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%&’() 法检测五类食品中
黄曲霉毒素 *+ 前处理方法的改进研究

摘 要 用 酶 联 免 疫 吸 附 法 （!"#$%）检 测 五 类 食 品 （酱 油 、醋 、面

粉、大米、食用油）中黄曲霉毒素 &’（%(&’）含量，关键在于

样品的前处理。本文针对五类食品中 %(&’ 的前处理作了

方法学研究。结果表明，改进后的前处理使检测灵敏度达

)*’!+ , -+，在 )*’.’)!+ , -+ 之间呈良好线性关系，平 均 回

收率在 /01.’/)1之间。
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我国于 #$$# 年 % 月由国家质监总局下文.)/，针对

小麦粉、大米、食用油、酱油、醋五类食品实行“市场准

入”制度，而其中 (01) 是必检项目之一，采用的是酶

联免疫吸附法（234"( 法）.#/，这方面的应用报道也很

多.+5-/，但由于食品样品的复杂，样品的前处理直接影

响检测结果。为此，本文对五类食品中 (01) 的 234"(
检测方法作了方法学研究，重点针对各类样品的前处

理方法进行了改进研究，得到的结果较理想。

+ 材料与方法

+,+ 材料与设备

234"( 快速测试盒 无锡生物技术公 司 研 制 ；

甲醇 分析纯，上海化学试剂公司；三氯甲烷 分析

纯，天津市博迪化工有限公司；石油醚 分析纯，镇

江市化剂厂；无水 67#"8’、679: 分析纯。

酶标仪 ;<+ 芬兰雷勃公司；小型粉碎机 4<(
德国；微量振荡器 ;"# 型 4<( 德国；微量移液器

芬兰雷勃公司；恒温水浴锅 ==*" 金坛国盛实验仪

器厂；分析 天 平 (1#$’*" 型 ，量 程 )$>?5#)$?，梅

特勒·托利多公司；隔水式电热恒温培养箱 上海跃

进医疗器械厂；烧杯（#@>3），三 角 瓶 （)$$>3），分 液

漏斗（#@$>3），蒸发皿（@$>3），移液管（#@>3），容量

瓶（@$>3），定量滤纸。

+,! 样品采集

本实验所做样品系于 #$$# 年 )) 月份从无锡、

西安、汉中、长沙四市的超市中随机购买所得，共计

#, 件样品。其中酱油 % 件，醋 % 件、大米 @ 件、面粉 ’
件、食用油 + 件。

+,# 样品提取

)&+&) 国标方法 按照国标 （A1 B ! @$$C&##*)CC,）

的方法操作，发现面粉、醋、大米用三氯甲烷提取，操

作步骤较繁。其中在处理醋样时加入三氯甲烷后，乳

化现象很严重，用 679: 破乳效果不佳，从而影响检

测结果；而酱油、食用油在操作中用甲醇水提取后，

操作步骤繁琐，检测误差较大。

)&+&# 改进方法

)&+&#&) 酱油 称取 @&$? 样品于 #@>3 小烧杯中，用

@>3 蒸馏水将试样转移至 #@$>3 分液漏斗中，加入

#$>3 三氯甲烷 （若出现乳化现象，加入 )?679: 破

乳），加塞振摇 @>DE。静置分层（约 +$>DE），放出下层

三氯甲烷层，经盛有约 @? 预先用三氯甲烷湿润的无

水 67#"8’ 定 量 慢 速 滤 纸 漏 斗 过 滤 于 @$>3 蒸 发 皿

中，再加入 )$>3 三氯甲烷于分液漏斗中，重复振摇

提取，三氯甲烷一并滤于蒸发皿中，最后用少量三氯

甲烷洗涤过滤漏斗，洗液并入蒸发皿中。将蒸发皿放

入通风橱，于 ,@F水浴上通风挥干后，冷却。准确加

入 #@>3 甲醇水（)G)）溶液，将凝结物充分溶解，即为

待测样品提取液。

)&+&#&# 醋 准 确 吸 取 )$>3 试 样 于 @$>3 容 量 瓶
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中，先加 !"#!$%& 蒸馏水，摇匀，再边振摇边滴加

!"%’( ) & *+,-，调 .- 为 /0" 左右。准确加入 $1%&
甲醇，最后用蒸馏水定容至 1"%&，于振荡器上振荡

!1%23，即为待测样品提取液。

!040$04 面 粉 称 取 10"5 面 粉 样 于 !""%& 三 角 瓶

中，准确加入 $1%& 甲醇水（!6!）溶液，振荡 !1%23，

过滤，弃去 ! ) 7 初滤液，收集试样滤液，即为待测样

品提取液。

若出现假阳性现象，用三氯甲烷提取，方法为称

取 10"5 面粉样于 !""%& 三角瓶中，准确加入 $1%&
甲醇水（!6!）溶液，振荡 !1%23，过滤，弃去初滤液。准

确吸取 1%& 滤液（相当于 !5 样品）于 $1"%& 分液漏

斗中，加入 $"%& 三氯甲烷，加塞振摇 1%23，静置分

层（约 4"%23），放出下层三氯甲烷层，经盛有约 15 预

先用三氯甲烷湿润的无水 *+$8,7 定量慢速滤纸漏斗

过滤于 1"%& 蒸发皿中，再加入 !"%& 三氯甲烷于分

液漏斗中，重复振摇提取，三氯甲烷一并滤于蒸发皿

中，最后用少量三氯甲烷洗涤过滤漏斗，洗液并入蒸

发皿中。将蒸发皿放入通风橱，于 91:水浴上通风挥

干后，冷却。准确加入 1%& 甲醇水（!6!）溶液，充分溶

解凝结物，即为待测样品提取液。

!040$07 大米 称取 10"5 大米样（已粉碎）于 !""%&
三角瓶中，准确加入 $1%& 甲醇水（!6!）溶液 ，振 摇

!1%23，过滤，弃去 ! ) 7 初滤液，收集试样滤液，用试

剂盒中的 ; 试剂将一定量的滤液稀释到 ! 倍，摇匀，

即为待测样品提取液。

!040$01 食用油 称取 10"5 油样于 $1%& 小烧杯中，

用 $"%& 石油醚或正己烷将试样转移至 $1"%& 分液

漏斗中，准确加入 $1%& 甲醇水（!6!）溶液，加塞振摇

1%23，静置分层，放出下层甲醇水提取液。将甲醇水

提取液按表 ! 进行稀释。

将稀释后的溶液摇匀，即为待测样品提取液。

%&$ ’()% 标准溶液的制备

用甲 醇 将 ;<=! 配 制 成 !%5 ) %& 溶 液 ， 再 用 甲

醇>?=8 溶液（$"6@"）稀释至约 !"!5 ) %&，紫外分光

光度计测定溶液（49!3% 波长）的光密度值，代入下

式计算：

AB;CDC!"""CE ) F
式中：A>该溶液中 ;<=! 的浓度，!5 ) %&；

;>测得的光密度值；

D>;<=! 的分子量，4!$；

F>摩尔消光系数，$!@""；

E>使用仪器的校正因素。

根据计算将该溶液配制成 !"!5 ) %& 标准溶液，

检测时，用甲醇>?=8 溶液将该标准溶液稀释至所需

浓度G"0"1 、"0!、"01、!、1、!"!5 ) H5I。

%&* +,-.’ 法检测步骤

从冰箱中取出黄曲霉毒素 =! 酶联免疫试剂盒，

平衡至室温。用 !01%& 酶标稀释液稀释冻干酶标抗

原，制成实验用酶标抗原溶液；准备好洗涤液。

用洗涤液洗板 $ 次，拍干。选择两孔分别加入

1"!& ;<=! 阴性对照液，1"!& ;<=! 阳性对照液（若

要作标准曲线，则选择数孔分别加入 ;<=! 系列标准

溶液），其余孔中各加入 1"!& 待测样品提取液，再加

1"!& 酶 标 抗 原 溶 液 于 各 孔 中 ， 摇 匀 ，4/: 孵 育

4"%23。甩干，洗涤 1 次，拍干。往各孔中分别加入

1"!& 基质液和 1"!& 显色剂，4/:显色 !1%23。往各

孔中分别加入 1"!& 终止液，并在酶标仪 71"3% 波

长处测定各孔吸光度值 ;。

! 实验结果

!&% 最低检测浓度

以空白样品加标实验来确定最低检测浓度，按

方法 !01 步骤，分别配制，结果如表 $ 所示。

该 方 法 的 灵 敏 度 是 指 测 得 最 低 浓 度 的 ; 值 与

"0"!5 ) H5 测得的 ; 值之差J"0! 读数，这个浓度就是

最低检测浓度。从表 $ 中数据可以看出，最低检测浓

度可达 "0!!5 ) H5。

!&! 回收率

称取一定量的代表性样品，准确添加 ;<=! 标准

溶液（高、中、低）三个浓度，每个浓度平行三次测定，

同时做样品空白，按步骤 !040$ 中的各个提取方法提

取后，测定总 ;<=! 含量，数据代入下列公式，计算回

收率，结果如表 4 所示。

回收率（K）B总的 ;<=! 含量>原样品中 ;<=! 含量
添加 ;<=! 的量

C!""K

由表 4 可以看到，各种样品多次加标测定的平

均回收率在 /1K#!/"K之间。

!&# 重复性

以加标 !!5 ) H5 为例，按步骤 !040$ 重复测定样

品中的 ;<=! 含量G3B!"I，计算其标准偏差 8 和相对

标准偏差 LMK，结果如表 7 所示。

表 7 表 明 ， 该 方 法 测 定 五 类 食 品 的 重 复 性

（LMK）均小于 /0"K。

!&$ 线性范围

食用油中 ;<=!

限量G!5 ) H5I
试样提

取液G%&I
; 试剂

G%&I 稀释倍数

!1 "01 " !
!!" "0!" "0!" $
!$" "0!" "04" 7

表 ! 甲醇水稀释方案

;<=! 浓度（!5 ) H5） ;71" 均值 ;71"

" !04" !041 !0$N !04!
"0"1 !0$7 !04" !0$/ !0$1
"0! !0"1 !0!" !0"4 !0"9
! "097 "099 "09$ "097

表 $ 样品中 ;<=! 的最低检测浓度
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将 !"#$ 标 准 溶 液 浓 度 %、%&$、%&’、$、’ 、$%、

(%!) * +) 依次加到酶标板的孔中，测定吸光度值，以

浓度对数为横坐标，!, * !- 的比值为纵坐标，绘制标

准曲线（见下图）。计算后得，在 %&$.$%!) * +) 浓度范

围内呈线性关系，相关系数为 /0%&11%2，线性方程为

3045’&66(78’$&’19。

# 讨论

#%& 目前，食品中 !"#$ 的分析方法主要有薄层色

谱法（:;<）、高效液相色谱法（=>;<）、酶联免疫吸附

法（?;@A!）。前二种方法分析步骤多、费时、仪器昂

贵、难以普及，而且提取样品时用苯4乙腈溶解，毒性

较大，对环境造成较大污染。而 ?;@A! 法特异性强、

灵敏度高、重 现 性 好 、测 定 方 便 ，其 他 荧 光 物 质 、色

素、结构类似物对检测无干扰，整个测定过程仅需

(B，并且一次可同时测定几十份样品。该法适用于食

品、饲料、粮油、酒类等产品，已得到了广泛的应用。

#%! 由于样品的复杂多样性，若前处理不当，样品中

的盐分、酸碱性、金属离子等对 ?;@A! 检测结果会有

影响 C1D，特别是在提取过程中会出现乳化现象，严重

的乳化层使测定结果出现假阳性，主要是因为乳化

层使杂质等影响因素不能有效地消除。因此，本研究

改进了前处理方法，在乳化液中加入一定量的无机

盐类电解质 C$%D，扩散层中的阳离子具有排斥作用，当

电解质浓度达到一定值时，阳离子聚集在吸附层中，

导致双电层的破坏，降低动电位，引起絮凝，可使乳

化液发生界面分层而遭到破坏。

#%# 样品醋的酸度很大，加入氯化物来消除乳化效

果差，经调酸处理后，不存在乳化，提高了提取效果。

#%$ 用甲醇水提取的面粉用 ?;@A! 法检测时，若出

现假阳性结果，可能是面粉中加入的添加剂成分多，如

漂白剂、品质改良剂、化学膨松剂及营养强化剂等，这

些添加剂中含有 "E58、<F(8、G)(8等金属离子均影响结

果。此时应该用三氯甲烷法提取样品来消除此干扰。
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表 5 样品加标回收试验结果

样品名称 酱油 醋 面粉（甲醇水法） 面粉I三氯甲烷法J 大 米 食用油

原含量（!) * +)） %&(’ %&2% 未检出 未检出 未检出 未检出

添加量（!) * +)） %&$ $ $% %&$ $ $% %&$ $ $% %&$ $ $% %&$ $ % %&$ $ $%
测 $
定 (
值 5

%&5L $&%$ 9&1’ %&96 $&L6 $$&’ %&$L %&65 1&%% %&$6 %&6L 9&6% %&$5 $&%2 $$&% %&$9 %&6( 6&%%
%&59 $&%L 9&6’ %&92 $&L6 1&L% %&$’ %&6L 6&(% %&$L %&92 6&L% %&$$ $&%6 6&9% %&$1 %&96 9&’%
%&55 $&$% 9&L’ %&9’ $&LL $%&5 %&$9 %&91 6&’% %&$2 %&6% 9&’% %&%1 $&%L 1&9% %&$2 %&9’ 6&’%

平均值I!) * +)J %&5L9 $&%’ 9&9’ %&92 $&L9 $%&L %&$’ %&6( 6&2% %&$2 %&6% 9&1% %&$$ $&%2 1&9% %&$9 %&96 6&%%
平均回收率（M） 19 6% 9’ $2% 69 16 $’% 6( 62 $2% 6% 91 $$% $%2 19 $9% 96 6%

样品 测定值 （!) * +)） 标准偏差 相对标准偏差（M）

醋 %&66 %&66 %&6L %&6’ %&61 %&65 %&91 %&62 %&6% %&6$ %&%5’ L&(
大 米 $&%2 $&%6 $&%L $&%’ $&$% $&%$ $&%1 $&%2 $&$$ $&$% %&%5( 5&%

面 粉
%&65 %&6L %&91 %&62 %&6$ %&96 %&9’ %&65 %&61 %&6% %&%L$ ’&%
%&6L %&92 %&6% %&6( %&6’ %&9’ %&99 %&62 %&65 %&96 %&%51 L&1

食用油 %&6( %&96 %&9’ %&99 %&9( %&9L %&6% %&6$ %&92 %&91 %&%5( L&$
酱 油 %&92 %&91 %&6’ %&9( %&6$ %&9% %&9’ %&99 %&6( %&95 %&%L6 2&(

表 L 样品重复性试验结果

分

析

检

测

6L


