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摘要：目的 针对可食包装纸原料中的玉米赤霉烯酮进行检测，采用以酶联免疫法为主，胶体金试纸条

检测法为辅的免疫分析方法，为实时监控食品的包装、包装存储条件等提供有效技术手段。方法 实验

主要选取可食包装纸原料玉米粉作为检测对象，为提高酶联免疫法检测结果的准确性，通过添加回收实

验，以最高的回收率为判断标准对应得到最优的前处理条件；先通过标准曲线的封闭温度和温育时间的

优化，再进行玉米赤霉烯酮的前处理方式（包括对提取液浓度、稀释液的 pH 值、稀释液中有机溶剂的

浓度等 3 个方面进行优化，以添加回收结果作为判断依据）进行测试。同时，将优化后的实验结果组装

到胶体金试纸条，并对掺杂玉米赤霉烯酮的玉米粉进行快速检测。结果 前处理最适条件，甲醇溶液的

体积分数为 50%，缓冲液 pH 值为 8.0 且含甲醇的体积分数为 10%，在该条件下测得的回收率最高。在

该优化条件下，组装的胶体金试纸条其检测灵敏度可达 0.75 ng/mL。结论 该检测结果与添加标品所测

实验结果基本一致，可以确定该胶体金试纸条是一种快速有效的检测方法。 
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ABSTRACT: The work aims to detect zearalenone in edible packaging materials, and provide effective technical means 

for real-time monitoring of food packaging and packaging storage conditions, etc., mainly through enzyme-linked immu-

nosorbent assays, supported by colloidal gold test strips. Corn flour (edible packaging material) was mainly selected as the 

experimental detection object. Through the addition recovery experiments, the maximum recovery rate was used to obtain 

the optimal pretreatment conditions, thereby improving the accuracy of the detection results of enzyme-linked immuno-

sorbent assays. After optimizing the closed temperature and incubation time of the standard curve, the pretreatment me-

thod of zearalenone (including optimizing the concentration of the extractive solution, the pH value of the dilution and the 

concentration of organic solvent in the dilution, with the addition recovery result as the judgment basis) was tested. 

Meanwhile, the optimized experimental results were assembled into the colloidal gold test strips, and the zearale-

none-containing corn flour was quickly detected. Through experiments, it was determined that the optimal conditions for 

the pretreatment were 50% (volume fraction) methanol solution, and buffer solution at pH 8.0 and with 10% (volume 
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fraction) methanol. The recovery rate measured under this condition was the highest. In such optimal conditions, the de-

tection limit of the assembled colloidal gold test strip could reach 0.75 ng/mL. The detection results are basically the same 

as the experimental results measured by addition level. It can be confirmed that the colloidal gold test strip is an effective 

rapid detection method. 

KEY WORDS: zearalenone; ELISA; colloidal gold; pretreatment 

在食品（粮食谷物，动物饲料）包装存储的过程

中，包装的有无以及好坏对保证食品的质量安全显得

尤为重要。玉米赤霉烯酮（ZEN）是一种主要由玉米

赤霉菌、禾谷镰刀菌、三线镰刀菌等真菌产生的一种

次级代谢产物，在大米、玉米、小麦和燕麦等粮食都

发现这种毒素的存在，且很容易被这种菌株污染而富

集大量玉米赤霉烯酮[1—2]。经过调查不同包装的玉米

粉中玉米赤霉烯酮的含量表明：散装玉米粉的检出率

（74%）远高于预包装的检出率（34%）[3]。另外，

研究调查市售食品中玉米赤霉烯酮的污染状况的表

明：在包装方面，相对于定型包装制品，散装食品也

更容易受到玉米赤霉烯酮的污染，主要是由于散装食

品暴露于空气中，高热高湿环境容易导致玉米制品的

发霉而诱发玉米赤霉烯酮的产生[4]。玉米赤霉烯酮的

微量残留对人体以及畜牧的健康会造成较大的危害，

目前的可食用包装纸原料大多来源玉米，有必要对其

中玉米赤霉烯酮进行快速检测[5—6]。 

玉米赤霉烯酮的毒性在于激活雌激素受体并且影

响细胞的合成和代谢，从而产生严重的中毒症状[7—8]。

在食品领域，如饲料和粮食谷物（燕麦、高粱、芝麻

籽和青贮饲料等）能稳定且大量存在玉米赤霉烯酮。

由于玉米赤霉烯酮对人和动物有毒害作用，国家对玉

米赤霉烯酮制定了一系列的限量标准，我国食品安全

标准《GB 2761—2017 食品中真菌毒素限量》中明确

规定人食用小麦和玉米中玉米赤霉烯酮的限量为 60 

µg/kg[9]。目前，检测玉米赤霉烯酮常用检测方式主要

分为仪器法和免疫法 2种。仪器法又分为：气相色谱

法（GC）、气相色谱-质谱法（GC-MS）、薄层色谱法

（TLC）、高效液相色谱法（HPLC）、高效液相色谱-

质谱法（HPLC-MS）等。气相色谱法适合对饲料和

食品中的 ZEN 做定量定性分析，因为该方法的灵敏

度和回收率都很高。由于该方法对设备的要求比较

高，且在实验室条件下不能顺利进行常规操作，因此

检测时经常与其他方法联用。Zhang等[10]建立了免疫

亲和柱（IAC）-气相色谱（GC）-质谱检测器（MS）

方法，发现玉米赤霉烯酮的最低检测限和定量限可以

达到 0.5 ng/kg和 1.0 ng/kg。薄层色谱法成本低廉，

可以进行定性、半定量或者定量检测。该方法操作过

程琐碎费时，对有机溶剂的消耗量较大，且灵敏度、

重现性和特异性较差，人的主观因素对实验影响比较

大，容易出现大的误差，目前只在特殊情况下使用该

方法作为仲裁检验的方法。对于高效液相色谱法

（ HPLC ） 和 超 高 效 液 相 色 谱 - 串 联 质 谱 法

（UPLC-MS/MS），崔勇等[11]对比了这 2 种检测方法

的优缺点，对于检测限≥5.0 μg/kg的样品，HPLC和

UPLC-MS/MS 两者都适用，检出率基本相符，但是

对于检测限＜5.0 μg/kg 的样品，UPLC-MS/MS 具有

相对较高的灵敏度，但是使用成本高，不适用大批量

且快速的检测[12—15]。目前已报道的免疫测定法包括

放射免疫测定法、酶联免疫测定法、化学发光免疫测

定法、分子印迹技术等。免疫测定法在快速检测中因

具有高灵敏度、易操作、大容量、低成本等优势拔得

头筹[16—17]。胶体金标记技术是以胶体金作为示踪标

记物，应用于抗原、抗体反应一种新型免疫标记技术

法。胶体金是由氯金酸在还原剂如白磷、抗坏血酸、

鞣酸等作用下，聚合成特定大小的金颗粒，并由于静

电作用成为一种稳定胶体状态，故称为胶体金。利用

它在碱性环境中带负电荷性质，与蛋白质抗体分子正

电荷基团即静电吸引而牢固结合，不会发生其他非特

异性反应。Anna Yu Kolosova等[18]采用竞争免疫层析

技术检测小麦中 ZEN，抗 ZEN 单克隆抗体作金标抗

体，玉米赤霉烯酮-牛血清白蛋白作检测带，IgG作质

控带，制得试纸条，该试纸条最低检测限为 100 

μg/kg，因此针对酶联免疫法配合胶体金法的优化研

究对实现玉米赤霉烯酮的快速检测具有重大意义。它

以较低的检测限，迅速地检测出不同包装物中的玉米

赤霉烯酮含量，为评估包装效果的优良、食品的存储

条件监控，给出了高灵敏、快速的判断方法。 

文中采用酶联免疫法为主，胶体金试纸条检测法

为辅的免疫分析方法检测可食用包装袋中玉米粉中

的玉米赤霉烯酮含量，优化 ELISA法的前处理条件，

从稀释液中有机溶剂含量、稀释液的 pH和提取液浓

度这 3个方面进行优化。优化的结果通过回收率进行

判断，使检测结果更加准确。同时，利用胶体金法，

将玉米赤霉烯酮的单克隆抗体修饰到金纳米粒子表

面，将抗原喷到硝酸纤维塑膜上，组装成测流免疫层

析试纸条，结合优化的前处理方法，利用金标记试纸

条检测样本中的玉米赤霉烯酮的残留量，评判玉米粉

样品的添加水平和回收率水平，对包装储存条件提供

快速监控具有重要意义。 
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1  实验 

1.1  材料与试剂 

主要材料和试剂：辣根过氧化物标记的羊抗小鼠

IgG（艾博抗贸易有限公司）、ZEN抗体（实验室自

制）、ZEN 包被（实验室自制）、Tween-20（中联

邦精细化工有限公司）、明胶、硫柳汞、十二水磷酸

氢二钠、碳酸氢钠、磷酸二氢钠、一水合柠檬酸、磷

酸氢二钠、氯化钠、氯化钾、碳酸钠、甲醇、十水合

硼酸钠、乙腈、磷酸二氢钾、玉米粉（超市包装）。 

1.2  仪器与设备 

主要仪器和设备：MuLtiskan Mks酶标仪，南京

德铁实验设备有限公司；XW-80A微型漩涡混合仪，

上海达姆实业有限公司；DHG-9140A 电热恒温鼓风

干燥箱，上海精宏实验设备有限公司；WF80-2 微孔

板恒温孵育器，杭州佑宁仪器有限公司；Neofuge高

速冷冻离心机，宜兴市华鼎机械有限公司。 

2  方法 

主要通过以下几个方面进行试验：工作点的确

定、标准曲线的建立、标准曲线的优化、ELISA 法

的前处理优化、检测样品预处理、玉米赤霉烯酮样品

添加回收实验、胶体金试纸条检测实验。其中将 ZEN

包被液逐步稀释，每个浓度滴加 3 列；将 ZEN 抗体

稀释，每个浓度滴 2行，多次重复实验，确定最稳定

的工作点，即最佳包被浓度和抗体浓度。标准曲线的

优化主要通过封闭温度（25, 30, 37, 43 ℃）和温育时

间（15, 20, 30, 45 min）两方面进行优化，测定 3种

不同封闭温度和温育时间对应的 OD值，观察比较半

抑制率（IC50），Amax和 Amax/IC50等参数的变化。ELISA

法的前处理优化，主要优化提取剂浓度、PBS缓冲液

中的有机溶剂浓度和 PBS 缓冲液的 pH 值等 3 个条

件，通过优化这些条件，提高玉米赤霉烯酮的回收率。

在胶体金试纸条检测试验，通过硝化纤维素膜上包被

组装的玉米赤霉烯酮抗原作为检测线。然后检测已知

含有浓度的玉米赤霉烯酮的样品，对比 T线的显色范

围，确定检测范围是否和已知浓度一致。 

3  结果分析 

3.1  工作浓度的确定 

工作点浓度的确定通过多次实验计算取平均值。吸

光值过低或过高都会导致不稳定所以都不能取，用

ELISA法进行检测时，一般选择 1.6左右的吸光值。随

着包被浓度和抗体浓度的降低，对应的吸光值不断降

低，只有当抗体质量浓度为 0.3 μg/mL时，包被质量浓

度为 1 μg/mL，吸光值在 1.6左右，多次实验的结果一

致，且比较稳定，所以确定这 2个浓度为理想浓度。 

3.2  标准曲线的建立及优化 

预实验期间在封闭温度 25 ℃，温育反应 20 min

条件下，标准曲线的拟合度为 R2=0.987，IC50=0.43 

ng/mL。由于标准曲线对实验结果影响很大，而该条

件下建立的标准曲线拟合度不算太高，所以针对封闭

温度和温育时间这 2个因素进行优化，提高实验结果

的准确性。 

3.2.1  封闭温度的优化 

添加封闭液后，分别放置在 25，30，37，43 ℃

这 4种不同温度的恒温干燥箱中，并测定 4种不同温

度对应的 OD值，经分析对应的 Amax，IC50和 Amax/IC50

值，选择 37 ℃作为封闭温度。因为分析表 1数据可

知，温度从 25 ℃升高至 43 ℃时，Amax和 IC50都降低，

在 43 ℃时 Amax/IC50值最大，但是 43 ℃时 Amax过小，

所以选择 37 ℃作为封闭温度。 

表 1  封闭温度的优化 
Tab.1 Closed temperature optimization 

封闭温度/℃ Amax IC50/（ng·mL−1） Amax/IC50

25 1.786 0.422 4.23 
30 1.752 0.41 4.294

37 1.768 0.398 4.365 

43 1.455 0.185 7.864 

 

3.2.2  温育时间的优化 

加入酶标抗体后，放置在 37 ℃恒温干燥箱，干

燥时间为 15，20，30，45 min，测定对应的 OD值，

以及各个温度对应的 Amax，IC50和 Amax/IC50等值。由

表 2可知，随着温育时间的延长，Amax先升高后降低，

IC50先降低后升高，温育 30 min时 Amax/IC50值最高，

因此选择温育时间为 30 min。 

表 2  温育时间的优化 
Tab.2 Incubation time optimization 

温育时间/min Amax IC50/（ng·mL−1） Amax/IC50

15 1.67 0.399 4.185 

20 1.721 0.296 5.231 

30 1.765 0.262 6.737 

45 1.695 0.345 4.913 

 

3.3.3  优化后的 ELISA 标准曲线 

经过 2种优化后，确定 37 ℃和 30 min分别是最

佳封闭温度和加入酶标抗体后的最佳温育时间。确定

好优化条件后，重新描绘了标准曲线，见图 1。新的

标准曲线的拟合度（R2=0.999，IC50=0.36 ng/mL）相
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较于未优化的拟合曲线的拟合度（ R2=0.987，

IC50=0.43 ng/mL）有所提高，这说明提高了标准曲线

准确性，从而达到了更好的检测效果。 

 

图 1  优化后的 ELISA 标准曲线 
Fig.1 Optimized ELISA standard curve 

3.4  前处理优化及添加回收结果 

很多因素都能轻易影响到 ELISA 法，它是一种

灵敏度较高的检测方法，实验主要选取提取液浓度、

稀释液 pH值、稀释液中有机溶剂的浓度这 3个条件

进行优化，并且以添加回收结果作为判断依据。 

3.4.1  提取剂浓度的优化 

将一定浓度的玉米赤霉烯酮标准品以不同的剂

量添加到称量好的玉米粉中，使添加的玉米赤霉烯酮

质量浓度分别为 0，30，60，90，120 ng/mL，然后用

质量分数为 40%，50%，60%，70%的甲醇溶液分别

进行玉米赤霉烯酮的提取。甄玉萍等[19]对比过不同有

机溶剂作为提取剂提取 ZEN，结果发现甲醇作为提取

剂提取效果最好，因为甲醇的穿透能力较强，能直接

穿透玉米细胞壁提取 ZEN。将最终得到的不同添加量

对应的吸光值带入到同时建立的标曲中，计算出对应

的检测浓度，然后计算回收率。多次实验取平均值，

计算结果见表 3，由表 3中数据分析可知：质量分数

为 40%和 60%的甲醇溶液提取效果都不好，提取剂浓

度过低，则提取 ZEN 量较低，回收率低，质量分数

为 50%和 70%的甲醇溶液提取效果较好，其中以质量

分数为 50%甲醇溶液提取效果最佳，因此确定质量分

数为 50%甲醇溶液为提取剂。 

3.4.2  稀释液 pH 的优化 

确定提取剂为 50%甲醇溶液后，以此作为实验条

件，提取后用不同 pH的稀释液进行稀释，计算回收

率，确定最佳 pH 值，见表 4。经过实验发现，随着

pH 值的增大，回收率也逐渐增加，但是增加幅度不

大，回收率最高是在 pH值为 8.0时，因此，8.0为稀

释液最佳 pH值。综合以上的优化条件，用质量分数

为 50%的甲醇溶液提取，pH 值为 8.0 且含有质量分 

表 3  不同提取剂质量分数对应的回收率 
Tab.3 Corresponding recovery results for different  
         extractant concentrations        % 

加标量/（ng·mL−1）
甲醇质量分数/% 

40 50 60 70 

0 — — — — 

30 46.72 71.79 51.39 66.23

60 60.63 96.16 63.85 87.52

90 57.17 80.34 50.23 76.97

120 51.89 76.23 46.70 67.22

表 4  不同 pH 值的稀释液对应的回收率结果 
Tab.4 Corresponding recovery results for dilution of  

different pHs           % 

加标量/（ng·mL−1） 
pH值 

6.5 7.2 8.0 

0 — — — 

30 75.37 80.05 89.44 

60 94.51 95.19 97.14 

90 85.34 86.19 87.74 

120 70.23 71.04 74.09 

 
数为 10%甲醇的 PBS缓冲液稀释时，用 ELISA法测

量玉米粉中玉米赤霉烯酮含量时结果更准确。玉米赤

霉烯酮是一种酚的二羟基苯酸的内酯结构，它不溶于

水，但溶于碱性水溶液。由于玉米赤霉烯酮是一种内

酯的结构，因此在碱性环境的条件下可以将酯键打

开，当碱的浓度下降时可将键恢复，所以在偏碱性的

稀释液中回收率高。 

3.4.3  稀释液中甲醇质量分数的优化 

选用质量分数为 50%的甲醇溶液进行提取后，在

pH值为 8.0的稀释液中加入甲醇，因为甲醇极性强，

溶解 ZEN的能力强，且稀释液直接作为 ELISA检测

的样品，甲醇的浓度不能过高，过高浓度的甲醇稀释

液会破坏 ELISA 检测，所以配制甲醇质量分数为 0

和 10%的稀释液，用该稀释液进行样品稀释，一系列

操作后最终计算回收率。从表 5可知，用含质量分数 

表 5  稀释液中不同甲醇质量分数的回收率 
Tab.5 Recovery of different methanol concentrations  

in dilutions             % 

加标量/（ng·mL−1） 不含甲醇 质量分数为10%的甲醇

0 — — 

30 70.49 86.25 

60 95.87 98.12 

90 87.03 93.24 

120 73.60 81.75 
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为 10%甲醇的稀释液稀释后得到的回收率较高，可见

在 ZEN 稀释液中添加适量的甲醇溶液有利于后续实

验的进行。 

3.5  胶体金试纸条检测试验 

3.5.1  检测限的确定 

用制备好的胶体金试纸条检测稀释了不同浓度

的玉米赤霉烯酮标准品，其稀释质量浓度分别为 10，

5，2.5，1，0.75，0.6，0.5，0.1 ng/mL。胶体金试纸

条检测限的确定结果见图 2，随着玉米赤霉烯酮浓度

升高，T线颜色越来越淡，当玉米赤霉烯酮的质量浓

度大于等于 0.75 ng/mL时，T线开始不显色，因此胶

体金试纸条的检测灵敏度为 0.75 ng/mL。 

 

图 2  胶体金试纸条检测灵敏度示意 
Fig.2 Schematic diagram of colloidal gold test strip  

detection limit 

3.5.2  添加检测试验 

称取 4份用于可食包装纸的纯玉米粉样品，添加

不同剂量的玉米赤霉烯酮标准品，使得混合物中玉米

赤霉烯酮的添加量为 0，30，60，120 ng/g，然后用

优化好的条件进行提取和稀释，整体稀释因子为 60

倍，经处理后的待测溶液中玉米赤霉烯酮质量浓度分

别 0，0.5，1，2 ng/mL。由图 3所示，经胶体金试纸

条分别检测，样品 1、样品 2、样品 3的 T线均有显

色，且颜色由深变浅，说明经处理后的样品 1、样品

2 待测液中玉米赤霉烯酮的质量浓度均小于 0.75 

ng/mL，样品 3和样品 4的 T线不显色，说明经处理

后的样品 4 待测液中玉米赤霉烯酮质量浓度大于等

于 0.75 ng/mL，所以检测结果和添加样品中的最终浓

度范围一致，证明组装的胶体金试纸条能快速检测出

玉米粉中的玉米赤霉烯酮。 

 

图 3  添加回收实验的检测 
Fig.3 Detection of addition recovery experiment 

4  结语 

通过研究，确定了封闭温度 37 ℃、保温 30 min

为优化的 ELISA 标准曲线参数，并且通过前处理和

添加回收结果的实验，用 ELISA 方法准确确定了提

取剂质量分数为 50%的甲醇溶液，稀释液为 pH值为

8.0、质量分数为 10%甲醇的缓冲液为最适合免疫反

应的前处理条件。结合 ELISA法确定的前处理条件，

用金标试纸检测法可成功测定可食包装纸原料玉米

粉中的玉米赤霉烯酮，检测灵敏度为 0.75 ng/mL。 

在 ELISA 实验中，标准曲线和前处理的可优化

条件都有很多，但是由于该研究的目的是用 ELISA

方法精确确定适用于免疫反应的最佳前处理条件，因

此只针对封闭温度和温育时间进行优化，以得到较好

的拟合标准曲线。对比仪器检测方法，免疫检测法具

有操作简便、灵敏度高、特异性强、成本低廉等优点，

尤其是胶体金试纸条，更适合基层进行快速检测，并

能快速投入市场，在未来几年的发展中，随着研究的

不断深入，凭借着其巨大的优势在包装、储存条件快

速检测领域能发挥更大的作用。 
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