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摘要! 针对霉菌毒素精准检测技术的开发对于保障食品安全至关重要% 利用胶体金与赭曲霉毒素
6

单抗偶联物和

赭曲霉毒素
6#786

偶联物"

9:6#786

&! 开发了一种快速检测赭曲霉毒素
6

的方法% 研究结果表明$

!

当
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配制终质量浓度为
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! 质控线用羊抗鼠
><?

配制终质量浓度为
%-$ <

(

=

$%

! 硝酸纤维素"
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&膜的包被量为
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$%时呈现最清晰) 最均匀的条带*

#

赭曲霉毒素
6

胶体金快速检测试纸条的灵敏度达到
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! 检测时

间仅为
$ C*2

! 非常适合现场快速检测* 该检测试纸条具有携带方便+ 灵敏度高) 特异性强等优点, 由于本方法检

测时间短! 灵敏度高! 与传统的仪器和酶联免疫检测方法相比! 在野外和临床检测中更具有推广应用价值, 图
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赭曲霉毒素!
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"是曲霉属
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一些产毒菌株的次级代谢产物% 包

括赭曲霉毒素
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和
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等
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种结构类似化合物#
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& 其中赭曲霉毒素
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DF:

"毒性

最大% 在自然界分布最广泛% 对农产品的污染也最严重% 是严重危害人类健康的毒素之一'

DF:

在食

物中较稳定且不易分解% 在霉变谷物( 饲料等中最常见% 现已被证明具有弱诱变性( 免疫毒性% 能引起

免疫抑制% 并具有致癌( 致畸( 致突变作用' 世界卫生组织建议% 谷物( 豆类及其产品中的
DF:

限量

标准为
?<" !A

)

-A

"L

% 而牛奶中
DF:

是 *零容忍+ 毒素之一' 目前中国对
DF:

的检测主要依靠薄层层析

法!

F7=

"% 高效液相色谱法!

MN7=

"% 酶联免疫吸附法!

6789:

"等仪器分析技术' 这些方法虽然具有特异

性强( 灵敏度高的特点% 但由于使用的仪器与试剂相对比较昂贵% 样品处理过程繁琐% 不适宜用来进行

快速检测' 胶体金免疫层析技术是
!%

世纪
O%

年代初期开发的一种免疫分析方法% 它是在单克隆抗体技

术( 胶体金免疫技术和新材料技术基础上发展起来的快速检测技术 #

!PQ

$

' 该技术以微孔膜为固相载体%

将已知的特异性抗原固定于硝酸纤维素!

R=

"膜上作为检测线' 当加入待测样品后% 样品经毛细管的扩

散作用首先与胶体金标记物相结合% 并继续在扩散作用下泳动至检测线% 标记物与待测物的复合物被检

测线的抗原或抗体截获% 从而呈现红色的可见条带#

?

$

' 本法具有快速( 灵敏度高( 特异性强( 稳定性

好( 操作简单等优点% 结果判断直观可靠% 容易被基层单位人员掌握% 适合现场快速筛查和基层大面积

推广% 现在已广泛应用于临床诊断及药物检测等领域#

$
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' 本研究应用胶体金免疫层析技术% 将
DF:

单抗

与胶体金偶联物固化在结合垫上%

DF:!I9:

!

I9:

%

I0S+,) 1)2/( 5*3/(+,

% 牛血清白蛋白"偶联物固化在

检测线% 羊抗鼠
8AT

固化在质控线% 以制备一种快速检测食品和饲料中赭曲霉毒素
:

的方法'

L

材料与方法

*+*

材料与仪器

赭曲霉毒素
:

!

DF:

"标准品购自美国
9+A(5

公司& 抗赭曲霉毒素单克隆抗体!

(0,0B*0,5* DF: 5,4+!

30.'

"和
DF:!I9:

由本实验室制备& 羊抗鼠
8AT

( 氯金酸( 柠檬酸三钠( 碳酸钾购自生工生物工程上海

股份有限公司& 硝酸纤维素膜!

R=

膜"( 结合垫( 样品垫( 吸水纸( 胶体金储存液( 抗原稀释液购自上

海杰一生物技术有限公司'
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试验方法

L<!<L

胶体金的制备 采用柠檬酸三钠法% 取
L""<" (7

质量分数为
"<"LU

的氯金酸溶液到
V""<" (7

锥

形瓶中% 将锥形瓶置于恒温磁力搅拌器上% 搅拌加热至沸腾% 持续搅拌加入质量分数为
LU

的柠檬酸三

钠溶液
!<? (7

% 继续搅拌加热
L" (+,

% 当溶液颜色逐渐变至透亮红色并不再改变后% 停止加热' 适当

速度搅拌至室温% 用去离子水定容至
L""<" (7

保存备用'

L<!<!

胶体金标记抗体
"

标记前先将抗赭曲霉毒素
:

单克隆抗体溶液在转速
L? """ 2

)

(+,

"L

% 温度
Q

#

条件下离心
V" (+,

% 取上清液用于标记'

#

量取制备好的胶体金溶液
?"<" (7

% 用
"<L (0*

)

7

"L的碳酸

钾!

W

!

=D

V

"调节胶体金溶液
GM O<"

'

$

用磁力搅拌器充分搅拌% 并逐滴加入
!""<" !7

抗赭曲霉毒素
:

单

克隆抗体溶液% 达终质量浓度
?$<" (A

)

7

"L

>

混匀搅拌
Q? (+,

'

%

取质量分数为
L"UI9:

溶液逐滴加入至

胶体金中至终质量分数为
LU

% 继续搅拌
L? (+,

'

&Q #

%

O ?"" 2

)

(+,

"L离心
L? (+,

'

'

小心弃去上清

液'

(

沉淀利用胶体金储存液悬浮至
Q #

冰箱备用'
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试纸条的加工工艺优化

L<V<L

试纸条材料的筛选 样品垫筛选, 样品垫作为样品的载体% 其滤过性( 吸水性( 强度等性质对于

试纸条的 *跑板+ 有重要影响' 参考文献#

K

$对
Q

种样品垫!

XY!IZL"O

%

XY!IZL"[

%

XY!IZLL"

%

XY!IZLLL

"

进行筛选% 其方法为, 在
Q

批样品垫中随机抽检% 分别编号为
JL\JQ

% 每张裁下
L" (( $ V"" ((

规

格% 组装成试纸条' 取
!"

条试纸条% 通过检测样品的缓释速度( 样品流动的均一性( 过滤效果选择最

佳样品垫' 硝酸纤维素!

R=

"膜筛选, 不同公司生产的
R=

膜对样品的检测时间( 灵敏度等会产生重要影

?V!
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赭曲霉毒素
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试纸条检测原理图
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响! 选择合适的
78

膜对试纸条的研发尤为重要"

9

#

$ 对
:

种规格
78

膜分别编号为
7;

和
7:

! 喷上相同

质量浓度的
56"

偶联抗原! 组装成试纸条! 取
:<

条试纸条以
78

膜的爬速%

78

膜背景的洁净度% 阴

性显色强度等指标进行检测$ 吸水纸% 结合垫的型号也按照相似方法进行筛选! 选择最佳的型号备用$

;=!=: 78

膜包被
78

膜的包被质量浓度影响试纸条的敏感度! 因此选用
:

种方案测试
56"!>)"

的包

被质量浓度$

;

号方案& 利用抗原稀释液稀释
56"!>)"

! 配制终质量浓度为
!=:: %

'

?

";

(原
@=A< %

'

?

";

)$

:

号方案& 利用抗原稀释液稀释
56"!>)"

! 配制终质量浓度
B=9< %

'

?

";

(原
;C=A< %

'

?
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)$ 质控线利用抗原

稀释液稀释羊抗鼠
D%E

! 配制成终质量浓度为
;=<< %

'
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";和
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'
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(原
;<=<< %

'
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)$ 利用划膜喷金一

体机以
;=< !?

'

*,

";和
:=< !?

'

*,

";的量分别包被到
78

膜上$ 最终通过条带颜色的均匀和清晰程度选择

最佳方案$

;=!=!

胶体金试纸条的组装 试纸条是在底板上粘接
78

膜% 结合垫% 样品垫和吸水纸而成的$ 在底板

中部粘贴
78

膜! 底板左侧粘贴样品垫! 样品垫之下放置结合垫! 结合垫上固化胶体金和抗
56"

单抗

偶联物! 结合垫一端与
78

膜紧密相连! 在底板右侧粘贴吸收垫! 吸收垫左侧与
78

膜相连(图
;

)$

78

膜上有
:

条分开的显示印记带! 分别喷上
56"!>)"

偶联物和羊抗鼠
D%E

! 作为检测线(

6

线)和质控线

(

8

线)! 置于
!@ #

干燥箱烘干
;C ,$3

$ 利用点膜仪将抗赭曲霉毒素
"

单克隆抗体标记胶体金探针溶液

均匀喷到结合垫上! 真空冷冻干燥$ 最后将喷好
6

线和
8

线的
78

膜% 结合垫% 样品垫和吸水纸按图
;

所示组装并装入外壳中(图
:

)! 以用于样品检测! 样品垫正对加样孔!

78

膜正对检测窗$

图
;

侧向层析试纸条模式图
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图
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赭曲霉毒素
"

侧向层析快速检测试纸条
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试纸条检测方法 将试纸条检测卡平放!

用加样管吸取制备好的检测样品! 加入至样品孔

(

)

孔! 图
!8IJ

)! 样品在毛细管的扩散作用下沿

着
78

膜泳动至
6

线和
8

线!

C ,$3

内观察检测结

果$ 如果试纸条失效!

8

线不呈现红色条带(图

!>

)! 需重新检测$ 样品中没有
56"

! 试纸条的
6

线和
8

线均呈现红色条带$ 结合垫上的胶体金
!

56"

单抗在毛细管的扩散作用下泳动至
6

线! 与

6

线的
56"!>)"

相结合! 呈现红色条带! 多余的

胶体金
!56"

单抗泳动至
8

线! 与羊抗鼠
D%E

相结

合! 呈现红色条带(图
!8

)$ 样品中含有
56"

! 即

可与结合垫上的胶体金
!56"

单抗结合! 并在毛细

管的扩散作用下泳动至
6

线$ 由于胶体金
!56"

单

抗与样品中的
56"

相结合! 形成胶体金
!56"

单抗
!56"

复合物! 因此
6

线的
56"!>)"

无法与胶体金
!

56"

单抗相结合! 不呈现红色条带或呈现微弱的红色条带! 多余的胶体金
!56"

单抗泳动至
8

线! 与羊

抗鼠
D%E

相结合! 呈现红色条带(图
!J

)$

;=!=C

试纸条灵敏度测定 将
56"

标准品利用
2K @=B

!

<=<; ,04

'

?

"; 的
F>)

溶液配制成质量浓度为

<

!

;=<

!

C=<

!

;<=< !%

'

?

";的标准液! 分别取
@<=< !?

加入到试纸条检测孔中! 每个质量浓度重复检测
!

次!

C ,$3

后观察检测结果$ 检测结果通过试纸条呈现的红色条带颜色的深浅判断$ 样品中含有
56"

!

即可与结合垫上的胶体金
!56"

单抗结合! 并在毛细管的扩散作用下泳动至
6

线$ 形成胶体金
!56"

单

黄巧莲等& 基于侧向层析原理的赭曲霉毒素
"

快速检测试纸条的研制
C!!



浙 江 农 林 大 学 学 报
!"#$

年
$

月
!%

日浙 江 农 林 大 学 学 报

抗
!&'(

复合物! 因此!

'

线的
&'(!)*(

无法与胶体金
!&'(

单抗相结合! 不呈现红色条带或呈现微弱

的红色条带! 多余的胶体金
!&'(

单抗泳动至
+

线! 与羊抗鼠
,-.

相结合! 呈现红色条带" 通过颜色的

深浅即可判定肉眼可视检测限和肉眼可视的消线质量浓度"

#/0/$

试纸条特异性检测 将桔毒素# 伏马毒素
)1

# 玉米赤霉烯酮标准品利用
23 4/5

!

%/%1 678

$

9

"#的

:)*

溶液配制成质量浓度为
#/%

!

#%/%

!

#%%/% !-

$

9

"#的标准液! 分别取
4% !9

加入到试纸条检测孔中!

每个质量浓度重复检测
0

次!

; 6<=

后观察检测结果" 检测结果通过试纸条呈现的红色条带颜色的深浅

判断" 桔毒素# 伏马毒素
)#

# 玉米赤霉烯酮如果发生非特异性反应! 形成胶体金
!&'(

单抗
!

桔毒素%伏

马毒素
)#>

玉米赤霉烯酮&复合物! 因此
'

线的
&'(!)*(

无法与胶体金
!&'(

单抗相结合! 不呈现红色条

带或呈现微弱的红色条带! 多余的胶体金
!&'(

单抗泳动至
+

线! 与羊抗鼠
,-.

相结合!

+

线呈现红色

条带" 桔毒素# 伏马毒素
)#

# 玉米赤霉烯酮如果不发生非特异性反应! 结合垫上的胶体金
!&'(

单抗在

毛细管的扩散作用下泳动至
'

线! 与
'

线的
&'(!)*(

相结合! 呈现红色条带! 多余的胶体金
!&'(

单抗

泳动至
+

线! 与羊抗鼠
,-.

相结合! 呈现红色条带"

!

结果与分析

!"# $%

膜包被结果

利用已制备的胶体金标记抗体! 匹配
:?88 @<@<A B% C+

膜和
:?88 @<@<A #4% C+

膜测试" 试验结果如图

5

所示!

:?88 @<@<A #4% C+

膜的条带更清晰! 所以选择
:?88 @<@<A #4% C+

膜"

!&! $%

膜包被最优喷量的结果

检测结果显示' 当
&'(!)*(

终质量浓度为
5/D -

$

9

"#

%原
#;/$ -

$

9

"#

&! 质控线用羊抗鼠
,-.

配制终质

量浓度为
#/; -

$

9

"#

%原
#%/% -

$

9

"#

&!

C+

膜的包被量为
#/% !9

$

E6

"#的时候所呈现的条带最清晰# 最均匀!

因此选择此方案为最佳包被方案"

!&'

试纸条灵敏度检测结果

当用
:)*

检测试纸条时! 检测线与质控线均出现红色条带! 随着加入的
&'(

样品质量浓度的增加!

检测线的红色条带颜色逐渐变浅! 当
&'(

标准品质量浓度达到
#/% !-

$

9

"#的时候! 检测线的红色条带

与对照组相比显著变浅" 质量浓度达到
#%/% !-

$

9

"#检测线未出现红色条带%图
;

&! 其中质控线出现红色

条带! 因此判断该
&'(

试纸条的肉眼可视检测限为
#/% !-

$

9

"#

! 肉眼可视的消线质量浓度为
#%/% !-

$

9

"#

"

图
5

赭曲霉毒素
(

在不同
C+

膜上的喷样检

测试验

F<-GHI 5 &'( AIJIEJ<7= 7= A<KKIHI=J C+ 6I6LH?=IM

1/ :?88 @<@<A B" C+

膜(

!/ :?88 @<@<A 14" C+

膜
图

;

基于侧向层析原理检测不同质量浓度赭

曲霉毒素
(

的试验结果

F<-GHI ; &'( AIJIEJ<7= 7= JIMJ MJH<2M N<JO E7=EI=JH?J<7=M

H?=-<=- KH76 % J7 1%/% !-

$

9

"1

!&(

试纸条特异性检测结果

由于桔毒素# 伏马毒素
)1

# 玉米赤霉烯酮与胶体金
!&'(

单抗不发生非特异性反应! 因此结合垫上

的胶体金
!&'(

单抗在毛细管的扩散作用下泳动至
'

线! 与
'

线的
&'(!)*(

相结合! 试纸条均呈现
!

条

红色条带" 以上毒素不同质量浓度下特异性检测结果如表
1

所示! 表明本研究所制备的试纸条与桔毒

;05
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!
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表
!

赭曲霉毒素
"

检测试纸条特异性试验结果

"#$%& ' ()&*+,+*+#% -&./%0. 1, 02& 3"4 0&.0 .0-+)

毒素种类
不同质量浓度下特异性试验结果

' '5 '55 !6

!

7

!'

桔毒素 阴性 阴性 阴性

伏马毒素
8'

阴性 阴性 阴性

玉米赤霉烯酮 阴性 阴性 阴性

素" 伏马毒素
8'

" 玉米赤霉烯酮均无交叉反应# 特异性良好$

!

讨论和结论

食品安全问题一直是世界关注的焦点# 其中霉菌

毒素污染最为常见%

9

&

' 本研究应用胶体金免疫层析技

术研制
3"4

检测试纸条# 胶体金在弱碱环境下带负电

荷# 可与蛋白质分子的正电荷基团形成牢固的结合'

由于这种结合是静电结合# 所以不影响蛋白质的生物

学特性' 利用低速搅拌的方法将胶体金与抗
3"4

单克

隆抗体进行偶联# 结果表明(

3"4

单抗与胶体金通过

非共价结合的方式牢固结合# 在
:;

膜上移动顺畅# 无任何滞留' 当
3"4"8(4

配制终质量浓度为
<=>

6

!

7

!'

)原
'?=@ 6

!

7

!'

*# 质控线用羊抗鼠
A6B

配制终质量浓度为
'=? 6

!

7

!'

)原
'5=5 6

!

7

!'

*#

:;

膜的包被量为

'=5 !7

!

*C

!'时呈现最清晰+ 最均匀的条带'

本研究对试纸条的组成材料也做了严格筛选# 通过比较分析不同类型的
:;

膜" 结合垫" 吸收垫"

吸水纸" 胶体金的喷金量" 抗原点样位置以及
"

线"

;

线的划线位置等多种因素对试纸条检测特性的影

响# 确定最佳条件# 并组装试纸条' 本研究通过优化# 最终选择
D#%% E+F+G 'H5 :;

膜和
IJ"8K'5>

样

品垫'

中国对
3"4

的限量标准是谷物" 豆类及其产品中不能超过
?=5 !6

!

L6

!'

)

?=5 !6

!

7

!'

*' 本研究所制备

的试纸条的检测灵敏度可达
'=5 !6

!

7

!'

# 可满足国家检测标准' 检测样品时# 与对照组相比即可判定谷

物" 豆类及其产品被
3"4

污染与否' 国外对
3"4

的检测也采用高效液相色谱法)

MD7;

*

%

'5

&

" 酶联免疫

吸附法)

N7A(4

*

%

''

&等仪器分析技术# 也有利用胶体金检测
3"4

的报道%

'O

&

' 但检测下限仅为
'5=5 !6

!

7

!'

#

而且耗时' 本研究制备的
3"4

检测试纸条的肉眼可视检测限为
'=5 !6

!

7

!'

# 检测时间仅为
? C+P

# 时间

短" 灵敏度高# 可广泛应用于大量样品的快速筛查'

<
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