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(57)摘要

本发明公开了一种CGC杂化纳米复合物及其

制备方法和应用，所述CGC杂化纳米复合物即Con 

A‑GOx‑Ca2(PO4)3。在此复合物的基础上，本发明

设计了一种大肠杆菌O157:H7的杂化纳米复合物

比色检测体系及方法，实现了大肠杆菌O157:H7

的可视化检测，且操作简便，检测特异性强，灵敏

度高，其最低检测限为10CFU·mL‑1。在实际样品

的检测中，所述检测方法的检测回收率也在93～

102％之间，具有较高的准确性，不仅适于大肠杆

菌O157:H7的现场快速检测，在其他病原菌或临

床诊断的检测中也具有巨大应用潜力。
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1.  一种Con  A‑GOx‑Ca2（PO4）3杂化纳米复合物，其特征在于，所述纳米复合物是将伴刀

豆球蛋白A、葡萄糖氧化酶及Ca2+ 离子溶于PBS缓冲溶液后通过一锅法合成；其制备方法包

含以下步骤：

S1.将500～1500 μL  10  mM  PBS缓冲溶液、50～200 μL  0.1  mg/mL  伴刀豆球蛋白A、50

～200 μL  0.1  mg/mL葡萄糖氧化酶及10～100 μL  100～500  mM  CaCl2溶液混匀，室温下静

置16～24  h，至产生白色絮状沉淀物；

S2.将混合溶液在室温下，8000～12  000  rpm离心3～5  min后，去除上清液，加入1～5 

mL  0.1～10  mM  PBS缓冲溶液洗涤、离心，即得。

2. 一种检测大肠杆菌O157:  H7的方法，其特征在于，包含以下步骤：

S1.将大肠杆菌O157:  H7抗体磁珠用PBS缓冲液洗涤后悬浮备用；

S2.将步骤S1所得抗体磁珠悬浮液、待测样品以及权利要求1所述的Con  A‑GOx‑Ca2

（PO4）3杂化纳米复合物混合孵育，形成“磁珠‑靶标‑CGC”结合的三明治夹心结构，用PBS缓冲

液洗涤备用；所述抗体磁珠、大肠杆菌O157:  H7及纳米复合物CGC的孵育温度为25℃～55

℃，孵育时间为20～60  min；所述PBS缓冲液的pH值为4.5～8.5；

S3.取适量β‑D‑葡萄糖溶液加入S2所述夹心结构中混匀反应，反应后将磁珠吸附，吸取

上清液滴加在H2O2试纸条上，反应10～60  s后进行结果判别。

3.  根据权利要求2所述方法，其特征在于，步骤S2中抗体磁珠悬浮液的用量为1～6 μ

L，待测样品的用量为10～100 μL，Con  A‑GOx‑Ca2（PO4）3杂化纳米复合物的用量为1～10 μ

L。

4. 根据权利2所述方法，其特征在于，步骤S3中，β‑D‑葡萄糖溶液的浓度为10～60  mM。
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一种CGC杂化纳米复合物及其制备方法和应用

技术领域

[0001] 本发明属于食源性病原菌检测技术领域。更具体地，涉及一种Con  A‑GOx‑Ca2

(PO4)3(CGC)杂化纳米复合物及其制备方法和应用。

背景技术

[0002] 大肠杆菌O157:H7作为最常见的食源性致病菌之一，广泛存在于肉、蛋和蔬菜中，

其能导致人体出现严重的出血性腹泻、溶血性尿毒症、新生儿败血症或急性肾衰竭，甚至死

亡。若能对大肠杆菌O157:H7进行及时准确的检测，则可以有效的减少其所带来的危害。因

此，构建一种简单、快速、准确的检测大肠杆菌O157:H7的方法具有重要意义。

[0003] 在食源性致病菌的检测方法中，比色生物传感器由于具有简单性和肉眼可识别

性，常用于病原微生物的快速检测。而试纸条作为常见的比色传感器输出方式之一，被广泛

应用于生物检测领域，与其他比色传感器信号输出方式相比，试纸条具有体积小、操作简

单、易读取以及成本低等优点。Ge等人发现蛋白质等有机物质和磷酸盐能形成一种多孔花

状、大比表面积的有机‑无机纳米复合物。当酶或抗体作为有机‑无机纳米复合物的有机成

份时，与自由酶相比，具有优异的稳定性和酶活性，与自由抗体相比，具有优异的捕获能力。

近年来，基于此类有机‑无机纳米复合物的生物传感器在疾病诊断和检测中得到应用。中国

专利CN108300758A公开了一种Hemin杂化纳米花及其制备方法和应用，但使用该方法检测

大肠杆菌O157:H7时，需使用紫外分光光度计等测反应溶液的吸光度，仍不够便携，不适于

现场快速检测。

发明内容

[0004] 本发明要解决的技术问题是克服现有上述技术的缺陷和不足，提供一种具有特异

性的Con  A‑GOx‑Ca2(PO4)3杂化纳米复合物及其制备方法和应用。所述Con  A‑GOx‑Ca2(PO4)3

杂化纳米复合物能够与H2O2试纸条结合，通过发生显色反应，实现对食源性致病菌—大肠杆

菌O157:H7的可视化快速检测。

[0005] 本发明的第一个目的是提供一种Con  A‑GOx‑Ca2(PO4)3杂化纳米复合物。

[0006] 本发明的第二个目的是提供一种Con  A‑GOx‑Ca2(PO4)3杂化纳米复合物的制备方

法。

[0007] 本发明的第三个目的是提供一种用于检测大肠杆菌O157:H7的杂化纳米复合物比

色检测体系。

[0008] 本发明的第四个目的是提供一种利用所述杂化纳米复合物比色检测体系检测大

肠杆菌O157:H7的方法。

[0009] 本发明上述目的通过以下技术方案实现：

[0010] 本发明首先提供了一种Con  A‑GOx‑Ca2(PO4)3杂化纳米复合物，是将伴刀豆球蛋白

A(Con  A)、葡萄糖氧化酶(GOx)及Ca2+离子溶于磷酸盐缓冲盐溶液(PBS)后，通过一锅法合成

得到。
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[0011] 本发明所述Con  A‑GOx‑Ca2(PO4)3杂化纳米复合物(简称CGC)中的Ca3(PO4)2作为无

机骨架固定Con  A和GOx，同时，Ca2+与GOx共存产生协同增效作用，可以增强酶催化活性，使

CGC具有更好的适应性及活性，对外界条件敏感度低，稳定性强。

[0012] 本发明还提供所述Con  A‑GOx‑Ca2(PO4)3杂化纳米复合物的制备方法，包含以下步

骤：

[0013] S1.在离心管中依次加入500～1500μL  10mM  PBS缓冲溶液、50～200μL  0.1～1mg/

mL  Con  A、50～200μL  0.1～1mg/mL葡萄糖氧化酶及10～100μL  100～500mM  CaCl2溶液，立

即振荡混匀，室温下静置16～24h，至产生白色絮状沉淀物；

[0014] S2.将混合溶液在室温下，8000～12  000rpm离心3～5min后，去除上清液，加入1～

5mL  0.1～10mM  PBS缓冲溶液洗涤、离心两次，弃上清后加入100～500μL  0.1～10mM  PBS缓

冲液悬浮，4℃保存。

[0015] 本发明利用上述Con  A‑GOx‑Ca2(PO4)3杂化纳米复合物(CGC)对大肠杆菌O157:H7

进行可视化定量检测的原理是：CGC中的Con  A可与大肠杆菌O157:H7结合，同时通过带有大

肠杆菌O157:H7特异性抗体的磁珠对大肠杆菌O157:H7进行识别并富集。在靶标大肠杆菌

O157:H7存在的情况下，三者形成“磁珠‑靶标‑CGC”三明治夹心结构，并通过PBS缓冲液漂洗

去除反应中多余的CGC杂化纳米复合物。此外，CGC纳米复合物中的葡萄糖氧化酶可将β‑D‑

葡萄糖催化为H2O2及葡萄糖酸。因此，在三明治夹心结构中添加β‑D‑葡萄糖溶液可使催化产

生H2O2，即可通过直接使用H2O2试纸条实现大肠杆菌O157:H7的可视化定量检测及分析，用

于现场的快速检测。

[0016] 因此，本发明在所述Con  A‑GOx‑Ca2(PO4)3杂化纳米复合物的基础上，还提供了一

种用于检测大肠杆菌O157:H7的杂化纳米复合物比色检测体系，其包含大肠杆菌O157:H7抗

体磁珠、Con  A‑GOx‑Ca2(PO4)3杂化纳米复合物以及H2O2试纸条。

[0017] 优选地，还包含β‑D‑葡萄糖溶液。

[0018] 本发明还提供了一种利用所述Con  A‑GOx‑Ca2(PO4)3杂化纳米复合物比色检测体

系检测大肠杆菌O157:H7的方法，包含以下步骤：

[0019] S1.将大肠杆菌O157:H7抗体磁珠用PBS缓冲液洗涤后悬浮备用；

[0020] S2.将步骤S1所得抗体磁珠悬浮液、大肠杆菌O157:H7以及Con  A‑GOx‑Ca2(PO4)3杂

化纳米复合物混合孵育，形成“磁珠‑靶标‑CGC”结合的三明治夹心结构，用PBS缓冲液洗涤

备用；

[0021] S3.取适量β‑D‑葡萄糖溶液加入S2所述夹心结构中混匀，用磁珠分离器将磁珠吸

附，吸取上清液滴加在H2O2试纸条上，反应10～60s后立即用拍摄设备拍摄信号。

[0022] 上述检测方法的原理为：Con  A‑GOx‑Ca2(PO4)3杂化纳米复合物中的Con  A作为一

种生物识别元件，对大肠杆菌O157:H7表面的O‑抗原具有很高的亲和力，可结合大肠杆菌

O157:H7；而葡萄糖氧化酶作为信号输出元件，可以将β‑D‑葡萄糖催化为H2O2及葡萄糖酸。当

靶标大肠杆菌O157:H7存在时，加入带有大肠杆菌O157:H7特异性抗体的磁珠和CGC，三者可

形成“磁珠‑靶标‑CGC”三明治夹心结构复合物；当孵育结束后，通过PBS缓冲液洗去多余的

CGC，再加入β‑D‑葡萄糖，使β‑D‑葡萄糖被葡萄糖氧化酶催化为H2O2和葡萄糖酸，H2O2试纸条

对H2O2进行显色，从而实现大肠杆菌O157:H7的可视化检测；进一步利用摄像设备，如智能手

机等即可记录显色结果，还可利用Image  J软件对H2O2试纸条显色结果分析。反之当没有大

说　明　书 2/8 页

4

CN 113670907 B

4



肠杆菌O157:H7靶标存在时，无法形成夹心结构，没有葡萄糖氧化酶，β‑D‑葡萄糖就不能酶

解生成H2O2，H2O2试纸条无颜色变化。

[0023] 本发明通过大肠杆菌O157:H7浓度变化与H2O2试纸条颜色变化的相关性，可对大肠

杆菌O157:H7的浓度进行定量分析。

[0024] 优选地，步骤S2中抗体磁珠悬浮液的用量为1～6μL，大肠杆菌O157:H7的用量为10

～100μL，Con  A‑GOx‑Ca2(PO4)3杂化纳米复合物的用量为1～10μL，见实施例5。

[0025] 优选地，步骤S2中抗体磁珠、大肠杆菌O157:H7及纳米复合物CGC的孵育温度为25

℃～55℃，见实施例5。

[0026] 优选地，步骤S2中，抗体磁珠、大肠杆菌O157:H7及纳米复合物CGC的孵育时间为20

～60min，见实施例5。

[0027] 更优选地，步骤S2中，抗体磁珠、大肠杆菌O157:H7及纳米复合物CGC的孵育时间为

40～60min，见实施例5。

[0028] 优选地，步骤S2中，PBS缓冲液的pH值为4.5～8.5，见实施例5。

[0029] 更优选地，步骤S2中，PBS缓冲液的pH值为5.5～7.5，见实施例5。

[0030] 优选地，步骤S3中，β‑D‑葡萄糖溶液的浓度为10～60mM，见实施例5。

[0031] 更优选地，步骤S3中，β‑D‑葡萄糖溶液的浓度为40～60mM，见实施例5。

[0032] 本发明具有以下有益效果：

[0033] 本发明基于Con  A‑GOx‑Ca2(PO4)3杂化纳米复合物信号放大技术来测定食源性致

病菌大肠杆菌O157:H7，Con  A‑GOx‑Ca2(PO4)3杂化纳米复合物具有葡萄糖氧化酶活性，其具

有以下优点：

[0034] (1)本发明通过“一锅法”合成的Con  A‑GOx‑Ca2(PO4)3杂化纳米复合物中的Ca3

(PO4)2作为无机骨架固定Con  A和GOx，同时，Ca2+与GOx共存产生协同增效作用，可以增强酶

催化活性，具有更好的适应性及活性，对外界条件敏感度低，稳定性强，制备方法的操作简

单；

[0035] (2)本发明通过一步法使“磁珠‑靶标‑CGC”形成三明治夹心结构复合物，其中，

ConA作为识别元件与大肠杆菌O157:H7细胞膜识别结合，纳米复合物中的葡萄糖氧化酶由

于Ca2+离子的作用，增强了催化活性和稳定性，催化β‑D‑葡萄糖转化为葡萄糖酸及H2O2，而

H2O2试纸条的比色度变化强度作为信号输出端检测结果，实现了大肠杆菌O157:H7的可视化

检测；

[0036] (3)本发明所述基于CGC和H2O2试纸条对食源性病原菌大肠杆菌O157:H7检测的特

异性强，灵敏度高，其最低检测限为10CFU·mL‑1，检测的线性范围为10～106CFU·mL‑1。

[0037] (4)本发明所述检测方法在实际样品的检测中，检测回收率在93～102％之间，具

有较高的准确性。

[0038] (5)本发明所述检测方法的操作简便，适于致病菌大肠杆菌O157:H7的现场检测，

在其他病原菌或临床诊断的检测中具有巨大应用潜力。

附图说明

[0039] 图1为Con  A‑GOx‑Ca2(PO4)3杂化纳米复合物的扫描电子显微图像，其中图A的放大

倍数为10000×，图B的放大倍数为25000×。
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[0040] 图2为Con  A‑GOx‑Ca2(PO4)3杂化纳米复合物结合H2O2试纸条对大肠杆菌O157:H7可

视化检测原理图。

[0041] 图3为检测条件优化结果，其中图A对应磁珠‑靶标‑CGC的孵育时间，图B对应磁珠‑

靶标‑CGC的孵育温度，图C对应PBS缓冲溶液的pH，图D对应β‑D‑葡萄糖的浓度。

[0042] 图4为大肠杆菌O157:H7可视化检测的灵敏度分析结果，其中图A为H2O2试纸条对不

同浓度的大肠杆菌O157:H7的检测结果，图B为不同浓度的大肠杆菌O157:H7的比色度变化

强度，图C为H2O2试纸条的Δintensity％与大肠杆菌O157:H7浓度的线性关系。

[0043] 图5为可视化检测的特异性分析结果，其中图A为H2O2试纸条对不同菌种的检测显

色结果，图B为不同菌种的Δintensity％统计结果。

具体实施方式

[0044] 以下结合说明书附图和具体实施例来进一步说明本发明，但实施例并不对本发明

做任何形式的限定。除非特别说明，本发明采用的试剂、方法和设备为本技术领域常规试

剂、方法和设备。

[0045] 除非特别说明，以下实施例所用试剂和材料均为市购。

[0046] 本发明中所涉及的食源性致病菌菌株，包括大肠杆菌O157:H7(CICC  21530)、大肠

杆菌(CICC  10389)、鼠伤寒沙门氏菌(CCICC  21482)、金黄色葡萄球菌(CICC  21600)、单核

细胞增生李斯特菌(CICC  21529)和副溶血性弧菌(CICC  21617)均由中国工业微生物菌种

保藏管理中心提供。H2O2试纸条购自德国Merck有限公司。

[0047] 大肠杆菌O157:H7抗体磁珠购自美国Thermo  Fisher  Scientific有限公司；伴刀

豆蛋白A(Con  A)购自Sigma‑Aldrich(上海)贸易有限公司；葡萄糖氧化酶(GOx)购自Sigma‑

Aldrich(上海)贸易有限公司。

[0048] 实施例1  Con  A‑GOx‑Ca2(PO4)3杂化纳米复合物的合成与分析

[0049] Con  A‑GOx‑Ca2(PO4)3杂化纳米复合物的合成

[0050] (1)在1 .5mL离心管中依次加入780μL浓度为10mM的PBS缓冲液、100μL浓度为

0.1mg/mL的伴刀豆球蛋白(Con  A)、100μL浓度为0.1mg/mL的葡萄糖氧化酶(GOx)以及20μL

浓度为200mM的CaCl2溶液，立即振荡混匀，并静置于室温下16h，产生白色絮状沉淀物；

[0051] (2)将步骤(1)中所得混合溶液于室温，10000rpm离心5min后，去除上清液，加入

1mL浓度为1mM的PBS缓冲液洗涤、离心两次，最后加入100μL浓度为1mM的PBS缓冲液制成Con 

A‑GOx‑Ca2(PO4)3有机‑无机纳米复合物(CGC)的悬浮液，取适量CGC用扫描电镜显示所合成

的纳米复合物的外貌特征，其余保存于4℃冰箱待用。

[0052] Con  A‑GOx‑Ca2(PO4)3杂化纳米复合物的扫描电子显微图像如图1所示，其中图A的

放大倍数为10000×，图B的放大倍数为25000×。如图1A所示，CGC是大约6μm的花状纳米结

构。进一步对其结构进行分析，从图1B中可以看出CGC具有纳米级分层的花瓣结构，这使得

CGC具有较高的比表面积，有助于增大识别蛋白的靶标捕获和增强酶催化的活性。

[0053] 实施例2  Con  A‑GOx‑Ca2(PO4)3杂化纳米复合物的合成与分析

[0054] Con  A‑GOx‑Ca2(PO4)3杂化纳米复合物的合成

[0055] (1)在1.5mL离心管中依次加入500μL浓度为10mM的PBS缓冲液、50μL浓度为1mg/mL

的伴刀豆球蛋白(Con  A)、50μL浓度为1mg/mL的葡萄糖氧化酶(GOx)以及10μL浓度为500mM
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的CaCl2溶液，立即振荡混匀，并静置于室温下20h，产生白色絮状沉淀物；

[0056] (2)将步骤(1)中所得混合溶液于室温，12000rpm离心3min后，去除上清液，加入

5mL浓度为0.1mM的PBS缓冲液洗涤、离心两次，最后加入500μL浓度为0.5mM的PBS缓冲液制

成Con  A‑GOx‑Ca2(PO4)3有机‑无机纳米复合物(CGC)的悬浮液，取适量CGC用扫描电镜显示

所合成的纳米复合物的外貌特征，其余保存于4℃冰箱待用。

[0057] 此实施例制备所得的Con  A‑GOx‑Ca2(PO4)3杂化纳米复合物的扫描电子显微图像

与图1类似，具有纳米级分层的花瓣结构。

[0058] 实施例3  Con  A‑GOx‑Ca2(PO4)3杂化纳米复合物的合成与分析

[0059] Con  A‑GOx‑Ca2(PO4)3杂化纳米复合物的合成

[0060] (1)在1 .5mL离心管中依次加入1500μL浓度为10mM的PBS缓冲液、200μL浓度为

0.1mg/mL的伴刀豆球蛋白(Con  A)、200μL浓度为0.1mg/mL的葡萄糖氧化酶(GOx)以及100μL

浓度为300mM的CaCl2溶液，立即振荡混匀，并静置于室温下24h，产生白色絮状沉淀物；

[0061] (2)将步骤(1)中所得混合溶液于室温，8000rpm离心5min后，去除上清液，加入1mL

浓度为10mM的PBS缓冲液洗涤、离心两次，最后加入100μL浓度为10mM的PBS缓冲液制成Con 

A‑GOx‑Ca2(PO4)3有机‑无机纳米复合物(CGC)的悬浮液，取适量CGC用扫描电镜显示所合成

的纳米复合物的外貌特征，其余保存于4℃冰箱待用。

[0062] 此实施例制备所得的Con  A‑GOx‑Ca2(PO4)3杂化纳米复合物的扫描电子显微图像

与图1类似，具有纳米级分层的花瓣结构。

[0063] 实施例4大肠杆菌O157:H7的可视化检测

[0064] 本发明基于CGC纳米复合物及H2O2试纸条对大肠杆菌O157:H7进行比色法检测的原

理如图2所示。本发明在室温条件下，通过“一锅法”将伴刀豆蛋白A(Con  A)、葡萄糖氧化酶

(GOx)和Ca2+离子合成了Con  A‑GOx‑Ca2(PO4)3有机‑无机纳米复合物(CGC)。其中，Ca2(PO4)3

作为无机骨架固定Con  A和GOx，同时Ca2+离子可以与GOx共存，产生协同增效作用，增强酶的

催化活性。Con  A作为一种生物识别元件，对大肠杆菌O157:H7表面的O‑抗原具有很高的亲

和力，葡萄糖氧化酶作为信号输出元件，可以将β‑D‑葡萄糖催化为H2O2及葡萄糖酸。当靶标

大肠杆菌O157:H7存在时，抗体磁珠、靶标和CGC纳米复合物可以形成“磁珠‑靶标‑CGC”三明

治夹心结构，使β‑D‑葡萄糖被催化为H2O2和葡萄糖酸，H2O2使H2O2试纸条变色，表明所测样品

中含有大肠杆菌O157:H7，可使用拍摄设备记录显色结果，此外还可使用ImageJ软件对H2O2
试纸条的显色结果进行定量分析。反之，当没有靶标存在时时，不能形成夹心结构，没有葡

萄糖氧化酶，β‑D‑葡萄糖也就不能酶解生成H2O2，H2O2试纸条无颜色变化。

[0065] Con  A‑GOx‑Ca2(PO4)3杂化纳米复合物结合H2O2试纸条对大肠杆菌O157:H7进行可

视化检测的步骤如下：

[0066] (1)大肠杆菌O157:H7抗体磁珠的预处理：试验前将抗体磁珠用等体积的1mM的PBS

缓冲液洗涤2～5次，再用等体积的PBS缓冲液悬浮备用；

[0067] (2)取3μL处理后的抗体磁珠、50μL靶标(大肠杆菌O157:H7)以及6μL的CGC杂化纳

米复合物加入离心管中，于25℃条件下孵育40min，形成“磁珠‑靶标‑CGC”结合的三明治夹

心结构，用50μL浓度为1mM的PBS缓冲液洗涤三次，备用；

[0068] (3)取10μL浓度为40mM的β‑D‑葡萄糖加入到步骤(2)所得夹心结构中，用移液枪混

匀后，利用磁珠分离器将RCR管中的磁珠吸附，吸取上清反应溶液滴加在H2O2试纸条上，反应
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30s后立即用拍摄设备拍摄反应信号，通过试纸条的颜色变化判断是否存在大肠杆菌O157:

H7，也可以用ImageJ软件进行定量分析。

[0069] 结果发现H2O2试纸条变色，表明成功构建了大肠杆菌O157:H7的快速可视化检测方

法。

[0070] 实施例5检测条件的优化

[0071] 本发明进一步研究发现，“磁珠‑靶标‑CGC”夹心结构复合物的孵育时间、孵育温度

以及洗涤缓冲溶液的pH值对复合物体系中三者结合的效率有很大影响。β‑D‑葡萄糖的量会

影响复合物中葡萄糖氧化酶将其催化为葡萄糖酸的量，对试纸条的显色信号具有影响。故

本发明根据葡萄糖诱导H2O2试纸条的比色度变化强度对检测条件进行了优化。H2O2试纸条

的比色度变化强度(Δintensity％)计算如下：Δintensity％＝[(In阳性–In阴性)/In阳性]×

100％，结果数据均进行3次重复。检测条件的优化结果如图3所示，其中图A对应磁珠‑靶标‑

CGC的孵育时间，图B对应磁珠‑靶标‑CGC的孵育温度，图C对应PBS缓冲溶液的pH，图D对应β‑

D‑葡萄糖的浓度。

[0072] 1、“磁珠‑靶标‑CGC”夹心结构复合物孵育时间的优化

[0073] 采用与实施例4相同的比色检测步骤，将孵育时间分别设置为20、30、40、50和

60min。孵育时间的优化结果如图3A所示，由图3A可知，随着孵育时间的增加，H2O2试纸条的

Δintensity％也随之增加。孵育时间为20～60min时，均可实现检测目的，但当孵育时间为

50min时，Δintensity％达到最大值且趋于稳定。

[0074] 2、“磁珠‑靶标‑CGC”夹心结构复合物孵育温度的优化

[0075] 采用与实施例4相同的比色检测步骤，将孵育温度分别设置为4℃、25℃、37℃和55

℃。孵育温度的优化结果如图3B所示，由图3B可知，随着孵育温度的升高，H2O2试纸条的Δ

intensity％先增大后减小，当孵育温度达到37℃时，H2O2试纸条的Δintensity％达到最大

值，从结果可以看出，孵育温度过高或过低都会影响“磁珠‑靶标‑CGC”三者的结合效率，对

Δintensity％有影响，25～55℃范围内较为理想。

[0076] 3、PBS洗涤缓冲液pH值的优化

[0077] PBS洗涤缓冲液的pH值分别选择4.5、5.5、6.5、7.5和8.5。PBS洗涤缓冲液pH值的优

化结果如图3C所示，由图3C可知，随着PBS洗涤缓冲液pH值的增加，H 2O 2试纸条的Δ

intensity％先增加后减小，当洗涤缓冲溶液的pH值达到7.5时，Δintensity％达到最大

值。从结果可以看出，PBS洗涤缓冲液的pH值过高或过低都会影响“磁珠‑靶标‑CGC”的结合

效率，对Δintensity％值有影响。

[0078] 4、β‑D‑葡萄糖溶液浓度的优化

[0079] 分别选择浓度为10、20、30、40、50和60mM的β‑D‑葡萄糖溶液进行优化实验。β‑D‑葡

萄糖溶液浓度的优化结果如图3D所示，由图3D可知，随着β‑D‑葡萄糖浓度的增加，H2O2试纸

条的Δintensity％也随之增加。β‑D‑葡萄糖的浓度为10～60mM时，均可实现检测目的，但

当β‑D‑葡萄糖的浓度达到40mM时，Δintensity％达到最大值且趋于稳定。

[0080] 若想达到最佳的检测效果，则可选择将“磁珠‑靶标‑CGC”夹心结构复合物在37℃

条件下孵育50min，使用pH值为7.5的PBS洗涤缓冲液进行洗涤，使用浓度为40mM的β‑D‑葡萄

糖进行检测。

[0081] 对上述条件进行优化的同时，本发明同时对抗体磁珠悬浮液、大肠杆菌O157:H7、
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Con  A‑GOx‑Ca2(PO4)3杂化纳米复合物以及β‑D‑葡萄糖的使用量进行了优化。结果发现，处

理后的大肠杆菌O157:H7抗体磁珠的用量为1～6μL，大肠杆菌O157:H7的用量为10～100μL，

CGC杂化纳米复合物的用量为1～10μL，β‑D‑葡萄糖的用量为10～50μL时，均能实现对大肠

杆菌O157:H7的可视化检测，不是对检测效果的关键影响因素。

[0082] 实施例6检测灵敏度和特异性分析

[0083] 1、灵敏度分析

[0084] 本发明所述大肠杆菌O157:H7的可视化检测的灵敏度分析在实施例4所述最佳反

应条件下进行，对检测方法的灵敏度进行分析，确定线性方程及检测范围，检出靶标最低检

测限，结果数据均进行3次及以上重复。用核酸蛋白分析仪计算菌液浓度，以10倍梯度稀释

法依次稀释到10、102、103、104、105、106、107CFU·mL‑1，待用。

[0085] 灵敏度分析结果如图4所示，其中图A为H2O2试纸条对不同浓度的大肠杆菌O157:H7

的检测结果，图B为不同浓度的大肠杆菌O157:H7的比色度变化强度，图C为H2O2试纸条的Δ

intensity％与大肠杆菌O157:H7浓度的线性关系。由图4A可知，随着大肠杆菌O157:H7浓度

的增加，H2O2试纸条的颜色逐渐加深。而从图4B中可以看出，H2O2试纸条的Δintensity％随

大肠杆菌O157:H7浓度的增加而增大。由图4C可知，H2O2试纸条的Δintensity％与大肠杆菌

O157:H7的浓度在10～106CFU·mL‑1范围内具有良好的线性关系，线性方程为Y＝11.22X+

20.69(其中Y代表比色度变化强度，X代表大肠杆菌O157:H7浓度的对数)，相关系数R2可达

0.9878，最低检测限为10CFU·mL‑1。

[0086] 2、特异性分析

[0087] 检测方法的特异性分析同样在最佳实验条件下进行，基于“磁珠‑靶标‑CGC”形成

的三明治夹心结构，分别使用浓度为107CFU·mL‑1的大肠杆菌O157:H7(E.coli  O157:H7)、

大肠杆菌(E.coli)、鼠伤寒沙门氏菌(Sal.t)、金黄色葡萄球菌(S.aur)、单核细胞增生李斯

特菌(List.m)和副溶血性弧菌(Vibiro.p)探究可视化检测的特异性，结果数据均进行3次

及以上重复。可视化检测的特异性分析结果如图5所示，其中图A为H2O2试纸条对不同菌种的

检测显色结果，图B为不同菌种的Δintensity％统计结果。由图可知，H2O2试纸条仅在检测

大肠杆菌O157:H7时才显色，且对照菌株E.coli、Sal.t、S.aur、List.m及Vibiro.p的H2O2试

纸条的Δintensity％值低于20％，低于靶标菌的最低检测限，而靶标大肠杆菌O157:H7引

发了较强的H2O2试纸条Δintensity％，可以看出，本发明所述基于CGC纳米复合物及H2O2试

纸条对大肠杆菌O157:H7的可视化检测的特异性强。

[0088] 实施例7实际样品的检测

[0089] 为了评估本发明所述基于CGC杂化纳米复合物及H2O2试纸条的大肠杆菌O157:H7可

视化检测方法对实际样品检测的适用性，本发明使用脱脂奶粉样品进行了回收试验。基于

“抗体‑靶标‑CGC”结合的三明治夹心结构，在灭菌脱脂奶粉中分别加入大肠杆菌O157:H7，

使浓度达到104、105和106CFU·mL‑1，以探究本检测方法的回收率和准确性，结果数据均进行

3次及以上重复。

[0090] 结果如表1所示，实际检测的回收率从93±0.71％到102±1.32％，回收结果表明

该检测方法可为初步的实际应用提供可行和可靠的病原细菌测量，检测结果准确可靠。

[0091] 表1脱脂奶粉样品中大肠杆菌O157:H7的检测
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[0092]

[0093] 上述实施例为本发明较佳的实施方式，但本发明的实施方式并不受上述实施例的

限制，其他的任何未背离本发明的精神实质与原理下所作的改变、修饰、替代、组合、简化，

均应为等效的置换方式，都包含在本发明的保护范围之内。
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图1

图2
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图3

图4
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图5
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