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酶联免疫法检测酱油中的黄曲霉毒素 B1 

李  江 1*, 李晓明 1, 綦  艳 1, 田秀梅 2, 张  娟 1, 龙顺荣 1 

(1. 广东产品质量监督检验研究院, 国家食品质量监督检验中心(广东), 佛山  528300;  

2. 北京华安麦科生物技术有限公司, 北京  102200) 

摘  要: 目的  建立酶联免疫法检测酱油中黄曲霉毒素 B1(Aflatoxin B1, AFB1)的分析方法。方法  酱油样本

经纯乙腈(料液比=1:2, V:V)提取, 再做 1:9 稀释, 通过酶联免疫吸附法(enzyme linked immunosorbent assay, 

ELISA)测定样本中 AFB1。结果  当加标浓度为 2 μg/kg和 5 μg/kg时, 纯乙腈对酱油中 AFB1的提取回收率结

果分别为 121.3%和 106.5%; 方法检出限为 1 μg/kg。与国标方法检测结果的相对标准偏差小于 10%。结论  本

方法准确、灵敏度高, 可适用于酱油中 AFB1的检测。 
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Detection of aflatoxin B1 in soy sauce by enzyme linked immunosorbent assay 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for the detection of aflatoxin B1 in soy sauce by enzyme linked 

immunosorbent assay (ELISA). Methods  Soy sauce was extracted with acetonitrile (1:2, V:V), and processed with 

1:9 dilution, and then the content of AFB1 in samples was determined by ELISA. Results  When the spiked 

concentrations were 2 μg/kg and 5 μg/kg, the recoveries of AFB1 in soy sauce extracted by pure acetonitrile were 

121.3% and 106.5%, respectively. The limit of detection was 1 μg/kg. Compared with the national standard method, 

the relative standard deviation of result was less than 10%. Conclusion  This method is accurate and sensitive, 

which is suitable for the detection of AFB1 in soy sauce. 
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1  引  言 

黄曲霉毒素是黄曲霉(Aspergillus flavus)和寄生曲霉

(Aspergillus parasiticus)产毒菌株代谢产物的总称, 属于真

菌毒素[1,2], 黄曲霉毒素 B1(aflatoxin B1, AFB1)是剧毒物质, 

其毒性是氰化钾的 10倍, 砒霜的 68倍[3], 具有极强的致癌

性和致突变性[4]。人或动物在食入被黄曲霉毒素 B1污染的

食品后, 经新陈代谢会转变为黄曲霉毒素 M1、P1 等物质, 

从而影响人类健康[5,6]。目前依据黄曲霉毒素化学结构和产

生衍生物的不同并通过系统鉴定的有 17 种, 其中 AFB1、

B2、G1、G2、M 1等几种危害性较大
[7,8], 世界卫生组织(World 

Health Organization, WHO)的癌症研究机构已于 1993年将
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黄曲霉毒素划定为 I类致癌物质[9]。 

很多国家对 AFB1已制定严格限量标准
[10]。目前所采

用的黄曲霉毒素常规分析方法主要有薄层色谱法 (thin 

layer chromatograph, TLC)[11,12]、高效液相色谱法 (high 

performance liquid chromatography, HPLC)[13,14]、高效液相

色谱-串联质谱法(high performance liquid chromatography- 

tandem mass spectrometry, HPLC-MS/MS)[15]及酶联免疫吸

附法 (enzyme linked immunosorbent assay, ELISA)等[16]。 

酱油是用黄豆或黑豆等原料发酵制成, 是家庭生活

常用调味品, 但生产原辅料、酿制过程中易引入 AFB1, 导

致成品酱油中含有微量 AFB1。我国卫生指标中要求酱油

中的 AFB1≤5 μg/kg[17], GB/T 5009.22-2003《食品中黄曲

霉毒素 B1的测定》
[18]和 GB/T 5009.23-2006《食品中黄曲

霉毒素 B1、B2、G1、G2的测定》
[19]中对酱油 AFB1的提

取都要用到三氯甲烷, 提取液还需 65 ℃水浴锅通风挥干

或浓缩蒸馏器减压蒸干, 耗时长且操作步骤繁琐; TLC法

虽然简便, 但灵敏度差; HPLC 虽然灵敏度高, 但样品前

处理烦琐 , 检测时间长 , 对酱油和醋等调味品还不是很

适用; 而 ELISA 法由于其快速灵敏、准确、操作简便、

无需贵重仪器设备且对样品纯度要求不高等优点, 特别

适用于大批量酱油样品的检测[20]。本研究拟采用 ELISA

法检测酱油中的 AFB1含量, 旨在为 AFB1的相关检测和

监管提供参考。 

2  材料与方法 

2.1  试剂与仪器 

甲醇、乙腈(分析纯, 广州化学试剂厂);  

MULTISKAN MK3 酶标仪 (美国 Thermo 公司 ); 

Thermo高速离心机(美国 Thermo公司); G&G电子天平(深

圳市海恒精密工具有限公司)。 

黄曲霉毒素 B1标准品、黄曲霉毒素 B1ELISA检测试

剂盒(北京华安麦科生物有限公司) 

酱油样本, 市售。 

2.2  实验方法 

2.2.1  样品前处理 

分别采用 60%、80%的甲醇-水、乙腈-水及纯甲醇、

乙腈作为样本提取液, 提取步骤为: 称取 25.0 g 酱油样本

到分液漏斗中, 加入 50.0 mL 上述不同浓度提取液, 在振

荡器上振摇 10.0 min, 然后将混合提取液放入 10.0 mL离

心管中, 4000 r/min 离心 5.0 min, 再用定量滤纸过滤; 取

100 μL滤液到 2.0 mL离心管, 加入 900 μL磷酸盐缓冲液

(pH=6.5)做 1:9稀释, 即为样本待测液。 

2.2.2  ELISA 检测样本中 AFB1 

将酶联免疫试剂盒从冷藏环境中取出 , 置于室温

(20~25 )℃ 平衡 30 min, 取出微孔板, 将样本和标准品对应

微孔按序编号, 并记录标准孔和样本孔所在的位置; 加入

标准品或样本 50 μL 到对应的微孔中, 加入 AFB1酶标物

50 μL/孔, 再加入 AFB1抗试剂 50 μL/孔, 轻轻振荡混匀, 

用避光膜盖住板, 置室温环境中反应 15 min; 反应时间

结束 , 小心揭开膜 , 将微孔内液体甩干 , 用洗涤液 300 

μL/孔, 充分洗涤 5次, 每次间隔 10 s, 然后在吸水纸上拍

干; 加入底物显色液 100 μL/孔,轻轻振荡混匀, 用避光膜

盖好, 置室温环境反应 5 min; 反应时间结束, 加入终止

液 50 μL/孔, 轻轻振荡混匀, 设定酶标仪波长 A450/A630处

测定每孔 OD值。 

2.3  定量分析方法 

采用试剂盒专用的分析软件对结果进行分析, 该试

剂盒标示灵敏度为 0.03 μg/kg, 变异系数小于 10%。最终检

测结果应以该方法对应的稀释倍数换算。稀释倍数的确定

应以酱油是否溶于提取液进行区分, 若酱油溶于提取液则

酱油所占的体积应考虑进稀释倍数, 若采用纯乙腈提取, 

由于酱油中盐含量较高, 酱油于乙腈不互溶, 因此稀释倍

数确定时则不考虑酱油所占的体积。 

3  结果与分析 

3.1  提取溶剂的选择 

用不同浓度的甲醇、乙腈对空白基质酱油样本通过纯

乙腈(料液比=1:2, V:V)提取, 1:9水稀释, 得到 AFB1加标回

收率的结果(见表 1)。由表 1可知, 纯乙腈对酱油的提取较

为理想, 平均回收率为 121.3%和 106.5%, 因此选纯乙腈为

最佳提取溶剂。 

3.2  前处理优化 

3.2.1  提取比例的优化 

为使检测结果更加准确, 对提取比例和稀释比例进

行优化, 考虑方法检出限不能过高的原因, 因此选取 1:1、

1:2 和 1:3(V:V)为不同提取比例, 稀释比例固定为 1:9 条件

下的检测结果, 由结果可以看出当提取比例为 1:2, 稀释比

例为 1:9 的条件下回收率最好, 且整个方法的稀释倍数为

20倍, 检出限满足要求(见表 2)。 

3.2.2  稀释比例的优化 

由于整个酶联免疫反应体系能耐受的有机溶剂浓度

有限, 一般不超过 10%, 因此进一步对稀释比例进行确认, 

分别采用 4个稀释倍数进行测定(见表 3)。由表 3可以看出, 

当稀释比例为 1:5时, 样本有机溶剂含量超过 10%, 由于有

机溶剂对反应体系中酶标物和抗试剂等蛋白成分的破坏, 

影响了抗原抗体的结合, 因此回收率偏高, 该稀释比例不

合适; 而随着稀释比例的增大, 对回收率无影响, 但考虑

到方法检出限, 确定稀释比例为 1:9, 样本稀释倍数为 20

倍, 为最优稀释比例。 
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表 1  不同浓度提取溶剂的回收率结果(n=6) 
Table 1  Results of recoveries under different concentrations of extraction solvent (n=6) 

提取溶剂 加标浓度(μg/kg) 检测值(μg/kg) 平均回收率(%) RSD(%) 

60% 甲醇 
2.0 4.3 216.4 5.2 

5.0 8.9 178.5 6.5 

80% 甲醇 
2.0 3.7 187.2 3.1 

5.0 7.7 153.9 7.9 

纯甲醇 
2.0 3.8 192.4 5.5 

5.0 8.0 159.1 9.7 

60% 乙腈 
2.0 6.3 315.7 5.6 

5.0 17.3 345.7 8.4 

80% 乙腈 
2.0 3.6 178.2 10.3 

5.0 9.0 179.0 5.5 

纯乙腈 
2.0 2.4 121.3 6.8 

5.0 5.3 106.5 4.6 

 

 
表 2  不同提取比例的回收率结果(n=6) 

Table 2  Recoveries under different extract ratio (n=6) 

提取溶剂 提取及稀释比例 加标浓度(μg/kg) 检测值(μg/kg) 回收率(%) RSD(%) 稀释倍数

纯乙腈 

1: 1提取 1:9稀释 
2.0 2.4 120.0 5.6 

10倍 
5.0 7.7 154.0 9.7 

1: 2提取 1:9稀释 
2.0 2.1 105.0 8.5 

20倍 
5.0 5.1 102.0 6.4 

1: 3提取 1:9稀释 
2.0 3.1 155.0 6.4 

30倍 
5.0 6.9 138.0 3.8 

 
 

3.3  检出限 

用试剂盒分别检测 20 份采用液相色谱方法测定为阴

性的样本, 计算样本中AFB1的含量, 方法的检出限等于阴

性空白样本的检测平均值加上阴性样本检测浓度的 3倍标

准偏差, 检测结果见表 4。 

3.4  与国标(GB)方法的比较 

为确定方法的准确性, 选取已知浓度的 4个酱油阳性

样本进行结果比较(见表 5)。由表 5结果可以看出, 本研究

方法与国标液相方法符合良好, 相对标准偏差小于 10%, 

说明该方法能够对酱油样本中 AFB1进行定量检测。 

4  结  论 

本研究用酶联免疫法来检测酱油样本中的 AFB1, 通

过对 ELISA 检测体系的优化, 样品用纯乙腈 1:2 提取, 提

取液再以 1:9 水稀释 , 该方法准确性高 , 精密度均小于

10%。当前国标方法中第一法对黄曲霉毒素 B1的检出限为

5 μg/kg，而本方法的检出限为 1 μg/kg。本方法从检出限、

样品前处理上都优于国标方法, 且在保证检测结果准确性

的同时, 大幅度简化了实验步骤, 避免了实验人员使用过

多有毒有害溶剂, 可为进一步探究其他食品中 AFB1 的酶

联免疫检测奠定基础。 
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表 3  不同稀释比例的回收率结果 
Table 3  Recoveries under different dilution ratios 

提取方法 稀释比例 加标浓度(μg/kg) 检测值(μg/kg) 回收率(%) RSD(%) 稀释倍数 

纯乙腈 1:2提取 

1:5稀释 
2.0 3.8 188.3 5.4 

12倍 
5.0 8.7 173.8 6.4 

1:9稀释 
2.0 2.3 115.0 3.5 

20倍 
5.0 5.4 108.3 6.7 

1:15稀释 
2.0 2.6 131.3 5.7 

32倍 
5.0 5.7 114.0 6.9 

1:19稀释 
2.0 2.3 112.6 2.5 

40倍 
5.0 6.0 120.5 8.2 

 
 

表 4  方法检出限的结果 
Table 4  Results of the detection limit 

处理方法 样本检测平均浓度(μg/kg) 标准偏差 检测限(μg/kg) 

1: 2乙腈提取, 1:9水稀释 0.17 0.28 1.0 

 

 
表 5  试剂盒方法与 GB 方法检测结果对比 

Table 5  Comparison of results between kit method and GB method  

样本名称 液相检测值(μg/kg) 本方法检测值(μg/kg) 符合率(%) RSD(%) 

酱油 1号 4.1 4.5 109.8% 8.5 

酱油 2号 8.3 9.6 115.7% 3.2 

酱油 3号 16.5 19.8 120.1% 8.4 

酱油 4号 3.8 3.2 84.2% 6.2 
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