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摘  要：黄曲霉毒素 B1（aflatoxin B1，AFB1）在自然界普遍存在，可污染多种粮食作物和饲料，给动物和人类健康造成严

重威胁。为建立 AFB1 高灵敏度的快速检测方法，本研究通过采用纳米金颗粒（Au nanoparticles，AuNPs）和辣根过氧化物

酶（horseradish peroxidase，HRP）双标记 AFB1 单克隆抗体，建立新型酶联免疫检测方法（HRP−AuNPs IC-ELISA），检测下

限（IC10）为 0.017ng/mL，检测区间（IC20–IC80）为 0.026–0.376ng/mL，半数抑制率（IC50）为 0.099ng/mL，与黄曲霉毒素

B2、G1、G2 和 M1 的交叉反应率分别为 2.7%、9.3%、2.1%和 5.3%，与赭曲霉毒素 A、伏马毒素 B1、桔青霉素、展青霉毒

素和玉米赤霉烯酮几乎不存在交叉反应。在玉米和面粉样本中的加标回收率可达 88.93–103.55%，与 LC-MS/MS 同时对天

然样本中 AFB1 含量进行检测，结果表明，两种方法相关性良好。本研究建立的 HRP−AuNPs IC-ELISA 耗时短且灵敏度高，

可用于实际样本中 AFB1 的快速定量检测与分析，也为其他霉菌毒素的精准检测技术开发提供参考。 
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Abstract: Aflatoxin B1 (AFB1), a potent carcinogen, is one of the most toxic molecules occurring in natural world. Setting up a 

rapid and efficient method for detection of AFB1 would help guarantee the food safety and promote export of agricultural 

products. A novel enzyme linked immunosorbent assay (HRP−AuNPs IC-ELISA) using double-codified gold nanoparticles (AuNPs) 

labels modified with horseradish peroxidase (HRP)-conjugated anti-AFB1 was developed and applied in detection of AFB1 in 

cereal samples. Concentrations of the reagents and the reaction times were optimized to improve the performances of this 

analyƟcal method. For the HRP−AuNPs IC-ELISA, the limit of detection was 0.017ng/mL and the IC50 was 0.099ng/mL. The linear 

working range was 0.026–0.376ng/mL. The cross-reactivities with the aflatoxin B1 analogues (aflatoxin B2, aflatoxin G1, aflatoxin 

G2 and aflatoxin M1) were 2.7%, 9.3%, 2.1% and 5.3%, respectively. No cross-reactivity (<0.01%) was observed with other 

mycotoxins (OTA, FB1, CIT, PAT and ZEN) which usually occur together in cereal samples. The recovery rates in spiked corn and 

wheat samples were 88.93%–103.55%, and the intra-day and inter-day relative standard deviations were both <10%. Parallel 

analysis of naturally contaminated cereal samples showed a good correlation between this novel HRP−AuNPs IC-ELISA and liquid 

chromatography−tandem mass spectrometry. This method provides a rapid, accurate, and highly sensiƟve method to determine 

the levels of AFB1 in food samples. 

Key words: aflatoxin B1, gold nanoparticles, horseradish peroxidase, monoclonal antibody 

 

真菌毒素为真菌产生的有毒次生代谢产物，种

类多，毒性强，危害严重（Sorrenti et al. 2013）。

全球范围内约 25%的谷物因受到真菌毒素污染而无

法食用，其中黄曲霉毒素（aflatoxins，AFs）的毒

性、致癌性及污染频率最为严重（Zhao et al. 

2017）。AFs 主要由黄曲霉 Aspergillus flavus 以及寄

生曲霉 A. parasiticus 等产生（Ardic et al. 2008），

可长期稳定存在，在谷物中污染尤为严重。迄今发

现的 20 余种黄曲霉毒素中，黄曲霉毒素 B1（AFB1）

毒性最强，为 I 类致癌物质（Taghdisi et al. 2018）。

我国对 AFB1 在豆类及发酵类食品中的限量为

5μg/kg（Yu et al. 2018），欧盟则规定 AFB1 在人类

消费的谷物中含量不得超过 2μg/kg（Vargas et al. 

2001）。由于我国黄曲霉毒素的检测标准低于欧美

国家，玉米和花生多次因黄曲霉毒素超标而被拒绝

出口（Medina et al. 2014）。为维护食品安全以及

保障出口贸易，建立针对黄曲霉毒素的快速、高灵

敏度检测方法迫在眉睫。 

近年来，黄曲霉毒素新型检测方法不断涌出，

如荧光偏振免疫测定法、量子点标记荧光免疫法和

电化学生物传感器法等（Sheng et al. 2014；Zhang 

et al. 2014；Wu et al. 2017）。综合来说，高效液相

色谱（HPLC）应用最为广泛，但因检测仪器昂贵，

前处理复杂耗时，而且对操作人员要求高而应用受

限（Zhang et al. 2015）。酶联免疫吸附测定法

（ELISA）由于具有快速、低成本等优势，逐渐得

到更多关注。 

纳米金（AuPNs）作为一种良好的生物相容性

材料（Elahi et al. 2018），其标记过程温和，可通过

氯金酸还原法制备，快捷且成本低，颜色依直径大

小而呈红色至紫色，在各种生物研究中广泛使用

（Rezaei et al. 2011；Bakir et al. 2018；Razo et al. 

2018）。近年来，众多研究通过将纳米金作为固相

载体用于提高检测灵敏度，如在癌胚抗原

（carcinoembryonic antigen，CEA）检测领域，相

关学者利用纳米金修饰工作电极固定葡萄球菌 A

蛋白，成功制备出了免疫传感检测法（Zhou et al. 

2014）；利用纳米金同时固定鲁米诺和抗体，建立
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的免疫学检测方法同样取得较好的检测效果（Yang 

et al. 2010）；有研究则通过纳米金标记抗体增强检

测信号，实现了对 α-甲胎蛋白的高灵敏度检测

（Yang et al. 2009）；在真菌毒素检测领域，有报道

经纳米金固定生物素标记的辣根过氧化物酶，进行

信号增强，建立了针对玉米赤霉烯酮的高灵敏度化

学发光检测法（Wang et al. 2013）。 

辣根过氧化物酶（HRP）比活力高，性质较为

稳定（Yang et al. 2018），可将纳米金（AuPNs）作

为载体，固定多个辣根过氧化物酶（HRP）标记的

抗体，达到类似多聚 HRP 的效果，提高检测灵敏

度。本研究正是利用这个原理，设计了一种基于

AuPNs 和 HRP 双标记单克隆抗体的 AFB1 高灵敏度

检测方法，用于农产品中 AFB1 的快速定量检测，

满足我国及欧盟对 AFB1 的限量标准。 

1 材料与方法 

1.1 材料和仪器 

1.1.1 主要试剂：不同真菌毒素标准品、牛血清白

蛋白（BSA）、柠檬酸钠和氯金酸购自 Sigma 公司；

AFB1 单克隆抗体（Anti-AFB1）、偶联抗原（AFB1-BSA）

为本实验室前期制备；HRP 快速标记试剂盒购自湖

州英创生物科技有限公司；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：SpectraMax M2 酶标仪购自美国

Molecular Divice 公司，微孔板快速振荡器（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；透射电镜

（JEOL-JEM1230）为浙江大学农业与生命环境学部

公共平台所有。 

1.2 辣根过氧化物酶标记抗体的制备 

辣根过氧化物酶标记抗体采用快速标记试剂

盒制备。具体操作步骤如下：将纯化后的 AFB1 单

克隆抗体（Anti-AFB1）稀释至 1mg/mL，取 100μL

向其中加入 10μL 反应启动液，再将上述混合液加

至 100μg HRP（预先从-20℃取出），混匀后于 37℃

反应 2h；加入 10μL 终止液，37℃作用 1h；标记

产物经 ELISA 鉴定后-20℃分装保存备用。 

1.3 胶体金颗粒的制备 

100mL 0.01%氯金酸溶液置于磁力搅拌加热

器，加热至沸腾，迅速加入 2%柠檬酸钠溶液

0.75mL，以制备粒径为 20nm 的金颗粒，持续加热

至溶液颜色均匀稳定，继续煮沸 5min，室温自然

冷却。采用目测法和透射电镜扫描进行鉴定。 

1.4 纳米金标记 Anti-AFB1-HRP 的制备 

取制备的 20nm 胶体金溶液 50mL，使用

0.2mol/L K2CO3 溶液调节溶液 pH 至 8.0；500μg 

Anti-AFB1-HRP 溶于 5mL 硼酸盐缓冲液（2mmol/L）

中，并调节 pH 至 7.4，缓慢加入胶体金溶液中，

室温搅拌反应 30min 后，加入 5mL 10%的牛血清白

蛋白（BSA）（溶解于 2mmol/L 硼酸盐缓冲液，pH 

7.4），室温磁力搅拌反应 30min；标记产物 2 000×g 

离心 20min 后去沉淀，经 8 000×g 离心 30min，弃

上清；收集红色沉淀，用硼酸盐缓冲液（2mmol/L，

pH 7.4）重悬沉淀物，体积恢复至 10mL；6 000×g

离心 30min 弃上清，重复洗涤 3 次，将所得红色

沉淀重悬溶于 2.5mL PBS 缓冲液（10mmol/L）中；

标记产物置于 4℃保存备用。 

1.5 常规间接竞争 ELISA 检测 AFB1 方法的建立 

检测原理见图 1。采用棋盘方阵法确定最佳抗

原包被及抗体作用浓度（Zhang et al. 2015）。将浓 
 

 

图 1 间接竞争 ELISA 检测黄曲霉毒素 B1 原理示意图 

Fig. 1 Schematic presentation of indirect competitive ELISA for the detection of aflatoxin B1. 
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度为 2mg/mL 的偶联抗原 AFB1-BSA 稀释为 2、1、

0.5、0.25、0.125、0.0625μg/mL 的浓度进行包被，

每孔 100μL；单克隆抗体 Anti-AFB1（2mg/mL）从

2μg/mL 依次倍比稀释至 0.0625μg/mL，辣根过氧

化物酶标记山羊抗鼠抗体 1:5 000 倍稀释后使用。

选取最佳抗原包被和抗体使用浓度（OD450 接近 1.0

对应），并通过间接竞争 ELISA 方法确定最佳竞争

反应时间。 

根据优化的最佳试验条件，AFB1 标准品浓度

从 8ng/mL 依次倍比稀释到 0.0156ng/mL，同时设

置标准品稀释液和含 0.05%脱脂奶粉的 PBST 等体

积混合溶液作为阴性对照，抗体和标准品稀释液等

体积混合溶液作为空白对照，每个浓度设置 3 个平

行。以 AFB1 的浓度对数为横坐标、抑制率为纵坐

标，构建间接竞争 ELISA 标准曲线，并求得曲线方

程和相关系数。 

1.6 基于纳米金和辣根过氧化物酶双标记的 AFB1 检

测方法（HRP–AuNPs IC-ELISA）的建立 

检测原理见图 2。包被抗原和双标记抗体的使用

浓度优化同 1.5。抗原包被浓度设置同上，双标记抗

体初始稀释倍数为1:50，依次倍比稀释至1:6 400倍。

选取最佳抗原包被和抗体使用浓度，并通过直接竞

争 ELISA 方法确定最佳竞争反应时间。 

根据优化的最佳试验条件，构建直接竞争

ELISA 标准曲线，并求得曲线方程和相关系数。 

1.7 HRP–AuNPs IC-ELISA 检测法特异性分析 

分别选择黄曲霉毒素 B1 类似物 B2、G1、G2、

M1，赭曲霉毒素 A（OTA），伏马毒素（FB1）、桔青

霉素（CIT）、展青霉毒素（PAT）和玉米赤霉烯酮

（ZEN）作为竞争抗原，配制成不同浓度溶液，测

量 IC50 值，按下式计算交叉反应率（孙清等 2015）： 
交叉反应率(%)=(AFB1 IC50)/(类似物 IC50)×100% 

1.8 基质影响的消除 

实际样本的检测过程涉及到萃取，萃取液中的

有机溶剂（如甲醇）、样本中的蛋白质、纤维素等

均会对检测反应产生较大影响（张宁等 2014）。

本研究将萃取液经超纯水梯度稀释（1:1，1:3，1:7）

后稀释 AFB1 标准品，绘制基质添加标准曲线，与

已建立的标准曲线进行比较，分析基质的影响。 

1.9 样本萃取与加标试验 

将 5g 样本置于 250mL 三角烧瓶中，加入 25mL

萃取液（甲醇 :水=7:3，V/V）和 1g NaCl，剧烈振

荡 20min 后，4 000×g 离心 10min，取上清经玻

璃纤维滤纸过滤，超纯水稀释后进行检测。将

经 LC-MS/MS 检测过的 AFB1 阴性样本（浙江省

检验科学技术研究院提供）烘干后，研磨过筛，

加入 AFB1 标准品溶液，充分混匀后，室温放置

过夜待检。 

1.10 HRP−AuNPs IC-ELISA 与 LC-MS/MS 比较试验 

对天然样本（包括玉米、小麦和饲料）同时采

用 HRP−AuNPs IC-ELISA 和 LC-MS/MS 平行检测。 

2 结果与分析 

2.1 辣根过氧化物酶标记抗体的鉴定 

包被偶联抗原 AFB1-BSA，ELISA 鉴定辣根过

氧化物酶标记抗体的效果。结果显示，标记产物

的 OD450 与对照的比值远大于 2.1（图 3），显示标

记成功。 
 

 

 

图 2 双标记抗体间接竞争 ELISA 检测黄曲霉毒素 B1 原理示意图 

Fig. 2 SchemaƟc presentaƟon of HRP−AuNPs IC-ELISA for the detection of aflatoxin B1. 
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图 3 辣根过氧化物酶标记产物的 ELISA 鉴定 

Fig. 3 Identification of the horseradish peroxidase labelled 

product. 
 

2.2 胶体金溶液的鉴定 

采取目测和透射电镜法对制备的胶体金溶液

进行鉴定。结果显示，胶体金溶液外观澄清，色泽

鲜艳，无颗粒物沉淀，在日光灯下透光检测，透

射电镜扫描结果可见粒径均匀（图 4），大小与预期

相符。 

2.3 常规间接竞争 ELISA 检测 AFB1 方法的建立 

按照 1.5 中所述，确定了间接竞争 ELISA 的反

应条件：抗原最佳包被浓度为 0.5μg/mL，单克隆

抗体最佳作用浓度为 0.5μg/mL（4 000 倍稀释）；

竞争反应 45min，二抗孵育 45min。 

 
 

图 4 目测法（A）和透射电镜（B）对纳米金颗粒的鉴定 

Fig. 4 Au nanoparticles as observed by naked eyes (A) and 

TEM (B). 

 

以竞争抗原 AFB1 标准品的浓度对数为横坐

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=0.7524x+ 

0.7913（R2=0.9825），线性范围为 0.164–1.027ng/mL，

检测下限为 0.121ng/mL，半数抑制率（IC50）为

0.410ng/mL。     

2.4 纳米金和辣根过氧化物酶双标记 HRP–AuNPs 

IC-ELISA 检测 AFB1 方法的建立 

按照 1.6 中所述，确定了间接竞争 ELISA 的反

应条件：抗原最佳包被浓度为 2μg/mL，双标记单

克隆抗体（AuNPs-HRP Anti-AFB1）最佳稀释倍数为

1:100，竞争时间为 45min。 

以竞争抗原 AFB1标准品的浓度对数为横坐标，

以抑制率为纵坐标，通过 GraphPad Prism 7 软件绘

制抑制曲线（图 6），线性方程为 y=0.5207x+1.021 
 

 
 

图 5 间接竞争 ELISA 检测 AFB1 竞争抑制曲线（A）和抑制率线性分析（B） 

Fig. 5 Competitive inhibition of AFB1 in IC-ELISA (A) and linear analysis of percent inhibition against AFB1 concentration (B). 
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图 6 基于双标记抗体的 AFB1 检测方法竞争抑制曲线（A）和抑制率线性分析（B） 

Fig. 6 Competitive inhibition of AFB1 in HRP−AuNPs IC-ELISA (A) and linear analysis of percent inhibition against AFB1 

concentration (B). 

 

（R2=0.9878），线性范围为 0.026–0.376ng/mL，检测

下限为 0.017ng/mL，半数抑制率（IC50）为 0.099ng/mL。 

综上所述，相比常规 IC-ELISA，HRP−AuNPs 

IC-ELISA 检测更灵敏（0.017ng/mL vs 0.121ng/mL）

且耗时更短（45min vs 90min）。 

2.5 HRP−AuNPs IC-ELISA 检测 AFB1 特异性分析 

对本方法特异性分析结果表明，建立的

HRP−AuNPs IC-ELISA 对 AFB2、AFG1、AFG2 和 AFM1

的交叉反应率分别为 2.7%、9.3%、2.1%和 5.3%，

对其他农产品中常见真菌毒素 OTA、FB1、CIT、PAT

和 ZEN 均无交叉反应，特异性高。 

2.6 基质效应的消除 

HRP−AuNPs IC-ELISA 基质效应分析结果（图 7）

表明玉米和面粉提取液，经超纯水 1:3 倍稀释后所

得的基质添加标准曲线与标准抑制曲线（PBS 稀

释）基本相同，此时基质对检测结果基本不造成影

响，故后续检测时，样本提取液需经 1:3 倍稀释，

以消除基质效应。 
 

 
 

图 7 玉米（A）和面粉（B）提取液基质影响消除试验 

Fig. 7 Matrix interferences of extract from corn (A) and wheat (B) spiked with aflatoxin B1 and diluted in different ratios with 

phosphate buffered saline as measured by HRP−AuNPs IC-ELISA. 
 



 

章先 等 /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 高灵敏检测方法的建立及应用 Research paper 
 

菌物学报 1522 

 

2.7 加标回收试验 

按照 1.9 中所述的方法进行加标试验，使得

AFB1 含量依次为 1、1.25、2.5 和 5μg/kg，萃取并

稀释后，采用自建 HRP−AuNPs IC-ELISA 进行检测，

每份样品 3 个平行，并重复 3 次，计算回收率和

相关参数。结果表明，该方法在玉米中的加标回

收率在 87.48%–99.21%之间，批内、批间变异系

数分别为 2.74%–3.98%和 5.61%–9.71%（表 1）；

在面粉中的加标回收率在 88.93%–103.55%之

间，批内、批间变异系数分别为 3.58%–5.16%和

4.89%–8.13%（表 2），均符合我国和欧盟规定的 AFB1

限量标准。 

2.8 HRP−AuNPs IC-ELISA 与 LC-MS/MS 相关性分析 

运用 HRP−AuNPs IC-ELISA 和 LC-MS/MS 法，对

56 份天然样本中 AFB1 进行平行测定，其中阳性样

本的定量结果见表 3，并经线性回归分析（图 8），

线性回归方程为：LC-MS/MS=1.2899 HRP−AuNPs 

IC-ELISA−0.4142 （ R2=0.7477 ），表明该方法与

LC-MS/MS 相关性良好，可满足实际样本中 AFB1

的检测需求。 

3 讨论 

真菌毒素污染在全世界范围内广泛存在，黄曲

霉毒素 B1（AFB1）作为目前已知毒性最强的化学

物质之一，备受关注。目前，黄曲霉毒素的检测方

法众多，其中仪器法如高效液相色谱法应用最为广

泛，但前处理复杂且耗时，需要特殊的高效液相色

谱仪，检测成本昂贵，因此，该方法不适于基层检

验检疫机构和针对大规模的样本快速筛查。酶联免

疫检测法具有快速、低成本的优势，在真菌毒素检

测领域备受青睐。本研究通过纳米金和辣根过氧化

物酶双标记抗体建立的 AFB1 检测方法，具备高灵

敏度、快速、准确和低成本的特点，为食品安全分

析和我国农产品对外贸易提供了有效保障。 
 

表 1 玉米中的加标回收率和批内批间变异系数 

Table 1 Recovery and coefficient of variances of corn samples spiked with different levels of aflatoxin B1 by HRP−AuNPs IC-ELISA 

AFB1 加标浓度 

Spiked concentration (μg/kg) 

批内 

Intra-assay (n=3) 

批间 

Inter-assay (n=3) 

回收率 

Recovery (%) 

变异系数 

CV (%) 

回收率 

Recovery (%) 

变异系数 

CV (%) 

1 91.84±3.66 3.98 98.19±7.39 7.49 

1.25 87.48±3.32 3.81 98.13±9.52 9.71 

2.5 94.82±2.18 2.29 96.88±6.49 6.69 

5 99.21±2.72 2.74 93.73±5.26 5.61 

 

表 2 面粉中的加标回收率和批内批间变异系数 

Table 2 Recovery and coefficient of variances of wheat samples spiked with different levels of aflatoxin B1 by HRP−AuNPs 

IC-ELISA 

AFB1 加标浓度 

Spiked concentration (μg/kg) 

批内 

Intra-assay (n=3) 

批间 

Inter-assay (n=3) 

回收率 

Recovery (%) 

变异系数 

CV (%) 

回收率 

Recovery (%) 

变异系数 

CV (%) 

1 103.55±4.17 4.03 99.05±8.05 8.13 

1.25 98.78±4.49 4.54 101.41±7.31 7.21 

2.5 91.39±3.28 3.58 95.61±4.67 4.89 

5 88.93±4.59 5.16 93.73±5.26 5.60 
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表 3 自建 HRP−AuNPs IC-ELISA 和 LC-MS/MS 对天然样本中

AFB1 的定量检测结果 

Table 3 Quantitative detection of AFB1 in natural samples by 

the developed HRP−AuNPs IC-ELISA and LC-MS/MS (mean±SD) 

样本编号 

Sample No. 

AuNPs 和 HRP 双标记 IC-ELISA 

HRP-AuNPs IC-ELISA (μg/kg) 

液相二级质谱 

LC-MS/MS (μg/kg)

1 1.22±0.24 0.88±0.01 

2 0.93±0.09 0.56±0.02 

3 2.13±0.26 2.77±0.13 

4 1.21±0.09 0.85±0.03 

5 1.26±0.11 1.62±0.15 

6 1.37±0.17 1.06±0.11 

7 0.89±0.08 0.54±0.02 

8 0.85±0.05 1.07±0.14 

9 0.91±0.06 1.10±0.05 

10 1.01±0.08 0.90±0.03 

11 1.99±0.23 1.82±0.13 

 

 
 

图 8 HRP–AuNPs IC-ELISA 与 LC-MS/MS 检测结果的相关性

分析 

Fig. 8 Correlation of results obtained by HRP–AuNPs IC-ELISA 

and LC-MS/MS for aflatoxin B1 detection in natural samples. 

 

常规间接竞争 ELISA法在包被抗原与待检物质

竞争结合抗体反应结束后，需加入酶标抗体进行信

号增强，检测时间较长。在本研究中，基于该模式

的 AFB1 检测法检测下限为 0.12ng/mL，实际样品检

出限为 2.4μg/kg；而基于纳米金和辣根过氧化物酶

双标记的 HRP−AuNPs IC-ELISA，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

类似多聚 HRP 复合物，在竞争过程中，复合物

AuNPs-HRP Anti-AFB1 上的任一酶标抗体与包被抗

原结合，固定于复合物上的所有 HRP 均会参与到

后续显色反应中，使得检测信号大幅增强，且只需

一步反应，相比常规间接竞争 ELISA，检测时间减

半的同时，其灵敏度得到提升，检测下限达到

0.017ng/mL，实际样品的检出限为 0.34μg/kg。在

玉米和面粉中的加标回收率在 88.93%–103.55%之

间，与 LC-MS/MS 有较好的相关性，能够用于实际

样品中 AFB1 的快速定量检测与分析，可满足我国

及欧盟对农产品中 AFB1 的残留限量标准。 

本研究基于纳米金和辣根过氧化物酶双标记

检测 AFB1 的 HRP−AuNPs IC-ELISA 方法，具有成本

低、快速和灵敏度高的特点，适于在基层单位推广

使用，同时也为其他真菌毒素或其他小分子物质的

快速高灵敏定量检测提供参考。 
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