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摘  要: 目的  建立荧光免疫定量法即时检测谷物中黄曲霉毒素 B1 的含量。方法  以荧光微球为标记物, 采

用 2,4 二硝基苯酚独立质控体系和竞争法检测原理, 构建谷物中黄曲霉毒素 B1 荧光免疫定量即时检测方法。

评价其准确度、重复性、特异性、稳定性及与仪器确证方法符合度。结果  该方法最适条件为: pH 7.8 硼酸

盐缓冲液活化、pH 7.5 磷酸缓冲液偶联、微球抗体质量比为 5:4、抗原抗体反应质量比为 50:1。试纸条检出

限为 0.299~0.997 μg/kg, 定量限为 0.544~2.663 μg/kg。代表性样本准确度为 92.20%~111.80%, 重复性为

3.2%~10.6%。除与黄曲霉毒素 B2 有交叉反应(6.1%), 与其他类似物无交叉反应(<0.1%)。该法检测结果与超高

效液相色谱法结果一致性好, 相关系数(r2)为 0.997。结论  该方法准确、快速、灵敏、便捷, 适合于现场即时

检测谷物中黄曲霉毒素 B1 的含量。 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for the point-of-care testing of aflatoxins B1 in cereals by 

fluorescence immunoquantitative assay. Methods  Using fluorescent microspheres as markers, point-of-care testing of 

aflatoxins B1 in cereals by fluorescence immunoquantitative assay was established. It adopted 2,4-dinitrophenol 

independent quality control system, and was based on the detection principle of competition method. The accuracy, 

repeatability, specificity, stability and conformity with the instrument confirmation method were evaluated. Results  The 

optimum conditions for the method were as follows: pH 7.8 borate buffer activation, pH 7.5 phosphate buffer 

coupling, microsphere antibody mass ratio was 5:4, antigen antibody mass ratio was 50:1. The limits of detection 

were 0.299‒0.997 μg/kg, and the limits of quantitation was 0.544‒2.663 μg/kg. The accuracy of the representative 

samples ranged from 92.20% to 111.80%, and the repeatability ranged from 3.2% to 10.6%. Except for cross-reaction 
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with aflatoxin B2 (6.1%), there was no cross-reaction with other analogenates (<0.1%). The correlation coefficient 

(r2) was 0.997 comparing these 2 methods, the consistency was good. Conclusion  The method is accurate, rapid, 

sensitive and convenient, and is suitable for the in-situ point-of-care testing of aflatoxins B1 in cereals. 

KEY WORDS: cereals; aflatoxins B1; fluorescence immunity; quantitative; point-of-care testing 
 
 

0  引  言 

黄曲霉毒素 B1 (aflatoxin B1, AFB1)主要分布在玉米、

小米、大米、小麦、花生等谷物及其加工品中[1-2], 其毒性

约为三聚氰胺的 416 倍、二甲基亚硝胺的 75 倍、砒霜的

68 倍、氰化钾的 10 倍, 被世界卫生组织认定为 IA 级危险

物[3‒6], 国际癌症研究机构将其划定为Ⅰ类致癌物[7]。据联合

国粮农组织(Food and Agriculture Organization, FAO)报道, 

全球使用的谷物中, 有 25%受到霉菌毒素污染[8]。据估计, 

全球每年不少于 2%的农作物因黄曲霉毒素污染量超过限

值而被销毁[9], 给食品行业造成了极大的经济损失。鉴于

AFB1 对人类健康的巨大危害性和污染广泛性, 我国制定

了严格的食品安全国家标准 。 

GB 2761—2017《食品安全国家标准 食品中真菌毒素

限量》对其做了明确的规定, 谷物及其制品中 AFB1 的限量

标准为小麦(粉)、大麦及其谷物为 5 μg/kg, 稻谷(以糙米

计)、糙米、大米为 10 μg/kg, 玉米、玉米面(渣、片)及玉

米制品为 20 μg/kg。监管部门需要开展样本检测及时跟踪

谷物中真菌毒素含量是否超标。因此, 提供一种有效的检

测技术加强对黄曲霉毒素B1监测, 及时处理超标污染谷物

是避免其引起危害的重要途径。 

目前, 国内外已开发了多种用于黄曲霉毒素 B1 测定

方法 , 包括高效液相色谱法 (high performance liquid 

chromatography, HPLC)[10] 、 液 相 色 谱 - 质 谱 法 (liquid 

chromatography-mass spectrometry, LC-MS)[11]、薄层色谱

法 (thin layer chromatography, TLC)[12] 、 放 射 免 疫 法

(radioimmunoassay, PIA)[13]、荧光偏振免疫法(fluorescence 

polarization immunoassay, FPIA)[14]、酶联免疫吸附测定法

(enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA)[15‒16]、胶体金

免疫层析法等[17‒18]。HPLC、LC-MS、TLC 等方法虽然灵

敏度和准确度高, 但存在前处理复杂 , 仪器采购成本高, 

且要求专业人员操作, 不适用在基层使用。PIA 需要特殊

设备, 实验涉及的放射性元素还会污染环境。FPIA 操作简

单快捷, 适合大规模样品的快速检测。然而, 该方法灵敏

度低、检测范围狭窄、易出现假阳性结果。ELISA 对于复

杂基质试样可能会扰乱分析结果。胶体金免疫层析法适用

基质范围广、操作简便、检测效率高、成本低及现场适应

能力强, 但不能定量, 检测临界值样本时, 不同人之间的

主观判断存在结果判读差异。 

针对现有技术存在的问题, 科研工作者以荧光微球

为信号传导载体开展时间分辨荧光免疫层析技术, 发挥简

单、快速、定量、适合现场检测的优势[19‒22]。然而, 现有

荧光免疫层析技术鲜有对前端微球标记抗体工艺进行系统

性研究, 未深入对比缓冲体系种类、pH、微球抗体质量比

对灵敏度和荧光信号强度的影响。另外, 现有质控体系鼠

二抗随样本中 AFB1 含量变化而改变, 导致标准曲线 T/C

值有两个变量, 不便于单独研究检测线。但是, 在实际研

究工作中发现, 以上两因素对检测结果的稳定性、重复性

和准确性有一定影响[23]。故本研究基于荧光免疫定量法即

时检测谷物中 AFB1, 重点探讨了独立质控体系、微球标记

抗体工艺(缓冲体系、球和抗体质量比)、铺垫量和划膜量

对检测方法的影响, 筛选合适的样本前处理方法, 基于标

准曲线评价其灵敏度、准确度、重复性、特异性、稳定性

及与仪器确证法的一致性。同时, 将试纸条、荧光读卡仪、

样本前处理仪器耗材整合成检测箱, 实现批量样品现场快

速、即时检测, 为保障农产品的质量安全提供了一种适合

谷物中 AFB1 现场、快速、定量的检测方法。 

1  材料与方法 

1.1  试剂与材料 

硝酸纤维素膜(nitrocellulose membrane, CN140, 德国

赛多利斯公司); 时间分辨荧光微球(粒径 200 nm, 固含 1%, 

含-COOH, 苏州为度生物技术有限公司); AFB1 标准品(纯

度≥99%, 青岛普瑞邦生物工程有限公司); 兔抗二硝基苯

酚(dinitrophenol, DNP)单抗(纯度 99.0%)、二硝基苯酚牛

血清蛋白偶联物 (2,4-dinitrophenol bovine serum protein 

conjugate, DNP-BSA)(纯度 99.0%)(北京佰桥瑞景生物科

技有限公司); AFB1 单克隆抗体和 AFB1-BSA 抗原(纯度

99.5%, 武汉纯度生物科技有限公司 ); 结合垫 ( 型号

RB45)、样品垫(型号 GL-b04)、聚氯乙烯(polyvinyl chloride, 

PVC)底板(型号 DB-4)、吸水纸(型号 CH37)(上海金标生物

科 技有限公司 ); 碳二亚胺 (carbodiimide, EDC, 纯度

98.0%)、N-羟基琥珀酰亚胺(N-hydroxysuccinimide, NHS, 

纯度>99.0%, 上海阿拉丁生化科技股份有限公司); 4-羟

乙基哌嗪乙磺酸(4-hydroxyethyl piperazine ethyl sulfonic 

acid, HEPES, 纯 度 ≥ 99.0%) 、 2-(N- 吗 啡 啉 ) 乙 磺 酸

(2-morpholinoethanesulfonic acid hydrate, MES, 纯 度 ≥

99.0%)、磷酸缓冲溶液(0.02 mol/L, phosphate buffer, PB, 纯度

≥99.0%)、硼酸盐缓冲液(0.02 mol/L, borate buffer, BB, 纯度≥

99.0%)、柠檬酸盐缓冲液(0.02 mol/L, citrate buffer, CA, 纯度≥
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99.0%)、碳酸盐缓冲液(0.02 mol/L, citrate buffer, CB, 纯度≥

99.0%)、牛血清白蛋白(北京博奥拓达科技有限公司)。 

玉米、小麦等样品购于超市。 

1.2  仪器与设备 

GL-21M 高速冷冻离心机(湖南湘仪离心机仪器有限

公司); JY96-IIN 超声仪(宁波新芝生物科技股份有限公司); 

HM3030 三维划膜喷金仪、CTS300 数控裁条机、ZQ200

自动斩切机(上海金标生物科技有限公司); XW-80A垂直混

匀仪(大龙兴创实验仪器(北京)有限公司）; ZD-001 干式荧

光免疫分析仪(郑州中道生物技术有限公司); DZF-6020 真

空干燥箱(上海精宏实验仪器有限公司); DH-500 恒温培养

箱(北京中兴伟业仪器有限公司)。 

1.3  方  法 

1.3.1  试纸条的制备与检测 

(1)微球标记物的制备   

取微球 50 μL, 加入 450 μL pH 5.0 MES, 300 W 超声

2 min。依次加入 10 μL 10 mg/mL NHS 和 EDC 至微球中, 

混匀 60 min。13000 r/min离心 20 min, 弃上清, 加入 500 μL 

pH 7.0 4-羟乙基哌嗪乙磺酸 (4-hydroxyethyl piperazine 

ethyl sulfonic acid, HEPES), 300 W 超声 2 min。加入 50 μg 

AFB1 单克隆抗体(Ab), 混匀 2 h。加入 200 μg BSA, 摇

匀 1 h, 13000 r/min 离心 15 min, 弃上清。加入 500 μL pH 

7.4 PBS 溶解, 即为 AFB1 微球标记物。按同样方法制备

DNP-BSA 微球标记物。2~8℃避光保存。 

(2)包被膜和结合垫的制备  

取硝酸纤维素膜（NC 膜）包被检测线(T 线)和质控线

(C 线)。T 线包被 AFB1-BSA, 质量浓度为 0.5 mg/mL。C 线

包被鼠抗 DNP 单抗, 质量浓度 1 mg/mL, 37℃干燥 3 h。

将 AFB1 微球标记物和 DNP-BSA 微球标记物分别稀释至

20 μg/mL 和 0.8 μg/mL, 3 μL/cm 喷垫, 真空干燥 3 h。 

(3)试纸条的组装  

如图 1所示, 以30 cm×6 cm的PVC胶粘板为底板, 依

次粘贴 NC 膜、结合垫、样品垫和吸水纸, 相邻组分间重

叠 1~2 mm。使用微电脑自动斩切机裁成 4 mm 宽, 装入卡

壳, 封袋置阴凉干燥处保存。 

(4)样本前处理  

取样本 2 g, 加入 10 mL 60%甲醇水, 振荡提取 5 min。

4000 r/min 离心 2 min, 取上清 100 μL, 加入 500 μL PBS 混

匀, 获取检测液。 

(5)检测  

取 80 μL 检测液至检测卡中, 计时反应 15 min。读

取 T 线和 C 线的荧光信号强度。同时通过公式(1)计算抑

制率。 

 抑制率/%=(B0‒B)/B0×100%     (1) 

式中: B0 为阴性样本的 T/C 值, B 是待测样本的 T/C 值。 
 

 
 

图 1  时间分辨荧光免疫层析法操作流程 

Fig.1  Operation procedure of time resolved fluorescence immunochromatography 
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1.3.2  试纸条制备条件优化 

(1)微球标记抗体工艺优化 

①活化缓冲液筛选 

取柠檬酸、MES、HEPES、PB 和 BB 分别作为活化

缓冲液, 按照 1.3.1 中方法(1)筛选最适种类。然后梯度设定

最适活化缓冲液 pH 为 7.4、7.8、8.2、8.6 和 9.0 比较, 确

定最佳条件。 

②偶联缓冲液筛选 

HEPES、PB、BB 和 CB 分别作为偶联缓冲液, 按照

1.3.1 中方法(1)筛选最适条件。同时梯度设定 pH 为 6.5、

7.0、7.5 和 8.0 进行优化。 

③微球和 AFB1 Ab 质量比优化 

质量为 20、30、40、50、60、70、80 μg 的 AFB1 Ab

分别和 50 μg 微球偶联。依据蛋白质浓度测定公式(2)计

算反应后剩余单抗量 , 根据偶联率公式 (3)确定标记单

抗量。 

 蛋白质浓度=1.45×A280‒0.74×A260   (2) 

偶联率/%=
( )

100%
添加单抗量 上清单抗量

添加单抗量


  (3) 

(2)铺垫量和划膜量优化 

固定 C 线 DNP 单抗浓度, 梯度设定抗原划膜浓度和

抗体铺垫浓度。T 线 AFB1-BSA 质量浓度分别定为 0.12、

0.25、0.50、0.75 mg/mL。结合垫 AFB1 抗体偶联物分别为

10、20、30 μg/mL。独立质控体系 DNP-BSA 微球偶联物

以 0.8 μg/mL 和不同浓度 AFB1 混匀喷垫。通过棋盘法优化

抗原抗体工作量[24]。 

1.3.3  AFB1 标准曲线拟合  

基于 1.3.2 确定的最佳条件, 用 0.01 mol/L PBS 配制

质量浓度为 0、0.05、0.10、0.20、0.50、1.00、2.00、5.00、

10.00 和 20.00 ng/mL 的 AFB1 标准品滴卡。每个浓度重复

3 次, 室温反应 15 min, 荧光读卡仪读取 T/C 值, 四参数法

拟合标准曲线[25]。 

1.3.4  样本前处理方法优化 

选择甲醇、乙醇、乙腈和三氯甲烷 4 种有机试剂与水

按照 6:4 (V:V)配制提取液。称量(5.00±0.02) g 粉碎样本至

离心管中, 分别添加终浓度 0 g/kg 和 10 g/kg 标准品, 加

入 25 mL 提取液, 振荡 5 min, 4000 r/min 离心 2 min; 取上

清液 100 μL, 再加入 500 μL PB, 混匀。每个条件重复 3 次。

另外, 通过单因素试验优化提取时间和提取液体积。 

1.3.5  试纸条性能评测 

确定试纸条的检出限和定量限, 评价其准确性、重复

性、特异性、稳定性, 并将检测结果与仪器确证方法结果

比较。 

1.3.6  检测箱设计 

将谷物中黄曲霉毒素 B1 检测过程使用的仪器、耗材、

试剂模块化分布到箱内, 完成检测箱设计, 便于现场快速

开展试验。 

1.4  数据处理 

实验重复 3 次测定, 数据统计分析采用 Origin 9.0 软

件进行分析和图像处理。 

2  结果与分析 

2.1  2 种质控体系差异性比较 

样本检测过程中, 干式荧光免疫分析仪获取检测卡 T

线信号强度和 C 线信号强度, 二者比值作为 Y 值带入标准

曲线计算待测物质浓度。由此可知, 质控线 C 线不仅起到

质量控制的作用, 而且参与计算待测样本浓度。C 线选择

羊抗鼠二抗包被模式时, C 线信号强度随待测物含量的增

加而增加, 而此时 T 线信号强度不断较少, Y 值(T/C 值)的

变化由两个变量引起。C 线选择 DNP 独立质控体系时, C

线基本处于稳定状态。Y 值(T/C 值)的变化仅由 T 线峰面积

变化引起。 

本研究同时比对两种模式质控拟合的标曲, 由图 2、3

可知, 独立质控拟合标准曲线 Y 值下降幅度慢, 斜率低, 

有利于拉长线性范围, 保证高浓度加标样本准确度和重复

性。试验进行 10 μg/kg 加标时, 两种质控体系回收率分别

为 97.6%和 98.9%, 与真实加标量较接近。20 μg/kg 加标时, 

独立质控回收率 106.8%, 基本接近真实加标量, 但非独立

质控回收率 118.9%, 与真实加标量偏差稍大(18.9%), 回收

率偏高, 基本接近快检试剂回收率最高临界点(120%)。加

标样本进行重复性检测, 非独立质控 20 μg/kg 变异系数

(variable coefficient, CV)相对较大 , 为 12.5%, 其余为

4.7%~6.2%, 较佳。重复性试验反映多次检测结果间的相似

程度。非独立质控 20 μg/kg 重复性相对较差, 不利于检测

结果的再现, 对数据的分析干扰性较大。 

 

 
 

图 2  独立质控体系 

Fig.2  Independent quality control system 
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图 3  非独立质控体系 

Fig.3  Non-independent quality control system 

 

2.2  优化微球偶联抗体缓冲液 

缓冲液 pH 是保证活化效率的关键, 同时, 缓冲液种

类影响微球和抗体的偶联效率[26-27]。在优化过程中, 依据

T 线荧光强度、1 ng/mL AFB1 标准品抑制率确定最适条件。

从图 4 和 5 可知, 活化缓冲液 BB 的 T 线荧光强度最高, 抑

制率最高, 活化效果最佳; pH 7.4~9.0 范围内, 7.8 时活化效

果相对最好, 亮度高且抑制率最高, 说明适当的 pH提高了

活化效率, 保证了 T 线较高强度及对标准品的抑制率。同

时, 微球分散性较好, 便于长期保存使用。在标记抗体过

程中(图 6 和 7), PB 缓冲液 T 线荧光强度最高, 抑制率相对

较好, 仅低于最佳抑制率 1%, 且微球分散性好, pH 在 7.5

相对最佳, T 线荧光强度和抑制率均最高。此外, 活化缓冲

液柠檬酸和标记缓冲液 CB 引起微球聚集, 试纸条表现出

结合垫释放不充分, T 线亮度下降。因此, pH 7.8 BB、pH 7.5 

PB 分别作为活化缓冲液和偶联缓冲液既可有效提高试纸

条的灵敏度和特异性, 又避免微球间的非特异性结合引起

结合垫释放不充分。 

 
 

 
 

图 4  活化缓冲液种类优化 

Fig.4  Species optimization of activation buffer 

 
 

图 5  活化缓冲液 pH 优化 

Fig.5  pH optimization of activation buffer 
 
 

 
 

图 6  偶联缓冲液种类优化 

Fig.6  Species optimization of coupling buffer 
 

 
 

图 7  偶联缓冲液 pH 优化 

Fig.7  pH optimization of coupling buffer 
 

2.3  优化抗体用量 

荧光微球标记抗体的量有一定的限度, 最佳抗体量

既可保证微球表面的羧基与抗体高效率结合, 又可避免抗

体用量过高导致资源浪费。因此, 确定抗体的加入量至关

重要。试验结果显示, 随着 AFB1 单抗量增加, 标记效率增

加, 偶联率在 90%~95%时, 说明反应液中抗体多数与微球
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结合。随着 AFB1 单抗加入量不断增加, 超过微球可偶联的

最大量时, 偶联效率降低。如图 8 所示, 40 μg AFB1 单抗为

最佳偶联量, 此时微球和抗体的质量比为 5:4。 

 

 
 

图 8  抗体实际标记量和抗体偶联率 

Fig.8  Actual antibody labeling amount and antibody coupling rate 

 

2.4  铺垫量和划膜量优化 

在免疫层析过程中, T 线抗原包被浓度和结合垫喷微

球 AFB1单抗偶联物量是影响试纸条灵敏度和线性范围的关

键因素。基于前期试验, 确定 C 线为 1.0 mg/mL, 设计一系

列微球 AFB1 单抗偶联物浓度和 AFB1-BSA 浓度组合, 由表

1 可知, 随着 T 线抗原浓度增大和单抗量增加, 0 ng/mL 和

1 ng/mL 试纸条的荧光信号强度增加, 高浓度的抗原和微

球 AFB1 单抗偶联物反而使试纸条抑制率出现下降趋势。

选用结合垫喷垫质量浓度为 10 μg/mL, T 线包被质量浓度

0.50 mg/mL, 时, 抗原抗体质量比为 50:1, 此时 T 线荧光

强度和抑制率相对最好, 为最适铺垫量和划膜量。 

2.5  标准曲线拟合 

以不同浓度标准品对应 T 线荧光峰值和质控线 C 线

荧光峰值比值(T/C 值)为纵坐标(Y), 以标准品浓度为横坐

标(X), 绘制标准曲线。利用 ELISA Calc 软件将标准曲线拟

合成四参数方程。方程为 Y=11.93/[1+(X/0.71)1.62]+0.69, r2

为 0.9968, 标准曲线半抑制浓度(half maximal inhibitory 

concentration, IC50)值为 5.8 g/kg, 标准曲线线性范围为

0.5~100.0 g/kg。 

2.6  样本前处理方法确定 

2.6.1  提取液中有机试剂种类筛选 

谷物 AFB1 检测过程中, 代表性样本有效提取方能保

证检测结果准确性。而提取剂种类是影响有效提取的关键

因素。本研究通过对比体积比 6:4 的甲醇水、乙醇水、乙

腈水和三氯甲烷水发现, 甲醇提取液基质干扰小, T线亮度

较高, 回收率最接近 100% (97.02%); 乙醇 T 线亮度高, 提

取效果和甲醇相当, 回收率 96.76%, 但乙醇刺激性小, 较

安全; 乙腈和三氯甲烷 T 线亮度低, 且回收率低, 分别为

82.38%和 65.19%, 可能有机试剂对免疫层析反应副作用

较明显。最终确定乙醇为 AFB1 最佳提取剂。 

2.6.2  样本提取时间确定 

为准确、高效提取样本中 AFB1, 优化提取时间。分

别对比 5、10、15、20 min 加标样本提取效果。振荡提取

5 min 时, 回收率最低(83.6%), 说明 AFB1 提取不充分。10、

15、20 min 时提取效率相当, 在 99.8%~101.5%之间, AFB1

可达到充分提取效果。从提取效率方面考虑, 确定 10 min

为最佳提取时间。 

2.6.3  样本和提取液质量体积比确定 

基于最佳提取液和提取时间 , 比较样本 :提取液为

1:3、1:5、1:7 (m:V)时回收率差异性, 1:5 (m:V)时回收率

最佳 , 接近 100%, 且样本基质干扰小。因此选择样本:

提取液为 1:5 (m:V)。 

2.7  荧光免疫定量即时检验方法试纸条性能评测 

2.7.1  检出限和定量限 

检测小麦、玉米、小米和大米空白样本各 20 份, 分

别依据公式平均值+3 倍空白样本噪音、平均值+10 倍空白

样本噪音计算检出限和定量限[28-29]。小麦、玉米、小米和

大米样本的检出限分别为 0.356、0.997、0.316、0.299 μg/kg, 

定量限分别为 0.769、2.663、0.603、0.544 μg/kg。 

2.7.2  准确性与重复性 

通过空白样本加标回收试验对本研究建立方法的准

确性和重复性进行评价[30]。依据 GB 2761—2017《食品中真

菌毒素限量》在大米、玉米样本中分别加入 5、10 和 20 μg/kg 

3 个不同浓度梯度的 AFB1, 使用本方法进行检测。由表 2

可知, 批内检测卡加标回收率为 92.20%~111.40%, CV 为

3.2%~7.5%; 批间检测卡加标回收率为 92.60%~111.80%, 

CV 为 3.7%~10.6%, 满足真菌毒素快速检测的需求。 

2.7.3  特异性 

选择其他 6 种常见真菌毒素标准品分别添加空白玉米

样本。按照公式交叉反应率%=IC50(AFB1)/IC50(其他毒

素)×100%计算。该检测卡对黄曲霉毒素 G1、黄曲霉毒素 G2、

黄曲霉毒素 M1、玉米赤霉烯酮、呕吐毒素的交叉反应率

0.1%。而因与黄曲霉毒素 B2 结构类似, 有一定交叉性, 交

叉反应率 6.1%。上述结果表明, 检测卡对常见真菌毒素交

叉反应性小, 样本检测过程中, 真菌毒素对目标物 AFB1 干

扰性较小, 可以作为谷物中黄曲霉毒素 B1 特异性检测。 

2.7.4  与超高效液相色谱法结果比较 

采用荧光免疫定量即时检验方法及仪器确证法(LS/T 

6128—2017《粮油检验 粮食中黄曲霉毒素 B1、B2、G1、G2

的测定 超高效液相色谱法》)检测常见谷物小麦、玉米、大

米、小米中 AFB1, 结果进行线性回归分析, 如图 9, 两种方法

的线性相关系数 r2=0.997, 结果高度相关, 具有良好的一致

性。本方法较为可靠, 适合谷物中 AFB1 的现场快速检测。 
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表 2  不同种类样本准确性和重复性 
Table 2  Accuracy and repeatability of different types of samples 

空白样本种类 
加标浓度
/(μg/kg) 

批内 批间 

平均值±标准偏差
/(μg/kg) 

回收率/% CV/% 
平均值±标准偏差

/(μg/kg) 
回收率/% CV/% 

大米 

 5.00 4.61±0.26 92.20 5.8 4.63±0.31 92.60 6.9 

10.00 9.76±0.32 97.60 3.3 9.85±0.42 98.50 9.5 

20.00 20.24±0.90 101.20 4.5 20.07±1.13 100.35 6.2 

玉米 

 5.00 5.49±0.17 109.80 3.2 5.24±0.28 104.80 3.7 

10.00 9.88±0.34 98.80 3.5 10.32±0.73 103.20 7.2 

20.00 22.28±1.68 111.40 7.5 22.36±1.27 111.80 10.6 

 

 
 

图 9  两种检测方法结果比较 

Fig.9  Comparison of results of the 2 detection methods 
 

2.7.5  稳定性 

基于阿伦尼乌斯公式, 将试纸条放置于 50℃加速破坏

23 d 性能稳定相当于室温有效存放 1 年。本试验将试纸条置

于 50℃加速破坏 44 d 后与室温存放的试纸条比对。试纸条

存放 0~36 d 范围内, T/C 值相对稳定, 但 40 d 开始出现下降, 

试纸条稳定性能下降, 导致样本浓度值偏高。由图 10 可知, 

加速破坏试验可知, 试纸条可在室温存放 18 个月。 
 

 
 

图 10  稳定性试验 

Fig.10  Results of stability test 

2.7.6  AFB1 检测箱开发 

依据操作便携性、简便性、高效性等需求, 本研究

基于时间分辨荧光免疫层析试纸条、荧光读卡仪、样本

前处理仪器(均质器、振荡器、离心机、天平)、离心管、

剪刀、镊子、计时器、离心管架完成 AFB1 检测箱的开发, 

如图 11。 

 

 
 

图 11  AFB1 检测箱 

Fig.11  AFB1 detection box 
 

3  讨论与结论 

本研究开展荧光免疫定量即时检验方法研究, 通过

比较微球和抗体偶联过程缓冲液种类、pH, 微球抗体质量

比等条件, 系统进行微球偶联工艺优化, 获取最佳微球标

记抗体条件, 提高了试纸条的灵敏度, 1 ng/mL AFB1 标准

品抑制率由 54%提高至 83%。通过棋盘法优化抗原包被浓

度和微球抗体偶联物浓度, 确定了试纸条制备条件。在检

测大米、小米、小麦、玉米样本时, 选择乙醇为提取剂, 样
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本提取液质量体积比为 1:5, 萃取 10 min 即可充分提取样

本中 AFB1。该试纸条对小麦、玉米、小米和大米样本的

检出限分别为 0.356、0.997、0.316、0.299 μg/kg, 定量限

分别为 0.769、2.663、0.603、0.544 μg/kg。不同样本回收

率在 92.20%~111.80%之间, CV 在 3.2%~10.6%之间。与大

型仪器检测结果相比, 结果一致性较好。试验结果显示, 

该方法具有较好的准确性、重复性、稳定性和实际应用价

值, 能有效提升实际样本 AFB1 检测能力, 同时配套携行

方便、成本低的读卡仪实现快速定量检测, 为农作物生长、

储运、加工等环节对大量样本中 AFB1 的快速筛选和现场

快速检测提供强有力的保障。 

影响时间分辨荧光免疫层析定量检测方法准确性的因

素很多, 如微球粒径大小、微球偶联抗体工艺、样本前处理

方法、抗原抗体性能等。对于微球粒径而言, 虽然 300 nm

粒径微球荧光强度大, 但其爬速慢, 也会出现堵膜情况。

粒径微球爬速快, 但灵敏度低, 故本研究参考相关文献直

接选择粒径 200 nm 开展试验[31]。基于性能较佳的抗原抗

体基础上, 本研究重点优化了微球标记抗体工艺、样本前

处理方法。微球偶联抗体过程中, 活化和标记缓冲液种类

对于偶联效果影响较明显, 较佳的缓冲液明显提升微球亮

度, 同时也在一定程度上提高了灵敏度。在样本前处理过

程中, 提取剂种类和含量影响提取效率, 本研究对比发现, 

乙醇提取剂既能有效提高萃取效率, 又能经一定比例稀释

后最大程度降低基质干扰效应, 保证检测结果的准确性。 

在即时检验方法建立过程中, C 线的作用至关重要, 

它能够对检测方法是否有效、批内/间差均一性和稳定性以

及定量检测的准确性等方面准确、快速、直观判断。常规

兔抗鼠多抗作为独立质控时, 随着样本中 AFB1 浓度增加, 

C 线逐渐升高, T 和 C 值均处于不断变化过程中, 拟合标曲

过程中, 纵坐标 T/C 值引入两个变量, 导致 T/C 值的变化

不完全是待测物质含量引起的目标抗原抗体反应。本研究

选用 DNP 独立质控体系可解决这一问题, 保证了 T/C 值变

化仅基于目标抗原抗体反应量。 
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