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　　摘要：为建立快速、简便、适用于河豚毒素免疫分析检测技术的前处理方法，通过采用不同体积分数的三氯乙酸对
河豚鱼样品进行前处理，采用市售的酶联免疫（ＥＬＩＳＡ）试剂盒及由笔者所在实验室制备的以磁性纳米探针为标记物
的免疫层析（ＬＦＩＡ）试纸条的检测结果作为前处理方法优劣的判断依据。试验结果表明，经２％乙酸对样品进行２次
加热提取后，采用体积分数为１０％的三氯乙酸对样品中的蛋白进行沉淀，待测样品适用于ＥＬＩＳＡ试剂盒及ＬＦＩＡ试纸
条检测。
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　　河豚毒素（ｔｅｔｒｏｄｏｎｔｉｄａｅ，ＴＴＸ）是一种毒性强、分子量低
的非蛋白类神经毒素，为典型的Ｎａ＋通道抑制剂，分子结构为
氨基全氢喹唑啉化合物，分子式为Ｃ１１Ｈ１７Ｎ３Ｏ８，相对分子量为
３１９，该分子中含有原酸酯结构，几乎所有的碳原子均具不对
称取代。它微溶于水和浓酸，极易溶于醋酸溶液，不溶于有机

溶剂，纯品为无色无臭针状固体结晶，易被碱还原。ＴＴＸ非常
稳定，在日光下曝晒２０ｄ或在盐水中腌３０ｄ后，其毒性仍不
能被全部破坏，只有在高温下加热３０ｍｉｎ以上或在碱性条件
下才能被分解［１］。河豚因其肉质鲜美、营养丰富，深受人们

的喜爱，但河豚体内所含有的河豚毒素化学性质稳定，一般烹

调手段难以破坏，导致因食用河豚而中毒的事件屡有发生，又

因中毒后缺乏有效的解救措施，使得“拼死吃河豚”成为了现

实，严重威胁人们的生命安全。随着食品安全问题逐渐被人

们关注，快速、高效的河豚毒素检测方法也得以发展［２］。近

年来，河豚毒素的免疫分析检测技术（ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ，ＩＡ）［３］因
其灵敏度高和操作简便等受到科研人员的青睐，例如，酶联免

疫（ＥＬＩＳＡ）试剂盒法、基于磁性纳米探针免疫层析检测技
术［４－５］等。虽然这些检测技术具有快速、简便等优点，但是对

样品前处理要求较高，样品前处理的效果直接影响检测结果

的准确性，可以说是整个检测过程中的关键。目前常用的前

处理方法存在着一些问题：首先，河豚毒素极易与杂蛋白吸

附，同时样品中的杂蛋白、脂肪在检测时会干扰河豚毒素与抗

体的结合，可能还会与参与免疫检测的抗原或抗体发生非特

异性结合，从而影响试验结果的准确性。因此，在前处理过程

中，如何去除样本中的杂蛋白、脂肪等杂质值得深入研究。其

次，常规前处理方法如国标高效液相色谱的前处理方法虽能

很好地去除杂质，但是其过程相对较繁琐且费时费力。ＩＡ检

测河豚毒素的最大优势在于检测时间短，具备潜在的快速检

测、现场检测的特点；但当与之相配套的前处理过程步骤相对

繁琐、耗时长时，整个检测的快捷性就无法显现出来，更无法

实现现场快速检测。因此，本研究对常规的ＩＡ前处理方法进
行了全面调整，提高了去除杂蛋白、脂肪的能力，简化了前处

理步骤，节省了前处理时间，提高了ＩＡ的效率和准确性，提升
了方法的稳定性并提出了适用于河豚肌肉的前处理方法，结

果令人满意。

１　材料与方法

１．１　试验材料与试剂
纯度为９５．０％的ＴＴＸ标准品，购自河北省水产研究所；

乙酸、三氯乙酸（ＴＣＡ）、氢氧化钠等试剂均为分析纯，购自国
药集团；ＥＬＩＳＡ试剂盒购自北京中卫食品卫生科技有限公司；
卡槽（ＭＩＣＴｔｅｓｔｃａｓｓｅｔｔｅ）、磁性纳米微球（２００ｎｍｍａｇｎｅｔｉｃ
ｐａｒｔｉｃｌｅｓ），购自Ｑｕａｎｔｕｍ量子科学仪器贸易有限公司；试验样
本为由上海市水产研究所提供的人工养殖暗纹东方（雌、

雄）及菊黄东方（雌、雄）。

１．２　试验仪器与设备
ＴＤＬ－５０Ｂ台式离心机购自 Ａｎｋｅ公司；ＢｉｏｔｅｋＳｙｎｅｒｇｙ２

多功能酶标仪购自芯起点基因科技（北京）有限公司；ＭＡＲ
磁信号分析系统购自美国ＭａｇｎａＢｉｏＳｃｉｅｎｃｅｓ公司。
１．３　样品前处理方法
１．３．１　ＥＬＩＳＡ试剂盒前处理方法　ＥＬＩＳＡ试剂盒采用固相
酶联免疫吸附原理，利用间接竞争 ＥＬＩＳＡ法进行测定。将待
测河豚组织用剪刀剪碎后磨成糜状，加入５倍体积０．１％乙
酸溶液（即５ｇ组织中加入０．１％乙酸溶液２５ｍＬ，下同），于
离心管中水浴煮沸 １０ｍｉｎ；上清用快速定性滤纸过滤于
５０ｍＬ离心管中，沉淀部分再加入０．１％乙酸溶液２０ｍＬ，水
浴煮沸３ｍｉｎ，冷却至室温后，所有的液体及煮沸的样品都加
到离心管中，３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ；取上清，量体积，置分
液漏斗中，加入等体积乙醚，振摇１ｍｉｎ，静置分层；打开分液
漏斗活塞，收集下层液体，量体积后置另一分液漏斗中，再加

入等体积的乙醚，振摇１ｍｉｎ，静置分层；将水层放入５０ｍＬ容
量瓶中，用１ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠调节提取液的 ｐＨ值至 ６．５～
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７４，然后加入ＰＢＳ至５０ｍＬ，提取液４℃保存备用。
１．３．２　ＴＣＡ样品前处理条件以及优化　称取１．０ｇ河豚组
织样本，剪碎，加入５倍体积２％乙酸溶液，水浴煮沸１０ｍｉｎ，
冷却到室温后取上清；将沉淀溶于３ｍＬ２％乙酸溶液，水浴煮
沸３ｍｉｎ；冷却到室温后取上清，与第１次离心取得的上清液
合并，上清液中加入 ＴＣＡ溶液，混匀，于３０００ｒ／ｍｉｎ下离心
１０ｍｉｎ，取上清，调节上清液 ｐＨ值至６．５～７．４，用蒸馏水定
容至１０ｍＬ。本试验根据２次煮沸后得到的上清液体积，按
比例加入不同体积１００％ＴＣＡ，通过调整样品溶液中 ＴＣＡ体
积分数，优化得到最佳的河豚肌肉样本前处理 ＴＣＡ体积
分数。

１．４　样本中河豚毒素含量的测定
１．４．１　ＥＬＩＳＡ试剂盒检测方法　先将标准品或样品加入酶
标板５０μＬ／孔，再将抗河豚毒素单克隆抗体溶液加入酶标板
５０μＬ／孔，３７℃孵育９０ｍｉｎ，加入洗涤液洗板振荡３ｍｉｎ，甩
掉孔内液体，拍干，重复３次；加入酶标物１００μＬ／孔，３７℃孵
育６０ｍｉｎ，加入洗涤液洗板振荡３ｍｉｎ，甩掉孔内液体，拍干，
重复３次；加入显色液１００μＬ／孔，３７℃孵育１２ｍｉｎ，最后于
各孔中加入２ｍｏｌ／Ｌ硫酸１００μＬ／孔终止反应，立即用酶标仪
在波长为４５０ｎｍ处测定吸光度 Ｄ。以标准溶液的 Ｄ与阴性
标准品的Ｄ的比值为纵坐标，所对应标准溶液浓度（ｎｇ／ｍＬ）的
对数值为横坐标，制作标准曲线。根据样品 Ｄ与阴性标准品
的Ｄ的比值从曲线上得到对应点的横坐标，即为ＴＴＸ浓度的
对数值，求得反对数即为测定液中ＴＴＸ质量浓度Ｃ（ｎｇ／ｍＬ）。
１．４．２　免疫层析检测方法　将磁性纳米微球与 ＴＴＸ单克隆
抗体（笔者所在实验室制备）［６］用化学试剂偶联作为磁性纳

米探针；ＴＴＸ－ＢＳＡ蛋白复合物固定在聚酯纤维膜上，作为捕
获抗体的检测线Ｔ线；山羊抗小鼠Ｉｇ（Ｇ）固定在膜上，作为Ｃ
线。配制试纸条体系：取１０％ Ｔｗｅｅｎ－２０／ＢＳ溶液、２ｇ／ｍＬ
ＢＳＡ－ＢＳ溶液及０．３５ｇ／ｍＬ蔗糖－ＢＳ溶液，三者混合体积比
为５∶１∶１。检测时，精确吸取配制好的体系混合液 １５μＬ、
待测样品１０５μＬ以及与５Ｈ１０抗体偶联的磁珠６μＬ，混匀。
将混合好的样本匀速缓慢加在试纸条样品垫处，待层析完成

后（约３０ｍｉｎ），将试纸条装入卡槽，采用磁信号仪检测磁性
号值［７］。以河豚毒素标准溶液的磁性号值与阴性标准溶液

的磁信号值的比值为纵坐标，所对应的河豚毒素标准溶液浓

度（ｎｇ／ｍＬ）的对数值为横坐标，建立标准曲线。

２　结果与分析

２．１　ＴＣＡ样品前处理条件的优化
ＴＣＡ是常用的蛋白变性剂，一般用于蛋白的浓缩、提取，

而应用在样品前处理过程中则具有除蛋白率高的优点［８－９］。

本试验样本分别采用 ＥＬＩＳＡ试剂盒前处理方法及不同浓度
的ＴＣＡ对样本进行前处理，处理后的待测样本采用ＥＬＩＳＡ试
剂盒进行检测，结果见表１。
　　由表１可知，当样品中的ＴＣＡ体积分数为１０％、１５％时，
检测得到的ＴＴＸ浓度与 ＥＬＩＳＡ检测得到的参考定量值最接
近；当ＴＣＡ添加的体积分数高于１５％时，ＥＬＩＳＡ试剂盒检测
结果明显高于真实值，出现假阳性的情况；当 ＴＣＡ添加的体
积分数过低时，就不能很好地去除样品中的蛋白，也会影响试

验结果的准确性［１０］。因此，用这２个浓度对试验可行性进行

表１　不同ＴＣＡ体积分数对检测结果的影响

ＴＣＡ体积分数（％） ＴＴＸ质量浓度（ｎｇ／ｍＬ）
１ ０．１８
５ ０．４０
８ ０．２５
１０ １．７１
１５ ２．４２
２０ ８７．２５

　　注：ＥＬＩＳＡ试剂盒前处理法中的 ＴＴＸ质量浓度为４．６ｎｇ／ｍＬ。
ＴＣＡ含量为去２次上清液后，计算上清液体积，按比例加入１００％ＴＣＡ
后ＴＣＡ在样品中的体积分数；ＴＴＸ质量浓度由ＥＬＩＳＡ试剂盒测得。

进一步确证。

对样品添加不同浓度的ＴＴＸ标准品，并采用体积分数为
１０％、１５％的 ＴＣＡ进行样品前处理，待测样品采用 ＥＬＩＳＡ试
剂盒进行检测，结果如表２所示。

表２　不同加标质量浓度对试验结果的影响

ＴＣＡ体积
分数（％）

ＴＴＸ加标质量
浓度（ｎｇ／ｍＬ）

吸光度

平均值 标准差 ＣＶ（％）
ＴＴＸ实测质量
浓度（ｎｇ／ｍＬ）

１０ ０ ０．９０３ ０．０４８ ５．２８６ １７．５９
２ ０．９５３ ０．０４５ ４．７０６ １４．３７
１０ ０．９３０ ０．０３９ ４．２１３ １５．７８
２０ ０．８４２ ０．０１６ １．８８７ ２２．４８
１００ ０．４０９ ０．０１１ ２．７７８ １２７．８４
２００ ０．３６２ ０．００７ １．８１１ １５４．６４
２０００ ０．０７２ ０．００４ ５．６３９ ４９６．９４

１５ ０ ０．８００ ０．０３１ ３．８５１ ２６．５８
２ ０．７６１ ０．０１６ ２．０８６ ３１．０９
１０ ０．８１７ ０．００８ ０．９３５ ２４．８５
２０ ０．８０９ ０．０５５ ６．７５８ ２５．６３
１００ ０．３６７ ０．００８ ２．２８７ １５１．７７
２００ ０．１９３ ０．００８ ３．８８２ ３０４．６８
２０００ ０．０７０ ０．００６ ７．８３１ ４９９．６１

　　注：采用 ＥＬＩＳＡ试剂盒测得豚样本中 ＴＴＸ质量浓度为
７．４ｎｇ／ｍＬ；ＴＴＸ加标量由样品中的ＴＴＸ加标质量终浓度计算所得。

　　由表２可知，当样品前处理采用的ＴＣＡ体积分数为１５％
时，检测所得结果远远高于 ＴＴＸ加标质量浓度，这可能是由
样品中的ＴＣＡ分子干扰了抗原抗体的特异性结合［１１］而造成

的；而ＴＣＡ添加的体积分数为１０％时，检测结果较接近实际
ＴＴＸ加标质量浓度。在加标质量浓度达到 ２０００ｎｇ／ｍＬ以及
加标质量浓度不及１０ｎｇ／ｍＬ时，检测结果与加标质量浓度差
距较大，这可能是由于本研究所使用的河豚毒素 ＥＬＩＳＡ试剂
盒的检测范围为１０～２００ｎｇ／ｍＬ，而加标浓度超过了检测范
围，导致检测结果不准确。

综上所述，笔者认为采用１０％ＴＣＡ对河豚样本进行蛋白
沉淀后的样本较适用于ＥＬＩＳＡ试剂盒的检测，并采用这一浓
度进一步进行重复性及回收率试验。

２．２　样品前处理重现性及回收率试验
在河豚肌肉中添加不同质量浓度的ＴＴＸ标准品，每个样

品平行３次（加标质量浓度分别为１０、１００ｎｇ／ｍＬ，每个浓度
分别称取３份肌肉样品），采用ＴＣＡ对样品进行前处理（选取
的ＴＣＡ体积分数为１０％）。采用 ＥＬＩＳＡ试剂盒测定样品中
的ＴＴＸ含量，结果如表３所示。
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表３　方法重现性及回收率试验结果

ＴＴＸ加标质量浓度
（ｎｇ／ｍＬ） 重复

ＴＴＸ实测质量浓度
（ｎｇ／ｍＬ）

回收率

（％）

１０ Ⅰ １５．６０７ ８２
Ⅱ １７．１９１ ９７
Ⅲ １６．１１８ ８７
平均 １６．３０５ ８９
标准差 ０．８１
ＲＳＤ ４．９６％

１００ Ⅰ ７４．３７９ ６６
Ⅱ ７２．５２６ ６５
Ⅲ ６５．５６３ ５８
平均 ７０．８２３ ６３
标准差 ４．６５
ＲＳＤ ６．５６％

　　注：回收率 ＝（ＴＴＸ加标实测质量浓度 －未加标样本质量浓
度）／加标质量浓度×１００％。

　　由表３可知，ＴＴＸ质量浓度检测结果 ＲＳＤ均小于１０％，
表明方法重现性良好。加标质量浓度为１００ｎｇ／ｍＬ时，回收
率只有６３％，这可能是由以下３个原因造成的：（１）河豚毒素
极易与杂蛋白吸附［１２－１３］，因此在沉淀蛋白的同时，也会将吸

附在蛋白上的河豚毒素一并去除，造成回收率低的问题；（２）
ＴＴＸ加标质量浓度为１００ｎｇ／ｍＬ中的一个样品质量浓度检测
值异常，从而降低了此方法的回收率，有待完善；（３）采用
ＥＬＩＳＡ试剂盒对加标的ＴＴＸ标准品进行检测后发现，标准品

纯度与标注不符，纯度约为５５％，这可能是由保存不当或保
存时间过久造成的。

此外，经过对表２、表３的分析发现，在加标质量浓度为
０、２ｎｇ／ｍＬ时，检测得到的河豚毒素定量结果远高于参考值，
与此同时，在加标质量浓度为１０ｎｇ／ｍＬ时，检测所得到的回
收率也出现了稍偏高的现象，这可能是由于经ＴＣＡ进行蛋白
沉淀后的待测样品中还有少量小分子物质，对免疫检测技术

抗体抗原的特异性结合产生了干扰，导致假阳性的产生［１４］。

２．３　ＴＣＡ前处理法在免疫层析试纸条检测中的应用
为了更好地证明 ＴＣＡ前处理法在免疫检测技术前处理

方法中的适用性，本研究采用笔者所在实验室制备的以磁性

纳米探针为标记物的免疫层析试纸条对经 ＴＣＡ前处理的样
品进行检测，为此前处理方法的可靠性进行进一步验证，检测

定量结果与ＥＬＩＳＡ试剂盒检测得到的结果进行对比，结果如
表４所示。
　　由表４可知，经ＴＣＡ进行前处理后的样本应用于基于磁
性纳米探针的免疫层析技术检测定量结果与 ＥＬＩＳＡ试剂盒
检测定量结果相近。该试验结果可以通过肉眼观察便能进行

毒性判断，是一种适用于进行初筛的现场快速检测方法［１５］。

２．４　前处理方法的比较
免疫学检测技术的检测结果受前处理及前处理后样品所

在体系的影响。将本研究所涉及到的２种前处理方法从不同
方面进行了讨论，结果如表５所示。

表４　试纸条法与ＥＬＩＳＡ试剂盒法对河豚鱼不同组织部位检测结果的对比情况

样品

ＥＬＩＳＡ试剂盒法 试纸条法

Ｄ ＣＶ
（％）

ＴＴＸ质量浓度
（ｎｇ／ｍＬ）

毒性

判定
Ｔ线磁信号值 ＣＶ

（％）
ＴＴＸ质量浓度
（ｎｇ／ｍＬ）

毒性

判定

样品１ １．６７９±０．０６７ ４．０ ４．５０ ＮＤ ２４４６．５±１０５．７ ４．３ ６．５１ ＮＤ
样品２ １．７２０±０．０６９ ４．０ ４．００ ＮＤ ２８２３．４±１０６．８ ３．８ ２．２６ ＮＤ
样品３ １．３９８±０．０３７ ２．６ １０．００ ＮＤ ２２１２．５±１６７．０ ７．５ １２．５４ ＮＤ

表５　２种前处理方法的比较结果

前处理方法 所需试剂 主要试验步骤
大约所需时间

（ｍｉｎ）

ＴＣＡ蛋白沉淀法 ２％ 乙 酸、１００％ ＴＣＡ、
２ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠

２次加热后，采用乙酸提取ＴＴＸ；加入ＴＣＡ进行蛋白沉淀，于３０００ｒ／ｍｉｎ
下离心１０ｍｉｎ；调整ｐＨ值，定容，待测。

２５

ＥＬＩＳＡ试剂盒前
处理方法

０．１％乙酸、无水乙醚、
１ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠

第１次加热后，采用乙酸提取ＴＴＸ，采用滤纸过滤得到清液；第２次加热
后提取ＴＴＸ，于３０００ｒ／ｍｉｎ下离心１０ｍｉｎ；收集上清后，经无水乙醚脱脂
２次，调整ｐＨ值，定容，待测。

５０

　　由表５可知，ＥＬＩＳＡ试剂盒前处理法要采用过滤、脱脂等
步骤，使得试验过程更加繁琐，所需时间也更长，且须使用大

量无水乙醚，存在不利于试验人员身体健康以及对环境有害

等问题，同时该方法所需样本量较大。而ＴＣＡ前处理法具有
方法简单、耗时短等优点，且可作为 ＥＬＩＳＡ试剂盒及免疫层
析试纸条的前处理方法。但从加标样品的检测结果可知，该

前处理方法存在加标回收率不够理想的问题，还须进一步

完善。

采用ＴＣＡ进行蛋白沉淀的前处理方法虽然具有快速、简
便的优势，但笔者认为该方法还具有优化的空间。首先，虽然

煮沸和离心会除去一部分脂肪，但样品中残余的少量脂肪依

然可能会影响到试验的准确性。其次，一般在加热沉淀蛋白

质和不加热加入蛋白沉淀试剂中根据样品需要选择其中的一

种。本研究在样品２次加热变性的基础上，在上清液中再一
次加入ＴＣＡ进行蛋白变性，虽能较好地去除蛋白，但这一步
骤会增加试验的繁琐程度，加大样品的提取损失，这可能也是

回收率不理想的原因。因此，笔者认为需要进一步改进优化。

３　结论

河豚这一道人间美味要端上餐桌，必须在人们生命安全

得到保障的基础上才能实现，如何采用科学的手段保障食品

安全，不破坏河豚可食用的组织部位以及如何快速鉴定河豚
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毒素都是人们所急需解决的问题。

免疫检测技术适用于河豚毒素现场快速检测，具有方便、

快捷、所需样本量小，可用肉眼现场进行毒性辨别、快速定性、

可进行大批量样本检测等优点。而理想的检测方法必须有高

效前处理方法与之配套，本研究所讨论的ＴＣＡ常被人们用于
电泳过程中对蛋白质样品的浓缩或除盐，鲜有用于进行样品

前处理除蛋白的报道，但作为常用的蛋白变性剂，我们有理由

相信这也是一种适用于快速前处理方法的除蛋白的有效方

法。ＴＣＡ前处理法大大缩短了所需时间，具有简便、试剂用
量少、样本所需量少、节能等诸多优点，且满足快速检测前处

理的要求。经该法前处理后的样本应用于河豚毒素酶联免疫

试剂盒及免疫层析试纸条，所得到结果较理想，但仍有进一步

完善的空间。
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（上接第２２４页）
　　由图１可知，随着直链淀粉添加量的增加，面包Ｃ比容也
随之增大，未添加直链淀粉时比容为１．２４ｃｍ３／ｇ；当直链淀粉
添加量为４０％时，比容为 １．７５ｃｍ３／ｇ。由此可知，用纯薏苡
仁粉制作的面包的膨松度随直链淀粉添加量的增加而增加，

由此可以推测出薏苡仁膨化食品膨松度不佳的原因之一是其

直链淀粉含量低，加工过程中无法形成高强度的淀粉凝胶。

２．２　支链淀粉对薏苡仁面包膨松度的影响
由图２可知，随着支链淀粉添加量的增加，纯高筋粉面

包、薏苡仁面包、纯薏苡仁粉面包的比容都呈下降趋势。由此

可知，支链淀粉添加量增加会降低面包的膨松度。支链淀粉

分子分支化程度高，不能像直链淀粉分子那样延伸，也不能形

成高强度的结合区，因此支链淀粉含量的增加会降低淀粉的

凝胶性及凝胶强度，甚至会降低面筋强度，从而抑制发酵，导

致面包不能很好的膨松。

３　结论

薏苡仁膨化食品几乎没有膨松度，本研究表明，薏苡仁产

品膨松度受淀粉含量的影响，适量添加直链淀粉可以增加产

品的膨松度。
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Ｓｔａｒｃｈｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ，ａｍｙｌｏｓｅｃｏｎｔｅｎｔａｎｄｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｔｏｉｎｖｉｔｒｏａｍ
ｙｌｏｌｙｓｉｓｉｎｆｌｏｕｒｓｆｒｏｍｔｈｅｒｏｏｔｓｏｆ２５ｃａｓｓａｖａｖａｒｉｅｔｉｅｓ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌｏｆ
ｔｈｅＳｃｉｅｎｃｅｏｆＦｏｏｄａｎｄＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ，２０１２，９２（３）：６７３－６７８．
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