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实验技术与方法

苏丹红Ⅰ胶体金检测试纸条的研制

任立松 1　党荣理 1　柳增善 2　杨　林 1　郭　红 3

(1.新疆军区疾病预防控制中心 ,新疆　乌鲁木齐　830011; 2.吉林大学人兽共患病研究所 ,

吉林　长春　130062; 3.兰州军区乌鲁木齐总医院 ,新疆　乌鲁木齐　830000)

摘　要 :目的　研制苏丹红Ⅰ胶体金快速检测试纸条。方法　用柠檬酸三钠法制备 20 nm胶体金颗粒 ,以抗苏丹

红Ⅰ单克隆抗体进行标记 ,组装胶体金试纸条 ,并进行测试。结果　实验室条件下 ,试纸条能够快速检测到食品中

的苏丹红Ⅰ,最低检测浓度为 50 ng/L。结论　与其他检测方法相比 ,该检测方法快速、简便。
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Abstract: O bjective　To p repare colloidal gold strip for rap id detection of Sudan Ⅰ. M ethod　Preparing 20 nm

colloidal gold particles with trisodium citrate, labeling them with anti2Sudan ⅠMcAb, and installing strip s and testing in

lab. Results　Under laboratory conditions, SudanⅠin food samp les could be tested by colloidal gold strip s in few m inutes.

The lowest concentration for detection was 50 ng/L. Conclusion　 In comparison with other detection methods, the colloidal

gold strip method is more rap id, friendly in use and relatively inexpensive.
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　　苏丹红Ⅰ作为一种非法食品添加物 ,对人体危

害巨大 [ 1 - 3 ]。我国已经采取多种方式阻断不法商贩

在食品中添加苏丹红 Ⅰ,常用分光光度法 [ 4 ]、高效

液相色谱 [ 5 ]等检测方法检测食品中的苏丹红 Ⅰ,这

些检测方法具有程序繁琐、费用昂贵、样品前处理复

杂等不利因素 ,给监管带来较大困难。目前 ,在市场

上还经常能见到违规添加现象。为进一步提高苏丹

红Ⅰ检出率 ,简化检测手段 ,在获得抗苏丹红Ⅰ单克

隆抗体的基础上 ,利用胶体金技术 ,组装了苏丹红Ⅰ

胶体金快速检测试纸条 ,在较短时间内 ,可以检测食

品中最低浓度 50 ng/L的苏丹红Ⅰ,为快速检测苏丹

红Ⅰ做了进一步探索。

1　材料与方法

111　主要试剂与仪器

氯金酸、柠檬酸三钠、牛血清白蛋白、碳酸钾、氯

化钠、氯仿、二氯二甲基硅烷、辛酸、硫酸铵 (分析

纯 , Sigma公司 ) ;羊抗鼠 IgG2HRP (鼎国公司 )。

透射电镜 (日立公司 ) ;紫外分光光度计 (NUNC

公司 )。

112 　材料

硝酸纤维素膜 (NC膜 ) ,玻璃纤维膜 ,样品垫 ,

吸水垫 , PVC底板等均为 M illipo公司产品。

113　试剂配制

(1) 5%二甲基二氯硅烷氯仿溶液 :量取 25 m l

甲基二氯硅烷 , 475 m l氯仿溶液 ,通风橱内混匀。

(2) 1%柠檬酸三钠 :取 450 m l的去离子水倒入

烧杯中 ,准确称量 5 g柠檬酸三钠加入其中搅拌至全

溶 ,定容到体积 500 m l,现配现用。

(3) 1 mol/L碳酸钾 :取 90 m l的去离子水倒入

烧杯中 ,准确称量 131824 g碳酸钾加入其中搅拌至

全溶 ,定容到体积 100 m l, 4 ℃保存。

(4) 10% BSA:取 80 m l的去离子水倒入烧杯

中 ,准确称量 10 g BSA加入其中搅拌至全溶 ,准确

称取 0102 g叠氮钠加入搅拌至全溶 ,定容到体积 100

m l, 4℃保存 ,有效期 6个月。

(5) 0102 mol/L TBS(pH 812) :取 01242 g Tris,

0185 g氯化钠 ,用 0101 mol/L的盐酸调 pH至 812,定
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容至 100 m l。

( 6 ) 0105 mol/L PBS ( pH 712 ) : 取 1514 g

Na2 HPO4 , 114 g NaH2 PO4 , 815 g NaCl溶于 800 m l二

馏水中 ,定容至 1000 m l,混匀后室温保存。

( 7 ) 0105 mol/L PBS ( pH 810 ) : 取 3415 g

NaH2 PO4 , 819 g Na2 HPO4 , 0185 g NaCl, 定容至

100 m l,混匀后室温保存。

114　方法

11411　抗体纯化　辛酸 2硫酸铵法 [ 6 ] 　用 4倍体积

的醋酸钠缓冲液 (60 mmol/L, pH 410)稀释腹水 ,用

011 mmol/L的氢氧化钠调 pH 至 415。将辛酸

(33μl /m l血清 )逐滴加入样品中 ,边滴加边搅拌 ,滴

加完后继续搅拌 30 m in, 8000 r/m in离心 30 m in。取

上清液按体积比 10∶1与 011 mol/L PBS混合 ,用

011 mol/L的氢氧化钠调 pH至 714。缓慢加入 4 ℃

放置的硫酸铵 (01227 g/m l)搅拌 30 m in, 4 ℃静止

放置过夜。次日 6000 r/m in离心 15 m in,弃上清液 ,

将沉淀悬浮于 PBS (起始抗体体积的 1 /10)中。悬

浮液用 0101 mol/L PBS 4℃透析 48 h, - 20℃保存备

用。为了最大限度保持活性 ,以上所有的搅拌和操

作过程均在 4℃条件下进行。

11412　胶体金的制备 　按照 Frens
[ 7 ]法 ,用柠檬酸

三钠还原法制备胶体金。

在 1 L的圆底烧瓶 (带有回流装置 )中加入

500 m l 0101% HAuCl4 溶液 ,加热煮沸 ,立即加入

1%柠檬酸三钠 10 m l溶液 ,继续煮沸 5～6 m in,溶

液颜色由浅黄→蓝色 →深蓝 →红色 ,至溶液的颜色

完全变为透明的酒红色时 ,停止加热 ,冷却至室温 ,

4 ℃保存。

11413　透射电镜评价 　取制备好的胶体金溶液 1

滴 ,附在有 Formvar膜的铜网上 ,片刻后用滤纸吸走

多余的液体 ,空气自然干燥 ,在透射电镜下观察胶体

金颗粒大小是否均匀一致 ,有无椭圆形及多角形。

11414　抗体与胶体金结合的最佳浓度的选择　用

蛋白梯度法测定抗体与胶体金结合的最佳浓度 :将

待标单克隆抗体溶液在 4 ℃条件下用 10 000 r/m in

离心 30 m in,去除多余的盐离子及蛋白残物 ,取上清

液测蛋白浓度。取 10支 ep管 ,各加入 500μl胶体

金溶液 ,分别加入 0、5、10、15、20、25、30、35、40、

45μg纯化单抗 ,放置 5 m in后 ,加入 10%氯化钠溶液

50μl,混匀后静置 2 h,观察颜色变化。颜色保持红

色的最小抗体用量为最小抗体浓度 ,也就是抗体与

胶体金结合的最佳浓度。实际制备工作中 ,抗体浓

度往往在最小浓度的基础上增加 20%～30%。

11415　抗体与胶体金结合最佳 pH值　采用胶体

金梯度法 [ 8 ]测定最佳 pH值　取 10支 115 m l ep管 ,

各加入上述制备的胶体金溶液 500μl,用 012 mol/L

的碳酸钾溶液将其 pH值分别调节到 610、615、710、

715、810、815、910、915和 1010。每管加入 20μl纯

化单克隆抗体 ,混合均匀 ,室温放置 10 m in后加入

10%的氯化钠溶液 50μl,静置 2 h,观察溶液颜色变

化。以呈均匀的透明紫红色溶液管的 pH值为最佳

pH值。

11416　胶体金探针的纯化　将标记好的胶体金溶

液以 1200 r/m in离心 20 m in,弃去凝聚的胶体金颗粒

形成的沉淀。然后再以 12 000 r/m in离心 1 m in,弃

去上清液 ,用 300μl 012 mol/L TBS溶解沉淀 ,加入

10μl 015 mg/m l叠氮钠防腐 ,置 4 ℃保存。

11417　检测试纸条的制作　将 NC膜裁成 4 cm ×

215 cm大小 ,取 10μl ASu2OVA (20μg/m l)均匀包

被 在 检 测 线 处 , 取 10μl羊 抗 鼠 IgG2HRP

(018 mg/m l)均匀包被在质控线处自然风干。膜干

燥后完全浸泡于含 1% BSA的 pH 712的 PBS中 ,

以封闭纤维膜的残余吸附能力 ,浸泡 30 m in, 4 ℃真

空抽干待用。将标记好的抗体溶液 1∶1稀释后按

50μl / cm
2的量均匀滴加在 4 mm ×4 cm的玻璃纤

维上 , 37 ℃干燥 30 m in后取出 ,作为结合垫。裁取

4 cm ×3 cm的吸水纸作吸收垫。4 cm ×218 cm的玻

璃纤维作样品垫。将以上各部分首尾相连 ,粘贴在

4 cm ×8 cm的 PVC底板上。用剪刀将纸张剪成

5 mm宽 ,与干燥剂一起装入铝箔袋 ,密封储存。如

图 1所示。

图 1　试纸条组装模式图

11418　试纸条的检测　将苏丹红Ⅰ溶液滴加 4～5

滴在样品垫上 ,静置 20 m in后观察 NC膜的显色情

况。每次检测需设阴性对照试纸条 ,待测样品检测

结果与对照试纸条比较后判断结果。

11419　评价实验　灵敏度及检测范围　用乙腈稀

释苏丹红Ⅰ标准品至 1 mg/m l,再用重蒸水稀释 ,

使其终浓度为 : 5、10、25、50、75、100、1000 和

10 000 ng/m l。用试纸条检测的标准方法检测 ,每个

浓度重复 5次 ,根据实验结果判断试纸条的检测灵

敏度及检测范围。

特异性试验　用乙腈稀释苏丹红Ⅱ、苏丹红Ⅲ、

苏丹红Ⅳ、用乙醇稀释甲基红、酚红、胭脂红等与其

结构类似或常用于食品添加剂的红色素标准品至 1

mg/m l,再用重蒸水稀释 ,使其终浓度为 : 0、5、10、
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50、100和 500 ng/m l。用试纸条检测的标准方法检

测 ,每个浓度重复 5次 ,判断试纸条的检测特异性。

2　结果

211　胶体金的鉴定

21111　颜色鉴定　采用柠檬酸三钠还原法制备胶

体金 ,制备过程中 ,颜色由浅黄逐步变为红色 ,稳定

在酒红色 ,颜色透明、均匀 ,透光性好。

21112　透射电镜鉴定　透射电镜下观察到胶体金

颗粒大小基本一致 ,没有菱形、三角形金颗粒。

212　抗体与胶体金结合的最佳浓度

由图 2确定实际蛋白用量为每毫升胶体金溶液

中添加 35μg抗体蛋白。

图 2　胶体金电镜图 (40000×)

213　最佳标记 pH值

根据溶液颜色变化判断最佳 pH值 ,经观察 , pH

815以后各管溶液呈透明紫红色。因此 ,胶体金标

记的最佳 pH为 815。

214　纯化后的胶体金探针鉴定

透射电镜观察标记后的胶体金颗粒 (见图 3) ,

大小基本一致 ,散布均匀 ,在金颗粒周围有灰白色晕

环 ,表明颗粒表面吸附有抗体蛋白质 ,由此推断 ,单

克隆抗体标记到胶体金颗粒上。

图 3　纯化后胶体金探针电镜鉴定结果 (40000×)

215　灵敏度及检测范围

灵敏度及检测范围实验的结果如表 1所示。从

中判定苏丹红Ⅰ快速检测试纸条的最低检测浓度为

50 ng /m l。

216　特异性检测试验结果

结果表明 ,该试纸条检测苏丹红Ⅱ、苏丹红 Ⅲ、

苏丹红Ⅳ、用乙醇稀释甲基红、酚红、胭脂红均为阴

性 ,说明具有较好的特异性。

表 1　苏丹红Ⅰ快速检测试纸条灵敏度试验

样品苏丹红Ⅰ含量
( ng/m l)

1号 2号 3号 4号 5号

0 - - - - -

5 - - - - -

10 + - + - +

25 + - - + -

50 + + + + +

75 + + + + +

100 + + + + +

1000 + + + + +

10000 + + + + +

217　渗透速度和均一性试验

分别用同一批次的不同试纸条检测同一样品 ,

从滴加样品开始计时 ,到出现质控线记录时间 ,以确

定试纸条的渗透速度和均一性。随机抽取 5批 , 10

条 /批 ,结果最快为 15 m in,最慢为 25 m in,平均为

20 m in,表明试纸条有较好的均一性。

3　讨论

本实验采取的是标记抗体 ,检测抗原 ,用羊抗鼠

二抗作为控制线。结果判定 :检测线、控制线均出现

为阳性 ;仅有检测线出现为阴性 ;无线条线出现试纸

条失败。影响试纸条失败的因素很多 ,本实验多次

出现试纸条不稳定的现象 ,一是与手工操作误差较

大、单克隆抗体多次冻融、效价发生变化、在制备胶

体金垫时封闭效果不理想有关 ;二是与胶体金颗粒

的制备、抗体与胶体金结合以及胶体金浓度有关。

胶体金颗粒的大小与抗体标记对实验结果有重

要影响。根据不同的实验需要 ,对胶体金颗粒的大

小有不同要求 ,常用的为 18～20 nm、30 nm、40 nm

等。本实验依据李朝辉等 [ 9 ]在实验中的经验数据 ,

在胶体金煮沸后迅速加入一定体积的 1% 柠檬酸

三钠 ,经电镜确认 ,所获得的胶体金颗粒大小在 18

～20 nm之间 ,分布均匀。与单克隆抗体的结合中

分别采用不同的 pH和抗体蛋白量结合 ,确定了 pH

和抗体蛋白浓度 ,并用电镜再次确定 ,金颗粒周围有

浅灰色光晕 ,颗粒分布均匀。判定抗体与胶体金的

最佳浓度 ,当每毫升胶体金溶液中抗体添加量等于

或大于 30μg /m l、胶体金抗体蛋白络合物的颜色不

再发生较大的变化时 ,再增加 20%～30%即为待标

记抗体蛋白的实际用量 ,最终确定抗体蛋白用量为

35μg。在试纸条的装配过程中 ,由于本实验室没有

相应设备 ,从金标抗体的喷涂 ,检测线抗原的包被、

玻璃纤维膜装载到试纸条的组装 ,均采用手工操作 ,

产生一定的人为误差 ,对检测结果有影响。在研究

中我们发现 ,试纸条对低浓度的苏丹红Ⅰ有较好的
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识别 ,但对于高浓度 ,则无法识别 ,可能与苏丹红 Ⅰ

易吸附到纤维上 ,影响其扩散有关。
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消　息

第一届国家食品安全风险评估专家委员会成立大会在京召开

　　为加强我国食品安全风险评估工作 ,进一步提高我国食品安全水平 ,卫生部根据《食品安全法》的规定 ,

组建了由 42名委员组成的第一届国家食品安全风险评估专家委员会 ,并于 12月 8日在京举行第一届国家

食品安全风险评估专家委员会成立大会。卫生部部长陈竺出席会议并讲话 ,会议由卫生部副部长陈啸宏主

持 ,全国人大教科文卫委员会副主任任茂东出席会议 ,国务院有关部门、国家食品安全风险评估专家委员会

主任委员陈君石和 42名委员参加了会议。

卫生部新闻办公室

二〇〇九年十二月八日

第一届食品安全国家标准审评委员会成立大会在京召开

　　第一届食品安全国家标准审评委员会成立大会 1月 20日在京举行。第一届食品安全国家标准审评委

员会由 10个专业分委员会的 350名委员和工业和信息化、农业、商务、工商、质检、食品药品监管等 20个单

位委员组成 ,主要职责是审评食品安全国家标准 ,提出实施食品安全国家标准的建议 ,对食品安全国家标准

的重大问题提供咨询 ,承担食品安全标准其他工作。委员会下设食品产品、微生物、生产经营规范、营养与特

殊膳食食品、检验方法与规程、污染物、食品添加剂、食品相关产品、农药残留、兽药残留 10个专业分委员会。

卫生部部长陈竺担任主任委员 ,卫生部副部长陈啸宏担任常务副主任委员 ,农业部副部长陈晓华、中国疾病

预防控制中心陈君石院士、中国农业科学院茶叶研究院陈宗懋院士、中国检验检疫科学研究院庞国芳院士和

中国疾病预防控制中心主任王宇同志担任副主任委员 ,陈君石院士兼任审评委员会技术总师。

中华人民共和国卫生部

二○一○年一月二十日


