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　 　 摘要:　 Ｂｔ Ｃｒｙ 毒素是转基因农产品及其产地环境安全监管的重要对象ꎮ 为实现转基因农产品的 Ｂｔ Ｃｒｙ 毒素

快速检测ꎬ本研究基于抗体的胶体金侧流免疫层析法ꎬ以前期制备获得的具备 Ｂｔ Ｃｒｙ 毒素广谱识别能力的单克隆

抗体为检测抗体ꎬ将其标记胶体金形成金标探针ꎻ同时分别以前期制备获得的具备 Ｂｔ Ｃｒｙ 毒素广谱识别能力的多

克隆抗体为检测线(Ｔ 线)上的捕获抗体、以商品化的羊抗鼠二抗为质控线(Ｃ 线)上的质控抗体ꎬ进而依托硝化纤

维膜等组件构建形成胶体金免疫层析检测试纸ꎬ并对其检测性能进行试验ꎮ 结果表明ꎬ本研究构建设计的胶体金

免疫层析检测试纸对 Ｃｒｙ１Ａｂ、Ｃｒｙ１Ａｃ、Ｃｒｙ１Ａｈ、Ｃｒｙ１Ｂ、Ｃｒｙ１Ｃ 和 Ｃｒｙ１Ｆ 的最低肉眼检测线分别为 ０􀆰 ５ μｇ / ｍＬ、０􀆰 １
μｇ / ｍＬ、０􀆰 ５ μｇ / ｍＬ、１􀆰 ０ μｇ / ｍＬ、０􀆰 ５ μｇ / ｍＬ和 ０􀆰 ５ μｇ / ｍＬꎬ说明本研究研发的检测试纸可用于 Ｂｔ Ｃｒｙ 毒素的广谱快

速检测ꎬ具有较高的应用价值ꎮ
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　 　 Ｂｔ Ｃｒｙ 毒素是苏云金芽孢杆菌(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｔｈｕｒｉｎｇ￣
ｉｅｎｓｉｓꎬ Ｂｔ)在生活史后期产孢过程中代谢分泌的一

类具有特异性毒杀昆虫活性的大分子晶体蛋白ꎬ其
主要以生物制剂或转基因抗虫作物的形式应用于常

见农林害虫(如棉铃虫、小菜蛾、褐天牛、山杨叶甲

等)以及卫生媒介蚊虫(如埃及伊蚊、白纹伊蚊、致
倦库蚊等)的绿色生物防治[１]ꎮ 根据中国农药信息

数据库( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｈｉｎａｐｅｓｔｉｃｉｄｅ. ｏｒｇ. ｃｎ / )最新统

计数据显示ꎬ截至 ２０２４ 年 １０ 月ꎬ中国登记的生物农

药中有效成分涉及 Ｂｔ 毒素的产品已经超过 ２５０ 种ꎻ
而在全球范围内ꎬ涉及 Ｂｔ Ｃｒｙ 毒素的转基因作物类

型涵盖水稻、小麦、玉米、土豆、高粱、大豆、油菜、木
瓜等主要作物ꎬ每年带动相关产业增值超过１.９×
１０１０美元[２]ꎮ 然而ꎬ随着 Ｂｔ Ｃｒｙ 毒素生物制剂及其

转基因抗虫作物长期广泛应用ꎬ不可避免地诱发小

菜蛾、棉铃虫、草地贪夜蛾、亚洲玉米螟等重要靶标

害虫的抗药性[３]ꎻ此外ꎬ越来越多的证据显示 Ｂｔ Ｃｒｙ
毒素对经济昆虫家蚕[４]、取食性有益昆虫瓢虫[５] 以

及模式生物秀丽隐杆线虫[６] 等非靶标生物具有较

强的交互性致死毒性ꎬ还可能在一定程度上打破环

境微生物种群结构平衡甚至引发基因跨物种漂移风

险[１]ꎮ 上述暴露出的问题或蕴藏的潜在安全风险ꎬ
使得 Ｂｔ Ｃｒｙ 毒素转基因作物及衍生产品备受社会

关注ꎬ为此ꎬ中国政府相继颁布了«农业转基因生物

安全管理条例»和«转基因植物安全评价指南»ꎬ在
国家层面进一步加强了对包括转 Ｂｔ Ｃｒｙ 毒素基因

在内的转基因作物改造研究及相应产品的监督检查

与安全风险评估力度ꎮ
胶体金侧流免疫层析法(Ｌａｔｅｒａｌ ｆｌｏｗ ｉｍｍｕｎｏａｓ￣

ｓａｙꎬ ＬＦＩＡ)是基于胶体金纳米颗粒标记的抗体与抗

原特异性结合原理构建设计的肉眼可视化快速免疫

检测方法ꎬ无需专用仪器即可进行定性和和半定量

检测ꎬ从而实现经济和大规模的毒素检测ꎮ 该检测

方法以结构简单、成本低廉、仪器可携带、易操作、测
试反应快速且测试结果凭肉眼就可辨别等独特优

势ꎬ被广泛应用于包括农药、抗生素、致病微生物及

其衍生毒素等常见食品和农产品安全危害物的快速

筛查检测中[７]ꎬ且已被国家标准«转基因产品检测

蛋白质检测方法» (ＧＢ / Ｔ １９４９５.８－２００４)采纳并作

为推荐方法用于检测食品和环境样品中的 Ｂｔ Ｃｒｙ
毒素残留ꎮ 近年来ꎬ针对 Ｂｔ Ｃｒｙ 毒素的检测方法研

究取得了显著进展ꎬ尤其是在免疫检测领域ꎮ Ｄｏｎｇ
等[８]开发了一种基于单克隆抗体的夹心 ＥＬＩＳＡ 方

法ꎬ能够特异性检测 Ｃｒｙ１Ａｂ 毒素ꎬ避免了与 Ｃｒｙ１Ａｃ
的交叉反应ꎬ最低检测限(ＬＯＤ)达到 ０􀆰 ４７ ｎｇ / ｍＬꎬ
适用于农产品中 Ｃｒｙ１Ａｂ 毒素的定量分析ꎮ Ｚｅｎｇ
等[９]研制了一种多组分胶体金免疫层析试纸条ꎬ可
同时检测转基因作物中的 Ｃｒｙ１Ａｂ、Ｃｒｙ１Ａｃ 和 ＣＰ４
ＥＰＳＰＳ 蛋白ꎬ检测灵敏度分别为 １００ ｎｇ / ｍＬ、１００
ｎｇ / ｍＬ和 ５ ｎｇ / ｍＬꎬ检测时间仅需 １０ ｍｉｎꎬ适用于玉

米、大豆、甜菜和棉花等多种作物ꎮ Ｊｉｎ 等[１０] 建立了

双抗体夹心酶联免疫吸附测定法(ＤＡＳ￣ＥＬＩＳＡ)ꎬ可
用于 Ｂｔ Ｃｒｙ 毒素 ８ 种常见亚型(Ｂｔ Ｃｒｙ１、Ｃｒｙ２Ａｂ、
Ｃｒｙ３Ａａ 等)的广谱检测ꎬ检测灵敏度范围为２􀆰 ３６~
３６􀆰 ３７ ｎｇ / ｍＬꎬ并通过序列比对和三维结构模拟ꎬ按
照 Ｃｒｙ１Ａｂ、Ｃｒｙ１Ａｃ、Ｃｒｙ１Ａｈ、Ｃｒｙ１Ｂ、Ｃｒｙ１Ｃ 和 Ｃｒｙ１Ｆ
等毒素亚型进化和结构的远近关系ꎬ特异性设计其

作为免疫原的不同组合形式进行动物免疫ꎬ成功制

备可同时高灵敏识别多种 Ｂｔ Ｃｒｙ 毒素亚型的广谱

多克隆抗体和单克隆抗体ꎮ
本研究拟在上述广谱抗体材料的基础上ꎬ借助

胶体金标记形成金标探针ꎬ进一步构建与设计可用

于 Ｂｔ Ｃｒｙ 毒素广谱检测的胶体金免疫层析检测试

纸产品ꎬ以期实现食品、农产品乃至环境样品中 Ｂｔ
Ｃｒｙ 毒素残留的广谱检测ꎮ
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１　 材料与方法

１.１　 试验材料

具有 Ｂｔ Ｃｒｙ 毒素广谱识别能力的单克隆抗体

细胞株(命名为 ＪＪＦ￣ＧＰ￣ｍＡｂ) 和多克隆抗体血清

(命名为 ＪＪＦ￣ＧＰ￣ｐＡｂｓ)均由江苏省食品质量安全重

点实验室制备[１０]ꎮ 本研究中涉及的所有类型 Ｂｔ
Ｃｒｙ 毒素标准品均购于美延(北京)农业科技有限责

任公司ꎻ辣根过氧化物酶 (Ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅꎬ
ＨＲＰ)标记的羊抗鼠二抗[Ｇｏａｔ ａｎｔｉ￣ｍｏｕｓｅ ＩｇＧ ｍＡｂ￣
(ＨＲＰ) 二抗] 和羊抗兔二抗 [ Ｇｏａｔ ａｎｔｉ￣ｒａｂｂｉｔ ＩｇＧ
ｍＡｂ￣(ＨＲＰ)二抗]均购于南京金斯瑞生物科技有限

公司ꎻＨｉＴｒａｐ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ / Ｇ ＨＰ 购于美国 ＧＥ 公司ꎻ截
留相对分子量８ ０００~１４ ０００的透析袋 ＭＤ４４ 购于南

京一加生物科技有限公司ꎻ样品垫、金标垫、硝化纤

维膜(ＮＣ)以及吸水垫均购于美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司ꎻ其
余试剂均为分析纯ꎮ
１.２　 试验仪器

纯水仪购于美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司ꎻ磁力搅拌器购

于美国 ＳＣＩＬＯＧＥＸ 公司ꎻＺＸ１０１０ 二维喷点平台购于

美国 ＢｉｏＤｏｔ 公司ꎻ切条机购于中国 Ｇｏｌｄｂｉｏ 公司ꎻ电
子扫描显微镜购于德国 Ｃａｒｌ Ｚｅｉｓｓ 公司ꎻ玻璃瓶均经

过硅化处理ꎮ
１.３　 试验方法

１.３.１　 ＪＪＦ￣ＧＰ￣ｍＡｂ 腹水制备及活性分析 　 准备经

产的 Ｂａｌｂ / ｃ 小鼠 ５ 只ꎬ腹腔注射 ０.５ ｍＬ 灭菌的石

蜡液进行致敏ꎬ５~７ ｄ 后每只小鼠注射２×１０６个 ＪＪＦ￣
ＧＰ￣ｍＡｂ 细胞株到小鼠腹腔ꎬ等待小鼠腹部明显变

大ꎬ收集腹水ꎮ ４ ℃条件下８ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎꎬ
弃沉淀ꎬ收集上清液ꎮ 通过间接酶联免疫分析法

(ＥＬＩＳＡ) 测定上清液与免疫原 ( Ｃｒｙ１Ａｂ、Ｃｒｙ１Ａｃ、
Ｃｒｙ１Ａｈ、Ｃｒｙ１Ｂ、Ｃｒｙ１Ｃ 和 Ｃｒｙ１Ｆ)的结合能力ꎮ 具体

步骤如下:在 ９６ 孔酶标板中ꎬ将 １００ μＬ ２ μｇ / ｍＬ的
免疫原 Ｃｒｙ 毒素蛋白 ( Ｃｒｙ１Ａｂ、 Ｃｒｙ１Ａｃ、 Ｃｒｙ１Ａｈ、
Ｃｒｙ１Ｂ、Ｃｒｙ１Ｃ 和 Ｃｒｙ１Ｆ)添加入酶标板孔中ꎬ每个免

疫原 Ｃｒｙ 毒素蛋白包被 ２４ 孔ꎬ其中包含 ３ 个重复ꎬ
置于 ４ ℃冰箱静置包被处理 １２ ｈꎮ 然后取出酶标

板ꎬ每孔以 ２００ μＬ 的 ＰＢＳＴ[加入 ０.０５％ Ｔｗｅｅｎ ２０
的磷酸盐缓冲液(ＰＢＳ)]进行 ３ 次洗涤ꎬ每孔加入

２００ μＬ 的 ＭＰＢＳ 封闭液 (含有 ４％ 脱脂奶粉的

ＰＢＳ)ꎬ在 ３７ ℃恒温培养箱中进行封闭处理 ２ ｈꎮ 用

ＰＢＳＴ 洗涤处理 ３ 次ꎮ 利用 ＰＢＳ 将 ＪＪＦ￣ＧＰ￣ｍＡｂ 腹

水上清液稀释０.２× １０４ 倍、０.８× １０４ 倍、３.２× １０４ 倍、
１２.８×１０４倍、２５.６×１０４倍ꎬ然后在酶标板中分别加入

稀释后的腹水上清液、阴性血清、ＰＢＳ 各 １００ μＬꎬ每
处理 ３ 孔ꎬ置于 ３７ ℃恒温环境中孵育 １ ｈꎮ 然后每

孔用 ２００ μＬ 的 ＰＢＳＴ 洗涤 ３ 次ꎬ再加入 １００ μＬ ＰＢＳ
稀释５ ０００倍的羊抗鼠二抗ꎬ置于恒温 ３７ ℃ 再次孵

育 １ ｈꎮ 将 ９６ 孔板取出ꎬ再洗涤 ３ 次后ꎬ每孔加入

１００ μＬ 显色液ꎬ在暗光条件下反应 １５ ｍｉｎ 至显色ꎮ
每孔加入 ５０ μＬ ２ ｍｏｌ / Ｌ的 Ｈ２ ＳＯ４终止液ꎮ 在酶标

板中 测 定 各 孔 反 应 液 在 ４５０ ｎｍ 处 的 吸 光 度

(ＯＤ４５０)ꎮ
ＪＪＦ￣ＧＰ￣ｐＡｂｓ 血清同样按上述方法进行腹水制

备ꎬ并离心获取上清液ꎮ 上清液用 ＰＢＳ 稀释１.５×１０３

倍、４.０×１０４倍、１.０×１０６倍、３.０×１０６倍ꎬ其与免疫原结

合能力的测定可参照上述步骤ꎬ其中羊抗鼠二抗替

换为羊抗兔二抗ꎮ
１.３.２　 抗体材料纯化制备　 将腹水离心后的上清液通

过饱和硫酸铵沉淀法进行初步纯化ꎬ再用 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｇ 柱

进一步纯化获得单克隆抗体ꎮ 具体操作如下:取 ２ ｍＬ
腹水与 ２ ｍＬ ＰＢＳ 混合后ꎬ加入 １ ｍＬ 饱和硫酸铵溶液ꎬ
混匀ꎮ 室温下静置 ３０ ｍｉｎꎬ离心机 ４ ℃、１０ ０００ ｒ / ｍｉｎ离
心 ２０ ｍｉｎꎬ获取上清液ꎻ加入 ５􀆰 ０ ｍＬ 饱和硫酸铵溶液ꎬ
室温下静置 ３０ ｍｉｎꎬ４ ℃、１０ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ２０ ｍｉｎꎬ弃
上清液ꎻ沉淀用 ５􀆰 ０ ｍＬ ＰＢＳ 重悬ꎬ将 ２􀆰 ５ ｍＬ 饱和硫酸

铵溶液逐滴加入ꎬ按照上述步骤离心去上清液ꎬ重复 １
次ꎻ沉淀加入 ３ ｍＬ ＰＢＳ 重悬后透析ꎬ透析 ２ ｄ 后离心ꎬ
去沉淀ꎬ上清液即为饱和硫酸铵沉淀法初步纯化的抗

体ꎮ 将上述初步纯化的抗体、结合缓冲液(２０ ｍｍｏｌ / Ｌ
磷酸钠缓冲液ꎬｐＨ＝７􀆰 ０)、洗脱缓冲液(０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ甘氨

酸￣ＨＣｌ 缓冲液ꎬｐＨ＝２􀆰 ４)和中和缓冲液(１ ｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ￣
ＨＣｌ 缓冲液ꎬｐＨ＝９􀆰 ０)等试剂分别用 ０.４５ μｍ 的滤膜过

滤ꎻ用 １５ ｍＬ 的结合缓冲液冲洗 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｇ 柱子里的乙

醇ꎬ将初步纯化的抗体与结合缓冲液按１ ∶ ３ 的体积比

混合ꎬ按照 １ ｍＬ / ｍｉｎ上样ꎬ重复上样５~６ 次ꎻ用 １５ ｍＬ
结合缓冲液冲洗柱子ꎬ洗去杂蛋白质后ꎬ用 １５ ｍＬ 洗脱

缓冲液洗脱目的蛋白ꎬ将含有蛋白质的洗脱液收集在 ２
ｍＬ 离心管中ꎬ同时利用中和缓冲液调节 ｐＨ 至中性ꎻ目
的蛋白洗脱后继续用 ２５ ｍＬ 洗脱液清洗柱子ꎬ将柱子

上剩余蛋白质全部冲洗ꎬ采用 １５ ｍＬ 结合缓冲液平衡

柱子ꎬ最后利用 ２０％乙醇封柱ꎬ４ ℃下保存ꎻ纯化的抗

体－２０ ℃保存备用ꎮ
利用 ＪＪＦ￣ＧＰ￣ｐＡｂｓ 血清制备的腹水ꎬ采用饱和

９５０２金嘉凤等:Ｂｔ Ｃｒｙ 毒素广谱检测的胶体金侧流免疫层析试纸研究与设计



硫酸铵沉淀法和 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ 柱纯化法获得纯的多克

隆抗体ꎬ具体过程可参照上述单克隆抗体纯化步骤ꎮ
１.３.３　 抗体的鉴定　 十二烷基磺酸钠￣聚丙烯酰胺

凝胶(ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ)电泳:纯化的抗体加入４×蛋白上

样缓冲液ꎬ热水煮沸 ７ ｍｉｎꎬ使用 １２％预制胶ꎬ上样

１０ μＬꎬ蛋白质 Ｍａｒｋｅｒ 直接上样 ５ μＬꎬ设置恒定电压

１４０ Ｖꎬ电流 ３００ ｍＡꎬ当样品跑至玻璃板底部时ꎬ关
闭电源ꎬ时间约为 １ ｈꎮ 结束后倒入 １０ ｍＬ 蛋白质瞬

蓝染色液ꎬ染色 ３０ ｍｉｎꎬ弃去染色液ꎬ用纯水进行脱

色ꎬ直至条带清晰ꎬ将预制胶置于凝胶成像分析仪的

白板上进行拍照ꎮ
抗体浓度测定采用紫外分光光度计ꎬ同时采用

间接酶联免疫分析法对现有 Ｃｒｙ 毒素包被进行检

测ꎬ鉴定单克隆抗体与多克隆抗体的活性及其交叉

反应ꎬ步骤可参考 １.３.１ꎮ

通过饱和硫酸铵沉淀法初步纯化腹水ꎬ再利用

Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｇ 柱进一步纯化单克隆抗体ꎬ并采用 ＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ 电泳检测其纯度ꎬ－２０ ℃下保存备用ꎮ 同时ꎬ
使用间接 ＥＬＩＳＡ 法对现有 Ｃｒｙ 毒素包被进行检测ꎬ
鉴定单克隆抗体的活性及其交叉反应ꎮ 采用相同方

法对多克隆抗体进行鉴定ꎮ 步骤同 １.３.１ꎬ其中包被

Ｂｔ 毒素浓度为 ２ μｇ / ｍＬꎬ加样抗体浓度为 ５ μｇ / ｍＬꎬ
共 ３ 个重复ꎮ
１.３.４　 试纸条的组装 　 本研究设计的试纸条由底

板、样品垫、结合垫、ＮＣ 膜和吸水垫组成ꎮ 样品垫、
ＮＣ 膜和吸水纸分别贴附于底板上ꎬ相邻之间覆盖

１~２ ｍｍꎮ 靠近样品垫喷涂多克隆抗体为检测线(Ｔ
线)ꎬ靠近吸水纸喷涂羊抗鼠二抗为质控线(Ｃ 线)ꎬ
３７ ℃烘箱中烘干 ２ ｈ 后用切条机切成 ４ ｍｍ 宽的试

纸条ꎬ干燥保存(图 １)ꎮ

图 １　 双抗夹心法试纸条的组装图

Ｆｉｇ.１　 Ａｓｓｅｍｂｌｙ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｄｏｕｂｌｅ￣ａｎｔｉｂｏｄｙ ｓａｎｄｗｉｃｈ ｌａｔｅｒａｌ ｆｌｏｗ ｓｔｒｉｐ

１.３.５　 试纸条测定方法 　 将试纸条下端样品垫插

入 １００ μＬ 已稀释的 Ｃｒｙ 毒素溶液中ꎬＣｒｙ 毒素与金

标抗体形成复合物继续向试纸条上方移动ꎬ１０ ｍｉｎ
左右观察试纸条显色情况ꎮ 如果 Ｔ 线不显色ꎬＣ 线

显色ꎬ则为阴性ꎬ说明样品溶液中不含 Ｃｒｙ 毒素ꎻ如
果 Ｔ 线显色ꎬＣ 线显色ꎬ则为阳性ꎬ说明样品中含有

Ｃｒｙ 毒素ꎬ且其与金标抗体结合ꎻ如果 Ｔ 线显色ꎬＣ
线不显色ꎬ或者 Ｃ、Ｔ 线均不显色ꎬ则说明此试纸条

无效(图 ２)ꎮ
１.３.６　 胶体金颗粒的制备　 在通风橱中ꎬ利用酸缸

(重铬酸钾￣浓硫酸混合液)中浸泡制备胶体金所用的

玻璃瓶 ４８ ｈꎬ冲洗干净后烘干ꎬ再放入 ５ ｍＬ 二氯二甲

基硅烷和 ９５ ｍＬ 三氯甲烷的混合液ꎬ摇晃使瓶身内部

充分接触硅化液ꎬ１０ ｍｉｎ 后倒出硅化液并烘干ꎮ
采用柠檬酸三钠还原法制备胶体金:取 ２００ ｍＬ

超纯水加入到 ５００ ｍＬ 玻璃瓶中ꎬ加入 ３ ｍＬ １％
ＨＡｕＣｌ４溶液加热至沸腾ꎬ迅速加入 １％柠檬酸三钠

溶液 ６ ｍＬꎬ添加过程中柠檬酸三钠溶液不接触玻璃

瓶壁ꎬ继续加热 ５ ｍｉｎꎮ 待溶液冷却后再加入 ９１ ｍＬ
超纯水ꎬ得到胶体金溶液ꎮ 观察玻璃瓶中的胶体金

溶液颜色ꎬ并用移液枪将胶体金溶液滴加在 ３００ 目

的铜网上ꎬ晾干后利用电镜观察胶体金颗粒形态ꎮ
剩余胶体金溶液置于 ４ ℃冰箱备用ꎮ
１.３.７　 金标抗体条件的优化 　 最佳 ｐＨ 值的确定:
取 １􀆰 ５ ｍＬ 离心管 １２ 个ꎬ每管加入 １ ｍＬ 胶体金溶

液ꎬ再分别加入 ５ μＬ、６ μＬ、７ μＬ、８ μＬ、９ μＬ、１０
μＬ、１１ μＬ、１２ μＬ、１３ μＬ、１４ μＬ、１５ μＬ、１６ μＬ ０.１
ｍｏｌ / Ｌ Ｋ２ＣＯ３溶液来调节溶液不同的 ｐＨ 值轻轻混

匀ꎬ然后每管加入 １４ μＬ 质量浓度为 １􀆰 ５ ｍｇ / ｍＬ的
１Ａ１０￣ｍＡｂ 广谱抗体ꎮ 轻轻摇匀上述混合液ꎬ在室
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温下静置 ２ ｈꎬ观察溶液是否有颜色变化及沉淀ꎮ 将

混合液１０ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ３０ ｍｉｎꎬ弃沉淀ꎬ上清液用

于间接 ＥＬＩＳＡ 法测定ꎮ 选取最小 ＯＤ４５０所对应的溶

液 ｐＨ 值为最佳 ｐＨ 值ꎮ

图 ２　 试纸条测定结果的判定

Ｆｉｇ.２　 Ｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｓｕｌｔｓ ｊｕｄｇｅｄ ａｓ ｐｏｓｉｔｉｖｅꎬ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｏｒ ｉｎ￣
ｖａｌｉｄ

　 　 最佳抗体标记量的确定:采用 Ｍｅｙ 氏法测定胶体

金标记的最小抗体量ꎮ 在确定最佳 ｐＨ 值的条件下ꎬ取
１０个 １􀆰 ５ ｍＬ 离心管ꎬ每管加入 ０􀆰 ５ ｍＬ 胶体金溶液ꎬ及
最佳 ｐＨ 值所需的 ０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ Ｋ２ＣＯ３溶液ꎬ轻轻混匀ꎮ
依次加入不同浓度的 ＪＪＦ￣ＧＰ￣ｍＡｂ 抗体溶液ꎬ使得抗体

终质 量 浓 度 分 别 为 ０􀆰 ５ μｇ / ｍＬ、 １􀆰 ０ μｇ / ｍＬ、 １􀆰 ５
μｇ / ｍＬ、 ２􀆰 ０ μｇ / ｍＬ、 ２􀆰 ５ μｇ / ｍＬ、 ３􀆰 ０ μｇ / ｍＬ、 ３􀆰 ５
μｇ / ｍＬ、 ４􀆰 ０ μｇ / ｍＬ、 ４􀆰 ５ μｇ / ｍＬ、 ５􀆰 ０ μｇ / ｍＬ、 ５􀆰 ５
μｇ / ｍＬ、 ６􀆰 ０ μｇ / ｍＬ、 ６􀆰 ５ μｇ / ｍＬ、 ７􀆰 ０ μｇ / ｍＬ、 ７􀆰 ５
μｇ / ｍＬ、８􀆰 ０ μｇ / ｍＬ、８􀆰 ５ μｇ / ｍＬ、９􀆰 ０ μｇ / ｍＬꎬ室温静置 ４
ｍｉｎꎮ 之后每管加入 ５０ μＬ １０％ ＮａＣｌ 溶液ꎬ静置 ４ ｍｉｎ
后用肉眼观察颜色变化ꎬ颜色稳定且未发生变化的最

小抗体标记浓度即为最佳浓度ꎮ
１.３.８　 胶体金试纸条最低检测限的测定 　 胶体金

试纸条最低检测限是指能够用肉眼明显观察到红线

的 Ｃｒｙ 毒素的最低浓度ꎮ 以 ＰＢＳ 缓冲液为阴性对

照ꎬ利用胶体金试纸条对 １０􀆰 ０ μｇ / ｍＬ、５􀆰 ０ μｇ / ｍＬ、
２􀆰 ５ μｇ / ｍＬ、１􀆰 ０ μｇ / ｍＬ、０􀆰 ５ μｇ / ｍＬ、０􀆰 １ μｇ / ｍＬ的

Ｃｒｙ１Ａｂ、Ｃｒｙ１Ａｃ、Ｃｒｙ１Ａｈ、Ｃｒｙ１Ｂ、Ｃｒｙ１Ｃ 和 Ｃｒｙ１Ｆ 等 ６
种毒素标准缓释液进行检测ꎮ 方法如下:在 ９６ 孔板

中ꎬ向每个孔分别加入 １００ μＬ 不同质量浓度的毒素

稀释液和 ＰＢＳ 缓冲液ꎬ将组装好的胶体金试纸条插

入孔板中ꎬ每种毒素每个浓度 ３ 个重复ꎮ 反应 １０
ｍｉｎ 用肉眼观察 Ｃ 线和 Ｔ 线ꎬ当 Ｔ 线显色最低时的

Ｃｒｙ 毒素浓度为试纸条最低检测限ꎮ
１.３.９ 　 胶体金试纸条特异性的测定 　 将 Ｃｒｙ１Ａｂ、

Ｃｒｙ１Ａｃ、 Ｃｒｙ１Ａｈ、 Ｃｒｙ１Ｂ、 Ｃｒｙ１Ｃ、 Ｃｒｙ１Ｆ ６ 种 毒 素 和

Ｃｒｙ２Ａｂ、Ｃｒｙ３Ａａ 毒素标准品溶液稀释至 ５ μｇ / ｍＬꎬ
Ｃｒｙ１Ａａ、Ｃｒｙ１Ｉｅ、Ｃｒｙ２Ａａ、Ｃｒｙ３Ｂｂ、Ｖｉｐ３Ａａ 标准品溶液稀

释至 ５０ μｇ / ｍＬꎬ加入 ９６ 孔酶标板中ꎬ每孔 １００ μＬꎮ 以

ＰＢＳ 溶液为阴性对照ꎬ用胶体金试纸条测定检测试纸

的特异性ꎬ８ ｍｉｎ 观察显色结果ꎮ 每处理 ３ 个重复ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 广谱抗体制备结果

间接 ＥＬＩＳＡ 检测分析结果显示ꎬ以 ＪＪＦ￣ＧＰ￣ｍＡｂ
细胞株免疫制备得到的腹水稀释液能够保持广谱识

别 Ｃｒｙ１Ａｂ、Ｃｒｙ１Ａｃ、Ｃｒｙ１Ａｈ、Ｃｒｙ１Ｂ、Ｃｒｙ１Ｃ 和 Ｃｒｙ１Ｆ
等 ６ 种 Ｃｒｙ１ 类毒素的能力ꎬ 以间接 ＥＬＩＳＡ 的

ＯＤ４５０≥ １􀆰 ０ 为 标 准ꎬ Ｃｒｙ１Ａｂ、 Ｃｒｙ１Ａｃ、 Ｃｒｙ１Ａｈ、
Ｃｒｙ１Ｂ、Ｃｒｙ１Ｃ 和 Ｃｒｙ１Ｆ 的滴度分别达 ３􀆰 ２ × １０４、
１２􀆰 ８×１０４、２５􀆰 ６×１０４、 ３􀆰 ２×１０４、１２􀆰 ８×１０４和 １２􀆰 ８×
１０４ꎬ说明制备的腹水识别效果较好(图 ３)ꎮ 收集到

的腹水ꎬ通过饱和硫酸铵沉淀法粗纯化腹水中的抗

体ꎬ并利用 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｇ 柱进一步纯化ꎬＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳

结果(图 ４)显示ꎬ纯化后的抗体显示出较高的纯度ꎬ
紫外分光光度计检测结果显示其浓度为 １􀆰 １４
ｍｇ / ｍＬꎮ 间接 ＥＬＩＳＡ 法测定抗体活性结果(图 ５)显
示ꎬ纯化制备的单克隆抗体具有结合多种 Ｂｔ Ｃｒｙ 毒

素抗原的能力ꎬ能够广谱识别包括 Ｃｒｙ１Ａｂ、Ｃｒｙ１Ａｃ、
Ｃｒｙ１Ａｈ、Ｃｒｙ１Ｂ、Ｃｒｙ１Ｃ、Ｃｒｙ１Ｆ、Ｃｒｙ２Ａｂ 和 Ｃｒｙ３Ａａ 在

内的多种 Ｂｔ Ｃｒｙ 毒素亚型(图 ５)ꎮ 冻存的含有 ＪＪＦ￣
ＧＰ￣ｐＡｂｓ 的免疫兔血清仍然具有广泛识别 ６ 种 Ｃｒｙ１
类毒素的能力ꎬＣｒｙ１Ａｂ、Ｃｒｙ１Ｂ 的血清滴度均达到

４.０×１０４ꎬＣｒｙ１Ａｃ、Ｃｒｙ１Ａｈ、Ｃｒｙ１Ｃ、Ｃｒｙ１Ｆ 的血清滴度

可达到１.０×１０６(图 ６)ꎬ且该血清经饱和硫酸铵沉淀

和过柱纯化后收集获得的纯多克隆抗体蛋白质溶液

(图 ７)ꎬ经紫外分光光度计检测ꎬ其质量浓度为

８􀆰 ２６ ｍｇ / ｍＬꎬ 该 纯 蛋 白 质 同 样 保 持 对 Ｃｒｙ１Ａａ、
Ｃｒｙ１Ａｂ、 Ｃｒｙ１Ａｃ、 Ｃｒｙ１Ａｈ、 Ｃｒｙ１Ｂ、 Ｃｒｙ１Ｃ、 Ｃｒｙ１Ｆ、
Ｃｒｙ２Ａａ、Ｃｒｙ２Ａｂ 和 Ｃｒｙ３Ａａ 等 Ｃｒｙ１ 类毒素的高识别

结合能力(图 ８)ꎮ 由此说明ꎬ本研究制备纯化的

ＪＪＦ￣ＧＰ￣ｍＡｂ 和 ＪＪＦ￣ＧＰ￣ｐＡｂｓ 蛋白均保持对 Ｃｒｙ１ 类

毒素的高识别结合能力ꎬ这为后续设计胶体金侧流

免疫层析法试纸奠定了良好的材料基础ꎮ
２.２　 胶体金颗粒的测定

采用柠檬酸三钠法制备的胶体金溶液在灯光下

观察ꎬ颜色为酒红色(图 ９Ａ)ꎮ 将制备好的胶体金

１６０２金嘉凤等:Ｂｔ Ｃｒｙ 毒素广谱检测的胶体金侧流免疫层析试纸研究与设计



溶液用移液枪滴加在 ３００ 目铜网上ꎬ晾干后通过电

镜观察到的胶体金颗粒形状与大小如图 ９Ｂ 所示ꎮ
从图中可以看出ꎬ制备的胶体金颗粒呈圆形ꎬ粒径约

３０ ｎｍꎬ且大小均匀、分散ꎮ 紫外扫描仪分析结果显

示ꎬ在约 ５２０ ｎｍ 处存在显著的单吸收峰(图 ９Ｃ)ꎮ
上述结果说明ꎬ本研究所制备的胶体金颗粒适用于

后续的试验操作ꎮ

ＰＢＳ:磷酸盐缓冲液ꎻＯＤ４５０:４５０ ｎｍ 处的吸光度ꎮ

图 ３　 以 ＪＪＦ￣ＧＰ￣ｍＡｂ 细胞株免疫制备得到的腹水稀释液对

Ｃｒｙ １Ａｂ、Ｃｒｙ １Ａｃ、Ｃｒｙ １Ａｈ、Ｃｒｙ １Ｂ、Ｃｒｙ １Ｃ 和 Ｃｒｙ １Ｆ
的间接非竞争酶联免疫吸附试验测定结果

Ｆｉｇ.３　 Ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｎｏｎ￣ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅ ｅｎｚｙｍｅ￣ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ
ａｓｓａｙ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｓｃｉｔｅｓ ｄｉｌｕｔｉｏｎｓ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ ＪＪＦ￣ＧＰ￣
ｍＡｂ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ａｇａｉｎｓｔ Ｃｒｙ １Ａｂꎬ Ｃｒｙ １Ａｃꎬ Ｃｒｙ １Ａｈꎬ Ｃｒｙ
１Ｂꎬ Ｃｒｙ １Ｃ ａｎｄ Ｃｒｙ １Ｆ

Ｍ:蛋白质 Ｍａｒｋｅｒꎻ１~２:过 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｇ 柱的未结合腹水ꎻ３~５:由 β￣
巯基乙醇变性缓冲液处理的单克隆抗体ꎮ
图 ４　 十二烷基磺酸钠￣聚丙烯酰胺凝胶(ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ)检测抗

Ｃｒｙ１ 类毒素单克隆抗体的纯化效果

Ｆｉｇ. ４ 　 Ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｎｔｉ￣Ｃｒｙ１ ｔｏｘｉｎ
ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｂｙ ｓｏｄｉｕｍ ｄｏｄｅｃｙｌ ｓｕｌｆａｔｅ￣ｐｏｌｙ￣
ａｃｒｙｌａｍｉｄｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ (ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ)

２.３　 胶体金免疫层析试纸条的优化

２.３.１　 胶体金标记最佳 ｐＨ 值的确定　 从图 １０ 中可

ＰＢＳ:磷酸盐缓冲液ꎻＯＤ４５０:４５０ ｎｍ 处的吸光度ꎮ

图 ５　 纯化的 ｍＡｂ 基于间接非竞争酶联免疫吸附法对 Ｂｔ Ｃｒｙ
毒素的广谱识别分析

Ｆｉｇ.５　 Ｂｒｏａｄ￣ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｍＡｂ
ａｇａｉｎｓｔ Ｂｔ Ｃｒｙ ｔｏｘｉｎｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｎｏｎｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅ
ｅｎｚｙｍｅ￣ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ (ＥＬＩＳＡ)

ＰＢＳ:磷酸盐缓冲液ꎻＯＤ４５０:４５０ ｎｍ 处的吸光度ꎮ

图 ６ 　 以 ＪＪＦ￣ＧＰ￣ｐＡｂｓ 血清免疫制备得到的腹水稀释液对

Ｃｒｙ １Ａｂ、Ｃｒｙ １Ａｃ、Ｃｒｙ １Ａｈ、Ｃｒｙ １Ｂ、Ｃｒｙ １Ｃ 和 Ｃｒｙ １Ｆ
的间接非竞争酶联免疫吸附试验测定结果

Ｆｉｇ.６　 Ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｎｏｎ￣ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅ ｅｎｚｙｍｅ￣ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ
ａｓｓａｙ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｓｃｉｔｅｓ ｄｉｌｕｔｉｏｎｓ ｐｒｅｐａｒｅｄ ｆｒｏｍ ＪＪＦ￣ＧＰ￣
ｐＡｂｓ ｓｅｒｕｍ ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ ａｇａｉｎｓｔ Ｃｒｙ １Ａｂꎬ Ｃｒｙ １Ａｃꎬ
Ｃｒｙ １Ａｈꎬ Ｃｒｙ １Ｂꎬ Ｃｒｙ １Ｃ ａｎｄ Ｃｒｙ １Ｆ

以看出ꎬ随着 Ｋ２ＣＯ３溶液(浓度 ０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ)添加体积

的增加ꎬ离心上清液的 ＯＤ４５０呈现先下降后上升的变

化趋势ꎮ Ｃｒｙ１Ａｂ、Ｃｒｙ１Ａｃ、Ｃｒｙ１Ｂ 和 Ｃｒｙ１Ｆ 在加入 １４
μＬ Ｋ２ＣＯ３溶液时吸光值最小ꎬＣｒｙ１Ａｈ、Ｃｒｙ１Ｃ 在加入

１３ μＬ Ｋ２ＣＯ３溶液时吸光值最小ꎬ这说明抗体与胶体

金颗粒结合的最多ꎬ上清液中含有的游离抗体较少ꎮ
由于 Ｂｔ Ｃｒｙ 毒素在加入 １４ μＬ Ｋ２ＣＯ３溶液时吸光值

接近最小值ꎬ且达到广谱的效果ꎬ因此ꎬ本研究认为

Ｋ２ＣＯ３溶液的适宜添加剂量为每 １ ｍＬ 胶体金溶液中

加入 １４ μＬ 浓度为 ０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ的Ｋ２ＣＯ３溶液ꎮ
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Ｍ:蛋白质 Ｍａｒｋｅｒꎻ１~２: 过 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｇ 柱的未结合腹水ꎻ３ ~ ６:由
β￣巯基乙醇变性缓冲液处理的多克隆抗体ꎮ
图 ７　 十二烷基磺酸钠￣聚丙烯酰胺凝胶(ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ)检测抗

Ｃｒｙ１ 类毒素多克隆抗体的纯化效果

Ｆｉｇ. ７ 　 Ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｎｔｉ￣Ｃｒｙ１ ｔｏｘｉｎ
ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｂｙ ｓｏｄｉｕｍ ｄｏｄｅｃｙｌ ｓｕｌｆａｔｅ￣
ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ (ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ)

ＰＢＳ:磷酸盐缓冲液ꎻＯＤ４５０:４５０ ｎｍ 处的吸光度ꎮ

图 ８　 纯化的 ｐＡｂｓ基于间接非竞争酶联免疫吸附法对 Ｂｔ Ｃｒｙ
毒素的广谱识别分析

Ｆｉｇ. ８ 　 Ｂｒｏａｄ￣ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｕｒｉｆｉｅｄ
ｐＡｂｓ ａｇａｉｎｓｔ Ｂｔ Ｃｒｙ ｔｏｘｉｎｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｎｏｎ￣ｃｏｍ￣
ｐｅｔｉｔｉｖｅ ｅｎｚｙｍｅ￣ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ (ＥＬＩＳＡ)

Ａ:胶体金溶液ꎻＢ:胶体金溶液的电镜扫描结果ꎻＣ:胶体金溶液的紫外扫描仪扫描结果ꎮ
图 ９　 胶体金溶液及其电镜扫描和紫外扫描仪扫描结果

Ｆｉｇ.９　 Ｔｈｅ ｃｏｌｌｏｉｄａｌ ｇｏｌｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｔｓ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｃｏｐｙ ｉｍａｇｅ ａｎｄ ＵＶ ｓｃａｎｎｉｎｇ ｓｐｅｃｔｒｕｍ

图 １０　 ０.１ ｍｏｌ / Ｌ Ｋ２ＣＯ３溶液添加量对离心上清液 ４５０ ｎｍ 吸光度(ＯＤ４５０)的影响

Ｆｉｇ.１０　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｄｄｉｔｉｏｎ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ Ｋ２ＣＯ３ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ ａｔ ４５０ ｎｍ (ＯＤ４５０) ｏｆ ｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｌ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ

３６０２金嘉凤等:Ｂｔ Ｃｒｙ 毒素广谱检测的胶体金侧流免疫层析试纸研究与设计



２.３.２　 胶体金标记最佳抗体量的确定 　 不同质量

浓度 ＪＪＦ￣ＧＰ￣ｍＡｂ 抗体的胶体金溶液对 ＮａＣｌ 的响应

特征如图 １１ 所示ꎮ 从图中可以看出ꎬ当胶体金溶液

中抗体添加质量浓度为 ５􀆰 ０ μｇ / ｍＬ及以上时ꎬ添加

ＮａＣｌ 后ꎬ胶体金溶液能保持稳定ꎬ维持原本的酒红

色ꎻ而当胶体金溶液中抗体添加质量浓度低于 ５􀆰 ０
μｇ / ｍＬ时ꎬ添加 ＮａＣｌ 后ꎬ胶体金溶液颜色迅速变暗ꎬ
说明此时胶体金溶液不能保持稳定ꎬ发生聚沉现象ꎬ
因此ꎬ本研究在进行标记时ꎬ选择抗体添加质量浓度

为 ５􀆰 ０ μｇ / ｍＬꎮ

０􀆰 ５ μｇ / ｍＬ~９􀆰 ０ μｇ / ｍＬ为抗体终质量浓度ꎮ
图 １１　 不同质量浓度 ＪＪＦ￣ＧＰ￣ｍＡｂ 抗体的胶体金溶液对 ＮａＣｌ 的响应特征

Ｆｉｇ.１１　 Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｃｏｌｌｏｉｄａｌ ｇｏｌｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍａｓｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＪＪＦ￣ＧＰ￣ｍＡｂ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｔｏ ＮａＣｌ

２.４　 性能测试

２.４.１　 最低肉眼检测浓度的确定 　 胶体金试纸条

对不同浓度 Ｃｒｙ１ 类毒素标准溶液检测结果如图 １２
所示ꎮ 从图中可以看出ꎬ随着标准溶液毒素浓度的

降低ꎬ 试 纸 条 上 Ｔ 线 颜 色 逐 步 变 浅ꎬ Ｃｒｙ１Ａｂ、
Ｃｒｙ１Ａｃ、Ｃｒｙ１Ａｈ、Ｃｒｙ１Ｂ、Ｃｒｙ１Ｃ、Ｃｒｙ１Ｆ 毒素标准溶液

试纸条最低肉眼检测线对应的质量浓度分别为 ０􀆰 ５
μｇ / ｍＬ、０􀆰 １ μｇ / ｍＬ、 ０􀆰 ５ μｇ / ｍＬ、 １􀆰 ０ μｇ / ｍＬ、 ０􀆰 ５
μｇ / ｍＬ、０􀆰 ５ μｇ / ｍＬꎮ
２.４.２　 胶体金试纸条对 Ｂｔ 毒素的交叉反应的测定

　 如图 １３ 所示ꎬ当 Ｃｒｙ１ 类毒素、Ｃｒｙ２Ａｂ 和 Ｃｒｙ３Ａａ
毒素标准品溶液稀释至 ５ μｇ / ｍＬꎬ试纸条可以识别ꎻ
当 Ｃｒｙ１Ａａ、Ｃｒｙ１Ｉｅ、Ｃｒｙ２Ａａ、Ｃｒｙ３Ｂｂ、Ｖｉｐ３Ａａ 标准品

溶液稀释至 ５０ μｇ / ｍＬꎬ试纸条无显色反应ꎬ即试纸

条 Ｔ 线与阴性对照一致ꎬ均不显色ꎬ说明本研究建

立的试纸条无交叉反应ꎮ

３　 讨论与结论

为了提高害虫防治效果和延缓害虫对 Ｂｔ Ｃｒｙ

毒素抗性的出现ꎬ许多不同的 Ｃｒｙ 基因已被分别或

联合构建到植物中[１１]ꎮ 因此ꎬ目前的农产品存在一

定的 Ｂｔ Ｃｒｙ 毒素风险ꎬ需要对其 Ｃｒｙ 毒素进行广谱

性筛查ꎮ 本研究利用前期制备的能够识别 ８ 种 Ｃｒｙ
毒素的单克隆抗体和识别 １０ 种 Ｃｒｙ 毒素的多克隆

抗体[１０]进行胶体金检测试纸研发ꎮ 与 Ｓｈｅｎ 等[１２]

建立的可识别 ４ 种 Ｃｒｙ 毒素的受体抗体夹心法、
Ｄｏｎｇ 等[１３]建立的可识别 ７ 种 Ｃｒｙ１ 类毒素的混合免

疫法相比ꎬ本研究研发的胶体金试纸条检测范围更

广ꎬ且能跨类识别 Ｃｒｙ１、Ｃｒｙ２、Ｃｒｙ３ 类毒素ꎮ 本研究

进一步明确了胶体金标记最佳 ｐＨ 值条件下的溶液

配比为 １ ｍＬ 胶体金溶液中加入 １４ μＬ ０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ
Ｋ２ＣＯ３溶液ꎬ胶体金标记最佳抗体添加质量浓度为 ５
μｇ / ｍＬꎮ 该优化条件与 Ｄｏｎｇ 等[１４] 建立的 １ ｍＬ 胶

体金溶液中加入 １１ μＬ ０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ Ｋ２ＣＯ３溶液及抗

体添加质量浓度为 １５ μｇ / ｍＬ的优化条件相比ꎬ本研

究建立的优化方法所需要的抗体量更少ꎬ这有利于

降低试纸应用成本ꎮ 本研究建立的试纸条可检测

Ｃｒｙ １Ａｂ、Ｃｒｙ１Ａｃ、Ｃｒｙ１Ａｈ、Ｃｒｙ１Ｂ、Ｃｒｙ１Ｃ、Ｃｒｙ１Ｆ、

４６０２ 江 苏 农 业 学 报 　 ２０２５ 年 第 ４１ 卷 第 １０ 期



图 １２　 胶体金试纸条对不同浓度 Ｃｒｙ１ 类毒素标准溶液检测结果

Ｆｉｇ.１２　 Ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｏｌｌｏｉｄａｌ ｇｏｌｄ ｔｅｓｔ ｓｔｒｉｐｓ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｃｒｙ１ ｔｏｘｉｎ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ

图 １３　 胶体金试纸条对 Ｂｔ 毒素的交叉反应测定结果

Ｆｉｇ.１３　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｒｏｓｓ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｌｌｏｉｄａｌ ｇｏｌｄ ｔｅｓｔ ｓｔｒｉｐｓ ｔｏ Ｂｔ ｔｏｘｉｎｓ

Ｃｒｙ２Ａｂ、Ｃｒｙ３Ａａ 毒素ꎬ其中 Ｃｒｙ１Ａｂ、Ｃｒｙ１Ａｈ、Ｃｒｙ１Ｃ、
Ｃｒｙ１Ｆ 等毒素的最低检测限为 ０􀆰 ５ μｇ / ｍＬꎬＣｒｙ１Ａｃ
毒素的最低检测限为 ０􀆰 １ μｇ / ｍＬꎬＣｒｙ１Ｂ 毒素的最

低检测限为 １􀆰 ０ μｇ / ｍＬꎮ 本研究建立的试纸对

Ｃｒｙ１Ａｃ 毒素的检测灵敏度与 Ｚｅｎｇ 等[９] 研发的多组

分免疫检测试纸一致ꎬ而对 Ｃｒｙ１Ａｂ 毒素的检测灵敏

度相对较低ꎮ 目前ꎬＢｔ Ｃｒｙ 基因在农作物组织中的

表达水平随农作物类型和转基因方法有较大变异ꎬ
每 １ ｇ 作物组织中的 Ｃｒｙ 毒素含量一般在几微克至

几百微克之间ꎬ因此本研究建立的检测试纸足以检

测作物组织中的 Ｃｒｙ 类毒素ꎬ且可测毒素类型更多ꎮ
与市面上商品化的试剂盒相比ꎬ本研究建立的检测

试纸检测范围更广ꎬ但灵敏度方面相对较低ꎮ 在进

一步的研究中ꎬ可能采用特殊的捕获偶联方法或使

５６０２金嘉凤等:Ｂｔ Ｃｒｙ 毒素广谱检测的胶体金侧流免疫层析试纸研究与设计



用特殊发光物质(如荧光)作为标记指示抗体ꎬ突破

抗体亲和力的限制ꎬ提升检测方法的灵敏度ꎮ Ｌｉｕ
等[１５]开发了一种基于生物素化纳米抗体的金纳米

颗粒免疫快速检测法ꎬ其检测限低至 ０􀆰 ８８ ｎｇ / ｍＬꎬ
能够快速、准确地检测农作物中的腐霉利残留量ꎻ
Ｗａｎｇ 等[１６]研发了一种基于等离激元空心银 /金纳

米星(ＨＡｇ / Ａｕ ＮＳｔｓ)增强光吸收的高灵敏度双模侧

向流免疫分析(ＬＦＩＡ)方法ꎬ能够在可见光和近红外

光两个模式下进行检测ꎬ检测灵敏度分别达到 ０􀆰 ２９
ｎｇ / ｍＬ和 ０􀆰 ０９ ｎｇ / ｍＬꎻＺｈａｏ 等[１７]开发了一种基于金

银合金空心纳米壳的侧向流免疫测定方法ꎬ能够实

现对 ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２ 中和抗体的比色、光热和表面增

强拉曼散射(ＳＥＲＳ)３ 模态检测ꎬ并构建了 ３ 模态试

纸条ꎬ提高了检测的准确性ꎬ 检测灵敏度为 ２０
ｎｇ / ｍＬꎮ Ｗａｎｇ 等[１８]设计的以链亲和素串联量子点
(Ａｖｉ / ＳＡ＠ ＱＤｓ)标记的纳米抗体、Ｘｕ 等[１９] 使用时
间分辨荧光微球(ＴＲＦＭ)及 Ｚｈａｎｇ 等[２０]利用乳酸菌

作为微载体负载增强型绿色荧光蛋白均实现了高灵

敏度检测ꎬ检测灵敏度分别达到 １􀆰 ２５ ｎｇ / ｍＬ、３􀆰 ００
ｐｇ / ｍＬ和 ０􀆰 ２１ ｐｇ / ｍＬꎮ 相较于传统的胶体金侧流免

疫层析法ꎬ量子点标记、等离激元增强、荧光标记等

技术可显著提高检测灵敏度ꎮ 虽然胶体金侧流免疫

层析法灵敏度受限ꎬ但检测时无需依赖设备ꎬ而等离

激元增强技术需要红外检测设备且需要优化纳米材

料ꎬ量子点标记技术和荧光标记技术需要荧光检测

仪ꎬ应用时受限于设备需求ꎮ
本研究制备的能识别多种 Ｂｔ Ｃｒｙ 毒素的胶体

金免疫层析试纸条在广谱检测方面具有良好的应用

价值ꎬ可实现 Ｂｔ Ｃｒｙ 毒素残留水平的快速筛查ꎬ在
田间或实验室内检测不同害虫种群体内 Ｂｔ Ｃｒｙ 毒

素的摄取或降解情况ꎬ为抗药性早期预警提供数据

支持ꎻ可用于快速筛查环境样品(如土壤、灌溉水、
农产品残留)中的 Ｂｔ Ｃｒｙ 毒素ꎬ弥补传统色谱 /质谱

检测方法在便携检测方面的不足ꎻ可用于检测农业

生态系统中的 Ｂｔ Ｃｒｙ 毒素蛋白ꎬ从而间接反映转基

因表达产物的扩散范围ꎮ 综上所述ꎬ胶体金免疫层

析技术不仅可用于食品及农产品中的 Ｂｔ Ｃｒｙ 毒素

残留检测ꎬ还能服务于抗药性害虫监测、环境污染追

踪及转基因安全评估ꎬ为 Ｂｔ Ｃｒｙ 毒素的科学监管提

供便捷、高效的检测手段ꎮ
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