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摘 　要 　建立了谷物中脱氧雪腐镰刀菌烯醇 DON的高效液相色谱检测和质谱确证方法。样品用水提取 ,通

过免疫亲和柱进行富集和净化 ,以 Hypersil BDS C18柱为分离柱 ,乙腈 2水 (10∶90, V /V )混合溶剂为流动相进行

高效液相色谱分离和检测 ,利用大气压化学电离质谱 (APC I)进行阳性结果的鉴定和确认。在小麦、大麦和面

粉等样品中 ,本方法在 0. 1～10μg/g添加范围内的回收率为 82. 4% ～103% ,相对标准偏差 1. 4% ～7. 6% ,检

出限 0. 1μg/g。
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1　引　　言

脱氧雪腐镰刀菌烯醇 ( deoxynivalenol, DON ) )又称呕吐毒素 ( vom itoxin)属单端孢霉烯族化合物 ,广

泛存在于小麦、大麦和玉米等谷物之中 ,是污染粮食的主要真菌性毒素 ,也是赤霉病麦引起人、畜中毒的

主要毒素。其分子式为 C15 H20 O6 ,分子量 296. 3,结构见图 1
[ 1 ]。虽然其毒性与其它真菌毒素相比较低

(小鼠经口 LD50 = 9. 2 mg/kg) ,但由于它在谷物中最易滋生 ,因此中毒发病率较高 ,对动物的生长和饮

食产生较大的影响。目前一些国家已制订了谷物中 DON 的限量标准 ,加拿大规定供人食用小麦中

DON的限量标准为 2 mg/kg,婴儿食品为 1mg/kg,美国 FDA建议供人食用小麦制品中 DON的含量为

　图 1 　脱氧雪腐镰刀菌烯醇

(DON)的结构

Fig. 1　The structure of deoxyni2
valenol(DON)

1mg/kg,我国国家标准 GB1632921996中规定供人食用的谷物 DON含

量不得超过 1 mg/kg
[ 2 ]。

DON的分析方法主要有薄层色谱法、气相色谱法、微柱法、酶联免

疫吸附测定法、免疫亲合柱 2荧光分光光度计法和高效液相色谱法

等 [ 3～7 ]。薄层色谱法操作简便曾被广泛应用 ,此方法费时 ,灵敏度、特异

性较差。酶联免疫吸附法快速、灵敏、操作简便 ,但复合抗原 (毒素与载

体蛋白的结合物 )的制备有一定困难。气相色谱法测定 DON需进行衍

生化 ,通过三甲硅烷衍生物 ,利用电子捕获检测器进行定量分析 ,操作烦

琐、重现性较差。微柱法和荧光分光光度法操作简便、快速 ,但大多用于

农产品中呕吐毒素的快速筛选。本采用水进行样品的提取 ,通过 DON免疫亲和柱进行富集和净化 ,建

立了利用高效液相色谱检测谷物中 DON含量的定量方法 ,并探讨了利用液相色谱 /大气压化学电离质

谱 (APC I)进行阳性结果鉴定和确认的方法。

2　实验部分

2. 1　仪器与试剂

HP1100高效液相色谱仪 (美国 Agilent公司 ) ; LCQ Deca XP p lus LC /MSn液 /质联用仪 (美国 Finni2
gan公司 ) ;高速均质器 ; N2EVAP

TM
112氮吹仪 (美国 O rganomation公司 )和高速离心机 (北京医用离心机

厂 ) ;聚乙二醇 ( PEG,MW = 8000) DON Test HPLC免疫亲和柱 (美国 V ICAM公司 )。乙腈、甲醇 (色谱

纯 ,迪马公司 ) ; DON标准品购自美国 Sigma公司 ;实验用水为 M illipore制备的超纯水 ; DON标准溶液 :

准确称取适量的 DON标准物质溶于甲醇 ,配制成浓度为 100 mg/L的标准储备溶液。临用前 ,取适量体

积标准储备溶液用氮气吹干 ,再用流动相配制成适当浓度的标准工作溶液。
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2. 2　实验方法

2. 2. 1　提取与净化 　准确称取磨碎混匀的测试样品 25. 0 g置于不锈钢高速均质器中 ,加入约 5 g聚乙

二醇 ( PEG)和 100 mL水 ,高速均质 2 m in,静置、离心 ,采用槽纹滤纸过滤 ,再将滤液通过微纤维滤纸过

滤 ,吸取 1 mL滤液转移至 DON Test HPLC柱中 ,以 1滴 / s的流速通过免疫亲和柱 ,直至空气进入柱子。

再用 5 mL纯水以 2滴 / s的流速淋洗柱子 ,直至空气进入柱子。用 1. 5 mL色谱级甲醇以 1滴 / s的流速

通过免疫亲和柱 ,将洗脱液收集在玻璃试管中 ,于 50℃下氮吹至干 ,用 0. 3 mL流动相定容 ,溶液供液相

色谱测定。

2. 2. 2　色谱质谱条件 　色谱柱 : Hypersil BDS C18柱 (4. 6 mm ×250 mm, 5μm ) (大连依利特公司 ) ;流

动相 :乙腈 2水 (10∶90, V /V ) ;流速 : 1. 0 mL / m in;检测波长 : 218 nm。离子化方式 :大气压化学电离 (AP2
C I)负离子模式 ;离子源温度 : 200℃; APC I探头温度 : 450℃;选择离子扫描 ( SIM ) : m / z 295 ;全扫描范

围 : m / z 150～500;二级质谱 : m / z 80～300, C ID能量 22%。

3　结果与讨论

3. 1　免疫亲和柱的吸附特性和吸附容量对回收率的影响

本方法选用免疫亲和净化技术进行样品的预处理。免疫亲和技术是利用免疫化学的反应原理 ,采

用大剂量的单克隆抗体 ,选择性吸附样液中的抗原物质。DON是小分子物质 ,在免疫学上属于半抗原 ,

不能直接产生抗体 ,需要偶联到大分子物质上 ,制成人工抗原后才具有免疫性。用此人工抗原免疫动物

后 ,可得到高特异、高效价的单克隆抗体。再将一定量的抗体固定在合适的担体上 ,即可制成相应的免

疫亲和柱。采用免疫亲和净化技术具有灵敏度高、特异性强、回收效果好等特点 ,并且操作简单、快速 ,

是分析 DON十分理想的样品净化方法。

由于 DON Test HPLC免疫亲和柱中含有一定量的单克隆抗体 ,其选择性吸附的抗原物质是固定

的 ,若通过免疫亲和柱的样品量过大 ,就无法保证样液中的 DON被免疫亲和柱完全吸附 ,从而造成回收

　图 2　DON Test HPLC免疫亲和柱抗体

的吸附效率

Fig. 2 　 B inding performance of anti2
deoxynivalenol antibodies by the DON

Test high performance liquid chromato2
graphic (HPLC) immunoaffinity columns

率降低。实验考察了 DON Test HPLC免疫亲和柱对不同含量水

平 DON的吸附情况 (见图 2)。从图 2可见 ,免疫亲和柱的最高吸

附容量约在 2. 5μg左右 , DON含量过载时 ,其吸附容量基本维持

不变。因此 ,在实际检测时应根据 DON含量的大致水平 ,对样液

进行适当稀释 ,可取得十分理想的回收效率。

3. 2　净化条件的优化

虽然 DON Test HPLC免疫亲和柱具有选择性吸附的特异性 ,

但是样品中某些具有生物活性的杂质也有少量吸附。本方法采

用水进行杂质的淋洗 ,消除了杂质对 DON 的测试干扰。通过

DON淋洗实验发现 ,水的淋洗体积将直接影响 DON的回收效率。

分别用 5、10和 15 mL的水淋洗净化后所得的回收率数据表明 ,

采用 10和 15 mL体积淋洗后杂质很干净 ,但回收率仅在 65% ～

70%左右 ,而采用 5 mL体积进行淋洗的回收率均在 80%以上 ,虽

然有少量杂质 ,但是基本不影响对 DON的测试。

3. 3　线性关系和检出限

配置 DON标准液浓度分别为 0. 5、1. 0、3. 0、5. 0、7. 0和 10. 0 mg/L ,按上述实验条件进样 ,以所得峰

面积 A对浓度 C (mg/L)进行回归分析 ,结果表明线形关系良好。回归方程为 A = 5. 662 ×103
C + 112,相

关系数为 0. 9987。在本实验条件下 ,将标准溶液连续稀释后进行空白样品的加标回收 ,根据 2倍噪音

的峰响应值、取样量和进样量 ,得出方法的检出限为 0. 1 mg/kg。

3. 4　回收率实验和精密度

在小麦、大麦和面粉样品中 ,分别以 0. 1、2. 0、10. 0 mg/kg 3个水平加标 ,在本实验条件下 ,测定 3种

样品在 3个不同浓度水平的回收率和精密度。实验数据见表 1。图 3是 2. 0 mg/kg添加水平的小麦样
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品和空白样品的 HPLC色谱图。

图 3　小麦空白样品 ( a)和 2. 0 mg/kg水平添加样品 (b)色谱图

Fig. 3　Chromatogram s of wheat blank samp le ( a) and sp iked with

DON at 2. 0 mg/kg ( b)

3. 5　DO N的 APC IM S及监测离子

采用液相色谱进行分析时 ,有时一个色谱峰可能

包含几种不同的组分。因此 ,仅仅通过色谱峰的保留

时间进行鉴别 ,有可能给分析结果造成误差。为了消

表 1　样品的加标回收率和精密度 ( n = 6)
Table 1　Recoveries and relative standard deviation deter2
m ination ( n = 6)

样品
Samp le

加入量
Added

(mg/kg)

实测值
Found

(mg/kg)

回收率
Recovery

( % )

RSD
( % )

小麦
W heat

0. 10 0. 098 98. 0 6. 8

2. 00 1. 83 91. 5 4. 5

10. 0 8. 24 82. 4 1. 4

大麦
Barley

0. 10 0. 103 103 7. 6

2. 00 1. 79 89. 5 5. 8

10. 0 8. 47 84. 7 3. 3

面粉
Flour

0. 10 0. 095 95. 0 6. 3

2. 00 1. 75 87. 5 3. 6

10. 0 8. 37 83. 7 2. 3

除误差 ,本实验采用了大气压化学电离质谱 (APC I)技术 ,通过一级质谱 (MS)选择分子量 ,二级质谱

(MS/MS)选择子离子 ,以确认色谱峰没有任何干扰。DON的结构见图 1。其分子量为 296,在 APC I
2电

离方式下 ,一级质谱检测得到的准分子离子峰是 m / z 295,为 [M - H ]
-

,见图 4 ( a)。对基峰 m /z 295进

一步做 MS/MS分析 ,优化质谱参数后 ,得到 DON的碎片离子 ,结果示于图 4 ( b)。根据质谱图可以确定

DON的主要质谱峰对应的可能子离子为 :分子离子峰 m /z 295为 [M - H ] - ,特征峰 m / z 277为 [M - H

- H2 O ]
-

; m / z 265为 [M - H - CH2O ]
-

; m / z 247为 [M - H - CH2 O - H2O ]
- 。图 4 ( c)显示的是小麦

DON的阳性样品 APC IMS/MS质谱图 ,通过质谱图可以确认没有干扰影响 DON的定量检测。

图 4　DON [M - H ] - 离子的质量色谱图 ( a)、MS/MS质谱图 ( b)及小麦阳性样品 MS/MS质谱图 ( c)

Fig. 4　Mass chromatogram s of DON [M - H ] - ( a) , MS/MS chromatogram s of DON ( b) and wheat positive

samp le ( c)

　　实验表明 ,采用免疫亲和柱和柱净化 2高效液相色谱检测谷物中的呕吐毒素的方法特异性强、方法

准确、简便快速 ,灵敏度高。
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H igh Performance L iqu id Chroma tography and Ver if ied by

H igh Performance L iqu id Chroma tography2M a ss Spectrom etry

Sui Kai3 , L i Jun , W ei Feng, Zhao Shoucheng
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Abstract　A method was developed for the determ ination of deoxynivalenol (DON ) by high performance

liquid chromatography (HPLC) and verified by liquid chromatography2mass spectrometry (LC2MS). Samp les

were extracted and enriched by water, and purified by imunoaffinity columns. DON was quantified by

reversed2phase HPLC with Hypersil BDS C18 column and mobile phase of acetonitrile2water (10∶90) was used

for assay. The positive resultswere indentified and verified by LC2MS with atmospheric p ressure chem ical ioni2
zation (APC I) source. Recoveries from the different cereals (wheat, barly, flour) sp iled with DON at levels

ranging from 0. 1 to 10μg/g were from 82. 4% to 103% , and relative standard deviations were from 1. 4% to

7. 6% , the lim it of detection was 0. 1μg/g.

Keywords　Deoxynivalenol, imunoaffinity columns, liquid chromatography2mass spectrometry, atmospheric

p ressure chem ical ionization source
(Received 29 December 2004; accep ted 2 Ap ril 2005)

《岩矿测试》征订启事

　　《岩矿测试 》杂志是中国地质学会岩矿测试专业委员会和国家地质实验测试中心共同主办的分析测试技术科技期

刊。国际标准刊号 : ISSN 0254 - 5357;国际刊名代码 CODEN: YACEDJ;国内统一刊号 CN 11 - 2131 /TD)。

《岩矿测试 》的宗旨是突出服务于地球科学和地质找矿事业以及促进岩矿测试技术的发展 ;根据国家地质工作的重

点单一资源向资源环境并重的转变 ,《岩矿测试 》的内容有所拓宽 ,主要报道国内与分析科学、资源环境、地质科学相关

的新技术、新方法、新理论和新设备等研究成果、动态、评述以及相关实践经验。

《岩矿测试 》1982年创刊 ,近年来刊物地位不断提高 ,是中国科技核心期刊 ,中国期刊方阵双效期刊 ,目前被国内外

多家检索数据库、文摘收录。曾先后被评为国家、原地矿部、北京市、中国科协的优秀科技刊物。适于地质、冶金、环保、

石油、化工、煤炭等部门从事分析测试的科技工作者及大专院校分析化学、环境资源、地球科学等相关专业的师生阅读。

《岩矿测试 》为国内外公开发行刊物。国内邮发代号 2—313,国际书店发行代号 Q4089,广告经营许可证 :京西工商

广字 0227号。本刊 2006年仍为季刊 ,定价 10100元 /本 ,全年 40100元。漏订的读者可与编辑部直接联系。

《岩矿测试 》编辑部地址 　北京阜外百万庄大街 26号 ,中国地质实验测试中心

邮政编码 : 100037　　电话 : 010268999652　　传真 : 010268999653　E2mail: ykcs zazhi@163. com

6461　　 分 析 化 学 第 33卷


