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摘　要　胶体金免疫层析技术可以快速方便的实现目标化合物的可视化检测，因此被认为特别适合现场

快速筛查. 但胶体金免疫层析试纸检测线的显色受环境温度及湿度影响显著，从而影响了现场可视化检

测结果的准确性 . 为减轻温度、湿度对检测结果的影响，本文以己烯雌酚 (DES)单克隆抗体标记胶体

金，与 NC膜上包被的 DES-BSA反应，作为检测线；以鸡免疫球蛋白（IgY）标记胶体金，与 NC膜上

以 3个不同浓度包被的羊抗 IgY多克隆抗体反应，作为 3条半定量参考线，制备了 DES半定量免疫层析

检测试纸 . 该试纸条对 DES残留的半定量检测区间为≤5 ng·mL−1、5—10  ng·mL−1、10—20  ng·mL−1、

≥ 20 ng·mL−1，在测试的温度、湿度范围内判读结果无显著变化. 对地表水样品中 DES半定量检测结果

与 ELISA试剂盒检测结果一致. 本研究思路可望用于开发更适合现场检测需求的胶体金免疫层析检测卡.
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Abstract　 Due  to  its  convenient  visual  detection  of  target  compounds,  colloidal  gold
immunochromatography technology is particularly suitable for on-site rapid screening; yet, the color
development  of  the  colloidal  gold  immunochromatographic  test  strip  detection  line  can  be
significantly impacted by environmental temperature and humidity, thus affecting the accuracy of the
on-site visualization detection. To minimize the effects of temperature and humidity on the detection
results,  a  diethylstilbestrol  (DES)  semi-quantitative  immunochromatographic  assay  strip  was
prepared  by  labeling  colloidal  gold  with  DES  monoclonal  antibody  and  reacting  with  DES-BSA
coated on NC membrane as  the  detection line;  Additionally,  three  semi-quantitative  reference lines
were created by labeling colloidal gold with chicken immunoglobulin (IgY) and reacting with sheep
anti  IgY polyclonal  antibodies  coated  on  NC membrane  at  three  different  concentrations.  This  test
strip  is  capable  of  semi-quantitative  analysis  of  DES  concentrations  in  four  ranges:  ≤  5  ng·mL−1,
5—10 ng·mL−1, 10—20 ng·mL−1, and ≥ 20 ng·mL−1, with no significant discrepancies in the results
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within the tested temperature and humidity ranges. The semi-quantitative detection results of DES in
surface water samples are in agreement with the detection results from the ELISA kit. This method is
expected to  be  used to  create  colloidal  gold  immunochromatographic  detection cards  that  are  more
suitable for on-site testing requirements.
Keywords　colloidal  gold， immunochromatographic  assay， semi-quantitative  detection，on-site
testing，diethylstilbestrol.

 

己烯雌酚（DES）是一种典型的人工合成非甾体类雌激素, 是环境水体中常被检出的内分泌干扰物

之一[1 − 2]. 由于对胎儿生殖器官的致畸作用和可能导致肿瘤[3]，己烯雌酚已被禁止用于孕期妇女，但是

在临床中仍是治疗雌激素分泌不足所导致的妇科疾病及乳腺癌的药物之一[4]. 随着生活及养殖废水的

排放，己烯雌酚最终会进入环境水体，并可能污染饮用水水源. 例如，在我国某些饮用水水源或环境水

体中，仍可以检出一定浓度（≤ 2.52 ng·L−1）的己烯雌酚[2,5]. 己烯雌酚常用的检测方法有气相色谱-质谱

法、液相色谱-质谱法、酶联免疫吸附法（ELISA）等[6]. 但这些方法或需要利用价格高昂的仪器，对试验

人员的专业技术手段要求较高，或耗时较长，无法用于对己烯雌酚的现场快速检测.
胶体金免疫层析检测试纸由于具有简单、快速、易于解读的优势而在临床检测[7]、动物疫病[8]、食

品安全[9]、环境监测[10] 等领域得到广泛应用，是一种适用于现场快速检测的技术. 该技术的原理是基于

目标物与由胶体金标记的抗体或抗原相互作用，在固定有用于捕获抗体或抗原的反应区和控制区，通

过目视或使用读取装置读取测试结果[11]. 利用胶体金免疫层析试纸获取目标物含量信息的方式主要有

以下三种. 最常见的一种方式是根据检测线（T线）出现与否判断目标物是否超过一定浓度. 在环境检

测或食品安全检测中常用来判定目标物含量是否超标，是一种定性检测方式；第二种类型，检测线上包

被的反应物设计成只能结合一定量的分析物，过量的分析物会与下一条检测线结合，产生一个条带梯

度[12]；第三种是用特定仪器读取检测卡显色情况，并将显色情况转换为数字信号达到定量的目的[13].
研究发现[14]，利用传统方法制备的己烯雌酚胶体金免疫层析检测卡受温度、湿度影响很大，不适

于野外现场检测. 为克服这一问题，我们在金标垫上增加偶联 IgY的胶体金做为第二金标物，在 NC膜

上包被 3种不同浓度的羊抗 IgY作为参考线，在检测反应中这 3条参考线的颜色分别对应 3个

DES的浓度，通过检测线与 3条参考线的颜色对比实现对样品中的 DES残留所处浓度区间的确定. 这
种体系使得检测线反应和参考线反应处于相同的反应条件，使其很大程度不受环境干扰，通过半定量

参考线与检测线的结合，实现了不依赖检测仪器的己烯雌酚可视化检测. 本文研究并验证了基于半定

量参考线方法对水中己烯雌酚残留进行现场检测的可行性. 

1    材料与方法（Materials and methods）
 

1.1    试剂与仪器

己烯雌酚单克隆抗体、DES-BSA购于广东优抗多生物技术有限公司，羊抗鼠抗体、牛血清白蛋白

（BSA）购自杭州索莱尔博奥生物技术有限公司，鸡免疫球蛋白 IgY、羊抗 IgY购自洛阳佰奥通实验材

料中心，己烯雌酚、Tween-20购自 Merck公司（德国），氯金酸购自于国药集团化学试剂有限公司. 硝酸

纤维素膜（VIVID170）购自美国 PALL公司. 玻璃纤维膜、PVC底板、吸水纸购于上海金标生物科技有

限公司. 己烯雌酚 ELISA检测试剂盒购自北京普赞生物技术有限公司.
喷金划膜仪购自上海捷宁生物技术有限公司，可编程切条机（HGS201）购于杭州峰航科技有限

公司. 

1.2    免疫胶体金的制备

胶体金的制备参考 Sun等报道的方法 [15]. 主要步骤如下：将 2 mL氯金酸溶液（1%，W/V）加入到

100 mL超纯水中，加热使溶液沸腾. 然后，在不断搅拌下加入 1.3 mL柠檬酸钠溶液（2%，W/V）. 待溶液

颜色变为酒红色后，继续保持沸腾 10 min. 然后，停止搅拌及加热，待溶液冷却至室温后加入超纯水将

溶液体积补足至 100 mL. 4 ℃ 冰箱中储存待用. 制备的胶体金平均粒径为 30 nm. 分别将 DES单克隆
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抗体和 IgY标记在胶体金上，方法简述如下：用 0.1 mol·L−1 的 K2CO3 将胶体金溶液调节至最适 pH值，

加入计算好的最适稳定量的蛋白质，轻摇混匀 1 min，静置 30 min. 用 10% BSA溶液（pH7.2）封闭

30 min后，将离心管于 4 ℃、12000 r·min−1 离心 30 min；弃去上清液. 用 1% BSA（pH7.2）溶液洗涤沉淀，

于 4 ℃、12000 r·min−1 离心 30 min；弃去上清液 . 加入 100 μL胶体金复溶液（10 mmol·L−1 磷酸盐缓冲

液、pH 7.2、含 1% BSA、10%蔗糖、5%海藻糖、0.05%叠氮钠）复溶沉淀. 

1.3    最适 DES-BSA包被浓度的优化

用喷金划膜仪以 3 μL·cm−1 的速度，将上一步制备的标记了 DES单抗的胶体金结合物溶液喷到玻

璃纤维素膜上，37 °C烘干 24 h，制成 DES金标结合物垫. 用喷金划膜仪，以 0.8 μL·cm−1 的速度，将一系

列不同浓度的 DES-BSA溶液（0.2、0.4、0.6、0.8 mg·mL−1）和羊抗鼠 IgG溶液（0.5 mg·mL−1）划在 NC膜

上，37 °C烘干 24 h；将玻璃纤维膜在样品垫处理液（20 mmol·L−1 磷酸盐缓冲液，pH7.2，含 1% Tween-
20，1% BSA）中浸泡 5s，取出后，37 °C烘干 24 h，制成样品垫. 按照图 1a所示组装己烯雌酚试纸条，分

别将 80 μL浓度为 0、10、20、40 ng·mL−1 的 DES溶液滴加到试纸条的样品垫上，反应 5min后，目视观

察，并利用 ImageJ对试纸条的 T线和 C线灰度值进行分析. 以 T线对不同浓度 DES的显色区分度选

择最适 DES-BSA包被浓度.
 
 

图 1    胶体金试纸条示意图
a 常规免疫层析试纸组成示意图；b 基于“动态比色卡”的免疫层析试纸组成示意图

Fig.1    Schematic diagram of colloidal gold test strip
a. schematic diagram of the composition of conventional immunochromatographic test strip; b. schematic diagram of the composition of

immunochromatography test strip based on the "dynamic colorimetric card". 

 
 

1.4    羊抗 IgY最适包被浓度的优化

用喷金划膜仪以 3 μL·cm−1 的速度，将上一步制备的标记了 IgY的胶体金结合物溶液喷到玻璃纤

维素膜上，37 °C烘干 24 h，制成 IgY金标结合物垫. 用喷金划膜仪，以 0.8 μL·cm−1 的速度，将优化浓度

的 DES-BSA溶液划到 NC膜 T线位置 . 将不同浓度羊抗 IgY溶液（0.1、0.2、0.3、0.4 mg·mL−1）划在

NC膜 C线位置，37 °C烘干 24 h；然后按照样品垫、DES金标垫、IgY金标垫、NC膜、吸水纸的顺序组

装检测试纸，考察试纸对浓度为 0、5、10、20、40 ng·mL−1 DES溶液的响应，目视观察，分别考察在

DES浓度为 5、10、20 ng·mL−1 时 T线与 C线显色相近的羊抗 IgY包被浓度. 如图 1b所示，将选出的

3个浓度的羊抗 IgY按浓度由低到高顺序，依次包被到 NC膜上，制备图 1b所示检测试纸，并用

ImageJ分析试纸对不同上述浓度 DES的显色情况，根据分析结果对参考线浓度进行微调，直到阴性条

件下该区间中 3条半定量参考线中最深显色不超过 T线显色，并且 3条半定量参考线由低到高分别

与 5、10、20 ng·mL−1 时 T线显色相近. 

1.5    检测卡的组装

将样品垫、金标垫、硝酸纤维素膜和吸水纸依次贴在底板上，彼此间以搭接方式连接（如图 1），用

切条机切成 4 mm宽试纸条，装入塑料卡壳，加干燥剂密封保存. 

1.6    温度、湿度对检测结果的影响

为研究温度对试纸条检测结果的影响，在实验室用空调将实验室温度分别调节至 16、25 °C，实验

期间室内湿度为 30%—35%. 在恒温恒湿箱中将温度调为 35 °C、湿度 35%. 将试纸放在上述环境中平
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衡 30 min后，考察其对不同浓度 DES的响应.
为研究湿度对试纸条检测结果的影响 ， 分别将试纸条放在实验室内 （ 温度 25  °C、 湿度

30%—35%）以及恒温恒湿箱中（温度 25 °C、湿度 55%）平衡及反应，考察其对不同浓度 DES的响应. 

1.7    地表水中 DES的检测及验证

在山东省王屋水库黄水河入库口、水库中心、大坝位置取 3个水样，经 0.45 μm滤膜过滤后，分别

用本文制备的检测卡及市售的己烯雌酚酶联免疫试剂盒检测水样中己烯雌酚的含量. 在不含己烯雌酚

的水样中添加 5、10、20 ng·mL−1 的己烯雌酚，分别用本文制备的检测卡及己烯雌酚 ELISA试剂盒检

测，比较二者的检测结果. 

2    结果与讨论 （Results and discussion）
 

2.1    DES单克隆抗体的标记浓度及 DES-BSA包被浓度的优化

首先对 DES单克隆抗体在胶体金上的标记浓度进行了优化. 由图 2a可见，当 DES单克隆抗体的

标记浓度为 5 μg·mL−1 胶体金及以上时，向胶体金中加入饱和 NaCl不会导致胶体金颜色的变化，提示

5 μg·mL−1 胶体金为 DES抗体的稳定标记浓度. 为保证 DES抗体对胶体金的充分结合，在此标记浓度

基础上增加 20%，即 6 μg·mL−1 胶体金作为 DES单克隆抗体的标记浓度 . 图 2b是以不同浓度 DES-
BSA包被 NC膜得到的检测试纸 T线在不同浓度 DES下的显色，可以看到，随 DES-BSA浓度增加，

T线显色呈加深的趋势. 由于 DES-BSA浓度为 0.6 mg·mL−1 时对阴性样本显色较深（灰度值>200），且

在 40 ng·mL−1DES样本完全消线，所以将其作为最优 DES-BSA包被浓度.
 
 

图 2    DES单克隆抗体的标记浓度及 DES-BSA包被浓度的优化
a.加入饱和 NaCl后不同浓度 DES单抗标记的胶体金颜色变化；b.检测试纸 T线在不同浓度 DES时的灰度值；c.检测试纸对不同浓度

DES的显色效果

Fig.2    Optimization of DES monoclonal antibody labeling concentration and DES-BSA coating concentration
a. The color changes of colloidal gold labeled with DES monoclonal antibodies at different concentrations after adding saturated NaCl; b. The
gray values of the T-line of the test strip at different concentrations of DES; c. The images of the test paper on different concentrations of DES. 

 
 

2.2    IgY标金浓度及羊抗 IgY包被浓度的优化

首先用” 2.1”所述的方法优化出 IgY的标金浓度为 5 μg·mL−1 胶体金. 然后，按照”1.4”所述方法，确

定了 3条定量参考线的羊抗 IgY包被浓度在 0.1、0.2、0.3 mg·mL−1 附近，然后经进一步微调，最终确定

3条定量参考线（C1、C2、C3）的羊抗 IgY包被浓度依次为 0.1、0.17、0.25 mg·mL−1.

在优化条件下制备的试纸条如图 3a所示，目视观察可以看到，当样品中不含 DES或 DES含量低
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于 5 ng·mL−1 时，T线显色比三条定量参考线深，当 DES浓度为 5、10、20 ng·mL−1 时，T线显色分别与

C3、C2、C1相近，当样品中 DES含量大于 20 ng·mL−1 时，T线显色比 C1浅. 利用 ImageJ软件对试纸进

行分析，可以看到当 DES浓度为 5、10、20 ng·mL−1 时，T线灰度值分别与 C3、C2、C1的灰度值相近

（图 3b）. 因此试纸条对 DES残留的半定量检测区间为≤5、5—10、10—20、≥20 ng·mL−1.
 
 

图 3    DES半定量检测试纸
a.不同 DES浓度时试纸的显色. b.对各试纸条的 ImageJ分析，峰高对应 T线或 C线的灰度值.

Fig.3    DES semi-quantitative detection test strip.
a. The images of the test strip at different DES concentrations. b. Plotting of the gray value spectrum of the strip image by ImageJ,

and the peak height corresponds to the gray value of the T line or C line. 

  

2.3    温度与湿度对 DES半定量试纸检测结果的影响

首先考察了 16、25、35°C 3个温度对 DES半定量试纸检测结果的影响，结果如图 4所示. 由图 4
可见，随环境温度升高，试纸条的显色逐渐加深，尤其在 16°C和 25°C之间显色变化最为显著，这可能

是温度影响了抗体与抗原的免疫反应速度所导致的.
 
 

图 4    不同温度对 DES检测试纸显色的影响
T为检测线，C1-C3为 3条参考线

Fig.4    The effect of temperature on the color development of DES test strips
T is the detection line, and C1-C3 is the three reference lines 

 

考察了 35%和 55%两个湿度条件对 DES试纸检测的影响，实验温度为 25°C. 结果显示，在高湿度

条件下，DES的显色显著低于低湿度条件. 图 4和图 5的结果说明，如果采用固定色卡与 T线显色做对

比来进行半定量测定会产生很大的偏差. 温度、湿度会显著影响胶体金的释放速度及在 NC膜上的扩

散速度，并且温度还会影响抗体与抗原的分子热运动进而影响免疫反应速度，所以不同温湿度下，胶体

金免疫层析试纸上 T、C线的显色速度会受到较大影响. 而由于金标 DES抗体和 DES-BSA反应体系

以及组成“动态色卡”体系的金标 IgY与羊抗 IgY反应体系是在同一条检测试纸上受到相同的温湿度

的影响，因此，T线和参考线的显色速度变化趋势则是基本相同的. 本实验结果证明了在检测试纸上集

成“动态色卡”这种设计的可行性，它有助于消除温湿度变化对于胶体金侧向流免疫层析试纸显色结果
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判定的不利影响，从而提高目视检测的准确度.
  

图 5    不同湿度对 DES试纸显色的影响

Fig.5    The effect of humidity on the color development of DES test strip 

  

2.4    地表水中 DES的检测及验证

分别用本文制备的 DES检测卡及市售的 DES酶联免疫试剂盒（检测限为 0.1 ng·mL−1）检测了山东

省王屋水库采集的 3个水样，均未检出己烯雌酚. 在水库中心水样中添加了己烯雌酚，使其终浓度分别

为 5、10、20 ng·mL−1，然后分别用本文制备的检测卡及己烯雌酚 ELISA试剂盒对加标样品进行了检

测，二者的检测结果如表 1所示. 结果表明本研究所制备的 DES检测卡对加标水样的检测结果与市售

ELISA试剂盒的实测结果一致.
 
 

表 1    DES半定量检测试纸和 ELISA检测试剂盒对实际样品的检测结果

Table 1    The detection results of DES semi-quantitative test strip and ELISA kit on actual samples
 

采样位置
Sample collection site

加标浓度/ （ng·mL−1）
Spiked concentration

试纸检测值/ （ng·mL−1）
Results from test strip

ELISA试剂盒检测值/ （ng·mL−1）
Results from ELISA kit

黄水河入库口
Reservoir mouth — ND* ND

水库中心
Reservoir center

— ND ND

5 ≤5 4.18

10 5-10 8.49

20 10-20 17.30

水库大坝
Reservoir Dam — ND ND

　　*ND., 未检出. ND., not detected.

 
 

3    结论（Conclusion）

本研究通过将不同浓度的羊抗 IgY包被在 NC膜上，与金标 IgY结合，在 DES检测试纸上构建了

一个独立于检测线免疫反应的“动态色卡”，由于受相同温湿度的影响，色卡的半定量参考线在不同温

度和湿度下的显色与 DES检测线基本一致，因此可以在不同温度和湿度的环境中实现对 DES的半定

量检测. 制备的试纸条对 DES残留的半定量检测区间为≤5 ng·mL−1；5—10 ng·mL−1，10—20 ng·mL−1，

≥20 ng·mL−1，对地表水样品中 DES的目视半定量检测结果与 ELISA试剂盒检测结果一致. 本研究克服

了传统免疫层析试纸条的检测结果易受环境温湿度等因素影响的缺点，能够在野外环境中实现对己烯

雌酚的现场检测. 同时，由于组成“动态色卡”的反应体系独立于 DES的反应体系，本研究所提出的“动
态色卡”设计思路可以应用于其它抗原的免疫层析试纸检测，在环境监测、体外诊断、食品安全等对现

场快速检测有较大需求的领域有可观的应用前景.
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