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伏马毒素 B1新型荧光标记物制备及其在 

荧光偏振分析技术中的应用 
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摘  要: 目的  针对玉米中常见真菌毒素——伏马毒素 B1(FB1)开发新型荧光标记物, 从而替代昂贵的 6-(4,6-二

氯三嗪基)氨基荧光素(6-DTAF)标记物, 并在此基础上开发基于荧光偏振原理的伏马毒素快速检测技术。方法  

采用一锅煮的合成方法, 以 5-(4,6-二氯三嗪基)氨基荧光素(5-DTAF)为荧光基团制备伏马毒素荧光标记物, 然后

利用荧光偏振的原理建立基于 5-DTAF的伏马毒素快速检测技术。结果  基于 5-DTAF的 FB1荧光标记物与基于

6-DTAF的 FB1 荧光标记物的荧光偏振分析方法具有相同的分析性能, IC50值基本相等。结论  采用 5-DTAF成

功制备了 FB1 荧光标记物, 同时利用该荧光标记物开发了伏马毒素荧光偏振快速检测技术。该分析技术与基于

6-DTAF荧光标记物的 FB1荧光偏振速测技术相比, 具有同样的分析性能, 但分析成本降低了一半。 
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ABSTRACT: Objective  To Prepare a new fluorescent tracer against common mycotoxins such as 

fumonisins B1 for replace 6-(4,6-Dichlorotriazinyl) aminofluorescein (6-DTAF) expensive marker, and to 

develop a technique for quick detection of fumonisins B1 based on the principle of fluorescence polarization. 

Methods  The one-pot method was used to synthesize 5-(4,6-Dichlorotriazinyl) aminofluorescein (5-DTAF) 
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fluorescent marker, and then fluorescence polarization technique based on 5-DTAF was established to detect 

fumonisins B1. Results  Fluorescence polarization technology based on 5-DTAF and 6-DTAF fluorescent 

marker of fumonisins B1 had almost the same analysis capability and the value of IC50. Conclusion  New 

fluorescent marker of fumonisins B1 was successfully synthesized by using 5-DTAF, and fluorescence 

polarization technology for fumonisins B1 quick detection was developed. Moreover, the fluorescence 

polarization technology based on 5-DTAF fluorescent marker had almost the same analysis capability 

comparing with that of 6-DTAF fluorescent marker, but cut the analysis cost to a half. 

KEY WORDS: fumonisins B1; aminofluorescein; fluorescent tracer; fluorescence polarization 
 
 

1  引  言 

伏马毒素(fumonisin)是一类主要由串珠镰刀菌

产生的真菌毒素[1]。目前至少已鉴定出 15 种伏马毒

素类似物, 其中伏马毒素 B1(FB1)的毒性最强。研究

证实, 伏马毒素可引起马脑白质软化症和猪肺水肿

综合症。世界卫生组织国际肿瘤研究中心(IARC)于

1993 年评价了伏马毒素的毒性, 并将其归类为可能

的人类致癌物; 国际食品法典委员会(CAC)的 JECFA

最近的评价结果指出其具有肾脏毒性[2]。 

伏马毒素除主要存在于玉米及其制品中外, 在

大米、小麦、大麦、高粱、豌豆、芦笋、啤酒、牛奶

和饲料等农产品及其加工品中也有一定浓度的存在
[3]。调查表明: 世界各国的玉米及其制品, 无论是人

食用的食品还是动物用的饲料, 普遍都受到 FB1 的

污染, 其中玉米的污染率达 60%以上[4]。从初步的调

查结果看: 我国玉米中伏马毒素的检出率平均也在

60%以上, 其中肝癌高发区的玉米伏马毒素的最高

值及平均值均显著高于肝癌低发区。农产品中存在的

伏马毒素已成为相关农产品安全消费、国际贸易和现

代农业产业发展的限制因素, 对人的健康和畜牧业

发展构成潜在危害。因此, 引进、研究建立科学先进、

准确可靠的伏马毒素系列监控技术, 是控制我国农

产品伏马毒素污染、保障农产品安全消费和人民身体

健康的迫切需求。 

由于伏马毒素不具有强的紫外吸收和荧光基团, 

因此不像其它真菌毒素那样易于分析检测[5]。国外文

献报道: 伏马毒素的含量水平由于所采用的检测监

测方法和操作程序不同, 会使数据产生较大差异, 有

时甚至是数量级的。为了实施农产品、食品质量安全

的风险管理, 英、美等一些发达国家已建立国际领先

的伏马毒素系列监控技术[6-11]。我国在伏马毒素检测

技术方面也开展了相应研究工作, 如建立了伏马毒

素高效液相色谱的精确检测技术以及基于免疫学和

荧光技术的快速检测技术[12-14]。 

基于抗体的免疫检测技术是真菌毒素的主流检

测技术, 其中作为快速检测技术的荧光偏振检测技

术在国外已经比较成熟[15], 但是其所用的 FB1 荧光

标记物如 6-DTAF 相当昂贵, 导致检测成本较高, 不

利于该技术在我国的大面积推广应用[5]。为了解决上

述问题, 本论文开发了一种新型、廉价的 FB1荧光标

记物——5-DTAF 标记的 FB1, 并在此基础上开发了

基于荧光偏振原理的伏马毒素速测技术。基于

5-DTAF荧光标记物的伏马毒素荧光偏振速测技术与

基于 6-DTAF 荧光标记物的伏马毒素荧光偏振速测

技术相比 , 具有几乎一样的荧光偏振变化幅度及

IC50值。然而, 5-DTAF的价格仅仅是 6-DTAF的一

半, 大大节约了分析成本。该荧光标记物的研发有助

于建立适合我国国情的农产品伏马毒素监控技术体

系, 满足当前我国对农产品伏马毒素污染监控关键

技术的迫切需要, 对保障农产品消费安全和人民生

命健康意义重大, 应用前景广阔。 

2  材料与方法 

2.1  实验材料 

FB1 标准品(美国 Santa 公司); FB1 单克隆抗体

(美国农业部国家农业应用研究中心, 食源性病原菌

与真菌毒素研究分部 , 皮奥里亚 );  5-DTAF、

6-DTAF、二甲基甲酰胺、二氯甲烷、甲醇和乙酸(分

析纯, 西格玛奥德里奇中国公司)。填充柱净化柱(北

京八方公司)。 其他所有分析纯化学试剂均购自北京

索莱宝科技有限公司。实验中所用的其他溶液均由超

纯水(电阻不小于 18 MΩ)配制而成。 
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2.2  仪器与设备 

超纯水系统 (Milli-Q Synthesis, 美国密理博公

司); 水浴恒温振荡器(SHZ-22, 精达仪器制造厂); 恒

温金属浴(Comfort, 德国艾本德公司); 冷冻干燥机

(BT6KEL, 美国 VIRTIS公司); 旋转蒸发仪(Hei-VAP 

Value, 德国 Heidolph 公司 )台式微量高速离心机

(H1650-W, 湘仪离心机仪器有限公司); 荧光偏振读

数仪(SENTRY 200, 美国 Diachemix公司)。 

2.3  试验方法 

2.3.1  伏马毒素荧光标记物的制备 

6-DTAF 标记的伏马毒素制备过程如下:  称取

10 mg FB1, 加入 0.1 mL二甲基甲酰胺, 再加入 0.1 

mL 0.1 mol/L Na2CO3 溶液 , 混匀 , 称取 1 mg 

6-DTAF(结构见图 1), 加入 0.1 mL二甲基甲酰胺, 混

匀。将 6-DTAF溶液加入到伏马毒素溶液中, 搅拌反

应 8 h。将反应液移入加有 0.3 g硅胶 60(粒径 20-43 

µm, 用二氯甲烷洗涤并干燥后使用)的小瓶中 , 用

0.4 mL 甲醇洗涤反应瓶 2~3 次, 洗涤液并入小瓶中, 

用冷冻干燥机干燥过夜。 

 

 

 
图 1  5-DTAF和 6-DTAF结构式 

Fig. 1  Molecular structural formula of 5-DTAF(A) and 
6-DTAF (B) 

5-DTAF标记的伏马毒素制备过程与 6-DTAF标

记的伏马毒素制备过程稍有不同, 简述如下: 称取

10 mg FB1, 溶解于 0.5 mL 0.5 mol/L Na2CO3溶液中, 

加入 1.0 mL 10 mg/mL 5-DTAF溶液(结构见图 1), 搅

拌反应 8 小时。将反应液移入加有 0.3 g 硅胶 60(粒

径 20~43 µm, 用二氯甲烷洗涤并干燥后使用)的小瓶

中, 用 0.4 mL甲醇洗涤反应瓶 2~3次, 洗涤液并入小

瓶中, 用冷冻干燥机干燥过夜。 

荧光标记物的纯化采用填充柱净化, 柱填料为

硅胶 60(粒径 40~63 µm)。将约 10 g填料溶解于二氯

甲烷中, 搅拌赶除气泡后, 将溶液倾倒入填充柱中, 

静置待填料沉淀。样品用 10 mL甲醇溶解, 倾入柱

中, 分别用 50 mL二氯甲烷和 50 mL淋洗液(二氯甲

烷、甲醇和乙酸按 30:10:0.5的比例混合)洗涤, 最后

用 60 mL 洗脱液(二氯甲烷、甲醇和乙酸按 30:30:1

的比例混合)洗脱, 收集洗脱液。40 ℃水浴减压旋转

蒸发近干, 冷冻干燥机干燥过夜至荧光标记物为黄

色粉状物。收集荧光标记物于瓶中, 在-20 ℃条件下

保存。 

2.3.2  FB1 样品的提取 

称取 20 g已粉碎的玉米样品, 加入 100 mL 磷酸

盐缓冲液, 振荡提取 1 h, 过滤。 

2.3.3  FB1 的荧光偏振检测 

在试管中依次分别加入 900 µL磷酸盐缓冲溶液

(pH=7.2)、加入 100 µL样品滤液、100 µL抗体溶液, 

在涡旋混合器上混匀, 用荧光偏振读数仪测定, 作为

溶液空白, 取出试管, 加入 100 µL 荧光标记的 FB1

溶液, 在涡旋混合器上混匀, 用荧光偏振读数仪测定, 

读取荧光偏振强度。 

3  结果与分析 

3.1  荧光偏振免疫分析技术原理 

荧光偏振免疫分析技术是建立在偏振荧光的

基础上, 是 1920年由 Perrin建立的。其原理为: 从

光源发出的一束光线经垂直起偏器后成为垂直偏

振光, 样品被垂直偏振光激发而产生偏振荧光, 此

荧光经检偏器后可测出与样品浓度有关的水平或

垂直方向的荧光偏振光强度。荧光偏振光强度(P)

定义为:  

P=(I⊥-I∥)/ (I⊥+I∥) 
其中, I⊥和 I∥分别为荧光子被激发后, 发射光

在垂直和水平方向上的强度。当溶液的温度和粘度都
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固定时, P值主要取决于荧光子的分子体积。由于荧

光偏振光强度与荧光物质受激发时分子转动速度成

反比, 所以小分子物质在溶液中旋转速度快, P 值较

小; 大分子物质在溶液中旋转速度较慢, P 值较大。

荧光偏振免疫分析技术就是依据这一性质, 在小分

子抗原标记上荧光基团, 与其相应抗体结合后, 所形

成的大分子在溶液中旋转速度变慢, 可增大荧光偏

振光强度。依据荧光标记抗原和其抗原抗体结合物之

间荧光偏振程度的差异, 用竞争性方法可直接测量

溶液中小分子的含量。 

3.2  抗体溶液浓度优化 

根据我们以前的研究, FB1单克隆抗体与 FB1、

FB2、FB3 的交叉反应率分别为 100%、38%和

50%[16]。 

为选择最佳抗体溶液浓度, 将抗体储备溶液用

0.1%的磷酸盐缓冲液稀释为 1:100、1:200、1:300、

1:400、1:500、1:1000的溶液, 分别用于测定伏马毒

素标准曲线。试验结果表明, 随着抗体溶液浓度降

低 , 荧光偏振强度变化范围 (伏马毒素浓度为 0 

µg/kg 和 20000 µg/kg 时的荧光偏振强度的差值 , 

△mP)逐渐缩小。抗体溶液浓度为 1:100时, 荧光偏

度强度变化范围为 216.95, 而抗体溶液浓度为

1:1000时, 荧光偏度强度变化范围降低到 132.9。荧

光偏振强度变化范围关系到测定结果的准确性, 荧

光偏振强度变化范围越大, 测定误差越小。而随着

抗体溶液浓度降低, 代表方法灵敏度的 IC50 值逐渐

降低。抗体溶液浓度为 1:100时, 方法的灵敏度 IC50

为 1647.0 µg/kg, 而抗体溶液浓度为 1:1000时, 方法

的灵敏度 IC50为 258.1 µg/kg。这表明, 随着抗体溶

液浓度降低, 检测灵敏度则逐渐增加, 综合考虑检

测准确度和灵敏度, 选择抗体溶液浓度为 1:500, 方

法灵敏度为 474.3 µg/kg。 

3.3  标准曲线的建立 

称取一定量的伏马毒素标准品, 用甲醇溶解制成

1000 mg/kg的母液, 再逐级稀释为10 µg/kg、50 µg/kg、

100 µg/kg、200 µg/kg、500 µg/kg、1000 µg/kg、2000 

µg/kg、5000 µg/kg、20000 µg /kg的标准溶液。在试

管中依次分别加入 900 µL磷酸盐缓冲溶液、加入 100 

µL不同浓度伏马毒素标准溶液、100 µL抗体溶液, 在

涡旋混合器上混匀, 用荧光偏振读数仪测定, 作为溶

液空白, 取出试管, 加入 100 µL荧光标记的伏马毒素

溶液, 在涡旋混合器上混匀, 反应 1 min, 用荧光偏振

读数仪测定, 读取荧光偏振强度。以伏马毒素浓度

(µg/kg)—荧光偏振强度(mP)作标准曲线, 如图2所示。

采用 6-DTAF 伏马毒素荧光标记物, 按照上述样品提

取方法和测定方法, 建立的伏马毒素荧光偏振技术, 

回归方程为 y =LgstcDoseRsp(a, b, c, d), 其中

a=63.304879, b=197.19669, c=735.97987, d=1.4829537, 
相关系数 R2＝0.9978。采用 5-DTAF 伏马毒素荧光标

记物, 按照上述样品提取方法和测定方法, 建立的伏

马毒素荧光偏振技术, 回归方程为 y =LgstcDoseRsp(a, 

b, c, d), 其中 a=62.126366, b=183.9207, c=500.76307, 

d=1.1633309, 相关系数 r2＝0.9981。 

 
表 1  不同浓度抗体溶液荧光偏振强度范围与灵敏度 

Table 1  Fluorescence polarization intensity range and 
sensitivity of different concentration of antibody solution 

抗体溶液浓度 荧光偏振强度变化范围(△mP) IC50(µg/kg)

1:100 216.95 1647.0 

1:200 208.3 1126.0 

1:300 205.1 888.9 

1:400 182.7 600.4 

1:500 167.35 474.3 

1:1000 132.9 258.1 

 
 

 
 

图 2  伏马毒素荧光偏振分析标准曲线 

Fig. 2  Fluorescence polarization analysis standard curve for FB1 
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图 3  不同基质伏马毒素标准曲线 

Fig. 3  Standard curve of FB1 in different matrix 
 

 
与采用 6-DTAF 伏马毒素荧光标记物测定的标

准曲线比较, 5-DTAF 伏马毒素荧光标记物测得的标

准曲线, 荧光偏振强度变化幅度为 186.8, IC50 为 420 

µg/kg。6-DTAF伏马毒素荧光标记物测得的标准曲线, 

荧光偏振强度变化幅度为 182.3, IC50 为 419.5 µg/kg。

这一结果表明, 5-DTAF可代替 6-DTAF作为伏马毒素

荧光标记物用于伏马毒素荧光偏振免疫分析。 

3.4  玉米基质对测定结果的影响 

为探讨玉米基质对检测结果的影响, 分别采用

磷酸盐缓冲溶液和玉米空白基质溶液, 配制伏马毒

素标准溶液。 

玉米空白基质溶液的制备: 称取 20 g玉米空白

样品(空白样品是指采用液相色谱法测定的伏马毒

素含量<25 µg/kg的玉米), 加入 100 mL磷酸盐缓冲

溶液, 在振荡器上震荡提取 1 h, 过滤后得到的样品

溶液。 

按照标准曲线的测定方法, 测定磷酸盐缓冲溶

液和玉米空白基质溶液伏马毒素标准曲线, 如图 3所

示。用 PBS配制标准溶液时, 荧光偏振强度变化幅度

为 182.3, IC50 为 419.5 µg/kg。用玉米基质配制的标

准溶液, 荧光偏振强度变化幅度为 153.6, IC50 为

454.9 µg/kg。由于玉米基质的干扰, 导致荧光偏振强

度变化范围缩小, 但二者灵敏度差别不大。 

3.5  回收率、精密度的考察 

在玉米空白对照样品中添加不同浓度的伏马毒

素标准溶液, 摇匀, 放置过夜, 测定伏马毒素含量, 

测得添加回收率见表 2。当添加水平均为 0.5 mg/kg、

1.0 mg/kg、2.5mg/kg时, 用磷酸盐缓冲溶液配制的标

准溶液测得的标准曲线计算 , 测得平均回收率为

97.2%～142.8%, 相对标准偏差为 3.9%～9.8%; 用玉

米基质溶液配制的标准溶液测得的标准曲线计算 , 

测得平均回收率为 93.4%～105.1%, 相对标准偏差为

4.4%～9.6%。实验结果表明, 由于玉米基质的干扰, 

用磷酸盐缓冲液配制标准溶液测定标准曲线, 会导

致测定结果偏高, 尤其是样品中伏马毒素含量在 1 

mg/kg时, 导致的结果偏差最大。采用玉米空白基质

溶液配制标准溶液, 回收率和精密度可达到真菌毒

素残留分析要求。 

 
 

表 2  伏马毒素回收率和精密度 
Table 2  Recovery rate and precision of FB1 

采用的标准曲线 添加浓度 mg/kg 
回收率(%) 

RSD(%)
1 2 3 4 5 平均值 

PBS基质标准溶液 

0.5 99.1 102 84.7 108 92.0 97.2 9.0 

1.0 137.5 140 145.5 144.5 146.5 142.8 3.9 

2.5 125.2 99.8 113.8 111.6 104.0 110.9 9.8 

玉米空白基质标准溶液 

0.5 97.0 100.0 79.9 103.0 87.0 93.4 9.6 

1.0 99.0 102.0 108.0 107.0 109.5 105.1 4.4 

2.5 102.0 92.0 107.4 104.6 95.2 100.24 6.5 
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4  结  论 

采用 5-DTAF 代替 6-DTAF, 制备得到新型伏马

毒素荧光标记物 5-DTAF 伏马毒素荧光标记物。将

5-DTAF伏马毒素荧光标记物应用于伏马毒素荧光偏

振免疫分析技术测定玉米中 FB1, 样品前处理只需

提取、过滤, 测定时只需 2~3 min即可测定每一个样

品, 方法简单、快速。可将抗体稀释 500倍使用, 所

需试剂少。方法灵敏度为 0.4 mg/kg, 采用玉米基质配

标, 添加浓度为 0.5 mg/kg、1.0 mg/kg、2.5 mg/kg时, 

测得平均回收率为 93.4%～105.1%, 相对标准偏差为

4.4%～9.6%, 回收率和精密度可达到真菌毒素残留

分析要求。结果表明 5-DTAF伏马毒素荧光标记物可

替代成熟、昂贵的 6-DTAF伏马毒素荧光标记物, 且

其性能与 6-DTAF 制得的荧光标记物相同 , 但

5-DTAF 的市场价格是 6-DTAF 的一半, 大大节约了

分析成本。 
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