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摘要

⻩曲霉毒素是由真菌产⽣的致癌化合物，在世界范围内受到监管，包括⻝品和饲料中的最⾼限量。本应⽤纪要介

绍了使⽤Waters Arc HPLC系统和荧光检测器对现有AOAC⽅法的改进。样品净化步骤使⽤AflaTest™ WB免疫亲

和柱(IAC)⾼效完成。⽟⽶或花⽣的回收率超过90%，因此符合欧盟标准。该⽅法已被证明适⽤于检查产品是否符

合法规限值。

优势

沃特世新型Arc HPLC系统可⽤于成功分析⻩曲霉毒素，达到或超过以前使⽤AOAC⽅法的条件■

Arc HPLC系统的运⾏流速可以更快，从⽽缩短运⾏时间，还可以选择不使⽤光化学反应器■

AflaTest免疫亲和柱净化的原始⽅案得到改进，样品制备时间缩短，⻩曲霉毒素回收率符合监管验收标准■

本研究中的Arc HPLC条件可⽤于分析其他类型⻝品或饲料（包括婴⼉⻝品）中的⻩曲霉毒素 ■

简介
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⻩曲霉毒素是由多种曲霉菌株产⽣的⼀组真菌代谢产物，存在于许多⻝物中，例如⾕物、⾹料、坚果和⼲果等1-3

。 真菌会在收获前和收获后污染未加⼯的农产品，也可能存在于成品⻝品中。⻩曲霉毒素对⼈类和其他哺乳动物

具有毒性和致癌性，称为⻩曲霉毒素中毒(aflatoxicoses)。业界感兴趣的主要⻩曲霉毒素是⻩曲霉毒素B1、B2、

G1和G21。 ⻩曲霉毒素B1是其中含量最多、毒性最⼤的化合物，被世界卫⽣组织国际癌症研究机构列为1类致癌

物。

由于担⼼⻝品和饲料中的⻩曲霉毒素污染会对⼈类和动物健康造成影响，许多国家/地区已颁布法规来控制⻩曲霉

毒素的含量，包括⻩曲霉毒素的最⾼允许含量4。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/kg5。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。

⾼效液相⾊谱(HPLC)搭配荧光检测(FLD)是⼀种重要的分析技术，⽤于在液-液萃取和IAC净化后测定⻝品和饲料中

⻩曲霉毒素的浓度。之前的研究中已经使⽤HPLC (Alliance)和UPLC (ACQUITY)平台搭配荧光检测，在柱后衍⽣化

的⽀持下进⾏了HPLC分析6。Arc HPLC是⼀种四元LC系统，具有残留更低、反压限值更⾼以及⾃动灌注和系统准

备的优势，可⽤于提⾼现有⽅法的性能7,8。得益于Arc HPLC系统的⾼压⼒上限，您可以使⽤⾼流速和更⼩粒径的

⾊谱柱来提⾼柱效，并缩短分析运⾏时间。

本研究的⽬的是将⻩曲霉毒素分析的现有AOAC⽅法转移到新的Arc HPLC系统，并在检查⻝品或饲料中⻩曲霉毒

素是否符合法规限值所需的极低浓度下确定改进后的⽅法的性能。

实验

样品描述和前处理

⽟⽶和花⽣由商购获得，并在提取前磨碎。

本研究使⽤了官⽅AOAC⽅法991.31的修改版9。AflaTest WB（VICAM货号G1024)是⼀种IAC净化柱，⽤于加速⻩

曲霉毒素分析，符合AOAC官⽅⽅法991.31中⻩曲霉毒素免疫亲和柱的要求。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。将磨碎的⽟⽶或花⽣匀浆与氯化钠(NaCl)以及甲醇(MeOH)和⽔(H2O)的混合物混合。稀释后

，将提取物上样到含有⻩曲霉毒素特异性抗体的AflaTest WB IAC柱上，洗涤并洗脱⻩曲霉毒素。随后的测定使⽤

Arc HPLC搭配FLD进⾏。有关AflaTest WB柱的更多详细信息，请访问

https://www.vicam.com/products/aflatest-wb <https://www.vicam.com/products/aflatest-wb> 。
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图1.样品前处理⽅案

⻩曲霉毒素标准品（分别含有1、0.3、1、0.3 µg/mL⻩曲霉毒素B1、B2、G1、G2）购⾃Sigma-Aldrich（密苏

⾥州圣路易斯）。每天⽤甲醇:⽔(50:50, v/v)配制不同浓度的⻩曲霉毒素标准品。

液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： Arc HPLC

检测： PhCR光化学反应器(VICAM P/N: 

600001222)和2475荧光(FLR)检测器，

激发波⻓为360 nm，发射波⻓为440 nm

样品瓶： 12 × 32 mm去活棕⾊玻璃螺⼝瓶，2 mL 

(P/N: 186000846DV)

⾊谱柱： XSelect HSS T3⾊谱柱, 100 Å, 3.5 µm, 4.6 

x 150 mm (P/N: 186004786)

柱温： 40 °C

样品温度： 15 °C
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进样体积： 50 µL

流速： 1 mL/min

流动相： 等度（55:45⽔相（⽔）:有机相（甲醇），

v/v）

运⾏时间： 12 min

数据管理

⾊谱软件： Empower 3 (CDS)

使⽤Empower Personal System Suitability计算信噪⽐(S/N)。分别以S/N 3和S/N 10估计检测限和定量限。在

⽟⽶粉或花⽣匀浆中加⼊0.5、4、50 µg/kg总⻩曲霉毒素（⻩曲霉毒素B1:B2:G1:G2的⽐例为1:0.3:1:0.3），每个

浓度⼀式三份。使⽤与空⽩样相同的程序分析未加标⻩曲霉毒素的⽟⽶粉或花⽣匀浆中的⻩曲霉毒素。⻩曲霉毒

素的回收率计算如下：（加标样品中的计算浓度 - 空⽩样品中的计算浓度）/加标浓度）*100。使⽤由溶剂制作的

标准曲线计算⻩曲霉毒素的浓度。通过⽅差分析(ANOVA)检查每种⻩曲霉毒素回收率的差异。使⽤α = 0.05的显著

性⽔平，并使⽤SAS（版本9.4，SAS Institute Inc. Cary，美国北卡罗来纳州）执⾏统计检验。

结果与讨论

⽅法转移到Arc HPLC

将⻩曲霉毒素分析的原始AOAC⽅法991.31转移到Arc HPLC中，该系统使⽤光化学反应器进⾏⻩曲霉毒素的衍⽣

化并更新了⾊谱柱选择。流速设为1 mL/min时，⻩曲霉毒素实现了良好分离（分离度>1.5），峰在6~11分钟之间

洗脱（图2）。不过，由于Arc HPLC的压⼒限⼤于旧款HPLC系统（现在⾼达9500 psi7），因此可以在不达到压⼒

限的情况下增加流速。如果流速增加到1.5 mL/min，⻩曲霉毒素峰洗脱得更早，分离度没有明显损失（分离度

>1.5），运⾏时间得以缩短（图3）。
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图2.使⽤光化学反应器，流速设为1 mL/min时，样品中⻩曲霉毒素相当于60 µg/kg的⾊

谱图

图3.使⽤光化学反应器，流速设为1.5 mL/min时，样品中⻩曲霉毒素相当于60 µg/kg的

⾊谱图
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检测限和定量限

由于⻝品中的法规限值较低且⻩曲霉毒素B1和G1的固有荧光较低，因此可以使⽤光化学反应器(PhCR)系统来完成

柱后衍⽣化，以此改进⻩曲霉毒素的分析。利⽤此配置，流速设为1 mL/min时，样品中⻩曲霉毒素B1、B2、

G1、G2的检测限分别相当于0.01、0.006、0.02、0.008 µg/kg；⽽样品中⻩曲霉毒素B1、B2、G1、G2的定量限

分别相当于0.03、0.02、0.05、0.02 µg/kg。或者，也可以在未安装光化学检测器的系统进⾏分析。图4显⽰了未

经柱后衍⽣化处理的⻩曲霉毒素的相对响应。在未使⽤PhCR，流速设为1 mL/min时，样品中⻩曲霉毒素B1、

B2、G1、G2的检测限分别相当于0.10、0.005、0.12、0.005 µg/kg。

图4.未使⽤光化学反应器，流速设为1 mL/min时，样品中⻩曲霉毒素相当于60 µg/kg的

⾊谱图

在使⽤免疫亲和柱和HPLC分析婴⼉⻝品中⻩曲霉毒素B1的AOAC官⽅⽅法2000.16中，婴⼉⻝品中⻩曲霉毒素B1

的检测限为0.1 µg/kg10。 此外，欧盟规定⾕类加⼯⻝品和婴幼⼉⻝品以及特殊医学⽤途的婴幼⼉专⽤膳⻝⻝品中

⻩曲霉毒素B1的最⾼检出⽔平为0.1 μg/kg11。 还规定了花⽣、坚果和其他⼀些油籽中B1、B2、G1和G2的总含量

最⾼为4 µg/kg。本⽂描述的使⽤柱后衍⽣化的⽅法的定量限显著低于0.1 µg/kg，满⾜婴⼉⻝品中⻩曲霉毒素的

分析要求。

线性

该⽅法的线性范围在原始样品中为0.5‒300 µg/kg（总⻩曲霉毒素）。标准曲线的线性由校准曲线回归拟合的决定
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系数(r2)确定，所有化合物均>0.99。

各法规还规定了不同⻩曲霉毒素的最⾼含量。例如，欧盟规定受管制⻝品中⻩曲霉毒素B1的最⾼含量范围为

0.1~12 µg/kg，总⻩曲霉毒素的最⾼含量范围为4~15 µg/kg11。美国⻝品药品监督管理局(FDA)规定⻝品中总⻩曲

霉毒素的最⾼含量需低于20 µg/kg，不同饲料中总⻩曲霉毒素的最⾼含量为20、100、200或300 µg/kg12,13。这

些⻩曲霉毒素值均在该⽅法中⻩曲霉毒素标准曲线的线性范围内。

⻩曲霉毒素的回收率和⽅法重复性

表1以及图5和图6显⽰了⽟⽶或花⽣分析中⻩曲霉毒素的回收率值。空⽩⽟⽶和空⽩花⽣中均未检出⻩曲霉毒素。

三种加标浓度下⽟⽶或花⽣中⻩曲霉毒素B1、B2、G1和G2的平均回收率均⼤于90%。尽管⽟⽶和花⽣之间或不

同加标浓度之间的回收率存在⼀些差异，但⻩曲霉毒素B1、B2、G1或G2的回收率在这两种⻝品或三种加标浓度

之间的差异并不显著（两因素⽅差分析，N=18，P>0.05）。总体⽽⾔，对于所有⻩曲霉毒素和所有加标浓度，⻩

曲霉毒素的回收率均超过90%，回收率标准偏差(n=9)⼩于或等于7%（表1）。本研究中⻩曲霉毒素的回收率符合

欧盟委员会推荐值（总⻩曲霉毒素<1.0 µg/kg的回收率为50%~120%，总⻩曲霉毒素1‒10 µg/kg的回收率为

70%~110%，总⻩曲霉毒素>10 µg/kg的回收率为80%~110%）14。

表1.⽟⽶和花⽣中总⻩曲霉毒素加标浓度为0.5、4、50 µg/kg

时，⻩曲霉毒素在重复性条件下的平均回收率和相对标准偏差

（RSDr %，n=9）
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图5.⽟⽶中总⻩曲霉毒素加标浓度为0.5 µg/kg、4 µg/kg、50 µg/kg时⻩曲霉毒素的回

收率(n=3)

图6.花⽣中总⻩曲霉毒素加标浓度为0.5 µg/kg、4 µg/kg、50 µg/kg时⻩曲霉毒素的回

收率(n=3)
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结论

⻩曲霉毒素分析的AOAC⽅法被成功转移⾄Arc HPLC。该⽅法使⽤3.5 µm粒径的⾊谱柱进⾏了改进，提⾼了⾊谱

效率并缩短了运⾏时间。Arc HPLC可以很好地应对来⾃⼩粒径⾊谱柱的⾼背压。此外，本研究表明，免疫亲和柱(

AflaTest WB)可以减少提取物体积，缩短净化时间，同时保持⾜够的灵敏度。新⽅法提供了良好的检测限和定量

限、合适的线性范围、良好的回收率和较低的回收率标准偏差，完全满⾜⻝品或饲料（包括婴⼉⻝品）中⻩曲霉

毒素分析的法规要求。
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