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黄曲霉毒素的分析方法
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摘　要 :为了解黄曲霉毒素的检测方法 ,从采样与样品准备、提取净化、测定方法等方面对黄曲霉

毒素的分析方法进行了综述。
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　　黄曲霉毒素在很低浓度时就具有很强的生物活

性特性 ,使研究者在不同领域对其进行了大量研究。

许多国家制定了食品中黄曲霉毒素的限量标准 ,黄

曲霉毒素污染问题经常成为国际食品贸易中各国纷

争的焦点。为对其进行控制管理 ,准确有效的分析

方法是必不可少的。本文主要对有关黄曲霉毒素的

分析方法进行了综述。

黄曲霉毒素的分析包括确定特定批次的食品中

黄曲霉毒素含量的全过程 ,主要有采样、样品前处理

(提取与净化)和测定等步骤。

1　采样与样品准备

采样是从待分析的样品中选择有代表性的样品

的过程。不论采用什么样的检测方法 ,采样无疑是

黄曲霉毒素分析中最重要的误差或变异来源 ,黄曲

霉毒素分析中几乎 90 %的误差来源于采样与后续

的准备过程[6 ] ,这主要是由于黄曲霉毒素在农产品

中分布的不均匀性造成的。

通常污染黄曲霉毒素的作物颗粒在整批作物中

所占的比例是相当小的[7 ]
,并且污染的作物颗粒所

含黄曲霉毒素的浓度差异又相当大 ,因此对某些作

物进行采样非常困难。据报道少数污染的作物颗粒

的黄曲霉毒素含量可达到1 000 000μgΠkg
[8 ]。为了

采集到被污染的作物颗粒 ,在采样过程中要尽可能

粉碎样品 ,并彻底混匀以使污染部分有效分散。1

粒被污染的花生 (大约 015 g)能使10 000粒正常花
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生 (大约 5 kg)的黄曲霉毒素含量达到显著的水平 ,

如果将其粉碎 ,并彻底混匀使其均匀分布 ,要使每

50 g花生中分得 1份污染粒的粉碎颗粒 ,这粒花生

就必须分为 100 份[9 ]。因此系统的采样、样品准备

对于黄曲霉毒素的分析是绝对必要的。在官方管理

控制中 ,已经根据不同物品的特性制定了多种采样

方案 ,而对于污染调查或监测目的的采样 ,并没有明

确规定。下面是一些国家或地区的官方采样方法。

欧盟规定判定一批货物是否符合合格的标准 ,

要根据货物种类及一批货物的大小 ,先将较大的批

分为几批 ,然后对每一批进行分别采样 ,一般每批货

物采集 10～100份 300 g的小样 ,组成大样 ,根据大

样的大小再分为几份次级样品进行实验室检测。例

如 15 t以下的干果货物采集 10～100 份小样 ,而大

于 15 t的货物则先按照一批 15～30 t 进行分批 ,然

后每批采集 100 份小样组成 30 kg的大样 ,对于 30

kg的大样 ,在粉碎前先平均分为 3份 10 kg的样品 ,

粉碎混匀后运往实验室进行测定[10 ]。

美国食品药品管理局 (USFDA)建议对于脱壳花

生 ,采集 10份 0145 kg的样品 ,如为阳性样品再采集

48份 0145 kg的样品以确定其污染程度。玉米、玉

米粉及其它小粒谷物均采集 10份 0145 kg的样品 ,

同时还规定了其它坚果以及油料种子的采样量 ,并

指出要从尽可能多的随机位置采集样品[11 ]。美国

农业部谷物监督包装与畜牧管理局 ( Grain

Inspection , Packers and Stockyards Administration ,

GIPISA)的黄曲霉毒素手册[12 ]根据不同的运输形式

规定了最小采样量 ,对于卡车运输的货物最小采样

量为 019 kg ,火车为 1135 kg ,船装货物要采集 415 kg

的样品 ,申请者可以申请采集更大的样品。当前对

于所有谷物 ,如果没有规定采样量 , GIPSA 均按照

415 kg进行采样[13 ]。

GIPSA引用数据说明 ,采样量减少 ,变异度增

加。对于黄曲霉毒素含量为 20μgΠkg 的 1 卡车小

麦 ,采样量为 0145 kg时 ,变异范围为 1～4619μgΠkg ,

而采样量为 415 kg 时 ,变异范围变为 1116～2814

μgΠkg。然而增加采样量不仅增加劳动量 ,也增加了

费用 ,因此无限增加采样量来增加分析的准确性是

不切实际的。正如 Schuller[8 ]对不同作物的采样方

法进行综述后指出 ,要根据黄曲霉毒素的限量水平

以及可对消费者和生产者造成的风险等信息为基

础 ,选择采样方法 ,否则任何采样方法都是盲目的。

2　提取与净化

提取与净化就是将黄曲霉毒素从基质中提取出

来并尽量减少提取物中的干扰物质 ,这两个过程并

不是完全分开的 ,有时同一操作同时具有这两种

作用。

211　提取　提取在很大程度上依赖于污染黄曲霉

毒素食品和粮食作物的物理化学性质 ,由于食品和

粮食作物的性质不同 ,没有一种方法足以用于所有

食品和粮食作物的提取。脂类色素含量高的物品 ,

一般需要更具选择性的提取方法并需要更完善的净

化方法。黄曲霉毒素能溶于中等极性溶剂 ,不溶于

非极性溶剂 ,常用的提取溶液有三氯甲烷 - 水、甲醇

- 水、乙腈 - 水以及丙酮 - 水 ,也有报道使用二氯甲

烷 - 水混合溶液[14 ]。在这些混合溶液中 ,水的比例

不尽相同 ,有的低至不足 10 % ,有的高至 50 % ,但最

常用的比例一般在 20 %左右 ,要根据不同样品特性

进行调整。在上述的混合提取溶液中 ,三氯甲烷 -

水和甲醇 - 水的应用较广 ,早已通过公职分析化学

家协会 ( Association of Official Analytical Chemists ,

AOAC)认证的分析花生的 CB (Contamination Branch)

方法[15 ]就是使用了三氯甲烷 - 水提取溶液 ,其提取

效率已在多个研究中证明。但由于三氯甲烷的毒

性 ,很多研究者试验了其它不同的提取溶剂。甲醇

- 水被广泛应用 ,已应用于花生、花生酱以及玉米等

多种食品的提取。为了提高提取效率 ,有效去除杂

质 ,有时在提取液中加入一些其它物质 ,例如 CB方

法检测花生及花生制品中黄曲霉毒素时 ,在三氯甲

烷 - 水提取液中加入大约 10 %的硅藻土 ,氯化钠也

是在提取中经常添加的物质 ,但不同方法添加的形

式不同 ,有的以固体形式添加 ,有的以液体形式添

加 ,所加比例也不尽相同。还有的方法直接以盐酸

溶液代替水用于黄曲霉毒素提取[16 ]。总之根据不

同的样品选择不同的方法 ,目的是尽量提出毒素 ,并

减少干扰物质 ,如 Pons[17 ]直接用 10 %的盐溶液代替

水配制甲醇溶液 ,并用醋酸锌沉淀玉米中的色素 ,将

此方法与 CB 方法相比 ,该方法能提取出更多的黄

曲霉毒素。当然不管用哪种提取方法 ,提取物中除

含黄曲霉毒素外 ,还含有各种杂质 (脂类 ,色素) ,针

对不同的测定方法 ,还需要进一步净化。

212　净化　不同检测方法对提取液净化程度的要

求不一 ,免疫学方法特异性高 ,对样品净化程度要求

相对较低 ,一般不需要复杂的净化过程 ,而薄层色谱

法 (TLC)以及高效液相色谱法 (HPLC)对样品净化程

度要求较高 ,一般在提取之后还需进一步对提取液

进行净化 ,黄曲霉毒素分析中的净化方法多种多样 ,

有液液分离、固相萃取、免疫亲合柱、TLC等 ,并且在

使用中也灵活多变 ,根据所分析的不同样品以及不

同的检测方法 ,选择不同的净化方法 ,有时 2种甚至

更多种方法结合使用才能达到更好的分析效果。
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21211　液液分离 　液液分离是根据物质在 2种溶

液中的溶解度不同而达到净化作用 ,但随着固相萃

取技术的发展 ,单纯使用液液分离的情况已大大减

少 ,一般是与其它净化方法结合使用。正己烷脱脂

经常用于甲醇 - 水提取液的脱脂 ,或在提取同时加

入正己烷进行脱脂。

21212　固相净化柱 　用于黄曲霉毒素提取净化的

固相提取净化柱有多种不同的类型 ,硅胶柱的使用

较早 ,并且现在仍被广泛应用 ,CB方法就使用硅胶

净化柱 ,其提取净化方法已经用于很多种产品 ,并与

其它检测方法联用 ,研究表明效果很好[18 ]。硅胶柱

之后又发展了多种不同的净化柱 ,其中硅酸镁柱和

碱性氧化铝柱应用较广 ,键合相净化柱中 C18柱较为

常用。Ventura 等[19 ]将一种聚合吸附剂填充的固相

柱首次用于黄曲霉毒素净化。也有报道将一种以上

的固相净化方法联用 ,Ferguson等[20 ]将 C18柱和硅胶

柱净化相结合用于牛奶中 AFM1 和 AFM2 的检测 ,

Paulsch等[21 ]将含有柑桔类的饲料提取物先后通过

硅酸镁柱和 C18柱有效去除了柑桔类物质的干扰。

以上各种净化柱都是在样品提取液通过柱子时将黄

曲霉毒素保留住 ,而干扰物质随洗涤液流出 ,之后再

用洗脱液将黄曲霉毒素洗脱下来。而多功能

Mycosep 柱与上述这些固相萃取柱不同 ,这种柱子填

充有多种不同物质的混合物 ,通过不同的原理阻留

脂肪、蛋白质类复合物、色素以及糖类 ,而允许黄曲

霉毒素的通过 ,这种方法已经通过了 AOAC 的认

证[22 ]
,有报道将氧化镁和碱性氧化铝填充于商业多

功能微柱的顶端 ,这样玉米中干扰黄曲霉毒素分析

的荧光物质被吸附在氧化镁层[23 ]。

21213　免疫亲和柱 　与液液分离和固相净化柱相

比 ,免疫亲和柱同时克服了前者提取效率低和后者

操作复杂的不足 ,能简单有效地去除干扰杂质。免

疫亲和柱是新型的净化方法 ,广泛用于真菌毒素的

检测 ,它是将特异性抗体结合到活化的固相载体上

填充而成。当样品提取液通过柱子时 ,特定抗原与

抗体结合 ,其它杂质则通过水或其它水溶液而洗掉 ,

再通过有机溶剂甲醇或乙腈使抗原与抗体解离而将

抗原即毒素洗脱下来。维康公司的黄曲霉毒素免疫

亲合柱方法已经通过 AOAC的认证[24 ] ,用于测定玉

米、花生及花生酱中的黄曲霉毒素 ,提取液通过柱

子 ,经水冲洗后 ,用甲醇洗脱 ,收集液即可用于高效

液相测定 ,我国张鹏等人使用此免疫亲和柱建立了

检测花生中黄曲霉毒素的高效液相色谱方法[25 ]。

这种净化方法简单、快速、特异性高 ,几乎是当前应

用最广最有发展前景的净化方法。

3　测定方法

常用的黄曲霉毒素测定方法主要有薄层色谱

法、HPLC和免疫学方法。当前测定低于 1μgΠkg的

黄曲霉毒素 B1 已经不再是分析上的难题
[26 ]。

311　薄层色谱法　薄层色谱法是首先用于分析黄

曲霉毒素的方法 ,但是在发达国家由于 HPLC方法

的发展以及后来免疫学方法主要是酶联免疫吸附分

析 ( ELISA)和荧光技术的发展 ,其使用频率有所下

降 ,但在发展中国家 ,仍被广泛应用。薄层色谱法既

可用于定性分析 ,在黄曲霉毒素分离鉴定方面具有

重要地位 ,也可进行定量测定 ;既可目测也可通过荧

光计定量。CB方法和 BF(Best Foods)方法都是最早

通过 AOAC认证的用于检测花生及花生制品中黄曲

霉毒素的官方方法 ,经常作为其它方法的参考方法 ,

尤其是 CB方法由于采用了硅胶柱净化 ,即使黄曲

雷毒素低至 2μgΠkg时 ,仍显示出与高浓度时等同的

准确性[8 ]
,至今仍经常作为验证其它方法的标准方

法。CB方法以丙酮 - 三氯甲烷 (1 + 9)为展开溶液

单向展开 ,紫外光下目测定量。CB方法和 BF方法

还被广泛用于其它产品的检测 ,DiProssimo 等[27 ]将

这 2种方法以及改良 CB 方法用于瓜果种子的检

测 ,CB方法不但回收率高 ,并且提取液中荧光干扰

物少。CB方法使用的展开剂是最常使用的标准展

开溶液 ,有时也将比例调整为丙酮 - 三氯甲烷 (12 +

88) ,DiProssimo等[27 ]的研究表明如果 CB 方法的展

开剂改为乙醚 +甲醇 +水 (96 + 3 + 1) ,与标准展开

溶液相比 ,干扰物质增多。Boyacioglu 等[28 ]将 CB、

BF、AOAC棉籽方法和 Romer 方法用于葡萄干的检

测 ,比较了乙醚 +甲醇 +水 (94 + 415 + 115)和三氯

甲烷 +丙酮 (9 + 1) 2 种展开系统 ,两者差异没有显

著性。可见 ,不同的展开溶液对于不同产品效果是

不同的。Stroka等[29 ]将免疫亲合柱净化应用于 TLC

测定 ,进行单相展开并用荧光密度计定量 ,此方法能

检测明显低于当前欧盟标准的黄曲霉毒素。对薄层

色谱法进一步提升 ,发展了高效薄层色谱法

(HPTLC) , Kamimura 等[30 ]用 HPTLC方法测定玉米、

花生、荞麦等样品 ,并与 CB 方法和 BF方法进行比

较 ,4 种主要黄曲霉毒素的检测限均不高于 012

μgΠkg ,并且回收率与 CB方法一样均高于 BF方法。

薄层色谱法用于黄曲霉毒素分析的优越性是对

实验室仪器设备要求低 ,一般的实验室即可实施 ,但

此方法操作繁琐、耗时、灵敏度不高 ,进行目测定量

时主观性影响较大。

312　高效液相色谱法　随着高效液相色谱方法的

发展 ,其在黄曲霉毒素检测中的应用越来越广 ,由于

具有稳定准确灵敏等优点 ,已成为当前进行黄曲霉
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毒素定量研究的首选方法。黄曲霉毒素测定的液相

色谱方法包括正相液相色谱方法 (NPLC)和反相液

相色谱方法 (RPLC) ,可以使用紫外检测器或荧光检

测器 ,由于荧光检测器的灵敏度高于紫外检测器 ,所

以目前多使用荧光检测器。黄曲霉毒素液相色谱测

定中最大的问题之一是主要黄曲霉毒素 (B1、B2、G1、

G2 )的荧光发射依赖于溶剂的组成。正相高效液相

色谱法 (NP2HPLC)一般使用硅胶柱 ,流动相含有三

氯甲烷或二氯甲烷 ,在这种条件下 ,AFB1 和 AFB2 的

荧光显著猝灭。为了解决这个问题 ,有时同时使用

紫外检测器 (检测 AFB1 和 AFB2 )以及荧光检测器

(检测 AFG1 和 AFG2 ) [31 ] , Thean 等[32 ]使用硅胶柱为

色谱柱、以 50 %水饱和的三氯甲烷 - 环己烷 - 乙腈

- 乙醇为流动相测定玉米中的黄曲霉毒素时 ,通过

使用填充硅胶的检测池 ,提高 AFB1 和 AFB2 的荧光

发射。

尽管使用 NP2HPLC方法 4 种主要黄曲霉毒素

(B1、B2、G1、G2 )能很容易分开 ,反相高效液相色谱

(RP2HPLC)系统由于其更容易操作以及所用水性流

动相的低毒性使其比 NP2HPLC更常用。黄曲霉毒

素的 RP2HPLC方法通常用甲醇 +水、乙睛 +水或者

甲醇 + 乙腈 + 水做流动相 ,但在这些水溶液中 ,

AFB1 和 AFG1 的荧光释放相当弱 ,要通过一定的方

法使其转变为其它的物质进行检测。已经试验了不

同的衍生方法。三氟乙酸 (TFA)能将 AFB1、AFG1 以

及AFB1 在体内的代谢产物黄曲霉毒素 AFM1、AFP1

等转变为 AFB2a、AFG2a、AFM2a、AFP2a ,大大提高了检

测灵敏度。TFA柱前衍生方法被广泛应用 ,黄曲霉

毒素提取物与水 - 三氟乙酸 - 乙酸 (7 + 2 + 1)混合

65℃加热 815 min ,水相用于 HPLC分析 ,AFB1 的检

测限低于 015μgΠkg ,这种方法已用于多种谷物、坚果

的测定[33 ]。AOAC认证液相方法也使用 TFA衍生 ,

将正己烷和 TFA加入到吹干的提取物中 ,混合 30 s ,

不需加热[16 ]。TFA也经常用于 AFM1 的衍生 ,研究

了不同衍生条件的影响 ,认为在非极性溶剂正己烷

和异辛烷中 , AFM1 和 TFA反应效果较好 ,衍生反应

需要加热[34 ]。TFA 衍生操作简单 ,不需特殊设备 ,

但其缺点是衍生产物不稳定 ,增加了分析步骤 ,并且

酸性环境会对管道系统产生腐蚀作用。与柱前衍生

比 ,柱后衍生完全在线进行 ,不需要增加操作步骤。

Beaver 等[35 ]用碘柱后衍生 HPLC方法和 CB 方法测

定天然污染玉米中的黄曲霉毒素 ,发现两种方法所

测得的 AFB1 浓度吻合相当好。溴也用于柱后衍

生 ,但溴更不稳定 ,需要电化学生成系统。还有另一

种溴衍生方法经常使用 ,这种方法不直接使用溴 ,而

是用一种含溴化合物 PBPB (pyridinium hydrobromide

perbromide) ,这就省去了特殊反应装置。一项合作

研究测定牛饲料中的 AFB1 ,使用了 PBPB衍生法和

向流动相中加入溴并使用电化学反应池衍生法 ,通

过 t检验 ,这两种衍生方法所得的结果差异没有显

著性[36 ]。Zhang等[37 ]用在线电化学反应装置 Kobra

Cell进行柱后衍生 ,测定花生中的黄曲霉毒素 ,每种

毒素的检测限可低至 011 μgΠkg。Papadopoulo2
Bouraoui等[38 ]对紫外照射光化学衍生的反应稳定性

进行了研究 ,所用的 2种不同的光化学衍生装置与

电化学溴化反应相比 ,在常达 300 h 的时间内保持

稳定。与前面的几种化学衍生方法相比 ,环式糊精

(cyclodextrins ) 衍生方法更为简单方便 , Chiavaro

等[39 ]根据不同环式糊精增强黄曲霉毒素 B1、B2、G1、

G2、M1 荧光释放的不同效果 ,发展了将环式糊精加

入到流动相中的高效液相色谱法 ,黄曲霉毒素 B1、

B2、G1、G2 的检测限均在 013μgΠkg以下 ,M1 的检测

限在01000 5μgΠkg以下 ,几种黄曲霉毒素都呈线性反

应关系。这种方法也被用于测定自然污染及人工添

加样品。

313　免疫学方法　免疫学方法是以抗黄曲霉毒素

的单克隆抗体或多克隆抗体的亲和性为基础 ,根据

抗体的特异性不同 ,检测 1种或同时检测多种黄曲

霉毒素 ,主要有放射免疫分析法 (RIA) 、酶联免疫吸

附分析法 ( ELISA)和免疫亲合柱 ( IAC)方法 ,其中最

常用的是 ELISA。已经发展了多种不同的 ELISA检

测方法 ,有多种商品化的试剂盒 ,并有几种方法已经

成为 AOAC方法。ELISA方法对操作人员技能要求

低 ,对样品提取物的净化程度要求低 ,操作简单快

速 ,已被广泛用于真菌毒素包括黄曲霉毒素的快速

筛检 ,虽然也有些定量检测方法 ,但总的来说 ,ELISA

方法主要作为定性筛选方法。

314　其它方法　除了上述 3类主要的检测方法外 ,

荧光法也有一定的应用。Nilufer 等[40 ]用高效液相

色谱法、荧光法和 ELISA 3 种方法测定芝麻酱中的

黄曲霉毒素 ,通过比较 ,认为 HPLC和荧光法均可以

用于定量检测 ,而 ELISA方法只适合作为筛选方法。

Romer微柱法[41 ]和 Holaday2Velasco 微柱法[42 ]都是常

用的筛选方法 ,并已通过 AOAC认证 ,生物学方法如

抑菌试验、鸡胚试验、鸭雏试验等也只能用于定性研

究[43]
,质谱方法被用来进行黄曲霉毒素的确证研

究[44 ,45]
,也有报道用毛细管电泳[46]检测黄曲霉毒素。

我国也规定了黄曲霉毒素分析的官方方法 ,但

是与国际水平还有差距 ,今后我国在黄曲霉毒素的

分析方面 ,不仅要开发适合我国的测定方法 ,并且要

发展完善的采样方法 ,这样才能有效分析食品中的
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污染量 ,一方面为我国的食品出口提供强有力的技

术支持 ,防止外来的污染黄曲霉毒素食品进入我国

市场危害消费者健康 ,另一方面为我国在危险性评

估基础上修订相关标准提供基础资料。
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综述

辐照食品的卫生安全性研究和管理现状

张　宏

(天津市卫生局公共卫生监督所 ,天津　300204)

摘　要 :为促进食品辐照技术的商业化应用 ,给我国食品辐照管理部门提供借鉴 ,综述了食品辐照

的目的、经电离辐照加工后食品的变化、食品辐照加工的优势、食品辐照技术的历史回顾。介绍了

美国、加拿大、欧盟等世界主要贸易国对辐照食品的管理和应用及其辐照方法的发展前景。辐照

方法加工食品是一种安全、卫生、经济的新型技术。食品辐照技术既保护环境 ,又以很少的能量防

止了粮食等食物的损失 ,还可保证食品的安全卫生。

关键词 :食品辐射 ;辐射卫生 ;安全管理

Hygienic safety research and administration status of food irradiation

ZHANG Hong

(Tianjin Municipal Institute of Health Inspection , Municipal Health Bureau , Tianjin 214021 , China)

Abstract : To promote the commercial application of food irradiation technique and give reference for food

irradiation administration in China , the article reviewed the various aspects of food irradiation including the
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