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光化学衍生－高效液相色谱法检测食品中的黄曲霉毒素
宋月， 陈颖， 白欣
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摘要：　 目的　 建立食品中黄曲霉毒素 Ｂ１、Ｂ２、Ｇ１、Ｇ２ 的光化学衍生高效液相色谱荧光检测方法。 　 方法　 用乙腈－水
提取样品中的黄曲霉毒素，经多功能柱净化，以 ３８ ／ ６２ 的甲醇－水为流动相等度洗脱，高效液相色谱分离，光化学衍生器衍

生，荧光检测器检测。 　 结果　 ４ 种黄曲霉毒素在 ２４ ｍｉｎ 内得到良好的基线分离，黄曲霉毒素 Ｂ１、Ｇ１ 的检出限为 ０􀆰 ２
μｇ ／ ｋｇ，黄曲霉毒素 Ｂ２、Ｇ２ 的检出限为 ０􀆰 １ μｇ ／ ｋｇ。 在 １􀆰 ０～５􀆰 ０ μｇ ／ ｋｇ 添加范围内，加标回收率为 ８４􀆰 ０％ ～ ９４􀆰 ６％，相对标

准偏差为 ３􀆰 ４％～６􀆰 ５％。 　 结论　 该方法灵敏度高，操作简便，准确可靠，重现性好，适于对食品中黄曲霉毒素的日常检

测。
关键词：　 黄曲霉毒素； 光化学衍生； 高效液相色谱

中图分类号：Ｏ６５７􀆰 ７　 文献标识码：Ｂ　 文章编号：１００６－３１１０（２０１６）０７－０８８２－０３　 ＤＯＩ：１０􀆰 ３９６９／ ｊ􀆰 ｉｓｓｎ􀆰 １００６－３１１０􀆰 ２０１６􀆰 ０７􀆰 ０３７

Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ａｆｌａｔｏｘｉｎｓ ｉｎ ｆｏｏｄ ｂｙ ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｃｏｕｐｌｅｄ ｗｉｔｈ ｐｏｓｔ－ｃｏｌｕｍｎ ｐｈｏｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｄｅｒｉｖａｔｉｚａｔｉｏｎ

ＳＯＮＧ Ｙｕｅ， ＣＨＥＮ Ｙｉｎｇ， ＢＡＩ Ｘｉｎ
Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｐｈｙｓｉｃａｌ ａｎｄ Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ， Ｄａｌｉａｎ Ｍｕｎｉｃｉｐａｌ Ｃｅｎｔｅｒ
ｆｏｒ Ｄｉｓｅａｓｅ Ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ Ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ， Ｄａｌｉａｎ， Ｌｉａｏｎｉｎｇ １１６０２１， Ｃｈｉｎａ

Ａｂｓｔｒａｃｔ：　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｄｅｖｅｌｏｐ ａ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ａｆｌａｔｏｘｉｎｓ Ｂ１， Ｂ２， Ｇ１， ａｎｄ Ｇ２ ｂｙ ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ （ＨＰＬＣ） ｃｏｕｐｌｅｄ ｗｉｔｈ ｐｏｓｔ－ｃｏｌｕｍｎ ｐｈｏｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｄｅｒｉｖａｔｉｚａｔｉｏｎ． 　 Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｈｅ ａｆｌａｔｏｘｉｎｓ ｗｅｒｅ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｂｙ
ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ－ｗａｔｅｒ ｓｏｌｕｔｉｏｎ， ａｎｄ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｂｙ ｍｕｌｔｉｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｃｌｅａｎ－ｕｐ ｃｏｌｕｍｎｓ． Ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｔ ｗａｓ ｓｅｐａｒａｔｅｄ ｂｙ ＨＰＬＣ ｗｉｔｈ ｍｅｔｈａｎｏｌ－
ｗａｔｅｒ ｉｓｏｃｒａｔｉｃ ｅｌｕｔｉｏｎ， ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｐｈｏｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｄｅｒｉｖａｔｉｚａｔｉｏｎ． 　 Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ｂａｓｅｌｉｎｅ ｓｅｐａ⁃
ｒａｔｉｏｎ ｏｆ ａｆｌａｔｏｘｉｎｓ Ｂ１， Ｂ２， Ｇ１ ａｎｄ Ｇ２ ｗａｓ ａｃｈｉｅｖｅｄ ｗｉｔｈｉｎ ２４ ｍｉｎｕｔｅｓ． Ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔｓ ｏｆ ａｆｌａｔｏｘｉｎｓ Ｂ１， Ｇ１ ａｎｄ ａｆｌａｔｏｘｉｎｓ
Ｂ２， Ｇ２ ｗｅｒｅ ０．２ μｇ ／ ｋｇ ａｎｄ ０．１ μｇ ／ ｋｇ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ ｓｔａｎｄａｒｄ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｆｏｒ ｓｐｉｋｅｄ ｓａｍｐｌｅｓ ｉｎ １．０－５．０
μｇ ／ ｋｇ ｗａｓ ８４．０％－９４．６％， ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ ｗａｓ ３．４％－６．５％． 　 Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ｐｏｓｓｅｓｓｅｓ ｓｅｖｅｒａｌ
ａｄｖａｎｔａｇｅｓ， ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｈｉｇｈ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ， ｓｉｍｐｌｉｃｉｔｙ， ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ， ａｎｄ ｉｔ ｉｓ ａｐｐｌｉｃａｂｌｅ ｔｏ ｔｈｅ ｂａｔｃｈ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａｆｌａｔｏｘ⁃
ｉｎｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ：　 Ａｆｌａｔｏｘｉｎ； Ｐｈｏｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｄｅｒｉｖａｔｉｚａｔｉｏｎ； Ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ

　 　 黄曲霉毒素（ａｆｌａｔｏｘｉｎ，ＡＦ）是由黄曲霉和寄生曲

霉次级代谢产生的一组化学结构类似的化合物，对人

类和家畜的健康有很大的危害性。 植物来源的样品中

通常易污染 ＡＦＢ１、ＡＦＢ２、ＡＦＧ１、ＡＦＧ２，它们具有极强

的急性毒性，是目前已知毒性最强的化合物之一，并有

确切的三致作用，其中 ＡＦＢ１ 毒性最强［１］。 ＧＢ２７６１－
２０１１ 规定在一般粮谷类制品中 ＡＦＢ１ 的限量为 ５ ～ ２０
μｇ ／ ｋｇ［２］，欧盟规定 ＡＦＢ１ 在食品中的残留限量为 ２
μｇ ／ ｋｇ，黄曲霉毒素总量（ＡＦＢ１＋ＡＦＢ２＋ＡＦＧ１＋ＡＦＧ２）
小于 ４ μｇ ／ ｋｇ［３］。 高效液相色谱法荧光检测是黄曲霉

毒素分析的主要手段，为了提高检测灵敏度需要进行

衍生化，常用的衍生化方法有柱前三氟乙酸衍生［４］，
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柱后溴衍生化［５］，柱后碘衍生化［６］ 等，这些衍生化方

法操作繁琐，重现性受人为因素影响很大，且需要使用

刺激性强的试剂，对检测人员的技术要求较高。 国际

分析化学家协会标准 ＡＯＡＣ Ｏｆｆｉｃａｌ Ｍｅｔｈｏｄ ２００５􀆰 ０８ 采

用柱后光化学衍生－液相色谱法检测黄曲霉毒素［７］，
在样品净化过程中使用免疫亲和柱。 本研究采用具有

多重吸附原理的多功能柱对提取液进行净化，高效液

相色谱分离－柱后光化学衍生－荧光检测，进一步降低

了检测成本，具有操作简便、灵敏度高、环保等特点，适
用于食品中黄曲霉毒素的日常监测。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试剂和材料 　 黄曲霉毒素 Ｂ１、Ｂ２、Ｇ１、Ｇ２ 标准

溶液（各 ２５ μｇ ／ ｍｌ，新加坡 Ｐｒｉｂｏｌａｂ），甲醇、乙腈（色谱
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纯，德国 Ｍｅｒｃｋ），超纯水机（Ｍｉｌｌｉ－Ｑ，美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公

司），多功能净化柱（ＰｒｉｂｏＦａｓｔ Ｍ２２８ 型，新加坡 Ｐｒｉｂｏ⁃
ｌａｂ），移液器（１０ ～ １００ μｌ，德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ），０􀆰 ２２ μｍ
微孔滤膜。
１􀆰 ２　 仪器及设备　 ＬＣ－１０Ａ 高效液相色谱仪配荧光

检测器（日本岛津）， Ｔ２５ 均质机（德国 ＩＫＡ 公司），
ＣＦ１６ＲＸＩＩ 低温高速离心机（日本 ＨＩＴＡＣＨＩ），光化学

衍生装置（美国 Ａｕｒａ 公司），旋涡混合器，色谱柱 ＸＳＥ⁃
ＬＥＣＴ ＨＳＳ Ｔ３（４􀆰 ６×１５０ ｍｍ，５ μｍ，Ｗａｔｅｒｓ 公司）。
１􀆰 ３　 测定方法

１􀆰 ３􀆰 １　 色谱条件 　 柱温 ４０ ℃，进样量 ２０ μｌ，流动

相：甲醇 ／水 ＝ ３８ ／ ６２ 等度洗脱，流速 １􀆰 ０ ｍｌ ／ ｍｉｎ，荧光

检测器激发波长 ３６０ ｎｍ，发射波长 ４４０ ｎｍ。
１􀆰 ３􀆰 ２　 标准溶液　 标准储备液 ２００ μｇ ／ Ｌ：用移液器

分别移取 ＡＦＢ１、ＡＦＢ２、ＡＦＧ１、ＡＦＧ２ 标准溶液 ８０ μｌ，
用乙腈溶解并定容至 １０􀆰 ０ ｍｌ。 标准工作液 ２０ μｇ ／ Ｌ：
分别量取标准储备液 １􀆰 ００ ｍｌ 用乙腈定容至 １０􀆰 ０ ｍｌ。
标准曲线：将标准工作溶液用流动相配制成混合标准

系列，使 ＡＦＢ１、ＡＦＧ１ 浓度为 ０􀆰 ５０、１􀆰 ０、２􀆰 ０、５􀆰 ０、８􀆰 ０、
１０􀆰 ０ μｇ ／ Ｌ，ＡＦＢ２、ＡＦＧ２ 浓度为 ０􀆰 ２５、０􀆰 ５０、１􀆰 ０、２􀆰 ０、
５􀆰 ０、１０􀆰 ０ μｇ ／ Ｌ，用 ＨＰＬＣ 进样分析，以标准系列的峰

面积对浓度分别绘制各组分的标准曲线。 标准溶液色

谱图见图 １。

１－ＡＦＧ２； ２－ＡＦＧ１； ３－ＡＦＢ２； ４－ＡＦＢ１

图 １　 １．２５ μｇ ／ Ｌ 黄曲霉毒素混合标准溶液色谱图

１􀆰 ３􀆰 ３　 样品前处理　 准确称取混匀且彻底粉碎的样

品 ２５􀆰 ００ ｇ 于 ２５０ ｍｌ 锥形瓶中，加入 １００ ｍｌ 乙腈－水
（８４：１６），高速均质 ２ ｍｉｎ，浸泡 ３０ ｍｉｎ，超声提取 ３０
ｍｉｎ，１０ ０００ ｒｐｍ 离心 ５ ｍｉｎ，收集上清液。 取 ８ ｍｌ 上清

液至多功能净化柱的玻璃管中，将净化柱缓缓推入玻

璃管底部，吸取 ４􀆰 ０ ｍｌ 净化柱上部净化液，在 ５０ ℃水

浴中氮气吹干，加入 １􀆰 ０ ｍｌ 流动相溶解，涡旋混匀 ３０
ｓ，经 ０􀆰 ２２ μｍ 滤膜过滤，制备成待测样液。

２　 结果与讨论

２􀆰 １　 线性范围及检出限 　 在选定的实验条件下，
ＡＦＢ１、ＡＦＧ１ 在 ０􀆰 ５０～１０􀆰 ０ μｇ ／ Ｌ，ＡＦＢ２、ＡＦＧ２ 在 ０􀆰 ２５

～１０􀆰 ０ μｇ ／ Ｌ 范围内，均具有良好的线性关系，相关系

数为 ０􀆰 ９９９３～０􀆰 ９９９８。 ＡＦＢ１、ＡＦＧ１ 检出限为 ０􀆰 ２ μｇ ／
Ｌ， ＡＦＢ２、 ＡＦＧ２ 检出限为 ０􀆰 １ μｇ ／ Ｌ。 当取样量为

２５􀆰 ００ ｇ，提取液为 １００ ｍｌ 时，ＡＦＢ１、ＡＦＧ１ 检出含量为

０􀆰 ２ μｇ ／ ｋｇ，ＡＦＢ２、ＡＦＧ２ 检出含量为 ０􀆰 １ μｇ ／ ｋｇ。
２􀆰 ２　 准确度与精密度 　 向 ２５􀆰 ００ ｇ 经检测不含黄曲

霉毒素的玉米粉中（空白玉米粉）添加标准溶液，使其

含量分别为 １􀆰 ０、２􀆰 ０、５􀆰 ０ μｇ ／ ｋｇ，放置 ２ ｈ，按 １􀆰 ３􀆰 ３ 方

法处理样品，每个添加水平平行测定 ５ 次，回收率为

８４􀆰 ０％ ～ ９４􀆰 ６％， 相对标准偏差 （ ＲＳＤ） 为 ３􀆰 ４％ ～
６􀆰 ５％。
２􀆰 ３　 色谱条件的选择　 本研究考察了普通 Ｃ１８ 柱和

ＸＳＥＬＥＣＴ ＨＳＳ Ｔ３ 型色谱柱对黄曲霉毒素的保留行

为。 试验发现，用普通 Ｃ１８ 柱分离四种黄曲霉毒素异

构体时一般需要采用梯度洗脱，导致色谱图基线不平

稳，出峰后需要较长的平衡时间。 而 ＨＳＳ Ｔ３ 型色谱柱

增强了对极性分析物的保留，在四种毒素分离中选择

性更好。 经淋洗液条件优化，兼顾保留时间与分离度，
选择甲醇 ／水＝ ３８ ／ ６２ 等度洗脱，此色谱条件下基线平

稳，分析结果的重现性更好。
２􀆰 ４　 衍生化方式的选择　 由于 ＡＦＢ１ 在含水的溶剂

中容易发生荧光淬灭，一般需对黄曲霉毒素进行衍生

化以提高检测灵敏度。 柱前三氟乙酸衍生需使用刺激

性强的试剂，操作繁琐，且残留的三氟乙酸可能会损害

色谱柱。 柱后碘衍生化、溴衍生化等化学衍生方法需

配备专业的柱后衍生化系统，成本较高。 本研究利用

黄曲霉毒素的环状结构在紫外光照射下能产生荧光的

特点，对黄曲霉毒素进行光化学衍生。 ＡＦＢ１ 与流动

相中的水在紫外光的作用下，生成荧光特性更强、更稳

定的化合物［３］，提高了检测灵敏度，且对环境及检测

者比较安全。 光化学衍生器价格较低，可直接连接于

色谱柱和检测器之间，流路简单，易于操作。
２􀆰 ５　 净化方式的选择　 多功能净化柱采用多重复合

填料吸附杂质，干扰物被截留在柱内，待测毒素通过净

化柱，一步快速净化，时间短，效率高。 与另一种常用

于黄曲霉毒素净化的免疫亲和柱相比，多功能净化柱

具有操作简便、价格更低、柱稳定性高等特点。 本研究

使用多功能净化柱对玉米、花生等不同基体的样品进

行前处理，添加回收率在 ８４􀆰 ０％ ～ ９４􀆰 ６％，可以满足多

种基体中黄曲霉毒素的检测要求。
２􀆰 ６　 样品分析　 采集玉米、花生制品 ２５ 份，按上述

方法对样品进行提取、净化，有 ３ 份样品检出 ＡＦＢ１，含
量分别为 ０􀆰 ８０、１􀆰 ２ 和 ２􀆰 １ μｇ ／ ｋｇ，均未超过国家标准

限值。
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３　 小　 结

本研究建立了多功能柱净化－高效液相色谱柱后

光化学衍生－荧光检测法检测食品中的黄曲霉毒素

Ｂ１、Ｂ２、Ｇ１、Ｇ２。 实验表明，本方法灵敏度高，操作简

便，结果准确可靠，安全环保，适于一般实验室对黄曲

霉毒素的分析与监测。
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３　 讨　 论

近年来，通过常规免疫和强化免疫，我国麻疹报告

发病率下降至历史最低水平，但 ２０１３ 年我国报告麻疹

发病率有所上升，明显高于前 ４ 年同期水平［１０－１２］。 随

着麻疹减毒活疫苗的广泛使用，由此带来的一系列问

题逐渐出现，如免疫后出现麻疹症状，免疫不成功

等［１３］。 湖南省近年来通过高强度免疫计划，已使麻疹

发病率降低到较低的水平，但在临床上发现一些具有

接种史的麻疹疑似患者，很难判断其由麻疹疫苗株感

染还是由于接种不成功感染野毒株。 因此通过建立一

种实验室检测方法来区别野毒株和疫苗株感染，以及

评价麻疹免疫效果显得尤为重要。 周剑惠等［１４］ 建立

的 ＲＴ－ＰＣＲ－ＲＦＬＰ 方法能从分子水平鉴定麻疹疫苗

株与野毒株，给各省市陆续报道的接种麻疹疫苗后感

染的病例提供了确证的技术依据。 本研究利用 ＲＴ－
ＰＣＲ－ＲＦＬＰ 方法成功建立了本市诊断麻疹疫苗株与

野毒株感染的实验室检测方法，为麻疹的临床诊断与

清除计划提供帮助。
本文对长沙 ２０１３－２０１４ 年麻疹核酸阳性标本进

行了疫苗株与野毒株的鉴定。 对发现的 ９ 例具有麻疹

疫苗接种史患者，进行 ＲＴ－ＰＣＲ－ＲＦＬＰ 方法鉴定，结
果为野毒株型，排除由减毒疫苗株造成的感染。 进一

步研究发现，９ 例麻疹毒株在遗传距离上与 Ｃｈｉｎａ ９３ ／ ４
较近，基因型为 Ｈ１ａ。 说明长沙市目前流行的麻疹毒

株基因型较为稳定。 流行病学资料调查发现这 ９ 例感

染者为儿童和学生，且 ４ 例儿童患者疫苗接种时间与

发病时间间隔不超过 ３ 个月，说明免疫存在一定的失

败率，因此麻疹清除阶段应进行强化免疫，特别是幼儿

阶段应提高接种质量［５，１５］，进行第二次免疫。 从麻疹

接种覆盖率来看，２２４ 例患者中仅有 ９ 例患者有明确

的疫苗接种史，其余为未接种或者接种史不详，因此在

本市麻疹疫苗接种的普及率还有待提升。
临床上由于很难区分疫苗株和野毒株的感染，给

麻疹的诊断工作带来很大困扰，ＲＴ－ＰＣＲ－ＲＦＬＰ 由于

其简单快捷的优点，给麻疹清除阶段的免疫效果评价

带来极大的方便。 因此，将使用该方法从分子生物学

水平加大对长沙麻疹疫苗接种情况及免疫效果的监

测。
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