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摘  要：应用基于超导体包被的免疫荧光快速定量检测技术，建立了一种 AFB1-ZEN-DON 三合一联

检卡法，可同时快速测定玉米中的黄曲霉毒素 B1（AFB1）、玉米赤霉烯酮（ZEN）、呕吐毒素（DON）

三种常见真菌毒素。对质控样准确度、加标回收率、检测限、定量限进行测定，检测多个玉米样品并

与液相色谱法的检测结果进行对比，评估方法的适用性。结果表明，AFB1-ZEN-DON 三合一联检卡

检测 AFB1 含量在 0.5~30 µg/kg，ZEN 含量在 5~200 µg/kg，DON 含量在 100~2 500 µg/kg 的范围内线

性良好。AFB1 在 5~20 µg/kg 加标量范围时，回收率为 97.62%~ 99.37%，ZEN 在 50~150 µg/kg 加标量

范围时，回收率为 98.03%~104.07% ， DON 在 500~2 000 µg/kg 加标量范围时，回收率为

102.49%~108.53%。与液相色谱法相比，使用该方法检测 AFB1 相对偏差在–2.84%~11.91%，ZEN 相

对偏差在–3.43%~18.12%，DON 相对偏差在 1.83%~12.91%，均在液相色谱法允许偏差 20%、15%和

23%之内。该方法检测 AFB1 检测限为 0.41 µg/kg，定量限为 1.12 µg/kg；ZEN 检测限为 3.22 µg/kg，

定量限为 9.15 µg/kg；DON 检测限为 35.42 µg/kg，定量限为 100.84 µg/kg。通过研究证明，

AFB1-ZEN-DON 三合一联检卡是一种有效、准确、快速的方法，能满足同时检测玉米中黄曲霉毒素

B1、玉米赤霉烯酮、呕吐毒素的要求。 
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Abstract: In order to rapidly determine aflatoxin B1 (AFB1), zearalenone (ZEN) and deoxynivalenol (DON) 

in maize, a AFB1-ZEN-DON three-in-one combined detection method has been established. This quantitative 

immunofluorescence assay based on superconductor coating was used to detect multiple maize samples. 

Combined with the recovery rate, stability, detection limit, precision and other indexes, the applicability of 

the method were evaluated and compared with the results of liquid chromatography. The results showed that 

the AFB1-ZEN-DON three-in-one combined detection method had the good linearity in the range of 0.5~30 µg/mL 

for AFB1, 5~200 µg/kg for ZEN and 100~2 500 µg/mL for DON, respectively. The relative deviation of 

AFB1, ZEN and DON detected by this method was –2.84%~11.91%, –3.43%~18.12% and 1.83%~12.91%, 

respectively, which were within the allowable deviation of 20%, 15% and 23%. The detection limit of AFB1 

was 0.41 μg/kg and the corresponding limit of quantification was 1.12 μg/kg. The limit of detection of ZEN 

was 3.22 μg/kg and the corresponding limit of quantitation was 9.15 μg/kg. The detection limit of DON 

was 35.42 μg/kg and the corresponding limit of quantitation was 100.84 μg/kg. Compared with the results of 

liquid chromatography, the superconductor coated immunofluorescence test strip method is an effective, 

practical, rapid and quantitative analysis method within the allowable deviation range, suggesting that it could 

meet the requirements of simultaneous detection of AFB1, ZEN and DON in maize. 

Key words: superconductor coated immunofluorescence test strip method; rapid quantification; aflatoxin B1; 

zearalenone; deoxynivalenol 

真菌毒素是由曲霉属、青霉属、链格孢属、

棒孢属和镰孢属等多种霉菌产生的有毒化合物[1]，

可导致慢性或急性中毒[2-3]，严重威胁着人类和动

物的健康和生命安全[4]。在中国，真菌毒素安全

问题也受到越来越多的关注[5]。 

黄曲霉毒素 B1（Aflatoxin B1，AFB1）属于

黄曲霉毒素 B 族，被国际癌症研究机构列为一类

致癌物[6]。在黄曲霉毒素中 AFB1 是普遍且毒性

最大的一种黄曲霉毒素，AFB1 会导致营养不良、

免疫抑制、肝细胞坏死甚至肿瘤[7-8]。玉米赤霉烯

酮（Zearalenone，ZEN）主要是玉米赤霉菌的代

谢产物[9]，不仅会导致繁殖障碍[10]、损害消化系

统[11]，还会影响脾、肝、肾的发育[12]。脱氧雪腐

镰刀菌烯醇（Deoxynivalenol，DON）是饲料和食

品中最普遍的真菌毒素之一[13]。DON 会导致厌

食、腹泻、发热等症状，损害动物的造血系统，

有致癌、致畸、致突变风险，严重会导致死亡[14-18]。 

AFB1、ZEN 和 DON 主要存在于小麦、玉米

和大麦等谷物之中，在全世界的谷物及其副产品污

染广泛[19-21]。玉米是我国最重要的粮食作物之一，

可以直接食用也能加工成多种的饲料和食品[22]。近

年来国内多项研究也表明，我国玉米及原料中

AFB1、ZEN、DON 这三种毒素检出率较高[23-26]。

在快速、稳定、科学的基础上，建立能够同时检

测 AFB1、ZEN和 DON的定量分析方法，对 AFB1、

ZEN、DON 的暴露风险评估和预防控制都具有重

要意义。 

真菌毒素快速检测技术在粮食仓储、基础生

产等已经有了大量的应用[27]，但绝大多以免疫层

析法为主要检测方法[28]，现有的免疫层析法使用

的是单抗，一张试纸只能针对一种真菌毒素进行

快速检测，成本较高且效率较低。而多毒素试纸

条一般价格较高或其中一种毒素的检出限较高，

当毒素含量低时，检测结果会受到影响。在此基

础上，我们研发了高特异性免疫识别真菌毒素快

检试纸条如图 1，在发光物与抗体构建偶联过程

中，利用超导体材料进行半包被，超导体有极高

的导电特性，将发光物与抗体间静电荷聚集在抗

体侧向吸附，电荷对抗体中杂质及蛋白酶产生边

缘控制吸附效应，从而提高单抗或多抗的纯度，
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增加抗体稳定度，同时突破性改变免疫法对温度

的耐受，实现了真菌毒素检测耗材常温储存及运

输转变，避免了低温储存等苛刻条件带来的检测

准确度下降及数值偏差的风险。便于在日常使用

场景如田间地头或仓储粮库的应用，大大的提高

了便利性。运用此方法研发了 AFB1-ZEN- DON

三合一联检卡可实现玉米中 AFB1、DON、ZEN

的联合快速定量检测，为真菌毒素的风险检测和

及时防范提供了有力的技术支撑。 
 

 
 

图 1  AFB1-ZEN-DON 三合一联检卡 

Fig.1  AFB1-ZEN-DON three-in-one combined detection strips 
 

1  材料和方法 

1.1  材料与仪器 

AFB1-ZEN-DON 三合一联检卡，2~30 ℃密

封保存。 

玉米样品：天然收获玉米。 

黄曲霉毒素 B1（AFB1）免疫亲和柱、玉米

赤霉烯酮（ZEN）免疫亲和柱、呕吐毒素（DON）

免疫亲和柱：美国 Romer。 

黄曲霉毒素 B1 玉米质控样品：低浓度 AFB1

质控样品，（9.3±1.3）μg/kg，编号 GBW(E)100808：

国家粮食和物资储备局；中浓度 AFB1 质控样品，

（17.5±2.4）μg/kg，编号 STN093：深圳市赛泰诺

生物技术有限公司；高浓度 AFB1 质控样品，

（ 26.28±6.07 ） μg/kg ，编号 MRM-AC-1809 ：

Pribolab。 

玉米赤酶烯酮玉米质控样品：低浓度 ZEN 质

控样品，（46.5±6.3）μg/kg，编号 GBW(E)100808、

中浓度 ZEN 质控样品，（70±11）μg/kg，编号

GBW(E)100385：国家粮食和物资储备局；高浓度

ZEN 质控样品，（108.6±18.8）μg/kg，编号 STN108：

深圳市赛泰诺生物技术有限公司。 

呕吐毒素玉米质控样品：低浓度 DON 质控样

品，（472±80）μg/kg，编号 STN472：深圳市赛泰

诺生物技术有限公司；中浓度 DON 质控样品，

（990±130）μg/kg，编号 GBW(E)100808：国家

粮食和物资储备局；高浓度 DON 质控样品，（1 845± 

277）μg/kg，编号 STN1845：深圳市赛泰诺生物

技术有限公司。 

QD-Infinity 系列霉菌毒素快速定量免疫荧光

分析仪：深圳市赛泰诺生物技术有限公司；1260

Ⅱ高效液相色谱仪，配 DAD、FLD 检测器和荧光

检测器：美国 Agilent。 

1.2  AFB1-ZEN-DON 三合一联检卡的制备 

配置质控线 C、检测线 DON、ZEN、AFB1

的划线液，C 划线液为 0.7 µL 的 0.4 mg/mL 羊抗

兔抗体加上 3.5 µL 的质量比 10%的海藻糖和

30.8 µL 的 PBS 缓冲液的混合液；DON 划线液为

2.33 µL 的 0.8 mg/mL 抗 DON 抗体与 32.67 µL PBS

的混合液；ZEN 划线液为 2.33 µL 的 0.8 mg/mL 抗

ZEN 抗体与 32.67 µL PBS 的混合液；AFB1 划线

液为 2.33 µL 的 0.8 mg/mL 的抗 AFB1 抗体与

32.67 µL PBS 的混合液。再将硝酸纤维素膜贴到

PVC 快检试纸条上，再将贴有 PVC 板的硝酸纤维

素膜放至金标划膜仪上标记的指定位置，启动划

线至贴有 PVC 板的硝酸纤维素膜上，完成 C-DON

划线环节。然后再进行 ZEN 划线和 AFB1 划线，

完成后在 37 ℃烘箱中烘干 12 h，待用。 

分别将 0.44 µL 18.18 mg/mL 羊抗兔抗体、

11.11 mg/mL 抗 DON抗体、9.09 mg/mL 抗 ZEN 抗

体、10.08 mg/mL 抗 AFB1 抗体用 0.1 mol/L 碳酸

钾调整 pH 为 7.4 按 3∶1∶1∶1 进行配置，再放

入配置好的金颗粒于旋转盘上旋转混匀 15 min。

将 BSA 封闭剂按每 1 mL 加 100 µL 的量加入标记

好的金颗粒中涡旋 15 min。再放至冷冻离心机中

离心 4 ℃，5 min。取上清液，弃沉淀；再 4 ℃

离心 20 min，弃去上清液，取沉淀物复溶，用复

溶液按每标记 1 mL 复溶 100 µL 的量进行复溶。

混合标记好的复溶金颗粒，羊抗兔抗体、抗 ZEN 

抗体、抗 DON 抗体、抗 AFB1 抗体混合金颗粒按
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1∶1∶1∶1 进行混合后，取金标垫放到金标仪标

记好的指定位置，用磁铁压住，以 4.5 µL/cm 进

行喷金。完成后在 37 ℃烘箱中烘干 12 h。 

1.3  AFB1-ZEN-DON 三合一联检卡法测真菌毒素 

选取玉米样品 500 g，粉碎后过 20 目筛，混

匀样品。称取 5 g 样品粉末置于 50 mL 离心管中，

加入 25 mL 55%甲醇水溶液，涡旋震荡 5 min 充

分混匀，5 000 r/min 离心 2 min，收集上层液体，

将 100 μL 提取的液体与 400 μL ST 缓冲液涡旋振

荡充分混匀，从中移取 75 μL 混合液体垂直滴入

AFB1-ZEN-DON 三合一联检卡的加样孔中，静置

反应 10 min 后，联检卡放入 QD-Infinity 快速免疫

荧光分析仪进行分析。 

1.4  免疫亲和柱液相色谱法测真菌毒素 

按标准 GB 5009.22—2016《食品安全国家标

准 食品中黄曲霉毒素 B 族和 G 族的测定》中的

第三法高效液相色谱–柱后衍生法对 AFB1 进行

检测。 

按标准 GB 5009.209—2016《食品安全国家标

准 食品中玉米赤霉烯酮的测定》中的第一法液相

色谱法对 ZEN 进行检测。 

按标准 GB 5009.111—2016《食品安全国家标

准食品中脱氧雪腐镰刀菌烯醇及其乙酰化衍生物

的测定》中的第二法免疫亲和层析净化高效液相

色谱法对 DON 进行检测。 

1.5  方法学考察 

方法准确性测定：用 AFB1-ZEN-DON 三合一

联检卡法分别检测 AFB1、ZEN、DON 的不同浓

度的质控样品，每个样品平行测定 3 次，计算三

种真菌毒素不同浓度的质控样品变异系数，从而

判断检测结果与理论值的符合率。 

回收率和方法精密度测定：在阴性玉米样品

中添加 AFB1 标准品、ZEN 标准品和 DON 标准

品分别制成三个含量梯度的样品，进行回收率和

精密度测定，每个梯度平行测定 6 次。 

最低检测限和最低定量限测定：分别测定 20

份天然阴性玉米样本，分别按照国际纯粹与应用

化学联合会（ International Union of Pure and 

Applied Chemistry，IUPAC）推荐的公式 s+3×b 和

s+10×b（s 为 20 份空白样品检测值的平均值；b

为标准偏差）[29-30]，计算确定检测限与定量限。 

测定结果与液相色谱法对比：将 25 份玉米样

品同时用液相色谱法和 AFB1-ZEN-DON 三合一

联检卡法检测 AFB1、ZEN 和 DON，对两种方法

的检测结果进行比较，计算相对偏差。 

1.6  数据分析 

进行 3 组平行实验，数据采用 SPSS18.0 进行

统计学分析，若 P˂0.05 在统计学上认为数据具备

显著性差异。 

2  结果与讨论 

2.1  方法准确性测定 

在相同实验条件下，使用 AFB1-ZEN-DON 三

合一联检卡法检测不同浓度的真菌毒素玉米质控

样品，每个样品平行检测 3 次，并计算三种真菌

毒素不同浓度的质控样品变异系数，检测数据见

表 1。 

 
表 1  AFB1-ZEN-DON 三合一联检卡法检测玉米质控样品三种毒素的含量 

Table 1  Determination of AFB1, ZEN and DON content in maize quality control samples by 3 in 1 combined detection method 

质控样品 理论值 平行 1 平行 2 平行 3 平均值 变异系数/% 平均变异系数/% 

低浓度 AFB1 9.30±1.30 8.63 9.66 9.31 9.20 5.69 

中浓度 AFB1 17.50±2.40 17.79 17.19 17.88 17.62 2.13 

高浓度 AFB1 26.28±6.07 24.65 25.33 27.16 25.71 5.05 

4.29 

低浓度 ZEN 472.00±80.00 501.66 483.28 513.11 499.35 3.01 

中浓度 ZEN 990.00±130.00 986.46 1 035.87 1 010.62 1 010.98 2.44 

高浓度 ZEN 1 845.00±277.00 1 659.64 1 764.53 1 805.34 1 743.17 4.31 

3.26 

低浓度 DON 46.50±6.30 47.17 45.88 50.19 47.75 4.63 

中浓度 DON 70.00±11.00 71.17 61.77 68.34 67.09 7.19 

高浓度 DON 108.60±18.80 113.49 103.65 100.43 105.86 6.43 

6.08 
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AFB1-ZEN-DON 三合一联检卡法检测结果

与质控样的理论值符合率达 100%，质控样品的黄

曲霉毒素 B1 含量重复测定的变异系数范围在

9.20%~25.71%之间，玉米赤霉烯酮含量重复测定

的变异系数范围在 2.44%~4.31%之间，质控样品

的呕吐毒素含量重复测定的变异系数范围在

4.63%~7.19%之间；黄曲霉毒素 B1 平均变异系数

为 4.29%，玉米赤霉烯酮含量重复测定的平均变

异系数为 3.26%，呕吐毒素平均变异系数为 6.08%， 

检测的准确度符合实验要求。 

2.2  回收率和方法精密度测定 

在阴性玉米样品中添加 AFB1 标准品、ZEN

标准品和 DON 标准品分别制成三个含量梯度的

样品，AFB1 理论含量分别为 5、10、20 µg/kg，

ZEN 理论含量分别为 50、100、150 µg/kg，样品

中 DON 理论含量分别为 500、1 000、2 000 µg/kg，

进行回收率和精密度测定，每个梯度测定 6 次，

数据分布见图 2。 

 

 
 

注：A 为 AFB1 回收率分布图；B 为 ZEN 回收率分布图；C 为 DON 回收率分布图。 

A: recovery distribution of AFB1; B: recovery distribution of ZEN; C: recovery distribution of DON. 

图 2  AFB1-ZEN-DON 三合一联检卡法检测加标玉米样品三种真菌毒素的回收率分布图 

Fig.2  Recovery distribution of mycotoxin in spiked maize samples detected by 3 in 1 combined detection method 

 
取 6 次结果的平均值得三个含量梯度的玉米

样品中 AFB1 加标回收率分别为 99.37%、98.10%、

97.62%，相对偏差分别为–0.63%、1.90%、–2.38%，

ZEN 加标回收率分别为 98.03%、 104.07%、

102.88%，相对偏差分别为 2.19%、11.27%、9.68%，

DON 加标回收率分别为 107.45%、108.17%、

103.72%，相对偏差分别为–1.97%、4.07%、2.88%，

符合国标定量检测标准要求。由图 2 箱形图可以

看出，AFB1、ZEN 和 DON 回收率检测结果波动

范围在 20%以内，回收率范围均在 80%~120%以

内，符合加标回收要求。DON 在三个含量梯度的

检测数据较 AFB1 和 ZEN 检测数据要更分散。从

总体上看 AFB1、ZEN 和 DON 方法精密度，符合

国标定量检测标准要求。 

2.3  最低检测限和最低定量限测定 

本研究连续独立测定 20 份天然阴性玉米样

本，分别按公式 s+3×b 和 s+10×b（s 为 20 份空白

样品检测值的平均值；b 为标准偏差），计算确定 

AFB1-ZEN-DON 三合一联检卡法的检测限与定

量限。将检测数据整理绘制成数据分布情况，见

图 3。 

检测 20 份阴性玉米样品中 AFB1 的测定值在

0.00~0.33 μg/kg 范围内，测定平均值为 0.10 μg/kg，

标准偏差为 0.10 μg/kg；ZEN 的测定值在 0.00~ 

3.16 μg/kg 范围内，测定平均值为 0.68 μg/kg，标

准偏差为 0.85 μg/kg；DON 的测定值在 0.00~ 

32.53 μg/kg 范围内，测定平均值为 7.38 μg/kg，

标准偏差为 9.35 μg/kg。AFB1-ZEN-DON 三合一

联检卡法和液相色谱法测 DON 的检测限和定量

限对比见表 2。AFB1-ZEN-DON 三合一联检卡法

中 AFB1 检测限和定量限均优于国家标准中液相

色谱法的规定值；ZEN 和 DON 的检测限和定量

限均低于国家标准液相色谱法的规定。说明

AFB1-ZEN-DON 三合一联检卡法中 AFB1 的检测

限量水平优于液相色谱法，ZEN 和 DON 检测限

量水平同液相色谱法相近。 
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注：A 为 AFB1 数据分布图；B 为 ZEN 数据分布图；C 为 DON 数据分布图。 

A: data distribution of AFB1; B: data distribution of ZEN; C: data distribution of DON. 

图 3  AFB1-ZEN-DON 三合一联检卡法检测 20 份阴性玉米样品真菌毒素的数据分布图 

Fig.3  Data distribution of 20 blank maize samples detected by 3 in 1 combined detection method 

 
表 2  AFB1-ZEN-DON 三合一联检卡法和液相色谱法（HPLC）测的检测限和定量限对比 

Table 2  Comparison of LOD and LOQ of 3 in 1 combined detection method and HPLC 

真菌毒素 检测方法 称样量/g 检测限/(μg/kg) 定量限/(μg/kg) 

AFB1-ZEN-DON 三合一联检卡法 5±0.01 0.41 1.12 
黄曲霉毒素 B1 (AFB1) 

HPLC 法 5±0.01 0.03 0.10 

AFB1-ZEN-DON 三合一联检卡法 5±0.01 3.22 9.15 
玉米赤霉烯酮(ZEN) 

HPLC 法 40±0.10 5.00 17.00 

AFB1-ZEN-DON 三合一联检卡法 5±0.01 35.42 100.84 
呕吐毒素(DON) 

HPLC 法 25±0.10 100.00 200.00 
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2.4  测定结果与液相色谱法对比 

将 25 份玉米样品同时用液相色谱法和

AFB1-ZEN-DON 三合一联检卡法检测 AFB1、

ZEN 和 DON，并对结果数据进行比较，由于联

检卡数据 AFB1 检测结果低于 0.5 μg/kg，ZEN

检测结果低于 5 μg/kg，DON 检测结果低于   

100 μg/kg 的无法读出，故不做统计，其余检测

数据比较见图 4。  

由图 4 可知在测定的 25 组数据中，除去仪器 

无法读数的数据，液相色谱法和 AFB1-ZEN-DON

三合一联检卡法检测 AFB1、DON 和 ZEN 的结果

符合率达到 100%。两种方法的 AFB1 的相对偏差

在–2.84%~11.91%之间，ZEN 的相对偏差在–3.43%~ 

18.12%之间，DON 的相对偏差在 1.83%~12.91%之

间，说明 AFB1-ZEN-DON 三合一联检卡法的检测

数据与液相色谱法的检测数据相一致，方法间偏差

较小，精密度将近，结果可靠，符合国家标准偏差

要求。 

 

 
 

注：A 为 AFB1 数据对比及相对偏差图；B 为 ZEN 数据对比及相对偏差图；C 为 DON 数据对比及相对偏差图。 

A: comparison and relative deviation of AFB1; B: comparison and relative deviation of ZEN; C: comparison and relative deviation of DON. 

图 4  液相色谱法（HPLC）和 AFB1-ZEN-DON 三合一联检卡法检测玉米样品中真菌毒素数据对比及 

相对偏差图（A：AFB1；B：ZEN；C：DON） 

Fig.4  Comparison and relative deviation of DON and ZEN data in maize samples detected by HPLC method  
and 3 in 1 combined detection method 

 
 

3  结论 

本研究表明 AFB1-ZEN-DON 三合一联检卡

法能够同时快速定量检测玉米中 AFB1、DON 和

ZEN 三种真菌毒素，该方法的检测结果准确、可

靠。相较于国家标准中规定的液相色谱法，本方

法具有快速、灵敏、方便、科学、检测成本低的

特点，与单联、双联快检法相比，具有省时、节
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约成本、同时检测三个毒素指标的特点。可以在

满足农产品及其制品中真菌毒素快速检测需求。

此外，本方法为内置标准曲线，不需要在实验中

制作标准曲线，减少人为检测误差，保持每台仪

器的稳定性。本方法使用的试纸条和试剂耗材可

在 2~30 ℃储存，便于在各种温度条件下的运输

和使用，广泛适用不同检测环境如田间调查，市

场抽查等。随着现代检测技术迅猛发展，人们对

食品、饲料安全日益重视，快速筛查、实时监控

是检测发展的趋势，AFB1-ZEN-DON 三合一联检

卡法能同时快速定量检测玉米中 AFB1、DON 和

ZEN 三种毒素具有现实意义。 
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