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摘要：目的　建立尿液中可替宁的胶体金免疫层析快速检测方法。方法　制备
金标抗体探针，对 ｐＨ值和抗体标记量（ＣＯＴ－Ｍａｂ）进行优化。然后优化检测
（Ｔ）线可替宁抗体（ＣＯＴ－ＢＳＡ）的包被浓度、对照（Ｃ）线羊抗鼠免疫球蛋白
（ＩｇＧ）的包被浓度，组装胶体金免疫层析试纸，最后评价试纸条的敏感性。
结果　本研究建立的胶体金免疫层析试纸条最优条件是：ｐＨ值为６５、ＣＯＴ－
Ｍａｂ浓度为１０００μｇ·ｍＬ－１、ＣＯＴ－ＢＳＡ浓度为０１０ｍｇ·ｍＬ－１、羊抗鼠 ＩｇＧ浓
度为１００ｍｇ·ｍＬ－１。其视觉检测限和截断值分别为００１和０２０μｇ·ｍＬ－１。
在１５分钟内，该试纸条能够对尿液中的可替宁进行定性分析。结论　该方法具
有良好的特异性和准确性，操作方便，重现性极佳。可用于药物临床试验期间吸

烟者和非吸烟者的现场检测和快速的初步筛查。
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　　烟草是导致死亡的主要原因之一，每年有超过
８００万人死于直接或间接吸烟［１］。香烟烟雾中的多环

芳烃等成分可以影响药物代谢、干扰临床疗效，因此，

药物临床试验中精准评估参与者吸烟状况对控制试

验质量至关重要［２］。目前，吸烟行为的评估多依赖于

参与者的自我报告，存在准确性不足的局限［３］，亟需

通过体液中生物标志物实现简单可靠的定性二分法。

尼古丁作为烟草主要成瘾物质，其代谢产物可替宁半

衰期长达 １８～２２ｈ，能反映 ３～４ｄ内的烟草暴露
情况。可替宁主要存在于血液中，并在代谢过程中通

过尿液排出［４］，已成为临床诊断、预防医学和其他领

域评估烟草暴露水平和频率的首选生物标志物［５］。

目前，已经建立了几种检测可替宁的仪器方法，

如高效液相色谱法（ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇ
ｒａｐｈｙ，ＨＰＬＣ）［６］、液质联用法（ｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈ－
ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｅｒ，ＬＣ－ＭＳ）［７］、气相色谱 －质谱法
（ｇａｓｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ－ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＧＣ－ＭＳ）［８］、
高效液相色谱 －串联质谱法（ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄ
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ－ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ／ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，
ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）［９］。这些方法虽具备高灵敏度和准
确定量优势，且部分小型化设备可以用于现场侦检，

但仍需专业操作人员及配套实验室条件，难以适配临

床研究中大规模参与者吸烟状况的快速定性筛查需

求。相比之下，免疫测定技术中，酶联免疫吸附试验

（ｅｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）［１０］虽在
操作流程和成本控制上不具备显著优势，但免疫层析

技术，尤其胶体金免疫层析法作为典型的即时检测

（ｐｏｉｎｔ－ｏｆ－ｃａｒｅｔｅｓｔｉｎｇ，ＰＯＣＴ）方法，兼具操作简单、
检测快速、成本可控、无需复杂设备等突出特点［１１］。

本研究基于胶体金免疫层析法建立尿液中可替宁的

快速检测方法，可以用肉眼快速估计检测到的信号，

为药物临床试验中吸烟者和非吸烟者的快速初步筛

查提供理论依据。

材料与方法

１　材料
试剂　氯金酸（ＨＡｕＣＬ４），规格：每瓶１０ｇ，纯度：

基于痕量金属的纯度≥９９９９％，批号：２０２１０２２６，
上海西格玛奥德里奇贸易有限公司生产；羊抗小鼠免

疫球蛋白 Ｇ（ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ，ＩｇＧ），规格：１００ｍｇ，含
量：以抗体计１ｍｇ·ｍＬ－１，批号：２０２１０６１６，洛阳佰奥
通实验材料中心生产；磷酸盐缓冲液干粉，规格：每包

２Ｌ，纯度：１００％，批号：Ｎｏ５１３Ｏ０２１，杭州索莱尔博奥

生物技术有限公司生产；磷酸氢二钠，规格：每瓶

５００ｇ，纯度：９９％，批号：２０２０１１１２、磷酸二氢钠，规格：
每瓶５００ｇ，纯度：９９％，批号：２０２００２０７，均由国药集
团化学试剂有限公司生产；胎牛血清，规格：每瓶

５００ｍＬ，纯度：ＦＢＳ级别，批号：ＥＺ３４１６Ｄ３１７，苏州依科
赛生物科技股份有限公司生产；人工尿液，规格：

５００ｍＬ，批号：２０２００５２１北京索莱宝科技有限公司
生产。

仪器　ＨＭ３２３５三维划膜喷金仪，上海金标生物
科技有限公司产品；１－１４小型台式高速离心机，德国
ｓｉｇｍａ有限公司产品；ＤＨＧ－９１２３Ａ烘箱，上海齐欣科
学仪器有限公司产品；ＺＱ２００２微电脑自动斩切机，上
海金标生物科技有限公司产品；ＥＲ－６６０Ｅ除湿机，广
东多乐信电器有限公司产品；创伍特９００封口机，温
州博时包装机械有限公司产品。

２　实验方法
２１　胶体金的制备

胶体金颗粒是使用柠檬酸三钠还原法合成

得到［１２］。将００１％氯金酸溶液５０ｍＬ（ｗ／ｖ）持续搅
拌加热至沸腾，然后立即加入１％柠檬酸三钠（ｗ／ｖ）
溶液２０ｍＬ，继续煮沸１５ｍｉｎ，在此过程中，溶液的颜
色变为酒红色。酒红色液体代表胶体金溶液。在室

温下冷却后，终产物在４℃下储存以备使用。通过紫
外分光光度计扫描确定胶体金的最大吸收峰，透射电

子显微镜（ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，ＴＥＭ）检测
胶体金颗粒的粒径和分散性。

２２　金标抗体探针的制备
胶体金免疫层析试纸是一种利用免疫试剂与靶

标之间的竞争性反应来快速定位目标物的方法。

胶体金－单克隆抗体 （ｃｏｌｌｏｉｄａｌｇｏｌｄ－ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ
ａｎｔｉｂｏｄｙ，ＣＧ－Ｍａｂ）偶联物作为识别元素，在试纸条
的功能中扮演了至关重要的角色。文献表明，ｐＨ值
和Ｍａｂ浓度会影响 ＣＧ－Ｍａｂ偶联物的合成［１３］。在

此，用 Ｋ２ＣＯ３溶液来调节不同的 ｐＨ值（６５、７４、
８５），用含有０或２００ｎｇ·ｍＬ－１可替宁溶液对试纸条
进行评估（下同）。同时用不同浓度的可替宁单克隆

抗体 （ｃｏｔｉｎｉｎｅｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ，ＣＯＴ－Ｍａｂ）
（１０００、２０００、３０００和 ４０００μｇ·ｍＬ－１）来合成
ＣＧ－Ｍａｂ偶联物。合成步骤如下［１４］：在磁力搅拌下，

用０１ｍｏｌ·Ｌ－１Ｋ２ＣＯ３溶液调节胶体金溶液２ｍＬ的
ｐＨ值。滴加纯化的ＣＯＴ－Ｍａｂ（０１ｍｇ·ｍＬ－１）并搅
拌３０ｍｉｎ，以确保充分混合。沉淀 １０ｍｉｎ后，加入
１０％的牛血清白蛋白（ｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍａｌｂｕｍｉｎ，ＢＳＡ）溶
液（ｗ／ｖ），使最终质量分数达到１％，并堵塞任何游离
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的胶体金颗粒。温育３０ｍｉｎ后，将混合物以１２０００
ｒｐｍ下离心３０ｍｉｎ。用悬浮缓冲液洗涤该产物３次后
于４℃下储存。
２３　胶体金免疫层析试纸条的制备

完整的胶体金免疫层析试纸条由５个部分组成：
聚氯乙烯（ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＰＶＣ）背板、吸收垫、硝化
纤维（ｎｉｔｒｏｃｅｌｌｕｌｏｓｅ，ＮＣ）膜、金标垫和样品垫，见图１。
首先将ＮＣ膜附着在ＰＶＣ背板的中间，使用划膜仪将
ＣＯＴ－ＢＳＡ和羊抗鼠 ＩｇＧ作为测试（ｔｅｓｔ，Ｔ）线和对照
（ｃｏｎｔｒｏｌ，Ｃ）线以４ｍｍ的间隙喷涂到 ＮＣ膜上，将膜
在３７℃下干燥２４ｈ。然后将金标垫和吸水纸与 ＮＣ
膜重叠，在ＰＶＣ背板的端部重叠１～２ｍｍ。金标垫放
置在Ｔ线端附近，吸水纸放置在Ｃ线端附近。接下来
将样品垫与金标垫重叠１～２ｍｍ，并粘附到ＰＶＣ背板
上。最后使用条切割器将组装好的 ＰＶＣ背板切成
４０ｍｍ×６００ｍｍ的试纸条，在３７℃的干燥箱中干燥
２ｈ，并密封储存。

图 １　胶体金免疫层析试纸条示意图
Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｃｏｌｌｏｉｄａｌｇｏｌｄｉｍｍｕｎｏｃｈｒｏｍａｔｏ
ｇｒａｐｈｉｃｔｅｓｔｓｔｒｉｐ
ＮＣ：Ｎｉｔｒｏｃｅｌｌｕｌｖｓｅ；ＰＶＣ：Ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｃｈｌｏｒｉｄｅ；Ｃ：Ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｔ：Ｔｅｓｔ

２４　实验程序
将胶体金免疫探针１μＬ涂布在金标垫上，并将

其干燥储存以备使用。在进行测试时，向样品垫滴加

待测样品溶液６０μＬ或不同浓度的可替宁标准溶液。
待１５ｍｉｎ后，通过肉眼观察试纸条上的结果，见图２。

胶体金免疫层析试纸条的原理是基于靶分子与

ＣＧ－Ｍａｂ固定的抗原之间的竞争反应。可替宁作为
小分子半抗原，虽自身无免疫原性，但在免疫制备抗

体过程中已通过化学偶联方式与载体蛋白 ＢＳＡ结合
形成完全抗原，刺激机体免疫系统产生能够特异性识

别可替宁分子独特化学结构的抗体。如果试验溶液

中不含可替宁，ＣＧ－Ｍａｂ会和 Ｔ线上的固定抗原结
合，形成可见的红色条带。同时，过量的金标抗体与

固定在Ｃ线上的羊抗鼠ＩｇＧ抗体结合，形成另一条可
见的红色条带。当 Ｔ线的颜色强度等于或比 Ｃ线深
时，结果为阴性。相反，如果试验溶液中存在可替宁，

它会与金标抗体的抗原结合位点发生特异性相互作

用（包括氢键、疏水作用、范德华力等非共价键结合），

形成可替宁－金标抗体免疫复合物，Ｔ线的颜色变浅
或不出现，而免疫复合物或过量的金标抗体与 Ｃ线上
的第二抗体结合，形成可见的红色条带。在这种情况

下，Ｔ线的颜色看起来较浅（比Ｃ线颜色浅）或保持无
色，表明结果为阳性，见图２。如果 Ｃ线没有变红，则
认为测试无效。

图 ２　免疫层析试纸条阴性、弱阳性和阳性检测结果的示意图
Ｆｉｇｕｒｅ２　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｏｎｉｎｎｅｇａｔｉｖｅ，ｗｅａｋｌｙｐｏｓｉｔｉｖｅ，
ａｎｄｐｏｓｉｔｉｖｅｓａｍｐｌｅ

２５　试纸条的优化
Ｔ线最佳包被浓度的确定　将浓度为 ０１００、

０１２５和０１６７ｍｇ·ｍＬ－１的可替宁 －牛血清白蛋白
偶联物（ｃｏｔｉｎｉｎｅ－ｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ ａｌｂｕｍｉｎｃｏｎｊｕｇａｔｅ，
ＣＯＴ－ＢＳＡ）蛋白涂覆在 Ｔ线位置。Ｃ线涂有过量的
羊抗鼠ＩｇＧ。将含有可替宁的阳性样品溶液加入样品
垫中，以确定Ｔ线ＣＯＴ－ＢＳＡ蛋白的最佳包被浓度。

Ｃ线最佳包被浓度的确定　将测定的最佳浓度
的ＣＯＴ－ＢＳＡ蛋白涂在Ｔ线上，将不同比例稀释的羊
抗鼠ＩｇＧ抗体（浓度为０５、１０和１５ｍｇ·ｍＬ－１）涂
在Ｃ线上。将含有可替宁的阳性样品加入样品垫中，
以确定羊抗鼠ＩｇＧ抗体在Ｃ线上的最佳包被浓度。
２６　试纸条评价———灵敏度测试

在进行定性检测时，通过测量试纸条的截断值和

最小可检测限（ｖｉｓｕａｌｌｉｍｉｔｏｆｄｅｔｅｃｔｉｏｎ，ｖＬＯＤ）来确定
胶体金免疫层析试纸条的灵敏度。将可替宁用人工

尿液稀释至终浓度为０、００１０、００２５、０１００、０２００、
０５００和１０００μｇ·ｍＬ－１，得到一系列可替宁标准溶
液。将６０μＬ每种溶液涂在优化好的胶体金免疫层析
试纸条的样品垫上。对于定性测定，结果是通过目视

获得的，随着可替宁浓度的增加，Ｔ线的颜色强度逐渐
降低。在一定浓度下，Ｔ线完全消失，表明该浓度为试
纸条的最低检测限。



ＣｈｉｎＪＣｌｉｎＰｈａｒｍａｃｏｌ 　３５２７　

Ｖｏｌ４１Ｎｏ２４Ｄｅｃｅｍｂｅｒ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４４６）

结　　果

１　胶体金的鉴别
ＣＧ的最大吸收峰出现在４００～６００ｎｍ的波长处

（λｍａｘ＝５２０ｎｍ）。ＴＥＭ表征表明，胶体金颗粒均匀分
散，没有聚集，平均粒径约为２０ｎｍ。
２　试纸条的优化
２１　最佳ｐＨ值和抗体浓度的确定

在与胶体金结合之前，使用棋盘滴定法确定最佳

ｐＨ值和抗体浓度，以获得最佳性能。结果显示，随着
ｐＨ值的增加，Ｔ线的颜色强度逐渐加深。当 ｐＨ值为
６５时，达到了最佳的着色效果，见图３Ａ。

当ＣＯＴ－Ｍａｂ浓度为２０μｇ·ｍＬ－１时，Ｔ线和 Ｃ
线均显示出较弱的颜色强度。在３０和４０μｇ·ｍＬ－１

浓度下，试纸条的判断阈值提高。而当浓度为

１０００μｇ·ｍＬ－１时，不含可替宁的试纸条Ｔ线和Ｃ线
均表现出更强的颜色强度，同时含可替宁的试纸条的

检测敏感性得到增强，因此抗体浓度最终选为

１０００μｇ·ｍＬ－１，见图３Ｂ。

图 ３　胶体金免疫层析试纸条ｐＨ值和抗体浓度的优化
Ｆｉｇｕｒｅ３　 ＯｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｐＨａｎｄａｎｔｉｂｏｄｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｃｏｌ
ｌｏｉｄａｌｇｏｌｄｉｍｍｕｎｏｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｓｔｒｉｐ
Ａ：ＤｉｆｆｅｒｅｒｎｔｐＨｖａｌｕｅｓｆｏｒｔｈｅｒｅａｃｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ；ＡⅠ：６５；ＡⅡ：７４；
ＡⅢ：８５；Ｂ：ＴｈｅｄｏｓａｇｅｏｆｔｈｅＣＯＴ－Ｍａｂｕｓｅｄｆｏｒｔｈｅｒｅａｃｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ；

ＢⅠ：１０μｇ·ｍＬ－１；ＢⅡ：２０μｇ·ｍＬ－１；ＢⅢ：３０μｇ·ｍＬ－１；ＢⅣ：

４０μｇ·ｍＬ－１

２２　Ｔ线和Ｃ线最佳包被浓度的确定
为提高胶体金免疫层析试纸条的性能，我们对 Ｔ

线和Ｃ线的最佳包被浓度进行了优化。最佳浓度的
确认是根据阳性和阴性样本之间的明确区别以及涂

层抗原的最低消耗量。在 Ｔ线上喷洒不同浓度的
ＣＯＴ－ＢＳＡ（０１００、０１２５、０１６７ｍｇ·ｍＬ－１）。当包被
抗原浓度为０１６７ｍｇ·ｍＬ－１时，可以在Ｔ线观察到明
显的红线。当包被抗原浓度为０１００和０１２５ｍｇ·ｍＬ－１

时，Ｔ线的颜色强度较弱。另外，在０１００ｍｇ·ｍＬ－１

的包被抗原浓度下，阳性和阴性样本的颜色强度存在

显著差异。相较于阴性样本，阳性样本在 Ｔ线上显示
的颜色强度较低，说明在０１００ｍｇ·ｍＬ－１包被抗原
的条件下能够实现更高的检测灵敏度。因此，我们选

定０１００ｍｇ·ｍＬ－１的浓度来构建试纸条上的 Ｔ线，
见图４Ａ。

同时，我们也对Ｃ线上羊抗鼠 ＩｇＧ（０５０、１００和
１５０ｍｇ·ｍＬ－１）的浓度进行了优化。当羊抗鼠 ＩｇＧ
浓度为１００ｍｇ·ｍＬ－１时，试纸条显示出最优的灵敏
度和显色效果。综上，我们开发的胶体金免疫层析试

纸条最优条件是：ｐＨ值为 ６５、ＣＯＴ－Ｍａｂ浓度为
１０００μｇ·ｍＬ－１、ＣＯＴ－ＢＳＡ浓度为０１０ｍｇ·ｍＬ－１、
羊抗鼠ＩｇＧ浓度为１００ｍｇ·ｍＬ－１，见图４Ｂ。

图 ４　胶体金免疫层析试纸条包被浓度的优化

Ｆｉｇｕｒｅ４　 Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆｃｏａｔｉｎｇｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｔｈｅｃｏｌｌｏｉｄａｌ

ｇｏｌｄｉｍｍｕｎｏｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｓｔｒｉｐ
Ａ：ＳｔｒｉｐｓｓｐｒａｙｅｄｗｉｔｈＣＯＴ－ＢＳＡｏｆＴｌｉｎｅｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ；

Ⅰ：０１００ｍｇ·ｍＬ－１；Ⅱ：０１２５ｍｇ·ｍＬ－１；Ⅲ：０１６７ｍｇ·ｍＬ－１

Ｂ：Ｓｔｒｉｐｓｓｐｒａｙｅｄｗｉｔｈｇｏａｔａｎｔｉ－ｍｏｕｓｅＩｇＧｏｆＣｌｉｎｅｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎ

ｔｒａｔｉｏｎｓ；Ⅰ：０５ｍｇ·ｍＬ－１；Ⅱ：１０ｍｇ·ｍＬ－１；（３）１５ｍｇ·ｍＬ－１

３　试纸条评价———灵敏度测试
人工尿液样本中的视觉检测限（ｖｉｓｕａｌｌｉｍｉｔｏｆ

ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ，ｖＬＯＤ）为００１μｇ·ｍＬ－１，随着可替宁浓度
的增加，Ｔ线的颜色强度逐渐减弱。当可替宁浓度达
到０２０μｇ·ｍＬ－１时，Ｔ线的颜色完全消失，表明该试
纸条的截断值为０２０μｇ·ｍＬ－１。因此，当可替宁浓
度大于 ０２０μｇ·ｍＬ－１时，检测样品被视为阳性
（＋）；当可替宁的浓度在００１至０２０μｇ·ｍＬ－１之
间时，检测样品被认为是弱阳性（±），当可替宁浓度
低于００１μｇ·ｍＬ－１时，检测样品则被认为是阴性
（－），见图５。
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图 ５　可替宁的检测限

Ｆｉｇｕｒｅ５　 Ｌｉｍｉｔｏｆｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｃｏｔｉｎｉｎｅ
Ⅰ：０μｇ·ｍＬ－１；Ⅱ：００１０μｇ·ｍＬ－１；Ⅲ：００２５μｇ·ｍＬ－１；Ⅳ：

０１００μｇ·ｍＬ－１；Ⅴ：０２００μｇ·ｍＬ－１；Ⅵ：０５００μｇ·ｍＬ－１；Ⅶ：

１０００μｇ·ｍＬ－１

讨　　论

自国家食品药品监督管理总局启动药物临床试

验数据自查核查工作以来，对临床试验的质量管控与

数据真实性要求不断提高，烟草暴露筛查已成为众多

药物临床试验的关键筛选指标，尤其对尼古丁易干扰

药动学、药效学的抗凝药、抗心律失常药等而言［１５］，

精准筛查受试者烟草暴露状态是保障试验数据可靠

的关键。目前，临床试验中仍普遍通过受试者问卷填

写或口头陈述等形式自我报告吸烟史、吸烟状态等信

息，可能会导致评估吸烟状况的结果不准确。尼古丁

作为烟草中诱导成瘾的核心活性成分，进入人体后会

在肝脏细胞色素氧化酶的催化作用下快速代谢，其主

要代谢产物可替宁具有显著的理化稳定性，半衰期

长，使其能够有效规避尼古丁短期代谢带来的检测窗

口期局限，精准反映受试者近 ３～４ｄ内的累计烟草
暴露情况。约 ７０％～８０％ 的可替宁会以原型或结合
态形式通过尿液排出体外。尿液样品采集方便，对受

试者侵害性小，是研究中非常理想的生物样品［１６］。

本研究针对药物临床试验中烟草暴露快速定性

筛查的现实需求，成功构建了基于胶体金免疫层析技

术检测尿液可替宁的试纸条。从检测性能来看，本方

法的视觉检测下限达 ００１μｇ·ｍＬ－１，截断值为

０２０μｇ·ｍＬ－１，显著优于临床烟草暴露判定关键阈
值。文献确立尿液可替宁浓度≥００５μｇ·ｍＬ－１为区
分吸烟者与非吸烟者的核心阈值［１７－１８］，本试纸条

ｖＬＯＤ较该阈值低 ５倍，表明其具备更高的灵敏度，可
以有效捕获低浓度可替宁样本。从技术设计来看，通

过优化 ＮＣ膜上 Ｔ线（０１０ｍｇ·ｍＬ－１ＣＯＴ－ＢＳＡ）与
Ｃ线（１００μｇ·ｍＬ－１羊抗鼠 ＩｇＧ）的包被浓度，结合
胶体金标记的可替宁单克隆抗体探针，形成了高效的

竞争抑制免疫反应体系，整个检测过程无需复杂前处

理，仅需滴加尿液样本即可在 １５ｍｉｎ内获得结果，满
足药物临床试验中 “现场快速筛查”的需求。与近年

来国外研究相比也有一定的优势，ＫＯＮＺＩＷ等开发的
可替宁侧流免疫分析试纸，检测１５ｍｉｎ，肉眼观察检
出限仅达 ０１５μｇ·ｍＬ－１［１９］，而本试纸条的 ｖＬＯＤ较
其低 １５倍，在保障检测效率的同时，进一步提升了对
低浓度样本的检出能力。从应用前景来看，该试纸条

不仅可以直接用于药物临床试验中的吸烟状态初筛，

还可以拓展至戒烟干预效果评估、职业人群烟草暴露

监测、青少年吸烟行为筛查等领域，尤其在基层医疗

机构、社区卫生服务中心等缺乏大型仪器的场景中具

有广阔推广价值。

但本研究仍存在一定局限性。与 ＥＬＩＳＡ法相
比［１０］，该试纸条仅能通过肉眼观察 Ｔ线颜色深浅实
现烟草暴露状态的定性判定（如阳性 ／阴性），无法直
接提供尿液中可替宁的定量数值。同时该试纸条尚

未开展在复杂尿液样本中干扰物质的抗干扰研究，无

法充分证实其在各类人群及环境中的适用性与稳定

性。未来研究可以进一步优化抗体标记工艺与反应

体系，提升对复杂尿液样本中干扰物质的抗干扰能

力；同时可开发多指标联合检测试纸条，将可替宁与

其他烟草暴露生物标志物结合，进一步提高检测准确

性；此外，通过规模化生产降低成本，推动产品的商品

化转化，有望为烟草相关研究与临床实践提供更便

捷、高效的检测工具。

综上，本研究建立了一种灵敏度高、操作简便、成

本可控的可替宁快速检测方法，为药物临床试验中烟

草暴露的精准评估提供了新的技术方案，也为烟草危

害防控领域的现场筛查技术发展提供了参考。
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·科学文摘·

基于结构引导设计的合成胆汁酸可抑制艰难梭菌 ＴｃｄＢ毒素

引自：ＭＩＬＥＴＩＣＳ，ＩＣＨＯＳ，ＬＩＺ，ｅｔａｌ．Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ－ｇｕｉｄｅｄｄｅｓｉｇｎｏｆａｓｙｎｔｈｅｔｉｃｂｉｌｅａｃｉｄｔｈａｔｉｎｈｉｂｉｔｓＣｌｏｓｔｒｉｄｉｏｉｄｅｓ
ｄｉｆｆｉｃｉｌｅＴｃｄＢｔｏｘｉｎ．ＮａｔＭｉｃｒｏｂｉｏｌ，２０２５，１０（１２）：３２１５—３２２８．

肠道胆汁酸是一类宿主与微生物代谢产物，可直接抑制艰难梭菌的主要毒力因子———毒素 Ｂ（ｔｏｘｉｎＢ，
ＴｃｄＢ），该毒素是导致感染性腹泻和结肠炎的关键物质。然而，其抑制机制尚不明确。本研究通过冷冻电镜技
术，分别以２９?和３３?分辨率解析了ＴｃｄＢ与抑制性胆汁酸胆酸（甲酯）及牛磺鹅去氧胆酸结合的结构。这
些结构显示，胆汁酸能将ＴｃｄＢ的Ｃ末端ＣＲＯＰ结构域锁定在一种构象中，通过变构效应掩盖其两个受体结合位
点，从而阻止靶细胞识别。基于结构引导，本研究合成了肠道限制性胆汁酸衍生物，旨在规避肠道内的胆汁酸重

吸收转运蛋白。其中一种衍生物ｓＢＡ－２在口服给药后能保留在肠道内，并保护小鼠免受毒素诱导的艰难梭菌
疾病病理损伤。综上：本研究揭示了胆汁酸及其类似物抑制ＴｃｄＢ的结构基础，为开发口服给药的抗艰难梭菌疗
法奠定了基础。


