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小麦和玉米中脱氧雪腐镰刀菌烯醇与雪腐镰刀菌
烯醇的免疫亲和净化-高效液相色谱检测方法研究 
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摘  要: 目的  建立小麦和玉米中脱氧雪腐镰刀菌烯醇与雪腐镰刀菌烯醇的免疫亲和净化-高效液相色谱检测

方法。方法  样品经纯水提取后, 用免疫亲和柱净化, 经甲醇洗脱, 在 C18色谱柱上等度洗脱分离, 采用紫外检

测器检测。结果  标准曲线在 0.1~2.0 mg/kg 范围内线性良好。小麦基质中脱氧雪腐镰刀菌烯醇的回收率为

72.8 %~110.1 %, 精密度为 3.6 %~10.8 %, 实验室内 HorRat值为 0.24~0.48; 玉米中脱氧雪腐镰刀菌烯醇的回收

率为 72.2 %~90.6 %, 精密度为 1.2 %~5.2 %, 实验室内 HorRat值为 0.07~0.31。小麦基质中雪腐镰刀菌烯醇的

回收率为 58.9 %~100.4 %, 精密度为 3.6 %~11.3 %, 实验室内 HorRat值为 0.23~0.63; 玉米中雪腐镰刀菌烯醇

的回收率为 56.9 %~91.9 %, 精密度为 2.5 %~7.8 %, 实验室内 HorRat值为 0.11~0.43。结论  该方法具有灵敏

度高、重现性好、操作简便、准确可靠等特点, 适用于小麦和玉米中脱氧雪腐镰刀菌烯醇与雪腐镰刀菌烯醇的

测定。 
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Determination and analysis of deoxynivalenol and nivalenol in wheat and 
corn using immunoaffinity column cleanup and high performance 

 liquid chromatography 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of deoxynivalenol (DON) and 

nivalenol (NIV) in wheat and corn by using immunoaffinity column cleanup and high performance liquid 

chromatography (HPLC). Methods  The sample was extracted with water, then passed through the 

immunoaffinity column containing antibodies specific for DON and NIV. The DON and NIV were sequentially 

eluted by 0.5 mL methanol and 1.5 mL acetonitrile, and then were separated on C18 column. The DON and NIV 

were detected by HPLC/UV. Results  The linear ranges of aflatoxin were 0.1~2.0 mg/kg, and the recoveries of 
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DON at 0.1~2.0 mg/kg spiked levels were from 72.8 % to 110.1 % for wheat matrix and from 72.2% to 90.6 % 

for corn matrix respectively. Recoveries of NIV at 0.1~2.0 mg/kg spiked levels were from 58.9 % to 100.4 % 

for wheat matrix and from 56.9% to 91.9% for corn matrix respectively. The RSDr of DON at 0.1~2.0 mg/kg 

spiked levels ranged from 3.6% to 10.8% for wheat matrix and from 1.2% to 5.2% for corn matrix respectively. 

The RSDr of NIV at 0.1~2.0 mg/kg spiked levels ranged from 3.6% to 11.3% for wheat matrix and from 2.5% 

to 7.8% for corn matrix respectively. The laboratory HorRat values of DON at 0.1~2.0 mg/kg spiked levels 

were from 0.24 to 0.48 for wheat matrix and from 0.07 to 0.31 for corn matrix respectively, and within 

laboratory HorRat values of NIV at 0.1~2.0 mg/kg spiked levels were from 0.23 to 0.63 for wheat matrix and 

from 0.11 to 0.43 for corn matrix respectively. Conclusion  The developed method was simple and accurate, 

and it could be applied for the determination of DON and NIV in wheat and corn. 

KEY WORDS: deoxynivalenol; nivalenol; immunoaffinity column cleanup; high performance liquid 

chromatography 
 
 

 

1  引  言 

单端孢霉烯族毒素(trichothecenes)是一大族化学

性质相关的真菌毒素, 由镰刀菌属、漆斑霉属、木霉

属、单端孢属、头孢霉属、轮枝孢霉属和黑色葡萄状

穗霉属中的一些真菌产生。单端孢霉烯族毒素对真核

细胞具有多重抑制作用 , 通过对蛋白质、DNA 和 

RNA 合成的抑制, 以及对线粒体功能、细胞分裂和

膜功能的抑制, 从而对人类和动物的健康产生免疫

抑制作用[1]。 

单端孢霉烯族毒素划分为 4种类型: A、B、C、

D型, 其中, B型单端孢霉烯族毒素比较常见。B型单

端孢霉烯族毒素是由镰刀菌产生的一类次级代谢产

物, 其基本结构为四环的倍半萜, 其中脱氧雪腐镰刀

菌烯醇 (deoxynivalenol, DON)与雪腐镰刀菌烯醇

(nivalenol, NIV)污染范围较广, 污染水平较高, 广泛

存在于多种谷物(小麦、玉米)及其制品中[2]。 

DON 又称呕吐毒素, 对饲料的污染率和污染水

平居镰刀菌毒素之首, 可以抑制蛋白质合成, 破坏大

脑神经化学物质, 如果长期摄入, 还会引起机体免疫

能力降低。1998 年, 国际癌症研究机构(International 

Agency for Research on Cancer, IARC)公布的评估报

告中, DON被列为第 3类致癌物。近年来研究[3]表明, 

DON 与人类食管癌、IgA 肾病、胃癌、骨关节病有

关。NIV具有与前者相似的毒性, 虽然其污染率与毒

性相对较低, 但也广泛存在于多种农作物中, 危害性

不容忽视。 

在食品和饲料中, 单端孢霉烯族毒素主要来源

于被真菌污染的小麦和玉米等粮食。由这些原料加工

成的早餐麦片、焙烤制品、啤酒及配合饲料等产品中, 

往往含有单端孢霉烯族毒素[4,5]。如果饲养动物的饲

料中含有单端孢霉烯族毒素, 它们可能通过奶、肉及

蛋进入人类和动物的食物链[6-8]。因此, 对于小麦和

玉米等原料中DON和NIV的检测对于防范毒素污染

具有比较重要的意义。这些霉菌毒素可能正通过被污

染的谷物、饲料和由这些饲料喂养的动物所提供的食

品(奶、肉、蛋等)进入食物链。 

国际上对于 DON 的检测方法研究进展很快。

Trucksess 等 [9,10]先后提出了薄层色谱法 (thin layer 

chromatography, TLC) 和 高 效 液 相 色 谱 法 (high 

performance liquid chromatography, HPLC)等检测方

法; Tacke 等[11]提出了采用柱净化法结合电子捕获检

测器的气相色谱法 (gas chromatography/electron 

capturedetector, GC/ECD); Casale等[12]提出了酶联免

疫吸附试验法(enzyme linked immunosorbent assay, 

ELISA)。而对于 NIV的检测方法, 相关研究较少, 目

前也未有国家对该毒素提出限量标准。本实验提出采

用免疫亲和柱(immunoaffinity column, IAC)净化结合

高效液相色谱法对 DON、NIV 同时进行检测, 该方

法操作简便、定量准确、重复性好, 可作为现有检测

方法的有效补充。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

高效液相色谱仪: SHIMADZU LC-20A, 配备紫

外检测器, 日本; 色谱柱: Agilent Eclipse XDB-C18, 

4.6 mm×250 mm, 5 μm, 美国; 分析天平: METTLER 

PM480, 瑞士; 粉碎机: Robot Coupe Blixer 3, 法国; 高
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速均质器: IKA T25, 德国; 超纯水系统: MILLIPORE 

Synergy, 美国; 离心机: HITACHI CR 22GⅢ, 日本; 氮

吹仪: Biotage Turbovap LV, 美国。 

Merk色谱纯甲醇, 乙腈, 德国; Vicam DON-NIV 

WB免疫亲和柱, 美国; Supelco DON标准溶液(CAS

号 51481-10-8), 美国; Fluka NIV 标准溶液 CAS 号

23282-20-4), 美国; Vicam玻璃纤维滤纸, 美国; 超纯水。 

2.2  实验方法 

2.2.1  标准工作溶液的配置 

将 DON和 NIV标准原液氮气吹干, 以空白基质

提取液分别配置成 0、0.1、0.5、1.0、2.0 μg/mL的标

准工作液。 

2.2.2  样品前处理 

取 20 g充分粉碎过的小麦或玉米样品, 加入 100 

mL超纯水, 高速均质 3 min, 取 40 mL置于离心管中, 

4000 r/min离心10 min, 离心上清液以玻璃纤维滤纸过滤。 

取 5 mL滤液缓慢通过免疫亲和柱, 流速 1滴/s, 

随后以 10 mL 超纯水淋洗免疫亲和柱, 最后以 0.5 

mL甲醇和 1.5 mL乙腈洗脱 DON和 NIV。洗脱液氮

气吹干, 以 0.5 mL 10 %乙腈水溶液定容。 

2.2.3  液相色谱条件 

流动相: 10 %乙腈水溶液, 流速: 0.9 mL/min, 柱

温: 30 ℃, 检测波长: 218 nm, 进样量: 50 μL。 

3  结果与讨论 

3.1  色谱条件的优化 

3.1.1  检测波长的确定 

在液相色谱上进行紫外全波长扫描, 根据得到

的光谱图分析, 如图 1所示, DON和 NIV在 218 nm

处具有最强的吸收, 在该波长下测定, 既保证了检测

灵敏度, 又有效避免了杂质干扰。 

3.1.2  流动相的优化 

根据Cahill等[13]的研究, 流动相采用水/乙腈(9:1, 

v:v)对 DON 获得较好的分离效果。本实验采用该流

动相体系, 同时将流速降低至 0.9 mL/min, 对NIV也

获得了较好的分离效果。图 2为 DON和 NIV标准品

色谱图。 

3.1.3  柱温的选择 

本实验比较分析了 20 ℃、30 ℃、40 ℃柱温下DON

和 NIV 保留时间、响应值等差别, 结果显示 3 种柱温

条件无显著差异, 为保证检测稳定性和重现性, 以及

提高检测效率、降低能耗, 最终确定柱温为 30 ℃。 

 

图 1  DON和 NIV紫外全波长扫描 3D光谱图 

Fig. 1  UV spectra of full wavelength scan of DON and NIV 

 
3.1.4  进样量的确定 

本实验比较分析了 10 μL、50 μL、100 μL进样量

下 DON和 NIV保留时间、响应值等差别, 结果显示 3

种进样量条件无显著差异, 为最大限度提高检测灵敏

度, 以及降低进样量误差, 最终确定进样量为 50 μL。 

3.2  提取液和净化柱的选择 

试样中 DON和 NIV的提取大多采用纯水、乙腈

-水或甲醇-水等体系, 提取液经过离心、过滤后采用

固相萃取柱、多功能净化柱、免疫亲和柱进行富集、

净化[14-16]。通过本实验对以上 3 种提取体系的比较, 

结果显示都具有较好的提取效率, 由于乙腈和甲醇

毒性较大, 故本实验最终采用纯水作为提取剂。 

免疫亲和技术是利用免疫化学反应原理, 采用

大剂量的单克隆抗体, 选择性吸附提取液中的抗原

物质。相比较于其他净化方式, 免疫亲和净化处理具

有特异性强、灵敏度高、回收率高等优点, 而且操作

简便, 快速高效, 大大提高了净化效率, 缩短了处理

时间。同时又显著减少了以往净化操作中有毒有害试

剂的使用量, 有利于保护实验操作人员的健康安全。 

3.3  方法性能 

3.3.1  标准曲线和检测低限 

以空白基质提取液配置脱氧雪腐镰刀菌烯醇与

雪腐镰刀菌烯醇梯度系列标准溶液, 在 0.1~2.0 mg/kg

范围内, 对所得峰面积与浓度进行回归分析, 结果显

示线性关系良好。回归方程和相关系数如表 1所示。 
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图 2  DON和 NIV标准品色谱图 

Fig. 2  Chromatograms of DON and NIV 

表 1  脱氧雪腐镰刀菌烯醇与雪腐镰刀菌烯醇线性范围和相关系数 
Table 1  Linear ranges and correlation coefficients of DON and NIV 

化合物 线性方程 线性范围(mg/kg) 相关系数(r) 

脱氧雪腐镰刀菌烯醇 (DON) Y=1.39639e-5X+4.60974e-3 0.1~2.0 0.9999775 

雪腐镰刀菌烯醇线 (NIV) Y=1.98207e-5X+1.37444e-2 0.1~2.0 0.9999709 

 

该方法脱氧雪腐镰刀菌烯醇与雪腐镰刀菌烯醇

的检测低限皆为 0.1 mg/kg, 该浓度水平下的色谱峰

可以达到 10倍信噪比要求, 同时满足国际限量要求。 

3.3.2  回收率和精密度 

在 0.1~2.0 mg/kg 范围内, 小麦基质中脱氧雪腐

镰刀菌烯醇的回收率为 72.8 %~110.1 %, 精密度为

3.6%~10.8%, 实验室内 HorRat值为 0.24~0.48; 玉米

中脱氧雪腐镰刀菌烯醇的回收率为 72.2%~90.6 %, 

精密度为 1.2%~5.2%, 实验室内 HorRat 值为

0.07~0.31。小麦基质中雪腐镰刀菌烯醇的回收率为

58.9 %~100.4 %, 精密度为 3.6%~11.3%, 实验室内

HorRat 值为 0.23~0.63; 玉米中雪腐镰刀菌烯醇的回

收率为 56.9%~91.9%, 精密度为 2.5%~7.8%, 实验室

内 HorRat值为 0.11~0.43。 

4  结  论 

本研究采用免疫亲和净化结合高效液相色谱检

测小麦和玉米中脱氧雪腐镰刀菌烯醇与雪腐镰刀菌

烯醇, 该方法具有灵敏度高、重现性好、操作简便、

准确可靠等特点, 可以满足日常检测业务的需求, 值

得推广应用。 
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