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摘要!以胶体金为标记物!借助于胶体金读取仪!建立了高灵

敏的定量检测黄曲霉毒素
[

#

的胶体金免疫层析方法$试纸

条制备时!当标记溶液
-

M

为
$<"

!检测线全抗原的使用浓度

为
#<A3

.

)

3U

!金标抗体浓度为
(

#

.

)

3U

#用量为
#<!

#

U

时!

所建立方法的灵敏度为
A<1E

.

)

U

$通过加速保存试验!结果

显示该试纸条的保存期大于
#

年$该试纸条应用于实际谷

物及酱油加标样本检测!证明该方法可满足食品快速检测的

需要$
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#是由黄曲霉!

"@.
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9B
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388,@
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8&A,@

#和寄生曲霉!
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388,@
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&B&@3>3=,@

#等真

菌产生的次级代谢产物*

#V!

+

&

Z&[

#

易存在于小麦)大米)花

生等农作物和酱油等食品中%具有致癌性)致突变性和致畸

性*

;VA

+

&黄曲霉毒素无色)无嗅)无味%有良好的热稳定性%

通常的烹饪方式以及高压灭菌都不能降解黄曲霉毒素*

$

+
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由于
Z&[

#

对食品及饲料的污染范围较广%会危害人畜健康%

所以许多国家和组织制定了食品和饲料中
Z&[

#

的最高限量

标准&欧盟规定直接提供给人类食用的食物及其成分中

Z&[

#

的含量不能超过
!

#

.
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.
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Z&[

#

)
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b
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)

b
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的总量不得

超过
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.
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C

.

$日本规定食品中
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#

的含量不能超过
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.
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&中国食品中
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#

允许量标准 !

b[!1$#
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#

规定"玉米)花生及其制品中不得超过
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#

.

(

C

.

%大米)植物

油!除玉米)花生油#中不得超过
#"

#

.

(

C

.

%其他粮食)豆类)

发酵食品及婴幼儿配方食品中不得超过
A

#

.

(

C

.
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主要的测定方法有高效液相色谱法*

/V0

+

)液相色

谱
V

质谱联用法*

#"V##

+

)酶联免疫吸附法*

#!V#;

+

)免疫层析方

法*

#(V#$

+等&高效液相色谱法和液相色谱
V

质谱联用法等仪

器法灵敏度高)重复性好)可实现准确的定量检测%但样品前

处理相对复杂%检测周期长%需要专业人员操作&酶联免疫

吸附法具有灵敏度高)检测时间较短等优点%但需要专业人

员操作%不能现场检测%因此限制了该方法的普及推广&以

膜为固相载体的免疫层析法由于其快速)便捷的优点%越来

越受到人们的重视&近年来发展迅速的胶体金试纸条检测

技术%其灵敏度高)对操作人员要求低%并且不需要昂贵的仪

器设备%被认为是目前最具应用价值和发展潜力的分析技术

之一&大多数已报道的
Z&[

#

试纸条检测以定性检测为

主*

#AV#$

+

%定量检测方法研究较少&王督等*

#1

+采用自主研制

的
Z&[

#

胶体金免疫定量检测卡%建立花生)玉米)大米)小麦

等粮油农产品中
Z&[

#

的定量分析方法%

(

种样品检测的线

性范围为
#<"

"

!"<"

#

.

(

C

.

%方法的定量限为
#<"

#

.

(

C

.

&徐

振斌等*

#/

+立了定量检测玉米中黄曲霉毒素
[

#

)
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!

)

b

#

)

b
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总

量的胶体金免疫层析法%方法的检出限为
#<"

#

.

(

C

.

%定量限

#A



为
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&本试验建立了
Z&[

#

的胶体金免疫层析定量

检测法%且灵敏度较高%可以通过稀释来降低基质干扰%满足

检测要求%有效地扩大了检测范围&

本试验拟采用免疫层析的方法%以胶体金为标记材料%

通过金纳米颗粒在检测线的富集显示出颜色信号%结合胶体

金信号读取仪量化信号强度%最后经计算检测线和控制线信

号强度的比值!

T

(

J

值#来分析待测物的具体浓度&在优化

系列参数的基础上%建立
Z&[

#

的胶体金免疫层析定量检测

方法%并用于实际样本中
Z&[

#

的检测%结合较为简单的前处

理方法%可有效提高筛查的效率%同时其灵敏度也符合中国

对
Z&[

#

的检测标准%可用于大批量现场筛查&

#

!

材料与方法
#<#

!

材料与仪器

#<#<#

!

材料

Z&[
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标准品"纯度
)

00P

%美国
R5

.

34

公司$

牛血清白蛋白!

[RZ

#"纯度
0$P

%美国
Z3D?+*9

公司$

B2b!""""

"纯度
)

00P

%德国
a?D*C

公司$

抗
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#

单克隆抗体)

Z&[

#

)[RZ

检测抗原)胶体金复溶

液)

;"E3

胶体金"无锡中德伯尔生物技术有限公司$

驴抗鼠
]

.

b

"北京中衫金桥生物技术有限公司$

B=J

黏性底板)聚酯膜)吸水纸)玻璃纤维膜"上海金标

生物技术有限公司&

#<#<!

!

仪器

三维喷点平台"

%̀c;"A"

型%美国
[59)'9,

公司$

真空干燥机"

'c̀)$"0"[

型%上海福玛实验设备有限

公司$

胶体金试纸条读取仪"

Mb)/

型%上海互帼科学仪器有限

公司&
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方法
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胶体金标记抗体
!

取
!3U

胶体金溶液于润洗好的

烧杯中%用
"<!396

(
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的
W

!

JO

;

调节
-

M

%在室温下用磁力搅

拌器搅拌均匀$在磁力搅拌下逐滴缓慢加入
Z&[

#

单抗%室温

下搅拌反应
#8

%抗体的加入体积是胶体金总体积的
#

(

#"

$之

后逐滴加入
#P

的
B2b!""""

进行封闭%室温下搅拌反应

;"35E

%

B2b!""""

的加入体积是胶体金总体积的
#

(

#"

$再

逐滴加入
#"P

的
[RZ

进行第二步封闭%加完后搅拌反应

;"35E

%

[RZ

的 加 入 量 是 胶 体 金 总 体 积 的
#

(

#"

$经 过

/"""D

(

35E

)

(Q

离心
;"35E

后弃上清%沉淀用
!""

#

U

胶体

金复溶液进行复溶&

#<!<!

!

胶体金免疫层析试纸条的组装及检测
!

用
%̀c;"A"

型三维喷点平台在结合垫上喷上一定量的金标抗体%将一定

浓度的
Z&[

#

'

[RZ

和驴抗鼠二抗喷在
>J

膜上作为检测线

!

T

线#和质控线!

J

线#&胶体金免疫层析试纸条的组装过

程%首先将吸水纸)上述制备的
>J

膜)结合垫)样本垫和聚

酯纤维膜依次粘贴在
B=J

底板上%然后用切条机切割成

;<033

宽的细条并组装在塑料卡壳中&检测时%将制备好

的胶体金试纸条取出%将
#""

#

U

待检样品加入到加样孔中%

反应一定时间后用胶体金读取仪读取
T

)

J

线数值以及
T

(

J

比值&

#<!<;

!

胶体金免疫层析法工艺参数的选择

!

#

#胶体金标记抗体
-

M

值"固定胶体金标记抗体量

(

#

.

(

3U

%金标抗体用量
#<!

#

U

%检测抗原浓度
#<A3

.

(
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%

胶体金标记抗体
-

M

值分别选取
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%

$<"

%

1<"

%

/<"

%

0<"

%
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%

将
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#

U

阴性样品加入到加样孔中%反应
!"35E

后用胶体

金读取仪读取
T

)

J

线数值以及
T

(

J

值%每组做
;

个平行&

!

!

#胶体金标记抗体量"固定胶体金标记抗体
-

M

值为

$<"

%金标抗体用量
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%检测抗原浓度
#<A3

.

(
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%胶体

金标记抗体量分别选取
!

%

(

%
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%
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%反应
!"35E

后

用胶体金读取仪读取
T

)

J

线数值以及
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(

J

值%每组做
;

个

平行&
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#金标抗体用量"固定胶体金标记抗体
-

M

值为
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%

胶体金标记抗体量
(
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%检测抗原浓度
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.
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标抗体添加体积分别选取
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%
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&反

应
!"35E

后用胶体金读取仪读取
T

)

J

线数值以及
T

(

J

值%

每组做
;

个平行&

!
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#检测抗原浓度"固定胶体金标记抗体
-

M

值为
$<"

%

金标抗体用量
#<!

#

U

%胶体金标记抗体量
(

#

.

(

3U

%检测抗

原浓度分别选取
"<A

%

#<"

%

#<A

%

!<"

%

!<A3

.

(

3U

%反应
!"35E

后用胶体金读取仪读取
T

)

J

线数值以及
T

(

J

值%每组做
;

个平行&

!

A

#免疫动力学曲线的研究"制备胶体金免疫层析试纸

条%加样后%每个试纸条每隔
#<A35E

读取一次
T

线值和
J

线值%根据
T

线值和
J

线值的比值数据!

T

(

J

值#%得到免疫

动力学曲线&

#<!<(

!

Z&[

#

定量标准曲线的建立
!

经
UJ

'

aR

(

aR

确证为

Z&[

#

阴性的样品中添加
Z&[

#

标准品%制备
Z&[

#

系列标准

溶液 !

"<""

%

"<"!

%

"<"A

%

"<#"

%

"<!"

%

"<A"

%

#<""

#

.

(

U

#&取

Z&[

#

标准溶液用胶体金试纸条检测%记录试纸条
T

(

J

值%每

个浓度重复检测
;

次&以
Z&[

#

浓度对数为横坐标%

T

(

J

值

为纵坐标%建立标准曲线&

#<!<A

!

胶体金免疫层析方法的性能评价

!

#

#胶体金免疫层析方法灵敏度"配制不同浓度的

Z&[

#

标准溶液!

"<""

%

"<"!

%

"<"A

%

"<#"

%

"<!"

%

"<A"

%

#<""

#

.

(

U

#&

分别用胶体金免疫层析试纸条进行检测%每个浓度重复检测

;

次&加样
!"35E

后用胶体金读取仪读取数值&平行试验

结果取平均值后%绘制标准曲线%参考
ZEG9++5

等*

#0

+的方法

计算该层析方法的灵敏度&

!

!

#胶体金免疫层析方法可重复性"配制不同浓度的

Z&[

#

标准溶液!

"<""

%

"<"!

%

"<"A

%

"<#"

%

"<!"

%

"<A"

%

#<""

#

.

(

U

#&

每个浓度做
#"

个平行检测&

!

;

#胶体金免疫层析方法稳定性"在
;1Q

和
$"Q

下进

行加速保存试验&

;1 Q

时%测试的时间为"第
"

)

1

)

#(

)

!/

)

A$

)

#"A

天%以及第
$

个月和第
#!

个月&

$"Q

时%测试的时

间为"第
"

)

#

)

!

)

;

)

A

)

1

天&

#<!<$

!

样本前处理及加标回收试验
!

用不含
Z&[

#

的大米%

小米样品作为空白样品进行加标回收试验%每个加标浓度同

时做
;

组平行&首先将谷物样本研磨%过
!"

目筛&加入

!A

安全与检测
!

!"#1

年第
!

期



Z&[

#

标准品%使
Z&[

#

含量为
A

#

.

(

C

.

&然后准确称取
!

.

谷物样本于
#""3U

三角瓶中%加入
;"3U$"P

甲醇'水溶

液对谷物中的
Z&[

#

进行萃取%充分振荡
!"35E

&取
#3U

收集好的滤液于离心管中%最后加入
!3U

蒸馏水稀释&此

稀释液即为待检样&用制备好的胶体金免疫层析试纸条进

行检测%根据加标浓度计算出加标回收率&

从本地超市购得鲁花酱油)厨邦酱油两个品牌的酱油%

经
UJ

'

aR

(

aR

确证为
Z&[

#

阴性样品&加入
Z&[

#

标准

品%使酱油样本中的
Z&[

#

含量最终为
A

#

.

(

U

&用水稀释

#""

倍%用制备好的胶体金免疫层析试纸条进行检测%根据

加标浓度计算出加标回收效率&

结合绘制好的标准曲线和线性回归方程得出提取液中

待检物质的浓度&

加标回收率根据式!

#

#计算"

Q

R

A

#

T

'

A

!

T

#""P

% !

#

#

式中"

Q

'''加标回收率%

P

$

A

#

'''检出浓度%

#

.

(

C

.

$

A

!

'''加标浓度%

#

.

(

C

.

$

'

'''稀释倍数&

!

!

结果与分析
!<#

!

胶体金免疫层析试纸条的制备及检测

由图
#

可知%当待测样本为阴性!

"

#

.

(

U

#时%

T

线出现

很强的红色条带%随着待测物浓度的升高%

T

线条带的强度

越来越弱%

J

线条带的强度越来越强%相应的
T

(

J

值呈现一

定的梯度变化%符合定量检测的要求&

从左至右%样本加标浓度依次为
"<""

%

"<"!

%

"<"A

%

"<#"

%

"<!"

%

"<A"

%

#<""

#

.

(

U

图
#

!

胶体金免疫层析试纸条检测结果

&5

.

:D?#

!

'?,?*,59ED?+:6,9G,8?*96695H46

.

96H

533:E9*8D934,9

.

D4

-

85*,?+,+,D5

-

+

!<!

!

胶体金免疫层析法条件优化

!<!<#

!

胶体金标记抗体
-

M

值的优化
!

由图
!

!

4

#可知%

T

线

的信号强度随着
-

M

的降低而增强%在
-

M$<"

时%

T

线的信

号值最强%即抗体的标记效率最高%因此选取
-

M$<"

为最

佳&这是由于随着
-

M

的降低%蛋白表面聚集的正电荷增

多%在静电吸附下能够更有效地与表面带负电的胶体金颗粒

结合&但是当胶体金在
-

MA<"

的条件下标记抗体时出现了

死金的现象&

!<!<!

!

胶体金标记抗体量的优化
!

由图
!

!

@

#可知%随着抗

体标记量的增加%

T

(

J

值呈上升趋势&随着
T

(

J

值的增大%

图
!

!

胶体金免疫层析法条件的优化

&5

.

:D?!

!

O

-

,53574,59E9G,8?*96695H46

.

96H

533:E9*8D934,9

.

D4

-

85*,?+,+,D5

-

+

平行试验之间的变异系数也逐渐增大%意味着检测结果的可

重复性降低&这可能是在抗体用量达到一定水平时%

T

线上

呈现的信号强度达到读取仪的临界值%从而得到不准确且偏

差较大的读数&因此%综合考虑节省抗体)检测结果的
J=

值和灵敏度%最终选取
(

#

.

(

3U

为最佳抗体标记量&

!<!<;

!

金标抗体用量的优化
!

由图
!

!

*

#可知%

T

(

J

值随着

;A

第
;;

卷第
!

期 刘
!

静等"高灵敏黄曲霉毒素
[

#

免疫层析定量检测法的建立
!



金标抗体用量的增加呈现先变大后减小的趋势%在金标抗体

用量为
#<!

#

U

时%

T

(

J

值较大且抗体用量较少&这可能是在

金标抗体用量达到一定程度后%

T

线上的全抗原被结合完全%

剩余的金标抗体随层析反应移动到
J

线上%与二抗结合%使得

J

线显示的信号值随金标抗体用量的增加而逐渐升高%从而导

致
T

(

J

逐渐降低%因此选用
#<!

#

U

为最佳的金标抗体用量&

!<!<(

!

检测抗原浓度的优化
!

由图
!

!

H

#可知%随着全抗原

浓度的增加%试纸条的
T

(

J

值有所升高%在
#<A3

.

(

3U

之

后%

T

(

J

值趋于平稳&这是由于
T

线上全抗原浓度越高%结

合的金标抗体越多%

T

线上呈现的信号强度就越强%同时移

动到
J

线上的金标抗体量就越少%

J

线的信号强度也越弱%

两者共同导致
T

(

J

值变大&在
T

线抗原浓度为
#<A3

.

(

3U

时%

T

(

J

值较大%且平行试验间的变异系数!

J=

值#较小!

A

个浓度检测结果
J=

值分别为"

0P

%

#"P

%

AP

%

/P

%

##P

#%

所以选择
#<A3

.

(

3U

为最佳的
T

线抗原浓度&

!<!<A

!

免疫动力学曲线
!

在免疫层析分析中%反应时间的确

定非常重要%若时间过短%抗原抗体之间的反应不完全&由

图
;

可知%在前
135E

%

T

(

J

值逐渐变大%在
1

"

#A35E

时一

直处于下降趋势%在
#A35E

后
T

(

J

值趋于稳定%说明
#A35E

后抗原抗体反应达到平衡%因此选取
#A35E

为本试纸条的

检测时间&

!<;

!

胶体金免疫层析方法的性能评价

!<;<#

!

胶体金免疫层析方法灵敏度的评价
!

参考
ZEG9++5

等*

#0

+的方法%根据阴性的平均值减去
;

倍的标准偏差%计算

出本检测方法的灵敏度为
A<1E

.

(

U

&检测方法的标准曲线

见图
(

&线性方程为
%XV"<A$;06E

!

H

#

V"<;;A;

%线性范

围
"<"!

"

"<!"

#

.

(

C

.

&

!<;<!

!

胶体金免疫层析方法可重复性的评价
!

用
!"P

甲

醇'水溶液配制了不同浓度的标准溶液%每个浓度设置
#"

个平行对照%用制备好的试纸条检测%计算平行数据之间的

J=

值%评价该试纸条的可重复性%试验结果见表
#

&由表
#

可知%平行数据间的
J=

值均
&

#;P

%重复性较好&

!<;<;

!

胶体金免疫层析方法稳定性的评价
!

在
;1Q

下保存

#""H

后%检测结果并没有出现明显的差别!图
A

#%可见该试

纸条的保存期在
;1Q

下不小于
#""H

&由图
$

可知%在
$"Q

条件下进行高温试验%保存
1H

%阴性样本的
T

(

J

值没有降低%

说明该胶体金免疫层析产品在高温下具有很好的稳定性&

图
;

!

免疫动力学曲线结果

&5

.

:D?;

!

O

-

,53574,59E9G533:E9D?4*,59E,53?

图
(

!

检测方法的标准曲线

&5

.

:D?(

!

R,4EH4DH*:DF?9G,8?H?,?*,59E3?,89H

表
#

!

试验方法的
J=

值

T4@6?#

!

J=9G,8?H?,?*,59E3?,89H

浓度(!

#

.

.

C

.

V#

#

T

(

J

平均值
R' 7Y

(

P

"<"" !<"; "<#A 1<!$

"<"! #</# "<"( !<"#

"<"A #<;( "<#" 1<((

"<#" #<"! "<"/ 1</!

"<!" "<1# "<"$ /<1"

"<A" "<;/ "<"A #!<#0

#<"" "<#$ "<"# 0<!$

图
A

!

;1Q

条件下不同保存天数
T

)

J

值的变化

&5

.

:D?A

!

J84E

.

?+9GT

)

JF46:?+4G,?DH5GG?D?E,+4F?

H4

I

+:EH?D;1Q

图
$

!

$"Q

条件下不同保存天数
T

)

J

值的变化

&5

.

:D?$

!

J84E

.

?+9GT

)

JF46:?+4G,?DH5GG?D?E,+4F?

H4

I

+:EH?D$"Q

(A

安全与检测
!

!"#1

年第
!

期



!<(

!

样本的加标回收试验

应用已制备好的胶体金免疫层析试纸条进行检测%分别

计算出了各个样品的加标回收效率&大米)小米的加标浓度

为
A

#

.

(

C

.

%回收率分别为
1;<;AP

和
$;<!/P

%

J=

值为

A<0AP

和
1<1(P

%

J=

值均小于
#"P

&厨邦酱油和鲁花酱油

的加标浓度为
A

#

.

(

U

%回收率分别为
#"1</"P

和
0;<"$P

%

J=

值为
/<A#P

和
/<!(P

%

J=

值均小于
#"P

%说明本试验制

备的胶体金免疫层析试纸条可用于实际样本的检测&

;

!

结论
小分子检测时试纸条定性分析单纯追求

T

线消线%而试

纸条的定量检测则需要保证线性范围内
T

)

J

线颜色均不消

失%且控制
T

(

J

值随着浓度的变化成梯度变化&本试验主

要对用于定量检测的胶体金免疫层析试纸条的各项条件进

行了优化&在最优条件下%建立了
Z&[

#

的胶体金免疫层析

定量检测法%确定了该方法的灵敏度)可重复性%平衡时间等

指标%并对试纸条的稳定性及保存时间做了初步评价&结果

显示%在
-

M$<"

的条件下抗体的标记效率最高%抗体标记量

为
(

#

.

(

3U

%

T

线抗原的浓度为
#<A3

.

(

3U

%金标抗体的用

量为
#<!

#

U

时%制备的试纸条灵敏度较好!

A<1E

.

(

U

#&由于

灵敏度较高%该方法可以通过高稀释倍数来降低基质干扰%

有效地扩大了检测范围&免疫层析技术存在的一个比较突

出的问题是它的不稳定性%对胶体金免疫层析试纸条的稳定

性可进一步研究%提高其稳定性%以用于产业化大生产%得到

商业化的产品&
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