
!""# 年 $$ 月

!"#$%&$’ !""#
色 谱

!"#$%&% ’()*$+, (- !"*(.+/(0*+1"2
(")* !% !"* #

&’$ ( &’%

收稿日期：!""# +"! +!’
第一作者：李 ) 军，男，硕士研究生，工程师，,$)：（"%$$）’*&$++&!，-+%./)：)0####!,- 1/2.* 3"%*
通讯联系人：卫 ) 锋，男，硕士，研究员，,$)：（"%$$）’!’#,+#"，-+%./)：4$/5$26.45- 1/2.* 3"%*
基金项目：国家质检总局科研项目（78!# +!""&）*

免疫亲和柱净化!柱后光化学衍生!高效液相色谱法同时检测

粮谷中的黄曲霉毒素、玉米赤霉烯酮和赭曲霉毒素 "
李 ) 军$ ，) 于一茫$ ，) 田 ) 苗$ ，) 王宏伟$ ，) 卫 ) 锋$ ，) 李 ) 莉$ ，) 王 ) 雄!

（$ * 辽宁省出入境检验检疫局，辽宁 大连 $$#""$；! * 北京中检维康技术有限公司，北京 $"""%%）

摘要：建立了同时检测粮谷中黄曲霉毒素（9$ 、9! 、:$ 和 :! ）、玉米赤霉烯酮和赭曲霉毒素 ; 的免疫亲和柱净化 +柱
后光化学衍生 +高效液相色谱方法。样品经 过 甲 醇 +水（ 体 积 比 为 ’" / !"）提 取，通 过 免 疫 亲 和 柱 富 集 和 净 化，采 用

<.=$’1 !"#.+>.?!色谱柱（,0 + %% /* @* 1 $&" %%，% "%），以甲醇、乙腈和 $A的磷酸溶液为流动相，梯度洗脱，柱

后光化学衍生、改变波长荧光检测。黄曲霉毒素（9$ 、9! 、:$ 和 :! ）、玉米赤霉烯酮和 赭 曲 霉 毒 素 ; 检 出 限 分 别 为

"0 !%，%0 " 和 "0 & "6 B ?6，标准曲线的线性范围分别为 "0 !% ( # * "，% * " ( $"" * " 和 "0 & ( %" * " "6 B 7；在小麦、玉米、黑

麦样品中，平均加标回收率为 *"0 ’A ( +%0 "A，相对标准偏差为 !0 *+A ( +0 ,’A。
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) ) 目前全世界粮谷、饲料中出现真菌毒素的比例

高达 !&A，除了对畜牧产业造成显著的经济损失外，

部分真菌毒素还具有致癌性和致畸胎性，可经食物

传至人类。同时真菌毒素的存在还可以降低农作物
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的产量及质量。据保守估计，真菌毒素对饲料和家

畜业的影响，仅在美国和加拿大每年造成的损失就

有 #$ 亿美元。在发展中国家，食物中的真菌毒素甚

至影响人口的数量，并缩短人的平均寿命。现已查

明自然界存在的真菌毒素在 !$$ 种以上，按真菌毒

素的重要 性 及 危 害 依 次 排 列 为：黄 曲 霉 毒 素（ !"#!$
%&’()，*+）、赭曲霉毒素 *（&,-.!%&’()，/0*）、单端

孢 霉 烯 族 毒 素（ %.(,-&%-1,1)12）、玉 米 赤 霉 烯 酮

（ 31!.!#1)&)1，45*）［%］。

& & 世界各国对上述真菌毒素的限量标准都有严格

的规定。欧盟在 ’( 6 #) 6 57 指令中规定人类直接食

用的 花 生 中 黄 曲 霉 毒 素 的 限 量 为 *+8% 小 于 !
!9 6 :9，*+2（8% * 8! * ;% * ;! ）小于 " !9 6 :9；国际

食品法典委员 会 提 议 赭 曲 霉 毒 素 * 在 粮 谷 及 其 制

品中不得超过 # !9 6 :9；我国规定粮谷中玉米赤 霉

烯酮限量标 准 为 +$ !9 6 :9［!］。本 文 重 点 研 究 了 在

粮谷中同时检测黄曲霉毒素（8% 、8! 、;% 、;! ）、玉米

赤霉烯酮和赭曲霉毒素 *（ 结构式见图 %）的方法。

图 !" 真菌毒素的结构式

!"#$ !" %&’()(*"+ ,)-.’).-/,

& & 目前对食品、农产品中黄曲霉毒素、玉米赤霉烯

酮、赭曲霉毒素 * 等真菌毒素的检测方法主要有薄

层色谱法、酶联免疫吸附法、免疫亲和柱净化荧光光

度法和免疫亲和柱净化高效液相色谱法、多功能柱

色谱净化高效液相色谱法等［)］。前 ) 种方法定量准

确度较差，而后 ! 种方法只能检测单一种类的真菌

毒素。本实验 采 用 免 疫 亲 和 柱 净 化$柱 后 光 化 学 衍

生$高效液相色谱 法 同 时 检 测 粮 谷 中 的 黄 曲 霉 毒 素

（8% 、8! 、;% 和 ;! ）、玉米赤霉烯酮和赭曲霉毒素 *。

该方法简便、快速、净化效果好，各项技术指标均符

合真菌毒素检测的要求，可以满足国际上对粮谷中

黄曲霉毒素、玉米赤霉烯酮和赭曲霉毒素 * 的限量

检测要求。

!" 实验部分

! $ !" 仪器与试剂

& & <=%%$$ 高效液相色谱仪（ 美国 *9(#1)% 公司）；

高速均 质 器；>$5?*=0@ %%! 氮 吹 仪（ 美 国 /.9!)&$
A!%(&) 公司）；光化学衍生池（ 美国 *BC* 公司）和

高速离心机（ 北京医用离心机厂）；高速搅拌均质器

（ 美国 D!.()9 7&AA1.,(!# 公 司 ）；+ 孔 泵 流 架（ 中

检维康公 司 ）；*/4 012% <=E7 免 疫 亲 和 柱（ 美 国

?(,!A 公 司 ）；玻 璃 纤 维 滤 纸（ 英 国 D-!%A!) 公

司）。

& & 乙 腈、甲 醇（ 色 谱 纯，迪 马 公 司 ）；磷 酸（ 优 级

纯）；*+2（ 8% 、8! 、;% 、和 ;! ）、/0*、45* 标 准 品

（F(9A! 公 司 ）；实 验 用 水 为 @(##(G&.1 制 备 的 超

纯水。

! $ #" 色谱条件

& & 色谱柱：D!%1.2 >&H!$=!:"7%( 柱（), ’ AA (I JI
- %#$ AA，" !A）（美国 D!%1.2 公司）；流动相：%K磷

酸溶液（*）、甲醇（8）、乙腈（7），梯度洗脱程序：$ .
!$ A()，流动相组成为 /$K * * %#K 8 * %#K 7（ 此时

间段打 开 光 化 学 衍 生 池 检 测 黄 曲 霉 毒 素）；!$ . )$
A()，流动相组成为 "$K * * )$K 8 * )$K 7（ 此时间

段关 闭 光 化 学 衍 生 池 检 测 其 他 目 标 组 分）；流 速：

% AE 6 A()。柱温：!# L；可 变 荧 光 检 测 波 长：$ . !$
A()，激 发 波 长 )+# )A，发 射 波 长 "!# )A；!$ . )$
A()，激发波长 )%# )A，发射波长 "!# )A。

! $ $" 标准溶液的配制

& & *+2（8% 、8! 、;% 、和 ;! ）、45* 和 /0* 标 准 溶

液：分别称取适量的上述标准物质溶于乙腈，配制成

*+2（8% 、8! 、;% 、和 ;! ）、45* 和 /0* 质量浓度分别

为 +$, $，"$$, $ 和 #$, $ !9 6 E 的混合标准储备溶液。

临用前，取适量体积的混合标准储备溶液用氮气吹

干，再用流动相配成适当浓度的混合标准溶液。

! $ %" 提取与净化

& & 准 确 称 取 !#, $ 9 谷 物 样 品 于 !#$ AE 均 质 杯

·!(#·
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中，加入 #$$ #$ 甲醇!水（ 体积比为 %$& ’$），高速均

质 ’ #%&，用槽纹滤纸过滤到干净的 烧 杯 中。取 #$
#$ 滤液，加 入 ($ #$ 水 混 匀，用 玻 璃 纤 维 滤 纸 过

滤。取滤液 ’$ #$，以 ’ ) * #$ ’ #%& 的速率将其通

过 "() *+,- ./$0 免疫亲和柱，直至空气吹出柱内

的全部液体，再用 #$ #$ 超纯水以 ’ ) * #$ ’ #%& 淋

洗亲和柱直至空气吹出柱内的全部液体。最后用 #
#$ 甲醇淋洗亲和柱，收集淋洗液于玻璃试管中，供

./$0 测定。

!" 结果与讨论

! ! #" 光化学衍生化反应

" " 由于黄曲霉毒素 1# 在水溶液中会发生荧光淬

灭，以往测定时常采用柱后碘和三氟乙酸等方法进

行化学衍生［(］，实 验 中 试 剂 使 用 较 多、衍 生 过 程 复

杂、操作繁琐、检测灵敏度及重现性受人为因素影响

很大。本实验利用环状化合物在紫外光照射下能产

生荧光这一特性，采用光化学衍生技术［+］对黄曲霉

毒素进行衍生化处理，从而实现对其进行测定的目

的。黄曲霉毒素是结构相似的一组化合物，均为二

呋喃香豆素的衍生物，具有芳香环并带有给电子取

代基，在芳香烃上导入给电子基团—(.会增强荧光

强度。采用光化学衍生可以使流动相中的水与黄曲

霉毒素 1# 作用，生成荧光特性更强、更稳定的化合

物（2342-56%& 1’2，反应 示 意 图 见 图 ’），从 而 解 决 了

黄曲霉毒素 1# 在 水 溶 液 中 发 生 荧 光 淬 灭 的 问 题。

而玉米赤霉烯 酮 和 赭 曲 霉 毒 素 " 本 身 就 是 具 有 较

强荧光特性的化合物，测定时不需要衍生。

图 !" 黄曲霉毒素 "# 的光化学衍生示意图

#$%! !" &’()*+,$’ -).-)/)0,+,$10 12 *+’(+0$/* 21-
,() ’103)-/$10 12 4#"# ,1 4#"!+

56 + .(1,176/$/ -)+’,$10

! ! !" 免疫亲和柱的吸附特性

" " 免疫亲和柱是 ’$ 世纪 ,$ 年代在分析领域得到

应用的一种新技术，它是将一定量的单克隆抗体固

定在合适的担体上，制成相应的免疫亲和柱。该柱

具有高选择性吸附和抗干扰的特性，净化效果好，检

测灵敏度高，是目前国际上较为常用的检测真菌毒

素样品前 处 理 方 法 之 一［!］。 本 文 选 用 美 国 维 康 公

司的 "() *+,- ./$0 免疫亲和柱，对粮谷样品中的

黄曲霉毒素、玉 米 赤 霉 烯 酮、赭 曲 霉 毒 素 " 进 行 富

集净化，取得了十分理想的效果。

! ! $" 提取净化条件的选择

" " 为了得到满意的提取效率，本文针对所研究的

真菌毒素均具有较高的极性的特点，重点考察了极

性提取液体 系 对 提 取 效 果 的 影 响。分 别 以 甲 醇!水
（ 体积比分别为 ’$& %$，!$& ($，%$& ’$）和乙腈!水（ 体

积比分别为 ’$& %$，!$ & ($，%$ & ’$）为 提 取 剂 对 样 品

进行提取，结 果 表 明，以 甲 醇!水（ 体 积 比 为 %$ & ’$）

和乙腈!水（ 体积比为 !$& ($）的提取效率最高，回收

率均在 ,*7 以 上。考 虑 到 甲 醇 的 潜 在 毒 性 相 对 较

低，因此最终选择以甲醇!水（ 体积比为 %$ & ’$）作为

提取剂。

" " 虽然 "() *+,- ./$0 免疫 亲 和 柱 具 有 选 择 性

吸附的特性，但是样品基质中某些具有生物活性的

杂质也会有少量的吸附，为消除这些杂质，本方法用

水进行淋洗来消除杂质。比较了用 +，#$，#+ #$ 水

淋洗对提取结果的影响，结果表明：用 + #$ 水淋洗

时杂质对测试有干扰，用 #$ #$ 及 #+ #$ 水淋洗时

能有 效 消 除 杂 质 的 干 扰，故 本 法 选 用 #$ #$ 水

淋洗。

! ! %" 线性范围及检出限

" " 分别取适量的黄曲霉毒素（1# 、1’ 、8# 和 8’ ）、

玉米赤霉烯酮和赭曲霉毒素 " 混合标准储备液，用

甲醇配制成系列浓度的混合标准溶液，按选定的条

件测定。黄曲霉毒素（1# 、1’ 、8# 和 8’ ）、玉米赤霉

烯酮和赭曲霉 毒 素 " 的 质 量 浓 度 与 其 峰 面 积 具 有

良好的线性 关 系，结 果 见 表 #。在 空 白 样 品 中 加 入

标准品，根据 * 倍信噪比的峰响应值，得出方法的检

出限分别为 $- ’( !9 ’ :9（";,（1# 、1’ 、8# 、和 8’ ））、

(- $ !9 ’ :9（)<"）和 $- + !9 ’ :9（(*"）。

表 #" 真菌毒素的线性回归方程

8+57) #" 9)%-)//$10 ):;+,$10/ 12 *6’1,1<$0/

=>?5-56%&
$%&+2@ @2&9+ ’

（!9 ’ $）
A+9@+,,%5& +BC2-%5& !

";8’ $- ’( . !- $ " / *- *(0## . $- ##*’ $- ,,,%
";8# $- ’( . !- $ " / ##- $$0*# . $- %$,* $- ,,,+
";1’ $- ’( . !- $ " / #- $!0!# . $- #’*( $- ,,,#
";1# $- ’( . !- $ " / *- ,#!*# . $- ($(( $- ,,%0
)<" (- $ . #$$- $ " / $- $%$,# . $- $0’0 $- ,,,+
(*" $- + . ($- $ " / ’- $%#’# . $- 0’’, $- ,,(%

"：D+2: 2@+2；#：#2,, ?5&?+&-@2-%5&，!9 ’ $E

! ! &" 回收率试验和精密度

" " 在小麦、玉米和黑麦中添加表 ’ 中所列的 * 组

浓度水平的真菌毒素，按上述实验条件进行回收试

验，测得的回收率和精密度结果见表 ’。标准溶液、

小麦空白样品及小麦加标样品的色谱图见图 *。

·*%+·
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表 !" 粮谷样品中真菌毒素的加标回收率和精密度（! # $）

!"#$% !" &%’()%*+%, "-. *%$"/+)% ,/"-."*. .%)+"/+(-, (0 12’(/(3+-, +- ’%*%"$ 4*"+-,（! # $）

!"#$%$&’(
)**+* ,

（!- , .-）

/$0(* ,（!- , .-）

12+3% 4’#+ 4"+
5+#$6+4" , 7

12+3% 4’#+ 4"+
589 , 7

12+3% 4’#+ 4"+
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