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免疫传感器在粮油中真菌毒素
快速检测的应用研究进展
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摘　要：真菌毒素污染是造成食品安全问题的主要因素之一。目前，常用的真菌毒素检测方法主要
有薄层层析法、高效液相色谱法、超临界液相色谱法、气相色谱—质谱联用法、免疫传感器法、试剂

盒法、速测卡法等，其中电化学免疫传感器法具有快速、灵敏、特异性强等优势，在真菌毒素快速、准

确、现场化或在线检测方面具有广阔的发展前景。综述了电化学免疫传感器的原理、分类、抗原／抗
体固定方法，简述了黄曲霉毒素免疫传感器、赭曲霉毒素免疫传感器、伏马毒素免疫传感器、脱氧雪

腐镰刀菌烯醇免疫传感器和玉米赤霉烯酮免疫传感器在粮油食真菌毒素快速检测中的应用，分析

了存在的问题并提出了有关建议。
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　　真菌毒素（Ｍｙｃｏｔｏｘｉｎｓ）是一类由真菌在生长繁
殖过程中产生的有毒次级代谢产物［１］。据联合国

粮农组织统计，每年真菌毒素污染的农产品约占世

界总量的２５％，由此造成的损失达几百亿美元［２］。

目前已发现的真菌毒素有３００多种，如黄曲霉毒素、

赭曲霉毒素、玉米赤霉烯酮、脱氧雪腐镰刀菌烯醇、

伏马毒素等。真菌毒素具有致畸、致癌和致突变等

危害，对人类和动物的健康构成严重威胁。真菌毒

素的污染范围广，包括大部分的农产品、谷物、食品

和饲料等。当前食品安全问题是人们的关注重点，

降低真菌毒素危害是食品工业要解决的重要安全问

题之一，降低其危害主要从三方面入手，一是在食品

产业链的各个环节控制真菌污染，如粮食、饲料干

燥、贮存条件控制、安全抑菌、抗菌剂的研发与应用；
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二是食品中真菌毒素的污染的去除，如物理方法、化

学方法、生物方法等；三是终端检测严格控制污染真

菌毒素的食品进入市场，从而保障食品安全。

目前，真菌毒素的检测方法主要有高效液相色

谱法、超临界液相色谱法、气相色谱—质谱联用法、

液相色谱—质谱联用法等，这些方法技术成熟、灵敏

度高、精确度高，但是设备昂贵、操作步骤繁琐，检测

用时长，成本高，无法实现速测和现场检测［３］；而

ＥＬＩＳＡ试剂盒、速测卡等虽有利于现场快速检测，但
检测精确度不足，可能会出现假阴性问题；电化学免

疫传感器因对目标物的高度特异性、灵敏性和稳定

性，具有检测速度快、灵敏度高、操作简便等优势，在

食品分析、医学研究和环境监控等领域均有良好应

用前景［４］。以下对电化学免疫传感器的原理、分

类、抗原／抗体的固定方法，以及在真菌毒素检测中
的应用进行阐述。

１　电化学免疫传感器概述
１．１　电化学免疫传感器的原理

电化学免疫传感器是基于抗原抗体间特异性反

应的集成元件，相对于其它生物传感器，具有更为优

良的专一性和选择性。检测原理是把免疫物质（抗

原／抗体）固定在支持物表面作为识别元件，识别对
应的抗体（或抗原）并形成稳定复合物，通过换能器

将实验中免疫反应的相关变化转换为电信号，再通

过信号处理器对电信号进行处理、显示或记录，最终

对目标物进行检测［５］，其工作原理如图１。

图１　电化学免疫传感器的原理示意图

１．２　电化学免疫传感器的分类
电化学免疫传感器通常有两种分类方式，一种

是根据测量信号的不同，可分为电位型、电容型、电

导型和电流型；另一种是依据是免疫反应进行过程

中标记物的有无，可分为标记型和非标记型电化学

免疫传感器［６］。电位型免疫传感器的研究始于上

世纪７０年代，根据实验过程中电位的变化量与目标
物在特定浓度范围内存在一定关系，通过测量电位

变化对免疫反应进行分析。可对抗原或抗体进行直

接或者间接检测，但存在非特异性吸附和干扰因素

等问题，限制了其在实际检测中的应用。电容型免

疫传感器是近些年来出现的新型传感器，主要基于

双电层理论，可通过物质的吸附和表面电荷的改变

等引起双电层结构产生可检测的信号，具有灵敏度

高、集成简便和无需使用标记物等优点，应用比电位

型更广泛；电导型免疫传感器利用免疫反应引起溶

液或薄膜的电导变化对目标物进行分析，但易受到

待测样品离子强度与缓冲液等的影响，发展较缓慢；

电流型免疫传感器是一种将免疫学分析技术和电化

学检测方法相结合的产物，在这四类中应用最广泛。

常用标记物有酶和电活性物质两类，由于酶具有化

学放大作用，因此在实际应用中多采用酶作标记物，

常用酶有碱性磷酸酶、辣根过氧化酶、乳酸脱氧酶、

尿素水解酶等［７］。主要修饰原理有竞争法和夹心

法两种，竞争法是用酶标记的抗原与样品中的抗原

相互竞争，以结合电极表面的抗体，催化氧化还原反

应产生电活性物质而引起电流变化，达到测定样品

中的抗原浓度的目的；夹心法是在样品中的抗原与

电极表面的抗体结合后，添加酶标记的抗体与样品

中的抗原结合，形成夹心结构来催化氧化还原反应

使电流发生变化，从而达到对目标物的测定［８］。

１．３　抗原／抗体的固定方法
在电化学免疫传感器的制备过程中，抗原／抗体

的固定是最为关键的步骤之一。常用的抗原／抗体
固定方法有包埋法、物理吸附法、共价键合法和自组

装膜法等。包埋法是将抗原／抗体包裹在高分子三
维网状结构中，其敏感膜的几何形状与孔径可以控

制，因此可应用于高浓度生物组分的固定，此法的制

备条件温和，有利于保持抗原／抗体的生物活性；物
理吸附法是利用抗原／抗体溶液浸泡或者涂覆于电
极的表面，在自然条件下等待溶液挥发即制得，此法

能够有效保持抗原／抗体活性，同时所制得的电极性
能比较稳定，应用较为广泛；共价键合法是一种化学

修饰方法，是将抗原／抗体经共价键作用固定在电极
表面，此法的优势在于抗原／抗体结合牢固，稳定性
好，但存在操作复杂、生物活性较差等问题；自组装

膜法是将抗原／抗体经静电作用或化学键自发吸附
在电极表面，形成稳定的有机分子膜，此法的稳定性

和化学结构优于其它三种方法，而且制备物性质多

样，能较好的保持抗原／抗体的生物活性［９］。

２　电化学免疫传感器在真菌毒素检测中的
应用

２．１　黄曲霉毒素免疫传感器
黄曲霉毒素（Ａｆｌａｔｏｘｉｎ，ＡＦ）是由黄曲霉（Ａｓｐｅｒ

ｇｉｌｌｕｓｆｌａｖｕｓ）和寄生曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｐａｒａｓｉｔｉｃｕｓ）等
真菌次级代谢产物，通常存在于花生和玉米等粮食

和饲料中［１０］。其中以黄曲霉毒素 Ｂ１的污染最严
重，我国对谷物及其制品中 ＡＦＢ１的限量标准为
５．０～２０．０μｇ／ｋｇ，花生及其制品为 ２０μｇ／ｋｇ［１１］。
黄曲霉毒素免疫传感器的研制有两个关键步骤，一
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是将抗原／抗体间免疫反应信号转换为电化学信号，
并能对其放大，二是在保证抗原／抗体生物活性的条
件下，增加免疫传感器表面的生物活性物质固载量。

近年来，研究人员将酶（主要是碱性磷酸酶、辣根过

氧化酶、葡萄糖氧化酶等）标记抗原／抗体，同时运用
纳米材料（主要是纳米金、羧基化碳纳米管、石墨烯、

磁性纳米颗粒等）、离子液体和导电聚合物等技术修

饰电极来构建ＡＦ免疫传感器。主要是利用酶易于
抗原／抗体结合，以及纳米材料在保证抗原／抗体生物
活性的同时，增强生物活性物质的固载量和电化学响

应信号，有效提升了 ＡＦ免疫传感器的灵敏度、重复
稳定性和使用寿命。现有检测黄曲霉毒素Ｂ１的报道
居多，结果较为理想，但多数免疫传感器尚未发展到

商业化应用阶段，需要研发人员继续努力。

ＹｕｎＴａｎ等［１２］构建了一种酶催化银沉积扩增

信号的ＡＦＢ１免疫传感器，在免疫反应过程中，抗体
上的标记物碱性磷酸酶催化抗坏血酸 －２－磷酸盐
成为抗坏血酸，同时银离子被还原成银沉积于金电

极表面，再经线性扫描伏安法（ＬＳＶ）对电极表面沉
积的银进行定量，间接检测 ＡＦＢ１，该免疫传感器结
合酶催化沉积放大信号，思路新颖。周琳婷等［１３］研

究了一种石墨烯／导电高分子／离子液体修饰的
ＡＦＢ１阻抗免疫传感器，当 ＡＦＢ１在３．２×１０

－１５～３．２
×１０－１３ｍｏｌ／Ｌ时，交流阻抗与浓度呈线性关系（Ｒ２

＝０．９９４），检测限良好，达１．１×１０－１５ｍｏｌ／Ｌ，离子
液体的优良生物亲和性提升了电极表面抗体的稳定

性，避免了采用滴涂法固定抗体所构建传感器的不

稳定性。干宁等［１４］研究了一种检测小麦粉中 ＡＦＢ１
安培免疫传感器（ＳＰＣＥＣｈｉｔ／ＦｅＰｃ／Ａｕ／ＨＲＰ－Ａｂ－
ＡＦＢ１），ＦｅＰｃ可催化 Ｈ２Ｏ２的还原，增强电信号，该
传感器所需温育时间短（８ｍｉｎ），为 ＡＦＢ１的现场检
测提供可能性。孙秀兰等［１５］采用正硅酸乙酯的硅

溶胶固定ａｎｔｉ－ＡＦＢ１制备了一种非标记ＡＦＢ１阻抗
免疫传感器，该传感器检测限（０．１μｇ／Ｌ）不太理
想，但简化了制备步骤。Ｃｈａｒｌｉｅ等［１６］通过酶联免疫

吸附法（ＥＬＩＳＡ）将３，３，５′，５′－四甲基二氢氯化物
联苯胺（ＴＭＢ）／Ｈ２Ｏ２修饰到丝网印刷电极表面，以
辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记抗体，检测限为 ３９
ｎｇ／Ｌ，动态线性检测范围达１０００ｎｇ／Ｌ，该传感器研
制中应用了丝网印刷电极，或为以后免疫传感器的

工业化发展提供了一种新的思路。在上述文献中，

ＹｕｎＴａｎ等研制的免疫传感器结合了酶催化沉积信
号放大法和电化学检测的高度灵敏性，检测下限较

低、成本低廉，表明酶催化沉积结合电化学方法检测

的信号放大效果理想。周琳婷等在研制中添加石墨

烯、纳米金和离子液体（１，３－二丁基咪唑基六氟磷
酸盐），显著提升了修饰层的导电活性和生物活性

物质的固载量，所研制的传感器灵敏度和稳定性良

好。Ｃｈａｒｌｉｅ等研制的标记型传感器的检测限较低，
且以丝网印刷电极为工作电极，因丝网印刷电极设

计灵活，成本低，可批量制作，或许是以后免疫传感

器工业化发展的一种好选择。

２．２　赭曲霉毒素免疫传感器
赭曲霉毒素（Ｏｃｈｒａｔｏｘｉｎ，ＯＴ）是由赭色曲霉属和

青霉属的几种真菌在自身生长代谢过程中产生的毒

素［１７］。ＯＴ污染较广，主要包括谷物及其制品、豆类、
坚果、油脂、啤酒等［１８］。赭曲霉毒素免疫传感器可分

为标记型免疫传感器和无标记型免疫传感器两类。

标记型ＯＴ免疫传感器的研制主要是应用酶（碱性磷
酸酶、辣根过氧化酶）、纳米材料（纳米银、纳米氧化锌

等）标记抗原／抗体，在保证抗体生物活性的条件下增
加生物活性物质固载量和增强电化学信号，提高ＯＴ
免疫传感器的灵敏度、稳定性和使用寿命，但研制过

程较为繁琐。近年来，无标记型ＯＴ免疫传感器研制
相对简便，逐渐受到国内外研究学者们的重视，但在

检测灵敏度方面不甚理想，为了满足日益严格的真菌

毒素限量标准，无标记型ＯＴ免疫传感器需要进一步
研究改进，由于赭曲霉毒素Ａ的污染较多，因此报道
的文献多是研制关于ＯＴＡ检测的免疫传感器。

Ａｂｄ－Ｅｌｇａｗａｄ等［１９］构建了一种无标记电化学

阻抗型ＯＴＡ免疫传感器，该传感器由两步构成，首
先是经电化学还原生成４－羧基苯重氮盐（４－ＣＰ
ＤＳ）在酸性溶液中得到稳定的对羧苯基（４－ＣＰ）单
层，然后ａｎｔｉ－ＯＴＡ经碳化二亚铵（ＥＤＣ）活化并固
定于金电极表面，采用循环伏安法（ＣＶ）和电化学阻
抗谱法（ＥＩＳ）进行测定，应用在 ＯＴＡ浓度为１～２０
ｎｇ／ｍＬ时电子转移电阻增加值△Ｒｅｔ与 ＯＴＡ浓度呈
线性关系，对ＯＴＡ进行检测，方法非常新颖，可尝试
对其进一步小型化和批量生产。李姣［２０］研制了一

种酶催化银沉积扩增信号的超灵敏 ＯＴＡ免疫传感
器，在免疫反应时碱性磷酸酯酶催化磷酸抗坏血酸

酯（ＡＡＰ）水解成抗坏血酸，生成的抗坏血酸使银离
子还原成银，沉积于电极表面，再经线性扫描伏安法

（ＬＳＶ）对银进行定量，间接检测 ＯＴＡ，检测限达７．８
×１０－４ｎｇ／ｍＬ。Ａｎｅｅｓ等［２１］设计的免疫电极（ＢＳＡ／
ｒ－ＩｇＧｓ／Ｎａｎｏ－ＺｎＯ／ＩＴＯ）通过将纳米氧化锌 ＺｎＯ
薄膜已沉积到铟锡氧化物玻璃板上，再将兔免疫球

蛋白抗体共固定化（ｒ－ｉｇｇｓ）与牛血清白蛋白固定
到其表面，该传感器的检出限为０．００６ｎｍｏｌ／ｄｍ３，灵
敏度为 １８９Ω／ｎｍｏｌ／ｄｍ３·ｃｍ－２，该法思路独树一
帜，可尝试作为其它真菌毒素的检测方法。在上述

三篇报道中，Ａｂｄ－Ｅｌｇａｗａｄ等研制的阻抗型免疫传
感器比较新颖，检测限较低，可尝试进行批量化生

产，进一步监控赭曲霉毒素对于粮食的污染。李姣
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研制免疫传感器结合了酶催化银沉积反应以及银的

连续放大分析信号，实现了双重优化效果，为 ＯＴＡ
免疫传感器进一步的实际应用提供了思路。Ａｎｅｅｓ
等采用纳米氧化锌薄膜沉积在铟锡氧化物电极，实

验结果理想，对于其它的真菌毒素也可尝试用此法

进行检测。

２．３　伏马毒素免疫传感器
伏马毒素（Ｆｕｍｏｎｉｓｉｎ，ＦＢ）是由串珠镰刀菌、轮

状镰刀菌、多育镰刀菌等产生的毒素。主要有 ＦＢ１
（毒性最强、污染最重）、ＦＢ２、ＦＢ３等１１种

［２２］。伏马

毒素存在范围比较广泛，主要存在于玉米及其制品

中，少量存在于在大米、面条、调味品、高粱、啤酒中。

免疫传感器具有快速、灵敏等优势，为 ＦＢ的快速灵
敏检测提供了思路。伏马菌素免疫传感器是 ＦＢ与
ａｎｔｉ－ＦＢ间免疫反应进行表征的设备，选择性和灵
敏度较高。ＦＢ免疫传感器的研制比较少见，但对于
ＦＢ引起的食品安全问题不可忽视。就 ＦＢ免疫传
感器研制而言，可尝试用酶（碱性磷酸酶、辣根过氧

化酶等）作为电化学免疫分析过程中生物活性物质

的标记物，综合应用纳米材料（纳米金、纳米氧化

锌、羧基化碳纳米管、石墨烯等）、离子液体技术和

导电聚合物技术构建 ＦＢ免疫传感器，进行探索后
研制出满足限量标准的免疫传感器，有效降低伏马

菌素对于人和动物的危害。

如今有关检测伏马菌素的免疫传感器的报道较

少，Ｋａｄｉｒ等［２３］开发了一种检测 ＦＢ１和 ＦＢ２的丝网
印刷金电极，该免疫传感器采用单克隆抗体固定在

电极表面，由ＴＭＢ通过计时安培分析法对电极表面
发生的反应进行监控，对于ＦＢ１和 ＦＢ２的检测限为５
ｎｇ／ｍＬ，动态检测范围为１～１０００ｎｇ／ｍＬ。该法基
于丝网印刷金电极，且可对 ＦＢ１和 ＦＢ２进行同时检
测，检测限可满足实际应用。在以后的研究中，可进

一步加强研制用于检测伏马菌素电化学免疫传感

器，更好地控制由伏马菌素引发的食品安全问题。

２．４　脱氧雪腐镰刀菌烯醇免疫传感器
脱氧雪腐镰刀菌烯醇（ｄｅｏｘｙｎｉｖａｌｅｎｏｌ，ＤＯＮ）是

Ｂ型的单端孢霉烯族毒素，是禾谷镰刀菌产生的最
主要的真菌毒素。脱氧雪腐镰刀菌烯醇主要污染小

麦、大麦、玉米、燕麦等农产品［２４］。从现有的脱氧雪

腐镰刀菌烯醇免疫传感器报道来看，应用免疫磁珠

对其进行修饰，效果良好。就以后的研制而言，可应

用其它思路（酶催化银沉积连续扩增、基于纳米氧

化锌沉积到铟锡氧化物平台等）构建 ＤＯＮ免疫传
感器，不断满足日益严格的限量标准，并有效监控脱

氧雪腐镰刀菌烯醇的污染，进而保障食品安全。

Ｄａｎｉｅｌａ等［２５］运用免疫磁珠结合８个磁化丝网
印刷电极（８－ｍＳｃＰＥｓ）作为电化学传感器，对于谷

物和谷物制品的样品中呕吐毒素（ＤＯＮ）进行检测，
该传感器采用新型的抗 ＤＯＮ的 Ｆａｂ片段。在实验
室条件下，通过对于小麦，谷类早餐和婴儿食品的样

品进行检测，得出谷类早餐和婴儿食品的可重复性

分别为９％～２４％和１０％～３３％，谷类早餐和婴儿食
品的重复性数据分别为 ８２％～１１０％和 ９７％～
１０８％。通过与空白对照进行分析，该方法可作为检
测此类产品中 ＤＯＮ的方法。该法应用新型的修饰
材料（免疫磁珠）对于磁化丝网印刷电极进行修饰，

非常新颖，为以后的探索提供了参考。其它的文献

报道较少，因此在以后的研究中，可对其进行探索。

２．５　玉米赤霉烯酮免疫传感器
玉米赤霉烯酮（ｚｅａｒａｌｅｎｏｎ，ＺＥＮ）又称 Ｆ－２毒

素，是一种毒性相对较低的真菌毒素，主要由禾谷镰

刀菌、大刀镰刀菌等真菌产生，主要存在于玉米、小

麦、大麦、高粱等粮食作物中，对于玉米的污染最为

严重［２６］。玉米赤霉烯酮免疫传感器可分为标记型

免疫传感器和无标记型免疫传感器两类。标记型

ＺＥＮ免疫传感器的研制主要是应用酶（辣根过氧化
酶等）、纳米材料（羧基化碳纳米管等）标记抗原／抗
体，在保证抗体生物活性的条件下增加电极表面的生

物活性物质固载量和增强电化学信号，提高 ＺＥＮ免
疫传感器的灵敏度和检测稳定性，但研制较为繁琐。

无标记型ＺＥＮ免疫传感器研制相对简便，显示出在
真菌毒素检测方面的巨大潜力，也逐渐受到国内外研

究人员的重视，但在检测灵敏度方面不太理想。无标

记型ＺＥＮ免疫传感器仍需要进一步研究改进。
ＬｅｉＬｉｕ等［２７］研制了一种新型无标记电化学免

疫传感器用于ＺＥＮ的超灵敏检测，对实验条件优化
后，检测限为 １．７ｐｇ／ｍＬ，线性范围为 ０．００５～１５
ｎｇ／ｍＬ。Ｎａｎｃｙ等［２８］采用多壁碳纳米管修饰玻碳电

极，再与连续流动装置结合，用于ＺＥＮ的检测，检测
时间为１５ｍｉｎ，结果表明其灵敏度和检测限均优于
ＥＬＩＳＡ法。ＭｉｒｉａｎＨｅｒｖáｓ等［２９］开发了一种用于检

测婴儿食品中ＺＥＮ的免疫传感器，检测限为０．００７
μｇ／Ｌ，重现性良好（ＲＳＤ ＝６％）。ＬｅｉＬｉｕ等研制的
免疫传感器主要由孔碳（ＭＣ）和特定纳米材料对电
极进行修饰，再经 Ａｇ－ＮＨ２键和 Ｐｔ－ＮＨ２键把
ａｎｔｉ－ＺＥＡ固定在电极表面，检测限低，灵敏度好。
Ｎａｎｃｙ等研制的传感器检测耗时短，而且灵敏度和
检测限均优于ＥＬＩＳＡ法，可为以后相关真菌毒素的
检测提供参考。ＭｉｒｉａｎＨｅｒｖáｓ等研制的免疫传感器
主要由免疫磁珠和一次性碳丝网印刷电极（ＳＰＥｓ）
构成，一次检测使用一个 ＳＰＥｓ即可，为以后电化学
免疫传感器的工业化提供参考，但仍需不断研究。

３　结论和建议
电化学免疫传感器将电化学分析技术的快速、
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灵敏、精度高的特点与免疫学的高特异性相结合，具

有检测快速、灵敏度好、成本低廉、制作简单等优势，

在食品安全快速、准确检测方面具有较大的潜力。

但是，电化学免疫传感器需要在多通道免疫传感器

的制备及稳定性研究、信号放大与处理、工业化、规

模化制备等方面需要进一步加强研究开发。

３．１　多通道真菌毒素免疫传感器的研发
现有的免疫传感器大多是对于一种真菌毒素进

行检测，今后应该通过在电极表面固定化不同真菌

毒素抗体，运用新型功能材料研制多通道免疫传感

器，以实现多种真菌毒素的同时检测。

３．２　信号放大型真菌毒素免疫传感器的技术的研
究

随着纳米材料如纳米金、多壁碳纳米管、石墨烯

技术的进步以及各种新型固定化材料的不断开发，

可以优化抗原／抗体的固定工艺技术，增加电极表面
的生物活性物质固载量，减小抗原／抗体生物活性的
损失，可提高免疫传感器的稳定性，纳米材料可加快

免疫电化学反应中的电子传递速度，大大增大免疫

传感器的免疫响应信号，提高其检测灵敏度。

３．３　电化学免疫传感器的工业化、标准化和商品化
随着微电极、丝网印刷电极等加工技术的快速

发展，为电化学免疫传感器工业化、规模化制造提供

了技术基础，免疫传感器将为食品中真菌毒素的快

速、准确、现场检测提供一条新的途径，可大大减少

真菌毒素对食品安全的影响。
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