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化学发光免疫分析方法检测粮食谷物中 

赭曲霉毒素 A 残留 
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3. 北京维德维康生物技术有限公司, 北京  100095) 

摘  要: 目的  建立粮食谷物中赭曲霉毒素 A(ochratoxin A, OTA)残留检测的化学发光免疫分析方法。方法  

人工改造 OTA 半抗原、制备包被原和多克隆抗体工作液, 优化检测步骤, 验证各项评价指标, 比较化学发光

免疫分析方法和高效液相色谱法(high performance liquid chromatography, HPLC)的实际样本检测结果的一致

性, 以此来实现化学发光免疫分析方法的建立。结果  50%抑制浓度(IC50)为 0.278 μg/L; OTA 的最低检出限为

5.0 μg/kg, 样本添加回收率在 65.4% 到 115.8%之间, 批内、批间相对标准偏差＜15%。同时, 通过对实际样

本检测, 证明化学发光免疫分析方法具有显著的准确度和可靠性。结论  基于化学发光免疫分析方法能够实

现粮食作物中的 OTA 残留的快速检测, 灵敏度高、成本低、时间短, 为食品中霉菌毒素残留的快速检测提供

了新的技术参考。  
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Determination of ochratoxin A residues in grains and cereals by 
chemiluminescence immunoassay 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for determination of ochratoxin A residues in grains and cereals by 

chemiluminescence immunoassay. Methods  The ochratoxin A hapten was engineered to prepare the coating 

solution of the original and polyclonal antibody. The detection procedure was optimized and the evaluation indexes 

were validated. The consistency of the actual sample test results was compared between chemiluminescence 

immunoassay method and high performance liquid chromatography (HPLC) in order to achieve the establishment of 

chemiluminescence immunoassay. Results  The 50% binding inhibition (IC50) values of the method were 0.278 µg/L 

for ochratoxin A under optimum conditions. The recoveries ranged from 65.4% to 115.8%, the intra-assay and 

inter-assay coefficients of variation were less than 15%. The limits of detection (LODs) for the assay were 5.0 μg/kg. 

Finally, grains and cereals samples were analyzed by chemiluminescence immunoassay, and the results correlated 

well with those obtained using traditional ELISA and HPLC. Conclusion  Chemiluminescence immunoassay has 

been proved to be an effective analytical technique for using in ochratoxin A monitoring owing to its high sensitivity, 
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low cost and ease of handling, which provides a new technical reference for the rapid detection of mycotoxins 

residues in food. 

KEY WORDS: chemiluminescence immunoassay; ochratoxin A; grains and cereals 
 

 

1  引  言 

赭曲霉毒素 A (ochratoxin A, OTA)广泛存在于谷物、

饲料、果汁、葡萄酒、啤酒、干果中[1], 污染范围广, 被人

和动物吸收后, 可以长时间在生物体内蓄积[2], 具有强烈

的肾毒性、肝毒性、细胞毒性、免疫毒性, 还具有潜在的

致癌性, 被国际癌症研究机构列为 IIB 类致癌物质[3]。在目

前已发现的真菌毒素中, OTA 因其危害性和重要性被认为

是仅次于黄曲霉毒素的真菌毒素 [4]。因而建立高灵敏度

OTA 检测方法对食品安全的控制具有重要意义[5]。 

目前对 OTA 的检测方法主要有高效液相色谱-质谱法

(high performance liquid chromatography-mass spectrometry, 
HPLC-MS)[6,7]、气相色谱-质谱法(gas chromatography-mass 

spectrometry, GC-MS)[8,9]、高效液相色谱法(high performance 

liquid chromatography, HPLC)[10]和酶联免疫法 (enzyme- 

linked immunosorbent assay, ELISA)等[11], 但是仪器方法所

需要的设备昂贵 , 操作复杂 , 通常作为定量和确证方法
[12]。因此, 急需寻找快速、准确、可视化、大批量的检测

方法来实现食品中赭曲霉毒素 A 的快速高通量检测。 

化学发光免疫分析技术是借助于化学发光反应的高

灵敏性和免疫反应的高特异性而建立的一种测定方法[13], 

具有灵敏度高、特异性强、成本低、方法稳定快速、检测

范围宽、操作简单自动化程度高等优点, 是目前发展和推

广应用最快的免疫分析方法。高灵敏度的化学发光检测技

术以被广大研究人员所认可, 广泛应用于免疫分析、环境

生物医药科学和临床化学等方面, 成为药物残留检测发展

的一种趋势[14,15]。 

本研究基于抗原抗体特异性反应, 建立化学发光免

疫分析技术 , 制备相应的 OTA 化学发光免疫分析方法
[16-18], 用于实现粮食谷物中 OTA 残留含量的检测。同时, 

与 HPLC 进行比较, 验证化学发光免疫法的可行性。通过

本研究可以更好地满足我国食品企业、政府职能监管部门

等开展检测工作的需要。 

2  材料与方法 

2.1  材料与仪器 

本实验中用于检测的粮食谷物样本(玉米、小麦、大

米)均购于北京的大型超市; OTA 标准品(美国 Sigma 公司, 

浓度为 1.9 µg/mL); 去离子水、浓缩洗涤液(磷酸缓冲液)、

HRP 发光底物液(鲁米诺)(北京华迈科生物技术有限责任

公司)。 

BILON-WX08 型高速电动匀浆机(上海比朗仪器制造

有限公司); HQ-60 型恒温振荡器(北京方正生物科技发展

有限公司)); TDL-40C 型高速离心机(上海安亭科学仪器厂); 

微量移液器(美国 Thermo); Anglent1200 高效液相色谱仪

(美国安捷伦公司); 全自动化学发光免疫分析仪(北京维德

维康生物技术有限公司)。 

2.2  化学发光免疫分析方法建立 

2.2.1  人工抗原的制备 

基于OTA的活性基团结构特点, , 对OTA半抗原进行

了人工设计改造, 半抗原结构式如图 1 所示, 并以 OTA 半

抗原为原料进行包被原制备。利用 OTA 半抗原与卵清蛋白

(ov-albumin, OVA)偶联得到包被原。取 5.3 mg 半抗原, 溶

于 0.5 mL N,N-二甲基甲酰胺 (N,N-dimethylformamide, 

DMF)溶液, 同时取 18 mg OVA, 溶于 2.0 mL 0.1 mol/L 磷

酸缓冲液, 将两溶液混合。逐滴加入 10.0 mg 1-(3-二甲基

胺 丙 基 )-3- 乙 基 碳 二 亚 胺 (1-(3-dimethylaminopropyl)3- 

ethylcarbodiimide, EDC)的磷酸缓冲液, 室温搅拌 2 h, 透

析 3 d, 得到包被原溶液。 

 

 
 

图 1  OTA 结构式 

Fig. 1  Structure of OTA 

 
2.2.2  多克隆抗体工作液的制备 

取 10 mg 牛血清白蛋白, 用 pH 7.4、0.02 mol/L 的 PBS

缓冲液溶解并定容至 1000 mL, 得到抗体稀释液。将已制

备的多克隆抗体用抗体稀释液稀释至 10000 倍体积, 得到

多克隆抗体工作液。 

2.2.3  样本或标准品检测方法操作步骤 

向已包被抗原的化学发光微孔板中加入标准品溶液

或待测样本溶液(50 μL/孔), 再加入抗体工作液(50 μL/孔, 

稀释比例为 1:100000, V:V), 室温反应 20 min, 弃上清, 洗

涤 4 次, 用吸水纸拍干, 每孔加入 100 μL 新鲜配制发光底

物液(A 液和 B 液等体积混合), 用化学发光仪检测每孔的

光子数。 
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2.3  建立标准曲线 

在空白标准溶液中加入 OTA 标准品达到一系列浓度: 

0、0.033、0.1、0.3、0.9、2.7 和 8.1 μg/L 利用化学发光免

疫分析仪检测, 以标准品溶液浓度(μg/L)为横坐标, 以百

分光子计数强度[(B/B0)×100%]为纵坐标 , 绘制标准曲线

图。根据标准曲线的回归方程可以求出待测样本溶液中

OTA 的含量。 

2.4  检测结果分析 

为了评价化学发光免疫分析方法的可靠性, 采用空

白样本(不含 OTA)进行回收率实验, 分别对检出限、准确

度、精密度和特异性各指标进行验证。 

2.4.1  检测限 

以最低检测限作为灵敏度指标。分别取 20 份玉米、

小麦、大米空白样本进行检测, 检测信号值, 并通过标准

曲线得到待测物浓度 , 计算各对应浓度值的标准差

(standard deviation, SD), 检测平均值加 3 倍标准差即为该

样本的最低检测限(limit of detection, LOD)。 

2.4.2  精密度与准确度 

选取玉米、小麦、大米空白样本, 添加各药物检测限

附近浓度标准品并检测, 每个浓度重复验证 10 次, 并统计

添加回收率和变异系数。 

2.4.3  实际样品检测验证 

为了评价化学发光免疫分析方法的准确性, 利用高

效液相色谱法[19]和化学发光免疫分析方法对实际样本检

测结果进行一致性分析。其中, 高效液相色谱法定量限为

3.0 μg/kg。 

3  结果与分析 

3.1  检测原理 

当在化学发光微孔板上预包被半抗原与载体蛋白的

偶联物时, 加入待测样本溶液, 随后加入一抗和酶标二抗, 

待测样本溶液中残留的 OTA 与化学发光板上包被的包被

原竞争一抗, 然后与酶标二抗的进一步结合, 加入化学发

光底物液(鲁米诺), 发光强度与待测样本溶液中 OTA 的含

量成负相关, 与标准曲线比较即可得出待测样本溶液中

OTA 的残留量[20]。 

3.2  标准曲线的绘制 

在空白标准溶液中加入 OTA 标准品达到一系列浓度: 

0、0.033、0.1、0.3、0.9、2.7 和 8.1 μg/L, 根据样本检测操

作步骤进行实验, 用化学发光检测仪检测其光子数量, 并

建立标准曲线, 重复 5 次实验, 结果如图 2 可知, 横坐标为

标准品溶液浓度(μg/L)的半对数值, 纵坐标为百分光子计

数强度(B/B0)×100%, 相关系数 R2=0.9992, 通过多次试验

可得 , 50%抑制浓度 (IC50)为 0.278 μg/L, 线性范围是

0.070~1.79 μg/L。 

 
 
 

图 2  OTA 标准曲线(n=5) 

Fig. 2  Standard curve of OTA (n=5) 

 

3.3  检出限 

以最低检测限作为灵敏度指标。为测定化学发光免疫

分析法的检出限, 分别取 20 份玉米、小麦、大米样品进行

检测, 计算样品光子数的平均值, 并将此平均值带入标准

曲线得到对应的样品浓度, 计算各对应浓度值的 SD, 由平

均值加 3 倍标准差即为该样品的 LOD, 结果见表 2 所示。

由实验结果可知: OTA 在玉米、小麦、大米中的最低检出

限分别为 3.48、4.29、4.13 μg/kg, 为保障检测方法的准确

和化学发光免疫产品的稳定性, 避免出现假阴性和假阳性

的情况, 设定 OTA 残留化学发光免疫分析法的在玉米、小

麦、大米中的检出限为 5.0 μg/kg。 

 
表 1  最低检测限验证 

Table 1  Verification of LOD 

检测指标 样品
样品平均测定值 

(μg/L, n=20) 
SD 

(n=20) 
LOD 

(μg/L) 

OTA 

玉米 3.09 0.13 3.48 

小麦 3.07 0.34 4.29 

大米 3.47 0.22 4.13 

 

3.4  准确度和精密度 

为了验证化学发光免疫分析法在检测限附近有良好

的准确度和精密度, 向玉米、小麦、大米中分别添加 OTA

标准品至终浓度为 5.0、10.0 μg/L。每个浓度样品重复实验

10 次, 并且连续 3 d 重复试验, 分别计算检测值、平均回

收率和批内、批间相对标准偏差。结果分别见表 2。 

结果表明: OTA 在玉米、小麦、大米中的平均添加回

收率在 65.4~115.8%; 批内、批间相对标准偏差(relative 

standard deviation, RSD)均＜15%, 说明化学发光免疫分析

法的准确度良好、精密度高。 
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表 2  准确度和精密度验证(n=10) 
Table 2  Verification of accuracy and precision (n=10) 

样品 添加浓度(μg/L) 
批内 批间 

检测值(μg/L) 回收率(%) 相对标准偏差(%) 检测值 (μg/L) 回收率(%) 相对标准偏差(%)

玉米 
5.0 4.56±0.4 91.2 8.7 4.84±0.7 96.8 14.4 

10.0 8.97±0.5 89.7 5.6 8.95±0.7 89.5 7.8 

小麦 
5.0 5.18±0.6 103.6 11.5 5.79±0.8 115.8 13.8 

10.0 9.63±0.7 96.3 7.6 8.78±0.7 87.8 7.9 

大米 
5.0 3.27±0.4 65.4 12.2 3.45±0.5 69.0 14.4 

10.0 7.91±0.8 79.1 10.1 7.89±1.1 78.9 13.9 

 
 

表 3  实际样检测结果 
Table 3  Results of actual samples test 

样品编号 化学发光免疫分析法(µg/L) 高效液相色谱法(µg/L) 显著性分析 

小麦 7 10.9±1.1 11.6 

P–value=0.873＞0.05 

玉米 6 18.3±1.9 16.7 

大米 8 27.9±3.3 28.4 

小麦 1~6、8~10; 

玉米 1~5、7~10; 

大米 1~7、9、10 

＜LOD ＜LOD 

 
 

3.5  实际样本验证 

为了验证化学发光免疫分析技术在实际粮食谷物样

本中检测的准确性, 采用国标高效液相色谱法[19]和化学发

光免疫法分别对 30 份玉米、小麦、大米实际样品进行分析, 

检测结果见表 3。 

从表中结果可以看出, 2 种方法对样品的阳性检测结

果一致。对 2 组检测结果进行显著性差异分析, 结果显示, 

P 值为 0.873(P＞0.05), 说明 2 种方法的检测结果无显著性

差异, 进一步证实了化学发光免疫分析技术的准确性。此

外, 与高效液相色谱法相比, 化学发光免疫分析技术操作

便捷, 反应时间快, 检测成本低, 准确度高, 便于在现场

大批量样本检测中推广。 

4  结论与讨论 

本研究发现, 化学发光免疫分析技术在玉米、大米、

小麦等粮食谷物中多种 OTA 残留的检测最低检出限为 5.0 

μg/L; 平均添加回收率在 65.4%~115.8%之间, 批内、批间

RSD＜15%。同时, 对实际样本进行了检测, 结果表明, 化

学发光免疫分析技术在粮食谷物中 OTA 类药物残留检测

的结果与高效液相色谱法一致, 准确度高, 操作便捷, 检

测成本低, 优势明显。 

目前, 关于化学发光免疫分析法在谷物中赭曲霉毒

素 A 的应用和产品研制报道不多, 本研究应用 HRP-鲁米

诺系统作为发光显色系统, 相较于传统的酶联免疫方法, 

发光稳定性更强, 显色平台期更久, 适合作为快速检测产

品进行开发。 

本研究覆盖了大米、玉米、小麦等国内主要粮食作物

样本, 且 IC50为 0.278 μg/L, 线性范围可达 0.070~1.79 μg/L, 

与国内同类研究报道[21,22]相比, 检测样本更丰富, 灵敏度

较高, 线性范围更广泛, 为后期技术成果转化成相应产品

奠定了基础。 

综上说明, 本研究建立的化学发光免疫分析技术能

够实现大米、玉米、小麦中 OTA 含量的快速检测, 并且灵

敏度高、操作简单、反应时间快、成本低, 具有良好的准

确性和可靠性, 为我国谷物中赭曲霉毒素 A 的化学发光免

疫分析快速检测产品的研制和推广提供了有力的技术支持

和参考。 
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