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酶联免疫吸附分析法
测定食品中的黄曲霉毒素 *#
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摘 要 用酶联免疫吸附分析法测定食品中的黄曲霉毒素 !"，线

性 范 围 #$%&’&$#() * +,，检 测 灵 敏 度 达 #$#"&!) * -)，比 薄

层色谱法提高 .##’/## 倍，回收率大于 01$%，精密度大于

2$324。整个测定过程仅为 /5，大大缩短了检测时间。
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(.!/) 是已知的 )$$ 多种霉菌毒素中最稳定、毒

性最大的毒素之一，属强致癌物质，它在 012 确定

的重点研究毒物中被列为首位。随着人们对 (.!/)

的认识，对其在食品中含量的要求也越来越高。采用

薄层色谱（!34）法 检 测 存 在 检 测 灵 敏 度 低 、重 现 性

差、操作繁琐、时间长且安全性差等缺点。本文采用

酶联免疫吸附分析法，结果表明，此法线性范围好，

回收率、精密度高；结果判断客观准确；操作简单、容

易掌握、实用性强，弥补了经典化学分析方法和其它

仪 器 测 试 手 段 的 不 足 ， 同 时 安 全 性 高 ， 避 免 了 与

(.!/) 的直接接触而引起的 (.!/) 的污染。

$ 基本原理

酶联免疫法和其它免疫法一样，都是以抗体和

抗原的特异性结合为基础的，其差别在于酶免疫方

法以酶或者辅酶作为标记物，标记抗原或者抗体，用

酶促反应的放大作用来显示初级免疫学反应。536"(
也不例外，但其最大的特点就是利用聚苯乙烯微量

反应板（或球）吸附抗原或者抗体，使之固相化，加样

品提取液和酶标 (.!/) 抗原7(.!/) 与辣根过氧化物

酶（189）的结合物:，在其中进行免疫反应和酶促反

应。加酶底溶液显色，颜色的深浅取决于抗体和酶标

(.!/) 的结合量。样品中 (.!/) 多，则被抗体结合的

酶标 (.!/) 抗原就少。在 189 存在下，酶底溶液中

的四甲基联苯胺（!;/）和过氧化氢发生氧化反应而

使溶液显红色至橙黄色。用 #<=> ? 3 硫酸中止反应，

用目视法或仪器法将样品孔与 (.!/) 标准限量孔比

较，判断或计算样品中 (.!/) 的含量。

! 材料与方法

!#$ 材料与仪器

( 试 剂 稀 释 液 甲 醇*蒸 馏 水 （%@-+）；/ 试 剂

(.!/) 标 准 物 质 A"BC<C 公 司 D纯 度 )$$EF溶 液 D浓 度

)&$$!G ? 3；4 试剂 酶标 (.!/) 抗原A(.!/)*辣根过氧

化物酶交联物，(.!/)*189F，(.!/)*189 的摩尔比H#@
)；I 试剂 酶标 (.!/) 抗原稀释液，含 $&)E牛血清

白蛋白A/"(F的 J1%&K 的磷酸盐缓冲液A9/"F；5 试剂

洗涤母液，含 $&$KE吐温*#$ 的 9/" 溶液；. 试剂 底

物液 CL四甲基联苯胺A!;/F，用 J1K&$ 乙酸钠*柠檬酸

缓冲液配成，浓度为 $&#G ? 3；M 试剂 底物液 NL)<>
J1K&$ 乙酸钠*柠檬酸缓冲液中加入浓度为 $&+E的过

氧化氢溶液 #O!>；1 试剂 终止液D 浓度为 #<=> ? 3 的

硫酸溶液；普通黄玉米 金华市武义地区生产。

分析天平 感量 $&$)G；培养箱 $PK$Q)R；微量

连 续 可 调 取 液 器 及 吸 头 )$P#$!>； 冰 箱 ’POR；

(.!/) 测定仪或酶标测定仪 含有波长 ’K$S< 的滤光

片；(.!/) 酶联免疫测试盒 包被抗体的聚苯乙烯微

量反应板 #’ 孔。

!#! 试验方法

#&#&) 样品溶液的制备 称取粉碎后过 #$ 目筛的

玉米样品 KG（准确到 $&$)G）于磨口的 K$<> 试管中D加
入 #K<> 甲醇*水AKLKFD加塞振荡提取 )$<BS，过滤，滤

液按表 ) 用 ( 试剂作适当稀释。

#&#&# 限量测定

#&#&#&) 洗涤包被抗体的聚苯乙烯微量反应板 每

次需用标准对照孔 + 个D其余按测定样品数截取相应

的板孔数。用 5 试剂洗涤液洗板 # 次，洗去未交联的

抗体及杂质。洗液不得外溢，每次间隔 )<BS，并放在

吸水纸上拍干。

#&#&#&# 加试剂 按表 # 所列，依次加入试剂和待测

%&
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试样稀释液。

!"!"!"# 反应 放在 #$%恒温培养箱内反应 #&’()。

!"!"!"* 洗涤 将反应板从培养箱中取出，用 + 洗涤

剂洗板 , 次，洗液不得溢出，每次间隔 !’()，在吸水

纸上拍干。

!"!"!", 显色 每孔各加入底物 - 试剂和底物 . 试

剂各 ,&!/，摇匀，在 #$%恒温培养箱内反应 0,’()。

!"!"!"1 终止 每孔加终止液 2 试剂 ,&!/ 终止。

!"!"!"$ 结果判定 目测法先比较 03# 孔颜色。若 0
号孔接近无色，# 号孔最深，! 号孔次之，说明测定无

误。这时比较试样孔与 # 号孔的颜色，若相当或浅为

合格；若颜色深为超标，或直接以仪器法测定。

!"!"# 定量测定 若试样超标，则用 4-560 测定仪或

酶标测定仪在 *,&)’ 波长处进行定量测定，通过绘

制 4-560 的标准曲线来确定试样中 4-560 的含量。

将 ,&"&&!7 8 9 的 4-560 标准溶液用 4 试剂稀释

成 &"&&、&"&0、&"0&、0"&&、,"&&、0&"&&、!&"&&、,&"&&!7 8 9 的

标准工作溶液，分别作为 6 试剂系列，按限量法测定

步骤测得相应的吸光值 4；以 &"&&!7 8 9 的 4-560 浓度

的 4& 值为分母，其它标准浓度的 4 值为分子的比值，

再乘以 0&& 为纵坐标，对应的 4-560 标准浓度为横坐

标，在半对数坐标纸上绘制标准曲线。根据试样的 4 8
4& 值 乘 以 0&& 的 值 在 标 准 曲 线 上 标 查 得 对 应 的

4-560 量，并按式（0）计算出试样中 4-560 的含量。

试样中 4-560 的含量（!7 8 :7）;<=) 8 ’
式 中 ：<： 从 标 准 曲 线 上 查 得 的 试 样 提 取 液 中

4-560 的含量 !7 8 9；

=：试样提取液体积 ’/；
)：试样稀释倍数；

’：试样的质量 7。

% 结果与讨论

%#$ 影响 &’()* 分析法的因素

因 +9>?4 是利用抗体的选择性和标记酶的化学

放大的灵敏性建立起来的，故应考虑的因素主要有：

#"0"0 抗原包被 将抗原固定于聚苯乙烯微量反应

板中称之为包被，包被的质量是影响抗原@抗体反应

的重要因素，本文操作时用牛血清白蛋白作载体。

#"0"! 非特异性反应 +9>?4 中可以发生许多非特

异性反应，严重干扰分析结果，选择适当抗体组合可

明显减少这种反应的发生。实验中采用简单预处理，

例如在包被液中加入牛血清白蛋白的封闭剂，往洗

涤液中加入 5ABB) !& 来提高 +9>?4 的特异性。

#"0"# 酶和抗体的偶联 酶和抗体偶联的好坏，直接

影响试剂灵敏度。操作时采用的酶是辣根过氧化氢酶

（2C<），与抗体偶联采用改良的高碘酸钠氧化法。

#"0"* 酶的底物 当酶标记抗体@抗原复合物和酶

的底物相遇时，复合物中的酶水解底物，使无色的底

物溶液生成有色的反应产物，然后根据颜色的深浅

测出待测物。由此可看出，酶底物的选择对准确和迅

速地显示结果影响很大。2C< 常采用 2!D!@邻苯二胺

或 2!D!@邻联甲苯胺作为酶底物，由于反应产生颜色

深浅与 2!D! 的用量有关，因此在底物溶液的配制时

应注意控制好 2!D! 的用量。

#"0", 洗涤 无论是免疫反应，还是酶促反应，每

次反应后都要反复洗涤，这既保证了反应的定量关

系，也除去了血清中的与反应无关的其它成分及游

离酶复合物等。洗涤效果与检测结果密切相关。如果

洗涤不充分，常引起结果的紊乱，最好做到洗涤的步

骤标准化。

%#! 方法线性范围、检测灵敏度

本法采用辣根过氧化氢酶E2C<F标记高亲和力

的黄曲霉毒素 60 E4-560F抗体G检测 4-560 的线性范

4-560 限量

（!7 8 :7）

样品滤液量

E’/F
甲醇@水（$ 8 H#）

量，’/ 稀释倍数

!, &"!& @ 不稀释

!0& &"0& &"0& !
!!& &"&, &"0, *
!#& &"&, &"!, 1
!*& &"&, &"#, I
!,& &"&, &"*, 0&

表 0 根据样品中 4-560 的限量制成样品稀释液

次序 试剂加入量
孔 号

0 ! # * , 1 $ I ⋯ !*
0 ,&!/ 4 4 6 ?0 ?! ?# ?* ?, ⋯ ?!0
! @ 摇 匀

# ,&!/ J K K K K K K K K K
* @ 摇 匀

表 ! 限量测定

注：4@甲醇@水（$ 8 H#）；6@0"&&!7 8 9 4-560 标准液；

J@酶标 4-560 抗原稀释液（含 &"0L牛血清白蛋白的磷酸

盐缓冲液）；

K@酶标 4-560 抗原（4-560@2C<）； ?@不同样品制备的

样品溶液。

0 孔为空白孔； ! 孔为阴性孔；

# 孔为限量孔（含量为 ,!7 8 :7）； *30! 孔为样品孔。

测定值E!7 8 9F 回收率ELF 标准偏差 ? 变异系数 KMELF
样品N,!7 8 9（&"&&!7 8 9） *"!!G*",&G*",!G *"0IG*"!#G,"&I IH"0 &"#* $"1$

样品N0&!7 8 9（&"&&!7 8 9） 0&"!&G0&"0!GH"!&GI"H!GI"I&GH"1I H*"0 &"1& 1"*&
样品N!&!7 8 9（&"&&!7 8 9） !&"!&G0I"!#G!&"&,G0I"!&G0H"#&G0$"*, H*",& 0"00 ,"H&

表 # 加标回收率和精密度

包装与机械 分析检测
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围 !"#$%$"!&’ ( )*+ 检 测 灵 敏 度 达 !"!,$!’ ( -’，比 薄

层色谱法提高 .!!%/!! 倍+整个测定过程仅为 /0，大

大缩短了检测时间。

%#% 回收率和精密度

由于样品中 1234, 无法测得，我们只好采用加

标样进行精密度和回收率试验，样品中加标后用本

文方法测定，结果见表 .。

& 结论

本文用酶联免疫吸附（56781）分析法测定食品

中的黄曲霉毒素 4,（1234,）+方法具有高特异性和灵

敏度，较好的回收率和精密度+属于超微量分析技术，

结果准确，可满足客户的要求。该方法操作简便+快速

而且无 1234, 污染。

参考文献（略）

水分量，以 9 表示。

9: ;<
1;" := ;>

1;" := >?;@
1;"

（-’ ( )#·0）

式中的负号表示物料中的水分随着干燥时间的

增加而减少。

;<———物料表面汽化的水分量（-’）；

1——— 被干燥物料的表面积（)#）；

;"———干燥时间（0 或 A）；

>?———绝对干物料的质量（-’）；

>——— 物料在某一瞬时的质量（-’）；

@——— 湿物料的干基含水量（B）。

%#& 干燥时间 !

":
"
!
!;":= >?

1
C#

C,
! ;@

9
（0）

@,———物料初含水量（干基）；

@#———物料终含水量（干基）。

干燥所需的时间与物料量、干燥面积、物料的

初、终速度有关。它适用于在恒定的干燥条件下，即

空气的温度、湿度、速度不变情况下的计算。

%#’ 干燥机理

箱式干燥设备干燥采用热空气作为干燥剂（介

质）。当湿物料（火腿肠）受热进行干燥时，开始时水

分较多地分布于物料表面，由于物料水分汽化是在

表面进行，表面水分首先由液态转化为气态，此时湿

热气体从物料表面向周围介质扩散，于是物料表面

水分逐渐降低。干燥速率为表面汽化控制时，强化干

燥操作就必须改善影响外部传递的因素，即提高介

质温度，降低介质湿度，改善介质与物料之间的流动

和接触都有利于提高干燥速率。

%#( 影响干燥的主要因素

."D", 温度 通常传热介质的温度愈高，热量向湿物

料传递的速率也愈大，水分外逸加速。当湿物料中的

水分以水蒸气状态从其表面外逸时，在其表面形成饱

和水蒸气层，将阻碍物料表面水分蒸发速度。因此必

须将饱和水蒸气排出，物料表面水分蒸发才得以继续

进行。同时传热介质温度过高，也会影响食品的品质，

所以食品干燥温度一般以不超过 D!%E!F为宜。

."D"# 空气湿度 空气作为干燥介质时，其湿度愈

小，物料的干燥速度愈快。这是因为物料脱水时是将

其水分向周围扩散，并使其表面的水分始终要与其

周围空气的湿度处于平衡状态。因此，降低空气的湿

度，物料表面水分扩散加速。

."D". 空气流速 增加空气流速，不仅可以及时将

聚集在物料表面附近的饱和湿空气带走，而且显著

地加速了物料中水分的蒸发。空气流速愈快，其干燥

速度愈快，干燥时间愈短。同时，空气流速过大，则会

降低热能的利用，增加能量消耗。在本设备中采用回

流装置，可更有效的利用热能。

."D"/ 蒸发面比值 蒸发面比值的增大，增加了物

料同加热介质相互接触的表面积，为水分外逸提供

了更多的途径，从而加速了物料干燥过程。物料蒸发

面比值愈大，干燥效果愈好。

."D"$ 大气压力 在温度不变的条件下，大气压力

越低，沸腾就越快。如在真空条件下加热脱水时，就

可以在较低的温度条件下进行。

因此，要提高食品干燥速率，保证干燥温度，降

低干燥介质湿度，增加空气流速是其重要途径。提高

干燥速率的措施有：选择合适的物料粒度、厚度（增

加物料的表面积）；装载量（生产量）的控制；加热方

式的选择；风量的控制；温度的控制。

& 结束语

箱式火腿肠干燥设备是一种专用干燥设备，它

有以下特点：系统自动化程度高，操作简单；网状输

送机的输送速度通过变频器可无级调速；冷、热风的

温度可预设定，并在系统运行过程中自动控制；风量

的大小可通过调整电动风阀控制；设备结构紧凑、外

观简洁美观；材料防锈、防腐，符合国家食品卫生安

全标准。从双汇食品城、阜新肉联厂使用情况来看，

设备的整个系统运行平稳、可靠，达到了设计及用户

使用要求。
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