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摘  要: 目的  建立基于适配体互补链同时检测赭曲霉毒素 A(ochratoxin A, OTA)和黄曲霉毒素 B1(aflatoxin 

B1, AFB1)2 种真菌毒素的荧光试纸条。方法  通过优化 2 种适配体的浓度以及缓冲体系的 pH 值, 提高同步检

测 OTA 和 AFB1 的灵敏度和准确性。结果  OTA 和 AFB1 的 T 线(TO 和 TA)和 C 线荧光强度比值与对应真菌

毒素的浓度对数具有良好的线性关系, 线性范围为 0.5~50 ng/mL, 相关系数 r2 分别为 0.9887 和 0.9910, 检出

限低至 0.51 和 0.38 ng/mL。通过对花生和葡萄干进行加标回收和实际样品检测, 试纸条检测的 OTA 和 AFB1

的回收率分别为 82.06%~109.69%和 83.34%~110.06%, 相对标准偏差(relative standard deviation, RSD)为

1.89%~8.17%, 检 测 结 果 与 高 效 液 相 色 谱 - 串 联 质 谱 法 (high performance liquid chromatography-mass 

spectrum/mass spectrometry, HPLC-MS/MS)一致。结论  该生物传感器可在 20 min 内实现花生和葡萄干等样

品中 OTA 和 AFB1 的同步快速检测, 并具有成本低、检测速度快和易于操作等优点, 可为多种真菌毒素的同

步快检提供技术支撑。 
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ABSTRACT: Objective  To establish a fluorescent test strip based on the aptamer complementary strand for the 

simultaneous detection of 2 mycotoxins, ochratoxin A (OTA) and aflatoxin B1 (AFB1). Methods  The sensitivity and 

accuracy of simultaneous detection of OTA and AFB1 were improved by optimizing the concentration of the 2 

aptamers and the pH value of the buffer system. Results  The T line (TO and TA) and C line fluorescence intensity 

ratios of OTA and AFB1 showed a good linear relationship with the logarithm of the concentration of the 
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corresponding mycotoxin in the linear range of 0.5‒50 ng/mL, with the correlation coefficients r2 of 0.9887 and 

0.9910, respectively. The detection limits were as low as 0.51 and 0.38 ng/mL. The recoveries of OTA and AFB1 

detected by test strips were 82.06%‒109.69% and 83.34%‒110.06%, respectively, and the relative standard deviations 

were 1.89%‒8.17%. The detection results were consistent with those of high performance liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry. Conclusion  The biosensor can realize synchronous and rapid detection 

of OTA and AFB1 in peanut, raisin and other samples within 20 min, has the advantages of low cost, high detection 

speed, easy operation and the like, and can provide technical support for synchronous and rapid detection of a 

plurality of mycotoxins. 

KEY WORDS: ochratoxin A; aflatoxin B1; aptamer; test strip; peanut and raisin 
 
 

0  引  言 

真菌毒素是真菌的天然次生代谢产物, 并存在于动

植物来源的食品中[1]。黄曲霉毒素 B1(aflatoxin B1, AFB1)

是来源于自然界的致癌、致畸和致突变化合物, 已被国际

癌症研究机构归为人类第 1 类致癌物[2]。研究指出赭曲霉

毒素 A(ochratoxin A, OTA)能够诱导遗传毒性、致癌性、肝

毒性和哺乳动物的肾毒性[3]。OTA 和 AFB1 会污染各种各

样的食品, 例如谷物产品、花生、豆类、葡萄干和可可制

品等[4‒5]。近年来, 食品和饲料中的真菌毒素污染对畜产品

安全和人类健康构成严重威胁, 且真菌毒素污染极为广泛。

对哥伦比亚的一项调查表明, 38.6%的谷物受到 AFB1 的污

染; 而在捷克的一项调查中, 62.7%的咖啡样品受到 OTA

的污染[6‒7]。因此, 欧盟规定, 在食品中 AFB1 的最低限量

标准为 2 ng/mL, OTA 为 5 ng/mL[8]。 

一直以来, 对真菌毒素检测技术的开发是食品安全

领域重要的研究内容。目前常用的 OTA 和 AFB1 的检测方

法 有 高 效 液 相 色 谱 法 (high performance liquid 

chromatography, HPLC)[9‒10]、液相色谱-串联质谱法(liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry)[11]、高效液相色

谱 - 串 联 质 谱 法 (high performance liquid chromatog 

raphy-tandem mass spectrometry, HPLC-MS/MS)[12‒13]、酶联

免疫吸附法(enzyme linked immunosorbent assay, ELISA)[14]

和免疫层析试纸条[15‒17], 其中试纸条法因其检测迅速、灵

敏度高、操作简单以及成本低等优点被广泛应用。与传统

的单一试纸条相比, 越来越多的学者致力于研究各种基于

抗体的多残留试纸条方法[18‒20], 快速并同时监测多种真菌

毒素污染。然而, 抗体的生产存在明显的缺点, 例如动物

免疫的过程耗时费力, 且由于抗体对温度和 pH值敏感, 生

化活性易受影响, 甚至会产生变性, 进而影响检测[21‒22]。 

适配体(aptamer)作为一种新的识别元件, 近年来在分

子检测领域引起了广泛的关注[23]。与抗体相比, 适配体不仅

显示出高亲和力和选择性, 而且还具有合成简单、化学稳定

性、易于储存和运输以及良好的再现性等优势[24]。目前已

有文献报道使用荧光适配体传感器[25‒26]和微芯片毛细管电

泳法[27]同时检测 OTA 和 AFB1。然而, 将适配体的优势与侧

流层析技术相结合可以提高适配体的实用性和灵活性。 

本研究结合了侧流层析试纸的简单性和便携性以

及适配体的高亲和力、特异性和稳定性, 首次开发了一

种基于适配体的侧流层析试纸条同步检测 OTA 和 AFB1, 

具有成本低、检测速度快和易于操作等优点, 可满足花

生和葡萄干等实际样品中 OTA 和 AFB1 的现场同步快速

检测, 也为多种真菌毒素污染的同步检测提供理论依据

和技术支撑。 

1  材料与方法 

1.1  试剂与材料 

1.1.1  实验试剂 

AFB1、OTA、脱氧雪腐镰刀菌烯醇(deoxynivalenol, 

DON)、展青霉素(patulin, PAT)、T-2 毒素、玉米赤霉烯酮

(zearalenone, ZEN)和伏马毒素 B1(fumonisin, FB1)[纯度

(99.4±0.6)%, 北京 Romer 国际贸易有限公司]; 链霉亲和素、

三 ( 羟 甲 基 ) 氨 基 甲 烷 [Tris(hydroxymethyl)methyl 

aminomethane, THAM]、吐温-20、蔗糖(96%, 北京索莱宝

生物技术公司); PEG20000(分析纯, 北京百灵威科技有限

公司); 所有其他化学试剂均购自国药集团化学试剂有限

公司。实验中所用的 OTA 和 AFB1 适配体以及其他核苷酸

序列[28‒29](表 1)均由生工生物工程(上海)股份有限公司合

成, 且经 HPLC 纯化。 

1.1.2 实验材料 

H5076 吸水垫、GL-b04 样品垫、Sartorius CN140 硝

化纤维素(NC)膜、PVC 底板(上海杰一生物技术有限公司)。 

1.2  仪器与设备 

BioDot-XYZ3210 三维喷点平台(美国 BioDot 公司); 

KM-3100 切条机(昆山博锦贸易有限公司); 荧光定量读数

仪(上海飞测生物科技有限公司)。 

1.3  多种毒素同步检测适配体试纸条的制备 

适配体试纸条由 4 部分组成: 样品垫、NC 膜、吸水
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垫和 PVC 底板。样品垫、NC 膜和吸水垫按照如图 1 示顺

序从左到右依次附着到 PVC 底板上。样品垫和吸收垫分别

覆盖 NC 膜 3 mm, 以确保溶液的平稳迁移。由于 NC 膜只

能将蛋白质固定在其表面上, 因此用生物素标记的检测探

针和质控探针分别与链霉亲和素反应形成链霉亲和素-生

物素偶联物, 将该偶联物预先固定在 NC 膜上。将 3 μmol/L

生物素标记的 OTA 适配体互补链、AFB1 适配体互补链和

poly-T 分别与链霉亲和素(1 mg/mL)以 7:1(V:V)混合, 并在

室温下孵育 2 h。使用三维喷点平台将链霉亲和素-生物素

复合物(OTA 适配体互补链、AFB1 适配体互补链和 poly-T)

分别固定在 NC 膜上的两条检测线(TO和 TA线)和质控线(C

线)处, 每两条线之间的距离为 5 mm。然后将制备好的试

纸条在 37 ℃下干燥 1 h, 最后使用切条机将整个组装好的

试纸条切至 4 mm 的宽度, 并且放置于干燥器中备用。 

1.4  多种毒素同步检测适配体试纸条的检测原理 

基于适配体的多毒素同步检测试纸条的检测原理两条

检测线上OTA和AFB1适配体的互补链分别与样品中的OTA

和 AFB1 竞争结合 Cy5 标记的 OTA 和 AFB1 的适配体, 质控

线上的适配体互补链与未结合的游离适配体相结合(图 1)。在

没有 OTA 和 AFB1的情况下, 溶液将从样品垫通过 NC 膜进

行层析, Cy5标记的OTA和AFB1适配体首先与TO和TA线处

的适配体互补链结合; 由于适配体连接一段 poly A, 所以剩

余的适配体与 C 线的 poly T 结合以保证试纸条的有效性(图

1a)。相反, 在 OTA 和 AFB1 存在的情况下, 适配体优先与靶

标结合, 而不与 TO 和 TA 线上的互补链结合。两条适配体探

针均会与 C 线上的 poly T 杂交, 而不与 Cy5 标记的 OTA 和

AFB1 的适配体结合, 导致 TO和 TA线上的荧光下降, 而 C 线

的荧光增强(图 1b), 从而实现 OTA 和 AFB1的检测。 

 
表 1  研究中使用的核苷酸序列 

Table 1  Sequences of oligonucleotides used in the study 

名称 序列(5’-3’) 

OTA 适配体 Cy5-A12-GATCGGGTGTGGGTGGCGTAAAGGGAGCATCGGACA 

OTA 适配体的互补链 biotin-TGTCCGATGCTCCCTTTACGCCACCCACACCCGATC 

AFB1 适配体 Cy5-A12-GGGCACGTGTTGTCTCTCTGTGTCTCGTGCCC 

AFB1 适配体的互补链 biotin-GACACAGAGAGACAA 

poly T biotin-TTTTTTTTTTTT 

 

 
 

注: (a)在没有 OTA 和 AFB1 的情况下, Cy5 标记的 OTA 和 AFB1 适配体首先与两条检测线(TO 和 TA 线)处的适配体互补链结合, 剩余的适

配体与质控线(C 线)的 polyT结合; (b)在存在 OTA 和 AFB1的情况下, Cy5 标记的适配体优选与 AFB1结合, TO和 TA线的荧光强度降低, 而

C 线的荧光强度增加。 

图 1  用于同步检测 OTA 和 AFB1 的适配体试纸条的示意图。 

Fig.1  Schematic diagram of aptamer multi-residue test strips for detecting OTA and AFB1 
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1.5  检测方法 

将样品与 Cy5 标记的适配体在离心管中以 9:1(V:V)的

比例混合, 并在室温下孵育 10 min。之后, 将 60 µL 混合

物滴加到试纸条的样品垫上, 使液体在 NC 膜上层析, 直

到被吸水垫吸收。10 min 后, 通过用荧光定量读数仪扫描

试纸条记录 TO、TA 和 C 线的荧光强度, 每个实验重复 2

次。为了定量分析, 以两条 T 线分别与 C 线处的荧光强度

比值对 OTA 和 AFB1 的浓度作图, 绘制标准曲线。为了提

高多毒素同步检测试纸条的灵敏度, 对 OTA 和 AFB1 的适

配体浓度以及缓冲体系中的 pH 进行优化。利用 T 线的荧

光强度(TO 和 TA)和 TX/C 抑制率(公式 1)评估试纸条的性能

以确定最佳条件。 

TX/C抑制率=( ౔்బ஼బ − ౔்భ஼భ )/ ౔்బ஼బ                               (1) 

其中 TX0(TO0 和 TA0)和 C0 指在没有 OTA 和 AFB1 的情况下

TO、TA 和 C 线的荧光强度, 而 TX1(TO1 和 TA1)和 C1 代表存

在 20 ng/mL 靶标物的情况下 TO、TA 和 C 线的荧光强度。 

1.6  特异性实验 

为了考察制备的多毒素同步检测适配体试纸条的特

异性, 在最优条件下分别加入 AFB1、OTA、DON、PAT、

T-2 毒素、ZEN 和 FB1 等标准品, 通过扫描荧光强度进行

对比以判断试纸条的特异性。 

1.7  灵敏度和线性范围 

在最佳条件下, 将 OTA 和 AFB1 储备溶液用缓冲液稀

释至 0.5、1、2、5、10、20、50 ng/mL, 并将标准溶与      

0.02 μmol/L 适配体溶液以 9:1 的体积比例混合。10 min 后, 

将混合溶液滴加到试纸条上, 然后用荧光定量读数仪进行

扫描得到 TO、TA 和 C 线的荧光强度, 计算 TO/C 和 TA/C

值作为纵坐标, OTA 和 AFB1浓度的对数作为横坐标, 绘制

OTA 和 AFB1 的标准曲线。 

1.8  加标回收实验与实际样品检测 

选择经 HPLC-MS/MS 检测为无污染的花生和葡萄干

作为空白样品, 加入 OTA 和 AFB1 标准溶液, 使之终浓度

分别为 2.5、5 和 10 μg/kg。通过加标计算回收率进一步验

证多种毒素同步检测适配体试纸条的实际应用。从中国北

京的不同超市和当地市场中随机抽取了 14 份样品, 包括 9

份花生和 5 份葡萄干, 作为实际样品检测。将样品使用研

磨机粉碎后 , 依次称取 5.0 g 样品 , 并用 25 mL 含      

100 mmol/L 柠檬酸的 80%乙腈水溶液稀释, 混匀后在室温

下以 180 r/min 的速度振荡 30 min。随后, 使用高速离心机

将样品在 10000 r/min 的转速下离心 10 min。吸取 5 mL 上

清液 , 使用氮气在 50 ℃下氮吹至干 , 然后重新溶解于    

1 mL 结合缓冲液中。每次检测时, 将提取液和适配体溶液

混合后滴加到制备好的试纸条上, 通过计算 TX/C 值得到实

际浓度和回收率, 检测结果和 HPLC-MS/MS 进行比较。 

2  结果与分析 

2.1  适配体浓度优化 

适配体的浓度对试纸条的灵敏度和检测限有直接的影

响。为了确定最佳的适配体浓度, 将目标物与不同浓度的

OTA 和 AFB1 适配体(0.005、0.01、0.02、0.03、0.04、       

0.05 μmol/L)混合, 然后将 60 μL 混合物滴加到样品吸收垫。

结果显示, 随着适配体浓度的提高, TO、TA 和 C 线的荧光强

度都逐渐增强; 适配体浓度在 0.005 至 0.02 μmol/L 时, TX/C

抑制率没有显着差异, 但当适配体浓度大于 0.02 μmol/L 时, 

TX/C 抑制率急剧降低。重复测定 3 次, 效果显著, 结果如

图 2。T 线荧光强度较低时可能导致较大的系统误差。因

此, 选 0.02 μmol/L 作为进一步研究的最佳浓度。 

 
 
 

 

 
注: (a)不同浓度的 OTA 适配体时, T 线的荧光强度和 TO/C 抑制率; (b)不同浓度的 AFB1 适配体时, T 线的荧光强度和 TA/C 抑制率。 

图 2  OTA 和 AFB1 适配体浓度优化(n=3) 

Fig.2  Optimization of OTA and AFB1 aptamer concentrations (n=3) 
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2.2  缓冲液 pH 值的优化 

配制不同 pH 的 Tris-HCl 缓冲液(5~9), 为适配体和靶

标的结合提供不同 pH 的反应体系, 探究不同 pH 对于多种

毒素同步检测的适配体试纸条的影响。重复测定 3 次, 结

果如图 3 所示, 当缓冲体系为酸性和碱性时, 两条 T 线荧

光强度都显著低于 pH=7 和 7.5; pH=7 的 TX /C 抑制率明显

低于 pH=7.5的 TX /C抑制率, 最终选择检测体系缓冲液 pH

值为 7.5。 

2.3  特异性实验 

适配体试纸条对靶标(OTA 和 AFB1)的特异性结果如

图 4 所示。与对照相比, 其他 5 种真菌毒素的两条 T 线(TO

和 TA)荧光强度并未观察到明显变化, 而 OTA 和 AFB1的 T

线荧光强度明显下降, 并且 2 种真菌毒素间并无交叉反应, 

说明适配体试纸条对 OTA 和 AFB1 表现出良好的特异性。 

2.4  灵敏度和检测范围 

将 OTA 和 AFB1 标准溶液稀释至 0.5、1、2、5、10、

20、50 ng/mL, 并将其分别与 0.02 μmol/L OTA 和 AFB1 适配

体溶液混合。10 min 后, 将混合溶液滴加到适配体试纸条上, 

然后用荧光定量读数仪进行扫描。结果表明, 随着 OTA 和

AFB1 浓度的增加, T 线的荧光强度逐渐降低, C 线的荧光强

度增加, 导致 TX/C 值降低。计算出的 TX/C(TO/C 和 TA/C)值

与OTA和AFB1浓度的对数具有良好的线性关系, 线性范围

为 0.5~50 ng/mL, 相关系数 r2 分别为 0.9887 和 0.9910(图 5), 

OTA 和 AFB1 检出限分别为 0.51 和 0.38 ng/mL。 

 
 

 
 

注: (a)不同 pH 下, TO 线的荧光强度和 TO/C 抑制率; (b)不同 pH 下, TA 线的荧光强度和 TA/C 抑制率。 

图 3  Tris-HCl 缓冲液不同 pH 的优化(n=3) 

Fig.3  Optimization of Tris-HCl buffer solution with different pH (n=3) 
 
 

 
 

图 4  通过对比其他真菌毒素的 TO 和 TA 荧光强度分析适配体试

纸条的特异性(n=3) 

Fig.4  Analysis of the specificity of multi-residue test strips by 
comparing the TO and TA lines fluorescence intensities of other 

mycotoxins (n=3) 

 
 
 

图 5  适配体试纸条两条检测线(TO 和 TA)和对照线的荧光强度的

比值[F(TX/C)]与 OTA 和 AFB1 浓度的对数之间的线性关系 

Fig.5  Linear relationship of the multi-residue strip between the 
ratio of the fluorescence intensity of two detection lines (TO and TA) 

and the control line [F(TX/C)] to the logarithm of the concentration of 
OTA and AFB1 
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2.5  加标回收实验及实际样品检测 

在 HPLC-MS/MS 检测确定为空白样品的花生和葡萄

干样品中加入 OTA 和 AFB1 标准溶液, 使之终质量浓度分

别为 2.5、5 和 10 μg/kg。将样品提取液通过多种毒素同步

检测的适配体试纸条进行分析。回收率结果如表 2 所示, 

OTA 的回收率范围为 82.06%~109.69%, 相对标准偏差

(relative standard deviation, RSD)为 2.67%~8.17%; AFB1 的

回收率为 83.34%~110.06%, RSD 为 1.89%~6.46%。该检测

结果与 HPLC-MS/MS 检测方法非常接近。这项研究表明, 

该试纸条能同时检测食品中的 OTA 和 AFB1。分别使用该

试纸条和 HPLC-MS/MS 对 9 份花生、5 份葡萄干等实际样

品进行检测, 结果表明, 采集的样品中均未检出 OTA 和

AFB1, 2 种检测方法的结果一致。 

3  结论与讨论 

本研究基于 Cy5 荧光标记的适配体与靶标物特异性结

合的原理, 建立了基于适配体互补链的侧流层析试纸条同

时检测 OTA 和 AFB1, 通过优化 2 种适配体的浓度以及缓冲

体系的 pH 值, 提高了对 OTA 和 AFB1 同时检测的灵敏度和

准确性, 使其更适合实际应用。研究结果表明, 两条 T 线(TO

和 TA)和 C 线荧光强度的比值与 OTA 和 AFB1浓度的对数具

有良好的线性关系。通过使用试纸条和 HPLC-MS/MS 这 2

种检测方法对花生和葡萄干进行加标回收分析, 证明该多

毒素同步快检试纸条具有良好的检测精度和特异性。该生物

传感器可以在 20 min内同时检测OTA和AFB1, 并且具有成

本低、检测速度快和易于操作等优点, 可用于花生和葡萄干

中 OTA 和 AFB1 污染的现场同步快速检测。 

 
 

表 2  加标花生和葡萄干样品中 OTA 和 AFB1 的检测结果 
Table 2  Detection results of the OTA and AFB1 levels in spiked peanut and raisins 

样品 真菌毒素 加标浓度/(μg/kg) HPLC-MS/MS 检测浓度/(μg/kg) RSD/% 试纸条检测浓度/(μg/kg) 回收率/% RSD/%

花生 

OTA 

2.5 2.45 3.89 2.74 109.69 4.49 

5 5.38 4.28 4.93 98.52 8.17 

10 9.54 8.62 9.37 93.70 6.32 

AFB1 

2.5 2.32 2.78 2.70 107.93 1.89 

5 4.92 0.51 4.69 93.76 4.22 

10 10.18 3.50 11.01 110.06 5.9 

葡萄干 

OTA 

2.5 2.65 2.21 2.42 96.61 6.19 

5 4.56 1.48 4.10 82.06 2.67 

10 9.15 2.52 8.95 89.53 4.39 

AFB1 

2.5 2.23 3.56 2.33 93.20 5.06 

5 4.56 1.25 4.20 84.03 2.68 

10 9.79 7.21 8.33 83.34 6.46 
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