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(57)摘要

本发明公开了一种米粉中真菌毒素的双水

相萃取联合酶联免疫检测的方法。本发明首先将

用乙醇‑水对米粉进行超声萃取后离心，取上清

液在上清液中加入超分子溶剂沉淀蛋白等生物

大分子后离心取上清，在上清液加入盐溶液涡旋

离心后形成双水相，最后取上相进行酶联免疫检

测真菌毒素。本发明的检测方法快速，灵敏（检测

限与定量限分别为0.07ug/kg和0.12ug/kg），安

全有效，操作简单能广泛应用于各种米粉的检测

中。
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1.一种米粉中真菌毒素的双水相萃取联合酶联免疫检测的方法，其特征在于包括以下

步骤：

(1)将烷醇或者烷酸与六氟异丙醇、水混合后涡旋离心，体系分为两相，将上相取出即

得超分子溶剂；所述的烷醇为正辛醇或者正己醇；所述的烷酸为正癸酸；

(2)将米粉在40‑60℃条件下干燥4‑6小时后，准确的称量0.5g样品粉末与4‑8ml的乙

醇‑水溶液涡旋20‑40s后，在400‑600W功率，40‑60℃水浴中超声20‑40min后冷却，将混合液

在4000‑6000rpm条件下离心5‑10min；所述的乙醇‑水溶液中乙醇的体积含量为60‑70％；

(3)取步骤(1)中离心后的上清2ml与100ul超分子溶剂混合后，涡旋20‑40s后在4000‑

6000rpm条件下离心3‑5min后，将上相取出后与5ml盐溶液混合后涡旋20‑40s后在4000‑

6000rpm条件下离心；所述的盐溶液为硫酸铵、硫酸钠以及磷酸氢二钾中的一种；

(4)取离心后的上清液利用酶联免疫法测量其中真菌毒素含量；

所述的烷醇/烷酸与六氟异丙醇、水混合体系中烷醇/烷酸所占体积比为30‑40％，六氟

异丙醇所占体积为10‑20％；水所占体积为40‑50％。

2.如权利要求1所述的一种米粉中真菌毒素的双水相萃取联合酶联免疫检测的方法，

其特征在于步骤(3)中所述的上相体积为1.85‑1.9mL。

3.如权利要求1所述的一种米粉中真菌毒素的双水相萃取联合酶联免疫检测的方法，

其特征在于，所述盐溶液的浓度为0.25‑0.5g/mL。

4.如权利要求1所述的一种米粉中真菌毒素的双水相萃取联合酶联免疫检测的方法，

其特征在于步骤(4)中所述的上清液体积为150‑200uL。

5.如权利要求1所述的一种米粉中真菌毒素的双水相萃取联合酶联免疫检测的方法，

其特征在于步骤(4)中所述的酶联免疫检测步骤为：将上清液加到包含有针对相关真菌毒

素的抗体的微孔板中，加入酶标记物，混合均匀，避光孵育20‑30min后，洗板5次，加四甲基

联苯胺显色液，避光孵育，加盐酸终止液终止酶联反应后，于酶标仪450nm处测量吸光度值。

6.如权利要求1所述的一种米粉中真菌毒素的双水相萃取联合酶联免疫检测的方法，

其特征在于步骤(4)中所述的酶联免疫检测的总真菌毒素的检测限和定量限分别为

0.07ug/kg和0.12ug/kg。
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一种米粉中真菌毒素的双水相萃取联合酶联免疫检测的方法

技术领域

[0001] 本发明涉及食品检测领域，具体为一种米粉中真菌毒素的双水相萃取联合酶联免

疫检测的方法。

背景技术

[0002] 真菌毒素是霉菌等真菌在其所污染的食品中产生的有毒的代谢产物。联合国粮农

组织的资料显示世界上约有  25%的谷物受到不同程度的污染。真菌毒素具有致癌毒性和细

胞毒性，对人体健康构成严重威胁。我国出口的花生、饲料等农产品多次由于检出黄曲霉等

真菌毒素而遭遇退货。目前，全世界每年由于霉变污染真菌毒素引起的农产品和工业原料

的损失达数百亿美元。米粉中真菌毒素感染已成为不可忽视的问题。目前，米粉中真菌毒素

的检测方法主要有酶联免疫法、高效液相色谱法（包括荧光法）、液相色谱‑串联质谱法等。

但是，高效液相色谱‑荧光法需进行衍生，操作繁杂，不适宜多种不同类真菌毒素的同时检

测；液相色谱‑串联质谱法能够提供结构方面的信息，且检出限低、灵敏度高、线性范围宽，

但是质谱价格昂贵。传统的酶联免疫法虽然检测速度快、特异强，但是检测灵敏度不高，基

于此开发一种简单，快捷，灵敏的真菌毒素的检测方法具有重要的意义。

发明内容

[0003] 为了解决米粉种真菌毒素检测时存在灵敏度不高，前处理复杂等问题，本发明公

开一种米粉中真菌毒素的双水相萃取联合酶联免疫检测的方法。

[0004] 本发明的方法包括以下步骤：

[0005] （1）将烷醇或者烷酸与六氟异丙醇、水混合后涡旋离心，体系分为两相，将上相取

出既得超分子溶剂；

[0006] （2）将米粉在40‑60℃条件下干燥4‑6小时后，准确的称量0.5g样品粉末与4‑8ml的

乙醇‑水溶液涡旋20‑40s后，在400‑600W功率，40‑60℃水浴中超声20‑40min后冷却，将混合

液在4000‑6000rpm条件下离心5‑10min；

[0007] （3）取步骤（1）中离心后的上清2ml与100ul超分子溶剂混合后，涡旋20‑40s后在

4000‑6000rpm条件下离心3‑5min后，将上相取出后与5ml盐溶液混合后涡旋20‑40s后在

4000‑6000rpm条件下离心；

[0008] （4）取离心后的上清液利用酶联免疫法测量其中真菌毒素含量。

[0009] 进一步的，步骤（1）中所述的烷醇为正辛醇、正己烷以及正癸醇中一种；所述的烷

酸为正辛酸、正己酸以及正癸酸中的一种；所述的烷醇/烷酸与六氟异丙醇、水混合体系中

烷醇/烷酸所占体积比为30‑40%，四氢呋喃所占体积为10‑20%；水所占体积为40‑50%。

[0010] 进一步的，步骤（2）中所述的乙醇‑水溶液中乙醇的体积含量为60‑70%。

[0011] 进一步的，步骤（3）中所述的上相体积为1.85‑1.9ml。

[0012] 进一步的，步骤（3）中所述的盐溶液为硫酸铵、硫酸钠、柠檬酸钠以及磷酸氢二钾

中的一种；所述盐溶液的浓度为0.25‑0.5g/mL。
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[0013] 进一步的，步骤（4）中所述的上清液体积为150‑200ul。

[0014] 进一步的，步骤（4）中所述的酶联免疫检测步骤为：将上清液加到包含有针对相关

真菌毒素的抗体的微孔板中，加入酶标记物，混合均匀，避光孵育20‑30min后，洗板  5  次，

加四甲基联苯胺显色液，避光孵育，加盐酸终止液终止酶连反应后，于酶标仪  450  nm 处测

量吸光度值。

[0015] 进一步的，步骤（4）中所述的酶联免疫检测的总真菌毒素的检测限和定量限分别

为0.07ug/kg和0.12ug/kg。

[0016] 与现有技术相比，本发明所述的一种米粉中真菌毒素的双水相萃取联合酶联免疫

检测的方法具有以下有益效果，本发明采用乙醇超声辅助萃取，使用的溶剂安全无毒且超

声工艺能显著的缩短萃取时间。采用超分子溶剂的空间排阻效应沉淀蛋白质降低干扰，采

用双水相萃取，进一步纯化和富集后与酶联免疫法联合能显著降低酶联免疫法的检测限。

本发明的检测方法快速，灵敏，安全有效，能广泛应用于各种米粉的真菌毒素的检测中。

具体实施方式

[0017] 【实施例1】

[0018] 一种米粉中真菌毒素的双水相萃取联合酶联免疫检测的方法，包括如下步骤：将

正辛醇、六氟异丙醇、水按35：20：45的体积比混合后涡旋离心，体系分为两相，将下相取出

得正辛醇‑六氟异丙醇‑水超分子溶剂；将米粉在60℃条件下干燥4小时后，准确的称量0.5g

的样品粉末与6ml的乙醇‑水溶液涡旋30s后，在600W功率，50℃水浴中超声25min后冷却，将

混合液在6000rpm条件下离心6min；取离心后的上清2ml与100ul正辛醇‑六氟异丙醇‑水超

分子溶剂混合后，涡旋25s后在6000rpm条件下离心5min后，将上相取出后与5ml  0.35g/ml 

K2HPO4溶液混合后涡旋20s后在6000rpm条件下离心；取200ul离心后的上清液加到含有有针

对相关真菌毒素的抗体的微孔板中，加入酶标记物，混合均匀，避光孵育25min后，洗板  5 

次，加四甲基联苯胺显色液，避光孵育，加盐酸终止液终止酶连反应后，于酶标仪  450  nm 

处测量吸光度值，测得总真菌毒素含量为0.6ug/kg。

[0019] 【实施例2】

[0020] 一种米粉中真菌毒素的双水相萃取联合酶联免疫检测的方法，包括如下步骤：将

正癸酸、六氟异丙醇、水按30：20：50的体积比混合后涡旋离心，体系分为两相，将下相取出

得正癸酸‑六氟异丙醇‑水超分子溶剂；将米粉在60℃条件下干燥4小时后，准确的称量0.5g

的样品粉末与6ml的乙醇‑水溶液涡旋30s后，在600W功率，50℃水浴中超声25min后冷却，将

混合液在6000rpm条件下离心6min；取离心后的上清2ml与100ul癸酸‑六氟异丙醇‑水超分

子溶剂混合后，涡旋25s后在5000rpm条件下离心5min后，将上相取出后与5ml  0 .25g/ml 

Na2SO4溶液混合后涡旋20s后在5000rpm条件下离心；取200ul离心后的上清液加到包被有针

对相关真菌毒素的抗体的微孔板中，加入酶标记物，混合均匀，避光孵育30min后，洗板  5 

次，加四甲基联苯胺显色液，避光孵育，加盐酸终止液终止酶连反应后，于酶标仪  450  nm 

处测量吸光度值，测得总真菌毒素含量为0.64ug/kg。

[0021] 【实施例3】

[0022] 一种米粉中真菌毒素的双水相萃取联合酶联免疫检测的方法，包括如下步骤：将

正己醇、六氟异丙醇、水按35：15：50的体积比混合后涡旋离心，体系分为两相，将下相取出
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得正己醇‑六氟异丙醇‑水超分子溶剂；将米粉在60℃条件下干燥4小时后，准确的称量0.5g

的样品粉末与6ml的乙醇‑水溶液涡旋30s后，在600W功率，50℃水浴中超声25min后冷却，将

混合液在6000rpm条件下离心6min；取离心后的上清2ml与100ul癸酸‑六氟异丙醇‑水超分

子溶剂混合后，涡旋20s后在5000rpm条件下离心5min后，将上相取出后与5ml  0 .3g0/ml 

(NH4)2SO4溶液混合后涡旋20s后在5000rpm条件下离心；取200ul离心后的上清液加到包被

有针对相关真菌毒素的抗体的微孔板中，加入酶标记物，混合均匀，避光孵育25min后，洗板 

5 次，加四甲基联苯胺显色液，避光孵育，加盐酸终止液终止酶连反应后，于酶标仪  450  nm 

处测量吸光度值，测得总真菌毒素含量为0.7ug/kg。

[0023] 对于本领域的普通技术人员而言，具体实施例只是对本发明进行了示例性描述，

显然本发明具体实现并不受上述方式的限制，只要采用了本发明的方法构思和技术方案进

行的各种非实质性的改进，或未经改进将本发明的构思和技术方案直接应用于其它场合

的，均在本发明的保护范围之内。
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