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摘  要: 随着农业市场的不断发展, 伴随产生了一系列的食品安全质量问题, 尤其是毒性最强的黄曲霉毒素

B1 所引起的安全问题。粮食安全问题是一个不容小觑的重大问题, 现在也越来越受到老百姓的重视。本文介

绍了黄曲霉毒素 B1(aflatoxin B1, AFB1)及其毒性危害; 综述了几种黄曲霉毒素 B1的检测方法, 分别包括: 薄层

层析法(thin–layer chromatography, TLC)、高效液相色谱法(high performance liquid chromatography, HPLC)、酶

联免疫吸附法(enzyme linked immunosorbent assay, ELISA)、金标试纸法(gold labeled immunochromatographic 

assay, GICA)等, 并对这几种方法进行了分析和比较, 以期为黄曲霉毒素 B1 的监测提供参考。 
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ABSTRACT: A series of food safety and quality problems have arisen with the continuous development of the 

agricultural market, especially the safety problems caused by the most toxic aflatoxin B1. Food security is a major 

issue that should not be underestimated, and now people are paying more and more attention to it. This paper 

introduced aflatoxin B1, its toxicity harm and detection methods, analyzed and compared the methods for the 

detection of aflatoxins B1, including thin–layer chromatography (TLC), high performance liquid (HPLC),enzyme 

linked immunosorbent assay (ELISA) and gold labeled immunochromatographic assay (GICA), in order to provide 

reference for the monitoring of aflatoxin B1. 
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1  引  言 

由寄生曲霉和黄曲霉所产生的次级代谢产物的集合

叫黄曲霉毒素(aflatoxin, AFB)[1], 产生的次生代谢产物包

括黄曲霉毒素 B1、B2、G1、G2 以及其他的重要代谢产物, 其

中毒性最强的是黄曲霉毒素 B1(aflatoxin B1, AFB1)
[2], 是粮

食污染中一种常见的具有强致癌性、致毒性、致畸性的真

菌毒素。 

双呋喃环和氧杂萘邻酮两者构成了 AFB1 的主要结

构。AFB1 的急性毒性是砒霜的 68 倍, 氰化钾的 10 倍[3], 而

且是目前世界上公认的最强的化学致癌物质[4]。其毒性作

用主要表现在人体的肝脏部位[5], 还有研究表明 AFB1 可

以通过阻止一些酶的合成而使 DNA 的合成受到干扰, 使

细胞不能合成蛋白质, 最终导致生物体生命周期絮乱 [6]; 

AFB1 还能够破坏机体的氧化系统, 引起生命体的衰老现

象, 这是因为 AFB1 会直接影响超氧化物歧化酶、过氧化氢
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酶、谷胱甘肽硫转移酶等酶浓度的下降, 因此 AFB1 会引起

机体内细胞的凋亡[7]。国际癌症研究机构的第一组致癌物

质中包含 AFB1
[8]。黄曲霉毒素的毒性作用还表现在动物上, 

如果黄曲霉毒素感染的粮食或饲料被动物食用了, 便会引

起动物中毒, 并且这些动物所产生的副产物(奶及奶制品)

也会含有黄曲霉毒素[9]。AFB1 会随着食物链(食物网)进入

人和动物体内[10], 危害健康, 还会造成直接的经济损失。

黄曲霉毒素 B1 的污染在花生、玉米、大米、花生油等粮油

作物中比较常见[11–13], 所以黄曲霉毒素 B1 的检测很有必

要, 可以进一步保障食品卫生质量, 让百姓吃得放心, 这

就要求检测粮食中 AFB1 的方法能够快速、准确、灵敏度

高, 这也是现在快速检测的研究方向。现在许多国家都制

定严格的法律法规来限定食品中 AFB1 的含量。我国现行

的标准是 GB 5009.22-2016《食品安全国家标准 食品中黄

曲霉毒素 B 族和 G 族的测定》[14]。目前, 有很多 AFB1 检

测方法的研究, 可以是不同实验材料 , 可以是不同方法, 

比如赵磊等[15]同时使用了酶联免疫法和薄层层析法检测

茶叶中的 AFB1, 还对这 2 种方法进行了方法学评价。郭金

喜等[16]使用超高液相法测定了新疆巴旦木中的 AFB1, 为

建立有效的质量控制方法提供参考。 

本文对现有的 AFB1 检测方法进行了综述和分析比较, 

使大家对 AFB1 的检测有了更深的认识, 为进一步研究

AFB1 新的检测方法提供理论支持。 

2  检测方法 

对于 AFB1 检测方法的研究, 国内外研究者一直在探

索。目前国外使用传感器检测 AFB1 的研究比较多, 其中有

最新开发的一种基于智能手机的新型光学仿生传感器, 该

传感器基于独立式分子印迹聚合物(molecularly imprinted 

polymers, MIP)膜, 可用于快速, 灵敏的即时检测 AFB1。 

目前我国用于检测黄曲霉毒素 B1 的实验室检测方法

主要有薄层层析法(thin-layer chromatography, TLC), 快速

检测的方法有高效液相色谱法 (high performance liquid 

chromatography, HPLC)、酶联免疫吸附法(enzyme linked 

immunosorbent assay, ELISA)、金标免疫层析检测技术(gold 

labeled immunochromatographic assay, GICA)等[17–20], 其中

得到广泛推广的是酶联免疫吸附法。下面就对我国的这几

种方法进行概述。 

2.1  薄层层析法 

我国测定黄曲霉毒素 B1 的标准方法之一就是薄层层

析法, 该方法是检测黄曲霉毒素 B1 最早使用的方法。在

GB 5009.22-2016 中规定, 薄层板上黄曲霉毒素 B1 的最低

检出量为 0.0004 μg,检出限为 5 μg/kg, 回收率 75%以上。

其原理就是各样品中的 AFB1 经过合适的有机溶剂而被提

取出来, 再经萃取纯化, 在薄层板上层析展开, 分离, 在

365 nm波长处 AFB1将会产生蓝紫色荧光, 应用 AFB1的荧

光特性, 根据荧光斑点的大小和强弱, 比较测定黄曲霉毒

素 B1 含量[21,22]。其中有机溶剂的选取是比较关键的一步。

TLC 有单向展开和双向展开法 2 种[23]。使用薄层层析测定

黄曲霉毒素B1的方法在一般实验室都可以完成, 但是由于

在检测过程中其他荧光物质会对测定干扰, 使测定结果不

准确 , 所以这种测定方法只作化学分析法的一般佐证   

法[5]。后来, 随着高效液相色谱法和酶联免疫法的发展, 逐

渐代替了薄层层析法的使用。 

尚瑛达等[24]在薄层层析法的基础上, 做出了进一步

改进, 使改进后的回收率大幅度提高,可以达到 78%以上, 

且改进后的测定结果比国标法还高。改进的地方主要有 3

处, 分别是: 在提取净化时,先向提取液中加入质量分数为

2%的 Na2SO4 溶液, 再用三氯甲烷萃取; 提前将 AFB1 水解

衍生成 AFB2, 然后再进行薄层分析; 用乙醚-甲醇-水混合

展开剂进行一次性展开。张慧丽等[25]使用黄曲霉菌感染花

生并产生黄曲霉毒素, 对产生的毒素进行提取, 实验完成

后, 观察各品种的峰面积, 从而得出各品种花生的黄曲霉

毒素质量浓度, 结果显示为红崖子小白沙品种质量浓度为

30.92 ng/mL。张鹏等[26]通过多功能净化柱(multifunction 

cleanup column, MFC)净化, 单相展开的薄层色谱法, 可同

时测定花生中除 AFB1 以外的其他黄曲霉毒素, 检出限均

可达到 0.5×109 μg/kg, 平均回收率为 86.5%~99.0%, 其中

AFB1 的回收率为 96.3%~99.0%。通过比较可以发现, 可以

使用薄层层析法得到比较客观结果, 但是前处理却不相同, 

比较复杂。 

2.2  高效液相色谱法 

使用高效液相色谱法检测 AFB1 是一个定量检测的方

法, 为了只分离得到黄曲霉毒素 B1
[27,28], 需要辅助利用荧

光检测器, 选择的是反相 C18 柱和合适的流动相。其原理

是 AFB1 的量由色谱峰的面积来确定, 一般分提取、净化、

衍生和测定等几个步骤[29,30]。净化的目的是使含量本身比

较少的 AFB1 尽可能的富集和除去多余杂质。采用高效液

相色谱法检测黄曲霉毒素 B1 具有灵敏度高、特异性好、速

度快及测定结果准确可靠等优点,但前处理比较复杂, 所

使用的仪器也比较昂贵, 对操作人员的技术要求比较高。 

在 GB 5009.22-2016 中规定, 当称取样品 5 g 时,柱前

衍生法和柱后衍生法 AFB1 的检出限为 0.03 μg/kg,定量限

为 0.1 μg/kg。 

陈强胜[31]在检测大米样品中的黄曲霉毒素 B1 时使用

了高效液相色谱–柱后衍生法 , 得出结论是均回收率为

88.95%, 检出限为 0.1 μg/kg。实验过程中有机溶剂的选取

为乙腈–水溶液的混合溶液, 经净化、分离后进入柱后碘衍

生系统, 荧光检测器检测, 外标法定量。程树峰等[32]建立

了一种碘柱前衍生-高效液相色谱法来快速检测粮食中黄

曲霉毒素 B1、B2、G1、G2, 结果黄曲霉毒素的测定最多耗
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时 7 min, 检出限均在 pg 水平。卢朝婷等[33]利用高效液相

法, 从不同角度对比对食品中的黄曲霉毒素 B1 进行检测, 

发现当提取液是甲醇–水、用多功能净化柱净化, 通过柱后

衍生, 在 440 nm 的发射波长、360 nm 的激发波长时黄曲

霉毒素 B1 的检出限达到最大。 

液相色谱-质谱联用法是在高效液相色谱法的基础上

建立的一种检测方法, 该方法最大的特点是既可以做到定

性检测又可以做到定量检测, 而且操作简单, 杂峰干扰小, 

检出限低, 能满足检测的需求[34]。郑燕等[35]对食品(以花生、

玉米等为样品)中的 4 种黄曲霉毒素 B1、B2、G1、G2 进行定

性定量快速液相色谱串联质谱法分析, 分析结果中黄曲霉

毒素 B1 检出限是 0.012 μg/kg。岳亚军等[36]在对大米中黄曲

霉毒素 B1 检测时建立了一种高效液相色谱–质谱联用仪的

快速定性定量分析方法, 结果 AFB1 在 1.0~21.0 ng/mL 呈良

好线性关系, 平均回收率 50%~92%。 

高效液相色谱法已经是一项比较成熟的技术, 在以

后的研究中除了可以使用液相–质谱联用法以外, 我们还

可以探索使用高效液相色谱法和其他检测技术的联用, 使

我们的选择更多。 

2.3  酶联免疫吸附法  

酶联免疫法检测 AFB1 是以抗原抗体反应为理论基础, 

采用了单克隆或多克隆抗体技术, 其原理是抗原(或抗体)

吸附于载体上的免疫吸附剂和用酶标记的抗体(或抗原)与

标本中的待测物起特异的免疫学反应, 然后加入酶底物进

行显色反应, 通过显色反应产生的颜色的深浅来判断样品

中待测物的含量[37]。酶联免疫吸附法目前主要有 3 种测定

方法: 竞争法、抗体夹心法和间接法[38,39]。 

酶联免疫吸附法的优点有很多, 比如操作简单、反应

速度快、安全等, 但因为酶的活性受条件影响比较大, 所

以 ELISA 法测定结果稳定性较差 , 容易出现假阳性结   

果[40,41], 导致分析结果的准确性不高, 精确度有待提高。

由于酶联免疫试剂盒种类多, 标准不一, 所以在使用之前

应该对试剂盒的质量进行定量限和回收率方面验证, 以检

验试剂盒是否合适。目前,酶联免疫吸附法是我国检测黄曲

霉毒 B1 最简便、快速的方法。 

王洁莲等[42]检测小米中的黄曲酶毒素 B1 时使用酶联

免疫吸附法,检出限可达 0.1 μg/L,回收率可达 75%以上。蔡

正森等[43]做实验对比了 ELISA 法和 HPLC 法, 得出在采用

2 种方法同时测定样品中的 AFB1 时, 当 AFB1 浓度为

0.5~12.5 μg/L 时, ELISA 法比 HPLC 回收率高、效果更为

理想的结论。刘冬儿[44]使用了 ELISA 方法检测了玉米样品

中的 AFB1,在实验过程中采用了辣根过氧化氢酶标记

AFB1 抗体, 检测到 AFB1 的线性范围 0.25~0.5 ng/ml, 检测

灵敏度可达 0.15 μg/kg, 整个测定时间为 4 h。所以要求短

时间内出具结果时, 可以使用 ELISA 方法测定 AFB1。当

出现假阳性结果时, 需要进一步进行复检。 

2.4  金标免疫层析检测技术 

金标免疫层析检测技术, 标记物为纳米金, 通过单克

隆抗体的原理而制成的免疫分析法, 在 5~10 min 完成对样

品中黄曲霉毒素的定性测定[45,46]。黄曲霉毒素快速检测试

纸具有耗时短、简便、有较高的灵敏度、重复性好、特异

性强等优点, 且能够实现对黄曲霉毒素 B1 的半定量检测。

胶体金免疫层析试纸条因为使用时方便快捷, 适合当场检

测的优点已经发展成为一个独立的市场。 

赵晓联等[47]的实验中试纸条是由样品垫、金标垫、硝

酸纤维膜和样品吸收垫 4部分组成, 通过对AFB1标准溶液

的测定, 观察试纸条对标准浓度的抑制情况而得出低检出

限为 2.5 ng/mL。Shim 等[48]对 172 份谷物和饲料样本中的

AFB1 用金标试纸条检测, 最低检测限可达 0.5 ng/mL。邓

省亮[49]建立了一种快速检测食品中 AFB1 的胶体金免疫层

析技术, 样品为大米、花生、玉米, 胶体金颗粒由柠檬酸

三钠还原法制得, 玻璃纤维上喷有被标记的抗 AFB1 单克

隆抗体, 将胶体金试纸条装入检测卡中进行检测, 测试结

果表明 AFB1 快速检测试纸条的检测时间仅需 10 min, 灵

敏度为 5 ng/mL, 重复性高, 且无假阳(阴)性现象。 

2.5  其他方法 

在检测黄曲霉毒素 B1 的免疫分析方法中除了酶联免

疫法和金标免疫层析技术以外, 还包括放射性免疫分析法

(radioimmunoassay, RIA)[50]。其中, 放射免疫法的应用极大

地受到了限制, 主要是由于需要特殊设备和安全保护; 由

于免疫层析法检测 AFB1 是一种新兴方法, 所以在灵敏度

方面还有很大地提升空间。Velky 等[51]设计了一种免疫亲

和荧光生物传感器, Ammida 等[52]还设计了一种建立在间

接竞争的酶联免疫吸附法基础上的电化学免疫传感器。 

3  检测方法的比较 

每种方法都有其优、缺点, 在日常生产中具体使用哪

种方法需要具体针对其当前条件做出选择。对于各种方法

的比较见表 1。 

4  展  望 

随着人们生活水平的提高, 食品质量安全也被逐渐

的重视起来, 对毒性最强的黄曲霉毒素B1的快速检测方法

的研究十分必要。现在市场在发展, 消费观念在更新, 对

毒素的检测更是日益突出, 毒素的快速检测必定是未来很

长一段时间的发展重点, 其中就包括对 AFB1 的快速检测。

在现有的基础之上, 需要开发出更方便、更快速、更准确

的方法。近些年, 我国对检测黄曲霉毒素 B1 方法的研究发

展迅速, 专业队伍不断扩大, 技术水平不断提高, 产品性

能不断增强。国家现在对科学技术的发展很是重视, 相信

通过国家的支持, 我国的快速检测将面临较好的前景。需 
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表 1  各种方法的比较 
Table 1  Comparison of various methods 

方法 优缺点 同时检测样品的个数

薄层层析法 
一般实验室都可完成, 但样品处理较复杂,测定所需时间长, 不适合现场 

快速检测, 容易受到杂质的干扰, 安全性较差, 灵敏度低。 
1 个 

高效液相色谱法 
灵敏度、分辨率、准确度高, 重复性较好。但检测所需设备较昂贵,  

对检测人员的技术要求较高, 检测所需周期较长。 
1 个 

酶联免疫法 
灵敏, 快速, 操作简单, 且无污染, 但会出现假阳性的现象,  

实验结果不准确, 精确度有待提高。 
可同时多个 

金标免疫层析检测技术 
可同时实现对 AFB1 的定性和半定量检测, 简便、快速, 特异性强,  

不需要仪器。但并没有得到广泛的应用。 
1 个 

 
要注意的是黄曲霉毒素B1作为一种剧毒物质, 在检测过程

中会不可避免的接触到毒素标准品, 对人体健康造成不可

挽回的损害。为避免这种危害, 首先在实验过程中要做好

防护措施, 其次许多专家学者已经开始研制毒素标准品的

替代品。无毒或低毒的替代品将会成为黄曲霉毒素检测方

法研究新热点。 

对于黄曲霉毒素B1检测方法的研究, 我们一直在路上, 

通过上面的综述, 我认为在以后的研究中可以考虑一下拉

曼技术和太赫兹等光谱快速检测技术在黄曲霉毒素 B1 的应

用, 还可以考虑将几种方法联用, 为 AFB1 的检测提供新思

路, 以便更方便、快速、准确的检测黄曲霉毒素 B1。 
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