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摘　 要　 为实现对环境及食品样品中黄曲霉毒素 Ｂ１ 的高灵敏检测，通过优化一系列试剂盒参数，研制了一步

间接竞争 ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒．优化后的包被缓冲液为 ９０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１、ｐＨ ４．６ 的柠檬酸缓冲液， 最佳反应 ｐＨ 值

为 ７．４， 抗体包被浓度为 ０．２ μｇ·ｍＬ－１， ＨＲＰ⁃ＢＳＡ⁃ＡＦＢ１ 稀释比为 １ ／ ４０００， 标品稀释液为含 ７％甲醇的 ＰＢＳＴ 溶

液．优化后试剂盒 ＩＣ５０值为 ６６ ｐｇ·ｍＬ－１，检测限为 ７．６ ｐｇ·ｍＬ－１，检测线性范围为 １０—８１０ ｐｇ·ｍＬ－１ ．试剂盒对不

同 ＡＦＢ１ 添加水平（０．５ μｇ·ｋｇ－１，１ μｇ·ｋｇ－１）的玉米、豆粕和鱼粉样品平均回收率为 １０８．４％—１３４．８％．对玉米、
豆粕和鱼粉样品各 ２０ 份盲样测试结果表明，试剂盒检测结果与 ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 检测结果吻合．
关键词　 ＥＬＩＳＡ， 黄曲霉毒素 Ｂ１， 残留， 试剂盒．
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黄曲霉毒素是一类主要由黄曲霉和寄生曲霉产生的真菌毒素［１］ ．它可污染许多种环境及食物，自二

十世纪六十年代发现黄曲霉毒素以来，黄曲霉毒素的污染问题已被公认为全球性的污染问题［２］ ．自然界

中黄曲霉毒素主要有 ４ 种：Ｂ１、Ｂ２、Ｇ１ 和 Ｇ２，其中黄曲霉毒素 Ｂ１（Ａｆｌａｔｏｘｉｎ Ｂ１，ＡＦＢ１）污染最严重，毒性

最大［３］ ．１９９３ 年，世界卫生组织国际癌症研究机构将其列为一类致癌物，其作用的靶器官主要为肝脏，可



１８４６　 环　 　 境　 　 化　 　 学 ３４ 卷

引起人类和动物的肝脏病变和致癌［４］ ．由于黄曲霉的毒性极大且稳定，并且一般的加工方式无法去除食

品中的 ＡＦＢ１，因此，世界上大多数国家都对食品中的黄曲霉毒素的含量进行了严格的限制．欧盟对

ＡＦＢ１ 的限量在 ０．１—８ μｇ·ｋｇ－１之间［５］ ．美国 ＦＤＡ 规定 ＡＦＢ１ 的限量为 ２０ μｇ·ｋｇ－１ ［６］ ．我国目前对 ＡＦＢ１
的限量为特殊性膳食食品中为 ０．５ μｇ·ｋｇ－１，其他谷物及制品中 ＡＦＢ１ 的限量依据不同来源而有所不同，
但都在 ５．０—２０ μｇ·ｋｇ－１之间［７］ ．

目前黄曲霉毒素的检测方式主要有薄层色谱法（ＴＬＣ）、色谱分析法和免疫分析法等［８］ ．ＴＬＣ 法是根

据黄曲霉毒素能在紫外区域发出特殊荧光的特点来检测黄曲霉毒素的．ＴＬＣ 法检测成本低，操作简单，
是最早用于检测黄曲霉毒素的方法．Ｋｌａｒｉｃ 等［９］ 利用 ＴＬＣ 法检测 ＡＦＢ１ 的灵敏度为 ２ μｇ·ｋｇ－１，但由于

ＴＬＣ 法与其他方法相比，灵敏度不高，定量不准，无法满足日益严格的检测要求，现在已越来越少使

用［１０⁃１１］ ．色谱分析方法主要有高相液相色谱法（ＨＰＬＣ）和液相⁃质谱联用法（ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ）等，具有高分

辨率、快速、准确性好、灵敏度高、检测限低等优点．Ｃａｖａｌｉｅｒｅ 等［１２］ 建立的 ＬＣ ／ ＥＳＩ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 方法检测限达

４０ ｎｇ·ｋｇ－１ ．Ｈｕａｎｇ 等［１３］建立的 ＵＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 对 ＡＦＢ１ 的检测灵敏度更是高达９ ｎｇ·ｋｇ－１ ．不过色谱法需

要专门的仪器设备及专业的操作人员，样品提取后还需要复杂的净化过程，不适合短期内大批量样品的

检测［１４⁃１５］ ．
免疫方法是利用抗原与抗体特异性识别为基础设计的检测方法．通常包括放射免疫分析方法

（ＲＩＡ）、酶联免疫法（ＥＬＩＳＡ）和免疫层析法等，其中 ＥＬＩＳＡ 法最常用．ＥＬＩＳＡ 法的灵敏度可与仪器方法相

比，有时检测限还要比仪器方法更低，并且前处理比仪器方法的更简单，可进行高通量筛选．在过去二十

年里，ＥＬＩＳＡ 法由于其简单、可靠、灵敏、选择性高、适用范围广而在农作物中黄曲霉毒素的检测中得到

了快速的发展［１６］ ．Ｒｏｓｓｉ 等［１５］、Ｋｏｌｏｓｏｖａ 等［１７］、万宇平等［１８］利用 ＡＦＢ１ 的单克隆抗体建立的 ＥＬＩＳＡ 方法

检测限可达 ３６—５０ ｐｇ·ｍＬ－１ ．但上述方法有的反应时间长，有的前处理方法复杂．
本课题组研制出一种高灵敏黄曲霉毒素 Ｂ１ 检测试剂盒，通过优化试剂盒的各种组分的参数，标准

曲线的检测限达到了 ７．６ ｐｇ·ｍＬ－１，并且反应时间短，前处理简单．利用此试剂盒可快速灵敏地检测粮食

及饲料中黄曲霉毒素 Ｂ１ 含量．

１　 材料与方法

１．１　 试剂与仪器

黄曲霉毒素 Ｂ１、Ｂ２、Ｇ１、Ｇ２、Ｍ１ 标准品、Ｎ，Ｎ′⁃二甲基甲酰胺（ＤＭＦ）、牛血清白蛋白（ＢＳＡ）、鸡卵清

蛋白（ＯＶＡ）、羧甲基羟氨半盐酸盐 （ＣＭＯ）、ＰＥＧ４０００ 购于 Ｓｉｇｍａ Ａｌｄｒｉｃｈ 公司．Ｔｗｅｅｎ ２０、３，３′，５′，５⁃四甲

基联苯氨 （ＴＭＢ）、１⁃（３⁃二甲基氨丙基）⁃３⁃乙基碳二亚胺盐酸盐（ＥＤＣ）、Ｎ⁃羟基琥珀酰亚胺（ＮＨＳ）、吡
啶、过氧化氢脲购于北京百灵威科技有限公司．胎牛血清、ＤＭＥＭ 购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司．辣根过氧化物酶

（ＨＲＰ）购于上海雪满生物科技有限公司，酶标板封闭保护液及 ＨＲＰ 酶稀释液均购自湖州英创生物科技

有限公司，ＰＢＳＴ 溶液为磷酸盐缓冲液（１０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１，ｐＨ ＝ ７．４，含 ０．０５％ Ｔｗｅｅｎ⁃２０），其他试剂均为国产

分析纯．抗体亚型试剂盒购自 Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｉｏｔｅｃｈ 公司．
ＭＫ３ 型酶联免疫检测仪（Ｔｈｅｒｍｏ，美国）．

１．２　 ＡＦＢ１ 完全抗原的合成

将 １．５ ｍｇ 的 ＡＦＢ１ 与 ３ ｍｇ 的 ＣＭＯ 溶解于 ２ ｍＬ 的甲醇⁃吡啶（体积比 １∶１）溶液中，７０ ℃反应 ５ ｈ．反
应后将反应液挥干，用双蒸水溶解残留物．调整溶液的 ｐＨ 值至 ３．０，用 ３ ｍＬ 乙酸乙酯提取产物 ３ 次．合
并乙酸乙酯层，挥干，用 ０．５ ｍＬ ＤＭＦ 重溶．取 ０．４５ ｍＬ 产物溶液，加入 ３０ ｍｇ ＥＤＣ 和 ８．６４ ｍｇ ＮＨＳ，再加

入 １．５ ｍＬ ＤＭＦ，３０ ℃反应过夜．反应液与 ３ ｍＬ ０．１ ｍｏｌ·Ｌ－１ ＰＢＳ 溶解的 １２．５ ｍｇ ＢＳＡ 室温下反应 ２ ｈ．反
应完成后，３０００ ｒ·ｍｉｎ－１离心 １０ ｍｉｎ，上清液用 ２ Ｌ ＰＢＳ 透析 ３ ｄ，每天换液 １ 次．最后将透析袋中的液体

收集，即为 ＡＦＢ１⁃ＢＳＡ，－２０ ℃保存．按同样的方法合成 ＡＦＢ１⁃ＯＶＡ，－２０ ℃保存．
１．３　 免疫动物及抗体制备

用上述合成的 ＡＦＢ１ 完全抗原免疫 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠．采用小剂量长周期的免疫方案，１２ 周后取小鼠脾

细胞进行细胞融合．用 ５０％聚乙二醇（ＰＥＧ４０００）作融合剂，将小鼠脾细胞与骨髓瘤细胞融合，细胞悬于
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含 １６％胎牛血清的选择培养基内，培养于 ９６ 孔细胞培养板中，置 ５％ ＣＯ２ ３７ ℃孵箱中培养 ７ ｄ 左右，镜
检杂交瘤克隆生长良好时，取上清液，利用 ＡＦＢ１⁃ＯＶＡ 包被的酶标板进行间接 ＥＬＩＳＡ 实验，对于阳性孔

采用有限稀释法进行多次克隆及亚克隆，筛选可稳定分泌抗体的杂交瘤细胞株，及时冻存并放大培养．
采用动物体内诱生腹水法制备单克隆抗体．于 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠腹腔内注射 ０．２ ｍＬ 降植烷，２４ ｈ 后注射

０．５ ｍＬ含杂交瘤细胞的不完全培养液．１０ ｄ 后收集腹水，采用 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ 亲和纯化柱对腹水进行抗体纯

化，利用亚型试剂盒对其进行亚型分析，纯化的抗体加入甘油（终浓度 ５０％），－２０ ℃保存．
１．４　 ＡＦＢ１⁃ＢＳＡ 的 ＨＲＰ 标记

利用高碘酸钠法合成 ＨＲＰ 标记的 ＡＦＢ１⁃ＢＳＡ （简称 ＨＲＰ⁃ＢＳＡ⁃ＡＦＢ１）． 将 ０． ４ ｍＬ 高碘酸钠

（２１．４ ｍｇ·ｍＬ－１）缓慢加入到 １．６ ｍＬ ＨＲＰ 溶液（５ ｍｇ·ｍＬ－１）中，４ ℃搅拌 １ ｈ．反应完毕后，将反应物置于

醋酸缓冲液（１ ｍｍｏｌ·Ｌ－１， ｐＨ ４．４）中，４ ℃透析过夜．取 ５５０ μＬ 高碘酸活化的 ＨＲＰ，用 ０．２ ｍｏｌ·Ｌ－１碳酸

盐缓冲液调节 ｐＨ 值至 ９． ０，再加入 ２ ｍｇ 的 ＡＦＢ１⁃ＢＳＡ，４ ℃ 搅拌过夜． 取 ５５ μＬ 硼氢化钠溶液

（４ ｍｇ·ｍＬ－１）加入反应液中，４ ℃静置 ２ ｈ．用硫酸铵沉淀法纯化 ＨＲＰ⁃ＢＳＡ⁃ＡＦＢ１，纯化的 ＨＲＰ⁃ＢＳＡ⁃ＡＦＢ１
加入甘油（终浓度 ５０％），－２０ ℃长期保存．
１．５　 试剂盒酶标板的制备

用适当缓冲液将 ＡＦＢ１ 抗体稀释至适当浓度，每孔 １００ μＬ 包被酶标板，４ ℃过夜．用 ＰＢＳＴ 溶液洗涤

３ 次，每次 ３０ ｓ．甩掉孔中液体，在吸水纸上拍干后，每孔加入酶标板封闭保护液 ２００ μＬ，３７ ℃温育 １ ｈ，
洗涤同上．酶标板干燥后用铝箔袋真空密封，４ ℃保存备用．
１．６　 酶联免疫检测步骤

取出酶标板恢复到室温后，依次在微孔中加入 ＡＦＢ１ 标准品或样品溶液 ５０ μＬ，随后加入 ＨＲＰ⁃ＢＳＡ⁃
ＡＦＢ１ 溶液（用 ＨＲＰ 酶稀释液稀释至一定浓度）５０ μＬ，３７ ℃孵育 ４０ ｍｉｎ，每孔用 ２５０ μＬ 洗涤液（ＰＢＳＴ）
洗 ５ 次，每次 ３０ ｓ，吸水纸拍干．每孔加底物溶液 １００ μＬ，３７ ℃孵育 １０ ｍｉｎ．每孔加终止液（２ ｍｏｌ·Ｌ－１

Ｈ２ＳＯ４）５０ μＬ，振荡酶标板，用酶标仪于 ４５０ ｎｍ 波长处进行 ＯＤ 值检测（以 ６３０ ｎｍ 波长为参比波长），测
定每孔的 ＯＤ 值．
１．７　 包被缓冲液的优化

采用棋盘实验方法，分别以不同 ｐＨ 值、不同离子强度的碳酸盐缓冲液（ｐＨ ９．０、ｐＨ ９．３、ｐＨ ９．６ 及

２０、５０、１００ ｍｍｏｌ·Ｌ－１）、磷酸盐缓冲液（ｐＨ ７．０、ｐＨ ７．４、ｐＨ ７．８ 及 ２０、５０、１００ ｍｍｏｌ·Ｌ－１）、柠檬酸缓冲液

（ｐＨ ４．３、ｐＨ ４．６、ｐＨ ４．８ 及 ４５、９０、１３５ ｍｍｏｌ·Ｌ－１）稀释抗体，使抗体浓度为 ０．２ μｇ·ｍＬ－１，制备酶标板，考
察不同包被缓冲液对 Ｂ０值（标准品浓度为零的空白溶液孔对应的吸光度值）的影响．以 Ｂ０值最高的包被

缓冲液条件为最佳包被缓冲条件．
１．８　 最佳反应 ｐＨ 值的优化

分别配制 ｐＨ 值为 ６．０、６．８、７．４、８．０ 的 ＰＢＳＴ 缓冲液，用 ＰＢＳＴ 缓冲液将 ＡＦＢ１ 标准储备液稀释为一

系列浓度的 ＡＦＢ１ 标准溶液．按 １．６ 节方法进行检测，观察 Ｂ０值及使 Ｂ０值下降 ５０％所对应的浓度（ＩＣ５０）
值的变化．以 Ｂ０值高且稳定、ＩＣ５０值小为最佳反应 ｐＨ 值．
１．９　 抗体包被量、ＨＲＰ⁃ＢＳＡ⁃ＡＦＢ１ 用量的优化

在优化的包被条件下，分别优化不同抗体包被量及 ＨＲＰ⁃ＢＳＡ⁃ＡＦＢ１ 用量对试剂盒相对标准偏差及

检测灵敏度的影响，在 Ｂ０值大于 １．５，且平均板内相对标准偏差小于 １０％条件下，选择 ＩＣ５０值低的组合．
１．１０　 标准品稀释液的优化

选取不同类型的有机溶剂（甲醇、乙醇、乙腈、ＤＭＦ、ＤＭＳＯ），与 ＰＢＳＴ 混合，分别配成 １０％、２０％浓度

的样品稀释溶液，将 ＡＦＢ１ 标准储备液稀释为一系列浓度的 ＡＦＢ１ 标准溶液．按上述方法进行检测，观察

Ｂ０值及 ＩＣ５０值的变化．以 Ｂ０值高且稳定、ＩＣ５０值小为最佳标品稀释液．
１．１１　 标准曲线的建立

用标准品稀释液将 ＡＦＢ１ 标准品稀释为 ０、１０、３０、９０、２７０、８１０ ｐｇ·ｍＬ－１等 ６ 个浓度，按上述 ＥＬＩＳＡ 方

法测定其 ＯＤ 值．重复测定 ５ 次取平均值，计算其百分结合率（Ｂ ／ Ｂ０）．
以标准品浓度对数为横坐标，其对应的 Ｂ ／ Ｂ０值为纵坐标，绘制标准曲线．用同样的方法计算样品的

Ｂ ／ Ｂ０，相应的 ＡＦＢ１ 浓度可通过标准曲线计算得出．标准曲线的检测限为 Ｂ ／ Ｂ０ ＝ ９０％（使 ＯＤ 值下降
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１０％，ＩＣ１０）时的标品浓度［１９］ ．
１．１２　 实际样品检测

样品充分研磨后过 ２０ 目筛，取 ５ ｇ 过筛样品，加入 ２５ ｍＬ 样品提取液（７０％甲醇，含 ４％ ＮａＣｌ），剧烈

振荡 ５ ｍｉｎ，静置后，取 ５０ μＬ 上清液，加入 ４５０ μＬ 样品稀释液（ＰＢＳＴ），混合均匀后用建立的 ＥＬＩＳＡ 方

法对其中 ＡＦＢ１ 含量进行测定．分别测定空白玉米、豆粕和鱼粉各 ２０ 个样品，根据标准曲线求出测定值，
计算出其平均值，再加上 ３ 倍标准差，即为样品最低检测限［１８］ ．对玉米、豆粕和鱼粉样品选择 ２ 个添加

浓度，分别对 ３ 批试剂盒开展样本添加回收试验，每个添加浓度做 ５ 个平行，根据各添加浓度的实际测

定值计算添加回收率和批内批间相对标准偏差，从而判定试剂盒准确度和精密度．
１．１３　 特异性测定

分别取与 ＡＦＢ１ 结构类似的黄曲霉毒素 ＡＦＢ２、ＡＦＧ１、ＡＦＧ２、ＡＦＭ１ 配制成不同浓度溶液，测量其类

似物的 ＩＣ５０值，按下式计算交叉反应率：

交叉反应率（％）＝ （ＡＦＢ１ ＩＣ５０） ／ （类似物 ＩＣ５０）×１００％

１．１４　 与 ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 检测方法的比对

抽取玉米、豆粕和鱼粉盲样样本各 ２０ 份，利用试剂盒和 ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 方法分别进行检测，确定试

剂盒与仪器检测方法的符合率．仪器检测方法参考“ＮＹ ／ Ｔ ２０７１—２０１１ 饲料中黄曲霉毒素、玉米赤霉烯

酮和 Ｔ⁃２ 毒素的测定 液相色谱⁃串联质谱法” ［２０］，检测限为 １ μｇ·ｋｇ－１ ．
１．１５　 稳定性实验

将足量的试剂盒保存于 ３７ ℃培养箱．每隔 １ ｄ 取适量，测定其 Ｂ０值和 ＩＣ５０值．同时，将足量的试剂盒

保存于 ２—８ ℃冰箱．每隔 １ 月取适量，测定其 Ｂ０值和 ＩＣ５０值．根据实验结果判定试剂盒的储存稳定性．

２　 结果与讨论

２．１　 ＡＦＢ１ 抗体鉴定

用 ＡＦＢ１⁃ＢＳＡ 完全抗原免疫小鼠后，得到了分泌抗 ＡＦＢ１ 的单克隆细胞株 ＡＦＢ１⁃２Ａ４．抗体纯化后利

用抗体亚型鉴定试剂盒鉴定 ＡＦＢ１ 单克隆抗体为 ＩｇＧ１ 亚型，轻链亚型为 λ 亚型．利用 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 测抗体

蛋白分子量为 １５０ ｋＤ．
２．２　 包被缓冲液的优化

首先考察了 ３ 种不同包被缓冲体系（柠檬酸盐缓冲液、磷酸盐缓冲液、碳酸盐缓冲液）下抗体在酶

标板上的包被效果．根据 Ｂ０值评价抗体包被效果．Ｂ０值越高，说明此时抗体的吸附量或抗体的抗原结合

位点暴露量越大．由图 １ 可见，不同类型的缓冲液、不同的缓冲液浓度对抗体包被的效果影响非常大．推
测不同种类的缓冲液对抗体的构象及抗体表面电荷的影响可能不同，由此对抗体与抗原的结合造成的

影响存在差异．相比较而言，柠檬酸缓冲液条件下，Ｂ０值最高．柠檬酸缓冲液下 ３ 个不同的 ｐＨ 对包被效

果影响很小，而缓冲液浓度则有较大影响（图 １）．当浓度较低时（４５ ｍｍｏｌ·Ｌ－１），Ｂ０值较低，但当浓度达到

９０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１ 时，再升高浓度至 １３５ ｍｍｏｌ·Ｌ－１，Ｂ０ 值也并没有明显升高，因此最终选用 ｐＨ ４． ６ 的

９０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１柠檬酸缓冲液作包被缓冲液．
２．３　 最佳反应 ｐＨ 值的优化

通过图 ２ 可以看出，抗原抗体的反应受 ｐＨ 影响较大，低 ｐＨ（ｐＨ＝ ６）时 Ｂ０值明显高于高 ｐＨ（ｐＨ ＝
８）下的 Ｂ０值．但在低 ｐＨ 时，ＩＣ５０值较大，说明此时灵敏度受影响．由于商用试剂盒需要有较好的保质期，
因此，初始 Ｂ０值不能太低，否则保存一段时间后 Ｂ０会低至无法正常使用．综合考虑，最终选择了Ｂ０值＞
１．５、ＩＣ５０值较低（灵敏度较好）的 ｐＨ＝ ７．４ 的条件作为最佳反应 ｐＨ．
２．４　 抗体包被量及 ＨＲＰ⁃ＢＳＡ⁃ＡＦＢ１ 用量优化

通过棋盘实验，在优化的封闭液和酶稀液条件下优化了抗体包被量和 ＨＲＰ⁃ＢＳＡ⁃ＡＦＢ１ 稀释比例，
结果如表 １ 所示．
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图 １　 包被缓冲液 ｐＨ 及浓度对 Ｂ０值的影响（ｎ＝ ３）

Ｆｉｇ．１　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐＨ ａｎｄ ｉｏｎｉｃ ｓｔｒｅｎｇｔｈ ｏｆ ｃｏａｔｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ ｏｎ Ｂ０ ｖａｌｕｅ （ｎ＝ ３）

图 ２　 缓冲液 ｐＨ 值对 Ｂ０及 ＩＣ５０值的影响（ｎ＝ ３）

Ｆｉｇ．２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｂｕｆｆｅｒ ｐＨ ｏｎ Ｂ０ ｖａｌｕｅ ａｎｄ ＩＣ５０ ｖａｌｕｅ （ｎ＝ ３）

表 １　 抗体包被量、ＨＲＰ⁃ＢＳＡ⁃ＡＦＢ１ 用量的优化

Ｔａｂｌｅ １　 Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｃｏａｔｉｎｇ ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｎｄ ＨＲＰ⁃ＢＳＡ⁃ＡＦＢ１
抗体包被量 ／
（μｇ·ｍＬ－１）

ＨＲＰ⁃ＢＳＡ⁃
ＡＦＢ１ 稀释比

阴性吸光度值
平均相对标
准偏差 ／ ％

线性范围 ／
（ｐｇ·ｍＬ－１）

ＩＣ５０ ／
（ｐｇ·ｍＬ－１）

１ ／ ２０００ ２．７０６ ８．３ ３０—８１０ １７６

０．２ １ ／ ４０００ ２．３３０ ７．６ １０—８１０ ６７

１ ／ ８０００ １．９６５ １３．１ ３．３—２７０ ４１

１ ／ ２０００ １．４４３ ９．６ ３．３—２７０ ３８

０．１ １ ／ ４０００ １．２７７ ７．７ ３．３—２７０ ３０

１ ／ ８０００ １．０４１ ２０．２ ３．３—２７０ ２６

１ ／ ２０００ ０．６１５

０．０５ １ ／ ４０００ ０．４９７

１ ／ ８０００ ０．３５７
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　 　 由表 １ 可见，抗体包被量及 ＨＲＰ⁃ＢＳＡ⁃ＡＦＢ１ 的用量，都对标线的 ＩＣ５０值有影响，不同抗体及 ＨＲＰ⁃
ＢＳＡ⁃ＡＦＢ１ 用量下的 ＩＣ５０值相差倍数能达到 ５ 倍．同一抗体包被量下，ＨＲＰ⁃ＢＳＡ⁃ＡＦＢ１ 浓度越低，ＩＣ５０值

越小，同一 ＨＲＰ⁃ＢＳＡ⁃ＡＦＢ１ 浓度下，包被浓度越小，ＩＣ５０值越小．当抗体包被量在 ０．１ μｇ·ｍＬ－１，ＨＲＰ⁃ＢＳＡ⁃
ＡＦＢ１ 稀释比为 １ ／ ８０００ 时，ＩＣ５０值最小，但此时阴性吸光度值只有 １．０ 左右，并且平均相对标准偏差达到

２０．２％，并不适合作为试剂盒的参数．在满足阴性 ＯＤ 值大于 １．５，平均相对标准偏差小于 １０％条件下，灵
敏度最高的条件为抗体包被量 ０．２ μｇ·ｍＬ－１，ＨＲＰ⁃ＢＳＡ⁃ＡＦＢ１ 稀释比为 １ ／ ４０００ 时．因此，选择此条件作为

最优抗体包被量及 ＨＲＰ⁃ＢＳＡ⁃ＡＦＢ１ 用量．
２．５　 标准曲线的建立

根据不同溶剂下 Ｂ０值及 ＩＣ５０值的变化（表 ２），２０％及 １０％甲醇组 Ｂ０值及 ＩＣ５０值与 ＰＢＳＴ 体系最接

近，并且 ＩＣ５０值也几乎是最小的，说明添加不超过 ２０％的甲醇不仅不会影响酶标抗原与包被抗体的结

合，也不影响标准品与包被抗体的结合．因此，可以选用不超过 ２０％的甲醇的溶液作为标准曲线的溶液．
考虑到样品提取液为 ７０％甲醇溶液，检测时将样品提取液稀释 １０ 倍，即此时稀释液中甲醇含量为 ７％，
因此，最终标线所用的溶液为含 ７％甲醇的 ＰＢＳＴ 溶液．

用标品稀释液配制不同浓度的 ＡＦＢ１ 溶液，经过 ＥＬＩＳＡ 检测，以 Ｂ ／ Ｂ０值为纵坐标，ＡＦＢ１ 浓度对数

为横坐标，绘制标准曲线，最终得到如图 ３ 所示的标准曲线图（ｎ＝ ５）．曲线回归方程为 ｙ＝ －１８．５８ ｌｎ（ｘ）＋
１２７．７３，线性相关系数 Ｒ２ ＝ ０． ９９４，检测限 ＩＣ１０ ＝ ７． ６ ｐｇ·ｍＬ－１， ＩＣ５０ ＝ ６６ ｐｇ·ｍＬ－１，线性范围为 １０—
８１０ ｐｇ·ｍＬ－１ ．　

表 ２　 不同有机溶剂对 Ｂ０值及 ＩＣ５０值的影响

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｏｒｇａｎｉｃ ｓｏｌｖｅｎｔｓ ｏｎ ｔｈｅ Ｂ０ ｖａｌｕｅ ａｎｄ ＩＣ５０ ｖａｌｕｅ
２０％体系

Ｂ０
ＩＣ５０ ／

（ｐｇ·ｍＬ－１）
Ｂ０ ／ ＩＣ５０

１０％体系

Ｂ０
ＩＣ５０ ／

（ｐｇ·ｍＬ－１）
Ｂ０ ／ ＩＣ５０

ＰＢＳＴ １．７３４ ７０ ０．０２５ １．７８８ ６５ ０．０２８

甲醇 １．７７８ ６６ ０．０２７ ２．０６０ ６９ ０．０３０

乙醇 １．６８９ ９３ ０．０１８ ２．０１６ ８４ ０．０２４

乙腈 １．２０２ ８９ ０．０１４ ２．０５１ ６８ ０．０３０

ＤＭＳＯ １．０２４ ３６１ ０．００３ １．５３８ １２７ ０．０１２

ＤＭＦ ０．８９３ ５３１ ０．００２ １．４８４ ３２９ ０．００５

图 ３　 ＡＦＢ１ 标准曲线图（ｎ＝ ５）
Ｆｉｇ．３　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＡＦＢ１ （ｎ＝ ５）

２．６　 样品检测限

通过测定 ２０ 份空白玉米、豆粕和鱼粉样品中 ＡＦＢ１ 的含量，得到对三者中 ＡＦＢ１ 的方法检测限分别

为 １５、１６、１３ ｐｇ·ｍＬ－１（表 ３）．
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表 ３　 ＡＦＢ１ 在 ３ 种样品中的检测限

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔｓ ｆｏｒ ＡＦＢ１ ｉｎ ｔｈｒｅｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓａｍｐｌｅｓ
样品 平行数 平均值 ／ （ｐｇ·ｍＬ－１） 标准差 ／ （ｐｇ·ｍＬ－１） 最低检测限 ／ （ｐｇ·ｍＬ－１）

玉米 ２０ ６ ３ １５

豆粕 ２０ ７ ３ １６

鱼粉 ２０ ７ ２ １３

２．７　 准确度和精密度

准确度和精密度分别以回收率和相对标准偏差（ＲＳＤ）表示．分别在空白玉米、豆粕和鱼粉中添加终

浓度为 ０．５、１．０ μｇ·ｋｇ－１的 ＡＦＢ１，每个浓度做 ５ 个平行，用 ３ 批不同的试剂盒进行试验，测定回收率和批

内、批间相对标准偏差，结果见表 ４．由表 ４ 可知，玉米添加 ０．５、１．０ μｇ·ｋｇ－１的 ＡＦＢ１ 回收率在１０９．２％—
１２６．０％之间，批内相对标准偏差≤１０．３％，批间相对标准偏差≤１０．４％．豆粕添加 ０．５、１．０ μｇ·ｋｇ－１ 的

ＡＦＢ１ 回收率在 １１０．４％—１３４．８％之间，批内相对标准偏差≤１２．８％，批间相对标准偏差≤１１．６％．鱼粉添

加 ０．５、１．０ μｇ·ｋｇ－１的 ＡＦＢ１ 回收率在 １０８．４％—１２９．８％之间，批内相对标准偏差≤１０．２％，批间相对标准

偏差≤１０．９％．

表 ４　 试剂盒的回收率及相对标准偏差

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅｓ ａｎｄ ＲＳＤ ｏｆ ＥＬＩＳＡ ｋｉｔ
玉米 ／ （μｇ·ｋｇ－１）
０．５ １．０

豆粕 ／ （μｇ·ｋｇ－１）
０．５ １．０

鱼粉 ／ （μｇ·ｋｇ－１）
０．５ １．０

平均值 ／ （μｇ·ｋｇ－１） ０．６３ １．１１ ０．５５ １．３３ ０．５８ １．３０

回收率 ／ ％ １２６．０ １１０．６ １１０．４ １３２．８ １１６．４ １２９．８

第一批次 批内相对标准偏差 ／ ％ ５．８ ７．４ １２．８ ４．３ １０．２ ５．７

平均值 ／ （μｇ·ｋｇ－１） ０．５５ １．１３ ０．６２ １．３５ ０．６４ １．３０

回收率 ／ ％ １０９．２ １１２．８ １２３．２ １３４．８ １２７．６ １２９．６

第二批次 批内相对标准偏差 ／ ％ １０．２ ５．６ ９．６ ４．４ ７．０ ４．６

平均值 ／ （μｇ·ｋｇ－１） ０．５７ １．１２ ０．６３ １．３２ ０．５４ １．２６

回收率 ／ ％ １１３．２ １１２．４ １２５．２ １３２．４ １０８．４ １２５．８

第三批次 批内相对标准偏差 ／ ％ １０．３ ７．３ １０．４ ７．３ １０．０ ８．７

批间相对标准偏差 ／ ％ １０．４ ６．４ １１．６ ５．１ １０．９ ６．２

２．８　 交叉反应率

利用已确定的 ＥＬＩＳＡ 条件对 ＡＦＢ１ 的类似物 ＡＦＢ２、ＡＦＧ１、ＡＦＧ２ 及 ＡＦＭ１ 进行标准曲线测定，求出

各自的 ＩＣ５０值，再根据各自的 ＩＣ５０值得到交叉率结果（表 ５）．结果表明，试剂盒与 ＡＦＧ１ 的交叉率最高，为
１３．８％，而与其他类似物的交叉率非常低．

表 ５　 试剂盒对 ＡＦＢ１ 类似物的交叉反应率

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｃｒｏｓｓ ｒｅａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＥＬＩＳＡ ｋｉｔ ｆｏｒ ａｆｌａｔｏｘｉｎｓ
化合物 ＩＣ５０ ／ （ｐｇ·ｍＬ－１） 交叉率 ／ ％

ＡＦＢ１ ６６ １００

ＡＦＢ２ １２５０ ５．３

ＡＦＧ１ ４８０ １３．８

ＡＦＧ２ １３４００ ０．５

ＡＦＭ１ ５１５０ １．３

２．９　 ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 与 ＥＬＩＳＡ 结果比对

选取玉米、豆粕和鱼粉盲样样本各 ２０ 份，利用试剂盒和 ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 分别进行检测，确定试剂盒

与 ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 检测方法的符合率．检测结果如表 ６ 所示．
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表 ６　 ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 与 ＥＬＩＳＡ 对天然样品中 ＡＦＢ１ 的检测结果

Ｔａｂｌｅ ６　 Ｎａｔｕｒａｌ ＡＦＢ１ ｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅ ｉｎ ｓａｍｐｌｅｓ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｂｙ ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ ａｎｄ ＥＬＩＳＡ
玉米 ／ （μｇ·ｋｇ－１）

样品号 ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ ＥＬＩＳＡ
豆粕 ／ （μｇ·ｋｇ－１）

样品号 ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ ＥＬＩＳＡ
鱼粉 ／ （μｇ·ｋｇ－１）

样品号 ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ ＥＬＩＳＡ
１ ＮＤ — １ ＮＤ — １ ＮＤ —
２ ＮＤ — ２ ＮＤ — ２ ＮＤ —
３ ＮＤ — ３ ＮＤ — ３ ＮＤ —
４ ＮＤ — ４ ９６．１７ ８８．１８ ４ ２．０１ １．８９
５ ＮＤ — ５ ＮＤ — ５ ＮＤ —
６ ＮＤ — ６ ＮＤ — ６ ＮＤ —
７ ＮＤ — ７ ＮＤ — ７ ＮＤ —
８ １８．７１ ２０．１ ８ ＮＤ — ８ ＮＤ —
９ ＮＤ — ９ ＮＤ — ９ ＮＤ —
１０ ＮＤ — １０ ＮＤ — １０ ＮＤ —
１１ ＮＤ — １１ ＮＤ — １１ ＮＤ —
１２ ＮＤ — １２ ＮＤ — １２ ＮＤ —
１３ ＮＤ — １３ ＮＤ — １３ ＮＤ —
１４ ３．０３ ４．８８ １４ ＮＤ — １４ ＮＤ —
１５ ＮＤ — １５ ２２．０３ １９．７１ １５ ２．３９ １．３６
１６ ＮＤ — １６ ＮＤ — １６ ＮＤ —
１７ ８２．１１ ６４．３６ １７ ＮＤ — １７ ＮＤ —
１８ ＮＤ — １８ ５．０２ ３．２７ １８ ＮＤ —
１９ ＮＤ — １９ ＮＤ — １９ ＮＤ —
２０ ＮＤ — ２０ ＮＤ — ２０ ＮＤ —

　 　 注：ＮＤ 表示低于该仪器方法检测限，试剂盒检测结果低于检测限用“—”表示．

结果表明，ＡＦＢ１ ＥＬＩＳＡ 试剂盒检测方法检出结果与仪器检测方法吻合． ６０ 个样品中，阳性样品

８ 个，阴性样品 ５２ 个，试剂盒检测结果与 ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 检测结果相比，阴性、阳性符合率均为 １００％，并
且，阳性样品的检测值相近．样品中有 １ 份玉米及 １ 份豆粕 ＡＦＢ１ 含量严重超标，含量都大于５０ μｇ·ｋｇ－１，
超过了国家限量标准［２１］（饲料中限量分别为 ５０ μｇ·ｋｇ－１及 ３０ μｇ·ｋｇ－１）．鱼粉中 ＡＦＢ１ 含量较低，仅 ２ 份

（总共 ２０ 份）检出 ＡＦＢ１，并且含量都在 ５ μｇ·ｋｇ－１以下．
２．１０　 储存稳定性

试剂盒在 ３７ ℃环境保存 ２ 周后，Ｂ０值下降至 １．４１９，相比初始 Ｂ０值下降 ２７．０％，但 ＩＣ５０值未见明显

变化（表 ７）．按照 ３７ ℃环境保存 １ ｄ 相当于 ４ ℃保存 １ 个半月的模型计算［２２］，理论上试剂盒在 ４ ℃可能

保存 ２１ 个月左右．实际实验中，试剂盒在 ２—８ ℃保存 １２ 个月后，Ｂ０值下降至 １．６０１，相比初始 ＯＤ 值下

降 １７．７％，ＩＣ５０值也没有明显变化．因此，试剂盒在 ２—８ ℃可以至少稳定保存 １２ 个月．

表 ７　 储存不同时间后试剂盒 Ｂ０值及 ＩＣ５０值的变化

Ｔａｂｌｅ ７　 Ｔｈｅ Ｂ０ ａｎｄ ＩＣ５０ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｔｈｅ ＥＬＩＳＡ ｋｉｔ ａｆｔｅｒ ｓｔｏｒａｇｅ
４ ℃

保存时间 ／ 月 Ｂ０ ＩＣ５０ ／ （ｐｇ·ｍＬ－１）

３７ ℃

保存时间 ／ ｄ Ｂ０ ＩＣ５０ ／ （ｐｇ·ｍＬ－１）
１ １．９４５ ６６．０ １ １．９４５ ６６．０
２ １．８４１ ７３．２ ２ １．７７０ ６１．３
３ １．７８４ ６８．９ ３ １．７０４ ６６．２
４ １．７９１ ５５．７ ４ １．８１５ ６６．８
５ １．７１２ ６５．７ ５ １．６９８ ６５．９
６ １．７０６ ６５．７ ６ １．６５４ ６９．８
７ １．７４２ ６２．５ ７ １．６９１ ７４．８
８ １．６７７ ６１．１ ８ １．５８６ ７０．６
９ １．６４９ ７１．０ ９ １．６３９ ６９．７
１０ １．６２０ ６３．９ １０ １．５３４ ６７．０
１１ １．５９１ ５３．５ １１ １．４１２ ７８．４
１２ １．６０１ ４８．８ １２ １．４４６ ６９．４

１３ １．４０２ ７５．４
１４ １．４１９ ７６．８
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３　 结论

本文通过优化包被缓冲体系、反应 ｐＨ 值、ＡＦＢ１ 单克隆抗体包被浓度、ＨＲＰ⁃ＢＳＡ⁃ＡＦＢ１ 反应浓度、
样品稀释液等试剂盒参数，研制成功了出高灵敏度 ＡＦＢ１ ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒，该试剂盒的最低检测限

（ＩＣ１０）为 ７．６ ｐｇ·ｍＬ－１，ＩＣ５０为 ６６ ｐｇ·ｍＬ－１，线性范围为 １０—８１０ ｐｇ·ｍＬ－１，灵敏度与文献报导相比，具有显

著提升． 利用建立的 ＥＬＩＳＡ 方法对多种样品进行了加标回收实验，玉米、豆粕及鱼粉添加 ０． ５、
１．０ μｇ·ｋｇ－１的 ＡＦＢ１ 回收率在 １０８．４％—１３４．８％之间，批内相对标准偏差≤１２．８％，批间相对标准偏差

≤１１．６％．试剂盒检测结果与 ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 结果相比，阴性、阳性符合率均为 １００％，并且，对阳性样品的

检测值相近．本试剂盒可以用于对环境、粮食或饲料样品中黄曲霉毒素残留的检测．

致谢：本试剂盒的第三方验证测试（实验结果 ２．６、２．７、２．９ 节）委托国家饲料质量监督检验中心（北京）完成，在此谨致

谢意．
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