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免疫磁珠富集净化－超高效液相色谱法

同时测定陈皮中 4 种黄曲霉毒素

邢言言1， 佟 玲2， 陈 楠2， 于治国1， 赵云丽1*

（1． 沈阳药科大学药学院，辽宁 沈阳 110016；2． 天士力控股集团研究院药物分析所，天津 300402）

摘要：将 ＰｒｏｔＥｌｕｔ ＮＨＳ（Ｎ－羟基丁二酰亚胺）偶联磁珠与抗黄曲霉毒素总量单克隆抗体偶联得到黄曲霉毒素总量

免疫磁珠，其具有较好的分散性，良好的磁性能和特异的选择性。本文建立了陈皮中 4 种黄曲霉毒素的免疫磁珠

富集净化，超高效液相色谱（ＵＰＬＣ）检测方法。样品经甲醇－ＰＢＳ 缓冲溶液（2 ∶8，ｖ ／ ｖ）提取后用免疫磁珠富集净

化，1 ｍＬ 甲醇洗脱；经 ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ ＨＳＳ Ｔ3 Ｃ18色谱柱（100 ｍｍ×2. 1 ｍｍ，1. 8 μｍ）分离，以水和甲醇为流动相

梯度洗脱，采用汞 ／ 氙灯荧光检测器测定。实验结果表明，4 种黄曲霉毒素在各自的线性范围内峰面积与其质量浓

度线性关系良好，相关系数（ｒ2）大于 0. 999；检出限（信噪比为 3）为 0. 013～ 0. 038 μｇ ／ ｋｇ，定量限（信噪比为 10）为

0. 044～1. 2 μｇ ／ ｋｇ；平均回收率为 63. 9％ ～115. 0％，相对标准偏差为 0. 4％ ～ 14. 2％，均符合痕量分析的要求。该方

法简单快速、准确可靠，可用于陈皮中 4 种黄曲霉毒素的测定。
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黄曲霉毒素（ａｆｌａｔｏｘｉｎｓ，ＡＦｓ）是由黄曲霉和寄

生曲霉在繁殖过程中产生的一类分子结构相似的次

级代谢产物，被世界卫生组织（ＷＨＯ）的癌症研究机

构（ＩＡＲＣ）划定为 Ｉ 类致癌物［1］。目前报道的 ＡＦｓ
有 20 多种［2］，中药材在采收、贮存、加工和炮制过程

中处理不当易被 ＡＦｓ 污染，较常见的有黄曲霉毒素

Ｂ1（ＡＦＢ1）、黄曲霉毒素 Ｂ2（ＡＦＢ2）、黄曲霉毒素 Ｇ1

（ＡＦＧ1）、黄曲霉毒素 Ｇ2（ＡＦＧ2），其中 ＡＦＢ1 的毒

性最强。《中国药典》2010 年版一部规定陈皮、桃

仁、酸枣仁、僵蚕和胖大海 5 味药材需进行 ＡＦｓ 检

测，其中 ＡＦＢ1 限量为 5 μｇ ／ ｋｇ，ＡＦＢ1＋ＡＦＢ2＋ＡＦＧ1

＋ＡＦＧ2 限量为 10 μｇ ／ ｋｇ［3］。
对于痕量分析而言，样品的前处理对整个分析过

程显得至关重要。目前，ＡＦｓ 的前处理方法主要包括

有机溶剂萃取法和免疫亲和色谱法等。有机溶剂萃

取法存在过程复杂、毒性大、耗时等缺点，且最终提取

物中易存在其他荧光物质、色素、结构类似物，会对检

测结果产生干扰［4，5］。与有机溶剂萃取法相比，免疫

亲和色谱法提高了试样的净化效率，且减少了有毒有

害试剂的使用，但样品前处理较复杂，对操作人员的

技术要求较高。免疫磁珠分离技术是 20 世纪 70 年

代后期发展起来的一项与磁载体结合的免疫学技术，

它同时具备了免疫学反应的高度专一性以及固相化

试剂所特有的优点，已广泛应用于分离及浓缩特定细

胞、微生物、蛋白质和核酸片段等肉眼难以观察或样

品中含量不高的物质［6，7］。免疫磁珠分离技术的原理

是内含 Ｆｅ3Ｏ4 的纳米磁珠的表面修饰官能团与抗体

结 合 构 成 免 疫 磁 珠 （ｉｍｍｕｎｏｍａｇｎｅｔｉｃ ｂｅａｄｓ，

ＩＭＢｓ），免疫磁珠富集净化体系的作用力是外界磁

场，磁性纳米颗粒在磁场中可定向运动，从而在反应

结束后能利用磁铁实现反应体系和未反应体系的快

速分离，避免了繁琐的过滤或离心过程，且消耗溶剂

少，操作简单，大大缩短了前处理时间。
关于 ＡＦｓ 的检测方法有酶联免疫法［8］、薄层色

谱法［9］、荧 光 分 光 光 度 计 法［10，11］、ＨＰＬＣ 法［12－14］、
ＵＰＬＣ 法［15］及 ＬＣ－ＭＳ 联用法［16，17］等。酶联免疫法

适用于 ＡＦｓ 的快速筛查，但重复性差，假阳性出现

率较高；薄层色谱法由于灵敏度低及重复性差，目前

应用较少；ＨＰＬＣ 法是目前应用最多的定量检测方

法，但由于 ＡＦＢ1 和 ＡＦＧ1 与水接触后会产生荧光

淬灭现象，原有较强的荧光特性基本消失，分析时一

般需要柱前或柱后衍生，检测步骤增加，造成分析速

度较慢，耗费有机溶剂较多，费时费力。ＬＣ－ＭＳ 联

用法能够同时进行定性和定量分析，能有效排除假

阳性结果，但仪器昂贵，不易推广。ＵＰＬＣ 法借助于

ＨＰＬＣ 法的理论及原理，涵盖了小颗粒填料、低系统

体积及快速检测手段等全新技术，与传统的 ＨＰＬＣ
法相比，增加了分析的通量、灵敏度及色谱峰容量，

缩短了分析时间，同时减少了溶剂用量，降低了分析

成本。此外，本文选用的荧光检测器使用了汞 ／ 氙
灯，而汞在 365 ｎｍ 下发射强度比氙灯高 10 倍。这

种超强的发射强度实现了 ＡＦＢ1 和 ＡＦＧ1 在不衍生

的情况下依然保持较强的信号。加上小容量荧光检

测池的高灵敏度，省去了衍生的步骤，大大缩短了检

出周期，提高了检测速度和重复性。
本研究将免疫磁珠用于陈皮中 ＡＦｓ 的富集净

化，同时结合 ＵＰＬＣ 法进行定量分析。通过优化前

处理和色谱分析条件，建立了对陈皮中 ＡＦｓ 具有高

选择性的高灵敏度分析方法。

1 实验部分

1．1 仪器与试剂

ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ Ｈ－ＣＬＡＳＳ 超高效液相色谱仪

（美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司）；ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ ＦＬＲ 荧光检

测器（美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司）；ＫＱ－500ＤＥ 超声仪（昆山

市超声仪器有限公司）；日立 ＣＦ16ＲＮ 高速冷冻离

心机（天美科学仪器有限公司）；Ｖｏｒｔｅｘ－Ｇｅｎｉｅ2 多

功能涡旋混合器（美国 Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｉｎｄｕｓｔｒｉｅｓ 公司）；

Ｓ－4800 型扫 描 电 子 显 微 镜 （日 本 Ｈｉｔａｃｈｉ 公 司）；

Ｎｉｃｏｌｅｔ Ｎｅｘｕｓ 470 型 傅 里 叶 红 外 光 谱 仪 （美 国

Ｎｉｃｏｌｅｔ 公司）；Ｋ5500 超微量分光光度计（北京凯

奥科技发展有限公司）。
黄曲霉毒素 Ｂ1、Ｂ2、Ｇ1、Ｇ2 混合标准溶液（质量

浓度：Ｂ1，1. 0 μｇ ／ ｍＬ；Ｂ2，0. 3 μｇ ／ ｍＬ；Ｇ1，1. 0
μｇ ／ ｍＬ；Ｇ2，0. 3 μｇ ／ ｍＬ；美国 Ｓｕｐｅｌｃｏ 公司）；抗

黄曲霉毒素总量单克隆抗体（ａｎｔｉ－ｔｏｔａｌ ａｆｌａｔｏｘｉｎｓ
ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ，ＡＦＴ；华安麦科生物技术有

限公司）；ＰｒｏｔＥｌｕｔ ＮＨＳ（Ｎ－羟基丁二酰亚胺）偶联

磁珠（英芮诚生化科技有限公司）；牛血清白蛋白

（ＢＳＡ）（生化试剂，国药试剂有限公司）；考马斯亮
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蓝 Ｇ－250 染料试剂（生化试剂，上海远慕生物科技

有限公司）；甲醇为色谱纯；其他试剂均为分析纯。
实验用水为美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司 Ｍｉｌｌｉ－Ｑ 纯水系统制

备的超纯水。
陈皮药材购于河北省安国中药材市场，产地为

四川省。
1．2 实验方法

1．2．1 溶液的配制

ＰＢＳ 稀释液：称取氯化钠 4. 0 ｇ，磷酸氢二钠

0. 71 ｇ，磷酸二氢钾 0. 135 ｇ，氯化钾 0. 10 ｇ，用 490
ｍＬ 水溶解，饱和氢氧化钠调节 ｐＨ 值至 7. 4，加水

稀释至 500 ｍＬ，混匀，即得。
对照品溶液：精密量取黄曲霉毒素混合标准溶

液 0. 5 ｍＬ，置于 10 ｍＬ 量瓶中，用甲醇稀释至刻度，

摇匀，作为储备液（ＡＦＢ1、ＡＦＢ2、ＡＦＧ1、ＡＦＧ2 的质

量浓度分别为 50、15、50、15 ｎｇ ／ ｍＬ）。精密量取储

备液 1 ｍＬ，置于 25 ｍＬ 量瓶中，用甲醇稀释至刻度，

摇匀，即得。
1．2．2 免疫磁珠的制备

将 1 ｍｇ ＡＦＴ 与 60 ｍｇ ＰｒｏｔＥｌｕｔ ＮＨＳ 磁珠混

合，加入含 0. 02％ （质量分数）叠氮钠的 ＰＢＳ 溶液 1
ｍＬ。4 ℃下孵育 8 ｈ 后磁性分离，弃去上清液；加乙

醇胺封闭缓冲液，室温孵育 1 ｈ 后用 ＰＢＳ 清洗 3 次，

加入含 0. 02％ （质量分数）叠氮钠的 ＰＢＳ 溶液混悬，

于 4 ℃下保存，待用。利用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ 蛋白定量法测

定 ＡＦＴ 和 ＮＨＳ 磁珠的偶联效率。
1．2．3 供试品溶液的制备

将陈皮样品粉碎，过 3 号筛。精密称取 1. 0 ｇ，

加氯化钠 0. 2 ｇ，置于 50 ｍＬ 离心管中，精密加入

20％ （体积分数）甲醇－ＰＢＳ 缓冲溶液 （ｐＨ 7. 4）10
ｍＬ，超声 10 ｍｉｎ，离心 3 ｍｉｎ（转速 10 000 ｒ ／ ｍｉｎ）；

精密量取 3 ｍＬ 上清液加入到洗涤好的免疫磁珠（3
ｍｇ）中，涡旋富集 10 ｍｉｎ。用磁铁将免疫磁珠快速

吸附到离心管一侧，吸取上清液，再加入 20％ （体积

分数）甲醇－ＰＢＳ 缓冲溶液（ｐＨ 7. 4）洗涤 1 次。移

除洗涤液后，用 1 000 μＬ 纯甲醇洗脱吸附 ＡＦｓ 后的

免疫磁珠 3 次（前两次每次用 400 μＬ，最后 1 次用

200 μＬ），收集洗脱液，过 0. 22 μｍ 滤膜。
1．2．4 色谱条件

色谱柱：ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ ＨＳＳ Ｔ3 Ｃ18 色谱柱

（100 ｍｍ×2. 1 ｍｍ，1. 8 μｍ）。流动相：Ａ 为水，Ｂ
为甲醇；梯度洗脱程序：0～9. 0 ｍｉｎ，70％ Ａ～38％ Ａ；

9. 0 ～ 10. 0 ｍｉｎ，38％ Ａ ～ 0％ Ａ；10. 0 ～ 10. 1 ｍｉｎ，

0％ Ａ～70％ Ａ；10. 1 ～ 12. 0 ｍｉｎ，70％ Ａ。流速：0. 3

ｍＬ ／ ｍｉｎ。柱温：30 ℃。进样量：5 μＬ。荧光检测器

激发波长：365 ｎｍ；发射波长：450 ｎｍ。

2 结果与讨论

2．1 免疫磁珠的表征与分析

2．1．1 免疫磁珠的表征

用扫描电子显微镜和傅里叶红外光谱仪观察偶

联 ＡＦＴ 前后的 ＮＨＳ 纳米磁珠的晶体形态、大小及

红外吸收情况（见图 1 和图 2）。从图 1ａ 和图 1ｂ 中

可以看到修饰有 ＮＨＳ 基团的 Ｆｅ3Ｏ4 粒径分布均匀，

约 120 ｎｍ，分散性良好，无聚团现象。单个 ＮＨＳ 纳

米磁珠的表面仍由很多细小颗粒构成，说明 ＮＨＳ 基

团对 Ｆｅ3Ｏ4 的修饰过程并未影响 Ｆｅ3Ｏ4 核，而且较

大的表面积利于 ＡＦＴ 的偶联。图 1ｃ 和图 1ｄ 表明

偶联了 ＡＦＴ 的 ＮＨＳ 磁珠分散性依然很好，无聚团

现象，具有较好的形貌。从图 2ａ 中可以看到 572
ｃｍ－1处为 Ｆｅ3Ｏ4 的红外吸收峰，图 2ｂ 中 569 ｃｍ－1

处也有 Ｆｅ3Ｏ4 的红外吸收峰，说明 ＡＦＴ 的修饰对

Ｆｅ3Ｏ4 自身无影响。此外，图 2ｂ 中也有偶联 ＡＦＴ
后的一些基团的红外吸收峰，3 416 ｃｍ－1 处为 ＡＦＴ
的 Ｏ－Ｈ 的吸收峰；1 542 ｃｍ－1 为 Ｎ－Ｈ 键的变形振

动峰，是偶联后的 ＡＦＴ 的 Ｎ－Ｈ 键所致；1 636 ｃｍ－1

是 ＡＦＴ 分子内 Ｃ ＝Ｏ 双键的吸收峰；1 076 ｃｍ－1 是

ＡＦＴ 分子内 Ｃ－Ｏ 单键的吸收峰。说明 ＡＦＴ 成功修

饰在 ＮＨＳ 磁珠表面。
2．1．2 ＮＨＳ 磁珠与 ＡＦＴ 的偶联

ＮＨＳ 磁珠外表面的 ＮＨＳ 基团与 ＡＦＴ 的伯氨基

团反应，形成 Ｃ－Ｎ 共价键，实现 ＡＦＴ 与磁珠的共价

偶联。利用此原理，本实验成功将 ＡＦＴ 偶联到 ＮＨＳ
磁珠表面。采用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ 蛋白定量法测定抗黄曲

霉毒素总量单克隆抗体和 ＮＨＳ 磁珠的偶联效率

（以 ＢＳＡ 为标准物绘制 Ｂｒａｄｆｏｒｄ 标准曲线），平均

偶联率为 99％，由此说明 1 ｍｇ ＡＦＴ 基本全部被 60
ｍｇ ＰｒｏｔＥｌｕｔ ＮＨＳ 磁珠偶联。
2．2 免疫磁珠富集净化条件的优化

2．2．1 免疫磁珠富集净化的温度与 ｐＨ 值

免疫磁珠富集净化使用的抗原、抗体多在 15 ～
40 ℃范围内反应，过高的温度会使抗原、抗体失活。
参考商品化的黄曲霉毒素总量免疫亲和柱使用前需

恢复至室温（22～25 ℃），本文也选择将制备好的免

疫磁珠恢复至室温进行实验。
抗原和抗体的结合反应必须在合适的 ｐＨ 值环

境中进行，一般 ｐＨ 值为 6～8。ｐＨ 值过高或过低都

将影响抗原与抗体的理化性质，ｐＨ 值达到或接近抗

原的等电点时，即使无相应的抗体存在，也会引起颗
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粒性抗原非特异性的凝集，造成假阳性反应。常用

的抗原、抗体反应 ｐＨ 值为 7. 4［18］，而保存 ＡＦＴ 的

ＰＢＳ 缓冲溶液 ｐＨ 值也为 7. 4，因此免疫磁珠净化体

系的 ｐＨ 值定为 7. 4。

图 1 偶联 ＡＦＴ（ａ，ｂ）前和（ｃ，ｄ）后的 ＮＨＳ 磁珠扫描电镜图
Ｆｉｇ． 1 Ｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｓ ｏｆ ｓｃａｎｎｉｎｇ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ （ＳＥＭ）ｏｆ ＰｒｏｔＥｌｕｔ ＮＨＳ ｍａｇｎｅｔｉｃ ｂｅａｄｓ

（ａ，ｂ）ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ （ｃ，ｄ）ａｆｔｅｒ ｃｏｕｐｌｉｎｇ ＡＦＴ

图 2 偶联 ＡＦＴ（ａ）前和（ｂ）后的 ＰｒｏｔＥｌｕｔ ＮＨＳ 磁珠红外光谱图
Ｆｉｇ． 2 Ｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｓ ｏｆ Ｆｏｕｒｉｅｒ ｔｒａｎｓｆｏｒｍ ｉｎｆｒａｒｅｄ ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ ｏｆ ＰｒｏｔＥｌｕｔ ＮＨＳ ｍａｇｎｅｔｉｃ ｂｅａｄｓ

（ａ）ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ （ｂ）ａｆｔｅｒ ｃｏｕｐｌｉｎｇ ＡＦＴ

2．2．2 免疫磁珠的使用量

免疫磁珠富集净化样品时，吸附是关键步骤，为

更好地控制免疫磁珠对 ＡＦｓ 的吸附量，本文对免疫

磁珠的使用量进行了优化。分别称取 0. 5、1、3、5、7
ｍｇ 免疫磁珠，加入含黄曲霉毒素（ＡＦＢ1：3 ｎｇ ／ ｍＬ；

ＡＦＢ2：0. 9 ｎｇ ／ ｍＬ；ＡＦＧ1：3 ｎｇ ／ ｍＬ；ＡＦＧ2：0. 9
ｎｇ ／ ｍＬ）的甲醇－ＰＢＳ 缓冲溶液（2 ∶ 8，ｖ ／ ｖ）溶液 3
ｍＬ，使免疫磁珠与样品溶液充分混合，不同质量的

免疫磁珠对 4 种 ＡＦｓ 回收率的影响如图 3ａ 所示。

在 0. 5～3 ｍｇ 范围内，随磁珠量的增大，ＡＦｓ 的回收

率显著增大；当磁珠量增至 3 ｍｇ 后，4 种 ＡＦｓ 的回

收率不再增加，基本趋于饱和。因此最终选择免疫

磁珠的加入量为 3 ｍｇ。
2．2．3 免疫磁珠富集净化的时间

在 ｐＨ 7. 4 及室温条件下，考察了不同富集吸附

时间下免疫磁珠对 4 种 ＡＦｓ 的富集净化效果。结

果（见图 3ｂ）表明，10 ｍｉｎ 后免疫磁珠对 4 种 ＡＦｓ
的富集量基本达到饱和。故最终确定富集净化时间
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为 10 ｍｉｎ。
2．2．4 免疫磁珠的洗脱体积与洗脱时间

为了确定洗脱液甲醇对免疫磁珠的洗脱体积与

洗脱时间，分别使用 400、800、1 000、1 200 μＬ 甲醇

对免疫磁珠进行洗脱，实验结果（见图 3ｃ）表明，当

洗脱体积为 1 000 μＬ 时，4 种 ＡＦｓ 的回收率均较

高，洗脱效果较好。洗脱时将甲醇加入反应体系内，

分别振摇 1、2、3、4、5 ｍｉｎ，结果（见图 3ｄ）表明，振

摇至 3 ｍｉｎ 时洗脱已基本完成。故最终确定甲醇的

洗脱体积为 1 000 μＬ，洗脱时间为 3 ｍｉｎ。

图 3 （ａ）免疫磁珠的加入量、（ｂ）富集时间、（ｃ）洗脱液的体积和（ｄ）洗脱时间对 ＡＦｓ 回收率的影响
Ｆｉｇ． 3 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ （ａ）ｔｈｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｉｍｍｕｎｅ ｍａｇｎｅｔｉｃ ｂｅａｄｓ，（ｂ）ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｔｉｍｅ，

（ｃ）ｅｌｕｔｉｏｎ ｖｏｌｕｍｅ ａｎｄ （ｄ）ｅｌｕｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ＡＦｓ
Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：ｓａｍｐｌｅ，3. 0 ｍＬ ＡＦｓ ｍｉｘｅｄ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ （ＡＦＢ1：3 ｎｇ ／ ｍＬ；ＡＦＢ2：0. 9 ｎｇ ／ ｍＬ；ＡＦＧ1：3 ｎｇ ／ ｍＬ；ＡＦＧ2：

0. 9 ｎｇ ／ ｍＬ）；20％ （ｖ ／ ｖ）ｍｅｔｈａｎｏｌ－ＰＢＳ ｂｕｆｆｅｒ ｓｏｌｕｔｉｏｎ （ｐＨ7. 4）；ｒｏｏｍ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ．

2．3 色谱条件的优化

本文采用不同比例的甲醇－水系统等度和梯度

洗脱分离陈皮样品中的 4 种 ＡＦｓ，并考察了 ＡＣＱＵ－
ＩＴＹ ＵＰＬＣ ＨＳＳ Ｔ3 Ｃ18 色谱柱（100 ｍｍ×2. 1 ｍｍ，

1. 8 μｍ）、ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ ＢＥＨ Ｃ18 色 谱 柱 （100
ｍｍ×2. 1 ｍｍ，1. 7 μｍ）及 ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ ＢＥＨ
Ｃ18色谱柱（50 ｍｍ×2. 1 ｍｍ，1. 7 μｍ）对陈皮样品

中 4 种 ＡＦｓ 的分离情况。结果表明，在 1. 2. 4 节所

述的色谱条件下，基本无杂质峰出现且样品和标准

样品的峰形较好，分离效果最佳，色谱图见图 4。由

于黄曲霉毒素 Ｂ1 和 Ｇ1 接触水后易发生荧光淬灭

现象，因此常规分析时需柱前或者柱后衍生，费时费

力。本文使用 ＦＬＲ 荧光检测器，其汞 ／ 氙灯的汞在

365 ｎｍ 下发射强度比氙灯高 10 倍，因此黄曲霉毒

素 Ｂ1 和 Ｇ1 不经过衍生响应信号依然较强。在本

文选择的激发光波长为 365 ｎｍ、发射波长为 450
ｎｍ 时荧光检测器的检测灵敏度最高。

2．4 方法学考察

2．4．1 专属性

从图 4 可以看出方法的专属性良好，陈皮中的

其他物质不干扰 4 种 ＡＦｓ 的测定。
2．4．2 线性范围和相关系数

取黄曲霉毒素混合对照品储备液，用甲醇稀释

成系列浓度的混合对照溶液，分别进样 5 μＬ，记录

色谱图，以质量浓度 ｘ（ｎｇ ／ ｍＬ）为横坐标，峰面积 ｙ
为纵坐标，绘制标准曲线，得到线性方程、线性范围

和相关系数（见表 1）。
2．4．3 检出限和定量限

在阴性样品中加入不同量的黄曲霉毒素混合对

照品储备溶液，按建立的方法进行样品前处理和测

定。以信噪比为 3（Ｓ ／ Ｎ ＝ 3）确定检出限，4 种 ＡＦｓ
的检出限为 0. 013 ～ 0. 038 μｇ ／ ｋｇ；以 Ｓ ／ Ｎ ＝ 10 确定

定量限，4 种 ＡＦｓ 的定量限为 0. 044～1. 2 μｇ ／ ｋｇ。
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表 1 4 种黄曲霉毒素的线性范围、线性方程、相关系数（ｒ2）、检出限和定量限

Ｔａｂｌｅ 1 Ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅｓ，ｌｉｎｅａｒ ｅｑｕａｔｉｏｎｓ，ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ （ｒ2），ｌｉｍｉｔｓ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ （ＬＯＤｓ）
ａｎｄ ｌｉｍｉｔｓ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ （ＬＯＱｓ）ｏｆ ｔｈｅ ｆｏｕｒ ａｆｌａｔｏｘｉｎｓ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅ ／ （ｎｇ ／ ｍＬ） Ｌｉｎｅａｒ ｅｑｕａｔｉｏｎ ｒ2 ＬＯＤ（Ｓ ／ Ｎ＝ 3）／ （μｇ ／ ｋｇ） ＬＯＱ（Ｓ ／ Ｎ＝ 10）／ （μｇ ／ ｋｇ）
ＡＦＧ2 0．12－7．5 ｙ＝ 448091ｘ－21780 0．9996 0．038 0．13
ＡＦＧ1 0．40－25 ｙ＝ 32068ｘ－8221．7 0．9997 0．36 1．2
ＡＦＢ2 0．12－7．5 ｙ＝ 677483ｘ－24865 0．9995 0．013 0．044
ＡＦＢ1 0．40－25 ｙ＝ 104526ｘ－34505 0．9993 0．087 0．29
ｙ：ｐｅａｋ ａｒｅａ；ｘ：ｍａｓｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ｎｇ ／ ｍＬ．

图 4 ＡＦｓ 的超高效液相色谱图
Ｆｉｇ． 4 ＵＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ＡＦｓ

ａ． ｍｉｘｅｄ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ （ＡＦＢ1：2 ｎｇ ／ ｍＬ；ＡＦＢ2：0. 6
ｎｇ ／ ｍＬ；ＡＦＧ1：2 ｎｇ ／ ｍＬ；ＡＦＧ2：0. 6 ｎｇ ／ ｍＬ）；ｂ． Ｃｉｔｒｕｓ ｒｅｔｉｃｕ－
ｌａｔａｂｌａｎｃｏ ｓｐｉｋｅｄ ｗｉｔｈ ＡＦｓ （ａｓ 2 μｇ ／ ｋｇ ｏｆ ＡＦＢ1 ）；ｃ． ｂｌａｎｋ
Ｃｉｔｒｕｓ ｒｅｔｉｃｕｌａｔａｂｌａｎｃｏ ｓａｍｐｌｅ．

2．4．4 仪器精密度

取黄曲霉毒素混合对照溶液（ＡＦＢ1：2 ｎｇ ／ ｍＬ；

ＡＦＢ2：0. 6 ｎｇ ／ ｍＬ；ＡＦＧ1：2 ｎｇ ／ ｍＬ；ＡＦＧ2：0. 6
ｎｇ ／ ｍＬ），连续进样 6 次，记录峰面积，计算 4 种 ＡＦｓ
的 ＲＳＤ。ＡＦＢ1、ＡＦＢ2、ＡＦＧ1、ＡＦＧ2 的 ＲＳＤ 分别为

0. 6％、0. 6％、1. 6％、1. 0％，表明仪器精密度良好。
2．4．5 稳定性

精 密 称 取 1. 0 ｇ 阴 性 样 品，以 ＡＦＢ1 计 为 5
μｇ ／ ｋｇ 的水平添加黄曲霉毒素混合对照品储备溶

液，按建立的方法制备供试品溶液，于制备后 0、2、
4、6、8、12 ｈ 进样分析，记录峰面积，ＡＦＢ1、ＡＦＢ2、
ＡＦＧ1、ＡＦＧ2 峰 面 积 的 ＲＳＤ 分 别 为 1. 0％、0. 8％、
0. 9％、0. 9％。表明陈皮加标提取液在 12 ｈ 内稳定。

2．4．6 加标回收率和重复性

以陈皮的空白样品进行 3 个水平的添加回收试

验，每个加标水平重复 6 次，计算回收率和相对标准

偏差。结果（见表 2）表明，平均回收率介于 63. 9％
和 115. 0％ 之间，ＲＳＤ 为 0. 4％ ～ 14. 2％。回收率和

重复性数据均满足国际食品法典委员会对痕量物质

分析的方法学要求［19］。

表 2 4 种黄曲霉毒素的加标回收率及其相对标准偏差（ｎ＝6）
Ｔａｂｌｅ 2 Ｓｐｉｋｅｄ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ａｎｄ ｔｈｅ ＲＳＤｓ

ｏｆ ｔｈｅ ｆｏｕｒ ａｆｌａｔｏｘｉｎｓ （ｎ＝6）

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｓｐｉｋｅｄ ／ （μｇ ／ ｋｇ） Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／ ％ ＲＳＤ ／ ％
ＡＦＧ2 0．6 63．9 5．4

1．2 88．9 1．6
2．4 80．6 1．0

ＡＦＧ1 2．0 85．4 6．0
4．0 115．0 2．6
8．0 74．9 1．1

ＡＦＢ2 0．6 75．5 1．5
1．2 90．9 0．4
2．4 78．3 1．2

ＡＦＢ1 2．0 74．2 14．2
4．0 85．2 7．9
8．0 97．2 3．8

2．5 样品测定

采用本文建立的方法分别测定 6 批陈皮样品，

均未检出黄曲霉毒素。为了排除假阴性结果，采用

高效液相色谱－串联质谱法对该 6 批陈皮样品进行

结果复核实验。结果表明 6 批陈皮样品均不含 4 种

ＡＦｓ。同时也证明了本文建立的方法准确可靠。

3 结论

本文制备的一种黄曲霉毒素总量（ＡＦＢ1 ＋ＡＦＢ2

＋ＡＦＧ1 ＋ＡＦＧ2）免疫磁珠分散性好。将其用于富集

净化黄曲霉毒素，操作简单，净化富集效果好。建立

的新型免疫磁珠富集净化－超高效液相色谱检测中

药材陈皮中黄曲霉毒素（ＡＦＢ1、ＡＦＢ2、ＡＦＧ1、ＡＦＧ2）

的方法，无需衍生化，灵敏度高，结果准确可靠。
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