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QuEChERS-酶联免疫快速检测法测定茶叶中 
黄曲霉毒素 B1 

刘  辉 1, 2*, 张  燕 1 

(1. 广东产品质量监督检验研究院, 佛山  528300; 2. 华南农业大学食品学院, 广东省食品质量安全重点实验室, 

农业部农产品贮藏保鲜质量安全风险评估实验室, 广州  510642) 

摘  要: 目的  建立 QuEChERS-酶联免疫快速检测茶叶中黄曲霉毒素 B1的方法, 并对样品前处理条件进行优

化。方法  茶叶样品用 70%乙腈水提取溶液进行提取目标物, 离心后取上清液并用 PSA+MgSO4进行净化处理

后, 采用酶联免疫快速检测方法进行分析测定。结果  本方法的检出限为 0.078 µg/kg, 线性范围为 0.125~0.854 

µg/kg, IC50值为 0.327 ng/mL。在三个不同添加水平下, 样品的平均回收率为 87.66%~97.17%, 相对标准偏差为

4.89%~7.16%。检测结果与高效液相色谱法(high performance liquid chromatography, HPLC)方法的相关系

r2=0.9854, 线性相关性良好。结论  该方法更加简便、快速、高效, 能够用于茶叶中黄曲霉毒素 B1的检测。 
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Simultaneous determination for aflatoxin B1 in tea leaf by QuEChERS 
-enzyme-linked immunosorbent assay 
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Laboratory of Food Quality and Safety, Laboratory of Quality and Safety Risk Assessment in Agricultural Products 
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ABSTRACT: Objective  To establish a QuEChERS-enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) method 

for determining the aflatoxin B1 (AFB1) in tea leaf rapidly, and optimizing the sample pre-treatment conditions. 

Methods  The samples were extracted with 70% acetonitrile in water, and the supernatant liquid was directly 

purified with PSA+MgSO4 for detection of ELISA. Results  The limit of detection (LOD) of method was 

0.078 µg/kg, with linear range between 0.125 and 0.854 µg/kg, and IC50 value was 0.327 ng/mL. Average 

recovery rate of samples was between 87.66% and 97.17% at 3 adding levels, and the relative standard 

deviation (RSD) was 4.89%~7.16%. The results showed a good coefficient with high performance liquid 

chromatography (HPLC) (r2=0.9854). Conclusion  This method proved to be suitable for the screening of tea 

leaf samples for the presence of AFB1, which was easier, faster and more efficient. 

KEY WORDS: QuEChERS; enzyme-linked immunosorbent assay; aflatoxin B1; tea leaf 
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1  引  言 

黄曲霉毒素(aflatoxins, AFT)主要是黄曲霉、寄生

曲霉等真菌产生的次生代谢产物[1], 在自然界中主要

以黄曲霉毒素 B1、B2、G1和 G2存在, 具有较强的致

癌性[2,3], 1993 年被世界卫生组织的癌症研究机构划

定为Ⅰ类致癌物, 其中 AFB1毒性和致癌性最强
[4,5]。

目前, 多国均对 AFB1的限量标准做出规定。欧盟规

定花生中 AFB1的最高限量为 2 µg/kg, 我国对 6类食

品中 AFB1的限量为 0.5~20 µg/kg, 但目前还没有对

茶叶中的 AFB1 做出相应的规定。据目前文献可知, 

茶叶易受到 AFB1的污染。Benford等[5]对普洱茶中的

AFB1 的污染情况进行调查, 与发酵食品的限量标准

比较, 超标达 11.43%; 陈若恒等[6]对荔湾区普洱茶中

的 AFB1污染调查发现检测的 140份样品中检出阳性

样品 8 份; 陈建玲等[7]也报道了茶叶中 AFB1的污染

状况, 均有不同程度的污染。此外, 美国等发达国家

均对进口茶叶要求检测 AFB1。针对目前情况, 对市

场上的茶叶进行监管, 保证茶叶的质量安全, 保障人

体健康和贸易壁垒显得尤为重要。 

目前检测茶叶中AFB1的方法主要有薄层色谱法

(thin layer chromatography, TLC)[8]、高效液相色谱法

(high performance liquid chromatography, HPLC)[9,10]、

高效液相色谱-质谱法[11]、超高效液相色谱-质谱法[12]

和酶联免疫 (enzyme-linked immunosorbent assay, 

ELISA)[13]等。前几种方法存在操作过程繁琐、灵敏

度低, 而仪器费用高、需要对样品进行柱前或柱后衍

生, 耗费时间长、不能批量检测以及不能即时检测等

缺点, ELISA方法不仅能够克服以上缺点, 还具有快

速、简便、高效、批量检测等优点, 广泛用于各类产

品的检测, 便于在基层普及。目前大部分对 AFB1的

研究均集中在食用油、花生及大米等样品的检测, 而

对茶叶样品的研究相对较少。由于茶叶基质复杂, 样

品前处理过程一直是个难点。目前普遍的检测技术的

是固相萃取、液液萃取等 , 但都存在一些问题。

Anastassiadas等[14]于 2003年提出了一种快速(quick)、

简单(easy)、廉价(cheap)、高效(effective)、可靠(rugged)

和安全(safe)的分散固相萃取(QuEChERS)技术。而将

该技术用于检测茶叶中AFB1药物残留的ELISA方法

鲜有报道。 

本文对样品前处理条件进行了改进和优化, 建

立一种 QuEChERS 结合 ELISA 检测茶叶中 AFB1药

物的方法, 具有快速、简单、高效等优点, 能够满足

茶叶中 AFB1药物残留检测要求, 适合大批样品的快

速筛选, 为相关部门的监管提供一定的技术支持。 

2  材料与方法 

2.1  材料与仪器 

黄曲霉毒素 B1标准品: 国家标准物质研究中心; 黄

曲霉毒素B1 ELISA试剂盒: 广州万联生物科技有限公司; 

茶叶样品: 广东省某零售店; 其他试剂均为国产分析纯。 

离心机 (美国 Sigma 公司 ); 酶标仪 (Multiskan 

MK3); 微量移液器(美国 Eppendorf 公司); 高效液相

色谱仪(美国安捷伦 1200)。 

2.2  样品来源 

茶叶随机购买于超市, 种类包括绿茶、红茶、乌

龙茶等, 样品共计 10份。 

2.3  样品前处理 

称取 5.0 g 样品(已粉碎)于具塞塑料离心管中, 

准确加入 25 mL乙腈:水(7:3)溶液, 涡旋 10 min, 离心

取上清液 5 mL, 将上清液转入到装有分散固相萃取

剂(250 mg PSA+450 mg MgSO4)的 10 mL离心管中, 

涡旋 2 min。将 10 mL 离心管放入 4 ℃离心机中以

6000 r/min的转速离心 5 min。取适量的萃取液稀释

到合适的倍数, 待测。 

2.4  ELISA 试剂盒的检验步骤 

吸取样品稀释液、标准工作液及待测样液加入各

自的滴定孔板内, 样品稀释液孔中加入酶标抗原稀

释液, 其余各孔加入酶标抗原溶液, 轻轻振荡, 使反

应物混匀, 将滴定板放入 37 ℃水浴箱中孵育 30 min, 

取出滴定板, 甩掉反应液, 用洗涤液洗板 4次, 拍干, 

每孔加入底物液及底物缓冲液各 50 μL, 摇匀, 放入

37 ℃水浴箱中显色 15 min, 加入 50 μL终止液, 摇匀

后用波长为 450 nm酶标仪测定各孔的吸光度 A值。 

以黄曲霉毒素药物的溶液浓度对数为横坐标 , 

A450 nm值为纵坐标, 采用Origin Pro 8.5软件进行拟合, 

绘制黄曲霉毒素 ELISA 方法的标准曲线, 以标准曲

线测定样液中的黄曲霉毒素的浓度。 

3  结果与分析 

3.1  AFB1-ELISA 标准曲线建立 

以 AFB1 标准品溶液浓度对数为横坐标, A450 nm
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值为纵坐标, 进行拟合, 结果如图 1所示。该方法的

IC50值为0.327 ng/mL; 检出限为0.078 µg/kg, 检测范

围为 0.125~0.854 ng/mL。 

 

图 1  AFB1-ELISA法标准曲线(n=5) 

Fig. 1  Standard curve of AFB1 by ELISA (n=5) 
 

3.2  样品前处理条件的优化 

由于茶叶样品的基质复杂 , 若要有效提取出

AFB1, 就要提高提取效率, 把目标物的损失降到最

小。实验考察提取溶剂、净化条件等各项实验条件对

回收率的影响, 从而确定最优条件, 提高提取效率。 

3.2.1  提取溶剂的优化 

考察不同提取溶剂在茶叶样品中AFB1的提取效

果。分别采用石油醚、乙腈、乙醇、甲醇对样品中的

AFB1进行提取, 测定回收率, 如表 1所示。 

结果显示, 甲醇、石油醚、乙醇提取效果不佳, 

乙腈的提取效果较好, 和文献[9,15,16]报道相一致。能

够 基 本 满 足 分 析 检 测 要 求 , 回 收 率 为

76.44%~109.73%, 因此选择乙腈作为提取剂。 

以乙腈和水的混合溶液为提取剂, 比较提取剂

中乙腈的体积分数分别为 60%、70%、80%、90%、

100%时, 对茶叶中 AFB1 的提取效率的影响, 如表 2

所示。由表 2可知, 70%的乙腈水溶液的提取效果最好, 

干扰较少, 因此选择 70%乙腈水溶液作为提取剂。 

3.2.2  净化条件的优化 

实验过程中发现如果直接用提取剂提取目标物

时 , 基质干扰较大 , 导致回收率低 , 因此采用

QuEChERS技术进行样品净化, 提高回收率, 可以省

时省力, 提高效率。本实验选择的净化填料有乙二胺

-N-丙基硅烷(PSA)、C18吸附剂及硫酸镁(MgSO4), 而

MgSO4 的主要作用是吸收水分。采用 70%乙腈水溶

液为提取溶液, 分别比较 C18+MgSO4、PSA+MgSO4

的两种吸附剂组合对样品基质的净化效果, 测定相应

的回收率, 结果如表 3。实验结果表明, PSA+MgSO4

的净化效果是最好的, 回收率在 80%~120%之间, 因

此选取 PSA 作为实验的净化吸附剂。并对 PSA 的用

量进行优化, 结果如图 2所示。综合考虑, 最终选择净

化填料为 250 mg PSA+450 mg MgSO4。 

表 1  不同提取剂对 AFB1 回收率的影响(n=3) 
Table 1  The effects of the extracting solvent on recovery (n=3) 

药物 添加浓度/(μg/kg) 乙醇(%) 乙腈(%) 甲醇(%) 石油醚(%) 

AFB1 

1.0 70.36±6.91 76.44±8.79 75.86±5.69 53.61±8.82 

2.0 64.29±10.03 109.73±3.28 71.36±8.31 65.85±4.57 

5.0 68.83±6.78 78.69±6.47 67.34±6.28 58.39±6.91 

表 2  不同比例提取剂对 AFB1 回收率的影响(n=3) 
Table 2  The effects of different proportions of extracting solvent on recovery (n=3) 

药物 添加浓度/(μg/kg) 60%乙腈水溶液 70%乙腈水溶液 80%乙腈水溶液 90%乙腈水溶液 乙腈 

AFB1 

1.0 70.81±8.93 86.44±4.88 78.86±7.61 73.61±12.82 76.92±5.72 

2.0 74.64±11.34 98.46±7.81 91.36±5.11 95.85±4.58 113.64±6.73 

5.0 82.92±4.82 94.92±4.43 87.34±13.73 88.39±9.91 79.23±8.21 
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表 3  不同吸附剂对 AFB1 回收率的影响(n=3) 
Table 3  Recovery data of AFB1 for different sorbents (n=3) 

药物 添加浓度/(μg/kg) C18+MgSO4回收率/% PSA+MgSO4回收率/% 

 1.0 74.37±8.12 84.81±3.97 

AFB1 2.0 81.93±10.61 94.83±6.16 

 5.0 85.44±5.36 91.28±7.47 

 

 

图 2  PSA使用量的优化 

Fig. 2  Comparison of the abilities of different amount of 
PSA 

 
C18 吸附剂是在硅胶基质上接有十八烷基 , 具

有较高的相覆盖率和碳含量 , 对非极性物质有较

高的容量 , 对油脂和一些非极性基质成分去除效

果很好。乙二胺-N-丙基硅烷(PSA)具有弱的阴离子

交换能力, 它能与带有-OH、-NH 或-SH 官能团的

分子形成氢键和化合物作用 , 可清除有机酸、酚

类、色素和糖类[17]。对于茶叶样品来说, PSA吸附

剂除杂效果更好。 

3.3  方法回收率和精密度 

取空白样品, 分别加入 2.0、5.0和 10.0 μg/kg的

低、中、高 3 个水平的 AFB1的标准溶液, 进行样品

前处理, 稀释到合适的倍数, 测定其回收率, 重复测

定 6次, 结果见表 4所示。结果可知, 该方法的平均

回收率为 87.66%~97.17%, RSD为 4.89%~7.16%。 

3.4  基质效应 

样品提取液成分复杂, 其中某些杂质可能会影

响免疫反应过程中的抗原抗体特异性结合, 从而降

低检测方法的灵敏度, 甚至产生假阳性。本实验选择

各品种的空白样品, 进行样品预处理, 得到样品提取

液, 用此提取液和标准品稀释液将各标准品按照配

制标准曲线的梯度稀释, 进行 ELISA 实验, 分别绘

制标准曲线, 比较分析, 考察不同样品基质对标准曲

线的影响[18], 结果如下图 3所示。由图可知, 所得到

的标准曲线几乎全部重合, 表明经过前处理后不同

样品的基质效应对 ELISA检测 AFB1基本无影响。 

 

图 3  不同基质标准曲线与 AFB1标准曲线的比较 

Fig. 3  Comparison of different normalised standard curve 
and AFB1 standard curve by ELISA 

 

3.5  方法验证 

高效液相色谱法是检测 AFB1的标准方法之一。

为验证本研究建立的 ELISA 方法和前处理方法的准

确性, 采用相同的样品前处理方法, 比较 HPLC 与

ELISA 的相关性以及样品前处理方法的准确性, 结

果如图 4和表 5所示。 

据相关文献报道, 当相关系数 R2>0.95 时, 判定

两种方法的相关性良好。通过对两种方法测定结果进

行线性回归分析, 以 ELISA 试剂盒测得的样品浓度

为 X轴, 以 HPLC测得的样品浓度为 Y轴, 绘制散点

图 , 做拟合曲线 , 结果如图 5 所示。回归方程为

Y=1.0433X-0.2313, 相关系数 R2=0.9854, 说明建立的

ELISA方法检测 AFB1结果准确可靠。 
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表 4  茶叶中 AFB1 的加标回收试验结果(n=6) 
Table 4  Recovery data of AFB1 in tea leaf (n=6) 

药物 添加浓度/(μg/kg) 测定值(μg/kg) 平均回收率(%) RSD(%) 

 2.0 1.75 87.66 7.16 

AFB1 5.0 4.79 95.81 4.89 

 10.0 9.72 97.17 5.47 

表 5  不同种类样品中 AFB1 添加回收实验结果(n=3) 
Table 5  Recoveries of AFB1 from spiked fish and shrimp by ELISA and HPLC (n=3) 

样品 添加量(ng/g) 

HPLC ELISA 

检测值±标准偏差 

平均回收率(%) 

检测值±标准偏差 

平均回收率(%) 

(ng/g) (ng/g) 

红茶 

2.0 1.93±4.27 96.5 1.87±4.95 93.5 

5.0 4.53±4.32 90.6 4.86±8.53 97.2 

10.0 10.32±10.62 103.2 9.86±5.82 98.6 

绿茶 

2.0 1.76±6.52 88.0 1.85±8.67 92.5 

5.0 4.91±7.84 98.2 4.72±9.36 94.4 

10.0 8.94±8.94 89.4 9.43±7.32 94.3 

乌龙茶 

2.0 1.89±4.37 94.5 2.11±12.34 105.5 

5.0 4.76±3.98 95.2 5.15±6.73 103.0 

10.0 9.27±5.39 92.7 8.45±3.29 84.5 

 

 

图 4  加标样品(5 ng/mL)色谱图 

Fig. 4  Chromatogram data of AFB1 (5 ng/mL) from tea leaf 
by HPLC 

 

图 5  HPLC与 ELISA法检测样品中 AFB1的线性相关性

分析 

Fig. 5  Analytical result of ELISA and HPLC methods 
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3.6  实际样品的检测 

本研究分别采用所建立的 AFB1药物 ELISA 方

法和 HPLC方法对购于某超市的 10份茶叶样品进行

对比实验, 结果见表 6。 

表 6  AFB1 药物实际样品检测 
Table 6  The results of AFB1 detection from actual samples 

样品编号 ELISA (μg/kg) HPLC (μg/kg) 

1 4.1 4.0 

2 ND ND 

3 ND ND 

4 1.8 1.6 

5 ND ND 

6 ND ND 

7 2.8 2.7 

8 ND ND 

9 ND ND 

10 1.8 1.9 

注: ND表示未检出 
 

通过对两个不同种类的 10份样品进行检测, 结

果发现有 4 份样品检出 AFB1, HPLC 检出的 AFB1

含量介于 1.6~4.0 μg/kg 之间, ELISA 检出的 AFB1

含量介于 1.8~4.1 μg/kg之间。通过实际样品的测定

证实, 本文所建立的方法可用于实际样品中AFB1药

物的检测。 

4  结  论 

本研究通过对样品前处理的提取净化过程进行

优化, 首次建立一种快速有效的检测茶叶中 AFB1的

QuEChERS-ELISA 法。相比于仪器检测的方法 , 

ELISA 方法更方便、快速, 而采用 QuEChERS 前处

理方法不仅可以避免使用繁琐的过柱过程, 而且价

格更低廉、快速、简便。与王可、谭志熹等[19,20]研究

相比, 样品前处理过程简单、方便、省时。本文建立

的方法的平均回收率为 87.66%~97.17%, RSD 为

4.89%~7.16%, 符合 AFB1 药物残留测定的要求, 并

且经 HPLC方法确证, 该方法准确可靠, 能够用于茶

叶中 AFB1药物的检测需求, 适于应用推广。 
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