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基于胶体金侧向层析原理的大米中痕量镉

现场快速检测方法
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摘要：目的：建立一种可实现对大米中镉元素现场快速检

测的胶体金试纸条检测方法。方法：基于侧向免疫层析

技术，对胶体金试纸条一系列影响检测性能的参数进行

系统优化。结果：所制备的胶体金试纸条对大米中镉元

素的检测达到了可视化检测限为１０ｎｇ／ｇ的水平。在实

际应用中，此方法样品前处理过程操作简单，低浓度酸直

接提取并稀释后即可用于试纸条检测。结论：胶体金试

纸条快速检测方法适用于大米镉的现场快速筛检。

关键词：大米；镉；现场快速检测；胶体金试纸条；可视化

检测；低浓度酸
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镉是一种通过工业生产和农业实践广泛传播的银白

色有毒金属污染物，具有不可降解性和积聚性，是环境中

毒性最强的重金属之一［１－４］。镉普遍存在于环境中，会

通过水源、土壤、空气流动等进入生态系统内循环。水稻

具有发达的根系和特殊的生长周期，对重金属镉的吸收、

富集能力强于一般农作物，导致大米重金属镉超标问题

尤为突出［５－７］。中国相关法律规定大米中镉含量不得超

过０．２ｍｇ／ｋｇ
［８］。因此，对大米中镉污染的检测对于保障

人的生命健康具有重要意义。

大米中重金属污染尤其是镉污染已严重危害到人类

健康［９］。目前，对于镉污染的检测方法主要依赖于一些

大精仪器，如原子荧光光谱（ＡＦＳ）
［１０－１２］、电感耦合等离子

体原子发射光谱（ＩＣＰＡＥＳ）
［１３－１４］、电感耦合等离子体质

谱（ＩＣＰＭＳ）
［１５－１７］等。这些方法虽然具有较高的灵敏度

与精确度，但是检测样品要求高，样品前处理复杂，检测

耗时长，所需仪器昂贵并需要专业人员操作，不适合现场

即时筛查。一些快速检测方法如比色检测法［１８－２２］、电化

学分析法［２３－２７］，因灵敏度低、抗干扰能力弱，不适用于复

杂的实际样本检测。

近年来，侧向层析试纸技术因其简单、易操作、低成

本、检测耗时短等而被广泛应用于食品安全检测领

域［２８－２９］。Ｘｕ等
［３０］开发了一种基于 ＱｕＥＣｈＥＲＳ方法的

便携式仪器，经酸溶液剧烈振摇提取后，转移到分散固相

萃取柱中由高氯酸洗脱，通过免疫层析试纸法检测含有

镉的纯化和浓缩样品，通过将该方法与电感耦合等离子

体质谱法获得的结果进行比较，进一步验证了该方法实
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际应用中的可靠性。Ｌｉｎｇ等
［３１］用具有复杂三维花状结

构的纳米花颗粒（ＡｕＮＦｓ）作为高信号报告基因，成功开

发了基于 ＡｕＮＦｓ标记的条带。与传统胶体金标记的结

果相比，检测线提高了约１２倍，将获得的试纸测试用于

真实水样中镉离子的检测，其灵敏度高，且具有良好的重

复性。Ａｒａｉ等
［３２］开发了糙米中镉免疫检测试剂盒，由免

疫色谱装置和用于预处理的选择性纯化柱组成，定量范

围为１００～１０００μｇ／ｋｇ，可用于现场快速检测。

研究拟通过胶体金免疫层析试纸条检测技术，构建

镉离子便携可视化快速检测平台，并与传统的重金属镉

提取方法进行比较，以期为大米中镉的现场检测提供更

快速便捷的途径。

１　材料与方法
１．１　材料与试剂

大米：籼米和糯米，安徽省质检院；

氯金酸、柠檬酸三钠：分析纯，生工生物工程（上海）

股份有限公司；

牛血清蛋白（ＢＳＡ）、人血清蛋白（ＨＳＡ）、酪蛋白

（Ｃａｓｅｉｎ）、酪蛋白钠（ＮａＣａｓｅｉｎ）：分析纯，百灵威科技有

限公司；

磷酸缓冲溶液（ＰＢ）、磷酸盐缓冲溶液（ＰＢＳ）、磷酸盐

吐温缓冲液（ＰＢＳＴ）、三羟甲基氨基甲烷盐酸盐（Ｔｒｉｓ

ＨＣｌ）、硝酸（ＨＮＯ３）、氢氧化钠（ＮａＯＨ）、乙二胺四乙酸二

钠（ＥＤＴＡ２Ｎａ）：分析纯，国药集团化学试剂有限公司；

水中镉标准品：１０００ｍｇ／Ｌ，坛墨质检科技股份有限

公司；

镉抗体、镉包被原、羊抗鼠二抗：杭州贤至科技生物

有限公司；

硝酸纤维素膜（ＮＣ膜）、吸水垫、玻璃纤维膜、聚氯乙

（ＰＶＣ）底板：上海捷宁科技生物有限公司。

１．２　主要仪器设备

磁力搅拌器：ＩＫＡＲＣＴｂａｓｉｃ型，广州仪科实验室技

术有限公司；

电热恒温鼓风干燥箱：１０１１Ｂ型，上海三发科学仪器

有限公司；

低温高速离心机：ＦｒｉｔｓｃｈＬＥＧＥＮＤ ＭＩＣＲＯ１７Ｒ型，

德国贺利氏公司；

试纸条喷膜仪：ＸＹＺ型，美国Ｂｉｏｄｏｔ公司；

试纸条切条机：ＣＭ４０００型，美国Ｂｉｏｄｏｔ公司；

高速万能粉碎机：ＦＷ１００型，天津市泰斯特仪器有限

公司；

超声仪：ＩＴ０７型，昆山市超声仪器有限公司。

１．３　方法

１．３．１　胶体金的制备　采用柠檬酸三钠还原法。将

２５０ｍＬ锥形瓶和磁力搅拌子用自来水冲洗干净后，加入

王水浸泡２４ｈ。向锥形瓶中加入双蒸水煮沸后倒出，反

复用沸水洗涤５次。向洗净的锥形瓶中加入２．５５ｍＬ质

量浓度为５ｇ／Ｌ的氯金酸溶液，并加双蒸水至１５０ｍＬ，混

匀，置于磁力搅拌器上加热至暴沸状态时，开启搅拌，转速

调至１２０００ｒ／ｍｉｎ，随后迅速加入３ｍＬ１％柠檬酸三钠溶

液，边加热搅拌边，当溶液由黑变紫再变成稳定的酒红色

后，继续加热搅拌５ｍｉｎ，关闭热源，继续搅拌５ｍｉｎ，关闭

仪器，将锥形瓶于室温冷却，并于４℃冰箱贮藏备用。

１．３．２　胶体金标记镉抗体偶联物的合成　取１ｍＬ胶体

金溶液于１．５ｍＬ离心管内，加入Ｋ２ＣＯ３溶液调节ｐＨ，再

加入１ ｍｇ／ｍＬ 镉抗体，室温下摇晃孵育 １ｈ。加入

１００μＬ封闭剂，继续室温孵育 ０．５ｈ。反应结束后，

９０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃去上清液后加入１００μＬ重悬

液进行复溶，获得所需偶联物。移取４μＬ偶联物滴加至

金标垫上，于２７℃烘箱干燥，备用。

１．３．３　免疫侧向层析试纸的制备　胶体金免疫侧向层析

试纸从下到上依次由ＰＶＣ底板、样品垫、金标垫、ＮＣ膜

和吸水垫５个部分组成。将一定浓度的镉包被原和羊抗

鼠二抗经喷膜仪分别以直线的形式喷涂至ＮＣ膜上，分别

作为检测线（Ｔ线）和质控线（Ｃ线），随后将膜放入２７℃

烘箱中干燥２ｈ。最后将样品垫、金标垫、ＮＣ膜和吸水垫

依次粘贴在ＰＶＣ底板上，用切条机切割成３ｍｍ宽的试

纸条保存备用。

１．３．４　大米样品中镉的检测

（１）样品前处理：将标准浓度镉大米样本粉碎后过

６０目筛网，以保证每一批样本提取前粒径相等。

（２）试样提取：准确称取１ｇ过筛后的大米于４ｍＬ

离心管中，加入２ｍＬ质量分数为５％的 ＨＮＯ３提取镉离

子。将溶液于室温下剧烈涡旋震荡５ｍｉｎ，使样品与硝酸

充分反应。将溶液于９０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，获得含有

镉离子的上清液。

（３）镉离子检测：取１００μＬ上清液加入适量１ｍｏｌ／Ｌ

的ＮａＯＨ溶液调至中性，待充分混匀后，加入２０μＬ（含

１００ｍｇ／ＬＥＤＴＡ２Ｎａ）１００ｍｍｏｌ／Ｌ的ＰＢＳＴ缓冲液，混

匀，得到的溶液即为上样液。取５０μＬ上样液滴加到制

备好的镉胶体金试纸条样品垫上，等待５ｍｉｎ后观察

结果。

１．４　试验参数优化

１．４．１　胶体金与镉抗体偶联体系ｐＨ优化　向１ｍＬ胶

体金溶液中加入不同体积（４，６，８，１０μＬ）０．１ｍｏｌ／Ｌ的

Ｋ２ＣＯ３，根据试纸条检测结果确定最适的Ｋ２ＣＯ３用量。

１．４．２　镉抗体用量优化　在Ｋ２ＣＯ３用量优化结果的基础

上，偶联过程中，在等量胶体金中加入不同体积（１，２，３，

４μＬ）质量浓度为１ｍｇ／ｍＬ的镉抗体，制备成胶体金镉

抗体偶联物，最终根据试纸条检测结果确定最适的镉抗

体用量。
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１．４．３　封闭剂种类的选择　分别选择质量分数为１０％

ＢＳＡ、１０％ ＨＳＡ、０．５％Ｃａｓｅｉｎ、０．５％ ＮａＣａｓｅｉｎ作为封闭

剂进行封闭，最终制备成胶体金镉抗体偶联物，根据试纸

条检测结果确定最适的封闭剂种类。

１．４．４　重悬液的选择　在前期参数优化的基础上，平行

４组进行胶体金与抗体的偶联与封闭，选择质量分数为

１０％ＢＳＡ、１０％ ＨＳＡ、０．５％ Ｃａｓｅｉｎ、０．５％ ＮａＣａｓｅｉｎ作

为重悬液对４组偶联物进行复溶，根据试纸条检测结果

确定最适的重悬液种类。

１．４．５　螯合缓冲液的选择　为了验证不同的盐离子浓度

和不同的ｐＨ检测环境对大米中镉离子检测效果的影响，

选择０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢ、０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ、０．０１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ

ＨＣｌ、０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳＴ４种溶液分别作为螯合缓冲液，根

据试纸条检测结果确定最适的缓冲液种类。

１．４．６　试纸条检测灵敏度的验证　选择优化后的最适条件，

分别取１００μＬ质量浓度分别为０，１，５，１０，２５，５０ｎｇ／ｍＬ稀释

后的镉标准溶液于不同离心管中，经１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ 将

ｐＨ调至中性后，与２０μＬ（含１００ ｍｇ／ＬＥＤＴＡ２Ｎａ）

１００ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳＴ混合，等待５ｍｉｎ后观察试纸条显线

情况。

１．４．７　试纸条特异性验证　为了验证此方法是否受其他

重金属离子的干扰，分别选取质量浓度为５００ｎｇ／ｍＬ的

Ｆｅ３＋、Ｃｒ３＋、Ｚｎ２＋、Ｈｇ
２＋、Ｃｕ２＋、Ｐｂ２＋ 以 及 空 白 对 照

ＰＢＳＴ，与质量浓度为５０ｎｇ／ｍＬ的目标物Ｃｄ
２＋，利用制

备的试纸同时进行检测，等待５ｍｉｎ后观察其显线情况。

２　结果与分析
２．１　镉胶体金试纸条检测原理

如图１所示，镉抗体标记胶体金形成金标抗体，铺在

标记垫上，ＮＣ膜上分别喷涂了羊抗鼠二抗和镉包被原作

为Ｃ线和Ｔ线。当被测样品中含有重金属镉时，通过样

品的前处理将其转化成镉离子，再与乙二胺四乙酸形成

螯合物，会与Ｔ线上的镉包被原共同竞争金标抗体，金标

抗体便不能与喷涂于Ｔ线上的镉包被原结合，使Ｔ线显线

较弱或者不显线，随着金标抗体继续向前迁移，将与Ｃ线

上的羊抗鼠二抗结合，显示红线最终试纸条上Ｃ线较强，Ｔ

线较弱或者不显线，即为阳性；若样品中不含镉，金标抗体

便会与Ｔ线上的镉包被原以及Ｃ线上的羊抗鼠二抗结合，

此时试纸条显示两条颜色较强的红线，即为阴性。

２．２　胶体金与镉抗体偶联ｐＨ优化

图２为胶体金与镉抗体偶联体系最适ｐＨ优化结果，

由于合适的酸碱环境有助于抗体在胶体金表面的结合，

而过酸过碱条件下，容易导致胶体金聚集，故选择Ｋ２ＣＯ３

这种强碱弱酸盐来对初始状态为酸性的胶体金进行ｐＨ

值的调节。由图２可知，随着体系中加入 Ｋ２ＣＯ３量的增

加，溶液的ｐＨ值随之增大，试纸条的灵敏度逐渐增强，说

图１　重金属镉胶体金试纸条检测原理图

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｔｈｅｃｏｌｌｏｉｄａｌ

ｇｏｌｄｔｅｓｔｓｔｒｉｐｆｏｒｔｈｅｈｅａｒｙｍｅｔａｌｃａｄｍｉｕｍ

图２　胶体金与抗体偶联体系最适ｐＨ优化结果

Ｆｉｇｕｒｅ２　 Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｏｐｔｉｍｕｍ ｐＨ ｆｏｒ

ｃｏｌｌｏｉｄａｌ ｇｏｌｄ ａｎｄ ｃａｄｍｉｕｍ ａｎｔｉｂｏｄｙ

ｃｏｎｊｕｇａｔｅｄｓｙｓｔｅｍｓ

明在偏碱性条件下，有助于抗体与胶体金的结合。当

Ｋ２ＣＯ３用量为８μＬ时，检测灵敏度最高，且阴性Ｔ线强

度最强，阴阳结果对比明显，因此在该反应条件下，选择

Ｋ２ＣＯ３用量为８μＬ进行标记体系ｐＨ的调节。

２．３　镉抗体用量优化

由图３可知，镉抗体用量太低时，影响Ｔ线的显现，

随着镉抗体用量的增多，检测结果中Ｔ线的强度增强，但

相应的灵敏度降低，综合考虑Ｔ线强度和检测灵敏度，最

终选择４μＬ的镉抗体为最终使用量。

２．４　胶体金与镉抗体偶联封闭剂的选择

由图４可知，使用Ｃａｓｅｉｎ和ＮａＣａｓｅｉｎ作为封闭剂制

备的金标抗体偶联物，测试过程中偶联物在金标垫上不

容易释放，测试完成后金标垫上仍有大量偶联物堆积，而

ＢＳＡ和ＨＳＡ作为封闭剂时释放效果良好。在二者检测

图３　抗体标记量优化结果

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃａｄｍｉｕｍ

ａｎｔｉｂｏｄｙｄｏｓａｇｅ
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灵敏度一致的条件下，ＢＳＡ封闭组阴性Ｔ线强度略高于

ＨＳＡ封闭组，综合考虑，选取质量分数为１０％的ＢＳＡ溶

液作为试纸条偶联过程的封闭剂。

２．５　重悬液的选择

由图５可知，４种不同的重悬液制备的试纸条，检测

过程中金标垫上偶联物均有良好的释放效果，对比４组

检测结果中的灵敏度和显线强度，最终选择质量分数为

０．５％的ＮａＣａｓｅｉｎ作为重悬液。

２．６　螯合过程缓冲液的优化

由图６可知，当ＰＢＳＴ作为缓冲液时，其灵敏度与其

他３种缓冲液相比明显提高，可能是ＰＢＳＴ中含有的表面

活性剂吐温２０提高了镉与金标抗体的结合。因此，选择

ＰＢＳＴ作为螯合缓冲液。

２．７　标准曲线的建立

由图７（ａ）可知，随着样品中Ｃｄ２＋质量浓度的增加，

试纸条Ｔ线的颜色强度逐渐减弱，当Ｃｄ２＋质量浓度达到

图４　封闭剂优化结果

Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｂｌｏｃｋｉｎｇａｇｅｎｔｓ

１０ｎｇ／ｍＬ时，可以明显看出其Ｔ线颜色与阴性样本的差

异，当Ｃｄ２＋质量浓度达到５０ｎｇ／ｍＬ时，试纸条Ｔ线完全

消除。由图７（ｂ）可知，随着Ｃｄ２＋质量浓度的增大，Ｔ线

的峰值面积越来越小，在１０ｎｇ／ｍＬ时检测线的峰面积显

著减小，并且在Ｃｄ２＋质量浓度达到５０ｎｇ／ｍＬ时基本消

失，与图７（ａ）中的检测线变化趋势保持一致，进一步证明

了该试纸条用肉眼观察的准确性。由图７（ｃ）可知，Ｔ线

峰面积与对应的Ｃｄ２＋质量浓度在０～５０ｎｇ／ｍＬ时具有

良好的线性关系，证明了试验方法的定量检测潜力。

２．８　特异性检测结果

由图８（ａ）可知，利用制备的试纸条对多种金属离子

进行检测时，只有Ｃｄ２＋能够使试纸条 Ｔ线消失，其他重

金属离子样本上样时，Ｔ线的强度与空白对照组几乎一

致，表明该试纸条对于镉离子 具 有 良 好 的 特 异 性。

图８（ｂ）和图８（ｃ）分别是根据图８（ａ）中Ｔ线处信号强度

的灰度扫描图谱和峰面积获得的柱状图，进一步验证了

此镉胶体金试纸条具有良好的特异性。

２．９　实际样品检测

对６份不同大米样本通过镉离子提取并螯合后利用

制备的镉离子试纸条进行上样检测，结果如图９所示。

由图９可知，６份大米样本中有２个样本对应Ｔ线与Ｃ线

强度区别不大，无明显减弱，可判定为阴性样本；４份 Ｔ

线明显变弱，可判定为阳性样本。并且试纸条对应Ｔ线

的灰度扫描结果也显示，其中２份样本Ｔ线峰值较高，另

图５　重悬液优化结果

Ｆｉｇｕｒｅ５　Ｏｐｔｉｍｉｚｔｉｏｎｏｆｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｒｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎｓ

图６　螯合缓冲液优化结果

Ｆｉｇｕｒｅ６　Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃｈｅｌａｔｉｎｇ

ｂｕｆｆｅｒ

图７　镉胶体金试纸条与标准曲线的建立
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图８　镉胶体金试纸条特异性检测结果

Ｆｉｇｕｒｅ８　Ｓｐｅｃｉｆｉｃｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃａｄｍｉｕｍｃｏｌｌｏｉｄａｌ

ｇｏｌｄｔｅｓｔｓｔｒｉｐ

外４份Ｔ线峰值降低明显。而通过原子吸收光谱法测得

６份样本中镉含量分别为籼米１９ｎｇ／ｇ、籼米２７ｎｇ／ｇ、籼米

２４０ｎｇ／ｇ、籼米２６０ｎｇ／ｇ、糯米２４０ｎｇ／ｇ，糯米２６０ｎｇ／ｇ，根

据国标对大米中镉离子的限量要求可知，低于２００ｎｇ／ｇ时

可视为阴性样本，说明试纸条检测结果与仪器测定结果一

致，进一步验证了胶体金试纸条方法的可行性与有效性。

２．１０　与市售试剂盒对比

为了验证试验方法检测大米中镉的准确性，购买了

市售的检测试剂盒与之进行对比。由图１０可知，试验所

制备的胶体金试纸条比商业化试剂盒的消线效果更好，

更适用于现场快速检测。将该胶体金试纸条检测法与商

业化电化学检测仪相比，两者均能满足实际检测要求，但

该方法的便携性和特异性更好。因此试验方法具有极大

的实际应用潜力。

３　结论
研究建立了一种可现场快速检测大米中重金属镉的

胶体金试纸条。结果表明，与传统的镉离子检测方法相

比，试验方法的样品前处理过程简便、耗时短，无需复杂

的样本提取过程，操作过程简单、温和，经过稀酸提取并

图９　实际样品检测结果

Ｆｉｇｕｒｅ９　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃａｄｍｉｕｍｉｎｒｅａｌｓａｍｐｌｅ

图１０　市售试剂盒与试验方法检测结果对比

Ｆｉｇｕｒｅ １０ 　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｂｅｔｗｅｅｎ

ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌｒｅａｇｅｎｔｋｉｔａｎｄｔｅｓｔｍｅｔｈｏｄ

稀释后即可于试纸条上检测，短时间内就能获得检测结

果，节省了大量时间。研究仅对大米中的镉进行了检测，

后续可以将该方法应用于其他谷物及各种水产品等镉污

染环境中，通过进一步优化提取方法，实现各种环境下镉

离子的快速检测，提高该方法在复杂样品中的检测性能。
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