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乳胶微球免疫层析法定量检测芦笋中重金属汞和铅 

束广萍 1, 林  慈 1, 岳绪辉 1, 周文欣 1, 王  珏 1, 王元凤 1, 令狐克勇 2* 
(1. 上海师范大学生命科学学院, 上海  200234; 2. 贵州国芯生物科技有限公司, 贵阳  550027) 

摘  要: 目的  制备快速检测芦笋中重金属汞和铅残留的乳胶微球免疫层析试纸条。方法  将重金属汞和铅

抗体与乳胶微球进行偶联, 用硝酸纤维膜为固相载体包被重金属汞、铅抗原作为检测线(T 线)、羊抗鼠抗体作

为质控线(C 线)。经一系列条件优化, 分别检测灵敏度、特异性及稳定性, 并对芦笋样品进行检测。结果  乳

胶微球免疫层析试纸条检测重金属汞的最佳抗体添加量为 40 μg/mL, 最佳包被原质量浓度为 0.5 mg/mL, 最

佳探针添加量为 3 μL, 最优检测 pH 为 7, 最低检出限为 0.28 ng/mL, 半数抑制率为 5.60 ng/mL, 定量范围为

1.00~50.00 ng/mL。乳胶微球免疫层析试纸条检测重金属铅的最佳抗体添加量为 40 μg/mL, 最佳包被原质量浓度

为 0.5 mg/mL, 最佳探针添加量为 4 μL, 最优检测 pH 为 6, 最低检出限为 0.29 ng/mL, 半数抑制率为 2.15 ng/mL, 

定量范围为 0.10~10.00 ng/mL。两种乳胶微球免疫层析试纸条具有良好特异性, 能够保存一年以上。结论  本

研究成功制备了一种基于乳胶微球免疫层析技术的重金属汞及铅的快速检测试纸条, 具有高特异性、高灵敏

度, 可用于芦笋中汞及铅残留的现场筛查。 
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Quantitative detection of heavy metals mercury and lead in Asparagus 
officinalis L. by latex microsphere immunochromatography 

SHU Guang-Ping1, LIN Ci1, YUE Xu-Hui1, ZHOU Wen-Xin1, WANG Jue1, WANG Yuan-Feng1,  
LINGHU Ke-Yong2* 

(1. College of Life Sciences, Shanghai Normal University, Shanghai 200234, China; 2. Guizhou Guoxin Biotechnology Co., 
Ltd., Guiyang 550027, China) 

ABSTRACT: Objective  To develop a rapid detecting heavy metal mercury and lead residues in Asparagus officinalis 

L. by latex microsphere immunochromatographic test strips. Methods  Heavy metal mercury and lead antibodies were 

conjugated to latex microspheres. Nitrocellulose membranes were coated with heavy metal mercury and lead antigens as 

the test line (T line) and goat anti-mouse antibody as the control line (C line). After optimizing conditions, sensitivity, 
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specificity and stability were evaluated, followed by testing Asparagus officinalis L. samples. Results  The optimal antibody 

concentration for mercury detection was 40 μg/mL, with an optimal coating antigen mass concentration of 0.5 mg/mL. 

optimal probe volume of 3 μL, optimal detection pH of 7, minimum limit of detection 0.28 ng/mL, half-inhibition rate of 

5.60 ng/mL and quantitative range of 1.00–50.00 ng/mL. For lead detection, the optimal antibody concentration was 

40 μg/mL, with an optimal coating stock mass concentration of 0.5 mg/mL, optimal probe addition volume of 4 μL, 

optimal detection pH of 6, minimum limit of detection was 0.29 ng/mL, half-inhibition rate of 2.15 ng/mL and 

quantitative range of 0.10–10.00 ng/mL. Both latex microsphere immunochromatographic test strips demonstrated good 

specificity and could be stored for over one year. Conclusion  This study successfully develope a rapid test strip for 

heavy metals mercury and lead based on latex microsphere immunochromatography technology. It exhibits high specificity 

and sensitivity, making it suitable for on-site screening of mercury and lead residues in Asparagus officinalis L.. 
KEY WORDS: latex microsphere; immunochromatography; mercury; lead 
 
 

0  引  言 

随着矿业开采、工业燃煤等产业的高速发展, 大量重

金属污染物排入自然环境, 造成水体、土壤、大气的重金

属累积污染, 且重金属具有难降解、易迁移、生物富集性

强的特点, 可通过灌溉、沉降等途径富集于农产品中, 并
经由食物链逐级传递进入人体, 严重威胁食品安全与人体

健康[1–3]。重金属汞进入人体后可诱发肝脏损伤, 穿透血脑

屏障破坏神经系统, 具有极强的蓄积毒性与致癌风险; 重
金属铅可长期滞留于人体造血、肾脏及生殖系统, 生物积

累周期可达 30~50 年, 易造成不可逆的机体损伤[4]。 
芦笋作为营养价值丰富、市场流通广泛的蔬菜, 富含

膳食纤维、多种维生素、氨基酸以及钾、硒等矿物质, 口
感清甜、食用价值高, 深受消费者喜爱[5]。但芦笋在种植

生长过程中易富集汞、铅等重金属, 造成重金属残留超标

问题[6–7]。因此, 建立精准、高效、低成本的芦笋重金属残

留检测方法, 对大众饮食健康具有重要意义。 
目前, 检测重金属的方法主要包括原子光谱法[8–10]、

质谱法[11–13]、电感耦合等离子体发射光谱法[14–16]等。此类

仪器检测方法成熟、检测灵敏度高、结果精准度好, 是现

阶段重金属定量检测的标准方法。但该类检测技术检测前

需对样品进行消解、萃取等复杂前处理操作, 且依赖精密

检测设备与专业操作人员, 检测流程烦琐、检测周期长、

检测成本高昂 , 仅适用于实验室精准检测 , 无法适配现

场、批量、快速筛查需求。免疫层析技术凭借操作简便、

检测快速、成本低廉等优势, 弥补了仪器检测方法的短板, 
现已广泛应用于食品、环境样品的污染物快速筛查领域。

现阶段已有诸多学者开展重金属免疫层析试纸条相关研究, 
王玉珍等[17]研发了用于水样汞离子检测的胶体金免疫层

析试纸条, 检出限为 100 μg/L, 单次检测时长 10 min; 李
杨阳等[18]制备了可检测小龙虾中铅残留的胶体金试纸条, 
最低检出限为 6 ng/mL, 检测耗时 15 min, 但上述试纸条的

灵敏度有待提升且检出时间较长。乳胶微球是由聚苯乙烯

乳液聚合形成的球形颗粒, 相比于传统胶体金具有更强的稳

定性, 且表面含羧基、羟基等化学基团, 能够与抗体实现共价

偶联, 内部可负载染料, 且颜色稳定不易脱落[19–20]。基于此, 
本研究建立了基于乳胶微球免疫层析的、可分别快速检测

芦笋中汞、铅重金属残留的免疫层析试纸条方法, 进一步

完善果蔬类农产品重金属快速检测技术体系, 为农产品常

态化筛查、市场质量监管提供简便、高效的方案。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

芦笋(上海市崇明岛农村合作社)。 
N-羟基丁二酰亚胺(N-hydroxysuccinimide, NHS)(纯度

≥ 98%) 、 1- 乙 基 -(3- 二 甲 基 氨 基 丙 基 ) 碳 酰 二 亚 胺

[1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide, EDC](纯度

≥98%)、氢氧化钠(纯度≥96%)、聚乙烯吡咯烷酮 1000、碳

酸钾(纯度≥99%)、氯化钠(纯度≥99.5%)、氯化钾(纯度≥

95%)、十二水合磷酸氢二钠(纯度≥99%)、聚山梨醇酯-20(纯
度≥97%)、磷酸二氢钾(纯度≥99.5%)、碳酸氢钠(纯度≥

99.5%)、磷酸二氢钠(纯度≥99%)、磷酸氢二钠(纯度≥99%)、
乙二胺四乙酸(ethylene diamine tetraacetic acid, EDTA)(纯度

≥99.5%)(国药基团化学试剂有限公司 ); 2-吗啉乙磺酸

[2-(n-morpholino)ethanesulfonic acid, MES](纯度 99%, 北京

沃 凯 生 物 有 限 公 司 ); 4- 羟 乙 基 哌 嗪 乙 磺 酸

[2-(4-hydroxyethyl)piperazine-1-ethanesulfonic acid, HEPES] 
(纯度≥99%, 上海麦克林生化科技股份有限公司); 牛血清

白蛋白(bovine serum albumin, BSA)(纯度≥96%, 上海阿拉

丁生化科技股份有限公司); 蔗糖(纯度≥99%)、海藻糖(纯度

≥99%)、叠氮钠(纯度≥99.5%)、标准品铅、汞、铁、铬、

砷、铜、镍(质量浓度 1000 μg/mL, 纯度 99%)、汞、铅单克

隆抗体(质量浓度 1 mg/mL)(苏州鸿信生物技术有限公司); 
羧基化蓝黑色乳胶微球(苏州为度生物技术有限公司); 硝酸

纤维素膜(NC 膜)(德国赛多利斯公司)。 
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1.2  仪器与设备 

F-100SD 型超声波清洗器(深圳福洋科技基团有限公

司); ME204E 电子天平(精度: 0.001 g, 瑞士梅特勒‑托利多

国际股份有限公司); DHG-9070A 型鼓风干燥箱(上海安竞

实验设备有限公司); STU4100UVR 型超纯水机(上海穗天

环保科技有限公司); XW-80A 型涡旋混匀器(上海嘉鹏科

技有限公司); TALOS F200X 型场发射透射电子显微镜

(transmission electron microscopy, TEM)(分辨率≤0.25 nm, 
美国赛默飞世尔科技公司); H1850R型高速低温离心机(湖
南赫西仪器设备有限公司); ZQ2000 型微电脑自动斩切

机、HM 3035 型 XYZ 三维划膜喷金仪(上海金标科技有限

公司)。 

1.3  溶液配制 

50 mmol/L MES 溶液: 称取 9.76 g MES, 溶解于 1 L
超纯水中, 用 1 mmol/L 氢氧化钠调节酸度至 pH 6.0。 

20 mg/mL EDC 溶液: 称取 2 mg EDC 于 1.5 mL 的离

心管中, 溶解于 100 μL 超纯水中, 现配现用。 
20 mg/mL NHS 溶液: 称取 2 mg NHS 于 1.5 mL 离心

管中, 溶解于 100 μL 超纯水中, 现用现配。 
0.01 mol/L EDTA-HBS 缓冲液: 称取 8.77 g 氯化钠、

0.20 g 氯化钾、2.38 g HEPES、0.29 g EDTA, 溶解于 1 L
的超纯水中, 调节 pH 至 1 L。 

0.2 mol/L 磷酸盐缓冲液(phosphate buffer, PB): 称取

5.2 g 的磷酸氢二钠及 0.67 g 的磷酸二氢钠于容量瓶中, 超
纯水定容至 1 L。 

0.01 mol/L 磷酸盐缓冲生理盐水(phosphate buffered 
saline, PBS): 称取 8 g 氯化钠、0.2 g 氯化钾、3.6 g 十二水

合磷酸氢二钠、0.24 g 磷酸二氢钾溶解于 800 mL 的超纯水

中, 调制 pH 至 7.4, 定容至 1000 mL。 
探针复溶液: 50 g 蔗糖, 3 g 聚乙烯吡咯烷酮 1000, 5 g

牛血清白蛋白, 3 g 叠氮钠, 2 mL 聚山梨醇酯-20 溶于 1 L 
0.01 mol/L PBS 缓冲液。 

1.4  实验方法 

1.4.1  乳胶微球的 TEM 表征 
取 10 μL 的 0.5 mg/mL 乳胶微球溶液, 滴加在普通铜

网碳膜正面, 将碳膜置于 40 ℃干燥箱中烘干。取出碳膜上

样, 在 TEM 下观察乳胶微球的形貌特征。 
1.4.2  汞、铅免疫探针的制备及抗体添加量的优化 

(1)免疫探针的制备 
取 25 μL 蓝黑色乳胶微球溶液(10 mg/mL)加入 2 mL MES

溶液中, 振荡混匀, 加入 10 μL NHS 溶液和 5 μL EDC 溶液, 
振荡混匀, 离心(12000 r/min; 30 min), 弃上清, 用 1 mL MES
溶液复溶, 超声分散, 加入一定量的抗体, 室温涡旋 2 h, 
加入 10% BSA 溶液封闭 1 h, 离心(12000 r/min, 30 min), 

用 1 mL 探针复溶液重悬。 
(2)偶联汞抗体添加量的优化 
按照上述步骤, 向 1 mL 的探针溶液中加入不同量

(20、40、60、80、100 μg)的汞抗体, 制备免疫探针, 取 3 μL
的探针溶液加入 95 μL 的 0.5 μmol/L EDTA·HBS 缓冲液

及 50 ng/mL 的汞标准液加至微孔中混匀, 将试纸条插入微

孔中, 反应 5 min 后, 取出, 平行测试 3 次, 拍照记录。用

ImageJ 1.54f 读数, 对比试纸条的 T 线灰度值和 C 线灰度

值, 比较 T0 和抑制率。 
(3)偶联铅抗体添加量的优化 
将上述汞抗体改为铅抗体, 抗体添加量为 30、40、50、

60、70 μg, 待测液为 50 ng/mL 的铅标准液。其余步骤与条

件同偶联汞抗体添加量的优化一致。 
1.4.3  免疫层析试纸条的参数优化 

(1)汞试纸条参数的优化 
在最适抗体添加量下, 固定C线处二抗的质量浓度为

0.8 mg/mL, 采用棋盘法对 T 线包被原浓度和探针用量进

行优化。包被原质量浓度分别为 0.5、0.6、0.7 mg/mL, 探
针用量为 3、4、5 μL。取 0.5 μmol/L EDTA·HBS 缓冲液

及 50 ng/mL 的汞标准液加至微孔中混匀, 将试纸条插入微

孔中, 反应 5 min 后, 取出, 平行测试 3 次, 拍照记录。用

ImageJ 1.54f 读数, 对比试纸条的 T 线灰度值和 C 线灰度

值, 比较 T/C 的值和抑制率。 
(2)铅试纸条参数的优化 
包被原质量浓度分别为 0.4、0.5、0.6 mg/mL, 探针用

量为 4、5、6 μL。其余步骤及条件同汞试纸条参数优化一致。 
1.4.4  免疫层析试纸条的组装 

将样品垫、硝酸纤维膜(NC 膜)、吸水纸依次黏贴于背

板上, 相邻部件间交叠 2 mm 以保证液体顺向层析。通过 X、

Y、Z 三维全自动喷金划膜仪, 分别将汞/铅抗原, 作为检测线

(T 线)与质控线(C 线)。完成喷涂后烘干, 再经斩切机切制成

宽度 3.8 mm 的试纸条。试纸条结构示意图如图 1 所示。 
 

 
 

图 1  试纸条结构示意图 
Fig.1  Schematic diagram of the test strip structure 
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1.4.5  试纸条检测体系 pH 的优化 
(1)汞试纸条检测体系 pH 的优化 
最适抗体添加量、试纸条参数情况下, 配制 pH 为 5、

6、7、8、9 的 EDTA·HBS 缓冲液, 及 pH 为 5、6、7、8、
9 的 50 ng/mL 汞标准液加至微孔中混匀。将试纸条插入微

孔中, 反应 5 min 后, 取出, 平行测试 3 次, 拍照记录。用

ImageJ 1.54f 读数, 对比试纸条的 T 线灰度值和 C 线灰度

值, 比较 T0/C0 (其中 T0 为不加标准品时 T 线的灰度值, C0

为不加标准品时 C 线灰度值)的值和抑制率。 
(2)铅试纸条检测体系 pH 的优化 
配制 pH 为 5、6、7、8、9 的 10 ng/mL 铅标准液, 其

余步骤及条件同汞试纸条检测体系 pH 优化一致。 
1.4.6  标准曲线测定 

(1)汞试纸条标准曲线的测定 
在上述最适抗体添加量、试纸条参数、pH 情况下, 配

制 0、0.5、1.0、2.0、5.0、10.0、20.0、50.0、100.0 ng/mL
的汞标准溶液加至微孔中混匀, 将试纸条插入微孔中, 反
应 5 min 后, 取出, 平行测试 3 次, 拍照记录。用 ImageJ 1.54f
读数, 对比试纸条的 T 线灰度值和 C 线灰度值, 比较 B/B0 
(其中 B 为 T/C, B0 为 T0/C0)。 

(2)铅试纸条标准曲线的测定 
配制 0、0.02、0.05、0.1、0.2、0.5、1.0、2.0、5.0、

10.0、20.0、40.0 ng/mL 的铅标准溶液加至微孔中混匀, 其
余步骤及条件同汞试纸条标准曲线的测定一致。 
1.4.7  特异性测定 

(1)汞试纸条特异性测定 
用 0.5 μmol/L EDTA·HBS 缓冲液配制质量浓度为 

1 μg/mL 的铅、铁、铬、镍、砷、铜标准液和 10 ng/mL 的

汞标准液, 以 0.5 μmol/L EDTA·HBS 缓冲液为阴性对照。

将试纸条插入微孔中, 反应 5 min 后, 取出, 平行测试 3 次, 
拍照记录。用 ImageJ 1.54f 读数, 对比试纸条的 T 线灰度

值和 C 线灰度值 , 比较半数抑制率(half inhibition rate, 
IC50), 计算交叉反应率。 

(2)铅试纸条特异性测定 
铅试纸条特异性测定: 0.5 μmol/L EDTA·HBS 缓冲液配

制质量浓度为 1 μg/mL 的铜、汞、铁、铬、镍、砷、镉标准

液和10 ng/mL的铅标准液, 以0.5 μmol/L EDTA·HBS缓冲液

为阴性对照。其余步骤及条件同汞试纸条特异性的测定一致。 
1.4.8  稳定性测定 

试纸条的保质期通过试纸条在高温下烘烤加速老化

进行模拟, 通过阿伦尼乌斯公式推断烘烤温度下试纸条对

应的老化天数[21–23]。在上述最适抗体添加量、试纸条参数

及检测体系 pH 条件下, 将试纸条置于 55 ℃烘箱中, 保存

20 d, 前 7 d 每 天 将 试 纸 条 插 入 添 加 0.5 μmol/L 
EDTA·HBS 缓冲液的微孔中, 反应 5 min 后, 取出, 平行

测试 3 次, 拍照记录。用 ImageJ 1.54f 读数, 对比试纸条的

T 线灰度值和 C 线灰度值, 比较 T/C 的值。之后的 13 d 每

隔 1 d, 按照相同方法对试纸条进行检测, 同时记录。 
1.4.9  实际样的工作曲线 

(1)样品前处理 
重金属在芦笋中主要存在形式为水溶态[24]、与蛋白质及

多糖等结合、以及难溶盐类, 主要分布于芦笋全株中[25–27]。

样品前处理参考文献[28–29]并进行调整: 将芦笋烘干, 采用

研磨机进行研磨并过筛, 加入样品提取液(0.2 g 氯化钠、2.0 g
胃蛋白酶、1 L 超纯水), 振荡 2 h, 离心取上清, 加入硝酸和高

氯酸消解, 加热至干, 加入 PBS 缓冲液溶解, 得样品溶液。 
(2)汞试纸条实际样工作曲线 
汞 试 纸 条 的 实 际 样 工 作 曲 线 : 用 0.5 μmol/L 

EDTA·HBS 缓冲液将样品稀释一倍后, 配制质量浓度为 1、
2、5、10、20、50、100、200 ng/mL 的阴性样品汞标准溶

液。将试纸条插入微孔中, 反应 5 min 后, 取出, 平行测试

3 次, 拍照记录。用 ImageJ 1.54f 读数, 对比试纸条的 T 线

灰度值和 C 线灰度值, 比较 B/B0。 
(3)铅试纸条实际样工作曲线 
铅试纸条的实际样工作曲线: 配制质量浓度为 1、2、

5、10、20、80、160、320 ng/mL 的阴性样品汞标准溶液。

其余步骤及条件同汞试纸条实际样工作曲线测定一致。 

1.5  数据处理 

实验重复 3 次, 实验结果以平均值表示。试纸条结构

示意图采用 Power Point 2021 绘制, 采用 Imagej 1.54f 软件

读取 T 线及 C 线信号强度, 运用 Origin 2018 软件进行图像

绘制, 本研究所有表格均采用 Word 2021 绘制。 

2  结果与分析 

2.1  乳胶微球的 TEM 表征结果 
通过透射电镜对乳胶微球进行表征, 由图 2 可知, 乳胶

微球的粒径均一, 表面光滑且呈现规则的球形, 对 TEM 形貌

图进行统计分析, 得到乳胶微球的光学粒径约为290 nm[30–33]。 
 

 
 

图 2  乳胶微球的 TEM 图 
Fig.2  TEM image of latex microspheres 
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2.2  偶联抗体添加量优化结果 
在探针制备过程中, 抗体的投入量决定了探针表面

的抗体数量以及生物活性, 抗体添加量不足会降低抗原-抗体

结合效率, 而过量添加抗体会削弱抗原抗体间的竞争[34]。由

图 3A 可知, 随着抗体用量的增加, T0 呈现先增后减, 当抗

体添加量为 40 μg/mL 时, T0 达到最高; 抑制率随抗体用量

的增加而下降, 推测过高的抗体用量增加了空间位阻。综

合考虑选择 40 μg/mL 作为偶联汞抗体的最佳质量浓度。 
由图 3B可知, 随着抗体用量的增加, T0呈现先增后减, 

当投入量为 40 μg/mL的时候抑制率最佳, 推测随着抗体用

量不断增加, 探针的生物活性也提升至最大值, 并且 T 线

灰度值与其他的偶联量的 T 线灰度值相比也较高。综合考

虑选择选择 40 μg/mL 作为偶联铅抗体的最佳质量浓度。 

2.3  试纸条参数优化结果 

采用棋盘滴定法对探针用量与竞争抗原喷涂量两个

因素进行优化, 结果由表 1 可见, 固定加入汞标准溶液的

质量浓度为 50 ng/mL, 当探针用量为 3 μL、包被原质量浓

度为0.5 mg/mL时, T线灰度值和T/C值均最低, 同时抑制率最

高。因此选择探针用量为 3 μL、包被原质量浓度为 0.5 mg/mL
作为汞试纸条最佳参数。 

由表2可见, 固定加入铅标准溶液的质量浓度为10 ng/mL, 
当探针用量为 4 μL、包被原质量浓度为 0.5 mg/mL 时, T
线灰度值和 T/C 值均最低, 同时抑制率最高。因此选择探

针用量为 4 μL、包被原质量浓度为 0.5 mg/mL 作为铅试纸

条最佳参数。 

2.4  试纸条检测体系 pH 优化结果 

在免疫层析过程中, pH 会影响抗体的空间构象, 同时

过高或者过低的 pH 会导致乳胶微球聚集。由图 4A 可见, 
当体系 pH 增大时, T0/C0 呈下降趋势, 推测随着 pH 过高, 
微球表面电荷反转, 发生聚集, 导致层析受阻; 抑制率在

pH 为 7 时达到最大, 过酸环境下抗体的空间构象改变, 亲
和力下降, 过碱环境下抗体发生变性, 因此选择 pH 为 7 时, 
作为最适 pH。 

由图 4B 可见, 当体系 pH 增大时, T0/C0 呈先上升后下

降趋势, 抑制率在 pH 为 6 时达到最大, 因此选择 pH 为 6
时, 作为最适 pH。 

 

 
 

注: A. 重金属汞; B. 重金属铅; 抑制率/%=(1–B/B0)×100%。图 4、7 同。 
图 3  抗体标记量优化结果 

Fig.3  Results of optimized antibody labeling quantity  
 

表 1  棋盘滴定实验优化汞试纸条 T 线包被原质量浓度与探针用量结果 
Table 1  Results of optimizing the original mass concentration of T-line coated mercury test paper strips and probe dosage in the 

chessboard titration experiment 

编号 探针用量/μL 包被原质量浓度/(mg/mL) T 线灰度值 T/C 抑制率/% 

NO.1 

5 

0.5 7187±655 0.60±0.09 39.4 

NO.2 0.6 7836±226 0.83±0.02 32.4 

NO.3 0.7 7834±702 0.86±0.08 31.2 

NO.4 

4 

0.5 4296±75 0.39±0.03 62.5 

NO.5 0.6 6180±253 0.65±0.05 43.7 

NO.6 0.7 8352±335 0.88±0.04 30.9 

NO.7 

3 

0.5 3393±380 0.31±0.04 68.0 

NO.8 0.6 5406±682 0.60±0.09 44.9 

NO.9 0.7 5580±50 0.64±0.03 43.9 
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表 2  棋盘滴定实验优化铅试纸条 T 线包被原浓度与探针用量结果 
Table 2  Results of optimizing the original mass concentration of T-line coated lead test paper strips and probe dosage in the chessboard 

titration experiment 

编号 探针用量/μL 包被原质量浓度/(mg/mL) T 线灰度值 T/C 抑制率/% 

NO.1 

4 

0.4 3853±789 0.35±0.06 80.9 

NO.2 0.5 3900±309 0.33±0.03 87.4 

NO.3 0.6 4770±382 0.38±0.03 86.4 

NO.4 

5 

0.4 3988±143 0.31±0.01 85.9 

NO.5 0.5 4496±224 0.35±0.02 85.7 

NO.6 0.6 5208±173 0.39±0.01 85.7 

NO.7 

6 

0.4 4260±842 0.39±0.07 86.1 

NO.8 0.5 4489±224 0.41±0.02 83.2 

NO.9 0.6 5322±965 0.43±0.06 84.3 

 
 

 
 
 

图 4  检测体系 pH 优化结果 
Fig.4  Results of optimized pH detection system 

 
2.5  标准曲线测定结果 

在 40 μL 抗体添加量, 探针添加量 3 μL, C 线浓度为

0.5 mg/mL, 试纸条检测 pH 为 7 的最佳条件下, 对 0、0.5、
1.0、2.0、5.0、10.0、20.0、50.0、100.0 ng/mL 的汞标准溶

液进行检测。如图 5 所示, 随着汞的加标浓度逐步升高, 试
纸条的 T 线梯度变浅, 显色变化与汞浓度有良好的剂量依

赖关系。T/C 也逐渐降低, 最终导致 B/B0 逐渐减小, 以汞

的质量浓度为横坐标(X, ng/mL)、B/B0 为纵坐标(Y)绘制曲

线 。 汞 免 疫 试 纸 条 的 四 参 数 方 程 为

Y=–0.05+1.04/[1+(X/6.44)0.70], 相关系数为 0.9985, 当汞质

量浓度为 1.00~50.00 ng/mL 时, 与 B/B0 呈现较好的线性关

系 Y=–0.1604 Ln(X)+0.7765, 相关系数为 0.9978, 最低检出

限(limit of detection, LOD, 以抑制率达到 10%时待测物的

浓度表示[35–38])为 0.28 ng/mL, IC50 为 5.60 ng/mL, 定量范

围为 1.00~50.00 ng/mL。该试纸条对汞具有较高灵敏度, 能
够对汞离子具有较强的特异性识别和良好的免疫抑制效应, 

1.00~50.00 ng/mL 的定量范围能够覆盖实际样品中汞的常

见污染浓度水平, 能够满足实际样品中汞残留的快速定量

检测需求。 
在 40 μL 抗体添加量, 探针添加量 4 μL, C 线质量浓

度为 0.5 mg/mL, 试纸条检测 pH为 6的最佳条件下, 对 0、
0.02、0.05、0.10、0.20、0.50、1.00、2.00、5.00、10.00、
20.00、40.00 ng/mL 的铅标准溶液进行检测。如图 6 所示, 
铅 免 疫 试 纸 条 的 四 参 数 方 程 为

Y=1.00–0.003/[1+(X/2.15)1.10], 相关系数为 0.9981, 当铅

质量浓度为 0.10~10.00 ng/mL 时, 与 B/B0 呈现较好的线

性关系 Y=–0.1692 Ln(X)+0.5362, 相关系数为 0.9824, 
LOD 为 0.29 ng/mL, IC50 为 2.15 ng/mL, 定量范围为

0.10~10.00 ng/mL。以上结果表明, 该试纸条对铅具有高

灵敏度, 检测最低浓度低至 0.10 ng/mL, 且试纸条四参数

方程的相关系数高达 0.9981, 数据可靠性强, 能够用于该

区间内铅的定量检测。 
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注: A. 免疫层析试纸条实物图; B. 四参数拟合曲线; C. 定量曲线, 图 6、8~9 同。 
图 5  汞乳胶微球免疫层析试纸条的工作曲线 

Fig.5  Working curve of mercury latex microsphere immunoassay test strips 
 

 
 
 

图 6  铅乳胶微球免疫层析试纸条的工作曲线 
Fig.6  Working curve of lead latex microsphere immunoassay test strips 

 
2.6  特异性测定结果 

利用试纸条分别检测 1.0 μg/mL 的铅、铁、铬、镍、

砷、铜标准液, 每个样本重复 3 次, 同时记录 T/C 及 T0/C0, 
进行比较。得到不同重金属的 IC50, 并计算交叉反应率。

结果如表 3 可见, 汞免疫层析试纸条与重金属铅、铁、铬、

镍、砷、铜的 IC50 均大于 1.0 ng/mL, 交叉反应率小于 1.1%, 
说明该试纸条的特异性好。 

利用试纸条分别检测 1.0 μg/mL 的铜、汞、铁、铬、

镍、砷、镉标准液, 如表 3 可见, 铅免疫层析试纸条与重

金属汞、铁、铬、镍、砷、铜的 IC50 均大于 1.0 ng/mL, 交
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叉反应率小于 0.2%, 说明该试纸条的特异性好。 
 

表 3  乳胶微球试纸条特异性测定结果 
Table 3  Specificity test results for latex microsphere test strips 

重

金

属 

重金属汞的特异 
性测定 

重金属铅的特异 
性测定 

IC50/(ng/mL) 
交叉反应

率/% 
IC50/(ng/mL) 

交叉

反应

率/%

汞 10.87 100 >1000 <0.2

铅 >1000 <1.087 2.13 100 

铁 >1000 <1.087 >1000 <0.2

铬 >1000 <1.087 >1000 <0.2

镍 >1000 <1.087 >1000 <0.2

砷 >1000 <1.087 >1000 <0.2

铜 >1000 <1.087 >1000 <0.2
 

2.7  稳定性测定结果 

随着试纸条的存放时间变长, 试纸条表面 NC 膜, 会
吸收空气中的水分, 导致膜溶胀、孔径变大[39–41], 氧气会

引发抗体的氧化反应, 破坏活性位点。图 7A 可知, 前 15 d
的加速老化试验中, 重金属汞免疫层析试纸条的 T/C 值保

持较为稳定, 根据阿伦尼乌斯公式推算试纸条在常温保存

时, 保质期一年以上。同理, 如图 7B 所示, 根据阿伦尼乌斯

公式计算可得重金属铅试纸条保质期至少可达一年以上。 

2.8  实际样品检测结果 

如图 8 可见 ,  汞免疫试纸条四参数拟合方程为 

Y=0.23+0.77/[1+(X/11.14)1.09], 相关系数为 0.9993, 当汞质

量浓度为 5.00~100.00 ng/mL 时, 呈现良好的线性关系 Y= 
–0.16 Ln(X)+0.98, LOD 为 1.96 ng/mL, IC50 是 20.62 ng/mL, 
定量范围为 5.00~100.00 ng/mL。 

如图 9 可见 , 铅免疫试纸条四参数拟合方程为

Y=–0.05+1.05/[1+(X/6.44)0.70], 相关系数为 0.9970, 当铅质

量浓度为 1.00~80.00 ng/mL 时 , 呈良好的线性关系 Y= 
–0.16 Ln(X)+0.78, LOD 为 0.28 ng/mL, IC50 是 6.44 ng/mL, 
定量范围为 0.90~46.19 ng/mL。 

综上, 汞、铅两种免疫试纸条拟合度高、线性关系良

好, 具备良好的灵敏度和定量检测能力, 可实现芦笋样品

中汞、铅的快速定量检测。 
 

 
 

图 7  免疫试纸条老化实验结果图 
Fig.7  Chart of immunological test strip aging experiment results  

 

 
 

图 8  汞乳胶微球免疫层析试纸条的实际样工作曲线 
Fig.8  Actual sample working curve for mercury latex microsphere immunoassay test strips 



第 16 期 束广萍, 等: 乳胶微球免疫层析法定量检测芦笋中重金属汞和铅 37 
 
 
 
 
 

 

 
 

图 9  铅乳胶微球免疫层析试纸条的实际样工作曲线 
Fig.9  Actual sample working curve for lead latex microsphere immunoassay test strips 

 
2.9  与其他方法学比较 

与表 4 所列举文献相比, 本研究所建立的检测重金

属汞、铅离子的乳胶微球免疫层析方法, 相较于同类免

疫层析法及电感耦合等离子体-质谱法, 展现出更优的检 

测灵敏度; 原子吸收光谱法对汞离子的最低检测限虽低

于 本 研 究 所 制 备 的 试 纸 条 ,  但 其 检 测 过 程 需 
专业人员操作 , 并依赖精密仪器 , 在检测便捷性上存在

问题。 
 

表 4  与其他重金属汞/铅免疫分析方法对比 
Table 4  Comparison with some recent literatures on heavy mental mercury/lead immunoassay 

检测方法 检测对象 LODs/(ng/mL) IC50/(ng/mL) 参考文献 

免疫层析法 汞 100 - [17] 

免疫层析法 铅 6 - [18] 

电感耦合等离子体-质谱法 汞 37.33 - [42] 

电感耦合等离子体-质谱法 铅 0.64 - [43] 

冷原子吸收光谱法 汞 0.06 - [44] 

原子吸收光谱法 铅 0.3 0.3~88.8 [45] 
 

3  结  论 

本研究基于间接免疫竞争原理, 建立了一种用于检

测芦笋样品中重金属汞及铅残留的快速检测方法, 免疫探

针质量直接影响免疫层析试纸条的灵敏度, 本研究设计优

化了乳胶微球免疫探针的制备过程, 确定了最佳检测条件: 
抗体投入量为 40 μg/mL; 试纸条包被原浓度为 0.5 mg/mL; 
汞乳胶微球的探针用量为 3 μL; 铅乳胶微球的探针用量为

4 μL; 汞乳胶微球的检测缓冲液最佳 pH 为 7; 铅乳胶微球

的检测缓冲液 pH 为 6。所建立方法检测重金属汞离子的

LOD 为 0.28 ng/mL, IC50为 5.60 ng/mL, 检测重金属铅离子

的 LOD 为 0.29 ng/mL, IC50 为 2.15 ng/mL。将该方法应用

于芦笋的实际样品检测中, 对芦笋样品中重金属汞的 LOD

为 1.96 ng/mL, IC50 为 20.62 ng/mL, 定 量 范 围 为

5.00~100.00 ng/mL, 对重金属铅的LOD为 0.28 ng/mL, IC50

是 6.44 ng/mL, 定量范围为 0.90~46.19 ng/mL。综上所述, 
本研究建立了基于乳胶微球的重金属汞和铅免疫层析试纸

条, 可实现重金属汞及铅离子的定量可视化检测, 具有操

作简单、灵敏度高、检测时间短等优点, 能够满足现场高

通量检测需求, 适用于基层检测机构及个人的现场初筛。 
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