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　　摘要：脱氧雪腐镰刀菌烯醇（ｄｅｏｘｙｎｉｖａｌｅｎｏｌ，ＤＯＮ）是粮食作物中常见的污染毒素之一，建立相应的快速筛选方法
尤为必要。基于抗原－抗体特异性反应，建立 ＤＯＮ间接竞争 ＥＬＩＳＡ方法。优化反应条件（抗原和抗体浓度、离子强
度、ｐＨ值、有机溶剂），该方法检测限可达３．１２ｎｇ／ｍＬ。为进一步提高检测灵敏度，以碳纳米管为载体，荷载酶标记二
抗分子，构建通用型的多酶信号颗粒。建立多酶辅助信号放大的ＤＯＮ免疫分析方法，优化多酶颗粒浓度后，检测限可
达０．６３ｎｇ／ｍＬ，比间接竞争ＥＬＩＳＡ方法灵敏度提高５倍。对大米、小麦和玉米进行加标试验，添加回收率在８７．６５％～
１１４．５０％间；在本地购买的谷物样本中ＤＯＮ最高检出浓度为１４７．６４ｎｇ／ｇ，检出率为５３．３３％，该方法操作简单、快速、
灵敏度高，可为谷物中真菌毒素污染提供有力的检测与监测手段。
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　　真菌毒素是真菌产生的次级代谢产物，极易在
作物生长、收获及粮食储藏过程中产生［１］。在我

国，由于人们的传统饮食规律，谷物食用比例远高

过西方国家，使得真菌毒素危害十分明显［２］。其

中，脱氧雪腐镰刀菌烯醇（ｄｅｏｘｙｎｉｖａｌｅｎｏｌ，ＤＯＮ）是从
被禾谷镰刀菌污染的玉米中分离出的一种真菌毒

素，并且是粮食作物中常见的污染毒素之一，因其

能够引起呕吐，故又称呕吐毒素［３～４］。ＤＯＮ能够直
接污染农作物，然后通过农作物进入到人或动物体

内，能够诱发呕吐，导致动物出现厌食、胃肠炎、腹

泻、生长缓慢，甚至还会产生免疫抑制或血液病

等［５～６］。有研究表明，９０％感染真菌毒素的样本里
均含有ＤＯＮ［７］。我国规定谷物及其制品中 ＤＯＮ的
限量标准为１ｍｇ／ｋｇ［８］，联合国食品添加剂专家委
员会规定人体对 ＤＯＮ及其衍生物每日最大耐受摄
入量为１μｇ／ｋｇ［９］。郭红卫等在对我国河南地区及
上海市赤霉病流行年份与非流行年份小麦中镰刀

菌污染情况进行调
!

时，发现ＤＯＮ含量的中位数分
别为９３３．０、１４．２ｍｇ／ｋｇ［１０］，远高于我国规定的限量
标准。常规真菌毒素检测以仪器分析方法为主，包

括高效液相色谱法［１１～１２］、液质联用［１３～１４］等技术，尽

管灵敏度高、准确性好，但这些仪器分析均需要专

业技术人员操作，且仪器设备成本高，前处理过程

复杂，不能满足大规模样本快速分析需求。免疫分

析方法具有灵敏度高、特异性好等优点，适用于大

量样本的现场筛查，已广泛应用于食品安全、环境

监测、临床诊断等领域［１５～１６］。

免疫分析方法是基于抗原 －抗体的特异性结
合，结合酶、荧光物质［１７］、纳米颗粒［１８］等报告分子，

输出检测信号。凭借高效催化作用、专一性等特

点，酶在免疫分析方法中应用最为广泛，为高灵敏

度分析方法的构建提供了重要元件。借助纳米颗

粒［１９］、聚合物［２０］、抗原 －抗体［２１］、生物素 －亲和
素［２２］等系统，将多个酶共同组装在一起而形成多酶

颗粒，极大增加了单位反应单元的酶数量，提高了

检测信号值［２３］，从而达到提升检测灵敏度的目

的［２４］。纳米科技的发展为多酶颗粒的制备提供了

多种可能，新型的纳米材料，例如纳米金颗粒

（ＡｕＮＰｓ）、碳纳米管（ｃａｒｂｏｎｎａｎｏｔｕｂｅｓ，ＣＮＴｓ）等，具
有尺寸小、比表面积大、荷载量大等优势，可作为酶

的载体［２５］，并且这些纳米材料还可较好地保存酶的

催化活性，避免在苛刻条件下酶活性的丧失［２６］。笔
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者所在研究组前期分别合成了基于 ＡｕＮＰｓ和 ＣＮＴｓ
的多酶颗粒，发现以 ＣＮＴｓ为载体的颗粒能够荷载
更多的蛋白酶分子，具有更高的催化效率，并且对

于免疫分析方法灵敏度的提升更为显著［２７］。

本研究以 ＣＮＴｓ为载体，荷载酶蛋白分子，构建
通用型的多酶信号颗粒，建立多酶辅助信号放大的

ＤＯＮ免疫分析方法，并对市售谷物样本进行检测。
该方法操作简单、快速、灵敏度高，可为谷物中 ＤＯＮ
的检测与监测提供有力的技术保障。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
羊抗鼠酶标二抗（ＨＲＰｌａｂｅｌｌｅｄＧｏａｔａｎｔｉ－

ｍｏｕｓｅａｎｔｉｂｏｄｙ，ＧＡＭ－ＨＲＰ），购自美国 Ｊａｃｋｅｔ公
司；明胶和３，３′，５，５′－四甲基联苯胺（３，３′，５，５′－
Ｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌｂｅｎｚｉｄｉｎｅ，ＴＭＢ），购自美国 Ｓｉｇｍａ公司；
超高纯羧基化单壁碳纳米管（ｓｉｎｇｌｅ－ｗａｌｌｅｄｃａｒｂｏｎ
ｎａｎｏｔｕｂｅｓ，ＳＷＣＮＴｓ），购自江苏先丰纳米材料科技
有限公司；ＤＯＮ单克隆抗体以及 ＤＯＮ包被原
ＯＶＡ－ＤＯＮ，购自深圳市科捷实业发展有限公司；其
他常规试剂购自国药集团。

多功能酶标仪（奥地利 Ｉｎｆｉｎｉｔｅ公司，Ｉｎｆｉｎｉｔｅ
Ｍ１０００ＰＲＯ）；磁力搅拌器 （德国 ＩＫＡ公司，Ｃ－
ＭＡＧＨＳ４）；低温高速离心机（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司，
５４１５Ｄ）。
１．２　试验方法
１．２．１　间接竞争ＥＬＩＳＡ方法检测ＤＯＮ的流程　在
酶标板中，每孔加入 １００μＬ适量稀释的 ＯＶＡ－
ＤＯＮ，４℃过夜；倒掉孔内液体，拍干后每孔加入封
闭液２００μＬ（ＰＢＳ，０．０１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ值７．４，含１％明
胶），３７℃孵育２ｈ，倒掉孔内液体，拍干；采用 ＰＢＳ
（０．０１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ值７．４）将 ＤＯＮ标准品配制成系
列浓度，在每个孔中加入５０μＬＤＯＮ标准品，再加
入 ５０μＬ经过适度稀释后的 ＤＯＮ抗体，在３７℃下
孵育培养３０ｍｉｎ；采用 ＰＢＳＴ（含０．５％ Ｔｗｅｅｎ－２０
ＰＢＳ）洗涤３次并拍干，每个孔中加入１００μＬ适度
稀释后的 ＧＡＭ－ＨＲＰ，３７℃下孵育３０ｍｉｎ；ＰＢＳＴ
洗涤３次并拍干，后在每个孔中加入现场配制的
ＴＭＢ显色液１００μＬ，３７℃孵育１０ｍｉｎ；最后每孔加
入５０μＬ终止液（２ｍｏｌ／ＬＨ２ＳＯ４），并用酶标仪检测
４５０ｎｍ处吸光度。以ＤＯＮ标准品浓度的对数为横
坐标，Ｂ／Ｂ０为纵坐标绘制标准曲线，其中，Ｂ为不同
浓度标准品对应的 Ｄ值，Ｂ０为标准品浓度为０时，

对应的 Ｄ值，即最大 Ｄ值。计算半数抑制浓度
（ＩＣ５０）、最低检测限（ＩＣ９０）和检测范围（ＩＣ２０～ＩＣ８０）。
１．２．２　条件优化
１．２．２．１　最适抗原抗体浓度优化　通过使用棋盘
法进行研究，寻找抗原抗体的最佳反应浓度。酶标

板每行包被不同浓度的 ＯＶＡ－ＤＯＮ，每孔加入
１００μＬ，４℃过夜；洗涤及封闭同“１．２．１”节；将
ＤＯＮ抗体用ＰＢＳ缓冲液分别稀释至不同浓度，并依
次加入至不同列孔板中，每孔 １００μＬ，３７℃孵育
３０ｍｉｎ；其余洗涤、加入酶标记物、显色、终止等流程
同“１２１”节。经过试验，把阳性对照／阴性对照
（Ｐｏｓｉｔｉｖｅ／Ｎｅｇａｔｉｖｅ，Ｐ／Ｎ）≥２．１，且吸光度达约 １．０
时的抗原及一抗浓度作为最佳反应浓度，其中

Ｐ／Ｎ＝（Ｄ标本 －Ｄ空白对照）／（Ｄ阴性对照 －Ｄ空白对照）。
１．２．２．２　最适理化条件的优化　（１）最适 ｐＨ值：
配制 ｐＨ值分别为 ６．０、７．０、７．４、８．００．０１ｍｏｌ／Ｌ
ＰＢＳ缓冲液，采用上述缓冲液稀释 ＤＯＮ标准品，按
“１２１”节方法进行检测，每组设置３个平行，绘制
标准曲线并计算ＩＣ５０。（２）最适离子强度：分别配制
离子强度为 ０．０１、００５、０．１、０．１５、０．２０ｍｏｌ／Ｌ的
ＰＢＳ缓冲液（ｐＨ值依据上述试验获得），采用上述
缓冲液稀释ＤＯＮ标准品，按“１．２．１”节方法进行检
测，每组设置 ３个平行，绘制标准曲线并计算其
ＩＣ５０。（３）最适有机溶剂用量：分别配制含有 ０％、
１０％、２０％、３０％及５０％甲醇的 ＰＢＳ缓冲液（ｐＨ值
和离子强度依据上述试验获得），采用上述缓冲液

稀释ＤＯＮ标准品，按“１．２．１”节方法进行检测，每
组设置３个平行，绘制标准曲线并计算其ＩＣ５０。
１．２．３　ＳＷＣＮＴｓ多酶信号颗粒的制备与评估
１．２．３．１　ＳＷＣＮＴｓ多酶信号颗粒的制备　０．２ｍｇ
羧基化 ＳＷＣＮＴｓ，超声悬于 １ｍＬＭＥＳ溶液中，至
ＳＷＣＮＴｓ完全分散；加入一定量的 ＧＡＭ－ＨＲＰ，４℃
混合搅拌过夜；５０００ｇ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，去除上清
液；将沉淀 ＳＷＣＮＴｓ／ＧＡＭ－ＨＲＰ超声重悬于１ｍＬ
含有２％ ＢＳＡ的 ＭＥＳ溶液中，４℃保存备用。对
ＳＷＣＮＴ上结合的 ＧＡＭ－ＨＲＰ用量进行优化，分别
加入２０、４０、６０、８０μｇＧＡＭ－ＨＲＰ，产物分别命名为
ＳＷＣＮＴｓ／ＧＡＭ－ＨＲＰ－１、ＳＷＣＮＴｓ／ＧＡＭ－ＨＲＰ－
２、ＳＷＣＮＴｓ／ＧＡＭ－ＨＲＰ－３和 ＳＷＣＮＴｓ／ＧＡＭ－
ＨＲＰ－４。
１．２．３．２　ＳＷＣＮＴｓ多酶信号颗粒的评估　应用
“１２．１”节和“１．２．２”节所建立优化后的ＤＯＮ间接
竞争ＥＬＩＳＡ方法，将其中使用的 ＧＡＭ－ＨＲＰ替换
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为“１．２．３．１”节中合成不同 ＳＷＣＮＴｓ／ＧＡＭ－ＨＲＰ，
评估多酶颗粒的结合能力和信号放大效果。

１．２．４　基于多酶辅助信号放大的呕吐毒素检测方
法的建立与优化

１．２．４．１　基于多酶辅助信号放大的呕吐毒素检测
流程　包被、封闭、ＤＯＮ抗体竞争结合步骤与
“１２１”节相同；加入不同浓度 ＳＷＣＮＴｓ／ＧＡＭ－
ＨＲＰ颗粒，振荡条件下３７℃孵育３０ｍｉｎ；显色、终
止及读值步骤同“１．２．１”节。
１．２．４．２　条件优化　为进一步提升方法性能，对
ＤＯＮ抗体的工作浓度及 ＳＷＣＮＴｓ／ＧＡＭ－ＨＲＰ颗粒
的工作浓度进行优化。ＤＯＮ抗体设置３个工作浓度
（１∶２０００、１∶４０００和１∶６０００），ＳＷＣＮＴｓ／ＧＡＭ－
ＨＲＰ设置３个工作浓度（１∶１０、１∶２０和１∶４０），同
时设置不同ＤＯＮ标准品浓度（０．０、０．１、１．０ｎｇ／ｍＬ）及
空白对照（竞争步骤中，不加ＤＯＮ抗体以及ＤＯＮ标
准品）。将不同浓度的 ＤＯＮ抗体与不同浓度的
ＳＷＣＮＴｓ／ＧＡＭ－ＨＲＰ进行交叉匹配，选择灵敏度最
高的组合。

１．２．５　方法的性能评估
１．２．５．１　间接竞争性标准曲线　基于“１．２．４”节
中优化条件，按照“１．２”节中试验流程，分别配制
ＤＯＮ标准品浓度为１、２、４、８、１６ｎｇ／ｍＬ，并绘制标准
曲线，每组试验设 ３个平行。计算半数抑制浓度
（ＩＣ５０）、最低检测限（ＩＣ９０）和检测范围（ＩＣ２０～ＩＣ８０）。
１．２．５．２　交叉反应　选取ＤＯＮ结构类似物及不同
真菌毒素（３－Ａｃ－ＤＯＮ、１５－Ａｃ－ＤＯＮ、Ｔ－２毒
素、ＺＥＮ、ＡＦＢ１）做交叉反应的测定，对本试验方法
的特异性进行评价。交叉反应（ｃｒｏｓｓｒｅａｃｔｉｖｉｔｙ，
ＣＲ）＝ＩＣ５０（ＤＯＮ）／ＩＣ５０（类似物）×１００％。
１．２．５．３　精密度　将基于多酶辅助信号放大的
ＤＯＮ检测方法的标准曲线进行重复测定１０次，第２
天再次检测，计算批内和批间变异系数（ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ
ｏｆｖａｒｉａｔｉｏｎ，ＣＶ）。
１．２．６　谷物样本的检测
１．２．６．１　添加回收试验　把大米、玉米和小麦的阴
性样品进行粉碎，粉碎后通过２０目筛，称取１０ｇ，加
入２０ｍＬ２０％甲醇溶液，振荡２ｍｉｎ，取１ｍＬ上清液
于４０００ｇ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，吸取上清液，并稀释１０
倍，配制终浓度为 ０、１、４、８ｎｇ／ｍＬＤＯＮ溶液，按
“１．２．４．１”节方法进行检测。每种添加浓度重复３
次，添加回收率 ＝（检测浓度 －本底浓度）／实际添
加浓度×１００％。

１．２．６．２　实际样本检测　在江苏省镇江市大型超
市中，采购大米、玉米和小麦样本各 ５种，应用
“１２．４．１”节方法进行检测。

２　结果与讨论

２．１　ＤＯＮ间接竞争性ＥＬＩＳＡ的建立
ＥＬＩＳＡ方法的建立是基于抗原与抗体的特异性

反应，其中，包被原的浓度、抗体的浓度、反应的条

件等均会不同程度地影响方法性能，因此需要对其

进行优化。首先，采用棋盘法对抗原和抗体的浓度

进行优化，由表１可知，通常选择Ｄ值在１．０左右的
配对浓度作为最适条件，其中，包被原１∶５００／抗体
１∶８０００、包被原１∶１０００／抗体１∶４０００和包被原
１∶２０００／抗体１∶２０００这３组均符合此条件。其
中，第１组空白值偏高，选择包被浓度较高的一组
（包被原１∶１０００／抗体１∶４０００）为最适工作浓度。

表１　棋盘法筛选最适抗原与抗体浓度

抗体

稀释倍数

不同包被抗原稀释倍数下的Ｄ值

１∶５００ １∶１０００１∶２０００１∶４０００１∶８０００空白

１∶５００ ２．９６ ２．４２ ２．１０ １．２９ ０．７８ ０．１４

１∶１０００ ２．５６ ２．１１ １．３４ ０．９１ ０．６９ ０．０５

１∶２０００ １．９６ １．４７ １．０３ ０．７１ ０．４７ ０．０４

１∶４０００ １．５５ ０．９５ ０．６５ ０．４２ ０．３１ ０．０５

１∶８０００ １．０７ ０．７１ ０．５６ ０．３９ ０．２３ ０．０３

空白 ０．１４ ０．０５ ０．０４ ０．０５ ０．０３

　　其次，对反应的条件进行优化，包括 ｐＨ值、离
子强度以及有机溶剂含量。由图１可知，ｐＨ值在
６．０～７．４时，Ｂ０值变化不大，当 ｐＨ值达８．０时，Ｂ０
值略有增加；同时，当 ｐＨ值为７．４时，ＩＣ５０值最低。
溶液的离子强度越高，Ｂ０值越小，而 ＩＣ５０值随离子
强度增加而增加。当离子强度为０．０１ｍｏｌ／Ｌ时，Ｂ０
值最高而ＩＣ５０值最低。在实际样本检测时，需要加
入有机溶剂作为提取液，因此，需要评估有机溶剂

对反应的影响，选择常用的甲醇进行评估。该方法

对甲醇的耐受性较好，当甲醇浓度低于３０％时，Ｂ０
值和ＩＣ５０值变化不大，当甲醇浓度达５０％时，灵敏度
显著下降。最终选用０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ（ｐＨ值７．４，
含２０％甲醇）作为样品溶液来稀释ＤＯＮ标准品。
　　基于以上优化条件，建立ＤＯＮ间接竞争检测标准
曲线（图２）。该方法线性范围８．８５～３５．１７ｎｇ／ｍＬ，
ＩＣ５０为１８．１３ｎｇ／ｍＬ，检测限为３．１２ｎｇ／ｍＬ。
２．２　ＳＷＣＮＴｓ多酶信号颗粒的优化

以碳纳米管为载体，可荷载较多的蛋白酶颗粒
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放大检测信号，还可有效保留酶的活性［２６］。由图３
可知，本研究中，将ＧＡＭ－ＨＲＰ偶联在ＳＷＣＮＴｓ上，
形成一种通用的信号放大探针，可适用于间接

ＥＬＩＳＡ方法，用于替代传统的酶标二抗，提升灵敏
度。纳米材料上荷载的酶蛋白的量与方法的灵敏

度直接相关，因此对 ＧＡＭ－ＨＲＰ的用量进行优化。
随着ＧＡＭ－ＨＲＰ用量的增加（从２０μｇ至８０μｇ），
同等条件下显色的Ｄ值显著增加。因此，后续试验
中ＧＡＭ－ＨＲＰ的用量为 ８０μｇ，即采用 ＳＷＣＮＴｓ／
ＧＡＭ－ＨＲＰ－４作为信号放大元件。

２．３　基于多酶辅助信号放大的呕吐毒素检测方法
的建立及优化

引入合成的 ＳＷＣＮＴｓ／ＧＡＭ－ＨＲＰ－４，构建多
酶辅助信号放大的呕吐毒素检测方法。由表 ２可

知，由于酶促信号的放大作用，对 ＤＯＮ抗体和多酶
信号颗粒的用量再次进行优化，同时设置不同的

ＤＯＮ标准品，帮助评估每一种条件下方法的灵敏
度。选择的标准为：（１）当 ＤＯＮ标准品为０ｎｇ／ｍＬ
时，显色值在１．０左右；（２）不同的 ＤＯＮ浓度条件
下，显色呈现明显的梯度为佳；（３）为避免多酶信号
颗粒吸附造成的背景干扰，空白值应尽可能小。根

据以上条件，发现当 ＳＷＣＮＴｓ／ＧＡＭ－ＨＲＰ－４用量
较大（１∶１０）时，整体背景值均较高（空白超过
０１）；在试验中，通过增加洗涤次数、提高洗液中的表
面活性剂Ｔｗｅｅｎ－２０的含量，均不能有效降低背景。
ＳＷＣＮＴｓ／ＧＡＭ－ＨＲＰ－４用量为１∶２０和１∶４０时，
背景值均较低。在 ＤＯＮ抗体 （１∶１２０００）／
ＳＷＣＮＴｓ／ＧＡＭ－ＨＲＰ－４（１∶２０）和 ＤＯＮ抗体
（１∶８０００）／ＳＷＣＮＴｓ／ＧＡＭ－ＨＲＰ－４（１∶４０）这２
组条件，最大的Ｄ值均在１．０左右，同时前一组合在
不同ＤＯＮ浓度下，梯度变化趋势更为明显，灵敏度更
高。因此，确定最适的ＤＯＮ抗体浓度为１∶１２０００，
ＳＷＣＮＴｓ／ＧＡＭ－ＨＲＰ－４最适浓度为１∶２０。

表２　ＤＯＮ抗体和多酶信号颗粒的用量优化

多酶

信号颗粒

ＤＯＮ
（ｎｇ／ｍＬ）

不同ＤＯＮ抗体浓度下的Ｄ值

１∶４０００ １∶８０００ １∶１２０００

平行１ 平行２ 平行１ 平行２ 平行１ 平行２

１∶１０ ０ ３．２５ ３．１３ ３．０１ ２．８７ ２．５６ ２．４７
５ ２．９８ ２．８７ ２．５４ ２．３７ ２．０３ １．８９
５０ １．７１ １．８２ １．５５ １．４９ １．２１ １．３１

空白 ０．１５ ０．１８ ０．１９ ０．１９ ０．１６ ０．１８
１∶２０ ０ ２．２３ ２．３４ １．７８ １．８９ １．２３ １．１２

５ １．５６ １．４５ １．２１ １．１１ ０．６７ ０．５６
５０ ０．９８ ０．７８ ０．５４ ０．５４ ０．２３ ０．２１
空白 ０．０５ ０．０５ ０．０６ ０．０７ ０．０４ ０．０３

１∶４０ ０ １．５６ １．４９ １．１３ １．０８ ０．８７ ０．７９
５ ０．７８ ０．６７ ０．５６ ０．４９ ０．４５ ０．４３
５０ ０．４５ ０．４８ ０．３１ ０．２９ ０．２１ ０．１９

空白 ０．０５ ０．０３ ０．０４ ０．０４ ０．０３ ０．０５
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　　基于以上优化后的反应条件，建立了基于多酶
辅助信号放大的ＤＯＮ标准曲线。由图４可知，该方
法的线性范围为 ０．９３～９．４０ｎｇ／ｍＬ，ＩＣ５０为
３．９３ｎｇ／ｍＬ，检测限为０．６３ｎｇ／ｍＬ。相对于间接竞
争 ＥＬＳＡ方法，本方法的灵敏度提高约 ５倍
（３．１２ｎｇ／ｍＬ至０．６３ｎｇ／ｍＬ）。在对方法进行优化
的过程中，发现在同样的包被浓度条件下，基于多

酶辅助信号放大的 ＥＬＩＳＡ方法中抗体的用量
（１∶１２０００）远小于间接竞争ＥＬＳＡ方法（１∶４０００）。
在与同样浓度的包被原和标准品竞争结合时，抗体

越少，越容易被标准品完全抑制，显示出更高的灵

敏度；但同时也会导致与包被原结合减少，信号强

度降低，因此通过ＳＷＣＮＴｓ／ＧＡＭ－ＨＲＰ有效信号放
大，保障了信号强度，使得灵敏度显著增加。与已

报道的 ＤＯＮ免疫分析方法相比（灵敏度分别为
９８３ｎｇ／ｍＬ［２８］、１０ｎｇ／ｍＬ［２９］、２．９７ｎｇ／ｍＬ［３０］），所
建立的新方法具有较好的灵敏度，能够满足食品中

ＤＯＮ检测的要求。

　　交叉反应结果见图５。由图５可知，所建立的
新方法仅与 ３－Ａｃ－ＤＯＮ有较弱的交叉反应
（４４％），与 １５－Ａｃ－ＤＯＮ、Ｔ－２、ＺＥＮ、ＯＴＡ和
ＡＦＢ１无明显的交叉反应，这表示本方法具有良好
的特异性。由表３可知，本方法的批内差在３．６７％ ～
９０９％，平均值为 ７．２７％；批间差在 ４．７２％ ～
１３７８％，平均值为 ９．５７％。批内差和批间差均小
于１５％，表明该方法具有较高的精密度。
２．４　谷物样本的检测

为评价新构建方法的实际应用性，对大米、小

麦和玉米３种谷物的样品进行加标回收试验。由表
４可知，方法回收率在８７．６５％～１１４．５０％之间，这个
数据表明新方法在实际谷物样品ＤＯＮ的检测中具有
较高的准确性。于７月在镇江市吉麦隆及大润发超

表３　ＥＬＩＳＡ方法的批内和批间差异

ＤＯＮ
（ｎｇ／ｍＬ）

批内差 批间差

均值（ｎ＝１０） ＣＶ（％） 均值（ｎ＝１０） ＣＶ（％）

０ １．２１±０．０４ ３．６７ １．２９±０．０９ ６．６５

１ ０．９６±０．０７ ６．９１ ０．９２±０．０７ ８．０６

２ ０．８５±０．０７ ８．０３ ０．８２±０．０４ ４．７２

４ ０．６１±０．０６ ９．０９ ０．５８±０．０６ １１．３４

８ ０．２８±０．０２ ７．３２ ０．２６±０．０３ １２．８５

１６ ０．１５±０．０２ ８．５７ ０．１１±０．０２ １３．７８

平均值 ７．２７ ９．５７

表４　基于多酶辅助信号放大的ＤＯＮ检测方法添加回收试验

样本
添加浓度

（ｎｇ／ｍＬ）
计算浓度

（ｎｇ／ｍＬ）
回收率

（％）

大米 ０ ＜ＬＯＤ

１ １．０４±０．０９ １０３．６５

４ ４．３９±０．１８ １０９．７４

８ ７．３６±０．３６ ９２．０３

玉米 ０ ＜ＬＯＤ

１ ０．８８±０．０３ ８７．６５

４ ４．３１±０．２８ １０７．７７

８ ８．１９±０．５７ １０２．４９

小麦 ０ ＜ＬＯＤ

１ １．１３±０．０７ １１３．２１

４ ４．５８±０．２３ １１４．５０

８ ７．２９±０．４２ ９１．１３

市中采集了大米、小麦和玉米样品各５个，采用建立
的新方法进行检测。由表５可知，１５个样本中 ＤＯＮ
检出浓度在＜ＬＯＤ～１４７．６４ｎｇ／ｇ，检出率为５３．３３％。

３　结论

新型纳米材料的发展为免疫分析方法中信号

放大策略提供了新的契机。本研究以 ＳＭＷＣＮＴｓ为
载体，荷载ＧＡＭ－ＨＲＰ，构建通用型的多酶信号颗
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表５　实际样本检测结果

样本作物 样本编号 检测浓度（ｎｇ／ｇ）

大米 Ｒ－１ ＜ＬＯＤ

Ｒ－２ ４３．５６

Ｒ－３ ＜ＬＯＤ

Ｒ－４ ＜ＬＯＤ

Ｒ－５ ３．２０

玉米 Ｃ－１ ５９．３２

Ｃ－２ ＜ＬＯＤ

Ｃ－３ １０６．３２

Ｃ－４ ８７．２２

Ｃ－５ ＜ＬＯＤ

小麦 Ｗ－１ １２．２４

Ｗ－２ １４７．６４

Ｗ－３ ＜ＬＯＤ

Ｗ－４ ＜ＬＯＤ

Ｗ－５ ２３．２２

粒，建立了多酶辅助信号放大的呕吐毒素免疫分析

方法；相较于间接竞争ＥＬＳＡ方法，该方法的灵敏度
提高了约５倍（３．１２ｎｇ／ｍＬ至０．６３ｎｇ／ｍＬ）；同时
具有良好的特异性、准确性。对大米、小麦和玉米

加标试验显示，回收率在８７．６５％ ～１１４．５０％之间；
在１５个谷物样本中 ＤＯＮ检出浓度在 ＜ＬＯＤ～
１４７６４ｎｇ／ｇ，检出率为５３．３３％。该方法操作简单、
快速、灵敏度高，可为谷物中真菌毒素及其他污染物

的检测与监测提供有力的技术保障。
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ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｆｕｍｏｎｉｓｉｎ Ｂ１，ｄｅｘｙｏｎｉｖａｌｅｎｏｌ，ａｎｄ

ｚｅａｒａｌｅｎｏｎｅｉｎｇｒａｉｎｓ［Ｊ］．ＦｏｏｄＣｏｎｔｒｏｌ，２０２０，１１７：１０７３３１．

孙海红，董国强，蔡　葵，等．油茶变态叶中糖类物质的单糖组成与抗氧化活性分析［Ｊ］．江苏农业科学，２０２２，５０（１７）：２１７－２２１．

ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０２２．１７．０３５

油茶变态叶中糖类物质的单糖组成与抗氧化活性分析

孙海红１，董国强２，蔡　葵１，吕享华１，孙永红１，薛鲁燕１，张瑞巧１，王文娇１，赵征宇１，石大川１

（１．青岛市农业科学研究院，山东青岛２６６１００；２．青岛市农产品质量安全中心，山东青岛 ２６６１００）

　　摘要：旨在从油茶（ＣａｍｅｌｌｉａｏｌｅｉｆｅｒａＡｂｌｅ）正常叶片及其被细长叶表生菌［Ｅｘｏｂａｓｉｄｉｕｍｇｒａｃｉｌｅ（ｓｈｉｒａｉ）Ｓｙｄ］寄生
后形成的变态叶片茶耳叶片中提取获得水提液及粗多糖，并对其进行一些理化性质、单糖组成和抗氧化活性的测

定。采用水提法从油茶叶片中获得油茶叶滤液（ＣＦ）和茶耳滤液（ＴＦ），通过醇沉法获得油茶粗多糖（ＣＣＰ）和茶耳
粗多糖（ＴＣＰ）。采用１－苯基－３－甲基－５－吡唑啉酮（ＰＭＰ）柱前衍生高效液相色谱法、１，１－二苯基 －２－三硝
基苯肼（ＤＰＰＨ）自由基清除率和超氧阴离子清除率等方法进行理化性质、单糖组成及抗氧化活性的测定等理化性
质和结构的分析。结果表明，被细长叶表真菌寄生后的茶耳的抗氧化性明显优于未被寄生的油茶叶，油茶叶多糖

主要由甘露糖（Ｍａｎ）、氨基葡萄糖（ＧｌｃＮ）、半乳糖醛酸（ＧａｌＵＡ）、葡萄糖（Ｇｌｃ）、半乳糖（Ｇａｌ）５种单糖组成，比例为
３０％ ∶５．８％ ∶２２．３％ ∶１９．７％ ∶１６．０％。茶耳多糖主要由甘露糖（Ｍａｎ）、半乳糖醛酸（ＧａｌＵＡ）、葡萄糖（Ｇｌｃ）、半乳
糖（Ｇａｌ）４种单糖组成，比例为２３．８％ ∶２０．７％ ∶２２．９％ ∶６．７％。
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　　油茶（ＣａｍｅｌｌｉａｏｌｅｉｆｅｒａＡｂｅｌ）是山茶花中一种重
要的木本食用油料树种，它主要分布于我国的湖

南、湖北、江西、广西、浙江和福建等省份，是我国独

有的一种食用油料树种，别称楂木，通常为常绿灌

木林，有时为小乔木，高度为 ３～４ｍ，极少数可达

８ｍ。油茶树皮呈淡黄褐色，平滑但不裂；小枝微被
短柔毛；单叶互生；叶柄长４～７ｍｍ，有毛；叶片多为
厚革质，形状为卵状椭圆形或卵形，长度为 ３．５～
９０ｃｍ，宽度多为１．８～４．２ｃｍ，其顶点相对较钝，
基部呈楔形，边缘多呈细锯齿形，上部则呈亮绿色，

通常为无毛或中脉有硬毛，下面中脉基部有毛或无

毛，其侧脉不明显；花为两性花，１～３朵生于枝顶或
叶腋上，直径达到３～５ｃｍ，无梗；通常有５张萼片，
形状接近圆形，外表面有被绢毛；花瓣数一般为５～
７瓣，花色为白色，花分离，形状为倒卵形至披针形，
长度多为 ２．５～４．５ｃｍ，先端常有凹缺，外表面有
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