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摘 要：该研究建立了一种对羟基苯甲酸甲酯的胶体金免疫层析快速检测方法。结果表明，在抗体标记量 2 
μg，金标探针用量 5 μL，T线及C线包被浓度均为 1. 0 mg/mL，样品垫处理液为含 0. 4% Tween-20的 0. 02 mol/
L Tris 缓冲液，层析时间 6 min 的最佳工作条件下，该方法在酱油、可乐和米醋样品中的定量下限分别为

0. 270、0. 360、0. 444 μg/mL，线性检测范围分别为 0. 126~6. 276 μg/mL、0. 282~3. 186 μg/mL、0. 192~6. 228 
μg/mL，cut-off值均为 18 μg/mL。3种样品的平均加标回收率为 82. 4%~110. 5%，相对标准偏差均不大于 15%，

测定值与 LC-MS/MS 值呈良好线性相关（相关系数 r²=0. 94）。该方法与其他结构类似物的交叉反应率小于

0. 5%，特异性良好，适用于食品中对羟基苯甲酸甲酯的现场快速筛查。
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Abstract：Methylparaben is a common food preservative widely used in carbonated beverages， sea⁃
sonings， and other food products.  However， this compound has been reported to possess endo⁃
crine-disrupting activity， posing potential risks to human health； therefore， development of rapid 
and sensitive on-site detection methods is of great importance.  In this study， a colloidal gold immu⁃
nochromatographic assay （GICA）  was established for the rapid detection of methylparaben.  Under 
optimal conditions （antibody labeling amount 2 μg， gold-labeled probe volume 5 μL， coating 
concentrations of 1. 0 mg/mL for both T and C lines， sample pad treatment buffer of 0. 02 mol/L Tris 
containing 0. 4% Tween-20， and chromatographic time 6 min）， the limits of quantification 
（LOQ）  in soy sauce， cola， and rice vinegar samples were 0. 270， 0. 360， and 0. 444 μg/mL， 
respectively， with linear detection ranges of 0. 126–6. 276， 0. 282–3. 186， and 0. 192–6. 228 
μg/mL， and a cut-off value of 18 μg/mL for all three matrices.  The average recoveries from spiked 
samples ranged from 82. 4% to 110. 5%， with relative standard deviations （RSD）  not more than 
15% for all tested concentrations.  The measured values showed good linear correlation with those ob⁃
tained by LC-MS/MS （r² = 0. 94） .  The assay exhibited excellent specificity， with cross-reactivi⁃
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ty rates of less than 0. 5% against six structurally related analogues.  The method is suitable for on-site 
rapid screening of methylparaben in foods.
Key words：methylparaben；colloidal gold immunochromatographic assay；monoclonal antibody；
rapid detection；food preservative
对羟基苯甲酸酯（PBs）是一类广谱高效的食品防腐剂，主要包括对羟基甲酸甲酯（MeP）、乙酯

（EtP）、丙酯（PrP）和丁酯（BuP）。其分子结构中酚羟基的脂溶性特性，使之能够穿透微生物细胞

膜，干扰胞内呼吸酶系和电子传递链的正常运转［1-3］，实现抑制细菌生长，广泛用于调味品、饮料等领

域［4］。与其他防腐剂相比，对羟基苯甲酸酯的活性pH值范围更宽，在酸性、中性及碱性溶液中均能发

挥作用，适用范围更广［5］。随着烷基碳链的增长，该类化合物在水溶液中的溶解度降低，毒性增强［6］。

因此，食品中MeP是最常检出的对羟基苯甲酸酯，检出浓度水平一般为 ng/g［7］。MeP含有酚羟基结构，

使其呈现一定的内分泌干扰活性，对人体健康构成潜在风险［8］。与此同时，MeP通过生产与消费环节

持续进入环境，在地表水（检出浓度 80 000 ng/L）［9］、空气（检出浓度 21 ng/m3）［10］及土壤（检出浓度

8. 04 ng/g dw，dw为干重）［11］中广泛检出，对生态安全构成潜在威胁。因此，开发一种快速灵敏的MeP
检测技术至关重要。

而目前MeP的检测主要依赖高效液相色谱、气相色谱-质谱联用等仪器分析法。燕群等［12］采用气

相色谱法对食醋、酱油和茶饮料中的对羟基苯甲酸甲酯含量进行检测，检出限为 0. 489 mg/kg，加标回

收率为 93. 2%~97. 4%，RSD<1%；陈桂娟等［13］采用高效液相色谱-串联质谱法测定化妆品中对羟基苯

甲酸甲酯的含量，检出限达到 0. 043 mg/kg，回收率为 88. 6%~98. 5%；周美丽等［14］建立了基于高效液

相色谱法测定食醋中对羟基苯甲酸甲酯含量的方法，检出限可达 1 mg/kg。虽然上述仪器分析方法灵敏

度高、准确性好，但其设备投入大、样品前处理流程复杂、单批次检测耗时较长，且高度依赖熟练操

作人员，难以满足基层监管、现场执法及企业自检等场景对快速筛查的现实需求［15］。

免疫层析法（ICA）以抗原-抗体的特异性亲和反应为核心识别基础，具备分析速度快、灵敏度较

高、成本可控及适合现场操作等突出特点，已在食品安全快检领域成为常规仪器检测方法的有力补

充［16-18］。ICA对设备要求较低、操作易于掌握，检测结果可直接通过肉眼或简单仪器判读。目前，在

各类 ICA形式中，以胶体金为标记物的免疫层析法（GICA）的应用覆盖面最广［19］。其原理是金纳米颗

粒与抗体通过静电作用结合，并借助抗原抗体特异性反应，使金纳米颗粒聚集形成肉眼可见的条带。

该方法价格低廉、操作简单、在 5~10 min内即可完成检测，结果可用肉眼观察或使用免疫层析读数仪

进行定量。在食品防腐剂检测方面亦有相关GICA的研究报道，如苯甲酸和山梨酸等［20］。然而，针对

MeP的免疫检测研究鲜有报道。故本研究在实验室前期制备的对羟基苯甲酸甲酯单克隆抗体的基础上，

以采用胶体金标记技术制备的金标抗体作为信号探针，通过优化工作条件，建立了一种适用于食品中

MeP的胶体金免疫层析快速检测方法，以期为食品安全日常监管提供一种简便、快速、可视化的现场

筛查技术手段。

1 实验部分 
1. 1　仪器与试剂　

本实验所用主要设备包括：划膜仪（XYZ3060 型，美国 BioDot 公司）、数控裁条机（ZQ2000 型，

上海金标生物科技有限公司）、便携式免疫层析读数仪（南京微测生物科技有限公司）、冷冻高速离心

机（德国Eppendorf公司）、场发射透射电镜（Talos F200S型，捷克FEI公司）以及纳米粒度及ZETA电

位分析仪（英国Malvern公司）。

硝酸纤维素膜（UniSart CN 95）购自赛多利斯莱珀思（上海）贸易有限公司；样本垫（HG-2）、

吸水纸（CH37K）及PVC底板（SMA331-40）由上海良信生物技术有限公司提供；对羟基苯甲酸甲酯

（纯度≥98%）购自上海阿拉丁生化科技股份有限公司；羊抗鼠 IgG、牛血清蛋白均购自美国 Sigma公司；

氯金酸、柠檬酸三钠等分析纯试剂均购自国药集团化学试剂有限公司；金标探针复溶液由温氏食品集

团提供；标准品稀释液 （0. 1 g NaOH、1 g KH2PO4、1 g NaCl、100 μL Tween-20，加入一级水定容至

100 mL）、抗体MeP-mAb（B3）及包被原H5-OVA均为本实验室自制。
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1. 2　实验方法　
1. 2. 1　胶体金及探针的制备与鉴定　胶体金颗粒采用柠檬酸三钠还原法制备。具体操作为：将 500 
mL超纯水与 5 mL 1%（w/v）氯金酸溶液依次加入洁净的圆底烧瓶中，加热至沸腾后快速注入 10 mL 1%
（w/v）柠檬酸三钠溶液，继续煮沸 10 min。反应过程中，溶液颜色由浅黄色逐渐转变为透亮的酒红色，

表明胶体金颗粒已成功生成［21］。

取 1 mL 胶体金溶液，以 0. 04 mol/L K₂CO₃溶液调节 pH 值后涡旋混匀 5 min。将 B3 单克隆抗体用

0. 05 mol/L PB （pH 7. 5）稀释至1 mg/mL，取2 μg加入上述金胶溶液中，继续涡旋振荡反应15 min。随

后加入100 μL 10% BSA（牛血清蛋白）封闭液，振荡反应10 min以封闭金颗粒表面未结合的活性位点。

将上述混合液于 4 ℃、12 000 r/min条件下离心 15 min，弃去上清液后，沉淀用 200 μL金标复溶液重新

分散，于 4 ℃保存备用。采用透射电子显微镜（TEM）、纳米粒度及 ZETA电位仪对偶联前后的胶体金

颗粒进行表征，通过对比其形貌、粒径及表面电位的变化确认探针是否制备成功［21］。

1. 2. 2　试纸条的组装、检测及结果判读　试纸条由样品垫、硝酸纤维素膜（NC膜）、吸水垫和 PVC
底板 4 部分组成。包被原 H5-OVA （1. 0 mg/mL）和羊抗鼠 IgG （0. 5 mg/mL）分别用作检测线（T 线）

和质控线（C线）的喷涂液，经划膜仪喷涂于 NC膜上后，于 37 ℃烘箱中干燥 12 h。将处理好的样品

垫、NC膜和吸水垫按顺序依次粘贴于PVC底板上，组装成完整的试纸条。用切条机切成 3. 80 mm宽的

试纸条，干燥保存备用。

本研究采用微孔预反应模式进行胶体金免疫层析检测，具体检测流程及原理如图 1所示。检测时

取适量胶体金探针加入微孔中，随后加入 100 μL用标准品稀释液配制好的待检物溶液，用移液枪反复

吹打混匀，使探针与待检溶液充分接触。微孔静置反应 3 min后，垂直插入预装的试纸条，继续反应 5 
min。反应结束后，取出试纸条，弃去样品垫。若样品中不含待测物，金标抗体随层析液上行至检测线

时被包被抗原捕获，形成肉眼可见的红色条带；若样品中存在待测物，抗体结合位点被优先占据，检

测线上红色信号随目标物浓度升高而减弱乃至消失，两者呈负相关［15］。通过肉眼半定量检测（T线消

失的值为 cut-off值）或通过免疫层析读数仪测定阴性和待测样品试纸条 T线和C线的显色数值，计算

T/C值和抑制率。同时以待测物浓度为横坐标，B/B₀为纵坐标绘制标准曲线（其中B₀为无药物时的T/C
值，B为添加待测药物浓度 x时的T/C值）。每个药物浓度重复检测 3次，使用Origin绘图软件拟合建立

待测药物标准曲线。

1. 2. 3　胶体金免疫层析法工作条件的优化　胶体金溶液的稳定性依赖于颗粒表面的双电层结构，而

体系pH值的调控直接影响抗体能否高效标记到金颗粒表面。同时抗体用量也直接影响标记效率和检测

灵敏度，用量过少，金颗粒表面裸露，非特异性吸附增加；用量过多，抗体多层堆积产生位阻，反而

削弱竞争反应。在检测过程中金标探针的用量同样需要精准把控，探针用量太少，会导致检测线显色

不足，影响判读的准确性；用量过多，T线则被过量探针占据，竞争反应受到抑制，灵敏度下降，甚

至可能出现假阴性。基于以上考虑，本研究对标记阶段的胶体金粒径、pH值、抗体用量，以及检测阶

段的探针用量、样品垫处理液组成等进行了系统优化。优化实验中，分别以空白对照和含一定浓度

MeP的阳性样品进行测试，通过免疫层析读数仪记录T线和C线信号强度（AT和AC），以抑制率为指标

评价各条件下的检测性能［21］。抑制率按照下式计算：

抑制率 (%) = é

ë

ê
êê
ê1 - AT AC (阳性 )

AT AC (阴性 )
ù

û

ú
úú
ú × 100

式中：AT为T线吸光度；AC为C线吸光度。

1. 2. 4　试纸条的性能评价　在最优检测条件下，将 MeP 标准品用空白样品提取液梯度稀释后采用

GICA检测，通过读取各试纸条T、C线的信号强度，计算T/C比值。以MeP浓度为横坐标，B/B₀为纵坐

标，拟合得到定量标准曲线。以 20个空白样品测定值的平均值加 10倍标准偏差计算定量下限（LOQ）；

将B/B₀=50%所对应的浓度定义为半抑制浓度（IC₅₀），将B/B₀在 20%~80%之间所对应的浓度区间（IC₂₀
~IC₈₀）作为方法的线性范围，用于准确定量。每个浓度重复检测3次，取平均值进行曲线拟合［21］。

准确度评价：向经HPLC-MS/MS确证的空白阴性酱油、可乐和米醋样品中，依据LOQ、IC50和 IC80
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值分别添加低、中和高 3个不同质量浓度的对羟基苯甲酸甲酯溶液，加标样品经乙酸乙酯提取后离心，

取上清液用氮气吹干，用样品稀释液复溶后进行 GICA 检测，并通过加标回收率及相对标准偏差

（RSD）对准确度进行评价。

一致性评价：将 GICA 的实际样品检测结果与 HPLC-MS/MS （参照 GB 5009. 31-2025［22］）进行比

对，评估两方法之间的相关性。

特异性评价：以交叉反应率（CR）为评价指标。采用 GICA 测定 6 种与 MeP 结构及功能类似物，

获得各类似物的 IC₅₀，并按下式计算CR值：

CR(%) = IC50 (MeP)
IC50 (类似物 ) × 100

稳定性评价：将金标探针和已组装的试纸条分别用铝箔袋密封，置于 45 ℃恒温烘箱中加速老化，

分别于储存0、1、3、5、7 d后取样检测，考察其显色强度及抑制率变化。根据阿伦尼乌斯公式计算得

到试纸条的预估保质期，以评价试纸条的储存稳定性。

2 结果与讨论 
2. 1　胶体金及其探针的质量鉴定　

采用TEM、粒径分析及Zeta电位测定仪对胶体金偶联抗体前后的形貌、粒径和表面电位进行表征。

TEM结果显示（图2A、B），所制备的胶体金颗粒呈圆形或椭圆形，大小基本均一，表明胶体金质量符

合免疫标记实验要求。粒径分析结果显示（图 2C），空白胶体金的平均粒径为 22. 8 nm，分布较为均

一；当抗体成功偶联至金颗粒表面后，由于抗体蛋白分子附着形成蛋白层，胶体金探针的平均粒径增

至 37. 17 nm，粒径的显著增加进一步证实了抗体已成功标记至胶体金表面。Zeta电位是衡量胶体体系

稳定性的关键指标，其绝对值越高表明颗粒间静电排斥作用越强，体系越稳定［23］。测定结果显示（图

2D），空白胶体金的Zeta电位为-11. 3 mV；抗体偶联后，胶体金探针的Zeta电位降至-15. 2 mV，绝对

值增大。这一变化主要归因于在偶联过程中，部分物理吸附于金颗粒表面的柠檬酸根被抗体通过Au—
S键或静电吸附取代，而抗体分子引入了更多的负电基团，增加了金颗粒表面的负电荷密度，从而增

强了颗粒间的静电排斥作用，同时也证明了抗体成功结合至金颗粒表面并改变了其原有的界面特

图1　胶体金试纸条检测原理及结果判定
Fig.  1　Detection principle and result interpretation of the colloidal gold immunochromatographic test strip
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性［19， 24］。综上，胶体金与抗体成功偶联，所制备的免疫探针具有良好的分散性和稳定性，为后续试纸

条的组装及实际样品检测奠定了可靠基础。

2. 2　胶体金免疫层析法工作条件的优化　
2. 2. 1　胶体金探针的制备及用量优化　适当粒径的胶体金是保障检测灵敏度的关键，其粒径主要通

过光学信号、标记效率和层析行为 3个方面影响试纸条性能。粒径越大，单个颗粒的散射信号越强，

有利于提升裸眼观察灵敏度；但过大的颗粒易加深背景颜色，降低信噪比［25］。同时，大粒径金颗粒虽

单个颗粒的表面积更大、可偶联更多抗体，却可能因空间位阻遮蔽抗体活性位点，降低标记效率［26］。

此外，粒径过大会减缓层析速度，甚至被NC膜截留，导致背景不均或假阳性。本研究采用经典的柠檬

酸三钠还原法（Turkevich法）制备胶体金。胶体金的粒径主要由其与氯金酸的相对用量决定［27］，其调

控机制为：柠檬酸三钠用量越多，反应体系中初始成核位点数量越多，金原子在大量晶核表面同步生

长，最终形成的颗粒粒径越小；反之，当柠檬酸三钠用量较少时，成核位点数量有限，金原子在较少

的晶核上持续沉积，生长周期延长，最终形成较大粒径的颗粒［27-29］。实验中固定 1%氯金酸用量（5 
mL），改变 1%柠檬酸三钠的加入量，考察了氯金酸与柠檬酸三钠溶液体积比分别为 1：2 （粒径 32. 7 
nm）、1：4（粒径23. 7 nm）、1：6（粒径22. 8 nm）、1：8（粒径22. 3 nm）时的胶体金粒径变化（两种

溶液浓度均为1%（w/v），故体积比等同于质量比）。结果如图3A所示，随着柠檬酸三钠相对用量增加，

显色强度与抑制率呈上升趋势，其中氯金酸与柠檬酸三钠溶液体积比为 1：6时效果最佳，而两者体积

比为1：8时显色和灵敏度均下降。因此，选择氯金酸与柠檬酸三钠溶液体积比为1：6时得到的粒径约

22. 8 nm的胶体金用于后续实验。

碳酸钾用于调节胶体金溶液 pH值，以增强其与抗体的静电吸附。金颗粒表面带负电荷，需将 pH
值调至略高于抗体等电点的微碱性环境，以促进两者结合，同时防止pH值过低导致抗体聚集或过高引

图2　胶体金（A）及胶体金探针（B）的透射电镜图；胶体金及胶体金探针的平均粒径（C）和 zeta电位（D）
Fig.  2　TEM images of colloidal gold （A）  and colloidal gold probe （B）； average particle size （C）  and zeta potential （D）  

of colloidal gold and colloidal gold probe
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发金颗粒团聚［30］。由图 3B可知，随着K₂CO₃用量增加，T、C线显色逐渐减弱，抑制率逐步上升，碳

酸钾用量为 10 μL时抑制率最高，但此时显色过浅、检测稳定性不足。碳酸钾用量 8 μL时，显色强度

适宜且抑制率达62%，故选择8 μL为最佳碳酸钾添加量。

抗体用量是偶联工艺的关键参数。抗体用量不足时，金颗粒表面活性位点不能被充分覆盖，易引

起非特异性吸附；用量过高则导致抗体多层堆积，产生空间位阻，阻碍抗原结合［31］。如图 3C 所示，

随着抗体用量增加，T线显色先增强后趋于饱和，C线亮度和抑制率逐渐下降。综合考虑显色效果与灵

敏度，2 μg抗体标记的探针表面抗体密度适中、空间暴露充分，信号强度和灵敏度均表现最佳，因此

确定2 μg为最优抗体用量。

探针用量优化结果如图 3D所示，当探针用量为 2. 5 μL时，T线显色较浅，抑制率偏低，难以满足

裸眼判读的清晰度要求。用量增至 5 μL时，显色条带清晰度明显改善，抑制率在各用量组中最高，竞

争效率最优。继续增加至 10~25 μL时，虽T线信号强度进一步增强，但抑制率呈下降趋势，且阴性T/
C值波动增大，可能与过量探针在膜上滞留引起的非特异性吸附有关。综合比较，5 μL探针在保证足

够显色强度的同时实现了最优竞争效率，信噪比理想，故选为最佳探针用量。

2. 2. 2　试纸条处理方法的优化　在优化过程中，C线与T线的信号强度均主要受探针用量调控，且两

者显色较为接近。若同时调整二者浓度，将引入多重变量，干扰对探针用量与检测性能之间关系的准

确判断。因此，本研究在固定C线浓度（羊抗鼠 IgG 1. 0 mg/mL）的前提下，仅对T线浓度进行梯度优

化。结果如图 4A所示，随着T线浓度降低，显色强度减弱而灵敏度提高。这是因为有限包被位点加剧

了药物与包被原之间的竞争，使体系对目标物浓度变化更为敏感；但T线浓度过低也会削弱对探针的

捕获能力，影响检测稳定性。当T线浓度为1. 0 mg/mL时显色最佳，灵敏度满足检测需求，故选择该浓

度进行后续实验。

样品垫处理缓冲液直接影响金标探针的释放效率、免疫反应微环境及非特异性吸附水平［32］。本研

图3　氯金酸与柠檬酸三钠溶液体积比（A），胶体金溶液pH值（B），抗体用量（C），探针用量（D）对GICA性能的影
响

Fig.  3　Volume ratio of HAuCl₄ to trisodium citrate solution （A）， pH of colloidal gold solution （B）， antibody amount（C）， 
probe amount（D）  on the performance of GICA
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究比较了 0. 02 mol/L磷酸盐缓冲液（PB）、0. 02 mol/L磷酸盐缓冲生理盐水（PBS）、0. 02 mol/L三羟甲

基氨基甲烷缓冲液（Tris）及超纯水 4种体系对检测性能的影响，结果如图 4B所示。Tris缓冲液组的抑

制率最高（62%），显色效果亦优于其他处理组，这可能与其适宜的离子强度和 pH值环境有关。综合

考虑，选择0. 02 mol/L Tris作为样品垫处理缓冲液。

吐温-20作为非离子表面活性剂，可改善层析流速，促进金标探针均匀释放与迁移，减少非特异

性吸附［33］。结果如图 4C所示，显色强度随吐温含量增加先增强后趋于平缓，灵敏度则先升后降，在

0. 4%处达到峰值。适量吐温可有效降低疏水性、抑制背景干扰，但含量过高可能干扰抗原-抗体识别，

甚至导致抗体脱落或构象改变，降低特异性结合效率［34］。综合显色与灵敏度表现，确定 0. 4%为最佳

吐温含量。

2. 2. 3　层析时间和样品稀释液种类的优化　层析时间是影响免疫层析检测性能的关键动力学参数，

决定了抗原与抗体反应的充分程度、显色强度以及非特异性吸附的干扰水平［35］。本研究比较了加样后

3、4、5、6、7 min 5个时间点的检测信号变化，结果如图4D所示。在加样初期（即3、4 min实验组），

金标探针随样本向前迁移，与T、C线的结合尚未充分完成，显色信号较弱；至 5~6 min时，抗原抗体

反应逐渐达到平衡，T、C线信号趋于稳定，灵敏度有所提升；7 min后，试纸条的显色强度和灵敏度

已无明显提升。综合考虑检测方法的速度与灵敏度，由于 6 min时C、T线显色信号稳定且抑制率接近

峰值，能够满足灵敏度和稳定性的要求。因此，本研究选择6 min作为最佳层析时间用于后续实验。

标准品稀释液作为免疫层析检测体系中的重要基质组分，其组成成分直接影响抗原抗体反应的微

环境、探针在膜上的层析行为以及非特异性吸附水平［36］。为筛选最优稀释液，本研究系统比较了磷酸

盐缓冲生理盐水 （PBS，0. 02 mol/L）、磷酸盐缓冲液 （PB，0. 02 mol/L）、硼酸盐缓冲液 （BB，0. 02 
mol/L）及超纯水 4种常用稀释液对检测性能的影响，结果如图 4E所示。从抑制率指标来看，不同稀释

液体系下检测的竞争效率存在显著差异。其中 PBS作为稀释液时抑制率最高，达到 57%，表明在该缓

冲体系下，探针与目标抗原的特异性结合竞争最为充分，同时阴性和阳性样本显色情况稳定。相比之

下，其余的样品稀释液抑制率均较低。因此，本研究选择 0. 02 mol/L PBS作为标准品稀释液用于后续

实验。

2. 3　方法性能评价　
2. 3. 1　灵敏度　为考察不同样品基质对检测结果的影响，分别将酱油、可乐和米醋的样品提取液进

行不同倍数稀释后测定，以不含基质的样品稀释液为对照，通过比较 IC₅₀的偏移程度筛选最佳稀释倍

图4　T线浓度（A），样品垫处理缓冲液（B），样品垫处理液吐温含量（C），层析时间（D），样品稀释液（E）对GICA
性能的影响

Fig.  4　Effects of T line concentration （A），sample pad treatment buffer （B），Tween-20 content in sample pad treatment buf⁃
fer（C），chromatographic time （D），sample diluent（E）  on the performance of GICA
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数。结果如图 5A~C所示，3种样品提取液稀释 6倍后，均达到基质消除效果。3种样品的标准曲线如

图 5D 所示，其在稀释后检测液中的 cut-off值均为 3 μg/mL；IC₅₀分别为 0. 151、0. 157、0. 182 μg/mL；
线性检测范围分别为0. 021~1. 046 μg/mL、0. 047~0. 531 μg/mL、0. 032~1. 038 μg/mL。同时计算得到其

LOQ分别为 0. 045、0. 060、0. 074 μg/mL。经基质消除稀释倍数（6倍）换算后，本方法在实际酱油、

可乐和米醋样品中的 cut-off值均为 18 μg/mL （即稀释前实际样品浓度=稀释后检测液浓度×6，下同）；

IC50 分别为 0. 906、 0. 942、 1. 092 μg/mL；线性检测范围 （IC20~IC80） 分别为 0. 126~6. 276 μg/mL、
0. 282~3. 186 μg/mL、0. 192~6. 228 μg/mL；LOQ分别为 0. 270、0. 360、0. 444 μg/mL。该方法的灵敏度

满足我国《食品安全国家标准 食品添加剂使用标准》（GB 2760-2024）［37］中对羟基苯甲酸甲酯的检测

要求。

2. 3. 2　准确度　酱油、可乐和米醋样品预先通过 HPLC-MS检测为阴性样品，根据样品 LOQ、IC50和

IC80值，分别向 5 g阴性样品中添加低、中、高 3个不同浓度水平的对羟基苯甲酸甲酯标准品，经样品

前处理后进行试纸条检测，结果如表 1所示，三者的回收率分别为 82. 4%~104. 2%、82. 7%~110. 5%和

85. 6%~94. 2%，RSD 分别为 3. 8%~14. 4%、10. 2%~13. 6%及 2. 6%~10. 8%。酱油低浓度组 RSD 较大，可

能原因在于该浓度接近方法定量下限，竞争反应对层析条件的变化较为敏感；此外，酱油基质中少量

残留的色素、氨基酸等极性组分也可能对免疫反应产生一定干扰。相比之下，中、高浓度组RSD均在

9%以下，精密度明显改善。可乐 3个浓度组的RSD均超过 10%，同时回收率随加标浓度升高呈递减趋

势，推测与基质中焦糖色素等非挥发性成分的残留有关，这些物质经提取富集后仍存在于复溶液中，

在免疫层析过程中，焦糖色素可能与金标抗体发生非特异性吸附或在NC膜上造成背景滞留，干扰探针

在T线和C线的特异性结合，导致回收率偏低且波动较大［38］。米醋仅在低浓度组RSD略高于 10%，中、

高浓度组RSD分别为 8. 1%和 2. 6%，符合低浓度下仪器读数信噪比低、相对误差易被放大的普遍规律。

总体而言，3种基质中回收率整体处于 80%~120%的可接受范围内，表明该方法在酱油、可乐和米醋中

图5　酱油（A）、可乐（B）、米醋（C）样品基质消除及其标准曲线（D）
Fig.  5　Matrix effect elimination for soy sauce （A），cola （B），rice vinegar（C）  samples and their calibration curves （D）
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的准确度能够满足实际样品检测的要求。

2. 3. 3　一致性仪器确证　将所构建的胶体金免疫层析法应用于酱油和米醋中对羟基苯甲酸甲酯的检

测，并以LC⁃MS/MS作为参比方法。结果如表 2及图 6A所示，GICA的测定值与LC-MS/MS值呈良好线

性相关，相关系数 r²=0. 94，表明两种方法的检测结果具有良好的一致性，且未出现假阴性和假阳性，

证实所建立的胶体金免疫层析方法具有较高的可靠性。

2. 3. 4　特异性与稳定性　以 6种MeP结构类似物（山梨酸、脱氢乙酸、苯甲酸、对羟基苯甲酸、水杨

酸甲酯、没食子酸丙酯）进行交叉反应测试，结果如图 6B所示，该方法对各类似物的交叉反应率均低

于 0. 5%，表明建立的 GICA特异性良好。本研究通过 7 d的 45 ℃加速老化试验评价了试纸条的储存稳

定性（图 6C）。在此期间抑制率未见明显下降，表明试纸条中的金标抗体和包被抗原在加速老化条件

下保持了较好的生物活性。根据阿伦尼乌斯公式推算，本方法可在 25 ℃常温条件下保存 45~50 d，处

表1　样品添加回收实验结果
Table 1　Spiked recoveries of samples

Sample
Soy sauce

Cola

Rice vinegar

Spiked/ （μg·mL-1）
0. 3
0. 9

6
0. 4

1
3

0. 45
1. 1

6

Found/ （μg·mL-1）
0. 250±0. 036
0. 938±0. 036
4. 946±0. 406
0. 442±0. 060
0. 924±0. 102
2. 482±0. 254
0. 424±0. 046
0. 942±0. 076
5. 358±0. 140

Recovery/%
83. 3

104. 2
82. 4

110. 5
92. 4
82. 7
94. 2
85. 6
89. 3

RSD/%
14. 4
3. 8
8. 2

13. 6
11. 0
10. 2
10. 8
8. 1
2. 6

图6　GICA的一致性仪器确证（A），交叉反应（B）及稳定性实验（C）
Fig.  6　Consistency verification by instrumental analysis （A）， cross-reactivity of GICA （B）， stability test（C）  of GICA
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于可接受的时间范围。试纸条的长期稳定性还受包装密封性、储存湿度等因素影响，实际应用中应确

保铝箔袋封装完整及干燥剂足量，以保证检测性能的稳定性［39］。

3 结 论 
本研究基于MeP单克隆抗体建立了食品中MeP的胶体金免疫层析检测方法，并系统考察了标记条

件与层析参数对检测性能的影响，确定的最佳实验方案为：胶体金粒径 21 nm，抗体标记量 2 μg，金

标探针用量 5 μL，T线及C线包被浓度均为 1. 0 mg/mL，样品垫处理液为含 0. 4% Tween-20的 0. 02 mol/
L Tris缓冲液，层析时间 6 min。在上述最优条件下，该方法对酱油、可乐和米醋中MeP的 cut-off值均

为 18 μg/mL，线性范围分别为 0. 126~6. 276 μg/mL、0. 282~3. 186 μg/mL、0. 192~6. 228 μg/mL；3种基

质的加标回收率为 82. 4%~111%，RSD均不大于 15%。综上所述，本研究建立的胶体金免疫层析检测方

法兼具操作便捷与快速检测的优势，适用于食品中MeP的现场筛查，可为食品安全日常监测提供有效

的技术支撑。
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