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量子点荧光法检测粮油作物及坚果中赭曲霉毒素

A 系统开发及性能评价 
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3. 乌鲁木齐海关技术中心, 乌鲁木齐  830063) 

摘  要: 目的  开发量子点荧光法快速定量检测粮油作物及坚果中赭曲霉毒素 A 的方法。方法  采用聚苯乙

烯微球量子点负载技术, 通过共价偶联构建了具有高荧光强度的量子点微球探针, 并采用活化偶联法将赭曲

霉毒素 A 单克隆抗体偶联至探针表面, 构建出赭曲霉毒素 A 量子检测体系。结果  通过实验参数优化, 所建

立的量子点荧光检测体系对赭曲霉毒素 A 表现出优异的分析性能, 在 1~20 ng/mL 范围内线性关系良好

(r2>0.99), 检出限与定量限分别低至 0.5 ng/mL 和 2.0 ng/mL; 该方法特异性强, 与呕吐毒素、玉米赤霉烯酮等

常见真菌毒素无显著交叉反应; 依据 LS/T 6142—2023《粮食真菌毒素快速检测方法性能评价》标准进行方法

学验证, 加标回收率在 90.3%~114.5%范围, 相对标准偏差小于 15%, 准确度与精密度均符合赭曲霉毒素 A 检

测规范要求。结论  本研究构建的赭曲霉毒素 A 量子点荧光检测系统具有灵敏度高、特异性好、操作简便、

分析快速, 适用于粮油作物及坚果中赭曲霉毒素 A 的快速、准确定量, 为农产品真菌毒素的现场筛查与监测

提供了有效技术手段。 
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ABSTRACT: Objective  To develop a method for the rapid quantitative detection of ochratoxin A in grain, oil 

crops and nuts by quantum dot fluorescence. Methods  Using polystyrene microsphere quantum dot loading 

technology, a quantum dot microsphere probe with high fluorescence intensity was constructed by covalent coupling, 

ochratoxin A monoclonal antibody was coupled to the probe surface by activation coupling method, and the quantum 

detection system of ochratoxin A was constructed. Results  Through the optimization of experimental parameters, 

the established quantum dot fluorescence detection system showed excellent analytical performance for ochratoxin A. 

The linear relationship was good in the range of 1–20 ng/mL (r2>0.99), and the limits of detection and limits of 

quantitation were as low as 0.5 ng/mL and 2.0 ng/mL. The method had strong specificity, there was not significant 

cross reaction with common mycotoxins such as deoxynivalenol and zearalenone. The method was validated by 

methodology according to the standard of LS/T 6142—2023 Evaluation protocol for rapid detection method of 

mycotoxins in grains, spiked recovery rates were 90.3%–114.5%, and the relative standard deviation was less than 

15%, the method of accuracy and precision met the requirements of the detection specification about ochratoxin A. 

Conclusion  The quantum dot fluorescence detection system for ochratoxin A has the advantages of high sensitivity, 

good specificity, simple operation and rapid analysis, it is suitable for rapid and accurate quantitative detection of 

ochratoxin A in grain, oil crops and nuts, it provides an effective technical means for the field screening and 

monitoring of mycotoxins in agricultural products. 
KEY WORDS: ochratoxin A; quantum dot fluorescence method; grain and oil crops; nuts 
 

 

0  引  言 

赭曲霉毒素 A (ochratoxin A, OTA)是由丝状真菌赭曲

霉(Aspergillus ochraceus)产生的一种关键次生代谢产物[1–3], 
其产毒量高、污染广泛、性质稳定, 不易被代谢降解。由于

赭曲霉在自然界中广泛存在, 导致 OTA 广泛分布于各种动

植物源性食品中, 其中粮油作物、坚果及动物肝脏、血液

等污染最为严重且风险突出[4–5]。该毒素具有神经毒性、免

疫毒性, 损伤人类和动物的肝脏、肾脏, 并有致畸、致癌、

致突变危害 [6–8], 已被国际癌症研究机构 (International 
Agency for Research on Cancer, IARC)评估为Ⅱ(B)类人类可

能致癌物[9–11], 对食品安全和公众健康构成严重威胁。 
为有效管控 OTA 污染水平, 全球主要监管机构及国

家 /地区已建立起严格的限量标准体系 , 世界卫生组织

(World Health Organization, WHO)基于风险评估, 确立了

人类每日可耐受摄入量(tolerable daily intake, TDI), 规定

每千克体重 OTA 单日最大摄入量不得超过 16 ng[12–13]; 国
际食品法典委员会(Codex Alimentarius Commission, CAC)
针对未加工谷物(如大麦、小麦、黑麦)设定了统一的 OTA
最大限量标准为 5.0 μg/kg; 欧洲联盟(European Union, EU)
则实施了更为精细化的分类管控, 对多达 20 类食品制定

了严苛的 OTA 残留限量: 其中, 未加工谷物及速溶咖啡限

值为 5.0 μg/kg; 面向最终消费者的成品及烘焙咖啡限值为

3.0 μg/kg; 葡萄酒限值为 2.0 μg/kg; 而婴幼儿特殊医学用

途食品、婴儿食品及婴幼儿谷物加工食品的限值最为严

格, 不得超过 0.5 μg/kg[14–15]; 瑞士在饲料安全领域也制

定了相应标准, 规定猪、禽饲料中 OTA 检出量分别不得

超过 200 μg/kg 和 1000 μg/kg[16]; 韩国与澳门地区亦将谷

物(韩国)及豆类、发酵豆制品(澳门)中的 OTA 限量标准设定为

5.0 μg/kg; 我国对此高度重视, 在强制性标准 GB 2761—2017
《食品安全国家标准 食品中真菌毒素限量》中明确规定: 谷
物、豆类及其制品中 OTA 的最大允许限量同样为 5.0 μg/kg。 

为保障食品安全并满足全球日益严格的 OTA 监管限

量要求, 研究者开发了多种 OTA 检测技术, 主要包括高效

液 相 色 谱 法 (high performance liquid chromatography, 
HPLC)[17–18]、液相色谱-串联质谱法(liquid chromatography- 
tandem mass spectrometry, LC-MS/MS)[19–20]、薄层色谱法

(thin-layer chromatography, TLC)[21–22]、酶联免疫吸附法

(enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA)[23]、适配体技

术[24–25]、免疫层析技术[26–27]等。HPLC、LC-MS/MS 方法

目前最常用, 适用于复杂基质样品的高精度定量分析, 但
操作流程烦琐, 检测周期长, 仪器成本及维护费用较高[28], 
很难满足现场快速检测的要求; TLC仅能实现初步定性分析

且灵敏度低、精确性差, 且用到大量有害的有机溶剂[29]; 
ELISA 操作简单, 抗体交叉反应导致特异性不足, 假阳性风

险较高[30]; 适配体技术筛选过程复杂耗时, 成功率受靶标

性质、文库设计及筛选策略影响很大[31]; 免疫层析技术基于

抗原-抗体竞争抑制结合机制, 实现 OTA 的定性与半定量分

析[32], 操作简单, 经济高效, 适合大批量样本的现场快速筛

查, 但检测灵敏度高度依赖标记材料的性能, 传统标记材料

存在稳定性差、信号强度不均等问题, 制约定量准确性。 
量子点作为革新性的半导体纳米晶材料, 具有激发

波长宽、光学稳定性好、发射波长窄等特点[33–35], 但其作

为标记物应用于免疫层析方法, 还面临着一系列从材料本
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身到检测性能的挑战, 比如荧光信号强度不足、生物偶联

效率不高等。为进一步突破单一量子点的性能极限, 本研

究探索使用聚苯乙烯(polystyrene, PS)微球量子点负载技术, 
通过共价键将量子点固定在已功能化的 PS 微球表面, 制
备出新型高荧光量子点微球(quantum dot nanobeads, QBs)
探针 ,  开发高灵敏度 OTA 量子点检测系统 ,  并依据 
LS/T 6142—2023《粮食真菌毒素快速检测方法性能评价》, 
对其性能进行评价, 旨在探索基于量子点标记技术的粮油

作物及坚果 OTA 现场快速定量检测方法, 为量子点在农产品

安全检测领域的深入应用提供重要的理论依据和数据支撑。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

小麦、芝麻、稻米、开心果、玉米、腰果、花生、大

豆、核桃为市售样品。 
OTA、赭曲霉毒素 B (ochratoxin B, OTB)、赭曲霉毒

素 C (ochratoxin B, OTC)、玉米赤霉烯酮(zearalenone, 
ZEN)(质量浓度 100  μg /mL)、脱氧雪腐镰刀菌烯醇

(deoxynivalenol, DON)(质量浓度 1000 μg/mL)、伏马霉素

B1 (fumonisin B1, FB1)标准品(质量浓度 10 mg/L)(坛墨质检

科技股份有限公司); 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)、单端孢霉烯族毒素(trichothecene 
toxins, T-2)标准品(质量浓度 100 μg/mL)(上海安谱璀世标

准技术服务有限公司); 聚乙二醇(polyethylene glycol, 
PEG)、单甲氧基聚乙二醇胺(methoxy polyethylene glycol 
amine, mPEG-NH2)、PEG200、1-乙基-3-(3-二甲氨基丙基)
碳化二亚胺(ethyldimethylaminopropyl carbodiimide, EDC)、
N-羟基丁二酰亚胺(N-hydroxy succinimide, NHS)、吐温-20、
甲醇、乙腈、无水乙醇(分析纯, 国药集团化学试剂有限公

司); 磷酸盐缓冲液(phosphate buffered saline, PBS)(浓度

0.01 mol/L)、磷酸缓冲液(phosphate buffer, PB)、碳酸盐缓冲

液(carbonate buffer solution, CBS)(浓度 0.05 mol/L)、2-吗啉

乙磺酸缓冲液(2-morpholinoethanesulfonic acid, MES)(浓度

0.1 mol/L)、三羟甲基氨基甲烷盐酸盐[tris(hydroxymethyl) 
aminomethane hydrochloride, Tris-HCl](浓度 1 mol/L)、QBs
探针稀释液 [含 1%蔗糖、 0.2%牛血清白蛋白 (bovine 
albumin, BSA)、0.01 mol/L PBS](河南省华丰化学试剂有

限公司); BSA、鸡卵白蛋白(ovalbumin, OVA)、羊抗鼠二

抗(美国 Sigma 公司); 氨基水溶性 CdSe/ZnS 量子点溶液

(发射波长 600 nm±10 nm)(质量浓度 5 mg/mL, 北京北达

聚邦科技有限公司); OTA 单克隆抗体、OTA-OVA 包被抗

原、羧基化聚苯乙烯(polystyrene, PS)微球悬浮液(质量浓

度 10 mg/mL)、萃取液(60%乙醇-水体系)(实验室前期制

备); 聚氯乙烯黏性底板(polyvinyl chloride, PVC)、样品

垫、结合垫(玻璃纤维垫)、硝酸纤维素膜(nitrocellulose 

membrane, NC)、吸水垫(河北伊莱莎生物科技有限公司)。 

1.2  仪器与设备 

Sigma 3K15 低温高速离心机(德国 SIGMA 公司); HJ-3
数显恒温磁力搅拌器(上海龙跃仪器设备有限公司); X-only
单向喷点仪(美国 BioDot 公司); DZF-6020N(24L)台式真空干

燥箱、MS3 涡旋振荡器 (上海捷呈实验仪器有限公司 ); 
CM4000 全自动斩切机 (上海金标生物科技有限公司 ); 
HF6500 荧光读数仪(山东美正生物科技有限公司); ME203
电子天平(感量 0.01 g, 梅特勒托利多科技(中国)有限公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  QBs 探针的制备 
采用 PS 微球量子点负载法制备 QBs 探针, 通过 PS

微球表面的羧基与量子点表面氨基的共价偶联, 实现量子

点定向固定。取 1.0 mL 羧基化 PS 微球悬浮液(10 mg/mL), 
加入 3.0 mL MES (pH 6.0)混匀, 4000 r/min 离心 10 min, 弃
上清, MES (pH 6.0)重复洗涤 2 次后重悬于 1.0 mL MES 
(pH 6.0)中。立即加入 5.0 μL EDC (100 mg/mL) 和 5.0 μL 
NHS (50 mg/mL)室温活化 30 min。取质量浓度为 5 mg/mL
的氨基水溶性 CdSe/ZnS 量子点溶液 1.0 mL, 用 MES (pH 
6.0)进行缓冲液置换, 最终重悬于 1.0 mL MES (pH 6.0)中。

将上述准备好的氨基量子点溶液全部迅速加入活化好的

PS 微球悬液中, 室温磁力搅拌(300 r/min)反应 2 h。反应结

束后, 加入 50.0 μL Tris-HCl (pH 8.0), 室温淬灭 10 min, 
5000 r/min 离心 10 min, 弃上清, MES (pH 6.0)洗涤 3 次。 
1.3.2  QBs 探针的偶联  

采用 EDC/NHS 活化偶联法将 OTA 单克隆抗体直接

偶联至 QBs 探针表面: 取 0.5 mg QBs 探针重悬于 1.0 mL 
MES (pH 6.0)中, 加入 1.0 mg EDC、0.5 mg NHS 室温活化

反应 25 min; 离心, 弃去上清后重悬于 1.0 mL PBS (pH 7.4)
中, 立即加入 5.0 μL OTA 单克隆抗体(1 mg/mL)室温振荡

偶联 2 h, 离心, 弃上清, 用 PBS (pH 7.4)洗涤 2 次, 去除未

结合抗体。产物重悬至 MES (pH 6.0)中, 加入 mPEG-NH2(终
质量浓度 2 mg/mL)、10.0 μ L EDC (100 mg/mL)和 10.0 μL 
NHS (50 mg/mL)室温反应 1 h 后加入 BSA 至终浓度 1%, 继
续反应 1 h 后进行封闭, PBS (pH 7.4)充分离心洗涤 3 次。

重悬于含 1% BSA 的 PBS (pH 7.4)中, 4 ℃避光保存。 
1.3.3  赭曲霉毒素 A 量子检测系统开发 

OTA 量子检测系统由 PVC 黏性底板、样品垫、结合

垫、NC 膜、吸水垫、测试线(T 线)和质控线(C 线)等几个

部分组成。组装的 OTA 量子检测系统结构如图 1。 
将结合垫浸泡在预处理液中 30 min, 37 ℃烘干 2 h; 

用 X-only 单向喷点仪将偶联好 QBs 探针溶液(0.2 mg/mL)
均匀喷涂在结合垫上(1 μL/cm), 37 ℃真空干燥 1 h, 避光保

存; 将一定浓度的 OTA-OVA 和羊抗鼠二抗分别喷涂在测

试线(T 线)和质控线(C 线)上, 喷量 1 μL/cm, 线宽约 1 mm, 
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T 线与 C 线间距 5 mm, 37 ℃干燥 2 h, 密封避光保存。将

样品垫、预处理好的结合垫、NC 膜、吸水垫按照一定的组

装工艺依次黏贴于 PVC 底板上, 压实固定, 用切割机将层

压好的底板切割成 4 mm 宽的单条, 密封后 4 ℃保存备用。 
 

 
 

图 1  OTA 量子检测系统结构示意图 
Fig.1  Structural diagram of OTA quantum  

detection system 
 

1.3.4  OTA 检测系统测试方法建立 
称取 5 g 研磨好(约 50%能通过 20 目网筛)的样品于装

有 15.0 mL 萃取液(60%乙醇-水体系)的样品管中, 涡旋振

荡混匀 2 min, 取出 1.0 mL 于 1.5 mL 离心管中, 2000 r/min
低速离心 2 min 后取 100 μL 上清液于另一干净 1.5 mL 离

心管中, 调 pH 至 6.2~7.0, 将组装好的检测系统垂直放入

离心管中, 反应 3 min, 取出用 HF6500 荧光读数仪读取 T
线和 C 线的荧光信号值。 

1.4  关键工艺参数的优化 

1.4.1  OTA-OVA、QBs 探针稀释倍数的确定 
将 OTA-OVA 稀释成 0.05、0.07、0.10、0.15 mg/mL

不同的质量浓度划线包被在 NC 膜 T 线上, 将 QBs 探针按

1:5、1:10、1:15、1:20、1:30 倍数稀释后喷涂于结合垫上, 羊
抗鼠二抗固定 0.1 mg/mL 包被在 C 线上, 样品垫、结合垫、

NC 膜、吸水垫按照一定工艺组装, 将组装好的一系列测试系

统对应垂直放入盛有100 μL PBS的离心管中, 反应3 min, 读
取荧光强度, 选择最短时间内(抗体与抗原的亲和力最高、

结合速率最快, 能够实现快速检测)T/C＞1(包被在 T 线上

的 OTA-OVA能够高效地捕获游离的 QBs探针)的相应参数

组合, 确保方法兼具高灵敏度和现场快检的即时性。 
1.4.2  OTA-OVA 稀释液的优化 

选择 PBS、CBS、PB、Tris-HCl 缓冲液、含有 0.1%
吐温-20的PB、含有1% BSA的PB作为OTA-OVA稀释液, 分
别稀释 OTA-OVA 至 0.05 mg/mL, 并将其与 0.1 mg/mL 羊抗

鼠二抗一同划线包被于NC膜上, 组装检测系统, 对应垂直放

入盛有 100 μL OTA 标准品(0.5 ng/mL)离心管中, 反应结束

后观察 T 线和 C 线清晰度及荧光信号情况。 
1.4.3  结合垫处理液的优化 

采用玻璃纤维垫作为结合垫, 分别用不同处理液浸

泡过夜, 将浸泡的结合垫取出 60 ℃烘干 1 h 后取出组装测试

系统, 对应垂直放入盛有100 μL OTA标准品(0.5 ng/mL)的离

心管中, 反应结束后观察 T 线和 C 线显色情况、清晰度与

层析速度。 

1.5  OTA 量子检测系统性能评价 

1.5.1  标准曲线建立 
准确称取一定量的 OTA 标准品, 用甲醇-乙腈(1:1, V:V)

溶解, 配制成 1 mg/mL 标准储备液, 参照 GB 5009.96—2016
《食品安全国家标准 食品中赭曲霉毒素 A 的测定》, 独立配

制不同质量浓度的 OTA (0.5、1.0、2.0、4.0、6.0、8.0、10.0、
20.0、40.0 ng/mL), 各取 100 μL 上述 OTA 标准品稀释液及

PBS(空白对照)依次滴加至离心管中, 取组装好的 OTA 量

子检测系统垂直放入室温反应 3 min, 进行 3平行独立测试, 
荧光读数仪测定 T 线和 C 线的荧光信号值, 以 T/C 平均值

为纵坐标, OTA 标准品质量浓度为横坐标, 拟合曲线得到

线性回归方程, 确定方法线性范围、最低检出限(limit of 
detection, LOD)和定量限(limit of quantitation, LOQ)。 
1.5.2  特异性 

将高、中、低质量浓度的 OTA (20、8、2 ng/mL)标准

品溶液和高质量浓度(20 ng/mL)的其他标准品(OTB、OTC、

DON、ZEN、FB1、AFB1、AFB2、AFG1、T-2)按 1.3.4 进

行萃取反应、读取结果, 每个质量浓度进行 3平行独立测试。 
1.5.3  添加回收试验评价 

依据 LS/T 6142—2023 设计回收试验, 收集的不同基

质样品稻米、开心果、玉米、腰果、花生、大豆、核桃, 粉
碎后每个样本分成 3组, 每组分成 3份, 各称取 5 g于 50 mL
离心管中; 分别配制高、中、低质量浓度的标准溶液, 各
取 100 μL 对应添加至上述 50 mL 离心管中混匀后按 1.3.4
萃取检测。每组由 3 位评价人员独立测试。 

1.6  量子点荧光法的应用及与 HPLC 的比较 

选取小麦、玉米、花生、芝麻、核桃及无花果共 6 种

不同基质的样品作为检测对象。并分别采用量子点荧光微

球检测系统与高效液相色谱法进行测定, 3 平行测定, 以评

估量子点荧光法的应用效果。 

1.7  数据处理 

本研究采用 Origin 2022、S-Flow v2.0 软件进行数据

和图表处理, 每个实验重复 3 次。 

2  结果与分析 

2.1  OTA-OVA、QBs 探针稀释倍数优化结果 

实验结束观察 T 线、C 线荧光信号强度并记录结果见

表 1; 荧光读数仪读取T/C值并通过可视化图表分析, 综合

T 线和 C 线荧光信号情况及成本分析, 选择 T 线、C 线条

带荧光信号相对较强且 T 线显色值大于 C 线即 T/C 值大

于 1(如图 2)时组合, 最终确定 OTA-OVA 的最佳包被质

量浓度为 0.1 mg/mL, QBs 探针稀释倍数为 1:15, 如图 2。 
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表 1  OTA-OVA 包被质量浓度和 QBs 探针稀释倍数实验结果 
Table 1  Experimental results of OTA-OVA coating mass concentration and QBs probe dilution ratio 

QBs 探针稀释倍数 
OTA-OVA 包被质量浓度/(mg/mL) 

0.05 0.07 0.10 0.15 

OTA 

1:5 C+++/T++ C+++/T+++ C+++/T+++ C+++/T+++ 
1:10 C++/T+ C++/T++ C++/T++ C++/T+++ 
1:15 C+/T+ C+/T+ C+/T++ C+/T++ 
1:20 C+/T– C+/T– C+/T+ C+/T+ 
1:30 C-/T– C-/T– C+/T– C+/T– 

注: +++表示荧光信号较强; ++表示荧光信号中等; +表示有荧光信号; –表示无荧光信号。表 2 同。 
 

 
 

注: 图 B 中 1、2、3 表示选择的包被液浓度的 3 次平行试验结果。 
图 2  不同 OTA-OVA 包被浓度和 QBs 探针稀释倍数的 T/C 值 

Fig.2  T/C values of different OTA-OVA coating concentrations and dilution times of QBs probe 
 

2.2  OTA-OVA 稀释液优化结果 

在以上最佳 OTA-OVA、QBs 探针稀释倍数条件下, 对
OTA-OVA稀释液进行优化, 选择实验室常用的 6种稀释液

分别将 OTA-OVA 稀释至 0.05 mg/mL 和 0.1 mg/mL, 与羊

抗鼠二抗一同划线包被于 NC 膜上。实验结果如图 3, 综合

比较相同时间内各检测系统上 T 线、C 线荧光信号情况、

清晰度, 选择 PBS 作为包被原稀释液。 
 

 
 

图 3  各稀释液测试结果图 
Fig.3  Test result diagrams of each dilution solution 

 

2.3  结合垫处理液的优化结果  

选择 0.01 mol/L PBS、0.1%吐温-20+0.01 mol/L PBS、
0.1% PEG200+0.01 mol/L PBS 、 0.1% 吐 温 -20+0.1% 

PEG200+0.01 mol/L PBS 分别浸泡结合垫过夜, 处理后的

结合垫在上述最佳条件下荧光信号强度及反应灵敏度结果

见表 2, T 线和 C 线清晰度及 T/C 值结果见图 4。 0.01 mol/L 
PBS 处理结合垫后, 检测结果荧光信号直观较强且亮度接

近(即 T/C 值接近 1), 层析速度最快, 两线清晰度较好。最

终选择 0.01 mol/L PBS 作为结合垫处理液。 

2.4  OTA 标准曲线建立及检出限、定量限评估 

参照 GB 5009.96—2016 选取 OTA 标准品不同的质量

浓度, 3 平行独立测试, 得到 9 组有效数据如表 3, 以 T/C
平均值为纵坐标(Y), OTA 标准品质量浓度为横坐标(X, 
ng/mL), 绘制成散点图, 首先采用多项式拟合确定合适的

标 准 曲 线 范 围 如 图 5, 线 性 回 归 方 程

Y=0.0012X2–0.0692X+1.077, 决定系数 r2=0.9898, 线性预

拟合, 保留决定系数 r2 最大且符合标准曲线要求的 6 组连

续校准点数据, 线性拟合标准曲线如图 6, 线性回归方程

Y=–0.0599X+1.0546, 决定系数 r2=0.9966, 确定 1~20 ng/mL 为

定量线性范围, 符合 GB/T 27417—2017《合格评定 化学分

析方法确认和验证指南》标准中准确定量需求。OTA 标准

品质量浓度为 0.5 ng/mL时, 能够部分检出且平均T/C值接

近 1, 评估 LOD 为 0.5 ng/mL; 标准曲线起始质量浓度为

1.0 ng/mL, T/C 值稳定且小于 1, 评估 LOQ 为 1.0 ng/mL。

满足 GB 2761—2017 限量需求。 
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表 2  各结合垫处理液条件下的荧光信号强度及反应灵敏度 
Table 2  Fluorescence signal intensity and reaction sensitivity at each binding pad treatment solution 

结合垫处理液 荧光信号强度 灵敏度 

OTA 

0.01 mol/L PBS +++ 高 
0.1%吐温-20+0.01 mol/L PBS ++ 中等 
0.1% PEG200+0.01 mol/L PBS ++ 中等 

0.1%吐温-20+0.1% PEG200+0.01 mol/L PBS + 中等 

 
 

 
 
 

注: 1. 0.01 mol/L PBS, 2. 0.1%吐温-20+0.01 mol/L PBS,  
3. 0.1% PEG200+0.01 mol/L PBS, 4. 0.1%吐温-20+0.1% 

PEG200+0.01 mol/L PBS。 
图 4  各结合垫处理液条件下 T 线和 C 线情况 

Fig.4  Situations of T line and C line under the condition of 
treatment solution of each bonding pad 

 
表 3  OTA 标准品各质量浓度测试结果 

Table 3  Test results of each mass concentration of OTA standard 

序号 
OTA 标准品各 

质量浓度/(ng/mL) 
T/C 值 

平均 
T/C 值

1 0.5 1.40 0.99 0.97 1.10 
2 1.0 1.00 0.99 0.98 0.99 
3 2.0 0.94 0.96 0.94 0.95 
4 4.0 0.79 0.83 0.80 0.81 
5 6.0 0.68 0.70 0.70 0.69 
6 8.0 0.57 0.57 0.55 0.56 
7 10.0 0.48 0.47 0.47 0.47 
8 20.0 0.26 0.19 0.19 0.21 
9 40.0 0.13 0.15 0.17 0.15 

 

2.5  特异性结果 

通过对粮油作物、坚果污染常见的 8 种真菌毒素及赭

曲霉毒素常见的 2种共存毒素检测评估OTA量子检测系统

的特异性, 由图 7 中结果可知, 检测高质量浓度(20 ng/mL)
的其余 7 种真菌毒素及 2 种其他赭曲霉毒素时, T/C 值均在

1.1~1.5 之间, 与空白对照结果接近, 而 OTA 阳性样本(20、
8、2 ng/mL)的 T/C 值均小于 1, 证明该 OTA 量子检测系统

对OTA有优异的选择性, 与其他常见真菌毒素无交叉反应, 

能够从复杂的样本基质和结构类似物中准确识别出 OTA, 
同时也证实了实验室前期制备的 OTA 单克隆抗体的高特

异性。 
 

 
 

图 5  OTA 标准品不同质量浓度结果多项式拟合图 
Fig.5  Polynomial fitting diagram of different mass concentration 

results of OTA standard 
 

 
 

图 6  准确定量线性拟合图(标准曲线) 
Fig.6  Accurate quantitative linear fitting  

diagram (standard curve) 
 

 
 

图 7  特异性结果分析图 
Fig.7  Analysis chart of specificity results 
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2.6  添加回收测试结果分析评价 

高、中、低3组评价含量测试结果见表4, 参考LS/T 6142—2023
计算回收率和相对标准偏差(relative standard deviation, RSD)值, 
3 组回收率在均在 90.3%~114.5%之间, RSDs 均小于 15%, 在 3
种不同评价含量下的准确度和精密度均符合 LS/T 6142—2023
要求, 表明 OTA 量子检测系统对各评价含量响应值稳定, 
适合粮油作物及坚果中真菌毒素快速检测。 

2.7  量子点荧光法的应用及与 HPLC 的比较 

选取小麦、玉米、花生、芝麻、核桃及无花果 6 种不同

基质样品, 分别采用所建立的量子点荧光法与 HPLC 法进行

OTA含量测定, 结果如表5所示。以HPLC法作为参比方法, 两
种方法对不同基质样品的测定结果具有良好的一致性, 各基质

样品两组结果相对偏差均小于15%, 符合国家标准的精密度试

验要求, 表明量子点荧光法具有较高的检测准确性。 
 

表 4  回收试验测试结果及分析评价情况 
Table 4  Results of the recovery test and the analysis and evaluation situation 

样品名称 评价含量
/(ng/mL) 

评价人 1 结果 
/(ng/mL) 

评价人 2 结果
/(ng/mL) 

评价人 3 结果
/(ng/mL) 

回收率/% RSDs/% 

稻米 

20 

22.20 24.11 21.01 112.2 

11.0 

开心果 21.31 22.01 19.11 104.0 

玉米 23.21 23.09 18.21 107.5 

腰果 26.34 20.04 22.33 114.5 

花生 19.32 22.01 20.35 102.8 

大豆 20.41 19.31 17.39 95.1 

核桃 22.01 18.22 17.41 96.0 

稻米 

8 

8.99 8.11 8.31 105.8 

5.2 

开心果 7.82 8.02 7.91 98.9 

玉米 8.12 7.99 8.01 100.5 

腰果 7.89 7.62 7.85 97.3 

花生 8.19 8.92 7.49 102.5 

大豆 7.68 7.92 7.48 96.1 

核桃 8.01 8.14 7.22 97.3 

稻米 

2  

1.65 2.03 1.97 94.1 

6.40 

开心果 1.62 1.97 1.93 92.0 

玉米 1.91 1.94 1.95 96.6 

腰果 1.93 1.89 1.94 96.0 

花生 1.96 1.87 1.63 91.0 

大豆 1.87 1.83 1.72 90.3 

核桃 1.85 2.01 1.90 96.0 
 

表 5  量子点荧光法与 HPLC 检测不同样品的测试结果比较 
Table 5  Comparison of test results of different samples detected by quantum dot fluorescence and HPLC  

样品名称 
量子点荧光法结果/(μg/kg) HPLC 法结果/(μg/kg) 

精密度/% 
平行 1 平行 2 平行 3 平均值 平行 1 平行 2 平行 3 平均值 

小麦 6.84 5.88 6.75 6.49 6.36 7.11 7.26 6.91 6.07 

玉米 22.23 21.69 21.45 21.79 21.84 21.57 21.93 21.78 0.04 

花生 24.78 23.16 24.60 24.18 24.93 21.33 22.05 22.77 6.19 

芝麻 11.34 11.49 11.91 11.58 11.22 11.82 11.88 11.64 0.51 

核桃 52.56 53.10 53.07 52.91 45.39 52.98 50.79 49.72 6.4 

无花果 3.75 4.74 4.92 4.47 4.35 4.11 3.69 4.05 10.37 
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3  讨论与结论 

本研究通过将量子点负载于 PS 微球表面, 构建了量

子点微球复合信号标记物, 成功开发了一种基于 PS 微球

量子点负载技术的新型荧光免疫层析检测系统, 用于粮油

作物及坚果中 OTA 的快速定量分析。 
该设计在传统量子点标记技术基础上实现了重要改

进: 单个 PS 微球可携带大量量子点, 相当于对荧光信号

进行集成放大, 从而在免疫层析平台上实现了高检测灵

敏度, 检出限可达 0.5 ng/mL; QBs 探针偶联结束时使用

mPEG-NH2 和 BSA 进行双重封闭, 能有效减少非特异性

结合。 
针对坚果样品(花生、核桃、开心果等), 其高脂肪、

高蛋白的特性是提取的主要难点, 本研究尝试使用 60%乙

醇-水体系作为萃取液, 最大限度地去除脂肪、蛋白质等干

扰物质, 通过实验参数优化达到了萃取液与检测环境兼容, 
实现了环保、安全与实用。 

以 HPLC 作为参比, 两种方法检测结果一致性良好, 
而量子点荧光微球检测系统操作简便、响应快速、结果直

观, 无需大型精密仪器及复杂的样品前处理过程, 更适用

于真菌毒素的现场快速筛查及大批量样本的日常检测, 具
有良好的实用价值和推广应用前景。 

尽管本研究已对主要粮油作物及坚果基质进行了性

能评价, 但对于咖啡豆、葡萄酒、香料等其他 OTA 常见污

染载体 , 其样品基质更为复杂 , 可能存在更强的干扰效

应。因此, 后续可探索研究该方法在不同基质中的适用性

与抗干扰能力。还可进一步探索基于多种量子点编码与多

抗体并行检测技术 , 实现在同一检测平台上对 OTA、

AFB1、伏马毒素等多种真菌毒素的同步检测, 从而构建高

通量、多功能集成检测系统, 提升检测效率。 
综上所述, 本研究建立的基于 PS 微球量子点负载技

术的 OTA 量子检测系统, 具有灵敏度高、特异性强、定量

快速和操作简便等优点。标准化方法学评价验证了该方法

可靠、准确, 可为粮油作物及坚果中 OTA 的现场监测提供

有效的技术手段, 在食品安全风险预警与管控方面具有良

好的应用前景和推广价值。 
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