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　　摘要：为提高黄曲霉毒素Ｂ１（ａｆｌａｔｏｘｉｎＢ１，ＡＦＢ１）酶联免疫分析灵敏度，建立了基于异源策略的间接竞争酶联
免疫分析（ＩＣ－ＥＬＩＳＡ）方法。首先采用黄曲霉毒素 Ｂ１与羟基乙酸（ｇｌｙｃｏｌｉｃａｃｉｄ，ＧＡ）进行衍生化反应，生成缩醛

（ＡＦＢ２－ＧＡ），即ＡＦＢ１半抗原，质谱鉴定结果为ＥＳＩ－ＭＳ：３８８．０７［Ｍ ＋Ｈ］
＋，表明半抗原合成成功。然后采用活

泼酯法，将ＡＦＢ１半抗原羧基与牛血清白蛋白（ＢＳＡ）的氨基经脱水反应实现化学共价偶联，得到 ＡＦＢ１人工抗原
ＡＦＢ２－ＧＡ－ＢＳＡ。紫外扫描结果表明人工抗原ＡＦＢ１特征吸收峰与 ＢＳＡ和 ＡＦＢ１的特征吸收峰有明显差异，ＢＳＡ
与黄曲霉毒素Ｂ１成功偶联，摩尔结合比分别为８．４５∶１。最后将黄曲霉毒素Ｂ１人工抗原ＡＦＢ２－ＧＡ－ＢＳＡ作为包
被原，利用黄曲霉毒素Ｂ１高特异性３Ｇ１抗体，建立了基于异源策略的ＩＣ－ＥＬＩＳＡ方法。利用该方法测定了３Ｇ１抗
体的灵敏度，检测灵敏度达到０．３ｎｇ／ｍＬ，比同源 ＥＬＩＳＡ方法检测灵敏度（１．６ｎｇ／ｍＬ）提高了８１．２５％，并将方法应
用于花生中黄曲霉毒素的实际检测。测定结果与高效液相色谱法结果进行比对，结果符合曲线 ｙ＝１．０４４４ｘ＋
０．０９０２，Ｒ２＝０．９７５１，说明该方法能满足花生中黄曲霉毒素快速筛查的测定准确度的要求。
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　　真菌毒素是由真菌产生的一种分子量较小的次
生代谢产物［１］。黄曲霉毒素作为一种重要的真菌

毒素，主要是由产毒黄曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｆｌａｖｕｓ）和寄
生曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｐａｒａｓｉｔｉｃｕｓ）等霉菌产生［２～５］。它

在农产品和食品中分布极为广泛，尤其是以花生、玉

米及其制品为主。黄曲霉毒素是一种毒性极强的物

质［５，６］，其毒性是氰化钾的１０倍，砒霜的６８倍，是目
前发现的最强的致癌物质［７，８］，主要有黄曲霉毒素

Ｂ１（ＡＦＢ１）、Ｂ２、Ｇ１和 Ｇ２，其中黄曲霉毒素 Ｂ１占
７０％以上［９］。１９９３年黄曲霉毒素被世界卫生组织
（ＷＨＯ）的癌症研究机构划定为Ｉ类致癌物，是一种
强毒性物质［７］。黄曲霉毒素不仅能降低饲料利用

率，导致家畜死亡，同时对人类具有致癌、致畸、致突

变和免疫抑制毒性，另外，流行病学研究指出肝炎Ｂ
病毒感染与黄曲霉毒素的暴露量可作为肝癌两个主

要的风险因子［１０，１１］。因此建立ＡＦＢ１特异性免疫分
析技术对保障人们食物安全有十分重要的意义。

目前，黄曲霉毒素的测定方法主要有薄层层析

法、高效液相色谱法、免疫亲和柱 －高效液相色谱
法、ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ、免疫分析法等［８］。基于高效液相

色谱仪等精密仪器的确证性检测方法灵敏度高、结

果准确，但是前处理繁琐，仪器设备昂贵，并且需要

严格的操作环境以及专业的操作人员，使得该方法

不能从根本上满足我国农产品及食品中黄曲霉毒素

的现场快速检测需求［４］。免疫分析是现行的一种

黄曲霉毒素快速检测方法，它是利用抗原和抗体的

高度特异性结合反应以及抗体或抗原上标记物的生

物、物理或化学信号放大作用，实现对微量残留物的

定性定量检测［１２］，由于其灵敏度高、检测时间短、操

作简单，因此，该方法特别适合我国小农户、分散种

植农业模式的污染监测［７，１３］。ＥＬＩＳＡ［１４］作为免疫分
析方法的典型代表，由于其具备快速、灵敏、准确、操

作简便［１５］，且对样品纯度要求不高的特点，特别适

用于大批量样品的检测。

半抗原的结构对于 ＥＬＩＳＡ检测的灵敏度有很
大影响，所以半抗原的设计与合成是建立 ＥＬＩＳＡ检
测方法的关键环节。本研究参考 Ｃｈｒｉｓｔｉａｎ［１］所述方
法，并在此基础上进行改进，即采用 ＡＦＢ１与羟基乙
酸（ｇｌｙｃｏｌｉｃａｃｉｄ，ＧＡ）进行衍生化反应，生成缩醛
（ＡＦＢ２－ＧＡ），即 ＡＦＢ１半抗原。然后，将新合成的
黄曲霉毒素 Ｂ１人工抗原 ＡＦＢ２－ＧＡ－ＢＳＡ作为包
被原，利用本实验室肖智采用的与 ＡＦＢ２－ＧＡ结构
相似的黄曲霉毒素 Ｂ２ａ为半抗原制备的抗黄曲霉毒
素Ｂ１高特异性单克隆抗体３Ｇ１

［９］，建立了基于异源

策略［１６］间接竞争酶联免疫分析（ＩＣ－ＥＬＩＳＡ）方法。

１　材料与方法
１．１　材料与试剂

花生（山东日照盛康粮油工贸有限公司）；黄曲

霉毒素 Ｂ１（Ｓｉｇｍａ公司）；羟基乙酸（ＧＡ，Ｓｉｇｍａ公
司）；三氟乙酸 （ＴＦＡ，成都格雷西亚化学技术有限
公司），Ｎ－羟基琥珀酰亚胺（ＮＨＳ）、１，３－二环己基
碳二亚胺（ＤＣＣ）（成都贝斯特试剂有限公司），试剂
均为分析纯或色谱纯。ＡｆｌａｔｏｘｉｎＢ１－ＢＳＡ（牛血清
白蛋白）、卵清白蛋白（Ｏｖａｌｂｕｍｉｎ，ＯＶＡ）、ＡＦＢ１标
准品（美国Ｓｉｇｍａ公司）；甲醇、石油醚（分析纯 ＡＲ）
（国药集团化学试剂有限公司）；羊抗小鼠 ＩｇＧ－
ＨＲＰ（武汉博士德生物公司）；抗黄曲霉毒素 Ｂ１单
克隆抗体３Ｇ１为本实验室自制。
１．２　仪器与设备

ＤＦ－１集热式油浴锅（常州国华电器有限公
司）；Ｒｉｏｓｌ６＋Ｍｉｌｉ－Ｑ超纯水系统（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公
司）；Ｂ－４８０旋转蒸发仪（Ｂｕｃｈｉ公司）；ＤＨ２５００ＡＢ
型电热恒温培养箱（天津市泰斯特仪器有限公司）；

Ｆ－４５００型荧光分光光度计（日本日立公司）；２Ｋ１５
高速冷冻离心机（美国 Ｓｉｇｍａ公司）；ＷＡⅡＡＣ１４２０
荧光酶标仪（ＰＥ公司）；ＴＳＱＱｕａｎｔｕｍｎＵｌｔｒａ液相 －
质谱联用仪（美国Ｔｈｅｒｍｏ公司）；微量移液器（德国
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Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）；Ａｇｉｌｅｎｔ１１００高效液相色谱仪（美
国Ａｇｉｌｅｎｔ公司），ＣａｐｃｅｌｌＰａｋＣ１８色谱柱（４．６ｍｍ×
１５０ｍｍ×５μｍ）；进样量１０μＬ；流动相为乙腈和水，
梯度洗脱，流速 １．０ｍＬ／ｍｉｎ；荧光检测器激发波长
３６０ｎｍ，发射波长４４０ｎｍ。梯度洗脱条件［１７］见表１。

表１　黄曲霉毒素检测ＨＰＬＣ梯度洗脱条件
Ｔａｂｌｅ１　ＥｌｕｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｆｏｒａｆｌａｔｏｘｉｎｄｅｔｅｃｔｉｏｎｂｙＨＰＬＣ

时间 Ｔｉｍｅ／ｍｉｎ 乙腈 Ａｃｅｔｏｎｉｔｒｅ／％ 水 Ｗａｔｅｒ／％
０ １５ ８５
６ １７ ８３
８ ２５ ７５
１４ １５ ８５
２２ ８５ １５
２６ １５ ８５
２９ １５ ８５

１．３　人工抗原的合成
参照 Ｃｈｒｉｓｔｉａｎ［１］的方法，有所改进：量取 １ｍＬ

无水乙醇酸溶于４ｍＬＴＦＡ。称取１０ｍｇＡｆｌａｔｏｘｉｎＢ１
标准品溶于４ｍＬ乙腈中（置于带有隔膜的小瓶）。
用注射器将黄曲霉毒素 Ｂ１溶液与乙醇酸／ＴＦＡ混
合，振荡２０ｍｉｎ，溶液在数秒内会出现黄绿色，得到
的产物质谱鉴定。

将反应溶液旋转蒸发，得到淡黄绿色油状物即

黄曲霉毒素 Ｂ１缩醛。称取８ｍｇＮＨＳ于反应瓶中，
反应１ｈ。称取１５ｍｇＤＣＣ溶于０．２ｍＬ的１，４－二氧
六烷。将ＤＣＣ缓慢滴加于反应瓶，常温反应４ｈ，直
至反应瓶中有白色沉淀生成。反应结束后，将反应

物装入１ｍＬ离心管中，室温静置过夜。次日，将上
述装有反应物的 ＥＰ管在 ８０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心
５ｍｉｎ。分别称取 ２０ｍｇＢＳＡ，１５ｍｇＯＶＡ溶于 ５ｍＬ
ＰＢＳ中（０．２ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ８．０）。将反应物离心后的上
清分成两部分，然后逐滴加入 ＰＢＳ中，加样结束后
计时，反应４ｈ。将最终反应液置于透析袋内，再将
透析袋置于ＰＢＳ中（０．０１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ８．０），４℃搅拌透
析。每４～８ｈ更换一次透析液，透析３ｄ。
１．４　人工抗原的鉴定

半抗原鉴定：半抗原 ＡＦＢ２－ＧＡ反应液进行前
处理后，经ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ和核磁进行结构确证。

完全抗原鉴定：将ＡＦＢ１、ＢＳＡ、ＡＦＢ２－ＧＡ－ＢＳＡ
适当稀释，以 ＰＢＳ为空白，进行２００ｎｍ～６００ｎｍ全
波段紫外线扫描，分析扫描图谱，并计算偶联物中

ＡＦＢ１与ＢＳＡ的摩尔比。称取一定量的ＢＳＡ和偶联
物分别溶于ＰＢＳ溶液中，配制成为０．３３ｍｇ／ｍＬ的溶
液，在激发波长为３６５ｎｍ，发射波长为 ４４０ｎｍ条件

下测定其相应的荧光强度（重复３次取平均值）。
１．５　样品前处理

首先将花生样品进行粉碎，然后称取５．０ｇ样品
于５０ｍＬ离心管中，加入１５．０ｍＬ８０％甲醇水（Ｖ／Ｖ）
稀释混匀，５０～６０°Ｃ水浴条件下超声提取１２ｍｉｎ，双
层滤纸过滤。取５ｍＬ滤液，用０．４５μｍ有机滤膜过
滤，取出２５０μＬ，加入 ＰＢＳ定容至１ｍＬ，ＥＬＩＳＡ检测
待用。

１．６　ＥＬＩＳＡ方法检测
首先用包被液将包被原 ＡＦＢ１－ＢＳＡ稀释至

０．２５μｇ／ｍＬ，每孔１００μＬ，４℃反应过夜。从冰箱中
取出板条，平衡至室温，甩干，ＰＢＳＴ洗涤液洗板 ３
次，每孔加入２００μＬ１．５％（质量浓度）ＯＶＡ的ＰＢＳＴ
溶液封闭，３７℃孵育１ｈ。将温育后的板条取出，甩
干，ＰＢＳＴ洗涤液洗板３次。加入５０μＬ的 ＡＦＢ１系
列标准溶液或处理好的待测样品提取液到各自的微

孔，加第一抗体５０μＬ，３７℃避光温育１ｈ。将温育后
的板条取出，甩干，ＰＢＳＴ洗涤液洗板３次，没有连接
的ＡＦＢ１抗体在洗涤步骤中被除去，再加入ＰＢＳＴ稀
释的ＨＲＰ标记羊抗鼠二抗１００μＬ，３７℃孵育４５ｍｉｎ。
将温育后的板条取出，甩干，ＰＢＳＴ洗涤液洗板６次，
拍干后各孔中分别加入５０μＬ底物液和５０μＬ显色
剂，３７℃显色１５ｍｉｎ后加５０μＬ终止液终止，终止反
应后，立即用酶标仪在４５０ｎｍ波长处测定各孔 ＯＤ
值，并绘制标准曲线，计算５０％的抑制率（ＩＣ５０）。
１．７　高效液相色谱法检测

准确称取样品５ｇ，加入５０．０ｍＬ甲醇水（７０％，
Ｖ／Ｖ，含４％ＮａＣｌ），高速均质２ｍｉｎ。双层滤纸过滤，
取滤液３ｍＬ，加纯水６ｍＬ稀释，混匀，玻璃纤维滤纸
过滤，收集滤液。取滤液３ｍＬ，以１ｍＬ／ｍｉｎ的速率
通过黄曲霉毒素免疫亲和柱，然后用１０ｍＬ纯水分３
次淋洗亲和柱，用１ｍＬ甲醇洗脱（流速约为１ｍＬ／
ｍｉｎ），收集全部洗脱液于玻璃试管中，待 ＨＰＬＣ
分析。

２　结果与分析
２．１　半抗原质谱及核磁鉴定分析

半抗原质谱鉴定结果：将半抗原 ＡＦＢ２－ＧＡ，采
用ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ正离子模式扫描，得到质谱图谱（图
１），可以看出半抗原的分子离子峰，ＥＳＩ－ＭＳ：
３８８．０７［Ｍ ＋Ｈ］＋，丰度较大，与已有合成方法鉴定
结果一致，证明半抗原合成成功。
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图１　ＡＦＢ２－ＧＡ的质谱图
Ｆｉｇ．１　ＭａｓｓｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆＡＦＢ２－ＧＡ

图２　ＡＦＢ２－ＧＡ结构图解析
Ｆｉｇ．２　ＳｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆＡＦＢ２－ＧＡ

　　核磁鉴定结果：核磁共振氢谱（１Ｈ－ＮＭＲ，ＴＭＳ
为内标），共振频率为４００ＭＨｚ，溶剂为氘代氯仿，半
抗原ＡＦＢ２－ＧＡ的核磁鉴定结果如下：δ（ｐｐｍ）：ｄ，
ａ，ａ’：＝４．０５－４．２２（ｍ，３Ｈ）ｂ：＝５．４６（ｄ，１Ｈ，Ｊ
＝４．８Ｈｚ）ｃ：＝６．５５（ｄ，１Ｈ，Ｊ＝６．１Ｈｚ）ｄ：＝
６．３２（ｓ，１Ｈ）ｆ，ｆ’：＝２．６３（ｍ，２Ｈ）ｈ：＝３．９４
（ｓ，３Ｈ）ｇ，ｇ’：＝３．３９（ｍ，２Ｈ）ｅ：＝２．５４（ｄ，
１Ｈ，Ｊ＝１３．８Ｈｚ），见图２。
２．２　人工抗原浓度分析

用Ｂｒａｄｆｏｒｄ［１８］方法测定偶联物的浓度。根据标
准样品ＢＳＡ的标准曲线（图３），经过换算测得偶联
物的浓度为：２．３ｍｇ／ｍＬ，计算其收率为６７．８％。

图３　ＢＳＡ标准曲线
Ｆｉｇ．３　Ｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｆｒｏｍｐｌｏｔｏｆｍａｘｉｍｕｍ
ａｂｓｏｒｂａｎｃｅｖａｌｕｅｖｅｒｓｕｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＢＳＡ

２．３　人工抗原紫外图谱鉴定与荧光分析
２．３．１　人工抗原紫外鉴定　根据吸光度可叠加的
原理，本研究以 ＢＳＡ、ＡＦＢ２－ＧＡ－ＢＳＡ在 ＢＳＡ、
ＡＦＢ１的最大吸收波长处的吸光度作为计算偶联率
的吸收值，以降低实验的误差［１９］。ＡＦＢ２－ＧＡ－
ＢＳＡ的紫外扫描结果如图４。ＢＳＡ在２８０ｎｍ处有特
征吸收峰，而产物在４１１ｎｍ处出现了特征吸收峰，
比较ＡＦＢ２－ＧＡ－ＢＳＡ与 ＢＳＡ，ＡＦＢ１的特征吸收峰
有明显的不同，表明ＡＦＢ１与ＢＳＡ成功实现偶联，人
工抗原合成成功。

图４　完全抗原紫外图谱
Ｆｉｇ．４　ＵＶｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆＡＦＢ１，ＢＳＡａｎｄＡＦＢ２－ＧＡ－ＢＳＡ

２．３．２　荧光分析结果　ＡＦＢ１ 在激发波长为
３６５ｎｍ，发射波长为４４０ｎｍ处能够产生荧光。图 ５
表明，相同蛋白浓度的 ＡＦＢ２－ＧＡ－ＢＳＡ与 ＢＳＡ相
比，其荧光强度增强了近 ６倍，表明完全抗原合成
成功。

２．４　基于异源策略的酶联免疫分析
从图６和表２可知，抗体对黄曲霉毒素Ｂ１的灵

敏度为０．３ｎｇ／ｍＬ，与ＡＦＢ２的交叉反应率小于３％，
与ＡＦＧ１、ＡＦＧ２无交叉反应，最低抑制率为０．０３±
０．００６ｎｇ／ｍＬ，比同源 ＥＬＩＳＡ方法检测灵敏度［９］
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（１．６ｎｇ／ｍＬ）提高了８１．２５％，说明异源包被提高了
包被原的特异性，可更好地应用于免疫分析以提高

黄曲霉毒素Ｂ１的检测灵敏度，同时也为抗原抗体识
别位点和机制的探索提供了新的数据支撑。

图５　偶联物荧光强度变化
Ｆｉｇ．５　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆｔｈｅａｎｔｉｇｅｎ

图６　３Ｇ１抗体对黄曲霉毒素的竞争抑制曲线
Ｆｉｇ．６　Ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｃｕｒｖｅｓｏｆｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ

ａｎｔｉｂｏｄｙ３Ｇ１ｆｏｒａｆｌａｔｏｘｉｎｓ

　　考虑到基质对于 ＥＬＩＳＡ检测的影响，选择空白
样品提取液稀释标准品，建立了基于实际样品的异

源ＥＬＩＳＡ分析方法，标准曲线见图７，定量分析可计
表２　３Ｇ１异源ＥＬＩＳＡ与同源ＥＬＩＳＡ灵敏度、交叉反应率对比

Ｔａｂｌｅ２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙａｎｄｃｒｏｓｓ－ｒｅａｃｔｉｖｉｔｙｆｏｒ３Ｇ１ｂｙｈｅｔｅｒｏｇｅｎｏｕｓＥＬＩＳＡａｎｄｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓＥＬＩＳＡ

黄曲霉毒素
Ａｆｌａｔｏｘｉｎ

　　　　　异源ＥＬＩＳＡＨｅｔｅｒｏｇｅｎｏｕｓＥＬＩＳＡ　　　　　 　　　　　同源ＥＬＩＳＡＨｏｍｏｌｏｇｏｕｓＥＬＩＳＡ　　　　　
灵敏度 Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ／（ｎｇ／ｍＬ）交叉反应率 Ｃｒｏｓｓ－ｒｅａｃｔｉｖｉｔｙ灵敏度 Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ／（ｎｇ／ｍＬ）交叉反应率 Ｃｒｏｓｓ－ｒｅａｃｔｉｖｉｔｙ

Ｂ１ ０．３ １００％ １．６ １００％
Ｂ２ ＞１０ ＜３％ ２５ ６．４％
Ｇ１ ＞１０００ ０ ＞１０００ ＜０．１％
Ｇ２ ＞１０００ ０ ＞１０００ ＜０．１％

算出该方法在实际样品 ＡＦＢ１检测中的灵敏度
（ＩＣ５０）为５．３４ｎｇ／ｍＬ，线性范围（ＩＣ２０－ＩＣ８０）为１．４３
～１６．３１ｎｇ／ｍＬ，可以看出，样品通过实验室建立的
前处理方法进行提取、净化以后，对于 ＡＦＢ１检测没
有太大影响，可以对实际花生样品进行检测。

图７　基质稀释黄曲霉毒素Ｂ１标准曲线
Ｆｉｇ．７　ＳｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｆｏｒＡＦＢ１

２．５　异源酶联免疫分析方法与高效液相色谱法结
果比对

从日照盛康粮油工贸有限公司收集１２种花生
样品，分别采用黄曲霉毒素Ｂ１异源酶联免疫分析方
法和高效液相色谱法进行比对（图８），进一步考察
验证方法的科学性和适用性。由表３数据可知，异
源酶联免疫分析方法与高效液相色谱法测定结果的

符合曲线为ｙ＝１．０４４４ｘ＋０．０９０２，Ｒ２＝０．９７５１，能
满足花生中黄曲霉毒素快速筛查的测定准确度的要

求。与高效液相色谱法相比，该方法具有操作简便、

检测速度快、灵敏度高、不用接触毒素标准品、有机

试剂用量少、对环境及检验人员安全性高等优点，适

用于企业和基层质检机构对花生等农产品以及食品

中黄曲霉毒素Ｂ１的快速筛查。
表３　实际花生样品ＥＬＩＳＡ检测结果与ＨＰＬＣ检测结果的比对

Ｔａｂｌｅ３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｒｅｓｕｌｔｓｏｂｔａｉｎｅｄｂｙ
ｂｏｔｈｈｅｔｅｒｏｇｅｎｏｕｓｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅＥＬＩＳＡａｎｄ

ＨＰＬＣｏｎｐｅａｎｕｔｓａｍｐｌｅｓ

花生样品
Ｐｅａｎｕｔｓａｍｐｌｅ

ＨＰＬＣ（ｎｇ／ｇ）
±ＳＤ（ｎ＝４）

ＥＬＩＳＡ（ｎ＝４）
浓度 Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／（ｎｇ／ｇ）ＣＶ／％

１ ４．４３±０．２１ ４．３１ ３．６
２ ８．１４±０．１９ ７．９３ ３．４
３ １．８１±０．０５ １．９１ ７．１
４ １．９０±０．０３ １．５２ ３．５
５ ６．８２±０．２７ ７．４５ ５．２
６ ７．４２±０．４５ ６．２０ ８．６
７ ＮＤ ＮＤ ３．８
８ ＮＤ ＮＤ ２．６
９ ６．７９±０．０４ ５．５９ ７．４
１０ ３．４７±０．１３ ３．１ ５．２
１１ ＮＤ ＮＤ ２．２
１２ ＮＤ ＮＤ ４．６

　　注／Ｎｏｔｅ： ＮＤ未检出Ｎｏｔｄｅｔｅｃｔｅｄ

３　小结与讨论
黄曲霉毒素是迄今为止发现的最强的化学致癌

物质之一，多年来，世界各国不断发生黄曲霉毒素引

发的人畜等中毒死亡的恶性事件，不但严重威胁人

畜健康和生命安全，造成严重的经济损失和各种附

加值损失，还严重影响了和谐社会的构建。黄曲霉

毒素污染对农产品和食品安全性产生的影响，已成

为近年来人们关注的焦点。黄曲霉菌株代谢物同时
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产生ＡＦＢ１、ＡＦＢ２、ＡＦＧ１和 ＡＦＧ２，但由于 ＡＦＢ１的毒
性最大，且含量远大于其他种类［９］，因此，制备高特

异性的抗 ＡＦＢ１抗体，对 ＡＦＢ１快速、准确的定量分
析具有重要意义。

图８　实际花生样品ＥＬＩＳＡ检测结果
与ＨＰＬＣ检测结果符合曲线

Ｆｉｇ．８　Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｂｔａｉｎｅｄｂｙｂｏｔｈ
ｈｅｔｅｒｏｇｅｎｏｕｓｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅＥＬＩＳＡ
ａｎｄＨＰＬＣｏｎｐｅａｎｕｔｓａｍｐｌｅｓ

　　本研究参照 Ｃｈｒｉｓｔｉａｎ［１］首先将黄曲霉毒素 Ｂ１
转化为其缩醛形式 ＡＦＢ２－ＧＡ，然后在其基础上进
行改进，采用缩醛中间物，在 ＮＨＳ和 ＤＣＣ作用下，
与ＢＳＡ进行偶联，制得免疫原和包被原。制备的偶
联物经紫外扫描，分析其紫外特征吸收峰，与 ＡＦＢ１
标准品相比有了明显变化，说明合成成功。将黄曲

霉毒素Ｂ１人工抗原ＡＦＢ２－ＧＡ－ＢＳＡ作为包被原，
利用黄曲霉毒素 Ｂ１高特异性３Ｇ１抗体，首次建立
了异源策略间接竞争酶联免疫分析（ＩＣ－ＥＬＩＳＡ）方
法。将此方法应用于实际花生中黄曲霉毒素的检

测，同时，将结果与高效液相色谱法结果进行比对，

两者有很高的符合度，并且，在保证特异性检测黄曲

霉毒素Ｂ１的条件下，比同源 ＥＬＩＳＡ方法检测灵敏
度提高了８１．２５％，为进一步建立农产品中黄曲霉
毒素 Ｂ１快速特异性检测方法奠定了重要基础。在
此理论基础上，我们将利用新合成的人工抗原ＡＦＢ２
－ＧＡ－ＢＳＡ用于胶体金免疫层析方法研究，以建立
一个黄曲霉毒素 Ｂ１快速检测综合体系。
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