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表 1 　方法的准确度、精密度实验

本底值
(μg)

加标值
(μg)

测定值
(μg)

回收率
( %)

平均回收率
( %)

RSD %

210 110 217 9010 9313 7151

311 10313

218 9313

216 8617

310 10010

216 8617

210 410 518 9617 9412 6100

515 9117

519 9813

514 9010

512 8617

611 10117

210 715 811 8512 9013 7116

819 9316

914 9819

717 8110

819 9316

815 8915

结果与药检部门用其他方法检测的结果是一致的 ,

说明该方法是适用的。

表 2 　实际样品中阿魏酸的测定

样品编号 检测结果

1 2104 mgΠ100 ml

2 1189 mgΠ100 ml

3 1156 mgΠ100 ml

4 4132 mgΠ100 g

5 4100 mgΠ100 g

6 3168 mgΠ100 g
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免疫亲和柱———高效液相色谱法测定肾脏中的赭曲霉毒素 A

韩惠雯 　黄菲菲

(农业部食品质量监督检验测试中心 ,上海 　200072)

摘　要 :目的 　针对动物肾脏中可能污染的赭曲霉毒素 A(OTA) ,建立了肾脏中赭曲霉毒素 A 的高效液相色谱方

法。方法 　试样用磷酸酸化后经乙酸乙酯提取 ,免疫亲和柱净化 ,以乙腈 - 水 - 冰醋酸 (450 + 525 + 25) 为流动相 ,

C18柱分离并通过荧光检测器定量。结果 　赭曲霉毒素 A 标准溶液浓度在 0110～20μgΠL范围内呈线性相关 ( r =

11000 0) ,不同浓度水平的添加回收率为 7215 %～8714 % ,检出限为 01012μgΠkg。结论 　使用免疫亲和柱净化能够

达到良好的净化效果 ,是一种准确、方便的测定猪肾中赭曲霉毒素 A 的分析方法。
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Determination of Ochratoxin A in Kidney by Immunoaffinity Column and

High Performance Liquid Chromatography
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Abstract : Objective 　To develop a method on Ochratoxin A (OTA) in kidney determinate by immuno2affinity column ( IAC)

and high performance liquid chromatography ( HPLC) . Method 　Samples were extracted by ethyl acetate , after cleaned up by
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IAC. The contents of OTA were quantified by reverse2HPLC with fluorometric detector , and acetonitrile2water2acetic acid (450 +

525 + 25) were used as mobile phase. Results 　The method had a good relativity ( r = 11000 0) and good analytic precision

( RSD < 10 % ) . The recoveries of the method were within the scope of 7215 %～8714 % with the LOD of 01012μgΠkg.

Conclusion 　This method was fast , simple , reliable and could be applied in the determination of OTA in kidney.

Key words : Food Contamination ; Mycotoxins ; Chemistry , Analytical ; Chromatography , Affinity ; Chromatography , High

Pressure Liquid ; Kidney

　　赭曲霉毒素 A (Ochratoxin A ,OTA) 是由曲霉属

和青霉属的某些菌种产生的次生代谢产物。赭曲霉

毒素广泛分布于饲料及饲料原料中 ,并已在许多食

品中检测到了赭曲霉毒素 A ,如咖啡、啤酒、葡萄酒、

巧克力和奶制品等[1 ] 。动物试验表明赭曲霉毒素 A

对肾脏、肝脏等具有较强的毒性。目前对食品、农产

品中赭曲霉毒素 A 的检测方法主要有薄层色谱

法[2 ] 、酶联免疫法[3 ] 、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[4 - 6 ] 、固相萃取高

效液相色谱法[7 ]等。资料表明 ,赭曲霉毒素 A 在动

物体内有残留 ,并且在肝脏及肾脏内有较高的残

留[8 ] 。本法采用免疫亲和柱净化内脏样品 ,高效液

相色谱法检测猪肾中的赭曲霉毒素 A 含量。

1 　材料与方法

111 　试剂

乙酸乙酯、氯化钠、无水磷酸氢二钠、无水磷酸

二氢钾、氯化钾、磷酸、醋酸铵 (分析纯 ,国药集团化

学试剂有限公司) ;乙腈、冰醋酸 (色谱纯 ,Sigma 公

司)赭曲霉毒素 A 标准品 (Biopure 公司) ;实验用水

自制。

磷酸盐缓冲液 (PBS) :称取 810 g 氯化钠 ,1144 g

无水磷酸氢二钠 ,012 g 无水磷酸二氢钾和 012 g 氯

化钾 ,用水溶解并定容至 1 L ,用盐酸或氢氧化钠溶

液调节 pH至 714。

赭曲霉毒素 A 标准品 :纯度 ≥99 %(Biopure) ;赭

曲霉毒素 A 标准储备溶液 :用乙腈配制1μgΠml的赭

曲霉毒素 A 标准储备液 ,保存于4 ℃冰箱备用 ;赭曲

霉毒素 A 标准工作溶液 :准确移取适量的赭曲霉毒

素 A 标准储备液 ,用乙腈稀释成标准工作溶液。

112 　仪器与设备

高效液相色谱仪 (配有荧光检测器 ) , 美国

VIRIAN 公司 ;免疫亲合柱 OchraStar IAC Column ,新

加坡 Romer Labs 公司 ;氮吹仪 ,上海安谱科学仪器有

限公司。

113 　方法

11311 　试样处理 　准确称取 510 g 试样于 50 ml 离

心管中 ,加入 5 ml 磷酸溶液 (1 molΠL) ,漩涡震荡 ,加

入 10 ml 乙酸乙酯 ,震荡 1 h ,离心 ,将有机相转移至

另一个 50 ml 离心管中 ,重复上述提取步骤一次 ,合

并有机相 ,在50 ℃下氮气吹至尽干。

　　在上述离心管中加入 4 ml 乙腈 - 水混合液 (60

+ 40)进行溶解 ,加入 28 ml 磷酸盐缓冲液 ( PBS) 混

匀 ,如有混浊 ,过滤 ,取清液待测。将稀释的样液全

部通过免疫亲合柱 ,用 2 ×10 ml 醋酸铵溶液 (012

molΠL)洗涤柱子 ,再用 3 ×1 ml 甲醇Π冰醋酸 (98 + 2)

混合液进行洗脱 ,由 5 ml 试管收集洗脱液。将洗脱

液在50 ℃下 ,氮气吹至近干 ,用 015 ml 流动相溶解

残渣 ,漩涡振荡 1 min ,经 0145μm 滤膜过滤 ,待高效

液相色谱用。

11312 　色谱条件 　色谱柱为 ODS C18柱 ,150 mm ×

46 mm(i1d1) , 粒径 5μm ;流动相为乙腈 - 水 - 冰醋

酸溶液 (450 + 525 + 25 ,体积分数) ;流速 110 mlΠmin ;

柱温30 ℃;荧光检测器激发波长 330 nm ,发射波长

460 nm ;进样量为 50μl。

11313 　赭曲霉毒素 A 标准品的高效液相色谱图 　

见图 1。

图 1 　赭曲霉毒素 A 标准溶液的高效液相色谱图

2 　结果与讨论

211 　方法的线性关系

以流动相为溶剂 ,配成赭曲霉毒素 A 含量分别

为 0110、0125、0150、110、510、10、20μgΠL的标准系列 ,

在规定的色谱条件下进行测定 ,赭曲霉毒素 A 系列

标准溶液的液相色谱响应值与浓度的线性关系见表

1。测定表明 ,在该浓度范围内 ,峰面积与浓度呈线

性关系 ,符合定量要求 ,其相关系数 r 为 1。

212 　检出限

当信噪比 SΠN = 3 ,取样量为 5 g ,定容体积为

015 ml 时 ,本方法的检出限 (LOD)为 01012μgΠkg。

213 　准确度及精密度

本实验对猪肾分别进行了 0. 02、0. 10、0150
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　　　表 1 　赭曲霉毒素 A 标准溶液浓度与响应值的线性关系

浓度 (μgΠL) 0110 0125 0150 110 510 10 20

峰面积 1294 3183 6420 12960 64620 130820 263692

注 :线性方程 : y = 13 178 x - 376172 ( r = 1)

μgΠkg 3 个浓度的加标回收 ,实验结果见表 2。加标

浓度为 0150μgΠkg的猪肾样品的液相色谱图见图 2。

表 2 　内脏中赭曲霉毒素 A 的添加回收精密度试验

添加水平 (μgΠkg)

01020 0110 0150

测定值 (μgΠkg)

1

2

3

4

5

010140 010771 01434

010145 010732 01429

010143 010722 01436

010146 010820 01446

010153 010750 01439

平均测定值 (μgΠkg) 010145 010759 01437

平均回收率 ( %) 7215 7519 8714

RSD % 312 514 114

图 2 　加标浓度 0150μgΠkg 的高效液相色谱图

　　从表 2 中可以看出 ,试样的总体加标回收率范

围为 7215 % ～8714 % ,符合赭曲霉毒素 A 的检测要

求 ,方法的准确度满足建立该方法的要求。对每个

浓度的标准溶液添加回收进行 5 次平行测定 , RSD

范围为 114 %～514 % ,见表 2。

214 　猪肾样品进行赭曲霉毒素 A 的测定

选择 10 个猪肾样品进行 OTA 测定 ,测定结果

有 8 个样品为未检出 ,有 2 个样品为阳性 ,含量分别

为 01092、0164μgΠkg。空白样品及阳性样品的色谱峰

分别见图 3、图 4。

3 　结论

本方法采用免疫亲和柱净化 ,高效液相色谱法

检测猪肾中的赭曲霉毒素 A 含量。对猪肾分别进

行了 0. 02、0. 10、0150μgΠkg 3 个浓度的加标回收 ,添

加回收率为 7215 %～8714 % ,检出限为 01012μgΠkg。

使用免疫亲和柱净化能够达到良好的净化效果 ,是

　　　

图 3 　空白样品的高效液相色谱图

图 4 　阳性样品高效液相色谱图

一种准确、方便的测定猪肾中赭曲霉毒素 A 的分析

方法。
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