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摘要

⻩曲霉毒素是致癌性真菌毒素，分别会对⻝⽤受污染⻝物的⼈以及⻝⽤受污染饲料的动物的健康带来不利影响。

我们开发出⼀种⾼灵敏度、⾼选择性⽅法，可以测定多种商品中的管制品⻩曲霉毒素。使⽤液液萃取法从感兴趣

的代表性商品（⾁⾖蔻、红辣椒、⿊胡椒、可可、烘焙咖啡、狗粮和传统中药）中提取⻩曲霉毒素，然后在新型

AflaTest WB SR+⾊谱柱上进⾏免疫亲和柱净化。在HPLC (Alliance)和UPLC (ACQUITY UPLC H-Class PLUS)平

台上进⾏荧光检测，分别在柱后衍⽣化和⼤体积流通池的⽀持下实现了⾊谱分离。通过重复分析七种不同基质的

加标测试部分，评价了该⽅法的性能。总体回收率令⼈满意（介于82%和119%之间），且相对标准偏差低于

8%。该⽅法具有良好的专属性，因为在空⽩样品中未观察到⼲扰峰。已证明该⽅法适⽤于监测全球⻝品是否符合

⻩曲霉毒素法规限值的要求。

优势

⾼性能 - ⽅法满⾜AOAC⽅法性能要求■

完善 - VICAM AflaTest WB SR+⾊谱柱可结合⻩曲霉毒素B1、B2、G1和G2■
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灵活 - ⼀种标准化⽅法适⽤于分析⼀系列不同的商品■

简介

真菌毒素是霉菌的有毒次级代谢物，可通过许多途径（包括⽣产、收获、储存、加⼯和运输）污染⻝品和农产品

。真菌⽣⻓和真菌毒素的产⽣取决于⽣物（易感作物）和环境因素，植物发育和作物收获期间的地区⽓候条件特

别重要。众所周知，真菌毒素对⼈类和动物的健康有不利影响，⽽且会造成重⼤经济损失并有可能破坏品牌声誉

。

真菌毒素⼀直属于欧洲⻝品和饲料快速预警系统(RASFF)中通报的最⾼⻛险类别，并且经常导致货物在边境管制

/报关⼝岸遭拒。⻝品和动物饲料中常⻅的毒性和致癌性最强的⼀组真菌毒素是⻩曲霉毒素，其通常存在于坚果、

坚果制品、⽟⽶和⾕物中，但也有报道称其存在于更⼴泛的作物中，包括咖啡、可可和⾹料以及动物源性⻝品

（例如⽜奶）。世界上许多国家都对⻩曲霉毒素实施管制。最近⼀篇对该领域当代发表论⽂的综述中指出，⻝品

中⼤量⻩曲霉毒素的污染⽔平超出美国和欧盟分别为⼈类消费⻝品设定的法规限值20 μg/kg和4 μg/kg1。 由此凸

显了增加分析检测⽤作预防、控制和定期监测从⽥野到消费者各阶段真菌毒素的有效策略的需求。

⻩曲霉毒素检测可采⽤多种解决⽅案，其中包括简便易⽤的快速检测⽅法（可⽤于⽣产环节）以及基于实验室的

参考⽅法（更耗时，但可以提供更全⾯的污染⽔平情况）2。 ⻩曲霉毒素的测定是⼀项艰巨的任务。样品基质可能

很复杂（通常具有⾼脂质含量），给实验室测定所需的极低浓度以验证是否符合法规限值带来了额外的压⼒。基

于抗体的免疫亲和⾊谱(IAC)柱净化结合HPLC分析与荧光检测是实现所需灵敏度和选择性的先决步骤，多年来已成

功⽤作⼀种经济⾼效的⽅法来检查⻩曲霉毒素是否符合法规限值3。 通常，有机提取物在上样⾄IAC柱之前需要经

过⽔性溶剂稀释，由此降低了⽅法的灵敏度。VICAM最近推出了⼀款新的IAC产品：AflaTest WB SR+，它能够耐

受⾼浓度有机溶剂，因此⽆需进⾏稀释。除⻩曲霉毒素M1、M2和杂⾊曲霉素以外，AflaTest WB SR+ IAC柱还可

以结合⻩曲霉毒素B1、B2、G1和G2。本研究的⽬的是根据标准化检测程序，使⽤两种独⽴的HPLC/UPLC平台评

估VICAM AflaTest WB SR+⾊谱柱测定复杂⻝品基质（三种⾹料、可可、烘焙咖啡、狗粮和⼀种传统中药(TCM)）

中⻩曲霉毒素B1、B2、G1和G2的性能。

实验
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样品描述

TCM何⾸乌(Fallopia multiflora)、⾹料（⾁⾖蔻、红辣椒、⿊胡椒）、可可、烘焙咖啡和狗粮样品通过商购获得

，除狗粮外，其他样品均研磨成均质粉末。

样品提取与净化

图1显⽰了⻩曲霉毒素分析中的样品提取与净化细节概述。使⽤⼄腈和⽔(90/10, v/v)进⾏液相萃取，从每个样品

中提取检测部分，并在搅拌器中均质化。然后将过滤后的提取物⽤缓冲液稀释，上样⾄含有⻩曲霉毒素特异性抗

体的AflaTest WB SR+ IAC柱上。⻩曲霉毒素与⾊谱柱上的抗体结合。然后⽤⽔清洗⾊谱柱以去除⾊谱柱上的共提

取物，再⽤甲醇与⼄腈的混合溶液洗脱⻩曲霉毒素。随后使⽤配备荧光检测器的HPLC/UPLC测定提取物中的⻩曲

霉毒素（更多详细信息参⻅图1）。此处 <https://www.vicam.com/products/aflatest-wb-sr-plus> 包含有关

AflaTest WB SR+使⽤的更多详细信息。
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图1.各种⻝品中⻩曲霉毒素分析的样品提取与净化细节概述

使⽤⼄腈、甲醇和⽔(1:1:2 v/v)的混合溶液，由两种不同的⼯作标准品Sigma 48487-U和Supelco #CRM46304（

其中包含AFB1:AFB2:AFG1:AFG2分别为5:1:3:1和0.3:1:0.3:1的⻩曲霉毒素混合物）制备校准标准品。

⽅法条件

HPLC条件
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液相⾊谱系统： Alliance e2695

检测条件： 多波⻓荧光检测器2475，配备PhCR光化学反应器

（部件号：600001222）；激发波⻓：360 nm；

发射波⻓：440 nm

样品瓶： 12 × 32 mm去活棕⾊玻璃螺纹颈⼝样品瓶（部件

号：186000846DV）

⾊谱柱： Nova-Pak C18, 4 µm, 3.9 mm × 150 mm（部件

号：WAT086344）

柱温： 25 °C

样品温度： 25 °C

进样体积： 50 µL

流速： 0.8 mL/min

流动相A： ⽔(55%)

流动相B： 甲醇(45%)

运⾏时间： 12 min

UPLC条件

液相⾊谱系统： 配备FTN样品管理器的ACQUITY UPLC H-Class 

PLUS

ACQUITY UPLC FLR检测器，配备⼤体积流通池检测条件：
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（部件号：205000609）；激发波⻓360 nm；发

射波⻓：440 nm

样品瓶： LCGC认证透明玻璃螺纹颈⼝样品瓶，12 × 32 

mm，2 mL（部件号：186000307C）

⾊谱柱： ACQUITY UPLC HSS T3 1.8 μm, 2.1 × 100 mm（

部件号：186009468）

柱温： 25 °C

样品温度： 25 °C

进样体积： 3 µL

流速： 0.3 mL/min

流动相A： ⽔(55%)

流动相B： 甲醇(45%)

运⾏时间： 8 min

数据管理

⾊谱软件： Empower 3

⽅法验证

通过重复分析被视为空⽩样的样品加标测试部分进⾏⽅法验证。对于⻝品成分，在3种总⻩曲霉毒素加标浓度（4 

µg/kg、20 µg/kg和100 µg/kg）下各制备5个重复样品；⽽对于TCM，则在总⻩曲霉毒素加标浓度5 µg/kg和20 µ

g/kg下各制备3个重复样品。⽤于加标的标准溶液与上述相同。评估以下参数：灵敏度、选择性、正确度和实验室

内重复性(RSDr)。 
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结果与讨论

⾊谱分析

使⽤等度条件所得到的典型HPLC⾊谱图如图2所⽰。利⽤填充亚2 µm多孔颗粒的ACQUITY UPLC⾊谱柱所带来的

⾊谱效率提升来改善灵敏度、分离度和分析速度。图3显⽰，使⽤UPLC在7 min内实现了⻩曲霉毒素的⾼效分离。

两种⾊谱柱均为所有分析物提供了优异的保留和峰形，并实现了所有⽬标⻩曲霉毒素的完全分离。

图2.分析总⻩曲霉毒素加标浓度为4.0 µg/kg的⿊胡椒所得到的HPLC⾊谱图
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图3.分析总⻩曲霉毒素加标浓度为5.0 µg/kg的TCM所得到的UPLC⾊谱图

灵敏度和选择性

使⽤等度条件的HPLC-FLD通常可以在衍⽣化后提⾼对AFB1和AFG1的灵敏度，多年来⼀直⽤于⻩曲霉毒素检测4

。 与碘和Kobra池不同，在线柱后连续光解衍⽣化以光化学⽅式进⾏衍⽣化，⽆需在流动相中添加额外的化学物

质。该⽅法经验证后，成为测定⽟⽶和花⽣中⻩曲霉毒素的AOAC⽅法5。 在Waters ACQUITY UPLC FLR检测器中

使⽤⼤体积流通池，⽆需进⾏任何柱后衍⽣化，并提供了极低的⻩曲霉毒素定量限6。 两种⽅法的灵敏度（如上述

⾊谱图中峰的S/N所⽰）表明，它们适⽤于在世界各地检查⻩曲霉毒素是否符合最⼤法规限值。

在⼤多数空⽩样品中未检测到可能导致误报不合规样品的信号。例如，可以⽐较图4中显⽰的⿊胡椒分析所得到的

⾊谱图。但⾁⾖蔻样品中⻩曲霉毒素的检测结果除外。⾁⾖蔻中存在的⻩曲霉毒素显著影响了加标浓度为4 µg/kg

的分析数据，因此未报告最低浓度下的完整结果。通过将加标浓度为10 µg/kg (n=2)的样品结果添加⾄较⾼浓度下

的完整数据集中来提供性能指标。利⽤空⽩校正计算加标测试部分的浓度。
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图4.在添加浓度为4.0 µg/kg的总⻩曲霉毒素之前（红⾊）和之后（绿⾊）分析⿊胡椒所得到的HPLC⾊谱图

正确度和重复性

使⽤分析加标样品得到HPLC数据评估正确度，结果以回收率表⽰。回收率平均值在82%~119%的范围内，其中三

个值略⾼于CODEX7和欧盟委员会8的要求，但处于AOAC9所提供的范围内（参⻅表1和图5）。重复性(RSDr)出⾊

，平均值介于0.8%~9.5%之间（参⻅表2和图6）。由于建议值通常由Horwitz⽅程得出，因此在这些⾮常低的浓

度下，RSDr的建议值为14.5%。表3列出了使⽤有关膳⻝补充剂和植物性药物的AOAC标准分析TCM所得到的结果
10。
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表1.各加标浓度下的回收率平均值汇总(#10 µg/kg, n=2)。

表2.各加标浓度下的重复性平均值汇总(#10 µg/kg, n=2)。
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表3.TCM的回收率和重复性平均值汇总

图5.⻝品类商品的回收率总体平均值(%)的雷达图
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图6.⻝品类商品的重复性平均值(% RSDr)的雷达图

结论

使⽤90%⼄腈萃取和AflaTest WB SR+ IAC净化柱可以去除基质共提取物，即使在复杂商品的分析中也能获得出⾊

的回收率和精密度。UPLC选项提供了缩短分析运⾏时间的可能，并且在荧光检测器中使⽤⼤体积流通池后，⽆需

进⾏柱后衍⽣化。该⽅法具有检查各种作物和⻝品中的⻩曲霉毒素是否符合法规限值所需的灵敏度、选择性和整

体性能。
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特⾊产品

Alliance HPLC系统 <https://www.waters.com/534293>

ACQUITY UPLC H-Class PLUS系统 <https://www.waters.com/10138533>
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Empower⾊谱数据系统 <https://www.waters.com/10190669>

ACQUITY UPLC FLR检测器 <https://www.waters.com/514222>

2475荧光(FLR)检测器 <https://www.waters.com/514434>

AflaTest WB SR+ 免疫亲和柱 <https://www.vicam.com/products/aflatest-wb-sr-plus>
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