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(57)摘要

本发明实施例公开了一种用于黄曲霉毒素

净化样品前处理的试剂盒，所述试剂盒包括深孔

板试剂条和磁棒套，所述深孔板试剂条包括多个

黄曲霉毒素免疫磁珠试剂条，用于实现多个通道

的免疫磁珠的同时富集和转移。该试剂盒是一种

高通量，操作简单，成本低，可自动化处理的黄曲

霉毒素净化样品前处理试剂盒。
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1.一种用于黄曲霉毒素净化样品前处理的试剂盒，其特征在于，所述试剂盒包括深孔

板试剂条和磁棒套。

2.根据权利要求1所述的试剂盒，其特征在于，所述深孔板试剂条包括多个黄曲霉毒素

免疫磁珠试剂条，用于实现多个通道的免疫磁珠的同时富集和转移。

3.根据权利要求2所述的试剂盒，其特征在于，所述黄曲霉毒素免疫磁珠试剂条由依次

排列的样品孔、磁珠孔、第一清洗孔、第二清洗孔和洗脱孔组成。

4.根据权利要求3所述的试剂盒，其特征在于，所述样品孔中含有样品稀释液，用于放

置样品提取液；所述样品稀释液包括水、PBS溶液或PBST溶液。

5.根据权利要求3所述的试剂盒，其特征在于，所述磁珠孔中含有黄曲霉毒素免疫磁珠

溶液，其中含有黄曲霉毒素免疫磁珠，所述黄曲霉毒素免疫磁珠上包裹有用于特异性结合

黄曲霉毒素的抗体。

6.根据权利要求5所述的试剂盒，其特征在于，所述黄曲霉毒素免疫磁珠的制备方法如

下：

(1)取NHS磁珠放入离心管中，加入HCl溶液活化，利用磁吸附除去活化液后，加入含有

黄曲霉毒素抗体的偶联缓冲液混匀，孵育2小时，进行抗体的偶联；

(2)用洗涤缓冲液洗涤免疫磁珠反复三次，每次间隔3分钟；用封闭液孵育2小时；

(3)置于PBS缓冲液中4℃保存待用。

7.根据权利要求3所述的试剂盒，其特征在于，所述第一清洗孔中含有PBST溶液，其中

PBST溶液中磷酸根的浓度为0.005-0.015M，且pH7.2-7.4；PBST溶液中吐温-20的体积含量

为0.1％-0.3％。

8.根据权利要求3所述的试剂盒，其特征在于，所述第二清洗孔中含有PBS溶液，其中

PBS溶液中磷酸根的浓度为0.005-0.015M，且pH7.2-7.4。

9.根据权利要求3所述的试剂盒，其特征在于，所述洗脱孔中含有毒素洗脱液，所述毒

素洗脱液包括甲醇或乙腈，或含乙酸的甲醇或乙腈，或含甲酸的甲醇或乙腈，或甲醇或乙腈

的水溶液。

10.根据权利要求3-9中任一项所述的试剂盒，其特征在于，所述多个黄曲霉毒素免疫

磁珠试剂条上还分别覆盖有可移除的密封保护膜，用于将所述样品孔、磁珠孔、第一清洗

孔、第二清洗孔和洗脱孔密封。
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一种用于黄曲霉毒素净化样品前处理的试剂盒

技术领域

[0001] 本发明涉及试剂检测技术领域，具体涉及一种用于黄曲霉毒素净化样品前处理的

试剂盒。

背景技术

[0002] 黄曲霉毒素(AFT)是一类化学结构类似的化合物，均为二氢呋喃香豆素的衍生物。

黄曲霉毒素是主要由黄曲霉(aspergillus  flavus)寄生曲霉(a.parasiticus)等产生的次

生代谢产物，广泛存在于各种食品和饲料中，对人体和动物的健康具有极大的危害。在湿热

地区食品和饲料中出现黄曲霉毒素的机率最高。它们存在于土壤、动植物、各种坚果中，特

别是容易污染花生、玉米、稻米、大豆、小麦等粮油产品，是霉菌毒素中毒性最大、对人类健

康危害极为突出的一类。2017年10月27日，世界卫生组织国际癌症研究机构公布的致癌物

清单初步整理参考，黄曲霉毒素在一类致癌物清单中。

[0003] 目前，黄曲霉毒素的检测方法主要包括酶联免疫试剂盒法、胶体金试纸条法、高效

液相色谱法和高效液相色谱-质谱联用法。检测过程中样品的净化前处理过程尤为重要。免

疫亲和柱是目前最为常用的前处理净化方法，其具有净化效果好，回收率高，稳定性好等优

势，但其存在处理步骤复杂，柱筛板易堵，处理耗时，成本高，自动化难度大等问题。

[0004] 因此如何将上述问题加以解决，提供一种高效的黄曲霉毒素净化方法，尤其是使

用方便、高效的净化用装置，即为本领域技术人员的研究方向所在。

发明内容

[0005] 本发明实施例的目的在于提供一种用于黄曲霉毒素净化样品前处理的试剂盒，其

是一种高通量，操作简单，成本低，可自动化处理的黄曲霉毒素净化样品前处理试剂盒。

[0006] 为实现上述目的，本发明实施例提供一种用于黄曲霉毒素净化样品前处理的试剂

盒，所述试剂盒包括深孔板试剂条和磁棒套。

[0007] 进一步的，所述深孔板试剂条包括多个黄曲霉毒素免疫磁珠试剂条，用于实现多

个通道的免疫磁珠的同时富集和转移。

[0008] 进一步的，所述黄曲霉毒素免疫磁珠试剂条由依次排列的样品孔、磁珠孔、第一清

洗孔、第二清洗孔和洗脱孔组成。

[0009] 进一步的，所述样品孔中含有样品稀释液，用于放置样品提取液。所述样品稀释液

包括但不限于水、PBS溶液或PBST溶液。

[0010] 进一步的，所述磁珠孔中含有黄曲霉毒素免疫磁珠溶液，其中含有黄曲霉毒素免

疫磁珠。

[0011] 进一步的，所述黄曲霉毒素免疫磁珠上包裹有用于特异性结合黄曲霉毒素的抗

体。

[0012] 在一个实施方案中，所述黄曲霉毒素免疫磁珠的制备方法如下：

[0013] (1)取NHS磁珠放入离心管中，加入HCl溶液活化，利用磁吸附除去活化液后，加入
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含有黄曲霉毒素抗体的偶联缓冲液混匀，孵育2小时，进行抗体的偶联；

[0014] (2)用洗涤缓冲液洗涤免疫磁珠反复三次，每次间隔3分钟；用封闭液孵育2小时；

[0015] (3)置于PBS缓冲液中4℃保存待用。

[0016] 进一步的，步骤(1)中，所述HCl溶液的浓度为1mM。

[0017] 进一步的，步骤(2)中，所述封闭液可以为乙酸铵、牛血清白蛋白(BSA)等。

[0018] 进一步的，步骤(3)中，所述PBS缓冲液含质量分数为0.02％的叠氮化钠。

[0019] 具体来说，黄曲霉毒素包括AFB1、AFB2、AFG1、AFG2、AFM1、AFM2等不同类型，本方法

可以用于净化其中的一种或者多种，根据毒素种类不同选择不同或全部的抗体。

[0020] 当样品提取液放入样品孔后，利用含有磁棒的磁棒套将免疫磁珠转移至样品孔

中，利用不含有磁棒的磁棒套上下左右移动进行振荡，利用免疫磁珠上包裹偶联的抗体结

合目标物黄曲霉毒素。

[0021] 进一步的，所述第一清洗孔中含有PBST溶液(磷酸盐吐温缓冲液)。其中PBST溶液

中磷酸根的浓度为0.005-0.015M，且pH  7.2-7.4；PBST溶液中吐温-20的体积含量为0.1％-

0.3％。

[0022] 当样品孔中反应结束，利用含有磁棒的磁棒套将免疫磁珠转移至第一清洗孔，利

用不含有磁棒的磁棒套上下移动进行振荡，将免疫磁珠表面非特异性的吸附的杂质清洗。

[0023] 进一步的，所述第二清洗孔中含有PBS溶液(磷酸盐缓冲液)。其中PBS溶液中磷酸

根的浓度为0.005-0.015M，且pH  7.2-7.4。

[0024] 当第一清洗孔中的清洗结束，利用含有磁棒的磁棒套将免疫磁珠转移至第二清洗

孔，利用不含有磁棒的磁棒套上下移动进行振荡，将免疫磁珠表面非特异性的吸附的杂质

清洗。

[0025] 进一步的，所述洗脱孔中含有毒素洗脱液。

[0026] 进一步的，所述毒素洗脱液包括甲醇或乙腈，或含乙酸的甲醇或乙腈，或含甲酸的

甲醇或乙腈，或甲醇或乙腈的水溶液。

[0027] 当第二清洗孔中的清洗结束，利用含有磁棒的磁棒套将免疫磁珠转移至洗脱孔，

利用不含有磁棒的磁棒套上下移动进行振荡，将免疫磁珠吸附黄曲霉毒素洗脱，利用含有

磁棒的磁棒套将免疫磁珠转移至磁珠孔回收，洗脱孔中剩余的含有黄曲霉毒素的毒素洗脱

液用于后续黄曲霉毒素检测分析。

[0028] 在一个实施方案中，所述多个黄曲霉毒素免疫磁珠试剂条上还分别覆盖有可移除

的密封保护膜，用于将所述样品孔、磁珠孔、第一清洗孔、第二清洗孔和洗脱孔密封。

[0029] 在使用时，可以手动或使用工具将所述密封保护膜移除，从而保证了所述多个孔

中的液体在使用前不受污染。

[0030] 由此，所述的用于黄曲霉毒素净化样品前处理的试剂盒包括多个深孔板试剂条和

磁棒套，通过试剂条提供样品稀释液、黄曲霉毒素免疫磁珠溶液，磁珠清洗液和毒素洗脱

液，且使上述各液体在试剂条的各个对应的孔中，从而提供用于毒素样品的稀释、净化、清

洗和洗脱所需的全部试剂。

[0031] 本发明实施例具有如下优点：

[0032] 1、操作简单，处理时间短；

[0033] 2、结合相关设备，可以完全在无人值守的条件下完成批量黄曲霉毒素样品的自动
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化净化前处理过程；

[0034] 3、减少了人为误差，提高结果准确性，降低前处理成本。

附图说明

[0035] 为了更清楚地说明本发明的实施方式或现有技术中的技术方案，下面将对实施方

式或现有技术描述中所需要使用的附图作简单地介绍。显而易见地，下面描述中的附图仅

仅是示例性的，对于本领域普通技术人员来讲，在不付出创造性劳动的前提下，还可以根据

提供的附图引伸获得其它的实施附图。

[0036] 本说明书所绘示的结构、比例、大小等，均仅用以配合说明书所揭示的内容，以供

熟悉此技术的人士了解与阅读，并非用以限定本发明可实施的限定条件，故不具技术上的

实质意义，任何结构的修饰、比例关系的改变或大小的调整，在不影响本发明所能产生的功

效及所能达成的目的下，均应仍落在本发明所揭示的技术内容得能涵盖的范围内。

[0037] 图1为本发明一个实施例提供的用于黄曲霉毒素净化样品前处理的试剂盒的结构

示意图。

[0038] 图2为本发明一个实施例提供的黄曲霉毒素免疫磁珠试剂条的结构示意图。

[0039] 其中附图标记为：

[0040] 1、试剂盒；2、黄曲霉毒素免疫磁珠试剂条；21、样品孔；22、磁珠孔；23、第一清洗

孔；24、第二清洗孔；25、洗脱孔；3、磁棒套。

具体实施方式

[0041] 以下由特定的具体实施例说明本发明的实施方式，熟悉此技术的人士可由本说明

书所揭露的内容轻易地了解本发明的其他优点及功效，显然，所描述的实施例是本发明一

部分实施例，而不是全部的实施例。基于本发明中的实施例，本领域普通技术人员在没有做

出创造性劳动前提下所获得的所有其他实施例，都属于本发明保护的范围。

[0042] 实施例1

[0043] 本实施例中提供的用于黄曲霉毒素净化样品前处理的试剂盒1包括深孔板试剂条

(多个相同的黄曲霉毒素免疫磁珠试剂条2)和磁棒套3。其中，每个黄曲霉毒素免疫磁珠试

剂条由依次排列的样品孔21、磁珠孔22、第一清洗孔23、第二清洗孔24和洗脱孔25组成。

[0044] 所述样品孔21中含有样品稀释液，用于放置样品提取液。所述磁珠孔22中含有黄

曲霉毒素免疫磁珠溶液，其中含有黄曲霉毒素免疫磁珠，所述黄曲霉毒素免疫磁珠上包裹

有用于特异性结合黄曲霉毒素的抗体。所述第一清洗孔23中含有PBST溶液(磷酸盐吐温缓

冲液)。所述第二清洗孔24中含有PBS溶液(磷酸盐缓冲液)。所述洗脱孔25中含有毒素洗脱

液，所述毒素洗脱液包括甲醇或乙腈，或含乙酸的甲醇或乙腈，或甲醇或乙腈的水溶液。

[0045] 所述多个黄曲霉毒素免疫磁珠试剂条2上还分别覆盖有可移除的密封保护膜(未

示出)，用于将所述样品孔21、磁珠孔22、第一清洗孔23、第二清洗孔24和洗脱孔25密封。

[0046] 实验例1

[0047] 黄曲霉毒素免疫磁珠的制备

[0048] 1.取NHS磁珠放入离心管中，加入浓度为1mM的HCl溶液活化，反复三次，每次间隔5

分钟，利用磁吸附除去活化缓冲液后，加入含有黄曲霉毒素抗体的偶联缓冲液混匀，孵育2
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小时，进行抗体的偶联；

[0049] 2 .用洗涤缓冲液洗涤免疫磁珠反复三次，每次间隔3分钟。用封闭液(乙酸铵或

BSA)于37℃孵育2小时，

[0050] 3.置于含质量分数为0.02％叠氮化钠的PBS缓冲液中4℃保存待用。

[0051] 实验例2

[0052] 玉米样品中黄曲霉毒素的净化

[0053] (1)称取5g粉碎的玉米样品，装入20mL的离心管中，加入提取用溶液，放置在振荡

器中振荡20分钟，静止2分钟，取上清液，即为样品提取液；

[0054] (2)撕去试剂条2上的保护膜，在样品孔21中加入0.5mL样品提取液；

[0055] (3)用不含有磁棒的磁棒套3插入试剂条2的磁珠孔22中，通过全自动免疫磁珠法

纯化仪或手动上下移动进行振荡，将磁棒插入磁棒套3，吸附磁珠，将含有磁棒的吸附了磁

珠的磁棒套3转移至样本孔21，磁棒移开；

[0056] (4)利用不含有磁棒的磁棒套3上下左右移动进行振荡，利用磁珠上偶联的抗体结

合目标物黄曲霉毒素，振荡5分钟后，磁棒插入磁棒套3。

[0057] (5)利用含有磁棒的磁棒套3将磁珠转移至第一清洗孔23，利用不含有磁棒的磁棒

套3上下移动进行振荡，将磁珠表面非特异性的吸附的杂质清洗。然后，利用含有磁棒的磁

棒套3将磁珠转移至第二清洗孔24，利用不含有磁棒的磁棒套3上下移动进行振荡，将磁珠

表面非特异性的吸附的杂质清洗。

[0058] (6)利用含有磁棒的磁棒套3将磁珠转移至洗脱孔25，利用不含有磁棒的磁棒套3

上下移动进行振荡，将磁珠吸附的黄曲霉毒素洗脱，利用含有磁棒的磁棒套3将磁珠转移至

磁珠孔22回收，洗脱孔25中剩余的毒素洗脱液用于后续黄曲霉毒素检测分析。

[0059] 虽然，上文中已经用一般性说明及具体实施例对本发明作了详尽的描述，但在本

发明基础上，可以对之作一些修改或改进，这对本领域技术人员而言是显而易见的。因此，

在不偏离本发明精神的基础上所做的这些修改或改进，均属于本发明要求保护的范围。
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