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摘要:杂色曲霉毒素(ＳｔｅｒｉｇｍａｔｏｃｙｓｔｉｎꎬＳＴ)是一种主要由杂色曲霉和构巢曲霉等真菌产生的次级代谢产物ꎬ其结构与黄曲

霉毒素相似ꎬ具有潜在的致癌性和毒性ꎬ严重危害人类生命健康ꎮ 研究发现部分中药易 ＳＴ 污染ꎬ但目前针对中药中 ＳＴ
的快速检测研究相对较少ꎮ 通过系统优化样品前处理条件及影响检测灵敏度的关键参数ꎬ建立了简便的间接竞争酶联
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相对标准偏差(ＲＳＤ)<１２％ꎮ 此外ꎬ该方法可抗基质干扰ꎬ只需利用溶剂标准曲线即可进行定量ꎮ 用所建立的 ｉｃ￣ＥＬＩＳＡ
对 ９６ 批薏苡仁样品进行了检测ꎬ并用液相色谱￣串联质谱(ＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ)对阳性样品进行了确证ꎮ 该 ｉｃ￣ＥＬＩＳＡ 快速、准确、
经济ꎬ可作为薏苡仁中 ＳＴ 高通量快筛的技术手段ꎬ同时为其他中药中 ＳＴ 的快速检测提供参考ꎮ
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第 ４６ 卷第 ８ 期 黄惠强等:间接竞争酶联免疫分析用于薏苡仁中杂色曲霉毒素的快速检测研究

　 　 杂色曲霉毒素( ＳｔｅｒｉｇｍａｔｏｃｙｓｔｉｎꎬＳＴ)是杂色

曲霉(Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｖｅｒｓｉｃｏｌｏｒ)和构巢曲霉(Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ
ｎｉｄｕｌａｎｓ)等真菌的代谢产物ꎬ是黄曲霉毒素 Ｂ１ 合

成的前体化合物ꎬ具有潜在的致癌性与肝肾毒

性[１]ꎬ其主要污染谷物类农产品[２]、中草药[３] 等ꎬ
是我国恶性肿瘤高发区居民饮食中的主要污染霉

菌毒素之一[４]ꎬ被国际癌症研究机构(ＩＡＲＣ)列为

２Ｂ 类致癌物质ꎮ
薏苡仁是一种传统的药食兼用谷物资源ꎬ主

产于东亚和东南亚[５]ꎬ且在欧洲被称为“生命健

康之禾”ꎮ 薏苡仁具有健脾益胃、补肺清热、利水

渗湿等功效[６]ꎬ其富含蛋白质、维生素、氨基酸和

纤维等物质ꎬ可作为滋补食品经常食用ꎮ 然而近

年来的研究发现ꎬ薏苡仁易污染多种真菌毒

素[７]ꎬ其中 ＳＴ 的污染率高达 １９％ ~ ２９􀆰 ９％[８￣１０]ꎮ
虽然目前仅捷克和斯洛伐克规定大米、蔬菜和土

豆等食品中 ＳＴ 不得超过 ５０ μｇ / ｋｇ[１１]ꎬ但鉴于 ＳＴ
的毒性和发生率ꎬ建立简便和灵敏的快速检测方

法对于监控薏苡仁中 ＳＴ 具有重要意义ꎬ可以减少

潜在的健康威胁ꎬ同时为风险评估及限量标准的

制订提供依据ꎮ
酶联免疫分析是真菌毒素快速筛查中常用的

检测方法ꎬ２０２０ 年版«中国药典» [１２] 已收载酶联

免疫分析法作为中药中黄曲霉毒素的快速筛查方

法ꎮ 目前ꎬ酶联免疫分析检测 ＳＴ 的研究相对较

少ꎬ且已有研究主要针对粮食基质[１３ꎬ１４]ꎬ未见在

中药基质检测中的应用ꎮ 本文以薏苡仁中 ＳＴ 为

检测对象ꎬ通过系统优化样品前处理方法以最大

程度降低薏苡仁基质对检测的干扰ꎬ提高检测灵

敏度及准确度ꎬ建立适用于薏苡仁中 ＳＴ 检测的间

接竞争酶联免疫分析法ꎮ

１　 实验部分

１􀆰 １ 　 主要仪器与试剂

Ｓｐａｒｋ 型酶标仪(瑞士帝肯集团有限公司)ꎻ
ＷＺ８０￣２ 型微孔板恒温振荡器(杭州佑宁仪器有

限公司)ꎻＶＯＲＴＥＸ￣６ 型漩涡混合器(江苏海门其

林贝尔仪器制造有限公司)ꎻＷＰ￣ＵＰ￣ＷＦ￣１０ 型超

纯水机(四川沃特尔浦水处理设备有限公司)ꎻ
ＤＨＭ￣２００ 型多管涡旋仪、ＢＭＢＦｒｅｅ￣１７ 型离心机

(博美科学仪器(广州)有限公司)ꎻＭＥ１０４ 型电子

天平(梅特勒￣托利多仪器 (中国) 有限公司)ꎻ
Ａｇｉｌｅｎｔ １２９０￣６４７０ 型液相色谱仪￣串联质谱仪(安

捷伦科技(中国)有限公司)ꎮ
ＳＴ 单克隆抗体和 ＳＴ￣ＢＳＡ 抗原(河北朗飞生

物科 技 有 限 公 司 )ꎻ ＳＴ、 Ａｆｌａｔｏｘｉｎ Ｂ１ ( ＡＦＢ１ )、
Ａｆｌａｔｏｘｉｎ Ｂ２(ＡＦＢ２)、Ａｆｌａｔｏｘｉｎ Ｇ１(ＡＦＧ１)、Ａｆｌａｔｏｘｉｎ
Ｇ２ ( ＡＦＧ２ )、 Ｏｃｈｒａｔｏｘｉｎ Ａ ( ＯＴＡ )、 Ｚｅａｒａｌｅｎｏｎｅ
(ＺＥＮ)对照品溶液(新加坡 Ｐｒｉｂｏｌａｂ 公司)ꎻ３ꎬ３′ꎬ
５ꎬ５′￣四甲基联苯胺显色液(ＴＭＢꎬ上海阿拉丁生

化科技股份有限公司)ꎻ牛血清白蛋白(ＢＳＡꎬ广州

唐庄生物科技有限公司)ꎻ辣根过氧化物酶标记

的羊抗鼠二抗(ＩｇＧ￣ＨＲＰꎬ南宁市蓝光生物技术有

限公司)ꎻ明胶(南京都莱生物技术有限公司)ꎻ甲
醇(ＣＨ３ＯＨ)、甲酸(ＣＨ２Ｏ２)、乙酸铵(Ｃ２Ｈ７ＮＯ２)
(质谱级ꎬ北京伊诺凯科技有限公司)ꎻ其他试剂

均为分析纯ꎮ
实验中使用的 ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ 碳酸盐包被缓冲液

(ｐＨ ９􀆰 ６ )、 封闭液、 磷酸盐缓冲液 ( ＰＢＳꎬ ｐＨ
７􀆰 ４)、洗涤液(ＰＢＳＴ)、１ ｍｏｌ / Ｌ 终止液(ＨＣｌ)均按

照课题组的方法进行配制[１５]ꎮ
９６ 批薏苡仁样品随机购买于中国的药店与

超市ꎬ编号为 Ｓ１￣Ｓ９６ꎬ经广东药科大学中药学院

李明教授鉴定为禾本科植物薏苡(Ｃｏｉｘ ｌａｃｒｙｍａ￣
ｊｏｂｉ Ｌ.ｖａｒ.ｍａ￣ｙｕｅｎ(Ｒｏｍａｎ.) Ｓｔａｐｆ)的干燥成熟种

仁(薏苡仁)ꎮ 薏苡仁样品经粉碎、密封后置于－
２０ ℃冰箱中保存ꎮ
１􀆰 ２ 　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １ 　 样品溶液的制备

称取 １ ｇ 薏苡仁样品粉末ꎬ加入 １０ ｍＬ Ｖ(乙
腈) ∶Ｖ(水)＝ ８０ ∶２０ 混合溶液ꎬ涡旋 １０ ｍｉｎ 后于

１０ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎꎬ取适量上清液用 ＰＢＳ
稀释 ２０ 倍ꎬ于 １０ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎꎬ取上清

液备用ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２ 　 ｉｃ￣ＥＬＩＳＡ 检测过程

首先将用包被液稀释的 １００ μＬ /孔 ＳＴ￣ＢＳＡ
抗原溶液加入酶标板孔中ꎬ４ ℃ 过夜孵育ꎮ 用

ＰＢＳＴ 洗板 ３ 次ꎬ加入 ２００ μＬ /孔封闭液ꎬ３７ ℃孵

育 ２ ｈꎮ 用 ＰＢＳＴ 洗板两次ꎬ然后加入 ５０ μＬ ＳＴ 对

照品或样品溶液及等体积的 ０􀆰 １％明胶 ＰＢＳ 抗 ＳＴ
单克隆抗体稀释溶液ꎬ继续孵育 １ ｈꎮ 随后用

ＰＢＳＴ 洗板 ３ 次ꎬ加入 ０􀆰 １％明胶￣ＰＢＳ 稀释的 １００
μＬ /孔 ＩｇＧ￣ＨＲＰ 溶液后孵育 １ ｈꎮ 用 ＰＢＳＴ 洗涤

板孔 ４ 次ꎬ并加入 １００ μＬ /孔显色溶液进行显色ꎮ
显色 １０ ｍｉｎ 后ꎬ每孔加入 ５０ μＬ 终止溶液终止显

色反应ꎬ于 ４５０ ｎｍ 处测得黄色产物的吸光度值ꎮ

５８
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用抑制率 Ｂ / Ｂ０(ＳＴ 浓度为 ０ 的 ＯＤ 为 Ｂ０ꎬ其他不

同 ＳＴ 浓度的 ＯＤ 为 Ｂ)与 ＳＴ 对照品溶液浓度的

对数作图绘制抑制曲线ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３ 　 ＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ 检测条件

本研究参考文献[９]中 ＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ 检测方法

对薏苡仁样品中 ＳＴ 的含量进行测定ꎮ 色谱条件:
色谱柱为Ｗａｔｅｒｓ ＣＯＲＴＥＣＳＴＭ ＵＰＬＣ Ｃ１８(１００ ｍｍ×
２􀆰 １０ ｍｍꎬ１􀆰 ６０ μｍ)ꎻ流动相:Ａ 相为体积分数

０􀆰 １％甲酸和 １ ｍｍｏｌ / Ｌ 乙酸铵的水溶液ꎬＢ 相为

甲醇ꎻ梯度洗脱(０ ~ ２ ｍｉｎꎬ１０％ Ｂꎻ２ ~ ３ ｍｉｎꎬ２０％
Ｂꎻ３~ ４ ｍｉｎꎬ２１％ Ｂꎻ４ ~ ５ ｍｉｎꎬ２６％ Ｂꎻ５ ~ ９ ｍｉｎꎬ
２７％ Ｂꎻ９~ ９􀆰 ５ ｍｉｎꎬ５０％ Ｂꎻ９􀆰 ５ ~ １２ ｍｉｎꎬ６５％ Ｂꎻ
１２~１５ ｍｉｎꎬ８０％ Ｂꎻ１５ ~ １５􀆰 １ ｍｉｎꎬ９５％ Ｂꎻ１５􀆰 １ ~
１７􀆰 ８ ｍｉｎꎬ ９５％ Ｂꎻ １７􀆰 ８ ~ １８ ｍｉｎꎬ １０％ Ｂꎻ １８ ~
２１ ｍｉｎꎬ１０％ Ｂ)ꎻ进样量 ２ μＬꎻ柱温 ４０ ℃ꎻ流速

０􀆰 ３ ｍＬ / ｍｉｎꎮ
质谱条件:采用电喷雾离子源( Ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｒａｙ

ＩｏｎｉｚａｔｉｏｎꎬＥＳＩ)ꎻ扫描模式采用多重反应监测模式

(Ｍｕｌｔｉｐｌｅ Ｒｅａｃｔｉｏｎ ＭｏｎｉｔｏｒｉｎｇꎬＭＲＭ)ꎻ喷雾电压

３􀆰 ０ ｋＶ(＋)ꎬ２􀆰 ５ ｋＶ(－)ꎻ鞘气流速 ４０ Ｌ / ｈｒꎻ离子

传输毛细管温度 ３５０ ℃ꎮ 其他质谱参数见表 １ꎮ
表 １ 　 ＳＴ 的质谱参数注

Ｔａｂ.１　 Ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ＳＴ

真菌
毒素

ＥＳＩ
模式

离子对 /
(ｍ / ｚ)

碰撞能量 /
ｅＶ

保留时间 /
ｍｉｎ

ＳＴ ＥＳＩ＋
３２５􀆰 １→３０９􀆰 ９
３２５􀆰 １→２８０􀆰 ９∗

３５
５１ １４􀆰 ３８

　 　 注:∗为定量离子对ꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １ 　 抗原、抗体浓度的优化

为达到最佳检测灵敏度ꎬ首先采用棋盘滴定

法对抗原和抗体的浓度进行筛选ꎮ 初步研究发

现ꎬ当包被抗原浓度为 ０􀆰 ０３１ μｇ / ｍＬ、抗体浓度为

０􀆰 ０６３ μｇ / ｍＬ 和包被抗原浓度为 ０􀆰 ０６３ μｇ / ｍＬ、
抗体浓度为 ０􀆰 ０３１ μｇ / ｍＬ 时ꎬ其吸光度值接近于

１􀆰 ０(表 ２)ꎮ 因此ꎬ用这两组抗原、抗体浓度绘制

抑制曲线ꎬ通过进一步对比灵敏度筛选出最佳抗

原、抗体浓度ꎮ 如图 １ 所示ꎬ当抗原包被浓度

０􀆰 ０６３ μｇ / ｍＬ、抗体浓度为 ０􀆰 ０３１ μｇ / ｍＬ 时ꎬ检测

灵敏度较高ꎮ 因此ꎬ后续研究将在该抗原和抗体

浓度下进行ꎮ
２􀆰 ２ 　 提取溶剂的优化

ＳＴ 常用的提取溶液为甲醇￣水[１４ꎬ１６] 和乙腈￣

　 　 　 　 　 　表 ２ 　 棋盘法筛选最佳抗原、抗体浓度

Ｔａｂ.２　 Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ｏｐｔｉｍａｌ ａｎｔｉｇｅｎ ａｎｄ ａｎｔｉｂｏｄｙ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｂｙ ｔｈｅ ｃｈｅｃｋｅｒｂｏａｒｄ ｍｅｔｈｏｄ

抗原浓度 /
(μｇ􀅰ｍＬ－１)

抗体浓度 / (μｇ􀅰ｍＬ－１)
０􀆰 ２５０ ０􀆰 １２５ ０􀆰 ０６３ ０􀆰 ０３１ ０􀆰 ０１６

０􀆰 ２５０ ２􀆰 ８５ ２􀆰 ３８ ２􀆰 ２９０ ２􀆰 ０８０ １􀆰 ２４０

０􀆰 １２５ ２􀆰 １８ ２􀆰 ２４ １􀆰 ９３０ １􀆰 ５５０ ０􀆰 ７９９

０􀆰 ０６３ ２􀆰 ０７ １􀆰 ８３ １􀆰 ３８０ ０􀆰 ９６２ ０􀆰 ６０７

０􀆰 ０３１ １􀆰 ８８ １􀆰 ４２ ０􀆰 ９８５ ０􀆰 ６５３ ０􀆰 ４２５

０􀆰 ０１６ １􀆰 ５５ １􀆰 ０６ ０􀆰 ６８９ ０􀆰 ４５３ ０􀆰 ２８１

图 １　 不同抗原抗体浓度的溶剂标准曲线

Ｆｉｇ.１　 Ｓｏｌｖｅｎｔ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅｓ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ａｎｔｉｇｅｎ￣ａｎｔｉｂｏｄｙ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

水溶液[１７ꎬ１８]ꎮ 但相对于甲醇而言ꎬ乙腈具有较好

的沉淀蛋白作用ꎬ能使提取的溶液更澄清[１９]ꎬ同
时根据本课题组的前期研究[１５ꎬ２０]ꎬ后续实验将选

用 Ｖ(乙腈) ∶Ｖ(水)＝ ８０ ∶２０ 作为提取溶剂ꎮ
２􀆰 ３ 　 稀释溶剂的优化

本研究首先对比了水、ＰＢＳ、１０％甲醇￣水和

１０％甲醇￣ＰＢＳ 这 ４ 种常用的稀释溶剂的效果ꎮ
初步以 ＢＸ０ / Ｂ０(阴性样品溶液与 ０ ｎｇ / ｍＬ ＳＴ 对照

品溶液吸光度值的比值)和 ＩＸ０ / Ｉ０(阴性加标样品

溶液与相同 ＳＴ 浓度条件下的对照品溶液的抑制

率比值)是否均接近于 １􀆰 ０ 作为评价指标ꎬ筛选

获得最佳稀释溶剂ꎮ 如图 ２ａ 所示ꎬ经稀释后ꎬ薏
苡仁基质对检测抑制率的影响较小ꎬ且 ４ 种稀释

溶剂的效果较为接近ꎬ但 ４ 种稀释溶剂均无法解

决样品基质对检测显色值的抑制问题ꎮ 经查阅文

献发现ꎬ一定浓度的吐温￣２０ 可减少样品基质对

免疫 反 应 的 影 响ꎬ 可 使 抗 原 抗 体 结 合 更 牢

固[２１ꎬ２２] ꎮ 因此ꎬ本文尝试在 ４ 种稀释溶剂中分

别加入 ０􀆰 ０１％吐温￣２０ 后进行对比ꎬ发现加入吐

温￣２０ 后ꎬ可消除基质对显色值的抑制作用(图

２ｂ)ꎮ 后续ꎬ选取对抑制率和显色值影响相对较

小的 ０􀆰 ０１％吐温￣２０ ＰＢＳ 作为稀释溶剂ꎬ对比了

溶剂标准曲线和基质匹配标准曲线的差异ꎬ结
果显示两条标准曲线重合度不理想(图 ３)ꎬ还需

要进一步优化ꎮ

６８
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ａ.不同稀释溶剂的 ＢＸ０ / Ｂ０ 与 ＩＸ０ / Ｉ０ 图ꎻ

ｂ.０􀆰 ０１％吐温￣２０ 不同稀释溶剂的 ＢＸ０ / Ｂ０ 与 ＩＸ０ / Ｉ０ 图

图 ２　 稀释溶剂的优化

Ｆｉｇ.２　 Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｌｕｔｉｏｎ ｓｏｌｖｅｎｔｓ

图 ３　 溶剂和基质匹配标准曲线

Ｆｉｇ.３　 Ｓｏｌｖｅｎｔ ａｎｄ ｍａｔｒｉｘ ｍａｔｃｈｉｎｇ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ

２􀆰 ４ 　 提取液稀释倍数的考察

从 ２􀆰 ３ 的实验结果可知ꎬ以 ０􀆰 ０１％吐温￣２０
ＰＢＳ 作为稀释溶剂时ꎬ样品基质对抑制率和显色

值的干扰相对比较同步ꎬ均为增强效应ꎬ且影响程

度较为接近ꎬ因此本研究拟通过调整稀释倍数ꎬ进
一步消除基质干扰ꎮ 如图 ４ 所示ꎬ当样品提取液

稀释倍数为 ２０ 倍时ꎬＢＸ０ / Ｂ０ 与 ＩＸ０ / Ｉ０ 均较为接近

于 １􀆰 ０ꎬ因此ꎬ本研究选用稀释倍数 ２０ 倍来进行

后续的实验ꎮ

图 ４　 稀释倍数的优化

Ｆｉｇ.４　 Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｌｕｔｉｏｎ ｍｕｌｔｉｐｌｅｓ

２􀆰 ５ 　 料液比优化

采用酶联免疫分析方法快速检测中药中真菌

毒素时ꎬ样品提取采用的料液比通常为 １ ∶ ５
(ｇ / ｍＬ) [２０ꎬ２３]ꎮ 然而ꎬ在本实验中发现ꎬ当样品提

取料液比为 １ ∶５(ｇ / ｍＬ)时ꎬ回收率偏低ꎮ 因此ꎬ
将料液比调整为 １ ∶１０(ｇ / ｍＬ)ꎮ 由图 ５ 可知ꎬ当
料液比为 １ ∶１０(ｇ / ｍＬ)时ꎬ４ 种不同加标水平的回

收率均得到明显改善ꎮ

图 ５　 料液比的优化

Ｆｉｇ.５　 Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｍａｔｅｒｉａｌ￣ｌｉｑｕｉｄ ｒａｔｉｏ

２􀆰 ６ 　 方法学考查

２􀆰 ６􀆰 １ 　 线性与范围

用溶剂以及阴性薏苡仁样品(经 ＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ
确证)溶液ꎬ分别配制不同浓度(０、０􀆰 ００７ ８、０􀆰 ０３１
２５、０􀆰 ０６２ ５、０􀆰 １２５、０􀆰 ２５、０􀆰 ５、１、２、４、４０ ｎｇ / ｍＬ)
的 ＳＴ 对照品溶液ꎬ并根据 １􀆰 ２􀆰 ２ 项下操作进行检

测ꎮ 以 ＳＴ 对照品溶液的浓度对数为横坐标、抑制

率 Ｂ / Ｂ０ 为纵坐标ꎮ 数据采用 ＯｒｉｇｉｎＰｒｏ ２０２１ 软件

进行拟合ꎬ绘制溶剂标准曲线和基质匹配标准曲

线ꎮ 由图 ６ 和表 ３ 可知ꎬ溶剂抑制曲线和基质匹配

抑制曲线的 ＩＣ５０分别为 ０􀆰 １１、０􀆰 １２ ｎｇ / ｍＬꎬ检测范

ａ.溶剂与基质的非线性拟合曲线ꎻｂ.溶剂与基质线性拟合直线

图 ６　 溶剂和基质匹配标准曲线

Ｆｉｇ.６　 Ｓｏｌｖｅｎｔ ａｎｄ ｍａｔｒｉｘ ｍａｔｃｈｉｎｇ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅｓ

７８
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表 ３ 　 标准曲线参数

Ｔａｂ.３　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ

　 线性回归方程 Ｒ２

灵敏度
ＩＣ５０ /
(ｎｇ􀅰
ｍＬ－１)

线性
范围 /
(μｇ􀅰
ｋｇ－１)

Ｂ０

溶剂标准
曲线　 　

ｙ＝－０􀆰 ４１９ １３ｘ＋
０􀆰 ２３６ ５６

０􀆰 ９９６ ０􀆰 １１ ６􀆰 ２５~１００ ０􀆰 ９７６

基质匹配
标准曲线

ｙ＝－０􀆰 ４０７ ８５ｘ＋
０􀆰 ２５９ ４２

０􀆰 ９９７ ０􀆰 １２ ６􀆰 ２５~１００ ０􀆰 ９６１

围均为 ０􀆰 ０３１ ２５~０􀆰 ５ ｎｇ / ｍＬ(６􀆰 ２５~１００ μｇ / ｋｇ)ꎮ
２􀆰 ６􀆰 ２ 　 基质效应评价

在免疫分析中ꎬ样品基质是否影响检测常采

用基质效应(ＭＥ)来评价ꎮ 基质效应为基质匹配

标准曲线的线性方程斜率与溶剂标准曲线的线性

方程斜率比值的百分比[２４]ꎮ 根据中药有害残留

物分析中质量控制指导原则[２５]:当 ＭＥ 在 ８５％ ~
１１５％范围内时ꎬ则可认为基质效应不明显ꎮ 值得

注意的是ꎬ当 ＭＥ 符合要求时ꎬ还需关注基质匹配

标准曲线的 Ｂ０ 与溶剂标准曲线的 Ｂ０ 两者的比

值ꎬ该比值越接近于 １ꎬ检测准确度越高ꎮ 根据表

３ 中的结果进行计算ꎬＭＥ 为 ９７􀆰 ３％ꎬ并且两条标

准曲线的 Ｂ０ 比值为 ０􀆰 ９８４ꎬ表明样品的基质效应

对于结果的影响可忽略ꎬ后续可直接采用溶剂标

准曲线进行实际样品的分析ꎮ
２􀆰 ６􀆰 ３ 　 特异性

本研究采用 ＳＴ 与 ４ 种黄曲霉毒素(ＡＦＢ１、
ＡＦＢ２、ＡＦＧ１、ＡＦＧ２ ) 和两种其他常见真菌毒素

(ＺＥＮ、ＯＴＡ)的交叉反应率来评价所建立的 ｉｃ￣
ＥＬＩＳＡ 的特异性ꎮ 交叉反应率为 ＳＴ 的 ＩＣ５０与各

种真菌毒素的 ＩＣ５０比值的百分比ꎮ 结果表明ꎬＳＴ
与 ４ 种黄曲霉毒素的交叉反应率均 < ０􀆰 １％ꎬ与
ＺＥＮ 和 ＯＴＡ 几乎无交叉反应ꎬ表明本文所建立的

ｉｃ￣ＥＬＩＳＡ 具有较高的特异性ꎮ
２􀆰 ６􀆰 ４ 　 准确度与精密度

称取 １ ｇ 阴性薏苡仁样品ꎬ平行称定 １２ 份ꎬ
分别以 １２􀆰 ５、２５、５０、１００ μｇ / ｋｇ ４ 个添加水平进行

加标回收率试验ꎬ考察方法的准确度与精密度ꎮ ４
个加标浓度分别重复 ３ 份ꎬ按照研究得到的最佳

样品前处理条件进行样品制备ꎬ并按照 １􀆰 ２􀆰 ２ 进

行测定ꎮ 从表 ４ 可知ꎬ加标回收率为 ７９􀆰 ２７％ ~
９９􀆰 ９５％ꎬＲＳＤ<１２％ꎮ 用 ５０ μｇ / ｋｇ 加标水平的薏

苡仁样品考察日内和日间精密度ꎬ其中ꎬ平行制备

６ 份ꎬ按照 １􀆰 ２􀆰 ２ 在同一天内进行检测获得日内

精密度ꎻ每天平行制备 ２ 个样品ꎬ连续检测 ５ ｄ 获

得日间精密度ꎮ 结果表明ꎬ日内、日间精密度分别

为 ５􀆰 ８９％、 ６􀆰 ６４％ꎮ 参 考 ２０２０ 年 版 « 中 国 药

典» [１２] 中对酶联免疫法回收率的规定 ( ６０％ ~
１２０％)以及 ＧＢ / Ｔ ３３４１１—２０１６«酶联免疫分析试

剂盒通则» [２６] 中对 ＲＳＤ 的规定(ＲＳＤ<２０％)ꎬ本
研究建立的 ｉｃ￣ＥＬＩＳＡ 准确度与精密度均符合检

测要求ꎮ
表 ４ 　 薏苡仁中的加标回收率和变异系数

Ｔａｂ.４　 Ｓｐｉｋｅｄ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ａｎｄ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ ｏｆ
ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｉｎ ｃｏｉｘ ｓｅｅｄ (ｎ＝ ３)

ＳＴ 加标水平 /
(μｇ􀅰ｋｇ－１)

检测值 /
(μｇ􀅰ｋｇ－１)

回收率 /
％

ＲＳＤ /
％

１２􀆰 ５ １１􀆰 ８９ ９５􀆰 １４ １１􀆰 ３

２５ １９􀆰 ８２ ７９􀆰 ２７ ６􀆰 ７

５０ ４９􀆰 ９８ ９９􀆰 ９５ ４􀆰 １

１００ ８５􀆰 ２７ ８５􀆰 ２７ ５􀆰 ５

２􀆰 ６􀆰 ５ 　 检测限和定量限

在 ＥＬＩＳＡ 中[２７]ꎬ抑制率 １０％时所对应的浓度

为检测限(Ｌｉｍｉｔ Ｏｆ ＤｅｔｅｃｔｉｏｎꎬＬＯＤ)ꎻ抑制率 ２０％
时所对应的浓度为定量限(Ｌｉｍｉｔ Ｏｆ Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎꎬ
ＬＯＱ)ꎮ 因此ꎬ本研究用于检测薏苡仁中 ＳＴ 的 ｉｃ￣
ＥＬＩＳＡ 检测限和定量限分别为 ３􀆰 ２６、６􀆰 ５０ μｇ / ｋｇꎮ
２􀆰 ７ 　 实际样品检测

采用所建立的 ｉｃ￣ＥＬＩＳＡ 对 ９６ 批薏苡仁样品

进行检测ꎬ发现 ５ 批为阳性样品(ＳＴ 含量大于检

测限则视为阳性样品)ꎬ其中 ３ 批样品的 ＳＴ 含量

>ＬＯＱꎮ 用 ＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ 对 ５ 批薏苡仁阳性样品进

行了确证(表 ５)ꎬ代表性色谱图见图 ７ꎮ ３ 批 ＳＴ

ａ.ＳＴ 对照品ꎻｂ.样品 Ｓ９４

图 ７　 样品的 ＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ 谱图

Ｆｉｇ.７　 ＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ
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表 ５ 　 薏苡仁阳性样品中 ＳＴ 含量注

Ｔａｂ.５　 ＳＴ ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓａｍｐｌｅ ｏｆ
ｃｏｉｘ ｓｅｅｄｓ

样品号 产地
ＳＴ 含量 / (μｇ􀅰ｋｇ－１)

ｉｃ￣ＥＬＩＳＡ ＬＣ￣ＭＳ

Ｓ６ 贵州 <ＬＯＱ ２􀆰 ７８

Ｓ１６ 贵州 <ＬＯＱ １􀆰 ２８

Ｓ６１ 辽宁 ７􀆰 ７５ ６􀆰 ６２

Ｓ８５ 贵州 １５􀆰 １６ １７􀆰 ９８

Ｓ９４ 贵州 １０９􀆰 ５８ １１０􀆰 ９３

　 　 注:ＬＯＱ 为定量限ꎮ

含量大于 ＬＯＱ 的薏苡仁样品的 ｉｃ￣ＥＬＩＳＡ 与

ＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ 的检测数据通过 Ｐｅｒｓｏｎ 相关系数计算

结果为 ０􀆰 ９９９ ４ꎬ表明本研究建立的 ｉｃ￣ＥＬＩＳＡ 准

确可靠ꎮ

３　 结论

薏苡仁具有较高的营养价值和保健作用ꎬ人
们喜爱以多种方式进行长期食用ꎬ而薏苡仁中污

染的 ＳＴ 会因为蓄积而危害人体健康ꎮ 因此ꎬ有必

要建立简便、快速的技术手段对薏苡仁中的 ＳＴ 进

行检测和监控ꎮ 本研究基于简单的样品前处理方

法ꎬ建立了一种无需任何校正ꎬ只需溶剂标准曲线

即可定量的 ｉｃ￣ＥＬＩＳＡꎬ方法灵敏、准确、可靠ꎬ可用

于薏苡仁中 ＳＴ 的大规模筛查ꎬ有助于降低食用薏

苡仁产生的安全隐患ꎬ同时本研究可为其他中药

中 ＳＴ 快速检测方法的建立提供参考ꎮ
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