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酶联免疫法检测混合植物油中黄曲霉毒素 B1含量 
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摘  要: 目的  建立酶联免疫法测定混合植物油中黄曲霉毒素 B1 含量的分析方法。方法  采用直接竞争酶联

免疫吸附法对样品进行测定。样品经甲醇溶液提取, 提取的抗原及黄曲霉毒素 B1 标记物与微孔板上的黄曲霉

毒素 B1 特异性单克隆抗体竞争结合, 洗涤除去未结合杂质。将底物加入孵育, 产生蓝色产物, 加入终止液终

止反应蓝色产物变成黄色产物, 450 nm 处测量吸光度。结果  本方法在 2 h 内完成混合植物油中黄曲霉毒素

B1 含量的测定。黄曲霉毒素 B1 的加标浓度在 1.0~20.0 μg/kg 之间时的回收率为 76.5%~120.2%, 方法定量限为

1.00 μg/kg。结论  该方法快速、准确、灵敏, 适合测定混合植物油中黄曲霉毒素 B1。 
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Determination of aflatoxin B1 in mixed vegetable oil by enzyme-linked 
immunosorbent assay 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of aflatoxin B1 in mixed vegetable oil by 

enzyme immunosorbent assay. Methods  The samples were determined by direct competitive enzyme-linked 

immunosorbent assay. The samples were extracted by methanol solution, the extracted antigen was competitive bound 

with the aflatoxin B1 marker and the specific monoclonal antibody against aflatoxin B1 on the microporous plate, and 

the unbound impurities were removed by washing. When the substrate was incubated, producing blue product, and 

the blue product was changed into yellow product by adding the termination solution. The absorbance was measured 

at 450 nm. Results  The determination of aflatoxin B1 content in mixed vegetable oil was finished within 2 hours by 

this method. The recoveries of aflatoxin B1 were 76.5%-120.2% when the concentration of aflatoxin B1 was between 

1.0-20.0 μ g/kg, and the limit of detection was 1.00 μg/kg. Conclusion  This method is rapid, accurate, sensitive, 

which is suitable for the determination of aflatoxinB1 in mixed vegetable oil. 
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1  引  言 

黄曲霉毒素是一种由曲霉属(Aspergillus flavu)和寄生

曲霉(Aspergillus parasiticus)等霉菌产生的次级代谢物[1]。

该毒素广泛存在于谷物、坚果、棉籽和其他食品或饲料中。

黄曲霉毒素的基本结构为二呋喃环和香豆素, 黄曲霉毒素
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B1 是二氢呋喃氧杂萘邻酮的衍生物[2,3], 含有一个双呋喃

环和一个氧杂萘邻酮, 前者为基本毒性成分结构, 后者属

于引起致癌性作用的有效基团[4]。黄曲霉毒素具有强烈致

癌性, 与许多人类疾病相关, 包括肝癌、黄曲霉毒素中毒、

雷氏症候群、慢性肝炎、肝坏死以及肝硬化等肝脏疾病[5]。

谷物在生长、收割和储藏的过程中会被真菌污染而产生毒

素, 当动物进食被污染的饲料时, 会接触黄曲霉毒素。 

我国于 2005 年 10 月 1 日期实施的《食用植物油卫

生标准》中明确规定植物油中黄曲霉毒素 B1 的标准为

10 μg/kg[6]。食品生产企业在生产中的所用部分原料必须

检测黄曲霉毒素后进行使用。目前, 已有的检测黄曲霉毒

素含量的方法主要分为 2 类: 一类是以色谱技术为基础的

理化检测方法, 即生物鉴定法和仪器检测法[7]; 另一类是

应用免疫层析技术的化学检测方法。其中, 以色谱技术为

基础的薄层色谱法[8,9]周期长、操作过程复杂、所需试剂繁

多且毒性大; 高效液相色谱法[10,11]和液相色谱-质谱联用

法[12,13]所用仪器昂贵, 前处理需要使用的免疫亲和柱费用

高, 因此检测成本大, 不适用于工厂生产中大批量检测; 

免疫层析技术中的酶联免疫吸附法[14,15]快速、灵敏、准确、

操作简单、成本低, 适用于工厂、医院等大批量的筛选和

检测。本研究建立了一种准确、快速的酶联免疫方法, 用

于检测混合植物油中黄曲霉毒素B1含量, 以期为检测机构

快速检测植物油中黄曲霉毒素 B1 含量提供参考。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

ELX50 酶标仪 /洗板机 (美国伯爵仪器有限公司 ); 

NEOFUGE23R 离心机(上海力申科技有限公司); AL204

电子天平、SevenEasy 酸度计(梅特勒-托利多仪器(上海)

有限公司); MS3 basic 振荡器(广州仪科实验室技术有限

公司)。 

甲醇(色谱纯, 美国 Fisher Scientific 公司); 黄曲霉毒

素 B1 检测试剂盒(美国 Helica Biosystems 公司)。 

植物油为课题组前期实验获得。 

2.2  实验原理 

黄曲霉毒素 B1 低基质检测试剂盒采用固相直接竞争

性酶联免疫分析测定方法检查样品中的黄曲霉毒素。与黄

曲霉毒素 B1 高亲和力的特异性抗体预先被包被于聚苯乙

烯微孔板中。黄曲霉毒素 B1 用 50%甲醇、80%甲醇或 80%

乙腈抽提得到。如果黄曲霉存在, 它将与包被的特异性抗

体结合。随后 , 加入的辣根过氧化物酶 (horseradish 

peroxidase, HRP)标记的黄曲霉毒素 B1 与没有被样品或标

准品中黄曲霉毒素结合的特异性抗体位点结合。孵育一定

时间后, 倒去微孔中的溶液, 洗掉未结合的物质。然后加

入底物, 在酶的作用下颜色变为蓝色。颜色与酶结合物的

量呈正比例关系, 与样品或者标准品中黄曲霉毒素的含量

呈反比例关系。因此, 随着标准品和样品中黄曲霉毒素含

量的增加, 微孔颜色会逐渐变浅。加入终止液后微孔颜色

由蓝色变成黄色。在 450 nm 波长下读取吸光度值, 通过标

准溶液浓度和对应的吸光度值绘制标准曲线, 从而确定样

品中黄曲霉毒素的含量。 

2.3  实验方法 

2.3.1  样品前处理 

(1)采样     

称取 2.0 g 混合植物油(若样品常温状态呈固态时, 

在称量前需水浴加热融化至液态, 同时在提取过程确保

样品不会凝固, 否则会导致待测物提取不完全)于 50 mL

离心管中。 

(2)提取 

加入 20 mL 甲醇混合, 强力振荡 5~15 min, 调 pH 中

性(6.7~7.0 左右), 室温(20~30 ℃)。 

(3)试样制备 

取上清液与稀释后的洗涤缓冲液(黄曲霉毒素 B1 检测

试剂盒配备)按照 1:4(V:V)比例稀释后, 稀释液进行检测

(稀释倍数为 50)。 

2.3.2  实验步骤[16] 

(1)使用前所有试剂放置室温回温(19~27 ℃)。加 1 L

蒸馏水制备洗涤缓冲液, 并储存于冰箱。 

(2)取出需要数量的抗体包被微孔和相同数量的稀释

用微孔。 

(3)每个稀释用微孔中加入 200 μL 的样品稀释缓

冲液。  

(4)每个稀释孔中分别加入 100 μL 的标准溶液和样品

滤液, 反复吹吸至少 3 次。注意: 标准溶液孔和样品滤液

孔应做好标记。 

(5)从稀释孔中转移 100 μL 液体至对应的抗体包被

孔中, 室温孵育 30 min。稀释微孔中液体可足够做平行样

检测。 

(6)弃掉内容物后, 用洗涤缓冲液注满微孔后弃掉, 如

此反复洗涤 3 次。 

(7)微孔朝下放置于吸水纸上, 去掉所有残留的水分。 

(8)每孔加入 100 μL 的 HRP 标记的酶结合物试剂, 室

温避光孵育 30 min。 

(9)重复步骤(6)和(7)。 

(10)每孔加入 100 μL 的底物试剂, 室温避光孵育 10 min。 

(11)按照相同的顺序加入 100 μL 终止液。 

(12)读书 450 nm 波长下每个微孔的吸光度值, 记录

结果。 

(13)设置零标准液的吸光度值为 100%(B0), 计算标准

液对应的吸光度值的百分数(%B/B0)。 
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3  结果与分析 

3.1  方法检出限 

本方法为半定量检测, 黄曲霉毒素 B1 试剂盒灵敏度

是 0.02 μg/kg, 试剂盒标准曲线检测范围为 0.02~0.4 μg/kg 

(具体曲线范围根据自己选取的标准品浓度而定), 方法稀

释倍数 50 倍, 混合植物油的检出限为 1 μg/kg。黄曲霉毒

素 B1 检出限参数见表 1。 

 
表 1  黄曲霉毒素 B1 检出限实验结果 

Table 1  Results of limit of detection of aflatoxin B1 

加标浓度/(μg/kg) 检测值/(μg/kg) 回收率% 

本底 0.6 / 

1.00 

1.0350 103.50 

0.9155 91.55 

1.2560 125.60 

1.1857 118.57 

 
通过上述数据可以看出: 以混合植物油为本底, 在加

标浓度为 1 μg/kg 时, 其回收率能达到 91.5%~125.6%, 满

足日常检测的需求。此方法的检出限设定为 1 μg/kg。  

3.2  回收率 

试剂盒标准曲线检测范围为 0.02~0.4 μg/kg(具体曲线

范围根据自己选取的标准品浓度而定), 样品稀释倍数为

50 倍, 混合植物油的检测范围为 1.0~20.0 μg/kg。 

以混合植物油为基底, 添加黄曲霉毒素 B1 浓度分别

为 1、1.5、2、2.5、3、5、6、8、10、12、15、18、20 倍

检出限, 添加浓度覆盖整条曲线, 同时检测平行实验, 黄

曲霉毒素 B1 回收率测试参数见表 2。 

 
表 2  黄曲霉毒素 B1 回收率结果 

Table 2  Recoveries of aflatoxin B1 

加标浓度/(μg/kg) 检测值/(μg/kg) 回收率/% 

1.0 
1.0350 103.4 

0.9155 91.5 

1.5 
1.4193 94.6 

1.5312 102.1 

2.0 
2.0159 100.8 

2.1145 105.7 

2.5 
3.0051 120.2 

2.8270 113.1 

3.0 
2.6530 88.4 

2.7230 90.8 

5.0 
4.3873 87.7 

4.2948 85.9 

续表 2 

加标浓度/(μg/kg) 检测值/(μg/kg) 回收率/% 

6.0 
5.5289 92.1 

5.6310 93.8 

8.0 
7.0309 87.9 

7.2139 90.2 

10.0 
8.3866 83.9 

8.2808 82.8 

12.0 
10.0913 84.1 

9.9748 83.1 

15.0 
12.4112 82.7 

12.2314 81.5 

18.0 
13.7618 76.5 

13.8854 77.1 

20.0 
15.3929 77.0 

15.5539 77.8 

 
从上表数据分析其回收率, 以混合植物油为本底, 在

加标浓度在 1.0~20.0 μg/kg 之间时, 共检测 13 组回收率, 

范围为 76.5%~120.2%, 满足日常检测的需求。 

3.3  精密度 

以植物油为本底, 添加浓度为国家标准限量 10 μg/kg, 

重复检测 20组数据, 作为精密度测试, 黄曲霉毒素B1精密

度测试参数见表 3。 
 

表 3  黄曲霉毒素 B1 精密度结果 
Table 3  Precision of aflatoxin B1 

加标浓度/(μg/kg) 回收率/% 检测值/(μg/kg) 精密度/%

本底 未检出(<1 μg/kg) / 

植物油+10 μg/kg B1 75.4 7.5445 

3.88 

植物油+10 μg/kg B1 78.1 7.8144 

植物油+10 μg/kg B1 77.1 7.7077 

植物油+10 μg/kg B1 79.1 7.9149 

植物油+10 μg/kg B1 84.9 8.4938 

植物油+10 μg/kg B1 80.2 8.0181 

植物油+10 μg/kg B1 80.5 8.0468 

植物油+10 μg/kg B1 72.9 7.2923 

植物油+10 μg/kg B1 75.1 7.5110 

植物油+10 μg/kg B1 77.6 7.7606 

植物油+10 μg/kg B1 77.7 7.7696 

植物油+10 μg/kg B1 77.5 7.7518 

植物油+10 μg/kg B1 84.1 8.4085 

植物油+10 μg/kg B1 79.7 7.9709 

植物油+10 μg/kg B1 78.9 7.8872 

植物油+10 μg/kg B1 76.5 7.6467 

植物油+10 μg/kg B1 83.9 8.3875 

植物油+10 μg/kg B1 77.9 7.7874 

植物油+10 μg/kg B1 81.3 8.1340 

植物油+10 μg/kg B1 78.0 7.7964 
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通过上述精密度数据可以看出, 检测 20 组数据的精

密度为 3.88%, 满足 GB/T 27404-2008《实验室质量控制

规范 食品理化检测》[17]F.3 精密度中的要求, 即当被测组

分含量在 10 μg/kg 时, 实验室内变异系数≤21%。同时 20

组数据的回收率在 72.9%~84.9%之间, 满足日常检测的

需求。 

3.4  抗干扰实验 

抗干扰实验主要是检测试剂盒对样品中不同干扰物

质的抗干扰性。取植物油为本底, 另外再向其中添加混合

抗生素、混合激素、混合掺假物、抑菌剂以及黄曲霉毒素

M1。然后在以上 6 种样品中添加高标浓度标准品, 黄曲霉

毒素 B1 抗干扰实验参数见表 4。 

 
表 4  黄曲霉毒素 B1 抗干扰实验结果 

Table 4  Anti-jamming results of aflatoxin B1 

称量植物

油质量/g 
实验种类 样品信息 

黄曲霉毒素B1加标

浓度/(μg/kg) 
回收率/% 检测值/(μg/kg)

2.0065 

混合抗生素抗干扰实验 

添加氯霉素 0.1 μg/kg 

四环素 100 μg/kg 
/ / 0.5 

2.001 
添加氯霉素 0.1 μg/kg 

四环素 100 μg/kg 

10 132.2 13.2231 

10 136.6 13.6603 

2.0016 

混合激素素抗干扰实验 

添加克伦特罗 0.2 μg/kg 

莱克多巴胺 0.2 μg/kg 
/ / 0.6 

2.0097 
添加克伦特罗 0.2 μg/kg 

莱克多巴胺 0.2 μg/kg 

9.95 84.0 8.3579 

9.95 81.3 8.0878 

2.0069 

混合掺假物抗干扰实验 

添加亚盐 0.2 μg/kg 添加氯化钠 0.1 g / / 0.5 

2.0111 添加亚盐 0.2 μg/kg 添加氯化钠 0.1 g
9.94 79.1 7.8661 

9.94 84 8.3509 

2.0102 

抑菌剂抗干扰实验 

添加 30 %双氧水 100 μL / / 0.6 

2.0061 添加 30 %双氧水 100 μL 
9.97 129.4 12.906 

9.97 130.2 12.9768 

2.0018 
黄曲霉毒素 M1 抗干扰 

实验 

添加黄曲霉毒素 M10.35 μg/kg / / 0.7 

2.0111 添加黄曲霉毒素 M10.35 μg/kg 
9.94 85.7 8.5154 

9.94 89.4 8.8851 

2.0019 

正常样品实验 

/ / / 0.7 

2.0009 / 
10 86.9 8.6953 

10 88.1 8.8127 

 
 

通过数据可以看出: 6 组干扰物质均未出现假阳性, 

同时 6 组实验数据的回收率在 79.1%~136.6%之间, 满足日

常检测的需求。 

4  结  论 

本方法的方法检出限、回收率、精密度、抗干扰实验

均能满足测量要求, 可应用于混合植物油中黄曲霉毒素 B1

含量的测定。 
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