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量子点荧光微球免疫法定量检测小麦中 
黄曲霉毒素 B1 

范雅靓, 吴才章*, 赵志科 
(河南工业大学电气工程学院, 郑州  450001) 

摘  要: 目的  建立量子点荧光微球免疫法快速检测小麦中黄曲霉毒素 B1 的方法。方法  采用量子点荧光微

球作为荧光标记物, 与黄曲霉毒素 B1 的单克隆抗体偶联, 构建量子点荧光微球探针。优化缓冲液 pH、抗体最

小标记量、荧光探针用量和包被抗原浓度等实验条件, 建立检测卡上 T 线和 C 线信号峰值面积的比值与样本

中黄曲霉毒素 B1 浓度的关系, 构建定量标准曲线。针对小麦样品, 将该检测方法与时间分辨荧光定量检测方

法进行比较。结果  本研究建立的荧光定量免疫层析检测方法最佳反应条件为: pH 7.5 磷酸钠缓冲液, 抗体标

记量为 20 μg, 荧光探针用量为 4.0 μL, 抗原质量浓度使用 0.40 mg/mL。小麦中黄曲霉毒素 B1 的定量检测线

性范围为 0.05~25.00 μg/kg, 相关系数(r2)为 0.9994, 检出限为 0.02 μg/kg, 定量限为 0.05 μg/kg。加标回收率为

91.50%~115.00%, 变异系数为 1.88%~5.46%。结论  本研究建立的荧光定量免疫层析方法快速、准确、稳定

性好、可靠性高, 适用于小麦中黄曲霉毒素 B1 的现场快速检测。 
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Quantitative determination of aflatoxin B1 in wheat by quantum dot 
fluorescence microsphere immunoassay 

FAN Ya-Jing, WU Cai-Zhang*, ZHAO Zhi-Ke 
(College of Electrical Engineering, Henan University of Technology, Zhengzhou 450001, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for rapid detection of aflatoxin B1 in wheat by quantum dot 

fluorescent microsphere immunoassay. Methods  Quantum dot fluorescent microspheres were constructed as a 

fluorescent marker coupled to a monoclonal antibody to aflatoxin B1. Experimental conditions of buffer pH, the 

minimum amount of antibody labeling, the amount of fluorescent probe used, and the concentration of coated antigen 

were optimized to establish the relationship between the ratio of the peak area of T line and C line signal on the 

detection card and the concentration of aflatoxin B1 in the sample, and construct a quantitative standard curve. For the 

wheat samples, this assay was compared with the time-resolved fluorescence immunoassay. Results  The best 

reaction conditions for fluorescence quantitative immunochromatography established in this study were pH 7.5 
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sodium phosphate buffer, antibody labeling of 20 μg, fluorescent probe of 4.0 μL, and antigen mass concentration of 

0.40 mg/mL. The linear range of quantitative detection of aflatoxin B1 in wheat was 0.05‒25.00 μg/kg, and the correlation 

coefficient (r2) was 0.9994, with the limit of detection of 0.02 μg/kg and the limit of quantification of 0.05 μg/kg. The 

addition recoveries ranged from 91.50% to 115.00%, and the coefficients of variation ranged from 1.88% to 5.46%. 

Conclusion  The fluorescence quantitative immunochromatography method established in this study is rapid, 

accurate, stable and reliable, and is suitable for the rapid detection of aflatoxin B1 in wheat. 
KEY WORDS: quantum dot fluorescent microspheres; aflatoxin B1; fluorescent immunity; wheat 
 
 

0  引  言 

黄曲霉毒素 B1 (aflatoxin B1, AFB1)是最常见和最具毒

性的黄曲霉毒素之一, 也是食品和饲料中最具致癌性的天

然毒素之一。它由黄曲霉属真菌产生, 属于类黄酮毒素的

一种。黄曲霉毒素主要存在于谷物、坚果、油料等农产品

中。黄曲霉毒素具有强烈的毒性和致癌性[1–2], 对人类和动

物的健康构成严重威胁。摄入含有黄曲霉毒素的食物或饲

料会引起多种健康问题, 包括肝脏损害、免疫抑制、癌症

和生殖系统异常等[3–4]。为了保障食品安全, 许多国家和组

织制定了严格的标准和监管措施来限制黄曲霉毒素的含

量。因此食品和饲料行业广泛采用各种检测方法来监测黄

曲霉毒素的残留量, 以确保产品的安全性和合规性[5]。 
目前AFB1的主要检测方法包括色谱法[6–7], 胶体金法

[8], 酶联免疫吸附法[9–11], 荧光免疫法[12]等。其中, 色谱法

检测成本高, 操作步骤复杂。胶体金法的抗体选择性受限, 
检测灵敏度相对较低。酶联免疫吸附法易出现假阳性, 且
用于标记的抗体酶的纯度容易受环境影响导致稳定性降低, 
影响检测结果。荧光免疫法是一种利用荧光标记物和免疫

反应相结合的技术, 具有灵敏度高, 稳定性强, 应用范围

广等优势, 适用于检测低浓度毒素。 
传统微球荧光强度低, 且其光稳定性较差, 可能在长

时间的光照作用下发生光漂白现象, 导致荧光信号逐渐减

弱。制备传统微球时, 难以确保其尺寸的均匀性, 可能导

致在实验中难以控制的变异性[13], 而量子点荧光微球具有

优越的物理和化学稳定性, 以及卓越的荧光性能。目前标

记抗体所用量子点荧光微球大多都为羧基化量子点荧光微

球, 但羧基化量子点在某些生物体系或环境中可能不够稳

定, 容易受极端的 pH 条件、高离子强度的溶液或者长时间

曝光于强烈光照下光照的影响, 导致其荧光性能随时间降

低[14]。而链霉亲和素有 4 个结合位点, 生物素的尾部可以

嵌入到链霉亲和素的结合位点中, 并与位点中的氨基酸残

基形成氢键和范德华力相互作用, 这种结合非常牢固, 具
有很高的结合亲和力。将链霉亲和素与量子点荧光微球结

合, 不仅能够利用微球的稳定性维持探针的性能, 还可以

通过微球的荧光性能获得高亮度和长寿命的信号[15–19], 但
目前鲜少有将两者结合应用于 AFB1 的检测中。 

鉴于此, 本研究基于链霉亲和素量子点荧光微球与

AFB1 单克隆抗体偶联做荧光探针, 使用荧光免疫法快速

检测谷物中 AFB1, 重点探讨了缓冲液 pH、抗体最小标记

量、荧光探针用量和包被抗原浓度等实验条件对检测方法

的影响, 基于标准曲线评价其重复性、特异性、稳定性及

与仪器确证法的一致性, 以期为食品安全提供了一种适合

小麦 AFB1 现场、快速、定量的检测方法。 

1   材料与方法 

1.1  材料与试剂 

小麦购于郑州某农贸市场。 
AFB1 单克隆抗体(生产批号: 20230411, 中国农科院

油料作物研究所); 羊抗鼠抗体(上海生工生物工程公司); 
链霉亲和素修饰量子点荧光微球(streptavidin quantum dot 
fluorescent microspheres, SAQDMS, 激发波长 365nm, 发
射波长 613 nm, 粒径为 135 nm)、Biotin 溶液(0.2 mmol/L), 
磷酸缓冲溶液(phosphate buffer, PB, pH=7.0, 10 mmol/L, 
纯度≥99.0%)、Sartorius CN140 硝酸纤维素膜(NC 膜)、
SB08 样品垫、SMA31-40 聚氯乙烯 (polyvinyl chloride, 
PVC)底板、CH37K 吸收垫、磷酸盐缓冲液(phosphate buffer 
saline, PBS, pH=5.5 和 pH=8.0, 10 mmol/L, 纯度≥99.0%)、
羧 甲 基 羟 胺 半 盐 酸 盐 (carboxymethoxylamine 
hemihydrochloride, CMO, 分析纯)(上海皓鸿生物医药科技

有 限 公 司 ); 吡 啶 ( 分 析 纯 ) 、 N,N- 二 甲 基 甲 酰 胺

(N,N-dimethylformamide, DMF, 分析纯)、双蒸水、碳二亚

胺(carbodiimide, EDC)、NaHCO3 溶液(0.13 mol/L)、牛血清

白蛋白(bovine albumin, BSA)、氯化钠(分析纯)、无水乙醇、

样品稀释液(pH=7.4, 0.01 mmol/L PBS)、黄曲霉毒素 B2 
(aflatoxin B2, AFB2, 纯度≥99%)、黄曲霉毒素 G1 (aflatoxin 
G1, AFG1, 纯度≥99%)(北京中科二环科技有限公司)。 

1.2  仪器与设备 

LC-LX-H1850 台式高速离心机、DF-101S 磁力搅拌

器(上海力辰邦西仪器科技有限公司); 101-0AB 电热鼓风

干燥箱(上海坤天实验仪器有限公司); JP-030PLUS 医用超

声清洗仪(深圳市洁盟清洗设备有限公司); BCD-117AD 普

通低温冰箱(奥克斯集团有限公司); 7010101017 微量移液
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器(北京大龙兴创实验仪器有限公司); MS105 电子天平[精
度 0.01 mg, 梅特勒托利多科技(中国)有限公司]; MD-510
划膜喷膜仪(南京微测生物科技有限公司); xc-150T粉碎机

(永康市沃美工贸有限公司); Litesizer DLS 500 动态光散

射仪(奥地利安东帕有限公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  检测卡的制备与检测 
(1)荧光探针的制备 
取 0.256 μL AFB1 单 克 隆 抗 体 加 入 0.6 μL 

Biotin-LC-NHS 后, 37℃反应 2 h。在离心管中加入 80 μL 
SAQDMS 后, 37℃孵育 1 h。加入 8 μL Biotin 溶液, 37℃孵

育 30 min。15000 r/min 离心 5 min, 弃去上清, 加入 80 μL 
10 mmol/L pH 7 PBS 缓冲液复溶, 超声 5 min, 弃去上清, 
沉淀即为偶联产物。 

(2)完全抗原 AFB1-BSA 的制备 
AFB1 肟化物的制备: 将 2 mg AFB1 与 4 mg 的 CMO

溶解于 400 μL 吡啶中, 25℃避光振摇反应。每 4 h 取出微

量进行薄层层析(thin layer chromatography, TLC)定性分析, 
直至 AFB1 完全转化为 AFB1 肟;  

完全抗原的制备: 用 0.4 mL DMF 溶解 AFB1 肟, 取
0.2 mL 再加入 0.3 mL 双蒸水 DMF:H2O=2:3 (V:V)的混合溶

液, 加入 1 mg EDC, 室温避光活化 4 h 后, 再补加 1 mg 
EDC, 此为 A 液。取 3.35 mg BSA, 用 2.76 mL 0.13 moL/L
的 NaHCO3 溶液制成 10% BSA 活化溶液, 此为 B 液。将 B
液逐滴加入 A 液中, 避光搅拌 24 h。在 4℃下用 PBS 搅拌

透析 3 d, 每天换液 4 次 , 离心去沉淀获得纯化的

AFB1-BSA[20–22]。 
(3)检测卡的组装 
利用划膜仪在NC膜上依次喷涂一定质量浓度的包被原

(0.4 mg/mL, 0.8 μL/cm)和羊抗鼠抗体(0.5 mg/mL, 0.8 μL/cm)
分别作为检测线(T 线)和质控线(C线), 喷洒完毕后, 将 NC
膜置于 37℃的烘箱中干燥 12 h。样品垫浸泡于样品垫处理

液(10% Tween-20、15% PVP、15% BSA、0.5 mol/L PB 溶

液、超纯水)中浸泡处理后, 置于 37℃的烘箱烘干 7 h。将

NC 膜贴在聚氯乙烯底板中央, 吸水纸和样品垫装配在 NC
膜上下两端; 最后, 使用切条机将其切成宽为 3 mm 的长

条, 并保存在密封干燥的自封袋中, 备用。 
(4)样品前处理 
取 5 g 小麦样品, 通过粉碎机将其研磨成粉末置于离心

管中。向离心管中加入 70%的甲醇 25 mL, 进行 20 min 的振

荡提取, 并用离心机 12000 r/min 离心 5 min。取上清液 30 μL, 
吹干后与样品稀释液(pH=7.4, 0.01 mmol/L PBS) 100 μL 混合, 
浸泡 3 min 后进行 20 次吹打混匀, 获得样品检测液。 

(5)检测 
取 500 mL 纯水加入 20 g 氯化钠, 搅拌至完全溶解, 再

加入 500 mL 无水乙醇, 搅拌均匀后为样品提取液。取 40 μL
样品检测液加入 20 μL 样品提取液, 滴加至检测卡的样品垫

处, 待反应 8 min, 读取 T 线和 C 线的荧光信号强度。 
1.3.2  量子点荧光免疫层析检测卡制备条件优化 

(1)缓冲液 pH 优化 
缓冲液 pH 会影响微球的偶联效率、稳定性和偶联过

程中抗体的生物活性[23–24]。当合适的 pH 被选定后, 可以

提升活化的效力并有助于抗体与荧光微球之间的有效连

接[25]。按照 1.3.1 中方法(1), 通过选择不同的 pH 来调整

PBS 以达到最佳的效果, 设定 pH 分别为 5.5、6.0、6.5、
7.0、7.5、8.0、8.5、9.0, 在相同检测条件下(基于预实验结

果的选择, C 线 0.5 mg/mL, T 线 0.4 mg/mL), 对量子点荧光

微球和 AFB1 单抗偶联过程中缓冲液 pH 进行优化。抑制率

计算如式(1):  
 抑制率/%=(B0‒B)/B0×100%         (1) 

注: B0为阴性样本的 T 线波峰面积/C 线波峰面积; B 为待测

样本的 T 线波峰面积/C 线波峰面积。 
(2)抗体最小标记量优化 
抗体在标记过程中的使用量直接影响荧光探针的制

备有效率, 当抗体浓度过高时, 在偶联过程中, 多余未与

微球结合的抗体可能与 T 线的包被抗原、C 线的羊抗鼠 IgG
竞争结合 , 从而干扰结果的判断, 导致出现假阴性反应, 
降低检测卡的检测灵敏度[26]。按照 1.3.1 中方法(1), 设置

抗体加入量分别为 5、10、15、20、25、30 μg, 对抗体标

记量进行优化。 
(3)荧光探针用量优化 
荧光探针添加量过少时, 可能导致与包被抗原结合

的量减少, 使 T 线显色不明显, 容易产生假阳性结果; 相
反, 若添加过量荧光探针, 与样品结合后, 过剩的探针可

能结合到 T 线上的包被抗原位点, 引起假阴性结果[27], 因
此在检测卡结合垫处分别添加 1.0、2.0、3.0、4.0、5.0、
6.0 μL 荧光探针对荧光探针用量进行优化。 

(4)检测线上包被抗原质量浓度的优化 
测试线包被抗原浓度会影响测试结果的精确度, 抗

原浓度过低时, 测试线上捕获的荧光探针数量减少, 荧光

信号变弱, 导致结果数值偏大; 抗原浓度过高时, 荧光信

号接近饱和, 过量的抗原会因空间位阻造成抗原和荧光探

针结合率降低, 还会造成实验材料的浪费[28]。因此, 设置

在检测卡检测线处分别添加质量浓度为 0.1、0.2、0.3、0.4、
0.5、0.6 mg/mL 的包被抗原进行实验。 
1.3.3  标准曲线的建立 

取空白小麦样品 10 份, 使用 AFB1 标准溶液进行加标

处理, 加标质量浓度分别设置为 0.00、0.05、0.10、0.15、
0.20、0.25、0.30、0.35、0.40、0.45 μg/kg, 经样品前处理

后, 取 30 μL 滴加在检测卡的样品垫上, 将检测卡插入检

测仪, 读取检测卡的 T 线与 C 线波峰面积比值, 以 AFB1
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浓度(X, μg/kg)为横坐标, 以 T/C 值为纵坐标(Y), 经线性拟

合分析得到标准曲线。 
1.3.4  量子点荧光免疫层析检测卡性能评价 

(1)与高效液相色谱-串联质谱法方法对比 
通过测试确定检测卡的检出限和定量限, 评价其重

复性、特异性、稳定性, 并将检测结果与高效液相色谱/串
联质谱法方法结果比较。 

(2)与 AFB1 时间分辨荧光免疫检测卡检测结果比对 
取 20 份空白小麦样品, 分成 5 组, 每组分别添加

0.5、1.0、1.5、2.0、2.5 μg/kg 的 AFB1 标准品, 每组样品

分别用 AFB1 量子点荧光免疫层析检测卡和 AFB1 时间分

辨荧光免疫检测试剂卡进行检测, 对比实验结果, 每份样

本重复 3 次。 

1.4  数据处理  

所有实验都进行 5 次独立平行重复测定, 实验数据统

计分析通过 Origin 2020 软件进行分析处理, 结果以平均值

±标准偏差表示。 

2  结果与分析  

2.1  量子点荧光微球的表征和荧光探针的合成 

使用 365 nm 紫外光照射量子点荧光微球, 如图 1 所

示, 量子点荧光微球发射出红光, 发射波长为 613 nm, 如
图 2 所示。通过透射电子显微镜观察量子点荧光微球内部

结构与表面形态。采用动态光散射仪测量量子点荧光微球

的粒径, 如图 3, 量子点荧光微球平均水化粒径为 135 nm, 
而荧光探针平均水化粒径增加至 146 nm, 表明 AFB1 单克

隆抗体成功偶联至量子点荧光微球表面。 
 

 
 

图1  量子点荧光微球在365 nm紫外光激发下发出红光 
Fig.1  Quantum dot fluorescent microspheres emit red light under UV 

excitation at 365 nm 
 
 

 
 

图2  量子点荧光微球在365 nm激发光下的荧光强度 
Fig.2  Fluorescence intensity of quantum dot fluorescent microspheres 

under 365 nm excitation light 

 

 

 
注: a为偶联前特征荧光发射峰; b为偶联后特征荧光发射峰。 

图3  偶联前与偶联后特征荧光发射峰 
Fig.3  Characteristic fluorescence emission peaks before and after coupling 
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2.2  免疫荧光快速试剂卡的优化结果 

2.2.1  缓冲液 pH 优化实验结果 
通过调整磷酸钠缓冲液的 pH, 为量子点荧光微球和

单克隆抗体的偶联提供多种反应体系。研究不同 pH 对

AFB1 检测的量子点荧光免疫层析检测卡影响, 结果如图 4
所示, pH=7.0 时, T 线荧光强度最高, 此条件下 T/C 抑制率

低于 pH=7.5 下的 T/C 抑制率, 而 pH=7.5 时 T 线荧光强度

仅次于 pH=7.0 时, 最终将检测缓冲液 pH 确定为 7.5, 确保

在最适宜的 pH 环境下获得最佳的检测性能。 
 

 
 

图4  不同pH下T线, C线的荧光强度和T/C抑制率 
Fig.4  Fluorescence intensity of T line, C line and T/C inhibition at 

different pH 
 

2.2.2  抗体最小标记量优化实验结果 
不同抗体标记量下的 T 线荧光强度如图 5 所示, 当抗

体标记量在 5~20 μg 范围时, 随抗体标记量增加, T 线荧光

强度增强, 继续增大抗体标记量, T 线荧光强度不再增加, 
反而减少。当抗体标记量在 20 μg 时, 荧光强度达到顶峰。

在微球和抗体偶联过程中, 抗体标记量过少, 会导致偶联

的抗体标记量过少, 而抗原抗体结合率下降, 荧光强度低; 
抗体标记量过多 , 抗原抗体结合时出现位阻反应 , 降低

AFB1 与 AFB1-BSA 的竞争作用, 检测卡灵敏度减弱。因此, 
选择抗体标记量为 20 μg。 

 

 
 

图5  不同抗体标记量下的T线荧光强度 
Fig.5  T-line fluorescence intensity at different amounts of  

antibody labeling 

2.2.3  荧光探针用量优化实验结果      
荧光探针用量对检测卡的灵敏度和检测限有直接的

影响, 荧光探针用量优化实验结果如图 6 所示, T 线和 C 线

的荧光强度随着荧光探针用量的增加逐渐增强; 当荧光

探针用量为 1.0 至 4.0 μL 时, T/C 抑制率变化不大, 但当荧

光探针用量大于 4.0 μL 时, T/C 抑制率急剧降低。因此, 选
4.0 μL 作为进一步研究的最佳荧光探针用量。 

 

 
 

图6  不同荧光探针用量下T线, C线的荧光强度和T/C抑制率 
Fig.6  Fluorescence intensity of T lines, C lines and T/C inhibition at 

different amounts of fluorescent probes 
 
 

2.2.4  检测线上包被抗原质量浓度优化实验结果  
不同包被抗原浓度下, T 线的荧光强度和 T/C 抑制率

如图 7 所示。T 线抗原包被浓度升高, 增强了抗体的吸附

能力, 进而提升了 T 线的荧光读数。同时, 由于 T 线和 C
线存在竞争关系, T 线信号的增强可能导致 C 线的荧光读

数下降, 最终导致 T/C 值升高。T/C 抑制率随着包被抗原

浓度升高而降低, 所以包被 T 线抗原时, 抗原质量浓度使

用 0.40 mg/mL。 

 

 
 

图7 不同包被抗原浓度下T线, C线的荧光强度和T/C抑制率 
Fig.7  Fluorescence intensity of T lines, C lines and T/C inhibition at 

different coated antigen concentrations 
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2.3  标准曲线的建立 

2.3.1  荧光信号的采集与处理 
将检测卡插入仪器的卡槽内对 AFB1 浓度进行检测, 

得到荧光信号曲线。采用滑动平均滤波对采集到的信号进

行处理, 该方法实时性好, 平滑度高, 稳定性高, 不会引起

局部的剧烈变化, 且善于处理信号的边缘值。计算如式(2):  

 
1

n n-i
0

1 N

i
X X

N

−

=
=      (2) 

注: iX 为第 n 次采样经滤波后的输出; Xn-i 为未经滤波的

第 n-i 次采样值; N 为滑动平均项数。滑动平均滤波法通过

设置一个容量为 N 的缓存区, 对最近的 N 个采样值进行平

均值计算。每当有新的采样值到来时, 该值被添加到缓存

区的末尾, 同时移除缓存区的首个旧数据, 以保持缓存区

中一直有最新的 N 个数据。 
2.3.2  标准曲线拟合 

得到处理过后的样品荧光信号曲线, 分别计算出 T 线

和 C 线对应的曲线波峰的面积之比, 由此得出待测样品的

浓度。通过加标实验得出的数据建立 T 线和 C 线波峰面积

比值与样品浓度之间的数学模型。T 线和 C 线的面积比值

采用面积法计算, 计算如式(3): 

 i iST / SC /
Q NP N

P N Q N
T C

++

− −
=       (3) 

式中, ST 表示 T 线波峰面积, SC 表示 C 线波峰面积, ST/SC
为 T 线和 C 线的面积比值, Ti 为 T 线 AD 采样值, Ci 为 C 线

AD 采样值, P 为 T 线最大值点对应的位置, Q 为 C 线最大

值点对应的位置, N 为包络两侧取的叠加点数。 
使用最小二乘法拟合标准曲线, 设通过使用获得自

变量 Xi(样品浓度)与因变量 Yi (T 线波峰面积/C 线波峰面积, 
ST/SC)对应数据(Xi, Yi), 使∑[yi –f(xi)]2最小, 得到函数 y = f 
(x), 确定其中参数。计算拟合直线如式(4):  

 

( )22

y kx b

xy x yk
x x

= +
 − =
 −

     (4) 

拟合前的值为 x, 拟合后的值为 y, 且斜率为已知量。若假设拟

合后的值与原来值的误差平方和为 L(a, b), 则计算如式(5):  

 2
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1
( , ) ( )

n

i
L a b ax b y

=
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  (5) 

当 L
a

∂
∂

=0 且 L
b

∂
∂

=0 时, L(a, b)的值最小, 计算如式(6):   
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解方程得计算如式(7):  
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   (7) 

由此可得出最接近实验数据的直线公式, 使其到所有数据

点的距离之和最小, 即偏差平方和最小时, 便可达到最佳

拟合效果, 利用最小二乘法得出的样品质量浓度与 ST/SC
的关系, 拟合直线的表达式如式(8)所示:  

 Y=–0.6058X +12.523      (8) 
式中, X 为检测物质质量浓度, Y 为 ST/SC 值。拟合直线相

关系数 r2=0.9994, 表明样品质量浓度与 ST/SC 之间存在线

性关系。 

2.4  免疫荧光检测试剂卡性能评价 

2.4.1  检出限和定量限 
检测小麦空白样本 20 份, 分别依据检测结果平均值

+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[29–30], 由此可得, 小麦的检出限为 0.02 μg/kg, 
定量限为 0.05 μg/kg。 
2.4.2  重复性实验结果 

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。在小麦空白样本中分别加入质量

浓度为 0.05、0.10、0.20、0.30、0.40、0.50、0.60、0.70 μg/kg
的 AFB1 进行检测, 由表 1 可知, 批内检测卡加标回收率为

91.50%~115.00%, 变异系数(coefficient of variation, CV)为
1.88%~4.35%; 批间检测卡加标回收率为 101.33%~110.00%, 
变异系数 CV 为 1.91%~5.46%, 满足真菌毒素快速检测的

需求。 
2.4.3  特异性实验结果 

量子点荧光免疫层析检测卡对 AFB1 的特异性结果如

图 8 所示。与对照相比, 其他 2 种真菌毒素的 T 线荧光强

度并未观察到明显变化, 而 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, 说明检测卡对

AFB1 表现出良好的特异性。 
2.4.4  量子点荧光免疫层析检测卡性能评价 

(1)与高效液相色谱/串联质谱法方法对比结果 
随机取 10 份不同水平 AFB1 污染的小麦样品, 每份样

品分别用 A F B 1 量子点荧光免疫层析检测卡和 G B 
5009.22—2016《食品安全国家标准 食品中黄曲霉毒素 B 
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表 1  空白加标样本重复性 
Table 1  Repeatability of the blankspiked samples 

样本 加标浓度/(μg/kg) 
批内 批间 

(平均值±标准偏差) 
/(μg/kg) 

加标回收率/% CVs/% (平均值±标准偏差)
/(μg/kg) 

加标回收率/% CVs/% 

第 1 组 0.05 0.054±0.002 108.00 3.70 0.055±0.003 110.00 5.46 

第 2 组 0.10 0.115±0.005 115.00 4.35 0.110±0.003 110.00 2.73 

第 3 组 0.20 0.183±0.004  91.50 2.19 0.209±0.004 104.50 1.91 

第 4 组 0.30 0.320±0.006 106.70 1.88 0.304±0.015 101.33 4.93 

第 5 组 0.40 0.416±0.010 104.00 2.40 0.411±0.014 102.75 3.40 

第 6 组 0.50 0.527±0.015 105.40 2.85 0.520±0.016 104.00 3.08 

第 7 组 0.60 0.631±0.014 105.17 2.22 0.620±0.015 103.33 2.42 

第 8 组 0.70 0.739±0.018 105.57 2.44 0.731±0.017 104.43 2.33 

 

 
 

图8  特异性实验结果 
Fig.8  Results of specific experiments  

 

 
 

图9  两种检测方法结果比较 
Fig.9  Comparison of results of 2 kinds of detection methods 

族和G族的测定》中高效液相色谱-串联质谱法进行检测[31–32], 
比较检测结果, 每份样本重复 3 次。如图 9 所示, 两种方法

的线性相关系数 r2=0.998, 具有良好的一致性, 表明该检

测方法可用于 AFB1 的快速定量检测。 
(2)与 AFB1 时间分辨荧光免疫检测卡检测结果比对 
由表 2 可知, 相同样本条件下, 通过对比 AFB1 时间

分辨荧光免疫检测试剂卡检测结果对比, AFB1 量子点荧光

免疫层析检测卡检测精度高于 AFB1 时间分辨荧光免疫检

测卡, 并且只需要 8 min 即可获得检测结果, 具有检测快

速, 结果精确的特点。 

 
表 2  加标样品使用AFB1量子点荧光免疫层析检测卡与AFB1时间

分辨荧光免疫检测卡检测结果比对 
Table 2  Test results of the labeled samples were compared using the 
AFB1 quantum dot fluorescence immunochromatographic detection 

card, AFB1 time-resolved fluorescent immunodetection card 

样本 
AFB1 量子点荧光

免疫层析检测卡
/(μg/kg) 

AFB1 时间分辨荧

光免疫检测卡
/(μg/kg) 

第 1 组/(0.50 μg/kg) 0.502±0.001 0.514±0.0001 

第 2 组/(1.00 μg/kg) 1.004±0.007 1.036±0.0005 

第 3 组/(1.50 μg/kg) 1.500±0.001 1.512±0.0001 

第 4 组/(2.00 μg/kg) 2.000±0.005 2.062±0.0080 

第 5 组/(2.50 μg/kg) 2.500±0.002 2.522±0.0020 

 
2.4.5  稳定性实验结果 

取 3种不同批次的检测卡, 在鼓风干燥箱 55℃条件下

连续放置 30 d, 分别于第 1、7、15、20 和 30 d 时, 随机

抽取各个批次产品对加标样品进行检测, 用荧光免疫定量

检测系统读数, 每个批次重复 3 次。如表 3 所示, 放置时

间为 1、7、15、20、30 d 时, 检测范围变化很小, 故该量

子点荧光免疫层析检测卡稳定性较好。 
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表 3  稳定性测试 
Table 3  Stability test 

批次 放置时间/d 检测范围/ 
(μg/kg) 

1 

1 0.05~25.00 

7 0.05~25.00 

15 0.08~25.00 

20 0.09~25.00 

30 0.10~25.00 

2 

1 0.05~25.00 

7 0.05~25.00 

15 0.08~25.00 

20 0.09~25.00 

30 0.10~25.00 

3 

1 0.05~25.00 

7 0.05~25.00 

15 0.08~25.00 

20 0.09~25.00 

30 0.10~25.00 
 

3  结  论 

本研究建立了一种简便、快速、高精度的荧光免疫层

析定量检测 AFB1 的方法, 用于对食物中 AFB1 进行定量检

测。经实验结果显示, pH 为 7.5, 抗体标记量为 20 μg, 荧
光探针为 4.0 μL, 抗原质量浓度为 0.40 mg/mL 时, 为最佳

的测定条件, 具有较高的特异性。该检测卡对小麦样本的

检出限为 0.02 μg/kg, 定量限为 0.05 μg/kg。不同样本回收

率在 91.50%~115.00%之间, 变异系数在 1.88%~5.46%之

间。与高效液相色谱/串联质谱法检测结果相比, 具有良好

的一致性。实验结果证明, 该方法具有较好的重复性、特

异性、稳定性。相比传统方法, 荧光免疫定量检测通常具

有短暂的检测时间, 其高灵敏度使得该技术能够在低浓度

范围内迅速、准确地检测微量的 AFB1。此外, 荧光免疫系

统实现高通量、高效的检测, 提高了实验的自动化程度, 
逐渐在食品安全、环境监测等领域得到广泛应用。 
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