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  竞争性酶联免疫法快速检测高产奶牛精料补充
料中玉米赤霉烯酮 

李晓波, 李慧娟*, 宋  鸽, 何  娇, 王克超, 杨小剑, 陈海燕, 刘海旭 

(蒙牛乳业(沈阳)有限责任公司, 中粮蒙牛东北区域检测中心, 沈阳  110122) 

摘  要: 目的  建立竞争性酶联免疫方法检测饲料中玉米赤霉烯酮的分析方法。方法  样品经过 60%的甲醇

溶液提取, 提取液经过离心后, 取 25 L 提取液, 加入 475 L 稀释缓冲液混合后即为试样液, 取 50 L 试样液

采用酶联免疫吸附方法进行检测。在 450 nm 波长处检测吸光度值。结果  本方法在 3 h 内完成了饲料中玉米

赤霉烯酮含量的测定。在加标浓度为 100、200 和 500 g/kg 的加标水平下, 玉米赤霉烯酮酶在饲料中的加标

回收率为 99.5%~122.1%, 变异系数为 1.4%~3.0%。结论  该方法快速、准确、灵敏, 适用于饲料中玉米赤霉

烯酮的快速筛查检测。 
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Rapid detection of zearalenone in high-yielding dairy concentrate 
supplements by competitive enzyme-linked immunosorbent assay 

LI Xiao-Bo, LI Hui-Juan*, SONG Ge, HE Jiao, WANG Ke-Chao, YANG Xiao-Jian,  
CHEN Hai-Yan, LIU Hai-Xu 

(Mengniu Dairy (Shenyang) Co., Ltd., Cofco-Mengniu Northeast Region Testing Center, Shenyang 110122, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for rapid detection of zearalenone in high-yielding dairy 

concentrate supplements by competitive enzyme-linked immunosorbent assay. Methods  The sample was extracted 

with 60% methanol solution. After the extract was centrifuged, 25 μL extraction solution was added, and 475 μL 

dilution buffer was added to mix the sample solution. The 50 μL sample solution was taken for detection by 

enzyme-linked immunosorbent assay. Absorbance was detected at 450 nm. Results  This method completed the 

determination of zearalenone in feed within 3 h. At spiked levels of 100, 200, and 500 μg/kg, the spiked recoveries of 

zearalenone in feed were 99.5% to 122.1%, and the coefficient of variation was 1.4% to 3.0%. Conclusion  This 

method is rapid, accurate and sensitive, which is suitable for rapid screening and detection of zearalenone in feed. 
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1  引  言 

玉米赤霉烯酮是一种主要的天然霉菌毒素。它们由多

种镰刀菌属产生, 可能会出现在小麦、大麦、玉米等谷物

上, 也可能会出现在香蕉、菜豆叶片、亚麻和花生上[1,2]。

玉米赤霉烯酮具有雌激素作用, 主要作用于生殖系统, 可

使家畜、家禽和实验小鼠产生雌性激素亢进症。妊娠期的

动物(包括人)食用含玉米赤霉烯酮的食物可引起流产、死
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胎和畸胎。食用含赤霉病麦面粉制作的各种面食也可引起

中枢神经系统的中毒症状, 如恶心、发冷、头痛、神智抑

郁和共济失调等[38]。玉米赤霉烯酮是广泛存在于饲料和谷

物中的一种毒素。调查研究发现大多数国家的谷物和动物

饲料及原料中都不同程度的受到玉米赤霉烯酮的污染。在

我国这样的农业大国, 由于特定的地理环境, 呈现出不同

程度的玉米赤霉烯酮的污染。由于玉米赤霉烯酮对饲料和

养殖业的危害给经济带来极大的影响, 人们对玉米赤霉烯

酮的研究越来越重视[911]。目前检测霉菌毒素的方法主要

是仪器法, 如薄层色谱法、气相色谱法、高压液相色谱法、

气质联用、液相质谱法联用等, 快速检测方法有免疫亲和

柱 -荧光检测、酶联免疫吸附法和胶体金免疫层析方法   

等[1220]。仪器方法虽然准确, 但仪器设备价格昂贵, 前处

理过程复杂、操作繁琐、效率低, 成本高, 因此不适合大

量样品的筛查和日常内控检测。酶联免疫方法快速、方便、

准确、灵敏度相对较高、成本低, 适合大批量样品的检测。 

本研究建立了一种霉菌毒素的快速检测酶联免疫方

法, 以期为饲料中玉米赤霉烯酮的监管提供参考。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

MX-S 旋涡混合仪(美国赛洛捷克); JT-1000Y 粉碎机

(中国杭州聚同电子有限公司); 3K15冷冻离心机(德国Sigma

公司); XSE204 电子天平[瑞士梅特勒-托利多(上海)有限公

司]; Multiskan FC 酶标仪 450 nm(美国 Thermo Fisher 公司); 

LT-BIX800L 低温生化培养箱[立德泰勀(上海)公司]。 

玉米赤霉烯酮 ELISA 检测试剂盒(德国拜发公司); 甲

醇(色谱纯, 北京汇海科仪有限公司); 玉米赤霉烯酮标准

品[(100.1±0.6) µg/mL, 美国 ROMER LABS 公司]。 

饲料样品均来源于合作牧场。 

2.2  实验方法 

2.2.1  试剂配制 

1) 标准品溶液 

稀释获得一系列浓度的玉米赤霉烯酮标准品溶液。 

加 2.0 mL 稀释缓冲液至玉米赤霉烯酮标准品小瓶中并

混合均匀。玉米赤霉烯酮标准品溶液的浓度为 10 ng/mL。 

继续使用稀释缓冲液进行稀释以获得一系列浓度 5、

1、0.5、0.25 和 0.125 ng/mL。 

2) 60%的甲醇溶液 

用 60 mL 甲醇与 40 mL 蒸馏水或纯水混合。 

3) 洗涤工作液 

用 190 mL 的蒸馏水或纯水稀释 10 mL20 倍浓缩洗涤

缓冲液, 制成洗涤工作液。 

4) 稀释缓冲液(4×浓缩) 

使用前 4 倍稀释(如: 20 mL 缓冲液+60 mL 蒸馏水)。 

5) 酶连接物溶液与抗体溶液 

分别使用 4 mL稀释缓冲液复溶干粉状酶连接物(玉米

赤霉烯酮-HRP)和冻干抗体, 混合均匀后暗处保存。 

2.2.2  样品前处理 

1) 试样的制备 

按GB/T 14699.1[21]饲料采样方法取得试样, 四分法浓缩

减取约 200 g 样品, 经粉碎, 混匀后装入磨口瓶中备用。 

2) 提取 

取 1 g细粉状的样品中加入 5 mL的 60%甲醇溶液, 混

合 30 min(上下颠倒混合);  

离心 10 min, 2000 g; 取 25 L 上清液, 加入 475 L

稀释缓冲液, 按 1:19(V:V)稀释, 摇匀, 为试样液。取 50 L

进行 ELISA 检测, 需保证最终待测溶液的 pH 值在 6.7~7.0

之间。 

2.2.3  操作步骤 

1) 试剂盒提前 15~30 min回温至 20~25 ℃, 取出需要

数量的微孔。 

2) 平行添加 50 µL 稀释缓冲液于零标准孔;  

3) 平行添加 50 µL 每个标准品于微孔中;  

4) 平行添加 50 µL 样品溶液至剩余微孔中;  

5) 添加 25 µL 酶连接物(玉米赤霉烯酮-HRP)至每个

微孔中;  

6) 添加 25 µL 抗体至每个微孔中;  

7) 密封微孔板, 使用微孔板振荡器振荡微孔板 1 min;  

8) 37 ℃下暗处孵育 1 h;  

9) 去除微孔板中液体, 使用洗涤缓冲液洗板 3 次;  

10) 添加 100 µL 底物溶液至每个微孔中;  

11) 室温(20~25 ℃)下暗处孵育 30 min;  

12) 添加 100 µL 终止液至每个微孔中 

13) 立即于 450 nm 处读取吸光度值。 

3  结果与分析 

3.1  样品前处理条件优化 

3.1.1  样品提取液条件的优化 

本研究采用乙腈与甲醇提取方法分别对加标后的饲

料样品进行检测, 样品的稀释倍数为 100 倍, 加标浓度在

玉米赤霉烯酮试剂盒标准曲线范围内, 结果(表 1)表明乙

腈作为提取液时样品加标回收率较低, 不能满足检测的要

求, 甲醇作为提取液时, 回收率为 78.4%~110.3%, 能够满

足检测的要求。因此选取甲醇提取法作为提取液。 

3.1.2  甲醇水溶液比例的优化 

本研究采用 50%、60%、70%、80%甲醇水溶液分别

对添加后的玉米赤霉烯酮饲料样品检测, 样品的稀释倍数

为 100 倍, 结果(表 2)表明: 随着甲醇水溶液体积分数的增

加, 样品的回收率偏增高。甲醇提取液比例为 60%时, 样

品的加标回收率比较稳定, 能够满足检测要求。 
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3.2  抗干扰试验 

选取饲料为本底, 主要检测混合毒素之间的干扰物, 

另在其中添加玉米赤霉烯酮标准品, 终浓度为 100 µg/kg。

对以上各样品进行平行检测, 结果如表 3 所示, 饲料本底

检测平均值为 60.9114 µg/kg, 添加干扰物质本底值

70.1220 µg/kg, 无明显干扰; 添加 100 µg/kg 玉米赤霉烯酮

后, 回收率符合要求, 混合毒素抗干扰满足要求。 

3.3  方法的检出限 

本方法为半定量检测 , 灵敏度为 0.125 ng/mL, 试

剂盒的曲线范围为 0.125~10 ng/mL, 试剂盒饲料样品方

法的检出限为 58.5 μg/kg。检出限的验证见表 4。以饲料

为本底, 在加标浓度为 58.5 μg/kg 时, 其回收率范围为

94.7%~115.4%, 该范围的回收率能够满足分析检测  

要求。 

 
表 1  样品提取液条件的优化(n=3) 

Table 1  Optimization of extraction conditions for samples (n=3) 

玉米赤霉烯酮加标量/(μg/kg) 乙腈回收率/% 甲醇回收率/% 

100 

55.2 88.6 

50.3 109.2 

58.9 110.3 

200 
60.5 84.2 

59.8 78.4 

500 

61.6 80.2 

62.7 85.6 

58.4 90.2 

65.1 79.3 

 

表 2  甲醇水溶液比例的优化(n=2) 
Table 2  Optimizing the proportion of methanol aqueous solution (n=2) 

玉米赤霉烯酮 

加标量/(μg/kg) 

50%甲醇水溶液平均 

回收率/% 

60%甲醇水溶液平均 

回收率/% 

70%甲醇水溶液平均 

回收率/% 

80%甲醇水溶液平均 

回收率/% 

100 50.2 98.9 102.7 117.7 

200 46.8 90.3 81.0 109.6 

500 56.3 92.6 85.1 121.8 

 
表 3  玉米赤霉烯酮抗干扰实验结果(n=2) 

Table 3  Experimental results of corn gibberellone 
anti-interference (n=2) 

样品 检测结果/(μg/kg) 回收率/% 

饲料本底 60.9114 / 

混合毒素 70.1220 / 

饲料本底 

+100 µg/kg 玉米 

赤霉烯酮 

170.1326 109.2 

混合毒素本底

+100 µg/kg 玉米 

赤霉烯酮 

181.6265 111.5 

 

表 4  饲料中玉米赤霉烯酮检出限验证结果(n=3) 
Table 4  validation results of detection limit of zearalenone in 

feed (n=3) 

加标量/(μg/kg) 检测值/(μg/kg) 回收率/% 

本底 48.2768 / 

58.5 

110.5621 106.5 

103.6942 94.7 

115.8103 115.4 

 

3.4  酶联免疫方法与高效液相色谱法检测结果比较 

随机抽取不同浓度玉米赤霉烯酮的饲料的样品用试

剂盒方法与液相色谱方法进行比较, 检测结果如表 5 所示, 

2 个检测方法的结果偏差较小, 符合国标 GB/T19540-2004

饲料中玉米赤霉烯酮的测定方法[22]中酶联免疫方法中的

偏差要求, 说明所建立的酶联免疫方法适合饲料样品中玉

米赤霉烯酮的检测。 
 

表 5  不同检测方法的比较(n=2) 
Table 5  Comparison of different detection methods (n=2) 

样品 
酶联免疫 

方法检测值
/(μg/kg) 

高效液相色谱

法检测值 
/(μg/kg) 

2种方法的

偏差% 

饲料本底 63.1 55.6 13 

饲料本底 
+100 µg/kg 

玉米赤霉烯酮

166.7 150.3 10 

168.6 149.8 12 

饲料本底 
+200 µg/kg 

玉米赤霉烯酮

298.1 261.3 13 

292.9 262.7 11 

饲料本底 
+200 µg/kg 

玉米赤霉烯酮

656.8 596.5 10 

660.2 598.2 10 

 

3.5  回收率及精密度实验 

按照上面的优化后的方法, 以饲料样品为本底, 添加

3 个水平的玉米赤霉烯酮标准品, 每个水平进行 6 组重复
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实验, 玉米赤霉烯酮的加标回收率和精密度实验结果如表

6 所示。其中回收率的范围符合日常检测要求, 精密度结

果符合试剂盒板孔间精密度要求(＜10%)。说明建立的快速

检测酶联免疫方法适用于饲料中玉米赤霉烯酮的检测。 

 
表 6  回收率及精密度实验结果(n=6) 

Table 6  Experimental results of recovery and precision (n=6) 

样品 
加标量
/(μg/kg) 

检测值
/(μg/kg) 

回收率/% 精密度/%

 本底 63.0940 / / 

饲料 

100 

166.7207 103.6  

168.6352 105.5 3.0 

164.2173 101.1  

170.6328 107.5  

162.5941 99.5  

176.4401 113.3  

200 

298.1326 117.5  

292.8557 114.9  

301.5079 119.2 1.7 

303.2173 120.1  

305.0121 121.0  

306.4652 121.7  

500 

656.8407 118.7  

660.2159 119.4  

652.8750 118.0 1.4 

669.8272 121.3  

673.4936 122.1  

650.3562 117.5  

 

3.6  实际样品测定 

随机抽取 12 份饲料样品, 采用建立的方法进行检测

分析, 结果均符合国家规定饲料的限量标准。如表 7 所示。 

 
表 7  实际饲料样品的实验结果 

Table 7  Experimental results of actual feed samples 

样品名称 
检测值
/(μg/kg) 

样品名称 
检测值
/(μg/kg) 

自配料1 116.8233 饲料3 104.5640 

自配料2 197.3201 饲料4 162.7328 

干酒糟 

及其可溶物 
419.1926 

精补料 

补充料 
50.7466 

饲料1 54.9320 
奶牛 

浓缩饲料 
88.3458 

饲料2 155.3626 
泌乳牛精料

补充料 
68.2379 

配合饲料 96.8925 
高产奶牛 

精料补充料 
57.4382 

4  结  论 

本方法是一种简便、快速, 灵敏度高的分析方法, 并

且通过准确度、精密度、抗干扰试验均能满足日常检测要

求, 可用于饲料样品中玉米赤霉烯酮的定量分析检测。 
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