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基于噬菌体展示技术筛选特异性M13噬菌体构建电化学生物传感器用于流产布鲁

氏菌定量检测
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［摘要］ 目的 流产布鲁氏菌是导致布鲁氏菌病的主要致病菌之一，可对畜牧业生产及公共卫生

安全构成潜在威胁，故筛选针对流产布鲁氏菌的特异性M13噬菌体并建立噬菌体功能化的电化学生物

传感器，验证该传感器的检测性能及在实际样本检测中的应用潜力。方法 流产布鲁氏菌作为靶标，

对噬菌体展示肽库进行生物淘选，并结合负筛以富集候选M13噬菌体克隆。采用间接ELISA检测各克

隆的亲和力与特异性。将噬菌体修饰于金电极表面，以牛血清白蛋白封闭非特异位点，构建电化学生

物传感器。以差分脉冲伏安法（differential pulse voltammetry，DPV）的电流响应值为指标，对噬菌体滴

度、噬菌体孵育时间及样本孵育时间进行优化。测定 1. 0×103 ~1. 0×107 CFU/mL的DPV电流响应值，采

用四参数逻辑函数拟合标准曲线并计算最低检测限（limit of detection， LOD）。选择金黄色葡萄球菌、

表皮葡萄球菌、鲍曼不动杆菌、大肠杆菌作为阴性对照评价传感器特异性。重复检测同一浓度的流产

布鲁氏菌样本10次，计算相对标准偏差（relative standard deviation，RSD）以评价重复性。将传感器4 ℃保

存并于不同时间点检测流产布鲁氏菌，计算RSD以评价稳定性。将流产布鲁氏菌悬液制备成以胎牛血清

为基质的加标血清样本；将 6~8周龄的 SPF级雌性BALB/c小鼠（体质量 16~18 g）按随机数字表法分为

（n=5）：空白组与感染组，感染组经腹腔内接种流产布鲁氏菌及空白组接种相同体积的 PBS，获取小鼠

脾脏样本，分别采用所构建的电化学生物传感器与平板计数法检测上述2类样本，计算回收率以评估传

感器在实际样本中的检测准确性。结果 经生物淘选与间接ELISA验证筛选出可特异性结合流产布

鲁氏菌的M13噬菌体克隆 P-1，其与流产布鲁氏菌的结合亲和力优于其他对照菌株。传感器最优构建

条件为：噬菌体滴度为 1. 0×1011 PFU/mL，噬菌体孵育时间为 2 h，样本孵育时间为 1 h。该传感器在

1. 0×103~1. 0×107 CFU/mL 细菌浓度内的拟合方程为 I/μA = 81. 13 + (184. 08 - 81. 13)
( )1 + Log10 C5. 01

8. 68（R²=0. 999 9），

LOD为 157 CFU/mL。传感器具有良好的检测特异性（P<0. 000 1）与重复性（RSD=2. 70%），检测性能稳

定（RSD=2. 37%）。胎牛血清样本中传感器检测流产布鲁氏菌的回收率为 98. 2%~106. 0%，同时在感染

小鼠模型的脾脏样本中细菌载量检测结果为 1. 23×103 CFU/mL，方法准确度与金标准平板培养法一致。

结论 筛选得到针对流产布鲁氏菌的特异性M13噬菌体克隆 P-1，并以此构建了一种可定量检测目标

菌的电化学生物传感器。
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［Abstract］ Objective　Brucella abortus (B. abortus) is one of the primary causative agents of 
brucellosis, posing potential threats to livestock production and public health security.  This study aims to 
screen specific M13 phages targeting the bacteria and to establish a phage-functionalized electrochemical 
biosensor, thereby validating its detection performance and application potential in actual sample testing.  
Methods　Using B. abortus as a target, biopanning of a phage display peptide library was performed, 
combined with negative screening to enrich candidate M13 phage clones.  Indirect ELISA was employed to 
assess the affinity and specificity of each clone.  The phages were immobilized onto a gold electrode surface, 
with bovine serum albumin used to block non-specific sites to construct an electrochemical biosensor.  
Differential pulse voltammetry (DPV) current response values were employed as an indicator to optimize phage 
titer, phage incubation time, and sample incubation time.  The DPV current response values were measured for 
concentrations ranging from 1. 0×103 to 1. 0×107 CFU/mL.  A four-parameter logistic function was used to fit 
the standard curve, and the limit of detection (LOD) was calculated.  Staphylococcus aureus, Staphylococcus 
epidermidis, Acinetobacter baumannii, and Escherichia coli were selected as negative controls to evaluate the 
specificity of the sensor.  The same concentration of B. abortus samples was repeatedly detected 10 times, and 
the relative standard deviation (RSD) was calculated to assess repeatability.  The sensor was stored at 4 ℃, and 
B. abortus was detected at different time points to calculate the RSD and evaluate the stability.  B. abortus 
bacterial suspensions were prepared as spiked serum samples using fetal bovine serum as the matrix.  SPF 
female BALB/c mice (6 to 8 weeks old, weighing 16 to 18 g) were randomly divided into a control group and an 
infected group, with 5 animals in each group.  The infection group was intraperitoneally inoculated with 
B. abortus, and the blank group was inoculated with the same volume of PBS.  Mouse spleen samples were 
collected.  Both the constructed electrochemical biosensor and plate counting method were used to detect the 
above 2 types of samples.  The recovery rate was calculated to evaluate the detection accuracy of the sensor in 
actual samples.  Results　Through biopanning and indirect ELISA validation, M13 phage clone P-1 capable 
of specifically binding to B.  abortus was screened, and its binding affinity to B.  abortus was superior to that of 
other control strains.  The optimal construction conditions for the sensor were as follows: phage titer of 1. 0×
1011 PFU/mL, phage incubation time of 2 h, and sample incubation time of 1 h.  The fitting equation for this 
sensor within the bacterial concentration range of 1. 0×103 to 1. 0×107 CFU/mL is I/μA = 81. 13 +
(184. 08 - 81. 13)
( )1 + Log10 C5. 01

8. 68  (R2= 0. 999 9), with an LOD of 157 CFU/mL.  The sensor demonstrated favorable detection 

specificity (P<0. 000 1) and repeatability (RSD=2. 70%), with stable performance (RSD=2. 37%).  The 
recovery rate of B. abortus detected by the sensor in fetal bovine serum samples ranged from 98. 2% to 106. 0%, 
while the bacterial load in spleen samples from infected mouse model was detected as 1. 23×103 CFU/mL, and 
the accuracy of this method was consistent with the gold standard plate culture method.  Conclusion　 A 
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specific M13 phage clone, P-1, targeting B.  abortus was identified through screening, and this clone was used 
to construct an electrochemical biosensor capable of quantitatively detecting the target bacterium.

［Key words］ electrochemical biosensor； phage display technology； phage； Brucella abortus
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布鲁氏菌病（Brucellosis）是由布鲁氏菌感染引起

的一种地方性人畜共患病，主要表现为发烧、多汗、乏

力、关节和肌肉疼痛等，严重时可导致劳动能力丧失［1］。
布鲁氏菌病被《中华人民共和国传染病防治法》规定

为乙类传染病，美国疾病控制与预防中心也将布鲁氏

菌归为 B 类生物战剂［2］。研究表明，布鲁氏菌病在全

球范围广泛流行，每年新发感染病例为 16 万~210 万

例，我国布鲁氏菌感染人群也呈明显增长趋势［3-4］。
布鲁氏菌在自然环境中生存能力极强，可通过皮肤黏

膜接触、消化道、呼吸道等多种途径传播，而且潜伏期

较长［5］。鉴于布鲁氏菌传播方式的复杂性，及其对健

康的危害，一旦传播将严重威胁公共卫生安全。因

此，快速精准地检测布鲁氏菌对于布鲁氏菌病的早期

诊断与有效防控具有重要意义［6］。
目前临床检测布鲁氏菌的金标准为病原体分离

培养法，但其存在培养周期长的明显不足。血清学检

测技术，如血清凝集试验（serum agglutination test， 
SAT）与 ELISA 等，虽可作为辅助诊断手段，但其易受

交叉反应干扰，难以区分既往感染与现症感染；分子

检测技术（如 qPCR 等）具有高灵敏度和特异性，但检

测成本高且依赖专业设备，上述 2类技术均存在不同

程度的局限性［7-8］。因此，开发高效、准确、便捷的布

鲁氏菌检测新方法具有重要的现实意义。

电化学生物传感器作为一类新兴检测技术，兼具

电化学分析的高灵敏度与免疫反应的高特异性，且具

备检测快速、操作简便等显著优势，在病原微生物检

测领域展现出良好的应用潜力［9］。本研究通过噬菌体

展示肽库淘选，筛选出能够特异性结合流产布鲁氏菌

的 M13 噬菌体，将其作为生物识别元件，设计构建了

一种高性能检测流产布鲁氏菌的电化学生物传感器。

1　材料与方法

1. 1　材料

1. 1. 1　仪器与试剂　　电化学工作站购自瑞士万通

公司；全波长酶标仪购自美国Molecular Devices 公司；

金电极、铂电极、甘汞电极购自天津艾达恒晟科技发

展有限公司；超纯水仪购自四川优普超纯科技有限公

司；超声波清洗机购自宁波新芝生物科技股份有限公

司；Ph. D. TM-12噬菌体展示肽库试剂盒购自美国 New 
England BioLabs 公司；牛血清白蛋白购自北京索莱宝

科技有限公司；胎牛血清购自兰州荣晔生物科技有限

责任公司；其他试剂（MgCl2、IPTG、Xgal、Tris、HCl）均

为分析纯度；实验用水均为超纯水；流产布鲁氏菌疫

苗菌株（104M）、金黄色葡萄球菌（ATCC25923）、鲍曼

不动杆菌（ATCC17978）、大肠杆菌（DH5α）均由陆军

军医大学微生物与生化药学教研室提供，表皮葡萄球

菌由重庆医科大学附属巴南医院检验科提供。

1. 1. 2　实验动物　　10只 6~8周龄BALB/c雌性小鼠

（体质量 16~18 g）购自北京维通利华实验动物技术有

限公司，小鼠实验前于 SPF动物房适应性饲养 7 d，每
日更换垫料为灭菌玉米芯颗粒（厚度≥5 cm），所有动

物自由摄食饮水，光照周期为 12 h明/暗循环。本研究

经陆军军医大学实验动物福利伦理委员会批准

（AMUWEC20240093）。所有侵入性操作在异氟烷吸

入麻醉系统下进行，实验结束后对其实施安乐死（戊

巴比妥钠过量注射）。

1. 2　制备待测样本

流产布鲁氏菌培养与活化按文献［10］进行。将

2 次活化菌液在 4 ℃下以 5 000×g 离心 10 min 后用

0. 01 mol/L PBS 重悬，洗涤 3 次，然后调节 OD（600）至

1. 000，此时细菌浓度为 1. 45×1010 CFU/mL，使用时以

PBS稀释至所需浓度。

1. 3　M13噬菌体淘选与活性考察

1. 3. 1　噬菌体展示技术淘选特异性M13噬菌体　　

向酶标板中加入 1. 0×108 CFU/mL 的流产布鲁氏菌悬

液，每孔 50 μL，37 ℃过夜至干燥，完成包被；接下来加

入 300 μL 1%PBSA（1×PBS+1%BSA），在室温下封闭

1 h；以 TBST 洗板，然后加入 1. 0×1011 PFU/mL 的噬菌

体原始文库，室温温和振摇1 h，再次洗板；向孔板中加

入洗脱缓冲液，室温摇晃 10 min 后进行洗脱；随后向

洗脱液中加入 7. 5 μL的 1 mol/L Tris-HCl （pH=9）以中

和 pH；将洗脱液倍比稀释后，分别取 10 μL 与 200 μL
大肠杆菌 K12 ER2738 菌液［OD（600）=0. 5］室温孵

育 5 min，再与预热的 0. 1%MgCl2顶层琼脂快速混匀，

铺于 LB/IPTG/Xgal 平板上，于 37 ℃培养过夜；测定洗

脱液滴度［每 10 微升洗脱液的空斑形成单位（PFU）=
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噬菌斑数×稀释倍数］，并计算回收率［回收率=（噬菌

体洗脱液产量/噬菌体输入量）×100%］［11］。将洗脱液

加入大肠杆菌 K12 ER2738 菌液［OD（600）=0. 01~
0. 05］中，37 ℃培养4. 5 h进行扩增，完成1轮淘选。以

扩增液重复淘选 7 轮后，最后 2 轮分别以 BSA 和阴性

细菌包被孔板进行淘选，取孔板噬菌体上清液以去除

非特异性结合BSA或阴性细菌的噬菌体，进一步富集

特异性噬菌体。以最后 1轮淘选的噬菌体上清液进行

铺板培养，然后随机选取 30个噬菌体单斑进行扩增，

分别提取 DNA 后送往生工生物工程（上海）股份有限

公司测序，引物序列为（5’→3’）： CCCTCATAGTTAGC-

GTAACG（Ph. D. TM-12噬菌体展示肽库试剂盒）。

1. 3. 2　间接ELISA检测噬菌体亲和力与特异性

分别在酶标板上包被 50 μL流产布鲁氏菌悬液与等体

积阴性细菌悬液（浓度均为 1. 0×108 CFU/mL），加入

50 μL 1. 0×1010 PFU/mL 噬菌体溶液（0. 05 mol/L TBS）
室温孵育 1 h；洗板后加入 200 μL HRP 标记的鼠抗

M13噬菌体抗体（1∶5 000），37 ℃孵育1 h显色，于450 nm
波长检测吸光度［OD（450）］值。通过间接ELISA法评

估噬菌体克隆与流产布鲁氏菌的亲和力与特异性［12］，
选择综合表现最优的噬菌体克隆用于后续实验。

1. 4　基于 M13 噬菌体构建电化学生物传感器与电化

学方法表征构建过程

金电极的抛光、清洗与活化步骤按文献［13］进

行。取 1. 0×1011 PFU/mL 的噬菌体溶液 10 μL 滴加于

金电极表面并于室温孵育 2 h，以 0. 01 mol/L PBS轻柔

清洗，自然晾干后继续滴加 10 μL 0. 25%BSA，室温孵

育 1 h封闭非特异性结合位点，再次清洗晾干，完成传

感器的构建。采用三电极体系，以金电极为工作电

极，铂片电极为对电极，甘汞电极为参比电极，在 pH=
7. 5 的 10 mmol/L ［Fe（CN）6］

3-/4-（含 0. 1 mol/L KCl）扫

描液中，分别以循环伏安法（cyclic voltammetry， CV）和

电化学阻抗法（electrochemical impedance spectroscopy， 
EIS）对传感器的构建过程加以表征。

1. 5　电化学方法优化传感器构建条件

1. 5. 1　差分脉冲伏安法（differential pulse voltammetry， 
DPV）优化噬菌体孵育滴度　　分别移取 10 μL 滴度

为 1. 0×109、1. 0×1010、1. 0×1011 PFU/mL 的噬菌体溶液

滴加于金电极表面，室温孵育1 h，清洗后在0. 1~0. 5 V
电压内通过DPV检测电流响应值。

1. 5. 2　DPV优化噬菌体孵育时间　　在金电极表面

滴加 10 μL滴度为 1. 0×1011 PFU/mL的噬菌体溶液，室

温条件下分别孵育 0. 5、1. 0、2. 0、3. 0 h，清洗后在

0. 1~0. 5 V电压内通过DPV检测电流响应值。

1. 5. 3　DPV 优化细菌孵育时间　　按 1. 4 方法构建

传感器，滴加 10 μL 浓度为 1. 0×105 CFU/mL 的流产布

鲁氏菌悬液于电极表面，分别在室温下孵育 15 min、
30 min、1 h、2 h，随后清洗电极表面，在 0. 1~0. 5 V 电

压内通过DPV检测电流响应值。

1. 6　电化学方法评价电化学生物传感器性能

1. 6. 1　DPV 评价线性范围与检测限　　在方法 1. 5
确定的最优构建条件下，使用传感器测定 1. 0×103~
1. 0×107 CFU/mL 浓度流产布鲁氏菌的 DPV 电信号响

应，以菌液浓度对数值为横坐标，电流值为纵坐标，绘

制校正曲线，拟合线性方程并计算检测限。

1. 6. 2　DPV评价特异性　　分别测定1. 0×105 CFU/mL
流产布鲁氏菌与阴性细菌样本（金黄色葡萄球菌、表

皮葡萄球菌、鲍曼不动杆菌、大肠杆菌）的DPV电信号

响应，通过对比分析确定传感器的检测特异性。

1. 6. 3　DPV 评价重复性　　使用该传感器对 1. 0×
105 CFU/mL 的流产布鲁氏菌样本进行检测，选择 3 个

不同批次制备的传感器重复测定 10 次，根据得到的

DPV 检测电流值计算相对标准偏差（relative standard 
deviation， RSD）。

1. 6. 4　DPV评价稳定性　　将制备好的传感器置于

4 ℃冰箱保存，分别在第0、1、2、3、5、7、10天检测浓度为

1. 0×105 CFU/mL的流产布鲁氏菌样本，评估其稳定性。

1. 6. 5　回收实验评价传感器检测性能　　分别采用

电化学生物传感器与作为临床检测金标准的平板计

数法分别检测流产布鲁氏菌浓度为 1. 0×103、1. 0×105

和 1. 0×107 CFU/mL的胎牛血清加标样本，通过以下公

式计算回收率：回收率=（检出细菌浓度/加标细菌浓

度）×100%。

1. 6. 6　平板计数法与传感器对比检测小鼠感染器官

样本　　将 BALB/c小鼠按随机数字表法分为（n=5）：

空白组与感染组，采用腹腔注射的方式，感染组小鼠

接种 5. 0×107 CFU/mL流产布鲁氏菌悬液（以无菌 PBS
重悬），空白组接种相同体积的 PBS。于 5 d后经异氟

烷气体麻醉后，以无菌手术切取脾脏组织，置于 1 mL
无菌 PBS 中进行匀浆处理，获得感染小鼠脾脏样本。

随后，将样本于 4 ℃下以 600×g离心 10 min，以去除脾

脏组织碎片。通过电化学生物传感器对脾脏样本进

行检测，同时采用平板计数法进行对比验证。

1. 7　统计学分析

本研究实验数据采用 Origin 2021 软件进行整理

分析，使用 SPSS 29. 0进行统计分析，数据以 x̄±s表示，

组间比较采用单因素方差分析，以 P<0. 05 表示差异

具有统计学意义。
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2　结果

2. 1　高特异性 M13 噬菌体的淘选与活性验证

本研究采用噬菌体展示肽库试剂盒，通过生物淘

选以获得特异性结合流产布鲁氏菌的 M13 噬菌体。

如图 1所示，随着淘选轮数的递增，噬菌体的回收率呈

现逐渐上升的趋势。在第 6 轮与第 7 轮，回收率基本

趋于稳定，表明特异性噬菌体已富集饱和；接下来于

第 8 轮与第 9 轮，针对非特异吸附孔板及阴性细菌所

结合的噬菌体进行阴性淘选，最终获取 30个噬菌体克

隆。测序结果显示，共有 5个噬菌体DNA样本成功测

序，其中，有 3 个样本的序列为 P-1 噬菌体克隆序列

（Leu-Pro-Trp-His-Trp-Trp-His-Phe-Gly-Asp-Val-Arg）；其
余2个分别为P-2（Leu-Pro-Gly-His-Trp-Trp-His-Phe-Gly-

Asp-Val-Arg）与P-3噬菌体克隆序列（Tyr-Asp-Asp-Gly-

Gly-Tyr-Arg-Thr-Val-Thr-Thr-Ser）。

根据测序结果，本研究考察了 3种噬菌体克隆与

流产布鲁氏菌的亲和力，在滴度相同的情况下，P-1噬

菌体的OD（450）值最高，表明其对流产布鲁氏菌的亲和

力最强（图 2A）。以金黄色葡萄球菌、表皮葡萄球菌、

鲍曼不动杆菌、大肠杆菌 4种常见菌株作为阴性菌，对

P-1噬菌体克隆进行特异性检测，结果可见，OD（450）
比值=OD（450）流产布鲁氏菌孔/OD（450）阴性细菌孔，且 OD（450）
比值均＞2. 1（图2B），表明P-1噬菌体克隆对流产布鲁

氏菌具有良好的特异性结合能力。基于上述结果，确

定选择P-1噬菌体克隆用于制备电化学生物传感器。

2. 2　噬菌体功能化电化学生物传感器的成功构建

经预处理后的金电极表面滴加P-1噬菌体并于室

温孵育，继而采用 0. 25%BSA 对非特异性结合位点进

行封闭处理。传感器组装完毕后，将样本滴加至电极

表面，即可实现对流产布鲁氏菌的检测（图 3A）。运用

CV与EIS对传感器构建过程进行表征。结果如图 3B、

C，未经修饰的裸金电极电流值最高，阻抗最小；当电

极表面固载噬菌体后，空间位阻使电子转移受到阻
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A： Scheme of phage display biopanning； B： Recovery rate of biological sorting in each round
图 1　生物淘选过程中噬菌体的富集情况

Figure 1　Enrichment of phages during biopanning
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Figure 2　Results of phage activity evaluation
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碍，导致转移效率降低，表现为电流值降低，阻抗增

大；以 BSA 封闭电极表面非特异性结合位点后，电极

表面的电子转移效率进一步降低，但程度较弱，电流

降幅与阻抗增幅小于噬菌体修饰步骤。上述电化学

特征证明了基于噬菌体修饰的电化学生物传感器构

建成功。

2. 3　基于DPV的传感器最优构建条件筛选结果

本研究对传感器构建的关键条件进行了优化，通

过 DPV 测定结果确定最佳条件。电流值随噬菌体滴

度增加逐渐减小，提示噬菌体固载率增加，当噬菌体

滴度为 1. 0×1011 PFU/mL时，电流值最低，说明固载率

达到最高（图 4A）。噬菌体孵育时间在 0. 5~2. 0 h内，

随着孵育时间的延长，电流值不断降低，而当孵育时

间超过 2 h 时，电流值开始增大，提示孵育 2 h 时达到

最高固载量（图 4B）。随后对流产布鲁氏菌样本的孵

育时间进行了考察，电流值随着样本孵育时间的增加

而减小，至 60 min时趋于稳定（图 4C），说明样本固载

量达到饱和。基于上述实验结果，确定传感器最优构

建条件为：噬菌体滴度为 1. 0×1011 PFU/mL，噬菌体与

待测样本孵育时间分别为2 h与1 h。

Gold electrode P-1 phage BSA Brucella abortus

CB

A

A： Scheme of electrochemical biosensor assembly； B： Differential pulse voltammetry current curves for different modification steps on the 
electrode； C： Electrochemical impedance spectra for different modification steps on the electrode

图 3　电化学生物传感器构建过程及电化学表征

Figure 3　Construction process and electrochemical characterization of the electrochemical biosensor
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图 4　传感器不同构建条件的DPV电流变化

Figure 4　Changes in differential pulse voltammetry （DPV） current under different sensor construction conditions
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2. 4　特异性 M13 噬菌体电化学生物传感器具有优异

的检测性能

线性实验结果如图 5A 所示，在 1. 0×103~1. 0×
107 CFU/mL 的浓度内，DPV电流值随待测细菌浓度升

高而降低，以菌液浓度对数值为横坐标，电流值为纵

坐标，采用非线性回归方程（四参数逻辑函数）对上述

曲线进行拟合处理，结果显示，拟合曲线具有优异的

决定系数（R2=0. 999 9），表明样本浓度与电流值之间

具有极高的相关度，拟合公式为：I/μA = 81. 13 +
(184. 08 - 81. 13)
( )1 + Log10 C5. 01

8. 68 。将 x̄blank＋3SD（SD 为 3个空白样本

测量电流值的标准偏差）带入以上拟合公式，得出最

低检测限（limit of detection， LOD）为157 CFU/mL。
特异性考察结果中，流产布鲁氏菌样本与阴性细

菌及对照组的电流值差异显著（P<0. 000 1），提示该

传感器具有良好抗干扰能力（图 5B）。重复性测定结

果可见，对中浓度（1. 0×105 CFU/mL）流产布鲁氏菌样

本进行重复检测，所得DPV电流信号值的相对标准偏

差为2. 70%，表明该传感器的检测重复性良好（图5C）。

如图 5D 所示，在 4 ℃下储存 10 d，传感器对同浓度待

测样本的检测信号无显著变化，RSD 为 2. 37%，说明

其具有较好稳定性。

为了确定所构建电化学生物传感器的检测准确

度，进行加标回收实验，分别测定低、中、高浓度加标

胎牛血清中的流产布鲁氏菌，同时以临床检测金标准

平板计数法的检测结果作为对照。结果见表 1，平板

计数法回收率在 83. 3%~103. 0%，传感器法的回收率

在98. 2%~106. 0%，证明其检测结果准确可靠。

小鼠模型是研究流产布鲁氏菌感染的经典模型
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图 5　传感器不同方面的性能表现

Figure 5　Performance characteristics of the sensor in various aspects
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之一，而脾脏是其主要定植器官。因此本研究还利用

该传感器对感染流产布鲁氏菌小鼠的脾脏样本进行检

测，结果表明，传感器检测结果为1. 23×103 CFU/mL，与
平板计数法的检测结果（1. 68×103 CFU/mL）基本一致，

证明所构建传感器具备应用于临床实际检测的潜力。

3　讨论

3. 1　噬菌体展示技术是筛选布鲁氏菌特异性识别元

件的有效策略

目前，已有较多电化学生物传感器被报道应用于

细菌检测领域［14-16］，也有部分研究针对布鲁氏菌检测

设计并构建了传感器［17-18］。例如，DURSUN等［19］开发

了一种表面等离子体共振（surface plasmon resonance， 
SPR）应用传感器，用于检测牛奶样品中的布鲁氏菌；

ABUAWAD 等［20］基于磁性纳米粒子标记物设计了一

种 DNA 传感器对布鲁氏菌 DNA 进行现场检测和定

量；本课题组前期设计的电化学传感器修饰纳米复合

材料，通过单克隆抗体捕获布鲁氏菌［21］。然而，上述

布鲁氏菌检测传感器均存在构建流程复杂、材料制备

步骤繁琐或检测灵敏度不足等问题，在一定程度上限

制了其实际应用。

合理选择生物识别元件是成功构建高性能生物

传感器的关键所在。抗体与噬菌体是特异性捕获细

菌的常用材料，与抗体相比，噬菌体一般具备制备成

本低廉、理化稳定性强和能够高效捕获整体细菌等突

出优势［22］，是致病菌检测传感器构建的理想选择。噬

菌体展示技术以目标细菌为靶标，通过多轮生物淘

选，让能与细菌表面抗原特异性结合的噬菌体不断富

集，最终获得具有高特异性与高亲和力的阳性噬菌

体，可直接作为生物识别元件用于传感器构建［23］。本

研究基于噬菌体展示技术，以 M13 噬菌体为载体，通

过生物淘选方法成功筛选出能够特异性结合流产布

鲁氏菌的 P-1 噬菌体，并将其作为生物识别元件用于

电化学生物传感器的构建。除此，P-1 噬菌体可直接

固载于金电极表面，无需额外引入交联剂或生物相容

性材料等复杂的修饰步骤，从而显著简化了传感器构

建流程，提高了方法的可操作性与稳定性。

3. 2　所构建电化学生物传感器具有快速、准确和操

作简便的优势

与现有临床检测技术相比，本研究构建的电化学

生物传感器在流产布鲁氏菌检测中展现出明显优势。

病原体分离培养虽为流产布鲁氏菌检测的金标准，但

该菌生长缓慢，通常需 7~10 d 方可获取结果［24-25］，而
本传感器可在 1. 5 h 内完成检测，且胎牛血清加标回

收实验与感染动物模型验证结果均表明，其检出结果

与金标准基本一致，在实现快速检测的同时保证了较

高的准确性。血清学检测（如 ELISA 等）的灵敏度与

特异性受抗体交叉反应限制［26］。相关研究显示，血清

学诊断中常用的传统抗原（如脂多糖等）易与大肠杆

菌、小肠结肠炎耶尔森菌等发生交叉反应，可能导致

假阳性结果［27］。本研究以噬菌体作为生物识别元件，

显著提高了检测特异性，检测灵敏度可达157 CFU/mL。
分子检测技术（如 qPCR 等）虽具较高灵敏度，但需进

行 DNA 的提取与扩增，操作专业性强且耗时相对较

长［24］。本传感器依托噬菌体识别探针实现对菌体直

接捕获与电信号转换，无需核酸提取等复杂前处理，

具有检测耗时更短、易于操作等优势。

尽管本研究取得了阶段性进展，但仍存在一定局

限性：①在样本验证方面，目前仅对血清加标和小鼠

脾脏样本进行初步评估，尚未开展临床患者样本检

测。②在特异性评估方面，仍需考察种属相近的其他

菌株如小肠结肠炎耶尔森菌，以及血红蛋白等基质干

扰物的影响。后续研究将纳入临床样本，进一步完善

特异性评价体系。③该传感器目前仍处于实验室研

究阶段，如推进临床转化应用，需完善传感器制备及

检测流程的标准化体系，进一步提升可重复性；同时系

统对比本方法与其他检测方法在灵敏度等关键指标上

的差异。未来可将该传感器与便携式电化学设备集

成，进行微型化设计，优化检测流程、降低制备成本，提

升其在基层医疗及现场检测场景中的应用潜力。

综上所述，本研究以流产布鲁氏菌为检测靶标，

运用噬菌体展示技术开展生物淘选，成功筛选出一种

表1　不同浓度加标样本的检测结果与回收率（n=3）
Table 1　Detection results and recovery rates for spiked samples at different concentrations（n=3）

Sample /（CFU/mL）
1. 0×103

1. 0×105

1. 0×107

Detected/（CFU/mL）
Plate counting method

8. 33×102

8. 33×104

1. 03×107

Electrochemical sensor
1. 06×103

9. 82×104

1. 04×107

Recovery rate/%
Plate counting method

83. 3
83. 3

103. 0

Electrochemical sensor
106. 0

98. 2
104. 0
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能够特异性结合该菌的M13噬菌体P-1。将该噬菌体

直接修饰于金电极表面，进而成功构建出一种高性能

用于实验室检测流产布鲁氏菌的电化学生物传感器。

该传感器构建流程简便，检测快速准确，为布鲁氏菌

检测方法研究提供了新的思路和实验依据。
利益冲突 本文所有作者声明不存在利益冲突
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