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摘  要: 目的  构建一种基于时间分辨荧光纳米微球的赭曲霉毒素 A (ochratoxin A, OTA)侧流层析试纸条。方法  

基于免疫层析原理, 以时间分辨荧光纳米微球为信号探针, 降低非特异性荧光的干扰, 提高检测灵敏度, 并通过

优化样品提取液和样品稀释液, 进一步提高现场检测 OTA 的灵敏度和准确性。结果  OTA 在 1.0~50.0 μg/kg 范

围内, T 线和 C 线荧光强度比值与 OTA 浓度的对数线性关系良好, 相关系数 r2 为 0.9981~0.9998。不同基质中

OTA 的检出限和定量限分别为 0.401~0.614 μg/kg 和 0.973~1.617 μg/kg, 加标回收率为 89.53%~118.37%, 相对标

准偏差(relative standard deviations, RSDs)小于 12% (n=3), 且与将呕吐毒素、伏马菌素 B1、黄曲霉毒素 B1、玉米

赤霉烯酮和 T-2 毒素的交叉反应率均小于 5%, 特异性良好。OTA 侧流层析试纸条基于荧光定量快速检测技术平

台可在 8 min 内快速准确地定量测定出待测样本中 OTA 含量。结论  本研究所制备的时间分辨荧光侧流层析试

纸条可实现玉米、小麦和饲料中 OTA 的快速定量检测, 并具有成本低、灵敏度高、操作简便、准确高、重复性

好、特异性好的优点, 可满足国内外 OTA 检测的技术要求, 为真菌毒素的快检技术的发展提供了技术支撑。 

关键词: 赭曲霉毒素 A; 时间分辨荧光纳米微球; 荧光定量免疫层析; 快速定量检测 
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ABSTRACT: Objective  To establish a time-resolved fluorescent microsphere-based lateral flow chromatographic 

test strip for ochratoxin A (OTA). Methods  Based on the principle of immunochromatography, time-resolved 

fluorescent nanospheres were used as signal probes to reduce the interference of non-specific fluorescence and improve 

the detection sensitivity. Furthermore, the sensitivity and accuracy of the on-site detection of OTA were improved by 

optimizing the sample extract and sample diluent. Results  The ratio of the T-line and C-line fluorescence intensity had 

a good log-linear relationship with the OTA concentration in the range of 1.0‒50.0 μg/kg, and the correlation coefficient 

r2 was in the range of 0.9981‒0.9998. The limits of detection and limits of quantitation of OTA in different matrices 

were in the range of 0.401‒0.614 μg/kg and 0.973‒1.617 μg/kg, respectively. The recoveries ranged from 89.53% to 

118.37% with relative standard deviations (RSDs) all less than 12% (n=3), and the cross-reaction rates with 

deoxynivalenol, fumonisin B1, aflatoxin B1, zearalenone and T-2 toxin were all less than 5%, showing good specificity. 

The OTA lateral flow chromatographic test strips based on the fluorescent quantitative rapid detection technology platform 

could quickly and accurately quantify the content of OTA in samples within 8 minutes. Conclusion  The time-resolved 

fluorescence lateral flow chromatographic test strip prepared in this study can realize the rapid quantitative detection of 

OTA in corn, wheat and feed, with the advantages of low cost, high sensitivity, simple operation, high accuracy, good 

repeatability and good specificity, which meets the technical requirements of OTA detection at home and abroad, and 

provides technical supports for the development of mycotoxins rapid detection technology. 

KEY WORDS: ochratoxin A; time-resolved fluorescent microsphere; fluorescence quantitative immunochromatography; 

rapid quantitative detection. 

 
 

0  引  言 

赭 曲 霉 毒 素 是 由 曲 霉 属 (Aspergillus) 和 青 霉 属

(Penicillium)真菌产生的聚酮类毒性次生代谢产物[1‒2], 包

括 7 种结构类似的化合物, 其中毒性最强、污染最为严重

的是赭曲霉毒素 A (ochratoxin A, OTA), 常见于谷物、饲

料、坚果、水果、咖啡豆等食品中[3‒4], 具有肾毒性、肝毒

性、免疫毒性、神经毒性及致癌、致畸和致突变等作用[5‒8], 

国际癌症研究机构 (International Agency for Research on 

Cancer, IARC)已将其归类为 2B 类致癌物[9]。OTA 的物理

和化学性质极其稳定, 较难去除或降解, 而食用 OTA 污染

的作物会对人和动物健康造成严重危害[10‒14]。因此, 欧盟

规定原料谷物和谷类加工产品中 OTA 的限量标准分别为 5

和 3 µg/kg[15]。我国 GB 2761—2017《食品安全国家标准 食

品中真菌毒素限量》规定谷物、豆类及其相应制品中 OTA

的限量标准为 5 µg/kg, 样品中待测组成含量低于 100 µg/g

时为痕量分析, 因此, OTA 的检测属于痕量检测的范畴, 

对其检测方法提出更高的要求。 

目前, OTA 常用的检测方法包括薄层色谱法、高效液

相色谱法、液相色谱串联质谱法等精密仪器法[2,13,16‒18]和酶

联免疫吸附、胶体金免疫层析等免疫分析法[13,19‒23]。其中

薄层色谱法所用试剂价格便宜、仪器设备简单, 是较早使用

的检测方法, 但该方法存在操作烦琐、灵敏度低的缺点, 一

般无法达到痕量检测的要求[24]。目前, 高效液相色谱法是

最常用的检测方法[2,25‒27], 具有灵敏度高、准确性高、重现

性好、适用范围广的优点, 但检测成本高、需要借助昂贵且

操作复杂的大型仪器及专业的技术人员, 并且通常需要复

杂的前处理技术进行 OTA 的净化和富集, 无法满足现场检

测的需求[28‒30]。而免疫分析法既不需要昂贵的大型仪器和

专业的操作人员, 也不需要复杂的样品前处理过程, 操作简

单且灵敏度高, 较好地弥补了精密仪器法的缺陷。但现有的

免疫分析法如酶联免疫吸附法重现性较差[22], 酶与底物反

应时间较长, 很难满足现场快速检测的需求[31]。而胶体金试

纸条虽然具有成本低、操作简单、检测迅速及便携的优点, 

但金纳米粒子光学亮度不足的瓶颈导致胶体金试纸条的检

测灵敏度不足, 抗干扰能力较差[31]。 

时间分辨荧光微球(time-resolved fluorescent microsphere)

是一种特殊的功能微球, 每个微球内包裹成千上万个荧光分

子, 具有荧光效率高、Stokes 位移大(>150 nm)且荧光寿命长

的优点, 可区分有效信号与非特异性的背景荧光信号, 从而

降低时间分辨荧光侧流层析试纸条非特异性荧光的干扰, 提

高检测灵敏度[32]。近年来, 基于时间分辨荧光微球的侧流层

析技术广泛应用于医疗、环境、食品等领域[32‒35], 但关于

OTA 的报道较少。卢迪莎等[34]以稀土铕荧光微球作为检测

信号, 将荧光探针置于微孔中, 开发了一种可同时检测黄

曲霉毒素(aflatoxin B1, AFB1)和 OTA 的时间分辨荧光免疫

层析试纸条, 先将待测样品液加入含有荧光探针的微孔中

吹打混匀，37℃孵育 3 min; 再将试纸条插入微孔, 37℃反

应 7 min, 操作过程烦琐, 检测时间较长。 

基于以上研究, 本研究将时间分辨荧光微球标记的

特异性 OTA 单克隆抗体喷涂于结合垫上, 通过侧向免疫

层析作用结合荧光定量快速检测技术平台, 通过一步孵育
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反应建立一种 OTA 竞争型时间分辨荧光侧流层析试纸条, 

从而实现谷物如玉米、小麦、大米和饲料及其制品中 OTA

的检测, 以期替代胶体金免疫层析试纸条和酶联免疫吸附

试剂盒等产品, 为 OTA 的现场快速检测提供技术支持。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

玉米、小麦、浓缩饲料、酒糟蛋白饲料(distillers dried 

grains with solubles, DDGS)、喷浆玉米皮、玉米蛋白粉等

从超市购得或由生产企业提供。 

牛血清白蛋白偶联 OTA 复合物(OTA-bovine serum 

albumin conjugate, OTA-BSA)、小鼠抗 OTA 单克隆抗体、山

羊抗小鼠 IgG、时间分辨荧光纳米微球(平均粒径 200 nm, 表

面活性基团-COOH, 激发波长 365 nm、发射波长 615 nm)(上

海飞测生物科技有限公司); Sartorius CN140 硝酸纤维素膜

(nitrocellulose filter membrane, NC 膜)[赛多利斯(上海)贸易

有限公司]; SB08 样品垫、SMA31-40PVC 底板、CH37K 吸

收垫(上海金标生物科技有限公司)。 

牛血清白蛋白(bovine serum albumin conjugate, BSA)、

1- 乙 基 -3-(3- 二 甲 基 氨 基 丙 基 ) 碳 二 亚 胺 [1-Ethyl-3- 

(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide, EDC]、N-羟基琥珀酰

亚胺(N-hydroxysuccinimide, NHS)(美国 Sigma 公司); 海藻

糖、三羟甲基氨基甲烷盐酸盐(TRIS hydrochloride, Tris-HCl)、

Tween-20、proclin300(分析纯, 国药集团化学试剂有限公司); 

OTA 标准品溶液(1.9 µg/mL)、呕吐毒素(deoxynivalenol, DON, 

100 µg/mL)、伏马菌素 B1 (fumonisin B1, FB1, 50 µg/mL)、AFB1 

(2 µg/mL)、玉米赤霉烯酮(zearalenone, ZEN, 100 µg/mL)、T-2

毒素(T-2 toxin, T-2, 100 µg/mL)(北京 Romer国际贸易有限公

司); 娃哈哈纯净水(杭州娃哈哈集团有限公司)。 

1.2  仪器与设备 

FD-100 型荧光免疫定量分析仪(激发波长 365 nm、发

射波长 615 nm)、FD-5000 型检测卡恒温孵育器 (室温

5~105℃)(上海飞测生物科技有限公司); 3-30K 高速离心机

(配 No. 12111H 角转子, 美国 Sigma 公司); MX-F 漩涡混匀

器[大龙兴创实验仪器(北京)股份公司]; PL-E 便携式天平

[精度 0.01 g, 梅特勒-托利多国际贸易(上海)有限公司]; 

88881002 试管旋转混匀仪[赛默飞世尔(上海)仪器有限公

司]; FSJ-A03D1 小型粉碎机(小熊电器股份有限公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  时间分辨荧光侧流层析试纸条的制备 

(1)结合垫的制备 

将表面羧基修饰的时间分辨荧光微球超声分散均匀后

准确移取 50 μL 至 2 mL 离心管中, 并依次加入 100 μL 超纯

水, 20 μL 45 mg/mL EDC 溶液和 10 μL 45 mg/mL NHS 溶液, 

将离心管置于试管旋转混匀仪上 20 r/min 混匀活化 30 min。

然后, 12000 r/min 离心 30 min, 去上清, 加入 1 mL 超纯水和

OTA 单克隆抗体, 置于试管旋转混匀仪上 20 r/min 混匀反应

120 min, 加入100 μL 50 mg/mL BSA溶液, 继续20 r/min混匀

反应 60 min 以封闭剩余的活性位点。最后, 12000 r/min 离心

30 min, 去上清液, 加入 1 mL 保存液, 得到时间分辨荧光纳

米微球标记的 OTA 单克隆抗体复合物, 超声分散混匀后, 喷

涂于结合垫上, 45℃干燥 24 h, 干燥保存备用[32‒34]。 

(2)硝酸纤维素膜的制备 

将牛血清白蛋白偶联 OTA 复合物(OTA-BSA)和山羊

抗小鼠 IgG 分别用磷酸缓冲液(phosphate buffer saline, PBS) 

(0.01 mol/L pH 7.2, 1.5%蔗糖和 1.5%海藻糖)稀释至 0.5 和

1.0 mg/mL。将 OTA-BSA 溶液在 NC 膜距离左端 10 mm 处

划线作为 T 线(检测线); 将山羊抗小鼠 IgG 溶液在 T 线右

侧 5 mm 处划线作为 C 线(质控线), 45℃干燥 72 h, 干燥保

存备用[31]。 

(3)OTA 时间分辨荧光侧流层析试纸条的组装 

从左到右依次将样品垫、结合垫、NC 膜和吸水纸粘贴

在 8 cm 长的 PVC 底板上, 并且相邻部分有 2~3 mm 的交

联, 从而保证溶液平稳迁移, 试纸条的结构图如图 1 所示。

组装完成后, 将其切成宽度为 4 mm 的板条, 将板条依次

装入塑料卡壳中, 并用压卡机压紧, 装入带干燥剂(5 g/袋)

的铝箔袋中, 铝箔袋封口后, 4℃保存即可[32,35]。 

1.3.2  样品前处理 

首先从待测样品中选取 500 g 代表性样品, 小型粉碎

机粉碎 1 min后, 准确称取(1.0±0.02) g待测样品粉末(过 20

目筛)置于 10 mL 离心管中, 加入 5 mL 80%甲醇水溶液(含

2%氯化钠), 2500 r/min 涡旋 5 min 后, 4000 r/min 离心 5 min

得上清液, 备用[20,26]。 

 
 

 
 
 

图 1  OTA 时间分辨荧光侧流层析试纸条的结构图 

Fig.1  Schematic diagram of ochratoxin A time-resolved fluorescence lateral flow chromatography test strip 
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1.4  时间分辨荧光侧流层析试纸条的检测步骤 

首先将待用未开封的 OTA 时间分辨荧光侧流层析试纸

条、80%甲醇水溶液(含 2%氯化钠)、样品稀释液恢复至室温。

其中样品稀释液为 0.1 mol/L 的 pH 为 8.0 的 PBS 缓冲液, 加

入 1%的氯化钠、1%海藻糖、0.5% BSA、0.1% Tween 20 和

0.1% proclin300。 

准确吸取 100 μL 1.3.2 的上清液, 加入 400 μL 样品稀释

液, 至漩涡混匀器上混匀后, 准确吸取 100 μL 混合液滴加在

试纸条的加样孔中, 置于 37℃恒温孵育器中温育 8 min。反应

结束后, 使用荧光定量快速检测仪读取 OTA 时间分辨荧光侧

流层析试纸条 T 线和 C 线的荧光强度, 计算 T 线和 C 线荧光

强度的比值, 通过标准曲线计算出样品中 OTA 的含量。当荧

光定量快速检测仪的检测结果大于 50 μg/kg 时, 需将 1.3.2 中

的上清液用 80%甲醇水溶液(含 2%氯化钠)稀释 5 倍后重新进

行检测, 荧光定量快速检测仪的检测结果乘以 5 即为最终样

品中 OTA 的含量。 

1.5  数据处理 

使用 Microsoft Excel 2010 和软件包 OriginPro 8.5 版

(Origin Lab Corporation, Northampton, USA)进行整个研究

期间的数据统计分析。 

2  结果与分析 

2.1  提取液中氯化钠浓度选择 

在真菌毒素的提取过程中, 使用盐析剂可提高真菌毒素

的提取效率, 常用的盐析剂有氯化钠、无水硫酸钠、硫酸铵

和柠檬酸钠等。盐析剂可以吸引一部分自由水分子, 减少水

溶液中自由水分子的量, 降低被提取物和提取溶液在水中的

溶解度, 从而提高提取效率[36], 其中氯化钠显中性, 是盐析

剂产生作用的基础试剂, 因此本研究对提取液中氯化钠的浓

度进行了考察。采用 GB 5009.96—2016《食品安全国家标准 

食品中赭曲霉毒素 A 的测定》中第一法免疫亲和层析净化液

相色谱法对收集的样品进行检测, 将未检出 OTA 污染的样品

作为无污染阴性样品。取 2 个无污染阴性玉米样品、2 个无

污染阴性小麦样品, 分别添加 5、10 μg/kg 的 OTA 标准品, 并

分别用 80%甲醇、80%甲醇+1%氯化钠、80%甲醇+2%氯化钠、

80%甲醇+3%氯化钠共 4 种提取液进行提取, 用 OTA 时间分

辨荧光侧流层析试纸条进行检测, 3 个平行样, 检测结果见图

2。80%甲醇+2%氯化钠提取液对于玉米和小麦的回收率偏差

最小, 且重复性较好, 故选择 80%甲醇+2%氯化钠为提取液。 

2.2  不同稀释液检测不同 pH 的样本兼容性分析 

取浓缩饲料、DDGS、喷浆玉米皮和玉米蛋白粉 4 种不同

类型的样品上清液, 用 1 mol/L HCl 或 1 mol/L NaOH 调节 pH

至 2、4、6、8 和 10; 分别用两种样品稀释液进行一定比例

稀释, 、8 和 10; 分别用两种样品稀释液进行一定比例稀释, 

每个不同 pH的样品检测 3 个平行样, 计算不同pH样本的检

测结果与 pH 6 样本检测结果的相对偏差, 结果见表 1, 其中, 

优化前样品稀释液为: Tris-HCl 缓冲液(0.05 mol/L pH 8.0), 加

入 1%的氯化钠、1%海藻糖、0.5% BSA、0.1% Tween-20 和

0.1% proclin 300; 优化后样品稀释液为 PBS 缓冲液(0.1 mol/L 

pH 8.0), 加入 1%的氯化钠、1%海藻糖、0.5% BSA、0.1% 

Tween 20 和 0.1% proclin 300。优化前样品稀释液检测不同 pH

的样本相对偏差在-199.8%~104.2%之间, 优化后样品稀释液

检测不同 pH 样本相对偏差在‒10.23%~10.89%之间, 由此可

见, 0.1 mol/L PBS 体系比 0.05 mol/L Tris-HCl 体系对样本 pH

的兼容性更强, 能够很大程度使pH在2~10范围的样本浓度

值偏差减少, 同时增加缓冲体系的离子浓度, 也会使本身稀

释液的缓冲能力变强, 但离子浓度不是越大越好, 考虑到成

本的因素, 同时也考虑到随着盐离子的增加, 也会影响抗原

抗体的结合能力[37], 故最终选用 0.1 mol/L pH 8.0 的 PBS 缓

冲液为样本稀释液。 
 

 
 

 

图 2  提取液中氯化钠浓度对回收率的影响(n=3) 

Fig.2  Effects of sodium chloride concentrations of extraction solutions on recoveries (n=3) 



第 12 期 白福军, 等: 赭曲霉毒素 A 时间分辨荧光侧流层析试纸条的研究 4025 
 
 
 
 
 

 

表 1  不同 pH 样本的检测结果与 pH 6 样本检测结果的相对偏差(%) 
Table 1  Relative deviations between samples with different pH and samples under pH 6 (%) 

样品类型 
优化前样品稀释液 优化后样品稀释液 

2 4 6 8   10 2 4 6 8 10 

浓缩饲料 ‒199.80 104.20 0.00 ‒21.21 ‒28.57 ‒3.20 3.76 0.00 ‒10.23 1.83 

DDGS ‒24.28 7.31 0.00  ‒6.88 ‒12.6 ‒6.20 3.37 0.00 ‒4.94 ‒2.02 

喷浆玉米皮 30.24 22.25 0.00 ‒75.44 ‒51.04 ‒1.37 ‒2.62 0.00 0.38 ‒6.29 

玉米蛋白粉 ‒18.52 ‒4.73 0.00  ‒1.75 ‒5.23 ‒8.59 10.89 0.00 ‒8.38 ‒7.43 

 

2.3  时间分辨荧光侧流层析试纸条的性能评估 

2.3.1  检出限和定量限 
分别称取无 OTA 污染的小麦样品、玉米样品、大米样

品各 10 份, 每份(1.0±0.02) g, 按照 1.3.2 步骤处理后, 依次

用 OTA 时间分辨荧光侧流层析试纸条进行检测。分别以 10

份无污染样品测定结果的平均值加 3 倍标准差(standard 

deviation, SD)为检出限(limits of detection, LOD), 以测定结

果的平均值加 10 倍标准差为定量限(limit of quantitation, 

LOQ), 结果表明, 小麦中 OTA 的 LOD 和 LOQ 分别为 0.614

和 1.617 μg/kg, 玉米中 OTA 的 LOD 和 LOQ 分别为 0.401

和 0.973 μg/kg, 大米中 OTA 的 LOD 和 LOQ 分别为 0.602

和 1.501 μg/kg, 均远低于的限量标准为 3~5 µg/kg, 表明

OTA 时间分辨荧光侧流层析试纸条的灵敏度良好, 能够满

足实际样品的检测需求。 

2.3.2  线性范围分析 

分别在无 OTA 污染的小麦样品、玉米样品、大米样品

中添加 OTA 标准品溶液, 加标水平为 1.0、2.5、5.0、10.0、

25.0、50.0 μg/kg, 然后用 OTA 时间分辨荧光侧流层析试纸条

由低浓度到高浓度进行检测, 以加标水平(μg/kg)的对数为横

坐标, T 线和 C 线荧光强度的比值为纵坐标绘制标准曲线, 计

算线性相关系数。结果表明, 大米、小麦和玉米的线性范围

均为 1.0~50.0 μg/kg, 回归方程分别为: Y=1.0192X+0.1818, 相

关系数 r2=0.9998( 大米 ); Y=0.9983X+0.1172, 相关系数

r2=0.9988(小麦); Y=1.0998X‒0.1022, 相关系数 r2=0.9981(玉

米), 表明线性关系良好且线性范围较宽。 

2.3.3  准确性和重复性 

准确称取(1.0±0.02) g 无 OTA 污染的小麦、玉米、大

米样品, 分别添加 1.0、2.5、5.0、10.0、25.0、50.0 μg/kg 6

个浓度水平的 OTA 标准品溶液(n=3)。OTA 时间分辨荧光

侧流层析试纸条的检测结果表明, 不同粮食谷物中 OTA 的

回收率在 89.53%~ 118.37%, 3 个平行的变异系数, 也即相对

标准偏差(relative standard deviations, RSDs)小于 12%, 表明

该时间分辨荧光侧流层析试纸条的准确性和重复性良好。 

2.3.4  与色谱法的对比 

分别取 2 个 OTA 污染的小麦、玉米、大米样品, 分

别采用 GB 5009.96—2016 中第一法免疫亲和层析净化液

相色谱法和本研究制备的 OTA 时间分辨荧光侧流层析试

纸条进行检测, 每个样品分别设置 3 个平行, 计算两种方

法检测结果的符合度(符合度=x/y×100%, x: OTA 时间分辨荧

光侧流层析试纸条 3 次检测结果的平均值, y: 液相色谱法 3

检测结果的平均值 ), 两种方法检测结果的符合度为

87.28%~116.23%, 3 个平行的变异系数小于 10%, 符合度

良好。 

2.3.5  方法特异性分析 

为了考察 OTA 时间分辨荧光侧流层析试纸条的特异性, 

分别将 OTA、DON、FB1、AFB1、ZEN、T-2 共 6 种常见的

真菌毒素标准品添加在无真菌毒素污染的阴性玉米中, 添加

水平为 5~1000 μg/kg, 然后用 OTA 时间分辨荧光侧流层析

试纸条进行检测, 表 2 的检测结果表明该时间分辨荧光侧

流层析试纸条与其他常见的 5 种真菌毒素的交叉反应率

(测定值/添加浓度×100%)均小于 5%, 变异系数小于 10%, 

表明特异性良好。 

 
表 2  交叉反应率表 

Table 2  Table of cross-reaction rates 

序号 名称 交叉反应率/% 变异系数/% 

1 OTA 107.85 5.36 

2 DON   2.95 2.38 

3 FB1   4.80 6.21 

4 AFB1   0.65 7.65 

5 ZEN   3.30 4.78 

6 T-2   0.50 9.21 

 

3  结  论 

本研究以时间分辨荧光微球为荧光探针, 基于竞争

抑制的原理建立了OTA时间分辨荧光侧流层析试纸条, 并

用于不同类型的基质中 OTA 的快速定量检测。通过对样品

提取液中氯化钠浓度和样本稀释液的优化, 提高了OTA检

测的灵敏度和准确性。本方法开发的时间分辨荧光侧流层

析试纸条可在 8 min 内完成样品中 OTA 的定量检测, 在玉

米、小麦和大米基质中的 LOD 为 0.401~0.614 μg/kg, 远低

于 OTA 的限量标准, 具有线性范围宽、准确性高、重复性
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好和特异性高的优点。本方法的检测结果与高效液相色谱

检测的检测结果一致, 可以用于粮谷、饲料等样品中 OTA

的快速定量检测。 
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