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基于不同纳米材料的侧流免疫层析技术
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摘 要 真菌毒素毒性强，具有很强的致癌性和致畸性，对人体的危害巨大。近年来，其快速检测技术成为研
究的热点，在“批量检测”的趋势下，侧流免疫层析技术以具有操作简便，经济合理，灵敏快速等优点，广泛应
用于食品、饲料、农产品中真菌毒素的检测。本文对侧流免疫层析检测技术的研究概况及不同纳米材料的侧
流免疫层析技术在真菌毒素检测中的应用和发展前景进行综述，以期为侧流免疫层析技术在真菌毒素检测

的未来发展及应用提供参考。
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1 引 言

侧流免疫层析检测技术( LFIA) 也称横向流动免疫检测技术［1］，是出现于 20 世纪 60 年代初期的一
种独特的免疫分析方式，以条状纤维层析材料为固相，借助毛细管的吸附作用使样品在层析材料上移

动，其中样品中的待测物与层析材料上一定区域的抗体结合，通过酶促显色反应或直接使用着色标记物

短时间获得直观的测试结果。1990 年，Beggs等［2］最先将其用于人绒毛膜促性腺激素( HCG) 的测定，随
后该技术逐渐在环境监控［3，4］、食品安全［5，6］、临床诊断［7，8］等领域得到广泛应用，同时该技术也用于动
物用药［9，10］、农药残留［11，12］、霉菌毒素［13］等污染物以及核酸［14，15］、蛋白［16，17］等生物大分子的检测领域。
真菌毒素( Mycotoxins) 是由真菌产生的次级代谢产物［18］，主要包括黄曲霉毒素( Aflatoxins，AFs) 、

脱氧雪腐镰刀菌烯醇 ( Deoxynivalenol，DON ) 、赭曲霉毒素 A ( OchratoxinA，OTA ) 、玉米赤霉烯酮
( Zearalenone，ZEN) 、伏马毒素( Fumonisins，FBs) 等，对人和动物的毒性主要有致癌、致畸、致突变、肝细
胞毒性、中毒性肾损害、免疫抑制和生殖紊乱等。这些真菌毒素会污染农作物，植物及其副产品等，进而
给人类和家畜健康带来威胁。世界各国对农产品、食品和饲料中的真菌毒素的含量做出了严格规定。
目前，最常见的真菌毒素测定方法有仪器分析法和免疫分析法等。常用仪器分析法主要有高效液

相色谱法( HPLC) ［19 ～ 24］和色谱-质谱法［25 ～ 29］。仪器分析法作为常规真菌毒素检测方法［30 ～ 32］，因其灵敏

度高，结果准确可靠而受到检测机构的青睐，其缺点是: 需要对样品进行较为繁琐的预处理; 需要具有专

业实验技能的人员操作; 仪器昂贵精密，且所用仪器的检测费用和维修费用昂贵，无法满足批量样品的

快速筛查检测［33］。随着特异性抗体技术的发展，免疫相关方法得以迅速发展，逐渐成为毒素检测的新
趋势［34］。侧流层析免疫检测技术具有简便、快速、灵敏、经济等优点，特别适合于大批量样本的检
测［35］。本文简要介绍了侧流免疫层析检测技术，并且列举出其在真菌毒素快速检测中的应用进展。

2 侧流免疫层析检测技术
侧流免疫层析技术是一种将免疫技术和色谱层析技术相结合的快速免疫分析方法，主要用于病原

体，激素，药物和代谢物等的检测，原理是通过标记抗原或抗体来识别待检物。侧流免疫层析试纸条主
要包括样品垫、结合垫、层析膜、吸收垫、背衬及应用于试纸条上的各种试剂，见图 1。根据待检测物分
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子的大小不同分为两种主要类型: 双抗体夹心法和竞争法。

图 1 试纸条结构组成图［36］

Fig． 1 Strip structure diagram［36］

2． 1 双抗体夹心法
双抗体夹心实验法是利用捕获抗体和检测抗体

进行测定。一般用于检测大分子量的抗体、抗原类
物质。大分子量分析物包含有两个或两个以上的结
合位点，结合垫为着色标记物与待测抗原的特异性

抗体( Ab1 ) 的偶联物，检测线为待测抗原的另一表位

特异性抗体( Ab2 ) ，质控线为抗 Ab1 抗体( Ab3 ) 。当
待测样品中含有一定量的抗原时，样品通过层析作

用到达结合垫位置，抗原和 Ab1 发生反应，与检测线的抗体形成双抗体夹心复合物，达到一定量后，通过

沉积的标记物显示待检物的量。残留的抗体继续泳动到质控线位置，与 Ab3反应而显色，得到阳性结

果，见图 2。样品中不含抗原，标记物和检测线抗体不发生反应，而质控线显色，得到了阴性结果。检测
线和质控线均不显色时，表示试纸条无效。
2． 2 竞争法
小分子量分析物只有一个抗体结合位点，使用竞争免疫试验进行检测。竞争法有两种类型，一种是

检测区固化的是待测抗原或待测抗原的类似物。结合垫上为着色标记物与待测抗原的特异性抗体
( Ab1 ) 的偶联物。当样品中含有待测抗原，样品待检测抗原与 Ab1 结合，由于竞争抑制作用，检测线处

抗原不再发生反应，检测线处不显色，随后，抗原抗体复合物与抗 Ab1 抗体 Ab2相结合，在质控线处显

色，如图 3。反之，随着抗原浓度的显色加深。另一种在检测区固化的是待测抗原的特异性抗体( Ab1 ) 。
结合垫上为着色标记物和待测抗原或待测抗原类似物偶联物。通过样品中抗原和抗原偶联标记物竞争
结合检测线上抗体，达到检测的目的。
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图 2 双抗体夹心法原理示意图
Fig． 2 Diagram of double antibody sandwich principle
a． 阳性样品( Positive sample) ; b． 阴性样品( Negative

sample) 。
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图 3 竞争法原理示意图［37］

Fig． 3 Diagram of competition law principle［37］

a． 阳性样品( Positive sample) ; b． 阴性样品( Negative

sample) 。

3 侧流免疫层析技术在真菌毒素检测中的应用
侧流免疫层析是一种将免疫技术、色谱层析技术和免疫标记技术相结合的固相膜免疫分析方法，这

种层析技术常常是借助外来的标记物获得可测量的信号来分析结果。因此，有必要寻求一种高灵敏的
免疫标记物，建立准确、快速、简便的真菌毒素检测方法。
纳米粒子一般是指颗粒尺寸在 1 ～ 100 nm 范围内的超微粒子。它具有表面效应、小尺寸效应、量

子效应、宏观量子隧道效应等特性［38］。与正常粒子相比，纳米粒子具有大的比表面积，其光、热、磁敏感
特性和表面稳定性较高。同时，纳米材料用于生物分析标记物质，可大大改善标记物的性能，显著提升
现有分析方法的灵敏度及特异性，其在抗原抗体的标记上具有很大的应用潜能。
纳米材料的引入为免疫层析技术实现高灵敏，高特异，快速检测奠定了良好的基础。采用侧流免疫
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层析技术对真菌毒素进行检测当中应用最为广泛的标记物是纳米粒子。用于毒素检测的纳米粒子标记
物按材料可分为荧光纳米粒子、金纳米粒子以及磁性纳米粒子等。其中荧光纳米粒子又包括量子点及
其量子点微球、荧光微球以及时间分辨荧光微球等; 金纳米粒子包括常规胶体金及 AgAu 复合纳米粒子
等。以下介绍不同的免疫标记物的侧流免疫层析技术在真菌毒素检测当中的应用，见表 1。
3． 1 荧光标记免疫层析技术
3． 1． 1 量子点层析技术 量子点( Quantum dots，QDs) 又称无机半导体纳米晶体，是一类由Ⅱ-Ⅵ族( 如
CdSe，CdTe，CdS，ZnSe等) 或Ⅲ-Ⅴ族( 如 InP，InAs等) 元素组成的纳米颗粒。量子点的粒径一般介于
1 ～ 10 nm之间，由于电子和空穴被量子限域，连续的能带结构变成具有分子特性的分立能级结构，受激
后可以发射荧光。其中，CdTe是最重要的纳米材料之一，常被用作生物标记探针。
量子点作为一类理想的新型荧光探针，与传统的荧光染料相比，它具有宽的紫外线激发光谱和狭窄

对称的荧光发射光谱; 可精确调谐的发射波长; 可忽略的光漂白等优越的荧光特性; 良好的光化学稳定

性; 高量子产率，量子点摩尔吸光系数高达 106 L / ( mol·cm) ; 荧光寿命长，可接受多次激发等优越的荧
光特性，因此，可以很好地应用于荧光标记。在免疫分析中应用是一个值得引起重视的新领域。
由半导体材料构成的纳米荧光颗粒-量子点，因其具有更稳定、更强的荧光特性，并可以进行多信号

的同时检测，已有研究者将其用于荧光免疫标记检测 AFB1 及 ZEN。Ｒen 等［42］制备了一种量子点微球
免疫层析试纸条，用于快速检测玉米中 AFB1。通过微乳液技术将数以万计的 CdSe /ZnS量子点包裹在聚
合物内形成量子点微球( QBs) ，标记抗 AFB1 单克隆抗体( mAbs) ，将抗原和驴抗鼠 IgG二抗分别喷涂于硝
酸纤维素膜上作为检测线和控制线。结果表明，该方法检测 AFB1 线性范围为 5 ～ 60 pg /mL，检测荧光强
度与 AFB1 含量在该质量浓度范围内呈良好的线性关系，半抑制浓度( IC50 ) ( 13． 87 ±0． 16) pg /mL，检出限
为 0． 42 pg /mL，检测时间为 15 min，与胶体金标记试纸条相比检出限低两个数量级; 将试纸条检测结果
与 LC-MS /MS及 ELISA结果相比，表明试纸条的检测结果快速、准确。

Duan等［63］建立了量子点微球免疫层析法对 ZEN的标准溶液和玉米中 ZEN进行检测，检出限分别
达到 0． 0625 ng /mL和 3． 6 mg /kg。表明该方法灵敏、快速，适合食物中 ZEN的现场快速检测。
量子点探针用于层析法，既提高了灵敏度、特异性，又可实现快速、定量检测，在免疫层析中有广阔

的应用前景和发展潜力。相比胶体金探针，量子点应用的报道较少，其研究刚刚起步，在制备、修饰及抗
原抗体标记环节技术要求高，偶联结合物后的稳定性等方面有待进一步提高。
3． 1． 2 基于时间分辨荧光免疫分析的层析技术 时间分辨免疫层析快速检测技术( Time-resolved fluo-
rescent immunochromatographic assay，TＲFICA) 是集时间分辨荧光免疫分析技术和层析技术的优势，借
助高灵敏的标记示踪物，用于微量物质检测的一种新兴技术。示踪物由两种不同镧系元素离子( 分别
作为光吸收子和发射子) 及陶瓷颗粒( 作为主基质) 掺杂组成，这种镧系螯合物也称为 UCP ( Up-conver-
ting phosphor，UCP) 颗粒，优于免疫层析常用标记物胶体金，它具有较高的灵敏性，高稳定性，可通过时
间分辨荧光免疫层析分析仪结合标准浓度曲线实现定量分析。
李静等［54］将时间分辨荧光技术与免疫层析技术结合起来，建立了时间分辨荧光免疫层析试纸条测

定油料饼粕中 AFB1 的新方法。同时，采用时间分辨荧光速测仪实现了 AFB1 的定量检测。将待检测的
样品加入到装有 Eu3 +标记特异性单克隆抗体的样品瓶中，将喷涂有 T线和 C线的时间分辨荧光免疫层
析试纸条按箭头向下插入到样品瓶中，试纸条插入有内置标准曲线的速测仪配套卡槽中，输出数值即为

样品中 AFB1 的浓度。T线条带荧光强度与待测物浓度成反比。使用该试纸条对 6 种油料饼粕做 AFB1

添加回收实验，回收率在 70% ～120%。在实际样品的检测中，该试纸条和液相色谱-质谱结果相比，相
对误差低于 15%。单个样品检测时间不足 15 min。说明该试纸条能检测大批量油料饼粕样品。
张兆威等［5 8］采用 Eu3 +包覆于硅胶形成的硅胶荧光微粒作为免疫标记物，将 AFB1 抗体与乳胶铕进

行偶联标记，建立 AFB1 时间分辨荧光免疫层析快速检测法。与已有的胶体金免疫层析快速检测方法
相比，该方法的灵敏度提高了 1 ～ 2 个数量级。该试纸条用于花生、稻米、植物油等农产品检测，检出限
均为 0． 3 μg /kg。相对误差小于 10%，说明该试纸条可用于农产品中 AFB1 快速检测。

Majdinasab等［66］采用 TＲFICA法研制出快速检测 OTA的试纸条，检出限为 1． 0 μg /kg，检测时间为
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8 min。该方法经济、方便、快速，适合 OTA的现场快速检测。
3． 1． 3 荧光微球免疫层析法 荧光微球免疫层析技术是利用荧光微球表面修饰的羧基可共价结合抗
体，通过该标记物发出稳定而强的荧光信号进行定量检测的新型检测技术。该标记物发光强度受激发
光强度增强而增强，并且受外界影响小，已有用于毒素检测的研究。Liu等［61］建立了基于荧光微球探针
的免疫层析法，该法可用于快速筛查受 AFB1 污染的酱油样品。所制试纸条的检测探针由荧光微球和
抗 AFB1 的抗体交联组成，该探针的光学特性消除了酱油样品的颜色干扰，可视检出限达到 2． 5 μg /L，
低于我国政府制定的限量标准( 5 μg /L) 。结果表明，荧光微球作为标记物的免疫层析技术在有色样品
的检测中有较高的研究价值和前景。Wang 等［64］采用荧光微球免疫层析法对玉米中 FB1 进行定量检

测，加标回收率在 91． 4% ～118． 2%。检测结果与 HPLC-MS /MS检测结果相一致。
3． 2 胶体金免疫层析技术
3． 2． 1 金免疫层析法 免疫胶体金技术是以胶体金作为示踪标记物，应用于抗原抗体反应中的一种新
型免疫标记技术。随着纳米技术的兴起和单克隆技术的发展，免疫胶体金技术成为继荧光素标记技术、
放射性同位素标记技术和酶标记技术后发展起来的又一种固相标记免疫测定技术，已广泛用于医学临

床诊断、动植物检疫、微生物检测、食品安全监督等领域。
胶体金粒子对蛋白质具有较强吸附能力，可以与免疫球蛋白、毒素、酶、糖蛋白、抗生素、激素、牛血

清白蛋白多肽缀合物等非共价结合。同时，胶体金颗粒具高电子密度特性，即金标物在相应配体处大量
聚集，肉眼可见红色或粉色斑点，因而，目前较多用于定性或半定量的快速免疫检测方法。胶体金免疫
层析试纸条以其简便快速，成本低廉，结果直观，检测时间短，特异性强等优点，广泛用于 AFs、OTA［65］、
FBs、DON［67 ～ 70］等真菌毒素检测。

Song等［39］建立了一种可同时定量或半定量检测谷物样品中 AFB1，ZEA，DON和它们的类似物的侧
流免疫层析方法。该纸条对 AFB1，ZEA和 DON可视检出限分别为 0． 03，1． 6 和 10 μg /kg，检出限均低
于欧盟最大允许值。对玉米样品的检测结果与液相色谱-质谱法相符。

Urusov等［41］改进了传统的免疫层析方法，采用次级金标抗体提高了免疫层析试纸条对 AFB1 的检

测灵敏度。先将非标记的黄曲霉毒素专一初级抗体与待测样品混合，将免疫层析试纸条插入混合液中，
加入胶体金标记的次级抗体来结合检测膜上的复合物。该方法的可视检出限可达到 160 pg /mL，使用
Canon Lide 90 平板扫描仪及 Totallab实验室软件包处理，检出限甚至可达到 30 pg /mL，而不加次级抗体
的免疫层析检出限为 2 ng /mL。实验表明，这种处理方法避免了胶体金标记抗体与检测区抗原的非专
一性结合，提高了试纸条检测的灵敏度。

Moon等［44］采用改良的竞争免疫层析法对 AFB1 进行检测，检出限可达到 10 μg /mL，10 min 内完成
检测。将有限的 AFB1 多克隆抗体固定在硝酸纤维素膜上作为检测区，样品中待测物和胶体金偶联

AFB1-BSA竞争结合检测区抗体，相比样品中抗原，偶联抗原结合受抑制。当迁移通过硝酸纤维素膜
时，被固定的有限抗体捕捉，而胶体金标记的 AFB1-BSA 在检测区与抗体结合呈红色，待检物浓度与检
测区呈色成反比。该方法与传统的胶体金免疫层析试纸条检测法相比，省去了检测线，笔者认为此法更
为简便，准确，因此有必要在此方法的基础上，对抗体和毒素最佳浓度以及胶体金和毒素-BSA偶联物之
间的最佳结合条件进行最优化设计，建立多种毒素检测斑点法。
胶体金免疫层析技术已有半定量和定量研究的报道。Anfossi 等［56］制备了定量检测 4 种主要黄曲

霉毒素的试纸条，该试纸条与电脑相连的便携扫描仪，软件处理分析实现分析物定量检测。检测样品为
玉米，检出限为 1 μg /kg。以水、NaCl 溶液、pH 7． 4 的磷酸盐缓冲液( PBS ) 、磷酸 /柠檬酸缓冲液
( pH 5． 0) 等不同提取溶液测定回收率。在含水量在 76% ～94%的水溶液进行提取有较高的回收率，提
取效果好。pH呈中性的提取液有较好的免疫层析效果。因而，选择 pH 呈中性的 PBS 溶液作为提取
液，可有效提高方法的准确性。

Lee等［71］建立了一种半定量检测 AFB1 的斑点侧流免疫层析检测方法，基于智能手机的阅读系统

( Smartphone-based reading system) 实现及时、有效、准确的半定量检测。该系统由智能手机、侧流免疫层
析检测阅读器和能够获得图像信息并且进行数据处理智能机应用程序组成。该方法的检出限是
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5 μg /kg，能够半定量分析样品中 AFB1 浓度范围为 5 ～ 1000 μg /kg。
Zhang等［59］制备了一种基于肉眼的半定量免疫层析试纸条( NSI-strip) ，将标记有金标颗粒的抗黄

曲霉毒素单克隆抗体 1C11 喷涂于结合垫上，硝酸纤维素膜上依然有两个区，检测区和控制区，控制区
上固定兔抗鼠二抗，不同于传统的试纸条，检测区由 3 条检测线组成，它们均固定限量的 AFB1-BSA 偶
联物作为捕获物，该试纸条的肉眼的检出限是 0． 06 ng /mL，3 条检测线的分界阈值分别为 0． 125，0． 5 和
2． 0 ng /mL。因而，可根据 3 条线显色情况将检测物浓度划分为 5 个浓度区段: 0 ～ 0． 06 ng /mL，0． 06 ～
0． 125 ng /mL，0． 125 ～ 0． 5 ng /mL，0． 5 ～ 2． 0 ng /mL，＞ 2． 0 ng /mL，改良的试纸条能够提供更多毒素含
量参照，较好地实现分析物的半定量检测。
贺亚萍等［72］制备试纸条，采用单光谱成像快速定量技术，对食醋中黄曲霉毒素进行定量检测。该

技术为 DT211 型黄曲霉毒素单光谱成像速测仪以胶体金免疫层析试纸条为一级传感器，将记录的检测
线显色图像信息转化为灰度信息，然后通过计算机等现代处理技术对图像进行处理和分析，将灰度信息

和黄曲霉毒素标准浓度关联，达到毒素的定量检测。
胶体金免疫层析法检测真菌毒素已有较多报道，并有商品化的试纸出售。北京中检维康技术有限

公司推出了 iCheck毒素定量快检卡，此外还配有 II 型 iCheck 食品安全定量快检仪，可实现定量检测。
德国拜发公司推出了 ＲIDA QUICK Aflatoxin免疫层析法黄曲霉毒素检测条，可用于检测谷物、豆粕、坚
果、开心果、椰子粉、葵花籽、无花果、枣椰子及腰果等样品中的黄曲霉毒素，检出限 4 μg /kg，检测时间
5 min，还可设定 4，10 和 20 μg /kg等 3 个检出限，此外还配有读卡仪，可实现定量检测。
3． 2． 2 复合纳米粒子( AgAu)标记免疫层析技术 金包银纳米粒子可放大特异性抗原抗体的反应信
号，增强胶体金的显色效果。Liao等［43］制备了快速检测 AFB1 的免疫层析试纸条。合成了 AgAu 复合
纳米颗粒并用于 AFB1 抗体的标记，和金纳米颗粒标记抗体技术相比，试纸条灵敏度，重复性和稳定性

都相应提高。其原理为利用复合纳米粒子标记特异性抗体，检测样品液中特异性抗原，应用免疫层析技
术制备、组装成试纸条。所制备的试纸条的检出限为 0． 1 ng /mL，检测时间为 15 min。该试纸条用于检
测大米、小麦、向日葵、棉花、辣椒和杏仁中 AFB1，检测结果与 ELISA检测结果一致。
3． 3 磁珠免疫层析技术
磁珠免疫层析技术，它是将磁性纳米材料( Magnetic nanoparticle，MNs) 的磁信号与免疫层析技术相

结合的技术。磁纳米探针通常由磁性元素( 如 Fe，Ni，Co) 和它们的氧化物组成［73］。该探针具有粒径
小、比表面积大，穿透性强、可快速移动及超顺磁性、生物相容性、单分散性良好等特性，可在磁场下定
位、富集和分离［74］。此免疫标记物具有灵敏、快捷、高效、检测范围宽等优点，应用在免疫层析技术中使
该技术向定量化、高灵敏度、多元化检测、层析系统集成化等方向发展。

Tang等［52］建立了一种快速检测食物中黄曲霉毒素 B2 ( AFB2 ) 的免疫层析检测方法。AFB2单克隆

抗体的免疫标记物为磁纳米金微球( MnGMs) ，这一微球以纳米 Fe2O3颗粒为核，金标纳米颗粒为壳。将
AFB2抗原和羊抗鼠 IgG分别喷涂于硝酸纤维素膜作为检出限和质控线。结果表明，该试纸条检出限为
0． 9 ng /mL，相比金标免疫层析试纸条灵敏度提高 3 倍，并且 15 min内可得到定量检测结果。

Huang等［40］用碳二亚胺( EDC) /N-羧基琥珀酰亚胺( NHS) 交联法，使黄曲霉毒素 M1 ( AFM1 ) 的单

克隆抗体偶联在纳米磁珠表面，将偶联物喷涂于结合垫，AFM1-BSA 和驴抗鼠抗体分别喷涂于检测线和
控制线，建立了快速检测 AFM1 的免疫层析方法。在检测中，免疫磁珠和样品混合以富集和分离 AFB1。
试纸条对经磁分离后的牛奶样品液进行检测。在 10 min后肉眼可观察结果，检出限为 0． 1 ng /mL，比国
内制定的 AFM1 限量标准( 0． 5 ng /mL) 低，与其它毒素及非法添加剂没有交叉反应，检测结果和酶联免
疫吸附法检测结果相一致，说明这种方法能用于现场快速检测牛奶中 AFM1。
磁珠免疫层析技术是一项新兴检测技术，磁珠制备工艺及其敏感性，高特异结合等方面的进一步研

究，将使该技术在毒素检测中有更好的应用前景。
3． 4 其它侧流免疫层析技术
脂质体具有与生物膜类似的膜结构，具有可塑性。它作为载体微球，能够包埋大量信号分子，放大

了免疫信号，膜上能嵌合多个抗原抗体分子。与传统的荧光染料相比，脂质体还具有专一性和高效性的
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优点，只对抗原与抗体的特异性吸附进行检测，避免了非特异性吸附的干扰，提高了检测的灵敏度和选择

性。Ho等［55］建立了用脂质体包被有色染料标记 AFB1 方法，可用作农产品和食品 AFB1 成本低廉的快检

方法。样品中待测物与一定量的脂质体标记 AFB1 共同竞争抗体。当迁移通过硝酸纤维素膜时，被固
定的有限抗体捕捉，检测线上脂质体的荧光强度与待测物浓度成反比，通过目测半定量分析毒素含量，

或仪器来检测荧光强度，进而分析待测物含量。该方法能检出 20 ng的 AFB1，检测时间不足 12 min。

表 1 免疫层析试纸条在真菌毒素检测中的应用
Table 1 Application of immunochromatographic test strip in Mycotoxins detection

分析物
Analyte

标记物
Signal report

检出限
LOD

检测时间
Detection time
( min)

检测样本
Food samples

参考文献
Ｒeference

AFM1
胶体金颗粒
Gold nanoparticle 20 ng /mL 17 牛奶 Milk ［37］

AFB1，
ZEA，
DON

胶体金颗粒
Gold nanoparticle

0． 03 μg /kg
1． 6 μg /kg
10 μg /kg

15 小麦、玉米
Wheat，corn ［39］

AFM1
磁珠颗粒
Magnetic Nanobead 0． 1 ng /mL 10 原料奶样品 Ｒaw milk ［40］

AFB1
胶体金颗粒
Gold nanoparticle

肉眼 160 pg /mL
Detected visually
仪器 30 pg /mL
Instrumental detection

10 不同浓度 AFB1 稀释液
Serial dilutions of AFB1 ［41］

AFB1
量子点微球
Quantum dot beads 0． 42 pg /mL 15 玉米 Corn ［42］

AFB1

AgAu纳米颗粒
A silver core and a
gold shell ( AgAu)

0． 1 ng /mL ＜ 15
大米、小麦、向日葵、棉花、辣
椒、杏仁
Ｒice，wheat， sunflower， cot-
ton，chillies，and almonds

［43］

AFB1
胶体金颗粒
Gold nanoparticle 10 μg /mL ＜ 10

AFB1-PBS系列稀释液
AFB1-PBS serial dilutions ［44］

AFB1
胶体金颗粒
Gold nanoparticle 1 ng /mL ＜ 15

花生、普洱茶、植物油、饲料、
玉米
Peanut， puer-tea， vegetable
oil，feedstuff，corn

［45］

AFB1
吲哚二羧菁( Cy5)
Cyanine 5

0． 1 ng /mL
0． 3 ng /mL ＜ 30 AFB1 缓冲液

玉米 Corn ［46］

AFB1
胶体金颗粒
Gold nanoparticle 2． 0 ng /mL ＜ 10

咖啡、红曲米和玉米等食品和
饲料
Coffee，red yeast rice，corn

［47］

AFB1
AFB2

胶体金颗粒 20 nm
Gold nanoparticle 0． 1 ng /mL ＜ 5

大米，玉米，大麦，花生，小
麦，大豆，牛奶
Ｒice， corn， barley， peanut，
wheat，and soybean，milk

［48］

AFB1，
AFB2，
AFG1，
AFG2

金纳米颗粒
Gold nanoparticle

0． 03 ng /mL
0． 06 ng /mL
0． 12 ng /mL
0． 25 ng /mL

15 花生
Peanuts ［49］

AFB1，
OTAc，
ZEA

胶体金颗粒
Gold nanoparticle

0． 25 ng /mL
0． 5 ng /mL
1 ng /mL

20 花生，玉米，大米
Peanuts，corn，rice ［50］

AFM1
金纳米颗粒
Gold nanoparticle 1． 0 ng /mL ＜ 10 牛奶 milk ［51］

AFB2
磁纳米金微球
Magnetic nanogold
microspheres

0． 9 ng /mL ＜ 15
花生，榛子，开心果，杏仁
Peanuts， hazelnuts， pistacia，
almonds

［52］

AFB1
ZEA

胶体金颗粒
Gold nanoparticle

5 μg /kg
50 μg /kg － 玉米、水稻、小麦

Corn，rice，wheat ［53］

AFB1 Eu( Ⅲ) 标记 可实现定量检测
Quantitative detection ＜ 15 油料饼粕

Oilseed meals ［54］
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续表 1( Continued to Table 1)

分析物
Analyte

标记物
Signal report

检出限
LOD

检测时间
Detection time
( min)

检测样本
Food samples

参考文献
Ｒeference

AFB1

封装可见染料的脂
质体 Liposomes en-
capsulating a visible
dye

20 ng ＜ 12 脱脂奶粉
Nonfat dry milk powder ［55］

总黄曲霉
毒素
( AFB1 +
AFB2 +
AFG1 +
AFG2 )

40 nm金纳米颗粒
Gold nanoparticle 1 μg /kg 10 玉米 Corn ［56］

AFB1
胶体金颗粒
Gold nanoparticle

0． 5 ng /mL
10 μg /kg －

AFB1 标准液
AFB1 standard solution
食品 Foodstuff

［57］

AFB1
硅胶荧光微粒
Fluorescence particle 0． 3 μg /kg － 花生、稻米、植物油

Peanut，rice，vegetable oil ［58］

AFB1
金纳米颗粒
Gold nanoparticle 0． 06 ng /mL ＞ 15 花生

Peanut ［59］

( AFB1 +
AFB2 +
AFG1 +
AFG2 )

金纳米颗粒
Gold nanoparticle 1． 0 μg /kg ＜ 20 玉米

Corn ［60］

AFB1
荧光微球
Fluorescent micro-
spheres

2． 5 μg /L －
Not indicated

酱油
Soybean sauce ［61］

AFB1
40 nm金纳米颗粒
Colloidal gold 5 μg /kg． － 玉米

Corn ［62］

ZEN
量子点微球
Quantum-dot ( QD )
submicrobeads
( QBs)

0． 0625 ng /mL
3． 6 mg /kg 10

ZEN标准品
ZEN standard solution
玉米 Corn

［63］

FB1
荧光微球
Fluorescent micro-
spheres

0． 12 ng /mL 15 玉米 Corn ［64］

OTA 胶体金颗粒
Gold nanoparticle

肉眼 0． 2 ng /mL
计算 0． 25 ng /mL 15 大米、小麦、玉米、大豆

Ｒice，wheat，corn and soybean ［65］

PBS: 磷酸缓冲液( Phosphate buffer solution) ; AFM1 : Aflatoxin M1 ; AFB: Aflatoxin B; AFG: Aflatoxin G; OTA: Ochratoxin; ZEA:
Zearalenone; FB1 : Fumonision．

4 前景与展望
近年来，随着纳米技术及单克隆抗体技术的成熟，为免疫层析技术真菌毒素的检测应用注入了新的

元素，使得检测灵敏度和特异性不断提高，检出限甚至达到 pg 水平。侧流免疫层析法以其简便，快速，
灵敏及经济等优点而被越来越多地应用于大量样品的快速检测，逐渐显示出其巨大的发展潜力和广阔

的应用前景。但是，该技术在真菌毒素快速分析应用领域仍存在着一些问题，需要深入研究和开发。目
前，主要面临的问题及发展的趋势简述如下:

( 1) 受检毒素高效多元检测 真菌毒素污染范围较广，多种真菌毒素常常同时存在于同一种食品
或饲料中，且存在多种共存效应，对人类健康和家畜构成严重威胁。目前，用于单一种类黄曲霉毒素检
测的免疫层析试纸条较多，研究多种毒素同时检测的试纸条较少，进一步发挥试纸条快速检测的主要策

略有:?采用单膜多元受体，可以在同一膜上实现多种毒素的同时检测［39，48，50］; ?利用纳米材料( 如量
子点 QDs) 特有的量子尺寸效应，如不同粒子尺寸的 QDs可以在同一波长被激发，发射出不同波长的光
谱。如此，可以同时对毒素分子进行分析;?将纳米材料和层析方式有效结合在一起，无须质控线直接
达到多检测的目的。采用斑点免疫法和多量子标记不同偶联抗原应用在检测区上，与传统胶体金免疫
层析同时检测多种真菌毒素相比，省去了交联的检测线，节约了试纸条的空间。实现多种真菌联合检
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测，不仅可有效节约检测成本，又可实现快速高效检测，是今后试纸条研究的方向。
( 2) 适应检测基质的复杂性 目前，侧流层析检测技术集中于一些基质较简单的农产品、食品或饲

料，诸如花生、玉米、小麦等的真菌毒素检测。而在基质较复杂的中药中的应用较少。本课题组前期研
究发现，莲子、生姜等药食同源的药材极易受黄曲霉毒素的污染，而且中药中除 AF 以外同样存在着
OTA，DON，FB1 等多种真菌毒素的共同污染

［75，76］。这些受污染的中药不仅会对人的健康产生威胁，而
且会阻碍中药现代化进展。在含有多样，复杂成分的中药中，如何降低性质迥异的复杂成分对超痕量、
剧毒的真菌毒素检测的影响是免疫层析技术在中药中检测应用的棘手问题。有研究表明:?样品的提
取采取水溶液而非有机溶剂［56］，可明显改善毒素的回收率，在提取过程中加入适量的 CaCl2

［77］，试纸条

T线颜色梯度变化，不同浓度加标回收率等参数均有明显改善，前处理效果明显;?采用 Tris-HCl 对样
品进行稀释可以减少基质效应及有机溶剂甲醇对检测的影响［46］，对样品进行多倍稀释［72］，样品稀释液

过 Al2O3样品净化柱
［58］可减少基质效应;?在提取过程中剧烈震荡，提取时间较长，加较多的提取液，通

过“不安定理论”可以了解到这些提取条件均会增加不安定系数，增强黄曲霉毒素结合到谷物或使用容
器上的结合力，为此，在提取中缓和震荡，缩短提取时间，加入少量提取液及含吐温的 PB 液均可提高黄
曲霉毒素回收率，降低基质效应［48］，为在更复杂的中药基质的检测奠定基础，因此，寻找一些更为有效

的前处理方法，特异性亲和力更高的配体，新型标记纳米颗粒在侧流免疫层析技术应用于更多复杂基质

的中药中有很深远的意义，将成为今后研究的重点。
( 3) 寻找抗原替代品，实现“绿色化”检测 真菌毒素为小分子化合物，侧流免疫层析检测法需要

将其偶联大分子蛋白( 如牛血清白蛋白) 作为竞争抗原，此类竞争抗原有毒害、获取困难、价格昂贵等问
题［78］。近来，噬菌体展示技术来产生模拟表位肽取代抗原，既降低了制备成本，又提升了抗体效能，真
正实现无毒无害检测。Lai等［79］将 OTA 模拟表位肽用于胶体金免疫层析试纸条，该试纸条检出限为
10 ng /mL。为其它毒素无毒检测开辟了道路。Wang 等［80］筛选出噬菌体展示纳米抗体 Phage2-5，将其
用作黄曲霉毒素的替代抗原，用 ELISA 方法证明该抗体具有良好的模拟黄曲霉毒素抗原的生物活性，
有望用于侧流免疫层析中黄曲霉毒素的替代品，实现黄曲霉毒素绿色免疫分析。
( 4) 基于适配体层析技术的检测 侧流免疫层析法在真菌毒素检测中应用主要是抗原抗体法即免

疫学方法，但这种方法需要制备特异性抗体，而抗体制备成本较高，时间长; 抗体本身具有不稳定性; 无

法分离交叉反应的物质，受免疫源性等的限制，相比抗体，适配体易于合成和修饰，制备时间短，费用低;

较稳定，由温度引起的变性是可逆的; 没有明显的免疫源性; 可以分离结构相似的或交叉反应的物

质［8 1］。Shim等［46］建立了基于适配体的简便、快速检测黄曲霉毒素的方法。样品中 AFB1 和吲哚二羧

菁染料分子( cy5) 标记的 DNA探针竞争结合生物素修饰的适配子，链霉亲和素和 anti-cy5 的抗体分别
固定在试纸条的膜上作为检测线和质控线，随后将该试纸条插入到含待测物溶液、适配体和 DNA 探针
的混合液中，存在待测物的样品，待测物首先结合适配体上。而有 cy5 染料分子标记的探针结合在残留
位点的适配体上，经 ChemiDocTM MP System荧光系统检测荧光强度，该试纸条的检出限为 0． 1 ng /mL，
检测时间只需 30 min。
( 5) 实现半定量和定量检测 不同的纳米材料在检测真菌毒素中有不同的优缺点，磁珠、荧光素标

记物的试纸条在进行定性或定量分析中，需要复杂、大型、或单一的仪器设备，难以满足基层单位对真菌
毒素现场快速检测。目前，胶体金免疫层析试纸条可直接通过肉眼观察检测条带颜色深浅对检测结果
进行判定，在真菌毒素检测中应用最为广泛，但较多试纸条只能定性或半定量，而新型微型化、便携化、
自动化定量检测仪器研究成为免疫层析检测领域发展的新趋势。
总之，随着纳米技术、单克隆抗体及其它分子生物学技术的融合，侧流免疫层析技术将会在真菌毒

素的检测方面显示其巨大的优越性，也将在更为广阔的领域得到发展和应用。
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Application of Nanoparticle Probe-based Lateral Flow
Immunochromatography Technology in Mycotoxins Detection
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Abstract Mycotoxins，the secondary metabolites of fungi，are generally recognized as potent carcinogens and
teratogens with great harm to human health． Under the trend of ‘batch testing’， lateral flow
immunochromatography ( LFIC ) technique has been widely used for the detection of mycotoxins in foods，
feeds，and agricultural products because of its simplicity，low cost and rapidness． In this paper，the current
research progress of LFIC is reviewed． The recent application advances of LFIC with various nanomaterial
labeled in the detection of mycotoxins are overviewed and prospected． This review will provide useful
references for the future development and application of LFIC for mycotoxin detection．
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