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双歧杆菌免疫学检测方法的研究

孙　震 ,张　灏 ,解　晴 ,厉　凡
(无锡轻工大学食品学院 ,江苏无锡 214036)

摘要: 建立双歧杆菌快速检测方法 间接 ELISA法 . 应用双歧杆菌细胞壁作为抗原所获

得的抗血清 ,能够检测出双歧杆菌的最低浓度范围在 105 mL左右 . 在检测过程中无需纯化

抗原 . 所建立的方法具有较强的特异性 ,能够有效地将两歧双歧杆菌与其它种属的微生物区

别开来 .
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　　国内外诸多专家学者对双歧杆菌深入、广泛的研究表明: 双歧杆菌是人类及某些动物肠

道中对机体有益的正常菌 ,它与机体的健康状况密切相关 . 关于细菌分类鉴定 ,目前国内外

常采用的方法有:传统的生物学培养法 ,代谢产物法 ,核酸分子杂交技术 ,基因型分析法 ,菌

细胞蛋白凝胶电泳谱分析技术 ,酶免疫学方法及 PCR技术等 . 至于双歧杆菌制品质量的鉴

定 ,目前一般仍采用传统的生物学培养法 .双歧杆菌是一种严格厌氧菌 ,现有的检测方法或

需特殊的设备 ,或操作复杂、耗工费料 ,很难达到快速、准确的检测要求 . 本文旨在通过对双

歧杆菌的血清学研究 ,利用抗原抗体间特异性结合的特性建立一种灵敏、快速、简便的方法 ,

从而为利用 ELISA技术快速检测双歧杆菌提供理论依据 .

1　材料与方法

1. 1　供试菌株

1)两歧双歧杆菌 F-35 (Bif idobacterium bi f idum F-35):作者所在实验室保存 ,从正常

婴儿粪便中分离获得 .

2)双歧杆菌 XS( B if idobacterium sp . X S):作者所在实验室从市售双歧制剂中分离获

得 [1 ] .

3)其它种属的细菌: 作者所在实验室分离、鉴定和保存 .
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1. 2　检测样品

国内有关企业生产的双歧制剂 ,分别编号 .

1. 3　实验动物

ICR小鼠 ,购自江苏原子医学研究所 . 6～ 8周龄 ,雌雄随机 .

1. 4　酶标抗体

购自上海细胞所 ,工作浓度 1∶ 2 000.

1. 5　培养基

MRS液体培养基
[2 ]
.

1. 6　免疫原 (细胞壁 )的制备

方法 [3、 4 ]: 双歧杆菌接种于 M RS液体培养基中 , 39℃厌氧培养 24 h后 , 1 000 g离心 ,收

获菌体 ,以 0. 9% NaCl(预冷 )洗涤 2次 ,高速均质机 13 000 r /min, 1 min; 1 000g离心 ,弃沉

淀 ; 20 000 g , 4℃冷冻高速离心 , 20 min,弃上清液 ;生理盐水洗涤 2次 ;分别加入质量浓度

为 10 g /L的胰蛋白酶 , 10 mg /mL DNA酶 37℃ , 2 h; 20 000 g离心 ,弃上清液 ;加 10%三氯

醋酸 , 35℃ , 24 h;以生理盐水洗涤 2次 ;丙酮 ,乙醚依次洗涤、脱水、干燥 .

1. 7　免疫血清的制备

用生理盐水稀释免疫原 (细胞壁 )至质量浓度为 1 mg /mL,每只小鼠每次背部皮下多点

注射 0. 1 mL;第一次注射时将稀释的免疫原与等量的弗氏完全佐剂充分乳化 ,以后的 4次

注射 ,则与等量的不完全佐剂乳化 ,注射间隔时间 14 d. 最后一次注射后 3 d,摘眼球放血处

死 ,离心 ,收集血清 .

1. 8　待测抗原的制备

1. 8. 1　待测细胞碎片抗原的制备　将收获的菌体细胞用 pH9. 6的碳酸包被液洗涤 2次 ,

调整细胞浓度至 10
8
mL

-1
,用高速均质机以 13 000 r /min进行 1 min破碎 ,使用时用碳酸包

被液稀释至不同浓度 ,用于检测 .

1. 8. 2　待测完整全细胞抗原的制备　将收获的双歧杆菌细胞 ,以 0. 9%的 NaCl洗涤 2次 ,

以 100℃ 5 min热致死 ,用 pH9. 6的碳酸包被液洗涤 2次 ,用该包被液调整细胞浓度 ,用于

检测 .

1. 9　间接 ELISA法
[ 5]检测双歧杆菌

待测抗原用碳酸包被液包被 , 4℃过夜 , PBS-BSA封闭 ,抗血清用 PBS-BSA稀释 300倍

作用 ,酶标二抗作用 , O PD显色 , 490 nm测 O. D.值 .各过程 37℃温育 2 h , 每一步骤间用

PBST洗涤 3次 .

1. 10　夹心 ELISA法检测双歧杆菌

免疫血清包被 , 4℃过夜 , PBS-BSA封闭 ,待测抗原作用 ,酶标二抗作用 , O PD显色 , 490

nm测 O. D.值 .各过程 37℃温育 2 h,每一步骤间用 PBS T洗涤 3次 .

2　结果与讨论

2. 1　检测抗原的灵敏度

　　以 F-35的全细胞碎片 ,稀释成不同浓度包被 ,利用间接 ELISA法检测 . 结果见表 1.

可看出 ,利用间接 ELISA法能够检测出双歧杆菌的最低浓度范围在 105～ 104 mL
-1 . 这一结

果与 Kenji yasuda
[6 ]
等报道的用单克隆抗体检测 Porph yromonas gingival is的灵敏度接近 .
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据报道
[7 ]
一般细菌细胞用 ELISA法检测的范围在 1× 10

6
～ 1× 10

8
,用 DNA探针技术的检

测范围是 6× 10
3
～ 6× 10

5
,本实验能获得较高的灵敏度 ,说明双歧杆菌的抗原主要集中在细

胞壁表面 ,以细胞壁为免疫原所获得的抗血清能够灵敏地检测相应的抗原 . 但在本试验中

所获得的抗血清的效价不够理想 ,不同批次之间也存在有一定的差异 ,其原因有待于进一步

研究 .

表 1　检测抗原的灵敏度

抗原 空白 1) 阴性 2) 108 107 106 105 104 103 102 101

OD490 0. 00 0. 01 0. 96 0. 85 0. 62 0. 21 0. 16 0. 07 0. 00 0. 00

　　　注: 1) 包被缓冲液包被反应板作空白对照 ; 2) 正常血清代替抗血清作阴性对照 .

2. 2　抗原的不同检测方式

分别以 F-35的全细胞碎片及完整全细胞作为抗原 ,利用间接 ELISA法进行检测 . 结

果见表 2.在检测过程中所包被的抗原可以是经过处理的全细胞碎片 ,也可以是完整的全细

胞 ,以何种方式处理抗原对检测结果影响不明显 . 说明在检测工作中无需纯化抗原 ,这使得

该方法在使用中操作更简便实用 ,易于推广 .

表 2　抗原不同被检方式的比较

抗原 空白 阴性对照 1. 5× 108 108 107 106 105

细胞碎片 OD490nm 0. 00 0. 06 1. 18 0. 96 0. 85 0. 62 0. 21

完整细胞 OD490nm 0. 00 0. 02 1. 04 1. 00 0. 56 0. 53 0. 11

2. 3　不同检测方法的比较

　　以 F-35的全细胞碎片作为抗原 ,分别利用间接 ELISA法及夹心 ELISA法进行检测 .

结果见表 3.

表 3　不同检测方法的比较　　　　 ( O. D. 490nm值 )

检测方法 空白 阴性对照 108 2. 5× 107 1. 2× 107 6× 106 3× 106

间接 ELISA 0. 00 0. 00 0. 80 0. 62 0. 48 0. 38 0. 22

夹心 ELISA 0. 00 0. 05 0. 70 0. 59 0. 54 0. 42 0. 30

　　从表 3可看出 ,间接 ELISA法的灵敏度与夹心 ELISA法的基本一致 . 这一结果与

Oladepo
[8 ]等用多克隆抗体检测 Listeria monocytogenes的结果接近 . 但据 Oladepo报道 ,夹

心 ELISA法具有较高的交叉反应 ,说明在检测中应直接包被抗原 ,利用间接 ELISA法进行

检测 . 本实验关于间接 ELISA法的交叉反应性研究见 2. 5,夹心 ELISA法的交叉反应性有

待于进一步研究 . 由于在本实验中采用的抗血清的批次与其它实验不同 ,导致 OD值明显

偏低 ,其原因笔者在 2. 1中已提到 ,但其结果不影响两种检测方法的比较 .

2. 4　不同培养时间下的间接 ELISA法检测结果

　　通过对不同培养时间下双歧杆菌的间接 ELISA法的检测 ,可以得出 F-35在不同生长

时期 OD490nm值的变化 ,其结果与双歧杆菌的生长曲线 O. D. 620nm接近 ,见图 1.

　　细菌细胞的光密度值可表示培养物中菌量的多少 ,但发酵产物和培养基成分不能吸收

在所用的波长范围内的光 . 而且培养物中有非细胞固体存在时 ,该技术也不能使用 . 从图 1

中可看出 ,间接 ELISA法能够反映培养过程中菌体数量的变化 ,且不受培养物的影响 ,可以

作为测量菌体数量的一种方法 .

2. 5　抗血清的特异性

　　利用双歧杆菌的细胞壁抗血清 ,检测本实验室保存的乳酸菌、双歧杆菌以及其它种属的
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图 1　间接 ELISA法与光密度法测定菌体数量的比较

细菌 ,结果见表 4. 从表中可看出 ,以双

歧杆菌的细胞壁作为免疫原得到的抗血

清用来检测双歧杆菌 ,所得结果不仅与

Bif idobacterium bi f idum F-35具有良

好的反应 ,且与来源形态上与之差异很

大的另一种 (尚未鉴定到种 )双歧杆菌

(Bif idobacterium sp X S)具有良好的反

应性 ,同时所得抗血清与双歧杆菌属以

外的其它乳酸菌及其它种属的微生物不

具有交叉反应性 . 实验结果表明 ,所建立

的方法能够有效地将双歧杆菌及其它种

属的微生物区分开来 ,具有较强的特异性 . 关于双歧杆菌 XS的种的地位有待于进一步确

定 ,但根据对其的初步鉴定 [1 ] ,与 F-35同属于一个菌种的可能性不大 ,因此 ,实验结果同时

说明 ,在双歧杆菌属的表面存在有相同的抗原 ,这为我们今后试剂盒的研制提供了理论依

据 .

2. 6　利用抗血清检测双歧制品及乳酸菌制品

　　利用间接 ELISA法检测了市售的 6种双歧制品及 5种乳酸菌制品 ,结果见表 5. 结果

发现双歧杆菌抗血清能与制剂中的双歧杆菌发生明显的阳性反应 ,而在乳酸菌制品中没有

发现该反应 ,因而所建立的方法可以用来检测保健食品中的双歧杆菌 .

表 4　抗血清的特异性

菌种名称 O. D. 490nm 结果

双歧杆菌 F-35Bi f idobacterium bi f idum 0. 96 +

双歧杆菌 X SBi f idobacter ium sp . 0. 91 +

保加利亚乳杆菌 Lactobaci llus bulgaricus 0. 00 -

嗜热链球菌 Strep tococcus thermophi lus 0. 00 -

金黄色葡萄球菌 S ta ph ylococcus aureus 0. 00 -

白葡萄球菌 Sta ph ylococcus albus 0. 04 -

腊状芽孢杆菌 Bacil lus cereus 0. 05 -

四联球菌 Micrococcus tet ra 0. 00 -

沙门氏菌 Salmonel la sp . 0. 00 -

大肠杆菌 Escherich ia coi l 0. 00 -

表 5　利用双歧杆菌抗血清检测市售商品

序号 制剂中所含主要微生物种类 O. D. 490nm 结果

样品 A1 B. sp . & L . lact is 0. 54 +

样品 B1 B. sp . 0. 84 +

样品 C1 B. sp . & L .acido phi lus 0. 45 +

样品 D1 未注明 0. 76 +

样品 E1
B. sp .、 L .bulgar ius &
S . thermoph ilus

0. 16 ±

样品 F1
B. sp .、 Enterococcus sp &
Lactobaci llus sp .

0. 27 +

样品 A2 S . faecali s 0. 13 -

样品 B2 L . lact is& S . thermophilus 0. 05 -

样品 C2 S . thermoph ilus& L .bulgar ius 0. 10 -

样品 D2 同样品 C2 0. 02 -

样品 E2 同样品 C2 0. 06 -

3　结　　语

　　双歧杆菌制品是一种微生态调节剂 ,其活菌的数量决定或影响着制剂的品质 .由于微生

态制剂是以其所含活菌的积极生命活动而达到其宿主微生态平衡的 ,因此其活菌含量的高

低 ,始终是评定产品品质的关键指标 .然而 ,国内外至今尚缺乏真正有效的用以测定其活菌

数量进而实现其品质评价的基本方法 .作者所建立的双歧杆菌免疫血清学检测方法快速、灵

敏和专一 .该方法的推广应用不仅有助于双歧杆菌制剂产品的生产和品质监测 ,而且为制定
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统一的行业质量标准提供了理论基础 . 对免疫血清学的进一步研究 ,将为双歧制剂中活菌

数量的动态测定 ,提供一种可能的选择 .
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Studies on Immunology Methods Detect Bifidobacterium Bif idum

SUN Zhen, ZHANG Hao, XIE Qing, LI Fan
( School of Food Science and Tech no lo gy , Wux i Univ e rsity of Light Industr y, Jiang su Wuxi 214036)

Abstract: The indirect ELISA testing method fo r rapidly detecting Bifidobacterium bifidum

has been developed. Mouse poly clonal antibodies against the cell wall f rom

Bifidobacterium bi fidum a re obtained. The minimum value of Bifidobacterium bifidum 's

concentra tion w hich is capable of being determinated is about 105 mL. Using the method

can ef fectively di ffer bifidobacterium bi fidum from o ther species of microbes wi thout the

puri fica tion of the antibody, w hich is highly speci fic.

Key words: bif idobacterium bi f idum; immunology method; detecting
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