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多功能柱净化 － 光化学柱后衍生高效液相色谱测定食品中黄曲霉毒素

吴燕，朱怡平，汪国权

( 上海市疾病预防控制中心，上海 200336)

［摘要］ 目的: 研究建立了光化学柱后衍生 － 高效液相色谱 － 荧光检测器测定食品中黄曲霉毒素 B1、B2、G1 和 G2 的方

法。方法: 乙腈 /水提取样品中黄曲霉毒素 B1、B2、G1 和 G2，经多功能柱净化、高效液相色谱分离、光化学柱后衍生，荧光

检测器测定。结果: 黄曲霉毒素 B1、B2、G1 和 G2 的检出限分别为 0． 50 μg /kg、0． 15 μg /kg、0． 50 μg /kg 和 0． 15 μg /kg，回

收率为 86． 7% ～ 97． 2%，相对标准偏差( RSD) 0． 41% ～ 2． 40%。结论: 该方法简便快速、灵敏度高、重现性好，满足食品

中黄曲霉毒素检测的需要。
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Determination of aflatoxin B1，B2，G1，G2 in food by multifunctional clean － up column，
post － column photochemical derivatization and HPLC

WU Yan，ZHU Yi － ping，WANG Guo － quan
( Shanghai Municipal Center for Disease Prevention and Control，Shanghai 200336，China)

［Abstract］ Objective: A method for determination of Aflatoxin B1，B2，G1 and G2 by using post － column photochemical deri-
vatization － HPLC － fluorescence detector was developed． Methods: The Aflatoxin B1，B2，G1 and G2 in samples were extracted by
acetonitrile /water and were cleaned up by multifunctional clean － up columns． The separation of Aflatoxin B1，B2，G1 and G2 was
conducted by HPLC，the determination was carried out by fluorescence detector after photochemical derivatization． Results: The
detection limits of Aflatoxin B1，B2，G1 and G2 were 0． 50 μg /kg，0． 15 μg /kg，0． 50 μg /kg and 0． 15 μg /kg respectively，the re-
coveries of analytes were from 86． 7% to 97． 2% and the relative standard deviations were 0． 41% ～ 2． 40% ． Conclusion: The
method is simple，high sensitive and good repeatability，which is suitable for the determination of Aflatoxin in food．
［Key words］ Multifunctional clean － up column; Photochemical derivatization; High performance liquid chromatography; Afla-
toxin; food

黄曲霉毒素( Aflatoxin，AF) 是黄曲霉、寄生曲霉和特曲霉

的某些产毒菌株产生的次级代谢产物，在植物来源的食物中

主要存在形式为 B1、B2、G1、G2，其中以 AFB1 的毒性和致癌性

最强。为了防止黄曲霉毒素危害人类健康，世界各国都在采

取措施，对黄曲霉毒素在食品中的残留限量作了严格的规

定［1，2］。欧盟 规 定 黄 曲 霉 毒 素 B1 在 食 品 中 的 残 留 限 量 为

2 μg /kg，黄曲霉毒素总限量( B1 + B2 + G1 + G2 ) 小于 4 μg /kg。
近年来，由于高效液相色谱法( HPLC) 具有灵敏度和准确度

高、方法重现性好等优点，现已成为黄曲霉毒素分析的主要手

段。但试样净化步骤和衍生过程仍然复杂、费时，需要多种试

剂，不利于试验者的身体健康。本实验采用乙腈 － 水提取，经

MycoSepTM226 多功能柱净化，应用光化学衍生，高效液相色谱

法结合荧光检测器测定食品中黄曲霉毒素 B1、B2、G1 和 G2，具

有操作简便、快速、溶剂用量少、净化效果好、灵敏度高等特

点，适用于一般实验室开展日常食品监测和检测。

1 材料与方法

1． 1 试剂

乙腈、甲醇均为色谱纯。黄曲霉毒素混合标准溶液( 美国
SUPELCO 公司) : 黄曲霉毒素 Bl、G1 均为 1． 0 μg /ml，黄曲霉毒

素 B2、G2 均为 0． 3 μg /ml。
1． 2 仪器及设备

Agilent1100 型高效液相色谱仪附荧光检测器; 柱后光化

学衍生器; Milli － Q 超纯水系统; 超声波清洗器; 旋涡混匀器;

离心机; 多 功 能 净 化 柱: MycosepTM 226 ( 美 国 Romer Labs ) ;

0． 45 μm微孔滤膜。
1． 3 测定方法

1． 3． 1 色谱条件 色谱柱: Diamonsil Cl8 ( 4． 6 mm × 150 mm，

5 μm) ; 流动相: 初始为水∶ 乙腈∶ 甲醇 = 60∶ 20∶ 20，20 min( 待

黄曲霉毒素峰出毕时) 调整为水∶ 乙腈∶ 甲醇 = 10∶ 45∶ 45 进行

冲洗，24 min 时恢复初始状态，平衡 4 min，整个分析时间为

28 min( 视黄曲霉毒素的柱保留时间不同，设置时间有所不

同) ; 流速: 1． 0 ml /min; 进样体积: 30 μl; 柱温: 室温; 荧光检测

器: 激发波长 360 nm，发射波长 440 nm。
1． 3． 2 标准测定 将黄曲霉毒素混合标准溶液稀释成含
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AFB1、AFG1 为 0． 10 ng /ml、0． 50 ng /ml、1． 0 ng /ml、5． 0 ng /ml、
10． 0 ng /ml，AFB2、AFG2 为 0． 03 ng /ml、0． 15 ng /ml、
0． 30 ng /ml、1． 5 ng /ml、3． 0 ng /ml 的混合标准系列，进样分析，

以标准系列的峰面积对浓度分别绘制每种黄曲霉毒素的标准

曲线。标准谱图见图 1。

图 1 黄曲霉毒素 B1、B2、G1、G2 的标准色谱图

1． 3． 3 样品溶液的测定 称取碾磨后的样品 5． 0 g 于 50 ml
具塞离心管中，加入 25 ml 乙腈 － 水( 84 ∶ 16 ) 溶液，超声提取

30 min，3000 rpm /min 离心 10 min，收集上清液备用。
吸取 8 ml 滤液至多功能净化柱的玻璃管中，将多功能净

化柱的填料管插人玻璃管内，并缓慢推动填料管压至玻璃管

底部，使滤液经填料管中固定相成为净化液，并移取 1． 0 ml 净

化液至另一试管中，60℃加热氮气吹干，再加入 1． 0 ml 流动相

稀释，混匀 30 s，经 0． 45 μm 滤膜过滤，供 HPLC 分析用。

2 结果与讨论

2． 1 线性范围、检出限、精密度、准确度

在实验条件下，AFB1、AFG1 在 0． 10 ng /ml ～ 10． 0 ng /ml，
AFB2、AFG2 在 0． 03 ng /ml ～ 3． 0 ng /ml 范围内均具有良好的

线性关系，其相关系数为 0． 9995 ～ 0． 9998。
若以取样 5． 0 g 计算，按上述方法处理样品，黄曲霉毒素

B1、B2、G1 和 G2 的 最 低 检 出 限 分 别 为 0． 50 μg /kg、
0． 15 μg /kg、0． 50 μg /kg 和 0． 15 μg /kg。

选取黄曲霉毒素含量低于检出限的的空白大米和花生两

种样品，分别添加 AFB1、AFG1 为 1． 00 μg /kg、5． 00 μg /kg、
10． 00 μg /kg，AFB2、AFG2 为 0． 30 μg /kg、1． 50 μg /kg、
3． 00 μg /kg的 3 个加标水平，每份 5 g，各平行称取 6 份，充分

混匀并按本实验方法制备样品并进行回收测定，黄曲霉毒素

回收率为 86． 7% ～ 97． 2%，相对标准偏差为 0． 41% ～ 2． 40%，

见表 1。

表 1 黄曲霉毒素的加标回收率和精密度( n =6)

试样

名称
组分名

加标值( μg /kg)

1 2 3

实测值( μg /kg)

1 2 3

平均回收率( % )

1 2 3

相对标准偏差( % )

1 2 3

大米 AFB1 1． 00 5． 00 10． 00 0． 91 4． 86 8． 99 91． 0 97． 2 89． 9 1． 70 0． 84 1． 52

AFB2 0． 30 1． 50 3． 00 0． 27 1． 37 2． 68 90． 0 91． 3 89． 3 0． 41 0． 92 0． 41

AFG1 1． 00 5． 00 10． 00 0． 88 4． 60 9． 13 88． 0 92． 0 91． 3 2． 07 0． 69 1． 26

AFG2 0． 30 1． 50 3． 00 0． 28 1． 30 2． 76 93． 3 86． 7 92． 0 1． 41 0． 83 1． 02

花生 AFB1 1． 00 5． 00 10． 00 0． 89 4． 73 9． 33 89． 0 94． 6 93． 3 1． 04 0． 44 0． 93

AFB2 0． 30 1． 50 3． 00 0． 28 1． 36 2． 81 93． 3 90． 7 93． 7 0． 87 2． 04 1． 27

AFG1 1． 00 5． 00 10． 00 0． 96 4． 72 8． 81 96． 0 94． 4 88． 1 2． 24 1． 36 2． 40

AFG2 0． 30 1． 50 3． 00 0． 27 1． 39 2． 90 90． 0 92． 7 96． 7 1． 96 1． 23 0． 66

2． 2 净化方法的选择

样品净化的主要目的是除去干扰物质。传统的硅胶柱、
C18微柱和液 － 液分配方法因其操作烦琐、有机溶剂用量大、提
取效率低、净化效果差等缺点，正面临着诸多崭新技术的挑

战。目 前，专 用 于 黄 曲 霉 毒 素 分 离 纯 化 的 免 疫 亲 和 柱

( IAC) ［3，4］和多功能净化柱 ( MFC) ［5］ 技术得到了广泛应用。
免疫亲和柱( IAC) 是将特异性的 AFT 抗体与适当的固定相结

合填柱而成，选择性强，灵敏度较高，但价格也较高; 多功能净

化柱( MFC) 是一种特殊的 SPE 柱，以极性、非极性及离子交换

等多类基团组成填充剂，可选择性吸附样液中的脂类、蛋白类

等杂质，AFT 不被吸附而直接通过。MFC 的操作更为简便，

不需要进行活化、淋洗和洗脱操作只需直接上样，缩短了样品

前处理时间，净化效果理想，而且价格相对较低。黄曲霉毒素

的 FAPAS 质控样( T04104) 分别使用 IAC 和 MFC 两种萃取柱

进行净化，最后按光化学衍生条件分析，结果见表 2。

表 2 两种净化方法的质控样( 黄曲霉毒素) 测定结果( μg /kg，n =6)

名称 质控样范围 多功能净化柱( MFC) 免疫亲和柱( IAC)

AFB1 0． 99 － 2． 55 1． 91 － 2． 12 1． 65 － 1． 97

AFB2 0． 40 － 1． 03 0． 71 － 0． 82 0． 56 － 0． 70

AFG1 1． 04 － 2． 68 1． 96 － 2． 20 1． 55 － 1． 93

AFG2 0． 24 － 0． 62 0． 45 － 0． 61 0． 57 － 0． 66

表 2 结果表明，两种净化方法的结果均在质控要求之内，

结合操作步骤及价格因素，本文选择多功能净化柱( MFC) 。
2． 3 衍生化方法的选择

高效液相色谱法结合荧光检测器检测黄曲霉毒素是国际

上流行的方法，但黄曲霉毒素需要经过衍生化以后才能进行

测定，常采用柱前三氟醋酸衍生［6］、柱后碘衍生［3］、溴衍生［4］

等，但操作繁琐、消耗的溶剂量比较大。本实验采用光化学衍

生，即在紫外光的照射下，利用流动相中的水作为衍生剂，达

到衍生效果。我们将黄曲霉毒素的 FAPAS 质控样( T04104 )

经 MFC 柱净化后分别按光化学衍生和碘衍生条件［3］分析，结

果见表 3。

表 3 两种衍生方法的质控样( 黄曲霉毒素) 测定结果( μg /kg，n =6)

名称 质控样范围 光化学衍生 碘衍生

AFB1 0． 99 － 2． 55 1． 91 － 2． 12 2． 21 － 2． 41

AFB2 0． 40 － 1． 03 0． 71 － 0． 82 0． 65 － 0． 79

AFG1 1． 04 － 2． 68 1． 96 － 2． 20 1． 71 － 1． 92

AFG2 0． 24 － 0． 62 0． 45 － 0． 61 0． 54 － 0． 70

表 3 结果表明，两种衍生化方法的结果均在质控要求之

内，而光化学衍生相对碘衍生方法无需使用任何化学试剂、反
应时间和过高反应温度即可提供稳定的衍生反应，且 AFT 衍

生物产生的色谱峰尖锐，响应信号好，灵敏度高。本文选择光

化学衍生方法测定。
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用总平均回收率的置信限( R/d) 衡量方法的准确度，若

0． 95≤R/d≤1． 05 则 表 示 合 格，即 平 均 回 收 率 在 95% ～
105%［4］。通过对上述 4 种溶液检测结果分析计算( 表 1、表

2) ，联苯菊酯的 R/d = 0． 98，甲氰菊酯的 R/d = 1． 01，故平均回

收率均为 95% ～105%。

3 结论

通过对色谱分离条件、前处理条件的优选，使用 Pesti-
Carb /NH2SPE 柱经 6 ml 乙腈∶ 甲苯 = 3∶ 1 混合洗脱液净化，用

气相色谱 ECD 检测器、以 OV － 1701 毛细管柱测定蔬菜中联

苯菊酯、甲氰菊酯，能获得较高灵敏度，同时也得到理想的重

复性和回收率，适用于该类样品的测定。

表 1 联苯菊酯准确度实验结果* ( μg /L)

检测结果 平均值

模拟样品加标( 1) 78． 2 81． 5 76． 4 75． 9 82． 6 79． 5

模拟样品( 2) 41． 0 43． 1 39． 5 37． 2 42． 0 40． 6

( 1) —( 2) 37． 2 38． 4 36． 9 38． 7 40． 6 38． 4

注: * R = 38． 4，为平均回收; d = V2( C2 － C1 ) / ( V1 + V2 ) = 39． 2，

d 为预 期 回 收 值，根 据 样 品 中 联 苯 菊 酯 的 平 均 质 量 浓 度 C1 =
40 6 μg /L、加标用标准溶液的质量浓度 C2 = 2000 μg /L、加标用样品

溶液的体积 V1 = 9． 8 ml、加标用标准溶液的体积 V2 = 0． 2 ml 求得;

R /d = 0． 98。

表 2 甲氰菊酯准确度实验结果* ( μg /L)

检测结果 平均值

模拟样品加标( 1) 86． 3 87． 1 82． 2 87． 8 82． 8 85． 2

模拟样品( 2) 42． 0 45． 4 45． 0 48． 5 48． 2 45． 8

( 1) —( 2) 44． 3 41． 7 37． 2 39． 3 34． 6 39． 4

注: * R = 39． 4，为平均回收; d = V2( C2 － C1 ) / ( V1 + V2 ) = 39． 1，

d 为预 期 回 收 值，根 据 样 品 中 甲 氰 菊 酯 的 平 均 质 量 浓 度 C1 =
45． 8 μg /L、加标用标准溶液的质量浓度 C2 = 2000 μg /L、加标用样品

溶液的体积 V1 = 9． 8 ml、加标用标准溶液的体积 V2 = 0． 2 ml 求得;

R /d = 1． 01。
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3 小结

本实验采用 MycosepTM 226 多功能净化柱净化样品、柱后

光化学衍生，研究建立了用高效液相色谱 － 荧光检测器检测

食品中黄曲霉毒素 B1、B2、G1、G2 的新方法。实验结果表明，

该法操作简便、快速、净化效果好、灵敏度和准确度高，4 种组

分色谱分离较好，适用于一般实验室开展日常食品监测和检

测。
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