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[摘 　要 ] 　为了扩大金标免疫层析试条 ( GICA)检测食品和饲料中黄曲霉毒素 B1 的应用范围 ,研究了样品基质

对试剂条信号强度的影响 ,探讨了 GICA 测定饲料和各种发酵类食品样品时 ,提取液中 NaCl、金属离子 ( Fe3 + ,Cu2 + ,

Pb2 + ,As3 + )和脂肪含量对检测结果的影响 ,并研究了消除影响的方法。结果表明 ,3 种阴性样品 (大米、玉米和小麦

粉)均存在不同程度的非特异性干扰 ,大米的影响最小 ,其次为玉米和小麦粉 ,大米的最佳稀释倍数为 10 倍 ,玉米和

小麦粉为 30 倍 ;随 NaCl 质量浓度增加 ,检测结果有偏向假阳性的趋势 ;4 种金属离子对检测结果的影响程度依次为

Fe3 + > Cu2 + > Pb2 + > As3 + ;随着样品中油脂含量的增高 ,用 GICA 检测结果偏阳性的程度加剧。对粗提取液用氯仿

法萃取后挥干再溶解 ,可将盐离子和重金属离子对测定的影响控制在允许范围之内 ;用石油醚脱脂 ,可使油脂对测定

结果的影响降到最低。
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Abstract : The key factors , including NaCl , metal ions ( Fe3 + , Cu2 + , Pb2 + , As3 + ) ,oil content and so

on ,were st udied by detecting all kinds of ferment foods and feed ,to amplify t he application region of t he

Gold Labeled Immucochromatograp hic St rip ( GICA) in detecting aflatoxin B1 in foods. The result s showed

t hat all t he factors had to some degree serious influence on t he detecting result s. The t hree negative sam2
ples (rice ,corn and wheat flour) had no specific disturbance influence on detection. The sequence was corn ,

flour > rice. The best dilution multiples of rice were 10 ,while corn and wheat flour were 30 ; Wit h t he in2
creasing of concent ration of NaCl ,t he muscaline ratio of decting result s are increasing ;according to the in2
fluence on t he result , t he sequence among t ho se factors is Fe3 + > Cu2 + > Pb2 + > As3 + . The experiment

showed t hat with t he increasing of lipin in the samples ,t he muscaline ratio increased ,too . Fe3 + ,Cu2 + ,Pb2 +

and As3 + ext racted by chloroform ,volatilizated and then dissolved could ensure t he influence under t he lim2
ited line. Removed the oil by pet roleum ,t he influence caused by oil could be decreased in t he lowest line.
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　　金标免疫层析检测技术 ( Gold Labeled Immu2
nochromatograp hic Assay ,简称 GICA) ,是 20 世纪

末发展起来的一种快速免疫诊断技术[ 1 ] ,利用纳米

金作为标记物 ,短时间 (15 min 之内) 便可得到直观

的结果。该技术不需进行结合标记物与自由标记物

的分离 ,省去了繁琐的加样、洗涤步骤 ,不仅提高了

检测速度 ,而且检测过程中无需处理试剂 ,真正实现

了一步法[223 ] (One2step)检测 ,特别是在大批量检测

样本时用金标法初筛 ,可节约大量时间 ,满足现场检

测的要求。黄曲霉毒素 B1 (A FB1 ) 是农产品中广泛

存在的一种重要的真菌毒素 ,致癌性极强 ,是世界各

国重点监测的指标。因此 ,应用金标免疫层析法检

测样品中 A FB1 具有非常重要的意义。

金标免疫层析法自建立以来 ,主要应用于医疗

中一些病毒抗体的检测。近年来 ,该技术逐步被应

用于食品中真菌毒素的检测 ,但相关文献较少 ,尤其

针对食品中 A FB1 的金标免疫层析检测技术的研究

与应用尚不成熟。

作者曾成功构建了 A FB1 的金标免疫层析检测

体系[ 425 ] ,但在实际应用时发现 ,样品的前处理过程

对检测结果有显著影响 ,尤其是对某些成分较为复

杂的样品进行检测时 ,会出现假阳性和假阴性结果。

不同的样品组成 ,前处理方法也不一致 ,如一些发酵

食品如酱油、醋和调味料等 ,其均含有不同量的盐、

重金属离子和脂肪等成分 ,会严重干扰黄曲霉毒素

的提取和测定[628 ] 。

因此 ,本研究针对金标免疫层析检测法在检测

样品中 A FB1 时 ,遇到的实际问题展开研究 ,对盐、

重金属离子和脂肪等影响因素进行了分析 ,以期获

得消除这些影响的改进方法 ,使检测结果更加准确 ,

为该方法的推广和应用提供理论依据。

1 　材料与方法

1. 1 　试验材料

包被 A 试剂为黄曲霉毒素 B1 抗原 ,包被 B 试

剂为黄曲霉毒素 B1 二抗 ,以纳米金标记抗体的复合

物作为检测探针 ;纤维膜、金标垫、样品吸收垫、吸水

纸购自 Dassel 公司 ;A FB1 标准溶液 (溶于甲醇) 购

自 Sigma 公司 ;大米、玉米、小麦粉和花生样品 ,系

2002212 和 2003202 分别由江苏省微生物研究所和

中国疾控中心根据国家取样暂行标准 ,从陕西、广

西、湖北、湖南和江西等省有关粮库和食品加工厂采

集。实验用水均为去离子水。

1. 2 　试验仪器

XYZ 3000 型金标点样仪、CA92614 型金标切

条机和 SR3000 型金标试条扫描仪均购自美国 Bio2
dot 公司 , T K 型微量移液器为芬兰雷勃公司产品 ,

小型粉碎机和 MS2 型微量振荡器为德国 IKA 公司

产品 , H H2S 型恒温水浴锅由金坛国盛实验仪器厂

生产 ,隔水式电热恒温培养箱由上海跃进医疗器械

厂生产 , p H 计由上海梅特勒2克利多公司生产 ,

S K250L H 型超声波清洗器由上海科导仪器公司生

产。

1. 3 　试验方法

1. 3. 1 　GICA 法的检测过程及其判断依据 　将金

标试纸条插入待测样品液中 ,10～15 min 后 ,利用

金标扫描仪定量测定试剂条信号带 540 nm 处的吸

光值 ,通过样品提取液与标准液的信号强度之比来

计算样品中 A FB1 的含量。

1. 3. 2 　样品提取 　(1) 方法 1。参照 GB5009. 22 -

2003 中 EL ISA 法检测样品的前处理方法。大米样

品粉碎后 ,过孔径 1. 0 mm 筛 ,充分混合 ,按四分法

取 20 g 于 250 mL 的磨口三角瓶中 ,准确加入 100

mL 甲醇2水 (体积比为 55 ∶45) 溶液 ,振荡 15 min ,

过滤 ,弃去初滤液。准确吸取 20 mL 滤液 (相当于 4

g 样品)于 250 mL 分液漏斗中 ,加入 80 mL 氯仿 ,

加塞振摇 5 min ,静置分层 (约 30 min) 放出下层氯

仿层 , 经盛有约 20 g 预先用氯仿湿润的无水

Na2 SO4 定量慢速滤纸漏斗 ,过滤于 100 mL 蒸发皿

中 ,再加入 10 mL 氯仿于分液漏斗中 ,重复振摇提

取 ,氯仿一并滤于蒸发皿中 ,最后用少量氯仿洗涤过

滤漏斗 ,洗液并入蒸发皿中。将蒸发皿放入通风橱 ,

于 65 ℃水浴上通风挥干后 ,冷却。准确加入 20 mL

甲醇2PBS(体积比为 1 ∶1) 溶液 ,充分溶解凝结物 ,

即为待测样品提取液。

(2)方法 2。为改进方法。准确称取 20. 0 g 固

体样品 (已粉碎 ,并过孔径 1. 0 mm 筛)于 250 mL 具

塞锥形瓶中 ,准确加入 100 mL 甲醇2水 (体积比为

55 ∶45) 溶液提取 ,瓶塞上涂一层水后 ,将瓶塞盖紧

(防止液漏) ,超声波萃取 10 min ,过滤 ,弃去 1/ 4 初

滤液 ,收集试样滤液 ,摇匀 ,即为待测样品提取液。

(3)方法 3。主要用于饲料样品和各种发酵类

食品中 A FB1 的检测。即在方法 2 的基础上 ,取 20

mL 提取滤液加入分液漏斗中 ,同时加入等体积氯

仿萃取 5～10 min。待分层后 ,收集下层含 A FB1 的

氯仿于 65 ℃挥干 ,用甲醇2PBS (体积比为 1 ∶9) 溶

解 ,即为待测液。
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(4)方法 4。主要用于油脂样品中 A FB1 的检

测。首先按照方法 2 得到样品初提液 ,用等体积石

油醚将试样转移至 250 mL 分液漏斗中 ,加塞振摇 5

min ,静置分层 (约 30 min) 后放出下层甲醇2水提取

液 ,即为待测样品提取液。

1. 3. 3 　样品基质对 GICA 检测结果的影响试验 　

选用大米、玉米和小麦粉 3 种阴性样品各 2 g 作为

研究对象 ,参照 GB5009. 22 - 2003 对样品进行处

理 ,针对每类样品的粗提液 ,研究不同稀释倍数下样

品基质对检测结果的影响 ,以此来确定适于检测的

最佳稀释倍数。稀释倍数依次为 2 ,5 ,10 ,15 ,20 ,30

和 50 倍 ,相当于每毫升提取液中样品量为 0. 5 ,

0. 2 ,0. 1 ,0. 066 7 ,0. 05 ,0. 033 3 和 0. 02 g。以不添

加样品溶液的稀释液为空白对照。将颜色信号通过

试剂条光度计可转变为光密度值 ,以此进行定量检

测。抑制率 = A i / A 0 ( A i 为样品信号强度的 OD 值 ,

A 0 为空白对照的信号强度 OD 值) 。抑制率越高 ,

表明对测定结果的影响愈小 ,反之影响愈大。

1. 3. 4 　 GICA 检测样品时的误差分析 　为了研究

食品样品提取液中盐、重金属离子和脂肪等成分对

GICA 测定结果的影响 ,以阴性大米样品为基础 ,采

用 1. 3. 2 中的方法 2 提取样品 ,对样品提取液分别

作以下处理 ,然后进行 GICA 测定 ,测出每种提取液

在 540 nm 处的吸光值 A i ,以不添加任何成分的空

白提取液 A 0 为对照 ,计算每个处理的抑制率。

处理 1 :取 5 支小试管 ,向每支试管中加入样品

提取液 1 mL ,然后再添加 NaCl ,使其质量浓度分别

为 5 ,10 ,20 ,30 和 40μg/ mL 。

处理 2 :取 5 支小试管 ,向每支试管中加入样品

提取液 1 mL ,然后添加 CuSO4 ,使其质量浓度分别

为 0. 1 ,0. 5 ,1. 0 ,2. 0 和 3. 0μg/ mL ;

处理 3 :取 5 支小试管 ,向每支试管中加入样品

提取液 1 mL ,然后添加 Fe2 ( SO4 ) 3 ,使其质量浓度

分别为 0. 1 ,0. 5 ,1. 0 ,2. 0 和 3. 0μg/ mL ;

处理 4 :取 5 支小试管 ,向每支试管中加入样品

提取液 1 mL ,然后添加 Pb ( NO3 ) 2 ,使其质量浓度

分别为 0. 1 ,0. 3 ,0. 5 ,0. 7 和 0. 9μg/ mL ;

处理 5 :取 5 支小试管 ,向每支试管中加入样品

提取液 1 mL ,然后添加 As ( NO3 ) 3 ,使其质量浓度

分别为 0. 1 ,0. 3 ,0. 5 ,0. 7 和 0. 9μg/ mL ;

处理 6 :取 5 支小试管 ,向每支试管中加入样品

提取液 1 mL ,然后再添加花生油 ,使其体积分数分

别为 10 % ,30 % ,50 % ,70 %和 90 %。

2 　结果与分析

2. 1 　样品基质对 GICA 检测结果的影响

样品中干扰物质的存在 ,是影响 GICA 检测特

异性和灵敏度的重要因素 ,考察样品基质的干扰也

是评价 GICA 非特异性的重要指标[ 9210 ] 。图 1 显示

了不同阴性样品 (大米、玉米和小麦粉) 不同稀释配

比对 GICA 分析结果的影响。由图 1 可以看出 ,3

种样品均存在不同程度的非特异性干扰 ,但随着稀

释倍数的增加 ,其对非特异性反应的影响降低。3

种样品基质中 ,大米的影响最小 ,其次为玉米和小麦

粉。由图 1 可知大米的最佳稀释倍数为 10 倍 ,玉米

和小麦粉为 30 倍。

2. 2 　GICA 测定发酵食品及饲料中 A FB1 的误差

分析

2. 2. 1 　NaCl 质量浓度对 GICA 测定结果的影响 　

图 2 表明 ,随着 NaCl 质量浓度的增大 ,测定结果有

偏向假阳性的趋势 ,所以对酱油、豆瓣酱等含盐高的

样品需进行脱盐处理 ,即用氯仿提取后再进行检测。

图 1 　样品基质对 GICA 分析结果的影响

Fig. 1 　Effect of the sample’s matrix on GICA analysis result

图 2 　NaCl 质量浓度对 GICA 测定结果的影响

Fig. 2 　Effect of the concentration of NaCl on GICA result s

2. 2. 2 　Fe3 + , Cu2 + , Pb2 + , As3 + 质量浓度对 GICA 测定结果的影响 　从图 3a 可以看出 ,当 Fe3 + 质量
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浓度在 0～2. 0μg/ mL 时 ,其对测定结果的影响随

质量浓度增大而增强 ,当 Fe3 + 的质量浓度在2. 0

μg/ mL 以上时 ,抑制率下降到 40 %左右。因此 ,在

测定样品时 ,尽可能使最终待测样品提取液中 Fe3 +

含量保持在较低的质量浓度 ; Cu2 + 对 GICA 测定也

有一定的影响 ,但从图 3a 中可以看出 ,其对测定结

果的影响明显小于 Fe3 + 的影响。图 3b 显示 ,随

Pb2 + 和 As3 + 质量浓度增加 ,其对 GICA 抑制率曲线

变化比较平缓 ,说明 Pb2 + 和 As3 + 的存在对检测结

果没有明显影响。总的来看 ,各离子对 GICA 测定

结果影响的显著程度依次为 : Fe3 + > Cu2 + > Pb2 + >

As3 + 。

图 3 　Fe3 + ,Cu2 + ,Pb2 + 和 As3 + 质量浓度对 GICA 测定结果的影响

Fig. 3 　Effect of the concentration of Fe3 + , Cu2 + , Pb2 + and As3 + on GICA result s

2. 2. 3 　油脂对 GICA 测定结果的影响 　由图 4 可

以看出 ,油脂含量对 GICA 的检测结果影响很大。

随着样品中油脂含量的增高 ,结果偏阳性的程度加

剧。原因可能是样品提取液中油脂多粘附在 NC 膜

(硝酸纤维膜) 微孔上 ,对抗原抗体反应产生了一定

的屏蔽效应 ,阻碍了金标抗体和固相抗原的结合 ,使

得结果偏阳性。因此 ,在对油脂含量较高的样品进

行检测时 ,一定要先进行除油脂处理。

2. 3 　不同样品提取方法对 GICA 测定结果的影响

由图 5 可以看出 ,采用方法 3 ,即对粗提液用氯

仿法萃取后 ,挥干再溶解 ,可基本使盐离子和重金属

离子对测定的影响控制在允许范围之内。采用方法

4 ,即用石油醚脱脂 ,可使油脂对测定结果的影响降

到最低。

图 4 　油脂体积分数对 GICA 测定结果的影响

Fig. 4 　Effect of oil concentration on GICA result s

图 5 　GICA 不同样品提取方法的比较

Fig. 5 　Different ext raction methods of GICA
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3 　结　论

GICA 检测法由于不用接触到黄曲霉毒素标准

品 ,所以检验人员的安全性有了很大提高 ,其快速、

简便的优势已使其成为检测发展的趋势。本研究结

果初步证实了盐、重金属离子和脂肪等成分对检测

结果具有影响 ,其中重金属离子的影响程度为 :

Fe3 + > Cu2 + > Pb2 + > As3 + 。进一步研究表明 ,由于

GICA 方法中的金纳米颗粒的活性较高 ,对某些基

质特殊的样品检测时会出现假阳性 (阴性) 结果 ,对

这些样品进行特殊处理后 (如氯仿萃取) ,可消除其

对纳米金颗粒稳定性的影响 ,防止出现假阳性或假

阴性 ,提高了测定的准确性[11212 ] 。由于所检测的样

品种类繁多 ,体系各不相同 ,预处理的提取步骤很

多 ,这既影响测定速度 ,也影响回收率 ,怎样使预处

理既快又准 ,还需后续研究才能确定。
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