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硝苯地平免疫胶体金探针的制备 

宋  翔 1, 2, 王云贵 2, 黄登宇 2* 

(1. 山西大学生物技术研究所, 太原  030006; 2. 山西大学食品药品快速检测中心, 太原  030006) 

摘  要: 目的  优化硝苯地平药物的免疫胶体金探针的制备条件。方法  采用柠檬酸三钠还原法制备胶体金溶

液, 采用紫外分光光度法在 400~700 nm 处测定胶体金溶液吸光度, 判断胶体金颗粒大小。调整标记胶体金溶

液 pH、抗体蛋白量以及复溶液等因素,试制试纸条并进行加标验证实验, 确定制备免疫胶体金探针的最优条件。

结果  实验制备胶体金颗粒大小在 20~40 nm; 最佳制备条件为: 单抗标记 pH为 9.0, 单抗标记量为 5.0 μL, 复

溶液为 0.5 mol/L Tris(pH 9.0, 含 0.5% Tween20)。经加标实验验证, 试纸条的检测灵敏度可以达到设计要求。

结论  硝苯地平免疫胶体金探针的制备条件优化, 可为下一步制作高质量的免疫胶体金试纸条提供技术准备, 

可应用于对食品中非法添加硝苯地平的快速检测。 
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Preparation of nifedipine immune colloidal gold probe 
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ABSTRACT: Objective  To optimize the preparation conditions of immune colloidal gold probe for detection of 

nifedipine drugs. Methods  Colloidal gold solution was prepared by sodium citrate reduction method, and the 

absorbance of colloidal gold was determined by ultraviolet spectroscopy (UV) at 400~700 nm, so as to observe the 

size of colloidal gold. By adjustment of the pH value of labeled colloidal gold solution, the amount of antibody 

protein and the reconstituted solution to determine the optimal conditions for preparing immune colloidal gold probes, 

test strip was tested and spiked experiment was verified. Results  The size of prepared gold particles was 20~40 nm. 

The best preparation conditions for immune colloidal gold probe were as follows: the pH value of labeled monoclonal 

antibodies was 9.0, the labeled amount of monoclonal antibodies was 5.0 µg/mL, and complex solution was 0.5 

mol/LTris (pH 9.0, containing 0.5% Tween20). After verification of standard addition recovery experiment, the 

sensitivity of the test strip could meet the design requirements. Conclusion  The optimization of preparation 

conditions of immune colloidal gold probe for detection of nifedipine can provide technical preparation for making 

high quality immune colloidal gold strip, which can be applied for rapid detection of nifedipine illegally added in 

food. 
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1  引  言 

硝苯地平是一种常见的降血压药物, 人服用后可导

致血压短时间内显著下降, 但降压幅度与速度难以掌控, 

服用不当或可导致重要生命器官血液灌注压力和血流量下

降, 也可导致全身血流重新分布, 造成心脏或者脑部血管

相对缺血, 严重的可引发死亡[1]。我国规定禁止向食品中

添加药物成分, 但是一些不法商家为了赚取更多的非法利

润, 在保健食品中添加明令禁止的药物成分, 给消费者带

来伤害和威胁[2]。 

如何在现场快速筛选出食品中违法添加的药物, 是

新常态下对基层食品安全执法工作提出的新要求, 目前急

需建立针对这些非法添加药物成分的快速、准确的快速筛

查方法。本研究旨在确定硝苯地平免疫胶体金探针的制备

条件, 研制出一种操作简便、反应快速、结果准确的硝苯

地平免疫胶体金层析试纸条, 为基层食药监管人员的现场

快速检测提供帮助[3]。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂[4,5] 

2.1.1  仪  器 

UV-1800 紫外分光光度计(日本岛津公司); 冷冻离心

机(美国 Eppendorf公司); M3 basic涡旋仪(德国 IKA公司); 

TP-213 电子天平 (美国  DENVER Instrument 公司 ); 

Topolino磁力搅拌(德国 IKA公司); DHG-9140A电热恒温

干燥箱(上海精宏实验设备有限公司)。 

2.1.2  试 剂 

氯金酸、柠檬酸三钠、吐温(Tween)-20、聚乙二醇

20000(均为分析纯, 国药集团化学试剂有限公司), 牛血清

蛋白 BSA(美国 Sigma 公司), 超纯水(Milli-Q 超纯水系统

制备), 其他抗原抗体物质(实验室自制)。 

2.2  实验方法 

2.2.1  制备胶体金溶液[6,7] 

100 mL 0.1%氯金酸溶液倒入圆底烧瓶, 以 300 r/min

匀速旋转加热至沸腾 , 注入 2 mL 1%柠檬酸三钠溶液 , 

100 ℃保持 10 min, 自然冷却至室温, 制备好的胶体金保

存于 4 ℃。 

2.2.2  判断胶体金大小 

紫外扫描胶体金, 400~700 nm处测定其吸光度, 判断

其颗粒大小范围。 

2.2.3  标记胶体金抗体 

(1)确定最佳标记 pH[8,9] 

1.5 mL EP 管, 注入 1 mL 胶体金溶液, 以 1 mol/L 

K2CO3调节至不同 pH(7.5、8、8.5和 9), 加入 6 μL的硝苯

地平抗体 (1.0 mg/mL), 混合均匀后静置 4 h, 以 10000 

r/min离心 10min, 取上清液观测定 OD530。以上清液 pH为

横坐标、OD530为纵坐标作标准曲线, 以吸收最大的 pH作

为最佳 pH。 

(2)确定最佳标记蛋白量 

1.5 mL EP 管中加入 1 mL 胶体金溶液, 以 1 mol/L 

K2CO3调节 pH至 9.0, 分别取 5、10、15、20 μL 1.0 mg/mL

纯化后抗体加入反应体系中, 混匀后静置 4 h, 以 10000 

r/min离心 10 min。去除上清液, 加入 1 mL复溶液, 2500 

r/min涡旋 30 s, 观察上清液及沉淀。出现最少沉淀的为最

佳标记条件, 若有数个同等条件, 则加入蛋白最少量的条

件为最佳标记量[10-12]。 

(3)确定最佳复溶液 

在 1 mol/L Tris溶液(pH为 7.5~8)中, 分别加入 0.5%

及 1%的不同活性剂(BSA、PEG8000、PEG2000、Tween 20)

作为复溶液。在经过离心的胶体金沉淀中加入 1 mL 复溶

液, 2500 r/min涡旋 1 min, 观察上清液及沉淀。沉淀最少、

分散时间最短的复溶液为最佳[13]。 

2.2.4  制作试纸条并进行灵敏度测试 

根据实验调整确定的标记抗体、包被抗原浓度及二抗

的标记浓度喷涂制作试纸条。取硝苯地平标准品, 以阴性

未含硝苯地平降压类保健食品作为基质, 加入 0、1.0 mg/L

不同浓度硝苯地平进行加标实验, 实验平行进行 10次。若

T线比 C线颜色更深, 结果为阴性(-); 若 T线与 C线颜色

浅, 则结果为阳性(+); 若发现 C 线无颜色, 则测试结果为

失效(/)[14]。 

3  结果与分析 

3.1  胶体金颗粒大小 

胶体金的紫外吸收光谱见图 1, 由图 1 可知, 实验制

备的胶体金的紫外图谱最大吸光度值约在 529 nm, 胶体金

的颜色为深红色。 

 

 

 
图 1  胶体金的紫外吸收光谱 

Fig. 1  The UV spectrum of colloid gold 
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3.2  最佳标记的 pH 

不同 pH 下制备的胶体金颜色也不同, 在 pH 分别为

7.5、8、8.5、9的条件下, 对应所制备的胶体金颜色由深至

浅, pH为 8.5及 9时形成的胶体金较好, 颜色为酒红色。测

试其波长在 529 nm的吸光度。如图 2所示, pH为 9时, 其

吸收值最大, 溶液中的胶体金含量最多, 为最佳标记 pH。 

 

 
 

图 2  pH对胶体金吸光度的影响 

Fig. 2  The effect of pH on absorption of colloid gold 
 
 

3.3  最佳抗体蛋白标记量的确定 

抗体蛋白标记含量为 5、10和 15 μL时, 胶体金的颜

色变化不明显, 当抗体含量为 20 μL 时, 胶体金颜色变为

灰褐色, 即出现死金现象, 说明抗体的量过大, 使得胶体

金团聚, 因此抗体标记量不应超过 15 μL。随后再加入 5~15 

μL抗体, 以 10000 r/min分离 10 min, 去除上清, 并加注 1 

mL重悬液(使用 1% Tween 20)涡旋, 比较溶液颜色。当抗

体为 15 μL 时, 胶体金溶液未能完全分散, 说明蛋白量过

多, 而 5 μL和 10 μL的胶体金可完全重新分散, 因此标记

量合适。最终确定优选抗体标记量为 5.0 μL。 

3.4  最佳复溶液的确定 

复溶液的合理选择可以使标记后胶体金得到最大程

度的回收。往离心后的胶体金沉淀中分别加入等体积的不

同复溶液, 涡旋后比较不同复溶液中胶体金的分散情况, 

所需时间最短、沉淀最少且无“挂壁”现象(即胶体金黏附于

管壁)的复溶液为最佳。 

比较含量为 0.5%~1%的 BSA, PEG8000, PEG2000及

Tween 20的 0.5 mol/L Tris复溶液, 如表 1所示, 效果最佳

的为 0.5%及 1%的 Tween 20。因此选用 0.5 mol/L 

Tris(pH=9.0, 含 0.5% Tween 20)为最佳复溶液。 

3.5  试纸条灵敏度测试 

标记抗体、包被抗原及二抗决定了试纸条的灵敏度, 

需要根据目标的检测限配合来调。本研究将硝苯地平的目

标检测限定为 1 mg/L。经过调试, 确定 C线(二抗喷涂量)

为 9.0 μL, T线(包被抗原喷涂量)为 7.0 μL, 而胶体金标记

抗体量为 5.0 μL。根据确定的条件少量制作胶体金试纸条, 

利用加标实验对其灵敏度进行测定。 

取阴性降压类保健食品, 分别按表 2加入硝苯地平进

行免疫层析测试。所有实验平行进行 10次。 

可见试纸条在加标量为 1.0 mg/L 时均可以报为阳性, 

报阳率为 100%。因此, 该试纸条的灵敏度可达到目标设定

的 1.0 mg/L。 

4  讨  论 

胶体金颗粒大小不均匀将会严重影响快速检测的成

败, 仅 5%的胶体金不均匀即会影响检测结果, 使检测不具

备重现性, 使蛋白与胶体金短时间内发生积聚与凝集, 造

成检测结果假阳性。金颗粒的大小在很大程度上决定了试

纸条质量的高低。胶体金颗粒直径大于 20 nm才会在检测

线或控制线上聚集, 对于大多数的免疫检测来说, 最适的

粒子大小是 20~40 nm。本实验制备的胶体金的紫外图谱最

大吸收峰约在 529 nm, 颜色为深红色 , 颗粒大小在

20~40nm之间。 
 
 

表 1  不同活性剂的复溶效果 
Table 1  Reconstitution effects of different active agents 

时间(min) 
BSA PEG8000 PEG2000 Tween 20 

0.50% 1% 0.50% 1% 0.50% 1% 0.50% 1% 

1 + + + + + + ++ ++ 

2 + ++ + ++ + + +++ +++ 

3 + +++ ++ ++ + ++ +++ +++ 

4 ++ +++ ++ +++ ++ ++ +++ +++ 

5 ++ +++ ++ +++ ++ ++ +++ +++ 

注: “+++”表示试纸条显色清晰程度 
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表 2  灵敏度测试(n=10) 
Table 2  Sensitivity test (n=10) 

添加浓度(mg/L) 0 1.0 

检测结果 

- + 

- + 

- + 

- + 

- + 

- + 

- + 

- + 

- + 

- + 

 
 
胶体金标记蛋白主要受离子浓度、pH 值和蛋白量等

因素影响。当 pH值低于蛋白质等电点(proteins isoelectric, 

pI)时, 蛋白质带正电荷, 胶体金带负电荷, 二者易通过静

电结合形成聚合物; 当 pH 大于 pI 时, 蛋白质与胶体金颗

粒同带负电荷相互排斥不宜结合[15,16]。本实验通过设置不

同 pH 梯度和抗体蛋白浓度梯度制备免疫金探针, 以确定

最优制备条件。本研究确定免疫胶体金探针的最优制备条

件为 pH 9, 抗体标记量 5 μL, 复溶液 0.5 mol/L Tris(pH=9.0, 

含 0.5%Tween 20), 此优化条件的确定可为制作高质量的

硝苯地平免疫胶体金试纸条打下坚实基础。 
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“果蔬加工与质量安全控制”专题征稿函 
 
 

随着我国经济的飞速发展, 我国农业发展也迎来新的机遇和挑战。近年来, 通过农业经济结构调整和农业

标准化体系建设, 农产品质量有较大提高, 但也存在安全问题, 果蔬是重要的经济作物, 在保证果蔬的营养的

同时, 果蔬产品的质量与安全也越来越受到重视, 控制好其质量与安全具有重要的实际意义。 

鉴于此, 本刊特别策划了“果蔬加工与质量安全控制”专题, 专题主要围绕果蔬加工(加工前处理、加工新

方法、新工艺、新技术等); 果蔬生产控制(农药残留、重金属超标等)和采后控制(加工、包装和储运保鲜等过

程中的产品质量控制)等或您认为本领域有意义的问题进行论述, 计划在 2016年 11月出版。 

本刊主编吴永宁研究员和编辑部特邀请您为本专题撰写稿件, 以期进一步提升该专题的学术质量和影响

力。综述、实验报告、研究论文均可, 请在 2016年 10月 10日前通过网站或 E-mail投稿。我们将快速处理并

优先发表。 

谢谢您的参与和支持！也谢谢您帮忙转发, 祝好！盼回复！ 

投稿方式:  

网站: www.chinafoodj.com 

E-mail: jfoodsq@126.com 

《食品安全质量检测学报》编辑部 
 


