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切向流超滤法辅助ELISA检测血清中A型肉毒毒素
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摘要：　目的　建立切向流超滤法辅助ELISA检测人血清中A型肉毒毒素，以提高ELISA对A型肉毒毒素的检测灵敏度。

方法　采用切向流超滤技术对血清样本中的A型肉毒毒素进行分离纯化，考察膜材质（包括改性聚醚砜、聚醚砜、混合纤维素

酯）、中空纤维内径、截留分子量、膜表面积、进液流量、跨膜压差（包括 24.13 kPa、134.45 kPa和 189.61 kPa）及循环速率对毒素

萃取效率的影响，优化超滤条件；对优化后的超滤前处理流程进行方法学验证，并将其与ELISA联用，应用于含低浓度A型肉

毒毒素的临床血清样本检测。　结果　改性聚醚砜对肉毒毒素的萃取效果最佳，达到 79.17%，显著高于其他两种膜材质（P<
0.05）；跨膜压差为 134.45 kPa时对肉毒毒素的回收率最高（达 82.40%）；进液流量、循环速率及膜纤维内径、截留分子量、膜表

面积对萃取效果无显著影响（P>0.05）。方法学验证显示，建立的切向流超滤法辅助ELISA检测人血清中A型肉毒毒素的回收

率为 90.0%~105.0%，变异系数低于 10%；应用于临床血清样本检测，超滤辅助 ELISA可检出单纯 ELISA无法检出的低浓度 A
型肉毒毒素样本。　结论　本研究成功建立了切向流超滤技术辅助 ELISA检测人血清中 A型肉毒毒素的方法，显著改善了

ELISA对低浓度A型肉毒毒素的检测能力，为临床血清样本中低浓度A型肉毒毒素的精准检测提供了可靠、高效的技术方案。
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Tangential flow filtration⁃assisted ELISA for detection of botulinum toxin type A in human serum
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Abstract：　Objective　To establish tangential flow ultrafiltration（TFU）-assisted ELISA for enhancing the sensitivity of botulinum 
toxin type A（BoNT-A） detection in human serum.　Methods　TFU was employed to separate and purify BoNT-A from serum samples. 
The effects of various parameters on toxin extraction efficiency were systematically investigated to optimize the ultrafiltration condi⁃
tions， including membrane material（including modified polyethersulfone， polyethersulfone， and mixed cellulose ester）， hollow fiber 
inner diameter， molecular weight cut-off（MWCO）， membrane surface area， feed flow rate，transmembrane pressure（TMP，including 
24.13 kPa，134.45 kPa， and 189.61 kPa）， and circulation rate. The optimized ultrafiltration pretreatment protocol was methodologi⁃
cally validated and subsequently integrated with ELISA for the detection of low-concentration botulinum toxin type A in clinical serum 
samples.　Results　Modified polyethersulfone exhibited the best extraction efficiency for botulinum toxin， reaching 79.17%， which 
was significantly higher than that of the other two membrane materials（P<0.05）. The highest recovery rate of botulinum toxin was 
achieved at a transmembrane pressure of 134.45 kPa. Influent flow rate， circulation rate， hollow fiber inner diameter， molecular 
weight cut-off， and membrane surface area had no significant effect on extraction efficiency（P>0.05）. Methodological validation showed 
that the recovery rate of the established TFU-assisted ELISA for detecting BoNT-A in human serum ranged from 90.0% to 105.0%， 
with a coefficient of variation below 10%. When applied to clinical serum samples， TFU-assisted ELISA detected low-concentration 
BoNT-A that were undetectable by conventional ELISA alone.　 Conclusion　 This study successfully established a TFU-assisted 
ELISA method for the detection of BoNT-A in human serum. This approach significantly enhanced the detection sensitivity of conven⁃
tional ELISA for low-concentration BoNT-A， offering a reliable and efficient technical platform for accurate quantification of trace 
BoNT-A in clinical serum samples.
Keywords：　botulinum toxin type A；　tangential flow filtration；　hollow fiber membrane；　ELISA；　method validation； serum

肉毒毒素（botulinum toxin，BTX）作为肉毒杆菌

繁殖产生的神经毒素，是一种大分子蛋白质，按其

毒性的抗原性不同，可划分为 A、B、C、D、E、F、G、H 
8 种亚型，其中，A 型是引发人类中毒的主要亚

基金项目：国家自然科学基金项目（81973287）；国家自然科学基金青年基金项目（22104076）
作者简介：王文秀，女，1986-09生，硕士，E⁃mail：xiusucceed@163.com
收稿日期：2025-06-05

··938



 山西医科大学学报，2026 年 8 月，第 57 卷 第 8 期　

型［1-4］，也是研究与应用最广泛的亚型。因其强毒

性，肉毒毒素对人体健康存在潜在威胁，中毒可累

及神经肌肉接头，严重时会导致呼吸衰竭，危及生

命［3，4］。因此，精准检测体内肉毒毒素水平，对于肉

毒毒素中毒的及时治疗、预防和处理潜在的中毒风

险，保障患者的生命安全和身体健康至关重要。

肉毒毒素检测方法多样，各有特点。主要分为

生物检测法、免疫分析法、分子生物学方法、基于传

感的检测方法、细胞学检测法等，在实际应用中可

根据不同场景和需求选择合适的方法［5］。当前针对

A 型肉毒毒素的检测研究仍很局限，被广泛应用的

ELISA 法在检测复杂基质样品时敏感度低，易出现

交叉反应而引起假阳性结果［6］。样本前处理是肉毒

毒素检测过程的关键环节，可直接影响检测方法灵

敏度和准确度。切向流超滤（tangential flow filtration，
TFF）是一种快速高效膜分离技术，近年来在生物医

药行业发展迅速。该技术通过液体多次循环的方

式实现跨膜过滤，压力驱动下，液体流动与膜表面

呈切向方向（即平行方向），膜上的压力差驱动分

离［7，8］。通过膜表面的剪切力，残留的物质随液体

流动不断扫过，减少物质在膜表面的积累，实现了

膜面积的有效利用，从而保证稳定的过滤速度，且

在更长的时间内提供更高的通量［9，10］。TFF可以有

效地从大颗粒的生物分子中分离出小分子物质，特

别是对于产物稳定性有限的分子，如蛋白质、肽、单

克隆抗体等，可以实现浓缩、纯化以及溶剂置换等

目的［11，12］，效率更高，浓缩或渗滤速度更为快捷，从

而可广泛应用于分子生物学、蛋白质化学、免疫学

微生物学等领域［13］。
基于上述研究背景与技术优势，本研究拟建立

中空纤维膜柱切向流超滤前处理方法，分离纯化血

清样本中的 A 型肉毒毒素并辅助 ELISA 检测；通过

系统考察不同操作参数对毒素萃取效率的影响，优

化前处理工艺并评估方法有效性，旨在提升 ELISA
对血清中低浓度 A型肉毒毒素的检测灵敏度，为临

床样本中该毒素的精准检测提供技术支撑。

1　材料与方法

1.1　仪器

KrosFlo® KR2i TFF System 购自瑞普利金（上

海）生物科技有限公司，小型涡旋振荡仪购自上海

科雅生物科技有限公司，分析天平购自赛多利斯

（上海）贸易有限公司，超纯水净化机购自默克投资

（中国）有限公司，振荡培养箱购自中国知楚仪器有

限公司，高压灭菌锅购自中国施都凯仪器设备有限

公司，台式高速离心机购自艾本德中国有限公司，

酶标仪购自Thermo Fisher（中国）科技公司。

1.2　材料

健康人体血清和超纯水均购自默克投资（中

国）有限公司，磷酸盐缓冲液干粉购自北京酷来搏

科技有限公司，衡力注射用 A型肉毒毒素购自兰州

生物技术开发有限公司，羊抗兔-HRP二抗和兔抗A
型肉毒毒素 IgG均购自 Thermo Fisher（中国）科技公

司，四甲基联苯胺TMB显色液购自碧云天生物技术

有限公司。中空纤维膜柱购自瑞普利金（上海）生

物科技有限公司，主要包括不同规格的改性聚醚砜

（modified polyethersulfone， M-PES）、聚醚砜（poly⁃
ethersulfone， PES）和混合纤维素酯（mixed cellulose 
ester， MCE）材质的中空纤维膜柱（详细参数见表1）。
带滤芯灭菌盒装吸头购自无锡耐思生命科技股份

有限公司，灭菌离心管购自生工生物工程（上海）股

份有限公司。

表1　不同材质与规格中空纤维膜柱的关键性能参数
Table 1　Key performance parameters of hollow fiber membrane columns with different materials and specifications

材质

M⁃PES

PES
MCE

型号

C02-E030-10-N
C02-E030-05-N
C04-E030-05-N
C02-E0100-05-N
C02-P030-10-N
C02-M030-06-N
C02-M030-10-N

截留分子量（kD）
30
30
30

100
30
30
30

有效长度 （cm）
20.0
20.0
41.5
20.0
20.0
20.0
20.0

膜表面积（cm2）

13~20
13~20
26~59
13~20
13~20
13~20
13~20

注：M⁃PES，改性聚醚砜；PES，聚醚砜；MCE，混合纤维素酯。
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1.3　切向流超滤条件的优化与方法学验证

首先，围绕切向流超滤技术参数优化展开单因

素考察，通过控制变量法逐一分析不同实验条件对

毒素萃取效果的影响，筛选出最优前处理参数并完

成方法学验证，最终通过临床样本比对明确方法的

应用价值。核心方法为切向流超滤辅助酶联免疫

吸附试验（简称切向流超滤法辅助 ELISA），先通过

切向流超滤技术对血清样本中的A型肉毒毒素进行

分离富集，再结合ELISA完成靶标毒素的定量检测。

核心检测指标包括不同条件下A型肉毒毒素的萃取

效率、毒素回收率和方法变异系数。同时，以临床

样本检测的可检出率作为应用指标，系统评估方法

的检测性能。其中，萃取效率与回收率用于评估超

滤前处理对靶标毒素的富集能力，变异系数用于验

证方法的重复性与稳定性，临床样本可检出率用于

验证方法对低浓度靶标的检测优势。

1.4　溶液制备

1.4.1　标准溶液制备　取A型肉毒毒素标准品100 U
溶于 1 mL PBS缓冲液，涡旋混匀成浓度为 100 U/mL
的初始溶液，用 PBS缓冲液 1∶1稀释为 50，25，12.5，
6.25 U/mL的溶液各 1 mL，涡旋混匀，作为不同浓度

标准品溶液用于标准曲线的测定。

1.4.2　ELISA 检测试剂制备　首先称取 8 g NaCl、
0.2 g KCl、1.44 g Na2HPO4 和 0.24 g KH2PO4，溶于

800 mL蒸馏水中，用HCl调节溶液的 pH值至 7.4，后
加蒸馏水定容至 1 000 mL作为包被缓冲液；然后称

取 0.2 g KH2PO4、2.9 g Na2HPO4·12H2O、8.0 g NaCl
和 0.2 g KCl，加入 0.5 mL 吐温 20 后，用蒸馏水稀释

至 1 000 mL 作为洗涤缓冲液（PBST）；再添加 5 g 脱

脂奶粉溶于 100 mL洗涤缓冲液中作为封闭缓冲液，

用包被缓冲液配制 10 μg/mL 的兔抗 A 型肉毒毒素

IgG作为捕获抗体溶液；1∶5 000封闭缓冲液稀释的

羊抗兔-HRP作为检测抗体溶液（二抗）；0.16 mol/L 
硫酸作为终止液。

1.4.3　血清样本制备　

1.4.3.1　模拟血清样本的制备　取 A 型肉毒毒素

（200 U）溶于 2 mL 健康人血清中，涡旋混匀成浓度

为 100 U/mL的模拟肉毒毒素样品，用健康人血清定

容至 20 mL，涡旋混匀后于 4 ℃下保存用于切向流超

滤方法的建立。

1.4.3.2　临床血清样本的制备　从 3名志愿者获得

美容注射完肉毒毒素后血清样本，1 名健康志愿者

血清样本作为阴性对照。4名志愿者都已签署知情

同意书（伦理批准审批号：2021GLL019）。这些样本

中的毒素可能受到患者生理状态、病程及治疗方式

的影响，因此具有较大的异质性。

抽取志愿者血液 4 mL（不经抗凝处理），12 000 
r/min 离心 5 min，取血清 2 mL 用 PBS 缓冲液定容至

20 mL，涡旋混匀利用切向流超滤法进行A型肉毒毒

素检测。

严格按照生物安全操作指南，所有涉及肉毒毒

素的试验操作都在 2级生物安全柜中进行，操作过

程中始终打开 HEPA 过滤器。试验结束后，打开紫

外消杀安全柜，所有接触过肉毒毒素的废弃耗材和

废液均通过高压灭菌法彻底灭活。

1.5　中空纤维膜柱切向流超滤法样品前处理

将中空纤维膜柱安装到切向流超滤系统中，先

用0.5 mol/L NaOH对中空纤维膜柱循环冲洗30 min，
再用无菌超纯水冲洗切向流超滤系统至电导为

0 ms/cm 左右。选择压降法测试其密封性，以 1 min
内压力下降≤3.45 kPa 作为合格判定标准。再用无

菌 PBS 溶液冲洗切向流超滤系统 30~40 min，直至

pH为 7.2~7.5，电导为 15~20 ms/cm左右。取血清样

本 20 mL进行中空纤维膜柱切向流超滤纯化。调节

剪切力和控制跨膜压差，浓缩倍数接近 10倍时停止

循环。超滤结束后，用超纯水和 0.5 mol/L NaOH 交

替冲洗系统，每种溶液循环 30 min，交替循环 2 遍，

将电导冲洗至约 0 ms/cm。最后，拆下中空纤维膜

柱，关闭系统和电脑。

1.6　ELISA检测A型肉毒毒素浓度

通过中空纤维膜柱切向流超滤，获得含 A型肉

毒毒素的超滤液 2 mL，进行ELISA检测。具体操作

如下：取 96孔酶标板，每孔加入 100 μL捕获抗体溶

液，于 4 ℃封膜包被过夜，弃液后 400 μL 洗涤缓冲

液清洗 3~4 次，倒置拍干；随后每孔加入 300 μL 封

闭缓冲液，37 ℃封闭 1 h，弃液后洗板 3~4次；接着每

孔加入 100 μL标准品或待测样品，37 ℃孵育 1 h，洗
板 6 次，再加入 100 μL 二抗溶液，常温 500 r/min 混

匀孵育 2 h，弃液后洗板 5 次；之后每孔加入 100 μL 
TMB 显色剂，室温显色 30 min；最后加入 100 μL 终

止液，30 min内于450 nm波长处测定吸光度。

1.7　统计学分析

结果以均值±标准差（X±S）表示，组间差异采用

单因素方差分析，多重比较采用Tukey法，P<0.05为

差异具有统计学意义。
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2　结果

2.1　切向流超滤条件的优化

2.1.1　不同膜柱材质对血清样本中A型肉毒毒素萃

取效果的影响　M-PES、PES、MCE 3 种不同材质的

中空纤维膜柱对肉毒毒素的萃取效果存在显著差

异。其中，M-PES膜柱的回收率最高，达 79.17%，显

著优于PES和MCE膜柱（P<0.05，见表2）。

2.1.2　不同中空纤维内径对血清样本中A型肉毒毒

素萃取效果的影响　其余参数不变，考察不同纤维

内径对肉毒毒素萃取效果的影响。实验选用混合

纤维素酯（C02-M030-06-N，C02-M030-10-N）与改

性聚醚砜（C02-E030-10-N，C02-E030-05-N）两种

材质的中空纤维膜柱，且严格控制膜柱截留分子

量、有效长度及膜表面积等关键参数完全一致。结

果表明，两种材质下不同纤维内径的膜柱对肉毒毒

素 的 萃 取 效 果 差 异 无 统 计 学 意 义（P>0.05，
见表3）。

2.1.3　不同截留分子量对血清样本中A型肉毒毒素

萃取效果的影响　其余参数固定不变，对比分析不

同截留分子量对肉毒毒素的萃取效果。基于上述

实验结果（2.1.1），中空纤维膜柱选择 M-PES为膜材

质，其他参数包括纤维内径、有效长度和膜表面积

都相同。结果表明，M-PES 的 2 种截留分子量对血

清模拟样本中肉毒毒素萃取效果差异无显著性（P>
0.05，见表4）。

2.1.4　不同膜表面积对血清样本中A型肉毒毒素萃

取效果的影响　其余参数固定不变，考察不同膜表

面积对肉毒毒素萃取效果的影响。基于上述实验

结果，中空纤维膜柱选择 M-PES 为膜材质，纤维内

径和截留分子量都相同，而有效长度与膜表面积相

一致。结果表明，M-PES的不同膜表面积对血清模

拟样本中肉毒毒素萃取效果差异无统计学意义（P>
0.05，见表 5），但是膜表面积大的中空纤维膜柱超滤

具有较高的肉毒毒素回收率。

表2　不同膜柱材质对血清样本中A型肉毒毒素含量的影响
Table 2　Effect of different membrane column materials on the content of botulinum toxin A in serum samples

  材质

M⁃PES
PES
MCE

型号

C02-E030-10-N
C02-P030-10-N
C02-M030-10-N

A型肉毒毒素浓度（U/mL）
1

79.92
64.46
50.19

2
74.21
62.94
43.48

3
83.39
69.78
51.70

X±S

79.17±4.64*

65.73±3.59
48.46±4.38

变异系数
（%）

5.9
5.5
9.0

回收率
（%）

79.17
65.73
48.46

注：M⁃PES，改性聚醚砜；PES，聚醚砜；MCE，混合纤维素酯；与PES材质及MCE材质分别比较，*P<0. 05。

表3　不同膜柱纤维内径对血清样本中A型肉毒毒素含量的影响
Table 3　Effect of different membrane fiber inner diameters on the content of botulinum toxin type A in serum samples

名称

MCE

M⁃PES

型号

C02-M030-06-N
C02-M030-10-N
C02-E030-10-N
C02-E030-05-N

纤维内径
（mm）

0.63
1.00
1.00
0.50

A型肉毒毒素浓度（U/mL）
1

45.38
50.19
79.92
81.54

2
49.08
43.48
74.21
77.63

3
52.61
51.70
83.39
73.72

X±S

49.02±3.62
48.46±4.38
79.17±4.64
77.63±3.91

变异系数
（%）

7.4
9.0
5.9
5.0

回收率
（%）

49.02
48.46
79.17
77.63

注：MCE，混合纤维素酯；M⁃PES，改性聚醚砜；同一材质不同内径组间A型肉毒毒素浓度均数比较，P>0. 05。

表4　不同截留分子量对血清样本中A型肉毒毒素含量的影响
Table 4　Effect of different molecular weight cut-offs on the content of botulinum toxin type A in serum sample

型号

C02-E030-05-N
C02-E0100-05-N

截留分子量
（kD）

30
100

A型肉毒毒素浓度（U/mL）
1

81.54
70.82

2
77.63
85.91

3
73.72
79.47

X±S

77.63±3.91
78.73±7.57

变异系数
（%）

5.0
9.6

回收率
（%）

77.63
78.73

注：两组间A型肉毒毒素浓度均数比较，P>0. 05。
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2.1.5　不同进液流量对血清中A型肉毒毒素萃取效

果的影响　为进一步讨论切向流超滤对肉毒毒素

萃取的影响，选用 M-PES（型号 C02-E030-05-N）材

质的中空纤维膜柱对血清模拟样本中的肉毒毒素

进行萃取工艺参数优化。结果表明，其他系统参数

固定不变，不同进液流量对模拟血清样本中肉毒毒

素的萃取效果无显著差异（P>0.05，见表 6），超滤结

束时回收率均超过70%。

2.1.6　不同跨膜压差对血清中A型肉毒毒素萃取效

果的影响　其他系统参数固定不变，考察不同跨膜

压差对血清样本中肉毒毒素的萃取效果。结果表

明，跨膜压差 24.13 kPa 时，肉毒毒素的回收率低于

其他 2组压差；134.45 kPa和 189.61 kPa时回收率变

化不明显，但是过高跨膜压差（189.61 kPa）会导致

肉毒毒素的回收率降低（见表7）。

2.1.7　不同循环速率对血清中A型肉毒毒素萃取效

果的影响　同样，其他系统参数固定不变，结果如

表 9 所示，肉毒毒素溶液循环速率 25~75 mL/min 对

萃取效果无显著影响（P>0.05，见表8）。

表5　不同膜表面积对血清样本中A型肉毒毒素含量的影响
Table 5　Effect of different membrane surface areas on the content of botulinum toxin type A in serum samples

型号

C02-E030-05-N
C04-E030-05-N

膜表面积
（cm2）
13~20
26~59

A型肉毒毒素浓度（U/mL）
1

81.54
78.93

2
77.63
80.03

3
73.72
84.13

X±S

77.63±3.91
81.03±2.74

变异系数
（%）

5.0
2.7

回收率
（%）

77.63
81.00

注：两组间A型肉毒毒素浓度均数比较，P>0. 05。

表6　不同进液流量对血清样本中A型肉毒毒素含量的影响
Table 6　Effect of different influent flow rates on the content of botulinum toxin type A in serum samples

进液流量
［L/（min·m2）］

4 
5
6

A型肉毒毒素浓度（U/mL）
1

80.01
67.81
76.07

2
74.85
73.26
75.32

3
68.84
76.26
69.22

X±S

74.57±5.59
72.44±4.28
73.54±3.76

变异系数
（%）

7.5
5.9
5.1

回收率
（%）

74.57
72.44
73.54

注：三组间A型肉毒毒素浓度均数比较，P>0. 05。

表7　不同跨膜压差对血清样本中A型肉毒毒素含量的影响
Table 7　Effect of different transmembrane pressures on the content of botulinum toxin type A in serum samples

跨膜压差
（kPa）
24.13  

134.45
189.61

A型肉毒毒素浓度（U/mL）
1

67.57
78.32
74.49

2
70.67
82.42
79.58

3
64.76
86.39
83.67

X±S

67.67±2.96
82.38±4.04
79.25±4.60

变异系数
（%）

4.4
4.9
5.8

回收率
（%）

67.67
82.40
79.25

注：三组间A型肉毒毒素浓度均数比较，P>0. 05。

表8　不同循环速率对血清样本中A型肉毒毒素含量的影响
Table 8　Effect of different circulation rates on the content of botulinum toxin A in serum samples

循环速率
（mL/min）

25 
50 
75 

A型肉毒毒素浓度（U/mL）
1

74.57
75.51
76.16

2
73.35
74.10
71.19

3
67.81
70.16
80.57

X±S

71.91±3.60
73.26±2.77
75.97±4.69

变异系数
（%）

5.0
3.8
6.2

回收率
（%）

71.91
73.26
75.98

注：三组间A型肉毒毒素浓度均数比较，P>0. 05。
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2.2　方法学考察

2.2.1　线性、范围、检测限　本研究采用改性聚醚

砜中空纤维膜柱（型号 C02-E030-05-N）切向流超

滤法，设置 134.45 kPa 跨膜压差，其他参数固定不

变，拟在最优条件下，对模拟血清样本中的A型肉毒

毒素进行检测。取A型肉毒毒素（100 U）溶于 1 mL
健康人血清，涡旋混匀成浓度为 100 U/mL的初始溶

液，用健康人血清 1∶1稀释为 100，50，25，12.5，6.25 

U/mL的溶液各 1 mL，涡旋混匀，经切向流超滤后测

定其在 450 nm 波长处的吸光度。A 型肉毒毒素浓

度在 6.25~100 U/mL 范围内，以浓度为横坐标，X±S
为纵坐标，计算回归方程，拟合方程为 y=-0.584 3x+
3.071 8，R2=0.990 7，线性关系良好。以阴性平均值

的 2.1 倍［14］，即 0.221 为有效值，可以得出 A 型肉毒

毒素的检测限为 6.25 U/mL。每组变异系数均在

10%以下，表明组内精密度良好（见表9）。

2.2.2　重复性、准确度和中间精密度　为系统评估

该分析方法的可靠性，本研究对其重复性、准确度

及中间精密度进行了考察。重复性通过由同一名

分析人员对 3个浓度水平（12.5，25，50 U/mL）的A型

肉毒毒素样品分别进行 3次重复测定来评估。准确

度通过测定与重复性同浓度系列的样品，每个浓度

平行测定 3次，并依据回收率进行评价，回收率计算

公式为：回收率（%）=［待测样品浓度（U/mL）×待样

样品体积（2 mL）/起始投入量（200 U）］×100%。中

间精密度则由两名检测人员独立操作，分别对上述

相同浓度的同一样品各重复测定 3次，其结果通过

计算变异系数（CV）进行评价，计算公式为：CV（%）=
（标准差/均值）×100%。

结果如表 10和 11所示，A型肉毒毒素的回收率

均在 90.0%~105.0%，CV 均小于 10%。根据《ICH 生

物分析方法验证指导原则》，重复性要求 CV≤10%、

回收率在 90%~110% 范围内、中间精密度要求 CV≤
15%，说明该方法的重复性和准确度良好，中间精密

度符合要求。

2.2.3　临床血清样本的检测　同样采用改性聚醚

砜中空纤维膜柱（型号 C02-E030-05-N）切向流超

滤法，设置 134.45 kPa 跨膜压差，其他参数固定不

变，对 4 名志愿者临床血清样本进行 A 型肉毒毒素

表9　改性聚醚砜中空纤维膜柱切向超滤法检测A型肉毒毒素的效能参数
Table 9　Performance parameters for the detection of botulinum toxin type A by tangential flow ultrafiltration using modi⁃

fied polyethersulfone hollow fiber membrane cartridge

浓度

100 U/mL
50 U/mL
25 U/mL
12.5 U/mL
6.25 U/mL
阴性对照

A型肉毒毒素含量（U/mL）
1

2.636
1.738
1.265
0.652
0.265
0.116

2
2.513
1.909
1.273
0.641
0.242
0.111

3
2.578
1.883
1.296
0.639
0.255
0.118

X±S

2.576±0.062
1.843±0.092
1.278±0.016
0.644±0.007
0.254±0.012
0.115±0.004

变异系数
（%）

2.4
5.0
1.3
1.1
4.5
3.1

表10　改性聚醚砜中空纤维膜柱切向超滤法检测A型肉毒毒素的重复性和准确度结果
Table 10　Repeatability and accuracy results for the detection of botulinum toxin type A by tangential flow ultrafiltration 

using modified polyethersulfone hollow fiber membrane cartridge

检测项目

重复性

准确度

理论浓度
（U/mL）

50
25
12.5
50
25
12.5

A型肉毒毒素实际测定浓度（U/mL）
1

53.42
23.89
12.63
51.86
24.27
11.51

2
51.20
25.21
11.88
47.92
27.27
12.82

3
50.64
25.86
11.22
48.95
24.93
13.38

X±S

51.75±1.47
24.99±1.00
11.91±0.71
49.58±2.04
25.49±1.58
12.57±0.96

变异系数
（%）

2.8
4.0
5.9
4.1
6.2
7.7

回收率   
（%）   
103.5   
100.0

95.3
99.2

102.0
100.6
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检测。结果如表 12所示，除健康志愿者外，志愿者

1，2，3 的血清样本中均成功检测出 A 型肉毒毒素，

其中志愿者 3的样本仅通过切向流超滤辅助ELISA
法检出，而单纯 ELISA 检测未检出志愿者 3 血清样

本中的肉毒毒素。此外，单纯使用 ELISA检测会有

样本损耗，使用切向流超滤法进行样本前处理之

后，富集倍数提高，检测浓度范围更广，提升了

ELISA检测的灵敏度和准确度。

3　讨论

血清中低浓度A型肉毒毒素的精准检测是临床

诊断与治疗的关键环节，ELISA 作为目前主流的检

测方法，存在基质干扰导致灵敏度不足的问题。本

研究首次尝试采用中空纤维膜柱切向流超滤技术

对血清中 A型肉毒毒素进行浓缩与纯化，建立了一

种切向流超滤结合ELISA用于检测临床人血清中A
型肉毒毒素含量的方法，为解决上述问题提供了新

的技术路径。

本研究发现，不同中空纤维膜柱材质会显著影

响 A 型肉毒毒素的检测效果，其中 M-PES对 A 型肉

毒毒素的萃取效果最佳，回收率达到 79.17%，显著

优于 PES及 MCE。进一步分析发现，MCE和 M-PES
的不同纤维内径对肉毒毒素萃取效果无差异，膜孔

径差异未达到足以影响肉毒毒素通过或截留的程

度，因此肉毒毒素的回收率无显著变化。另外，利

用不同膜表面积对肉毒毒素萃取效果进行对比分

析，结果发现M-PES的不同膜表面积对血清模拟样

本中肉毒毒素萃取效果无显著差异，但膜表面积大

的中空纤维膜柱可以获得较高的肉毒毒素回收率。

在工艺操作参数方面，本研究选定 M-PES材质

的中空纤维膜柱对血清模拟样本中的肉毒毒素进

行萃取工艺参数优化。结果发现，不同进液流量和

循环速率对血清样本中肉毒毒素的富集效果无显

著差异；而跨膜压差作为驱动物质跨膜传输的核心

动力，与切向流速存在紧密的耦合关系，适度提高

跨膜压差能够显著增强血清样本中肉毒毒素的富

集效率。由此可见，切向流超滤技术各参数既相互

关联又彼此制约，任何单一参数的调整均会引发系

统响应的连锁变化。若要实现提升分离纯化效率

与降低成本的双重目标，可通过多因素协同优化，

精准定位参数间的最佳平衡点，构建高效、稳定的

切向流超滤工艺体系，为肉毒毒素的规模化分离提

供技术保障。

相较于传统的离心、沉淀等前处理方法，本研

究建立的切向流超滤前处理方法具有效率高、操作

简便、毒素损失率低等优势，可有效去除血清中的

基质干扰成分，显著提升后续ELISA检测的灵敏度。

该方法不仅可直接应用于肉毒毒素多种检测方法

的样品前处理环节，也为临床实验室提供了高效、

快捷的肉毒毒素临床样本前处理技术方案。

本研究仍存在一定局限性，研究所用中空纤维

膜柱仅限于实验室小体积液体超滤，样本处理量有

限，膜表面积的细微差异尚不足以显著提升肉毒毒

素的萃取效率，本研究仅对部分关键参数进行了单

因素优化，未开展多因素交互作用的全面分析。后

续研究可通过采用大体积样本开展验证实验，进一

步探究膜表面积对肉毒毒素萃取效果的影响规律，

表12　不同检测方法下临床血清样本中A型肉毒毒素的检
测结果

Table 12　Detection results of botulinum toxin type A in clini⁃
cal serum samples by different detection methods

志愿者

1
2
3

健康

A型肉毒毒素（U/mL）
ELISA法

27.85±0.09
18.48±0.04

-
-

切向流超滤辅助ELISA法

30.64±0.06
21.65±0.07
10.69±0.01

-

表11　改性聚醚砜中空纤维膜柱切向超滤法检测A型肉毒毒素的中间精密度结果
Table 11　Intermediate precision results for the detection of botulinum toxin type A by tangential flow ultrafiltration using 

modified polyethersulfone hollow fiber membrane cartridge

理论浓度
（U/mL）

50
25
12.5

A型肉毒毒素实际测定浓度（U/mL）
1

50.83
26.49
10.38

2
49.79
23.99
12.64

3
53.68
24.64
11.32

4
47.67
22.65
12.48

5
50.48
24.83
10.69

6
52.14
25.68
12.73

X±S

50.77±2.05
24.71±1.33
11.71±1.05

变异系数
（%）

4.0
5.4
9.0

回收率
（%）

101.5
98.9
93.7

注：1-3.检测员A检测结果；4-6.检测员B检测结果。
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同时，可结合响应面法等优化方法开展多因素协同

优化，构建更稳定、高效的工艺体系。此外，还需开

展更多的临床评估，进一步验证该方法的可靠性和

准确性，推动其在临床检验领域的广泛应用，为临

床诊断和治疗提供更可靠的依据，在保障公众健康

方面发挥重要的现实意义。
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