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基于上转换试纸快速检测一次性纸杯热溶出的 

双酚 A 
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摘  要: 目的  研制基于上转换颗粒(up-conversion particles, UCNPs)和适配体探针的试纸条, 检测一次性纸

杯热溶出的双酚 A(bisphenol A, BPA)。方法  制备高发光效率的 UCNPs, 对其表面进行氨基和链霉亲和素修

饰并连接适配体制备荧光探针, 通过优化加样体积和硝酸纤维素膜(cellulose nitrate membrane, NC)种类成功

组装试纸条。结果  未修饰的 UCNPs 粒径约为 73 nm, 表面成功修饰氨基和链霉亲和素之后的粒径约为 85 nm, 

在测试样品体积为 200 μL, 以 Sartorius CN 140 作为硝酸纤维素膜的最优检测条件下, 试纸检测范围为 50~ 

800 ng/mL, 最低检出限达 12.5 ng/mL。该方法应用于纸杯溶出的 BPA 检测, 加标回收率在 94.53%~103.78%

之间, 相对标准偏差小于 3.75%, 与国家标准高效液相色谱法的测得结果无显著性差异(P>0.05)。结论  用本

实验研制的试纸条检测一次性纸杯热溶出的 BPA, 灵敏度高、特异性好、检测时间短, 适用于现场检测。 
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Rapid detection of bisphenol A dissolved from disposable cup based on 
up-conversion test paper 
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ABSTRACT: Objective  To develop a test strip based on UCNPs and aptamer probes, and test the BPA dissolved 

from disposable cups. Methods  The UCNPs with high luminescence efficiency were prepared and modified with 

amino-group and streptavidin on its surface. Then, the fluorescent probes were prepared by connecting the aptamer. 

The test strip was successfully assembled by optimizing the amount of sample added and the type of cellulose nitrate 

membrane. Results  Diameter of bare UCNPs was about 73 nm, after surface modification with amino-group and 

streptavidin, the diameter increased to about 85 nm. Under the optimal detection condition of Sartorius CN 140 as the 

cellulose nitrate membrane, with the sample volume of 200 μL, the detection range of strip for BPA was from 50 ng/mL 
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to 800 ng/mL and the limit of detection was 12.5 ng/mL. The method was applied to detect the BPA dissolved from 

paper cups. The recoveries were between 94.53% and 103.78%, the RSD was below 3.75% and there was no 

significant difference (P>0.05) between the results obtained by the HPLC from national standard. Conclusion  The 

test strip developed in this experiment can be used to detect the BPA dissolved from the disposable paper cup, which 

has high sensitivity, good specificity and short detection time, and is suitable for on-site detection. 

KEY WORDS: up-conversion particles; aptamer; bisphenol A; test strip 
 
 

1  引  言 

双酚 A(bisphenol A, BPA)是一种典型的环境雌激素, 

作为重要的化工原料, BPA 广泛应用于塑料制品, 如饮料

瓶、婴儿奶瓶、一次性纸杯等[1,2]。国内外研究结果表明, 

BPA 是一种低毒性化合物, 具有类似雌激素的作用[3], 长期

在体内聚集会引发机体出现各种生理问题, 如性早熟、胚胎

发育不良, 甚至可增加男性不育、前列腺癌的发病率[4]。鉴

于 BPA 的广泛应用及其带来的健康危害, 越来越多的检测

技术应运而生。如高效液相色谱法(high performance liquid 

chromatography, HPLC)[5]、液相色谱-质谱联用法[6]都可准

确测得 BPA 的含量, 但因仪器昂贵、前处理复杂、检测时

间长等问题, 不适用于现场检测; ELISA 方法检测便捷, 

但抗体制备耗时[7], 综上, 建立一种高效、快速、便携的

BPA 检测方法尤为重要。 

近年来, 试纸条越来越多的应用在各种污染物的检

测上, 多数试纸的检测原理是基于纳米颗粒和抗原-抗体

的免疫反应[810], 利用胶体金、量子点或者荧光染料发光来

实现可视化或定量检测。随着适配体技术的发展, 不少学者

用适配体代替抗体运用于试纸条也取得了一些成果[1113]。

上转换纳米颗粒(up-conversion particles, UCNPs)是一种新

型的荧光纳米材料, 具有反斯托克斯的光学效能、背景荧光

低、检测灵敏度高等特点, 具有较好的应用前景。将 UCNPs

用于试纸条的研制已有报道[14,15], 本课题组在研究时发现

偶联物量的多少关系到实验结果的检测灵敏度, 但很少有

文献对其表面修饰物定量进行研究, 课题组前期在不同实

验条件下制备 UCNPs, 并成功对其表面进行修饰并优化定

量[16], 本研究将延续先前工作, 制备高发光效率、偶联物多

的颗粒与适配体相结合制成增敏型检测试纸条, 测定一次

性纸杯中热溶出 BPA 的含量, 为将 UCNPs 应用于现场检测

奠定基础, 为快速检测包装材料中的 BPA 开辟新思路。 

2  材料与方法 

2.1  材料与试剂 

镧 系 金 属 氯 化 物 YCl3ꞏ7H2O, YbCl3ꞏ6H2O 和

ErCl3ꞏ6H2O(纯度 99.99%, 山东西亚化学工业有限公司); 

BPA 标准品及其结构类似物双酚 B(BPB)、双酚 C(BPC)、6F-

双酚 A(6F-BPA)、四溴双酚 A(TBBPA) (分析纯, 上海源叶生

物技术公司); 3-氨丙基三乙氧基硅烷、三乙氧基硅烷(分析纯, 

Sigma 公司); 玻璃纤维素垫、硝酸纤维素膜(cellulose nitrate 

membrane, NC 膜)、底板、吸水垫、结合垫等耗材(上海杰一

生物技术有限公司); 一次性纸杯(天津乐购超市)。   

BPA 适配体 [17]: 5’-biotin-CCGGT GGGTG GTCAG 

GTGGG ATAGC GTTCC GCGTA TGGCC CAGCG CATCA 

CGGGT TCGCA CCA AAAAA AAAAA AAAAA-3’、T 线

(捕获探针 1): 5’-CTGAC CACCC ACCGG-biotin-3’、C 线

(捕获探针 2): 5’-TTTTT TTTTT TTTTT-biotin-3’(上海生工

生物工程有限公司合成)。 

2.2  仪器与设备 

TU-1901 紫外可见分光光度计 ( 日本岛津公司 ); 

JEM-100CXII 透射电子显微镜(日本株式会社); FTS6000 傅

里叶红外光谱仪(美国 Bio-Rad 公司); 98-Ⅱ-B 磁力搅拌电热

套(天津市泰斯特仪器有限公司); HM3010 单维往复划膜仪、

ZQ2000 微电脑自动斩切机(上海金标公司); UPT-3A 便携式

上转换发光免疫分析仪(北京热景生物技术有限公司)。 

2.3  实验方法 

2.3.1  上转换颗粒的制备和修饰 

在参考文献[18]的基础上改变实验条件制备上转换颗粒

NaYF4: Yb, Er UCNPs。方法如下: 取 1 mmol 一定摩尔比例

的镧系金属氯化物, 加入体积比 1:3 的油酸和 1-十八烯溶液

于 100 mL 三颈烧瓶中, 在恒温磁力加热套上加热至 160 ℃

保持 30 min, 冷却后缓慢滴入溶有 0.5 mmol/L 的氧化钠和

氟化铵的甲醇溶液 20 mL, 搅拌升温, 除去甲醇后, 将反应

物快速加热到 320 ℃直至形成目标晶体。冷却收集产物, 用

环己烷多次清洗, 干燥备用。颗粒包硅壳氨基化[19]方法如下: 

取 100 mg 制备的颗粒溶于 60 mL 乙醇中超声分散, 依次加

入一定量的氨水、20 mL 超纯水、30 µL 三乙氧基硅烷, 40 ℃

搅拌 4 h, 之后加入 100 µL 3-氨丙基三乙氧基硅烷继续反应

4 h, 离心清洗、干燥备用。对制备的颗粒表面进行氨基定量

和链霉亲和素(streptavidin, SA)定量, 根据氨基定量方法和

紫外吸光度变化情况选择表面修饰量较多的颗粒, 以便后

续连接更多的生物分子, 具体方法参考先前实验[16]。 

2.3.2  上转换荧光探针的制备 

称取一定量表面连接 SA 的颗粒重悬在 PBS 中, 至终
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浓度为 0.5 mg/mL。为使适配体与目标物更好的结合, 使用

前将 BPA 适配体在 95 ℃加热 5 min 后立即冰水浴冷却。将

生物素修饰的适配体和连接 SA 的颗粒混合, 37 ℃孵育 1 h, 

反应结束后离心清洗, 重悬于 PBS 中待用。捕获探针 1 和

2 也同上述方法连接 SA, 以便固定在 NC 膜上。用透射电

子显微镜(transmission electron microscope, TEM)和傅里叶

变换红外光谱仪 (fourier transform infrared spectroscopy, 

FTIR)表征修饰效果。 

2.3.3  试纸条检测条件的优化 

由于在测流层析试纸法检测加样量的体积和硝酸纤

维素膜种类孔径大小对反应的流动速度和生物分子的结合

过程有一定的影响, 故本实验选取不同加样体积(50、100、

150、200、250 μL)和硝酸纤维素膜的种类(sartorius CN 140, 

爬速为 110~140 s/cm 和 sartorius CN 95, 爬速为 90~130 s/cm)

进行优化, 按照层析流动的方向以加样垫、T 线、C 线和

吸水垫分别为 a、b、c、d 指示区域, 加号“+”表示该区域

能观察到 UCNPs 的分布, 越多颜色越深, 根据实验结果, 

选取最佳的实验条件。 

2.3.4  试纸条检测原理 

本实验方法是基于核酸特异性互补配对和上转换荧

光探针进行设计。试纸由 PVC 板、样品垫、结合垫、NC

膜、吸收垫组成。使用前将上转换荧光探针均匀涂在结合

垫上, 用划膜仪在 NC 膜上划 T、C 线固定捕获荧光探针 1

和 2, 干燥后将纸板用斩切机切成 4 mm 宽的试纸条。检

测时, 如果待测液含有 BPA, BPA 与结合垫中的指示探针

所连的适配体结合, 流经 T 线时, 适配体互补序列, 即捕

获探针 1 不能与适配体结合, 而捕获探针 2 可与适配体多

出的一段 polyA 结合, 故此时 T 线无荧光, C 线有荧光; 

反之, 待测液不含 BPA, 则 T 线区域就能与 BPA 适配体

互补配对结合, 此时 T 线荧光较强。利用 UPT 免疫分析

仪读取 T、C 线处荧光强度, 不同浓度 BPA 和 T/C 值有一 

定的线性关系。 

2.3.5  试纸条性能评价 

对制备的试纸条从方法检出限、特异性、准确度和精

密度 3 个方面评价其性能。首先用试纸条分别检测浓度为

0、25、50、100、200、400、600、800、1200、1600 ng/mL

的 BPA 标准品, 每个浓度重复检测 3 次, 以不同浓度 BPA

为横坐标, 检测的 T/C 值为纵坐标, 得到该方法的标准曲

线和最低检测限(3σ/S, σ为 11 次空白样品的标准偏差, S 为

得到的线性关系的斜率绝对值)。 

特异性评价是用试纸条依次检测低、中、高 3 个浓度

的 BPA 及其 4 种结构类似物, 通过对比其 T/C 值可知方法

的特异性效果。 

方法准确度和精确度用样品加标回收实验评价。首先

在一次性纸杯中装满 100 ℃开水静置冷却到 25 ℃, 先用

HPLC 检测基底 BPA 含量, 之后加入 3 个不同浓度标准品, 

做加标回收实验, 以 HPLC 为对照作为准确度的评价指标; 

每个浓度测量 5 次, 以其相对标准偏差(relative standard 

deviation, RSD)作为精密度评价指标。 

3  结果与分析 

3.1  上转换颗粒制备和表征 

由实验结果(图 1)可知, 制备的未经修饰的 UCNPs 粒

径大约(73±0.5) nm, 包硅壳修饰过的 UCNPs 粒径大小约

为(85±0.6) nm, 为进一步验证颗粒连接成功, 利用傅里叶

红外光谱表征颗粒修饰前后的图谱变化, 由图 1B 可知, 与

修饰前的裸颗粒相比(图谱 a), 修饰后的颗粒(图谱 b)在波

长 1091 cm1 处 Si-O 键的对称伸缩振动峰大大增强, 表明

颗粒表面成功包上了硅壳, 在 1650 cm1 和 1535 cm1 处出

现了蛋白胺类-CONH-酰胺键的伸缩振动峰[20], 表明颗粒

表面已成功连接 SA, 可用于生物分子的偶联。 

 

 
 

图 1  UCNPs 修饰前后的透射电镜图(A)和红外光谱图(B) 

Fig.1  TEM images (A) and FTIR spectra (B) of UCNPs before and after modified 
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3.2  试纸条检测条件的优化 

以加样量的体积和硝酸纤维素膜种类的孔径 2 个因

素变化对试纸条的检测条件进行评价, 实验结果见表 1。

由结果可知, 对于同一种膜, 在 200 μL 以下时, 加样垫上

存留较多探针复合物, 随着加样量的增多, 层析作用逐渐

向前推进, TC 线上荧光强度逐渐增强, 当加样量增加到

250 μL 时各区域的荧光信号基本没有变化; 对于不同爬速

的膜来说, 爬速较快的膜在各个区域流动较快, 反应时间

相对较短, 可能会对检测结果带来假阳性的干扰, 而爬速

较慢的膜可以保证充分的反应时间, 综合以上实验, 结果

表明 200 μL 的量足以带动所有的探针流动并充分于 TC 线

反应, 同时也间接证明了探针的成功制备, 故选用 CN 140

膜, 加样 200 μL 进行实验。 

 
表 1  检测条件的优化 

Table 1  Optimization of detection conditions 

膜种类   加样量/μL   

 50 100 150 200 250 

CN 140 a+++b+ a+b++c+ a+b++c+ b++c+d+ b++c+d+

CN 95 a++b++ a+b++c+ a+b+c+d+ b++c+d+ b+c+d++

 

3.3  制作标准曲线 

实验表明试纸条可以检测出 12.5~1600 ng/mL 范围内

的 BPA, 但在 50~800 ng/mL 区间内 BPA 浓度与 T/C 值线

性关系良好, 如图 2 所示, 线性方程为 Y=0.0836X+86.12, 

r=0.993, 最低检测限达 12.5 ng/mL。 

 

 
 

图 2  BPA 检测的标准曲线(n=3) 

Fig.2  Calibration curve of the BPA detecting (n=3) 

 

3.4  检测特异性 

选取 50、200、800 ng/mL 低、中、高 3 种浓度的 BPA

及其 4 种结构类似物, 评价试纸检测的特异性效果。由图

3 可知, 5 种物质中, 只有 BPA 随着浓度变化与 T/C 值有一

定反比关系, 符合预期检测结果, 其他物质只引起检测结

果的轻微变化, 无特异性。证明采用本方法检测 BPA 时, 

其他 4 种 BPA 结构类似物对实验结果的干扰较小, 表明本

方法具备很好的特异性。 
 

 
 

图 3  快速检测方法的特异性 

Fig.3  The specificity of the rapid detection method 
 

3.5  准确度和精密度 

加标回收实验评价试纸条检测准确度和精密度的结

果见表 2。结果表明 , 纸杯水中 BPA 的加标回收率在

94.53%~103.78%之间, 相对标准偏差小于 3.75%; 将该方

法与国标方法 HPLC 对比, 由表 2 可知, 在 3 个浓度水平

下, 2 种方法测定的 BPA 含量无显著性差异(P＞0.05), 表

明该方法的准确度和精密度良好, 可用于 BPA 快速检测。 
 

表 2  加标回收实验结果(n=5) 
Table 2  Detection results of the recovery test (n=5) 

加入量
/(ng/mL)

测得量 
/(ng/mL) 

回收率 
/% 

相对标准偏差
RSD/% 

试纸条 
HPLC 

试纸条 
HPLC 

试纸条 
HPLC 

100 94.53* 97.31* 94.53 97.31 3.34 2.79

200 207.56# 204.97# 103.78 102.49 3.75 1.45

400 397.09△ 401.25△ 99.27 100.31 2.48 2.19

注: 经 HPLC 测定, 加标前一次性纸杯冷却水中未检出 BPA; 上

标 △*, #, 表示在 0.05 显著性水平上差异显著。 
 

4  结  论 

本研究经过条件优化 , 制备了发光效率较高的

UCNPs, 研制了基于 UCNPs 和适配体探针的试纸条, 可快

速 检 测 一 次 性 纸 杯 中 溶 出 的 BPA, 加 标 回 收 率 在

94.53%~103.78%之间, RSD＜3.75%。本方法相较于胶体金

试纸条裸眼观察法有更高的检测灵敏度, 相比仪器法, 检

测时间大大缩短, 仅需 20 min 即可完成检测, 满足现场快

速检测的需求, 具有良好的市场前景。 
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