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软海绵酸胶体金免疫检测法的建立与应用
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　　摘　要：目的　建立并应用软海绵酸（ＯＡ）胶体金免疫层析检测法。方法　通过纯化抗ＯＡ单抗、制备胶体金、标记单抗、制

备胶体金试剂条、样品模拟提取与加标回收检测、贝类染毒提取及检测，建立和优化金标免疫层析法。结果　选择３０ｎｍ胶体金

颗粒用于单抗标记，金标单抗浓度为２００μｇ／ｍＬ，金标单抗包被量为２．５μＬ／ｃｍ，二抗包被浓度为１．０ｍｇ／ｍＬ，反应时间为３～５

ｍｉｎ，对加标贝肉和染毒贝类的检测灵敏度为２５ｎｇ／ｍＬ。结论　建立了可用于ＯＡ检测的胶体金免疫层析检测法，满足规定的贝

类ＯＡ含量安全阈值，为腹泻性贝毒检测与食品安全检验提供了新的技术方法。
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　　近年来河口、内湾和沿岸水域赤潮发生频率和危害程度明

显上升。目前已知能够产生毒素的赤潮生物有７０多种
［１］。腹

泻性贝毒（ＤＳＰ）作为主要的赤潮毒素，包括鳍藻毒素（ＤＴＸ）和

软海绵酸（ＯＡ）两类，主要由鳍藻属和底栖甲藻利玛原甲藻等

产生［２３］。ＤＳＰ中毒症状为腹泻和呕吐，而ＯＡ导致体内蛋白

质磷酸化，且能促进肿瘤形成［４５］。目前ＤＳＰ检测标准方法是

采用小鼠生物法，不仅耗时，而且灵敏度低，迫切需要改进，其

他检测方法包括生物传感器法、免疫法、酶活性抑制分析法等，

各种方法的检测成本、时间和特异性相差较大［６］。建立快速简

便的检测技术可为赤潮研究、生态环境监测以及食品安全检验

提供简便、快捷的技术支持。胶体金免疫层析法（ＧＩＣＡ）检测

耗时较少，且无需检测仪器，特别适用于现场大批量样品筛

查［７８］。本研究对自制单克隆抗体进行胶体金标记，通过竞争

免疫层析反应，初步研制出 ＯＡ胶体金检测试纸条，可用于

ＯＡ快速检测。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂　ＯＡ标准品（北京伊普瑞斯），ＯＡＯＶＡ包

被抗原及ＯＡ单克隆抗体制备参照文献［９］，１．０ｍｇ／ｍＬ羊抗

鼠 ＨＲＰＩｇＧ（美国Ｓｉｇｍａ），１％氯金酸（ＨＡｕＣｌ４）、１％枸橼酸三

钠、０．２ｍｏｌ／ＬＫ２ＣＯ３、含１％ＢＳＡ的０．０２ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ、０．０１

ｍｏｌ／ＬＰＢＳ（国药集团）；Ｍ１３５硝酸纤维素膜（德国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ），

ｉＭａｒｋ酶标仪（美国ＢｉｏＲａｄ），ＺＸ１０００喷膜机和ＣＭ４０００切条

机（美国ＢｉｏＤｏｔ）。

１．２　胶体金的制备　参照文献［１０］制备不同直径大小的胶体

金颗粒，分别标记鼠抗ＯＡ单克隆抗体，按工艺组装试纸条，以

１例阳性标本及ＰＢＳ加样，比较不同颗粒大小金标结合物的检

测效果。阳性标本ＯＡ浓度为５０ｎｇ／ｍＬ，要求５ｍｉｎ内不出

现检测线，ＰＢＳ要求显色强，下同。

１．３　单克隆抗 ＯＡ 抗体的纯化　取单抗０．５ｍＬ，加０．０１

ｍｏｌ／ＬＰＢＳ（ｐＨ７．２）０．５ｍＬ，混匀；加饱和硫酸铵１ｍＬ，４℃混

匀静置３０ｍｉｎ。离心力１１１００ｇ离心１５ｍｉｎ，取沉淀用０．０１

ｍｏｌ／ＬＰＢＳ（ｐＨ７．２）０．６ｍＬ溶解。相同方法用饱和硫酸铵

（０．４０、０．３３ｍＬ）沉淀抗体２次，沉淀用ＰＢＳ０．５ｍＬ溶解。溶

解液用ＰＢＳ作１∶１０稀释，测定Ａ２６０和Ａ２８０，按如下公式计算

盐析单抗浓度：盐析单抗浓度（ｍｇ／ｍＬ）＝Ａ２８０×１．４５－Ａ２６０×

０．７４。

１．４　金标单抗的制备　 取胶体金２ｍＬ，加５０～４００μｇ／ｍＬ

单抗０．２ｍＬ，搅拌混匀１ｈ，再加２０ｍｇＢＳＡ，继续搅拌３０

ｍｉｎ，离心力１１１００ｇ离心３０ｍｉｎ，取沉淀用２０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ

ＨＣｌ（ｐＨ７．４）１００μＬ溶解，加 ＢＳＡ 至终浓度为１０ｍｇ／ｍＬ，

４℃保存备用。用喷金机按２．５μＬ／ｃｍ均喷不同浓度金标鼠

抗ＯＡ，干燥后组装试纸，以５０ｎｇ／ｍＬＯＡ阳性标本和ＰＢＳ加

样比较不同单抗量对检测灵敏度的影响。

１．５　胶体金试剂条的制备　用喷金机对金标单抗进行包被，
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喷不同喷量，干燥后按工艺组装试纸，以阳性标本和ＰＢＳ加样

比较不同包被浓度的灵敏度。调整鼠抗ＯＡＯＶＡ包被浓度，

按制备工艺组装试剂条，以阳性标本和ＰＢＳ加样比较不同包

被浓度的灵敏度。调整羊抗鼠ＩｇＧ抗体浓度，按制备工艺组装

试剂条，以ＰＢＳ加样比较不同包被浓度对照线显色时间。制

备的胶体金试剂条加入５０ｎｇ／ｍＬＯＡ标准品，观察检出时间。

以各最佳试验条件制备金标测试条，对各浓度 ＯＡ作灵敏度

检测。

１．６　样品模拟提取与加标回收检测　洗净蛤蜊样品，去壳后

沥干，用高速分散均质器将生物体匀浆；称取匀浆样品５ｇ，置

离心管中，加入一定量ＯＡ标准液，随后按１∶２（ｍ／ｖ）的比例

加入８０％（ｖ／ｖ）弱酸性甲醇溶液，涡旋混匀５ｍｉｎ；３５００ｒ／ｍｉｎ

离心１０ｍｉｎ，取上清按１∶１（ｖ／ｖ）加入正己烷进行脱脂，收集

合并正己烷相用于后续水解处理；向脱脂样品的甲醇相中按

１∶１（ｖ／ｖ）加入氯仿溶液，收集氯仿提取液用旋转蒸发仪蒸干，

用１００μＬ甲醇溶解残余物，经ＰＢＳＴ（含吐温２０的ＰＢＳ）稀释

混匀后以０．４５μｍ滤膜过滤；用胶体金试剂条检测提取液。

１．７　贝类染毒提取及检测　将蛤蜊置于密度约为１０
６／ｍＬ的

利马原甲藻培养液中，分别在摄食０、２、４８、９６ｈ后取样；清洗

后称量２ｇ蛤蜊样品，每个样品称量３份，按１∶２（ｍ／ｖ）的比

例加入８０％（ｖ／ｖ）甲醇水溶液，用组织匀浆机处理５ｍｉｎ；以

３５００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液；按照１∶１（ｖ／ｖ）加入正己

烷进行脱脂，收集合并正己烷相用于后续水解处理；向脱脂样

品的甲醇相中按１∶１（ｖ／ｖ）加入氯仿溶液，收集氯仿提取液用

旋转蒸发仪蒸干，并以１ｍＬ甲醇溶解（相当于每毫升甲醇提

取２ｇ贝组织）；用胶体金试剂条检测提取液。

２　结　　果

２．１　胶体金颗粒大小　 颗粒大小必须同时满足试纸条检测

线（Ｔ线）阳性标本检测不显色和ＰＢＳ标本检测显色明显２个

要求。试验结果显示，在直径大小分别为５、１８、３０、５０ｎｍ４种

胶体金颗粒中，仅３０ｎｍ金颗粒可同时满足上述２个要求，且

具有较高稳定性，可用于抗体标记和试纸条制备。

２．２　金标单抗浓度　用ＰＢＳ对盐析单抗作１：１０稀释，测定

Ａ２６０＝０．２４９６，Ａ２８０＝０．４２７３，计算单抗浓度为４．３５ｍｇ／ｍＬ，

以胶体金对浓度分别为５０、１００、２００、３００、４００μｇ／ｍＬ单抗进

行标记，分别制备试纸条检测阳性标本及ＰＢＳ标本，结果显示

单抗浓度为２００、３００μｇ／ｍＬ时，阳性与ＰＢＳ标本检测结果均

符合上述２个要求，考虑试剂成本，选择单抗浓度２００μｇ／ｍＬ。

２．３　金标单抗包被量　按金标单抗喷量１．０、１．５、２．０、２．５、

３．０、３．５μＬ／ｃｍ制备试纸条，并检测阳性标本和ＰＢＳ标本，结

果显示当喷量为２．５μＬ／ｃｍ时，检测结果符合上述２个要求。

２．４　Ｔ线和控制线（Ｃ线）工作液浓度　以０．１、０．２５、０．５、

０．７５、１．０ｍｇ／ｍＬ作为ＯＡＯＶＡ包被浓度包被Ｔ线，分别制

备试纸条并进行阳性标本和ＰＢＳ标本检测，结果显示包被浓

度为０．７５ｍｇ／ｍＬ，包被量为０．５μＬ／ｃｍ时，检测结果符合上

述２个要求。以０．４、０．８、１．０、１．４、１．８ｍｇ／ｍＬ作为羊抗鼠

ＩｇＧ多克隆抗体包被浓度包被Ｃ线，分别制备试纸条并进行阳

性标本和ＰＢＳ标本检测，结果显示羊抗鼠ＩｇＧ多克隆抗体包

被浓度为１．０ｍｇ／ｍＬ，包被量为０．５μＬ／ｃｍ时，检测结果符合

上述２个要求。

２．５　反应时间　以所制备试纸条分别对５０ｎｇ／ｍＬＯＡ标准

品进行检测，分别在检测２、３、５、１０ｍｉｎ内观察检测结果；结果

显示反应时间为２ｍｉｎ时，Ｔ线无条带，Ｃ线显色弱，测试不合

格；反应时间为３、５ｍｉｎ时，Ｔ线无条带，Ｃ线显色强，测试合

格；反应时间为１０ｍｉｎ时，Ｔ线有条带，Ｃ线显色强，测试不合

格。最终确定反应时间３～５ｍｉｎ观察检测结果效果最佳。

２．６　灵敏度　以上述最佳试验条件制备试纸条，对浓度分别

为６．２５、１２．５、２５、５０、１００、２００、３００、４００ｎｇ／ｍＬ的ＯＡ标准品

及ＰＢＳ标本进行检测，结果显示 ＯＡ浓度小于或等于１２．５

ｎｇ／ｍＬ时，Ｔ线均显色；ＯＡ浓度大于或等于２５ｎｇ／ｍＬ时，Ｔ

线均未显色。以肉眼不可见Ｔ线显色为标准，确定所制备试

纸条检测灵敏度可达２５ｎｇ／ｍＬ。

２．７　加标贝肉检测　将不同浓度 ＯＡ标准液加入贝肉样品

中，每组设５个平行样品进行胶体金试纸条检测，检测结果见

表１。当加标浓度为２５ｎｇ／ｍＬ时，Ｔ线颜色较Ｃ线浅，即检测

结果为阳性。样品模拟提取法的平均回收率为９２．０４％，即检

测浓度为２３．０１ｎｇ／ｍＬ，与试纸条灵敏度基本一致。

表１　　加标贝肉的胶体金试纸条检测结果

ＯＡ标准液浓度（ｎｇ／ｍＬ） 检测结果（狀＝５）

６．２５ ＋，＋，＋，＋，＋

１２．５０ ±，＋，＋，±，±

２５．００ ±，±，±，±，±

２５０．００ －，±，－，－，－

　　＋：Ｔ线和Ｃ线颜色一致，阴性结果；±：Ｔ线颜色浅于Ｃ线，阳性

结果；－：Ｔ线无显色，阳性结果。

２．８　染毒贝类检测　分别取处理０、２、４８、９６ｈ染毒贝类样品

进行胶体金检测，结果显示处理２ｈ样品呈阴性反应，即毒素

浓度理论上低于检测灵敏度，处理４８、９６ｈ样品呈阳性反应，

即毒素浓度理论上高于检测灵敏度。

３　讨　　论

本试验以平均粒径３０ｎｍ的胶体金颗粒标记抗ＯＡ单克

隆抗体，以ＯＡＯＶＡ作为检测带，羊抗鼠ＩｇＧ多克隆抗体作为

质控带，依据免疫层析竞争原理，建立了快速ＯＡ快速检测方

法，灵敏度为２５ｎｇ／ｍＬ，反应３～５ｍｉｎ即可目测判断结果。

ＧＩＣＡ检测ＯＡ的原理是将待检样品溶液滴加在试纸条的一

端，通过毛细作用向上移动，样品中的ＯＡ先与胶体金标记抗

ＯＡ单抗特异性结合，随后免疫复合物上移至Ｔ线（喷有ＯＡ

ＯＶＡ）；如样品中的ＯＡ足够多，则金标抗体位点全部被结合，

因此免疫复合物在Ｔ线不停留，即Ｔ线不显色，免疫复合物继

续移动至喷有羊抗鼠ＩｇＧ多克隆抗体的Ｃ线，包被抗体可与

免疫复合物结合，使Ｃ线显红色；如样品中不含ＯＡ或ＯＡ浓

度低于检测灵敏度时，２条线均显红色，可根据Ｔ线颜色深浅

初步判断样品ＯＡ浓度。胶体金颗粒本身带紫色，而颗粒大小

将直接影响试纸条检测效果。根据试验结果，若样品ＯＡ＞２５

ｎｇ／ｍＬ，Ｔ线不显色，为阳性结果；反之，Ｔ线显红色，为阴性结

果。加标贝肉检测结果表明，ＯＡ浓度稍高于或接近检测灵敏

度（２５ｎｇ／ｍＬ）的样品，一定要严格控制反应时间为３～５ｍｉｎ。

若延长反应时间，可能会由于少量金标抗体抗原复合物的长时

间附着积累，以及其他一些非特异性吸附反应等的作用，干扰

结果判断，因为ＧＩＣＡ毕竟仅可实现半定量检测。

影响ＧＩＣＡ检测性能的关键因素首先是抗体特异性，只有

制备了高特异性抗体，才能生产出具有实用价值的检测产品。

本研究制备的抗 ＯＡ单克隆抗体，特异性高，最大抑制率达

９０％以上，因此所建立的 ＧＩＣＡ灵敏度较高，能够满足实际样

品安全阈值检测，具有很高的实用价值。其次是包被抗原结合

率。本研究以ＯＡＯＶＡ作为包被抗原包被在Ｔ线上，只有具

备较高结合率的ＯＡＯＶＡ才能使竞争结合的金标抗体产生肉

眼可识别的颜色变化，从而达到检测目的。此外，胶体金颗粒

大小以及均一性，溶液ｐＨ值及所用容器洁净程度等因素可影

响检测灵敏度；硝酸纤维素膜质量，特别是膜孔径大小和均匀

度，会影响抗体结合的表面积及样本层析速度。

刘仁沿等［１１１２］制备了抗ＯＡ单克隆抗体，（下转第２１８４页）
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　　１～３：ＮＦ表达检测，１为ＤＡＰＩ染色的细胞核，２为 ＮＦ表达，３为

１～２合并图；４～６：ＮｅｕＮ表达检测，其中４为ＤＡＰＩ染色的细胞核，５

为ＮｅｕＮ表达，６为４～５的合并图。

图１　　ＳＴＢＩ脑组织匀浆诱导人脐血 ＭＳＣｓ３ｄ后ＮＦ及

ＮｅｕＮ的表达（×１０００）

３　讨　　论

干细胞移植对 ＴＢＩ患者脑功能的恢复性治疗十分重

要［６７］。人脐血 ＭＳＣｓ具有自我增殖、更新能力和多向分化潜

能，在不同诱导条件下，可分化为成骨细胞、心肌细胞、肝细胞、

神经细胞等，并具有取材方便、易于体外培养、异体移植不易引

起排斥反应等优点，所以得到广泛的研究运用［８９］。已有很多

研究探讨了对 ＭＳＣｓ的诱导分化条件，如细胞因子、化学分子等

等，已证实二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）、２巯基乙醇、３叔丁基４羟基茴

香醚（ＢＨＡ）、碱性成纤维细胞生长因子（ｂＦＧＦ）等均可诱导

ＭＳＣｓ成神经分化
［１０］；但 ＭＳＣｓ是在患者损伤脑组织特定微环

境中进行分化的，所以研究模拟微环境的诱导可行性更有意义。

以脑组织匀浆作为 ＭＳＣｓ成神经分化的诱导剂可提供与

体内微环境类似的生长条件，有报道 ＭＳＣｓ在脑组织匀浆诱导

下可转化为神经样细胞，并证实脑组织细胞分泌的生长因子

（如神经生长因子、胶质源性神经营养因子等）在转化过程中起

到促进作用。本研究采用前期构建的ＳＴＢＩ小鼠模型
［５］，制作

了ＴＢＩ脑组织匀浆诱导液，对人脐血 ＭＳＣｓ进行诱导，３ｄ后

进行荧光免疫细胞化学试验检测，证实正常脑组织匀浆和ＳＴ

ＢＩ脑组织匀浆均可诱导人脐血 ＭＳＣｓ表达 ＮＦ和 ＮｅｕＮ，且

ＳＴＢＩ脑组织匀浆诱导组ＮＦ和ＮｅｕＮ阳性率高于正常脑组织匀

浆诱导组（犘＜０．０５）。由此可见，脑组织匀浆可诱导人脐 ＭＳＣｓ

向神经元样细胞分化，表达神经细胞特异标志分子 ＮＦ和 Ｎｅ

ｕＮ，且ＳＴＢＩ脑组织匀浆的诱导效果好于正常脑组织匀浆。

本研究初步证实了模拟ＳＴＢＩ微环境的诱导剂可诱导人

脐血 ＭＳＣｓ表达神经细胞的标志分子，具有诱导人脐血 ＭＳＣｓ

成神经分化能力，但分化生成的细胞是否具有神经细胞功能，

以及具体的分化调控机制还需进一步深入探讨。
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建立并分析了影响ＥＬＩＳＡ法和胶体金标记方法检测ＯＡ灵敏

度的可能因素。本文则对比分析了试纸条制备过程中多种因

素的影响，最终获得了高于之前检测灵敏度的稳定制备流程，

并对其实用性进行了验证。目前多数国家规定的贝类组织

ＯＡ安全阈值是每１００ｇ贝肉ＯＡ含量不超过２０μｇ，本研究所

建立方法的检测灵敏度基本满足该要求，可用于进行现场快速

检测和大量筛查，在检验检疫、食品安全部门及卫生监控部门

具有较为广泛的应用前景。
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ＴｏｔａｌＥｎｖｉｒｏｎ，１９９２，１３９（Ｓｕｐｐｌ）：６３１６６２．
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ｆｏｒｓｔｕｄｙｉｎｇｃｅｌｌｕｌａｒｐｒｏｃｅｓｓｅｓ［Ｊ］．ＣｕｒｒＭｅｄＣｈｅｍ，２００２，９（２）：
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［６］ 孟宪梅，卢士英，林超，等．大田软海绵酸致病性及检测方法研究

进展［Ｊ］．疾病防治，２０１１，３８（２）：１５２１５６．
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［８］ 张茂海，吴建业，陆玲娜，等．胶体金与酶联免疫法检测乙肝表面

抗原结果分析［Ｊ］．国际检验医学杂志，２０１１，３２（１４）：１６２５１６２６．

［９］ 胡乐琴，柳俊秀，王权，等．抗大田软海绵酸单克隆抗体的制备及

免疫学特性分析［Ｊ］．免疫学杂志，２０１１，２７（９）：８０９８１１．
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４４３４４５．

（收稿日期：２０１２０４０９）

·４８１２· 国际检验医学杂志２０１２年９月第３３卷第１８期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ２０１２，Ｖｏｌ．３３，Ｎｏ．１８




