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摘摇 要:建立一种胶体金快速免疫层析检测贝类体内腹泻性贝毒主要成分软海绵酸及其衍生物鳍藻毒素

的方法。 合成偶联抗原 OA鄄OVA,将适当浓度的偶联抗原和 HRP 标记的羊抗鼠 IgG 分别包被在试纸条的

检测线和控制线上,胶体金标记的抗 OA 单克隆抗体包被金标垫,优化检测线的最佳包被浓度等条件以得

到最低检出限。 结果表明:该试纸条的检出限为 16 ng / mL(OA,DTX1&DTX2),检测时间为 10 min。 本研

究所建立的胶体金免疫层析检测贝类中大田软海绵酸及其衍生物鳍藻毒素的方法可以满足规定的 160
滋g / kg 贝肉的安全阈值,可以应用于实际贝类样品的腹泻性贝毒的半定量检测。
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Abstract:To establish a rapid detection method based on colloidal gold immune chromatography assay for detection
okadaic acid and its derivatives(Dinophysistoxins) in marine bivalves. Appropriate concentration of coupling antigen
OA鄄OVA and HRP marked goat anti mouse IgG were coated as the test line and control line respectively,colloidal gold
labeling anti鄄OA monoclonal antibody coated as the conjugate pad,method detection limit was improved by optimize
the coating concentration. The results showed that the detection of limit of the strip was 16 ng / mL ( OA,
DTX1&DTX2),detection time was 10min. The established methods in present study for detection of okadaic acid and
its derivatives can fufill the general regulation that OA in shellfish must be inferior to the safe threshold (160 滋g /
kg),and this method can be used to semi鄄quantitative assessment of the shellfish samples that contaminated diarrhetic
shellfish poisoning.
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摇 摇 软海绵酸(okadaic acid,OA)及其衍生物鳍藻

毒素( dinophysistoxin,DTX1&DTX2) 是腹泻性贝

类毒素(diarrhetic shellfish poisoning,DSP)的主要

组成成分,它们是一类由有毒海洋微藻产生的脂

溶性聚醚类藻毒素(图 1),这些产毒藻主要包括

原甲藻属(Prorocentrum spp. )及鳍藻属(Dinophys鄄
is spp. )的一些种类[1鄄3] 。 贝类在滤食了这些有毒

藻后会通过食物链传递给消费者,人们误食被污

染的贝类后会出现一些肠道类症状,如恶心、呕
吐、腹泻等[4鄄5]。 症状通常会在 3 d 消失,然而,有
研究发现软海绵酸及其衍生物是多种细胞的凋亡

诱导剂和潜在肿瘤促进剂,除此之外还有报道表

明 OA 具有基因毒性[6鄄11]。 虽然至今还没有急性

中毒死亡事件的报道,但其潜在的威胁已经引起

了广泛的关注。 因此,为了保障食品安全和贝类

养殖经济的可持续发展,研制开发检测贝类中 OA
及其衍生物的快速分析方法很有必要。 腹泻性贝

类毒素中的常规检测方法是小鼠生物法(mouse
biology assay,MBA),该方法可以检测出样品的总

毒性,但误差大、重复性较差,并且因使用大量实

验动物备受争议[12鄄14]。 高效液相鄄质谱串联法

( high performance liquid chromatography鄄mass
spectrometry,HPLC鄄MS)能够精确的分析各种毒

素的化学结构,精密准确,但该方法样品的前处理

过程复杂,检测成本高,技术要求严格,不易满足

大批量样品的检测分析需要[4,15鄄16]。

图 1摇 OA 及其衍生物的化学结构

Fig. 1 Chemical structure of OA and its derivatives

胶体金快速免疫层析法( clloidal gold immu鄄
nochromatography assay,CGIA)是出现在 20 世纪

80 年代初期的免疫分析方法[17鄄18],单克隆抗体技

术、金标记技术以及新型材料的发展,使这种快速

检测技术方法的灵敏度和特异性得到保障,并能

够实现批量的商业化检测产品生产。 相比酶联免

疫吸 附 法 ( enzyme鄄linked immunosorbent assay,
ELISA) [14,19鄄20],它不需要仪器设备,更快速、简
便,特别适合现场快速分析检测。

为了建立一种快速、灵敏的免疫层析方法用

于 OA 及其衍生物鳍藻毒素的检测,此文利用一

株本实验室已报道的、能分泌特异性抗 OA 单克

隆抗体的融合细胞株,制备纯化单抗,与胶体金结

合,通过优化实验条件,成功研制了能分析检测

OA、DTX1、DTX2 的金标试纸条,并能够实现商业

化批量生产。

1摇 材料与方法

1. 1摇 材料与试剂

腹泻性贝类毒素标准品 OA、DTX1 和 DTX2,
麻痹性贝类毒素标准品 STX、GTX2,3 和 C1&2,失
忆性贝类毒素标准品 DA 均购于加拿大国家海洋

研 究 所 ( National Research Council of Canada,
NRCC);神经贝类毒素标准品 PbTX2、PbTX3 购自

北京伊普瑞斯科技有限公司;HRP 标记羊抗鼠二

抗购于 Thermo Fisher 公司; 羟基琥珀酰亚胺

(NHS)、碳化二亚胺(EDC)、二甲亚砜(DMSO)、
卵清 蛋 白 ( OVA )、 牛 血 清 白 蛋 白 ( BSA )、
PEG20000、聚乙烯吡咯烷酮 ( PVP) 均购自美国

Sigma鄄Aldrich 公司;氯金酸 (HAuCl4 ) 购于美国

Amresco 公司。 组装试纸条所用耗材:PVC 板、硝
酸纤维素膜(NC 膜)、玻璃纤维素膜、聚酯膜、吸
水纸等均购于上海杰一生物技术有限公司,本研

究所用其它试剂均为分析纯。
1. 2摇 仪器与设备

Jasco V鄄550 紫外分光光度计,日本分光公

司;Biodot 点膜仪 XYZ3060,美国 Biodot 公司;鼓
风干燥箱 DHG鄄9240A,上海一恒科技有限公司;
高速冷冻离心机 3鄄18K,美国 Sigma 公司;Eppen鄄
dorf Biophotometer 分光光度计,德国 Eppendorf 公

司;Millipore 纯水仪,美国 Millipore 公司。
1. 3摇 方法

1. 3. 1摇 抗体和抗原的制备

本试验所用抗 OA 单克隆抗体为本实验室自

行研制[19],含单克隆抗体腹水经纯化,蛋白质浓

度利用 Eppendorf Biophotometer 分光光度计测定。
试验所用包被抗原 OA鄄OVA 按照下面方法

进行制备:取 0. 5 mg OA 标准品、0. 78 mg NHS、和
1. 25 mg EDC,加入 325 滋L DMSO 中,该混合物于

25益搅拌反应 90 min,反应结束后加入 7. 75 mg
OVA(事先溶于 625 滋L 0. 085 mol / L,pH = 8. 4 的

硼酸盐缓冲液中),继续于该条件下反应 10 h。
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用 0. 01 mol / L 的 PBS(pH = 7. 4)透析 3 d。 所制

备的 OA鄄OVA 保存于-20益备用。
1. 3. 2摇 胶体金的制备[21]

经硅烷化处理的烧杯中加入 100 mL 超纯水,
加入 1 mL 1% (w / v)的氯金酸溶液,持续搅拌煮

沸,迅速加入 1. 4 mL 新鲜配制的 1% (w / v)的柠

檬酸三钠溶液,继续煮沸 10 min,颜色变成酒红色

后,冷却至室温,测定其最大吸收波长。
1. 3. 3摇 金标抗体的制备与纯化

取 10 mL 上述胶体金溶液,加入 200 滋L 新鲜

配制的 1% (w / v)碳酸钾溶液,调整 pH 为 8. 4,然
后加入 40 滋L 纯化的 OA 单克隆抗体(1. 3. 1),轻
轻搅拌 20 min 后再加入 132 滋L 5% ( w / v)
PEG20000 溶液,继续搅拌 20 min,10000 rpm 高速

离心 30 min,去除没有结合的抗体和胶体金颗粒,
所得沉淀用 Tris 洗液重悬后再次离心,最后用

Tris 洗液重悬,调整其在 520 nm 处的吸光度值为

5 OD,备用。
1. 3. 4摇 样品垫和金标垫的处理

将玻璃纤维素膜(25 cm伊30 cm)浸入含有 0.
25% (w / v) PVP、0. 5% (w / v) BSA 和 1% (v / v)
Triton X鄄100 的硼酸盐缓冲液(0. 6 mol / L,pH= 8.
0)中 5 min,取出后置于洁净网架上,于 37益烘箱

烘干 3 h,取出后剪裁成条(1. 8 cm伊30 cm),室温

干燥保存。
将聚酯纤维素膜(25 cm伊30 cm)浸入到含有

0. 5% (w / v) PVA、1% (w / v) BSA 和 0. 2% ( v / v)
Tween鄄20 的 Tris 洗液(50 mmol / L,pH = 8. 0)中

2 h,沥干后于 37益烘干箱烘干过夜。 次日用裁纸

刀将其剪裁成 0. 7 cm伊30 cm 的长条。 将所制备

的金标抗体溶液滴加到处理过的聚酯膜条上,放
入 37益烘箱烘干 3 h 后备用。
1. 3. 5摇 NC 膜的选择与条件优化

选用 3 种厂家不同型号的 NC 膜进行试验,
分别为 Sartorius CN140、 Waterman AE99、Millipore
135。 首先将 NC 膜(2. 3 cm伊30 cm)贴于 PVC 塑

料板上,将不同稀释度的包被抗原 OA鄄OVA 和

HRP 标记羊抗鼠 IgG 二抗 (0. 5 mg / mL) 利用

Biodot XYZ 3060 胶体金点样系统喷涂其上,两条

线的间距为 0. 8 cm。 将贴有 NC 膜的 PVC 板于

37 益烘干箱烘干 3 h。 取出后将 1. 3. 4 中处理好

的样品垫、吸水纸和金标垫按照图 2 组装好,用切

条机切成条(5 mm)后组装成成品条,该步骤需要

在恒温恒湿间中操作(温度为 22益,湿度为 45%
~60% )。

注:(A:样品垫;B:金标垫;C:检测线;D:质控线;E:NC 膜;

F:吸水纸)

图 2摇 胶体金快速免疫层析试纸条结构

Fig. 2 structure diagram of colloidal gold enhanced im鄄
munochromatography strip

1. 3. 6摇 贝类样品的前处理及加标试验

称取 10 g 匀浆贝肉,加入 10 mL 50% ( v / v)
甲醇,混匀后超声破碎 15 min,4 益下 3000 rpm 离

心 10 min,取出上清定容至 10 mL,分析前过 0. 45
滋m 滤膜,向贝类提取液中添加系列浓度的 OA 及

DTX1、DTX2 标准溶液,用 Tris 缓冲盐稀释 10 倍,
使其终浓度分别为 0、8、12、16、20 ng / mL。
1. 3. 7摇 检测步骤

取 100 滋L 已稀释的待测样品溶液加入到样

品孔中,显色 10 min,在控制线处能够看到清晰可

见的条带,而检测线颜色的深浅取决于样品中 OA
及其衍生物的浓度,样品中 OA 的浓度越高,检测

线的颜色越浅。

2摇 结果与讨论

2. 1摇 抗原抗体的特性

经测定本试验所用的纯化后抗体的浓度为

1. 24 mg / mL,其 IC50为 2. 5 ng / mL(图 3)。 经偶联

所得包被抗原浓度为 7. 75 mg / mL。

图 3摇 抗 OA 单克隆抗体的抑制曲线

Fig. 3 Inhibition curve of anti鄄OA antibody
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2. 2摇 胶体金及金标抗体的性质

本试验所制备的胶体金溶液为酒红色,肉眼

观察清澈透明,无浑浊或漂浮物的产生,经紫外鉴

定最大吸收波长在 517 nm 处,均一的胶体金颗粒

为金标抗体探针的制备打下良好的基础,并且对

试纸条检测线产生可目测的强烈信号至关重要。
胶体金标记技术以胶体金作为示踪标志物或

显色剂,所以制备的胶体金的质量直接影响实验

的成败,胶体金颗粒的大小主要受加入还原剂的

量的影响,此外制备量的多少、容器的大小、洁净

程度、加热的时间等因素也有一定的影响,在制备

过程中不能忽视[22鄄24]。
2. 3摇 试纸条所用 NC 膜的优化

通过对 3 种不同厂家型号的 NC 膜进行试

验,对比其相同条件下的显色时间、检测线的信号

强度、最低检出限。 结果表明,3 种 NC 膜在 10
min 内均能在检测线处产生条带,但 Millipore135
和 waterman AE99 所产生的信号要略低于 Sartori鄄
us CN140,所以最后采用 Sartorius CN140 NC 膜。

为了有效利用包被抗原 OA鄄OVA,经过预试

验,我们进一步对检测线的包被浓度做了优化处

理,分别以 0. 8 mg / mL、0. 9 mg / mL、1. 0 mg / mL、
1. 1 mg / mL、1. 2 mg / mL 的 OA鄄OVA 包被检测线,
0. 5 mg / mL 的羊抗鼠 IgG 二抗包被质控线,用阴

性和不同加标浓度的贝类样品提取液进行检测。
结果如表 1 所示,检测线包被 OA鄄OVA 的浓

度为 0. 8 mg / mL 时,阳性检测结果可检测到 8
ng / mL 的贝类加标样品,但是阴性贝类样品显色

较弱。 在满足检出限的前提下为保证检测线显色

清晰,OA鄄OVA 包被浓度选择 1. 0 mg / mL。 此条

件下,样品经 10 倍稀释后最低可检测到 16 ng /
mL 的阳性样品,符合欧盟规定的贝类样品中 OA
含量 160 滋g / kg 的限量标准。

表 1摇 检测线包被浓度的优化

Tab. 1 optimization of coating concentration for test line

加标浓度

/ ng·mL-1

检测线浓度 / mg·mL-1

0. 8 0. 9 1. 0 1. 1 1. 2

0 + ++ ++ +++ +++

8 - + / - + / - + ++

12 - - + / - + / - +

16 - - - + / - + / -

20 - - - - -

注:“+冶表示检测线显色强度,“-冶表示检测线不显色

2. 4摇 样品前处理及加标试验

由于样品处理过程中所用的溶剂为甲醇溶

液,高浓度的甲醇对 NC 膜有一定的损害,其只能

耐受低于 10% 的甲醇。 我们在研究中做了甲醇

浓度对试纸条检出限的研究(数据未列出),综合

考虑样品的前处理方法和试纸条的检出限,故选

定 50% 的甲醇进行样品的提取,用 Tris 稀释 10
倍后的样品来进行检测,达到了很好的效果。

表 2摇 利用胶体金试纸条检测 OA 及其衍生物加标样品

Tab. 2 Using colloidal gold strip to test samples spiked with OA and its

derivatives

加标浓度 / ng·mL-1 OA DTX1 DTX2

0 ++ ++ ++

8 + + +

12 + / - + / - + / -

16 - - -

20 - - -

注:“+冶表示检测线显色强度,“-冶表示检测线不显色

2. 5摇 试纸条的稳定性与特异性

所制备的试纸条在室温条件下放置 2a 后,对
阴性样品及加标样品同时做检测,效果无明显差

异。 综上所述,本试纸条稳定性已达到保存要求。
在已确定检测线和质控线的最佳条件下,用

本实验室现有的腹泻性贝毒标准品 DTX1 和

DTX2,麻痹性贝毒标准品 STX、GTX2,3、C1&2,失
忆性贝毒标 准 品 DA 以 及 神 经 贝 毒 标 准 品

PbTX2、PbTX3 做特异性检测,结果显示所制备试

纸条与 DTX1 和 DTX2 有交叉,但与其他毒素均

无交叉反应,特异性较好。

3摇 结摇 论

本研究通过用胶体金标记抗 OA 单克隆抗

体,建立了 OA 及其衍生物 DTX1 和 DTX2 的胶体

金免疫层析块速检测技术方法,并研制成功快速

检测试纸条样条,可批量化商业生产。 该产品可

以用于海产贝类体内的腹泻性贝毒主要成分 OA
及其衍生物鳍藻毒素 DTX1、DTX2 的分析检测,
其检出限完全能满足贝类组织中腹泻性贝毒安全

阈值 160 mg / kg 的要求,为开展我国贝类毒素的

监管计划、保障海产品安全提供了快速检测产品。
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