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乳制品中黄曲霉毒素 Ｍ１含量的酶联免疫法评价
马　芸，赵　营，姜　瑞，吴　燕，张峰峰

（农业部枸杞产品质量监督检验测试中心／宁夏农林科学院农业资源与环境研究所，宁夏银川７５０００２）

　　摘要：采用酶联免疫法测定生鲜牛乳和巴氏杀菌乳中黄曲霉毒素Ｍ１的含量，用加标回收率及精密度试验评价了
结果的准确性及可靠性。结果表明，生鲜牛乳和巴氏杀菌乳的加标回收率平均值分别为９７．４％、９４．１％，回收率相对
标准偏差（ＲＳＤ）分别为１．７％、１．２％。生鲜牛乳和巴氏杀菌乳中黄曲霉毒素Ｍ１浓度分别为４．３３、４．３９ｎｇ／Ｌ，ＲＳＤ分
别为０．５８％、０．３３％。采用酶标仪测定乳制品中黄曲霉毒素Ｍ１含量具有很好的准确性和精密度。
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　　黄曲霉毒素（ａｆｌａｔｏｘｉｎ，ＡＦ）是由多种霉菌如黄曲霉和寄
生霉菌产生的有毒代谢物［１－２］。黄曲霉毒素衍生物包括 Ｂ１、
Ｂ２、Ｇ１、Ｇ２、Ｍ１、Ｍ２等［３］，其中 Ｂ１毒性最强，Ｍ１、Ｇ１次之，
Ｂ２、Ｇ２、Ｍ２较弱［４］。当饲料含水量超过１５％时，黄曲霉毒素
大量繁殖。奶牛进食含有黄曲霉毒素的饲料后，黄曲霉毒素

Ｂ１通过羟基化被转化成黄曲霉毒素 Ｍ１，黄曲霉毒素 Ｍ１相
对稳定，牛奶常规处理方法如巴氏灭菌法对其没有影响，因此

如果原奶中存在黄曲霉毒素 Ｍ１，其终端产品中也存在［５］。

ＧＢ９６７６—１９８８《牛乳及其制品中黄曲霉毒素Ｍ１限量卫生标
准》规定，黄曲霉毒素 Ｍ１限量值分别为：酸牛奶 ≤
０．２μｇ／ｋｇ、生鲜牛乳≤０．５μｇ／ｋｇ、液态乳≤０．２μｇ／ｋｇ。目
前，黄曲霉毒素的检测方法主要包括层析法、色谱法、免疫法

等［３，５－８］。本研究以生鲜牛乳和巴氏杀菌乳为材料，通过酶联

免疫法测定生鲜牛乳和巴氏杀菌乳中黄曲霉毒素 Ｍ１含量，
旨在为测定乳制品中黄曲霉毒素Ｍ１含量提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料
生鲜牛乳，采自宁夏银川某奶牛场；巴氏杀菌乳，市售。

１．２　仪器及试剂
ＥＬｘ８０８ＩＵ酶标仪、感量０．０００１ｇ分析天平，１００μＬ和

２００μＬ多通道移液器，氮吹仪，离心机，黄曲霉毒素 Ｍ１检测
试剂盒。甲醇；清洗液（ＰＢＳ－Ｔ）：０．６２ｇＮａＨ２ＰＯ４·２Ｈ２Ｏ＋
５．７３ｇＮａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ＋９ｇＮａＣｌ，定容至１０００ｍＬ，再加
０．５ｍＬ吐温２０。
１．３　样品制备

将未处理的生鲜牛乳冷藏过夜，形成脂肪球。若样品为

室温保存或样品在运输中已混合，将单位体积样品冷藏１～
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２ｈ，２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上层脂肪，使用下层脱脂牛奶
用于检测。均质化牛奶：因为均质化的脂肪球很难通过高速

离心去除，因此可直接用于检测。奶酪：取１ｇ奶酪或浸软的
奶酪置于有盖离心管中，加入５ｍＬ甲醇，密闭，混合 ５ｍｉｎ，
５０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取０．５ｍＬ上清液至试管，用氮吹仪
处理使甲醇挥发，形成板固体黏性沉积物。加入０．５ｍＬ试剂
盒提供的空白脱脂牛奶，剧烈涡旋１ｍｉｎ，静置５ｍｉｎ，取２份
２００μＬ牛奶提取物用于检测。
１．４　方法

将所有试剂恢复至室温。移取２００μＬ标准品或样品至
微孔板，每次移取均采用新枪头，轻柔吹打混匀，至少吹打３
次，记录标准品和样品的位置。用密封袋密封微孔板，避免水

分挥发，室温避光孵育 ２ｈ。将微孔板放入洗板机中，用含
００５％吐温２０的ＰＢＳ缓冲液 Ｒ洗涤微孔，重复３次。洗涤
完成后，将微孔板取出倒置于吸水纸上，轻拍微孔板以去除残

液。每孔分别加入１００μＬ酶标记结合物，摇匀，密封微孔板，
室温避光孵育１５ｍｉｎ；加入１００μＬ底物溶液（ＴＭＢ）至所有
孔，密封微孔板，室温避光孵育１５～２０ｍｉｎ；加入１００μＬ终止
液至所有孔终止反应，溶液颜色由蓝转黄。酶标仪工作条件：

检测波长４５０ｎｍ，中速振动０．０２５，２７℃延迟０．０２５，终点法
正常读取吸光度。

１．５　标准曲线绘制
根据试剂盒提供的黄曲霉毒素 Ｍ１标准品的浓度系列，

分别移取２００μＬ至相应的微板孔中进行测定，结果见表１。
表１　标准系列吸光度

Ｍ１浓度（ｐｇ／ｍＬ） 吸光度 相对吸光度

０．０ １．８９４ １００
５．０ １．８３５ ９６．８８
１０．０ １．６６６ ８７．９６
２５．０ １．２６９ ６７．００
５０．０ ０．９８８ ５２．１６
１００．０ ０．６７５ ３５．６４

　　注：曲线相关系数ｒ＝－０．９９６３，可满足检测的要求。

２　结果与分析

２．１　乳制品中黄曲霉毒素Ｍ１含量测定结果可靠性评价
由表２可知，在本底相对吸光度为 １０３．１２，加标量为

５０．０ｐｇ／ｍＬ条件下，生鲜牛乳中黄曲霉毒素 Ｍ１的加标测定
相对吸光度为１５４．８６～１５５．８１，回收率为９５．０％ ～９９．５％。
在本底相对吸光度为１０２．４８，加标量为５０．０ｐｇ／ｍＬ条件下，
巴氏杀菌乳中黄曲霉毒素 Ｍ１的加标测定相对吸光度为
１５４９８～１５５．５６，回收率为９３．０％ ～９５．９％。说明采用酶联
免疫法测定乳制品中黄曲霉毒素 Ｍ１含量回收率很高。生鲜
牛乳和巴氏杀菌乳的平均回收率分别为９７．４％和９４．１％，二
者相对标准偏差（ＲＳＤ）分别为１．７％、１．２％，都低于５％，说
明测定结果可靠性极高。

２．２　乳制品中黄曲霉毒素Ｍ１含量测定结果精密度评价
为了评价乳制品中黄曲霉毒素 Ｍ１含量测定结果精密

度，对生鲜牛乳和巴氏杀菌乳分别选取１０个样本测定。表３
表明，生鲜牛乳中黄曲霉毒素 Ｍ１含量为４．３０～４．３８ｎｇ／Ｌ，
平均为 ４．３３ｎｇ／Ｌ。巴氏杀菌乳黄曲霉毒素 Ｍ１含量为
４．３６～４．４０ｎｇ／Ｌ，平均为４．３９ｎｇ／Ｌ。生鲜牛乳和巴氏杀菌

乳中黄曲霉毒素 Ｍ１测定结果的 ＲＳＤ值分别为 ０．５８％、
０３３％，远低于５％，说明测定结果的精密度极高。

表２　乳制品中黄曲霉毒素Ｍ１含量测定回收率

样品
本底

（相对吸光度）

加标量

（ｐｇ／ｍＬ）
加标测定值

（相对吸光度）

回收率

（％）
ＲＳＤ
（％）

生鲜牛乳 １０３．１２ ５０．０ １５５．２８ ９７．５
１０３．１２ ５０．０ １５５．４９ ９６．５
１０３．１２ ５０．０ １５４．８６ ９９．５
１０３．１２ ５０．０ １５４．９６ ９８．０
１０３．１２ ５０．０ １５５．１７ ９５．０
１０３．１２ ５０．０ １５５．８１ ９７．６
平均 ９７．４ａＡ １．７

巴氏杀菌乳 １０２．４８ ５０．０ １５４．９８ ９５．９
１０２．４８ ５０．０ １５５．４９ ９３．６
１０２．４８ ５０．０ １５５．５６ ９３．０
１０２．４８ ５０．０ １５５．４７ ９３．７
１０２．４８ ５０．０ １５５．５１ ９３．５
１０２．４８ ５０．０ １５５．２０ ９４．９
平均 ９４．１ｂＢ １．２

　　注：同列数据后不同大写字母表示差异极显著，不同小写字母表
示差异显著。

表３　乳制品中黄曲霉毒素Ｍ１含量测定结果精密度评价

样品
浓度

（ｎｇ／Ｌ）
平均值

（ｎｇ／Ｌ）
ＲＳＤ值
（％）

生鲜牛乳 ４．３５，４．３０，４．３４，４．３３，４．３３，
４３０，４．３５，４．３８，４．３１，４．３２

４．３３ ０．５８

巴氏杀菌乳 ４．３８，４．４０，４．３８，４．３６，４．４０，
４３７，４．３９，４．４０，４．３８，４．４０

４．３９ ０．３３

３　结论

本研究表明，生鲜牛乳和巴氏杀菌乳中黄曲霉毒素 Ｍ１
平均回收率分别为９７．４％、９４．１％，测定结果的相对标准偏
差分别为１．７％、１．２％，测定结果可靠性高。生鲜牛乳和巴
氏杀菌乳中黄曲霉毒素 Ｍ１测定值平均分别为 ４．３３、
４．３９ｎｇ／Ｌ，相对标准偏差分别为０．５８％、０．３３％，测定结果精
密度高。因此，采用酶联免疫法检测黄曲霉毒素 Ｍ１含量能
够满足食品检验的要求。
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