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　 　 随着中医药的发展， 中药材的安全问题也越来

越被人们关注。 对于部分种子类、 果实类、 动物类

及少数根茎类药材， 由于在加工、 贮藏过程中易产

生霉变， 极易被黄曲霉毒素污染。 ２０１０ 年版 《中
国药典》 规定了酸枣仁、 僵蚕、 胖大海、 陈皮、
桃仁共 ５ 种药材黄曲霉毒素的限度标准； ２０１５ 年

版 《中国药典》， 进一步对决明子、 远志等 １４ 种

易受黄曲霉毒素污染的药材和饮片增加了检查项目

和限度标准。 随着国家标准对安全指标控制的加

强， 黄曲霉毒素的检测方法得到了广泛研究［１⁃７］。
２０１５ 年版 《中国药典》 共收录 ２ 种黄曲霉毒

素测定方法， 一种为高效液相色谱⁃柱后衍生法，
采用荧光检测器； 当测定结果超出限度时， 需采用

第二种， 即高效液相色谱串联质谱方法进行确

认［８］。 这 ２ 种检测方法具有特异性强、 定量准确等

优点， 但所需仪器昂贵、 样品处理过程繁琐、 试剂

及对照品毒性强、 污染大， 并且需要专业的技术人

员才能实现检测。 对于中药材的采收、 加工、 流

通、 仓储等环节， 无法满足快速检测的需求。 因此

需要开发简单、 便捷、 即时、 准确、 高效、 节能的

快速检测技术方法用于中药材安全控制。
ＥＬＩＳＡ 快速检测方法即将黄曲霉毒素的抗原或

抗体吸附在固相载体表面， 使酶标记的抗原抗体反

应在固相表面进行的技术。 该方法具有操作简单、
费用少、 样品量少等优点， 已在食品、 饲料检测中

广泛应用。 王彤颖等［９］ 利用 ＥＬＩＳＡ 法测定金银花、
胖大海、 远志的黄曲霉毒素 Ｂ１ 的含有量， 其检测

结果与 ＨＰＬＣ 检测结果基本一致。 林方芬等［２］通过

ＥＬＩＳＡ 检测方法检测 ３０ 种中药饮片中黄曲霉素 Ｂ１
的含有量。 虽然黄曲霉毒素 Ｂ１ 有少量 ＥＬＩＳＡ 检测

方法报道， 但尚未见黄曲霉毒素总量 ＥＬＩＳＡ 检测

方法的研究报道。
本研究建立中药材的黄曲霉毒素总量 ＥＬＩＳＡ

检测方法并对麦芽、 酸枣仁、 柏子仁、 桃仁、 远

志、 决明子等 ６ 种中药材黄曲霉毒素总量的前处理

方法进行探讨， 以期 ＥＬＩＳＡ 检测方法能够运用到

更多中药材的黄曲霉毒素检测中。
１　 材料

ＥＰＯＣＨ 型酶标仪 （美国博腾公司）； Ｕ３０００ 型

高效液相色谱仪、 Ｕ３０００ 型荧光检测器 （美国赛默

飞世尔公司）。 黄曲霉毒素总量抗原 （深圳幂次方

生物科技有限公司）； 黄曲霉毒素总量抗体 （哈尔

滨进万康生物科技有限公司）； 黄曲霉毒素总量对

照品 （青岛普瑞邦生物工程有限公司）； 山羊抗小

鼠 ＩｇＧ⁃ＨＲＰ （北京康为世纪生物科技有限公司）；
ＴＭＢ （北京索莱宝科技有限公司）； 黄曲霉毒素总

量免疫亲和柱 （青岛普瑞邦生物工程有限公司）。
甲醇 （天津康科德化学试剂公司）； 磷酸盐缓冲液

（ＰＢＳ）、 碳酸盐缓冲液 （ＣＢＳ） （实验室自制）； 水

为超纯水。
酸枣仁、 桃仁、 麦芽、 远志、 决明子、 柏子仁

样品， 均购买自河北安国市场， 经数字本草检测科

技有限公司张兰兰研究员鉴定为正品。
２　 方法

２􀆰 １　 间接竞争 ＥＬＩＳＡ 方法建立 　 参考文献 ［１０］
方法， 用 ＣＢＳ 将抗原 １ ∶ ８ ０００ 稀释， 每孔 １００ μＬ
包被在聚苯乙烯酶标板上， ３７ ℃ 孵育 ２ ｈ， 用

ＰＢＳＴ 洗板 ５ 次； 以每孔 １００ μＬ ０􀆰 ５％ 脱脂奶粉

３７ ℃封闭 １ ｈ， 用 ＰＢＳＴ 洗板 ３ 次； 每孔依次加入

４０ μＬ 经 ＰＢＳ 稀释的不同浓度的黄曲霉毒素总量

（ＡＦｓ） 对照品溶液和 ６０ μＬ 适当浓度的酶标抗原，
３７ ℃孵育 １ ｈ， 用 ＰＢＳＴ 洗涤 ３ 次； 以每孔 １００ μＬ
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加入山羊抗小鼠 ＩｇＧ⁃ＨＲＰ （用 ＰＢＳ １ ∶ １０ ０００ 稀

释）， ３７ ℃ 孵育 １ ｈ， ＰＢＳＴ 洗板 ３ 次； 每孔加入

１００ μＬ ＴＭＢ 溶液， ３７ ℃孵育 ３０ ｍｉｎ， 用酶标仪测

定 ４５０ ｎｍ 吸光值， 建立间接竞争酶免疫分析法。
抑制率＝ （Ａ阳性对照孔－Ａ阴性对照孔 ／ Ａ阳性对照孔） ×１００％ 。
２􀆰 ２　 间接竞争 ＥＬＩＳＡ 方法学考察

２􀆰 ２􀆰 １ 　 ＥＬＩＳＡ 条件优化 　 包被液选择， ＣＢＳ、
ＰＢＳ、 Ｔｒｉｓ⁃ＨＣｌ、 醋酸盐缓冲液稀释包被原进行抑

制实验； 封闭液选择， 选择 １％ ＢＳＡ、 ０􀆰 ５％ 脱脂奶

粉、 １％ 酪蛋白作为封闭液进行封闭， 进行抑制实

验； 包被方式优化， 分别选择 ３７ ℃孵育 １、 ２、 ３ ｈ
和 ４ ℃过夜方式作为包被方式， 进行抑制实验； 竞

争反应时间选择， 分别选择竞争时间为 ３０ ｍｉｎ、
１ ｈ、 ２ ｈ 做为竞争反应时间， 进行抑制性实验； 显

色时间选择， 分别选择显色时间为 １０、 ２０、 ３０、
４０ ｍｉｎ 为显色反应时间， 进行抑制性实验； 离子强

度 选 择， 分 别 制 备 含 有 ０􀆰 １、 ０􀆰 ０５、 ０􀆰 ０１、
０􀆰 ００５ ｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ， 调 ｐＨ 至 ７􀆰 ４， 以此稀释黄曲霉

毒素总量对照品溶液和抗体进行抑制实验。
２􀆰 ２􀆰 ２　 线性关系考察　 以 ＰＢＳ 配制 ２００ ｎｇ ／ Ｌ 黄曲

霉毒素总量为母液， ２ 倍逐级稀释到 ６􀆰 ２５ ｎｇ ／ Ｌ，
以黄曲霉毒素总量质量浓度对数值为横坐标 （Ｘ），
抑制率为纵坐标 （Ｙ） 进行回归。
２􀆰 ２􀆰 ３　 精密度试验　 制备 １００、 ８０、 ６０、 ４０、 ２０、
１０ ｎｇ ／ Ｌ 黄曲霉毒素总量对照品溶液， 间接竞争

ＥＬＩＳＡ 方法检测其抑制率， 每个孔 ３ 个平行， 比较

每孔差异， 计算 ＲＳＤ 值。 连续 ３ ｄ 检测 ６ 个质量浓

度的抑制率， 比较每孔差异， 计算 ＲＳＤ 值。
２􀆰 ２􀆰 ４　 特异性试验　 将不同浓度的呕吐毒素、 赭

曲霉毒素 Ａ、 伏马菌素 Ｂ１、 玉米赤霉烯酮用 ＰＢＳ
稀释到不同质量浓度用于替代黄曲霉毒素总量对照

品溶液， 应用间接 ＥＬＩＳＡ 法测定其线性关系， 计

算出 ５０％ 抑制浓度 （ＩＣ５０）， 并计算交叉反应率。
２􀆰 ２􀆰 ５　 样品处理

２􀆰 ２􀆰 ５􀆰 １　 麦芽　 称取 １ ｇ 麦芽样品， 于 ５ ｍＬ ７０％
甲醇溶液中， 超声 ５ ｍｉｎ， 离心 （ ５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ）
５ ｍｉｎ， 滤过， 吸取 １ ｍＬ 续滤液溶于 ９ ｍＬ ＰＢＳ 中，
混匀。
２􀆰 ２􀆰 ５􀆰 ２　 酸枣仁、 柏子仁、 桃仁 　 称取 １ ｇ 酸枣

仁、 柏子仁、 桃仁样品， 于 １２ ｍＬ ７０％ 甲醇溶液

中， 超声 ５ ｍｉｎ， 离心 （５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ） ５ ｍｉｎ， 滤

过， 取上清 ４００ μＬ 于蒸发皿中， 置水浴上挥干，
再加 ４ ｍＬ 水复溶， 得样品检测液。
２􀆰 ２􀆰 ５􀆰 ３　 远志、 决明子 　 称取 １ ｇ 未检测出黄曲

霉毒素总量的远志、 决明子样品， 于 １２ ｍＬ ７０％ 甲

醇溶 液 中， 超 声 ５ ｍｉｎ， 离 心 （ ５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ ）
５ ｍｉｎ， 滤过， 取 ３ ｍＬ 过免疫亲和柱， ３ ｍＬ 上样，
３ ｍＬ 水洗， １ ｍＬ 甲醇洗脱。 取 １００ μＬ 洗脱液挥

干， 加５ ｍＬ水中复溶， 得样品液。
２􀆰 ２􀆰 ６　 加样回收率试验 　 分别空白样品基质中，
添加黄曲霉毒素总量对照品溶液， 制成含黄曲霉毒

素 ４、 ２、 １ ｎｇ ／ ｇ 的样品， 用优化后的 ＥＬＩＳＡ 方法

进行检测。
２􀆰 ３　 ＥＬＩＳＡ 检测结果与 ＨＰＬＣ 法比较

２􀆰 ３􀆰 １ 　 样品制备 　 ＥＬＩＳＡ 方法供试品溶液按

“２􀆰 ２􀆰 ５” 项下方法制备； ＨＰＬＣ 法供试品溶液制备

参考 ２０１５ 年版 《中国药典》 方法。
２􀆰 ３􀆰 ２　 检测方法　 ＥＬＩＳＡ 方法为 “２􀆰 ２􀆰 １” 项下优

化后的检测方法， 计算其抑制率代入回归方程， 计

算黄曲霉毒素总量残留量。 ＨＰＬＣ 方法参照文献

［１１］ 方 法， 色 谱 条 件 稍 有 改 动， Ｃ１８ 色 谱 柱

（４􀆰 ６ ｍｍ×２５０ ｍｍ， ５ μｍ）； ＦＬＤ 荧光检测器， 激

发波长３６０ ｎｍ， 发射波长 ４４０ ｎｍ； 流动相甲醇⁃水
（４５ ∶ ５５）； 体积流量 １􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ４５ ℃； 进

样量 ２０ μＬ。
３　 结果与分析

３􀆰 １　 ＥＬＩＳＡ 方法优化　 在其他条件一致的情况下，
通过改变反应体系中某一条件， 如包被温度、 离子

强度、 ｐＨ 等， 采用间接竞争 ＥＬＩＳＡ 方法， 测定标准

曲线并比较 ＩＣ５０值、 Ａ０ 值， 优化后的结果见表 １。
根据优化后的条件， 黄曲霉毒素总量回归方程为

Ｙ＝２２􀆰 ６０３ ｌｎ （ Ｘ） － ２２􀆰 ６０６， ｒ ＝ ０􀆰 ９９０２， 在 ６􀆰 ２５～
１００ ｎｇ ／ Ｌ范围内线性关系良好； 以抑制率达到 ５０％
的所对应的黄曲霉毒素总量值为灵敏度， 灵敏度为

２４􀆰 ８３ ｎｇ ／ Ｌ， 以抑制率达到 １０％ 的所对应的黄曲霉

毒素总量值为检出限， 检出限为 ４􀆰 ２３ ｎｇ ／ Ｌ。
表 １　 间接竞争 ＥＬＩＳＡ 测定黄曲霉毒素总量的优化条件

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｏｔａｌ
ａｆｌａｔｏｘｉｎ ｂｙ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｏｎ ＥＬＩＳＡ

参数 优化值 参数 优化值

包被液 ＣＢＳ 竞争反应时间 １ ｈ
封闭液 脱脂奶粉 显色时间 ３０ ｍｉｎ
包被方式 ３７ ℃，２ ｈ 离子强度 ０􀆰 ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ

３􀆰 ２　 精密度试验　 板内 ６ 个浓度的 ＲＳＤ 为 １􀆰 ２％ ～
７􀆰 ０％ 。 板间变异系数 ＲＳＤ 为 ４􀆰 １％ ～１１􀆰 ８％ 。 可以

看出 １０ ｎｇ ／ Ｌ 的标准点波动较大， 可能是由于该点

接近标准曲线的检测下限， 但这种波动并不影响标

准曲线稳定性。 一般试剂盒的批间检测变异系数在
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５％ ～１５％ 是可以接受的， 即仪器精密度良好。
３􀆰 ３　 特异性试验 　 由表 ２ 可知， ＡＦＢ１ 与 ＡＦＢ２、
ＡＦＧ１、 ＡＦＧ２ 的交叉反应率在 ４０％ 以上， 因此该

方法为检测黄曲霉毒素总量的方法， 玉米赤霉烯

酮、 赭曲霉毒素 Ａ、 呕吐毒素、 伏马毒素 Ｂ 交叉反

应率小于 ０􀆰 ０１％ ， 表明该抗体特异性好。

表 ２　 不同结构类似物交叉反应结果

Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｃｒｏｓｓ⁃ｒｅａｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｏｔｈｅｒ ｍｙｃｏｔｏｘｉｎｓ
成分 ＩＣ５０ ／ （ｎｇ·Ｌ－１） 交叉反应率 ／ ％

ＡＦＢ１ ５０４􀆰 ３７ １００
ＡＦＢ２ ４６９􀆰 ７６ １１５
ＡＦＧ１ １ １５９􀆰 ２６ ４６􀆰 ７
ＡＦＧ１ １ ３１４􀆰 ６３ ４１􀆰 １
玉米赤霉烯酮 ＞１０４ ＜０􀆰 ０１
赭曲霉毒素 Ａ ＞１０４ ＜０􀆰 ０１
呕吐毒素 ＞１０４ ＜０􀆰 ０１
伏马毒素 Ｂ ＞１０４ ＜０􀆰 ０１

３􀆰 ４　 样品处理　 本研究以样品空白提取液和 ０􀆰 ０５
ＭＰＢＳ 溶液作为标准品系数溶液绘制标准曲线， 对

不同样品基质对标准曲线的影响进行考察， 图 １ 显

示， 按 “２􀆰 ２􀆰 ５” 项下处理的方法与 ＰＢＳ 稀释标准

曲线基本一致。 麦芽、 酸枣仁、 柏子仁、 桃仁 ４ 种

中药材通过样品稀释可消除基质效应， 但远志和决

明子药材经过甲醇提取后色素较重， 对黄曲霉毒素

总量标准曲线干扰较大， 提取液经免疫亲和柱净化

后， 消除了色素影响。 酸枣仁、 柏子仁、 桃仁按麦

芽方法处理后也出现对标准曲线干扰的现象， 加大

稀释倍数后， 消除了这 ３ 种药材基质对黄曲霉毒素

总量标准曲线的干扰， 见图 ２。

图 １　 样品与 ＰＢＳ 标准曲线

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ ａｎｄ ＰＢＳ

图 ２　 麦芽处理法样品与 ＰＢＳ 标准曲线

Ｆｉｇ􀆰 ２ 　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ Ｈｏｒｄｅｉ Ｆｒｕｃｔｕｓ Ｇｅｒｍｉｎａｔｕｓ⁃
ｔｒｅａｔｅｄ ｓａｍｐｌｅｓ ａｎｄ ＰＢＳ

３􀆰 ５　 加样回收率试验 　 ６ 种药材黄曲霉毒素的加

样回收率结果 见 表 ３， 其 中 麦 芽 的 检 出 限 为

０􀆰 ２ μｇ ／ ｋｇ， 桃仁、 酸枣仁、 柏子仁的检出限为

０􀆰 ５ μｇ ／ ｋｇ， 决明子、 远志的检出限为 ０􀆰 ８ μｇ ／ ｋｇ。
这 ６ 种药材的平均加样回收率为 ９４􀆰 ５％ ～１０９􀆰 ５％ 。

表 ３　 各成分加样回收率试验结果 （ｎ＝３）
Ｔａｂ􀆰 ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｔｅｓｔｓ ｆｏｒ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓ （ｎ＝３）

成分 取样量 ／ ｇ 原有量 ／ ｎｇ 加入量 ／ ｎｇ 测得量 ／ ｎｇ 回收率 ／ ％ 平均回收率 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％
麦芽 １􀆰 ００３ ０ １􀆰 ０ ０􀆰 ９９ ９９􀆰 ０ １０５􀆰 ９ ８􀆰 ０８

１􀆰 ００８ ０ ２􀆰 ０ ２􀆰 ３１ １１５􀆰 ５
１􀆰 ００５ ０ ４􀆰 ０ ４􀆰 １３ １０３􀆰 ３

酸枣仁 １􀆰 ００８ ０ １􀆰 ０ １􀆰 １４ １１４􀆰 ０ １０９􀆰 ０ ５􀆰 １１
１􀆰 ０２２ ０ ２􀆰 ０ ２􀆰 ０６ １０３􀆰 ０
１􀆰 ００５ ０ ４􀆰 ０ ４􀆰 ４０ １１０􀆰 ０

桃仁 １􀆰 ０１２ ０ １􀆰 ０ １􀆰 １４ １１４􀆰 ０ １０６􀆰 １ １３􀆰 ３１
１􀆰 ００２ ０ ２􀆰 ０ ２􀆰 ２９ １１４􀆰 ５
１􀆰 ００６ ０ ４􀆰 ０ ３􀆰 ５９ ８９􀆰 ８

柏子仁 １􀆰 ００３ ０ １􀆰 ０ １􀆰 ０８ １０８􀆰 ０ １０２􀆰 ８ １２􀆰 ６８
１􀆰 ００８ ０ ２􀆰 ０ ２􀆰 ２５ １１２􀆰 ５
１􀆰 ０１０ ０ ４􀆰 ０ ３􀆰 ５２ ８８􀆰 ０

远志 １􀆰 ００８ ０ １􀆰 ０ １􀆰 ０９ １０９􀆰 ０ １００􀆰 １ ８􀆰 ２１
１􀆰 ００９ ０ ２􀆰 ０ １􀆰 ９７ ９８􀆰 ５
１􀆰 ０１０ ０ ４􀆰 ０ ３􀆰 ７１ ９２􀆰 ８

决明子 １􀆰 ００１ ０ １􀆰 ０ ０􀆰 ９５ ９５􀆰 ０ ９４􀆰 ５ １４􀆰 ５６
１􀆰 ００６ ０ ２􀆰 ０ ２􀆰 １６ １０８􀆰 ０
１􀆰 ００８ ０ ４􀆰 ０ ３􀆰 ２２ ８０􀆰 ５
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３􀆰 ６　 ＥＬＩＳＡ 检测结果与 ＨＰＬＣ 法比较 　 收集麦芽

１３ 批， 酸枣仁 １０ 批， 柏子仁、 决明子各 ７ 批， 桃

仁 ８ 批， 远志 １５ 批， 共计 ６０ 批， 同时用 ＥＬＩＳＡ 方

法和 ＨＰＬＣ 法检测黄曲霉毒素。 检测结果见表 ４，
偏差在１ ｎｇ ／ ｇ以上的有 ３ 个， 分别为 ｂ００２、 ｙ００１、
ｙ００３。 产生偏差的原因可能是样品的黄曲霉毒素含

有量已经超过本研究建立的标准曲线范围。 但通过

皮尔森相关系数计算间接 ＥＬＩＳＡ 与 ＨＰＬＣ 结果的匹

配度为 ０􀆰 ９９８， 表明本研究建立的间接 ＥＬＩＳＡ 法测

定结果与 ＨＰＬＣ 法一致。 ６０ 种中药材中检出率最

高的为柏子仁， 检出率为 １００％ ， 酸枣仁、 桃仁次

之， 检出率均为 ５０％ 。

表 ４　 ６０ 批样品 ２ 种方法检测结果 （ｎｇ ／ ｇ， ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｔａｂ􀆰 ４　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｉｘｔｙ ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ ｂｙ ｔｗｏ ｍｅｔｈｏｄｓ （ｎｇ ／ ｇ， ｘ±ｓ， ｎ＝３）

成分 编号 ＥＬＩＳＡ ＨＰＬＣ 偏差 成分 编号 ＥＬＩＳＡ ＨＰＬＣ 偏差

麦芽

酸枣仁

柏子仁

ｍ００１ － － －
ｍ００２ ０􀆰 ３７±０􀆰 ０２６ ０􀆰 ３ ０􀆰 ０７
ｍ００３ ０􀆰 ２３±０􀆰 ０２３ ０􀆰 ２ ０􀆰 ０３
ｍ００４ － － －
ｍ００５ － － －
ｍ００６ － － －
ｍ００７ － － －
ｍ００８ － － －
ｍ００９ － － －
ｍ０１０ － － －
ｍ０１１ － － －
ｍ０１３ ０􀆰 ２７±０􀆰 ００４ １ ０􀆰 ２ ０􀆰 ０７
ｓ００１ ０􀆰 ４６±０􀆰 ０１５ ０􀆰 ４ ０􀆰 ０６
ｓ００２ ０􀆰 ５０±０􀆰 ０３５ ０􀆰 ４ ０􀆰 １
ｓ００３ ０􀆰 ４８±０􀆰 ０００ ７ ０􀆰 ５ ０􀆰 ０２
ｓ００４ － － －
ｓ００５ １４􀆰 ２０±０􀆰 ０１１ １４ ０􀆰 ２
ｓ００６ － － －
ｓ００７ － － －
ｓ００８ － － －
ｓ００９ － － －
ｓ０１０ １６􀆰 ８０±０􀆰 ０２６ １７ ０􀆰 ２
ｂ００１ ４􀆰 ８３±０􀆰 ０３３ ４ ０􀆰 ８３
ｂ００２ ２８􀆰 ２８±０􀆰 ０５１ ６６ ３７􀆰 ３２
ｂ００３ ０􀆰 ２７±０􀆰 ０５１ ０􀆰 ２ ０􀆰 ０７
ｂ００４ ２􀆰 ０２±０􀆰 ０４５ ２ ０􀆰 ０２
ｂ００５ １３􀆰 １２±０􀆰 ０４５ １３ ０􀆰 １２
ｂ００６ ９􀆰 ６６±０􀆰 ００９ ８ １０ ０􀆰 ３４
ｂ００７ １􀆰 ３４±０􀆰 ０１４ １ ０􀆰 ３４

桃仁

远志

决明子

ｔ００１ － － －
ｔ００２ － － －
ｔ００３ ０􀆰 ６２±０􀆰 ０５６ ０􀆰 ７ ０􀆰 ０８
ｔ００４ － － －
ｔ００５ ０􀆰 １８±０􀆰 ０４７ ０􀆰 ２ ０􀆰 ０２
ｔ００６ ０􀆰 ２７±０􀆰 ０５１ ０􀆰 ２ ０􀆰 ０７
ｔ００７ ０􀆰 ８８±０􀆰 ０２７ ０􀆰 ８ ０􀆰 ０８
ｔ００８ － － －
ｙ００１ ２２􀆰 １５±０􀆰 ０４６ ２４ １􀆰 ８５
ｙ００２ ０􀆰 ８４±０􀆰 ０１３ ０􀆰 ８ ０􀆰 ０４
ｙ００３ ３２􀆰 １６±０􀆰 ０３７ ３６ ３􀆰 ８４
ｙ００５ － － －
ｙ００６ ２􀆰 ５９±０􀆰 ０５７ ２ ０􀆰 ５９
ｙ００７ － － －
ｙ００８ － － －
ｙ００９ － － －
ｙ０１０ － － －
ｙ０１１ － － －
ｙ０１２ － － －
ｙ０１３ － － －
ｙ０１４ ８􀆰 １８±０􀆰 ０１２ ８ ０􀆰 １８
ｙ０１５ － － －
ｊ００１ － － －
ｊ００２ － － －
ｊ００３ － － －
ｊ００５ ２􀆰 ６５±０􀆰 ０２８ ２ ０􀆰 ６５
ｊ００６ － － －
ｊ００７ － － －
ｊ００８ ４􀆰 ６３±０􀆰 ０２９ ４ ０􀆰 ０６３

　 　 注：“－”表示未检出。

４　 讨论

随着免疫分析方法的发展， ＥＬＩＳＡ 在中药材检

测方面得到广泛研究［１２］。 本实验通过优化封闭液、
包被液、 包被方式、 竞争反应时间、 显色时间、 离

子强度因素， 建立间接竞争 ＥＬＩＳＡ 法并完成其方

法学研究。 该方法检测结果与 ＨＰＬＣ 法相吻合。
对数字本草检测科技有限公司 ２０１７ 至 ２０１９ 年

上半年接检黄曲霉毒素残留量测定样品及文献

［１１⁃１４］ 报道分析， 选择检出率最高的 ６ 种中药材

进行 ＥＬＩＳＡ 快速检测方法的摸索。 由于 ６ 种中药

材的作用基质不同， 因此采用了不同的处理方法消

除基质对 ＥＬＩＳＡ 方法的影响。
麦芽的基质影响较小， 通过甲醇溶液提取、 离

心、 ＰＢＳ 稀释即可消除。 酸枣仁、 桃仁、 柏子仁基

质的影响次之， 通过蒸干甲醇提取液， 除掉有机溶

剂， 再用水复溶的方式可消除。 决明子、 远志由于

甲醇溶液提取后， 色素较重， 仅用蒸干甲醇提取液

的方式不能消除基质的影响， 因此采用免疫亲和柱

进行基质净化。 出现不同品种用不同提取方式提取

的原因可能为 ＥＬＩＳＡ 法在竞争反应阶段由于中药

材基质不同影响了样品和竞争抗原的竞争； 中药材

经甲醇溶液提取后， 提取颜色不一， 在竞争反应阶
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段部分色素聚集到酶标板上， 影响了最终的显色

反应。
综上， 本研究建立了 ６ 种中药材黄曲霉毒素总

量间接 ＥＬＩＳＡ 法， 该方法与 ＨＰＬＣ 法相比具有样品

前处理简单、 样品量少、 检测时间快、 经济无污染

等特点［１５］。 本研究建立 《中国药典》 中规定的 ６
种中药材黄曲霉毒素快速检测试方法， 简化了中药

材黄曲霉毒素检测过程， 降低了检测成本， 提高了

检测效率； 同时为中药材黄曲霉毒素检测提供了新

方法， 以期为中药材快速检测提供新思路， 由此可

以开发出更多的中药材快速检测产品， 满足中药材

多元化检测需求。

参考文献：

［ １ ］ 　 马双成， 金红宇， 刘丽娜， 等． 中药中外源性有害物质残

留风险控制初探 ［ Ｊ］ ． 中国药学杂志， ２０１５， ５０ （ ２ ）：
９９⁃１０３．

［ ２ ］ 　 林方芬， 郑志勇， 黄　 剑， 等． 中药饮片中黄曲霉毒素 Ｂ１

含量的快速测定研究［ Ｊ］ ． 江苏中医药， ２０１６， ４８（ １２）：
６５⁃６６； ６９．

［ ３ ］ 　 赵祥升， 应光耀， 魏建和， 等． 中药中黄曲霉毒素 Ｂ１ 污

染概 况 ［ Ｊ ］ ． 中 国 药 物 警 戒， ２０１８， １５ （ １０ ）： ６０８⁃
６１６； ６２２．

［ ４ ］ 　 Ｋｏｎｇ Ｗ Ｊ， Ｘｉｅ Ｔ Ｔ， Ｌｉ Ｊ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｆｕｍｏｎｉｓｉｎｓ Ｂ１
ａｎｄ Ｂ２ ｉｎ ｓｐｉｃｅｓ ａｎｄ ａｒｏｍａｔｉｃ ａｎｄ ｍｅｄｉｃｉｎａｌ ｈｅｒｂｓ ｂｙ ＨＰＬＣ⁃
ＦＬＤ ｗｉｔｈ ｏｎ⁃ｌｉｎｅ ｐｏｓｔ⁃ｃｏｌｕｍｎ ｄｅｒｉｖａｔｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｆｉｒ⁃
ｍａｔｉｏｎ ｂｙ ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ ［ Ｊ］ ． Ｔｈｅ Ａｎａｌｙｓｔ， ２０１２， １３７ （ １３）：
３１６６⁃３１７４．

［ ５ ］ 　 冯　 莉． 薄层色谱法检测玉米中黄曲霉毒素 Ｂ１［Ｊ］ ． 现代畜

牧科技， ２０１８， ４４（８）： ２４⁃２５．
［ ６ ］ 　 付成平， 欧阳华学， 刘　 瑜． 柱前衍生化高效液相色谱法

测定中草药提取物中的黄曲霉毒素 Ｂ１［ Ｊ］ ． 西南农业学报，
２００９， ２２（２）： ５２２⁃５２４．

［ ７ ］ 　 Ｚｈａｎｇ Ｘ， Ｈｅ Ｋ， Ｆａｎｇ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｄｕａｌ ｆｌｏｗ ｉｍｍｕｎｏｃｈｒｏｍａｔｏ⁃
ｇｒａｐｈｉｃ ａｓｓａｙ ｆｏｒ ｒａｐｉｄ ａｎｄ ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ
ｏｃｈｒａｔｏｘｉｎ Ａ ａｎｄ ｚｅａｒａｌｅｎｏｎｅ ｉｎ ｃｏｒｎ， ｗｈｅａｔ， ａｎｄ ｆｅｅｄ ｓａｍｐｌｅｓ
［Ｊ］ ． Ｊ Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ｕｎｉｖ Ｓｃｉ Ｂ， ２０１８， １９（１１）： ８７１⁃８８３．

［ ８ ］ 　 国家药典委员会． 中华人民共和国药典： ２０１５ 年版一部

［Ｓ］． 北京： 中国医药科技出版社， ２０１５： ２２⁃４２２．
［ ９ ］ 　 王彤颖， 陈媛媛， 高 　 璇， 等． 中药材中黄曲霉毒素 Ｂ１

免疫学快速检测方法研究［ Ｊ］ ． 现代医药卫生， ２０１７， ３３
（２）： １７７⁃１７９．

［１０］ 　 于风平， 胡昌勤． 间接 ＥＬＩＳＡ 法测定刺五加注射液中的过

敏性杂质［Ｊ］ ． 中成药， ２０１３， ３５（２）： ３１２⁃３１５．
［１１］ 　 李细芬， 毛雯雯， 张雅琴， 等． ６ 种中药材黄曲霉毒素 Ｂ１

快速检测方法研究 ［ Ｊ］ ． 中国现代中药， ２０１８， ２０ （ ８）：
９６８⁃９７４．

［１２］ 　 公爱娟， 刘春娟， 辛　 杰， 等． 酶联吸附免疫法和胶体金

免疫色谱技术在中药黄曲霉毒素检测中的应用进展［ Ｊ］ ．

中草药， ２０１８， ４９（９）： ２１９５⁃２２０２．

［１３］ 　 谢　 昕， 李红艳． 免疫亲和柱净化⁃光化学柱后衍生⁃高效

液相色谱法测定柏子仁中的黄曲霉毒素［ Ｊ］ ． 理化检验

（化学分册）， ２０１６， ５２（５）： ５４１⁃５４４．

［１４］ 　 王　 莎． 易霉变中药材的储藏规范研究［Ｄ］． 北京： 北京

协和医学院， ２０１６．

［１５］ 　 苏　 歆， 屈会化， 赵　 琰， 等． 基于黄芩苷单克隆抗体的

ＥＬＩＳＡ 快速检测方法的建立［Ｊ］ ． 药物分析杂志， ２０１３， ３３

（６）： ９４６⁃９４９．

１８３２

２０２０ 年 ９ 月

第 ４２ 卷　 第 ９ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ ２０２０
Ｖｏｌ． ４２　 Ｎｏ． ９


