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木薯叶粉中赭曲霉毒素 A快速检测方法的建立 

余厚美, 王琴飞, 林立铭, 徐  缓, 张振文* 

(中国热带农业科学院热带作物品种资源研究所, 国家薯类加工技术研发分中心,  

农业部木薯种质资源保护与利用重点实验室, 儋州  571737) 

摘  要: 目的  开发快速检测方法检测木薯叶粉中的赭曲霉毒素 A(Ochratoxins A, OTA)。方法  利用单克隆

抗体和酶标抗原, 建立了竞争酶联免疫吸附测定法(enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA)快速检测方

法。用不同浓度的氯化钠甲醇水溶液、乙腈和磷酸盐缓冲液等作为样本提取液提取木薯叶粉中 OTA, 用活性

炭和稀释法减少样本基质干扰。结果  ELISA 灵敏度为 0.2 ng/mL, IC50 为 0.878 ng/mL。木薯叶粉用含氯化钠

的 70%甲醇水溶液提取, 离心后取上清 5 倍稀释, 样本回收率 80%~121%, 检测限为 5 μg/kg, 满足国标规定食

品中 OTA 不超过 5 μg/kg 的要求, 检测时间为 30 min, 一次可批量检测 90 个样本。结论  用本研究建立的

ELISA 方法检测木薯叶粉及其食品中的 OTA 含量结果准确、操作简单、成本低、时间短、重复性好, 适合基

层批量筛查。 
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Establishment of a rapid detection method for Ochratoxins A in cassava  
leaf meal 

YU Hou-Mei, WANG Qin-Fei, LIN Li-Ming, XU Huan, ZHANG Zhen-Wen* 

(Key Laboratory of Ministry of Agriculture for Germplasm Resources Conservation and Utilization of Cassava, National 
R&D Centre for Potato Processing, Tropical Crops Genetic Resources Institute, Chinese Academy of Tropical Agricultural 

Sciences, Danzhou 571737, China) 

ABSTRACT: Objective  To develop a rapid test method  for Ochratoxin A in cassava leaf powder.      

Methods  Rapid detection of competitive enzyme-linked immunosorbent assay by using monoclonal antibody and 

enzyme-labeled antigen. OTA in tapioca leaf powder was extracted with different concentrations of sodium chloride 

methanol solution, acetonitrile and phosphate buffer, etc. Activated carbon and dilution method were used to reduce 

sample matrix interference. Results  ELISA sensitivity was 0.2 ng/mL and IC50 was 0.878 ng/mL. Cassava leaf 

powder was extracted with 70% methanol solution containing sodium chloride. After centrifugation, the supernatant 

was diluted 5 times. The sample recovery was 80%121%. The detection limit was 5 μg/kg, which meet the 

requirements of the national standard that OTA in food should not exceed 5 μg/kg. The detection time was 30 min, 

and 90 samples can be detected in batches at a time. Conclusion  The ELISA method established in this study can 
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be used to detect OTA content in tapioca leaf powder and its food with accurate results, simple operation, low cost, 

short time, good repeatability, and suitable for mass screening at the grass-roots level. 

KEY WORDS: Cassava leaf powder; Cassava; Ochratoxins A; rapid detection 
 
 

1  引  言 

木薯(Manihot esculenta Crantz)又名树薯、木番薯, 属

大戟科(Euphorbiaceae)木薯属(Manihot P.Miller)植物, 是世

界上3大薯类作物之一[1], 是世界上近10亿人口赖以生存的

粮食[2,3]。木薯叶是木薯重要的生产副产物, 约是鲜薯产量的

3%左右。木薯叶片不仅含有丰富的蛋白质、维生素、矿物

质和微量元素等营养物质, 还含有大量黄酮类物质[4,5], 去

除氰化物的木薯叶常被作为畜禽优质饲料[6,7], 被当作蔬菜

也具有极高的营养价值。非洲以南 60%的非洲国家都把木

薯叶当蔬菜食用, 扎伊尔每天的人均消费量达 500 g。在印

度尼西亚、老挝、菲律宾等东南亚国家, 木薯叶也是重要的

蔬菜来源[8,9]。新鲜木薯叶和其他绿叶蔬菜一样不利于保存, 

而且它的氰化物含量较高限制了木薯叶作为食物的推广应

用。近年来, 随着研究的深入和人们认识的提高, 木薯叶食

用化越来越被人们接受。国家薯类加工分中心和国家木薯产

业体系加工岗在木薯叶的食用研究方面取得了长足的进展。

将木薯叶脱氢处理后制成木薯叶粉, 此木薯叶粉中还含有

大量蛋白质、类胡萝卜素和黄酮类物质等活性成分[10], 再用

木薯叶粉研制成各种饼干、面包等食品。 

赭曲霉毒素主要为赭曲霉(Aspergillus Ochraceus)、疣

孢青霉 (Penicillium Verrucosum)和碳黑曲霉 (Aspergillus 

Carbonarius)等 3种霉菌的二级代谢产物, 包括赭曲霉毒素

A、B、C 等共 7 种形式, 其化学结构极其相似, 其中毒性

最大、与人类健康关系最密切、对农作物的污染最重、分

布最广的是赭曲霉毒素 A(Ochratoxins A,OTA)。OTA 具有

很强的肝脏毒性和肾脏毒性, 并有致畸、致突变和致癌作

用, 且对于不同动物种属的毒副作用具有差异。国际癌症

研究机构将 OTA 定为 2B 类致癌物[1113]。赭曲霉毒素 A

广泛存在于谷物及谷物产品、草料及饲料产品、粮油、动

物性食品等食品中, 一旦人或动物食用后, 容易在肌肉、

组织中蓄积 , 而且代谢缓慢 , 进而严重危害人体健     

康[14,15]。欧盟等对食品中 OTA的残留做了严格地限量规定, 

且残留限量要求高于我国[16]。目前国标 GB 2761-2017《食

品安全国家标准 食品中真菌毒素限量》中对 OTA 的残留

量做了规定, 谷物及其制品、豆类及其制品、坚果及籽类、

饮料类(研磨咖啡)中限量为 5 μg/kg[17]。目前国标仅在部分

农产品中做了限量要求, 在木薯中的限量值和检测方法尚

未做任何规定。因此有必要建立快速、灵敏、简便, 适合

我国具体国情的 OTA 检测方法, 并尽快开展研究, 制定木

薯食品中 OTA 的限量标准。 

降低食品安全隐患, 保障人和动物安全, 检测是避免

OTA 污染食物和饲料并进入食物链的有效方法。检测 OTA

的方法主要有仪器分析法和免疫分析法[1821]。仪器分析法

灵敏度高、准确性高, 但是成本高、对人员要求高、检测

时间长等缺点; 免疫分析法是基于抗原抗体的特异性结合

的原理, 灵敏度高、特异性好、检测成本低。可批量检测, 

适合基层筛查[18,22]。本研究通过包被抗体, 辣根过氧化物

酶(horse radish peroxidase, HRP)标记抗原制成酶标抗原, 

建立一步竞争竞争酶联免疫吸附测定法 (enzyme-linked 

immuno sorbent assay, ELISA)检测方法, 以期用于木薯叶

粉的质量控制, 以及含木薯叶粉食品的食品安全检测, 为

木薯叶粉中 OTA 快速筛查提供技术支撑。 

2  材料与方法 

2.1 仪器与试剂 

Multiskan FC 酶标仪(美国 Thermo 公司); IKA MS3 漩

涡混合器(德国 IKA 公司); DT5-2B 离心机(北京时代北利

公司); AWL-0501-B 纯化仪(美国爱科浦公司); SRY-150 生

化培养箱(宁波赛福公司)。 

OTA(标准品, 天津阿尔塔公司); 辣根过氧化物酶(分

析纯, Sigma 公司); OTA 单克隆抗体, OTA 酶标抗原、TMB

底物液、封闭液、抗体稀释液(化学纯, 海南亿康生物科技

有限公司); 小牛血清(化学纯, 兰州民海生物公司); 甲醇、

Tween-20、磷酸二氢钠、磷酸氢二钠、氯化钠、碳酸氢钠、

碳酸钠、氯化钾、甘油(分析纯, 国药集团化学试剂有限公

司); 木薯叶粉由国家薯类加工技术研发分中心实验室和

农业部木薯种质资源保护与利用重点实验提供。  

2.2 实验方法 

2.2.1  快速检测方法建立 

采用竞争 ELISA 棋盘方阵测定效价, 确定包被单克

隆抗体、HRP-OTA 酶标抗原的最佳稀释倍数和标准品的线

性范围。选取 OD450 最接近 2.0 的酶标抗原和抗体效价为

最佳效价, 将标准品浓度从 0.2~16.2 ng/mL 倍比稀释进行

间接竞争 ELISA, 以标准品浓度为横坐标, 以竞争抑制率

为纵坐标, 建立 ELISA 标准曲线, 并求得相关系数。 

2.2.2  样本中标准品的添加回收实验 

在木薯叶粉中分别加入提取液 , 再加入一定量的

OTA 标准品溶液, 封瓶口后强力振荡 5 min, 3000 r/min 离

心 10 min 取上清进行分析。实测浓度/添加浓度 100%为添

加回收率。阴性 OD 值越接近空白 OD 值越准确, 回收率

越接近 100%表示检测结果越准确。 
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2.2.3 木薯叶粉中 OTA 的提取 

将木薯叶粉准确称取 1 g, 加入提取液 5 mL, 封瓶口后

强力振荡 10 min, 3000 r/min 离心 10 min 取上清进行分析。 

3  结果与分析 

3.1 竞争 ELISA 标准曲线的建立 

采用竞争 ELISA 棋盘方阵测定, 确定包被液为 0.2 mol/L 

pH 7.2 的磷酸盐缓冲液, 包被条件是 4 ℃ 过夜, 抗体最佳

包被浓度是 4.55 μg /mL, 用含 5%酪蛋白的 0.02 mol/L PBS 

37 ℃封闭 2 h, 酶标抗原的最佳稀释倍数是 130000, 反应

条件为 25 ℃ 30 min, 以 OTA 作为标准品浓度作为横坐标, 

竞争抑制率为纵坐标绘制的曲线如图 1 所示, 当标准品

OTA 浓度在 0.2~16.2 ng/mL 时有较好的线性关系, 灵敏度

为 0.2 ng/mL, 半数抑制率(IC50)为 0.878 ng/mL。 

3.2  不同溶剂提取木薯叶粉中 OTA 回收率效果比较 

在 1 g SC6068 木薯叶粉中分别加 5 mL 甲醇、50%甲醇

水溶液、PBS、乙腈提取, 并分别对比提取液用 10% NaCl 1:1

稀释前后回收率, 如图 2, 表 1。甲醇、乙腈提取的颜色呈深

墨绿色, 50%甲醇水溶液、PBS 提取液为透明橙黄色。从回

收率得出甲醇提取回收率比 PBS、乙腈都高, PBS 提取的样

本回收率最低。所有提取方法回收率都在用 10% NaCl 1:1

稀释后有明显提高, 说明加 NaCl 稀释后有助于提高样本回

收率。从回收率上看, 甲醇提取效果优于乙腈和 PBS。 

3.3  不同浓度甲醇提取效果比较 

分别在 1 g SC6068 木薯叶粉中加入浓度为 50%、70%甲

醇水溶液和无水甲醇, 每个浓度分别加入终浓度为0 μg/kg和

10 μg/kg 的标准品进行提取, 提取液随着甲醇浓度的升高

颜色越来越深(如图 3), 50%甲醇水提取液为透明橙黄色, 

70%甲醇水溶液提取液颜色加深且比较混浊, 无水甲醇提

取液为不透明的墨绿色。所有样本 OD 值都很低, OD 值随

着甲醇浓度的增大而降低, 将提取液带入曲线检测含量, 

空白样本含量均在 27 μg/kg 以上。随着甲醇浓度升高, 空

白值的含量也越高, 假阳性率有上升趋势, 75%甲醇提取

液的回收率最接近 100%。见表 2。 

 

 
 

图 1  OTA 检测标准曲线(n=6) 

Fig.1  OTA testing standard curve (n=6) 

 

3.4 不同浓度活性炭提取液提取效果 

在 1 g SC6068 木薯叶粉中分别加入 5 mL 50%的甲醇

水溶液, 分别加入 0、0.03、0.1、0.3 g 活性炭, 每个浓度分

别加入终浓度为 0 μg/kg 和 10 μg/kg 的标准品后进行提取, 

如图 4、表 3。提取液随着活性炭含量增大颜色从清亮的橙

黄色逐渐变灰, 检测 OD 值显色随着添加活性炭的量增高而

升高, 回收率随着活性炭含量增加而下降, 说明活性炭对提

取液降低基质干扰有一定的影响, 但会降低回收率。 

 
 
 

 
 

 
注: 1、2: 50%甲醇水溶液 50% methanol-water buffer; 3、4: 甲醇; 5、6: PBS; 7、8: 乙腈。 

图 2   不同提取液颜色对比 

Fig.2  Color comparison of different extracts 
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表 1  不同溶剂提取液回收率比较(n=4) 
Table 1   Comparative recoveries for different solvent extract (n=4) 

提取液 添加值/(μg/kg) 检测值/(μg/kg) 平均回收率/% 

50%甲醇水溶液 

不稀释 
0 11.95±0.61 

88.0 

10 20.75±0.56 

10% NaCl 稀释 
0 37.4±0.6 

197.5 

10 57.15±1.92 

甲醇 

不稀释 
0 122.6±3.06 

164.0 

10 139±4.45 

10% NaCl 稀释 
0 28.95±0.72 

338.5 

10 62.8±0.27 

PBS 

不稀释 
0 33.7±0.89 

53.0 

10 39±0.98 

10% NaCl 稀释 
0 17.45±0.1 

698.0 

10 87.25±0.67 

乙腈 

不稀释 
0 36.85±0.46 

37.0 

10 40.55±0.52 

10% NaCl 稀释 
0 95.35±3.3 

324.0 

10 127.75±3.74 

 
 
 

 
 

 

注: 1、2 50%甲醇水溶液 50% methanol-water buffer; 3、4 70%甲醇水溶液 70% methanol-water buffer; 5、6 甲醇 methanol。 

图 3  不同浓度甲醇提取液颜色对比   

Fig.3  Different concentrations of methanol extract color contrast 
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表 2  不同浓度甲醇提取液的回收率比较(n=4) 
Table 2  Comparative recoveries of different concentrations of methanol extract (n=4) 

提取液 添加值/(μg/kg) 检测值/(μg/kg) 平均回收率/% 

50%甲醇水溶液 
0 27.24±0.095 

28 
10 30.04±0.18 

70%甲醇水溶液 
0 28.04±0.53 

107.60 
10 38.8±0.34 

无水甲醇 
0 41.96±0.76 

83.20 
10 50.28±0.46 

 

 
 

图 4  不同含量活性炭提取液颜色对比   

Fig.4  Different content of activated carbon extract color contrast 

 
表 3  不同含量活性炭提取液的添加回收率(n=4) 

Table 3  Different activated carbon extract content of recovery (n=4) 

活性炭质量/g 添加值/(μg/kg) 检测值/(μg/kg) 平均回收率/% 

0 
0 30.04±1.11 

98 
10 39.84±0.53 

0.03 
0 22.8±0.85 

38.80 
10 26.68±0.66 

0.1 
0 22.00±0.37 

20 
10 24.00±1.06 

0.3 
0 7.68±0.11 

12 
10 8.88±0.12 

 
3.5 不同稀释倍数对回收率的影响 

称取 1 g SC6068 木薯叶粉, 一组加 0.1 g NaCl, 一

组不加 NaCl, 分别用 5 mL 50%甲醇水和 70%甲醇水提

取, 离心后分别对比稀释 1 倍、2 倍、5 倍、10 倍的回

收率。随着稀释倍数的加大, OD 值明显上升, 提取液对

OD 值得影响逐渐减小。总体来看, 用 70%甲醇水提取

液比 50%甲醇水提取液回收率更接近 100%, 加 NaCl 比

不加 NaCl 的值更高一些, 加 NaCl 的阴性样本检测 OD

值更接近空白样品值 , 稀释倍数越大 , 阴性样本检测

OD 值越接近空白值。本实验 70%甲醇水加 NaCl 作为提 

取液, 离心后取上清 5 倍稀释和 10 倍稀释检测, 阴性对

照检测 OD 值和空白值相差不大 , 所以选离心后 5 倍  

稀释。 

3.6  样本前处理方法回收率验证 

不同品种的 12 个木薯叶粉样本, 分别称取 1 g 木薯叶

粉样本, 0.1 g NaCl, 分别添加 0、10、25 μg/kg, 用 5 mL 70%

甲醇水提取, 离心后用 70%甲醇水溶液稀释 5 倍, 如图 5

所示, 检测所有样本回收率都在 80%~121%之间, 说明该

样本处理方法稳定性和重现性都好。提取后再 5 倍稀释, 

该方法检测下限为 5 μg/kg。 
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表 4  不同稀释倍数对回收率的影响(n=4) 
Table 4  The influence of different dilution on recovery (n=4) 

提取液 稀释倍数 添加值/(μg/kg) 检测值/(μg/kg) 平均回收率/% 

50%甲醇水溶液 

不加 
NaCl 

1 
0 11.33±0.65 

638.5 
10 75.18±9.48 

2 
0 11.9±0.99 

376.6 
10 49.56±10.10 

5 
0 12.94±2.74 

252.9 
10 38.23±3.10 

10 
0 10.59±1.06 

208.6 
10 31.45±0.94 

0.1 g 
NaCl 

1 
0 7.18±0.43 

499.7 
10 57.15±15.60 

2 
0 5.91±1.19 

188.8 
10 24.79±4.90 

5 
0 8.31±4.17 

285.1 
10 36.82±1.36 

10 
0 0.00±0.00 

186.0 
10 29.28±5.93 

70%甲醇水溶液 

不加 
NaCl 

1 
0 5.12±0.48 

62.3 
10 11.35±0.35 

2 
0 2.74±0.18 

116.4 
10 14.38±3.7 

5 
0 0.00±0.00 

181.3 
10 18.13±5.20 

10 
0 0.00±0.00 

146.2 
10 14.62±3.97 

0.1 g 
NaCl 

1 
0 9.97±1.15 

36.6 
10 13.63±0.58 

2 
0 0.00±0.00 

108.7 
10 10.87±0.4 

5 
0 0.00±0.00 

112.2 
10 11.22±0.36 

10 
0 0.00±0.00 

96.8 
10 9.68±0.81 
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图 5  添加不同浓度标准品的回收率 

Fig.5  Recovery of OTA sample by add different standard concentration 

 
3.7 样本检测 

将上述样本处理方法用在不同时间制备的 18 个木薯

叶粉样本检测中, 每个样本做 4 个平行对比, 变异系数全

部在 10%以内, 说明该方法重复性好, 可应用于实际样本

的检测, 见表 5。 

 
表 5  木薯叶粉样本检测(μg/kg) 

Table 5  Detection of cassava leaf powder samples (μg/kg) 

样本

编号 

 

1 2 3 4 CV/% 

13# 0 0 0 0 0 

14# 50.17 45.1 47.38 50.55 5.3 

15# 31.22 33.06 29.06 32.54 5.7 

16# 49.79 53.36 46.58 49.23 5.6 

17# 0 0 0 0 0 

18# 0 0 0 0 0 

19# 20.01 22.17 18.89 18.63 8.1 

20# 17.73 18.78 15.35 16.1 9.1 

21# 20.85 19.61 19.71 18.25 5.4 

22# 0 0 0 0 0 

23# 16.97 17.37 15.21 14.6 8.4 

24# 12.9 15.58 15.61 14.57 8.7 

25# 0 0 0 0 0 

26# 0 0 0 0 0 

27# 0 0 0 0 0 

28# 0 0 0 0 0 

29# 0 0 0 0 0 

30# 0 0 0 0 0 

4 讨论与结论 

本研究通过对比甲醇、乙腈和 PBS 提取缓冲液提取

对OTA的回收率影响, 发现有机试剂回收率大于无机试剂, 

且有机试剂浓度越高, 提取液颜色越深, 空白样本假阳性

率越高, 对检测造成的干扰也越大。OTA 用无机盐提取回

收率低, 用有机试剂提取回收率高, 是因为OTA微溶于水, 

易溶于极性有机溶剂的理化性质决定[23], 所以用甲醇和乙

腈提取的回收率会高于 PBS 提取的回收率。郑润生在用

LC-MS/MS 检测中药材中 OTA 时用乙腈提取, 甲醇复溶后

上样检测, 提取回收率 84.2%~100%[12]。 

基质效应(matrix effect, ME)是影响定量检测的主要

因素[12,24,25], 目前文献报道的很多方法都是柱纯化净化样

品[11,2628], 以达到减少或消除基质效应的目的, 但是这种

前处理的方法成本高, 无法满足快速检测和大批量样品筛

查的需求。稀释法是克服基质效应的另一种有效的前处理

技术, 虽然它会降低检测方法的灵敏度, 但是具有快速和

经济的优点, 适用于批量和基层检测[29]。本研究对比了不

同梯度稀释的提取液, 随着稀释倍数的增大, 回收率趋于

稳定, 检测OD值越接近空白值, 稀释 5倍之后阴性值就和

空白值比较接近了, 说明干扰明显降低。10 倍稀释后回收

率下降, 可能是因为稀释倍数大更容易导致误差变大, 回

收率都能达标的情况下, 选择稀释倍数较小的 5 倍稀释, 

有利于检测过程中控制检测误差。且我国国标规定谷物等

粮食及制品中 OTA 的限量值为 5 μg/kg[17], 结合本检测方

法灵敏度 0.2 μg/kg, 1g 样本溶于 5 mL 提取液提取后 5 倍稀

释的检测限正好是 5 μg/kg。稀释法既稀释了干扰成分的影

响, 又避免了采用昂贵的纯化柱, 具有快速、经济的优点。 

用该方法验证了添加 12 个样本不同添加浓度的的提

取液回收率, 回收率都在 80%~121%之间。检测 18 个木薯
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叶粉盲样, 通过 4 组平行检测, 4 组平行检测的 CV 值都在

10%以内, 且检测阳性的样本肉眼可见都是有存放时间较

长的结块现象, 说明该方法可用于大批量样本的检测而不

影响检测结果的准确性, 检测结果可靠。 

本研究通过建立竞争 ELISA 方法 , 用含氯化钠的

70%甲醇水溶液提取木薯叶粉中 OTA, 离心后上清用稀释

法减少基质效应, 建立了一种相对准确、高效、经济的木

薯叶粉中 OTA 的检测方法。作为木薯叶粉中 OTA 的快速

检测方法发, 该方法回收率高、检出限低, 重复性好, 样本

处理时间短、方法简单, 成本低, 适用于木薯叶粉中 OTA

快速批量快检测, 也为木薯叶粉中其他真菌毒素的检测提

供了一种可靠的技术参考。 
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