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间接竞争酶联免疫吸附法快速测定黄曲霉毒素

B1、T-2 毒素、玉米赤霉烯酮 

姬贺龙 1#, 李凯航 2#, 高  琦 1, 岳振峰 3, 史西志 4, 罗  燕 5, SHEILA Okoth6, 宋素泉 1* 
(1. 南京农业大学动物医学院, 南京  210095; 2. 上海市动物疫病预防控制中心, 上海  201103; 3. 深圳职业技术大学食

品药品学院, 深圳  518000; 4. 宁波大学海洋学院, 宁波  315000; 5. 深圳市农产品质量安全检验检测中心,  
深圳  518000; 6. 内罗毕大学生物科学学院, 内罗毕  00100) 

摘   要: 目的   建立间接竞争酶联免疫吸附测定(indirect competitive enzyme-linked immunosorbent assay, 

ic-ELISA)法快速检测农产品中常见且毒性较强的黄曲霉毒素 B1 (aflatoxin B1, AFB1)、T-2 毒素和玉米赤霉烯

酮(zearalenone, ZEA)的方法。方法  本研究以高亲和力单克隆抗体为识别元件, 基于 ic-ELISA 原理, 系统优

化了包被抗原类型与浓度、抗体稀释倍数、抗原稀释液组成及竞争孵育时间等关键参数。分别建立 AFB1、T-2

毒素与 ZEA 的检测体系, 并通过加标回收实验验证方法学性能。结果  3 种毒素完全抗原偶联成功。单克隆

抗体效价分别为 AFB1: 2.56×104; T-2 毒素: 8.19×105; ZEA: 2.56×104, 且与其他真菌毒素无交叉反应。最优检测

条件为: AFB1[包被抗原 AFB1-牛血清白蛋白(bovine serum albumin, BSA), 质量浓度 8 μg/mL, 一抗稀释

1:6400, 抗原稀释液为含 10%甲醇+0.010%吐温-20 的 0.010 mol/L 磷酸盐缓冲液(phosphate-buffered saline, 

PBS), pH 9.0, 竞争孵育 45 min]、T-2 毒素(包被抗原 T-2-BSA, 质量浓度 8 μg/mL, 一抗稀释 1:25600, 抗原稀

释液为含 10%甲醇+0.005 mol/L PBS, pH 7.4, 竞争孵育 30 min)、ZEA[包被抗原 ZEA-鸡卵清白蛋白(ovalbumin, 

OVA), 质量浓度 0.50 μg/mL, 一抗稀释 1:1600, 抗原稀释液为含 10%甲醇+0.010 mol/L PBS, pH 6.0, 竞争孵育

60 min]。方法性能: AFB1 检出限 0.0273 ng/mL, 线性范围 0.047~0.588 ng/mL, 加标回收率 104.0%~110.0%; T-2

毒素检出限 0.183 ng/mL, 线性范围 0.288~7.493 ng/mL, 加标回收率 107.3%~108.3%; ZEA 检出限 1.090 ng/mL, 

线性范围 2.319~69.533 ng/mL, 加标回收率 97.9%~112.3%, 所有指标变异系数均小于 15%。结论  本研究建

立的 ic-ELISA 方法灵敏度高、重复性好、特异性强, 可实现对谷物样品中 AFB1、T-2 毒素和 ZEA 的快速筛

查, 为农产品真菌毒素污染监测与风险评估提供技术支撑。 

关键词: 黄曲霉毒素 B1; T-2 毒素; 玉米赤霉烯酮; 间接竞争酶联免疫吸附法 
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competitive enzyme-linked immunosorbent assay 
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SHEILA Okoth6, SONG Su-Quan1* 

(1. College of Veterinary Medicine, Nanjing Agricultural University, Nanjing 210095, China; 2. Shanghai Animal Disease 
Control Center, Shanghai 201103, China; 3. School of Food and Drug, Shenzhen Polytechnic University, Shenzhen 

518000, China; 4. School of Marine Sciences, Ningbo University, Ningbo 315000, China; 5. Shenzhen Inspection and 
Testing Center of Agricultural Product Quality and Safety, Shenzhen 518000, China; 6. School of Biological Sciences, 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for the rapid detection of 3 kinds of common and highly toxic 

mycotoxins in agricultural products—aflatoxin B1 (AFB1), T-2 toxin and zearalenone (ZEA) by indirect competitive 

enzyme-linked immunosorbent assay (ic-ELISA). Methods  High-affinity monoclonal antibodies were used as 

recognition elements, based on the ic-ELISA principle, and key ic-ELISA parameters—including coating antigen type 

and concentration, antibody dilution ratio, antigen diluent composition and competition incubation time—were 

systematically optimized. Independent detection systems for AFB1, T-2 toxin and ZEA were established and their 

performance was validated through spiked recovery experiments. Results  The complete antigens for the 3 kinds of 

mycotoxins were successfully conjugated. The titers of the corresponding monoclonal antibodies were 2.56×104 for 

AFB1, 8.19×105 for T-2 toxin and 2.56×104 for ZEA, with no cross-reactivity observed with other mycotoxins. 

The optimal detection conditions were as follows: For AFB1—coating antigen AFB1-bovine serum albumin 

(BSA) at 8 μg/mL, primary antibody dilution of 1:6400, antigen diluent comprising 0.010 mol/L phosphate-buffered 

saline (PBS) (pH 9.0) containing 10% methanol and 0.010% Tween-20 and a competition incubation time of 45 min; 

for T-2 toxin—coating antigen T-2-BSA at 8 μg/mL, primary antibody dilution of 1:25600, antigen diluent comprising 

0.005 mol/L PBS (pH 7.4) containing 10% methanol and a competition incubation time of 30 min; for 

ZEA—coating antigen ZEA-ovalbumin (OVA) at 0.5 μg/mL, primary antibody dilution of 1:1600, antigen diluent 

comprising 0.010 mol/L PBS (pH 6.0) containing 10% methanol and a competition incubation time of 60 min. The 

method performance parameters were as follows: Limits of detection of 0.0273 ng/mL (AFB1), 0.183 ng/mL (T-2 toxin) 

and 1.09 ng/mL (ZEA), with corresponding linear ranges of 0.047–0.588, 0.288–7.493 and 2.319–69.533 ng/mL. Spiked 

recoveries were 104.0%–110.0%, 107.3%–108.3% and 97.9%–112.3%, respectively and all coefficient of variations 

were below 15%. Conclusion  The established ic-ELISA method demonstrates high sensitivity, good reproducibility 

and strong specificity, enabling the rapid screening of AFB1, T-2 toxin and ZEA in grain samples. It provides reliable 

technical support for the monitoring and risk assessment of mycotoxin contamination in agricultural products. 
KEY WORDS: aflatoxin B1; T-2 toxin; zearalenone; indirect competitive enzyme-linked immunosorbent assay 
 
 

0  引  言 

黄曲霉毒素 B1 (aflatoxin B1, AFB1)、T-2 毒素和玉米

赤霉烯酮(zearalenone, ZEA)是谷物中最为常见的真菌毒素, 
分别具有强致癌性、神经毒性及生殖毒性, 严重威胁人类

健康及畜牧业发展[1–2], 为世界卫生组织公认的Ⅰ类致癌物, 
其中 AFB1 毒性最强, 除致癌、致畸、致突变作用外, 还具

有肝脏毒性, 可引发肝细胞坏死与纤维化[3–6]。T-2 毒素是

拟枝孢镰刀菌产生的倍半萜烯类毒素, 广泛污染玉米、小

麦等粮油作物, 具有强神经毒性(如引起共济失调、神经细

胞凋亡)和生殖毒性(如抑制精子发生、干扰胚胎发育)[7–10]。

ZEA 由镰刀菌属真菌产生, 具有类雌激素活性, 可导致生殖

发育障碍(如母猪外阴红肿、胎儿畸形), 同时兼具细胞毒性、

免疫抑制及潜在致癌性[11–13]。 
据联合国粮食及农业组织统计, 全球每年约 25%的谷

物受真菌毒素污染, 不仅造成巨大经济损失, 还通过食物

链危害人畜健康[14–18]。因此, 做好对农产品的检测工作是

至关重要的。目前针对真菌毒素的检测方法主要有高效液

相色谱法、液相色谱-质谱法[19–21]等仪器分析法, 这些方法

有较高的准确度和灵敏度, 但因仪器昂贵, 操作相对复杂, 
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样品前处理烦琐, 检测耗时等问题, 不适合大量样品筛查

和现场快速检测[2,22–23]。基于抗原-抗体反应的免疫分析技

术[如酶联免疫吸附(enzyme-linked immunosorbent assay, 
ELISA)、胶体金免疫层析、免疫传感器]可弥补上述不足, 
其中胶体金免疫层析适合现场定性筛查, 免疫传感器需特

殊传感元件, 而 ELISA 因兼顾定量能力与操作简便性, 成
为批量快速检测的优选技术[24–27]。相较于直接 ELISA(需
标记一抗, 成本高)、夹心ELISA(不适用于小分子毒素), 间
接 竞 争 ELISA (indirect competitive enzyme-linked 
immunosorbent assay, ic-ELISA)通过抗原与抗体的竞争结

合, 更适合 AFB1、T-2 毒素、ZEA 等小分子毒素检测, 
ic-ELISA 因其操作简便、成本低和适于批量样品分析, 被
广泛应用于霉菌毒素的快速检测。然而, 已有 ic-ELISA 方

法仍存在一些共性不足: (1)检测性能对包被抗原类型、抗

体用量及反应体系条件高度敏感, 部分研究参数优化不充

分, 导致方法重复性和稳定性受限; (2)复杂粮食基质中共

提取物易对抗原-抗体结合产生干扰, 影响检测灵敏度。针

对上述不足, 本研究拟通过系统的参数优化策略, 对包被

抗原类型与浓度、一抗稀释倍数、抗原稀释液组成及竞争

孵育时间等关键因素进行全面优化, 提高检测体系的稳定

性和灵敏度; 同时, 结合不同霉菌毒素的分子结构特征, 
差异化选择最优载体蛋白, 有效改善抗体识别效率。这是

由于此类毒素分子量小(<1000 Da), 属于半抗原, 需与载

体蛋白偶联形成完全抗原才能激发免疫反应, 因此完全抗

原的合成质量及载体蛋白的性质直接决定了抗体的特异性

与检测方法的灵敏度[25]。 
鉴于此, 本研究以 AFB1、T-2 毒素、ZEA 为对象, 通

过化学偶联制备完全抗原, 筛选特异性单克隆抗体, 系统

优化 ic-ELISA 关键参数, 建立适用于实际样品的快速检测

方法, 为谷物及饲料中真菌毒素防控提供技术支持[24]。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

玉米粉(市售)。 
AFB1 标准品(纯度≥99%)、鸡卵清白蛋白(ovalbumin, 

OVA)(纯度≥95%)(美国 Sigma-Aldrich 公司); T-2 毒素标准

品 ( 纯度≥ 99%) 、 ZEA 标准品 ( 纯度≥ 99%)( 以色列

Fermentek 公司); 分泌 AFB1、T-2 毒素、ZEA 单克隆抗体

的杂交瘤细胞 (本实验室自制 ); 羧甲基羟胺半盐酸盐

(carboxymethoxylamine hemihydrochloride, CMO)、N,N’-羰
基二咪唑(N,N’-carbonyldiimidazole, CDI)(纯度≥99%, 上海

麦克林生化科技股份有限公司); 1-(3-二甲氨基丙基)-3-乙基碳

二亚胺盐酸盐 [1-(3-dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimide 
hydrochloride, EDC] (纯度≥99%)、N-羟基硫代琥珀酰亚胺

(N-hydroxysulfosuccinimide, NHS)(纯度≥99%)(上海源叶

生物科技有限公司); 牛血清白蛋白(bovine serum albumin, 
BSA)(纯度≥97%)、二甲基甲酰胺(N,N-dimethylformamide, 
DMF)(分析纯)、乙二胺四乙酸(ethylenediaminetetraacetic 
acid, EDTA)(纯度≥99%)(北京索莱宝科技有限公司); 吡
啶、苯(分析纯, 南京化学试剂股份有限公司); 甲醇、四氢

呋喃(分析纯, 上海国药集团化学试剂有限公司); 乙酸乙

酯(分析纯, 广东光华科技股份有限公司); 四氢呋喃(分析

纯, 广东光华科技股份有限公司); 吐温-20(化学纯, 赛国

生 物 科 技 有 限 公 司 ); 辣 根 过 氧 化 物 酶 (horseradish 
peroxidase, HRP)标记的亲和纯化山羊抗小鼠 IgG (H+L)二
抗(稀释比例 1:5000, 美国 Jackson Immuno Research 公司)。 

1.2  仪器与设备 

ELX800 酶标仪(美国 Biotek 公司); NanoDrop 2000C
超微量分光光度计(美国赛默飞世尔科技公司); TS-100C56
恒温摇床(上海天呈实验仪器制造有限公司); FA1004 电子

天平(精度 0.1 mg, 上海精密科学仪器有限公司); MX-S 涡

旋仪[大龙兴创实验仪器(北京)股份公司]; HGC-24A 氮吹

仪(上海济成分析仪器有限公司); SZCL-2 磁力搅拌器(巩义

市予华仪器有限公司); DM0412S 离心机(美国 SCILOGEX 
公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  完全抗原的制备 
(1) AFB1 完全抗原的制备 
参照文献[28–29]的方法并稍作改进。利用 CMO 将

AFB1 转化为肟化物(AFB1O), 再通过 EDC/NHS 活化法将

AFB1O 与 BSA 偶联。反应产物经 PBS 透析后, 制得完全

抗原(AFB1-BSA), –20 ℃保存备用。AFB1-OVA 用同样方法

制备。 
(2) T-2 毒素完全抗原的制备 
T-2 毒素完全抗原的制备参照文献[30]的方法, 采用

CDI 法制备。将 T-2 毒素与 CDI 活化后, 逐滴加入 BSA 溶

液中偶联。反应产物经透析、离心后收集上清, 制得完全

抗原(T-2-BSA), –20 ℃冻存。T-2-OVA 用同样方法制备。 
(3) ZEA 完全抗原的制备 
同 AFB1 完全抗原的制备。 

1.3.2  完全抗原鉴定 
(1)间接 ELISA 鉴定 
偶联后的完全抗原作为包被原做间接ELISA, 阴性对

照为 BSA 和 OVA, 空白对照为 PBS。根据前期实验, 完全

抗原均以 4 μg/mL 的质量浓度包被最佳。以 AFB1-BSA 为

例, 间接 ELISA 具体步骤为: 将 AFB1-BSA 以 4 µg/mL 包

被于 ELISA 孔中, 每孔 100 μL, 4 ℃过夜; 洗涤后, 用 5%
脱脂奶粉 37 ℃封闭 2 h; 洗涤后, 加入抗 AFB1单克隆抗体, 
37 ℃孵育 1 h; 洗涤后加入 HRP 标记的亲和纯化山羊抗小

鼠 IgG (H+L)二抗, 37 ℃孵育 1 h 后洗涤, 显色 10 min, 终
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止显色后测定 OD450, 记录结果。 
(2)紫外扫描鉴定 
用超微量分光光度计测定 BSA、OVA 及对应完全抗

原在 220~400 nm 的吸光度, 根据特征吸收峰的变化来鉴

定完全抗原是否偶联成功。 
1.3.3  单克隆抗体生产及特性鉴定 

(1)单克隆抗体生产 
将分泌 AFB1、T-2 毒素、ZEA 单克隆抗体的杂交瘤

细胞(1×106 个/只)注入 BALB/c 小鼠腹腔, 7~10 d 后收集腹

水; 获得含相应单克隆抗体的腹水, 使用 IgG 蛋白纯化柱

进行单抗纯化。 
(2)单克隆抗体效价和特异性测定 
采用间接 ELISA 法测定纯化后腹水中抗体的效价, 

具体步骤为: 完全抗原以 4 μg/mL, 每孔 100 μL 包被, 加入

梯度稀释的腹水。判断标准为: 腹水 OD450 大于或等于 2 倍

阴性对照 OD450 时, 对应的最高稀释倍数即为腹水效价[31]。 
采用 ic-ELISA 法测定纯化后腹水的特异性, 具体步

骤为: 完全抗原以 4 μg/mL, 每孔 100 μL 包被, 分别以

AFB1、T-2 毒素、ZEA 各自的结构类似物作为竞争物, 计
算交叉反应率(cross-reactivity, CR)。CR 的计算见公式(1)。 

 CR/%=IC50(结构类似物)/IC50(目标毒素)×100%   (1) 
式中 : IC50 为半抑制浓度 (half maximum inhibitory 

concentration), 使反应信号抑制 50%的毒素浓度。 
1.3.4  ic-ELISA 方法条件优化 

为获得灵敏度高、重复性好且基质效应较低的检测体

系, 本研究对包被抗原种类、包被抗原浓度、单克隆抗体

工作浓度、抗原稀释液组成以及竞争孵育时间等关键参数

进行了系统优化。所有优化实验均在相同的竞争物浓度梯

度下进行, 并通过绘制抑制曲线计算 IC50, 以 IC50 最低作

为判断灵敏度高的标准。 
(1)包被抗原种类的选择 
比较同一毒素以 BSA 与 OVA 偶联的完全抗原作为包

被物时的检测灵敏度。均以 4 μg/mL 的初始质量浓度包被

酶标板, 100 µL/孔, 4 ℃过夜包被; 抗 AFB1 单克隆抗体

1:1000 稀释作为一抗, 12.5 ng/mL 的 AFB1 标准溶液 2 倍梯

度稀释至 0.195 ng/mL 作为竞争抗原、抗 T-2 毒素单克隆

抗体 1:1000 稀释作为一抗, 1000 ng/mL 的 T-2 毒素标准溶

液 3 倍梯度稀释至 0.15 ng/mL 作为竞争抗原、抗 ZEA 单

克隆抗体 1:1000 稀释作为一抗, 100 ng/mL 的 ZEA 标准溶

液 2倍梯度稀释至 0.195 ng/mL作为竞争抗原, 未加任何毒

素的抗原稀释液作为阴性对照, 比较两种完全抗原的 IC50, 
较低组为最佳包被原。最终以该包被条件进入下一步优化。 

(2)包被抗原浓度与一抗稀释倍数优化 
通过棋盘法来确定抗原最佳包被浓度和一抗最佳工

作浓度, 包被抗原和一抗均倍比稀释, 测定间接 ELISA, 
当所测定的 OD450 最接近 1.0, 为最佳包被浓度。 

(3)抗原稀释液的优化 
本研究对抗原稀释液的组成成分, 包括甲醇、离子强

度、pH 和吐温-20 进行优化。AFB1 采用甲醇浓度为 0%、

10%、20%和 30%, pH 为 5.0~9.0, 吐温-20 浓度为 0.000%、

0.001%、0.010%、0.100%和 1.000%和离子强度为 0.005、
0.010、0.020、0.040 和 0.080 mol/L 的抗原稀释液进行间接

竞争 ELISA 测定。 
(4)竞争孵育时间的优化 
确定最佳竞争孵育时间, 使抗体与竞争抗原充分结

合, 分别采用 37 ℃孵育竞争抗原和一抗 15、30、45、60、
75 min, 计算抑制率的变化。抑制率的计算见公式(2)。 

 抑制率/%=[(B0–B)/B0]×100%     (2) 
式中: B0 为不含毒素(0 ng/mL 标准品)的反应孔在

450 nm 处的吸光度值; B 为含有待测毒素(或标准品)的反

应孔吸光度值。 
1.3.5  标准曲线绘制 

依据上述优化后的 ic-ELISA 方法条件, 使用不同浓

度的竞争抗原与单抗竞争反应, 拟合间接竞争标准曲线: 
以竞争抗原浓度的对数值为横坐标[X, lg(ng/mL)], 以竞争

抗原浓度为 0的 OD450为 B0, 各相应竞争抗原浓度的 OD450

为 B, 以 B/B0 为纵坐标(Y, %), 绘制竞争标准曲线, 计算回

归曲线的方程和相关参数, 进而计算出各曲线的 IC50、检

测区间和检出限(limit of detection, LOD)。将抑制率为 50%
时的 B/B0 ( 即 Y=50) 代入标准曲线的线性回归方程

Y=a+blg(C), 反解出对应的竞争抗原浓度 C, 即为 IC50。

IC50 的计算见公式(3)。 
 IC50=10[(50–a)/b]              (3) 
式中: a 为回归方程的截距; b 为回归方程的斜率。 

1.3.6  样品加标回收测定 
样品前处理: 称取 3 g 粉碎玉米样品(过 80 目筛)于

50 mL 离心管, 分别添加 AFB1 (0.25、1.25、2.50 μg/kg)、
T-2 毒素(15、30、60 μg/kg)、ZEA (25、50、150 μg/kg)
标准品; 加15 mL 80%甲醇, 涡旋振荡10 min, 4500 r/min离心

10 min; 上清经 0.45 μm 有机相滤膜过滤, 取 500 μL 滤液

氮气吹干, 500 μL 最优抗原稀释液复溶。回收率计算见公

式(4)。 
 回收率/%=(检测浓度/添加浓度)×100%     (4) 
平行测定 3 次, 计算变异系数(coefficient of variation, 

CV)。 

1.4  数据处理 

用 Microsoft Excel 2019 进行数据统计 , GraphPad 
Prism 9 软件拟合标准曲线; 数据以平均值±标准偏差表示, 
所有实验均至少独立重复 3 次(n≥3), 采用单因素方差分

析(one-way analysis of variance, ANOVA)进行显著性检验, 
P<0.05 为差异显著。 
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2  结果与分析 

2.1  完全抗原的鉴定结果 

间接 ELISA 结果: AFB1-BSA、AFB1-OVA 的 OD450

分 别 为 1.80±0.01 、 1.87±0.02, 高 于 载 体 蛋 白 BSA 
(0.07±0.01)、OVA (0.10±0.01)(图 1A); T-2-BSA、T-2-OVA
的 OD450 分别为 1.91±0.05、2.50±0.02, 高于载体蛋白 BSA 
(0.12±0.01)、OVA (0.13±0.01)(图 1B); ZEA-BSA、ZEA-OVA

的 OD450 分别为 0.75±0.01、0.58±0.02, 高于载体蛋白 BSA 
(0.13±0.01)、OVA (0.16±0.01)(图 1C)。即偶联后的完全抗

原检测得到的吸光值均高出载体蛋白 BSA 和 OVA 包被的

孔数倍, 表明抗体可特异性识别偶联产物。 
紫外扫描结果(图 1D~F): 偶联前后载体蛋白和完全

抗原的波形和吸收峰均出现了较为明显的改变, 这是因为

载体蛋白与完全抗原偶联, 吸光值出现了叠加, 据此可以

判断完全抗原偶联成功。 

 
 

注: A、B、C. 间接 ELISA 鉴定 AFB1、T-2 毒素、ZEA 完全抗原; D、E、F. AFB1、T-2 毒素、ZEA 完全抗原与载体蛋白的紫外吸收光谱图。 
图 1  完全抗原鉴定(n=3) 

Fig.1  Identification of complete antigen (n=3) 
 

2.2  单克隆抗体特性鉴定结果 

单克隆细胞株产生的腹水抗体经纯化后, 间接ELISA
法测定抗体效价。结果显示, AFB1 的抗体效价为 2.56×104; 
T-2 毒素的抗体效价为 8.19×105; ZEA 的抗体效价为

2.56×104。抗体特异性如表 1 所示, 3 种单克隆抗体与其对

应的结构类似物 CR 均较低, 说明 AFB1、T-2、ZEA 3 种单

克隆抗体的特异性均较高。 
 

 

表 1  单克隆抗体抗特异性 
Table 1  Specificity of monoclonal antibody 

类型 标准品 CR/% 

AFB1 类似物 

黄曲霉毒素 B2 25.0 

黄曲霉毒素 G1 12.5 

黄曲霉毒素 G2 8.3 

T-2 类似物 HT-2 毒素 9.8 

ZEA 类似物 

α-玉米赤霉烯醇 16.7 

β-玉米赤霉烯醇 8.3 

α-玉米赤霉醇 10.0 

β-玉米赤霉醇 6.3 

2.3  ic-ELISA 方法工作条件的确定 

2.3.1  包被抗原种类的选择结果 
结果如图 2 所示, 用 AFB1-BSA 包被的 IC50 约为

0.49 ng/mL, 而AFB1-OVA包被的 IC50约为0.8 ng/mL(图2A), 
说明使用 AFB1-BSA 包被的灵敏度更高, 因此之后选用

AFB1-BSA 包被; 同理, T-2-BSA 包被的 IC50 约为 1.3 ng/mL, 
T-2-OVA 包被的 IC50 约为 14.7 ng/mL(图 2B), 选用 T-2-BSA
包被; 用ZEA-OVA包被的 IC50约为10.8 ng/mL, ZEA-BSA包

被的 IC50 约为 22.08 ng/mL(图 2C), 选用 ZEA-OVA 包被。即

最佳包被抗原种类分别为: AFB1-BSA、T-2-BSA、ZEA-OVA。 
2.3.2  包被抗原浓度与一抗稀释倍数优化结果 

如表 2~4 所示, 包被抗原与抗体均倍比稀释, 测定间

接 ELISA。测定的 OD450 最接近 1.0 所对应的抗原浓度即

为最佳包被浓度。结果表明: AFB1-BSA 最佳包被质量浓度

为 8 µg/mL, 一抗最佳稀释倍数为 1:6400; T-2-BSA 最佳包

被质量浓度为 8 µg/mL, 一抗最佳稀释倍数为 1:25600; 
ZEA-OVA 最佳包被质量浓度为 0.50 µg/mL, 一抗最佳稀

释倍数为 1:1600。 
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注: 赭曲霉毒素 A (ochratoxin A, OTA)。 
图 2  ic-ELISA 中包被原的选择(n=3) 

Fig.2  Selection of coating antigen of ic-ELISA (n=3) 
 

表 2  棋盘法优化 AFB1 包被抗原质量浓度与一抗稀释 
倍数(OD450, n=3) 

Table 2  Optimization of AFB1 coating antigen mass 
concentration and primary antibody dilution by checkerboard 

titration (OD450, n=3) 

包被抗原质量 
浓度/(µg/mL) 

一抗稀释倍数 

3200 6400 12800 
16 1.513 0.953 0.574 
8 1.427 0.993 0.575 
4 1.484 0.923 0.553 

 
表 3  棋盘法优化 T-2 包被抗原质量浓度与一抗稀释 

倍数(OD450, n=3) 
Table 3  Optimization of T-2 coating antigen mass concentration and 

primary antibody dilution by checkerboard titration (OD450, n=3) 

包被抗原质量 
浓度/(µg/mL) 

一抗稀释倍数 

12800 25600 51200 
16 1.564 1.070 0.710 
8 1.427 1.006 0.682 
4 1.442 0.982 0.619 

 
 

表 4  棋盘法优化 ZEA 包被抗原质量浓度与一抗稀释 
倍数(OD450, n=3) 

Table 4  Optimization of ZEA coating antigen mass  
concentration and primary antibody dilution by checkerboard 

titration (OD450, n=3) 

包被抗原质量 
浓度/(µg/mL) 

一抗稀释倍数 

800 1600 3200 

2.00 1.970 1.706 1.477 

1.00 1.542 1.394 0.919 

0.50 1.219 0.991 0.702 

0.25 0.850 0.642 0.398 
 

 

2.3.3  抗原稀释液的优化结果 
分别从甲醇浓度、离子强度、pH 和吐温-20 浓度 4 个

方面对抗原稀释液进行优化。进行 ic-ELISA, 选择 IC50 较

低的组合作为最适抗原稀释液。结果见图 3 所示, 10%甲醇

+0.010%吐温-20 的 0.010 mol/L PBS (pH 9.0)时, AFB1 的

IC50 最低; 10%甲醇+0.005 mol/L PBS (pH 7.4)时, T-2 毒素

的 IC50最低; 10%甲醇+0.010 mol/L PBS (pH 6.0)时, ZEA的

IC50 最低, 以此条件用作后续检测。 
2.3.4  竞争孵育时间的优化结果 

分别选取 0、15、30、45、60 和 75 min 作为竞争孵

育时间, 计算抑制率。抑制率反映了样品中游离毒素对包

被抗原与抗体结合的竞争能力, 抑制率越高, 说明样品中

毒素浓度越高。AFB1 孵育时间为 45 min 时, 抑制率达

83.3%(图 4A); T-2 毒素孵育时间为 30 min 时, 抑制率达

95.2%(图 4B); ZEA 孵育时间为 60 min 时 , 抑制率达

68.9%(图 4C)。即后续试验 AFB1、T-2 毒素、ZEA 分别选

择 45、30、60 min 作为竞争孵化时间。 
2.3.5  ic-ELISA 检测方法的建立 

根据上述优化结果, 本研究确定了 AFB1、T-2 毒素、

ZEA ic-ELISA 方法的最优条件。根据此条件建立了 AFB1、

T-2 毒素、ZEA 的标准曲线, 如图 5 所示。 
本研究建立的 AFB1 的 ELISA 检测方法, 其线性方程

为 Y=19.547–45.372×lg(X) (r2=0.9858), 线性范围 IC20~IC70

为 0.047~0.588 ng/mL, IC50 为 0.178 ng/mL, 其 LOD 为

0.0273 ng/mL(图 5A)。 
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本研究建立的 T-2 毒素的 ELISA 检测方法, 其线性方

程为 Y=57.08–42.395×lg(X) (r2=0.9866), 线性范围 IC20~IC80

为 0.288~7.493 ng/mL, IC50 为 1.51 ng/mL, 其 LOD 为

0.183 ng/mL(图 5B)。 

本研究建立的 ZEA 的 ELISA 检测方法, 其线性方程

为 Y=92.371–33.857×lg(X) (r2=0.9858), 线性范围 IC20~IC70

为 2.319~69.533 ng/mL, IC50 为 15.6 ng/mL, 其 LOD 为

1.090 ng/mL(图 5C)。
 

 
 

注: A、E、I. 甲醇浓度; B、F、J. 离子强度; C、G、K. pH; D、H、L. 吐温-20 浓度。 
图 3  抗原稀释液成分对 ic-ELISA 的影响(n=3) 

Fig.3  Effects of antigen diluent components on ic-ELISA (n=3) 
 

 
 

注: A. AFB1 孵育时间; B. T-2 毒素孵育时间; C. ZEA 孵育时间。 
图 4  竞争孵育时间的选择(n=3) 

Fig.4  Selection of competition incubation time (n=3) 
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注: 插图为对应毒素在线性范围内的线性回归曲线。 
图 5  ic-ELISA 检测 AFB1、T-2 毒素、ZEA 的标准曲线(n=3) 

Fig.5  Calibration curve for ic-ELISA against AFB1, T-2 toxin, ZEA (n=3) 
 

2.3.6  玉米样品加标回收试验结果 
在玉米样品中添加不同浓度的相应毒素标准品 , 

ic-ELISA 检测结果如表 5 所示。AFB1 加标回收率为

104.0%~110.0%, T-2 毒素加标回收率为 107.3%~108.3%, 
ZEA 加标回收率为 97.9%~112.3%, CVs 均小于 15%。结果

表明, 本研究建立的方法在玉米基质中具有良好的准确度

和稳定性, 满足实际检测要求。 
 

表 5  玉米中霉菌毒素加标回收率(n=3) 
Table 5  Recovery rates of mycotoxins in corn samples (n=3) 

毒素 加入浓度
/(μg/kg) 

检测浓度
/(μg/kg) 

回收率
/% 

CVs/%

AFB1 

0.25 0.27 108.0 6.7 

1.25 1.30 104.0 1.5 

2.50 2.75 110.0 7.5 

T-2 毒素 

15.00 16.10 107.3 1.3 

30.00 32.50 108.3 8.2 

60.00 64.90 108.2 1.9 

ZEA 

25.00 28.10 112.3 1.3 

50.00 52.10 104.2 5.9 

150.00 146.80 97.9 11.5 

 

3  结论与讨论 

本研究以 AFB1、T-2 毒素和 ZEA 为研究对象, 成功

制备了 3 种毒素的完全抗原和对应的单克隆抗体, 并在此

基础上建立了灵敏度高、特异性强的 ic-ELISA 检测方法。

通过系统优化包被抗原种类与浓度、抗体稀释倍数、抗原

稀释液成分及竞争孵育时间等关键参数, 获得了在玉米样

品中灵敏、稳定、可重复的检测体系。在玉米基质中 AFB1

标准曲线的线性范围 IC20~IC70为 0.047~0.588 ng/mL, IC50

为 0.178 ng/mL, 其 LOD 为 0.0273 ng/mL。在玉米基质中 T-2
毒素标准曲线的线性范围 IC20~IC80 为 0.288~7.493 ng/mL, 
IC50 为 1.51 ng/mL, 其 LOD 为 0.183 ng/mL。在玉米基质中

ZEA 标准曲线的线性范围 IC20~IC70 为 2.319~69.533 ng/mL, 
IC50为 15.6 ng/mL, 其 LOD 为 1.09 ng/mL。 

从实验结果看, 3 种 ic-ELISA方法的 LOD均明显低于

国家食品安全标准限量 , 且线性范围宽、加标回收率在

97.9%~112.3%之间、CVs 均小于 15%, 表明方法的灵敏度、

准确度与稳定性均满足农产品中真菌毒素检测要求[14,24]。该

结果验证了免疫学检测技术在小分子毒素快速定量分析中

的可行性与优越性[2,25], 体现了抗原抗体特异性识别反应

的普遍原理。 
已有研究报道了多种基于 ELISA 或胶体金免疫分析

的霉菌毒素快速检测方法[32–33], AFB1、T-2 毒素和 ZEA 的

多处于 0.016~0.250、0.5~20.0、0.001~6.250 ng/mL[34–37], 能
够满足粮食中真菌毒素的快速筛查需求与上述方法相比, 
本研究建立的 ic-ELISA 方法在保持操作简便和检测效率

较高的基础上, 在检测灵敏度和定量性能方面进一步得到

提升, 尤其在玉米基质中表现出较低的 LOD 和较宽的线

性范围, 可作为现有免疫学快速检测技术的有益补充。 
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此外, 本研究针对不同毒素的结构特点, 对包被抗原

类型及抗原稀释体系进行了针对性优化。实验结果表明, 
AFB1和 T-2毒素采用 BSA作为载体蛋白时, 可获得较好的

竞争抑制效果; 而对于结构柔性较高的 ZEA, 采用 OVA 作

为异源包被抗原(ZEA-OVA)更有利于降低非特异性结合, 
在一定程度上减弱基质效应, 进一步提高检测灵敏度和重

复性。同时, 本研究制备的单克隆抗体与其结构相似物交

叉反应均较低, 表明了方法的特异性, 也进一步证明了本

实验抗体筛选与优化策略的有效性。 
综上所述, 本研究建立的 ic-ELISA 方法可为饲料中

AFB1、T-2 毒素和 ZEA 的快速筛查提供一种可靠、经济、

简便的检测手段, 具有良好的实际应用前景。 
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