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GICA现场快检地表水中TMC-LR的前处理方法
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摘 要： 胶体金免疫层析（GICA）是目前唯一能用于现场检测微囊藻毒素（MC）-LR的技术。

现场使用GICA存在藻细胞内MC-LR无法检测、检出限随环境温度变化、基质效应等问题。为方便

水源现场MC-LR总量（TMC-LR）的调查和预警，开发了“煮沸—浓缩—PES膜过滤—调 pH（可选）”

前处理方法并优化了相关参数。结果表明，检测卡能耐受 2～12的 pH、2 g/L的蛋白和 200 g/L的多

糖。该方法的最佳煮沸时间是 30 min，浓缩 1倍能保证在 10～37 ℃环境温度下 1 µg/L的检出限。

用卵囊藻模拟进入藻华预警阶段的水体，采用模拟样品和实际样品进行了方法技术性能确认，结果

满足筛选检测要求。该方法可用于现场快检地表水中的TMC-LR。
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Pretreatment Method of On‑site GICA for Rapid Detection of TMC-LR in

Surface Water
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Abstract： Gold immunochromatography colloidal assay (GICA) is the only technique available to
detect microcystin (MC)-LR on‑site. However, there are some problems in field application of GICA, such
as the inability to detect MC-LR in algal cells, the change of detection limit with ambient temperature
and matrix effect. To facilitate the on‑site investigation and early warning of the total MC-LR (TMC-LR)
at water sources, the pretreatment method of boiling, concentration, PES membrane filtration and pH
adjustment (optional) was developed and the related parameters were optimized. The limits of pH, protein
and polysaccharide tolerated by the test card were 2-12, 2 g/L and 200 g/L, respectively. The optimum
boiling time was 30 min, and the detection limit of 1 µg/L at ambient temperature of 10-37 ℃ could be
ensured by 1 time concentration. Oocystis was used to simulate the early warning stage of algal bloom in a
water body, the technical performance of the method was verified by using simulated and real water
samples, and the results met the requirements of selection and detection, indicating that the method could
be used for rapid detection of TMC-LR in surface water.
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微囊藻毒素（MCs）是由藻类产生的一类最常见

的环肽肝毒素，《生活饮用水卫生标准》（GB 5749—
2006）规定饮用水中的微囊藻毒素-LR（MC-LR）不

得超过 1 µg/L。在MC-LR快检技术中，实验室内首

推液质联用法［1-2］，实验室外（现场）只有胶体金免疫

层析法（GICA）。国产检测MC-LR的 GICA产品主

要有食安科技品牌。食安科技检测卡采用竞争抑

制免疫层析原理：水样加缓冲液调 pH后与胶体金

颗粒混合孵育。样品中MC-LR抗原物质会与胶体

金标记的特异性单克隆抗体结合，抑制了单克隆抗

体和NC膜检测线上全抗原MC-LR-BSA偶联物的

结合，使检测线（T线）浅于质控线（C线）或者检测

线不显颜色，结果为阳性；若样本中没有MC-LR抗

原物质或者低于检测限时，检测线比质控线深或一

样深，结果为阴性；无论样本中是否含有MC-LR物

质，质控线都会显色，说明检测卡有效，否则为

无效。

户外使用食安科技检测卡存在以下问题：①检

测卡只检测溶解于水的MC-LR，而不能检测藻细胞

内的MC-LR，无法得到MC-LR总量（TMC-LR），无

法准确反映水体毒性。②检测卡在实验室环境下

通常搭配 37 ℃恒温孵育器使用，而户外检测很难达

到该温度，不能保证孵育效果和检出限。③样品基

质可能会影响检测结果，如蛋白和多糖可能会降低

显色程度，均匀性和稳定性；pH过高会影响蛋白质

与胶体金颗粒的结合；pH过低会破坏胶体金颗粒

等［3］。针对以上问题，开发了适用于食安科技检测

卡的现场煮沸破壁前处理方法。

1 实验方法实验方法

1. 1 试剂仪器

试剂：MC-LR（SB05-287-2012，农业部环境保

护科研检测所）；牛血清白蛋白（NIM-RM3627-10，
中国计量科学研究院）；葡萄糖（DRE-C14027000，
Dr. Ehrenstorfer）；牛血清蛋白（合肥巴斯夫）；考马斯

亮蓝G-250，生物试剂；硫酸、磷酸和苯酚，分析纯；

卵囊种藻液（南华千牧）。

仪器：AB 5500超高效液相色谱-质谱联用仪；

Algacount S200藻类智能鉴定计数仪；普析TU-181O
紫外可见分光光度计；上海雷磁PHs-3C酸度计；广

东珠江牌 LHR-150B生化培养箱；广东达元绿洲食

品安全科技的MC-LR胶体金快速检测卡；安谱聚醚

砜（PES）针式滤膜（13 mm×0. 22 µm）等。

1. 2 样品处理和快检

50 mL烧杯取20 mL水样，慢火煮沸后微沸至少

30 min，中间加纯水以防烧干，然后用纯水定容至

10 mL（对 pH超 2～12范围的水样，可调 pH后再定

容），混匀后用 PES滤膜过滤。取 1 mL过滤水样加

0. 1 mL缓冲稀释液（80 g/L NaCl + 29 g/L Na2HPO4 +
2. 6 g/L KH2PO4）后混匀；取 80 µL待测液到有胶体

金颗粒的微孔，吹打混合、孵育 5 min，将全部孵育液

转移到加样孔，8～10 min内观察结果。

1. 3 蛋白质检测

依据《出口乳、蛋、豆类食品中蛋白质含量的测

定 考马斯亮蓝法》（SN/T 3926—2014）检测：水样在

4 000 r/min下离心 15 min，取 0. 5 mL上清液于 10
mL比色管中，加 0. 5 mL纯水、5 mL考马斯亮蓝G-
250溶液（0. 1 g/L考马斯亮蓝+4. 75%乙醇+8. 7%磷

酸），振荡混匀静置 2 min，用 1 cm比色池在 595 nm
波长处测定吸光度（以试剂空白调零）。为扣除样

液浊度和色度的影响，混合 0. 5 mL样液和 5. 5 mL
纯水做吸光补偿。

1. 4 糖类检测

依据《出口植物源食品中粗多糖的测定 苯酚-
硫酸法》（SN/T 4260—2015）检测：水样在 4 000
r/min下离心 15 min，取上清液过C18 SPE小柱。取 1
mL过滤液于 20 mL比色管中，加 1 mL 5%苯酚溶液

和 5 mL硫酸，涡旋混匀，静置 10 min，30 ℃水浴 20
min，用1 cm比色池在490 nm波长处测定吸光度。

1. 5 现场检测便携包

藻毒素快检卡；缓冲稀释液（20 mL）；纯水（100
mL）；酒精（100 mL）；pH调节剂（10 mL 0. 02%酚酞

溶液、50 mL 0. 5 mol/L NaOH溶液、50 mL 0. 2 mol/L
硝酸、50 mL 0. 005 mol/L硝酸）；洗瓶 1个；酒精灯 1
个；三角架 1个；三角架用垫网 1片；打火机 1个；铝

箔纸（挡风用）；棉布手套 1双；一次性无菌注射器和

PTFE针式滤膜若干；50 mL锥形瓶 2个；10 mL比色

管 2根；1 mL刻度试管 2支；0. 1 mL刻度试管 2支
（或一次性 80、100 µL定量毛细管各 1盒）；吸耳球 1
个；pH试纸 1包；2 mL离心管若干；一次性 0. 5 mL
和3 mL塑料吸管若干。

2 结果与讨论结果与讨论
2. 1 环境温度对检测卡性能的影响

藻类生长季节的环境温度基本在 10 ℃以上，用
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恒温生化培养箱模拟 10～37 ℃环境温度，测试温度

对检测卡的影响，结果见图 1。从图 1（a）可见，在

10 ℃的环境温度下，当MC-LR 浓度为 1 µg/L时，T
线和 C线显色接近，容易被误判为阴性；当MC-LR
浓度≥2 µg/L时，仅C线显色（阳性），且浓度越高，C
线颜色越深，阳性程度越高。结合图 1（b），在 10、
15、25和 37 ℃的环境温度下，当MC-LR 浓度为 2
µg/L时，检测结果均为阳性；且环境温度越高，C线

颜色越深，阳性程度越高。

a.检测卡在10 ℃环境温度下对不同浓度MC-LR的检测结果

b.检测卡在15～37 ℃环境温度下对2 ng/mL MC-LR的检测结果

图1 检测卡对不同环境温度和MC-LR浓度的检测结果

Fig.1 Detection results of the test card for different
ambient temperatures and MC-LR concentrations

因此，为使 1 µg/L MC-LR水样在现场能被稳定

检出，可在前处理过程中 1倍浓缩水样，使MC-LR
浓度达到 10～37 ℃下均能稳定检出的 2 µg/L。由

于C线显色颜色会随温度的变化而变化，因此检测

卡只能用于定性检测。

2. 2 基质对检测的影响

藻液在加热煮沸后会产生蛋白质、多糖等组分

和导致 pH变化，可能影响检测卡的检测效果。用

氢氧化钠和盐酸配制不同 pH的溶液测试检测卡，

结果见表 1。发现当 pH=13和 pH=1时，检测卡的C
线和 T线均不显色，检测结果无效。当 pH=12和
pH=2时，T线比C线深，检测结果为阴性。检测含 2
µg/L MC-LR的 pH=12和 pH=2的溶液，检测结果为

阳性。检测卡之所以能耐受这么宽的pH范围，是因

为其缓冲稀释液具有很强的pH缓冲能力。

用牛血清白蛋白模拟微囊藻中的水溶性蛋白

质，测试检测卡的蛋白耐受限。发现对含 2 g/L牛血

清蛋白的未加标液，结果为阴性。对含 1 µg/L MC-
LR、2 g/L牛血清蛋白的溶液，结果为阳性。当牛血

清蛋白浓度达到 20 g/L时，样液无法渗透到检测区

域，C线和 T线均不显色，检测卡失效。用岩藻糖模

拟多糖，测试检测卡的多糖耐受限。发现对含 200
g/L岩藻糖的未加标液，结果为阴性；对含MC-LR 1
µg/L、岩藻糖 200 g/L的溶液，结果为阳性。综上，水

样能耐受2～12的pH、2 g/L的蛋白和200 g/L的多糖。

蛋白浓度过高、pH过高或过低时，检测卡会失效。

2. 3 煮沸过滤对基质的影响

用市售卵囊藻模拟藻类阴性样品，因为卵囊藻

不含MC-LR，但细胞组成与微囊藻接近。用《水和废

水监测分析方法》中的藻类计数法镜检卵囊藻液，

藻密度约1. 2×1010个/L。超声使藻分布均匀，进行煮

沸实验。每种煮沸时间做 3个平行，煮沸后定容使

浓缩 1倍。原液和定容液过滤后同时做粗多糖、蛋

白质、pH和感官检测，结果见表2。因藻毒素要煮沸

30 min才能完全释放［1］，故煮沸时长从30 min起。

处理后样液澄清、无色，说明过滤能有效去除

叶绿素、颗粒物等，是必要的前处理步骤。藻液经

30 min的煮沸，pH从 8. 10降到 6. 12；继续煮沸 50、

表2 煮沸时长对藻液pH、蛋白、多糖和感官的影响

Tab.2 Effect of boiling duration on the pH，protein，
polysaccharide and sense of algal solution

煮沸时长/min
pH

蛋白/(mg·L-1)
多糖/(mg·L-1)

感官

原液

8.10
<6
0.0

澄清、无色

30
6.12
<6
12

50
6.11
<6
14

70
6.02
<6
12

90
5.96
7
13

表1 pH对检测卡性能的影响

Tab.1 Effect of pH on the performance of the test
card

pH
2 µg/L MC-LR

1
无效

2
阳性

12
阳性

13
无效
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70、90 min，pH从 6. 12降到 5. 96，下降幅度小。原

藻液中可溶性多糖浓度与空白值接近，经 30 min煮
沸后，多糖浓度升高到 12 mg/L；延长煮沸时间，多糖

浓度在 12～14 mg/L，远低于检测卡对多糖的耐受

限。未破壁藻液的水溶蛋白浓度小于检出限，处理

后样液的水溶蛋白浓度依然在检出限附近，远低于

检测卡对蛋白的耐受限。综上，煮沸 30 min后没有

必要再延长煮沸时间，最佳煮沸时间为30 min。
2. 4 现场调pH方法

如果煮沸浓缩后样液的 pH超出检测卡的缓冲

能力（pH为 2～12），可现场用 0. 5 mL滴管调 pH：煮
沸后的样液先加入 1滴 0. 02%酚酞溶液；如果样液

没有变红，滴加 0. 5 mol/L的 NaOH溶液使变红；颜

色深时，滴加 0. 2 mol/L硝酸溶液使红色变浅，滴加

0. 005 mol/L硝酸溶液使红色消失；加纯水定容到

10 mL，混匀待测。

为测试所加试剂对检测卡性能的影响，配制试

剂空白样（5 mL纯水加1滴酚酞溶液和1滴0. 5 mol/L
NaOH溶液、用硝酸溶液调 pH到无色，定容到 10
mL）和试剂加标样（试剂空白样定容前加标液，使

MC-LR浓度达到 2 µg/L）。试剂空白样检测卡测试

结果为阴性，试剂加标样测试结果为阳性，说明调

pH所用试剂对检测卡性能没有影响。

2. 5 方法效能验证

施玮等［4］推荐饮用水源水体藻类危险限值为

1. 2×106个/L。用江水稀释卵囊藻液或在加热过程

中添加江水，分别模拟藻密度为 1. 2×106、1. 2×107、
1. 2×108、1. 2×109和 1. 2×1010 个/L的不同藻华预警

阶段水体［4］，用“电热板煮沸—过滤—GICA”法测试

加标样（含 1 µg/L MC-LR）和不加标样，同时做平行

检测。10个阳性模拟样均为阳性，10个阴性模拟样

均为阴性。检测结果满足《合格评定 化学分析方法

确认和验证指南》（GB/T 27417—2017）中定性检测

要求。结果说明：虽然前处理过程中会有蛋白释

放、变性沉淀等反应，但这些反应对检测没有影响。

大坑水库、大桥水库和鱼塘的水样用液质检出

MC-LR浓度分别为 0. 27、0. 043和 0. 025 µg/L。用

“酒精灯煮沸 30 min—浓缩 1倍—PES膜过滤”法处

理 3种水样，原样检测结果均为阴性，加标样（加标

使MC-LR浓度达到1 µg/L）检测结果均为阳性。

3 结语结语

采用“煮沸30 min—浓缩1倍—PES膜过滤—调

pH（选用）”现场前处理法检测微囊藻毒素（MC）-
LR，该方法弥补了MC-LR胶体金免疫层析技术在

现场应用的缺陷，可为偏远、分散、水资源紧张、检

测力量薄弱的农村地区提供直观的藻毒素预警现

场检测，具有一定的现实意义。
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