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基于金属有机骨架（ZIF-8）的酶联免疫法灵敏检测

米粉中的黄曲霉毒素 B1 
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摘要：为解决黄曲霉毒素 B1（aflatoxin B1，AFB1）快速检测方法中信号标记物稳定性差的问题，建立基于金属有机骨架的酶联

免疫法检测米粉中 AFB1。该研究采用仿生矿化方法将辣根过氧化物酶（horse radish peroxidase，HRP）封装在沸石咪唑骨架结构材料

（zeolite imidazole frameworks-8，ZIF-8）中作为信号标记物。发现 HRP@ZIF-8 复合材料在碱性条件、高温等极端条件下能保持稳定

的催化活性。在此基础上建立间接竞争免疫比色法检测 AFB1，通过肉眼可直接分辨含有 AFB1样品。在最佳条件下，随着 AFB1浓度

的增加，吸光度在 0.01~20 ng/mL 内递减，具有明显的线性关系 y=0.03×C[AFB1]+0.79，R2=0.99，检测限为 72 pg/mL，同时精密度和特

异性都达到可接受的水平，AFB1 在米粉和面粉中的添加回收率分别在 96.00%~105.00%、82.00%~110.00%之间，相对标准偏差均小

于 5%。该法操作简单、快速、灵敏、特异性好，可用于米粉、面粉等谷类食品中 AFB1的痕量检测。 
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Abstract: In order to solve the problem of poor stability of signal markers in the rapid detection method of aflatoxin B1 (AFB1), an 

enzyme-linked immunoassay based on metal organic frameworks (MOFs) was established to detect AFB1 in rice flour. In this study, a 

biomimetic mineralization method was used to encapsulate horseradish peroxidase (HRP) in the zeolite imidazole framework structure 

material-8 (ZIF-8) as a signal marker. HRP@ZIF-8 composites could maintain stable catalytic activity under extreme conditions such as alkaline 

condition and high temperature. On this basis, an indirect competitive immunocolorimetry was established to detect AFB1. The samples 

containing AFB1 can be directly identified by naked eyes. Under the optimum conditions, the absorbance decreased in the range of 0.01~20  
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ng/mL with the increase of AFB1 concentration, showing an obvious linear relationship with y =0.03×C[AFB1]+0.78, R2=0.99. The limit of 

detection was 72 pg/mL, and the precision and specificity were both acceptable. The recoveries of AFB1 in rice flour and flour were 

96.00%~105.00% and 82.00%~110.00%, respectively, with relative standard deviations less than 5%. The method is simple, rapid, sensitive and 

specific. It can be used for trace determination of AFB1 in cereals such as rice flour and flour. 

Key words: aflatoxin B1; zeolite imidazole framework structure-8; biomimetic mineralization; enzyme-linked immunoassay; rice flour 

 
黄曲霉毒素主要是由黄曲霉、寄生曲霉和黑曲霉

及亚种等在合适的温度和湿度条件下产生的次级代谢

产物，对人畜有强烈的致病性、致癌性，严重危害人

体健康，在粮油、饲料以及副产品中广泛存在[1-3]。黄

曲霉毒素性质稳定、毒性高、易致癌，已被视为世界

范围内重要的食品污染物[4]。黄曲霉毒素有多种亚型

结构[5]，其中黄曲霉毒素 B1（aflatoxin B1，AFB1）被

认为是已知化学致癌物质中最强的致癌物质，常见于

花生、玉米、小麦等粮食及其制品中[4,6,7]。因此，准

确检测食品中 AFB1 含量对保障食品安全，维护人类

健康至关重要。传统的仪器检测方法，如高效液相色

谱、薄层色谱和液相色谱-质谱联用[8-12]，具有检测结

果准确、灵敏度高、重复性好等优点，但这些方法耗

时长且难以实现快速灵敏的检测[13,14]。近年来食品安

全事件屡见不鲜，消费者对食品安全关注越来越关注，

市场对快速检测技术需求也日益旺盛。基于免疫法开

发出的快速检测方法具有高度的选择性和灵敏度，已

成为极具竞争力的检测技术之一。然而这些快速检测

方法在使用过程中往往受到高成本和稳定性差等缺点

的限制[5]。其次，基于免疫法的信号标记物不稳定，

检测结果易受环境因素影响而导致假阳性。为了克服

这些缺陷，急需寻找能稳定信号物的新方法。因此，

开发新型材料来保持信号标记物生物催化活性，使信

号标记物能够在复杂多变的环境下保持着优异的稳定

性是当前研究的重点和难点。 
金属-有机框架（metal-organic frameworks，MOFs）

材料是一类结晶无机-有机杂化材料，具有多种独特的

性质[15-17]。例如，其开放式结构和多峰孔隙率允许有

效的传质，在温和条件下合成，具有良好生物相容性、

化学和热稳定性。这些特性引起了研究者们极大兴趣，

采用MOFs 作为固定基质来解决酶稳定性和降低检测

成本[18-20]。研究发现，利用仿生矿化方法将酶封装到

MOFs 中，复合物在极端环境下能有效保持酶的生物

催化活性，同时能扩展酶催化环境中 pH 和温度的应

用范围[21,22]。目前已经开发出多种 MOFs 作为酶载体，

如沸石咪唑酯骨架结构材料-8（zeolitic imidazolate 
framework-8，ZIF-8）[23]、HKUST-1[24]、MIL-101（Cr）
[15]、HP-PCN-224（Fe）[25]等。最近，以 ZIF-8 作为固

定化载体，利用仿生矿化方法在酶表面生成的保护涂

层，以提高酶的稳定性和可重复性是研究热点[26,27]。

在此启发下，利用仿生矿化方法在酶表面生成保护涂

层作为酶联免疫法的信号标记物，以增加酶抗极端环

境干扰能力，提高检测信号稳定性是可行的尝试。 
本研究中，利用仿生矿化方法在 ZIF-8 包埋 HRP

（HRP@ZIF-8）作为信号标记物，在 HRP 表面生成

的 ZIF-8 保护涂层，结合酶联免疫技术（enzyme-linked 
immunosorbent assay，ELISA）建立比色法对 AFB1灵

敏检测。ZIF-8 的高表面积和有序的孔隙率可以增强

HRP 负载量以获得较强的比色信号。为了构建良好的

比色信号探针，在 HRP@ZIF-8 表面修饰多巴胺

（dopamine，DA）形成聚多巴胺（polydopamine，PDA）

层。金属-聚多巴胺框架同时具有 MOFs 和 PDA 的优

点，表面富含芳环的 PDA 可以通过疏水-亲水相互作

用或 π-π 堆积来修饰生物分子。以 ZIF-8 作为模板制

备了具有丰富 π电子的 HRP@ZIF-8/PDA 复合物与免

疫球蛋白 G（immunoglobulin G，IgG）偶联，合成信

号标记物 HRP@ZIF-8/PDA/IgG。利用该复合物催化

3,3’5,5’-四甲基联苯胺（3,3’5,5’-tetramethylbenzidine，
TMB）显色来构建间接竞争免疫比色法检测 AFB1，

基于 MOF-ELISA 检测法中 HRP@ZIF-8/PDA/IgG 增

加了酶抗极端环境干扰的能力，提高了检测信号的稳

定性。该系统建立了一种通用、快速、灵敏的比色法，

实现了 AFB1的肉眼快速检测。 

1  材料与方法 

1.1  材料和试剂 

Zn(NO3)2·6H2O、2-甲基咪唑（2-methylimidazole，
2-MI）、即用型 TMB 显色液、HRP、96 孔微孔板（高

结合力，白色）购自武汉飞扬生物科技有限公司；多

巴胺盐酸盐、三(羟甲基)氨基甲烷（Tris）等化学试剂

均为分析纯，购买于天津化学试剂公司。脱氧雪腐烯

醇（deoxynivalenol，DON）、AFB1、AFB2、AFG1、

AFG2、牛血清白蛋白（bovine serum albumin，BSA），

小鼠单克隆抗 AFB1抗体（Ab1，10.0 mg/mL，1 mL），
AFB1偶联 BSA（AFB1-BSA，5.0 mg/mL），兔抗鼠 IgG
购自山东绿都生物科技有限公司（中国山东）；N-羟
基-磺基琥珀酰亚胺（NHS）/N-(3-二甲基氨基丙基)-N'-
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乙基碳二亚胺（EDC）来自 Sigma-Aldrich 公司（中国

上海）。Milli-pore 超纯水（18.2 MΩ/cm，美国 Millipore
公司）用作溶剂。除非特别说明，所有实验均在室温

下进行。 

1.2  仪器 

EnVision 多功能酶标仪，新加坡 Perkin Elmer 公
司；JEM-2010 透射电子显微镜（transmission electron 
microscope ， TEM ）， 日 本 电 子 株 式 会 社 ；

RigakuD/max-2400 X 射线衍射（X-ray diffraction，
XRD），日本岛津公司；TGA 4000 热重分析仪（thermal 
gravimetric analyzer，TGA），美国林赛斯公司；DXR 2xi
显微拉曼成像光谱仪，英国雷尼绍公司；3H24RI 台式

智能高速冷冻离心机，德国贺利氏公司。 

1.3  HRP@ZIF-8/PDA/IgG 生物复合材料的合

成 

2 mol/L 锌离子、1 mg/mL HRP 和 0.5 mol/L 2-MI
在离心管中混合，总体积为 720 μL，混合液振荡后在

室温下保持 30 min。悬浮液在 4 ℃下 11000 r/min 离

心 15 min，沉淀用去离子水洗。取 500 μL HRP@ZIF-8
溶液与 1 mL 25 mmol/L Tris-HCl 缓冲溶液混合，加入

500 μL 0.1 mol/L DA 溶液，剧烈搅拌 5 min 后，在室

温下轻微振摇2 h，形成的悬浮液在4 ℃下11000 r/min
离心 15 min。沉淀用去离子水清洗后分散在 1 mL 10 
mmol/L pH 7.4 PBS 中。将 EDC/NHS 活化后的 20 μL 
0.5 mg/mL IgG 添加到悬浮液中，在室温下孵育 30 
min，置于 4 ℃冰箱中连续振摇过夜。离心收集沉淀，

用 10 mmol/L pH 7.4 PBS 洗涤 3 次，去除未结合的

IgG。将获得的 HRP@ZIF-8/PDA/IgG 复合物重新分散

在 1.0 mL 10 mmol/L pH 7.4 PBS 中，置于冰箱中备用。 

1.4  酶浓度和封装效率的测定 

将 300 µL 2 mol/L 锌离子、300 µL 0.5 mol/L 2-MI
和 120 µL 不同浓度 HRP 在离心管中混合，混合液振

荡后在室温下保持 30 min。悬浮液在 4 ℃下 11000 
r/min 离心 15 min，取上清液检测。固定化后上清液的

酶浓度根据 HRP 标准曲线计算来确定。包封率定义为

包埋在 HRP@ZIF-8 复合材料中的 HRP 含量与 HRP
初始量的比值，其计算公式如下： 

2 1

2

%= 100%C C
C
−

×封装效率/  

式中： 

C1——HRP@ZIF-8 复合材料中的上清液 HRP 浓度； 

C2——最初的 HRP 浓度，mg/mL。 

1.5  HRP@ZIF-8/PDA复合材料稳定性检测 

热稳定性：分别将 HRP 、 HRP@ZIF-8 和

HRP@ZIF-8/PDA 复 合 材 料 置 于 不 同 温 度 下

（30~100 ℃）孵育 30 min，分别取出后用于评估复

合材料在不同温度环境中的稳定性，通过测定不同温

度处理后 HRP 的相对活性来表示。 
pH 稳定性：分别将 HRP、HRP@ZIF-8 和

HRP@ZIF-8/PDA 复合材料置于 pH 3 HCl 溶液、pH 9 
KOH 溶液和不同 pH的 PBS 缓冲液（pH 4~8.0）中 1 h，
分别取出后用于评估复合材料在不同 pH 环境中的稳

定性，通过测定不同 pH 处理后 HRP 的相对活性来表

示。 

1.6  基于MOF-ELISA检测AFB1的原理 

利用仿生矿化将 HRP 包裹在 ZIF-8 中，提高 HRP
在极端环境下的耐受能力和稳定性，随后将盐酸多巴

胺修饰在 HRP@ZIF-8 复合物表面，为 IgG 提供结合

位点，合成 HRP@ZIF-8/PDA/IgG 信号标记物。在检

测 AFB1时，采用间接竞争法检测，将 AFB1-BSA 固

定在酶标板上，加入固定浓度的抗体，样品中 AFB1

与酶标板上固定的 AFB1 竞争结合抗体，清洗移除未

结合抗体后加入 HRP@ZIF-8/PDA/IgG，加入即用型

TMB 显色液检测可见光谱信号，通过测定结合在酶标

板上信号分子的量来确定 AFB1浓度，具体如图 1 所

示。 

 

 
图1 基于MOFs的 ELISA检测AFB1原理示意图 

Fig.1 Schematic diagram of MOFs-based enzyme-linked 

immunoassay for AFB1 detection 

1.7  AFB1比色法的建立和选择性检测 

取 96 孔板，在每个孔内加入 100 µL 0.1 mg/mL 
AFB1-BSA，37 ℃孵育 2 h 后清洗，用含有 1.5% 
BSA-PBST在37 ℃封闭1 h后清洗。每孔中加入50 µL 
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0.1 mg/mL AFB1抗体溶液和 50 µL 标准 AFB1/分析溶

液，37 ℃孵育 1 h 后清洗。每孔中加入 100 µL 
HRP@ZIF-8/PDA/IgG 孵育 1 h 后清洗；加入 50 µL 即

用型 TMB 溶液反应，随后加入 50 µL 2 mol/L H2SO4

终止反应，用酶标仪在 450 nm 测吸光度。为了评估

所建立方法的选择性，在相同的实验条件下研究了其

他常见真菌毒素（AFB2、AFG1、AFG2和 DON）。每

次测试至少 3 次平行实验。 

1.8  加标回收实验 

从湖北省武汉市当地超市收集大米样品和面粉样

品储存在4 ℃冰箱中备用。样品提取步骤如下：取4.00 
g 经过研磨的大米与 10 mL 甲醇水溶液（80:20，V/V）
混合，然后剧烈搅拌 5 min。将混合物以 5000 r/min
离心 20 min。离心后的 100 μL 上清液用 500 μL pH 7.4 
PBS 稀释。将 4.00 g 面粉与 10 mL 甲醇水溶液混合，

剧烈搅拌 5 min。混合物离心后取 5 μL 上清液用 PBS
稀释。将不同浓度的 AFB1加入稀释液中，作为 AFB1

的加标样品进行定性或定量检测。加标样品中 AFB1

的浓度通过给出的比色法测定，然后计算回收率。每

次测试至少 3 次平行实验。 

1.9  数据处理 

每个试验处理均作 3 个平行，试验中测定所得的

数据使用 Origin 2017 软件进行分析及绘图。 

2  结果与分析 

2.1  HRP@ZIF-8/PDA复合材料的表征 

采用 SEM 、XRD 、TGA 来表征 ZIF-8 和

HRP@ZIF-8 复合材料的晶体结构和形貌。图 2a 和 2b
为 ZIF-8 封装 HRP 前后的 SEM 图，可以看出其平均

粒径分别为 100±2.8 nm 和 100±3.2 nm。ZIF-8 的形貌

表现为典型的菱形十二面体几何结构，其形貌在 HRP
封装前后没有明显变化。从图 2c 中可看出，

HRP@ZIF-8/PDA较ZIF-8和HRP@ZIF-8的形貌并无

明显变化，平均粒径为 102±3.5 nm，表明 HRP 和 PDA
的修饰不会破坏 ZIF-8 的结构。为了进一步验证

HRP@ZIF-8/PDA 合成，采用拉曼光谱表征。图 2d 显

示了 HRP@ZIF-8 和 HRP@ZIF-8/PDA 纳米复合材料

的拉曼光谱图。1500 cm-1 的吸收峰主要源自于 C=C
键振动，1550 cm-1~1580 cm-1主要是N=N键振动，2800 
cm-1~3000 cm-1谱带主要源于 C-H 键振动，此外 687 
cm-1和 1142 cm-1处呈现出强烈的吸收谱带，来自咪唑

和 Zn-N[28]，表明 ZIF-8 成功合成。1680 cm-1~1820 cm-1

处的谱带，对应于酰胺 I 带，主要源自 C=O 拉伸模式，

表明复合材料中存在酶。同时 550 cm-1~800 cm-1处的

谱带主要是 C-Cl 键的振动，1610 cm-1~1680 cm-1谱带

的振动主要是 C=N 键的振动，表明 PDA 已成功修饰

到 HRP@ZIF-8 上。结果表明 HRP@ZIF-8 和

HRP@ZIF-8/PDA 纳米复合材料成功合成。为了确认

添加 HRP 和 PDA 后 ZIF-8 的结晶度有没有被破坏，

采 用 XRD 衍 射 进 行 验 证 ， HRP@ZIF-8 和

HRP@ZIF-8/PDA 纳米复合材料的 XRD 图案（图 2e）
与模拟 ZIF-8 的图案相同，该结果表明 HRP 的封装和

PDA 的包封不影响 ZIF-8 的晶体结构。为了验证复合

材料的热稳定性，在氦流下对合成样品进行热重分析

（图 2f）。ZIF-8 表现出 11.8%的逐渐失重，温度升高

直至约 200 ℃，对应于从纳米晶体表面去除空腔中的

客体分子（主要为 H2O）或未反应的物质（如 2-MI）。
在 200~500 ℃范围内相对质量显示在长平台内稳定，

表明 ZIF-8 具有良好的热稳定性。HRP@ZIF-8 和

HRP@ZIF-8/PDA 的 TGA 曲 线 都 显 示 出 从

150~400 ℃逐渐分解，这是由于复合材料中蛋白质的

降解导致。HRP@ZIF-8/PDA 在 500~700 ℃逐渐分解

主要是去除未反应的 PDA。从紫外可见吸收光谱可以

看出HRP@ZIF-8和HRP@ZIF-8/PDA催化TMB反应

在 450 nm 处都出现了典型的特征峰（图 2g），ZIF-8
的多峰孔隙率允许有效传质，使显色底物 TMB/H2O2

靠近包埋的 HRP 而发生反应。图 2g 插图也证明 HRP
已成功被包埋到 ZIF-8 中，使得 TMB 转变成蓝色，

具有优异的催化能力，同时 HRP@ZIF-8/PDA 较

HRP@ZIF-8 的吸收峰没有明显差异，这表明 PDA 不

会影响 HRP@ZIF-8 的催化能力。以上事实验证了

HRP@ZIF-8 和 HRP@ZIF-8/PDA 生物复合材料已成

功合成，并具有良好的催化活性。 
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图2 ZIF-8（a）、HRP@ZIF-8（b）和HRP@ZIF-8/PDA（c）的SEM

图；（d）拉曼光谱；（e）XRD衍射；（f）TGA分析图；（g）ZIF-8、

HRP@ZIF-8、HRP@ZIF-8/PDA、HRP@ZIF-8/PDA/IgG和空白的紫

外可见吸收光谱及其插图 

Fig.2 SEM images of ZIF-8(a), HRP@ZIF-8(b) and 

HRP@ZIF-8/PDA(c); (d) Raman spectra of HRP, ZIF-8, 

HRP@ZIF-8, HRP@ZIF-8/PDA; (e) XRD diffraction; (f) TGA 

analysis chart; (g) UV-vis spectra and digital image (inset) of 

ZIF-8, HRP@ZIF-8, HRP@ZIF-8/PDA, 

HRP@ZIF-8/PDA/IgG and blank samples 

2.2  最适HRP浓度和封装效率的确定 

HRP@ZIF-8 作为 ELISA 的信标物时，包埋 HRP
的浓度影响 AFB1 检测的灵敏度和检测限。为了确定

最佳的 HRP 浓度和封装效率，利用一定质量的 ZIF-8
包埋不同浓度的 HRP，并与初始 HRP 浓度进行比较，

以确定最佳酶浓度和封装效率。结果如图 3 显示，随

着 HRP 浓度从 0.2 mg/mL 增加到 1 mg/mL，HRP 的

包封效率从 58.00%提高到 98.60%。当 HRP 浓度持续

增加，包封率却逐渐下降，这可能是由于高 HRP 浓度

下成核位点数量的增加，导致 HRP 封装不足。因此，

最终选择包埋 HRP 浓度为 1 mg/mL。 

 
图3 HRP浓度的优化 

Fig.3 Optimization of HRP concentration 

2.3  HRP@ZIF-8/PDA稳定性的测定 

为了验证 HRP@ZIF-8 和 HRP@ZIF-8/PDA 生物

复合材料的稳定性，探究了不同温度和 pH 值对生物

复合材料催化活性的影响。结果如图 4a 所示，随着温

度的升高，游离 HRP 的相对活性在逐渐降低，当温度

升高到 100 ℃时，相对活性仅为 47.78%。而

HRP@ZIF-8 和 HRP@ZIF-8/PDA 生物复合材料随着

温度的升高依然还保持到 70%相对活性（图 4a）。
HRP@ZIF-8 的重要优势是 ZIF-8 作为保护层，可以在

高温度（80 ℃、90 ℃和 100 ℃）下保持矿化使得

HRP 具 有 较 高 的 活 性 。 HRP@ZIF-8 和

HRP@ZIF-8/PDA 生物复合材料广泛的温度范围最有

可能来自于 ZIF-8 的刚性结构对 HRP 的紧密封装。

ZIF-8 刚性结构将 HRP 限制在结构中，限制了 HRP
结构因外界高温环境导致的展开运动[26]，从而抑制了

随后的聚集过程，ZIF-8 刚性结构一定程度上维持

HRP 原有结构，使 HRP 保持生物催化活性。如图 4b
所示，对于游离 HRP，最佳 pH 值为 5.5，当 pH 值为

3、6、7、8 和 9 时，游离 HRP 分别保持其最高活性

的 86.57%、82.23%、70.72%和 63.53%。这表明游离

HRP 在极酸性或碱性条件下的催化活性较低。然而，

HRP@ZIF-8 和 HRP@ZIF-8/PDA 生物复合材料在 pH 
3.0~9.0 范围内表现出比游离 HRP 更高的相对催化活

性，特别是在极酸性（pH 3）和碱性（pH 9）条件下

分别达到 93.41%、79.24%和 92.92%、80.30%的相对

催化活性。结果发现 HRP@ZIF-8 和 HRP@ZIF-8/PDA
生物复合材料在酸性和碱性介质环境中表现出增强耐

受性，可能是由于 ZIF-8 作为固定基质具有合适的缓

冲 功 能 导 致 。 结 果 验 证 了 HRP@ZIF-8 和
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HRP@ZIF-8/PDA 生物复合材料可以忍受极端条件，

并保持较高的催化活性。 

 

 
图4 HRP、HRP@ZIF-8和 HRP@ZIF-8/PDA的温度-相对活性曲线

（a）和pH-相对活性曲线（b） 

Fig.4 pH-relativity activity profile (a) and 

temperature-relativity activity profile (b) of HRP, HRP@ZIF-8 

and HRP@ZIF-8/PDA 

2.4  MOF-ELISA 检测方法的建立及灵敏度评

价 

通过向反应体系中分别加入 0、0.01、0.02、0.05、
0.10、0.20、0.50、1.00、2.00、5.00、10.00、15.00
和 20.00 ng/mL AFB1，观察溶液颜色变化情况并用酶

标仪检测紫外可见吸收光谱。结果如图 5a 所示，随

着 AFB1浓度升高，反应后溶液颜色逐渐由蓝色变为

无色，在 450 nm 处吸光度逐渐降低。当 AFB1浓度

为 20 ng/mL，溶液颜色几乎为无色透明。同时 AFB1

浓度与 450 nm 处吸光度值呈现出良好的线性关系，

如图 5b所示。AFB1浓度在 0.01~20.00 ng/mL之间时，

得到的线性回归方程为 y=0.03×C[AFB1]+0.79 ，

R2=0.99，检测限为 72.00 pg/mL，低于国家标准《GB 
2761-2011 食品安全国家标准 食品中真菌毒素限

量》中对于谷物及其制品中 AFB1 的最大限量（20 
ng/mL），其检测限降低了 3~4 个数量级。对比于利

用 HRP 的商业 ELISA 试剂盒检测 AFB1的方法，试

剂盒检测 AFB1的线性检测范围为 0.1~10 ng/mL，检

测限为 620.00 pg/mL[29]，而本研究利用 ZIF-8 仿生矿

化原理包埋 HRP 作为信标物，使得线性检测范围更

广，检测限更低，提高了 HRP 在极酸、极碱和极端

温度下的耐受能力和 HRP 的稳定性，在 AFB1 的检

测中也可发挥更好的催化作用，具有更高的灵敏度。

结果表明，所构建的 MOF-ELISA 比色法对于检测

AFB1具有高灵敏性，满足检测要求。 

 

 
图5 （a）不同浓度AFB1的紫外-可见光谱；（b）AFB1浓度与吸

光度的线性关系图 

Fig.5 (a) The UV-visible spectra of AFB1 with different 

concentrations; (b) Linear relationship between AFB1 

concentration and absorbance 

注：图（a）AFB1浓度从上到下（1~13）分别为 0、0.01、

0.02、0.05、0.10、0.20、0.50、1.00、2.00、5.00、10.00、15.00、

20.00 ng/mL。 

2.5  特异性实验 

为了研究所建立的 MOF-ELISA 比色法对检测

AFB1 的特异性，本研究选用 AFB2、AFG1、AFG2 和

DON 结构类似物作为潜在的干扰物，来测试方法的特

异性。MOF-ELISA 比色法对 5.00 ng/mL AFB1和 50.00 
ng/mL 其他真菌毒素在相同条件下进行检测。如图 6
所示，其他真菌毒素溶液颜色与空白对照组（即没有

AFB1 目标物）溶液颜色均呈现出明显蓝色，而含有

AFB1样品溶液颜色明显浅于其他真菌毒素和对照组溶

液颜色，表明通过肉眼可直接分辨含有AFB1样品。在

一定浓度AFB1抗体溶液中，加入AFB1后，AFB1被抗
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体特异性捕获，导致吸光度值急剧下降，吸光度为 0.60，
而 AFB2、AFG1、AFG2和 DON 的吸光度变化较小，

吸光度在 0.81~0.82 之间，与空白组的吸光度（0.83）
相当。结果表明所建立的方法具有较好的选择性，基

于此建立的MOF-ELISA 比色法具有较好的特异性。 

 
图6 特异性实验 

Fig.6 Specific experiment 

2.6  加标回收实验 

为了评估开发的 MOF-ELISA 比色法用于 AFB1

检测在实际样品分析中的准确性，将不同浓度 AFB1

添加到米粉和面粉样品提取液中进行回收率测试。根

据上述拟合的回归方程 y=0.03×C[AFB1]+0.79 来计算加

标样品中的 AFB1浓度，测定结果列于表 1。结果发现，

在四种添加量中，含有 0.50、1.00、2.00 和 5.00 ng/mL 
AFB1 的米粉样品回收率在 96.00%~105.00%之间，

RSD 范围为 2.26%~4.15%（n=3）；在含有 0.50、1.00、
2.00和5.00 ng/mL AFB1的面粉样品回收率在82.00%~ 
110.00%之间，RSD 范围为 1.20%~4.39%。米粉和面

粉的基质干扰几乎可以忽略不计，加标回收率的 RSD
均小于 5%，表明该方法的重复性良好。结果表明，

所建立的 MOF-ELISA 比色法具有良好的抗基质干扰

能力，可用于米粉和面粉中 AFB1含量检测。 
表1 米粉和面粉样品中AFB1的回收率研究 

Table 1 Detection results of the AFB1 levels in spiked rice flour and wheat flour 

食品基质 加标浓度/(ng/mL) 检测浓度/(ng/mL) 回收率/% RSD/% 

米粉 

0.50 0.48±0.17 96.00 2.26 

1.00 1.05±0.11 105.00 4.15 

2.00 1.88±0.05 94.00 2.32 

5.00 5.06±0.15 101.20 2.70 

面粉 

0.50 0.41±0.03 82.00 4.39 

1.00 1.10±0.03 110.00 2.18 

2.00 2.08±0.07 104.00 3.21 

5.00 5.06±0.06 101.20 1.20 

3  结论 

本研究基于 ZIF-8 仿生矿化原理，构建了间接竞

争 ELISA 比色法，用于米粉和面粉中 AFB1的检测。

ZIF-8 通过仿生矿化方法完成了 HRP 的简单、快速封

装。通过优化 HRP 浓度所获得的 HRP@ZIF-8 生物复

合材料显著增强了对碱性环境和高温的耐受性，同时

保持较高的酶催化活性。利用 HRP@ZIF-8/PDA/IgG
作为信号标记物，可以实现 AFB1 的快速肉眼检测，

可见光吸光度与 AFB1 浓度具有良好的线性关系，检

测限为 72 pg/mL，低于国家标准规定谷物中 AFB1最

大限量，比商业化的 AFB1 检测试剂盒检测限更低，

降低了 3~4 个数量级，本研究开发的 AFB1检测方法

更灵敏，而且该方法对其他常见霉菌毒素具有良好的

选择性，在米粉和面粉基质中具有良好的准确性和重

复性。与其他检测方法相比，基于 ZIF-8 的 ELISA 比

色法具有成本低、检测速度快和易于操作等优点，为

粮食中 AFB1 的灵敏快速检测提供了新方法。该方法

未来可扩展用于其他真菌毒素检测研究，同时对实际

霉变样品进行检测，探索实际应用的可行性。 
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