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高效液相色谱法对农产品中黄曲霉
毒素的测定研究
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摘　要 : 采用免疫亲和方法进行样品前处理 , 用甲醇 -乙腈 -水三元流动相体系分离黄曲霉毒素 , 氯化汞溶

液在线衍生 , 荧光检测器检测 , 建立了新型的高效液相色谱柱后衍生测定黄曲霉毒素 (B1、B2、G1、G2、M1 )的

方法。该方法在 13 m in内完成测定 , 线性关系良好 , 5种黄曲霉毒素的线性相关系数 r值均大于 01999。方法

成功应用于花生、花生制品、大米、玉米等农产品。对样品进行不同水平的加标回收实验 , 回收率为 83%～

100% , 相对标准偏差 1151%～4198% ( n = 7) , B1检出限 (S /N = 3)和定量下限 ( S /N = 10)分别达到了 0105

μg/kg和 0117μg/kg。
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Determ ination of Aflatoxins in Agricultural Products by H igh Performance

L iquid Chromatography

MA L iang, L I Pei2wu, ZHANG W en
(O il Crop s Research Institute, Chinese Academy of Agricultural Sciences, W uhan　430062, China)

Ab s tra c t: A new post2column derivatization method for the determ ination of aflatoxins (B1 , B2 , G1 ,

G2 , and M1 ) by HPLC was developed. Samp le was purified by immuno2affinity column and full separa2
tion of five aflatoxins could be achieved by the mobile phase composed of methanol - acetonitrile - water

(22 ∶18 ∶60 by volume) within 13 m in. Aflatoxins were enhanced by mercury chloride solvent on2
line and detected by fluorescence detector. The calibration curve was linear in the range of 015 - 60

μg/kg and the average correlation coefficients was of 01999 5. The new method was successfully ap2
p lied to the analyses of aflatoxins in contam inated peanut, peanut p roducts, rice, corn. Recoveries of

aflatoxins sp iked to peanut samp les at different concentration levels were 83% - 100% with relative

standard deviations of 1151% - 4198% ( n = 7). The lim it of detection (S /N = 3) and the lim it of quan2
tification (S /N = 10) of aflatoxin B1 were 0105μg/kg and 0117μg/kg, respectively.
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黄曲霉毒素 ( aflatoxin, AFT)毒性极强 , 据报道能致癌、致畸、致诱变 [ 1 - 4 ]
, 其化学性质稳定 , 污

染范围广 [ 5 - 7 ]
, 威胁人类健康 , 影响地区经济 [ 1 ]

, 一直是农产品质量和食品安全中的重大问题之一。

世界上很多国家都对 AFT尤其是 B1设定了严格的限量标准。

现有的 AFT检测方法通常利用其荧光特性进行定量检测。由于 AFT分子在相同分析条件下荧光发

射强度不同 [ 8 - 10 ]
, 荧光检测器对 AFT结构中双呋喃环上的具有饱和结构的 B2、G2灵敏度高 , 而对

AFT结构中双呋喃环上具有不饱和双键的 B1、G1、M1灵敏度较低
[ 7 ]

, 因此必须提高 AFT尤其是 B1、

G1、M1的荧光量子的产量
[ 11 ]。一般通过强氧化剂 (三氟乙酸等 )或卤族元素及其衍生物 (碘、溴、过溴

化溴化吡啶等 )在柱前或者柱后进行衍生得到较强的荧光 [ 7, 11 ]。但由于这些衍生试剂具有腐蚀性、挥发

性 , 衍生方法存在着稳定性差或耗时等各种不足 , 研究反应快速而稳定的新型荧光增强剂 , 提高光学

系统灵敏度是研究黄曲霉毒素检测技术的重要发展方向 [ 8, 12 - 13 ]。

本文首次将过渡金属离子作为衍生试剂与高效液相色谱相结合 , 用于黄曲霉毒素的荧光分析。所
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研究的升汞溶液柱后衍生试剂反应快速稳定 , 无腐蚀性 , 与其他荧光增强剂的衍生体系相比 , 本文建

立的高效液相色谱柱后衍生方法大大提高了检测灵敏度 , 回收率高 , 重复性好 , 衍生条件简单、快速

稳定、干扰少 , 适用于多种农产品和食品中黄曲霉毒素的检测和质量控制 , 对黄曲霉毒素的高灵敏度

检测具有积极的作用。

1　实验部分

111　化学试剂

黄曲霉毒素标准溶液 (溶剂苯 -乙腈体积比 98 ∶2)购于 Sigma公司。所用有机溶剂均为色谱纯 ,

天津博迪化学试剂公司 , 科密欧牌。纯水为 M illi2Q A10 System M illipore生产。氯化汞为分析纯 (贵州铜

仁汞试剂公司 )。进入 HPLC系统分析前所有溶液均用 0145μm滤膜过滤。

112　仪　器

H itachi F24500荧光分光光度计 (日立 , 日本 ) ; Agilent 1100系列高效液相色谱仪配荧光检测器 (安

捷伦公司 , 美国 ) ; 柱后衍生器 ( Pickering公司 , 美国 )。SG2280食品处理机 (达康公司 , 天津 ) ; HQ260

漩涡振荡器 (北方同正生物技术发展公司 , 北京 ) , KQ250超声波仪 (昆山超声仪器有限公司 , 昆山 ) ;

AflaTest P′黄曲霉毒素总量免疫亲和柱 (维康公司 , 美国 )。

113　样品溶液的制备

按照 GB 5491 - 1985取样方法取样 , 称取 510 g样品 , 用 15 mL体积分数为 70%甲醇 (含有 40 g/L

NaCl)溶液在 50 ℃超声波中水浴提取 5 m in, 其中每隔 1 m in漩涡振荡 1次。提取物用定量滤纸过滤后

取 4 mL提取液加入 2 mL石油醚脱脂 , 充分混匀后静置。取 3 mL上清液加入 8 mL纯水稀释 , 用 0145

μm滤膜过滤后 , 取 9 mL稀释液以 2 mL /m in的速率通过免疫亲和柱 , 然后用 7 mL纯水分成 3次淋洗

亲和柱 , 最后用 1 mL色谱纯甲醇对亲和柱上富集的黄曲霉毒素进行洗脱 , 收集 , 准备 HPLC分析。

114　仪器条件

色谱分离条件 : ZORBAX 80A Extend - C18色谱柱 , 416 mm ×150 mm ×5μm (Agilent公司 ) ; 柱温

30 ℃; 甲醇 -乙腈 -水 (体积比 22 ∶18 ∶60)三元流动相等度洗脱分离 , 流动相流速 018 mL /m in; 荧

光检测器检测 (λ激发 = 365 nm,λ发射 = 440 nm ) ; 进样量 10μL。

柱后衍生泵与 HPLC连接 , 衍生试剂流速 014 mL /m in, 混合反应池温度 30 ℃, 升汞溶液浓度为

0101 mol/L。

图 1　AFB1及 AFB1 - Hg2 +反应物的激发
光谱 (A)与发射光谱 (B)

Fig11　Excitation spectra (A) and em ission
spectra (B) of AFB1 and AFB1 - Hg2 +

2　结果与讨论

211　激发、发射波长的选择

室温下 , 在入射光和发射光狭缝宽度均为 5 nm的条件

下 , 用 F24500荧光分光光度计测定了黄曲霉毒素和衍生产

物的激发光谱和发射光谱 (图 1A、B )。

图 1A是 AFB1及其衍生产物在 250～500 nm波长下的激发

光谱 , 可以看出 , AFB1最大吸收峰及最大激发波长在 360 nm

左右 , AFB1 - Hg反应物体系的激发光谱的谱带形状与 AFB1

本身的谱带形状很相似 , 但是激发光谱谱带的荧光强度在

365 nm处明显增强 , 因此选择 365 nm为荧光激发波长。

在 365 nm紫外光照激发下 , 扫描 AFB1及其 Hg
2 +反应物

300～550 nm波长范围内的荧光发射光谱见图 1B, 可以看出

二者的荧光发射光谱谱带形状也很相似。比较加入升汞溶液

前后的谱带位置 , 发现荧光发射谱带发生了红移 , AFB1 - Hg
2 +反应物的荧光发射峰由 AFB1 430 nm左右

的宽带发射峰红移到 440 nm左右 , 而且所发射的荧光强度明显增强了数倍 , 因此选择 440 nm作为荧光发

射波长 , 提高检测的灵敏度和选择性。

对 AFB2、AFG1、AFG2、AFM1作相同的分析 , AFG1、AFM1与 AFB1的光谱行为类似 , 兼顾几种
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AFT的荧光光谱强度及检测灵敏度 , 选择 365 nm作为荧光检测的激发波长 , 440 nm作为荧光发射波长。

212　色谱条件的选择

流动相组成会影响分离度、衍生反应的反应速率、产物以及产物的荧光发射强度。研究发现在甲

醇 -水二元流动相中加入乙腈 , 可以大大提高分离度 (尤其是对 M1和 G2的分离 )。在较低的极性条件

下 , 黄曲霉毒素的分离不是很理想 , 而较高的极性条件下出峰的保留时间延迟。经多次实验最终确定

流动相为甲醇 -乙腈 -水的体积比为 22 ∶18 ∶60, 在 13 m in内可以得到满意地分离 (图 2)。

213　衍生机理初探

从激发光谱 (图 1A)中可以看出 , AFB1 - Hg2 +反应物体系的激发光谱的谱带形状与 AFB1本身的谱带

形状很相似 , 无显著变化 , 这种光谱特征说明 AFB1和 Hg
2 +可能形成了配合物 , 而且配合物与配体

(AFB1 )在紫外光照后发生了相同的结构变化 , 最终结构大致相似 ; 而 AFB1 - Hg
2 +反应物的激发光谱谱带

在 365 nm处的荧光强度明显增强 , 并有很轻微的红移现象 ,

则说明 AFB1 - Hg2 +反应发生了减色效应和化合物的结构变化 ,

可能是共轭体系增加 , 使共振结构加强或引入助色团取代基

等 ; 从荧光发射光谱 (图 1B )可以看出 AFB1和 AFB1 - Hg
2 +反

应物的荧光发射光谱谱带形状也很相似 , 比较加入 Hg
2 +前后

的谱带位置发现发射谱带发生了红移 , 也说明 AFB1和 Hg
2 +很

大可能发生了配位反应 , 生成了 AFB1 - Hg
2 +配合物 , 而且在

较低的 365 nm激发光能照射下所发射的荧光强度大大高于

AFB1本身 , 而且荧光强度明显增强了数倍 , 推测反应物体系

中刚性结构得以加强或者共轭体系增加 , 使得发出的荧光量子

数增多 , 而激发光谱中的减色效应造成其吸收激发光量子数减

少 , 根据荧光效率计算公式 , 荧光效率φF =N发射 /N吸收 , 式中

N发射是发出的荧光量子数 , N吸收是吸收激发光的量子数 , 判断

AFB1 - Hg
2 +配合物在吸收了特征频率的辐射之后 , 相对提高

了荧光量子产率 , 具有较高的荧光效率 , 使荧光响应值大大增

强。

214　衍生反应条件的确定

21411　衍生试剂流速对荧光强度的影响 　图 3比较了反应

系统中衍生试剂流速对黄曲霉毒素荧光值的影响。

由于稀释作用 , 不参加衍生的 B2、G2的荧光值随着流速

的增加呈下降趋势。而具有不饱和结构的黄曲霉毒素 B1、G1、

M1被升汞溶液衍生 , 在较低的输送流速下 , 荧光增强的效果

不充分 , 随着流速的升高 , 荧光值逐渐加大 , 达到一定流速时

荧光信号值又开始呈下降趋势。这是由于在低流速时 (如 012

mL /m in) Hg
2 +摩尔浓度较低 , 达不到最佳反应摩尔比 ; 而在

较高流速时黄曲霉毒素的浓度被稀释 , 使得增强的荧光信号值

逐渐开始下降 , 015 mL /m in开始有明显的稀释的趋势。

兼顾 5种黄曲霉毒素的荧光增强效果 , 选择 014 mL /m in

流速作为最佳的衍生试剂流速。

21412　衍生反应系统温度的确定 　衍生反应的温度对 AFT

荧光信号值的增强有较大影响 (图 4)。从实验结果看 , 各种黄

曲霉毒素衍生产物的荧光响应值均随着温度的升高而降低。由

于实验中所使用的柱后衍生器可控制的最低温度是 30 ℃, 在

可控制的实验温度范围内 , 黄曲霉毒素的荧光信号值在 30 ℃

时达到最大。因此选择 30 ℃为衍生反应温度。
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215　方法的线性、检出限与回收率
表 1列出了方法的线性、重复性 (用相对标准偏差表示 )、日间精密度、检出限 (LOD )及定量下限

(LOQ)。

表 1　线性、重复性、日间精密度、检出限及定量下限
Table 1　Results for linearity, repeatability, intra2day variability, lim its of detection (LOD s) and lim its of quantification (LOQ s)

Aflatoxin
Calibration curve

equation3 r
LOD s(S /N = 3)

w / (μg·kg - 1 )

LOQ s(S /N = 10)

w / (μg·kg - 1 )

Repeatability( n = 7)

w / (μg·kg - 1 ) ±sr /% (RSD)

Intra2day variability

w / (μg·kg - 1 ) ±sr /% (RSD)

AFB1 y = 5. 11 x - 0. 26 0. 999 7 0. 05 0. 17 8. 47 ±1. 81 8. 71 ±4. 28
AFB2 y = 8. 53 x - 0. 92 0. 999 7 0. 04 0. 13 8. 64 ±0. 23 8. 35 ±1. 90

AFG1 y = 2. 87 x - 0. 18 0. 999 7 0. 12 0. 40 9. 19 ±4. 33 8. 44 ±4. 92
AFG2 y = 5. 23 x - 0. 01 0. 999 9 0. 06 0. 20 9. 80 ±0. 89 8. 33 ±3. 83
AFM1 y = 3. 25 x - 1. 56 0. 999 7 0. 11 0. 37 9. 64 ±2. 27 8. 26 ±2. 53

　3 y: peak area; x: the content of aflatoxin (μg·kg - 1 )

　　在 015～60μg/kg范围内 (该范围完全可以满足当前的国内外黄曲霉毒素检测的限量标准 ) , 5种

黄曲霉毒素均呈现良好的线性 , 相关系数均大于 01999。

重复性实验是对同一加标 (10μg/kg)样品同一天里相同的操作条件重复测定 7次 ; 日间精密度实

验是在相同操作条件下 (4 ℃避光保存 ) , 每天对加标 (10μg /kg)样品进行测定 , 共测定 7 d。相对标准

偏差均在 5%以下 , 表明重复性和日间精密度良好。

使用 HgCl2衍生剂的高效液相色谱方法灵敏度大大提高 , 表现在 5种 AFT的检出限均低于 0112

μg/kg (S /N = 3) , 定量下限均低于 0140μg/kg (S /N = 10)。尤其是 B1的检出限和定量下限分别达到了

0105μg/kg和 0117μg/kg, 最低检出质量为 015 pg。完全可以满足国际上针对 AFT总量和 B1分量设定

的最严格的限量要求 (欧盟最大残留限量 : AFT总量不大于 4μg/kg, B1不大于 2μg/kg)。

在花生样品中分别添加 2、5、10μg/kg水平的黄曲霉毒素标准品 (B1、B2、G1、G2和 M1分量 ) ,

测定黄曲霉毒素各个分量的回收率 , 7次平行测定结果见表 2。从表中结果可以看出各黄曲霉毒素分量

的回收率都在 90%左右 , 相对标准偏差都在 5%之内。

表 2　黄曲霉毒素的回收率结果
Table 2　Recovery results for aflatoxins

Sp iked samp le levels

w / (μg·kg - 1 )

Recovery R /% ±RSD sr /%

AFB1 AFB2 AFG1 AFG2 AFM1

2 91 ±4. 98 93 ±3. 39 100 ±4. 86 90 ±3. 12 90 ±3. 78
5 85 ±2. 52 86 ±1. 55 92 ±4. 65 98 ±3. 72 96 ±1. 34

10 87 ±3. 37 84 ±1. 51 84 ±4. 03 83 ±3. 79 83 ±2. 74

216　实际样品的应用

本文建立的新方法目前主要应用在不同来源的农产品上。部分样品是采用黄曲霉菌接种后培育的

样品 , 由中国农业科学院油料作物研究所花生课题组提供。其他样品是市场上购买的天然农产品。实

验测定了生花生、接种黄曲霉菌的花生、花生油、花生酱、混合花生酱 (混有芝麻酱 )、大米、玉米等

农产品 (表 3)。

表 3　检测实际样品中的黄曲霉毒素
Table 3　Results of aflatoxin in real samp les

Samp les(样品 )
Content w / (μg·kg - 1 ) ±sr / %

B1 B2 G1 G2 M1

Raw peanut(生花生 ) 9. 24 ±0. 15 ND3 ND ND ND

Peanuts inoculated with A. f lavus

(黄曲霉菌接种培育的花生 )

156. 6 ±7. 14 23. 6 ±2. 37 ND ND ND

M ixed peanut butter(混合花生酱 ) 2. 95 ±0. 13 ND ND ND ND
Peanut butter(花生酱 ) 5. 34 ±0. 15 ND ND ND ND
Peanut oil(花生油 ) 2. 78 ±0. 11 ND ND ND ND
R ice (大米 ) ND ND ND ND ND
Corn (玉米 ) ND ND ND ND ND

　3 ND: not detected
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　　实验结果表明 , 随机抽取的样品中只有经黄曲霉菌接种后的培育样品中含有黄曲霉毒素 B1和 B2 ,

且含量较高 ; 其它大部分样品不含有黄曲霉毒素 , 少量样品含有黄曲霉毒素 B1 , 但含量在最大残留限

量以下。

3　结　论

本文开发研究了用升汞溶液作为新型的柱后衍生试剂对黄曲霉毒素特别是 B1、G1、M1进行荧光

增强 , 通过荧光信号值的显著增强直接提高了检测的灵敏度 ; 同现行方法比较 , 液相色谱柱后氯化汞

衍生法检测黄曲霉毒素 (B1、B2、G1、G2和 M1 )具有更高的灵敏度 , 好的准确度和重复性。与以往衍生法

相比 , 衍生试剂无腐蚀性、不挥发 , 具有反应快速稳定、操作简便和试剂保存寿命长等优点。黄曲霉

毒素 B1的检出限达到了 0105μg/kg, 最低质量检出限为 015 pg。新方法成功应用于分析污染农产品中

的黄曲霉毒素 , 如花生、花生酱、花生油、大米、玉米等 , 是检测农产品和食品中黄曲霉毒素可靠有

效的方法。
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