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免疫亲和净化-光化学衍生-高效液相色谱法 
检测动物肝脏中六种黄曲霉毒素 

陈冬东 1, 代汉霞 1, 彭  涛 1, 姚  佳 2, 王  昕 2, 张建新 2, 里  南 3, 王  雄 3* 
(1. 中国检验检疫科学研究院, 北京  10025; 2. 西北农林科技大学, 杨凌  712100; 

3. 北京中检维康生物技术有限公司, 北京  100044) 

摘  要: 目的  以鸡、猪等动物肝脏为研究对象, 二氯甲烷为提取溶剂, 建立免疫亲和柱净化、高效液相

色谱-光化学衍生-荧光检测器检测六种黄曲霉毒素的分析方法。方法  样品经提取、过滤、浓缩、复溶后

经免疫亲和柱净化, 进样后采用光化学衍生器在线对黄曲霉毒素 G1、B1衍生, 荧光检测器分析 B1、B2、

G1、G2、M1、M2六种黄曲霉毒素。结果  在不同加标水平, 不同肝脏回收率在 70.2%~94.1%之间, 变异

系数为 2.67%~12.90%, 检测低限为 0.16 μg/kg。结论  该方法的准确度与精密度较高, 可以满足痕量分析

要求。 
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Determination of six aflatoxins in animal liver by photochemical 
derivative-high performance liquid chromatography combining 

with immunoaffinity column clean-up 

CHEN Dong-Dong1, DAI Han-Xia1, PENG Tao1, YAO Jia2, WANG Xin2, ZHANG Jian-Xin2, 
LI Nan3, WANG Xiong3* 

(1. Chinese Academy of Inspection and Quarantine, Beijing 100025, China; 2. Northwest Sci-Tech University of Agriculture 
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ABSTRACT: Objective  To develop a method for detecting six aflatoxins in chicken and pig liver.   
Methods  Samples were extracted, filtered, concentrated and reconstituted purified by immunoaffinity 
column, derivatived aflatoxin G1, B1 using photochemical derivatization unit online after injection. Then six 
aflatoxins B1, B2, G1, G2, M1, and M2 were analyzed by fluorescence detector. Results  The recoveries of 
samples with different spiking levels were 70.2%~94.1%. The RSD were 2.67%~12.90%. The lowest limit of 
quantification was 0.16 μg/kg. Conclusion  This method is of high accuracy and precision, and can meet 
the requirements for trace analysis. 
KEY WORDS: aflatoxins; liver; high performance liquid chromatography; immunoaffinity column 
 
 

 
 
 
 
 
 
 



第 3期 陈冬东, 等: 免疫亲和净化-光化学衍生-高效液相色谱法检测动物肝脏中六种黄曲霉毒素 797 
 
 
 
 
 
 

1  引  言 

黄曲霉毒素是一组化学结构类似的二呋喃香豆

素衍生物[1], 目前已分离鉴定出的黄曲霉毒素有 17
种, 主要是黄曲霉毒素 B1、B2、G1、G2以及由 B1和

B2在体内经过羟化而衍生成的代谢产物 M1、M2等。

黄曲霉毒素被世界卫生组织(WHO)的癌症研究机构
划定为一类致癌物。已有动物实验表明, 3 μg/kg BW
剂量的黄曲霉毒素 B1 就会引起雏鸭肝脏细胞 DNA
发生显著损伤[2], 而饲喂黄曲霉毒素 9 周的大鼠, 在
改喂常规饲料两年后即出现肝癌[3]。动物摄入含有黄

曲霉毒素的饲料后, 会造成黄曲霉毒素 B 及其代谢
物 M 在肝脏蓄积, 食用含有黄曲霉毒素的动物肝脏, 
存在对人体造成伤害的风险。目前检测动物肝脏黄曲

霉毒素的方法主要有固相萃取-液相色谱法[3], 薄层
色谱法[4], 液相色谱-串联质谱法[5]等。但固相萃取和

薄层法存在前处理复杂, 净化效果不理想, 试剂消耗
大, 对健康有危害等问题, 而液相色谱-串联质谱法
虽然灵敏度高但仪器成本高, 很多实验室不具备。斯
洛文尼亚科学家[6]采用硅藻土净化后过免疫亲和柱, 
液相色谱检测黄曲霉毒素 B1, 达到较高的灵敏度, 
但目前未见同时检测六种黄曲霉毒素的方法。本研究

采用免疫亲和柱对样品进行净化、富集, 液相色谱法
检测, 前处理简单, 净化效果和灵敏度均满足痕量分
析要求。 

2  材料与方法 

2.1  仪器设备 

2.1.1  仪  器 
高效液相色谱仪 (HITACHI), 荧光检测器

(HITACHI), 旋转混合器, 氮吹仪, 泵流操作架。 
免疫亲和柱泵流系统: 6 位泵流操作架, 北京中

检维康技术有限公司 
2.1.2  液相色谱条件 

色谱柱: Cloversil ODS-C18柱(4.6mm×250 mm, 5 
μm); 流动相: 乙腈:甲醇:水= 25:20:55(v/v/v); 流速: 1 
mL/min; 光化学衍生器: Aura PHRED; 激发波长/发
射波长: 360 nm/440 nm。 

2.2  材料与试剂 

2.2.1  实验材料 
鸡肝、猪肝为未加工的生鲜样品, 购自菜市场。 

滤纸、玻璃试管、量筒, 微量移液器等。 
2.2.2  标准溶液及试剂 

黄曲霉毒素标准溶液: M1 113 ng/mL; M2 100 
ng/mL; B1 114 ng/mL, B2 34.5 ng/mL, G1 116 ng/mL, 
G2 31.7 ng/mL, 以 Sigma公司液体标准品稀释配制。
黄曲霉毒素免疫亲和柱: IAC-SEP®AFLA, 北京中检
维康技术有限公司。二氯甲烷、甲醇、无水硫酸钠: 分
析纯。甲醇、乙腈(液相用): 色谱级。 

2.3  样品处理方法 

2.3.1  提  取 
称取 5.0 g绞碎的样品, 加入 50.0 mL二氯甲烷, 

均匀震荡 1 h, 过滤后, 滤液中加入 5.0 g无水硫酸钠, 
再次过滤。 
2.3.2  浓  缩 

取 10.0 mL滤液于 60 ℃用氮吹仪吹干浓缩至近
干后, 加入 2.0 mL甲醇溶解。在 2.0 mL甲醇溶解液
中, 再加入 8.0 mL水, 混匀。 
2.3.3  免疫亲和柱操作 

将 10.0 mL提取液过柱, 用 10.0 mL水洗柱 2次, 
最后用 1.0 mL 色谱级甲醇洗脱, 保持液体通过亲和
柱的流速为 1~2 滴/秒。最后在收集的洗脱液中加入
1.0 mL水, 混合, 进 HPLC分析。 

2.4  添加回收实验 

分别选择猪肝和鸡肝样品进行添加回收实验 , 
样品加标水平为 0.5、2.5、5.0 μg/kg。每个加标水平
做 3组平行实验, 计算回收率和变异系数。 

3  结果与分析 

3.1  灵敏度 

以 0.5 μg/kg加标水平的样品色谱峰信噪比计算
方法检出限和定量限。通过计算, 鸡肝和猪肝黄曲霉
毒素的检出限和定量限, 见表 1。 

3.2  线性范围 

分别加入 2.5、5.0、10.0、50.0、200.0、200.0 μL
黄曲霉毒素 M1、M2和 B1、B2、G1、G2混合标准品

配制六种黄曲霉毒素的混合标准系列。由于标准储备

液浓度不同, 最终配成的标准系列 M2 浓度分别为

0.25、0.50、1.00、5.00、10.00、20.00 μg/kg, 其他五
种黄曲霉毒素需计算各自的浓度系列。由浓度从低到

高的顺序进样, 以黄曲霉毒素的峰面积 Y 对含量 X 
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(ng)进行线性回归。在线性范围内, 六条回归方程线
性良好, 相关系数 R2在 0.9993~0.9999。 

3.3  方法的准确度与精密度 

本研究选取具有代表性的动物肝脏鸡肝和猪肝

进行方法验证。样品本底中六种黄曲霉毒素均未检

出。进行 0.5、2.5、5.0 μg/kg水平加标回收, 鸡肝样
品六种黄曲霉毒素回收率为 70.2%~94.1%, 猪肝回
收率为 72.8%~90.2%, 准确性均较好。两种基质每 

表 1  方法检出限和定量限(n=3) 
Table 1  The detection limit and the limit of quantification (n=3) 

样品基质 μg/kg M2 M1 G2 G1 B2 B1 

鸡肝 
LOD 0.48 0.57 0.36 0.53 0.21 0.39 

LOQ 0.14 0.17 0.11 0.16 0.063 0.12 

猪肝 
LOD 0.45 0.59 0.33 0.54 0.16 0.41 

LOQ 0.14 0.18 0.10 0.16 0.048 0.12 

 

图 1  猪肝加标色谱图 
Fig. 1  Chromatogram of liver 

出峰顺序: M2、M1、G2、G1、B2、B1; 标准加入量(μg/kg): 0.50、0.57、0.16、0.58、0.17、0.57 

 

图 2  六种黄曲霉毒素混标色谱图 
Fig. 2  Chromatogram of six mixed aflatoxins standards 

(出峰顺序: M2、M1、G2、G1、B2、B1: 2.00、2.28、0.64、2.23、0.68、2.28 μg/kg) 
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表 2  样品加标回收结果 (n=3) 
Table 2  Recovery results of spiked sample (n=3) 

AF 
M2 (μg/kg) M1 (μg/kg) G2 (μg/kg) 

添加水平 平均值 回收率(%) RSD (%) 添加水平 平均值 回收率(%) RSD (%) 添加水平 平均值 回收率(%) RSD (%)

鸡肝 

0.50 0.36 72.0 7.22 0.57 0.40 70.2 5.49 0.16 0.13 81.3 10.2 

2.50 1.77 70.8 12.5 2.85 2.33 81.7 5.24 0.80 0.61 76.4 7.57 

5.00 3.52 70.4 10.2 5.70 4.38 76.9 3.58 1.60 1.27 79.3 6.86 

猪肝 

0.50 0.37 73.0 6.28 0.57 0.42 72.8 6.71 0.16 0.12 72.9 8.92 

2.50 1.91 76.2 5.25 2.83 2.23 78.8 2.67 0.80 0.60 75.0 5.74 

5.00 3.73 74.6 8.95 5.70 4.44 77.8 10.1 1.60 1.25 78.1 9.81 

AF 
G1 (μg/kg) B2 (μg/kg) B1 (μg/kg) 

添加水平 平均值. 回收率(%) RSD (%) 添加水平 平均值. 回收率(%) RSD (%) 添加水平 平均值 回收率(%) RSD (%)

鸡肝 

0.58 0.45 77.6 6.89 0.17 0.16 94.1 6.28 0.57 0.45 78.9 5.47 

2.90 2.40 82.8 5.05 0.85 0.64 75.7 11.4 2.85 2.42 84.9 8.92 

5.80 4.25 73.3 4.46 1.70 1.36 79.8 9.12 5.70 4.02 70.6 5.91 

猪肝 

0.58 0.47 80.2 7.72 0.17 0.15 90.2 12.3 0.57 0.47 82.5 12.9 

2.90 2.35 81.1 6.40 0.85 0.69 81.0 5.10 2.85 2.33 81.8 6.74 

5.80 4.43 76.3 3.56 1.70 1.25 73.6 6.81 5.70 4.37 76.7 9.55 

 
 
个加标水平做 3 水平重复实验, 变异系数(RSD)最大
值来源于猪肝黄曲霉毒素 B1加标 0.47 μg/kg 时的重
复实验, 为 12.9%。目前我国尚无黄曲霉毒素的验证
标准, 依照欧盟发布的的黄曲霉毒素检测方法的验
证标准[7], 在黄曲霉毒素 B1小于 1.0 μg/kg加标水平, 
RSDr 应小于 40%, 回收率在 50%~120%, 1.0~10.0 
μg/kg 加标水平 , RSDr 应小于 20%, 回收率在
70%~110%。黄曲霉毒素 M1大于 0.05 ng/L加标水平, 
RSDr应小于 20%, 回收率在 70%~110%(表 2)。本方
法验证六种黄曲霉毒素的结果均符合且优于该标准。 

3.4  实际样品的检测 

从市场采集了 5个鸡肝样品和 10个猪肝样品进
行检测, 6种黄曲霉毒素的含量均为 0。 

4  结  论 

本研究以具有代表性的鸡肝和猪肝为研究对象, 
建立并验证了免疫亲和柱富集净化-光化学衍生-高
效液相色谱-荧光法检测动物肝脏中六种黄曲霉毒素
含量的方法。同以往的检测方法[5,8]仅针对四种黄曲

霉毒素相比, 该方法首次实现对肝脏中六种黄曲霉
毒素的同时检测。经验证, 该方法在线性范围内相关

性良好, 方法检出限满足痕量分析要求, 在不同加标
水平六种黄曲霉毒素回收率均大于 70%, 优于文献[8]

方法(68.71%~83.42%)。同水平下多次重复试验变异
系数均小于 12.9%, 表现出较高的准确度与精密度。
同时方法前处理简单, 不需消化处理, 样品干扰较小, 
不需要特殊的质谱联用等检测仪器即可完成分析 , 
可满足一般实验室的检测条件。 
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