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4种黄曲霉毒素 B1酶联免疫试剂盒 
与液相法检测结果比较 

胡玲玲 1, 项瑜芝 1, 蔡增轩 2, 任一平 1,2* 
(1. 浙江工业大学化学工程与材料学院, 杭州 310014; 2. 浙江省疾病预防控制中心, 杭州 310051) 

摘  要: 目的  综合评价 4 种不同厂家的黄曲霉毒素 B1 试剂盒。方法  选择几种食品基质(婴幼儿米粉、花

生酱、酱油), 分别用 R-Biopharm, Romer, Helica和华安麦科的黄曲霉毒素 B1试剂盒检测, 将测定结果与液相

色谱法测得结果进行比对。结果  通过与液相色谱法测得结果比较, 华安麦科试剂盒只适合检测婴幼儿米粉样

品。Helica 和 R-Biopharm试剂盒能检测多种基质, 而 Helica试剂盒检测结果与液相相符度低, R-Biopharm试

剂盒检测米粉时, 本底较高。Romer试剂盒适用于花生酱和酱油样品。结论  为了得到最佳的检测结果, 针对

不同的样品基质, 应选择合适的试剂盒。当用酶联法检测出阳性样品时, 需用液相色谱法确认。 
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A comparative study on 4 kinds of aflatoxin B1 assay kits and 
liquid chromatography 
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(1. College of Chemical Engineering and Materials Science, Zhejiang University of Technology, Hangzhou 310014, China; 

2. Zhejiang Provincial Center for Disease Control and Prevention, Hangzhou 310051, China) 

ABSTRACT: Objective  To compare and evaluate 4 kinds of aflatoxin B1 assay kits and liquid 

chromatography. Methods  Three sample matrixes (infant formula rice flour, peanut butter and soy bean sauce) 

were detected using RIDASCREEN® aflatoxin B1 assay, AgraQuant® aflatoxin B1 assay, Helica low matrix 

aflatoxin B1 assay and Huaan magnech aflatoxin B1 assay, and then compared the analysis results with those by 

liquid chromatography. Results  By contrast, Huaan magnech aflatoxin B1 assay applied to only the infant 

formula rice flour. HELICA low matrix aflatoxin B1 assay and RIDASCREEN® aflatoxin B1 assay could detect 

more sample matrixes, but the analysis results of Helica low matrix aflatoxin B1 assay were inconsistent with 

those by  liquid chromatography, the background of RIDASCREEN® aflatoxin B1 assay was higher. 

AgraQuant® aflatoxin B1 assay were applied to peanut butter and soybean sauce. Conclusion  In view of the 

different of the sample matrix, the suitable assay kit needed to be chosen to get the best analysis results. When 

the results of ELISA were positive, the HPLC method was needed for further validation. 
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1  引  言 

黄曲霉毒素是由黄曲霉和寄生曲霉在生长后期

分泌产生的一类次生代谢产物, 是一类毒性极强的
物质[1], 其毒性是氰化钾的 10倍。黄曲霉毒素是一种
强烈的肝脏毒, 对肝脏有特殊亲和性并有致癌作用。
它主要强烈抑制肝脏细胞中 RNA的合成, 破坏DNA
的模板作用, 阻止和影响蛋白质、脂肪、线粒体、酶
等的合成与代谢, 干扰动物的肝功能, 导致突变、癌
症及肝细胞坏死。 

黄曲霉毒素主要污染粮油食品, 如花生、玉米、
大米、小麦、酱油、坚果等。在天然污染食品中, 以
黄曲霉毒素 B1最为常见, 且毒性最大[2]。新制定的

国家标准[3]GB2761-2011 食品中真菌毒素限量中已
经明确指出各类食品中黄曲霉 B1的限量, 且规定特
殊膳食用食品中黄曲霉毒素 B1限量为 0.5 μg/kg。因
此, 选择一种灵敏度高, 操作简单的检测方法非常
必要。 

目前, 黄曲霉毒素 B1 的检测方法主要有酶联免

疫法[4-7](enzyme-linked immunosorbent assay)、高效液
相色谱法[8-11], 液相色谱串联质谱法[12-16]等。酶联免

疫法和高效液相色谱法是企业最为常用的两种检测

方法。ELISA 法具有操作简单, 灵敏度高等优点, 是
一种理想的快速筛选方法, 但由于存在交叉反应, 易
出现假阳性。HPLC 法灵敏度高, 定量准确, 但样品
前处理较为烦琐, 劳动强度大。本研究选取了婴幼儿
米粉样品, 花生酱, 酱油等样品, 分别用液相法和酶
联法进行检测, 将不同厂家黄曲霉毒素 B1 试剂盒的

测定结果与液相法测得结果相比较, 以评估 4 种黄
曲霉毒素试剂盒的适用性。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

R-Biopharm 酶标仪(内置波长 450 nm); Waters 
超高压液相色谱仪 ACQUITYTM, 配自动进样器和荧
光检测器; 固相萃取装置(20pos 16 mm×100 mm, 
美国 Waters 公司);  黄曲霉毒素免疫亲和柱(美国
Romer 公司);  Allegra 64R 型离心机(美国 Beckman 
Coulter 公司); 微量可调 8 通道移液器(30~300 µL);  
50 mL PP材料离心管(美国 Labcon公司); 涡旋振荡
器(海门市其林贝尔仪器制造有限公司)。 

R-Biopharm 黄曲霉毒素 B1试剂盒, Romer 黄曲
霉毒素 B1 试剂盒, Helica 黄曲霉毒素 B1 试剂盒,华  
安麦科黄曲霉毒素 B1 试剂盒,黄曲霉毒素 B1 标准  
品(美国 Romer 公司); 甲醇、乙腈、正己烷(色谱纯); 
氯化钠、磷酸氢二钠、磷酸二氢钾、氯化钾、吐温

−20(分析纯); 婴幼儿米粉、花生酱、酱油样品(购自
市场)。 

2.2  试验用溶液 

70%甲醇水溶液: 在 700 mL甲醇中加入 300 mL
水; 84%乙腈水溶液: 在 840 mL乙腈中加入 160 mL
水; 90%乙腈水溶液: 在 900 mL乙腈中加入 100 mL
水; 50%乙腈甲醇混合溶液: 在 500 mL 乙腈中加入
500 mL甲醇。 

PBS缓冲溶液: 称取 8.0 g氯化钠, 1.2 g磷酸氢
二钠, 0.2 g磷酸二氢钾, 0.2 g氯化钾, 用 900 mL纯水
溶解, 然后用浓盐酸调节 pH值至 7.4, 最后用纯水稀
释至 1000 mL。 

1%吐温的 PBS 溶液: 吸取 10mL 吐温−20, 用
PBS缓冲溶液稀释至 1000 mL。 

黄曲霉毒素 B1 标准溶液: 取黄曲霉毒素 B1 标 
准品(1 mg/mL)100 µL, 用乙腈稀释至 10 mL, 在
−20 ℃冰箱内保存、备用, 临用前用紫外分光光度计
校正。 

2.3  样品预处理 

2.3.1   酶联法预处理 
称取 3.0 g样品, 加入 9 mL 60%甲醇溶液, 涡旋

5 min, 8000 r/min离心 5 min, 取 100 µL上清液, 用
300 µL 样品稀释液进行稀释, 备用(以华安麦科试剂
盒为例, 其他试剂盒需按照试剂盒中所提供方法)。 
2.3.2   液相法预处理 

样品提取: 取 5.0 g 样品, 加入乙腈/水(84:16, 
v:v) 20 mL, 涡旋 1 min, 超声 0.5 h , 8000 r/min离心
5 min, 取 4 mL 上层清夜, 加 1%吐温的 PBS溶液稀
释至 50 mL, 液体备用。 

样品净化: 先将免疫亲和柱内液体排光, 在免
疫亲和柱上接一个 50 mL 的注射器, 将提取的液体
上黄曲霉毒素免疫亲和柱 , 上样完后 , 用  10 mL 
PBS 溶液淋洗柱子 1 次, 抽干, 再用 5 mL 的甲醇
洗脱, 吹干, 收集洗脱液, 并氮吹干, 用 1.0 mL 乙
腈水(90:10, v:v)溶液溶解残渣, 过 0.22 μm 滤膜并收
集滤液, 备用。 



第 3期 胡玲玲, 等: 4种黄曲霉毒素 B1酶联免疫试剂盒与液相法检测结果比较 815 
 
 
 
 
 

 

2.4  样品检测 

2.4.1  酶联法检测 
将所需试剂从冷藏环境中取出 , 置于室温

(20 ℃~25 ℃)平衡 30 min以上, 注意每种液体试剂使
用前均须摇匀。 取出需要数量的微孔板, 将不用的
微孔放入自封袋, 保存于 2 ℃~8 ℃。编号: 将样品和
标准品对应微孔按序编号, 每个样品和标准品做 2 
孔平行, 并记录标准孔和样品孔所在的位置。  

加标准品/样品: 加标准品/样品 50 μL/孔到对应
的微孔中, 然后加入抗试剂 50 μL/孔, 轻轻振荡混匀, 
用盖板膜盖板后置 25 ℃避光环境中反应 30 min。  

洗板: 小心揭开盖板膜, 将孔内液体甩干, 用洗
涤工作液 250 μL/孔, 充分洗涤 4~5 次, 每次间隔 10 
s, 用吸水纸拍干。 

加酶标物: 加入酶标物 100 μL/孔, 轻轻振荡混
匀, 用盖板膜盖板后置 25 ℃避光环境中反应 15 min, 
取出重复洗板步骤。  

显色: 加入底物液 A液 50 μL/孔, 再加底物液 B
液 50 μL/孔 , 轻轻振荡混匀 , 用盖板膜盖板后置
25 ℃避光环境中反应 15~20 min。 

测定: 加入终止液 50 μL/孔, 轻轻振荡混匀, 设
定酶标仪于 450 nm处, 测定每孔 OD值。(以华安麦
科试剂盒为例, 其他试剂盒需按照试剂盒中所提供
方法)。 
2.4.2  液相法检测 

按下列色谱条件, 取 20 μL, 进UPLC-FLD 检测
分析。色谱柱: Waters ACQUITY UPLCTM BEH C18 
(100 mm×2.1 mm, 1.7 μm)。流动相: A相: 水, B相: 
乙腈-甲醇。等梯度洗脱条件: A: 65 %, B: 35 %。流速:  

0.3 mL/min。柱温: 40 ℃。进样量: 10~20 μL。荧光
检测器: 激发波长: 365 nm, 发射波长: 436 nm。 

3  结果与讨论 

3.1  试剂盒之间的比较 

3.1.1  定量限 

根据国家真菌毒素限量食品安全基础标准
[4]GB2761-2011 的规定, 婴幼儿米粉、酱油、花生酱
样品中黄曲霉毒素 B1 的限量分别为 0.5、5.0、20.0 
μg/kg。因此, 为了满足婴幼儿米粉最低限量的要求, 
所选试剂盒定量限最好在 0.5 μg/kg以下。 

参考各厂家所给出的检测定量限(表 1)。本实验
中选取较简单的阴性婴幼儿米粉样品作为基质, 添
加 4 个不同浓度的黄曲霉毒素 B1标准品, 做 3 个平
行, 按照各家酶联试剂盒所给的操作方法进行试验, 
通过测得米粉中的黄曲霉毒素 B1 含量, 来考察酶联
试剂盒是否能满足检测要求。实验测定结果见表 1, 
由结果可知, Romer的酶联免疫试剂盒不能满足婴幼
儿米粉的检测, 但能达到更低的定量限。华安麦科、
Helica 和 R-Biopharm 的酶联免疫试剂盒定量限均可
满足婴幼儿米粉检测要求, 华安麦科的定量限最低
且偏差较小, 更适合用于婴幼儿米粉的检测。 
3.1.2  试剂盒回收率 

本实验中选取两种阴性基质(婴幼儿米粉、花生
酱)进行试验, 分别添加 3 个不同浓度的黄曲霉毒素
B1 标准品, 每个添加浓度平行 3 份, 按各家酶联试
剂盒所给说明书进行实验操作, 测得各加标样品的
吸光度, 经计算得到加标样品浓度, 结果见表 2。
Romer 公司的试剂盒, 不适合检测限量要求低的婴 

 
表 1   不同厂家酶联免疫试剂盒定量限 

Table 1  LOQ of different manufacturer ELISA kits(μg/kg, n=3) 

 华安麦科 Helica R-Biopharm Romer 

试剂盒标注定量限(μg/kg) 0.12 0.6 0.5 2.0 

加标量(μg/kg) 实测值 RSD 实测值 RSD 实测值 RSD 实测值 RSD 

 0.12 0.13 20.4 - - 0.31 34.5 - - 

 0.5 0.51 10.5 0.40 15.6 0.47 11.2 - - 

 1.0 1.19 8.7 0.87 11.8 0.88 10.1 0.97 35.4 

 2.0 2.86 7.4 2.05 19.2 2.26 6.3 1.89 24.5 

-表示未检出 
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幼儿米粉样品, 仅适合检测花生酱样品。而华安麦
科、R-Biopharm 和 Helica 公司的试剂盒可用于婴幼
儿米粉样品的检测。3 家试剂盒相比较, 华安麦科公
司试剂盒定量限最低, 能检测低于 0.5 μg/kg 含量的
样品, 针对大米基质测定实用性更好, 但由于只适用
于检测大米类基质, 检测基质范围较窄, 而 Helica和
R-Biopharm 公司的试剂盒 , 能适用检测多种基质 , 
但对于低于 0.5 μg/kg 的婴幼儿米粉样品, 检测结果
存在一定偏差。 

3.2  酶联法与液相色谱法比较 

在本实验中, 挑选了婴幼儿米粉、花生酱和酱油
样品, 分别用不同厂家的黄曲霉毒素 B1 酶联试剂盒

和液相色谱法进行检测, 结果见表 3。结果表明, 对
于婴幼儿米粉样品, 华安麦科试剂盒本底干扰低, 相
对于液相色谱法含量, 偏差为 12.2%~15.0%。Helica
和 R-Biopharm 试剂盒本底干扰较高, 相对于液相色
谱含量 , 偏差分别为 15.0%~28.6%和 2.0%~72.0%, 
选择华安麦科公司试剂盒更佳。对于花生酱样品 , 
R-Biopharm 试剂盒检测结果偏阳性 , 偏差为
0.4%~13.1%, Romer试剂盒检测结果偏阴性, 偏差为
16.7%~34.4%, Helica 试剂盒检测结果偏阴性, 偏差
为 27.4%~41.9%, 选择 R-Biopharm 试剂盒更佳。对
于酱油样品, Helica和R-Biopharm公司的试剂盒本底
偏高, Romer公司试剂盒更佳。 

 
表 2  样品回收率 

Table 2  Recovery rate of samples(μg/kg, n=3) 

样品 加标量 华安麦科 Helica R-Biopharm Romer 

  实测值 回收率(%) RSD 实测值 回收率(%) RSD 实测值 回收率(%) RSD 实测值 回收率(%) RSD

米粉 

0.3 0.36 120.0 11.9 - - - 0.45 150.0 20.1 - - - 

0.5 0.51 102.0 10.5 0.40 80.0 15.6 0.47 94.0 11.2 - - - 

2.0 2.86 143.0 7.4 2.05 102.5 19.2 2.26 113.0 6.3 1.89 94.5 24.5 

花生

酱 

5.0 — — — 3.23 64.6 8.9 6.14 122.8 8.2 5.99 119.8 8.5 

10.0 — — — 8.11 81.1 13.3 12.34 123.4 10.7 13.8 137.6 7.9 

20.0 — — — 15.2 76.1 12.0 26.87 134.4 7.4 28.3 141.5 3.6 

—表示未检测, -表示未检出 

 
表 3  不同基质样品含量 

Table 3  Different matrix sample content(μg/kg, n=3) 

样品 华安麦科 Helica R-Biopharm Romer 液相色谱法 

米粉 1 1.61±0.09 1.19±0.15 1.20±0.10 - 1.40±0.05 

米粉 2 - 0.14±0.06 0.26±0.15 - - 

米粉 3 0.43±0.08 0.35±0.19 0.48±0.08 - 0.49±0.03 

米粉 4 0.22±0.05 0.22±0.10 0.43±0.06 - 0.25±0.03 

花生酱 1 - 1.22±0.43 - - - 

花生酱 2 - 1.40±0.26 2.61±0.31 1.58±0.20 2.41±0.10 

花生酱 3 - 45.47±9.40 70.82±8.20 52.16±6.34 62.62±4.32 

酱油 1 - 1.39±0.22 3.12±0.42 0.49±0.11 - 

酱油 2 - 1.21±0.32 2.35±0.19 0.56±0.08 - 
 
 
 



第 3期 胡玲玲, 等: 4种黄曲霉毒素 B1酶联免疫试剂盒与液相法检测结果比较 817 
 
 
 
 
 

 

 

4  结  论 

本研究主要比较了不同厂家的黄曲霉毒素 B1酶

联免疫试剂盒, 并将试剂盒所测得结果与液相色谱
法结果进行比对。结果表明, 酶联免疫法是一种快速
筛选方法, 对不同基质的检测差异性较大, 因此针对
不同的样品基质, 需要合理选择酶联免疫试剂盒。由
于市场上酶联免疫试剂盒质量参差不齐, 在对相应
基质进行检测之前, 应参考相关标准, 对试剂盒的定
量限和回收率进行验证, 以确保结果的准确性。由于
酶联免疫中存在的交叉反应, 可能出现假阳性现象。
因此, 当检测过程中出现阳性样品时, 需要用液相色
谱法进行确认。 
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