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上转换荧光-适配体免疫层析试纸条的构建

及其在黄曲霉毒素 B1 检测上的应用 
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摘要：随着生活水平的提高，人们对食品安全的要求越来越高，而存在于食品及农产品中

因真菌而产生的黄曲霉毒素 B1 是人们健康的一大威胁。因此，探寻一种简便快速检测黄曲

霉毒素 B1 的方法对食品安全、农产品质量等方面具有重要意义。该文通过配体交换的方法，

使用磷酸化的黄曲霉毒素B1适配体将油酸分子包裹的油溶性上转换纳米颗粒改为水溶性纳

米颗粒。在构建水溶性纳米荧光探针的同时，保留了适配体识别黄曲霉毒素 B1 的能力，结

合免疫层析试纸条，采用小分子竞争法快速定量检测黄曲霉毒素 B1。该检测方法的线性范

围为 5~100 ng/mL，检测限为 2.4 ng/mL。 
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黄曲霉毒素 B1（Aflatoxin B1，AFB1）是来自于黄曲霉（Aspergillus flavus）和寄生曲霉

（Aspergillus parasiticus）等霉菌所产生的一种次生代谢物，广泛存在于花生油、牛奶、饲料

和粮食中[1]。国际癌症研究机构（International Agency for Research on Cancer, IARC）将 AFB1

归类为Ⅰ类致癌物，具有致突变、致畸、免疫抑制和致癌等作用，可能导致肝癌和皮下肉瘤

等疾病[2]。但是目前无有效措施可以阻断 AFB1 污染，其污染食品的问题被认为是食品安全

中最关键的问题之一[3]。传统的 AFB1 检测方法主要有色谱法、免疫检测和酶联免疫法吸附

等。其中高效液相[4]和液相色谱-质谱[5]具有精度高、准确性好和重复性高的优点，但该检测

方法需要繁琐的检测步骤以及专业的检测人员，要求较高[6]。而基于抗体和 AFB1 之间特异

性识别的免疫检测虽然不依靠于大型仪器且检测的灵敏度也比较高，但是其检测性能主要取
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决于保存条件高、制备困难和价格昂贵的抗体[7]。因此，开发一种简单、快速、低成本的 AFB1

检测方法成为当务之急。 

核酸适配体（Aptamer，Apt），又称核酸配体，简称适配体，是通过指数富集配体系统

进化技术（systematic evolution of ligands by exponential enrichment, SELEX）在体外筛选得到

的一段单链寡核苷酸，可以通过特定的三维结构与靶标高特异性、高亲和力结合[8]。Apt 不

仅可以和抗体一样通过自身特殊构象识别特定的靶标，而且具有生产简单、结构可逆、结合

靶标范围广、稳定性好和易修饰等优点[9]。Jin 等[10]通过构建基于适配体传感器的纳米金和

上转换纳米颗粒能量共振转移体系获得了对大肠杆菌（Escherichia coli）的高特异性、高灵

敏度检测。 

免疫适配体层析技术通过毛细管原理使得样品垫上的样品逐渐向另一端渗移，利用胶体

金、量子点等标记物质与靶标物的特异性结合从而呈现独特的光学信号[11]。Wu 等[12]通过胶

体金技术成功构建了一种基于适配体识别玉米赤霉烯酮的试纸条，获得了对玉米赤霉烯酮的

简单、快速和低成本的检测方法。然而，传统的标记物质由于光稳定性不高、背景信号干扰

强等缺点，从而难以实现高灵敏度条件下的定量检测。 

稀土掺杂的上转换荧光纳米颗粒具有吸收近红外光并转换为可见光的荧光特性，该类材

料相比于传统的荧光染料具有发光稳定，抗光漂白，生物背景荧光低以及发光寿命长（可长

达数十毫秒）等优势，在免疫层析检测领域具有重要的应用潜力。Jin[13]等通过构建核酸适

配体的上转换荧光纸基传感器实现了茶水中黄曲霉毒素 B1 的快速检测，但所构建的上转换

荧光纳米颗粒-适配体复合材料的工艺过程较为复杂，并且上转换纳米颗粒的荧光效率较低，

从而难以实现对 AFB1 的高效痕量检测。 

为此，本文构建了发效率较高的核壳结构上转换纳米颗粒，并通过磷酸化的 AFB1 适配

体相偶联，具有制备工艺简单等优点。基于高效的上转换发光效率及高度特异性的 AFB1 适

配体，本文实现了对 AFB1 的高度灵敏的痕量检测，进一步拓展了上转换荧光-适配体在免

疫层析技术领域中的应用。 

1 实验部分 

1.1 试剂和材料 

六水合氯化钇（YCl3•6H2O，纯度 99.99%）、六水合氯化镱（YbCl3•6H2O，纯度 99.99%）、
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六水合氯化铒（ErCl3•6H2O，纯度 99.99%）均购于济宁天亿新材料有限公司；环己烷（C6H12，

分析纯）和氢氧化钠（NaOH，分析纯）均购于西陇化工股份有限公司；氟化铵（NH4F，纯

度 98%）、油酸（oleic acid，OA，纯度 90%）和 1-十八烯（1-octadecene，ODE，纯度 90%）

均购于阿法埃莎（中国）化学有限公司；超纯水（H2O，18.2 MΩ）由实验室超纯水机（Smart-

S15，和泰）制得；PBS（0.01 mol/L，pH=7.4 ）由实验室制得；黄曲霉毒素 B1 偶联抗原

（AFB1-BSA）购于山东绿都生物科技有限公司；链霉亲和素及黄曲霉毒素的 Apt 购于上海

生工生物工程有限公司，单链核酸序列[14]为：5’-GTT GGG CAC GTG TTG TCTC TCT GTG 

TCT CGT GCC CTT CGC TAG GCC CACA-3’，生物素修饰的互补链为：5’-TG TGG GCC 

TAG CGA AGG GCA CGA GAC ACA GAG AGA CAA CAC GTG CCC AAC-3’-Biotin；试纸

条（由样品垫、硝酸纤维素膜、吸水垫和底板组成）由厦门信德科创生物科技有限公司提供。 

1.2 仪  器 

ZNCL-TS100 型智能数显磁力电热套，巩义市予华仪器有限责任公司；SXJQ-1 型超声

波清洗器，昆山市超声仪器有限公司；BS-210S 型电子分析天平，北京赛多利斯仪器有限公

司；H1650-W 型高速离心机，湘仪离心机仪器有限公司；RE-5298 型旋转蒸发仪，上海亚荣

生化仪器有限公司；Rigaku Ultima Ⅳ型 X-射线衍射（XRD）分析仪，日本理学株式会社；

LOS-BLD-0980-1300-C 型 980 nm 连续激光器，北京海特光电有限责任公司；JEM1400 型透

射电子显微镜（TEM），日本 JEOL 公司；Fluoromax-4 型荧光分光光度计，Horiba 公司；UV-

2550 型紫外-分光光度计，岛津企业管理（中国）有限公司；免疫荧光分析仪，厦门信德科

创生物科技有限公司。 

1.3 荧光纳米探针的构建 

构建 Apt-荧光纳米探针主要分为两个部分：1）单一核结构上转换纳米颗粒（core 

upconversion nanoparticles, C-UCNPs）及核壳结构上转换纳米颗粒(core-shell upconversion 

nanoparticles, CS-UCNPs)的制备，2）利用 Apt 修饰 CS-UCNPs 构建荧光纳米探针。 

采用经典的溶剂热法[15-16] 合成 C-UCNPs，主要步骤如下：将 YCl3 •6H2O，YbCl3•6H2O

和 ErCl3•6H2O（n(Y3+):n(Yb3+):n(Er3+)=40:9:1，共 0.5 mmol）与 3 mL OA 和 7.5 mL ODE 在

100 mL 三口瓶中搅拌均匀，在真空环境下加热至 130 ℃，保持 2 h，自然冷却至室温。将含

有 2 mmol NH4F 和 0.125 mmol NaOH 的 5 mL 甲醇溶液缓慢加入三口瓶中，搅拌加热至 80 ℃
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以除去溶液中的甲醇，在无氧无水的环境下，以 10 ℃/min 的速度升至 100 ℃保温 5 min，

之后继续升温至 120 ℃保温 5 min，再升温至 290 ℃并保温 1 h。待反应结束后自然冷却，并

将溶液以 12 000 r/min 的速度离心 20 min，收集产物，重新分散在 10 mL 环己烷溶剂中，再

加入 10 mL 50%（体积分数）乙醇，轻微震荡数次后静置分层过夜。收集上层溶液，将制备

的 C-UCNPs 分散于 10 mL 的环己烷中于 4 ℃下保存备用。 

采用层层生长法[17]制备 CS-UCNPs 来提高 C-UCNPs 的发光强度，从而提高其检测灵敏

度。具体制备步骤如下：将上述 10 mL 纯化后的 C-UCNPs、3 mL OA 和 7.5 mL ODE 加入

到 100 mL 四口瓶内，并在 60 ℃下旋转蒸发除去环己烷溶剂；然后将其置于磁力加热套搅

拌加热，设定其升温温度为 290 ℃，其间抽真空通氮气保持无氧无水条件；待其升温至 290 ℃

后依次加入含 0.05 mmol Y3+和 0.02 mmol F-的 OA 复合物前驱体，时间间隔为 15 min。在

此制备过程中，须保持真空无氧无水条件，壳层厚度可以通过调节 OA 复合物前驱体的加入

次数进行控制。产物收集纯化后置于 4 ℃下保存备用。本文中所用 CS-UCNPs 的壳层厚度

为 30 层（50.0 ± 2.5）nm。 

由于在试纸条检测的应用过程中，样本的检测需要在水溶液中进行，而由溶剂热法合成

的 CS-UCNPs 表面被非极性的 OA 分子包覆，使得 CS-UCNPs 无法稳定地分散在水溶液中，

所以需要先对油溶性的 CS-UCNPs 进行改性。研究表明，与 OA 配体相比，磷酸根与稀土离

子的配位能力更强[18]，因此可以采用配体交换的方法对 CS-UCNPs 进行改性并进一步进行

纳米探针的构建。如图 1（a）所示，本研究选择磷酸化的 Apt 对油相的 CS-UCNPs 进行改

性，从而得到了具有良好亲水性和生物相容性，同时保留 DNA 的碱基识别能力的纳米粒子

[19-20]。主要实验步骤如下：取 1 mg OA 包裹的 CS-UCNPs，将其溶于 1 mL 三氯甲烷中；取

1.5 nmol Apt 溶于 2 mL 水中。将 CS-UCNPs 三氯甲烷溶液缓慢滴到含 Apt 的水溶液中，并

剧烈搅拌过夜。反应结束后，在 980 nm 激光器平行照射油水界面的情况下，可以清楚地看

到 CS-UCNPs 从下方三氯甲烷有机相（图 1（b））转移到上方水相中（图 1（c）），表明 CS-

UCNPs 改性成功。取上清液以 16 000 r/min 的速度离心 20 min，收集产物，并将其重新分散

到水溶液中。 
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图 1 荧光纳米探针制备示意图（a）及表面改性前（b）与改性后（c）的光学图 

Fig. 1 Schematic diagram of preparation of fluorescent nanoprobe (a) and its optical image of surface modification  

before (b) and after (c) 

1.4 免疫层析试纸条的构建及检测过程 

免疫层析试纸条由样品垫、硝酸纤维素反应膜和吸水垫依次按顺序粘贴在底板上，将 0.8 

mg/mL 的 AFB1-BSA 固定到硝酸纤维素膜构建检测线（T 线），生物素修饰的 Apt 互补链通

过与链霉亲和素按照摩尔比 4:1 混合后（SA-Biotinlated DNA）固定到硝酸纤维素膜上构建

质控线（C 线）。检测过程如图 2 所示：当待测溶液中不存在 AFB1 时，T 线中的 AFB1 和

C 线中的互补链均可与 CS-UCNPs-Apt 结合，CS-UCNPs-Apt 分别被 T 线和 C 线拦截，在

980 nm 激光激发下看到两条绿色条带。当待测溶液中存在 AFB1 时，CS-UCNPs-Apt 优先与

AFB1 结合，从而在流经 T 线时与 AFB1-BSA 结合的 CS-UCNPs-Apt 减少，表现为在 980 nm

激光激发下 T 线亮度减弱。随着待测液中 AFB1 浓度的增加，T 线亮度逐渐降低直到消失。

而 C 线上的互补序列可以通过碱基互补的方式捕获流经的 CS-UCNPs-Apt，不受待测液中

AFB1 浓度的影响从而保持稳定的亮度。为降低荧光背景、提高灵敏度，通过计算 IT/IC 值

作为 AFB1 检测的依据。 

 

图 2 上转换纳米荧光试纸条检测 AFB1 的原理 

Fig. 2 The principle of upconversion fluorescence test strips for the detection of AFB1 
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1.5 AFB1 定量检测 

取 30 μL 2 mg/mL 的 CS-UCNPs-Apt 纳米荧光探针，分别加入不同浓度的 AFB1，使

AFB1 的最终浓度分别为 5，10 ，25 ，50，100 ，200 和 300 ng/mL，共孵育 10 min 后取

30 μL 溶液进行滴样测试。将滴样后的试纸条静置 5 min，并用 200 μL PBS 冲洗以降低荧光

背景强度从而提高检测信号强度。待试纸条干燥后用荧光免疫仪分析仪器读取信号并计算

IT/IC 值。每组平行试验进行 3 次，并通过 SPSS 20.0 进行数据分析与处理。 

1.6 实际样品检测 

取花生样品进行研磨，称取 2 g 粉末于 50 mL 离心管中，加入 8 mL 正己烷和 10 mL 的

70%（体积分数）甲醇水溶液，振荡 5 min。在 4 000 r/min 的速度下离心 10 min 后，去除上

层液体。取 0.5 mL 下层液体并加入 0.5 mL 去离子水混匀，再取 0.5 mL 混匀液体加入 0.5 mL

甲醇-水溶液(体积比为 7:20)，振荡 30 s 后取 100 μL 进行分析。 

2 结果与讨论 

2.1 荧光纳米探针的表征 

由于 C-UCNPs 的比表面积较高，掺杂的一部分稀土离子暴露在颗粒表面，使这些稀土

离子所处的晶体场环境比内部的晶体场环境的不对称性高。另一方面，溶剂分子等外部环境

会与颗粒表面的这些稀土离子接触，使上转换发光过程中的非辐射跃迁的几率增大，导致上

转换发光的猝灭。因此，通过在 C-UCNPs 外部包覆基质结构类似的壳层，将稀土离子与外

部环境隔开，从而提高 C-UCNPs 的发光强度[21]。TEM 图（图 3（a）~（c））显示所制备的

纳米颗粒尺寸均一，分散性较好，其中单一核结构 C-UCNPs 的平均粒径和核壳结构 CS-

UCNPs 的平均粒径分别为（15.0 ± 2.5）和（50.0 ± 2.5）nm，CS-UCNPs-Apt 的平均粒径为

（52.0 ± 2.5）nm；HRTEM 图（图 3（d）~（e））显示 C-UCNPs 及 CS-UCNPs 有相同的晶

面间距，均是对应 NaYF4，为 0.51 nm，证明该核壳结构的成功制备[21]。其中，通过图 3（f）

（放大 3 万倍）可明显观察到纳米粒子外面包裹着一层有机物，表明 Apt 成功连接在粒子表

面。 
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图 3 C-UCNPs（a），CS-UCNPs（b）和 CS-UCNPs-Apt（c，f）的 TEM 图及 C-UCNPs 的 HRTEM 图

（d）和 CS-UCNPs 的 HRTEM 图（e） 

Fig. 3 Typical TEM image of C-UCNPs (a), CS-UCNPs (b) and CS-UCNPs-Apt (c,f) and HETEM mage of C-

UCNPs (d) and CS-UCNPs (e) 

 

荧光光谱结果表明（图 4（a）），核壳结构 CS-UCNPs 的荧光强度是单一核结构 C-UCNPs

的 9.02 倍，在进一步修饰 Apt 后 CS-UCNPs 的荧光强度略有下降但是仍然要比单一核结构

材料高。对 CS-UCNPs 进行晶相结构分析（图 4（b）），可以看出核壳结构 CS-UCNPs 与-

NaYF4 的标准峰完全匹配。通过动态光散射测量纳米材料的粒径和电位（图 4（c）），可以看

出通过 Apt 修饰后纳米探针的水合粒径由 90.2 nm 增厚至 171 nm，电位由 21.13 mV 降至-

10.60 mV，进一步证明 Apt 成功连接在 CS-UCNPs 表面。如图 4（d）所示，CS-UCNPs-Apt

在 260 nm 处展示出明显的紫外吸收峰（DNA 的特征吸收峰），而 CS-UCNPs 在 260 nm 处

无明显吸收，更进一步表明 Apt 成功修饰到 CS-UCNPs 表面上。 

2.2 纳米探针浓度对试纸条检测的影响 

纳米探针的荧光强度对于检测信号存在较大影响，荧光免疫分析仪器在检测荧光信号时，

如果纳米探针浓度过低会使得荧光强度信号低、噪声信号大。因此寻求合适浓度的纳米探针

作为样品检测的最佳条件是必不可少的。结果如图 5（a）所示，当纳米探针质量浓度为 2 

mg/mL 时荧光强度最高。因此后续实验采用 2 mg/mL 的纳米探针作为样品检测使用的最佳

浓度条件。 
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图 4 C-UCNPs , CS-UCNPs 及 CS-UCNPs-Apt 的荧光光谱图（a），CS-UCNPs 的 XRD 谱图（b）及其连接

Apt 前后的粒径和电位（c）和紫外可见光吸收光谱图（d） 

Fig. 4 Fluorescence spectra of C-UCNPs、CS-UCNPs and CS-UCNPs-Apt (a), XRD spectra of CS-UCNPs (b), 

the size and zeta potential of CS-UCNPs and CS-UCNPs-Apt (c) and the UV-vis absorption spectra of CS-UCNPs 

and CS-UCNPs-Apt (d) 

 

 

2.3 上转换纳米颗粒免疫层析试纸条的性能 

以检测区（T 线）与质控区（C 线）荧光强度的比值（IT/IC）为纵坐标，AFB1 质量浓度

的对数为横坐标，所得 AFB1 的检测标准曲线如图 5（b）所示，其在 5~100 ng/mL 范围内

线性良好。其线性回归方程为：y = -0.53241x + 1.63081，R2 = 0.994 23，并通过计算可知检

测限为 2.4 ng/mL。相对于文献中的其他检测方法（表 1），该检测方法具有简单快速、灵敏

度高的优点。图 5（c）显示了在 980 nm 近红外激发光下的不同浓度 AFB1 的荧光检测结果，

随着待测液中 AFB1 浓度的增加，T 线亮度逐渐降低直到消失，而 C 线上的互补序列可以通
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过碱基互补的方式捕获流经的 CS-UCNPs-Apt，不受待测液中 AFB1 浓度的影响从而保持稳

定的亮度。 

为考察本方法的重复性，将 10 ng/mL 的 AFB1 标准品溶液用构建的 5 条试纸条进行测

试，结果如图 5（d）所示，且其相对标准偏差（RSD）小于 4.73%，表明该方法具有良好的

重复性。为验证本方法具有良好的特异性，选择几种相似的毒素：赭曲霉毒素（Ochratoxin  

A，OTA）、玉米赤酶烯酮（Zearalenone，ZEN）、呕吐毒素（Deoxynivalenol，DON）及 AFB1，

分别将它们与 CS-UCNPs 混合共孵育并使它们的最终浓度均为 100 ng/mL，并进行试纸条测

试，结果如图 5（e）所示，表明本研究建立的检测 AFB1 的特异性较好。 

 
图 5 不同浓度 CS-UCNPs-Apt 的荧光强度（a），CS-UCNPs-Apt 免疫层析试纸条检测 AFB1 的标准曲线

（b），不同浓度 AFB1 检测结果（c）及其重复性（d）和特异性（e）实验 

Fig. 5 The  fluorescence intensity of different concentrations of CS-UCNPs-Apt (a), the standard curve for AFB1 

detection by CS-UCNPs-Apt immunochromatographic test strip (b), the detection result of different concentration 

of AFB1 (c) and the experiments of reproducibility (d) and specificity (e) 
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表 1 不同 AFB1 检测技术的性能 

Tab. 1 Analytical performance of different AFB1 detection techniques 

检测方法 
线性范围/ 

(ng·mL-1) 

检测限/ 

(ng·mL-1) 

检测时间/min 
来源 

化学发光竞争适体传感器法 0.1~10 0.11 ≤20 [22] 

荧光诱导聚集适体传感器法 40~300 27.3 ≤60 [23] 

基于荧光能量共振转移适体传感器法 5~100 1.6 ≤35 [24] 

核酸酶切割扩增的适体传感器法 5~50 15 ≤25 [25] 

基于 CS-UCNPs 的适体传感器法 5~100 2.4 ≤15 本研究 

2.4 实际样品检测 

为了验证上转换纳米颗粒免疫层析试纸条的可行性，使用花生作为实际样品进行检测。

通过加标回收实验进行检测[26]，其结果如表 2 所示（n=3），由于实际样品花生没有 AFB1，

所以未检测到 AFB1，其加标回收率在 99%~112%，具有良好的回收率，表明该方法具有较

高的准确性，验证了该层析试纸条的可行性。 

 

表 2 实际样品花生加标回收实验 

Tab. 2 Actual sample peanut spike recovery experiment 

加样浓度/ (ng·mL-1) 检测浓度/ ( ng·mL-1) 回收率/% 

0 0 Negative 

10 9.98 99.8 

25 27.9 111.6 

50 51.5 103 

100 93.8 93.8 

3 结  论 

本文通过制备核壳结构的上转换纳米颗粒 CS-UCNPs 来增强材料的发光强度，以提高

最终产品的检测灵敏度；然后采用配体交换的方法成功构建了纳米荧光探针 CS-UCNPs-Apt，

TEM、荧光光谱、动态光散射和紫外-可见吸收光谱等表征证明了 Apt 成功修饰到 CS-UCNPs

表面，并且保持了该材料优良的荧光性能。结合免疫层析试纸条技术，构建了一种基于 Apt

和 CS-UCNPs 的试纸条，成功地用于对 AFB1 的定性及定量检测。实验结果表明该方法具有

检测限低、检测范围宽、灵敏度高和检测速度快等优点，其检测范围为 5~100 ng/mL，检测

限为 2.4 ng/mL。实际样品加样回收实验结果表明该方法可以实现对 AFB1 的快速、定量检

测，在农产品食品检测方面具有潜在的应用价值。  
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Construction of immunochromatographic strip based on 

upconversion fluorescence-aptamer and its application for detection 

of aflatoxin B1 

LI Danyang, LI Lihuang, AI Chaochao, REN Lei* 

(College of Materials, Xiamen University, Xiamen 361005, China) 

 

Abstract: With the improvement of living conditions, people's requirements for food safety are 

getting greater. However, aflatoxins existing in mildewed foods and agricultural products are a 

major threat to human health. Therefore, finding a simple and rapid method for aflatoxins detection 

is important for food safety and agricultural product quality. In this paper, a ligand-exchange method 

was used to synthesize the aflatoxin aptamer modified upconversion nanoparticles, which retained 

the ability of aptamer to recognize aflatoxin B1. The aflatoxin B1 can be rapidly and quantitatively 

detected using immunochromatographic test strips with high sensitivity (2.4 ng/mL) within a long 

linear range (5-100 ng/mL). 

Keywords: upconversion nanoparticles; aflatoxin B1; aptamers; immunochromatographic test 

strips 
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