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汞离子胶体金免疫层析试纸条的研制①
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摘要:基于特异性识别汞离子的单克隆抗体,以胶体金标记抗体作为检测探针,样品中的汞离子和检测线上的包

被抗原竞争与免疫探针结合,建立了一种快速测定水样中汞离子的胶体金免疫层析试纸条方法.在最优实验条件

下,试纸条对汞离子的检出限为100μg/L,与其他金属离子没有交叉反应,样品的加标回收实验结果与酶联免疫

吸附分析方法(ELISA)有很好的相关性.整个分析过程在10min内可以完成,表明该方法可以快速直接检测汞离

子,不需要复杂的样品预处理过程.
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汞是毒性较强的重金属离子之一,对水生生物和人类健康有很大的危害[1-2].汞中毒主要损坏人及动

物的神经系统,破坏脑组织,此外对人的消化系统、听力和皮肤等都有巨大影响.重金属离子的检测方法有

很多,常用的方法有电感耦合等离子体发射法[3-4]、冷蒸气原子荧光光谱法、原子吸收光谱法[5-7]和氢化

物发生原子荧光光谱法等[8].近年来又出现了很多检测汞离子的新方法,如以各种生物化学物质:荧光物

质[9-10]、金纳米粒子[11]、有机分子[12]、DNA酶[13]和电化学等[14]为基础的传感器方法,这些方法灵敏度较

高,但有些方法存在样品预处理复杂、仪器昂贵、费时和易受其他金属离子影响等不足.
胶体金免疫层析技术(ICA)具有方便快捷、不需要任何仪器和设备、肉眼即可观察、可以用于现场临

时检测、成本较低、操作简单等优点[15].近年来,不同重金属离子的胶体金免疫层析试纸条技术已有报道,

如镉离子[16]、铅离子[17]、铬离子[18]、铜离子[19]和汞离子[20-21],但是由于大部分的金属离子抗体都是针对

金属离子 配体的复合物,而不是单独的金属离子,所以在检测中必须预处理样品.本课题组已经成功制备

出了针对单独汞离子的单克隆抗体,并且应用于酶联免疫吸附分析方法[22]、表面增强拉曼光谱[23]及电化

学发光[24]等研究,结果良好.本研究利用该单克隆抗体针对单独汞离子的强特异性优点,建立了一种快速

直接检测汞离子的胶体金免疫层析试纸条方法,该方法快速准确,不需要繁琐的样品预处理过程.

1 实验部分

1.1 试剂与仪器

氯化汞、牛血清蛋白、卵清蛋白、兔抗鼠IgG购于sigma公司;氯金酸、柠檬酸钠购于上海国药集团有
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限公司,硝酸纤维素膜、PVC底板等购于上海杰一生物科技有限公司;Hydroflex洗板机和infinite

M200PRO酶联免疫检测仪购自奥地利TECAN公司;紫外 可见分光光度计购自美国PE公司.

1.2 抗原的合成及抗体的制备

本研究选用了一种双功能试剂———6 巯基烟酸 (MNA,图1(a)),由于其结构中既有巯基又有羧基,

所以既可以与汞连接,也可以通过活化酯法与蛋白连接.参照先前的研究[22],制备出CH3Hg-MNA-bovine

serumalbumin(BSA)(图1(b))作为免疫原,CH3Hg-MNA-ovalbumin(OVA)(图1(c))作为检测抗原.
然后通过细胞融合杂交瘤技术制备出了针对单独汞离子的特异性单克隆抗体.

图1 MNA,CH3Hg-MNA-BSA和CH3Hg-MNA-OVA的结构图

1.3 胶体金标记抗体的制备

首先参照LI等[25]的方法制备出胶体金,然后将胶体金溶液用0.1mol/LK2CO3 调节pH值到8.2,

加入适当体积的汞离子抗体,室温1h,然后加入5%的BSA封闭30min.采用低温超速离心法纯化后,收

集管底红色流动液体,加入8%的蔗糖水溶液混悬,4℃保存备用.

1.4 试纸条的组装

试纸条由样品垫、胶金垫、NC膜、吸水垫和PVC底板组成,其组装顺序见图2(a).先将NC膜剪切成

合适的尺寸,将包被抗原和二抗线划好,干燥,然后贴在PVC底板相应的位置;接下来是贴胶金垫,将制

备好的胶金垫上端与NC膜下端相连,并重叠1mm左右;将样品垫与胶金垫的下端相连,重叠1mm左

右;然后贴吸水垫,吸水垫与NC膜上端连接,重叠1.5mm左右;最后将制备好的试纸条切成约4mm宽

的细条,密封干燥保存备用.

图2 胶体金试纸条的组装及鉴定图
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2 结果与讨论

2.1 胶体金的选择

本实验制备了19nm和40nm的胶体金,在优化实验条件中发现,40nm胶体金对抗体要求量太大,

试纸条的显色情况也不理想,所以选择19nm的胶体金为实验所用.本研究制备的胶体金,从肉眼观察是

呈透明的酒红色,无浑浊感,初步证明胶体金质量较好.在透射电镜下观察显示(图3(a)),颗粒大小基本

一致,形状均匀.从紫外扫描的图谱看出(图3(b)),制备的胶体金紫外最大吸收波长为520nm,根据线性

回归方程得到胶体金颗粒的直径约为19nm,且峰宽较小,说明颗粒均匀.

图3 胶体金的电镜图及胶体金的紫外光谱图

2.2 试纸条的结果判定及条件优化

由于要检测的是金属离子,分子质量很小,所以试纸条采用竞争法.当将试纸条插入待测溶液中时,样

品溶液通过毛细管作用移动到胶金垫,若溶液中含有足够多的汞离子时,就与金标抗体完全结合,一起到

达硝酸纤维素膜,不与膜上检测线的包被抗原结合,T线就没有颜色,复合物继续向前与二抗结合,C线出

现红色,也就是说若待测样品是阳性的,则只在C线处出现一条红色条带(图2(b));相反,若是阴性样品,

则金标抗体与膜上的包被抗原结合,最后出现两个红色的条带(图2(c)).若两条线均未出现或者只出现检

测线,则说明试纸条失效.
经过实验条件的筛选,试纸条的最佳条件如下:包被抗原(CH3Hg-MNA-OVA)浓度为0.25g/L,胶

体金标记抗体的最佳质量浓度为25mg/L.

2.3 试纸条的灵敏度和特异性

试纸条的灵敏度用检出限来表示,当检测线和质控线都是红色条带时,样本为阴性,当检测线为无色

时,样本为阳性.也就是说,随着标准品质量浓度的增大,当达到一个极限值时,检测线颜色消失,这时的

浓度就是检出限.本实验将汞离子标液稀释成一系列的质量浓度0,10,50,100,200,500μg/L,取200μL
进行实验,观察结果,确定检出限,从图4可以看出,随着汞离子质量浓度的增加,检测线条带的颜色逐渐

减弱,当质量浓度为50μg/L时,检测线颜色明显变弱,当质量浓度增加到100μg/L时,检测线没有颜

色,继续增大汞离子的质量浓度,检测线都不显色,所以判定检出限为100μg/L.
同时,为了考察试纸条的特异性,选取了相关的物质做交叉反应实验,分别有Co2+,Mn2+,Ni2+,

Fe2+,Pb2+,Cd2+,Zn2+和Sn2+,每种离子配制质量浓度为1000μg/L,然后用组装好的试纸条检测,结

果发现,各种离子的检测线均有颜色出现,说明无交叉反应,抗体对汞离子特异性良好.

2.4 试剂条与ELISA的对比

为了验证方法的准确度,对样品进行了加标回收实验,汞离子加标质量浓度为0,20,50,100μg/L,用

3第11期          王玉珍,等:汞离子胶体金免疫层析试纸条的研制



ELISA方法和试纸条分别测定,将结果进行比较,二者的结果显示见表1,在ELISA的线性范围内,二者

结果一致,说明建立的试纸条方法可以测定水样中的汞离子.

图4 胶体金试纸条检测不同浓度汞离子的示意图

表1 ELISA与ICA检测水样中Hg2+ 的比较实验

水样 加标质量浓度/(ng·mL-1) ELISA(n=3) ICA*(n=3)

自来水

0 0.03±0.008 -
20 19.97±1.28 -
50 41.90±2.47 ±
100 96.50±8.36 +

湖 水

0 0.02±0.003 -
20 18.85±1.06 -
50 41.50±3.34 ±
100 94.30±7.23 +

  注:* (-)“阴性”,Hg2+质量浓度小于50μg/L.(±)“弱阳性”,Hg2+质量浓度在50μg/L左右.(+)“阳性”,Hg2+

质量浓度大于50μg/L.

3 结 论

本研究主要建立了检测汞离子的胶体金免疫试纸条方法,运用本实验室制备的抗汞离子的单克隆抗

体,成功得到了金标抗体作为检测探针,并通过各种实验条件的优化,建立了快速、简单、可靠的检测水样

中汞离子的免疫层析试纸条技术.该方法样品处理简单,无需繁琐的仪器操作,准确度高,特异性强,检测

结果只需要十几分钟,适合用于现场操作,大大提高了检测效率.
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AnImmunochromatographicAssayforRapidand
DirectDetectionofHg2+inWaterSamples

WANGYu-zhen1, WENYa-qiong1, CHENZe-zhong1,

FENG Feng1, DENGAn-ping2
1.CollegeofChemistryandEnvironmentalEngineering,ShanxiDatongUniversity,DatongShanxi037009,China;

2.CollegeofChemistry,ChemicalEngineeringandMaterialsScience,SoochowUniversity,SuzhouJiangsu215123,China

Abstract:Inthispaper,basedonthemonoclonalantibody(mAb)whichcanspecificallyrecognizeindivid-

ualHg2+,acompetitiveimmunochromatographicassay(ICA)usingacolloidalgold-mAbprobeforrapid

anddirectdetectionofHg2+inwatersamplesisdescribed.Themercurycations(Hg2+)inthestandard/

samplesolutioncompetewiththecoatingantigenimmobilizedonthetestlineforlimitedmAbontheim-

munoprobe.Underoptimalconditions,theassayforHg2+canbecompletedwithin10min,withavisual

limitofdetection(LOD)forHg2+of100μg/Landnocross-reactivitywithothermetalions.Inaspiked

recoveryexperiment,realwatersamplesspikedwithdifferentconcentrationsofHg2+ weremeasuredby

theproposedICA,andtheresultswerehighlyconsistentwiththoseobtainedfromenzyme-linkedimmu-

nosorbentassay(ELISA).ItishencedemonstratedthattheproposedICAisanapplicablemethodforrap-

idanddirectdetectionofHg2+on-sitewithoutcomplexingpretreatmentsteps.

Keywords:mercury(II);colloidalgold;immunochromatographicassay(ICA);strip;monoclonalanti-

body(mAb)

责任编辑 潘春燕    

6 西南大学学报(自然科学版)     http://xbbjb.swu.edu.cn     第39卷



7第11期          王玉珍,等:汞离子胶体金免疫层析试纸条的研制


