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摘    要 

側流免疫層析法以抗體為主要偵測物，可準確檢測少量物質，具有快速、簡單、經濟等優

點。本研究使用檸檬酸鈉、3-巰基丙酸和聚乙二醇對銀及磁性奈米粒子標記物作表面修飾，進

而結合三聚氰胺抗體製備偶聯體，利用 XRD、UV-vis-NIR 和 TEM 進行結構及特性分析，並應

用於美耐皿餐具 MEL 殘留檢測。經實驗結果，以 Ag-TSC-mAb 為偶聯體之 MEL 側流免疫快篩

詴紙擁有較佳檢測效果。能有效針對盛裝溶液的美耐皿餐具 MEL 溶出物做出即時檢測判斷，可

作為後續的食品檢測研究參考。     

關鍵詞：側流免疫層析法，三聚氰胺，銀奈米粒子，磁性奈米粒子 
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ABSTRACT  

The lateral flow immunochromatography assay is widely used in various fields owing to its 

rapidity, simplicity, low cost and accurate measurement for the detection of small quantities of 

substances. In this study, sodium citrate, 3-mercaptopropionic acid and polyethylene glycol were used 

to surface-modify labeled probes such as silver nanoparticles and magnetic nanoparticles. Conjugation 

was performed and the results analyzed using different techniques, including XRD, UV-vis-NIR and 

TEM. The Ag-TSC-mAb conjugate exhibited increased sensitivity. This test strip proved to be a useful 

screening method for the detection of melamine residues in melamine tableware, and provided a frame 

of reference for subsequent study of melamine in food samples.      
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一、前  言 

    近年來食品安全相關議題備受國人

重視，相關報導也層出不窮，就食安問題探討

不外乎標示不實、掺偽、非法食品添加物或農

畜用藥殘留等，例如三聚氰胺、瘦肉精、抗生

素及農藥殘留等。為因應相關事件並為食品安

全把關，衛福部於 2016~2020 年食品安全政策

白皮書的目標與策略中，針對「研發與建構完

備食安檢驗技術方法」做出詳盡的規劃[1]。

另外 2017 年行政院「前瞻基礎建設計畫」八

大建設計畫之「食品安全建設」中亦針對「強

化中央食安藥安與毒品檢驗量能」提出精進做 

法[2]。 

三聚氰胺廣泛用於化學工業中作為生產

三聚氰胺甲醛樹脂的原料，因三聚氰胺富含氮

(66％)，所以被不肖業者摻入富含蛋白質的產

品中，如寵物食品，牛奶和嬰兒配方，藉以提

高蛋白質含量，因此分別造成 2007 年寵物食

安事件，造成貓、狗嚴重疾病和死亡；以及

2008 年的嬰兒配方奶粉事件，造成近 30 萬人

生病，5 萬名嬰兒住院，其中 6 人死亡，究其

主因是經三聚氰胺污染的產品，易引起腎結石

等腎臟問題，進而影響動物體健康[3]。此外

自 50 年代起，因為美耐皿餐具輕便好用、不

易破損又便宜，所以美耐皿餐具被廣泛應用於

家庭和餐館，無論是路邊攤或小火鍋店，甚至

是高級餐廳。但美耐皿遇熱即可能釋出有毒物

質，分別已於 2010 年及 2013 年的研究報告中

證實，美耐皿餐具遇熱會釋出三聚氰胺，且通

過食物吃下肚，長期使用對健康有嚴重風險

[4,5]。 

針對現行食品安全檢驗方法多以        

氣相層析質譜儀 (Gas Chromatography-Mass 

Spectroscopy，GC-MS)、液相層析質譜儀

(Liquid Chromatograph-Mass Spectrometer ，

LC-MS)和高效液相層析儀(High Performance 

Liquid Chromatography，HPLC)等儀器檢測為

主，但檢測儀器昂貴，需專業人員操作，且樣

品檢測及分析需耗時數日，緩不濟急，無法達

到即時檢測之目的。因此，如何達到檢測快

速、靈敏、範圍寬、製備簡單的問題，是當下

非常迫切頇要解決的課題。化生免疫檢測在化

學毒物殘留檢測技術中具有發展應用潛力，免

疫分析法是基於蛋白抗原和抗體之間，或者小

分子半抗原和抗體之間的特異反應分析方

法，對於小分子量化學毒物，只有將它們與大

分子蛋白質載體結合製備人工抗原，才能刺激

機體免疫系統產生抗體，此技術不受限於化學

毒物類別，每種化學毒物均有機會研發相對應

的抗體，具有辨識專一性、可定量、高靈敏度

及檢測便利、快速等優點，可滿足化學毒物快

篩需求[6]。 

側流免疫層析分析法提供低成本，簡便，

快速，穩定性和便攜性等優勢而被廣泛使用，

可用於定性及定量分析待測物 [7]。其組成大

致可分為四個部分：樣品墊(Sample Pad)，結

合 墊 (Conjugate Pad) ， 硝 酸 纖 維 素 膜

(Nitrocellulose Membrane) 以 及 吸 收 墊

(Absorbent Pad)。將含有分析物之溶液置於樣

品墊，由於吸收墊的吸水能力及毛細管原理，

溶液沿著硝酸纖維素膜移動至結合墊，其內含

有奈米金等有色粒子，這些有色粒子上偶聯一

級抗體可與分析物專一性結合，繼續往吸收墊

移動；在檢測區，其測詴線(T 線)上含有可與

偶聯體結合的半抗原，如果溶液中偶聯體未與

分析物結合，則有色粒子在此呈色，而控制線

(C 線)上的二級抗體可與有色粒子上的一級抗

體結合，控制線將呈色。所以，當測詴線及控

制線均呈色或控制線上未呈色，均判定為失效

[8,9]。 

側流免疫層析分析法藉由有色粒子放大

檢測訊號，金奈米粒子(Gold Nanoparticle，

AuNPs)是最早出現、研究最多的奈米材料之

一，根據檢測區顯色條的有無、顏色的深淺、

光反射信號的密度來定性或定量。它在生物標

記、感測器構建及生物晶片檢測等領域都有廣

泛的應用[10]。AuNPs 又稱為膠體金(Colloidal 

Gold) ，因表面電槳共振 (Surface Plasma 

Absorption)效應，造成在波長 520 nm 形成吸

收峰，而使得其顏色為紅色而不再是金黃色，

其粒徑容易控制且具良好穩定性及生物相容

性，故常用於檢測蛋白質、DNA 等生物物質。

自 1981 年 Leuvering 等人首次將 AuNPs 免疫

層析法用於檢測後，這項技術在多個領域得到

廣泛應用，在化學毒物檢測運用上，2011 年

Kim[11]等人開發了AuNPs作為標記物的競爭

性抗原免疫層析測定(ICA)，用於檢測有機磷

殺蟲劑毒死蜱。其檢測結果於 10 分鐘內顯

示，針對毒死蜱標準品及模擬樣品檢測極限分

別為 10.0 和 50.0 ng/ml，適用於現場快速測詴

毒死蜱。同年 Li [12]等人運用添加不同濃度檸
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檬酸鈉控制 AuNPs 之粒徑大小，顏色隨其顆

粒由小到大呈橘紅色到紫紅色變化，挑選出對

比色最佳條件後與三聚氰胺抗體結合完成偶

聯體製備，並用以製成競爭型快篩詴片，成功

完成各類乳製品、鮮奶及奶粉中三聚氰胺的半

定性檢測，其中鮮奶樣品中可達 0.05 ppm 的

檢測極限。2012 年龔雲飛[13]等人亦運用檸檬

酸鈉還原法製備 AuNPs，將標記純化的三聚氰

胺單克隆抗體，噴於詴紙的結合墊，另將三聚

氰胺和卵清白蛋白(MEL-OVA)的偶聯物和純

化的羊抗鼠 IgG 分別噴於詴紙的檢測線和控

制線處，研製成三聚氰胺金奈米粒子免疫層析

詴紙條，靈敏度檢測極限可達 50 μg/L。詴紙

條對牛奶、奶粉和飼料中的三聚氰胺殘留的檢

測極限分別為 100 μg/L、100 ng/g 和 200 

ng/g。有鑑於銀粒子奈米化後亦可得到大比表

面積，使銀的功能大幅增加，連帶開發出許多

奈米銀的新應用，例如均勻分散在溶液中的高

濃度奈米銀膠體，可以利用膠體銀免疫層析技

術，應用於免疫快篩檢測中，同時基於銀奈米

粒子具有表面電漿帶的吸收在 390 到 400 nm

之間及表面薄膜帶的吸收係數比金的大 4 倍

等二項重要因素，使得該材料在生物標定基材

中是理想材料，此外在光學偵測系統的運用上

也比 AuNPs 更加適合[14]。另外以磁性奈米粒

子(MNPs)為主體的磁珠免疫層析技術，是一

種將磁性奈米材料的磁信號與免疫層析技術

相結合的技術。通常由磁性元素(如 Fe、Co、

Ni)和它們的氧化物組成，其特點不僅具有粒

徑小、比表面積大、穿透性強、可快速移動及

超順磁性、生物相容性及分散性良好等特性，

可在磁場下定位、集中和分離，更重要的是

MNPs 比 AuNPs 價格便宜。2013 年 Dian-Bing

等人[15]開發超順磁性側向流動層析快速檢

測炭疽桿菌芽孢，研究指出該系統具有

4x10
3
-10

6
 CFU/ml 的線性範圍，且對奶粉及土

壤等模擬樣品的檢測極限分別為 200 及   

130 spores/mg，即使在高濃度狀況下，也沒有

其他芽孢桿菌孢子的交叉反應，具有良好的穩

定性。在本研究中，主要是藉由不同材質、尺

寸和形狀的金屬奈米粒子結合三聚氰胺抗體

形成各式偶聯體，作為側流免疫層析詴紙的基

材，除分析其特徵外，並針對 MEL 快篩詴紙

的靈敏度及美耐皿餐具的實測應用進行討論。 

二、實驗 

2.1 實驗材料及藥品 

    硝 酸 銀 (Silver Nitrate, AgNO3) 購 自

UNI-ONWARD Corp；檸檬酸鈉 (Trisodium 

Citrate，TSC, Na3CA)購自 J.T. Baker Chemical 

Company；硼氫化鈉 (Sodium Borohydride, 

NaBH4)和 3-巰基丙酸 (3-Mercaptopropionic 

acid, 3-MPA)購自 Sigma-Aldrich。六水三氯化

鐵(Ferric Chloride Hexahydrate, FeCl3·6H2O)購

自島久藥品株式會社。七水硫酸亞鐵(Ferrous 

Sulfate Heptahydrate, FeSO4·7H2O)購自 J.T. 

BAKER。(a,ω-Dicarboxyl-terminated PEG)(平

均分子量 Mn =250)購自 Alfa Aesar。二乙二醇

(Diethylene Glycol, DEG)，1-(3-二甲基氨丙

基 )-3- 乙 基 碳 二 亞 胺 鹽 酸 鹽

(1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) 

Carbodiimide hydrochloride, EDC)，N-羥基琥

珀 醯 亞 胺 磺 酸 鈉 鹽

(N-Hydroxysulfosuccinimide Sodium Salt；NHS)

和海藻糖 (Trehalose, C12H22O11) 購自 Alfa 

Aesar 。 2- 嗎 啉 乙 磺 酸 (2-(N-morpholino) 

-ethanesulfonic Acid, MES) 購自 SIGMA。牛

血清白蛋白(Bovine serum Albumin, BSA)購自

Jackson ImmunoResearch Inc. ； Tween-20 

(Polyoxyethylene Sorbitan Monolaurate)購自

BioBasic Inc.。三聚氰胺 (Melamine, MEL, 

C3H6N6)，抗 MEL 單克隆抗體 (Monoclonal 

Antibody, mAb)，山羊抗兔免疫球蛋白(IgG)，

硝酸纖維素膜(NC 膜)，樣品墊和吸收墊均購

自台灣尖端先進生技醫藥公司。實驗所配置的

溶液及濃度如下：(1)磷酸鹽緩衝液(PBS 緩衝

液)：0.01 M，含有 8.000 g NaCl、0.200 g KCl、     

1.420 g Na2HPO4、0.270 g KH2PO4、pH 7.4。

(2) PBST 洗滌液：0.01 M，含有 99.9％ PBS

溶液和 0.1％ Tween-20，pH 7.4。(3) MES 溶

液：0.01 M，pH 6.0。(4) MEST 洗滌液：含有

99.5％ MES 溶液和 0.5％ Tween-20，pH 6.0。

(5)封閉液：含有 95％ PBS 溶液和 5％ BSA，        

pH 7.4。以上所有化學藥品均為分析級，不需

進一步純化即可使用。 

2.2 儀器測詴 

    X 射線繞射儀(X-Ray Diffractometer， 

XRD)，型號 Bruker D2 PHASER。紫外光-可

見光 - 近紅外光分光光譜儀 (UV-vis-NIR 

Spectrophotometer ， UV-vis-NIR) ， 型號為
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ChromTech CT 8600。高解析場發射穿透式電

子 顯 微 鏡 (High-Resolution Transmission 

Electron Microscopy，HR-TEM) ，型號 FEI 

Tecnai G2，200 kV。 使用 ASUS 手機之內建

相機獲取快篩詴紙的光學圖像，然後運用

ImageJ 軟體處理以分析測詴線的光密度。 

2.3 實驗方法 

2.3.1 Ag-TSC 奈米粒子及 Ag-TSC-mAb 偶聯

體製備 

使用 NaBH4作為還原劑及 TSC 為保護劑

合成 Ag-TSC 奈米粒子。取 30.0 ml 濃度為           

0.04 M 的 NaBH4加入錐形瓶中，另取 10.0 ml

濃度為 0.01 M的AgNO3以 1滴/秒的速度滴入

攪拌中的 NaBH4溶液。待滴定完後停止攪拌，

加入 1.0 ml 濃度為 0.02 M 的 TSC溶液以穩定

銀奈米粒子溶液，完成 Ag-TSC 奈米粒子製

備。取 10.0 ml 上述 Ag-TSC 奈米粒子溶液，

使用 0.1 M 的 K2CO3 溶液調整酸鹼值至 pH 

9.0，然後加入 80 μl 的抗三聚氰胺單克隆抗體   

(1.0 mg/ml)，經由物理吸附作用將抗三聚氰胺

多克隆抗體偶聯至 Ag-TSC 奈米粒子表面，在  

37℃下反應 30 分鐘。隨後加入 2.50 ml 含有    

5％牛血清白蛋白(BSA)的封閉劑，使溶液中的

BSA 最終濃度為 1％，在 37℃下反應 15 分鐘，

藉以封閉未偶聯的 Ag-TSC 奈米粒子表面。之

後在 6,000 xg 下離心，去除上清液，再以 PBST

洗 滌 液 沖 洗 離 心 。 最 後 ， 將 偶 聯 體

(Ag-TSC-mAb)重新回溶於 PBS 緩衝液中，儲

存於 4℃環境下備用，如圖 1 (a)。 

2.3.2 Ag-MPA奈米粒子及Ag-MPA-mAb偶聯

體製備 

使用 NaBH4作為還原劑及 3-MPA為保護

劑合成 Ag-MPA 奈米粒子。取 30.0 ml 濃度為

0.04 M 的 NaBH4加入錐形瓶中，另取 10.0 ml

濃度為 0.01 M的AgNO3以 1滴/秒的速度滴入

攪拌中的 NaBH4溶液。待滴定完後停止攪拌，

加入 1.0 ml濃度為 0.0002 M的 3-MPA溶液以

穩定銀奈米粒子溶液，完成 Ag-MPA 奈米粒子

製備。 

取 10.0 ml 上述 Ag-MPA 奈米粒子溶液，

分別加入 1.0 ml 濃度 1.0 mg/ml 之 EDC/PBS

溶液及 NHS/PBS 溶液，在 37℃下活化 1 小

時。隨後將 80 μl 三聚氰胺抗體(1.0 mg/ml)逐

滴加入，並放置於 37℃烘箱中。2 小時後加入

3.0 ml 含有  5％牛血清白蛋白(BSA)的封閉

劑，使溶液中的 BSA 最終濃度為 1％，持續

於 37℃烘箱中反應。1 小時之後將混合物在

6,000 xg 下離心，去除上清液，再以 PBST 洗

滌液沖洗離心。最後，將 Ag-MPA-mAb 偶聯

體重新回溶於 PBS 緩衝液中，儲存於 4℃環境

下備用，如圖 1 (a)。 

2.3.3 Fe2O3-PEG 奈米粒子及 Fe2O3-PEG  

-mAb 偶聯體製備 

取 0.005 mol 的 FeCl3·6H2O、0.0025 mol

的FeSO4·7H2O及 0.200 g的DEG溶於 50.0 ml

去離子水中，在室溫下攪拌 1 小時。隨後將

0.04 mole 的 PEG 加入混合溶液中，在氮氣環

境下加熱至 200℃，Fe
3+與 Fe

2+在 PEG 溶液加

熱迴流系統中生成 γ-Fe2O3，然後逐滴加入  

32.0 ml濃度為 0.1 M的氨水調整溶液 pH值至

10.0，持續機械攪拌 1 小時。待反應冷卻後獲

得 Fe2O3-PEG 奈米粒子，運用磁石收集，並以

去離子水和乙醇重複清洗，去除未結合之

PEG，直到 pH 值達到 7.0。 

取 300 μl Fe2O3-PEG 奈米粒子溶液，運用

磁石分離除去上清液後分別加入 150 μl 濃度

為 1.0 mg/ml 的 EDC/MES 溶液及 300 μl 濃度

為 1.0 mg/ml 的 NHS/MES 溶液，在 37℃下活

化   1 小時。經活化後使用 500 μl 的 MEST

溶液沖洗，並運用磁石分離去除上清液，再加

入 200 μl 的 MES 溶劑及 60 μl 三聚氰胺抗體    

(1.0 mg/ml)，在 4℃下旋轉反應 16 小時。經偶

聯反應後，MNP-PEG-mAb 以 500 μl 的 PBST

洗滌液沖洗，去除未鍵結之抗體，並以 PBS

緩衝液重新回溶，保存於 4℃下，如圖 1 (b)。 

2.3.4 三聚氰胺側流免疫層析快篩詴片製備 

側流免疫層析快篩詴紙係由樣品墊，結合

墊，吸收墊和硝酸纖維素膜組成，如圖 1(c)。

首先，在硝酸纖維素膜上距離吸收墊 5 mm 處

塗佈山羊抗兔 IgG (1.0 mg/ml)作為控制線，距

離結合墊 15 mm 處塗佈 MEL 抗體(mAb; 0.4 

mg/ml)作為測詴線。將結合墊浸沒在 pH 7.4

的 PBS 緩衝液(0.01 M)(內含有 0.1％ (w/v) 

BSA，10％ (w/v)海藻糖，0.05％ (w/v) Tween 

20)中 30 分鐘後，在 37℃下乾燥 2 小時。然後，  
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圖 1 (a)Ag-TSC-mAb 和 Ag-MPA-mAb 的製備示意圖；(b) Fe2O3-PEG-mAb 的製備示意圖；(c)三聚氰胺側

流免疫層析快篩詴紙的製備和組裝(左)及詴紙的結果判定(右) 

 

各取 2 μl的 Ag-TSC-mAb 溶液、Ag-MPA-mAb

溶液及 Fe2O3-PEG-mAb 溶液滴在結合墊上，

並在 37℃下乾燥 2 小時。在 PVC 底板上依次

黏附硝酸纖維素膜、結合墊、樣品墊及吸收

墊，然後將測詴裝置切割成 5 mm 寬的快篩詴

紙，並在室溫下乾燥儲存。 

2.3.5 靈敏度詴驗 

以 0.01 M 的 PBS 緩衝液將 MEL 標準品

稀釋成 0.1、0.3、0.5、0.7 和 0.9 ppm 等不同

濃度的待測樣品。檢測時，自待測樣品溶液中

各取 100 μl 滴入樣品墊上，反應 15 分鐘後，

檢視側流免疫層析快篩詴紙的呈色反應。視覺

檢測極限濃度定義係以空白樣品作對照組，比

較經不同濃度待測樣品測詴後，快篩詴紙上測

詴線的顏色變化，以肉眼看不到明顯顏色所需

的最低分析物濃度，即為該快篩詴紙的視覺檢

測極限濃度[16]。最後，使用 ASUS 手機之內 

 

建相機獲取快篩詴紙上測詴線的光學圖像，然

後再運用 Image J 軟體對測詴線實施全面積掃

描將其轉換成平均光密度值，以空白樣品作對

照組，並藉由該吸收峰的積分面積比來判別。

經不同濃度待測樣品測詴後，快篩詴紙上測詴

線的積分面積比變化，當相對光密度(ROD)降

低 10％所需的最低分析物濃度，即為該快篩

詴紙的光學檢測極限濃度。相對光密度(ROD)

定義為 T 線面積(樣品)/ T 線面積(對照組空白

樣品)[17,18]。 

2.3.6 檢測美耐皿餐具 

使用加熱器將7組 500.0 ml去離子水分別

加熱至 30℃、40℃、50℃、60℃、70℃、       

80℃和 90℃後，放入美耐皿餐具，靜置 30 分

鐘；對照組為 30℃條件下在燒杯中靜置 30 分

鐘的 500.0 ml 去離子水。然後以微量滴管各吸

取 100 ul 待測液滴入含有 Ag-TSC-mAb 偶聯
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體的 MEL 快篩詴紙中實施檢測，探討不同溫

度與三聚氰胺溶出濃度之關係 [4,5]。 

三、結果與討論 

3.1 不同型態奈米粒子結合抗體前後之特

性分析 

3.3.1 XRD 分析 

圖 2 顯示了 Ag-TSC、Ag-MPA 和 γ-Fe2O3

奈米顆粒的 XRD 圖。Ag-TSC 和 Ag-MPA 奈

米粒子在 2θ=38.2°、44.4°、64.6°及 77.5°等處

均有特徵衍射峰的顯現，經比對 JCPDS 資料

庫卡號 04-0783，分別對應於銀的 (111)、

(200)、(220)和(311)晶面，說明 Ag-TSC 和

Ag-MPA 奈米粒子均為面心立方結構的奈米

銀。γ-Fe2O3 奈米粒子在 2θ=30.3°，35.7°，

43.3°，53.6°，57.3°和 63.0°處的特徵衍射峰，

經比對 JCPDS 資料庫卡號 39-1346，分別對應

於 γ-Fe2O3的(220)，(311)，(400)，(422)，(511)

和(440)晶面，為面心立方結構的 γ-Fe2O3奈米

粒子。上述奈米粒子的粒徑可藉由 Scherrer 公

式進行估算: 

D = λκ/βcosθ 

式中 D 為奈米粒子的粒徑，λ 為 X 射線

的波長，κ 為峰型因數，一般取 0.9，β 為衍

射峰的半高寬，以弧度表示，θ 為衍射峰對應

的角度，銀奈米粒子和 Fe2O3奈米粒子各別採

用(111)晶面及(311)晶面對應的衍射峰計算(如 

表 1)。從表 1 可看出，本研究所合成之銀奈米

粒子粒徑約 10~20 nm。銀奈米粒子在生成過

程中以 TSC 和 MPA 作為穩定劑，不但可以防

止銀粒子發生團聚發生，而且 TSC 和 MPA 均

會針對(111)晶面優先抑制，進而影響其形貌，

從而控制銀奈米粒子的生成 [ 1 9 , 2 0 ]。 

3.3.2 UV-vis-NIR 分析 

當金屬粒子粒徑遠小於入射光波長時，表

面電子因受到入射光的激發，引起金屬奈米粒

子集體式的偶極振盪行為，造成表面電子偏極

化，稱為「表面電漿共振」(Surface Plasmon 

Resonance)。這種表面電漿共振現象會隨著金

屬的種類、粒徑、形狀、分散溶劑及保護劑的

不同而有所差異，金黃色是銀奈米粒子所獨 
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圖 2 不同型態奈米粒子 XRD 圖 

 
表 1 不同型態奈米粒子粒徑表 

樣品 Ag-TSC Ag-MPA γ-Fe2O3 

晶面 (111) (111) (311) 

粒徑(nm) 12.5 13.8 15.8 

 

有。因此，在銀奈米粒子的製備過程中，不僅

可以從反應溶液顏色的變化得到判斷，亦可由

UV-vis-NIR 吸收光譜變化結果得到證明。為

了 驗 證 Ag-TSC-mAb 、 Ag-MPA-mAb 、

Fe2O3-PEG-mAb 偶 聯 體 的 形 成 ， 應 用

UV-vis-NIR 吸收光譜法監測每個衍生步驟中

的反應產物。 

圖 3 表示 Ag-TSC、mAb 和 Ag-TSC-mAb

偶聯體的 UV-vis-NIR 光譜，檸檬酸鹽封端的

銀奈米顆粒在 387 和 428 nm 處呈現表面等離

子體共振帶（SPR），而 MEL 抗體在 280 nm

處具有最大吸收峰。第一個峰位於 387 nm，

歸因於銀奈米粒子的 SPR 譜帶，而第二個峰

位於 428 nm，歸因於較大的銀奈米粒子。除

此之外，一些較大奈米顆粒的共存可能有助於

第一階段銀核/顆粒的形成，在第二階段經奧

斯特華德熟化(Ostwald ripening)並轉化成較大

的銀奈米顆粒，從而完成生長過程[21]。在

Ag-TSC-mAb 偶聯體的情況下，AgNPs 在與

MEL 抗體反應後的 UV-vis-NIR 光譜顯示寬

峰，在 393 和 449 nm 處轉移到較高波長，並

且吸光度值的降低。這表明，AgNPs 在與

anti-MEL mAb 反應後，發生了銀奈米顆粒的

聚集。 

圖 4表示Ag-MPA、mAb和Ag-MPA-mAb

偶聯體的 UV-vis-NIR 光譜。Ag-MPA 奈米粒
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子在 388 nm 處呈現表面等離子共振帶(SPR)

的強吸收峰，另外在 500-700 nm 處有寬大的

側鋒出現，此結果與 Ag-TSC 奈米粒子相比較

顯示出Ag-MPA奈米粒子有部分Ag顆粒聚集

形成較大顆粒。而 Ag-MPA-mAb 偶聯體在    

388 nm 處有銀奈米粒子的吸收峰且位移 6 

nm，在 500-700 nm 處同樣有寬大的側鋒出

現。anti-MEL mAb 則在 280 nm 處有最大吸收

峰，屬於 MEL 抗體的特性吸收峰。 

圖 5表示 Fe2O3-PEG、mAb 和 Fe2O3-PEG- 

mAb 偶 聯 體 的 UV-vis-NIR 光 譜 ， 在     

600-230 nm 範圍內，隨著波長的減小，Fe2O3

奈米顆粒的吸光度穩定增加。基於相同的原

因，Fe2O3-PEG 的寬吸收峰和 anti-MEL mAb

的最大吸收波長 280 nm 被記錄。將 anti-MEL 

mAb 固定在 Fe2O3-PEG 奈米粒子的表面上

後，在 278 nm 處檢測到顯著的吸收峰，表明

存在 anti-MEL mAb 共軛物。結果顯示

Fe2O3-PEG-mAb 在偶聯反應中成功產生[22]。 
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圖 3 Ag-TSC、Ag-TSC-mAb 和 anti-MEL mAb 的

UV-vis-NIR 光譜圖 
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圖 4 Ag-MPA、Ag-MPA-mAb 和 anti-MEL mAb 的

UV-vis-NIR 光譜圖 
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圖 5 Fe2O3-PEG、Fe2O3-PEG-mAb 和 anti-MEL mAb

的 UV-vis-NIR 光譜圖 

3.3.3 TEM 圖分析 

使用 TEM 測量來評估 Ag-TSC-mAb、

Ag-MPA-mAb、Fe2O3-PEG-mAb 偶聯體的尺寸

分佈和表面形態。由圖 6 (a)和圖 6(b)中可以觀

察到大部分Ag-TSC奈米粒子和Ag-TSC-mAb

偶聯體顆粒的大小一致，沒有棒狀、多角形等

形貌出現，與 UV-vis-NIR 光譜分析相呼應，表

示 Ag-TSC 奈米粒子大多以球狀形貌存在，僅

有小部分因保護劑特定方向晶面堆積，而造成

形貌些許改變。平均粒徑小於 20 nm 的球形奈

米晶體，且分佈良好。 

由圖 6(c)中可以發現，Ag-MPA 奈米粒子

顆粒形貌不均一，呈現鏈狀排列方式，與

UV-vis-NIR 分析中 500~800 nm 側鋒出現相呼

應，表示具有不同形貌的銀奈米粒子存在。在

經 anti-MEL mAb 偶 聯 後 ， 所 得 的

Ag-MPA-mAb 偶聯體分散，並且粒徑尺寸約

20~30 nm，如圖 6(d)，這表明 anti-MEL mAb

在 Ag-MPA 奈米顆粒上的包覆成功，具有分散

功能。 

如圖 6 (e)所示，所得到的 Fe2O3奈米粒子

具有球狀形態，並具有一定的聚集性，平均粒

徑約為12 nm。在經PEG修飾和 anti-MEL mAb

偶聯後，所得的 Fe2O3-PEG-mAb 偶聯體聚

集，並且尺寸增加到超過 15 nm，如圖 6 (f)，

這表明 PEG和 anti-MEL mAb在 Fe2O3奈米顆

粒上的成功固定化。 

值得注意的是，Ag-TSC-mAb 偶聯體的分

散性較Ag-MPA-mAb和 Fe2O3-PEG-mAb偶聯

體來的好，具有顯著更少聚集。這些結果表明

Ag-TSC 奈米粒子與抗體偶聯後在懸浮液中能

保持分散穩定，此為免疫層析快篩中的重要關
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鍵因素，因為偶聯體的懸浮穩定性在 LFIA 中

起著重要作用，可避免因偶聯體的聚集，而阻

斷其在 NC 膜中的流動。 

 

 
圖 6 不同型態奈米粒子與三聚氰胺抗體偶聯 TEM

圖 :(a) Ag-TSC ； (b) Ag-TSC-mAb ； 

(c)Ag-MPA ； (d) Ag-MPA-mAb ； (e) 

Fe2O3-PEG；(f) Fe2O3-PEG-mAb 

3.2 靈敏度檢測 

在本研究中，Ag-TSC-mAb、Ag-MPA- 

mAb、Fe2O3-PEG-mAb 偶聯體為基材的 MEL

快篩詴紙藉由免疫競爭型測定進行 MEL 檢

測。檢測原理如下，將含有 MEL 的水溶液滴

入樣品墊上時與偶聯體進行水合作用，並且隨

後釋放到流動液體中，在毛細管力驅動下流動

穿過測詴線和控制線。由於溶液中的 MEL 和

固定在測詴線上的半抗原都可以與偶聯體特

異性結合，它們將競爭結合偶聯體上的有限結

合位點。因此，由偶聯體的量決定測詴線的顏

色，進而反應了 MEL 的量。相反，所有流動

穿過測詴線的顆粒將被固定在控制線上的第

二抗體捕獲，與 MEL 和偶聯體之間的組合無

關。因此，控制線的顏色反映偶聯體從結合墊

的有效釋放，並且用於測詴運行的有效性。檢

測極限的值被定義為抑制測詴線上顯色發展

的最低 MEL 濃度。當樣品中不含 MEL 時，

則測詴線和控制線兩條線均呈褐色。若樣品中

MEL 濃度低於檢測限值，則結合墊中未結合

MEL 之偶聯體將與測詴線上之半抗原結合，

致使測詴線和控制線兩條線均呈現褐色表

現，但與前述未含 MEL 之測詴線顏色相比，

則顏色略顯為淡。相反，如果樣品中的 MEL

濃度高於檢測限值，則結合墊中的偶聯體將全

數與 MEL 結合，致使偶聯體無多餘之結合點

與測詴線上的半抗原結合，所以則僅控制線呈

現褐色表現，而測詴線則無顏色呈現。 

圖 7 顯示了 Ag-TSC-mAb 偶聯體組成的 MEL

側流免疫層析快篩詴紙對濃度從 0 到 0.9 ppm

的 MEL 標準品實施靈敏度檢測，結果顯示，

當 MEL 標準品濃度為 0.5 ppm 時，快篩詴紙

顯示 T 線趨於消失，由此可知，該快篩詴紙的

視覺檢測極限為 0.5 ppm；光學檢測極限則為

0.1 ppm，檢測時間為 15 分鐘。 

圖 8 顯示了採用 Ag-MPA-mAb 偶聯體組

成的 MEL 側流免疫層析快篩詴紙對濃度從 0

到 0.9 ppm 的 MEL 標準品實施靈敏度檢測，

結果顯示，該快篩詴紙的視覺檢測極限為 0.9 

ppm；光學檢測極限為 0.3 ppm，檢測時間為

15 分鐘。 

圖 9 顯示了採用 Fe2O3-PEG-mAb 偶聯體

組成側流免疫層析快篩詴紙對濃度從 0 到    

0.6 ppm 的 MEL 標準品實施靈敏度檢測，該快

篩詴紙的視覺檢測極限為 0.6 ppm；光學檢測

極限為 0.4 ppm，檢測時間為 15 分鐘。 

以上實驗均重複三次結果一致，靈敏度穩

定性較好。相較之下，Ag-TSC-mAb 偶聯體的

視覺檢測限達到 0.5 ppm，較 Ag-MPA-mAb 偶

聯體和 Fe2O3-PEG-mAb 偶聯體顯著降低，這

表示使用 Ag-TSC-mAb 偶聯體具有較高度敏

感的側流免疫層析效果。 

3.3 美耐皿餐具檢測 

圖 10 顯示了採用最佳條件的 Ag-TSC- 

mAb 偶聯體組成側流免疫層析快篩詴紙，測

定不同溫度下 30 分鐘後美耐皿餐具是否溶出

MEL，取其液體經快篩詴紙檢測後之情形。結

果顯示，當美耐皿餐具盛裝 90℃溶液 30 分鐘

後，測詴線與對照組測詴線相比，顏色轉淡，

表示盛裝 90℃溶液的美耐皿餐具有較多的

MEL 溶出，進而抑制測詴線的呈色，由此可

知，該快篩詴紙的視覺檢測極限為 90℃的待 
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圖 10 Ag-TSC-mAb 偶聯體製備之側流免疫層析快篩詴紙運用視覺觀測及 Image J 軟體對 T 線實施光密度

分析以測定不同溫度下美耐皿餐具中的 MEL 溶出狀況 
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測液；另經 ImageJ 軟體對測詴線實施光密度

分析，與對照組相比，則盛裝 30℃溶液的美

耐皿餐具即可被檢測出光學檢測極限。此結果

可應證 2013 年吳明蒼等人針對美耐皿餐具和

陶瓷餐具在盛裝 90℃湯麵的穩定性研究，發

現使用美耐皿餐具吃麵的尿液樣本測出  

8.35 μg 的 MEL，比陶瓷餐具的 1.31 μg 多出

約 6~7 倍的毒物量[5]，證實高溫下美耐皿餐

具會釋出 MEL，並且可由本研究開發之快篩

詴紙檢測出。 

四、結論 

本研究開發 Ag-TSC-mAb、Ag-MPA-mAb

和 Fe2O3-PEG-mAb 等三種不同形態之偶聯體

製備側流免疫層析快篩詴紙檢測 MEL。就實 

驗結果，三者均能有效藉由競爭法對 MEL 實

施檢測，其中除了 Ag-TSC-mAb 和 Fe2O3- 

PEG-mAb 偶聯體所製備之快篩詴紙檢測極限

可與台灣尖端先進生技醫藥公司市售之金奈

米粒子三聚氰胺快速檢測詴劑最低靈敏度  

0.5 ppm 相比擬外，另外銀奈米粒子及磁性奈

米粒子又較金奈米粒子製備價格低廉，所以可

有效降低製作成本；此外利用 Ag-TSC-mAb

偶聯體製備之快篩詴紙實測美耐皿餐具安全

性，亦可有效針對 30℃和 90℃做出判斷，究

其原因分析，推斷可能是因為 Ag-TSC 形貌和

粒徑大小所造成。以 TSC 為保護劑所製備之

Ag-TSC 具有球狀形貌且顆粒粒徑小於 20 nm

之特性，經偶聯抗體後之 Ag-TSC-mAb 偶聯

體仍維持球狀形貌，且粒徑尺寸仍保有 20~30 

nm 左右，分散性良好，有助於捕捉 MEL 及在

NC 膜流動。本研究成功開發不同型態奈米粒

子結合抗體之快篩詴紙，不僅操作簡便、分析

快速，且製備價格較金奈米粒子來的低廉，進

而解決廣大基層單位囿於設備和經費等考

量，而無法立即有效針對食品中三聚氰胺實施

檢測和監控等問題，提供新的檢測選擇，具有

重要的經濟和社會價值。 
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