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摘 要：本文建立了两种基于银增强纳米金标记探针的高灵敏度免疫分析方法。方法一是用黄曲

霉毒素B。(AFBt)抗体与金标抗原、待测抗原进行竞争免疫反应，然后加入银增强溶液，以金为核

沉积生长银，通过检测光密度来确定待测物中AFB，的含量，该方法的检出限可达到O．01 ng／mL。

方法二是在前一种方法的基础上，将银化学溶出，通过化学发光法检测沉积的银量来确定待测物

中AFB。的含量，该方法的检出限可达到O．002 ng／mL。
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Abstract：The rapid，sensitiVe measurement of Aflatoxin B1 is of great importance in food safty

detection． 1n the present work，two methods for the competitive heterogeneous immunoassay of

aflatoxin Bl(AFBl)was developed． The first one is based on the competitively immune bind to

AFBl antibody between the tested antigen and nanogold—labeled antigen． A silver enhancement

process then was conducted to deposit silver around nanogold． Measuring the absorbance of s订ver

at 630 nm can identify the content of AFBl．The detection limit for the proposed method is O．01

ng／mL(30)．Based upon the first method，the deposited silver was then dissolved to form Ag+，

which was measured with a sensitive CL system． And the CL intensitv was found to be

proportional with the content of AFBl with a detection limit of O．002 ng／mL(3d)．

Key words：gold nanoparticle，chemiluminesent，silver enhancement，AFBl

黄曲霉毒素B，(AFB，)是黄曲霉菌和寄生曲霉

菌的二次代谢产物，有极强的毒性和致癌性，可引

发动物的肝癌、胃癌、肾癌等，是目前发现的最强的

化学致癌物质，还可以通过食物链在生物体之间转
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移，造成威胁[1]。因此，建立准确、灵敏、快速的

AFB。检测技术对于食品安全具有重要意义。迄今

为止，已建立的AFB。检测方法主要包括薄层色谱

法、酶联免疫吸附法和HPLC法等[2]。这些方法各

有其优点，能不同程度的满足实践当中对AFBl检测

的需求。随着对涉及食品安全的危害因子(如AFBl)

的限量标准的降低，同时国际食品贸易壁垒的加剧都

要求能尽快发展出更灵敏、快速的检测方法。

纳米探针技术是近年来迅速发展的一项重要

纳米技术，已越来越受到人们的重视。由于纳米材

料所具有的发光效应、氧化还原效应、催化效应、抑

制效应、浓缩效应、微环境效应等，比传统标记更稳

定、使用寿命更长、可检测模式更多、更灵敏，在生

物分析应用中已显现出极大的优越性L3{]。但在食

品真菌毒素检测方面，纳米探针技术的应用只涉及

一些初级应用，充分利用纳米材料特殊的光电效

应、催化效应等实现对真菌毒素的准确灵敏快速检

测国内外报道还很少。

化学发光法具有灵敏度高、线性范围宽、仪器

设备简单、无背景光干扰等优点，近年来在生物分

析领域得到了广泛的应用[6]。将高灵敏化学发光

检测技术与特异性的免疫亲和反应结合，发展起来

的化学发光免疫分析技术也越来越收到人们的重

视‘7。。

基于纳米金标记AFB1，结合纳米金银增强、光

密度检测／溶出化学发光检测技术，初步建立了两

种AFB。新型超灵敏检测体系。首先，采用纳米金

标记AFB。酶标抗原，通过抗黄曲霉毒素B。抗体与

金标抗原、待测抗原的竞争免疫反应，结合纳米金

粒子的银增强信号放大技术，通过光密度检测来定

量AFB，；其次，在吸光度检测方法的基础上，建立

了金标银增强一溶出化学发光检测体系，进一步将银

化学溶出，采用溶出化学发光检测技术，通过二次

信号放大，实现了AFB。的超灵敏化学发光检测。

l 材料与方法

1．1 仪器

采用Multiskan MK3酶标仪：美国Thermo公

司产品：采用MPI—B型多参数化学发光分析系统：

西安瑞迈分析仪器有限公司生产；DF一101S型集热

式磁力加热搅拌器：河南巩义市予华仪器厂生产；

TU一1900紫外可见光分光光度计：北京普析通用仪

器有限责任公司生产；TecnaiG220透射电镜

(TEM)美国FEI公司生产；LH586—2型恒温水槽：

上海精科实业有限公司产品。5804R高速离心机：

上海泰亚赛福科技发展有限公司产品。96微孔板

为BBI公司(加拿大)产品。

1．2试剂

黄曲霉毒素B，酶联免疫定量试剂盒购于无锡

省微生物研究所有限责任公司，试剂盒由包被抗体

反应板(48孔)；A试剂：样品稀释液(1瓶)，；B试

剂：AFB．标准溶液[1套(o、o．1、o．25、o．5、1、2 ng／

mL)]；C试剂：酶标抗原(2／1／1瓶)；D试剂：酶标

抗原稀释液(1瓶)；E试剂：浓缩洗涤液(1瓶)；F

试剂：显色底物液a(1瓶)；G试剂：显色底物液b

(1瓶)；H试剂：终止液(1瓶)；反应板框架(1块)

组成。

柠檬酸，柠檬酸钠，氢醌，，硝酸银(AgNO。)，浓

硝酸，磷酸，硫酸锰，过硫酸钾，二水乙二胺四乙酸

二钠等均购于中国医药上海化学试剂公司，氯金酸

(HAuCl。)购于上海久岳化工有限责任公司，鲁米

诺购于Merck公司(德国)，牛血清蛋白(BSA)购于

北京鼎国生物工程有限公司，超纯水购于无锡华润

华晶微电子有限公司。试验所用试剂均为分析纯。

1．3实验方法

采用纳米金标记AFB，酶标抗原，使其与AFB。

标准抗原直接竞争同固定化抗体发生免疫反应，进

而银增强进行吸光度检测，或银增强后将银化学溶

出，在一定的化学发光体系中检测其化学发光强

度，具体实验原理如图1所示。

微孔板 AFB，抗体 AFB．抗原 金标AFB。抗原

围l AFB．化学发光免疫检测示意图

Fig．1 Schematic repre辩ntation of the CL immunoa稻ay

OfAFB。

1．3．1 纳米金的制备 按照Nie[8]所述方法制备

纳米金，并对其通过紫外一可见吸收光谱以及TEM

进行表征。

1．3．2 纳米金标记AFB。酶标抗原复合物制备

参考Mirkin[9’，Fan[103等方法原理，用金纳米粒子

标记AFB，酶标抗原，具体是：取1mL纳米金于离
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心管中，加1．5 mL溶于o．01 mol／L磷酸缓冲液

(PBS)中的酶标抗原于其中，充分混合。室温下放置

1 h，12 oOO g离心45 111in，除去上清液后，加入1．5

mL 1％BSA，重悬沉淀物，置冰箱4℃保存备用。

1．3．3金标抗原直接竞争免疫反应过程 试验前

需将试剂盒于室温中放置15 min以上，平衡至室

温，待用；用o．01 mol／L PBS将AFB】标准溶液稀

释出O．05、O．025、0．01、0．005、O．002 5、O．001

ng／mI。系列浓度待用；取3 mL E试剂用蒸馏水稀

释20倍至60 mL待用。

具体试验过程为：截取13孔已包被好AFB，抗

体的酶标板孔放置反应板框架上，设定1号孔为仪

器调零孔，2～13号孔为免疫反应测定孔。每孔用

250弘L洗涤液洗涤，放置1 min后，甩掉洗涤液，在

吸水板上拍干，重复洗板一次。1号孔加入50灶L

A试剂和50肚L D试剂，2～13号孔分别加入系列

的B试剂和纳米金标记的黄曲霉毒素B1抗原溶液

各50 pL。轻轻振摇，使各孑L中的反应物混匀。将反

应板放入37℃恒温培养箱中孵育30 Inin。取出反应

板，用力甩掉反应液，拍干。每孑L加入250“L洗涤

液，放置2 min，甩掉洗涤液，在吸水纸上拍干，重复洗

涤4次，备用。

1．3．4 银增强及吸光度值的检测 按参考文献

[11]方法并稍加改动。取银增强液(o．85 g氢醌溶

于15 mL超纯水中；1．175 g柠檬酸三钠／1．275 g

柠檬酸溶于5 mL超纯水中；O．5 g硝酸银溶于2

mL超纯水中，溶液均需新鲜配制，确保无结晶体析

出且无色，氢醌和柠檬酸混合液应在银增强前30

rnjn左右保持37℃温育)迅速混匀立即加入各酶标

板孔内，每孔100肚L，置于温箱里反应，反应一定时

间后，置入超纯水中，终止反应。然后将银增强后的

微孔板放人酶标仪中，在630 nm处检测其吸光度值。

银增强反应在暗处避光进行，以减少银自身成

核反应，增强特异性。

1．3．5化学发光检测条件优化 银增强后，将银

进一步化学溶出做化学发光检测。溶出的银离子

催化MnSO。一K2 S：0。一H。PO。体系生成K：Mn2 0。，

进而氧化luminol化学发光，通过Ag+浓度与化学

发光信号之间良好的线性关系完成对目标物质的

检测。在银的化学溶出体系中，如果不加MnSO。．

KzSz0。一H。PO。，重复这个试验则观察不到发光增

强信号，可见银在HNO。溶液中溶解后做化学发光

受到MnS04、K2S208、H。P04、luminol的浓度等因

素的影响[1 21。

1)K：S：O。质量浓度的优化

100 pL 1 nmol／L的AgN03溶解于200 pL硫

代硫酸钾，40 pL MnSO；，36肛L HPO。的混合溶液

中，加入60弘L 5 mol／LNaOH。90℃水浴锅中保

温7 min，流动的冷水终止反应。然后将其稀释至

一定浓度，吸取100弘L稀释液加入100肛L 1肛m01／

L的luminol(溶解于1 mol／L Na0H)中测化学发

光强度。其中K2S2081．o、1．5、2．o、2．5、3．o g／dL，

MnS04 6．0×10。3mol／L，HP031：1(V／V)，试验中

将银离子用超纯水取代作为对照，结果以相对化学

发光强度值表示。

2)MnSO。浓度的优化

100弘L 1 nmol／L的AgN03溶解于200肛L硫

代硫酸钾，40弘L MnSo。，36肛L HP03的混合溶液

中，加入60肛L 5 mol／LNaOH。90℃水浴锅中保

温7 min，流动的冷水终止反应。然后将其稀释至

一定浓度，吸取100弘L稀释液加入100肛L 1 pmol／

L的luminol(溶解于1 mol／L Na0H)中测化学发

光强度。其中MnSO。6．O×10～、20．O×10一、

10．O×10一、6．0×10一、1．O×10≈m01／L、K2 S2 08

2．0％，HPO。1；1(V／V)，试验中将银离子用超纯

水取代作为对照，结果以相对化学发光强度值表

示。

3)HPo。浓度的优化

100 pL 1 nmol／L的AgN03溶解于200 pL硫

代硫酸钾，40弘L MnSO。，36肛L HPO。的混合溶液

中，加入60且L 5 mol／LNaOH。90℃水浴锅中保

温7 min，流动的冷水终止反应。然后将其稀释至

一定浓度，吸取100弘L稀释液加入100弘L 1弘mol／

L的lumin01(溶解于1 mol／L Na0H)中测化学发

光强度。其中MnS04 6．O×10q mol／L，K2 S2 08

2．0％，HPO。1．75：1(V／V)，1．50：1(V／V)，1．25

：1(V／V)，1：1(V／V)，O．5：1(V／V)，试验中将银

离子用超纯水取代作为对照，结果以相对化学发光

强度值表示。

4)luminol浓度的优化

配制1×10～、5 x 10一、1 x 10一、5×10～、1×10。

mol／L系列浓度鲁米诺，在上述优化出的实验条件

下，分别取不同浓度的鲁米诺溶液200弘L加入到

化学发光石英管中，迅速注入反应液，测定化学发

光强度。每个浓度平行地测定3次。

1．3．6 银的化学溶出与化学发光检测 用1：3

(V／V)HNo。来溶解银增强后各酶标板孔内的银

(100“L／孑L)，溶解所得的银离子溶液中均加入60

uL 5 mol／L的NaOH来调节其酸度。然后该溶液

转移至含有200肛L 2 g／dL K2S208，40 pL 6×10‘3
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mol／L MnSOa和36肛L 1：1(V／V)H。PO。的离心

管中，混合均匀后马上放入90℃水浴中加热7

min。流水冷却中止该催化反应并用5 mol／L

Na0H调节溶液的pH值至lO。取该溶液50ⅡL

转移至石英发光管中，然后注射入200“L luminol

(1弘mol／L，pH 13．5)同时在发光分析仪上记录发

光信号。该实验中银离子的化学发光强度和金标

抗原的浓度成正比(与样品中AFB，的含量成反

比)，可以得出化学发光信号和待测AFB。的关系。

1．3．7 酶联免疫吸附对照实验 按照《食品中黄

曲霉毒素B1的测定方法》(GB／T 5009．22—1996)

第二法中食用油测定的样品制备方法略加改动，

即：用小烧杯称取4．0 g食用花生油样品6份，分别

添加不同浓度的AFBl标准物质，用20．O mL石油

醚将样品移于125 mL分液漏斗中，用20．O mL甲

醇一水(55+45)溶液分次洗烧杯，溶液一并移人分液

漏斗中，振摇2 min。静置分层后，放出下层甲醇一水

溶液于75 mL蒸发皿中，再用5．0 mL甲醇水溶液

重复振摇提取一次，提取液一并加入蒸发皿中，65

℃水浴通风挥干。用2．0 mL体积分数20％甲醇一

磷酸缓冲液分3次(0．8、O．7、O．5 mL)溶解并彻底

冲洗蒸发皿中凝结物，移至小试管，加盖振荡后静

置待测。

2结果与分析

2．1 纳米金的表征

纳米金[1 3J(nanogold)是指金微小颗粒，其直径

为1～100 nm，一般为分散在水中的水溶胶，故又称

胶体金。由于其相容性(可以和大分子物质核酸、

蛋白质很好的结合)好，无毒副作用，性质稳定而被

广泛使用。图2为按照实验方法制备的纳米金颗

粒的紫外一可见吸收光谱，其最大吸收波长为

520nm，根据彭剑淳[143等的计算方法可得其粒径约

为12．5 nm。图3茵勺TEM照片也证实了这一点，

综合诸多文献Ⅲ_163报道，12 nm左右的纳米金适合

做蛋白标记物，因此，后续研究采用所制备纳米金

标记酶标AFB。。

2．2银增强及吸光度值的检测

通过黄曲霉毒素B。抗体与金标抗原、待测抗原

的竞争免疫反应以及银增强反应相结合来检测

AFB。。待测抗原的浓度越大，通过免疫反应结合的

金标记抗原就越少，纳米金上沉积的银就越少，颜

色(灰度)也越浅，所以用分光光度法测定该银增强

产物的吸光度，即可得出待测AFB。的量。

研究发现银增强过程中，随着时间的推移，增

图2纳米金的紫外·可见吸收图谱

Fig．2 UV．Vis spectra of gold nanoparticl姻

图3所制备纳米金的TEM形貌

Fig．3 TEM image Of gOId nanoparticl嚣

强液的灰度会不断增加，尤其是通过免疫吸附锚定

于酶标板上的纳米金颗粒可显著加速银颗粒的聚

集，即纳米金银增强信号的吸光度值变化是剂量时

间依赖性的(见图4)。在一定的时间控制下，银增

强的灰度值变化与免疫反应体系中固定于酶标孔

内的纳米金颗粒的量呈正相关。通过一系列实验

优化，选择出最合适的时间点120 s终止银增强反

应，得出银增强吸光度值与O．01～o．25 ng／mL浓

度范围内的AFB，呈良好的线性关系(见图5)，检测

下限为O．01ng／mL，较所购试剂盒的灵敏度提高了

1个数量级。

2．5

2．O

1．5

1．0

O．5

0
O 50 lOO 150

时间，s

图4不同浓度AFB-的银染时间与吸光度值的关系曲线

F唔4 11|峙tjfne-absorb锄∞nIatio璐hip 0f v州。惦∞n∞n—

t憎tjo舾0f AFBJ with s订Ver stainiI-g e岫腿nt
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AFB．质量浓度／(ng／mL)

图5 AFB一浓度与吸光度值之间的关系曲线

Fig．5 Correlation between the absorbance valu签of siI-

ver enhancement and concentrations 0f AFBl

纳米金标记银增强方法不仅发挥了纳米金标

记优势，更利用了银增强技术将信号有效放大。但

值得注意的是，银增强过程中银原子的自身聚合所

引起的一定背景值会干扰纳米金催化的银增强效

应的观察，只有在信号扩增曲线的指数期内才可以

获得吸光度值与AFB。浓度之间良好的梯度关系。

若银增强反应时间过长(超过4 min)，则增强强度

均到达平台期，不能区分浓度梯度关系。因此，银

增强时间控制在时间一吸光度值曲线指数相内，多次

实验优化后选择120s。

2．3银的化学溶解

由于纳米金银增强一吸光度检测方法是用酶标

仪检测吸光度做定量检测的，吸光度法固有的灵敏

度限制了其发展，而化学发光检测的灵敏度可比吸

光度法高出2～3个数量级口引，所以我们在此基础

上，将银增强后的银化学溶出做化学发光检测，进一

步将检测信号放大以更大程度地提高检测灵敏度。

该化学发光检测方法是建立在对银离子的定

量检测的基础上的口7|，所以本文采用体积比l：3

HNO。来溶解银。试验中将以超纯水取代化学溶出

的银离子溶液做空白对照，结果用溶银测出的化学

发光值与空白对照化学发光值差值即相对化学发

光值表示。从图6可以看出，银在体积比1：3

HN0。中易于溶解，10 min即可溶解完全，为保证其

完全溶解，本实验中溶解时间都采用15 min。

2．4化学发光检测条件优化

银离子的定量测定是基于Ag十一K：S。0。一Mn2．一

H。Po。一lumin01偶合化学发光体系，本问系统研究

了该体系各种因素对发光结果的影响。首先研究

了Mn2-，K。S：O。和H。Po。三者浓度的影响。参照

文献u
2

3固定每种试剂用量，同时固定两种试剂浓度

去改变另外一种试剂的浓度，测其对发光信号的影

响。在选定40肛L 6×10。3mol／L MnS0。，36肛L体

5 10 15 20 25 30 35 40

时间／min

图6银溶解时间的影响

Fjg．6 Effect 0f the dissOIVing time of silVer

积比l：1 H3 P04和1址m01／L 1uminol(pH 13．5)

的条件下，考察了过硫酸钾质量浓度对化学发光强

度的影响。结果表明(见图7)：相对化学发光强度

随过硫酸钾质量浓度的增加而增强，但是，当过硫

酸钾的含量达到2％g／dL时，样品的化学发光强度

增加变缓慢，趋于平滑。所以，选择2 g／dL K：S：0。

用于后续实验。在选定200”L 2 g／dL K：S：O。，36

“L 1：1(mL。mL)H 3 Po^和1“mol／L luminol

(pH 13．5)的条件下，考察了硫酸锰浓度对化学发

光强度的影响，结果表明(见图8)：当MnS0。的浓

度为6×10。3mol／L时，样品的相对化学发光强度达

到最大，所以，选40”L 6×10。3moJ／L MnS0。用于

后续实验。图9显示的是磷酸与水混合体积比对

化学发光强度的影响。选定实验条件为200“L 2 g／

dL K2S2()8，40弘L 6×10≈mol／L MnS()4和1 pmol／L

lurninol(pHl3．5)，研究发现当磷酸与水的混合体积

比为1：1时，相对化学发光强度达到最大，所以，实

验选用36“L 1：1(V／V)H。PQ。最后确定Ag+一K：

S2 08一Mn2+一H。Po。反应的最佳浓度为：2 g／dL K：Sz

()8，6×10。mol／L MnS()4和1：1(V／V)H3P()4。

瑙
瞩
呆
辎
靛
罂

O O．5 1．0 1．5 2．0 2．5 3．0

K：S：O。／(g／dL)

图7 K：s：0。质量浓度与相对化学发光强度的关系曲

线

Fig．7 RelatiVe CL intensity Vers峪the concentratjo璐of

K2 s2 o。

本化学发光体系是由催化反应Ag+一K：S：O。一

Mn2+一H3Po。的产物KMnO一对碱性的luminol的氧

O

O

O

O
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化作用启动的，显然，luminol溶液的浓度是很重要

的影响因素。在上述最佳优化条件下，研究了lu—

minol溶液浓度对相对化学发光的影响。随着lu—

minol溶液浓度的增大，相对化学发光强度增大，继

而平稳，然后又逐渐减小，当浓度在1“mol／L时，

相对化学发光强度达到最大(见图10)，所以我们选

择1且m01／L为luminol溶液的最佳反应浓度。

世
想
暮
划
靛
罂

图8 MnS0。浓度与相对化学发光强度的关系曲线

Fig．8 Relative CL inte眦ity vers邺the∞ncentratio砸of

MIls0‘

魁
魑
巢
划
霞
罂

图9％P04体积分数与相对化学发光强度的关系曲线

Fjg．9 Relative CL inte吣ity vers吣the c仰centratio砸of

H3P04

世
嘿
累
划
霞
罂

图10 Luminol浓度与相对化学发光强度的关系曲线

Fig．10 Relative CL jnte璐ity vers岫the∞ncentratio吣

of luminol

2．5 分析性能

在选定的最佳条件下，考察了不同浓度AFB。

的化学发光响应曲线。研究发现(见图11所示)，

相对化学发光强度与AFBl质量浓度在0．002～

o．300 ng／mL范围内呈良好的线性关系，检出下限

为o．002 ng／mL，较所购试剂盒的灵敏度提高了约

两个数量级。7次重复测量0．01 ng／mL AFB，来评

价该方法的精密度，相对标准偏差为3．8％。可见

所建立方法具有很高的灵敏度且精密度良好，是一

种较为理想的AFB．超灵敏分析方法。

瑙
积
累
划
智
罂

图ll AFBl浓度与相对化学发光强度的关系曲线

Fig．1 1 Calibration curve between the I．eIatiVe CL

intensity and concentrations of AFBl

2．6 分析应用

为了评价本文所建立方法的可靠性，我们将

AFB。实际样品用本文建立的化学发光法与酶联免

疫法同时测定，并绘制AFB。的标准曲线。根据

AFB。标准曲线，得出样品中AFB。的浓度，与用酶

联免疫法得出的结果进行比较，其结果如图12所

示，二者的检测结果具有良好的相关性(户<

O．001)，表明本文建立的方法可靠，可用于实际样

品的测定。

3

图12本文化学发光法与酶联免疫法ELIsA在AFB。

检测中的结果相关性

Fig．12 Correlation of CL with ELISA data for analysis

ofAFBJ

3 结 语

本研究以纳米金标记AFB1为探针，采用银增

强技术进行信号放大处理，通过检测纳米金表面沉
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积的银的量对AFB，进行间接定量检测，建立了吸

光度法与溶出化学发光两个检测体系，其中吸光度

法检测体系的灵敏度较所购试剂盒约提高了一个

数量级，而溶出化学发光检测体系又在其基础上提

高了一个数量级，实现了AFB1的超灵敏分析。该
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