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(57)摘要

本发明提供了一种藻蓝蛋白荧光探针及其

用于黄曲霉毒素B1快速检测的方法。将荧光藻蓝

蛋白与黄曲霉毒素B1单克隆抗体进行偶联制成

荧光探针，并将其应用于试纸条快速检测中，基

于竞争免疫层析法原理，建立一种黄曲霉毒素B1

快速测定的方法。本发明的快速检测试纸条操作

简单快捷，适用于现场大批量样品的快速检测。
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1.一种藻蓝蛋白荧光探针的制备方法，其特征在于：按摩尔比为10~1:1往pH  为5.0~
8.5、浓度为0.01~0.2  M的PBS缓冲液中加入藻蓝蛋白和黄曲霉毒素B1单克隆抗体，振荡混

匀，向反应体系中加入体积分数为0.01%~0.5%的交联剂戊二醛，振荡混匀，于10~45℃摇床

中匀速振荡，避光反应2~20  h。

2.一种如权利要求1所述的制备方法制得的藻蓝蛋白荧光探针，其特征在于：所述的藻

蓝蛋白荧光探针含1~10 μg/mL黄曲霉毒素B1单克隆抗体。

3.一种将权利要求2所述的藻蓝蛋白荧光探针用于黄曲霉毒素B1快速检测的方法，其

特征在于：包括以下步骤：

1）用移液枪吸取20~100 μL、0.1-30ng/mL的黄曲霉毒素B1待测样品，再加入10~70 μL

藻蓝蛋白荧光探针，混匀，竞争反应2~12  min；

2）将步骤1）的反应液滴加至检测卡孔中，层析时间为5~12  min，将检测卡放入荧光免

疫层析快速检测设备中进行检测。

4.根据权利要求3所述的藻蓝蛋白荧光探针用于黄曲霉毒素B1快速检测的方法，其特

征在于：步骤2）所述检测卡的制备方法为：取0.01  mol/L、pH=7.0  PBS缓冲液分别稀释牛血

清蛋白偶联黄曲霉毒素B1抗原和羊抗鼠二抗分别至0.01~5  mg/L和0.05~10  mg/L，用划膜

器具均匀地画在NC膜上，分别为检测线和质控线，于室温下干燥2~12  h；将NC膜、样品垫、吸

水垫依次组装在塑料底板上，装入检测卡，并放入密封袋中于4℃下保存以备用。

5.根据权利要求3所述的藻蓝蛋白荧光探针用于黄曲霉毒素B1快速检测的方法，其特

征在于：步骤2）所述的荧光免疫层析快速检测设备，设置参数如下：LED灯滤光片波长为500

~600  nm；相机滤光片的中心波长为600~750  nm。

6.根据权利要求3所述的藻蓝蛋白荧光探针用于黄曲霉毒素B1快速检测的方法，其特

征在于：步骤2）所述的荧光免疫层析快速检测设备设定以下检测条件：LED灯的电压和电流

分别为0.1~10  V和0.1~100  mA；相机的曝光时间为0.1~10  s。
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一种藻蓝蛋白荧光探针及其用于黄曲霉毒素B1快速检测的

方法

技术领域

[0001] 本发明属于生物技术领域，具体涉及一种藻蓝蛋白荧光探针及其用于黄曲霉毒素

B1快速检测的方法。

背景技术

[0002] 藻蓝蛋白是从藻类分离出来的一种天然色素蛋白，不仅可作为天然蓝色色素用于

食品、保健品、化妆品等领域，而且，藻蓝蛋白还具有抗氧化、抗炎、抗肿瘤和提高免疫等生

理功能而广泛应用于医药保健领域。同时，藻蓝蛋白因其强烈的荧光性能可制成荧光试剂

探针和荧光示踪剂，用于医疗诊断、免疫学、生物工程和其他研究领域。相对于其他荧光素，

藻蓝蛋白具有摩尔消光系数大、荧光量子产率高以及斯托克斯位移大的特点，其脱辅基蛋

白链含有氨基和羧基可以与其他分子成键，并同时保持两种分子的生物学活性。

[0003] 免疫层析技术（immunochromatography）是近20世纪末发展起来的一种分析方法，

具有特异性、操作简单、快速等优点，因而成为环境保护、食品安全快速检测分析研究的热

点。

[0004] 根据待检物质和抗体不同的结合模式，可将免疫层析技术分为直接法和竞争法。

直接法用于检测多抗原位点的生物大分子，如人类、动物疫病的早期诊断、生化分析、抗体

水平监测。竞争法用于抗原结合位点少或仅具有单个抗原结合位点的小分子化合物，多采

用标记抗体模式。

[0005] 竞争法的工作原理为：在毛细管作用力下，待检物质先与结合垫处的标记抗体进

行识别而结合，形成抗原-标记抗体复合物继续向前层析，到达T线时，未结合的标记抗体继

续与T线的偶联抗原结合形成偶联抗原-标记抗体复合物而显色，当待检样品中的抗原越

多，结合的标记抗体越多，则T线上结合到的标记抗体就越少，显色越弱；反之，当待检样品

中的抗原越少，结合的标记抗体越少，则T线上结合到的标记抗体就越多，显色越强；抗原-

标记抗体复合物或未结合的标记抗体与C线上的二抗结合，C线显色。竞争法常用于检测农

药残留、重金属离子、真菌毒素等。

[0006] 目前，用于免疫层析技术的标记物主要为胶体金，其存在无法定量的缺点。因此，

需要一种能够新的定量跟踪的标记物，同时，能保持快速测定、操作简便的优点。

发明内容

[0007] 本发明的目的是针对上述技术现状，提供一种藻蓝蛋白荧光探针及其用于黄曲霉

毒素B1快速检测的方法。本发明的检测方法操作简单快捷，适用于现场大批量样品的快速

检测。

[0008] 为实现上述目的，本发明采用如下技术方案：

一种藻蓝蛋白荧光探针的制备方法：按摩尔比为10~1:1往pH  为5.0~8.5、浓度为0.01~
0.2  M的PBS缓冲液中加入藻蓝蛋白和黄曲霉毒素B1单克隆抗体，振荡混匀，向反应体系中

说　明　书 1/3 页

3

CN 108732346 A

3



加入体积分数为0.01%~0.5%的交联剂戊二醛，振荡混匀，于10~45℃摇床中匀速振荡，避光

反应2~20  h。

[0009] 一种如上所述的制备方法制得的藻蓝蛋白荧光探针，含1~10 μg/mL黄曲霉毒素B1

单克隆抗体。

[0010] 一种将上述的藻蓝蛋白荧光探针用于黄曲霉毒素B1快速检测的方法，包括以下步

骤：

1）用移液枪吸取20~100 μL、0.1-30ng/mL的黄曲霉毒素B1待测样品，再加入10~70 μL

含1~10 μg/mL黄曲霉毒素B1单克隆抗体的藻蓝蛋白荧光探针，混匀，竞争反应2~12  min；

2）将步骤1）的反应液滴加至检测卡孔中，层析时间为5~12  min，将检测卡放入荧光免

疫层析快速检测设备中进行检测。

[0011] 步骤2）所述检测卡的制备方法为：取0.01  mol/L、pH=7.0  PBS缓冲液分别稀释牛

血清蛋白偶联黄曲霉毒素B1抗原和羊抗鼠二抗分别至0.01~5  mg/L和0.05~10  mg/L，用划

膜器具均匀地画在NC膜上，分别为检测线（T线）和质控线（C线），于室温下干燥2~12  h；将NC

膜、样品垫、吸水垫依次组装在塑料底板上，装入检测卡，并放入密封袋中于4℃下保存以备

用。

[0012] 步骤2）所述的荧光免疫层析快速检测设备，设置参数如下：LED灯滤光片波长为

500~600  nm；相机滤光片的中心波长为600~750  nm。

[0013] 步骤2）所述的荧光免疫层析快速检测设备设定以下检测条件：LED灯的电压和电

流分别为0.1~10  V和0.1~100  mA；相机的曝光时间为0.1~10  s。

[0014] 本发明的优点在于：

本发明应用了天然藻蓝蛋白作为标记物，克服了传统人工合成标记物价格昂贵的缺

陷；合成时产生有毒物质、污染环境的优点，并融合了自身摩尔消光系数大、荧光量子产率

高以及斯托克斯位移大的优点；该检测方法具有操作简单快捷，适用于现场大批量样品的

快速检测。

附图说明

[0015] 图1是免疫试纸条的检测原理图；

图2是荧光免疫层析快速检测设备；左为实物图，右为结构图；

图3是免疫试纸条检测AFB1的标准曲线。

具体实施方式

[0016] 以下通过试验例来进一步阐述具体实施方式，但不用来限制本发明的范围。

[0017] 实施例1

一种藻蓝蛋白荧光探针用于黄曲霉毒素B1快速检测的方法，具体步骤为：

1）快速检测卡的制备：取0.01  mol/L  PBS（pH=7.0）缓冲液分别稀释牛血清蛋白偶联黄

曲霉毒素B1抗原和羊抗鼠二抗至2  mg/L和5  mg/L，用划膜器具均匀地画在NC膜上，分别为

检测线（T线）和质控线（C线），于室温下干燥4  h。将NC膜、样品垫、吸水垫依次组装在塑料底

板上，装入检测卡，并放入密封袋中于4℃下保存以备用；

2）藻蓝蛋白偶联黄曲霉毒素荧光探针的制备：按摩尔比为5:1往pH  为6.5、浓度为0.1 

说　明　书 2/3 页

4

CN 108732346 A

4



M的PBS缓冲液中加入藻蓝蛋白和黄曲霉毒素B1单克隆抗体，振荡混匀；向反应体系中加入

体积分数为0.3%的交联剂戊二醛，振荡混匀，于25℃摇床中匀速振荡，避光反应2  h，制得含

4 μg/mL黄曲霉毒素B1单克隆抗体的藻蓝蛋白荧光探针；

3）用移液枪吸取50 μL一定浓度的黄曲霉毒素B1待测样品，再加入50 μL含4 μg/mL黄

曲霉毒素B1单克隆抗体的藻蓝蛋白荧光探针，混匀，竞争反应10  min；将混合后待检样品滴

加至检测卡孔中，层析时间为7  min，将检测卡放入荧光免疫层析快速检测设备中进行检

测；检测时荧光免疫层析快速检测设备设置的参数如下：LED灯滤光片波长为500  nm；相机

滤光片的中心波长为750  nm；同时，设定检测条件如下：LED灯的电压和电流分别为5  V和20 

mA；相机的曝光时间为1  s。

[0018] 实施例2

一种藻蓝蛋白荧光探针用于黄曲霉毒素B1快速检测的方法，具体步骤为：

1）快速检测卡的制备方法为：取0.01  mol/L  PBS（pH=7.0）缓冲液分别稀释牛血清蛋白

偶联黄曲霉毒素B1抗原和羊抗鼠二抗至5  mg/L和2  mg/L，用划膜器具均匀地画在NC膜上，

分别为检测线（T线）和质控线（C线），于室温下干燥12  h。将NC膜、样品垫、吸水垫依次组装

在塑料底板上，装入检测卡，并放入密封袋中于4℃下保存以备用；

2）藻蓝蛋白偶联黄曲霉毒素荧光探针的制备：按摩尔比为15:1往pH  为7.0、浓度为0.1 

M的PBS缓冲液中加入藻蓝蛋白和黄曲霉毒素B1单克隆抗体，振荡混匀；向反应体系中加入

体积分数为0.25%的交联剂戊二醛，振荡混匀，于25℃摇床中匀速振荡，避光反应5  h，制得

含5 μg/mL黄曲霉毒素B1单克隆抗体的藻蓝蛋白荧光探针；

3）用移液枪吸取50 μL一定浓度的黄曲霉毒素B1待测样品，再加入50 μL含5 μg/mL黄

曲霉毒素B1单克隆抗体的藻蓝蛋白荧光探针，混匀，竞争反应10  min；将混合后待检样品滴

加至检测卡孔中，层析时间为10  min。将检测卡放入荧光免疫层析快速检测设备中进行检

测；检测时，荧光免疫层析快速检测设备设置的参数如下：LED灯滤光片波长为550  nm；相机

滤光片的中心波长为650  nm；同时，设定检测条件如下：LED灯的电压和电流分别为3  V和20 

mA；相机的曝光时间为2  s。

[0019] 以上所述仅为本发明的较佳实施例，凡依本发明申请专利范围所做的均等变化与

修饰，皆应属本发明的涵盖范围。
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