
第 ３５ 卷　 第 １２ 期

２０１６ 年　 　 １２ 月

环　 境　 化　 学

ＥＮＶＩＲＯＮＭＥＮＴＡＬ ＣＨＥＭＩＳＴＲＹ
Ｖｏｌ． ３５， Ｎｏ． １２
Ｄｅｃｅｍｂｅｒ ２０１６

　 ２０１６ 年 ４ 月 １４ 日投稿（Ｒｅｃｅｉｖｅｄ： Ａｐｒｉｌ １４， ２０１６） ．

　 ∗国家高技术研究发展计划（２０１２ＡＡ１０１６０９⁃５），国家自然科学基金（２１５７６０２３），中央高校基本科研业务费专项资金（ＦＲＦ⁃ＡＳ⁃１５⁃００５）

资助．

Ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｈｉｇｈ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ Ｐｒｏｇｒａｍ ｏｆ Ｃｈｉｎａ （２０１２ＡＡ１０１６０９⁃５）， Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ

Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ（２１５７６０２３）ａｎｄ Ｆｕｎｄａｍｅｎｔａｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｆｕｎｄｓ ｆｏｒ ｔｈｅ Ｃｅｎｔｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｉｅｓ（ＦＲＦ⁃ＡＳ⁃１５⁃００５） ．

　 ∗∗通讯联系人，Ｔｅｌ：０１０⁃６２３３４４９７，Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｓｈｉｇｕｏｑｉｎｇ＠ ｕｓｔｂ．ｅｄｕ．ｃｎ

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ，Ｔｅｌ：０１０⁃６２３３４４９７，Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｓｈｉｇｕｏｑｉｎｇ＠ ｕｓｔｂ．ｅｄｕ．ｃｎ

ＤＯＩ：１０．７５２４ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．０２５４⁃６１０８．２０１６．１２．２０１６０４１４０１
孙清， 李馥雪， 贾玉军，等．黄曲霉毒素 Ｍ１和黄曲霉毒素 Ｂ１总量酶联免疫试剂盒的研制及应用［Ｊ］ ．环境化学，２０１６，３５（１２）：２５０１⁃２５１０．
ＳＵＮ Ｑｉｎｇ， ＬＩ Ｆｕｘｕｅ， ＪＩＡ Ｙｕｊｕｎ， ｅｔ ａｌ． Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎ ＥＬＩＳＡ ｋｉｔ ｆｏｒ ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ａｆｌａｔｏｘｉｎ Ｍ１ ａｎｄ ａｆｌａｔｏｘｉｎ
Ｂ１［Ｊ］ ．Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２０１６，３５（１２）：２５０１⁃２５１０．

黄曲霉毒素 Ｍ１ 和黄曲霉毒素 Ｂ１ 总量酶联免疫

试剂盒的研制及应用∗

孙　 清１，２　 李馥雪２　 贾玉军２　 邓乾民３　 刘杰民１，２　 时国庆２∗∗

（１． 北京科技大学土木与环境工程学院， 北京， １０００８３；　 ２．北京科技大学化学与生物工程学院， 北京， １０００８３；
３． 北京普赞生物技术有限公司， 北京， １０００８５）

摘　 要 　 通过合成黄曲霉毒素 Ｍ１（ＡＦＭ１）完全抗原 ＡＦＭ１ ⁃ＢＳＡ 并免疫小鼠，成功制备了 ＡＦＭ１单克隆抗体

２Ｆ１２．通过以辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记的 ＡＦＢ１作为竞争抗原，成功研制了能同时检测液态奶、酸奶和奶粉

中 ＡＦＭ１和 ＡＦＢ１的 ＥＬＩＳＡ 试剂盒，该试剂盒的最低检测限（ＩＣ１０）为 ３７ ｐｇ·ｍＬ－１，ＩＣ５０为 ２１１ ｐｇ·ｍＬ－１，线性范围

为 ５０—１５００ ｐｇ·ｍＬ－１，对 ＡＦＭ１和 ＡＦＢ１的交叉反应率分别为 １００％和 １０２％，对其它黄曲霉毒素的交叉反应率

小于 ２０％．利用建立的试剂盒对多种样品进行了加标回收实验，回收率在 ８７．９％—１０９．１％之间，批内相对标准

偏差在 ３．９％—１０．８％之间，批间相对标准偏差≤１１．１％．多次对比试验表明，试剂盒的检测结果与进口试剂盒

相当．
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＥＬＩＳＡ， ａｆｌａｔｏｘｉｎ Ｍ１， ａｆｌａｔｏｘｉｎ Ｂ１， ｍｉｌｋ， ＥＬＩＳＡ ｋｉｔ．

黄曲霉毒素（Ａｆｌａｔｏｘｉｎ， ＡＦＴ）是迄今发现污染农产品毒性最强的一类生物毒素［１］ ．黄曲霉毒素 Ｂ１

（Ａｆｌａｔｏｘｉｎ Ｂ１， ＡＦＢ１）、黄曲霉毒素 Ｂ２（Ａｆｌａｔｏｘｉｎ Ｂ２， ＡＦＢ２）、黄曲霉毒素 Ｇ１（Ａｆｌａｔｏｘｉｎ Ｇ１， ＡＦＧ１）和黄曲

霉毒素 Ｇ２（Ａｆｌａｔｏｘｉｎ Ｇ２， ＡＦＧ２）是粮油食品及饲料中黄曲霉毒素的主要存在形式，黄曲霉毒素 Ｍ１

（Ａｆｌａｔｏｘｉｎ Ｍ１， ＡＦＭ１）及黄曲霉毒素 Ｍ２（Ａｆｌａｔｏｘｉｎ Ｍ２， ＡＦＭ２）是哺乳动物吸收 ＡＦＢ１和 ＡＦＢ２后的代谢产

物，主要存在于奶、蛋、肉等组织中［２］ ．１９９３ 年，ＡＦＢ１被世界卫生组织国际癌症研究机构列为一类致癌

物，２００２ 年，ＡＦＭ１被列为一类致癌物，二者均可引起人类和动物的肝脏病变和致癌［３⁃４］ ．为了控制黄曲霉

毒素对人类的危害，世界上大多数国家都对食品中黄曲霉毒素的含量进行严格的限制．美国 ＦＤＡ 规定

ＡＦＢ１的限量为 ２０ μｇ·ｋｇ－１，ＡＦＭ１的限量为 ０．５ μｇ·ｋｇ－１ ［５］ ．欧盟对 ＡＦＢ１的限量在 ０．１—８ μｇ·ｋｇ－１之间，对
ＡＦＭ１的限量在 ０．０２５—０．０５ μｇ·ｋｇ－１ ［６］ ．我国目前对食品中 ＡＦＢ１的限量在 ０．５—２０ μｇ·ｋｇ－１之间，对食品

中 ＡＦＭ１的限量在 ０．５ μｇ·ｋｇ－１ ［７］ ．
黄曲霉毒素的常见检测方式主要有薄层色谱法（ＴＬＣ）、液相色谱法（ＨＰＬＣ）、液相色谱⁃串联质谱法

（ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ）和酶联免疫分析法（ＥＬＩＳＡ）等［８］ ．ＴＬＣ 和 ＨＰＬＣ、ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 等方法都需要复杂的样

品前处理过程，不适合大量样品的筛选．ＥＬＩＳＡ 方法是上世纪 ７０ 年代发展起来的免疫检测技术，它把抗

原抗体免疫反应与酶的高效催化作用原理结合起来，因此 ＥＬＩＳＡ 方法具有选择性强、灵敏度高、时间短、
检测限低等特点．

ＡＦＢ１完全抗原的合成及抗体制备等研究工作最早由 Ｃｈｕ 等开始［９⁃１０］ ．不久之后 Ｃｈｕ 等对 ＡＦＢ１的

ＥＬＩＳＡ 方法进行了改进，花生样品中的 ＡＦＢ１提取后直接稀释便可进行检测，定量分析时间缩短到 １ ｈ 之

内，检测回收率在 ８０．１％—１０３．６％之间，因而该方法被 ＡＯＡＣ 采用［１１］ ．牛奶中 ＡＦＭ１的 ＥＬＩＳＡ 检测方法

最早由 Ｐｅｓｔｋａ 等提出，样品中 ＡＦＭ１的检测灵敏度达到 ０．２５ ｎｇ·ｍＬ－１ ［１２］ ．２００２ 年，Ｔｈｉｒｕｍａｌａ⁃ｄｅｖｉ 等建立

了针对牛奶中 ＡＦＭ１的间接竞争 ＥＬＩＳＡ 方法，牛奶离心后用甲醇进行提取，过滤并稀释后进行测定，灵
敏度同样达到 ０．２５ ｎｇ·ｍＬ－１，该方法与 ＡＦＢ１的交叉率在 ５％［１３］ ．截止到目前为止，针对 ＡＦＭ１的 ＥＬＩＳＡ 检

测方法都不能同时检测 ＡＦＢ１
［１４⁃１５］，但有文献报道，在土耳其的母乳中发现了比 ＡＦＭ１含量更高的 ＡＦＢ１

存在［１６］，说明乳或乳制品存在同时含有 ＡＦＭ１和 ＡＦＢ１的可能性．由于 ＡＦＢ１的毒性要比 ＡＦＭ１强，因此开

发一种既能检测 ＡＦＭ１，又能同时检测 ＡＦＢ１的快速 ＥＬＩＳＡ 检测产品对于乳和乳制品的安全监管十分

必要．
在本文中，本课题组研制出一种可同时检测乳和乳制品中 ＡＦＭ１和 ＡＦＢ１的 ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒，通过

优化试剂盒的各组分，标准曲线的检测限达到了 ３７ ｐｇ·ｍＬ－１，对 ＡＦＭ１和 ＡＦＢ１的交叉反应率分别为

１００％和 １０２％，对其它黄曲霉毒素的交叉反应率小于 ２０％．由于试剂盒反应时间短，样品前处理简单，可
以利用此试剂盒快速准确地检测乳和乳制品中黄曲霉毒素 Ｍ１和 Ｂ１的含量．

１　 材料与方法（Ｍａｔｅｒｉａｌｓ ａｎｄ ｍｅｔｈｏｄｓ）

１．１　 试剂

ＡＦＭ１、ＡＦＢ１以及类似物（ＡＦＢ２、ＡＦＧ１、ＡＦＧ２）标准品、牛血清白蛋白（ＢＳＡ）、鸡卵清蛋白（ＯＶＡ）、
Ｐｒｏｃｌｉｎ ３００ 购于 Ｓｉｇｍａ Ａｌｄｒｉｃｈ 公司． Ｔｗｅｅｎ ２０ 购于北京百灵威科技有限公司．胎牛血清、ＤＭＥＭ 购自

Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司．酶标板封闭保护液、ＨＲＰ 酶稀释液及底物液均购自湖州英创生物科技有限公司，ＰＢＳＴ 溶

液为磷酸盐缓冲液（１０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１，ｐＨ＝ ７．４，含 ０．０５％ Ｔｗｅｅｎ⁃２０），其他试剂均为国产分析纯．羊抗鼠 ＩｇＧ、
抗体亚型试剂盒购自 Ｓｏｕｔｈｅｒｎｂｉｏｔｅｃｈ 公司．
１．２　 仪器

Ｅｎｓｐｉｒｅ 多模式读板机（ＰＥ 公司，美国），恒温培养箱及鼓风干燥箱（上海一恒，中国）．
１．３　 ＡＦＭ１完全抗原及单克隆抗体的制备

ＡＦＭ１⁃ＢＳＡ、ＡＦＭ１⁃ＯＶＡ 完全抗原的合成方法以及单克隆抗体的制备参考实验室 ＡＦＢ１完全抗原及
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抗体的制备方法进行［１７］，单克隆抗体细胞株筛选时同时用 ＡＦＭ１和 ＡＦＢ１标准品进行竞争性实验，制备

与 ＡＦＢ１交叉率高的 ＡＦＭ１的单克隆抗体．酶标抗原的合成采用高碘酸钠法，合成方法参考实验室 ＡＦＢ１

酶标抗原的合成［１７］ ．
１．４　 试剂盒酶标板的制备

用碳酸缓冲液（５０ ｍｍｏｌ·Ｌ－１，ｐＨ ９．６）将羊抗鼠 ＩｇＧ 稀释至适当浓度，用 ８ 道移液器将稀释后的抗体

加入到 ９６ 孔酶标板中，每孔 １００ μＬ，放入 ２—８ ℃冰箱过夜．第二天取出，用 ＰＢＳＴ 溶液洗涤 ２ 次，每次

３０ ｓ．最后一次甩掉孔中液体，在吸水纸上拍干后，每孔加入酶标板封闭液 ２００ μＬ，３７ ℃恒温箱中封闭

１ ｈ，然后洗涤 １ 次．酶标板 ３７ ℃干燥箱干燥 １ ｈ 后用铝箔袋真空密封，４ ℃保存备用．
１．５　 酶联免疫检测步骤

实验前取出适量酶标板，恢复到室温后，先用酶稀液稀释抗 ＡＦＭ１抗体至适当浓度，每孔 １００ μＬ，室
温反应 １０ ｍｉｎ，然后每孔用 ２５０ μＬ 洗涤液（ＰＢＳＴ）洗 ５ 次，每次 ３０ ｓ，吸水纸拍干．依次在微孔中加入

ＡＦＭ１标准品或样品溶液 ５０ μＬ，随后加入酶标抗原溶液（用 ＨＲＰ 酶稀释液稀释至一定浓度）５０ μＬ，室
温孵育 １０ ｍｉｎ，每孔用 ２５０ μＬ 洗涤液（ＰＢＳＴ）洗 ５ 次，每次 ３０ ｓ，吸水纸拍干．每孔加底物溶液 １００ μＬ，室
温孵育 １０ ｍｉｎ．每孔加终止液（２ ｍｏｌ·Ｌ－１ Ｈ２ＳＯ４）５０ μＬ，振荡酶标板，用酶标仪（Ｅｎｓｐｉｒｅ 多模式读板机）
于 ４５０ ｎｍ 波长处进行 ＯＤ 值检测（以 ６３０ ｎｍ 波长为参比波长），测定每孔的 ＯＤ 值．
１．６　 羊抗鼠 ＩｇＧ、抗 ＡＦＭ１抗体和酶标抗原用量的优化

在上述反应条件下，分别测定不同羊抗鼠 ＩｇＧ 包被量、抗 ＡＦＭ１抗体用量及酶标抗原用量对试剂盒

检测灵敏度的影响，在 Ｂ０值（空白溶液孔对应的吸光度值）大于 １．５ 的前提下，选择 ＩＣ５０值低的组合．
１．７　 标准品稀释液的优化

选取不同稀释比（１∶８、１∶１０、１∶１２、１∶１４）的脱脂奶粉溶液，配成一系列浓度的样品稀释液，用样品稀

释液将 ＡＦＭ１标准储备液稀释为 ０、５０、１００、２００、５００、１５００ ｐｇ·ｍＬ－１的标品溶液．为了保证标准品的有效

期，溶液中需添加 ０．１％的 Ｐｒｏｃｌｉｎ ３００ 作防腐剂．按上述方法进行检测，观察空白样品的检测值及加标值

的变化．以加标回收率较好的溶液为最佳标品稀释液．
１．８　 标准曲线的建立

用标准品稀释液将 ＡＦＭ１ 标准品稀释为 ０、５０、１００、２００、５００、１５００ ｐｇ·ｍＬ－１ 等 ６ 个浓度，按上述

ＥＬＩＳＡ 方法测定其 ＯＤ 值．重复测定 ５ 次取平均值，计算其百分结合率（Ｂ ／ Ｂ０×１００％）．其中，Ｂ 为标准品

或样品溶液孔对应的 ＯＤ 值，Ｂ０为标准品浓度为零的空白溶液孔对应的吸光度值．以标准品浓度对数为

横坐标，其对应的 Ｂ ／ Ｂ０值为纵坐标，绘制标准曲线．用同样的方法计算样品的 Ｂ ／ Ｂ０，相应的 ＡＦＭ１浓度可

通过标准曲线计算得出．标准曲线的检测限为 Ｂ ／ Ｂ０ ＝ ９０％（使 ＯＤ 值下降 １０％，ＩＣ１ ０）时的标品浓度［１８］ ．
１．９　 离心脱脂对液态奶检测的影响

对于鲜奶、纯奶等未发酵的液态奶，同一样品分成数份，分别添加终浓度为 ０．５、１ μｇ·ｋｇ－１的 ＡＦＭ１，
将所有样品分成两份，一份不离心直接检测，一份在 ４ ℃ ４０００ ｒ·ｍｉｎ－１离心 １０ ｍｉｎ，去掉上层脂肪后恢复

至室温再进行检测．比较离心脱脂对检测值及加标回收率的影响．
１．１０　 实际样品检测

对于鲜奶、纯奶等未发酵的液态奶，根据 １．９ 节的结果选择合适的方法进行检测．对于奶粉，称取奶

粉 １ ｇ 后，用 １０ ｍＬ ５０ ℃去离水溶解后恢复至室温，然后按液态奶的前处理进行检测．
对于酸奶、奶酪等固体或含乳酸菌的酸奶饮料等，称取 ５ ｇ，加入 １０ ｍＬ 乙腈进行提取，振荡 ５ ｍｉｎ

后 ４０００ ｒ·ｍｉｎ－１离心 ５ ｍｉｎ，取 １ ｍＬ 上清液于氮气下吹干，加入 １ ｍＬ 标准品稀释液复溶，然后进行检测．
分别测定空白牛奶、奶粉和酸奶各 ２０ 个样品，计算出其吸光度值的标准偏差，利用 ４ 参数拟合作出

标准曲线，将［１－３×（标准偏差 ／ Ｂ０）］ ×１００％作为 Ｂ ／ Ｂ０代入曲线，计算得出样品中 ＡＦＭ１的测定值，即为

样品最低检测限［１９］ ．
对液态奶、奶粉和酸奶样品选择 ２ 个添加浓度（０．５、１ μｇ·ｋｇ－１），分别对 ３ 批试剂盒开展样本添加回

收实验，每个添加浓度做 ５ 个平行，根据各添加浓度的实际测定值计算添加回收率和批内批间相对标准

偏差，从而判定试剂盒准确度和精密度．
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１．１１　 与进口商用试剂盒的检测方法比对

抽取液态奶和奶粉盲样样本数份，利用自制试剂盒和德国拜发公司、奥地利 ＲＯＭＥＲ 公司的 ＡＦＭ１

试剂盒同时进行对比检测，确定试剂盒与进口试剂盒检测方法的符合度．另外选择在某奶制品企业使用

自制试剂盒与拜发试剂盒进行现场对比测试，比较在实际使用过程中自制试剂盒与进口试剂盒的符

合度．
１．１２　 稳定性实验

将足量的试剂盒分别保存于 ３７ ℃培养箱和 ２—８ ℃冰箱．３７ ℃条件下保存的试剂盒每隔 １ ｄ 取适

量、２—８ ℃条件下的试剂盒每隔 １ 月取适量，分别测定其 Ｂ０值和 ＩＣ５０值．根据实验结果判定试剂盒的储

存稳定性．

２　 结果与讨论 （Ｒｅｓｕｌｔｓ ａｎｄ ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ）

２．１　 ＡＦＭ１完全抗原和抗体鉴定

ＡＦＭ１⁃ＢＳＡ 抗原合成后通过 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ 质谱确认，合成的完全抗原分子量明显大于 ＢＳＡ 标准

品（图 １），通过计算可得到 ＡＦＭ１⁃ＢＳＡ 完全抗原中 ＡＦＭ１分子数∶ＢＳＡ 分子数＝ １１．１∶１．
利用 ＡＦＭ１⁃ＢＳＡ 抗原免疫小鼠后，进行了单克隆抗体的制备，最终获得一株与 ＡＦＢ１交叉率高、可稳

定分泌抗 ＡＦＭ１抗体的细胞株 ２Ｆ１２．经过亚型鉴定，２Ｆ１２ 分泌的抗 ＡＦＭ１单克隆抗体为 ＩｇＧ２ｂ，轻链为 λ
型．利用间接非竞争法对抗体的亲和常数进行测定［２０］，计算得到抗体的亲和常数为 １．８×１０９ Ｌ·ｍｏｌ－１，属
于高亲和力的抗体［２１］ ．

图 １　 ＡＦＭ１ ⁃ＢＳＡ 和 ＢＳＡ 质谱图

Ｆｉｇ．１　 ＭＯＬＤＩ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ＡＦＭ１ ⁃ＢＳＡ ａｎｄ ＢＳＡ

利用间接竞争法对 ２Ｆ１２ 抗体的灵敏度及交叉率进行了测定，结果如表 １ 所示．抗体对 ＡＦＭ１的灵敏

度最高，与 ＡＦＢ１的交叉率为 ３７．８％，与 ＡＦＧ１的交叉率为 ２０．２％．抗体与 ＡＦＢ１交叉率较高，但仍未达到可

检测 ＡＦＭ１和 ＡＦＢ１总量的目的．

表 １　 ２Ｆ１２ 抗体的灵敏度及交叉率

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｃｒｏｓｓ ｒｅａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ２Ｆ１２ ａｎｔｉｂｏｄｙ
化合物 Ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ＩＣ５０ ／ （ｎｇ·ｍＬ－１） 交叉率 Ｃｒｏｓｓ ｒｅａｃｔｉｖｉｔｙ ／ ％

ＡＦＭ１ ０．０６８ １００
ＡＦＢ１ ０．１８ ３７．８
ＡＦＢ２ ０．８０ ８．５
ＡＦＧ１ ０．３３７ ２０．２
ＡＦＧ２ １．３ ５．２
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２．２　 抗原抗体用量的优化

２．１ 节中的间接竞争法需要一抗和标准品反应 ６０ ｍｉｎ，洗板后 ＨＲＰ 标记的二抗反应 ３０ ｍｉｎ，时间较

长，不适合作为试剂盒的反应条件．经过预实验，比较了缩短时间后包被抗原的间接竞争法、包被二抗的

直接竞争法以及包被抗体的直接竞争法等 ３ 种模式的区别，结果显示包被二抗的直接竞争法板内及板

间相对标准偏差最小，并且加标回收率最好（数据未给出）．因此，最终选择包被二抗的直接竞争法作为

试剂盒的反应模式．
由于 ＡＦＭ１抗体对 ＡＦＢ１的交叉率只有 ３８％，为了提高试剂盒与 ＡＦＢ１的交叉率，尝试通过使用与 ＡＦＭ１抗

体的结合力较弱的 ＨＲＰ⁃ＢＳＡ⁃ＡＦＢ１来提高与 ＡＦＢ１的交叉率，使得试剂盒能同时检测 ＡＦＭ１和 ＡＦＢ１．
经过预实验，在试剂盒包被羊抗鼠 ＩｇＧ 的条件下改用 ＨＰＲ⁃ＢＳＡ⁃ＡＦＢ１后重新测得 ＡＦＭ１单克隆抗体

对不同标准品的灵敏度和交叉率，结果如表 ２ 所示．改用 ＡＦＢ１的酶标抗原（ＨＰＲ⁃ＢＳＡ⁃ＡＦＢ１）后，ＥＬＩＳＡ
方法对 ＡＦＢ１的交叉率提高，并且使 ＡＦＭ１和 ＡＦＢ１的交叉率分别为 １００％和 １０２％，而对其他 ３ 种类似物

的交叉率都在 ２０％以下．因此，可以使用改进后的 ＥＬＩＳＡ 方法来同时检测样品中的 ＡＦＭ１和 ＡＦＢ１ ．

表 ２　 更换酶标抗原后 ２Ｆ１２ 抗体的灵敏度及交叉率

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｃｒｏｓｓ ｒｅａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ２Ｆ１２ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｗｉｔｈ ＨＲＰ⁃ａｎｔｉｇｅｎ
化合物 Ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ＩＣ５０ ／ （ｎｇ·ｍＬ－１） 交叉率 Ｃｒｏｓｓ ｒｅａｃｔｉｖｉｔｙ ／ ％

ＡＦＭ１ ０．２６ １００
ＡＦＢ１ ０．２５ １０２．０
ＡＦＢ２ １．３６ １８．８
ＡＦＧ１ １．７０ １５．０
ＡＦＧ２ ４．８０ ５．３

表 ２ 中抗体对各标准品的灵敏度与表 １ 相比，有明显下降．这是因为表 １ 和表 ２ 采用的 ＥＬＩＳＡ 模式

不同：表 １ 采用的是间接竞争法，反应时分为两步，并且反应时间要显著长于表 ２ 采用的直接竞争法，进
一步加大了两个条件下抗体灵敏度的差异．

确认 ＥＬＩＳＡ 方法的各种试剂种类后，首先利用棋盘法对羊抗鼠 ＩｇＧ、ＡＦＭ１抗体及酶标抗原的用量进

行了优化．羊抗鼠 ＩｇＧ 包被过夜后，洗板后再加入 ＡＦＭ１抗体，室温反应 １０ ｍｉｎ，洗板后再加入酶标抗原

和空白奶样，反应 １０ ｍｉｎ，洗板后显色 １０ ｍｉｎ．棋盘结果如表 ３ 所示．

表 ３　 棋盘法筛选羊抗鼠 ＩｇＧ、ＡＦＭ１抗体及酶标抗原用量

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｃｏａｔｉｎｇ ｇｏａｔ ａｎｔｉ⁃ｍｏｕｓｅ ＩｇＧ， ａｎｔｉｂｏｄｙ ａｎｄ ＨＲＰ⁃ＢＳＡ⁃ＡＦＢ１

羊抗鼠 ＩｇＧ 包被量
Ｃｏａｔｉｎｇ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｇｏａｔ ａｎｔｉ⁃ｍｏｕｓｅ

ＩｇＧ ／ （μｇ·ｍＬ－１）
１ ０．５ ０．２５ ０．１２５ １ ０．５ ０．２５ ０．１２５

ＡＦＭ１抗体浓度

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ａｎｔｉｂｏｄｙ ／ （μｇ·ｍＬ－１）
０．２ ０．２ ０．２ ０．２ ０．１ ０．１ ０．１ ０．１

酶标抗原稀释比 １ ／ １０００ ２．７８０ ２．５３６ ２．１４９ １．２０９ ２．７２４ ２．２２７ １．４１３ ０．８７４
Ｄｉｌｕｔｉｏｎ ｒａｔｉｏ ｏｆ １ ／ ２０００ ２．４７８ １．９７３ １．３０３ ０．６９３ ２．０４６ １．４４０ ０．８６０ ０．５７１
ＨＲＰ⁃ＢＳＡ⁃ＡＦＢ１ １ ／ ４０００ １．５２１ ０．９６８ ０．６３８ ０．３４６ １．０４５ ０．７１２ ０．４５８ ０．２６３

１ ／ ８０００ ０．８９０ ０．５７８ ０．３５４ ０．１９６ ０．５９７ ０．４４６ ０．２７２ ０．１５６

由表 ３ 可见，当羊抗鼠 ＩｇＧ 浓度在 １ μｇ·ｍＬ－１时，对于后续加入的 ＡＦＭ１抗体来说，羊抗鼠 ＩｇＧ 已经

接近饱和．因此，选择了羊抗鼠 ＩｇＧ 包被浓度为 １ μｇ·ｍＬ－１的两个条件进行标准曲线的测定，测定后的标

线结果如表 ４ 所示．很明显，ＡＦＭ１抗体浓度为 ０．１ μｇ·ｍＬ－１、酶标抗原用量为 １ ／ ２０００ 时标准曲线的灵敏

度最好，最终选择此条件作为试剂盒的抗原抗体最佳用量条件．
２．３　 标准曲线的建立

由于奶样中基质成分复杂，直接选择用 ＰＢＳＴ 或水配制标线时，标准曲线与奶样中标准曲线差别较

大，无法用来对样品中的 ＡＦＭ１进行准确定量（数据未给出）．因此，选择用脱脂奶粉稀释至不同比例

（１ ∶８、１∶１０、１∶１２、１∶１４）的溶液作为标准品稀释液．
４ 个不同稀释比下的标准曲线图如图 ２ 所示，不同条件下的加标回收率数据如图 ３ 所示．结果显示，
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除了 １∶１４ 的溶液标线与其他 ３ 组差别较大以外，１∶８、１∶１０ 和 １∶１２ 的脱脂奶粉溶液在标准曲线和回收率

上差别都不大．考虑到一般奶粉复溶时均采用 １∶１０ 的稀释方法，因此，最终选择 １∶１０ 的脱脂奶粉作为标

准品稀释液．

表 ４　 各组合参数及灵敏度

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ａｎｄ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｔｗｏ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ
羊抗鼠 ＩｇＧ 包被量

Ｃｏａｔｉｎｇ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ
ｇｏａｔ ａｎｔｉ⁃ｍｏｕｓｅ ＩｇＧ ／

（μｇ·ｍＬ－１）

ＡＦＭ１抗体浓度

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ
ｏｆ ａｎｔｉｂｏｄｙ ／
（μｇ·ｍＬ－１）

酶标抗原稀释比
Ｄｉｌｕｔｉｏｎ ｒａｔｉｏ ｏｆ
ＨＲＰ⁃ＢＳＡ⁃ＡＦＢ１

ＩＣ５０ ／
（ｎｇ·ｍＬ－１）

条件一 Ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ １ １ ０．２ １ ／ ４０００ ２４９

条件二 Ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ２ １ ０．１ １ ／ ２０００ １９１

图 ２　 脱脂奶粉不同稀释比溶液下标准曲线（ｎ＝ ３）
Ｆｉｇ．２　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ＡＦＭ１ ｉｎ ａ ｓｅｒｉｅｓ ｏｆ

ｄｉｌｕｔｅｄ ｓｋｉｍｍｅｄ ｍｉｌｋ （ｎ＝ ３）

图 ３　 不同标准曲线下样品加标回收率（ｎ＝ ５）
Ｆｉｇ．３　 Ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ＡＦＭ１ ｉｎ ｓａｍｐｌｅｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅｓ （ｎ＝ ５）

以 １∶１０ 稀释的脱脂奶粉作为标准品稀释液，配制不同浓度的 ＡＦＭ１标准品，经过 ＥＬＩＳＡ 检测，以
Ｂ ／ Ｂ０值为纵坐标，ＡＦＭ１浓度对数为横坐标，绘制标准曲线，最终得到如图 ４ 所示的标准曲线图（ｎ ＝ ５）．
曲线回归方程为 ｙ ＝ － ２２． ９７１ｌｎｘ＋ １７２． ９，线性相关系数 Ｒ２ ＝ ０． ９８９，检测限 ＩＣ１ ０ ＝ ３７ ｐｇ·ｍＬ－１，ＩＣ５０ ＝
２１１ ｐｇ·ｍＬ－１，线性范围为 ５０—１５００ ｐｇ·ｍＬ－１ ．
２．４　 离心脱脂对液态奶检测的影响测定

通常试剂盒在检测牛奶时，需要将牛奶离心脱脂后进行检测．为了考察离心脱脂对检测是否有影

响，在牛奶中添加了不同浓度的 ＡＦＭ１，比较了离心和不离心对检测结果的影响，结果如图 ５ 所示．从图 ５
可以看出，离心不离心对检测值影响很小，两个条件下的检测值基本相当，并且两组数据经 Ｔ 检验后

Ｐ 值大于 ０．１，说明两组数据无明显差别．因此，牛奶无需脱脂即可进行检测．

图 ４　 ＡＦＭ１标准曲线（ｎ＝ ５）

Ｆｉｇ．４　 Ｔｈｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ＡＦＭ１（ｎ＝ ５）

图 ５　 离心脱脂对检测值的影响
Ｆｉｇ．５　 Ｔｈｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｓｋｉｍｍｉｎｇ ｂｙ ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ

ｏｎ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｖａｌｕｅｓ
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２．５　 样品检测限、准确度和精密度

对于鲜奶、纯奶等未发酵的液态奶，根据 ２．４ 节的结果可直接进行检测．对于奶粉，１∶１０ 复溶后也可

直接检测．而对于酸奶、奶酪等固体或含乳酸菌的酸奶饮料等，若不处理直接进行检测，则样品会对试剂

盒的检测结果有很大干扰，因此，需要用乙腈进行提取，挥干后复溶，然后进行检测．
通过测定 ２０ 份空白牛奶、奶粉和酸奶样品的吸光度值，计算标准偏差，并利用 １．１０ 节中的方法计

算得到对三者中 ＡＦＭ１的方法检测限分别为 ３７、３４、４２ ｐｇ·ｍＬ－１（表 ５）．

表 ５　 ＡＦＭ１在 ３ 种样品中的检测限

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔｓ ｆｏｒ ＡＦＭ１ ｉｎ ｔｈｒｅｅ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ
样品
Ｓａｍｐｌｅ

平行数
Ｎｕｍｂｅｒｓ

（标准偏差 ／ Ｂ０）
（Ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ ／ Ｂ０） ／ ％

最低检测限

Ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ／ （ｐｇ·ｍＬ－１）
牛奶 ２０ ３．３ ３７
奶粉 ２０ ２．８ ３４
酸奶 ２０ ４．３ ４２

对液态奶、奶粉和酸奶样品选择 ２ 个添加浓度（０．５、１．０ μｇ·ｋｇ－１），分别对 ３ 批试剂盒开展样本添加

回收实验，每个添加浓度做 ５ 个平行，根据各添加浓度的实际测定值计算添加回收率和批内批间相对标

准偏差．由表 ６ 可知，各样品添加 ０．５、１．０ μｇ·ｋｇ－１的 ＡＦＭ１回收率在 ８７．９％—１０９．１％之间，批内相对标准

偏差在 ３．９％—１０．８％之间，批间相对标准偏差≤１１．１％．

表 ６　 试剂盒的回收率及相对标准偏差

Ｔａｂｌｅ ６　 Ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ａｎｄ ＲＳＤ％ ｏｆ ＥＬＩＳＡ ｋｉｔ
液态奶

Ｌｉｑｕｉｄ ｍｉｌｋ ／ （μｇ·ｋｇ－１）
酸奶

Ｙｏｇｈｏｕｒｔ ／ （μｇ·ｋｇ－１）
奶粉

Ｍｉｌｋ ｐｏｗｄｅｒ ／ （μｇ·ｋｇ－１）

０．５ １ ０．５ １ ０．５ １

平均值 Ａｖｅｒａｇｅ ／ （μｇ·ｋｇ－１） ０．５３ １．０９ ０．４７ １．００ ０．４７ ０．９７
第一批次 回收率 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／ ％ １０５．４ １０９．１ ９４．４ １００．２ ９４．６ ９６．９
Ｆｉｒｓｔ ｂａｔｃｈ 批内相对标准偏差

Ｉｎｔｅｒ⁃ａｓｓａｙ ＲＳＤ ／ ％ ７．８ ５．３ ９．１ ８．１ １０．０ ８．５

平均值 Ａｖｅｒａｇｅ ／ （μｇ·ｋｇ－１） ０．４７ ０．９６ ０．４９ ０．９７ ０．４６ ０．９６

第二批次 回收率 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／ ％ ９３．１ ９５．７ ９８．０ ９７．５ ９２．３ ９５．７

Ｓｅｃｏｎｄ ｂａｔｃｈ 批内相对标准偏差
Ｉｎｔｅｒ⁃ａｓｓａｙ ＲＳＤ ／ ％ ５．９ ９．７ １０．７ ９．５ ９．５ ８．１

平均值 Ａｖｅｒａｇｅ ／ （μｇ·ｋｇ－１） ０．４６ ０．８８ ０．４９ ０．８８ ０．５０ １．０２

第三批次 回收率 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／ ％ ９２．９ ８８．３ ９８．２ ８７．９ １００．３ １０２．２

Ｔｈｉｒｄ ｂａｔｃｈ 批内相对标准偏差
Ｉｎｔｅｒ⁃ａｓｓａｙ ＲＳＤ ／ ％ ４．８ ３．９ ７．９ １０．８ ６．６ ９．６

批间相对标准偏差
Ｉｎｔｒａ⁃ａｓｓａｙ ＲＳＤ ／ ％ ８．６ １１．１ ８．８ １０．５ ８．９ ８．７

为了验证该试剂盒确实可以同时检测样品中的 ＡＦＭ１和 ＡＦＢ１，在 ２０ 份样品中分别添加终浓度为

０．５ μｇ·ｋｇ－１的 ＡＦＭ１、０．５ μｇ·ｋｇ－１的 ＡＦＢ１和浓度分别为 ０．５ μｇ·ｋｇ－１的 ＡＦＭ１和 ＡＦＢ１混合样品，利用试剂

盒对加标回收率进行了测定，结果如表 ７ 所示．可以看出，不管是添加 ＡＦＭ１还是 ＡＦＢ１，或者两者同时添

加，试剂盒都能准确地检测出来．

表 ７　 ＡＦＭ１或 ＡＦＢ１的加标回收率

Ｔａｂｌｅ ７　 Ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ＡＦＭ１ ｏｒ ＡＦＢ１

加标物
Ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｓｐｉｋｅｄ

样品数量
Ｓａｍｐｌｅ ｎｕｍｂｅｒｓ

添加浓度

Ｓｐｉｋｅｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ／ （μｇ·ｋｇ－１）
检测浓度

Ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ／ （μｇ·ｋｇ－１）
回收率

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／ ％

ＡＦＭ１ ２０ ０．５ ０．４７±０．０６ ９４±１１
ＡＦＢ１ ２０ ０．５ ０．５１±０．０７ １０２±１４

ＡＦＭ１和 ＡＦＢ１ ２０ １．０ ０．９９±０．１１ ９９±１１
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２．６　 与进口试剂盒的检测方法的比对

由于目前市面上没有可以同时检测 ＡＦＭ１和 ＡＦＢ１的总量试剂盒，为了进行对比，只能以检测乳和乳

制品的 ＡＦＭ１来衡量试剂盒的准确性．目前市售牛奶中 ＡＦＭ１较低，为了扩大对比范围，抽取液态奶和奶

粉盲样样本数份，各样品添加 ０． ５、１． ０ μｇ·ｋｇ－１ 的 ＡＦＭ１，利用自制试剂盒和德国拜发公司、奥地利

ＲＯＭＥＲ 公司的 ＡＦＭ１试剂盒同时进行对比，确定试剂盒与进口试剂盒检测方法的符合度，最终检测结

果比较如图 ６ 所示（样品中 ＡＦＭ１含量低于检测限的未在图中显示）．从图 ６ 可以看出，本研究所建立的

试剂盒检测方法结果与进口 ＲＯＭＥＲ 或拜发公司的试剂盒检测结果相当，三者检测结果非常接近．另外，
ＲＯＭＥＲ 试剂盒前处理较复杂，需要 ４ ℃ 下静置 ３０ ｍｉｎ，并且需要添加甲醇，同时其检测灵敏度

（１００ ｐｇ·ｍＬ－１）要略低于本研究方法；而拜发公司的试剂盒检测灵敏度非常高，但操作复杂，检测时间需

要７５ ｍｉｎ，时间长，且线性范围（５—８０ ｎｇ·ｍＬ－１）并不适合中国的限量标准（表 ８）．综合以上分析，本研究

所建立的试剂盒更适合目前的中国市场使用．

图 ６　 不同试剂盒检测结果比较图

Ｆｉｇ．６　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｄａｔａ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｔｈｉｓ ＥＬＩＳＡ ｋｉｔ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｋｉｔｓ

表 ８　 不同试剂盒参数比较

Ｔａｂｌｅ ８　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｉｓ ＥＬＩＳＡ ｋｉｔ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｋｉｔｓ

本研究
Ｔｈｉｓ ＥＬＩＳＡ ｋｉｔ

ＲＯＭＥＲ 公司试剂盒
ＲＯＭＥＲ ｋｉｔ

拜发试剂盒
Ｒ⁃Ｂｉｏｐｈａｒｍ ｋｉｔ

原奶前处理
Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｗ ｍｉｌｋ 不处理直接检测

４ ℃下静置 ３０ ｍｉｎ，３０００ ｇ 离心
１０ ｍｉｎ，取下层奶样 ０． ４ ｍＬ 加
０．１ ｍＬ纯甲醇，混匀，待测

１０ ℃下 ３５００ ｇ 离心 １０ ｍｉｎ，用样
品稀释液稀释至合适浓度后
检测

奶粉前处理方法
Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｌｋ ｐｏｗｄｅｒ

１ ｇ 样品加 １０ ｍＬ ５０ ℃去离水，
溶解后按原奶前处理

１ ｇ 样品加 １０ ｍＬ ５０ ℃去离水，
溶解后按原奶前处理

１ ｇ 样品加 １０ ｍＬ 去离水，５０ ℃
水浴 ３０ ｍｉｎ，溶解后按原奶前
处理

检测时间
Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ

一抗反应 １０ ｍｉｎ，加酶标抗原反
应 １０ ｍｉｎ，显色 １０ ｍｉｎ 反应 ２０ ｍｉｎ，显色 １０ ｍｉｎ

一抗反应 １５ ｍｉｎ，加样品后反应
３０ ｍｉｎ，加酶标抗原反应 １５ ｍｉｎ，
显色 １５ ｍｉｎ

检测时间总计
Ｔｏｔａｌ ｔｉｍｅ ３０ ｍｉｎ ３０ ｍｉｎ ７５ ｍｉｎ

检测范围
Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒａｎｇｅ ５０—１５００ ｐｇ·ｍＬ－１ １００—２０００ ｐｇ·ｍＬ－１ ５—８０ ｐｇ·ｍＬ－１

反应条件
Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ 室温 室温 室温

除了在实验室利用加标样品进行试剂盒的对比外，还在某省某奶企进行了试剂盒的现场对比．对方

使用德国拜发公司的 ＡＦＭ１试剂盒，本实验室使用自制的 ＡＦＭ１试剂盒，连续对比测试 ２ ｄ，总共对 ５１ 份

原奶、成品奶进行了对比测试．对于拜发试剂盒，奶样按说明书进行离心脱脂后检测，对于自制 ＡＦＭ１试

剂盒，仅需取部分样品恢复至室温后加样，无需离心脱脂（表 ８）．两个试剂盒的对比结果如图 ７ 所示，现
场测试结果与实验室对比结果类似，两个试剂盒的检测结果基本相同，再次验证本研究中的试剂盒检测

结果的准确性．检测结果同时也表明该地区奶中 ＡＦＭ１污染较为普遍，所有样品全部检出 ＡＦＭ１（含量大

于 ０．０５ μｇ·ｋｇ－１），甚至有部分样品检测值已接近 １．０ μｇ·ｋｇ－１，检测结果表明需要继续对该地区奶样中
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的 ＡＦＭ１进行监测，并且需要对奶牛的饲料进行 ＡＦＢ１的监测及预防．

图 ７　 现场对比测试结果

Ｆｉｇ．７　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｄａｔａ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｋｉｔｓ ｉｎ ｆｉｅｌｄ ｔｅｓｔ

２．７　 储存稳定性

试剂盒在 ３７ ℃环境保存 １３ ｄ 后，Ｂ０值下降至 １．７１０，相比初始 Ｂ０值下降 １９．４％，但 ＩＣ５０值未见明显

变化（表 ９）．按照 ３７ ℃保存 １ ｄ 相当于 ４ ℃保存 １ 个半月的模型计算［２２］，理论上试剂盒在 ４ ℃可以保存

１９ 个月左右．实际实验中，试剂盒在 ２—８ ℃保存 １３ 个月后，Ｂ０值下降至 １．７５２，相比初始 ＯＤ 值下降

１７．５％，ＩＣ５０值没有明显变化．因此，试剂盒在 ２—８ ℃可以至少稳定保存 １２ 个月．

表 ９　 储存不同时间后试剂盒 Ｂ０值及 ＩＣ５０值的变化

Ｔａｂｌｅ ９　 Ｔｈｅ Ｂ０ ａｎｄ ＩＣ５０ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｔｈｅ ＥＬＩＳＡ ｋｉｔ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｓｔｏｒａｇｅ
４ ℃ ３７ ℃

保存时间
Ｔｉｍｅ ／ ｍｏｎｔｈ

Ｂ０
ＩＣ５０ ／

（ｐｇ·ｍＬ－１）
保存时间
Ｔｉｍｅ ／ ｄａｙ

Ｂ０
ＩＣ５０ ／

（ｐｇ·ｍＬ－１）
１ ２．１２２ ２１１ １ ２．１２２ ２１１

３ １．９６２ ２００ ３ １．９３３ ２０１

５ １．９８５ ２０５ ５ １．９１５ ２００

７ １．８６２ １９７ ７ １．８８３ ２０９

９ １．８７１ ２０１ ９ １．８６２ ２１５

１１ １．７９６ １８８ １１ １．７８９ ２０３

１３ １．７５２ １８６ １３ １．７１０ ２２４

３　 结论（Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ）

通过合成黄曲霉毒素 Ｍ１（ＡＦＭ１）完全抗原并免疫小鼠，获得一株可分泌抗 ＡＦＭ１ 抗体的细胞株

２Ｆ１２．以辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记的 ＡＦＢ１做为酶标抗原，通过优化抗体包被浓度、酶标抗原浓度、标
准品稀释液等试剂盒参数，研制成功了同时能检测液态奶、酸奶和奶粉中 ＡＦＭ１和 ＡＦＢ１的 ＥＬＩＳＡ 试剂

盒．该试剂盒的最低检测限（ＩＣ１ ０）为 ３７ ｐｇ·ｍＬ－１，ＩＣ５０为 ２１１ ｐｇ·ｍＬ－１，线性范围为 ５０—１５００ ｐｇ·ｍＬ－１ ．利
用建立的试剂盒对多种样品进行了加标回收实验，样品添加 ０．５、１．０ μｇ·ｋｇ－１的 ＡＦＭ１回收率在 ８７．９％—
１０９．１％之间，批内相对标准偏差在 ３．９％—１０．８％之间，批间相对标准偏差≤１１．１％．对 ＡＦＭ１和 ＡＦＢ１标准

品的混合加标实验证明，试剂盒可同时检测两种污染物．多次对比试验表明，试剂盒的检测结果与进口

商用试剂盒的检测结果相当．因此，本试剂盒可以用于对乳和乳制中黄曲霉毒素 Ｍ１和 Ｂ１残留的检测．
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