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荧光侧流免疫层析法检测谷物制品中
黄曲霉毒素B1

刘 恋，肖小华*，李攻科*

（中山大学 化学学院，广东 广州 510006）
摘 要：基于特异性单克隆抗体，通过系统优化标记抗体 pH值、抗体用量、包被抗原浓度等关键参数，并

将探针预包被于共轭垫，建立了一种基于时间分辨荧光微球（TRFM）标记的侧流免疫层析方法（TRFM-LFIA），

用于谷物中黄曲霉毒素 B1（AFB1）的快速检测，该法包含样品制备在内的总检测时间为 10 min。结果表明：

在最优条件下，所建立的 TRFM-LFIA 方法对 AFB1 的线性范围为 0. 05~10. 00 μg/L，纯缓冲溶液中检出限

（LOD）为 1. 30×10-2 μg/L。与赭曲霉毒素A、伏马毒素B1等 4种常见霉菌毒素无明显交叉反应，且与同位素稀

释液相色谱-串联质谱标准方法结果相吻合（r2=0. 991 8）。该方法具有快速、灵敏、准确等优点，适用于谷物

制品中AFB1的现场高通量筛查，为食品安全风险监控提供了有力的技术支持。
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Fluorescent Lateral Flow Immunoassay Test Strip for Aflatoxin B1 in 
Cereal Products

LIU Lian，XIAO Xiao-hua*，LI Gong-ke*

（School of Chemistry，Sun Yat-sen University，Guangzhou　510006，China）
Abstract：To meet the demand for rapid on-site screening of aflatoxin B1（AFB1） in cereal products，
a time-resolved fluorescent microsphere-based lateral flow immunoassay（TRFM-LFIA） technique 
was developed using a specific monoclonal antibody.  Key experimental parameters，including the pH 
for antibody labeling， antibody concentration， and coating antigen concentration，were optimized 
systematically.  The fluorescent microsphere-labeled antibody probe was pre-coated onto the conjugate 
pad，enabling rapid detection of AFB1 in cereals within 10 min，including sample preparation.  Un⁃
der the optimized conditions，the proposed TRFM-LFIA exhibited a linear detection range of 0. 05-
10. 00 μg/L for AFB1，with a limit of detection（LOD） of 1. 30×10-2 μg/L in buffer solution.  No sig⁃
nificant cross-reactivity was observed with four common mycotoxins， including ochratoxin A and fu⁃
monisin B1.  The results obtained using the method proposed herein were in good agreement with 
those obtained using the isotope dilution liquid chromatography-tandem mass spectrometry reference 
method，with a coefficient of determination of 0. 991 8.  Owing to its rapidity，sensitivity，and accu⁃
racy， the developed TRFM-LFIA technique is suitable for application in on-site，high-throughput 
screening of AFB1 in cereal products and provides robust technical support for food safety risk moni⁃
toring.
Key words：aflatoxin B1；rapid detection；grain products；fluorescent lateral flow immunoassay；
time-resolved fluorescent microspheres
谷物类制品作为全球范围内最重要的基础粮食，其质量安全直接关系到国计民生与消费者健康。

然而，谷物在种植、仓储及加工过程中极易受到霉菌及其代谢物污染［1］。其中，黄曲霉毒素B1（AFB1）
性质稳定，常规加工难以有效去除，可通过食物链在人体内富集，引发急性或慢性中毒，并对肝、肾、
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免疫及神经系统造成严重损害［2-3］，被世界卫生组织国际癌症研究机构列为 I类致癌物［4］。

为保障粮食安全与消费者健康，世界各国均对谷物及其制品中的霉菌毒素残留量设立了严格的限

量标准。我国《食品安全国家标准 食品中真菌毒素限量》（GB 2761-2022）［5］明确规定，在谷物及其制

品中AFB1的限量应小于 5. 0 μg/kg。因此，建立快速、灵敏、准确的检测方法，对谷物及其制品进行

高效监控，对于从源头控制霉菌毒素风险具有至关重要的意义。

目前，AFB1的检测方法主要包括液相色谱法［6］、液相色谱-质谱联用法［7-8］等仪器分析方法。这些

方法虽具有高灵敏度与高准确度的优点，但存在前处理复杂、仪器昂贵、检测周期长等局限性，难以

满足现场、大批量样品的快速筛查需求。同时，在全球可持续发展和环境保护目标的推动下，绿色和

可持续的检测策略需求量增大［9］。基于抗原-抗体特异性反应的免疫层析技术，无需标记或使用纳米标

记物替代有毒试剂［10］，在实现快速检测的同时减少了有机溶剂的使用，特别是侧流层析免疫分析法

（LFIA），以其快速、简便、成本低、便于携带［11］等优势，成为实现现场快速检测的理想绿色检测

技术。

针对 AFB1的现场快速检测，市场上已有基于胶体金免疫层析、荧光标记物免疫层析及酶联免疫

吸附的各类产品。其中，胶体金试纸条操作简便，但灵敏度普遍在 1~5 μg/kg水平，难以满足痕量筛查

需求；酶联免疫吸附试剂盒灵敏度较高，可达 0. 1~1 μg/kg，但操作步骤繁琐、需多次孵育洗涤，检测

时间通常在1 h以上。近年来，基于荧光标记物的新型免疫层析产品逐步涌现，配合专用读数仪，灵敏

度可较胶体金法提高 1~2个数量级，同时保留了操作快速简便的优势。其中，时间分辨荧光微球具有

较长的荧光寿命以及可通过时间和波长分辨消除背景荧光干扰［12-13］的优点，是理想的发光标记物，可

应用于LFIA提高方法灵敏度。聚苯乙烯纳米微球封装铕离子（Eu（Ⅲ））制得的时间分辨荧光微球，其表

面可实现多种官能团修饰以提高抗体标记效率［14］，且Eu在紫外光照射下可发射深红色荧光，拥有更窄

的发射峰，有利于减少非特异性荧光背景干扰，常被用作抗体标记物。

目前，多数LFIA的操作流程为先孵育后检测。孵育步骤有利于抗原与抗体在液相中充分反应，可

显著提升检测灵敏度与准确性，尤其在低浓度目标物或复杂样本基质中表现更为稳定。然而，孵育过

程通常需15~30 min，孵育后仍需15~20 min达到免疫反应平衡，限制了其在现场筛查中的应用。

本研究使用羧基改性Eu（Ⅲ）-螯合物掺杂的聚苯乙烯纳米微球（TRFM）作为标记探针，设计了一种

用于谷物中AFB1检测的时间分辨荧光微球免疫层析（TRFM-LFIA）试纸条，将孵育步骤改为预喷涂探

针至共轭垫并集成至试纸条上，使孵育过程与免疫反应过程在层析过程中同步进行，有效缩短了检测

时间（图 1）。本研究对TRFM-LFIA进行了系统优化，并对其线性范围、检出限（LOD）、特异性、重复

性、稳定性和回收率进行了评价。

1 实验部分 
1. 1　仪器与试剂　

XYZ3050 点线划膜仪、荧光读数仪均购于上海金标公司；低温高速离心机购于德国 Eppendorf公
司；涡旋振荡器购于德国 IKA公司。

硝酸纤维素（NC）膜、聚氯乙烯（PVC）底板、玻璃纤维、吸水垫购于扬州宇凡生物科技公司；羧基

改性Eu（Ⅲ）-螯合物掺杂的聚苯乙烯纳米球（固含量 1% w/v，激发波长 360 nm，发射波长 615 nm，粒径

图1　TRFM-LFIA示意图（A）、预喷涂步骤（B）和检测过程（C）
Fig. 1　Schematic of TRFM-LFIA（A），pre-coating step（B） and its detection process（C）
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200 nm）购于苏州为度生物科技公司；羊抗鼠二抗（IgG）购于上海Abcam试剂公司；AFB1小鼠抗体购于

佛山牧斯研生物科技公司；黄曲霉毒素B1（纯度 98%）、proclin 300购于上海Macklin试剂公司；Tween 
20、海藻糖二水合物、蔗糖、聚乙二醇 20000（PEG-20000）、磷酸盐缓冲液（PBS）购于上海Beyotime试
剂公司；2-吗啉乙磺酸（MES）、N-羟基琥珀酰亚胺（NHS）、1-乙基 -3-（3-二甲氨基丙基）碳二亚胺

（EDC）、硼砂、三羟甲基氨基甲烷盐酸盐（Tris-HCl）购于上海 Aladdin 生化科技公司；牛血清白蛋白

（BSA）购于上海生工生物工程公司；其余试剂均为分析纯级。大米、食用油、面粉均购于周边市场。

1. 2　实验方法　
1. 2. 1　TRFM标记抗体探针（TRFM-mAb）制备　取 0. 1 mL TRFM 加入 0. 9 mL 0. 10 mol/L MES 溶液，

涡旋1 min分散，在4 ℃下13 000 r/min离心20 min。沉淀用1. 0 mL 0. 10 mol/L MES溶液重悬，超声1 min，
加入 0. 2 mL 0. 10 mol/L EDC溶液和 0. 1 mL 0. 10 mol/L NHS溶液，室温反应 30 min。将反应液在 4 ℃下

13 000 r/min离心 20 min，沉淀用 1. 0 mL 0. 10 mol/L MES溶液重悬，超声 1 min，得到活化的TRFM。取

1. 0 mL活化的TRFM加入1. 0 mL抗体溶液，室温轻搅2 h。加入25. 0 μL 10wt% BSA，室温搅拌1 h封闭

未反应位点。将反应液在 4 ℃下 13 000 r/min 离心 10 min，沉淀用 1. 0 mL 含 0. 5wt% BSA、1wt%蔗糖、

0. 5wt%聚乙二醇、0. 05wt%硼砂的 0. 01 mol/L PBS缓冲液重悬，超声。重复离心洗涤 3次。最终用洗涤

液重悬至1. 0 mL，4 ℃避光保存备用。

1. 2. 2　TRFM-LFIA制备　使用 XYZ3050点膜平台，在 NC膜上同时喷印 AFB1-OVA 和 IgG 作为检测

线（T）和质控线（C），相邻两直线间距 3. 5 mm，45 ℃恒温干燥 12 h。将样品垫浸泡于含 1%（体积分数）

Tween 20、1wt%蔗糖的 0. 01 mol/L PBS缓冲液中 20 min，45 ℃恒温干燥 12 h。将共轭垫浸泡于含 3wt%蔗

糖、3wt%海藻糖二水合物、1%（体积分数）proclin 300、3wt% NaCl的 0. 10 mol/L Tris-HCl溶液中 20 min，
45 ℃恒温干燥 12 h。将NC膜粘贴于PVC底板中部，与NC膜一侧重叠 2. 0 mm粘贴吸水垫，与NC膜另

一侧重叠 2. 0 mm粘贴共轭垫，再与共轭垫重叠 2. 0 mm粘贴样品垫。切割成 4. 0 mm宽试纸条，密封于

干燥铝箔袋中，4 ℃下避光保存。

1. 2. 3　TRFM-LFIA系统优化　偶联抗体 pH 值：调节 TRFM 偶联抗体 pH 值分别为 6. 0、7. 0、8. 0、
9. 0、10. 0，考察最佳偶联抗体pH值。

偶联抗体量：将 TRFM 分别与质量浓度为 0. 01、0. 02、0. 05、0. 10、0. 20 mg/mL 的 AFB1 抗体进

行偶联，考察最佳偶联抗体量。

包被抗原浓度：分别选用质量浓度 0. 01、0. 02、0. 05、0. 08 mg/mL的AFB1-OVA进行NC膜喷涂，

考察最佳包被抗原浓度。

免疫反应时间：以温度为变量，分别在室温（空调控温实验室室温，25 ℃）、40、45 ℃下每 2 min
读取信号，30 min后每 30 min读取 1次。通过考察T值与抑制率得到最佳免疫反应温度及时间。在室温

条件下改变试纸条工艺，以 3. 00 μL/cm的喷量将TRFM-mAb探针喷涂至共轭垫上，37 ℃恒温干燥 12 h
后组装进试纸条中，每1 min读取1次信号，通过考察T值与抑制率得到最佳免疫反应时间。

其中抑制率按下式计算：

η/% = FIT /FIC (阴性 ) - FIT /FIC (阳性 )
FIT /FIC (阴性 ) × 100% （1）

式中，η为抑制率，FIT为T线荧光信号，FIC为C线荧光信号。

工艺改良前检测步骤为：将待测液使用含 5wt% BSA 的 0. 02 mol/L PBS 缓冲液以体积比 1∶3 稀释

后，取 80. 0 μL 与 1. 0 μL TRFM-mAb 混合孵育 15 min 后滴涂至样品垫上，反应 20 min 后进行信号读

取；工艺改良后检测步骤为将待测液使用含 5wt% BSA的 0. 02 mol/L PBS缓冲液以 1∶3体积比稀释后滴

涂80. 0 μL至样品垫上，反应5 min后读取信号。

1. 2. 4　TRFM-LFIA性能评价　灵敏度评价：在最优检测条件下，通过 0. 02 mol/L PBS缓冲液稀释配

制 0、0. 05、0. 10、0. 50、1. 00、3. 00、10. 00 μg/L的AFB1标准溶液并测定其对应的T、C线信号，以

阳性样本与阴性样本T/C值的比值（FI（T1/C1）/FI（T0/C0））为纵坐标，AFB1浓度（cAFB1）为横坐标绘制散点图，使

用 Logistic 四参数拟合法得到标准曲线。测定 20 个空白样本的 T、C 线信号，结合下式进行 LOD 的

计算：
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FILOD = μ空白 - 3σ空白 （2）
式中，μ 空白为20个空白样本T/C值的算术平均值，σ 空白为20个空白样本T/C值的标准偏差。

将计算所得FILOD代入所得标准曲线换算得到方法检出限。

特异性评价：选取赭曲霉毒素A（OTA）、伏马毒素B1（FB1）、玉米赤霉烯酮（ZEN）和脱氧雪腐镰刀

菌烯醇（DON）4种常见的可能与AFB1共存的霉菌毒素，使用0. 02 mol/L PBS进行稀释后检测，通过该4
种毒素在与AFB1处于相同浓度水平时的抑制率评价TRFM-LFIA特异性。

抗干扰性评价：选取质量分数 1%的NaCl、KCl、MgCl2、CaCl2、蔗糖、BSA、精氨酸、赖氨酸以及

质量浓度 2. 50 mg/L 的 Cr（Ⅵ）、Pb（Ⅱ）分别作为无机盐、有机物、蛋白质、氨基酸、重金属干扰物，

使用 0. 02 mol/L PBS稀释配制质量浓度为 1. 00 μg/L的AFB1标准溶液进行回收率实验，对TRFM-LFIA
的抗干扰性进行评价。

稳定性评价：平行制备 11 批 TRFM-LFIA，通过 T 线信号变化评估其批间稳定性；将制得的

TRFM-LFIA 装入干燥铝箔袋中于 4 ℃下避光保存，分别于第 1、3、7、14、30 d取出进行检测，观察

其显色情况，使用T/C值评价TRFM-LFIA的日内与日间稳定性。

1. 2. 5　实际样品检测　取谷物类样品（面粉、大米共 18个，大米样品需粉碎后过筛）10. 0 g，用 20. 0 
mL 70%（体积分数）甲醇溶液提取，涡旋3 min后静置1 min，取上清液用0. 22 μm滤膜过滤作为待测液。

分别采用建立的TRFM-LFIA方法与GB 5009. 22-2016《食品安全国家标准 食品中黄曲霉毒素B族

和G族的测定》［15］中的同位素稀释液相色谱-串联质谱法进行检测，并对两种方法检测结果一致性进行

确证分析。

对 18个谷物类样本进行 1∶1含量水平加标，经上述前处理步骤提取后使用TRFM-LFIA进行检测，

通过平均加标回收率及相对标准偏差（RSD）对准确度进行评价。

2 结果与讨论 
2. 1　探针表征与鉴定　

如图 2A所示，在 312 nm激发波长下于 400~650 nm波长范围内进行 TRFM及 TRFM-mAb的发射光

谱测定，其最大发射波长均为 612 nm，说明偶联AFB1抗体后，TRFM仍保留了荧光特性，由于抗体占

据 TRFM表面的羧基位点，荧光强度有所下降［16］。ζ电位反映了分散相在介质中的稳定程度，由图 2B
可知，ζTRFM=-72. 49 mV，说明 TRFM分散稳定良好，不易聚凝。而偶联AFB1抗体后，ζTRFM-mAb=-88. 28 
mV，ζ 电位绝对值进一步变大，其原因是抗体分子在 pH 7. 0 条件下整体带负电，TRFM 上的羧基被

EDC和NHS活化形成琥珀酸，琥珀酸与抗体上的氨基发生共价反应，形成稳定的酰胺键［17］，增加了微

球表面的净负电荷密度；同时抗体作为大分子蛋白，在微球表面形成较厚的水化层，导致剪切面外移，

使实测 ζ电位绝对值升高；另外探针重悬液中含有 0. 05wt%硼砂，硼砂在水溶液中水解产生 B（OH）4
-，

可能进一步吸附于微球表面或与抗体糖链形成硼酸酯结构，增强表面负电性。由图 2C、D 可知，

TRFM及TRFM-mAb粒径约为200 nm，且TRFM-mAb外层有不规则突起，证明AFB1抗体成功偶联。

2. 2　TRFM-LFIA系统优化　
2. 2. 1　偶联抗体 pH 值　TRFM 在强酸或强碱性条件下易发生聚沉［16］，随着 pH 值的增大，所制得

TRFM-LFIA的 T/C值逐渐上升，而抑制率在 pH 7. 0下达到峰值后又逐渐降低，如图 3A所示。综合考

虑 T/C 值及抑制率，为保证在较高 T/C 值的同时有较高抑制率，选取 pH 7. 0 作为 TRFM 的最优偶联

pH值。

2. 2. 2　偶联抗体量　适当的抗体偶联量可实现良好荧光强度，但抗体过量时会因空间位阻［18］导致偶

联效果不佳且与目标物的反应也受影响。由图 3B可知，在使用 TRFM进行抗体偶联时，T/C值与抑制

率随抗体浓度增加逐渐上升；当超过 0. 05 mg/L时，T/C值无显著变化，抑制率出现下降，说明抗体与

TRFM的结合已接近饱和。故选取0. 05 mg/L作为荧光微球的最优抗体标记浓度。

2. 2. 3　包被抗原浓度　在免疫层析反应中，包被抗原浓度过低时荧光信号也会过低，造成较大读数

误差，若包被浓度过高，则对低含量水平AFB1的检测不敏感，降低方法灵敏度［19］。由图 3C可知，当

AFB1-OVA 质量浓度为 0. 05 mg/mL 时，TRFM-LFIA 的 T/C 值较高，同时抑制率也达到峰值，故选取
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0. 05 mg/mL为最佳包被抗原浓度。

2. 2. 4　免疫反应时间　由图 4A可知，在一定温度范围内，T线信号随温度上升而上升，且达到稳定

所需时间缩短。这是因为在一定温度范围下，温度升高会加速抗原-抗体的结合反应，有利于反应充

分进行。相同时间下随着温度升高，未结合待测液中AFB1的 TRFM-mAb与包被抗原反应更充分，导

致 T线荧光信号增强；TRFM-LFIA的检测基于毛细层析作用进行，随着温度的上升，液体黏度下降，

在毛细介质中的流动速度上升，达到反应平衡的时间缩短。

考虑到温度升高同样会使非特异性结合增强，导致背景荧光增强，且液体蒸发速率加快，可能改

变膜上的液体流动和反应浓度，在室温条件下对试纸条工艺进行改良，将TRFM-mAb提前喷涂至共轭

垫上并组装进入试纸条。由图 4B可看出，改良后免疫反应达到稳定所需时间可缩短至 5 min内。这是

因为，在预混合方式中探针分子连同待测液一同滴涂至样品垫上，探针分子扩散路径更长，且与待测

图2　TRFM/TRFM-mAb的荧光发射光谱图（A）和 ζ电位图（B），TRFM（C）和TRFM-mAb（D）的透射电镜图
Fig. 2　Fluorescence emission spectra（A），zeta potential results（B） of TRFM and TRFM-mAb，transmission electron micro⁃

graphs of TRFM（C） and TRFM-mAb（D）

图3　抗体标记pH值（A）、抗体标记浓度（B）、包被抗原浓度（C）对TRFM-LFIA性能的影响
Fig. 3　Effects of antibody labeling pH（A），antibody labelling concentration（B），envelope antigen concentration（C） on 

TRFM-LFIA performance
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液中的AFB1结合后形成更大的复合物，在通过多孔网状结构时受到的摩擦阻力与空间位阻更大；而

预喷涂方式在待测液流经共轭垫瞬间即复溶并携带干燥的探针分子开始迁移，路径更短且能更快爬升

至NC膜区域开始反应。

2. 3　TRFM-LFIA性能评价　
2. 3. 1　灵敏度　在 TRFM-LFIA 最优检测条件下，配制一系列梯度浓度的 AFB1标准溶液绘制标准曲

线，以确定 TRFM-LFIA（预包被）检测 AFB1 的灵敏度，如图 5A 所示。标准曲线拟合方程为 FI（T1/C1）/
FI（T0/C0）=-0. 041 12+1. 074/［1+（cAFB1/0. 649 1）0. 889 3］，线性范围为0. 05~10. 00 μg/L，r2=0. 997 9，在纯缓冲液

体系中 IC50和LOD分别为0. 64、1. 30×10-2 μg/L。
在其他条件保持一致的前提下，对比预孵育工艺与预包被工艺的线性范围、IC50与 LOD，如图 5B

所示，两种工艺的线性范围一致，均为 0. 05~10. 00 μg/L，这是因为在反应完全的前提下，线性范围的

上下限与抗体总量、标记效率及T线包被抗原密度等条件有关。两种工艺使用相同探针，在相同优化

条件下，线性范围不变。预孵育的 IC50和 LOD与预包被工艺相当，分别为 0. 41 μg/L、3. 50×10-2 μg/L，
这是因为预孵育过程中探针与样品是在液相中进行孵育，抗原-抗体反应更充分，更多抗体被AFB1占

据，导致T线信号更低，标准曲线稍左移。然而预孵育工艺增加了人工移液和混合孵育步骤，易引入

更多人为误差；预包被工艺将探针预喷涂集成于试纸条内，空白检测时无需人工混合操作，信号更

稳定。预包被工艺以更短的检测时间和更简便的操作，在现场快检环境下较预孵育工艺更具综合

优势。

由表 1可知，所制备的TRFM-LFIA无需加温孵育，可在室温下直接检测，具有更低的LOD与更短

的检测时间，与荧光读数仪配合可进行定量分析。

2. 3. 2　TRFM-LFIA的特异性与抗干扰性　分别选取OTA、FB1、ZEN、DON 4种常见的可能与AFB1
共存的霉菌毒素作为干扰物，进行 TRFM-LFIA 检测。如图 5C 所示，在相同浓度下，当 AFB1 对

TRFM-LFIA产生约 80%的抑制率时，其余 4种霉菌毒素所产生的抑制率均低于 20%，表明本研究所建

立的TRFM-LFIA特异性良好，可精准识别AFB1。
同时，为验证检测方法在实际复杂样本基质中的抗干扰性，保证检测结果的准确性和可靠性，选

取常见无机盐、有机物、蛋白质、氨基酸和重金属干扰物共10种物质进行抗干扰性实验，结果如图5D
所示，其回收率介于 80. 8%~109%之间，RSD 为 0. 40%~9. 2%，表明建立的 TRFM-LFIA 方法具有良好

的抗干扰能力和基质适应性，能够满足实际复杂谷物样品中AFB1快速检测的需求。

2. 3. 3　TRFM-LFIA 的稳定性　为评价所制备的 TRFM-LFIA 的稳定性与重现性，制备了 11 批

TRFM-LFIA，批次间 RSD 为 4. 5%（图 5E），因此 TRFM-LFIA 有良好的批间稳定性。如图 5F 所示，

在 4 ℃下避光干燥保存 30 d，T/C 比值仍大于 1. 0，RSD<10%，说明该条件下 TRFM-LFIA 可稳定储存

至少30 d。

图4　不同温度下（A）及预喷涂共轭垫后室温下（B）的最佳检测时间优化结果
Fig. 4　Results of optimizing detection time at different temperatures（A） and at room temperature after pre-spraying conjugated 

pads（B）
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2. 4　谷物样品检测　

因样本中AFB1含量较低，接近方法线性范围下限，故选取样本中的AFB1含量作为加标水平。如

表 2所示，在 1∶1加标水平下，18个实际样品的平均加标回收率为 85. 8%~109%，RSD＜8. 0%。为评

估所研制的 TRFM-LFIA 的准确性与可靠性，本研究选取 10 份大米样品和 8 份面粉样品进行 TRFM-
LFIA 检测，并使用同位素稀释液相色谱-串联质谱法进行方法对比。两种方法拟合所得曲线方程为

cLC-MS=0. 991 3cTRFM-LFIA-0. 014 62，其中 r2=0. 991 8，表明使用TRFM-LFIA检测结果与LC-MS法判读结果

相吻合。

图5　TRFM-LFIA预包被工艺（A）和预孵育工艺（B）的线性关系，预包被工艺下TRFM-LFIA的选择性（C），抗干扰性
（D），批次间稳定性（E）和日间稳定性（F）

Fig. 5　Linear relationship of pre-coating process（A） and pre-incubation process（B），and the specificity（C），anti-interference 
capability（D），inter-batch stability（E），and inter-day stability（F） of TRFM-LFIA under the pre-coating process conditions

表2　实际样品的回收实验结果（n=3）
Table 2　Results of recovery in actual samples（n=3）

Sample
Rice

wAFB1/（μg·kg-1）
0. 67
1. 06
1. 11
0. 40
0. 40
0. 66
0. 50
0. 48
1. 19

Recovery/%
86. 4
97. 3
105
108

88. 9
103

93. 1
108

92. 3

RSD/（%，n=3）
5. 7
3. 9
3. 1
7. 9
6. 8
4. 6
5. 9
7. 4
4. 9

Sample
Rice
Flour

wAFB1/（μg·kg-1）
1. 01
0. 46
3. 41
0. 45
0. 97
0. 68
1. 31
2. 31
0. 42

Recovery/%
95. 4
87. 5
99. 0
109

94. 2
89. 6
96. 0
104

85. 8

RSD/（%，n=3）
3. 6
6. 2
2. 8
7. 2
4. 3
5. 4
5. 1
2. 3
6. 1

表1　市售商品黄曲霉毒素B1试纸条参数对比
Table 1　Comparison of parameters of commercial aflatoxin B1 test strips

Brand
本方法

A
B
C
D
E

Analyte
时间分辨荧光微球

时间分辨荧光微球

时间分辨荧光微球

胶体金

胶体金

胶体金

Detection temperature
室温

40 ℃
室温

室温

室温

室温

Quantification range/（μg·L-1）
0. 05~10. 00

5. 00~120. 00
20. 00~100. 00*

-
-
-

LOD/（μg·L-1）
1. 30×10-2

2. 50
20. 00*

5. 00
10. 00
5. 00

Detection time/min
5
6

25
5

5~8
8~10

*：The unit is μg·kg-1；-：The product is intended for semi-quantitative use only（*：单位为 μg·kg-1；-：产品仅用于半定量）
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3 结 论 
本文通过将TRFM-mAb探针预包被于共轭垫的工艺改进，成功研制了一种基于时间分辨荧光微球

标记的侧流免疫层析试纸条，该法包含样品制备在内的总检测时间为 10 min，对 AFB1的线性范围为

0. 05~10. 00 μg/L，具有良好特异性和稳定性，与OTA、FB1等常见共存霉菌毒素的交叉反应低，在实

际复杂样品基质中表现出良好的抗干扰能力。在 4 ℃下避光干燥可稳定保存 30 d以上。18个实际谷物

样品的验证结果显示，TRFM-LFIA的检测结果与标准方法吻合（r2=0. 991 8）。结果表明，TRFM-LFIA
方法操作简便、检测快速、准确可靠，为谷物及其制品中AFB1的高通量现场快速筛查与风险评估提

供了一种绿色有效的技术手段，具有广阔的应用前景。
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