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食品中黄曲霉毒素B1 、B2 、G1 、G2 的高效液相色谱测定方法

王 　君 　刘秀梅
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摘 　要 :为建立同时测定食品中黄曲霉毒素 B1 、B2 、G1 、G2 的高效液相色谱测定方法 ,将碾磨后的试

样经乙腈 + 水溶液提取、过滤后 ,以 MycoSep
TM净化柱净化 ,吹干净化液后 ,加入正己烷和三氟乙酸

溶液衍生 ,反相色谱柱测定。黄曲霉毒素 B1 、B2 、G1 、G2 能达到完全的基线分离 ,检出限分别为

01012、01008、01036 和 01024μgΠkg ,不同水平的加标回收率均达 80 %以上 , RSD 均小于 310 %。该

方法快速、准确、灵敏 ,有利于试验者安全 ,能同时分离食品中黄曲霉毒素 B1 、B2 、G1 、G2 。
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Abstract : To simultaneously determine Aflatoxin B1 , B2 , G1 and G2 in foods and be safe to the operator , a

rapid method was established1 The milled food sample was extracted with acetonitrileΠwater , and filtrated , then

the filtrated liquid was purified with MycoSep
TM

columns and dried by blowing1 Then n2hexane and

Trifluoroacetic acid ( TFA) were added to the dried purified liquid , and determination by reversed2phase

HPLC1 Aflatoxin B1 , B2 , G1 and G2 could be completely separated at the same time , and the detection limits

were 01012 , 01008 , 01036 and 01024μgΠkg respectively. The recovery rates of different spited levels for

Aflatoxin B1 , B2 , G1 and G2 were more than 80 % , and the relative standard deviation ( RSD) were less than

310 %. The method was rapid , accurate , sensitive and safe for determining Aflatoxin B1 , B2 , G1 and G2 at

the same time.
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　　随着科学技术和研究的不断深入 ,人们发现仅

以黄曲霉毒素 B1 (Aflatoxin B1 , AFB1 ) 这一指标并不

能真正反映食品中黄曲霉毒素 (Aflatoxins , AFs) 的

污染水平 ,目前认为至少要同时了解黄曲毒毒素

B1 、黄曲霉毒素 B2 (Aflatoxin B2 , AFB2 ) 、黄曲霉毒素

G1 (Aflatoxin G1 , AFG1 ) 、黄曲霉毒素 G2 (Aflatoxin G2 ,

AFG2 )的含量才能掌握食品中 AFs 的污染情况。因

此 ,建立同时测定食品中 AFB1 、AFB2 、AFG1 、AFG2 的

方法对于食品安全的监督管理十分必要。薄层色谱

法 (thin2layer chromatography , TLC) 是检测黄曲霉毒

素的常用方法 ,虽然所用仪器和操作简单 ,但灵敏度

不高。20 世纪 90 年代 ,AOAC INTERNATIONAL 开

始将酶联免疫吸附法 ( enzyme2linked immunosorbent

assay , ELISA) 、免疫亲合柱法、高效液相色谱法 (high

performance liquid chromatography , HPLC) 用于检测黄

曲霉毒素。我国于 20 世纪 70 年代初开始建立检测

各种食品中 AFB1 和 AFM1 的方法 ,目前主要有 TLC

法、ELISA 法、HPLC 法等。但传统的液 - 液分配法

和近年来广泛应用的固相萃取柱和免疫亲和柱技

术[1～4 ]对试样的前处理复杂费时 ,需要多种有机试

剂 ,不利于试验者的身体健康。而 MycoSep
TM多功能

净化柱仅需要一个简单的“推柱”步骤就可完成试样

的前处理 ,大大减少了有机试剂的用量 ,已经开始用

于各种谷物、淀粉、动物饲料、食品、坚果以及棉籽

等试样的净化处理。

1 　材料和方法

111 　试剂 　AFB1 、AFB2 、AFG1 、AFG2 标准品 　购自
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Romer Labs , 纯度 > 99 %。乙腈 :Fisher ,色谱纯、分析

纯。三氟乙酸 (Trifluoroacetic acid , TFA) :Sigma ,分析

纯。正己烷 : Fisher ,分析纯。水 　电阻率为 1812

MΩ1cm。乙腈 + 水 (84 + 16)提取液 :量取乙腈 (分析

纯) 840 ml ,加水 160 ml ,混匀。水 + 乙腈 (85 + 15) 溶

液 :量取乙腈 (色谱纯) 150 ml ,加三蒸水 850 ml ,混

匀。标准储备液 :分别称取 AFB1 、AFB2 、AFG1 、AFG2

01020、01005、01020、01005 g(精确至 01000 1 g) ,置 10

ml 量瓶中 ,加乙腈溶解 ,并稀释至刻度。标准工作

液 :准确移取标准储备液 1 ml 至 10 ml 量瓶中 ,加乙

腈稀释至刻度。标准系列溶液 :准确移取标准工作

液适量至 10 ml 量瓶中 ,加乙腈稀释至刻度 (含

AFB1 、AFG1 的浓度为 01000、01500、11000、31000、

51000、101000、251000、501000、1001000μgΠL 的系列

标准溶液 ; AFB2 、AFG2 的浓度为 01000、01125、

01250、01750、11250、21500、61250、121500、251000μgΠ
L 的系列标准溶液) 。

112 　仪器 　液相色谱系统 waters 公司 , 配备荧光

检测器 ; 色谱柱 Hypersil ODS (125 mm ×211 mm , 5

μm) ;多功能净化柱 :Romer Labs ,Mycosep
TM228。

113 　试样前处理

11311 　试样提取 　称取 20 g 碾磨后的试样至 250

ml 的三角瓶中 ,加入 80 ml 乙腈 + 水 (84 + 16) 溶液 ,

在电动振荡器上混匀 30 min 后 ,定性滤纸过滤。

11312 　试样净化 　移取 8 ml 提取液至净化柱的玻

璃管内 ,将净化柱的填料管插入玻璃管中并缓慢推

动填料管 ,收集净化液到净化柱的收集池中。

11313 　试样衍生化 　从净化柱的收集池内转移 2

ml 净化液到衍生瓶中 ,在真空吹干机下 60 ℃吹干

(或在 60 ℃水浴下氮气吹干 ,注意不要使液体鼓泡、

飞溅) 。加入 200μl 正己烷和 100μl TFA ,密闭混匀

30 s 后 ,在 40 ℃烘干炉中衍生 15 min。室温真空吹

干机吹干 (或室温水浴下氮气吹干 ,注意不要使液体

鼓泡、飞溅) ,以 200μl 水 + 乙腈 (85 + 15)溶解 ,混匀

30s ,1 000 rΠmin 离心 15 min ,取上清液至液相色谱仪

的试样瓶中 ,供测定用 (试样的提取、净化、衍生需在

通风橱内进行) [2 ] 。

11314 　标准系列溶液的制备 　吸取标准系列溶液

各 200μl ,在真空吹干机下 60 ℃吹干 (或在 60 ℃水

浴下氮气吹干 ,注意不要使液体鼓泡、飞溅) ,衍生化

方法相同 (11313) 。

114 　测定

11411 　色谱条件 　色谱柱 :1215 cm ×211 mm ,5μm ,

C18 ,柱温 :30 ℃,流动相 :乙腈 (色谱纯) ,水 ,梯度洗

脱的变化可参考表 1。调整洗脱梯度 ,使 4 种黄曲

霉毒素的保留时间在 4～25 min。流速 :015 mlΠmin。

进样量 :25μl。荧光检测器 :激发波长 :360 nm ,发射

波长 :440 nm。

表 1 　流动相的梯度变化 %

时间 (min) 乙腈 水

0100 1510 8510

6100 1710 8310

8100 2510 7510

14100 1510 8510

2 　结果

211 　校正曲线和色谱图 　按 11314 制备标准系列

溶液 ,图 1 为 AFB1 、AFB2 、AFG1 、AFG2 含量分别为

25、6125、25、6125 ngΠml 的标准品在上述色谱条件下

产生的色谱图。校正曲线 AFB1 : y = 161036 x -

51005 9 , R
2

= 01999 4 ;AFB2 : y = 19114 x + 01017 7 ,

R
2

= 01999 7 ; AFG1 : y = 41811 7 x - 21352 1 , R
2

=

01999 2 ;AFG2 : y = 71665 5 x - 01128 4 , R
2

= 019997。

212 　检出限 　在信噪比为 3∶1 时 ,算得 AFB1 、

AFB2 、AFG1 、AFG2 的检出限分别为 01030、01020、

01090、01060 μgΠL。当试样的取样量为 20 g 时 ,

AFB1 、AFB2 、AFG1 、AFG2 的检出限分别为 01012、

01008、01036、01024μgΠkg。

图 1 　黄曲霉毒素的色谱图

213 　加标回收率和精密度 　选取黄曲霉毒素含量

低于检出限的大米、花生试样 ,分别平行称取 3 份 ,

每份 20 g ,按 AFB1 、AFG1 的 3 次加标水平分别为

1100、10100、32100 ngΠg ,AFB2 、AFG2 的 3 次加标水平

分别为 0125、2150、8100 ngΠg 加入标准品 ,充分混匀 ,

并按前述过程前处理试样 ,进行高效液相色谱测定。

结果见表 2 (3 次加标水平由低到高分别记为 : Ⅰ、

Ⅱ、Ⅲ) 。

214 　试样测定 　利用本研究建立的方法 ,分别检测

了 74 份玉米、66 份花生和 84 份大米 ,玉米中未发现

AFG2 的污染 , AFB1 、AFB2 、AFG1 的阳性率分别为

62116 %、55141 %、12116 % ; 花 生 中 AFB1 、AFB2 、

AFG1 、AFG2 的阳性率分别为 15115 %、9109 %、

7158 %和 6106 % ; 大米中未发现 AFG2 的污染 ,

AFB1 、AFB2 、AFG1 的阳性率分别为 19105 %、3157 %

和 8133 %(见表 3) 。
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表 2 　黄曲霉毒素的加标回收率和精密度

试样名称 黄曲霉毒素
试验次数 加标回收率 ( %) RSD %

Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅰ Ⅱ Ⅲ

大米 AFB1 9 9 9 83193 85180 85117 2126 1121 0187

AFB2 9 9 9 91116 94136 93187 1173 1108 1108

AFG1 9 9 8 83167 81123 84100 2108 2181 0158

AFG2 9 9 9 92113 96137 94190 2168 1100 1143

花生 AFB1 9 8 8 85120 94153 82113 1121 1145 1115

AFB2 9 8 8 91140 95180 97153 2142 0186 1101

AFG1 9 8 8 93127 86130 80197 0168 0184 0155

AFG2 9 8 8 93183 95190 95160 1145 1114 0161

表 3 　玉米、花生、大米中黄曲霉毒素的污染情况

试样种类 试样数量
AFB1 AFB2 AFG1 AFG2 AFs

阳性数 阳性率 ( %) 阳性数 阳性率 ( %) 阳性数 阳性率 ( %) 阳性数 阳性率 ( %) 阳性数 阳性率 ( %)

玉米 74 46 62116 41 55141 9 12116 0 0100 52 70127

花生 66 10 15115 6 9109 5 7158 4 6106 16 24124

大米 84 16 19105 3 3157 7 8133 0 0100 23 27138

3 　讨论

本研究参考 AOAC 994108[5 ] 方法 ,可以在 30 s

内去除试样中的干扰物质 ,方法的回收率和精密度

均较好 ,同时简化了试样前处理过程中的净化步骤 ,

大大减少了有机试剂的用量 ,更大程度地保护了试

验者的健康。

利用本方法对大米、玉米、花生的测定发现 ,玉

米受黄曲霉毒素的污染最严重 , 不仅污染率高

(70127 %) ,而且含量也高 ,有 11 份玉米的含量超过

2010μgΠkg ,按照新颁国家标准 ( GB 2761 —2005) 中

对 AFB1 的限量要求[6 ] ,超标率为 14186 %。花生的

污染情况仅次于玉米 ,有 2 份超出国家标准限量 ,超

标率为 3103 %。大米的污染情况较轻 ,全部符合国

家标准。以上结果提示今后应重点加强玉米和花生

中黄曲霉毒素污染的监测和控制。
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