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　　摘要：建立了食醋中黄曲霉毒素检测的前处理方法，并实现了食醋中黄曲霉毒素 Ｂ１免疫层析试纸条定量检
测。分析了提取溶剂、水添加比例对黄曲霉毒素Ｂ１提取率和试纸条显色条带的影响，最终选择两者比例为１∶２。
在此条件下，建立了定量检测标准曲线，该检测方法同批次和不同批次的相对标准偏差分别为：６．８２％ ～８．１％、
６．６５％～９．７６％，日间、日内的相对标准偏差分别为：５．８８％～６．７３％、５．０４％～８．０２％。实际阳性样品的检测结果
与高效液相结果一致，此方法精密度和稳定性良好。
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　　黄曲霉毒素（ａｆｌａｔｏｘｉｎｓ，ＡＦＴｓ）是由黄曲霉菌、寄
生曲霉菌及集蜂曲霉等真菌产生的一类次生代谢产

物，常存在于发霉的花生、玉米和小麦等粮油制品

中［１］，是一类致癌力和毒性极强的真菌毒素，对人

类生命健康构成很大的威胁［２～４］。常见的黄曲霉毒

素主要有：黄曲霉毒素 Ｂ１、Ｂ２、Ｇ１、Ｇ２，其中，黄曲霉
毒素Ｂ１（ＡＦＢ１）致癌性和毒性最强，被国际癌症研
究机构（ＩＡＲＣ）划为Ｉ类致癌物［５～７］，可同时诱发多

种癌症，且具致畸、致突变性，对消费者的饮食安全

和生命健康危害极大。ＡＦＢ１污染受到世界范围内
的高度重视，各国政府都制定了十分严格的限量标

准，我国规定食醋中ＡＦＢ１的限量为≤５．０μｇ／ｋｇ
［８］。

２００２年我国质监总局规定，针对大米、食用植物油、
酱油、醋五类食品实行“市场准入”制度，ＡＦＢ１更是
必检项目之一［９，１０］，鉴于此，国内许多检测机构都纷

纷开展农产品、食品以及饲料中 ＡＦＢ１的检测方法
的研究。

胶体金免疫层析技术是从２０世纪８０年代发展
起来的一项新技术，具有操作快速、灵敏、抗基质干

扰强等优点［１１］，相比于高效液相色谱法［１２］、酶联免

疫吸附法［１３］及薄层色谱法［１４］，该方法前处理简单、

抗基质干扰强、操作快速灵敏、无需借助大型分析仪

器，适合现场快速检测和筛查［１５～１７］。但此方法判定

结果一般是通过肉眼观察显色条带颜色的深浅，故

局限于定性和半定量分析［１８］。中国农业科学院油

料作物研究所自主研发的基于免疫层析试纸条的黄

曲霉毒素单光谱成像快速定量技术可以实现对黄曲

霉毒素的快速定量检测。其原理是采用胶体金免疫

层析试纸条作为一级传感器，利用其上抗体与抗原

结合反应测试区（Ｔ线）显色变化的原理，采用单光
谱成像将图像信息转换为灰度信息，利用计算机视

觉以及现代信息处理技术对图像进行处理分析，来

获取Ｔ线和Ｃ线的灰度信息，通过建立黄曲霉毒素
标准浓度和灰度信息之间的关系，从而实现对黄曲

霉毒素的定量分析。本研究探索了适用于胶体金免

疫层析技术的食醋中 ＡＦＢ１的前处理方法、通过优
化ＡＦＢ１提取参数，建立了食醋中ＡＦＢ１的快速定量
检测方法，该方法具有灵敏度高、快速、经济适用等

优点，适于现场快速检测。

１　材料与方法
１．１　材料

食醋样品购于武汉超市；胶体金免疫层析试纸

条，实验室自制。



黄曲霉毒素标准品（美国 Ｓｉｇｍａ公司），分析级
二氯甲烷（德国ＣＮＷ科技公司），分析级甲醇（德国
ＣＮＷ科技公司），分析级乙腈（德国 ＣＮＷ科技公
司），分析级三氯甲烷（德国 ＣＮＷ科技公司），超
纯水。

ＤＴ２１１型黄曲霉毒素单光谱成像速测仪（中国
农业科学院油料作物研究所）。

１．２　提取溶剂的选择
黄曲霉毒素易溶于二氯甲烷、三氯甲烷、甲醇及

乙腈等溶液，选择空白食醋样品和加标浓度为５．０
ｎｇ／ｍＬ的食醋样品，分别用四种试剂（二氯甲烷、三
氯甲烷、甲醇及乙腈）进行提取，具体提取方法：１ｍＬ
样品中分别加入４ｍＬ试剂，振荡，静置，点样，１０ｍｉｎ
后，观察试纸条 Ｔ、Ｃ线，并用单光谱成像速测仪进
行检测，选择能使试纸条显色清晰、无背景色的试剂

作为最佳提取溶剂。

１．３　试纸条的精密度评价
取空白的食用醋样品，添加系列浓度 ＡＦＢ１标

准品使终浓度为１．２５、２．５、５．０ｎｇ／ｍＬ的。每个浓
度在同一天重复测定三次，并在连续六天时间内进

行测定（１、３、７ｄ），对日间和日内重复性进行评价。
１．４　试纸条的稳定性评价

取上述空白的的食用醋样品，添加 ＡＦＢ１标准
品使浓度分别为５．０ｎｇ／ｍＬ和２．５ｎｇ／ｍＬ，处理方法
同上，每个浓度重复三次，用同一批次和不同批次试

纸条分别检测。

１．５　定量标准曲线的建立
配制一系列浓度的 ＡＦＢ１标准品，分别向食醋

样品中添加使终浓度分别为 ０、０．３１２５、０．６２５、
１．２５、２．５、５．０ｎｇ／ｍＬ，前处理方法上，从样品提取液

中各取１００μＬ不同浓度的标准品溶液至点样孔处，
１０ｍｉｎ后，用单光谱成像速测仪检测，图像经软件处
理后会显示 Ｔ线和 Ｃ线的灰度值。每个浓度３次
重复，以ＡＦＢ１标准品的浓度为横坐标，以 Ｔ线灰度
值为纵坐标，建立标准曲线。

１．６　实际阳性样品检测与ＥＬＩＳＡ结果比对
检测食用醋实际样品，处理方法同上，提取液一

部分用于试纸条定量检测，另一部分用于间接酶联

免疫吸附法检测，将两者结果进行比较。

２　结果与分析
２．１　样品前处理优化
２．１．１　提取溶剂的选择　在使用二氯甲烷进行提
取时，提取后静置分层，黄曲霉毒素转入二氯甲烷

层，避免了样品颜色和酸碱度对检测结果准确性的

影响，且二氯甲烷对操作人员的伤害比较轻，而使用

甲醇和乙腈溶液不分层，会对试纸条显色有颜色影

响，三氯甲烷对人体伤害太大，因此选取二氯甲烷作

为提取溶剂。

２．１．２　提取溶剂的添加量　各添加量如表 １，
ＨＰＬＣ结果显示不同二氯甲烷添加量的回收率在
８１％～１１０％之间，各个添加量提取效果良好。１号
至５号空白样品分别添加 ＡＦＢ１标准溶液使终浓度
为２．５ｎｇ／ｍＬ，进行免疫层析试纸条定量。从表 ２
知，随着提取溶剂添加量的增加，Ｔ线灰度值逐渐下
降；而从图１知，提取溶剂添加量≤２ｍＬ时，ＡＦＢ１浓
度为５ｎｇ／ｍＬ的试纸条检测线完全消线，１号与２号
相比，ＡＦＢ１浓度为２ｎｇ／ｍＬ的试纸条检测线颜色较
浅，即灵敏度较高。因此选择１号，即二氯甲烷的添
加量为１ｍＬ。

表１　提取溶剂的添加量

编号 样品量／ｍＬ 水／ｍＬ 二氯甲烷／ｍＬ 添加浓度／（ｎｇ／ｍＬ） 液相结果／（ｎｇ／ｍＬ） 回收率／％
１ １ １ １ ２３．６ １９．１８ ８１．２９
２ １ １ ２ ２３．６ ２５．８９ １０９．７
３ １ １ ３ ２３．６ ２３．９６ １０１．５２
４ １ １ ４ ２３．６ ２４．８２ １０５．１６
５ １ １ ５ ２３．６ ２５．７４ １０９．０８

表２　提取溶剂的添加量对Ｔ值的影响

编号
　　　　　　　　　　２ｎｇ／ｍＬ（灰度值）　　　　　　　　　　 　　　　　　　　　　５ｎｇ／ｍＬ（灰度值）　　　　　　　　　　

Ｔ线 Ｔ线 Ｔ线 平均值Ｔ线 Ｔ线 Ｔ线 Ｔ线 平均值Ｔ线
１ ８１．８５ ８６．５３ ８４．２２ ８４．２０ ９６．４４ ９８．２３ ９５．３８ ９６．６８
２ ７９．７２ ７６．３５ ８０．２２ ７８．７６ ９４．２３ ９０．８８ ９４．２８ ９３．１３
３ ６２．４６ ７３．９２ ７０．２１ ６８．８６ ８６．１１ ８０．２６ ８８．３８ ８４．９１
４ ５８．２２ ６５．７２ ５５．８０ ５９．９１ ７２．１７ ７６．７８ ６９．６６ ７２．８７
５ ５８．６４ ５０．３９ ４７．９４ ５２．３２ ５５．６９ ６０．４９ ５８．３９ ５８．１９
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图１　提取溶剂的添加量

２．１．３　水的添加量选择　水的添加量如下表 ３，
ＨＰＬＣ结果的回收率在９３％～１０８％之间，说明水的
添加量不影响样品的加标回收率。试纸条层析结果

如图２所示，加标浓度为５ｎｇ／ｍＬ时，３、４号与１、２
号相比检测线完全消失且无背景色；加标浓度为

０ｎｇ／ｍＬ时，３号与４号相比检测线颜色更亮，基质
效应不明显；如表４所示，随着水的添加量的增加，
空白样品和阳性样品的检测线灰度值也逐渐降低，

但在水的添加量为２ｍＬ时，空白和阳性样品检测线
灰度值分别为最低和最高，检测限范围宽，与图２所
示一致。因此，选择水的添加量为２ｍＬ。

表３　水的添加量
编号 样品量／ｍＬ 水／ｍＬ 二氯甲烷／ｍＬ 添加浓度／（ｎｇ／ｍＬ） 液相结果／（ｎｇ／ｍＬ） 回收率／％
１ １ ０ １ １１．８ １２．５９ １０６．６７
２ １ １ １ １１．８ １２．６５ １０７．１８
３ １ ２ １ １１．８ １２．３４ １０４．５７
４ １ ３ １ １１．８ １０．９９ ９３．２０

表４　水的添加量对Ｔ值的影响

编号
　　　　　　　　　　空白 （灰度值）　　　　　　　　　　 　　　　　　　　　　５ｎｇ／ｍＬ（灰度值）　　　　　　　　　　
Ｔ线 Ｔ线 Ｔ线 平均值Ｔ线 Ｔ线 Ｔ线 Ｔ线 平均值Ｔ线

１ ６４．２４ ７５．５３ ６９．４７ ６９．７５ ８３．３５ ７３．９８ ８８．４２ ８１．９２
２ ６１．８５ ７０．７０ ６３．５７ ６５．３８ ８９．０６ １００．３９ ９４．２３ ９４．５７
３ ５６．１６ ５４．６６ ５０．３２ ５３．７１ １０１．３１ ９５．８４ ９８．３４ ９８．５０
４ ５３．８７ ５０．３８ ５９．２４ ５４．５０ ９６．２９ ９７．６８ ９２．４８ ９５．４９

图２　水的添加量

２．２　标准曲线的建立
将各个浓度的醋样品提取液滴加到检测卡上。

结果如图３所示，样品中添加 ＡＦＢ１浓度为２．５ｎｇ／
ｍＬ时，试纸条检测线完全消线。再用单光谱成像速
测仪检测Ｔ线灰度值，绘制标准曲线如图４，回归方
程为ｙ＝１１．４３８ｘ＋４０．２５６，相关系数 Ｒ２＝０．９９１８，
线性关系良好。

图３　ＡＦＢ１试纸条的检测限

图４　醋黄曲霉毒素Ｂ１免疫层析快速定量标准曲线

２．３　检测方法的精密度
试验结果如表５，该检测方法日间、日内的相对

标准偏差分别为：５．８８％ ～６．７３％、５．０４％ ～
８．０２％，回收率分别为：９５．３６％ ～１１０．３３％、
９７．８９％～１０６．６１％，说明此方法精密度良好。
２．４　稳定性

试验结果如表６和表７，该检测方法同批次和
不同批次的相对标准偏差分别为：６．８２％ ～８．１％、
６．６５％ ～９．７６％，回收率分别为：９２．７２％ ～
１１３．４％、９４．９３％～１００％，同一批次和不同批次试
纸条检测结果一致，此检测方法结果可靠。

２．５　实际阳性样品检测与ＥＬＩＳＡ结果比对
测食醋实际样品，处理方法同上，提取液一部分

用于试纸条定量检测，另一部分用于 ＥＬＩＳＡ法检
测，将两者结果进行比较。从表８可知，单光谱成像
速测仪检测结果与 ＥＬＩＳＡ法结果一致，说明此方法
结果可靠。

８３４ 贺亚萍等：食醋中黄曲霉毒素检测的胶体金免疫层析试纸条定量技术研究



表５　醋样品中ＡＦＢ１回收率实验

理论值／（ｎｇ／ｍＬ）
　　　　　　　　　　　日内（ｎ＝３）　　　　　　　　　 　　　　　　　　　　日间（ｎ＝３）　　　　　　　　　

测定值／（ｎｇ／ｍＬ） 回收率／％ ＲＳＤ／％ 测定值／（ｎｇ／ｍＬ） 回收率／％ ＲＳＤ／％
１．２５ １．２３ ９８．３７ ６．１４ １．３８ １１０．３３ ６．７３
２．５ ２．６７ １０６．６１ ８．０２ ２．６４ １０５．７９ ５．８８
５．０ ４．８９ ９７．８９ ５．０４ ４．７７ ９５．３６ ５．９８

表６　醋样品中同一黄曲霉毒素浓度下同一批次试纸条检测结果重复性

毒素浓度／（ｎｇ／ｍＬ） 速测仪结果／（ｎｇ／ｍＬ） 平均值／（ｎｇ／ｍＬ） ＳＤ ＲＳＤ／％ 回收率／％
２．５ ２．６ ２．８６ ３．０５ ２．８４ ０．２３ ８．１ １１３．４
５．０ ４．２７ ４．８２ ４．８２ ４．６４ ０．３２ ６．８２ ９２．７２

表７　醋样品中同一黄曲霉毒素浓度下不同批次试纸条检测结果重复性

毒素浓度／（ｎｇ／ｍＬ） 速测仪结果／（ｎｇ／ｍＬ） 平均值／（ｎｇ／ｍＬ） ＳＤ ＲＳＤ／％ 回收率／％
２．５ ２．２３ ２．５８ ２．７ ２．５１ ０．２４ ９．７６ １００
５．０ ４．４ ５．０２ ４．８２ ４．７５ ０．３２ ６．６５ ９４．９３

表８　ＡＦＢ１试纸条快速定量检测技术与ＥＬＩＳＡ对比

样品
　　ＥＬＩＳＡ　　 　　单光谱成像速测仪　　
实测值 实测值 ＲＳＤ／％

食醋１ １．１２ １．４４ １３．２３
食醋２ ０．８５ ０．６９ ８．７５
食醋３ ０．３２ ０．１１ １４．２３
食醋４ ０．６７ ０．８６ １２．２９
食醋５ １．０２ １．３７ １０．４６
食醋６ １．４７ １．９４ ８．３７
食醋７ ０．２４ ０ １２．６２
食醋８ ０．４３ ０．０８ １４．７２
食醋９ １．８３ ２．２５ ６．９３
食醋１０ ３．４９ ４．０７ ５．８４

３　结论
本研究采用中国农业科学院油料作物研究所自

主研制的黄曲霉毒素单光谱成像速测仪进行黄曲霉

毒素Ｂ１的快速定量检测，通过对食醋样品黄曲霉毒
素提取条件的摸索，建立了适合于速测技术的前处

理方法，通过黄曲霉毒素单光谱成像速测仪检测试

纸条，直接读取检测结果。同一批次和不同批次各

重复测定３次，ＲＳＤ在６．６５％ ～９．７６％之间；日间
和日内各重复测定３次，ＲＳＤ在５．０４％ ～８．０２％之
间。实际阳性样品检测结果与 ＥＬＩＳＡ法结果一致。
整个方法可在１０ｍｉｎ内完成，满足现场快速检测的
需求，对加强食品安全监管、保障食品质量安全具有

重要意义。
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