
 

设为首页

加入收藏

联系我们

投稿须知

 

  网站首页 同兴广告 企业名录 行业资讯 技术文章 网络刊物 在线订购 编读互动

 站内搜索:     类别:          全部类别 全部范围 点击下载读者调查表

  用户名:

  密 码:

  验证码:   

  

· 饲用油脂的质量指标及掺假的…

· 气相色谱法测定猪肉脂肪酸组…

· 抗坏血酸（VC）微囊的质量检…

· 气相色谱-质谱联用法测定饲料…

· 饲料中三种硝基呋喃类药物的…

· 几种重要蛋白原料的掺假与鉴…

· 豆粕中尿素酶活性检测方法的…

· 不确定度评定在饲料卫生学霉…

· 凯氏定氮法测定饲料中粗蛋白…

· 黄曲霉毒素检测方法的研究

· 饲料中盐酸多巴胺的HPLC检测…

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ELISA在 检 测 饲 料 黄 曲 霉 毒 素 总 量 中 的 应 用

作者:陈 玲 陈 丽 冯建文等 期号：2006年第21期  

   

 

摘 要 实验研究了酶联免疫吸附法（ELISA）测定饲料中黄曲霉毒素总量的方法。采用70%甲醇萃取饲料中黄曲霉毒素，应用固相直

接竞争酶联免疫吸附原理，建立标准反应曲线Y=-21.1X+120.11，R2=0.998。该方法简单、快捷、准确，回收率在97.71%
~102.74%之间。 
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随着国家对饲料卫生指标的日益关注，饲料中黄曲霉毒素含量是否超标也逐步受到重视。饲料原料及配合饲料采集后贮存不当或在制

备和加工过程中处理不善，可能造成霉菌感染并产生霉菌毒素。其中，黄曲霉毒素（Aflatoxin）危害最大、毒性极强。黄曲霉毒素是

黄曲霉菌和寄生曲霉菌产生的一组有毒代谢物，长期食用含低浓度黄曲霉毒素的饲料将导致动物胚胎内中毒，通常年幼的动物对黄曲

霉毒素更为敏感[1]。黄曲霉毒素中毒主要表现为消化系统功能紊乱、生育能力降低、饲料利用率降低、贫血、牛奶产量下降和鸡产蛋

率下降，动物的免疫力有所降低，易受有害微生物的感染。我国饲料黄曲霉毒素污染率很高，给饲料企业和养殖业带来了很大损失。

因此，要加强对饲料中黄曲霉菌毒素控制的力度。 

目前黄曲霉毒素检测的主要方法有：薄层法（TLC）、高效液相色谱法（HPLC）、免疫亲和柱荧光光度法、酶联免疫吸附法

（ELISA）、快速荧光法[2]。本文建立了酶联免疫吸附分析法(ELISA)测定饲料中黄曲霉毒素含量的方法，所涉及的仪器及试剂比较

少，试验步骤也比较简单，是一种先进、快速、灵敏、准确、经济、简单、安全的方法。 

1 材料与试剂 
1.1 主要仪器与试剂 
分析天平、分样筛（20目）、酶标仪、八道移液枪（微量可调移液器）及吸头、粉碎机、玻璃器皿、磁力搅拌器等，甲醇。 
1.2 试剂盒组成 
试剂盒为新加坡ROMER公司产品，包括黄曲霉毒素标准品系列(浓度分别为0、1.0、2.5、5.0、10.0、20.0 μg/kg)、黄曲霉毒素酶

联偶合剂、底物、终止液、96孔抗体包被的酶标板。 
2 测定原理及方法 
2.1 ELISA测定黄曲霉毒素的原理 
应用固相直接竞争酶联免疫吸附原理检测黄曲霉毒素（Aflatoxin）,将酶标记的黄曲霉毒素与样品提取液混合加入到预先抗体包被的酶

标板中,样品提取液中的黄曲霉毒素与酶联偶合剂竞争结合孔中的特异抗体。经充分反应后,加入底物, 微孔颜色变为蓝色，所显颜色深

浅与样品提取液中黄曲霉毒素含量成反比。加入终止液后, 反应终止，微孔颜色由蓝色转为黄色。将微孔板放入酶标仪中在波长450 
nm（OD450）下测其吸光度，参照标准曲线计算出饲料样品中黄曲霉毒素含量。 
2.2 取样 
将具有代表性的饲料原料及配合饲料约1 kg粉碎，使至少75%的饲料样品能够通过20目筛网，混合均匀，用四分法进行取样。 
2.3  样品处理 
准确称取20 g左右的饲料样品置于干净有盖的广口瓶中，加入100 ml甲醇水溶液（V甲醇：V水＝70：30）萃取，盖上瓶盖，并在磁

力搅拌器上搅拌5～10 min。 
2.4  纯化 
静置后用滤纸过滤上清液，收集滤液待测，注意样品萃取液的pH值为6~8。 
2.5 ELISA试剂盒测定饲料样品中黄曲霉毒素的含量 
将所有试剂放至室温后进行下面操作。 

2.5.1 稀释 
将稀释孔放到微孔架上，用移液枪移取酶联偶合物200 μl到每个稀释孔中。移取100 μl的标准品及饲料样品至已装有200 μl酶联偶

合物的稀释孔中，反复抽吸稀释孔3次，对稀释孔中液体进行充分混匀。 
2.5.2 反应 
移取每个稀释孔中的液体100 μl到相应的被抗体包被的微孔中，室温下孵育15 min。 
2.5.3 洗涤 
孵育15 min后，将微孔中的液体倒入废液缸中，用蒸馏水冲洗每个微孔，然后将微孔板倒置在滤纸上拍打，这样来回冲洗5次，拍

干，尽可能使微孔中的水分排出。 

2.5.4 显色与终止 
向每个微孔中加100 μl的底物，在室温下孵育5 min，然后向每个微孔中加100 μl的终止液。 
2.5.5 定量测定 
用酶标仪在波长450 nm处测定吸光度（OD）值，绘制黄曲霉毒素的标准曲线，确定饲料样品中黄曲霉毒素的含量。 
2.6 回收率实验 
考虑到饲料样品中提取的黄曲霉毒素对其吸收度是否存在影响因素以及结果的准确性和可靠性，分别在这5个饲料样品（各20 g）中

加入10 μg/kg的黄曲霉毒素的标准品35 μl，进行回收率实验。     
3 测定结果 
3.1 标准曲线的绘制 
以零标准的吸光度值的百分数（吸光度值×100/零标准吸光度值）为纵坐标，以5个标准的浓度对数（lgC）为横坐标，绘制标准反应

曲线（见图1）。 

 

 



 

 

 

3.2 饲料样品中黄曲霉毒素的含量测定（见表1） 

3.3 回收率实验结果（见表2） 
从标准物添加回收情况来看，回收率在97.71%~102.74%之间，实验结果令人满意。 

4 分析与讨论 
4.1 霉菌毒素的污染具有分布极不均匀性，在一批饲料原料中可能只有少数几粒污染，而另一批中污染的水平可能非常高。同时，霉菌

毒素的污染是基于“μg/kg”水平的，即十亿分之一。基于以上两点原因，测量霉菌毒素含量的过程中取样环节产生的误差最大，约占

总误差的85%以上，所以取样要特别慎重。检测霉菌毒素含量时，取样这一环节非常重要，一定要有代表性。 
4.2 本实验纯化过程时注意样品萃取液的pH值为6~8，样品液的pH值过高、过低都会影响检测结果。所以，检测前就需要调整好样品

液的pH值。有研究发现：当样品提取液的pH值低于5时，酶标抗原中的酶的结构发生不可逆的变化，并丢失其大部分活性，导致显色

反应时颜色偏浅，结果出现假阳性[3]。 
4.3 通过回收率实验及对饲料样品中黄曲霉毒素含量测定的结果证明，固相直接竞争酶联免疫吸附法用于检测饲料黄曲霉毒素含量测

定结果准确可靠，方法简便，所涉及的仪器及试剂比较少，实验步骤也比较简单，是目前国内外较为先进的检测方法，快速、灵敏而

且经济安全。 

5 结语 
我国的饲料工业还处于发展之中，体制还不健全，对饲料中霉菌及其毒素污染没有足够重视。因此，饲料生产、管理、经营和消费部

门都应加强对饲料及原料的质量控制和管理，重视和改进饲料及原料的生产、加工、运输、贮存条件，防止霉菌污染，提高饲料质

量。 
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