果，根据 PCR 反应体系中 Taq 酶( 0.25 、 O. 5 、 O. 75 、1.0μL) 、 dNTP ( 1.5 、

2 、 2.5 ， 3.0μL) 、 Mg2 + ( 1 .25、1.5 、 1.75 、 2.0μL) 、 号|物(0.5 ， 0.75 、1. 0、1. 25 

μL)4 个因素设计不同的 4 种水平，从而得到 16 种不同的多重 PCR 反应体系组

合，从中找出最佳多重 PCR 反应体系 。 除了上述 4 因素外， 在总体 25 μL 反应

体系中， 需加入 2.5μL 的 10 x Buffer , 3 种细菌的模板 DNA 各加 lμL，用无菌

ddH20 补足 25μL 反应体系。 多重 PCR 扩增条件: 预变性 95
0

C 3 min. 每个循

环条件为 95
0

C变性 30 s. 62
0

C退火 30 s. 72
0

C延伸 到 s ， 24 个循环， 产物末端

72
0

C延伸 5min。 选用 Ll6 (44 ) 正交设计表 (见表 4.2 ) 进行实验。
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表 4.2 LJ6(44)实验方案

Table 4.2. The project of Lló(44) experiment 

编号
引物 (μL) 民!fg2+ TaqDNA 聚合酶 dNTP 

(10μmol/L each) (25 mmol/L) ( 2.5 U/μL) (1.25 J.lmol/L each) 

0.5 1.25 0.25 1.5 

2 0.75 1.5 0.25 2 

3 1.75 0.25 2.5 

4 1.25 2.0 0.25 3 

5 0.75 1.25 0.5 2.5 

6 0.5 1.5 0.5 3 

7 1.25 1.75 0.5 1.5 

8 2.0 0.5 2 

9 1.25 0.75 3 

10 1.25 1.5 0.75 2.5 

11 0.5 1.75 0.75 2 

12 0.75 2.0 0.75 1.5 

13 1.25 1.25 1.0 2 

14 1.5 1.0 1.5 

15 0.75 1.75 1.0 3 

16 0.5 2.0 1.0 2.5 

注: 添加量单位为μL

在实验确定了最佳反应体系的基础上，对多重 PCR退火温度进行优化， 温度

分别设为 52.C 、 53 .8 .C 、 56. I .C 、 58 .C 、 59.5 .C 、 61 .9
Q

C 、 64.2 .C 、

66.0.C 、 67.7 .C ，确定最佳退火温度。

1.5.6 人工污染牛奶的检测

经国标验证不含本实验研究的三种食源性致病菌的纯牛奶 25 mL，加入 225

mL 无菌 PBS 缓冲液 中充分混匀，得到处理后 的 牛奶混合液。将 L

monocytogen臼、 S.aureus 和 s. enteritidis 菌液分别梯度稀释至 2 X 109 CFU/mL-20 

CFU/mL，分别将 1 mL三种细菌各浓度菌液加入到 9 mL 处理后的牛奶混合液中 ，

使混合菌液终浓度为 2 CFU/mL-2 X 108 CFU/mL ， 形成人工污染的牛奶样品 。 取

200μL (1 mglmL) AF- MNPs 于 1.5 mL 离心管中， 磁分离去除上请，每个浓度各

加 1 mL 上述菌液，于 37.C 220 r/min 条件下温育 60 min，磁分离 MNPs-细菌结合
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物， 去除上清，将 AF- MNPs 细菌沉淀物溶解于 1 mL 无菌 PBS 中 ， 加入到 9 mL 

无菌 SSL 肉汤培养基(能够同时富集 L. monocytogenes 、 S. aureus 和 s.enteritidis 的

复合增菌肉汤 〉 中培养 ， 3TC 160 r/min 条件下培养 8h。分别提取基因组 DNA ，

进行 PCR 扩增 。 使用 2% 琼脂糖凝胶电泳检测 PCR 产物， 用 GoldView 染色， 并

在凝胶成像系统下观察。 以未经 AF- MNPs 富集的人工污染牛奶样品直接进行 PCR

作为对照。

将三种菌等浓度混合加入到处理后的牛奶混合液中， 使混合菌液终浓度为 2

CFU/mL-2 x 108 CFU/mL ， 形成人工污染的牛奶样品。取 500μL ( 1 mglmL ) AF­

MNPs 于 1.5 mL 离心管中 ， 磁分离去除上清， 每个浓度各加 1 mL 上述菌液， 于

37
0C 220 r/min 条件下温育 60 min ， 磁分离 MNPs-细菌结合物， 去除上清， 将 AF­

MNPs 细菌沉淀物溶解于 1 mL 无菌 PBS 中 ， 加入到 9mL 无菌 SSL 肉汤培养基中

培养， 37 0C 160 r/min 条件下培养 8h。分别提取基因组 DNA ， 按最优多重 PCR 体

系进行扩增。使用 2% 琼脂糖凝胶电泳检测 PCR产物，用 GoldView 染色，并在

凝胶成像系统下观察。 以未经 AF- MNPs 富集的人工污染牛奶样品直接进行多重

PCR作为对照。

2 结果与分析

2.1 引物的特异性

为验证选取的三对引物 invA 、 hly 及 16S rDNA 的特异性， 本实验选取了三种

目标菌和其它四种非目标菌进行 PCR扩增和琼脂糖凝胶电泳，结果如图 4.1 所示。

由图 4.1 可看出 ， 对应的菌株扩增结果均出现目 的条带， 其余菌株的扩增结果均呈

阴性， 且无非特异性条带， 这表明该实验选取的三对号|物特异性较好。
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s.αureus 

S. enteritidis 

L. monocytogenes 

M 2 3 4 5 6 7 8 

bp 

1500 
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M 6 7 8 2 3 4 5 
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750 

500 
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M 2 3 4 5 6 7 8 
PA 10 

1500 

750 
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图 4.1 PCR 引物特异性验证

Fig. 4.1 Results of PCR amplification fo旷 primer speci伍city

注 : M 为 DNA marker DL2000 ，泳 道 1-8 分别为 L.monocyωgen臼、 S.aureus 、

s.enteritidis、 E.coli、 Sfaecali坡、 S卢exnen 、 B.cereus 及阴性对照。
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将兰种食源性致病菌的基因组 DNA 组合后进行多重 PCR 扩增 ， 组合方式如图

4.2 所示 。 根据图 4.2 可看出 ， 三种 DNA 组合后无交叉影响，均能够得到目的片

段，且条带清晰无非特异性条带出现。 结果表明本实验选用的三对引物可用于多重

PCR 的扩增 。

bp 

1500 

750 

500 

250 

M 2 3 4 5 6 7 8 

图 4.2 引物特异性的多重 PCR 扩增结果

Fig. 4.2 Results of multiplex PCR amplification for primer specificity 

注:M 为 DNA marker DL2000; 1: L. monocyωgenes， S.aureus and S.enteritidis; 2: L. 
monocytogenes and S.enteritidis ; 3 : L. monocytogenes and S.aureus ; 4 : S.aureus and 
s.enteritidis; 5: L. monocytogenes: 6: S.enteritidis: 7: S.aureus c: 8: 阴f生又才RR

2.2 PCR 反应体系的灵敏度

以 Nano 核酸测定仪测定的 S.aureus 、 L.monocytogenes 、 S. enteritidis DNA 浓度

分别为 51 .25 ng/μL 、 78.55 ng/μL 、 8 1.65 ng/μL 。 分别以各稀释度的 DNA 作为模

板，进行 PCR 扩增，扩增结果如图 4.3 所示。
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图 4.3PCR 反应体系的灵敏度

Fig. 4.3 Sensitivity of PCR reaction system 

注:M 为 DNA marker DL2000 , A 中泳道 1-8 表示为 S.aureus DNA 浓度分别为 5 l.25
ng/!lL 、 5.125 nglμL 、 5 . 125 X 10.1 nglμL 、 5.125 X 10-2 nglμL 、 5.125 X 10-3 ng!μL 、 5 . 125 X 10.4 

ng/~lL 、 5 . 125 X 10-5 ng!μL 以及阴性对照 ; B 中泳道 1-8 表示为 L.monocytogen臼 DNA 浓度分别
为 78.55 nglμL、 7 .855 nglμL 、 7.855 X 10.1 ng!μL、 7.855 X 10.2 ng!μL 、 7 .855 X 10.3 ng!μL、 7 .855
X 10-4 nglμL 、 7 .855 ng!!lL 以及阴性对照;C 中泳道 1 -8 表示为 s. enteritidis DNA 浓度分别为

81 .65 n的L、 8. 165n脚L、 8. 1 65 X 10.1 n的L、 8. 1 65 X 10.2 峭μL、 8.1 65X 10.3 n的L、 8 . 165 X 
10-4 nglμL、 8. 165 X 10.5 ng!μL 以及阴性对照。
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从图 4.3 可以看出， PCR 反应体系中 S.aureus 的 DNA 灵敏度为 5.125 X 10.5 

ng/μL ， L. monocytogenes 的 DNA 灵敏度为 7.855 X 10-3 ng/μL， S.enteritidis 的 DNA

灵敏度为 8.165 X IO-2 ng!μL。

2.3 多重 PCR 体系优化

按照表 4.2正交试验设计表的组合方式， 对多重 PCR 体系中寻| 物、 dNTP 、

Taq DNA 聚合酶、 Mg2+4 个因素设计 4 个水平进行正交实验，编号为 1-16 。 扩增

结果如图 4.4 所示。

bp 

1500 

750 

500 

250 

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 

图 4.4 多重 PCR 体系正交优化实验结果

Fig. 4.4 Optimization of multiplex PCR by orthogonal experiment design 

注:M为 DNA marker DL2000, 1-16 同表 2.2 编号。

从图 4.4可看出 ， 在这 16 组扩增体系中 ， 由于引物、 dNTP 、 Taq 酶和 Mg2+

四个因素不同添加量的组合方式，导致扩增结果出现了差异， 其中 ， 泳道 6、 泳道

9 和泳道 15 的效果均最好， 在后续实验中，选择泳道 6 中添加量的组合方式作为

多重 PCR反应体系 。 因此 ， 25μL 的多重 PCR反应体系确定为: 10 X PCR Buffer 

2.5μL，上下游引物(1 0μmol/L each)各 0.5 ~L ， dNτP ( 1.25μmol/L each) 3 μL. 

Taq DNA 聚合酶 ( 2.5 U/μL ) 0.5μL , Mg2+ (25 mmo1/L) 1.5μL ， DNA 模板各 l

μL ， 添加无菌 ddH20 至反应体系为 25μL。
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2.4 退火温度优化

在确定的最佳多重 PCR体系的基础上， 对退火温度进行优化， 扩增结果如图

4.5 所示。

M 2 3 4 5 6 7 8 9 

bp 

1500 

750 

500 

250 

200 

图 4.5 退火温度的选择

Fig. 4.5 Optimization of annealing temperature 

注 : M 为 DNA marker DL2000 ， 泳道 1-9 分别表示为退火温度为 52'C 、 53.8"C 、
56.1 'C 、 5S 'C 、 59SC 、 6 1.9.C 、 64.2.C 、 66.0.C 、 67 .TC。

选择 52-68
0

C温度梯度进行 PCR 扩增 ， 每种温度条件下扩增都能得到目的条

带， 其中第 7 泳道的条带最亮， 因此选择 64.2oC作为最佳退火温度 ， 用于后续实

验。

2.5 检测三种食源性致病菌人工污染的牛奶样品

分别对由三种食源性致病菌人工污染浓度为 2 CFU/mL-2 X 108 CFU/mL 的牛奶

样品 8h 增菌后直接 PCR 法对其进行检测，结果如图 4.6 所示， 同时以 AF-MNPs

富集结合 PCR 检测， 结果如图 4.7 所示。

图 4.6 CA) 、 CB ) 、 C C) 分别表示 Saureus 、 Senteritidis 、 L.monocytogenes 

污染浓度为 2 CFU/mL-2 X 108 CFU/mL 的牛奶样品增菌 8h 后进行直接 PCR扩增后

的结果。 由图 4.6 可知 ， 增菌 8 h 后 ， 未经 AF-MNPs 富集直接 PCR 检测 ， Saureus 

的灵敏度为 2 X 102 CFU/mL , Senteritidis 的 灵敏度为 2 X 103 CFU/mL , 

L. monocytogenes 的灵敏度为 2 X 103 CFU/mL。

图 4.7 C A ) 、 CB ) 、 C C) 分别表示 Saureus 、 Senteritidis 、 L.monocytogenes 

污染浓度为 2 CFU/mL-2 X lO8 CFU/mL 的牛奶样品进行 AF-MNPs 富集增菌后结合

PCR扩增后的结果。
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2 3 4 5 6 7 8 9 10 

2 3 4 5 6 7 8 9 10 

2 3 4 5 6 7 8 9 10 

图 4.6 PCR检测牛奶样品三种食源性致病菌扩增结果

Fig. 4.6 Results PCR for three food-borne pathogens respectively in milk 

注 : M 为 DNA marker DL2000 ， 图 A、 8 、 C 分另Ij表示由 S.oureus、 L. monocytogenes 以及

S. enteritidis 污染的牛奶样品扩增结果 : 泳道 1 -9 分别表示牛奶样品中细菌污染的浓度依次为 2
X 108 CFUlmL-2 CFU/mL，泳道 1 0 为阴性对照。

由图 4.7 可知， AF 

s.aureu.ωS 的 灵敏度为 2 CFU/mL , s. enteritidis 的 灵敏度为 2 X 102 CFU/mL, 

L. monocytogenes 的灵敏度为 2CFU/mL。
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图 4.7 AF-MNPs 富集结合 PCR 检测牛奶样品扩增结果

Fig. 4.7 Results of AF-MNPs elllrichment combined with PCR in milk 

注:M 为 DNA marker DL2000，图 A、 B 、 C 分别表示由 S.oureus、 L. monocytogenes 以及
S. enteritidis 污染的牛奶样品扩增结果: 泳道 1 -9 分别表示牛奶样品中细菌污染的浓度依次为 2

x 108CFU/mL-2 CFU/mL， 泳道 10 为阴性对照。

将三种食源性致病菌进行等浓度混合并污染牛奶样品， 污染的菌浓度依次为 2

CFU/ mL-2 x 108 CFU/mL。因 4.8 ( A) 、 ( B ) 分别为污染浓度为 2 CFU/mL-2 x 

108 CFU/mL 的牛奶样品增菌 8h 后进行直接多重 PCR、 AF-MNPs 富集并增菌 8h

后结合多重 PCR扩增后的结果。
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图 4.8 多重 PCR 与 AF-MNPs 富集结合多重 PCR检测牛奶样品扩增结果

Fig. 4.8 Results ofmultiple PCR (A) and AF-MNPs enrichment combined with multiple 
PCR (B) in milk 

注:M为 DNA marker DL2000 ， 图 A 中泳道 1-9 表示牛奶样品中三种食源性致病菌等浓度
混合污染的浓度依次为 2 CFU/mL-2 x 108 CFU/mL.泳道 10 为阴性对照 : 图 B 中泳道 1-9 表示

经 AF-MNPs 富集的牛奶样品中三种食源性致病菌等浓度混合污染的、浓度依次为 2 x 108 

CFU/mL-2 CFU/mL.泳道 10 为阴性对照。

由图 4.8 ( A) 可知 ， 未经 AF-MNPs 富集直接多重 PCR检测法中，对 Saureus

和 Senteritidis 的灵敏度均为 2 X 103 CFU/mL， 对 L.monocytogenes 的灵敏度为 2X

104 CFU/mL ， 而由图 4.8 ( B ) 可知 ， 经 AF-MNPs 富集并增菌 8 h 后再进行多重

PCR扩增后对 Sαureus 的灵敏度为 20 CFU/mL， 对 L.monocytogenω 的灵敏度为 2

X 102 CFU/mL， 对 Senteritidis 的灵敏度为 2 X 102 CFU/mL。与未经 AF-MNPs 富集

直接进行多重 PCR法相比， 用 AF-MNPs 富集结合多重 PCR法对牛奶样品中同时

检测的三种食源性致病菌， Saureus、 Senteritidis 和 L.monocytogenω 的灵敏度提高

100 倍或 1000 倍，因此， AF-MNPs 富集结合多重 PCR法可有效提高多重 PCR 检

测的灵敏度。
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3 小结与讨论

3.1 讨论

到目前为止， 因检测方法的快速、 高效、 低成本等优点， 多重 PCR 被广泛应

用于食源性致病菌的检测中 ， 然而， 众多报道表明， 脂肪、蛋白质 、 多糖等物质对

PCR检测的灵敏度有干扰 (Kirn et al 2010, Hu et al 201的， 因样品前处理复杂、检

测结果受样品基质成分影响等缺点， 无法真正实现对食源性致病菌的快速检测， 而

MNPs 由于其制备过程简单 、 易于操控、具有超顺磁性和良好的生物性能等特性，

用于分离、 捕获和富集细菌可以有效地解决检测方法的局限性。 Luo 等人 (20 17)

通过两步法在 10 rnL 巴氏杀菌牛奶体系中磁分离浓缩 L.monocytogenes ， 生物素化

的抗 L.monocytogenω 抗体通过抗原抗体相互作用与 10 mL 巴氏杀菌牛奶体系中的

L. monocytogenes 结合 ， 然后利用链霉亲和素标记的磁性微球， 通过生物素与亲和

素相互作用 ， 捕获上述复合物， 结合 PCR检测方法， 检出限为 80 CFU/rnLo Chen 

等人 (2017)用免疫磁珠分离、捕获婴幼儿奶粉中的阪崎肠杆菌，然后用 PCR 进

行检测 ， 在未经过增菌步骤灵敏度可以达到 5.2 X 102 CFU/mL 0 Meng 等人

(2017) 用万古霉素修饰的磁珠捕获生菜中的 L.mon ocytogen臼， 然后结合 PCR 进

行检测， 检出限可以达到 30CFU侣。本章中 ， 经 AF-MNPs 富集并增菌 8h 后结合

PCR检测分别由金黄色葡萄球菌、 单增李斯特菌和肠炎沙门氏菌污染的牛奶样品，

其污染浓度低至 2 CFU/rnL 、 2 CFU/rnL 和 2 X 102 CFU/rnL 的牛奶样品均可被检测

到。结合图 4.6 、 图 4.7 和图 4.8 可知 ， AF-MNPs 富集结合 PCRI多重 PCR 法可有

效提高 PCRI多重 PCR检测的灵敏度。与三种食源性致病菌分别人工污染的牛奶样

品经 AF-MNPs 富集后再进行 PCR相比， 在 AF-MNPs 富集结合多重 PCR 反应体系

中 ， 同时检测三种致病菌的混合模板的灵敏度会有所阵低， 造成这一结果的原因主

要是多重 PCR 的影响因素比较复杂 ， 在同一个 PCR 反应体系中存在的物质比较

多 ， 在多重 PCR扩增时容易出现相比 PCR较多的干扰导致检测灵敏度的降低。
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3.2 小结

本章通过 AF-MNPs 对人工污染牛奶样品中的 Saureus 、 L.monocytogen臼和

S enteritidis 进行富集， 并利用特异性引物 16S rDNA、 hly 和 invA 进行多重 PCR

同时检测人工污染牛奶样品中的三种食源性致病菌。

三种细菌分别污染牛奶样品， PCR 检测结果显示， 增菌 8 h 后，未经 AF­

MNPs 富集直接进行 PCR 检测人工污染牛奶样品，其中 Saureus 的灵敏度为 2X

102 CFU/mL , L.monocytogenes 的灵敏度为 2 X 102 CFU/mL , Senteritidis 的灵敏度

为 2 X 103 CFU/mL，而经 AF-MNPs 富集并增菌 8h 进行 PCR检测后 ， Saureus 的

灵敏度为 2 CFU/mL , S enteritidis 的灵敏度为 2 X 102 CFU/mL , L. monocytogenes 的

灵敏度为 2 CFU/mL。

将三种食源性致病菌进行等浓度混合并污染牛奶样品，未经 AF-MNPs 富集直

接多重 PCR检测法中，对 Saureus 和 S.enteritidis 的灵敏度均为 2 X 103 CFU/mL. 

对 L.monocytogenes 的灵敏度为 2 X 104 CFU/mL. 经 AF-MNPs 富集并增菌 8h 后再

进行多重 PCR 扩增后对 Saureus 的灵敏度为 20 CFU/mL. 对 L.monocytogenes 的灵

敏度为 2 X 102 CFU/mL ， 对 Senteritidis 的灵敏度为 2 X 102 CFU/mL。与未经 AF­

MNPs 富集直接进行多重 PCR 法相比，用 AF-MNPs 富集并增菌 8h 后结合多重

PCR 法对牛奶样品中同时检测的三种食源性致病菌 ， Saureus 、 S enteritidis 和

L. monocytogenes 的灵敏度提高 100 倍或 1000 倍 ， 因此 ， AF-MNPs 富集结合多重

PCR法可有效提高多重 PCR检测的灵敏度。
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第五章总结与展望

1 总结

基于 MNPs 制备过程简单、 易于操控、高比表面积、具有超)1顶磁性和良好的生

物性能以及在外部磁场容易分离的特性，在食品分析、生物分离、细菌检测和环境

治理等领域表现出巨大的潜力，本论文首先讨论了 MNPs 的合成及其表面氨基功能

化，然后基于表明带正电荷的 AF-MNPs 与表面带负电荷的细菌间的静电相五作

用，研究了 AF-MNPs 对细菌的捕获效率的影响因素 ， 最后 AF-MNPs 富集细菌结

合多重 PCR 检测人工污染牛奶样品中三种食源性致病菌。主要结论如下:

1) MNPs 的制备和表征。本章首先通过简单、高效的化学共沉淀法制备 Fe304

MNPs，然后在其表面涂覆 APTES ， 修饰上了大量氨基基团 ， 合成 AF-MNPs。修

饰前后， 粒子的粒径大小均在 1 0 nm 左右， 且都呈现球形或类球形，但两种 MNPs

在一定程度上有团聚现象， 通过测定分散系数，修饰后的 MNPsAF-MNP 分散性良

好; 傅里叶红外光谱和 Zeta 电位结果表明， APTES 成功包覆 Fe304MNPs， 表面携

带正电荷; 修饰后的 AF-MNPs 在更宽的 pH 范围内表面带有正电荷，为下一步对

食源性致病菌的富集提供了基础。

2 ) AFeMNPs 与细菌间的相互作用。本章基于表面带正电荷的 AFeMNPs 与表

面带负电荷的细菌间的静电相互作用，初步探讨了 AF-MNPs 捕获细菌的工作条

件。 AF-MNPs 对不同种类细菌的捕获效率跟革兰氏阳性或革兰氏阴性无直接关

系 ， MNPs 在捕获细菌的过程中涉及到许多复杂的因素， 虽然静电力是主导 MNPs

高效捕获细菌的主要驱动力，但 MNPs 也很容易通过氢键或疏水相互作用附着在细

菌表面。虽然 AF-MNPs 对于细菌的捕获效率依赖于 AF-MNPs 的用量 、 捕获时

间 、 PBS pH、 PBS 浓度、 细菌浓度等因素， 但仍然能够高效捕获富集多种细菌 ，

并能够和其它技术联用进行进一步的检测分析， 提高检测方法的灵敏度和准确度。

为了探究 AF-MNPs 对细菌在食品样品中的捕获效率，以 4 种食源性致病菌

L. monocytogenes 、 S. aureus 、S.enteritidis 和 E.coli 为研究对象，人工污染经国标检

测不含这 4 种致病菌的纯牛奶和鲜切西瓜，相比与对 PBS 体系中细菌的捕获，

AF- MNPs 对人工污染牛奶和西瓜样品中细菌的捕获，效率均有明显的降低。而西
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瓜样品相较于牛奶样品来说，食品基质成分较简单，对应的捕获率也相应提高。而

对于食品样品的捕获效果， 本章随机:ìít取了 8 种咸菜样品和 6 种卤肉样品 ， AF­

MNPs 对这 8 种咸菜样品的捕获率均高于 75%，对 6 种卤肉样品的捕获率均高于

65%，捕获效果较好。

3) AF-MNPs 富集细菌结合多重 PCR检测三种食源性致病菌。通过 AF-MNPs

对人工污染牛奶样品中的s.αureus 、 L.monocytogenes 和 Senteritidis 进行富集， 并

利用特异性引物 16S rDNA、 hly 和 invA 进行多重 PCR 同时检测人工污染牛奶样

品中的三种食源性致病菌。 PCR 检测结果显示， 未经 AF-MNPs 富集直接进行多重

PCR 检测时，增菌 8 h 的人工污染牛奶样品中 S.aureus 的灵敏度为 2 X 103 

CFU/mL. S.enteritidis 的灵敏度为 2 X 103 CFU/mL. L.monocytogenes 的灵敏度为 2

X 104 CFU/mL。而经 AF-MNPs 富集结合多重 PCR 检测 ， Saureus 的灵敏度为 20

CFU/mL. s. enteritidis 的灵敏度为 2 X 102 CFU/mL. L.monocytogenes 的灵敏度为 2

X 102 CFU/mL。 将三种食源性致病菌进行等浓度混合并污染牛奶样品 ， 与未经

AF-MNPs 富集直接增菌 8h 后进行多重 PCR 法相比， 用 AF-MNPs 富集并增菌 8h

后结合多重 PCR 法对牛奶样品中同时检测的三种食源性致病菌 ， Saureus 、

S. enteritidis 和 L.monocytogenes 的灵敏度分别提高 100 倍或 1000 倍 ， 因此 ， AF­

MNPs 富集结合多重 PCR法可有效提高多重 PCR检测的灵敏度。

2 展望

本论文成功制各 AF-MNPs ， 用 AF二MNPs 富集致病菌并应用于多重 PCR检测

中， 但实验中仍然有一些不足之处，可以从以下几个方面进行改进:

1 )本研究基于革兰氏阳性菌和革兰氏阳性菌细胞壁结构的不同可能会影响

AF-MNPs 与细菌间的相互作用 ， 对 AF-MNPs 分别与革兰氏阳性菌和革兰民阳性菌

的吸附捕获作用的影响因素进行了初步探讨 ， 但是对于细胞壁带负电荷的结构成

分， 如脂多糖、 蛋白质和肤聚糖对于 AF-MNPs 与细菌间的相互作用是否有重要影

响还未进行实验性的探究， 因此可以通过用乙醇(溶解细菌表面脂膜)、膜蛋白酶

(消化细菌表面蛋臼〉分别处理细菌表面， 继续展开研究， 深入探讨细菌细胞壁结

构不同对于 MNPs 和细菌 |回静电相互作用的影响。
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2 ) 本研究在 AF-MNPs 富集细菌结合多重 PCR 检测人工污染牛奶样品中的致

病菌时， 没有考虑到杂菌的影响， 尤其是高浓度杂菌对方法的干扰作用，如果杂菌

浓度过高形成竞争，低浓度的目标菌很可能漏检。在多重 PCR检测时， 应该同时

加入高浓度的杂菌， 探讨在高浓度杂菌下，该检测方法的高效灵敏性。

3 ) 本研究探讨了 AF-MNPs 在食品中捕获细菌的效率，由于食品基质非常复

杂， 对磁性纳米粒子在相应的食品液体中的分散行为与食品基质的干扰作用研究还

不够，可对其进行进一步的研究探索。

的 本研究基于 AF-MNPs 捕获富集细菌结合多重 PCR 检测技术仅对人工污染

的牛奶样品进行了检测， 仍需对多种且多量的食品样品进行检测， 以验证捕获和检

测的适用性及准确性。
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