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摘要(制备软骨藻酸!C*" 胶体金免疫层析快速检测试纸条&建立一种快速检测贝类食品中软骨藻酸含量的检测方法J采用柠

檬酸三钠还原氯金酸法制备颗粒直径 /1 ;U的胶体金’电镜鉴定后&确定胶体金标记软骨藻酸单克隆抗体的最佳条件并制备

金标抗体’金标抗体喷涂在玻璃纤维垫上 制 成 胶 体 金 结 合 垫’软 骨 藻 酸 与 牛 血 清 蛋 白!D,*" 的 偶 联 物 构 成 的 包 被 抗 原!C*7

D,*"和羊抗鼠二抗分别包被在硝酸纤维素膜!#-膜"上 构 成 检 测 线 和 控 制 线’组 装 成 胶 体 金 免 疫 层 析 试 纸 条 并 进 行 灵 敏 度

测试J结果显示&胶体金试纸条检测灵敏度为 /1 ;L<U+&检测过程可在 23 UN; 内完成J该方法灵敏度高#简单快速&无需特殊仪

器设备&适用于广大基层单位的现场和批量检测&有着良好的商业开发应用前景J
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!!记忆缺失性贝毒!*,?"是有毒赤潮硅藻分泌产

生的毒素&其 主 要 活 性 成 分 软 骨 藻 酸! BGUGNRKRNB&
C*"是一种氨基酸类毒素J海洋贝类通过食 物 链 的

传递作用可 在 体 内 累 积 C*&有 毒 藻 类 也 可 以 直 接

释放 C*到海水中&人和海洋哺乳动物中毒之后&会

干扰中 枢 神 经 系 统&发 生 暂 时 性 失 去 记 忆 甚 至 死

亡 )2 T5*J虽然目前在我国贝类 食 品 中 还 未 检 测 出 软

骨藻酸&但由于水污染的不断加剧&近年来赤潮频繁

发生&极有可能伴随软骨藻酸的污染J所以在我国开

展记忆缺失性贝毒快速检测技术研究具有特殊的意

义&这既关系到消费者的健康安全又关系到我国贝

类养殖业的发展J目前应用广泛#方法完善的检测分

析软骨藻酸的方法仍然 为 高 效 液 相 色 谱 法 )3 T4* &但

由于其操作繁琐&设备昂贵&测定时间较长&使其推

广普及受到一定的限制J免疫化学方法是利用抗体

对抗原的特异性结合建立的分析方法&具有灵敏度

高&特异性强&仪器设备简单易操作#样品前处理相

对简单等优点&适用于一定条件下的现场监测和大

量 样 本 快 速 筛 查& 在 药 物 残 留 检 测 )0&6* # 赤 潮 毒

素 )21 T2/* 分析等领域受到极大的重视&国内已有关于

软骨藻酸 "+%,*检测方法的报道 )22&2.*J本课题组前

期也已经成功 制 备 软 骨 藻 酸 单 克 隆 抗 体 )25* 并 研 究

出应用酶联免疫检测技术!"+%,*"检测软骨藻酸的

方法 )23*J该技术检测全过程需要 / T5 H&可一次检

测多个样品&但 由 于 "+%,*是 一 种 很 敏 感 的 技 术&
分析结果变异性大&检测需要酶标仪等仪器&需要有

经验的操作人员&实现真正的现场操作有困难J胶体
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金免疫层析法是 /1 世纪 01 年代初期发展起来的以

胶体金为标记物应用于抗原抗体的一种新型#简便#
快速的检测技术&检测时间可缩短到 . T23 UN;&不

需要操作仪器&更加适用于现场检测J近年来该方法

发展迅速&目前国内外已有应用胶体金技术检测海

水或海产品中甲藻毒素 )29* #河豚毒素 )24* #麻痹性贝

毒 )20* #腹泻性贝毒 )26* 等方面的报道&但鲜见应用胶

体金技术检测记忆缺失性贝毒软骨藻酸的报道J
为了建立一种快速检测贝类食品中软骨藻酸的

检测方 法&本 研 究 在 前 期 制 备 软 骨 藻 酸 单 克 隆 抗

体 )25* 的基础上&利 用 胶 体 金 技 术 标 记 抗 体&通 过 竞

争免疫反应&研制出快速检测软骨藻酸的胶体金免

疫层析试纸条&以期为我国记忆缺失性贝毒监测提

供快速分析方法J

@A材料与方法

@F@!试剂

软骨藻酸!C*"&氯金酸 !8*I-=5-58/’"&牛血

清蛋白!D,*"为 ,NLUK公司产品&软骨藻酸单 克 隆

抗体和包 被 抗 原 !C*7D,*" 为 本 实 验 室 自 制&羊 抗

鼠免疫球蛋白!%L["购于北京博奥森生物技术有限

公司&硝酸纤维素膜!#-膜"为 (N==N\GP:公司产品&
其余膜材料为上海金标生物有限公司产品&其余试

剂均为国产分析纯J
@FG!主要仪器

紫外可见分光光度计!S#%-’7S$7/21/"& 速冷

冻离 心 机 ! ,NLUK.‘.1"&透 射 式 电 子 显 微 镜 !]"(7
/211&]K\K;"&隔水式恒温培养箱![#?76131"J
@FH!实验方法

@FHF@!胶体金的制备与鉴定

采用柠檬酸三钠还原法制备 /1 ;U胶体金&取

1M12e的氯金酸溶液 211 U+&放入经酸洗并硅化的

洁净锥形瓶中&搅拌状态下&加热至沸腾&一次性加

入 2e柠檬酸三钠 2 U+&继续搅拌加热 23 UN;&直至

溶液呈透亮的红色&室温冷却&5m保存备用J
@FHFG!胶体金标记抗体最佳条件的确定

最佳抗体标记量(用 1M12 UG=<+\84M5 的磷酸

盐缓冲液!?D,"对软骨藻酸单克隆抗体作系列梯度

稀释!2.M3 T2.3 "L<U+&以 及 1 "L<U+"&各 取 211
"+按顺序加入一些装有 2 U+胶体金的试管中&混

匀&放置 3 UN; 后&向上述各管中加入 211 "+21e
的 #K-=溶液J摇匀&静置 .1 UN;&. 311 P<UN;离心 .1
UN; 后测定上清液 3/1 ;U处的吸光度&从而确定最

佳抗体加入量J

最佳标记 \8值(取一系列试管分别加入 2 U+
胶体金 溶 液&用 1M2 UG=<+‘/-’. 调 节 \8值 ! \8
9M1 T6M1"&各管中加入单克隆抗体的最佳标记量&
3 UN; 后 分 别 加 入 1M2 U+21e#K-=&混 匀 静 置 .1
UN; 后&. 311 P<UN;离 心 .1 UN; 后 测 定 上 清 液 3/1
;U处的吸光度&从而确定胶体金最佳标记 \8值J
@FHFH!金标单抗的制备与纯化

在胶体金标记抗体最适稳定量的基础上再加入

/1e抗体即为稳定胶体金的实际抗体需要量&根据

用以标记的胶体金总量计算出所需抗体的总量J加

入适量 1M2 UG=<+‘/-’. 溶液调节胶体金溶液至最

适 \8’电磁搅拌下&将抗体溶液加入到胶体金溶液

中&继续搅拌 2 H’电磁搅拌下加入 21e的 D,*至终

浓度为 2e&以稳定胶体金颗粒的残留表位&再搅拌

.1 UN;& 5m条件下隔夜静置 2/ HJ
采用低温超速离心法纯化金标单抗&以除去其

中未标记的 抗 体#未 标 记 的 胶 体 金#未 标 记 的 D,*
以及标记过程中形成的各种聚合物J将金标抗体用

/ 111 P<UN;& 5m离 心 /1 UN;&弃 去 沉 淀’将 上 清 以

2. 111 P<UN;离心 91 UN;&弃去上清’将沉淀以原 体

积的 金 标 稀 释 液 ) 含 1M/e 聚 乙 二 醇 ! /1 111 "&
1M3e D,*& 1M1/e #K#. 的 1M12 UG=<+\84M5 的

?D, 溶液*溶解&重复离心 / T. 次&沉淀溶于原体积

2<21 的金标稀释液中&5m保存备用J
@FHFI!免疫层析检测试纸的制备与组装

将 #-膜裁成 5 UUq/M3 RU大小&取 2 "+羊

抗鼠 %L[!2 UL<U+"和 2"+包被抗原 C*7D,*!1M0
UL<U+"喷涂 在 #-膜 上&分 别 作 为 质 控 线 和 检 测

线&两线相隔 1M3 RU& .4m真空干燥 2 H’干燥后完

全浸泡于含 2e D,*的 \84M5 的 ?D, 溶液中&以封

闭 #-膜的残余吸附能力&封闭 / H’然后用 \84M5
的 1M12 UG=<+的 ?D, 溶 液 洗 涤 两 次&每 次 3 UN;&
.4m真空干燥后后备用J将标记好的抗体溶液2w5稀

释后按照 91 "+<RU/ 的量均匀涂布在 5 UUq3 UU
的玻璃纤维上& .4m真空干燥 2 H 后取出&作为金标

结合垫J裁 取 5 UUq. RU的 吸 水 纸 作 吸 收 垫J5
UUq/M0 RU的 玻 璃 纤 维 作 样 品 垫J将 以 上 各 部 分

首尾相连&粘贴在 5 UUq0 RU的 ?$-底板上&组装

结束后&与干燥剂一起装入铝箔袋&密封储存J如图

2 所示J
@FHFJ!检测方法

检测时&将软骨藻酸样品溶液滴加到样品垫上&
23 UN; 后观察结果J如果检测线和质控线均出现红

色条带&说明样品呈阴性’如果检测线没出现红色条

.65/
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图 @A胶体金免疫层析试纸条组装示意 )/1*

ENLJ2!*QQ:U@=̂NUKL:GOLG=B NUUI;GRHPGUKFGLPK\HNRF:QFQFPN\

带&只有质控线出现红色条带&说明样品呈阳性’如

果检测线和质控线均未出现红色条带&说明试纸条

无效J
@FHFK!试纸条灵敏度实验

用 1M12 UG=<+\84M5 的 ?D, 将 2 UL<U+的 C*
储存液分别稀释至 21 "L<U+# 2 "L<U+# 211 ;L<U+#
01 ;L<U+# 51 ;L<U+# /1 ;L<U+# 23 ;L<U+# 21
;L<U+和 3 ;L<U+6 个浓度梯度&并设 ?D, 空白对照J
用试纸条检测的标准方法检测&每个浓度重复 5 次&
根据实验结果判断试纸条的检测灵敏度J

图 GA胶体金质量鉴定

ENLJ/!C:F:PUN;KFNG; GORG==GNBK=LG=B

GA结果与讨论

GF@!胶体金质量鉴定

胶体金颗粒吸附抗体蛋白并显示检测结果&其

粒径大小是重要影响因素之一J在胶体金免疫层析

实验中&检测信号是由于金颗粒在检测线或者质控

线上聚集而成的&所以如果金颗粒太小就不能产生

足够的颜色信号&如果太大又会遇到空间位阻问题&
空间位阻可以阻止小分子蛋白质接近金颗粒的 Y:FK
电位&其结合蛋白后不稳定&不易保存&且不易通过

#-膜&导 致 检 测 灵 敏 度 下 降J临 床 使 用 较 多 的 是

/1 T51 ;U直径 的 胶 体 金&它 们 可 以 与 抗 体 及 大 多

数 抗 原 偶 联J由 于 软 骨 藻 酸 的 相 对 分 子 质 量 为

.22M2.5&属于 小 分 子 半 抗 原&所 以 应 该 选 用 /1 ;U
左右的胶体金颗粒来标记 )/2*J

肉眼观察制备的胶体金溶液外观呈深红色&色

泽鲜艳&晶莹 透 亮J从 胶 体 金 溶 液 在 波 长 511 T911
;U的紫外扫描图谱)图 /!K"*可以看出&最大吸收

峰波 长 为 3// ;U& 根 据 经 验 公 式 Ei1M409!A
313M3.!E( *UKa’ !( 粒径" )//* 得到胶体金颗粒直径

约为 /1 ;U&波峰较窄&说明粒径较统 一J经 透 射 电

镜扫描) 图 / ! @"* 显 示&胶 体 金 粒 径 比 较 均 一#分

散#基本无凝聚现象&经计算出得胶体金的平均粒径

为 26 ;U&与紫外扫描鉴定法得到的颗粒直径接近&
符合后续实验标记抗体要求J
GFG!胶体金标记抗体最佳条件的确定

抗体的用量是影响胶体金标记蛋白质质量好坏

的一个重要因素J由于软骨藻酸胶体金快速检测试

纸条是采用免疫学竞争原理设计的&因此标记的抗

体的量尤为 关 键&标 记 抗 体 量 过 多&灵 敏 度 就 会 降

低&达不到应用的价值’反之&标记抗体量过小&尽管

能提高灵敏度&但是会使阴性显色条带较淡&不易与

阳性做比较&容易造成假阳性结果J由图 .!K"可知&
当每 2 U+胶 体 金 溶 液 中 单 抗 添 加 量 等 于 或 大 于

0M2 "L<U+时&胶 体 金 抗 体 蛋 白 结 合 物 的 吸 光 度 值

不再发生较大的变化&趋于平稳&说明胶体金颗粒对

抗体蛋白的吸附基本达到饱和J稳定胶体金的最小

蛋白用量为每 2 U+胶体金溶液中添加 0M2 "L抗体

蛋白&在此基础上再增加 /1e即为待标记抗体的实

际用量 )/.*J最终 确 定 实 际 抗 体 用 量 为 每 2U+胶 体

金溶液中添加 6M4/ "L单克隆抗体J
胶体金 \8值是影响标记结果的另一个重要因

素J一般认为&在蛋白质的等电点略低或略高于等电

点!1M3 T2" 的 条 件 下&二 者 已 形 成 牢 固 的 复 合 物&

565/
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因此在标记之前一般使用 #K/-’. 或 8-=来调节胶

体金 的 \8值 略 大 于 抗 体 等 电 点 1M3 个 \8 单

位 )/.*J从不同 \8值下的蛋白质凝絮曲线的变化情

况)图 .!@"*可以看出&当胶体金溶液 \8值为 0M3

时&胶体金标记抗体得到的胶体金抗体蛋白结合物

的吸光度值较高&说明胶体金颗粒和抗体吸附较好&
由此确定胶体金标记软骨藻酸单克隆抗体时的 \8
值为 0M3J

图 HA胶体金标记抗体蛋白最佳条件的选择

ENLJ.!’\FNUIURG;BNFNG; B:F:PUN;KFNG; GOLG=B RG==GNB @N;BN;L\PGF:N;

GFH!金标抗体的质量鉴定

将羊抗 鼠 %L[点 于 #-膜 上&直 接 与 金 标 抗 体

作用&可见有明显的红色斑点!图 5"&说明软骨藻酸

单克隆抗体被成功标记到胶体金颗粒上&表明金标

抗体有活性&可以进行下一步实验J

图 IA金标抗体质量鉴定结果

ENLJ5!C:F:PUN;KFNG; GOLG=B7=K@:=:B K;FN@GB b̂IK=NF̂

GFI!免疫层析试纸条灵敏度实验

用免疫层析试纸条检测系列浓度的软骨藻酸标

准品&重复 5 次&通过肉眼观察检测线&结果见表 2J
C*浓度为 1 ;L<U+!阴性对照"时&检测线出现很深

的红色条带&随着 C*标准品浓度的增加&检测线的

颜色逐渐减弱&当 C*标准品浓度增至 /1 ;L<U+时&
检测 线 无 红 色 条 带&当 C*标 准 品 浓 度 继 续 增 至

21 111 ;L<U+时&检测线都无红色条带&而质控线均

出现红色条带J由此判断&该试纸条检测软骨藻酸的

检测灵敏度为 /1 ;L<U+J

表 @A软骨藻酸免疫层析试纸条灵敏度检测结果

)K@=:2!,:;QNFNXNF̂GOC*NUUI;GRHPGUKFGLPK\HNRF:QFQFPN\

C*标准品

<;L-U+g2
平行样

2 / . 5
1 g g g g
3 g g g g
21 g<A g<A g<A g<A
23 A<g A<g A<g A<g
/1 A A A A
51 A A A A
01 A A A A
211 A A A A
2 111 A A A A
21 111 A A A A

2" + A, # + g, 分别表示试纸条检测结果为阳性和阴性

HA结论

本研究利用柠檬酸三钠还原法制备出颗粒直径

/1 ;U的胶体金并标记抗软骨藻酸单克隆抗体&建

立了胶体金 免 疫 层 析 试 纸 条 技 术 快 速 检 测 软 骨 藻

酸&检 测 时 间 不 超 过 23 UN;& 检 测 灵 敏 度 达 /1
;L<U+!对于贝类食品相当于 0 "L<L贝肉"&可以满

足国际 规 定 的 /1 "L<L的 安 全 限 值J软 骨 藻 酸 胶 体

金免疫层析快速检测法的建立&为贝类食品中记忆

缺失性贝毒快速检测胶体金试纸条的开发奠定了基

础&为海产品安全监测提供了重要的工具J
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