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摘要：【目的】基于维生素 B1单克隆抗体建立荧光免疫层析法，以检测婴幼儿配方乳粉中的维生素 B1。【方法】对

维生素 B1单克隆抗体的性能进行评估，在此基础上，开发具有高灵敏度的荧光免疫层析试纸条。【结果】维生素

B1单克隆抗体具有高灵敏度、高亲和力和高特异性，荧光免疫层析试纸条的视觉检测限（vLOD）为 10 μg/kg，

消线值为 200 μg/kg，计算检测限（cLOD）为 2.056 μg/kg。此外，该方法的回收率为 97.3%~115.4%，与液相色

谱-串联质谱法（LC-MS/MS）检测结果一致，且相对标准偏差（RSD）小于 10%，具有较好的准确度和稳定性。

【结论】该荧光微球免疫分析法可用于实际婴幼儿配方乳粉样本的检测，并且检测速度快，不需要大型仪器

设备，便于携带，对于大量样本的快速筛检具有重要意义。
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Abstract: [Objective] A fluorescent immunochromatographic assay was established based on vitamin B1 

monoclonal antibody to measure the vitamin B1 in infant formula milk powder. [Method] The performance of 

vitamin B1 monoclonal antibody was evaluated. On this basis, a highly sensitive fluorescent immunochromatographic 

test strip was developed. [Result] The vitamin B1 monoclonal antibody showed high sensitivity, affinity, and 

specificity. The fluorescent immunochromatographic test strip showed a visual limit of detection (vLOD) of 10 

μg/kg, a cut-off value of 200 μg/kg, and a calculated limit of detection (cLOD) of 2.056 μg/kg. In addition, the 

recovery rate of this method was 97.3%~115.4%. The test results of the established method were consistent with the 

liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) results, with the relative standard deviation (RSD) 

less than 10%, which indicated good accuracy and stability. [Conclusion] The fluorescent immunochromatographic 

assay can be used for the rapid detection of actual infant formula milk powder samples. It does not require large-scale 
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instruments or equipment and is portable, thus being of great significance for the rapid screening of a large number of 

samples.

Keywords: vitamin B1; infant formula milk powder; monoclonal antibody; fluorescent test strip

维生素 B1，是一种重要的水溶性维生素，来

源于维生素 B 族，对人体生长、发育至关重要［1］。

从结构上讲，它由一个带有甲基和羟乙基侧链的

噻唑环和一个由亚甲基连接的氨基嘧啶环组

成［2］。它是一种人体必需的微量营养素，必须定

期少量摄入才能在人体内发挥各种化学和生理

功能。成人维生素 B1 的膳食参考摄入量为 0.9~

1.2 mg/d，儿 童 推 荐 日 摄 入 量（RDA）为 0.4~0.6 

mg/d，婴儿 RDA 为 0.2~0.3 mg/d［2］。维生素 B1 广

泛分布在食物中，但含量低，且在食物的研磨、加

热、罐装和贮存过程中容易流失［3］。

维生素 B1在维持正常神经活动和增强心血管

功能方面发挥着重要作用，是维持心脏、胃肠道及

神经传导发挥功能的重要物质［4-5］。酗酒、艾滋病

毒、呕吐和其他胃肠道疾病等可引起维生素 B1缺

乏，对身体健康有负面影响［6］。维生素 B1 缺乏反

过来也可能导致慢性疾病，如脚气病和 Wernickes

脑病等，影响神经系统和心血管系统［7-9］。此外，有

证据表明，维生素 B1缺乏与阿尔茨海默病之间存

在密切联系。

因此，维生素 B1是食品中添加的重要营养素，

以弥补饮食中可能存在的维生素 B1缺乏。此外，由

于维生素 B1在食品中广泛使用，其质量控制也引起

了关注。目前，关于维生素 B1的检测分析方法较

多。维生素 B1的传统分析方法主要是微生物法，也

有研究者开发了具有高灵敏度的商业试剂盒

（VitaFasts vitamin B1，德国 R-Biopharm 有限公司），

但此方法需要很长的培养时间（44~48 h）。此外，仪

器分析法也多用于维生素 B1的检测，如高效液相色

谱法［10］、高效液相色谱-质谱联用法［10-11］，这些方法

具有较高的灵敏度和准确度。然而，这些方法检测

成本高，需要昂贵的仪器设备。分光光度法［12］、电

化学法［13］、荧光分析法［14］也用于维生素 B1的检测，

但是这些方法不适用于大量样本的现场检测。

基于抗原抗体的免疫分析方法具有灵敏度

高、耗时短、简单方便等优点［15］，已被用于多种维

生素的检测，包括维生素 B2
［16］、叶酸［17-18］、维生素

B12
［19-21］、维 生 素 D3 等

［22］。 与 酶 联 免 疫 分 析 法

（ELISA）相比，侧流免疫分析法避免了孵育和洗

涤步骤，是一种用于定性检测、半定量检测、大样

本筛选的一步便携式检测方法，可以在 5~10 min

内快速获得结果［23-25］。此外，还可以使用便携式

读数仪实现定量检测。作者基于维生素 B1的单克

隆抗体，建立了一种检测婴幼儿配方乳粉中维生

素 B1的高灵敏度、高特异性的荧光免疫层析试纸

条分析方法，确保实现婴幼儿配方乳粉中维生素

B1的简单快速检测，以保证产品质量。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

维生素 B1（CAS：59-43-8）、维生素 B2（CAS：

83-88-5）、维 生 素 B3（CAS：98-92-0）、维 生 素 B5

（CAS：79-83-4）、维生素 B6（CAS：8059-24-3）、维生

素 B7（CAS：58-85-5）、维生素 B9（CAS：59-30-3）、维

生素 B12（CAS：68-19-9）标准品：北京百灵威科技

有限公司；维生素 B1空白婴幼儿配方乳粉：无锡市

食品安全检验检测中心；聚氯乙烯（PVC）底板、硝

酸纤维素（NC）膜、吸水垫、样品垫：上海杰一生物

技术有限公司；维生素 B1包被抗原、抗维生素 B1单

克隆抗体：作者所在实验室研发；柠檬酸三钠、氯

金酸、Tween-20、牛血清蛋白质（BSA）、乙氧基化

油醇（ON-870）、聚乙二醇醚（R-65）、聚乙二醇

（PEG）、聚乙烯吡咯烷酮（PVP）、曲拉通（TX）、羊

抗鼠抗体 IgG：美国 Sigma-Aldrich 公司 ；荧光微

球：北京纳诺金生物科技有限公司；其他化学品和

试剂：均为分析纯，国药集团化学试剂有限公司。

1.2　仪器与设备

超声波清洗机：Elma Select 40型，北京汉达森

机械技术有限公司；恒温水浴锅：HH-6 型，上海捷

呈实验仪器有限公司；混合涡旋振荡仪：QYXW-2

型 ，上海乔悦电子科技有限公司 ；超纯水机 ：

KL-100B/KL-100BU 型，青岛精诚仪器仪表有限

公司；切条机：CM4000 型，上海百道贸易有限公

司；三维喷点平台（胶体金划膜仪）：XYZ3210 型，

上海百道贸易有限公司；荧光定量读数仪：FIC-H1

型，无锡迪腾敏生物科技有限公司。
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1.3　间接竞争酶联免疫吸附法

参照参考文献［26］的间接竞争酶联免疫吸附

法检测维生素 B1。用包被缓冲液（0.05 mol/L 碳酸

盐缓冲液（CB），pH 9.6）将包被抗原稀释至 0.1 

mg/mL，在微孔板上每孔加 100 μL，37 ℃下孵育 2 

h。 用 洗 涤 缓 冲 液（0.01 mol/L PBS，0.05 g/dL 

Tween-20）洗掉过量的抗原后 ，用封闭缓冲液

（0.05 mol/L CB、2 g/dL 明胶）于 37 ℃下封闭微孔

中未与抗原结合的空白区 2 h。用洗涤缓冲液洗

涤后于 37 ℃干燥 40 min。各取 50 μL 一系列目标

分析物加到微孔板中，每孔再加入 50 μL 的单克隆

抗体，37 ℃下孵育 30 min。将微孔板洗涤 3 次，加

入 100 μL 用 HRP 标记的羊抗鼠 IgG 抗体，于 37 ℃

反应 30 min。洗涤后，将 100 μL 的 3，3，5，5-四甲

基联苯胺底物溶液加入微孔板中，于 37 ℃反应 15 

min，每孔加入 50 μL 硫酸（2 mol/L）以终止反应，

并使用微孔板读取器检测 450 nm 处的颜色强度。

1.4　抗维生素 B1单克隆抗体性能的测定

由于单克隆抗体可与同种亚型的抗体结合，

因此先用单抗亚型试剂盒测定了抗维生素 B1单克

隆抗体的亚型［27］。通过间接竞争酶联免疫吸附法

测定该抗体的亲和力、灵敏度和特异性［28-29］。

分别测定了 8个不同质量浓度（0、0.274、0.823、

2.469、7.407、22.222、66.667、200.000 ng/mL）的维生

素 B1对应的 OD450值，以维生素 B1质量浓度为横坐

标、OD450值为纵坐标，用 Origin 8.5 软件拟合标准

曲线，以半数最大抑制质量浓度（IC50）表示抗维生

素 B1单克隆抗体的灵敏度。

在不同抗原质量浓度（0.1、0.3、1.0 mg/mL）下，

测定一系列抗体浓度（mmol/L）对应的 OD450值，以

抗体浓度为横坐标、OD450值为纵坐标，用 Origin 8.5

软件拟合曲线。按照式（1）计算亲和常数（Ka），以此

评估抗维生素B1单克隆抗体的亲和力。

Ka =
n - 1

2 ( )nC 1 - C 2

（1）

式中：

Ka——亲和常数，L/mol；

n——两条曲线中包被抗原的质量浓度比

（n>1）；

C1——第一条曲线最大 OD450值 1/2 处对应的

单克隆抗体浓度，mmol/L；

C2——第二条曲线最大 OD450值 1/2 处对应的

单克隆抗体浓度，mmol/L。

高特异性抗体只能识别目标分析物，可避免

在实际样本分析中出现假阳性。按照式（2）测定

抗维生素 B1单克隆抗体与其他结构相似物质的交

叉反应率。

CR=（A1/A2）×100%。 （2）

式中：

CR——交叉反应率，%；

A1——维生素 B1的 IC50，ng/mL；

A2——结构相似物质的 IC50，ng/mL。

1.5　荧光免疫层析试纸条

1.5.1　荧光微球标记的抗维生素 B1 抗体偶联物的

合成　

将 100 μL 羧基修饰的荧光微球加到 100 μL

的 MES 溶液（pH 6.0，0.02 mol/L）中，涡旋 2 min，

使荧光微球分散均匀。加入 20 μL 的 1-乙基-3-（3-

二甲基氨基丙基）碳二亚胺盐酸盐（EDC）溶液

（4 mg/mL）和 20 μL N-羟基琥珀酰亚胺（NHS）溶

液（4 mg/mL），并在室温下搅拌 20 min。随后，将

沉淀物以 11 000 g离心 15 min，重悬于碳酸盐缓冲

液（pH 9.5，0.05 mol/L）。加入 50 μL抗维生素 B1单

克隆抗体（0.2 mg/mL），室温反应 2 h。标记后，加入

100 μL含有 50 g/dL的 BSA溶液反应 2 h，以封闭未

结合的活性位点。将荧光微球标记的抗维生素 B1

抗体偶联物于 11 000 g 离心 2 次，每次 15 min。将

沉淀溶解于含有 5 g/dL 蔗糖、0.5 g/dL 的 BSA 溶液

和体积分数 1%的 Tween-20缓冲液中备用［30］。

1.5.2　荧光免疫层析试纸条的制备　

样品垫、NC 膜、吸水垫和 PVC 底板是组成试

纸条的 4个核心部件［31］，如图 1所示，样品垫用含有

1 g/dL 的 BSA 溶液和体积分数 0.05% 的 Tween-20

的 PBS 缓冲液（0.01 mol/L，pH 7.4）处理，在 37 ℃

下烘干。将包被抗原（维生素 B1-BSA）和羊抗鼠

IgG 抗体在 0.01 mol/L 的 PBS 缓冲液（pH 7.4）中分

别稀释至 0.1、0.5 mg/mL，然后以 0.7 μL/cm 喷洒到

NC 膜上，形成测试线（T 线）和对照线（C 线），2 条

线间隔 0.4 cm，于 37 ℃烘干。将样品垫和吸水垫

组装在 PVC 底板上，分别与 NC 膜重叠 3 mm。将

整张组装好的底板通过 CM4000 切条机，横向切

成 3 mm 的条，组装在卡壳里备用。
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1.5.3　荧光免疫层析试纸条检测原理　

试纸条的检测是基于待测物质与 T 线上的抗

原竞争结合荧光微球标记的单克隆抗体的原理进

行的［32-33］。当样品中的维生素 B1质量浓度（ng/mL）

或质量分数（μg/kg）为 0 或过低而无法检测时，荧

光微球标记的抗维生素 B1单克隆抗体与 T 线上的

抗原（维生素 B1-BSA）结合，T 线上显示出较强的

荧光。同时，过量的荧光微球标记的抗维生素 B1

单克隆抗体与羊抗鼠 IgG 抗体结合，在 C 线上也形

成红色的荧光条带。因此，T 线和 C 线都会出现红

色的荧光。当维生素 B1质量浓度（ng/mL）或质量

分数（μg/kg）超过检测限（LOD）时，荧光微球标记

的抗维生素 B1单克隆抗体优先与维生素 B1结合，

导致 T 线上的荧光亮度较浅（比 C 线上的荧光亮

度浅），而 C 线上出现较强的荧光。当 C 线没有显

示荧光时，试纸条无效。

1.5.4　荧光免疫层析试纸条的检测程序　

将 150 μL 维生素 B1 标准溶液或样品溶液与

50 μL 适当质量浓度的荧光微球标记的抗维生素

B1 抗体偶联物在微孔中混合均匀，反应 3 min，将

150 μL 该溶液滴加到样品垫中，8 min 后在紫外灯

（UV）下观察结果。通过试纸条读数仪评估 T 线

和 C 线的荧光强度进行定量分析。

1.5.5　荧光免疫层析试纸条结果判定　

试纸条的检测结果如图 2 所示。定性检测

时，将 T 线的荧光强度开始比空白组的 T 线弱时

的维生素 B1质量浓度（ng/mL）或质量分数（μg/kg）

定义为 vLOD，T 线消失的维生素 B1 质量浓度

（ng/mL）或质量分数（μg/kg）定义为消线值［34］。

定量检测时，测定一系列不同质量浓度（ng/mL）

或质量分数（μg/kg）维生素 B1 的 T/C 值（T 线荧光

强度与 C 线荧光强度的比值）。以维生素 B1 质量

浓度（ ng/mL ）或质量分数（μg/kg）为横坐标、T/C

值为纵坐标 ，用 Origin 8.5 软件拟合标准曲线。

cLOD 定义为 T0/C0 值（阴性组对应的 T 线荧光强

度与 C 线荧光强度比值）降低 10% 后对应的维生

素 B1 质量浓度（ng/mL）或质量分数（μg/kg），维

生 素 B1 的 定 量 范 围 定 义 为 T0/C0 值 降 低 20%~

80% 后对应的维生素 B1 质量浓度（ng/mL）或质

量分数（μg/kg）［35］。

1.5.6　荧光免疫层析试纸条灵敏度的测定　

为了获得最优灵敏度，对荧光微球标记的抗

维生素 B1抗体重悬液中表面活性剂的种类、T线抗

原质量浓度（mg/mL）和微球最佳稀释倍数进行优

化。在最优条件下，对 0、1、2、5、10、20、50 ng/mL

维生素 B1标准品稀释液进行检测，建立相应的标

准曲线，以测定荧光免疫层析试纸条的灵敏度。

1.5.7　样本检测　

分别称取 1 g 空白婴幼儿配方乳粉，分别加入

0、5、10、20、50、100、200 μg/kg 的维生素 B1 标准

品，加入 3 mL 的温水（55 ℃），振荡均匀，60 ℃超

声 30 min，15 000 g 离 心 15 min，取 上 清 液 过

0.22 μm 的滤膜，然后用含 1 g/dL ON-870 的 PBS

稀释 2 倍，取 150 μL 进行检测。用读数仪读出 T/C

值，建立实际样本中的标准曲线。

1.5.8　回收试验　

为了评估该试纸条的稳定性及准确度，在空

白婴幼儿配方乳粉样品中添加了不同质量分数

（5、20、100 μg/kg）的维生素 B1标准品，通过该荧光

免疫层析试纸条进行检测，并用 LC-MS/MS 法进

行验证［11］。

图 1　荧光免疫层析试纸条结构

Fig. 1　Structure of fluorescent immunochromatographic test strips

图 2　荧光免疫层析试纸条的结构和结果判定

Fig. 2　Result determination of fluorescent immunochromato‐

graphic test strips
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2　结果与讨论

2.1　单克隆抗体特性

2.1.1　亚型　

如图 3 所示，IgG2b 对应的 OD450值最高，表明

该抗体的亚型为 IgG2b。单克隆抗体主要有 4 种

亚型：IgG1、IgG2、IgG3、IgG4。它们的结构和功能

略有不同。其中，IgG1 和 IgG2 是常见的亚型，而

IgG3 和 IgG4 相对较少。在该研究中，抗维生素 B1

单克隆抗体的亚型为 IgG2b，该亚型具有高稳定性

并能保持较长的有效期，对免疫层析试纸条的制

备具有重要意义。

2.1.2　亲和力　

如图 4 所示 ，计算得到抗维生素 B1 的 Ka 为

8.571×109 L/mol，表明该抗体具有较高的亲和力。

高亲和力单克隆抗体可以与抗原形成相对稳定的化

学键，在短时间内与抗原结合，具有较高的活性和稳

定性。

2.1.3　特异性　

为了评估抗维生素 B1单克隆抗体的特异性，

测定了对其他维生素的交叉反应性，结果见表 1。

该抗体对其他维生素的 IC50 均大于 2 000 ng/mL，

交叉反应率小于 1%，具有很高的特异性。高特异

性抗体可在实际样本检测时避免假阳性结果的出

现，提高检测准确性。

2.1.4　灵敏度　

以 维 生 素 B1 质 量 浓 度（ ng/mL ）为 横 坐

标 、OD450 值 为 纵 坐 标 ，测 定 抗 维 生 素 B1 抗

体 的 IC50 。 如 图 5 所 示 ，标 准 曲 线 的 方 程 为

y=-0.006+1.779/（1+（x/16.918）0.571），R2=0.997 7，IC50为

16.918 ng/mL，说明具有较好的线性关系和灵敏度。

2.2　荧光免疫层析试纸条的优化及灵敏度测定

为了提高试纸条的灵敏度，对重悬液中表面

活性剂的种类、T线包被抗原质量浓度和微球稀释

倍数进行优化。分别在重悬液中加入 7 种不同的

表面活性剂，在 PBS 中进行检测，结果见 6（a）。当

 

IgA IgM
单克隆抗体亚型

IgG1 IgG2a IgG2b IgG3
0
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O
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图 3　抗维生素 B1单克隆抗体亚型的测定

Fig. 3　Subtype determination of anti-vitamin B1 monoclonal 

antibody

图 4　抗维生素 B1单克隆抗体亲和力的测定

Fig. 4　Affinity determination of anti-vitamin B1 monoclonal 

antibody

表 1　抗维生素 B1单克隆抗体对其他药物的交叉反应性

Table 1　Cross reactivity of anti-vitamin B1 monoclonal 

antibody with other drugs

药物名称

维生素 B1

维生素 B2

维生素 B3

维生素 B5

维生素 B6

维生素 B7

维生素 B9

维生素 B12

IC50/（ng/mL）

16.918

>2 000.000

>2 000.000

>2 000.000

>2 000.000

>2 000.000

>2 000.000

>2 000.000

交叉反应率/%

100

<1

<1

<1

<1

<1

<1

<1

图 5　抗维生素 B1单克隆抗体的标准曲线

Fig. 5　Standard curve of anti-vitamin B1 monoclonal antibody
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重悬液中含有 PVP时，T线和 C 线荧光强度较大且

无残留，因此选择 PVP 作为表面活性剂进行抗原

质量浓度和微球稀释倍数的优化。如图 6（b）所

示，当微球稀释倍数为 20 倍，T 线抗原质量浓度为

0.8 mg/mL 时，空白组的 T 线荧光强度较大，且加

标量为 5 ng/mL 时 T 线明显变浅，具有较好的抑制

效果。因此，当重悬液中含有 PVP、微球稀释倍数

为 20 倍、T 线抗原质量浓度为 0.8 mg/mL 时，测试

效果最佳，在该条件下对试纸条的灵敏度进行测

定。如图 7（a）所示 ，当维生素 B1 质量浓度为

2 ng/mL 时 ，T 线荧光强度开始变弱 ，维生素 B1

质量浓度为 50 ng/mL 时，T 线完全消失，因此，

该荧光免疫层析试纸条的在 PBS 中的 vLOD 为

2 ng/mL，消线值为 50 ng/mL。由图 7（b）可知，

荧光免疫层析试纸条在 PBS 中的标准曲线方程

为 y=0.035+2.538/（1+（x/3.203）1.160），通过计算得

到 的 cLOD 为 0.875 ng/mL，具 有 较 好 的 灵

敏度。

2.3　婴幼儿配方乳粉中荧光微球免疫层析试纸条标

准曲线的建立

基于上述优化结果，将试纸条应用于婴幼

儿配方乳粉样本的检测 ，并建立了相应的标

准曲线。如图 8（ a）所示 ，当维生素 B1 质量分

数为 10 μ g/kg 时 ，T 线开始变弱 ；当维生素 B1

质 量 分 数 为 200 μ g/kg 时 ，T 线 完 全 消 失 。 因

此 ，该试纸条在婴幼儿配方乳粉中的 vLOD 为

10 μ g/kg ，消 线 值 为 200 μg/kg。维生素 B1 在婴

幼儿乳粉中的标准曲线如图 8（b）所示，方程为

y=-0.021+3.354/（1+（x/15.445）1.293），cLOD 为 2.056 

μg/kg，线性检测范围为 5.286~45.132 μg/kg。

图 7　荧光免疫层析试纸条灵敏度的测定

Fig. 7　Sensitivity determination of fluorescent immunochro‐

matographic test strips

图 6　荧光免疫层析试纸条的优化

Fig. 6　Optimization of working conditions for fluorescent 

immunochromatographic test strips

图  8　婴幼儿配方乳粉中维生素 B1标准曲线的建立

Fig. 8　Establishment of vitamin B1 standard curve in infant 

formula milk powder
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2.4　回收试验结果

为了评估荧光免疫层析试纸条的性能，在婴

幼儿配方乳粉中添加不同质量分数（μg/kg）的维

生素 B1，使用该试纸条进行测定，并用 LC-MS/MS

进行验证，重复测定 5次。LC-MS/MS测定图谱见

图 9，对比结果见表 2。对于荧光免疫层析试纸条，

维生素 B1 的回收率为 97.3%~115.4%，LC-MS/MS

的回收率为 91.0%~113.4%，表明该试纸条检测结

果与 LC-MS/MS 检测结果基本一致，具有较好的

准确性。该试纸条的 RSD 为 2.5%~4.3%，均小于

10%，表明该试纸条具有较好的稳定性。因此，该

荧光免疫层析试纸条具有较好的性能，可用于婴

幼儿配方乳粉样本中维生素 B1的快速检测，且成

本低、操作简便、易于携带、不需要专业的操作人

员、方便、省时且性价比高，在维生素 B1快速检测

中具有很大的应用前景。

3　结论

维生素 B1单克隆抗体的性能测定结果表明，

该抗体 IC50为 16.918 ng/mL，Ka为 8.571×109 L/mol，且

对其他维生素没有交叉反应，具有较高的灵敏度、亲

和力和特异性。在此基础上，作者建立了快速检测

婴幼儿配方乳粉中维生素B1水平的荧光微球免疫层

析法，该方法可用于定性和定量检测。定性检测时，

vLOD 为 10 μg/kg，消线值为 200 μg/kg，可直接用肉

眼观察结果。定量检测时，cLOD 为 2.056 μg/kg，回

收率为 97.3%~115.4%，RSD 小于 10%，具有较好

的稳定性和准确性。在婴幼儿配方乳粉样本中，

简单的前处理方法和快速的检测过程缩短了检测

时间，这对维生素 B1的检测具有重要意义，可实现

婴幼儿配方乳粉中维生素 B1的现场快速检测，弥

补了仪器检测方法的不足，具有广阔的应用前景。
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