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摘要：该研究建立了一种基于吖啶酯-磁微球的自动化学发光免疫法（Chemiluminescence Immunoassay，CLIA）检测牛奶中的赭

曲霉毒素 A（Ochratoxin A，OTA）。采用磁微球偶联二抗，吖啶酯标记 OTA-BSA 偶联物，优化了磁微球浓度、OTA 抗体浓度、吖啶

酯标记物浓度、抗体和标记物稀释液、反应时间、样品预处理条件等各种 CLIA 方法的试验条件。结果表明，CLIA 方法对 OTA 的检

出限为 6.38 ng/kg，半抑制浓度（IC50）为 31.40 ng/kg，线性范围为 11.23~99.20 ng/kg，批内和批间的变异系数<8%；测定牛奶样品中

的 OTA 时，检出限为 25.52 ng/kg，IC50为 125.60 ng/kg，线性范围为 44.92~396.80 ng/kg，添加回收率为 95.08%~105.83%；对赭曲霉

毒素 B、赭曲霉毒素 C 的交叉反应率为 6.52%和 24.57%，对其他真菌毒素均无明显的交叉反应；对牛奶样品的检测结果与高效液相

色谱-串联质谱法一致；且 CLIA 方法的试剂能在 2~8 ℃稳定保存 9 个月以上。该研究建立的 CLIA 方法，具有灵敏、准确、快速和

操作便捷等特点，检测时长仅 30 min，尤其适用于大规模牛奶样品中 OTA 残留的快速筛查。 
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Abstract: An automated chemiluminescent immunoassay (CLIA) based on acridinium ester-magnetic microspheres was established for 

the detection of ochratoxin A (OTA) in milk. Anti-mouse IgG antibodies were conjugated to magnetic microspheres and the OTA-BSA 

conjugates were labeled with acridinium ester. Different CLIA experimental conditions, including magnetic microsphere concentration, OTA 

antibody concentration, labeled OTA-BSA conjugate concentration, OTA antibody and labeled OTA-BSA dilution, reaction time, and sample 

pre-treatment conditions, were optimized. Under the established optimal conditions, the following results were obtained using the CLIA method: 

a limit of detection of 6.38 ng/kg, a half-maximal inhibitory concentration (IC50) of 31.40 ng/kg, a linear range of 11.23 to 99.20 ng/kg, and 

intra- and inter-assay coefficients of variation <8%. When determining OTA in milk samples, the limit of detection was 25.52 ng/kg, the IC50 

was 125.60 ng/kg, the linear range was 44.92 to 396.80 ng/kg, and the addition recovery was 95.08% to 105.83%. The cross-reactivities with 

ochratoxin B and ochratoxin C were 6.52% and 24.57%, respectively, and there was no obvious cross-reaction with other mycotoxins. Milk  
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sample detection values obtained using the CLIA method were consistent with those obtained using high-performance liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry. Moreover, the reagents used for the CLIA method could be stored stably for more than 9 months at 

2~8 ℃. In conclusion, the CLIA method established in this study is sensitive, accurate, rapid, and easy to operate. The detection time is only 30 

min, and the method is particularly suitable for the rapid screening of OTA residues in large-scale milk samples. 

Key words: milk; ochratoxin A; mycotoxin; chemiluminescent immunoassay 

 

赭曲霉毒素（Ochratoxins）是多种曲霉和青霉菌

产生的次级代谢产物，共有 7 种结构类似物，其中毒

性最强、分布最广泛的是赭曲霉毒素 A（Ochratoxin A，

OTA）[1,2]。研究表明，OTA 具有致畸性、致突变、致

癌性、肾毒性、肝毒性、免疫毒性和神经毒性等多种

毒性作用，被国际癌症研究机构（IARC，1993）列为

2B 类致癌物[3-5]。 

鉴于 OTA 的危害，国家卫计委、食药监在《食品

安全国家标准 食品中真菌毒素限量》（GB 2761-2017）

中制定了食品中OTA残留的限量标准[6]，谷物（糙米）、

谷物碾磨加工物、豆类、烘焙咖啡豆、研磨咖啡（烘

焙咖啡）限量 5 μg/kg，葡萄酒和速溶咖啡分别限量   

2 μg/kg 和 10 μg/kg。但除上述食品以外，牛奶中 OTA

的污染情况，也不容忽视，尤其是近年来，国内外屡

次报道牛奶中检出 OTA 残留[7,8]。Huang 等[9]检测了国

内的生鲜乳样品，共 30 份原料乳、12 份液态奶和     

8 份奶粉，OTA 的检出率分别为 96.67%、91.67%和

62.50%，平均残留量分别为 56.70、26.80、27.00 ng/kg；

Meucci 等[10]从在意大利销售的 14 种婴儿配方奶粉领

先品牌中，收集了 185 份的样品，其中 133 份（71.89%）

样品检出 OTA 阳性（35.10 ng/L~ 689.50 ng/L）；Erhan

等[11]检测了 40 份土耳其布尔杜尔省的散装牛奶样品，

OTA 残留量为 2~270 ng/L，其中 37 份样品（92.50%）

的 OTA 残留量超过 50 ng/L；Elaridi 等[12]研究发现，

从黎巴嫩各地药店收集了在售的婴儿配方奶粉，涵盖

42 个品牌共 84 份样品，其中 80 份样品（95.24%）检

出 OTA，其平均残留量为 0.37 μg/kg，14 个品牌共 24

份样品（33.33%）的 OTA 残留量超过 0.50 μg/kg，超

出欧盟国家对婴儿食品中 OTA 的限量要求。上述研究

报道，充分说明了牛奶中 OTA 残留的严峻状况，但世

界各国暂未建立牛奶中 OTA 残留的限量标准。为了研

究牛奶中 OTA 的危害水平，联合国粮农组织和世界卫

生组织下的食品添加剂联合专家委员会（JECFA）设

立了 OTA 的暂定每周耐受摄入量（Provisional 

Tolerable Weekly Intake，PTWI）和婴幼儿每日允许摄

入量（Tolerably Daily Intake，TDI），其中 PTWI 为 

100 ng/kg（按体质量计），婴幼儿 TDI 为 5 ng/kg（按

体质量计）[13-15]。 

当前，检测食品中 OTA 残留的方法主要有仪器分

析法、免疫分析法、适配体快速检测法，以及一些新

型的技术，如流式微球技术、近红外光谱成像技术   

等[16]。其中，免疫分析法，因其操作便捷、成本低廉、

灵敏度高、特异性好，尤其适合大批量样品的现场快

速筛查，而成为食品有害物质快速检测的研究热点。

如Thirumala-Devi K等[17]建立了检测辣椒中OTA残留

的酶联免疫法（Enzyme-Linked Immunosorbent Assay，

ELISA），LOD 达到 0.10 ng/mL，半抑制浓度（IC50）

达到 5 ng/mL；刘星等[18]建立了检测谷物中 OTA 残留

的化学发光酶免疫分析法（ Chemiluminescence 

Enzyme Immunoassay，CLEIA），LOD 达到 2.47 ng/kg，

IC50为 112 ng/kg；张继斌等[19]研究了检测高粱中 OTA

残留的免疫层析法（Immunochromatography Assay，

ICA），LOD 为 3.00 μg/kg。但上述免疫分析法也有不

足之处，如 ELISA 法，受限于微孔板的固相载体和酶

标记物，其反应速率较低，整体的反应时间较长，检

测重复性也较差；传统的 CLEIA 法，以辣根过氧化物

酶为标记物，鲁米诺为发光底物，存在反应时间长、

重复性差、易受基质影响等缺点，且发光底物多为进

口试剂，成本较高；ICA 法，其抗原抗体的反应时间

短，难以充分反应，且金纳米粒子的光学亮度不足，

导致检测灵敏度难以提高，故 ICA 法的灵敏度较

ELISA 法低，多适用于灵敏度要求不高但需要快速检

测的场合[20]。因此，为研究市售牛奶中 OTA 的污染

情况，需要一种快速、准确、灵敏度高、通量高的 OTA

检测方法。本研究选用了吖啶酯-磁微球的免疫反应体

系，以磁微球作为固相载体，通过化学键将抗体偶联

到磁微球上，利用磁微球超高的比表面积，提高了免

疫反应的速率，缩短了反应的时间；以吖啶酯

（Acridinium Ester，AE）作为示踪物，借助其分子量

小、信噪比高、化学发光效率高、易于标记、无需催

化剂等特点[21]，提高了小分子免疫检测的灵敏度和准

确度，最终建立测定牛奶中 OTA 残留的全自动化学发

光免疫分析方法，并研究其线性、检出限、线性范围、

回收率、精密性、特异性等分析性能，以验证该免疫

分析方法的可行性，旨在更好地满足市售牛奶中 OTA

残留情况的研究需求，满足企业单位、政府监管部门

等开展相关检测工作的需求。 
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1  材料与方法 

1.1  仪器与试剂 

Shine i2910 全自动化学发光免疫分析仪购自菲鹏

生物股份有限公司；磁珠混匀仪购自赛默飞世尔科技

（中国）有限公司；5425 高速冷冻离心机购自德国

Eppendorf 公司；磁力搅拌器购自德国 IKA 公司；

Waters ACQITY Xevo TQ-S systems（液相色谱串联-

质谱系统）购自美国 Waters 公司。 

MS300/Carboxyl 磁微球，日本 JSR 公司；超滤离

心管，美国 Millipore 公司；透析袋，生工生物工程（上

海）股份有限公司；1-乙基-(3-二甲基氨基丙基)碳二

亚胺盐酸盐（EDC）、N-羟基硫代琥珀酰亚胺

（ Sulfo-NHS ）、甲醇（≥99.90% ）、 OTA 纯品

（≥98.00%）、赭曲霉毒素 B（OTB，≥99.00%）、赭

曲霉毒素 C（OTC）、黄曲霉毒素 M1（AFM1，

≥98.00%）、脱氧雪腐镰刀菌烯醇（DON，≥98%）、

玉米赤霉烯酮（ZEN，≥98%）、棒曲霉素（PAT，99%），

阿拉丁试剂（上海）有限公司；吖啶酯（≥95.0%），

苏州亚科科技股份有限公司；牛血清白蛋白（BSA，

≥98.0%）、明胶、吐温-20、Proclin 300，美国 Sigma

公司；黄曲霉毒素 B1（AFB1，≥98%），青岛普瑞邦

生物工程有限公司；U-[
13

C20]-Ochratoxin A 标准溶液，

美国美国 Romer Labs 公司；羊抗鼠多克隆抗体，武汉

博士德生物工程有限公司；预激发液、激发液、发光

仪器试剂瓶，菲鹏生物股份有限公司；牛奶样品，广

州大型连锁超市。其它化学试剂购自广州化学试剂厂。

OTA 鼠单克隆抗体、OTA-BSA 偶联物由本实验室根

据刘仁荣等[22]的研究成果优化制备而来，活泼酯法合

成 OTA-BSA 偶联物，OTA-KLH 偶联物免疫 BALB/C

小鼠并筛选单克隆抗体，抗体经过亲和层析纯化得到。 

1.2  试验方法 

1.2.1  磁微球的偶联 

磁微球的活化：吸取 10 mg 磁微球，用磷酸盐缓

冲液（PBS，20 mmol/L，pH 值 7.4，以下如未说明，

均为此浓度）清洗 3 次后，加入 1 mL PBS 缓冲液将

磁微球重悬浮，再加入含10 mg/mL EDC和Sulfo-NHS

的 PBS 溶液各 40 μL，室温（20~26 ℃）旋转震荡反

应 30 min。 

磁微球偶联抗体：活化反应结束，用 PBS 缓冲液

清洗磁微球 1 次，依次加入 PBS 缓冲液和 0.25 mg 羊

抗鼠多克隆抗体，并定容至 1.0 mL，室温旋转震荡反

应 2 h。反应后，用磷酸盐-吐温缓冲液（PBST，      

10 mmol/L，pH 值 7.4，含 0.05%吐温-20）清洗 3 次，

加入 1 mL 封闭液[含 0.5%明胶（m/V）、0.05%吐温-20

（m/V）的 PBS 缓冲液]，混匀，室温旋转震荡反应过

夜（18~20 h）。最后，吸掉封闭液，加入 1 mL 磁微球

稀释液[含 0.5%明胶（m/V）、5%海藻糖（V/V）， 

50 mmol/L，pH 值 7.2 的 Tris-HCl 缓冲液]。偶联好抗

体的磁微球，置于 2~8 ℃中备用。 

1.2.2  吖啶酯标记抗原的制备 

吸取 1.0 mg OTA-BSA 偶联物，放入超滤离心管

柱中，加入适量 PBS 缓冲液，于低温高速离心机中，

9 000 r/min 离心 5 min，弃滤液。重复上述步骤 5 次后，

将离心管柱中剩余的 OTA-BSA 偶联物转移至空白的

离心管中，再加入 0.1 mg DMF 溶解的吖啶酯，室温

震荡反应 2 h。反应后，将混合溶液加入透析袋中，两

端密封好，于 2 L 磷酸盐缓冲液（PB，20 mmol/L，

pH 值 6.3）中透析过夜（18~20 h）。次日，收取透析

袋中纯化好的吖啶酯标记抗原，加入防腐剂 Proclin 

300，置于 2~8 ℃中备用。 

1.2.3  CLIA 方法的建立 

用稀释液（含 0.5%明胶，5%海藻糖，0.05%吐温

-20，50 mmol/L，pH 值 7.2 的 Tris-HCl 缓冲液）分别

将上述制备的磁微球、OTA 单克隆抗体和 AE 标记抗

原稀释至一定的浓度，转移至全自动化学发光免疫分

析仪配套的试剂瓶中，并在仪器上装载好试剂，设定

样品、磁微球试剂、抗体试剂和 AE 试剂的加样量分

别为 50、50、30 和 50 μL。设置反应模式为：第一步，

将样品或系列浓度的 OTA 标准品、抗体试剂和 AE 试

剂加入反应杯中，开始竞争反应；第二步，加入磁微

球试剂，进行孵育反应；第三步，吸附磁微球，使用

PBST 缓冲液清洗 5 次，先后加入预激发液（含 H2O2

和 H
+）和激发液（含 OH

-）各 100 μL，测定发光值

（Relative Luminescence Units，RLU）；最后，仪器根

据 OTA 标准品的 RLU 值和浓度值，自动绘制标准曲

线，计算并输出样品的浓度值。具体反应过程见图 1。 

1.2.4  CLIA 方法单因素优化试验 

1.2.4.1  磁微球使用浓度的选择 

将磁微球稀释为 0.05、0.1、0.2、0.4、0.8 mg/mL，

测定系列浓度的 OTA 标准品，根据最大 RLU 值

（RLUmax）、IC50及 RLUmax/IC50等因素，确定最佳的

磁微球使用浓度。 

1.2.4.2  OTA 抗体浓度的选择 

将 OTA 抗体稀释为 5、10、25、50、100 ng/mL，

测定系列浓度的 OTA 标准品，根据最大 RLU 值

（RLUmax）、IC50及 RLUmax/IC50等因素，确定最佳的

OTA 抗体浓度。 
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图 1 CLIA方法测定 OTA的示意图 

Fig.1 Schematic illustration of the CLIA method for quantitative detection of OTA

1.2.4.3  吖啶酯标记物稀释比例的选择 

将吖啶酯标记物按 1:5 000、1:10 000、1:20 000、

1:40 000 的稀释比例进行稀释，测定系列浓度的 OTA

标准品，根据 RLUmax、IC50及 RLUmax/IC50等因素，

确定最佳的吖啶酯标记物稀释比例。 

1.2.4.4  稀释液的选择 

分别配制含0.5%明胶的Tris-HCl稀释液、含0.5% 

BSA 的 Tris-HCl 稀释液、含 0.5%酪蛋白的 Tris-HCl

稀释液，以及 0.5%明胶、0.5%酪蛋白的 Tris-HCl 稀释

液。依次使用以上稀释液，按最优的磁微球使用浓度、

OTA 抗体使用浓度、吖啶酯标记物使用浓度配制

CLIA 方法的试剂，测定系列浓度的 OTA 标准品，根

据 RLUmax、IC50及 RLUmax/IC50等因素，确定最佳的

稀释液。 

1.2.4.5  竞争反应时间的选择 

在全自动化学发光免疫分析仪上设置第一步的竞

争反应时间分别为 5 min、10 min、15 min、20 min 以

及30 min，测定系列浓度的OTA标准品，根据RLUmax、

IC50及RLUmax/IC50等因素，确定最佳的竞争反应时间。 

1.2.4.6  二抗孵育时间的选择 

在全自动化学发光免疫分析仪上设置第二步的孵

育反应时间分别为 5 min、10 min、15 min、20 min 以

及30 min，测定系列浓度的OTA标准品，根据RLUmax、

IC50及RLUmax/IC50等因素，确定最佳的二抗孵育时间。 

1.2.5  CLIA 方法标准曲线的建立 

参照 GB 5009.96-2016 中“第四法 酶联免疫吸附

测定法”，选用 5.0%（V/V）的甲醇水溶液作为 OTA

的标准品稀释液，将 OTA 纯品稀释成系列浓度，作为

OTA 标准品，并进行 CLIA 方法试验。根据试验结果，

以 OTA 标准品的 RLU/RLUmax值为纵坐标，以 OTA

标准品浓度（ng/kg）的对数值为横坐标，绘制标准曲

线，并计算 OTA 的 IC50和线性测量范围（IC20~IC80）。

再次测定 20 次零浓度的 OTA 标准品，计算其 RLU

值均值和标准偏差（SD），将计算出来的 RLU 值均值

和 3 倍标准偏差的差值代入标准曲线，计算 CLIA 方

法的检出限（LOD）。 

0 3LOD RLU - SD                      （1） 

式中： 

LOD——CLIA 方法的检出限； 

RLU0——20 次零浓度的 OTA 标准品 RLU 值均值； 

SD——标准偏差。 

1.2.6  CLIA 方法的分析性能 

1.2.6.1  精密性 

CLIA 方法的精密性，以样品测值的变异系数

（Coefficient of Variation，CV）来表示。批内精密性，

使用 IC30和 IC70的 OTA 样品，各重复检测 10 次，计

算 10 次测量结果的平均值 M 和标准偏差 SD，计算批

内 CV。 

= 100%
SD

CV
M


                         

（2） 

式中： 

CV——变异系数，%； 

SD——OTA 样品测量结果的标准偏差； 

M——OTA 样品测量结果的平均值。 

批间精密性，使用 IC30、IC70的 OTA 样品，各重

复检测 10 次，连续检测 3 批试剂，计算 30 次测量结
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果的平均值和标准偏差，根据公式（2）计算批间 CV。 

1.2.6.2  特异性 

CLIA 方法的特异性，采用交叉反应率

（Cross-Reactivity，CR）来评估。使用 CLIA 方法对

功能结构类似物 OTB、OTC，及其他真菌毒素 AFB1、

AFM1、DON、ZEN、PAT 等进行测定，并计算各物

质的 IC50，再根据公式（3）计算交叉反应率。 

50(OTA)

50(Other)

100%
IC

CR
IC

                      （3） 

式中： 

CR——交叉反应率，%； 

IC50(OTA)——CLIA 方法测定 OTA 的半抑制浓度； 

IC50(Other)——CLIA 方法测定 OTA 结构类似物和其他真菌

毒素的半抑制浓度。 

1.2.6.3  样品预处理方法和添加回收率 

牛奶的成分较为复杂，含有多种蛋白质、脂肪等，

会干扰免疫反应中抗原抗体的结合，影响检测结果。

为降低牛奶成分对检测结果的影响，需要对牛奶样品

进行预处理。本研究参考《食品安全国家标准 食品中

赭曲霉毒素 A 的测定》（GB 5009.96-2016）[23]中“第四

法 酶联免疫吸附测定法”中样品提取的方法，结合样

品特性，设计了几种牛奶样品的预处理方法，并通过

添加回收率的方法，确定最佳的样品预处理方法。具

体试验方法为：在经液相色谱-串联质谱法确证为OTA

阴性的牛奶样品中，添加 50.00、200.00 和 500.00 ng/kg

的 OTA 纯品，配制成 3 份牛奶样品，再加入牛奶:甲

醇=1:0、1:1、1:3、1:7、1:15（体积比，V/V）的甲醇，

在涡旋振荡器上振荡 1 min 后，静置 5 min，离心取上

清进行试验，根据试验结果，计算添加回收率。 

1.2.6.4  稳定性评估 

本研究采用加速热稳定性的方法，评估 CLIA 方

法的稳定性。将 CLIA 方法的试剂盒放置于 37 ℃的恒

温箱中，在 0、3、5、7 d 时，各测定 1 次，并绘制标

准曲线，计算 RLUmax、IC50和线性范围 IC20 ~IC80。 

1.2.6.5  与仪器分析法比对 

取 37 份牛奶样品（购自广州大型连锁超市），分

别采用本研究所建立的CLIA方法和曾羲等[24]建立的同

位素内标高效液相色谱-串联质谱法（High-performance 

Liquid Chromatography-tandem Mass Spectrometry，

HPLC-MS/MS）进行检测，并对检测结果的一致性进

行分析。 

1.3  数据分析 

上述试验，除精密性验证试验外，每个试验条件，

均进行 3 个平行测试。试验结果的数据，通过 Origin 

2021 进行分析和绘图。 

2  结果与讨论 

2.1  CLIA方法的优化试验 

2.1.1  磁微球使用浓度的选择 

本研究采用磁微球作为固相载体，与捕获抗体偶

联，这是由于磁微球具有超大的比表面积和液相的反应

环境，能极大地提高免疫反应的反应速率和灵敏度，但

磁微球的价格高昂，应在保证CLIA方法性能的情况下，

尽量降低磁微球的使用浓度。本研究对比测试了 0.05、

0.1、0.2、0.4、0.8 mg/mL的磁微球使用浓度，测定OTA

系列浓度标准品的效果，详见图 2。当磁微球使用浓度

为 0.05、0.1 mg/mL时，OTA 标准品的CV 为 10.07%~ 

14.20%，当磁微球使用浓度为 0.2~0.8 mg/mL时，OTA

标准品的 CV 为 2.44%~3.38%，结果表明，当磁微球

使用浓度不低于0.2 mg/mL时，CLIA方法的CV较低，

具有良好的重复性。此外，当磁微球浓度为 0.2 mg/mL

时，其 RLUmax 值适中，IC50 较低，RLUmax/IC50 值最

高，因此确定磁微球的最佳浓度为 0.2 mg/mL。 

 

图 2 磁微球使用浓度对 CLIA方法测定 OTA的影响 

Fig.2 Effects of concentration of magnetic microspheres on the 

performance of CLIA for OTA (n=3) 

2.1.2  OTA 抗体浓度的优化 

 

图 3 OTA抗体浓度对 CLIA方法测定 OTA的影响 

Fig.3 Effects of concentration of OTA antibody on the 

performance of CLIA for OTA (n=3) 
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本研究的 CLIA 方法，样品中的待测 OTA 和 AE

标记 OTA-BSA 偶联物竞争结合到 OTA 抗体上，再根

据竞争反应的强弱，确定样品中 OTA 的残留量。因此，

合适的 OTA 抗体浓度，既可以保证充分的竞争反应，

还可以提高方法的灵敏度。本研究对比测试了 5、10、

25、50、100 ng/mL 等 OTA 抗体浓度，通过图 3 的结

果可知，OTA 抗体浓度越高，RLUmax值和 IC50越高，

当OTA抗体浓度为 10 ng/mL时，RLUmax/IC50值最高。

因此，确定最佳的 OTA 抗体浓度为 10 ng/mL。 

2.1.3  吖啶酯标记物稀释比例的优化 

本研究的 CLIA 方法，采用了 AE 作为示踪物，

理论上提高了 CLIA 方法的准确性和灵敏度，但只有

合适的 AE 标记物稀释比例，才能保证样品中的待测

OTA 和 AE 标记物维持平衡的竞争反应，提高测定

OTA 的准确性和灵敏度。本研究对比测试了 1:5 000、

1:10 000、1:20 000、1:40 000 等 AE 标记物的稀释比

例，通过图 4 的结果可知，当 AE 标记物的稀释比例

为 1:10,000 时，CLIA 方法的 RLUmax值适中，IC50较

低，RLUmax/IC50值最高。因此，确定最佳的 AE 标记

物稀释比例为 1:10 000。 

 

图 4 吖啶酯标记物稀释比例对 CLIA方法测定 OTA的影响 

Fig.4 Effects of dilution ratio of AE markers on the 

performance of CLIA for OTA (n=3) 

2.1.4  稀释液的优化 

 

图 5 稀释液对 CLIA方法测定 OTA的影响 

Fig.5 Effects of Diluent on the performance of CLIA for OTA 

(n=3) 

磁微球、OTA 抗体和 AE 标记物的稀释液，是免

疫反应的溶液，其中的蛋白质成分，对 OTA 抗体的特

异性、灵敏度有重大的影响，更是会影响免疫反应的

平衡，本研究对比了4种稀释液对CLIA方法测定OTA

的影响。通过图 5 可知，含明胶、酪蛋白的稀释液，

其 RLUmax/IC50值最高，因此，选用含 0.5%明胶、0.5%

酪蛋白的 Tris-HCl 稀释液作为 CLIA 方法各组分的稀

释液。 

2.1.5  反应时间的优化 

本研究的 CLIA 方法，其竞争反应和二抗孵育反

应在全自动化学发光免疫分析仪上进行，既避免了

人工操作的失误，还提供了全封闭的恒温反应环境，

进一步保证了 CLIA 方法的重复性和准确性。本研究

先后对比了 5、10、15、20 和 30 min 的竞争反应时

间和二抗孵育时间，结果详见图 6，根据 RLUmax/IC50

值，确定最佳的竞争反应时间为 15 min，二抗孵育

时间为 10 min。此时，CLIA 方法在全自动化学发光

免疫分析仪上测定样品中的 OTA 残留，检测时长为

30 min。 

 

 

图 6 （a）竞争反应时间对 CLIA方法检测 OTA残留的影响；（b）

二抗孵育时间对 CLIA方法检测 OTA残留的影响 

Fig.6 (a) Effects of competitive reaction time on the 

performance of CLIA for OTA; (b) Effects of secondary 

antibody incubation time on the performance of CLIA for OTA 

2.2  标准曲线的建立 

在最佳试验条件下，以 OTA 标准品浓度的对数
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值为横坐标，RLU/RLUmax值为纵坐标，建立 CLIA 方

法的标准曲线（见图 7），方法的半抑制浓度 IC50 为

31.40 ng/kg，线性范围（IC20~IC80）为 11.23~99.20 ng/kg，

线性方程为 y=-0.654 6x+1.487 1（R
2
=0.996 4），检出

限为 6.38 ng/kg。 

 

图 7 CLIA方法测定 OTA的标准曲线 

Fig.7 Standard cures for CLIA of OTA (n=3) 

2.3  CLIA方法的分析性能 

2.3.1  CLIA 方法的精密性 

本研究测定了 IC30、IC70 的 OTA 样品，以评价

CLIA 方法的精密性，详细结果见表 1。结果显示，

CLIA 方法的批内 CV 为 3.46%~4.84%，批间 CV 为

4.01%~4.77%，表明 CLIA 方法测定 OTA 样品的精密

性良好，不同批次的检测结果具有良好的一致性。 

表 1 批内和批间测定精密度 

Table 1 The precision of intra-batch (n=10) and inter-batch 

(n=30) 

分析 样品 Mean±SD/(ng/kg) CV/% 

批内分析 

(n=10) 

IC30 16.22±0.78 4.84 

IC70 63.03±2.18 3.46 

批间分析 

(n=30) 

IC30 16.49±0.79 4.77 

IC70 63.10±2.53 4.01 

表 2 CLIA方法对 OTA结构类似物和真菌毒素的交叉反应率 

Table 2 Cross-reactivity of OTA analogs and mycotoxins by CLIA method 

分析物 分子结构式 IC50/(ng/kg) CR/% 

赭曲霉毒素 A 

 

31.40 100.00 

赭曲霉毒素 B 

 

481.76 6.52 

赭曲霉毒素 C 

 

127.82 24.57 

黄曲霉毒素 B1 

 

>40 000 <0.10 

黄曲霉毒素 M1 

 

>40 000 <0.10 

脱氧雪腐镰刀菌烯醇 

 

>40 000 <0.10 

玉米赤霉烯酮 

 

>40 000 <0.10 

棒曲霉素 

 

>40 000 <0.10 
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2.3.2  CLIA 方法的特异性 

本研究使用CLIA方法测定OTA的功能结构类似

物 OTB、OTC，及其他真菌毒素 AFB1、AFM1、DON、

ZEN、PAT，计算各物质的 IC50，并根据公式（3）计

算各物质的交叉反应率，结果详见表 2。由表 2 可见，

OTA 对赭曲霉毒素 B、赭曲霉毒素 C 的交叉反应率

（CR）为 6.52%和 24.57%，与其他真菌毒素均没有

明显的交叉反应，表明 CLIA 方法的特异性好，不容

易出现假阳性。 

2.3.3  样品预处理和添加回收率 

通过对牛奶样品进行预处理，可以避免牛奶的成

分干扰 CLIA 方法中抗原抗体的反应。常见的预处理

方法有两种，即免疫亲和柱净化法和离心去脂处理，

其中前者操作繁琐，耗时较多，成本高。为此，本研

究测试了几种简易的牛奶样品预处理方法，并计算各

方法的添加回收率（详见表 3）。结果显示，牛奶样品

中，加入 3 倍、7 倍、15 倍体积的甲醇进行样品预处

理时，CLIA 方法的添加回收率为 95.08%~105.83%，

效果较好。而不加入或仅加入等体积的甲醇，CLIA

方法的添加回收率超出 85.0%~115.0%区间，效果较

差。因此，综合考虑甲醇的毒性及 CLIA 方法检测牛

奶样品的灵敏度，确定最佳的样品预处理方法为：将

牛奶样品与甲醇按 1:4 的体积比混合，在涡旋振荡器

上振荡 1 min 后，静置 5 min，离心取上清进行试验。

使用该预处理方法，牛奶样品会被稀释 4 倍，故 CLIA

方法对牛奶样品的检出限为 25.52 ng/kg，IC50 为   

125.60 ng/kg，线性范围为 44.92~396.80 ng/kg，添加

回收率为 95.08%~105.83%，准确度较高。 

2.3.4  稳定性验证结果 

本研究将同一批CLIA方法的试剂放置于37 ℃的

恒温箱中，在 0、3、5、7 d 时，各测定 1 次，并绘制

标准曲线，计算 RLUmax、IC50和线性范围 IC20~IC80，

结果见表 4。检测结果表明，在 37 ℃放置 7 d 后，OTA 

CLIA 试剂的 RLUmax、IC50和线性范围 IC20~IC80无明

显变化，根据 Arrhenius 公式和文献报道，CLIA 方法

的试剂盒在 37 ℃中放置 1 d，即相当于在 2~8 ℃放置

45 d。因此，可以认为研究建立的 CLIA 方法，可在

2~8 ℃环境中，维持不少于 9 个月的稳定性。 

表 3 不同预处理方法测定牛奶中 OTA的添加回收实验 

Table 3 Recoveries of OTA in milk determined by different pretreatment methods 

预处理方法 添加量/(ng/kg) 检测值/(ng/kg） 回收率/% 精密度 CV/% 

牛奶样品原液 

50.00 222.27±4.91 444.54 2.21 

200.00 1 057.56±43.04 528.78 4.07 

500.00 4 535.43±111.12 907.09 2.45 

牛奶样品:甲醇=1:1 

50.00 76.00±1.91 152.00 2.51 

200.00 304.42±13.15 152.21 4.32 

500.00 947.34±32.87 189.47 3.47 

牛奶样品:甲醇=1:3 

50.00 50.48±1.32 100.96 2.62 

200.00 190.16±6.07 95.08 3.19 

500.00 529.16±20.06 105.83 3.79 

牛奶样品:甲醇=1:7 

50.00 ND ND ND 

200.00 195.44±5.04 97.72 2.58 

500.00 501.84±9.48 100.37 1.89 

牛奶样品:甲醇=1:15 

50.00 ND  ND ND 

200.00 211.36±8.69 105.68 4.11 

500.00 517.12±16.96 103.42 3.28 

注：ND 是指测值低于检出限，未检出。 

表 4 CLIA方法稳定性试验结果 

Table 4 Stability of CLIA method (n=3) 

检测时间 RLUmax IC50/(ng/kg) 线性范围 IC20~IC80/(ng/kg) 

第 0 天 418 782 30.37 10.14~102.95 

第 3 天 424 492 30.58 10.37~105.39 

第 5 天 416 350 31.22 10.64~103.75 

第 7 天 400 496 32.19 10.85~106.24 
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2.3.5  不同方法学的比较 

2.3.5.1  与仪器分析法的比较 

根据文献报道[9-12]可知，牛奶样品中 OTA 的残留量

约为2~690 ng/kg，而国标GB 5009.96-2016
[23]中，灵敏

度最高的方法学，其检出限为 0.1 μg/kg（即100 ng/kg），

难以检出牛奶样品中低浓度OTA 的残留，因此本研究

选用曾羲等[24]建立的 HPLC-MS/MS 方法作为对比方

法，其测定样品的检出限为 18.0 ng/kg，与本研究的

CLIA 方法测定牛奶样品的检出限接近。两种方法学的

检测结果如表 5 所示，CLIA 方法与 HPLC-MS/MS 方

法检测结果的相关性较好（R
2
=0.881 3），检测出OTA

残留的牛奶样品一致。由此可见，本研究建立的 CLIA

方法检测牛奶样品的结果准确，再考虑到其操作便捷，

检测时长仅为 30 min，可以说，CLIA 方法适用于大规

模牛奶样品中OTA 残留的快速筛查，其实用性较强。 

2.3.5.2  与其他分析法的比较 

在最优条件下，本研究的 CLIA 方法与其他检测

方法进行样品检测性能的对比，结果见表 6。由表 6

可知，在测定对应的样品时，本研究的 CLIA 方法，

在免疫分析法中，具有最高的灵敏度，且检出限接近

仪器分析法，这一方面是由于试剂的灵敏度较高，另

一方面是由于研究了新的样品预处理方式，降低了样

品的稀释倍数，提高了对样品的检出限。总的来说，

本研究的 CLIA 方法，具有较高的灵敏度和更短的检

测时长，相比其他的检测方法，实用意义更大，更能

满足大规模牛奶样品中 OTA 残留快速筛查的需求。 

表 5 CLIA方法、HPLC-MS/MS方法检测牛奶样品中的 OTA 

Table 5 Results of determination of OTA in milk samples by CLIA and HPLC-MS/MS (n=3) 

样品编号 CLIA 法/(ng/kg) HPLC-MS/MS 法/(ng/kg)  样品编号 CLIA 法/(ng/kg) HPLC-MS/MS 法/(ng/kg) 

1 ND ND  20 ND ND 

2 ND ND  21 34.83 33.97 

3 ND ND  22 ND ND 

4 39.55 39.97  23 ND ND 

5 28.52 29.60  24 39.31 35.62 

6 ND ND  25 33.82 34.01 

7 31.79 30.56  26 31.36 29.87 

8 ND ND  27 ND ND 

9 34.76 34.90  28 33.21 32.71 

10 ND ND  29 42.63 44.48 

11 ND ND  30 37.36 35.27 

12 43.91 41.68  31 ND ND 

13 38.08 36.63  32 43.89 44.95 

14 ND ND  33 ND ND 

15 39.11 37.54  34 31.25 30.09 

16 38.97 40.48  35 40.68 41.84 

17 ND ND  36 ND ND 

18 ND ND  37 ND ND 

19 26.76 27.12     

注：ND 是指测值低于检出限，未检出。 

表 6 OTA不同检测方法学的比较 

Table 6 Comparison of different measurement methods for ochratoxin A detection 

方法学 样品 检出限/(ng/kg) 线性范围/(ng/kg) 检测时长/min 参考文献 

CLEIA 牛奶 30.00 64.00~670 90 [20] 

MNPs-bs-AuNPs-ELISA 玉米、面粉、大豆 40.00 80.00~2,920 60 [25] 

双流免疫层析法 玉米、小麦 3840 6 360~145 920 20 [26] 

全自动免疫亲和在线净化-HPLC 玉米、小麦 12.50 12.50~500 / [27] 

同位素内标法-HPLC-MS 大米、小麦粉和黄豆酱 18.00 250~2 500 / [24] 

CLIA 牛奶 25.52 44.92~396.80 30 本研究 
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3  结论 

本研究基于吖啶酯-磁微球体系，建立的测定牛奶中

OTA残留的自动化学发光免疫分析方法，在最优条件下，

CLIA 方法的检出限为6.38 ng/kg，IC50为31.40 ng/kg，

线性范围为 11.23~99.20 ng/kg，批内/批间的变异系数

（CV）＜8.0%，测定牛奶样品的检出限为 25.52 ng/kg，

IC50为 125.60 ng/kg，线性范围为 44.92~396.80 ng/kg，

添加回收率为 95.08%~105.83%，对赭曲霉毒素 B、赭

曲霉毒素 C 的交叉反应率（CR）为 6.52%和 24.57%，

对其他真菌毒素均无明显的交叉反应。测定牛奶样品

的结果与仪器分析法（HPLC- MS/MS 方法）一致。

能在 2~8 ℃环境中，保持不少于 9 个月的稳定性。 

综上所述，本研究建立的 CLIA 方法，具有良好

的灵敏度、精密性、准确度、特异性和稳定性，样品

前处理简单，可实现自动化测定，检测时长仅为     

30 min，非常适用于牛奶样品中 OTA 残留的快速筛

查，对市售牛奶中 OTA 残留的筛查研究，和企业单位、

政府监管部门等开展筛查监控工作，有重要的意义。 
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