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摘要

本文采用免疫 和柱 化 合柱后 化 衍生本文采用免疫亲和柱净化结合柱后电化学衍生-HPLC- 光方法 了 米及 生 中的荧光方法检测了玉米及花生酱中的

4 种 曲霉毒素种黄曲霉毒素 B1、、B2、、G1 和和 G2。 品。样品提取后，先 免疫 和柱 化、 ， 入提取后，先经免疫亲和柱净化、浓缩，再进入

HPLC 分离系统进行分离、定量。四种 曲霉毒素在、定量。四种黄曲霉毒素在 0.1~10 µg/L 性相内线性相关系数 R2 >

0.99998， 出限（，检出限（按 S/N = 3 ）计算）为 0.004 ~ 0.007 µg/L（相 于（相当于 0.008 ~ 0.014 µg/kg

品 出限）。以样品检出限）。以 10 µg/L 曲霉毒素 准 液 察 象，黄曲霉毒素标准溶液为考察对象，连续 6 ，得出四种 曲针进样，得出四种黄曲

霉毒素的保留 相 准偏差霉毒素的保留时间相对标准偏差 (RSD) < 0.1%，，峰面积 RSD < 0.3%。 明， 方法。实验证明，该方法

可 、准 地用于 米及 生 等 品中 曲霉毒素的 定。可有效、准确地用于玉米及花生酱等样品中黄曲霉毒素的测定。

引言

曲霉毒素是 曲霉和寄生曲霉的代 物， 泛存在于 然界中。 的 曲霉毒黄曲霉毒素是黄曲霉和寄生曲霉的代谢产物，广泛存在于自然界中。最常见的黄曲霉毒

素素有 B1、、B2、、G1、、G2 等，其中等，其中 B1 毒性 ，毒性最强，G1 ，次之，B2、、G2 弱。 于 曲霉毒较弱。由于黄曲霉毒

素的 毒性和 致癌性， 多 家和 构 定了食品中的 曲霉毒素的限量值。素的强毒性和强致癌性，许多国家和组织机构均规定了食品中的黄曲霉毒素的限量值。

其中， 盟 定了 、 米、 脯等 物中 曲霉毒素其中，欧盟规定了坚果、玉米、果脯等农作物中黄曲霉毒素 B1 的 量不得超的含量不得超过 2.0~8.0

µg/kg，，B1、、B2、、G1 和和 G2 的 量不得 于的总量不得高于 4.0 ~15.0 µg/kg[1]。美。美国 FDA 分 定了分别规定了

食物和 物 中的食物和动物饲料中的 4 种 曲霉毒素的 量不得超种黄曲霉毒素的总量不得超过 20 和和 300 µg/kg[2]。因此，建立准。因此，建立准

、 的 曲霉毒素的 定方法非 重 。确、有效的黄曲霉毒素的测定方法非常重要。
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于 物和食品中的 曲霉毒素的 量都 低且 品基 非由于农作物和食品中的黄曲霉毒素的含量都比较低且样品基质非

复 ，免疫 和柱 化 合柱 （后）衍生、常复杂，免疫亲和柱净化结合柱前（后）衍生、HPLC-FLD 检

测的方法越 越多地 用于各种 品的分析。本文 合 色的方法越来越多地应用于各种样品的分析。本文综合考虑色谱

柱后 散、分析速度、分离度及 敏度，建立了免疫 和柱峰柱后扩散、分析速度、分离度及灵敏度，建立了免疫亲和柱净

化化-柱后 化柱后电化学 (Br2) 衍生快速 定 曲霉毒素的衍生快速测定黄曲霉毒素的 HPLC-FLD 方方

法成法成功 用于 米和 生 中的 曲霉毒素的分析。功并用于玉米和花生酱中的黄曲霉毒素的分析。

实验部分

仪器及装置

Agilent 1260 Infinity 液相色 ， 架，四元泵（ 置液相色谱系统，包括溶剂架，四元泵（内置脱

气 ）， 准 器，柱 箱， 光 器。拜 司气机），标准自动进样器，柱温箱，荧光检测器。拜发公司 KOBRA

化 衍生 置， 化 衍生池、可 控制 源、电化学衍生装置，包括电化学衍生池、可变控制电源、0.5 mm 内

径 PEEK 管（ 少管（至少 34 cm）等。）等。

HPLC 方法

色 柱色谱柱: Zorbax Eclipse Plus C18，，4.6 x 150 mm x 5 µm

柱柱温:  40 °C

流 相流动相 A:  1L 水， 入水，加入 238 mg 溴化 和溴化钾和 700 µL 4M 硝酸硝酸

流 相流动相 B: 甲醇甲醇

等度等度: A：：B = 50 : 50，，12 min

流速流速: 1.0 mL/min

检测: 光荧光, Ex: 362 nm, Em: 455 nm，，gain = 15

量进样量: 20 µL

化 衍生池 流电化学衍生池电流: 100 µA

反 管反应管:   0.5 mm i.d.*34 cm PEEK 管管

( 衍生池出 到 光 器入从衍生池出口到荧光检测器入口)

样品前处理方法

取称取 25 g 待 品于 速 器中， 入待测样品于高速匀质器中，加入 2g 氯化 和氯化钠和 125 mL 甲甲

醇醇/水水 (60/40, V/V)， 速 拌，高速搅拌匀质 1 min 后， 入后，加入 125 mL 离去离

水稀 提取液。 混合 后，立即取子水稀释提取液。手动混合均匀后，立即取 40-50 mL 提取液该提取液过

Whatman No.4 ，取 液滤纸，取续滤液 10 mL（相 于（相当于 1g 品）上 于样品）上样于

先 化好的预先活化好的 AFLAPREP® 免疫 和柱（ 化程序 和柱 明免疫亲和柱（活化程序参考亲和柱说明

）书）[3]，以，以 2-3 mL/min 流速流 免疫 和柱， 用流速流过免疫亲和柱，再用 10 mL 离去离子

水 洗免疫 和柱 抽 近 。 密移取水冲洗免疫亲和柱并抽至近干。精密移取 1 mL 甲醇于免疫 和甲醇于免疫亲和

柱柱，以 方式，用，以手动方式，用 2 mL 注射器 甲醇 慢推 免疫 和柱（必注射器将甲醇缓慢推过免疫亲和柱（必

，可用甲醇反 免疫 和柱以保 曲霉毒素的 洗 ），要时，可用甲醇反冲免疫亲和柱以保证黄曲霉毒素的完全洗脱），

收集洗 液， 用完全收集洗脱液，并用 1 mL 离 水稀 洗 液，混 后去离子水稀释洗脱液，混匀后过

0.22 µm 膜，待 。滤膜，待测。

方法线性范围、检出限和精密度

分 配制分别配制 0.1、、0.25、、0.5、、1.0、、5.0、、10.0 µg/L 四种 曲霉毒素四种黄曲霉毒素

B1、、B2、、G1、、G2 的混合 准 液（稀的混合标准溶液（稀释剂为 MeOH/H2O =

50/50）， 上述），按上述 HPLC 方法分析，以 度 ，得出四种方法分析，以峰面积对浓度作图，得出四种

曲霉毒素的 性 合曲 相黄曲霉毒素的线性拟合曲线相关系数 R2>0.99998， 性 合方程，线性拟合方程

见图 1。 信噪。按信噪比 S/N = 3 ，得出计算，得出 B1、、B2、、G1 和和 G2 的 出的检出

限分限分别为 0.007、、0.004、、0.006 和和 0.005 µg/L，，连续 6 次进 10 µg/L

准混合 液 察方法 密度，得出四种 曲霉毒素标准混合溶液考察方法精密度，得出四种黄曲霉毒素峰面积

RSD<0.3%，保留，保留时间 RSD<0.1%。。6 针 10 µg/L 准混合 液标准混合溶液叠

色 和加色谱图和 0.1 µg/L 混 色混标色谱图如图 2 所 。表所示。表 1 了本文方比较了本文方

法和 准方法 出限，通 可以 本文方法可法和常见标准方法检出限，通过比较可以发现本文方法可完全满

足 外 准的 求。足现行国内外标准的要求。
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图 1.  四种 曲霉毒素的 性方程及相四种黄曲霉毒素的线性方程及相关系数

方法名称 黄曲霉毒素种类 所用方法简介 检出限 (µg/kg)

本文方法本文方法 B1、、B2、、G1、、G2 柱后 化 衍生柱后电化学衍生 (Br2)-HPLC-FLD 0.008 ~ 0.014

SN 0277-93 B1、、B2、、G1、、G2 HPLC-FLD 0.12 ~ 0.50

GB/T 5009.22-2003 B1 色 法（ 一法）薄层色谱法（第一法） 5.0

ELISA（ 二法）（第二法） 0.01

GB/T 18979-2003 B1、、B2、、G1、、G2 柱后衍生柱后衍生 (I2)-HPLC-FLD 1（ 量）（总量）

GB/T 5009.23-2006 B1、、B2、、G1、、G2 柱 衍生柱前衍生 (TFA)-HPLC-FLD（ 三法）（第三法） 0.05 ~ 0.5

GB/T 23212-2008 B1、、B2、、G1、、G2、、M1、、M2 柱后衍生柱后衍生 (PBPB)-HPLC-FLD 0.001 ~ 0.003*

GB 5009.24-2010 B1、、M1 色 法薄层色谱法 0.1 ~ 0.5

*： 量：进样量为 100 µL

表表 1.  本文 曲霉毒素 出限和 准方法 出限本文黄曲霉毒素检出限和常见标准方法检出限比较
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图 2.  6 针 10 µg/L 曲霉毒素混 色 （左）和黄曲霉毒素混标连续进样色谱图（左）和 0.1 µg/L 混 色 （右）混标色谱图（右）

FLD1 A, Ex=362, Em=455 (AFLATOXINS\AFLATOXINS-20110715 2011-07-15 21-11-30\1107150000014.D)
FLD1 A, Ex=362, Em=455 (AFLATOXINS\AFLATOXINS-20110715 2011-07-15 21-11-30\1107150000015.D)
FLD1 A, Ex=362, Em=455 (AFLATOXINS\AFLATOXINS-20110715 2011-07-15 21-11-30\1107150000016.D)
FLD1 A Ex=362 Em=455 (AFLATOXINS\AFLATOXINS 20110715 2011 07 15 21 11 30\1107150000017 D)
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样品分析

品 理方法分 定 米及 生 中的 曲霉毒素。 品按样品前处理方法分别测定玉米及花生酱中的黄曲霉毒素。样品

色色谱图如图 3 所 。所示。

图 3.  米 品（左）和 生 品（右）色玉米样品（左）和花生酱样品（右）色谱图
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结论

本文通 柱后 化 衍生本文通过柱后电化学衍生- 光 方法， 一步提 了 曲霉毒荧光检测方法，进一步提高了黄曲霉毒

素素 G1 和和 B1 的 出限。在保的检出限。在保证 4 种 曲霉毒素分离度的 提下，种黄曲霉毒素分离度的前提下，

曲霉毒素的保留 短将黄曲霉毒素的保留时间缩短至 8 分 （ 保 品 分分钟之内（为保证样品组分完

洗 ， 品分析全洗脱，实际样品分析时间为 12 min）。同 除 品中 扰）。同时为去除样品中干扰组

分，采用免疫 和柱 化 品， 明 。 明， 方法可分，采用免疫亲和柱净化样品，效果明显。实验证明，该方法可

用于 品中痕量 曲霉毒素的准 定。用于实际样品中痕量黄曲霉毒素的准确测定。
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