
Research paper 研究论文 
22 March 2020, 39(3): 599-609 Mycosystema  ISSN1672-6472  CN11-5180/Q  DOI: 10.13346/j.mycosystema.190357 

 

                                                                                                                    
基金项目：浙江省自然科学基金（LQ17C170002）；浙江农林大学人才项目（2016FR025）；浙江农林大学学生科研训练项

目（118-2013200166）；浙江省重点研发计划（2018C02041） 
Supported by Natural Science Foundation of Zhejiang Province (LQ17C170002), Zhejiang A & F University Talent Initiative Project 
(2016FR025), Research and Training Program for Students of Zhejiang A & F University (118-2013200166), and Key Research and 
Development Project Funds of Zhejiang Provincial Science and Technology Department (2018C02041). 

 Corresponding author. E-mail: songhh@zafu.edu.cn 
 Contributed equally to this article. 

Received: 2019-09-23, accepted: 2019-10-28 
 
Copyright © 2020 Institute of Microbiology, CAS. All rights reserved. | jwxt@im.ac.cn   Http://journals-myco.im.ac.cn   Tel: +86-10-64807521 菌物学报 599

 

 

宋厚辉 

浙江农林大学动物科技学院•动物医学院院长，教授，博士生导师。教育部动
物医学类专业教学指导委员会委员，浙江省万人计划科技创新领军人才，浙江省中
青年学科带头人，浙江省 151 人才工程第一层次培养人才，澳大利亚默多克大学兼
职教授。从事消化道微生物和食源性病原微生物致病机理以及动物性食品安全研
究。已发表学术论文 90 余篇，获国家科技进步二等奖 1 项，浙江省科学技术奖二
等奖 1 项。Foodborne Pathogens & Disease 期刊编委。 

 

 
基于纳米颗粒的赭曲霉毒素 A 高灵敏酶联免疫检测方法的 
建立及应用 

章先 1, 2, 3    何珂 1, 2, 3    黄志伟 1   单颖 4   曹统 5   谢珲 5    

宋厚辉 1, 2, 3  

➊浙江农林大学动物科技学院 动物医学院 浙江 临安 311300 

➋浙江省畜禽绿色生态健康养殖应用技术研究重点实验室 浙江 临安 311300 

➌动物健康检测互联网技术浙江省工程实验室 浙江 临安 311300 

➍浙江大学动物科学学院 浙江 杭州 310058 

➎浙江省医学科学院 浙江 杭州 310015 

 

摘  要：赭曲霉毒素（ochratoxins）主要是由青霉菌 Penicillium 和曲霉菌 Aspergillus 产生的有毒次级代

谢产物，常见于发霉或发酵的农产品中，其中赭曲霉毒素 A（ochratoxin A，OTA）毒性最强且最为普遍。

OTA 是粮食作物和饲料的重要污染物，在加工、储存或运输过程中均可产生，具有肾毒性和免疫毒性，

可通过蓄积作用发挥毒性效应，对人类和动物健康造成严重威胁。本研究通过将 OTA 单克隆抗体包被于

纳米磁珠（magnetic nanoparticles，MNPs）表面，获得具有免疫活性的磁珠抗体复合物（MNPs-Anti OTA），

并制备生物素标记的偶联抗原 OTA-BSA-Bio，后续采用链酶亲和素标记的纳米金颗粒（Strep-HRP-AuNPs）

催化底物进行信号检测，最终建立了 OTA 高灵敏检测方法（MNPs-bs-AuNPs-ELISA）。在最优条件下，经

计算该方法检测下限（IC10）为 0.01ng/mL，检测区间（IC20–IC80）为 0.02–0.73ng/mL，半数抑制率（IC50）
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为 0.13ng/mL。与 OTA 类似物 OTB、OTC 交叉反应性为 4.3%和 8.1%，对其他常见真菌毒素 AFB1、ZEN、

FB1、DON、CIT 和 PAT 均无交叉反应。玉米、面粉和大豆样本中的加标回收率可达 85.6%–115.7%，对天

然样本中 OTA 含量的检测结果表明，该方法与 LC-MS/MS 相关性良好。本研究建立的 MNPs-bs-AuNPs-ELISA

可满足谷物及饲料样本中 OTA 的快速、高灵敏度定量检测，成本较低，具有很好的应用前景。 

关键词：赭曲霉毒素 A，纳米磁珠，纳米金，生物素-亲和素系统，定量检测 
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Abstract: Ochratoxin A (OTA), a secondary metabolite produced by species of Aspergillus and Penicillium with 

multiple toxicity such as nephrotoxicity, teratogenicity and immunotoxicity, is gaining more and more attention 

worldwide. A detection technique possessing high sensitivity that would be operable with ease is preferred for 

determination of OTA levels in foods and feeds. In this study, a rapid and sensitive magnetic nanoparticle- 

biotin-streptavidin-Au nanoparticles-enzyme linked immunosorbent assay (MNPs-bs-AuNPs-ELISA) was 

prototyped and used for detection of OTA. The result proved that biotin-streptavidin enhanced the detection 

signal and thereby improved the sensitivity of the assay. The lower limit of detection by using 

MNPs-bs-AuNPs-ELISA was 0.01ng/mL while the IC50 was 0.13ng/mL. The detectable range was 0.02−0.73ng/mL. 

Cross-reactivities to OTA analogues, ochratoxin B and ochratoxin C, were 4.3% and 8.1%, respectively. No 

cross-reactivity (<0.01%) was observed to other co-occurring mycotoxins (AFB1, ZEN, FB1, DON, CIT and PAT). The 

recovery rates in spiked samples of corn, wheat and soybean ranged 85.6%−115.7%, and the intra-day and 

inter-day relative standard deviations were <10%. Simultaneous analysis of commercially obtained samples (corn, 

wheat, and feedstuff) showed a good correlation between MNPs-bs-AuNPs-ELISA and liquid chromatography 

tandem mass spectrometry (LC/MS-MS). This new method can be used as a sensitive, simple and cost-effective 

assay to quantify the levels of OTA in cereal and feed samples. 

Key words: ochratoxin A, magnetic nanoparticles, Au nanoparticles, biotin-streptavidin system, quantitative 

detection 
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真菌毒素（mycotoxin）为真菌产生的一类

有毒次级代谢产物，在食品安全领域中又称霉菌

毒素。已发现的 400 多种真菌毒素，大部分具有

致癌、致畸和致突变等作用，均可对动物和人类

健康造成严重威胁（Sorrenti et al. 2013）。赭曲

霉毒素（ochratoxins）主要由青霉菌 Penicillium

和曲霉菌 Aspergillus 产生，广泛存在于粮食和饲

料中，包含多种结构类似的异香豆素和 L-苯丙氨

酸衍生物，如赭曲霉毒素 A（OTA）、赭曲霉毒素

B（OTB）和赭曲霉毒素 C（OTC）等，其中毒性

最强、最为普遍且受关注度最高的为 OTA。OTA

主要发现于谷物中，也可污染饲料、干果等农作

物，可经人或动物采食被污染的食物进入机体，

靶器官为肾脏，通过直接或蓄积作用，引起急性

和慢性中毒，也可二次污染牛奶等动物源性食品

（Brennan et al. 2017）。由于具有强烈的遗传毒

性和免疫毒性，OTA 已被国际癌症研究机构

（International Agency for Research on Cancer，

IARC）列为人类潜在的致癌物质即 group B 类

（ⅡB）致癌物（章先 2016）。 

目前 OTA 检测方法主要包括仪器法和免疫

分析法（Zheng et al. 2006）。高效液相色谱法

（HPLC）、气相色谱法（GC）和液相色谱串联质

谱（LC-MS/MS）等仪器法在具有良好准确度和

重现性的同时，由于对操作人员和设备要求较

高，同时样品预处理流程较为繁琐且耗时长，在

一定程度上限制了其在基层的推广应用（章先等 

2018）。相比而言基于抗原抗体间特异性反应的

免疫分析法如酶联免疫检测法、免疫层析检测法

和芯片检测法等，由于具有灵敏度高、特异性好

等诸多优势，近年来发展迅速。在免疫分析检测

领域，特别是酶联免疫检测领域，不同类型信号

增强方式也已广泛用于提高检测灵敏度，如起源

于上世纪的生物素 - 亲合素信号增强系统

（biotin-avidin-system，BAS），凭借着生物素-亲

和素的高亲合力牢固结合，可使得相关免疫标记

和示踪分析更加准确、灵敏，该系统目前常用于

微量抗原和抗体的定性或定量检测（Kendall et al. 

1983）。 

在采用信号增强策略提升真菌毒素检测灵

敏度研究领域，本课题组前期进行了相关探索。

如建立的基于纳米金和辣根过氧化物酶双标记

抗体的黄曲霉毒素 B1 检测方法，通过将纳米金

作为载体，多个 Anti AFB1-HRP 与一个纳米金颗

粒结合，形成的类似多聚的 HRP 复合物使检测

信号大幅增强（章先等 2018）；此外建立的基于

纳米磁珠和双标记抗体的玉米赤霉烯酮检测方

法，以纳米磁珠为载体固定偶联抗原，并使用金

颗粒和辣根过氧化物酶双标记抗体催化底物，进

行信号检测，在实现提升检测灵敏度的同时，满

足了高通量的检测需求（肖佳丽等 2019）。本研

究拟基于上述研究结果，通过采用纳米磁珠制备

磁珠-单克隆抗体复合物，并结合生物素-亲和素

系统和纳米金标记两种信号增强策略，即使用辣

根过氧化物酶-链酶亲和素（Strep-HRP）标记纳

米金颗粒（Strep-HRP-AuNPs）催化底物进行信

号检测，以最终实现农产品和饲料中 OTA 的快

速、高灵敏度定量检测。 

1 材料与方法 

1.1 材料 

1.1.1 主要试剂：赭曲霉毒素 A（OTA）以及其他

常见菌毒素标准品、1-(3-二甲氨基丙基)-3-乙基碳

二亚胺盐酸盐（EDC）、N-羟基琥珀酰亚胺（NHS）

购自 Sigma 公司；辣根过氧化物标记的链霉亲和素

（Strep-HRP）购自 Anaspec 公司；羧基修饰的纳米

磁珠 M270（15305D）、生物素标记试剂盒（21435）

和 ZebaTM 脱盐柱购自 Thermo Fisher Scientific；

OTA单克隆抗体（Anti-OTA）、OTA偶联抗原（OTA-BSA）

和辣根过氧化物酶标记的 OTA（OTA-HRP）均为

本实验室前期制备；其他相关试剂购自于国药集

团化学试剂有限公司；谷物阴性和天然样本由浙

江省检验检疫科学技术研究院提供。 

1.1.2 主要仪器：酶标仪 SpectraMax M2 购自美
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国 Molecular Divice 公司，96 孔板水平快速振荡

器（QB-9001）购自海门市其林贝尔仪器制造有限

公司；高速离心机（D-37520）购自 Thermo 公司；

EP 管磁力架（MS-12）购自美国 Bangs Laboratories

公司；96 孔板配套磁性底座为浙江大学动物预

防医学研究所研制。 

1.2 纳米磁珠-单克隆抗体复合物（MNPs-Anti 

OTA）的制备 

纳米磁珠表面羧基活化后可与抗体的氨基

经缩合作用形成稳定的共价键，本研究正是利用

该原理制备纳米磁珠 - 单克隆抗体复合物

（MNPs-Anti OTA）。 

操作步骤如下：羧基修饰的纳米磁珠贮存液

充分振荡后，取 100μL（30mg/mL）于 EP 管中，

经磁力架磁性分离，弃去上清，加入等体积

25mmol/L MES 缓冲液（pH 5），重悬混匀，再经

磁性分离，弃去上清，重复上述步骤 3 次，洗涤

磁珠；加入 50mg/mL EDC 和 NHS 溶液各 50μL

于磁珠中，室温重悬振荡 30min，活化羧基；完

成后，按照上述操作洗涤磁珠；加入 100μL 

25mmol/L MES 缓冲液（pH 5.0）配置的浓度为

0.7mg/mL Anti-OTA 抗体溶液至已活化的磁珠

中，室温振荡反应 2h，反应结束后洗涤磁珠；

最后加入 100μL 50mmol/L Tris 溶液（pH 7.4）室

温振荡反应 20min，淬灭未反应的羧基；所得产

物收集后重悬于 100μL 磷酸盐缓冲液（PBS，pH 

7.4）中，ELISA 鉴定后，4℃保存备用。 

1.3 生物素标记 OTA 偶联抗原 OTA-BSA-Bio 的制

备与鉴定 

制备生物素标记大分子时，生物素摩尔数一

般应为待标记分子的 20 倍左右，本研究中待标记

分子为 3mg 的 OTA 偶联抗原 OTA-BSA（2mg/mL），

经计算，生物素（Sulfo-NHS-LC-Biotin）用量约为

137μL（3.7mg/mL）。标记步骤如下所述：OTA-BSA

浓度 2mg/mL，体积 1.5mL（溶剂为磷酸盐缓冲

液，PBS）；称取 2.2mg Sulfo-NHS-LC-Biotin 溶于

600μL 超纯水，取 137μL 配置的生物素溶液加入

待标记的偶联抗原中，上下颠倒充分混匀，室温

反应 2h；反应结束后，产物经 ZebaTM 脱盐柱   

1 000×g 离心 2min，并重复上柱 2–3 次，以去

除体系中未反应的生物素分子，收集最终的标

记产物。 

首先通过HABA 法（Landar et al. 2006；Yellepeddi 

et al. 2009）计算上述标记产物 OTA-BSA-Bio 的标

记摩尔比（OTA-BSA：Biotin），步骤如下： 

（1）取 10mg 生物素和 600μL 浓度为

10mmol/L 的 HABA 溶液至于 19.4mL PBS，充分

混匀后取 180μL 于 96 孔板中，测 500nm 处吸光

度，记为 A500/HABA/Avidin；（2）取 20μL OTA-BSA- 

Bio 加入上述孔，混匀后测 500nm 处吸光度，记

为 A500/HABA/Avidin/Biotin；（3）按说明书公式，

根据 A500/HABA/Avidin与 A500/HABA/Avidin/Biotin

数值，计算出标记摩尔比。 

后续采用 ELISA 对 OTA-BSA-Bio 进行免疫学鉴

定。OTA 单克隆抗体包被于 ELISA 板（0.5μg/孔），

依次加入 OTA-BSA-Bio 和 Strep-HRP 进行作用，

同时设置 OTA-BSA 作为对照。 

1.4 纳米金-辣根过氧化物酶-链酶亲和素标记物

（Strep-HRP-AuNPs）的制备 

纳米金（20nm）的制备和鉴定参考 Zhang et 

al.（2018a）的方法。 

取 20mL 纳米金溶液，调 pH 至 8.0（使用

0.2mol/L K2CO3 溶液）；缓慢逐滴加入 2.5mL 溶

于 2mmol/L 硼酸盐缓冲液（BB，pH 7.4）的辣

根过氧化物酶-链酶亲和素溶液（Strep-HRP，

0.1mg/mL），室温混匀反应 30min；随后加入

10mL 溶解于硼酸盐缓冲液（BB，pH 7.4）的牛

血清白蛋白（BSA，10%）溶液，室温磁力搅拌

反应 30min；为除去未标记的 Strep-HRP，提高

产物的均一度，标记产物先经 2 500×g 离心

30min 后弃沉淀，再经 8 000×g 离心 40min，弃

上清；用硼酸盐缓冲液（2mmol/L，pH 7.4）重

悬沉淀，并将体积恢复至 20mL；最后经 6 000×g

离心 30min 弃上清，重复 3 次后，5mL PBS 缓
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冲液（10mmol/L）重悬标记产物置于 4℃保存

备用。 

1.5 基于纳米颗粒和生物素 -亲和素系统检测

OTA 方法（MNPs-bs-AuNPs-ELISA）的建立 

检测原理见图 1。该方法基于酶联免疫原理，

将OTA单克隆抗体包被至纳米磁珠表面以制备纳

米磁珠-抗体复合物（MNPs-Anti OTA），纳米磁珠

赋予抗体的流动性及富集作用使得竞争反应更

加充分，同时使用辣根过氧化物酶-链酶亲和素

（Strep-HRP）标记纳米金颗粒（Strep-HRP-AuNPs）

进行催化显色，两种信号增强策略（生物素-亲

和素系统和链酶亲和素-辣根过氧化物酶标记纳

米金）的共同使用将大幅提升检测信号，实现

OTA 的快速高灵敏检测。 

检测步骤如下：（1）取稀释后的磁珠-OTA

抗体复合物（MNPs-Anti OTA）置于 96 孔板中

（10μL/孔），并设置 3 个平行，250μL 梯度稀

释的 OTA 标准品与 250μL 生物素标记的 OTA 偶

联抗原（OTA-BSA-Bio）等体积混匀后加入各反

应孔中（150μL/孔），37℃作用 45min 后，利

用配套磁性底座富集、洗涤磁珠，洗涤缓冲液

为 10mmol/L PBS（200μL/孔）；（2）每孔加入

150μL 辣根过氧化物酶 -链酶亲和素标记纳米

金颗粒（Strep-HRP-AuNPs），37℃水平混匀反

应 15min 后，富集和洗涤磁珠；（3）加入 TMB

底物（100μL/孔），37℃反应 5min 后 2mol/L 

H2SO4 终止反应（50μL/孔），酶标仪读取 OD450。 

在 MNPs-bs-AuNPs-ELISA 模式下，磁珠抗体

复合物 MNPs-Anti OTA 的过量会造成背景值偏

高，导致检测灵敏度降低。 

采用棋盘方阵法对各反应组分进行优化

（Jiang et al. 2012）。MNPs-Anti OTA 稀释倍数依

次为 1:50、1:100、1:200 和 1:400；OTA-BSA-Bio

从 0.02μg/mL 开始，倍比稀释 6 个梯度；辣根过

氧 化 物 酶 - 链 酶 亲 和 素 标 记 纳 米 金 颗 粒

（Strep-HRP-AuNPs，0.5mg/mL）的稀释倍数依

次为 1:500、1:1 000、1:2 000、1:4 000 和 1:8 000。 

为确定各组分最佳浓度后优化竞争反应时

间，设置竞争时间依次为 15、30、45 和 60min，

各竞争反应加入等量竞争抗原，分别计算抑制率。 

 

 

 
 

图 1 基于纳米颗粒和生物素-亲和素系统的赭曲霉毒素 A 检测方法示意图 

Fig. 1 Schematic presentation of MNPs-bs-AuNPs-ELISA for the detection of ochratoxin A. 
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OTA 标准品浓度梯度区间为 7.8–0.015ng/mL

（倍比稀释），阴性对照为：标准品稀释液和含

0.05%脱脂奶粉的 PBST 等体积混合液，空白对照

为：Strep-HRP-AuNPs 和标准品稀释液等体积混合

液，每个浓度梯度共设置 3 个平行。以 OTA 浓度

对数 为横 坐标 、抑 制率 为纵 坐标 ，构 建

MNPs-bs-AuNPs-ELISA 标准曲线，并求得相关参数。 

1.6 MNPs-bs-AuNPs-ELISA 检测法特异性分析 

选择 OTA 结构类似物和其他常见真菌毒素，

包括有 OTB、OTC、黄曲霉毒素 B1（AFB1）、玉

米赤霉烯酮（ZEN）、伏马毒素（FB1）、呕吐毒素

（DON）、桔青霉素（CIT）和展青霉毒素（PAT）

分别作为竞争抗原，测量 IC50 值，并按下式计算

交叉反应率（孙清等 2015）： 
交叉反应率(%)=(ZEN IC50)/(类似物 IC50)×100% 

1.7 样本基质影响的消除 

样本检测时，需进行萃取，萃取剂中高浓度

的有机试剂（OTA 的萃取通常使用甲醇-水溶液）

以及样本中富含的蛋白质和纤维素等均会对抗

原-抗体间的特异性反应造成影响，即基质效应。

为确保检测结果的准确性，通常采用超纯水对萃

取液进行稀释，以降低基质效应。 

为避免稀释倍数过高，降低了检测灵敏度，

本研究分别选取不同类型阴性样本（玉米、面粉

和大豆）萃取液，并经超纯水系列梯度稀释后

（1:1、1:3、1:7）制备 OTA 标准品溶液，通过

绘制基质添加标准曲线，优化稀释倍数，使得基

质影响消除的同时，获得最佳检测灵敏度。 

1.8 样本萃取与加标试验 

5g 样本置于 50mL 离心管中，加入 25mL 萃

取液（甲醇:水=7:3，V/V），剧烈振荡 15min 后    

5 000×g 离心 5min，上清液过滤经超纯水稀释后

进行检测。 

根据检测范围，确定加标浓度。加标步骤如

下：取经 LC-MS/MS 验证过的 OTA 阴性样本，充

分研磨过筛后置于 60℃烘箱干燥，加入 OTA 标

准溶液，混匀后放置过夜待检。不同加标样本设

置 3 个平行，且不同时间重复测定 3 次。 

1.9 纳米颗粒和生物素 -亲和素系统检测法

（MNPs-bs-AuNPs-ELISA）与 LC-MS/MS 比较试验 

对天然样本（玉米、小麦和饲料）同时采用

MNPs-bs-AuNPs-ELISA和 LC-MS/MS进行平行检测。 

2 结果与分析 

2.1 纳米磁珠-单克隆抗体复合物（MNPs-Anti 

OTA）的制备 

取等量纳米磁珠（MNPs）、纳米磁珠-OTA 单

克隆抗体复合物（MNPs-Anti OTA）以及纳米磁珠

-AFB1单克隆抗体复合物（MNPs-Anti AFB1），使用

辣根过氧化物酶标记的 OTA（OTA-HRP）进行 ELISA

鉴定，操作流程参考 1.5。标记产物 MNPs-Anti OTA

组的 OD450 与对照 MNPs 和 MNPs-Anti AFB1组的

比值远大于 2.1（图 2），表明已成功制备具有抗

体活性的免疫磁珠 MNPs-Anti OTA。 
 

 
 

图 2 纳米磁珠-OTA 单克隆抗体复合物的 ELISA 鉴定 

Fig. 2 Identification of the OTA monoclonal antibody coated 

magnetic nanoparticles. 
 

2.2 生物素标记偶联抗原（OTA-BSA-Bio）的鉴定 

经 HABA 法计算出偶联抗原（OTA-BSA-Bio）

中 OTA-BSA:Biotin 约为 4.9:1，即每分子 OTA-BSA

上约标记有 4.9 分子的 Biotin；OTA-BSA-Bio 的

ELISA 鉴定结果见图 3，相比未标记的 OTA-BSA

组，ZEN-BSA-Bio 可与 Strep-HRP 特异性结合。综

上表明 OTA-BSA-Bio 制备成功，为后续建立免疫

学检测方法奠定基础。 
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图 3 直接 ELISA 对生物素标记抗原 OTA-BSA-Bio 的鉴定 

Fig. 3 Identification of biotinylated ochratoxin A-bovine 

serum albumin (ZEN-BSA-Bio) by direct ELISA. 
 

2.3 MNPs-bs-AuNPs-ELISA 各组分作用浓度和竞

争孵育时间的确定 

方阵滴定法确定 MNPs-Anti OTA 的稀释倍数

为 1:200，OTA-BSA-Bio 和 Strep-HRP-AuNPs 作用

浓度分别为 0.005 和 0.125μg/mL。竞争孵育时间

优化结果见图 4，综合反应时间和灵敏度，确定

为 45min。 

 

图 4 不同竞争反应时间对 MNPs-bs-AuNPs-ELISA 检测效果

的影响 

Fig. 4 Determination of suitable incubation time by 

MNPs-bs-AuNPs-ELISA with (+OTA) or without (-OTA) addition 

of ochratoxin A. 
 

2.4 基于纳米颗粒和生物素 -亲和素系统的

MNPs-bs-AuNPs-ELISA 检测 OTA 方法的建立 

经优化，MNPs-bs-AuNPs-ELISA 最佳反应条

件为：MNPs-Anti OTA 的稀释倍数为 1:200；

OTA-BSA-Bio和 Strep-HRP-AuNPs作用浓度分别为

0.005 和 0.125μg/mL，竞争时间为 45min。 

以竞争抗原 OTA 标准品浓度对数为横坐标，

以抑制率为纵坐标，通过 GraphPad Prism 7 软件

绘制抑制曲线（图 5）。线性方程为 y=0.4011x+ 

0.8557（R2=0.9935），线性范围为 0.02–0.73ng/mL，

检测下限为 0.01ng/mL，半数抑制率（IC50）为

0.13ng/mL。 

 
 

图 5 基于纳米颗粒和生物素-亲和素系统的 OTA 检测方法

竞争抑制曲线（A）和抑制率线性分析（B） 

Fig. 5 Competitive inhibition of ZEN in MNPs-bs-AuNPs-ELISA 

(A) and linear analysis of percent inhibition against OTA 

concentration (B). 
 

前期研究中，基于该抗体建立的常规间接竞

争 ELISA（IC-ELISA）检测下限（IC10）为 0.07ng/mL，

半数抑制率（IC50）为 0.38ng/mL，检测时长约

2h（Zhang et al. 2015）；本研究建立的基于磁珠

抗体复合物和两种信号增强策略（生物素-亲和素

系统和纳米金标记）的检测法（MNPs-bs-AuNPs- 

ELISA）在缩短检测时间的同时（1h），灵敏度更

高，检测下限（IC10）为 0.01ng/mL，半数抑制
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率（IC50）为 0.13ng/mL。 

2.5 基于纳米颗粒和生物素 -亲和素系统的

MNPs-bs-AuNPs-ELISA 检测 OTA 特异性分析 

特异性分析结果见表 1，建立的 MNPs-bs- 

AuNPs-ELISA 对 OTA 类似物 OTB、OTC 交叉反应

性低且对其他常见真菌毒素基本无交叉反应，表

明该方法特异性高。 

2.6 基质效应的消除 

本研究建立的 MNPs-bs-AuNPs-ELISA 法基质

效应分析结果表明，选取的 3 种不同样本的基质

效应（玉米、面粉和大豆）均在经超纯水 1:3 倍

稀释后消除，即此时的基质添加标准曲线与标准

抑制曲线（PBS 稀释）基本一致，故在后续样本

前处理时，萃取液经 1:3 倍稀释后即可进行检

测（图 6）。 

表 1 MNPs-bs-AuNPs-ELISA 检测 OTA 特异性分析 

Table 1 Cross-reactivity of MNPs-bs-AuNPs-ELISA to other 

mycotoxins 

竞争物 

Analyte 

半数抑制率 

IC50 (ng/mL) 

交叉反应率 

Cross-reactivity (%)

Ochratoxin A 0.13 100 

Ochratoxin B 3.02 4.3 

Ochratoxin C 1.61 8.1 

Aflatoxin B1 >2×103 <0.006 

Zearalenone >2×103 <0.006 

Fumonisin B1 >2×103 <0.006 

Deoxynivalenol >2×103 <0.006 

Citrinin >2×103 <0.006 

Patulin >2×103 <0.006 
 

 

 
 

图 6 不同样本萃取液基质影响消除试验 

Fig. 6 Matrix interferences of extracts from corn (A), wheat (B) and soybean (C) spiked with ochratoxin A and diluted in different 

ratios with phosphate buffered saline as measured by MNPs-bs-AuNPs-ELISA. 
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2.7 加标回收试验 

按照 1.8 中所述，取 3 种样本（由浙江省检

验检疫科学技术研究院提供，经 LC-MS/MS 验证

为 OTA 阴性的玉米、小麦和大豆）进行加标试验。 

根据 MNPs-bs-AuNPs-ELISA 的检测区间，设

置OTA的加标浓度依次为 1.25、2.5、5和 10μg/kg。

各浓度 3 个平行，且重复测定 3 次，分别计算相

关参数。 

结果表明，本研究建立的 MNPs-bs-AuNPs- 

ELISA 加标回收率在 85.6%–115.7%之间，批间相

对标准差为 6.5%–9.6%（表 2），上述结果表明该

检测方法准确率高且稳定性好，具有一定的实用

性和可靠性。  
 

表 2 样本的加标回收率和批间相对标准差 

Table 2 Recovery and relative standard deviations of 

samples spiked with different levels of ochratoxin A by 

MNPs-bs-AuNPs-ELISA 

样本 

Sample 

OTA 浓度 

Concentration of OTA (μg/kg) 

批间 

Inter-assay
RSD (%) 
(n=3) 

回收率

Recovery 
rate (%)加标 

Spiked 

检出 

Detected, Mean±SD 

玉米 

Corn 

1.25 1.07±0.05 6.5 85.6 
2.5 2.26±0.13 7.7 90.4 
5 4.31±0.29 7.3 86.2 
10 10.39±0.75 9.6 103.9 

小麦 

Wheat 

1.25 1.41±0.09 8.5 112.8 

2.5 2.34±0.14 7.5 93.6 
5 5.32±0.44 9.4 106.4 
10 11.57±0.88 8.3 115.7 

大豆 

Soybean 

1.25 1.37±0.07 6.6 109.6 
2.5 2.83±0.13 7.1 113.2 
5 4.46±0.37 9.3 89.2 
10 9.38±0.59 8.2 93.8 

 
2.8 新型酶联免疫检测法（ MNPs-bs-AuNPs- 

ELISA）与 LC-MS/MS 相关性分析 

采用 MNPs-bs-AuNPs-ELISA 和 LC-MS/MS 对

19 份天然阳性样本中（浙江省检验检疫科学技

术研究院提供）OTA 进行检测（表 3），相关性

分析结果见图 7，线性回归方程为：LC-MS/MS=  

表 3 自建 MNPs-bs-AuNPs-ELISA 和 LC-MS/MS 对天然样本

中 OTA 的定量检测结果 

Table 3 Quantitative detection of OTA in natural samples by 

the developed MNPs-bs-AuNPs-ELISA and LC-MS/MS 

样本编号

Sample 
No. 

新型酶联免疫检测法 

MNPs-bs-AuNPs-ELISA  
(μg/kg), Mean±SD 

液相二级质谱 

LC-MS/MS  
(μg/kg), Mean±SD 

1 13.85±1.19 16.62±1.35 

2 15.03±1.41 19.28±1.26 

3 18.32±1.72 22.94±1.32 

4 27.19±2.35 25.57±2.71  

5 2.15±0.16 3.98±0.73 

6 18.65±1.67 15.97±1.41 

7 21.93±1.98 18.39±1.03 

8 16.32±1.53 20.01±1.61  

9 2.16±0.17 1.36±0.12 

10 22.37±2.03 27.71±2.13  

11 15.41±1.35 20.99±2.71 

12 2.93±0.23 4.18± 0.31 

13 18.65± 2.07 25.57±2.32 

14 23.76±2.19 20.41±0.17 

15 37.83±0.27 45.62±3.12 

16 1.67±0.15 1.23±0.11 

17 27.35±1.29 32.36±2.14 

18 30.92±2.83 26.71±2.13 

19 17.63±1.19 14.87±1.21 

 
 

 
 

图 7 MNPs-bs-AuNPs-ELISA与 LC-MS/MS 检测结果的相关性

分析 

Fig. 7 Correlation of results obtained by MNPs-bs-AuNPs- 

ELISA and LC-MS/MS for OTA detection in natural samples. 
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0.8482 MNPs-bs-AuNPs-ELISA-1.3641（R2=0.8792），

表明本研究建立的方法与 LC-MS/MS 相关性较

好，可满足实际样本中 OTA 的定量检测需求。 

3 讨论 

赭曲霉毒素 A（OTA）广泛污染谷物及其制

品和动物饲料，可对人类和动物肾脏造成严重损

伤，并抑制免疫系统，毒性和危害性仅次于 AFB1

（Li et al. 2019）。基于单克隆抗体的酶联免疫检

测法（ELISA）由于准确性高、特异性好且操作

简单，已被广泛应用于 OTA 的快速筛查和检测

（Sun et al. 2019）。本研究在前期工作的基础上，

将 OTA 单克隆抗体包被于纳米磁珠表面制备磁

珠-抗体复合物，并同时结合使用两种信号增强

策略，经优化相关反应条件，最终成功制备了基

于纳米颗粒和生物素-亲和素信号系统的 OTA 新

型 高 灵 敏 酶 联 免 疫 检 测 方 法 （ MNPs-bs- 

AuNPs-ELISA），实现了 OTA 的快速、高灵敏度检测。  

纳米磁珠具有超顺磁性，已广泛应用于免疫

学检测方法的建立（Wang et al. 2016）；生物素-

亲和素系统中每分子亲和素可特异性、高亲和力

牢固结合 4 分子生物素，基于该策略构建的多层

次信号放大系统可使相关免疫标记与示踪分析

更加灵敏，较为常用（Wang et al. 2013）；金颗

粒生物相容性好，制备便捷且成本低，已有众多

研究将其作为固相载体，用于提高检测灵敏度

（Rezaei et al. 2011；Zhou et al. 2014；Razo et al. 

2018）。 

在本研究中，磁珠抗体复合物的使用使竞争

反应在液相环境中进行，反应更加充分，耗时更

短；链酶亲和素-辣根过氧化酶标记金颗粒后，

一个金颗粒表面将固定多个辣根过氧化物酶，随

着生物素标记抗原的使用，当生物素结合某一链

酶亲和素-辣根过氧化物酶后，金颗粒的存在使

得催化底物的酶数量成倍增加，检测信号大幅提

高。与基于相同抗体的间接竞争 ELISA（IC-ELISA）

（Zhang et al. 2015）相比，该 MNPs-bs-AuNPs-ELISA

缩短了检测时间，降低了检测下限。3 种信号增

强策略的结合使用，与其他采用单一信号增强策

略如纳米抗体、纳米铜粉、银纳米粒子等建立的

OTA 检测方法相比（Jiang et al. 2017；Liu et al. 

2017；Song et al. 2018），同样具有优势。        

本研究建立的 OTA 新型高灵敏酶联免疫检

测法方便快捷，无需复杂仪器设备支持，能够用

于实际样品中 OTA 的快速定量检测与分析，目

前尚未发现有过相关报道。此外，该方法成本低、

相关成分易储存，可在乡镇质监检测机构、饲料

生产企业和动物养殖企业的检测实验室等基层

单位推广使用，应用前景较好。 
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