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本发明涉及林可霉素快速时间分辨荧光免

疫层析定量检测试纸条制备方法及其应用。该试

纸条由Fusion5膜、硝酸纤维素膜和吸水纸三部

分组成，通过竞争法原理，利用时间分辨荧光微

球作为免疫标记物，对待测抗原进行准确快速的

定量检测。
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1.林可霉素快速时间分辨荧光免疫层析定量检测试纸条，其特征在于：包括Fusion5

膜、硝酸纤维素膜以及吸水纸三部分，硝酸纤维素膜位于中间，Fusion5膜与吸水纸分别搭

接于硝酸纤维素膜左右两端，Fusion5膜上有加样区和微球区，微球区上载有林可霉素单克

隆抗体时间分辨荧光微球；硝酸纤维素膜上有检测线和质控线，检测线上包被林可霉素抗

原，质控线上包被抗兔抗体。

2.如权利要求1所述的试纸条，其特征在于：所述时间分辨荧光微球包括检测微球和质

控微球，检测微球为表面包被有林可霉素单抗的荧光微球，质控微球为表面包被有兔抗标

记蛋白的荧光微球。

3.如权利要求1或2所述的试纸条，其特征在于：所述时间分辨荧光微球的粒径范围为

100  -  1000  nm  。

4.如权利要求1所述的试纸条，其特征在于：所述检测线上包被林可霉素检测用抗原为

林可霉素与载体物质形成的偶合物；检测线上包被二抗  - 抗兔抗体。

5.如权利要求1所述的试纸条的制备方法，其制备步骤如下：

⑴.  质控微球制备：

①  用生物素标记蛋白；

②  采用上述标记蛋白包被醛基修饰的荧光微球；

⑵.  检测微球制备：采用林可霉素的单抗包被醛基修饰的荧光微球；

⑶.  空白大卡粘贴：将硝酸纤维素膜粘贴在塑料底板中间，Fusion5膜与吸水纸分别搭

接于硝酸纤维素膜左右两端；

⑷. 喷膜：将兔抗标记蛋白的荧光微球和林可霉素单抗的荧光微球采用释放缓冲液混

合稀释到一定浓度，喷到Fusion5膜的微球区；林可霉素抗原和抗兔抗体稀释后，分别喷到

硝酸纤维素膜的T线和C线位置；

⑸  干燥及切条。

6.如权利要求5所述的制备方法，其特征在于：步骤⑷中释放缓冲液组成为10  -  15%蔗

糖、3  -  10%海藻糖、0.  5  -  1%  N，O-双三甲硅基乙酰胺（BSA）、0.1  -  0.5%庆大霉素。

7.如权利要求5所述的制备方法，其特征在于：步骤⑷稀释后检测微球终浓度为0.5  - 

3mg/mL，质控微球终浓度0.05  -  0.3  mg/mL；T线抗原终浓度0.5  -  3mg/mL，C线抗原终浓度

0.  5  -  3  mg/mL；C，T线喷膜液量为0.5  -  1.5 μ1/cm，微球喷膜量为2  -  10 μl/cm。

8.如权利要求5所述的制备方法，其特征在于：步骤⑸中烘干条件为37℃烘干12  -  16

小时。

9.如权利要求5权利要求所述的林可霉素快速时间分辨荧光免疫层析定量检测试纸

条，其特征在于：试纸条底部设有塑料底板。

10.如权利要求1所述的试纸条的应用，其特征在于：该试纸条用于采用竞争法模式的

免疫层析的定量检测。
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林可霉素快速时间分辨荧光免疫层析定量检测试纸条

技术领域

[0001] 本发明属于食品安全检测领域，具体涉及食品中有害残留物的检测方法，特别是

林可霉素定量检测的时间分辨荧光免疫层析试纸条及其制备方法和应用。

背景技术

[0002] 林可霉素是一种广谱抗生素，常用于动物各种传染病的治疗，对于多种病原菌有

较强的抑制作用。林可霉素存在严重的副作用，能抑制人体骨髓造血功能，引起人类的再生

障碍性贫血等疾病，因此动物食品中的林可霉素残留对人类的健康构成巨大威胁。

[0003] 目前有关动物源性食品中林可霉素及其代谢物的测定方法主要为理化检测法，如

用化学分析法测定虾肉中 的林可霉素残留量，检出限为0.0125ug/kg，用高效液相色谱法

测定鱼肉中的林可霉素残留量，检出限为0.0125ug/kg。但这些方法仪器设备昂贵，操作复

杂，灵敏度低，且不适  用于大批量样品的检测，无法满足国内食品安全检测市场的迫切需

要。

[0004] 目前的免疫层析（lateral  flow  immunoassay，LFIA）快速检测试纸条多以胶体

金、彩色乳胶微球或者荧光素作为标记物。基于胶体金标记技术开发的快速检测产品，存在

定性或者半定量，批间差异较大等问题；彩色乳胶微球虽然批间差有所改进，但灵敏度依然

较低，也只能定性或半定量；基于荧光素标记技术的免疫层析灵敏度有了较大提高，也能进

行定量检测，但是由于样本中含有较高的荧光本底信号，且stock位移较小，会对检测产生

较大的影响。

[0005] 时间分辨荧光（Time-resolved  Fluorescence，TRF）是一种非同位素荧光标记物，

与普通荧光相比，具有stock位移大，荧光寿命长等特点，可以有效的避免样品中的本底荧

光，以及激发光等杂散光的影响，因此相比普通荧光具有更高的灵敏度和抗干扰能力。

[0006] 本发明利用Fusion5替代传统的样品垫、滤血膜、结合垫，将原有的四层甚至五层

膜系统简化，开发出只需要三层膜结构的快速定量免疫层析检测试纸，不仅使生产工艺得

到了简化，而且有效的降低了产品的批内差和批间差，提高了检测灵敏度，极具实用价值。

发明内容

[0007] 本发明的目的是为了提供新型的、能快速定量检测林可霉素的时间分辨荧光免疫

层析检测试纸条及其制备方法和应用。

[0008] 本发明一方面公开了林可霉素时间分辨荧光免疫层析定量检测试纸条，该试纸条

包括Fusion5膜、硝酸纤维素膜以及吸水纸三部分。硝酸纤维素膜位于中间，Fusion5膜与吸

水纸分别搭接于硝酸纤维素膜左右两端。其中，Fusion5膜上设有加样区和微球区，微球区

上载有时间分辨荧光微球；硝酸纤维素膜上设有检测线（T线）和质控线（C线），T线接上包被

林可霉素抗原，C线包被抗兔抗体。

[0009] 本发明的优点是能快速检测出组织中林可霉素的含量。

[0010] 所述林可霉素时间分辨荧光微球，包括检测微球和质控微球，检测微球为表面包
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被有林可霉素单抗的荧光微球，质控微球为表面包被有兔抗标记蛋白的荧光微球。

[0011] 所述荧光微球中填充了斓系元素化合物；较优的，该斓系元索鳌合物为铕鳌合物；

最优的，该铕鳌合物可为Eu（TTA）3/TOPO或Eu（TTA）3/Phen  。

[0012] 所述蛋白可以是牛血清Y  -  球蛋白（BGG）或小牛血清白蛋白（BSA）。

[0013] 所述时间分辨荧光微球粒径范围为100  -  1000  nm。

[0014] 所述硝酸纤维素膜上，T线上包被的抗原为林可霉素抗原，C线上包被的抗兔抗体。

[0015] 所述林可霉素时间分辨荧光免疫定量检测试纸条底部设有塑料底板。

[0016] 本发明第二方面公开了林可霉素时间分辨荧光免疫层析定量检测试纸条的制备

方法，包括以下步骤：

⑴.  质控微球制备：

①  用生物素标记蛋白；

②  采用上述标记蛋白包被醛基修饰的荧光微球；

⑵.  检测微球制备

采用林可霉素的单抗包被醛基修饰的荧光微球；

⑶. 空白大卡粘贴

在带有背胶的塑料底板上采用搭接的方式，首先粘贴硝酸纤维素膜，然后在硝酸纤维

素膜左右两端分别粘贴吸水纸和Fusion5膜；

⑷. 喷膜

将兔抗标记蛋白的荧光微球和林可霉素单抗的荧光微球采用释放缓冲液混合稀释到

一定浓度，喷到Fusion5膜的微球区；林可霉素抗原和抗兔抗体稀释后，分别喷到硝酸纤维

素膜的T线和C线位置；

⑸.  干燥及切条。

[0017] 将上述喷好试剂的大卡烘干、切条。

[0018] 步骤⑷中用到的释放缓冲液含有10  -  15%蔗糖、3  -  10%海藻糖、0.  5  -  1%N，0  - 

双三甲硅基乙酰胺（BSA），0.1一0.5%庆大霉素。

[0019] 步骤⑷稀释后检测微球终浓度为0.5  -  3  mg/mL，质控微球终浓度0.05  -  0 .2 

mg/mL；T线抗原终浓度0.5  -  3  mg/mL，C线抗原终浓度0.5  -  23mg/mL；C，T线喷膜液量为

0.5  -  1.5 μ1/cm，微球喷膜量为2  -  10 μl/cm。

[0020] 步骤⑸中所述的烘干可在恒温烘箱或者烘房中，37℃烘干12  -  16小时。

[0021] 本发明第三方面公开了林可霉素时间分辨荧光免疫层析定量检测试纸条的应用。

[0022] 本发明的试纸条可通过竞争法原理测定生物分子，适用于所有的采用竞争法模式

的免疫层析检测。

[0023] 本发明的林可霉素时间分辨荧光免疫层析试纸条灵敏度高，批内精密度可达10%

左右，批间精密度可达15%，可同时检测全血、血清、血浆、尿液样本，250  mg/dL血红蛋白、

500  mg/dL甘油三脂，10  mg/dL胆红素对本试纸条的检测无影响，远超过市场上大多数免疫

层析快速诊断产品。

附图说明

[0024] 图1本发明试纸条结构示意图（1.  塑料底板，2.  Fusion5膜，3.  硝酸纤维素膜，4. 
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吸水纸，5.  加样区，6. 微球区，7.  T线区，8.  C线区）。

具体实施方式

[0025] 1. 试纸条各成分的制备

1.1  质控微球的制备 生物素标记γ-球蛋白（BGG）包被的质控微球的制备

⑴ 生物素标记的BGG的制备

用0.1  M  NaCNBH3将BGG（购自Pel  -  Freez  Biological）配制成l0  mg/mL溶液，采用

DMSO（二甲基甲酰胺）配置Biotin-X-X-NHS（N-羟基琥珀酰亚胺修饰生物素，生产商：SIGMA，

产品号：B3295）溶液至16.2  mg/mL，按照1  mg  BBG蛋白加入5.4 μ1  Biotin-X-X-NHS的量将

Biotin-X-X-NHS液加入到BGG溶液中，混合均匀并在4℃下放置过夜。采用透析法除去游离

未反应的生物素，透析液为生物素标记蛋白透析缓冲液（0.1  M  Tris，0.3  M  Nacl，0.005  M 

EDTA-Na-2H20，pH8.0）。透析完毕，BCA法测定蛋白浓度。

[0026] ⑵  采用上述标记蛋白包被醛基修饰的荧光微球

向10mL醛基修饰的荧光微球中加入6 μl  20%的Tween-20溶液、2  mg上述⑴中透析得到

的生物素标记蛋白以及16 μl的NaCNBH3，（25  mg/mL，0.05  M  pH6.0的MES缓冲液配制，现配

现用），补加0.1  M  pH6.0  MES至总体积为400 μl，37℃避光孵育48  h。加入40 μl的Gly溶液

（75  mg/mL，0.05  M  pH6.0的MES缓冲液配制），37℃避光旋转反应2  h  。加250 μl  N，0-双三

甲硅基乙酰胺（200  mg/mL，0.05  M  pH6.0的MES缓冲液配制）溶液。37℃避光旋转反应16  h。

4℃  13000  rpm离心30分钟。弃上清，用1  mL  pH6.0的MES缓冲液再洗两次。用1  mL  0.05  M 

pH8.0的HEPES缓冲液（0.05  M  HEPES，0.3  M  Nacl，0.025  M  EDTA-Na-2H20，1.6%  N，0―双

三甲硅基乙酰胺（BSA），0.1%  Dextran，0.1%Tween-20，0.3745%  Triton  X-  405，0.0l%庆大

霉素，0.05  %  Proclin）悬浮（其终浓度为l0  mg/mL）。

[0027] ⑶  质控微球工作液配制

根据工作需要，采用0.05M  pH  8.0的HEPES缓冲液将⑵中悬液稀释到相应浓度，分装保

存。

[0028] 1.2  检测微球的制备

向10  mg醛基修饰的荧光微球中加入6μl  20%的Tween-20溶液、2  mg林可霉素单克隆抗

体以及16 μl的NaCNBH3（25  mg/mL，0.05  M  pH6.0的MES缓冲液配制，现配现用），补加0.1  M 

pH6.0  MES至总体积为400 μl，37℃避光孵育48  h。加入40μl的Gly溶液（75  mg/mL，0.05  M 

pH6.0的MES缓冲液配制），37℃避光旋转反应2  h。加250 μl  BSA（200  mg/mL，0.05  M  pH6.0

的MES缓冲液配制）溶液。37℃避光旋转反应16  h。4℃  13000  rpm离心30分钟。弃上清，用1 

mL  pH6.0的MES缓冲液再洗两次。用1  mL  0.05  M  pH8.0的HEPES缓冲液（0.05  M  HEPES，0.3 

M  NaC1，0.25  M  EDTA-Na-2H20，1.6%  BSA，0.1%  Dextran，0.1%  Tween-20，0.3745%  Triton 

X-405，0.01%庆大霉素，0.05%  Proclin）悬浮（其终浓度为10  mg/mL）。

[0029] 1.3 微球溶液的配置

用释放缓冲液（含有20%蔗糖、5%海藻糖、0.5%  BSA，0.2%庆大霉素）将质控微球和检测

微球配制成时间分辨荧光微球混合液，质控微球终浓度为0.2  mg/mL，检测微球终浓度为l 

mg/mL。

[0030] 1.4  检测线（T线）溶液的配制
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用0.01  M  PB溶液将林可霉素抗原复合物稀释成0.5  mg/mL。

[0031] 1.5  质控线（C线）溶液的配制

用0.01  M  PB溶液将链霉亲和素稀释成0.5  mg/mL。

[0032] 2. 试纸条的制备

2.1 空白大卡粘贴

按照附图1的膜组合方式，硝酸纤维素膜3位于中间，Fusion5膜2与吸水纸4分别搭接于

硝酸纤维素膜左右两端，粘贴在带有背胶的塑料底板上。

[0033] 2.2 喷膜

分别在图1中T线7，C线8位置喷上T，C线溶液，C，T线喷膜液量为0.8 μl/cm，在图1中6位

置喷上微球溶液，微球溶液喷膜量为4 μl/cm。

[0034] 2.3  烘干

将步骤⑵中喷好试剂的林可霉素大卡在恒温烘箱中37℃烘干16小时。

[0035] 2.4  切条

将烘干的林可霉素大卡切割成4  mm宽度的纸条，即得到林可霉素试纸条。

[0036] 3.  检测仪器原理及应用

3.1  测量仪原理：聚焦透镜位于与激发光成90度方向，使样品检测池中的样品产生的

荧光信号经聚焦透镜聚焦，再经光栅分光后到达光电倍增管，光电倍增管将光信号转变为

电信号，最后传送至A/D转换器进行处理。所述激光光源采用半导体泵浦固体激光器，输出

功率为20  mW，发射波长为375  ±  5  nm。激发光经传导光纤耦合后的出纤功率为5  mW以上。

样品检测池选用紫外石英玻璃。光栅设置为可分光获得波长为440  ±  5nm的光。

[0037] 3.1  检测仪应用：将含有林可霉素的食用动物组织经预处理后的提取物装入样品

检测池中，激光光源发出波长为375±5nm的激光，经传导光纤耦合后传导至样品检测池，并

穿过待测样品，样品检测池中的样品吸收激发光后产生荧光，产生的荧光信号经聚焦透镜

聚焦，再经光栅分光，得到波长为440  ±5  nm的光，到达光电倍增管，光电倍增管将光信号

转变为电信号，同时将电信号放大后输入A/D转换器，最后输出给读数装置处理，通过读数

装置即可直接读出结果。

[0038] 4. 试纸条的定量检测

4.1 绘制标准曲线

在制备好的林可霉素试纸条加样区中加入不同浓度的林可霉素抗原标准品（取五个不

同的浓度，分别为0，10，30，90，270ng/mL，每个浓度设5个重复），滴加上样缓冲液（PBS，含有

1.6%  BSA，  0.1%  Tween-20， 防腐剂），膜层析10分钟以后，仪器读取C,T线信号，

实验结果及分析见表1：

表1林可霉素标准品检测结果
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以抗原标准品浓度与测定的信号平均值绘制标准曲线，采用四参数拟合方式，标准曲

线数据见表2。

[0039] 表2林可霉素定量检测标准曲线数据

SPE标准品（ng/mL） 0 10 30 90 270

读数 18.918 12.48 8.536 3.706 1.44

4.2样品检测

在林可霉素试纸条的加样区依次加入待测样品，滴加上样缓冲液，膜层析10分钟以后，

仪器读取C、T线信号。根据步骤⑴中的标准曲线计算待测样品中林可霉素抗原浓度。

[0040] 5.试纸条性能测试

测定2个浓度样本的10次批内差CV，实验结果见表3，实验结果表明，试纸条的批内精密

度均小于11%。

[0041] 表3试纸条批内差

采用此方法制备的林可霉素定量检测试纸条检测范围可达到0  -  500  ng/mL，灵敏度

在10  ng/mL以下，批内精密度可达11%左右，批间精密度可达15%，可同时检测组织、全血、血

清、血浆样本，250  mg/dL血红蛋白、500  mg/dL甘油三酯，10  mg/dL胆红素对本检测无影响，

远超过市场上大多数免疫层析快速诊断产品。
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