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基于量子点标记的赭曲霉毒素 A 快速、高灵敏荧光免疫层析
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摘  要：赭曲霉毒素 A（ochratoxin A，OTA）具有肾毒性、致畸性、致癌性和免疫毒性，广泛存在于各

种粮食作物及其副产品中，是食品和饲料原料的重要污染物，可在人类及动物体内蓄积，在已知发现的

真菌毒素中，重要性和危害性仅次于黄曲霉毒素。本研究通过采用量子点荧光微球（quantum dots，QDs）

标记 OTA 单克隆抗体，并基于免疫层析原理，优化、建立了 OTA 高灵敏荧光免疫层析检测方法（FICGA），

15min 即可实现对农产品中 OTA 污染的快速定量检测。该方法检测下限（IC10）达到 0.04ng/mL，检测区间

（IC20-IC80）为 0.05–0.59ng/mL，半数抑制率（IC50）为 0.18ng/mL。与 OTA 类似物 OTB、OTC 交叉反应性为

7.3%和 11.9%，对其他常见真菌毒素 AFB1、ZEN、FB1和 DON 均无交叉反应。在玉米、面粉和大豆样本中的加

标回收率可达 83.2%–117.8%，与 LC-MS/MS 同时对天然样本中 OTA 含量的检测结果表明，两种方法相关性良好。

本研究建立的 FICGA 快速、灵敏，可满足基层单位和现场的快速检测需求，具有很好的应用前景。 

关键词：赭曲霉毒素 A，免疫层析，量子点，单克隆抗体，定量检测 
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Abstract: Ochratoxin A (OTA) produced by Aspergillus and Penicillium species, is one of the most widespread 

toxic members of ochratoxins and has been shown to be nephrotoxic, teratogenic, carcinogenic and 

immunotoxic to several animal species. Rapid detection of OTA is important to prevent contaminated food 

from entering into the food chain. A rapid and sensitive fluorescent immunochromatographic assay 

(FICGA) based on the use of quantum dots (QDs) was prototyped and applied for detecting OTA in cereal 

samples. The detection signal was enhanced which in turn improved the sensitivity of the assay. The limit 

of detection of FICGA was 0.04ng/mL while the IC50 was 0.18ng/mL. The linear working range was 

0.05−0.59ng/mL. The cross-reactivities to the OTA analogues, ochratoxin B and ochratoxin C, were 7.3% 

and 11.9% respectively. No cross-reactivity (<0.01%) was observed to other co-occurring mycotoxins (AFB1, 

ZEN, FB1 and DON). The recovery rates in spiked corn, wheat and soybean samples were 83.2%–117.8%, 

and the intra-day and inter-day relative standard deviations were <10%. Simultaneous analysis of 

commercial samples (corn, wheat, and feedstuff) showed a good correlation between FICGA and liquid 

chromatography tandem mass spectrometry (LC/MS-MS). Hence, this developed quantum dots-based 

FICGA shows great potential for rapid, sensitive, simple and cost-effective quantitative detection of OTA in 

food safety control. 

Key words: ochratoxin A, immunochromatographic, quantum dots, monoclonal antibody, quantification 

 

真菌毒素（mycotoxin）又称霉菌毒素，是

一类小分子次级代谢产物。其中，赭曲霉毒素

（ochratoxins）由赭曲霉 Aspergillus ochraceus

和疣孢青霉 Penicillium verrucosum 等产生，主要

包括有赭曲霉毒素 A（OTA）、赭曲霉毒素 B（OTB）

和赭曲霉毒素 C（OTC）等，其中 OTA 的分布最

广，毒性最强，关注度最高，危害性和重要性仅

次于黄曲霉毒素。OTA 具有“三致”作用，即可

致癌、致畸和致突变，并对人肝脏组织存在遗传

毒性（Bui-Klimke & Wu 2015；Brennan et al. 

2017）。OTA 可污染谷物、饲料和干果等农作物，

通过采食被污染的植物性食物进入人体或动物

体，经蓄积，可二次污染相关动物源性食品（王

健等 2018）。OTA 已被列为人类潜在的致癌物质

即 group B 类（ⅡB）致癌物。 

在真菌毒素检测领域，免疫分析法近年来发

展迅速（Zheng et al. 2006；Meulenberg 2012；

Bueno et al. 2015）。其中，免疫层析法，凭借肉

眼即可判定检测结果，通过读取信号数值便能进

行定量分析。免疫层析法快速、简单且无需特殊

仪器支持，目前，基于纳米金标记的免疫层析法

已有较多报道（Huang et al. 2016；Hao et al. 

2017）。 

量子点（quantum dots，QDs）作为新型的
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纳米材料，具有很好的光稳定性和生物相容性，

与传统有机荧光染料相比，发射光谱窄而对称，

是理想的荧光标记物（Wang et al. 2016）。近年

来量子点在免疫检测领域应用广泛，如基于量子

点的电化学传感技术、多重芯片技术和分子印迹

技术等（Zrazhevskiy et al. 2010；Jiang et al. 2016；

Hu et al. 2016；Bilan et al. 2017）。前期，本课题

组通过使用胶体金颗粒标记真菌毒素单克隆抗

体，并经系列优化，制备的胶体金免疫层析试

纸条，可满足相关真菌毒素的快速定性检测和

定量分析（Zhang et al. 2018）。本研究拟基于

此，采用量子点取代常规胶体金颗粒，制备 OTA

荧光免疫层析检测方法，借助量子点的荧光特

性，以实现农产品中 OTA 的快速、高灵敏度定

量检测。  

1 材料与方法 

1.1 材料 

1.1.1 主要试剂：羧基修饰的水溶性量子点-625

（JQ625）购自无锡景麒生物科技有限公司；不

同真菌毒素标准品、牛血清白蛋白（BSA）、卵

白蛋白（OVA）、N-羟基琥珀酰亚胺（NHS）、N,N-

二环己基碳二亚胺（DCC）、1-(3-二甲氨基丙基)-3-

乙基碳二亚胺盐酸盐（EDC）购自 Sigma 公司；

不同类型的硝酸纤维素膜（Millipore 135/180，

PALL Vivid 90/170 和 Sartorius UniSart CN140）、

玻璃纤维（SB06，SB08）、聚酯膜（Ahlstrom 

6613）和吸水板等耗材购自杭州奥唯生物科技

有限公司。 

1.1.2 主要仪器：免疫层析试纸条制备所需相关

设备购自美国 BioDot 公司；旋转浓缩仪购自美

国 CentriVap 公司；量子点荧光免疫层析读数仪

由浙江大学动物预防医学研究所研制。 

1.2 偶联抗原（OTA-BSA/OVA）的制备与鉴定 

OTA 偶联抗原（OTA-BSA/OVA）的制备参考

相关文献进行合成（Kawamura et al. 1989）。制

备的偶联抗原经鉴定和测定偶联比后，-20℃保

存备用（Zhang et al. 2015）。 

1.3 抗体量子点荧光标记物（anti-OTA-QDs）的

制备与鉴定 

单克隆抗体 Anti-OTA 腹水为实验室前期制

备，纯化后测定亲和力为 2.37×109L/mol，一般

认为亲和常数为 107–1012L/mol 的抗体亲和力高

（Schell et al. 1993），因此该抗体满足免疫检测

的需求。本研究采用羧基修饰的水溶性量子点，

通过在偶联剂 EDC 的作用下，量子点上的羧基

与单克隆抗体氨基缩合形成共价键，以制备得到

抗体-量子点荧光标记物。具体操作如下：取量

子点溶液 100μL（浓度 8μmol/L）至 EP 管中，加

入 6μg 纯化后的 Anti-OTA 单克隆抗体，并加入

13.7μL 偶联剂 EDC（10mg/mL），最后补充反应

体系至 800μL（量子点溶液终浓度为 1μmol/L），

混合均匀后置于 25℃反应 2h，8 000r/min 离心

3min，取上清。偶联过程中抗体和偶联剂的稀

释以及反应体系均采用硼酸盐缓冲液（BB，

50mmol/L，pH 9.0）。 

由于标记过程中可能会形成团聚，并且反

应体系中可能存在未标记的抗体或游离的量子

点，这都将影响最终免疫层析检测体系的建立，

故需对产物进行纯化，以达到后期最佳的试验

效果。本研究采用尺寸排阻色谱柱对标记产物

进行纯化，标记量子点的抗体、未标记的抗体

和游离的量子点由于尺寸大小不一，在色谱柱

中的流动速度不同，通过分段收集，可获得抗

体-量子点荧光标记物（Anti-OTA-QDs），产物经

琼脂糖凝胶电泳和荧光免疫反应鉴定后，保存

备用。 

1.4 量子点荧光免疫层析检测方法（FICGA）的

优化 

层析检测示意图见图 1。检测线（test line，

T 线）包被 OTA 偶联抗原，质控线（control line，

C 线）包被山羊抗鼠抗体（goat anti mouse IgG）， 
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图 1 赭曲霉毒素 A 量子点荧光免疫层析检测方法示意图 

Fig. 1 Schematic diagram of the quantum dots-based fluorescent immunochromatographic assay (FICGA) for the quantitative 

detection of ochratoxin A. 

 

抗体量子点标记物（anti-OTA-QDs）置于固定垫。

检测时取适量待测样本滴于加样孔，并通过设置

梯度稀释 OTA 标准品溶液，经层析作用后分别

检测 T 线信号强度，绘制标准曲线并对待检样本

进行定量分析。  

在免疫层析体系中，本研究通过选取牛血清

白蛋白和卵白蛋白（BSA、OVA）合成的偶联抗

原（OTA-BSA 和 OTA-OVA）作为 T 线包被抗原，

确定最优；试纸条组成材料优化涉及硝酸纤维素

膜（NC 膜）、样品垫和固定垫。本研究，选用了

5 种较常用的 NC 膜，通过比较效果，确定最佳；

对于样品垫，则主要针对 SB06 和 SB08，通过滴加

阳性、阴性样品提取液，比较吸收情况，选择最佳

样品垫；固定垫的作用为固化荧光抗体，影响其释

放效果和稳定性。为比较固定垫种类，本研究选取

3 种固定垫（SB06、SB08、Ahlstrom 6613），以荧

光抗体干燥后的稳定性和释放效率为标准，选取

最优；除此之外，不同摩尔浓度（10、20、50mmol/L）

的 Tris-HCl、磷酸盐缓冲液（PBS，pH 7.4）和

硼酸盐缓冲液（BB，pH 7.4），分别含不同浓

度蔗糖（0、2%、4%、6%）和 BSA（0、0.5%、

1%、2%），优化后作为样品垫和固定垫的前处

理液。  

抗原包被缓冲液、硝酸纤维素膜封闭液以及

量子点标记抗体稀释液的选择与确定参考本团

队前期发表的文献进行（Zhang et al. 2018）。 

1.5 量子点荧光免疫层析检测方法（FICGA）的

建立 

按照上述模式图 1，硝酸纤维素膜（NC 膜）

上 T 线包被 OTA 偶联抗原，C 线包被山羊抗兔抗

体，量子点标记 OTA 单克隆抗体置于固定垫，

并按图 2 所示，将处理后的样品垫、固定垫、 
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图 2 量子点免疫层析试纸条侧面结构示意图 

Fig. 2 Sketch map of the quantum dots-based fluorescent immunochromatographic (side view). 

 

NC 膜和吸水垫依次粘贴在 PVC 底板上，每两部

分相互重叠，组装完成后，切割备用（0.5cm）。 

层析完成后，使用荧光读数仪测定 T 线信号

强度，绘制标准曲线，并计算相关参数。 

分别选择 OTA 结构类似物和其他常见真菌

毒素，包括 OTB、OTC、黄曲霉毒素 B1（AFB1）、

玉米赤霉烯酮（ZEN）、伏马毒素（FB1）和呕吐

毒素（DON）作为竞争抗原，分别测量 IC50 值（孙

清等 2015）。 

1.6 基质影响的消除 

为降低检测体系的基质效应，同时避免因稀

释倍数过高，降低灵敏度，本研究分别将玉米、

面粉和大豆萃取液梯度稀释后，再稀释 OTA 标

准品，绘制基质添加标准曲线，确保消除基质和

获得最佳的检测效果。 

1.7 量子点荧光免疫层析检测方法（FICGA）稳

定性试验 

本研究采用 37℃加速试验判定试纸条稳定

性。将组装好的试纸条装入锡箔袋（1 个/袋），

每袋放入两包干燥剂，真空包装机压膜包装。包

好的试纸条置于 37℃恒温箱，分别于第 7、15、

30d 取出，采用梯度稀释的标准品溶液验证其检

测灵敏度，评价试纸条稳定性，预测保存期。 

1.8 样本萃取与加标试验 

样本（20g）置于三角烧瓶（250mL）中，

加入 100mL 萃取液（甲醇:水=7:3，V/V），涡旋

振荡后离心（4 000r/min，10min），上清过滤后

经超纯水稀释后进行检测。OTA 阴性样本经研磨

并过筛，干燥后加入 OTA 标准品溶液，混匀后

放置过夜待检。每个加标浓度不同时间点重复测

定 3 次，计算回收率以及标准偏差。 

1.9 量子点荧光免疫层析检测方法（FICGA）与

LC-MS/MS 比较试验 

同 时 采 用 量 子 点 免 疫 层 析 试 纸 条 和

LC-MS/MS 两种方法平行检测天然样本（包括玉

米、小麦和饲料）。 

2 结果与分析 

2.1 偶联抗原（OTA-BSA/OVA）的制备 

采用 MALDI-TOF-MS 测定偶联比。经计算，

OTA-BSA 偶联比（OTA:BSA）约为 13.7:1，OTA-OVA

偶联比（OTA:OVA）约为 5.3:1。 

采用ELISA对制备的偶联抗原进行鉴定（图3）。

标记产物的 OD450 与对照比值远大于 2.1，显示

偶联抗原 OTA-BSA 和 OTA-OVA 满足相关免疫学

检测的需求。 
 

 
 

图 3 OTA 偶联抗原 OTA-BSA 和 OTA-OVA 的 ELISA 鉴定 

Fig. 3 Identification of the ochratoxin A-bovine serum 

albumin (OTA-BSA) and ochratoxin A-ovalbumin (OTA-OVA) 

by ELISA. 
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2.2 单克隆抗体量子点荧光标记物（Anti-OTA-QDs）

的纯化与鉴定 

抗体量子点荧光标记物（Anti-OTA-QDs）按

照 1.3 中所述方法合成、浓缩后，采用尺寸排阻

色谱柱进行纯化（图 4A）。琼脂糖凝胶电泳和荧

光免疫学方法鉴定结果见图 4B，相比对照组

BSA-QDs 和游离的 QDs，Anti-OTA-QDs 迁移速度

较慢。由于迁移速度与分子量有关，说明抗体与

量子点偶联成功，且免疫学结果表明 Anti-OTA-QDs

仍具备识别特异性抗原的能力，具备抗体活性。

综上表明抗体-量子点荧光标记物制备成功，可

用于免疫学检测方法的建立。 

2.3 量子点荧光免疫层析检测方法（FICGA）相

关条件的确定 

硝酸纤维素膜（NC 膜）的对比结果表明，

Sartorius CN140 最优，层析 10min 后，竞争反应

充分，条带清晰且背景值较低。检测时，T 线包

被 OTA-OVA 时灵敏度更高，这与前期建立胶体

金免疫层析检测方法时的结果相符（Zhang et al. 

2018），故最终选择 OTA-OVA 作为包被抗原。 

对于样品垫的选择，由于 SB08 在使用时，

可在完全吸收样本的同时获得更强的检测信号，

选取为后续样品垫材料；固定垫的选择则通过对

比荧光抗体固化后溶解的效率，由于 Ahlstrom 

6613 溶解、释放荧光抗体所需时间最短且最充

分，作为最佳固定垫。样品垫和固定垫的处理液

均为 20mmol/L 的硼酸盐缓冲液（BB，pH 7.4），

其中分别含有 4%蔗糖和 1% OVA，并且同时添加

0.25% TritonX-100（表面活性剂）。 

经优化，抗原包被缓冲液为含 3%甲醇的

50mmol/L 碳酸盐缓冲液（CBS，pH 9.6）；硝酸

纤维素膜封闭液为含 2%蔗糖、2% OVA 和 0.02% 

NaN3 的 10mmol/L 磷酸盐缓冲液（PBS，pH 7.4）；

荧光标记抗体稀释液为含5%海藻糖、1% OVA、0.02% 

NaN3 的 50mmol/L 硼酸盐缓冲液（BB，pH 8.0）。 

为获得最佳检测效果，本研究还对 OTA-OVA

和荧光标记抗体 Anti-OTA-QDs 浓度进行了优化，

最终确定 OTA-OVA（2.9mg/mL）的包被浓度为

0.08mg/mL，山羊抗鼠抗体包被浓度为 0.2mg/mL，

15倍稀释后的Anti-OTA-QDs喷涂量为 70μL/cm2。 

2.4 量子点荧光免疫层析检测方法（FICGA）的建立 

经过对免疫层析相关条件的优化，本研究建

立的 FICGA 检测效果见图 5。 

通过设置梯度浓度的 OTA 标准品溶液，取

100μL 滴至加样孔，经层析作用后，荧光读数仪

读取 T 线信号强度，以 OTA 标准品浓度为横坐

标，检测线信号强度抑制率为纵坐标，绘制抑

制曲线（图 6），线性方程为 y=0.5838x+0.9355

（R2=0.9889），线性范围为 0.05–0.59ng/mL，检测

下限为 0.04ng/mL，半数抑制率（IC50）为 0.18ng/mL。 
 

 
 

图 4 抗体-量子点荧光标记物的纯化（A）与鉴定（B）   B：左：琼脂糖凝胶电泳；右：免疫荧光 

Fig. 4 Purification (A) and identification (B) of the quantum dots labeled antibody. B: Left: Agarose gel electrophoresis; Right: 

Immunofluorescence. 
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图 5 赭曲霉毒素 A 量子点荧光免疫层析检测效果图   OTA

浓度 1–7：10，5，2.5，1.25，0.625，0.312 和 0ng/mL 

Fig. 5 Visual observation of the results of quantum 

dots-based fluorescent immunochromatographic assay for 

OTA. The concentrations of OTA from 1 to 7: 10, 5, 2.5, 1.25, 

0.625, 0.312 and 0ng/mL. 

 

 
 

图 6 基于量子点的 OTA 荧光免疫层析检测方法竞争抑制

曲线（A）和抑制率线性分析（B） 

Fig. 6 Competitive inhibition of OTA in quantum dots-based 

fluorescent immunochromatographic assay (A) and linear 

analysis of percent inhibition against OTA concentration 

(B). 

基于相同抗体建立的间接竞争 ELISA

（IC-ELISA）的检测下限（IC10）为 0.07ng/mL，

半数抑制率（IC50）为 0.38ng/mL，检测时长约

2h（Zhang et al. 2015）；基于相同抗体的胶体金

免疫层析检测方法检测下限（IC10）为 0.32ng/mL，

半数抑制率（IC50）为 2.63ng/mL，检测时长约

为 20min（Zhang et al. 2018）。相比 IC-ELISA 和

胶体金免疫层析，本研究建立的基于量子点标记

的 FICGA 在简单快捷的同时，灵敏度更高（IC10：

0.04ng/mL；IC50：0.18ng/mL）。 

2.5 量子点荧光免疫层析检测方法（FICGA）检

测 OTA 特异性分析 

特异性分析结果显示，建立的 FICGA 对 OTA

类似物 OTB、OTC 交叉反应性依次为 7.3%和

11.9%，对其他常见真菌毒素 AFB1、ZEN、FB1 和

DON 均无交叉反应，表明该方法特异性高。  

2.6 量子点荧光免疫层析检测方法（FICGA）稳

定性的验证 

按照 1.7 中所述进行稳定性检测，结果表明

37℃放置 30d 后，试纸条检测灵敏度未下降，对

OTA 仍能特异性检出。证明制备的 FICGA 稳定性

好，至少可在 37℃保存 30d，因试纸条通常室温

放置，故预测其在室温可稳定保存一年。 

2.7 基质效应的消除 

基质效应分析结果（图 7）表明当 3 种样本

提取液经超纯水 1:3 倍稀释后进行检测时，此时

的基质效应基本消除，故后续样本检测时，提取

液经 1:3 倍稀释后，取 100μL 滴入加样孔即可。 

2.8 加标回收试验 

按照 1.8 中所述，取 OTA 阴性样本（玉米、

小麦和大豆）进行加标试验。根据该检测方法的

检测区间，设置 OTA 的加标浓度依次为 1.25、

2.5、5 和 10μg/kg。各浓度 3 个平行，重复 3 次，

分别计算回收率和相关参数。 

结果表明，本研究建立的 FICGA 加标回收率

在 83.2%–117.8%之间，批内、批间相对标准偏

差分别为 3.9%–8.6%和 5.2%–9.7%（表 1），符合 
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图 7 玉米（A）、面粉（B）和大豆（C）提取液基质影响消除试验 

Fig. 7 Matrix interferences of extracts from corn (A), wheat (B) and soybean (C) spiked with ochratoxin A and diluted in different 

ratios with phosphate buffered saline as measured by quantum dots-based fluorescent immunochromatographic assay. 
 
表 1 样本的加标回收率和批内、批间相对标准偏差 

Table 1 Recovery and relative standard deviations of samples spiked with different levels of ochratoxin A by quantum dots based 

fluorescent immunochromatographic assay  

样本 

Sample 

OTA 浓度 

Concentration of OTA (μg/kg) 

批内 

Intra-assay 

RSD (%) (n=3) 

批间 

Inter-assay 

RSD (%) (n=3) 

回收率 

Recovery rate (%) 

加标 

Spiked 

检出 

Detected 

玉米 

Corn 

1.25 1.04 5.9 7.6 83.2 

2.5 2.34 4.7 6.2 93.6 

5 4.17 6.3 5.9 83.4 

10 11.35 8.2 8.7 113.5 

小麦 

Wheat 

1.25 1.09 6.3 7.1 87.2 

2.5 2.24 3.9 5.8 89.6 

5 5.12 5.7 6.8 102.4 

10 9.79 8.6 9.1 97.9 

大豆 

Soybean 

1.25 1.19 4.6 5.2 95.2 

2.5 2.64 5.9 6.4 105.6 

5 5.89 6.1 8.3 117.8 

10 8.97 7.6 9.7 89.7 
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残留检测的相关标准（European 2002），表明该

检测方法准确率高且稳定性好，具有很好的实用

性和可靠性。 

2.9 量子点荧光免疫层析检测法（FICGA）与

LC-MS/MS 相关性分析 

对天然样本中 OTA 含量，同时运用 FICGA

和 LC-MS/MS 法进行测定，定量结果见表 2（阳性

样本），线性回归方程为：LC-MS/MS=1.0098FICGA- 

1.6932（R2=0.8391）（图 8），表明两种检测方法

相关性良好，故本研究制备的荧光免疫层析法可

满足样本中 OTA 的定量检测需求。 
 

表 2 自建量子点荧光免疫层析和 LC-MS/MS 对天然样本中

OTA 的定量检测结果 

Table 2 Quantitative detection of OTA in natural samples by 

the developed FICGA and LC-MS/MS 

样本编号 

Sample 

No. 

量子点免疫层析 

FICGA (μg/kg), 

Mean±SD 

液相二级质谱 

LC-MS/MS (μg/kg), 

Mean±SD 

1 4.52±0.95 3.98±0.73 

2 16.39±1.72 14.87±1.21 

3 30.73±2.59 22.94±1.32 

4 28.93±2.68 25.57±2.71  

5 6.29±1.02 4.18±0.31 

6 20.16±1.96 15.97±1.41 

7 21.75±1.62 18.39±1.03 

8 25.81±2.29 20.01±1.61  

9 2.13±1.67 1.36±0.12 

10 22.38±2.32 27.71±2.13  

11 25.67±2.13 20.99±2.71 

12 37.29±3.62 45.62±3.12 

13 28.56±2.41 32.36±2.14 

14 20.71±1.56 16.62±1.35 

15 31.89±2.89 26.71±2.13 

16 16.23±1.41 19.28±1.26 

3 讨论 

赭曲霉毒素 A（OTA）分布广泛，具有强致

癌性和免疫毒性，主要靶器官为肾脏，长期食用

OTA 污染的食物，会对机体造成严重伤害。免疫 

 
 

图 8 FICGA 与 LC-MS/MS 检测结果的相关性分析 

Fig. 8 Correlation of results obtained by quantum dots-based 

fluorescent immunochromatographic assay and LC-MS/MS 

for OTA detection in natural samples. 

 

层析技术因具有快速、简单、高通量和无需复杂

仪器支持等诸多优势，近年来在医学相关参数的

现场筛查和食品安全快速检测领域应用广泛

（Kitidee et al. 2016；Kong et al. 2017；Watanabe 

Pinhata et al. 2018）。相比免疫层析的传统标记

物胶体金颗粒，荧光量子点作为检测探针时，灵

敏度更高，且更适用于定量分析。本研究在前期

工作的基础上，利用量子点取代金颗粒标记真菌

毒素单克隆抗体，经优化相关反应条件，成功制

备了 OTA 快速、高灵敏度荧光免疫层析检测法，

该方法准确便捷，具有很好的应用前景。 

在偶联剂 EDC 的作用下，抗体的氨基和量

子点的羧基共价缩合形成抗体-量子点标记物，

建立的 OTA 荧光免疫层析检测法（FICGA），通

过荧光读数仪读取检测线信号强度，绘制标准抑

制曲线，可实现对样本中 OTA 的快速定量检测。

相比本实验室前期建立的常规间接竞争 ELISA

（IC-ELISA）和胶体金免疫层析检测法（DICGA），

该研究建立的 FICGA 灵敏度高且方便快捷，样

本处理后 15min 即可完成检测，检测下限达到

0.04ng/mL，实际样品检出限为 0.8μg/kg，加标

回收率在 83.2%–117.8%之间，与 LC-MS/MS 相关
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性良好。近年来，已有 OTA 相关检测方法的报

道，如周耀峰等（2015）建立了 OTA 量子点荧

光微球免疫层析试纸条，虽然灵敏度与本研究相

近，但检测对象仅限于玉米，应用受限；李鑫等

（2014）建立的免疫层析试纸条，可对农产品中

OTA 含量进行检测，由于是基于胶体金显色，灵

敏度低，且只能定性判定无法定量分析；免疫传

感器法（Wang et al. 2019）在实现痕量检测的同

时，操作复杂且需要特殊仪器的支持的劣势使其

难于推广使用；因此本研究建立的基于量子点标

记的赭曲霉毒素 A 免疫层析试纸条具有应用对

象广、灵敏度高和简单快捷等优势。 

本研究基于免疫层析体系，采用间接竞争反

应模式，用量子点作为标记物标记抗体，经优化

各项条件，包括层析系统的主要组成原件（样品

垫、固定垫、NC 膜和吸水垫）以及相关缓冲液

（如抗原包被缓冲液、前处理液和 NC 膜封闭液）

的浓度、种类和 pH，并确定了基质影响消除方

法，最终建立了能够有效定量监测多种谷物样本

中 OTA 含量的 FICGA，特别适用于对大量样本的

快速初筛，因检测过程无需特殊仪器的支持，对

基层检验检疫机构和农产品加工企业来说，更易

推广使用。多种真菌毒素混合污染现象时有发

生，且混合污染时毒性显著增强（Smith et al. 
2016），后续我们将在此基础上，开发出二联或

多联量子点免疫层析检测方法，以实现对农产品

中两种或两种以上真菌毒素的同时定量检测。 
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