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实验技术与方法
免疫亲和柱层析-超高效液相色谱法测定动物性食品中 / 种黄曲霉毒素

李可!梁肇海!曾胜波!温权
!深圳市福田区疾病预防控制中心"广东 深圳$+’.&,&#

摘$要!目的$建立一种快速#灵敏的超高效液相色谱法!同时测定动物性食品中黄曲霉毒素 N’ #N! #:’ #:! #T’

和 T! " 方法$甲醇-水+.&l!&!;<;,提取粉碎或匀浆动物性食品中的黄曲霉毒素!取部分样液经过免疫亲和柱层

析净化!经 (’.色谱柱+%0& MMm+& MM!’0" &M,分离!荧光检测器检测" 保留时间定性!峰面积定量" 结果$

+ M<> 内完成分离!黄曲霉毒素 N’ #N! #:’ #:! #T’ 和 T! 检出限分别为 &0&%.#&0&’&#&0&/!#&0&’&#&0’’&#&0&’/ &O1LO"

标准曲线线性范围分别为 )GN’ ’’0!. h!&0, &O1[&)GN! ’&0%! h+0&. &O1[&)G:’ ’’0!/ h!&0! &O1[&)G:! ’&0%’ h

+0&& &O1[&)GT’ ’’0!+ h!&0& &O1[&)GT! ’’0!+ h!&0& &O1[!相关性在 &0### " h&0### # 之间" 不同浓度水平 /

种黄曲霉毒素平均加标回收率在 "%0!‘ h#,0’‘之间!精密度在 &0!‘ h%0.‘之间" 结论$该方法可同时#快速#

高效#准确测定动物性食品中 / 种黄曲霉毒素的含量"
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$$黄曲霉毒素是粮食及饲料霉变过程中由黄曲
霉菌和寄生曲霉菌代谢生成的次级代谢产物+ 黄
曲霉毒素属于人类致癌物质#第 ’ 组$ )’* "是一类天
然存在的剧毒性物质"黄曲霉毒素 N’ #)GN’ $,
N!#)GN!$,:’ #)G:’ $,:! #)G:! $,T’ #)GT’ $,
T!#)GT!$是其中最主要的 / 种+ )GN’,)GN!,
)G:’,)G:! 主要污染粮食及其制品及食用油"
)GT’,)GT! 主要产生存在于动物体肌肉,内脏,血

液或乳汁中 )!-%* + ZO<K@等 ),*研究报道了检测虹鳟
鱼肌肉和肝脏中黄曲霉毒素+ UY-I=JEH 等 )+*研究表
明海鲈鱼鱼肉对饲养海水中所含的 )GN’ 具有蓄积
作用"可检出残留+ 随着我国人民生活水平的提
高"动物性食品在膳食谱中的比例明显增加+ 动物
肌肉,内脏组织营养丰富"但同时对毒素具有蓄积
作用+ 长期食用受黄曲霉毒素污染的食品"可能造
成急性中毒或慢性中毒"并造成器官损伤+

目前对黄曲霉毒素的检测方法主要采用高效
液相色谱法#8_[($ )/-’!* + 动物组织基质复杂"富含
脂肪和蛋白质"本文建立了对猪肉,牛肉,肝脏,鱼
肉的免疫亲和柱提取净化"无需衍生"超高效液相
色谱#V_[($荧光法直接测定"取得了理想结果"具
有分析时间短,分析效率高,灵敏度高等优点+

’$材料与方法
’0’$主要仪器与试剂

超高效液相色谱仪 #配备荧光检测器"美国
A=DEFK$,超声提取仪,旋涡混合器,高速冷冻离心
机,免疫亲和柱#黄曲霉毒素总量免疫亲和柱"美国
jY()T$+ )GN’,)GN!,)G:’,)G:!,)GT’,)GT! 混
合标准溶液均购自美国 IBSEC4@"浓度分别为 !0&,,
&0+&.,!0&!,&0+&&,’&&,’&& &O1MC"甲醇,乙腈,乙
酸均为色谱纯+
’0!$方法
’0!0’$标准溶液的配制

黄曲霉毒素标准溶液% )GN’, )GN!, )G:’,
)G:!,)GT’,)GT! 混合标准溶液分别用甲醇稀释

后"配制成浓度分别为 )GN’% ’0!., !0++, +0’&,
’&0!, !&0, &O1[& )G:’% ’0!/, !0+%, +0&+, ’&0’,
!&0! &O1[")GN!%&0%!,&0/,,’0!",!0+,,+0&. &O1[&
)G:!% &0%’, &0/%, ’0!+, !0+&, +0&& &O1[& )GT’,
)GT!%’0!+,!0+&,+0&&,’&0&,!&0& &O1[的混合标
准系列"进样 ’& &C进行测定+ 以峰面积和浓度分
别为纵坐标和横坐标"拟合线性方程"计算相关系
数+ 保留时间定性"峰面积定量+
’0!0!$样品前处理

牛肉,猪肉,肝脏匀浆"海鲜干货粉碎+ 称取
’&0& O样品于 +& MC带刻度离心管中"加入提取液
甲醇-水#.&l!&";<;$并定容至 !& MC"漩涡混匀器
混匀 + M<>"超声提取 %& M<>"+ &&& F1M<> 高速低温
离心 + M<>"甲醇-水层为提取液+ 准确吸取 !0& MC
提取液于另一离心管"加入 !& MC水高速混匀为样
液+ 将免疫亲和柱连接于固相萃取装置上"全部样
液以 ’ h! 滴1秒的流速全部过免疫亲和小柱"再以
!& MC纯水淋洗小柱"弃去全部流出液"将柱吹干+
用 ’ MC甲醇-乙腈#’l’";<;$淋洗免疫亲和小柱并
吹干柱子"收集 ’ MC淋洗液于 ’& MC带刻度离心管
中#’ MC以下最小刻度可准确至 &0! MC$"再用淋洗
液定容至 ’ MC+ 在淋洗液收集管中准确加入 ’‘乙
酸水 ’ MC"漩涡混匀为待测样液+ 待测样液通过
&0!! &M微孔滤膜过滤"进样量 ’& &C"注入超高效
液相色谱仪测定+
’0!0%$色谱条件

色 谱 柱 A)PU*I )(cVYP] V_[( (’. 柱
#%0& MMm+& MM"’0" &M$"柱温 ,& f"流动相%甲
醇-乙腈-水#’/l’/l/.";<;$"流速 &0/+ MC1M<>"进
样量 ’& &C"荧光检测器"激发波长 %/+ >M"发射波
长 ,++ >M+

!$结果与分析
!0’$洗脱液的选择

由于超高效液相的溶剂效应更加明显"溶剂构
成的差异会导致响应值出现明显的偏差+ 为使样
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液的溶剂组成与流动相接近"减小溶剂效应的影
响"同时得到更高的洗脱效率"本研究对比了使用
’ MC甲醇-乙腈#’l’";<;$和 ’ MC甲醇做洗脱液时
对免疫亲和柱上保留的黄曲霉毒素标准物质洗脱
效果+ 将 )GN’,)GN!,)G:’,)G:! 混合标准溶液用
甲醇配制成 )GN’ l!&, &O1[")G:’ l!&! &O1["
)GN!l+&0. &O1[")G:!l+&0& &O1[")GT’,)GT! 各
!&& &O1[的混合标准溶液"取混合标准溶液 !& &C"
加入 ’& MC纯水+ 按照样品处理相同步骤过柱"过
膜"上机检测+ 以标准溶液在免疫亲和柱上的回
收率做比较"可见以甲醇-乙腈 #’l’";<;$做淋洗
液"回收率更高+ 同时样液的组成为 +&‘甲醇-乙
腈#’l’";<;$ q+&‘水"构成与流动相近似"减少
了溶剂效应的影响"结果见表 ’+ 图 ’ 为 / 种黄曲
霉毒素标准色谱分离图"/ 种黄曲霉毒素在本方法
色谱条件下基本达到基线分离"分离度良好"+ M<>
内所有标准完成出峰+ 图中/ 种黄曲霉毒素的浓
度水 平 分 别 为 )GN’ , )G:’ % ’0!. &O1[" )GN! ,
)G:! %&0%! &O1[")GT’ ,)GT! %’0!+ &O1[+

表 ’$两种洗脱液回收率
P=?CE’$ID=>H=FH FE4@QEFJF=DE@5H<55EFE>DECBD<@> C<dB<H

黄曲霉毒素
标准浓度水平
1#&O1[$

洗脱后实测浓度
水平1#&O1[$

回收率1‘

甲醇 甲醇-乙腈 甲醇 甲醇-乙腈
)GN’ !0&, ’0%+# ’0#"% //0/ #/0"

)GN! &0+&. &0%"& &0,"+ "!0. #%0+

)G:’ !0&! ’0+%& ’0#!+ "+0" #+0%

)G:! &0+& &0%+/ &0,.. "’0! #"0/

)GT’ !0&& ’0"/ ’0#& ..0& #+0&

)GT! !0&& ’0/% ’0". .’0+ .#0&

图 ’$/ 种黄曲霉毒素标准溶液色谱图
G<OBFE’$(6F@M=D@OF=M@5/ L<>HK@5=5C=D@̂<>KKD=>H=FH

K@CBD<@>

!0!$线性关系和方法检出限
)GN’,)GN!,)G:’,)G:!,)GT’,)GT! 的标准

曲线回归方程及相关系数见表 !+ 结果表明"在相
应的检测范围内浓度与峰面积有良好的线性关系"/
种黄曲霉毒素 (均 n&0###+

表 !$/ 种黄曲霉毒素标准曲线
P=?CE!$I<̂L<>HK@5=5C=D@̂<> KD=>H=FH 4BFQE

黄曲霉毒素 回归方程 相关系数 (
)GN’ -a+0&# m’&+Iq%0+" m’&, &0### #
)GN! -a!0+! m’&/Iq/0.. m’&, &0### #
)G:’ -a!0,’ m’&+Iq’0". m’&, &0### #
)G:! -a’0## m’&/Iq,0!’ m’&, &0### #
)GT’ -a#0&, m’&,Iq’0%# m’&, &0### "
)GT! -a,0#’ m’&+Iq#0/’ m’&, &0### .

$$称取空白样品 ’& O#精确至 &0&’ O$"在接近检
出下限水平进行加标"按照 ’0!0! 样品前处理后得
到样液进机分析检测+ 检出峰附近 % 倍基线噪音计
算检出限+ )GN’,)GN!,)G:’,)G:!,)GT’,)GT!

的方法检出限分别为 &0&%.,&0&’&,&0&/!,&0&’&,
&0’’&,&0&’/ &O1LO+ 图 ! 为空白样品#猪肝基质$
加标溶液色谱图"样品基质对标准分离无干扰+ 加
标水平分别为)GN’,)G:’%&0+’ &O1[")GN!,)G:!%
&0’!. &O1[")GT’,)GT!%&0+& &O1[+ 图 %,, 分别
为猪肉,鱼肉样品基质色谱图+ 通过基质样品色谱
图可以看到经过免疫亲和柱的处理"在待测物质出
峰处"样品基质无荧光干扰物质+

图 !$加标样品#猪肝基质$色谱图
G<OBFE!$(6F@M=D@OF=M@5?C=>L S@FL C<QEFM=DF<̂

KD=>H=FH K@CBD<@>

图 %$猪肉基质样品色谱图+

G<OBFE%$(6F@M=D@OF=M@5?C=>L S@FL K=MSCE

!0%$方法回收率和精密度
称取阴性动物肝脏平行样品 ’. 份"分别加入

高,中,低 % 个水平的 / 种黄曲霉毒素混合标准品溶
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图 ,$鱼肉基质样品色谱图
G<OBFE,$(6F@M=D@OF=M@5?C=>L 5CEK6 K=MSCE

液#浓度见表 ’$"每个浓度水平制备 / 个平行样+
同样品前处理制备得到的样液按 ’0!0% 条件进行测
定"分别计算其回收率和 ?3H+ 结果见表 %+
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!0,$实际样品测定
抽取深圳市批发市场,农贸市场和超市在售的

牛肉 ’+ 份,猪肉 !’ 份,猪肝 !+ 份,海产干货 !, 份"
共 .+ 份样品进行 / 种黄曲霉毒素"未检出黄曲霉毒
素阳性样品+

%$小结
本研究建立的免疫亲和层析-超高效液相色

$$$

谱法"操作简便"无需柱前或柱后衍生"荧光检测器
直接检测动物肝脏中 / 种黄曲霉毒素"且检出限优
于国标方法+ 方法的灵敏度,精确度均良好"基线
平"杂质干扰小"适合肉类,肝脏,鱼肉等动物性食
品中 / 种黄曲霉毒素同时检测+

参考文献
) ’ *$Y>DEF>=D<@>=C_F@OF=MME@> (6EM<4=CI=5EDJ#Y_(I$ @5A8Z3

I=5EDJEQ=CB=D<@> @54EFD=<> 5@@H =HH<D<QEK=>H 4@>D=M<>=>DK%

=5C=D@̂<>K3A8ZG@@H )HH<D<QEKIEF<EK,&)UN1Z[*3#’##.-&!-

!&$ ) !&’+-’’-’! *3:E>EQ=%A8Z"’##.36DDS%11RRR3<>46EM3

@FO1H@4BME>DK12E45=12E4M@>@1Q&,&2E’/36DM3

) ! *$\EC<=C<@OCB 9"GEW=Z"\<HEMZ9"ED=C3Y>QEKD<O=D<@> @5=5C=D@̂<>

T’ CEQECK<> F=R=>H M=FLEDM<CLK<> TEFK<> _F@Q<>4E" PBFLEJ

);*3T<LF@?<J@CNBC"!&’&",,#’$ %."-#’3

) % *$(@F4BEF=[)"Y?yzEW-jE=T"jEDD@F=WW<)"ED=C3j=C<H=D<@> @5=

V8_[(-G[\ =>=CJD<4=C MED6@H 5@F D6E K<MBCD=>E@BK

dB=>D<5<4=D<@> @5=5C=D@̂<> N’ =>H @46F=D@̂<> <> F=DSC=KM=" C<QEF

=>H L<H>EJ);*3(6F@M=D@OFN)>=CJDPE46>@CN<@MEH [<5EI4<"

!&’’"."##!/$ %!"%%-!",&3

) , *$ZO<K@T"k<MBF=)"(6<L=K@B T"ED=C3) KE>K<D<QE=>=CJD<4=C

MED6@H 5@FK<̂=5C=D@̂<>K<> F=<>?@RDF@BDMBK4CE=>H C<QEF);*3

I6LB6<> U<KE<O=LB 7=KK6<"!&’’"+!#%$ %’/’-’//3

) + *$UC-I=JEH ] I"k6=C<C* 83P@̂<4<DJ" ?<@46EM<4=CE55E4DK=>H

FEK<HBE@5=5C=D@̂<> N# ’ $ <> M=F<>ER=DEF-FE=FEH KE=?=KK

#H/2"*#(+(2$4.,+E(+I[3$ );*3G@@H (6EM P@̂<4@C" !&&#" ,"

#"$ %’/&/-’/&#3

) / *$柳洁"何碧英3高效液相色谱法测定食品中黄曲霉毒素的方

法研究);*3现代预防医学"!&&!"!##!$ %’%"-’,&3

) " *$陈思颖"朱迪"王永林"等3免疫亲和柱净化 V_[(-TI-TI 测

定天麻药材中黄曲霉毒素的含量);*3中国实验方剂学杂志"

!&’,"!&#’$ %+’-++3

) . *$赵舰"程莉"胡黎黎"等3柱前衍生-超高效液相色谱荧光法同

时测定啤酒中黄曲霉毒素 N’ ,N! ,:’ ,:! );*3中国食品卫生

杂志"!&’+"!"#+$ %+%,-+%"3

) # *$张鹏"张瑜3高效液相色谱测定牛奶中黄曲霉毒素 T’ );*3中

国卫生检验杂志"!&&’"’’#/$ %/.%-/.%3

)’&*$张英"蔡志斌"郑志伟3超高效液相色谱法同时测定油炸食品

中 , 种黄曲霉毒素 );*3实用预防医学" !&’’" ’. # . $ %

’++/-’++#3

)’’*$全德甫"王晖"孙华杰3超高效液相色谱法检测食品黄曲霉毒

素);*3中外健康文摘"!&’!"##!,$ %!’-!%3

)’!*$林裕3高效液相色谱法测定食品中黄曲霉毒素);*3中国热带

医学"!&&/"/#,$ %/""-/".3


