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摘  要: 目的  建立胶束电动毛细管色谱法(micellar electrokinetic chromatographic, MEKC)测定 3 种交链孢毒

素[交链孢酚(alternariol, AOH)、交链孢酚单甲醚(alternariol monomethyl ether, AME)和交链孢菌酮酸(tenuazonic 

acid, TeA)]主成分含量的新分析方法。方法  以未涂层熔融石英毛细管柱(50 μm×30 cm, 20 cm, i.d.)为分离柱, 

分别以 3 种分离缓冲溶液[40 mmol/L Na2B4O7-120 mmol/L 十二烷基硫酸钠(sodium dodecyl sulfate, SDS)(含体

积分数为 5%的乙腈)、30 mmol/L Na2B4O7-40 mmol/L SDS(含体积分数为 30%的异丙醇)和 60 mmol/L 

Na2B4O7-180 mmol/L 脱氧胆酸钠]及 2 种样品缓冲溶液[8 mmol/L 硼砂(含体积分数为 57%的甲醇用于 AOH 和

TeA)、8 mmol/L 硼砂(含体积分数为 57%的异丙醇用于 AME)]分析 AOH、AME 和 TeA 的主成分含量。结果  

AOH、AME、TeA 的方法精密度分别为 0.05%、0.01%和 0.21%(n=5), 检出限分别为 5、15 和 0.5 mg/L。主成

分含量分别为 99.94%、99.78%和 97.28%, 且与高效液相色谱法(high performance liquid chromatography, HPLC)

的结果无显著差异(α=0.05)。结论  MEKC 法可作为 HPLC 法测定 3 种交链孢毒素主成分含量方法的互补方

法, 能够满足 3 种交链孢菌毒素主成分含量分析的要求。 

关键词: 胶束电动毛细管色谱法; 交链孢毒素; 交链孢酚; 交链孢酚单甲醚; 交链孢菌酮酸 
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ABSTRACT: Objective  To establish a new method for the main component analysis of alternariol (AOH), 

alternariol monomethyl ether (AME) and tenuazonic acid (TeA) by micellar electrokinetic chromatographic (MEKC). 

Methods  An uncoated fused-silica capillary (50 μm×30 cm, 20 cm) was used for separation. Three kinds of 

separation buffer [40 mmol/L Na2B4O7-120 mmol/L SDS containing 5% (V/V) acetonitrile, 30 mmol/L Na2B4O7-   

40 mmol/L SDS containing 30% (V/V) isopropanol and 60 mmol/L Na2B4O7-180 mmol/L sodium doexycholate] 
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combining with 2 kinds of sample buffer [8 mmol/L Na2B4O7 containing 57% (V/V) methanol for AOH and TeA,    

8 mmol/L Na2B4O7 containing 57% (V/V) isopropanol for AME] were used for main component analysis of 3 kinds of 

alternaria toxins. Results  The precision of the method of AOH, AME and TeA was 0.05%, 0.01% and 0.21% (n=5), 

respectively. The limit of detection was 5, 15 and 0.5 mg/L, respectively. The main components of the 3 kinds of 

alternaria toxins were 99.94%、99.78% and 97.28%, respectively. There was no significant difference between the 2 

methods of MEKC and high performance liquid chromatography (HPLC) (α=0.05). Conclusion  The established 

MEKC is an alternative method to the HPLC, which can meet the requirements for the main component analysis of 

the above 3 kinds of toxins. 

KEY WORDS: micellar electrokinetic chromatography; alternaria toxin; alternariol; alternariol monomethyl ether; 

tenuazonic acid 
 

 

1  引  言 

交链孢霉(alternaria species)常污染小麦、西红柿等农

作物[1], 其代谢产物交链孢酚(alternariol, AOH)、交链孢酚

单甲醚(alternariol monomethyl ether, AME)和交链孢菌酮酸

(tenuazonic acid, TeA)已于 2011 年被欧盟食品安全局

(european food safety authority, EFSA)证实有遗传毒性和致

突变性[2]。流行病调查表明其可能与我国部分地区食管癌

高发有相关性[3], 食品中交链孢毒素的污染已成为我国一

个重要的公共卫生问题。 

有关交链孢毒素的检测方法、毒性研究、风险评估等

的研究成为近几年国内外的研究热点, 而检测所需 AOH、

AME 和 TeA 对照品均来自于国际知名商业试剂公司且价

格昂贵。随着国内研究越来越多[4-9], 出现了较价廉的上述

3 种 毒 素 的 对 照 品 , 并 附 有 高 效 液 相 色 谱 法 (high 

performance liquid chromatography, HPLC)测试证书, 为确

认证书上的值能够满足标准物质候选物的要求, 有必要建

立与 HPLC 分离原理不同的新分析方法, 为上述 3 种毒素

的标准物质研制提供技术支撑。鉴于所需样品量少且与

HPLC 原 理 完 全 不 同 的 毛 细 管 电 泳 法 (capillary 

electrophoresis, CE)早已成功地用于纯度[10]或基体标物[11]

的定值 , 本研究建立了胶束电动毛细管色谱法 (micellar 

electrokinetic chromatographic, MEKC)测定上述 3种交链孢

毒素主成分分析的新方法, 并与本实验室的 HPLC 法的测

定结果及测试证书标识结果进行比较, 以期满足 3 种交链

孢菌毒素主成分含量分析的要求。与 HPLC 方法相比, 本

方法运用更少的有机溶剂进行分析, 为这些样品的标准物

质研制提前做好技术储备。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

Beckman P/ACE MDQ 型毛细管电泳仪(具二极管阵

列检测器, 美国贝克曼库尔特公司); 内径 50 μm 未涂层熔

融石英毛细管(河北永年瑞沣色谱器件有限公司); Millipore 

Milli-Elix/RiOs 型 超 纯 水 器 ( 美 国 密 理 博 公 司 ); 

Vortex-Genie 2 涡旋混合器(美国 Scientific Industries, Inc.); 

Mettler Toledo XPE 105 电子天平(分度值: 0.01 mg, 瑞士梅

特勒-托利多集团)。 

十水合四硼酸钠(Na2B4O7ꞏ10H2O, >99.5%, 中国医药

公司北京采购供应站); 氢氧化钠(NaOH, 优级纯, 北京化

工厂); 十二烷基硫酸钠(sodium dodecyl sulfate, SDS)(≥

99%, 美国 Sigma-Aldrich 公司 ); 脱氧胆酸钠 (sodium 

deoxycholate, SD) (≥98%, 百灵威科技有限公司); 甲醇、乙

腈、异丙醇(色谱纯, 美国 Sigma-Aldrich 公司); 三氟乙酸

(trifluoroacetic acid, 德国 Merck KgaA 集团); 3 种交链孢毒

素对照品由北京农业品质标准与检测技术研究中心提供。 

2.2  溶液配制 

样品缓冲溶液 1: 8 mmol/L 硼砂(含体积分数为 57%的

甲醇), 用于溶解 AOH 和 TeA。 

样品缓冲溶液 2: 8 mmol/L 硼砂(含体积分数为 57%的

异丙醇), 用于溶解 AME。 

储备液: 分别称取 1 mg AOH、1 mg TeA 和 0.5 mg 

AME 于 1.5 mL 塑胶离心管中, 加入 1 mL 甲醇, 于 40 ℃

水浴中超声至完全溶解, 配制成品质浓度为 1 g/L 和 0.5 

g/L 储备液, -20 ℃保存。 

2.3  样品前处理 

在使用前, 分别取 10 μL AOH、10 μL TeA 储备液和

100 μL AME 储备液于 200 μL PCR 管中, 在氮气流下吹至

近干, AOH 和 TeA 均分别用 100 μL 样品缓冲溶液 1 溶解, 

AME 用 100 μL 样品缓冲溶液 2 溶解, 涡旋混匀即可进样。 

2.4  毛细管的预处理 

新毛细管在 20 psi, 分别用 1 mol/L NaOH 洗 20 min、

水洗 5 min 及分离缓冲溶液洗 5 min。每次进样前, 在 20 psi, 

分别用 1 mol/L NaOH 洗 2 min, 水洗 1 min, 分离缓冲溶液

洗 1 min, 以保证迁移时间和校正峰面积的重现性。 
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2.5  电泳与液相色谱条件 

未涂层熔融石英毛细管(50 μm×30 cm, 20 cm, i.d.)分

离电压: AOH 和 TeA 均为 10 kV, AME 为 25 kV; 检测波长: 

AOH 和 TeA 为 275 nm, AME 为 263 nm; 进样压力: 3.448 

kPa; 进样时间: 4 s; 操作温度: 15 ℃; 分离缓冲溶液: AOH

为 40 mmol/L Na2B4O7＋120 mmol/L SDS＋5% 乙腈; AME

为 30 mmol/L Na2B4O7＋40 mmol/L SDS＋30% 异丙醇; 

TeA 为 60 mmol/L Na2B4O7＋180 mmol/L SD。 

色谱柱: 菲罗门色谱柱(Gemini, 6 mm×150 mm, 5 μm); 

流动相 A: 0.05% 三氟乙酸(trifluoroacetic acid, TFA)-水; 

流动相 B: 0.05% TFA-乙腈; 流速: 1 mL/min; 进样量: 10 

μL; 检测波长: AOH 和 TeA 均为 275 nm, AME 为 263 nm; 

样品介质: 甲醇。梯度洗脱见表 1。 

 
表 1  HPLC 梯度洗脱程序 

Table 1  Gradient elution program for HPLC 

 时间/min 流速/(mL/min) 流动相 A 流动相 B

1 0.01 1.00 60.0 40.0 

2 10.00 1.00 60.0 40.0 

3 12.00 1.00 20.0 80.0 

4 22.00 1.00 20.0 80.0 

5 25.00 1.00 60.0 40.0 

 

3  结果与分析 

3.1  检测波长的选择 

3 种交链孢毒素的紫外吸收波长与介质有关, 乙醇介

质中, AOH 分别在 218、258、302 和 330 nm 有吸收峰[12], 

TeA 在酸性甲醇溶液中, 分别在 218 和 277.8 nm 有 2 个吸

收峰; 在中性甲醇溶液中, 在 240 nm 有最大吸收峰; 在甲

醇溶液中, 最大吸收峰为 280 nm[13]。在乙腈-水(含 0.1%磷

酸)HPLC 流动相中, AOH 和 AME 的检测波长为 256 nm, 

TeA 的检测波长为 280 nm[8]。本研究通过二级管阵列检测

器在线扫描 CE 分离缓冲溶液中的 3 种交链孢毒素紫外吸

收光谱图, 见图 1。AOH、AME、TeA 分别在 274、264、

277 nm 处有最大吸收, 为比对方便, 故选择 275 nm 为

AOH 和 TeA 的检测波长, 263 nm 为 AME 的检测波长。 

3.2  样品缓冲溶液的选择 

TeA 的解离常数 pKa 为 3.35[14]。用 EPI suite 4.1 软件

估算 AOH、AME 和 TeA 的 Log Kow 分别为 2.35、2.91 和

0.65, 说明 AOH 和 AME 为疏水性毒素, 根据相似相溶原

理, 易溶于有机溶剂, 而 TeA 则易溶于水、碱或极性有机

溶剂中。因此, 首选甲醇作为溶剂以配制储备液, 但在 CE

分离过程中, 不导电的纯有机溶剂极易造成断电而使仪器

无法正常工作的现象, 故向有机溶剂中加入硼砂以增加样

品溶液的导电性, 从而减少断电现象。比较了甲醇-硼砂和

乙腈-硼砂样品缓冲溶液对 3 种交链孢毒素出峰的影响, 乙

腈-硼砂缓冲溶液易造成出峰异常, 故选择甲醇-硼砂作为

样品缓冲溶液。经优化, 8 mmol/L 硼砂(含体积分数为 57%

的甲醇)用于稀释 AOH 和 TeA 的储备液, 但该样品缓冲溶

液稀释 AME 时, 导致 AME 出峰不稳定。又比较了异丙醇

-硼砂和甲醇-硼砂, 最终用 8 mmol/L 硼砂(含体积分数为

57%的异丙醇)稀释 AME 的储备液。 

 

 
 

图 1  在线扫描 AOH、TeA 和 AME 在 MEKC 分离缓冲溶液中的

紫外吸收光谱图 

Fig.1  Ultraviolet absorption spectrum of on-line scanning of AOH, 
AME and TeA in MEKC separation buffer 

 

3.3  分离缓冲溶液体系与浓度的选择 

鉴于 TeA 为弱酸, 而 AOH 及 AME 为中性化合物, 故
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选用硼砂为分离缓冲体系, 且选用利于带电与不带电的中

性物质同时分离的 MEKC 分离模式。为找到最佳分离条件, 

往往要做很多次条件优化试验。运用统计学方法探寻多种

影响因素之间的相互关系并尽可能以最少试验次数得到最

佳分离条件的方法已应用于CE最佳分离条件的优化[15,16]。

均匀设计是一种只考虑实验点在实验范围内均匀散布的一

种实验设计方法, 是通过一套精心设计的均匀表来安排实

验。均匀试验是每个因素的每个水平做且仅做一次, 试验

只考虑实验点的“均匀散布”, 而不考虑“整齐可比”, 因此

与正交设计相比, 试验次数又大大减少。具体步骤为: ① 确

定影响因素。影响分离的主要影响因素分别为 3 个(硼砂、

SDS 和乙腈/异丙醇)和 2 个(硼砂和 SD); ② 根据经验, 在一

定范围内设定 3 个或 2 个影响因素的浓度范围并在此范围

内等距选定各影响因素的浓度水平, 本研究分别等距选定

了 6、5 和 7 个浓度水平; ③ 选定相应因素水平的均匀设计

表并进行试验。选定 U6
*(64)、U5 (5

3)和 U7
*(74)设计表及使

用表[17], 分别按表 2、表 3 和表 4 进行试验。按表 2 优化, 第

5 组分离缓冲体系对 AOH 的分离效果最好(见图 2)。按表

3 优化, 第 2 组分离缓冲体系对 AME 的分离效果最好(见

图 3)。按表 4 优化, 第 6 组分离缓冲溶液对 TeA 的分离效

果最好 (见图 4)。最终分别以 40 mmol/L Na2B4O7-120 

mmol/L 十二烷基硫酸钠(sodium dodecyl sulfate, SDS) (含

体积分数为 5%的乙腈)、30 mmol/L Na2B4O7-40 mmol/L 

SDS ( 含 体 积 分 数 为 30% 的 异 丙 醇 ) 和 60 mmol/L 

Na2B4O7-180 mmol/L 脱氧胆酸钠作为缓冲溶液分离 AOH、

AME 和 TeA。 
 

表 2  AOH 的分离缓冲溶液中各组分浓度优化表 
Table 2  Optimization of the concentration of each component in 

the separation buffer solution of AOH 

序号 硼砂/(mmol/L) SDS/(mmol/L) 乙腈/% 

1 20 100 9 

2 25 140 15 

3 30 180 7 

4 35 80 13 

5 40 120 5 

6 45 160 11 

 

表 3  AME 的分离缓冲溶液中各组分优化浓度表 
Table 3  Optimization of the concentration of each component in 

the separation buffer solution of AME  

序号 硼砂/(mmol/L) SDS/(mmol/L) 异丙醇/% 

1 25 50 20 

2 30 40 30 

3 35 30 15 

4 40 20 25 

5 45 60 35 

表 4  TeA 的分离缓冲溶液中各组分浓度优化表 
Table 4   Optimization of the concentration of each component 

in the separation buffer solution of TeA  

序号 硼砂/(mmol/L) SD/(mmol/L) 

1 10 160 

2 20 100 

3 30 200 

4 40 140 

5 50 80 

6 60 180 

7 70 120 

 

 
 

注: 2: AOH, 1 和 3~5: 杂质。 

图 2   AOH 在最佳分离缓冲溶液中的电泳图 

Fig.2 Electropherogram of AOH in optimal separation buffer solution 
 

 
 

注: 1: AME, 2: 杂质。 

图 3  AME 在最佳分离缓冲溶液中的电泳图 

Fig.3  Electropherogram of AME in optimal separation buffer 
solution 

 
3.4  方法精密度与检出限 

将 1 g/L AOH和TeA、0.5 g/L AME溶液连续进样 5次, 所

得迁移时间的相对标准偏差(relative standard deviation, RSD)分别

为 0.39%、0.57%和 0.51%。校正峰面积的相对标准偏差分别为

3.5%、1.5%和 1.9%。 

此方法 AOH 的检出限 (limit of detection, LOD)为    
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5 mg/L (S/N=3), 定量限(limit of quantity, LOQ)为 15 mg/L 

(S/N=10); AME 的检出限为 15 mg/L, 定量限为 45 mg/L; 

TeA 检出限为 0.5 mg/L, 定量限为 1.5 mg/L。 

 

 
 

注: 1: 杂质, 2: TeA。 

图 4  TeA 在最佳分离缓冲溶液中的电泳图 

Fig.4  Electropherogram of TeA in optimal separation buffer 
solution 

 

3.5  3 种交链孢毒素主成分含量测定 

分别称取 3 份样品各 1 mg(AME 称取 0.5 mg), 按

2.2 的方法进行溶解 , 配制成 3 个质量浓度均为 1 

g/L(AME 为 0.5 g/L)的溶液, 按 2.3 电泳条件平行测定 3

次。为验证本方法的准确性, 同时采用 HPLC 法进行分

析, 3 种毒素均溶于甲醇, AOH 和 TeA 的质量浓度为 1 

g/L、AME 的质量浓度为 0.5 g/L。HPLC 法采用峰面积

归一化法定量, MEKC 法采用校正峰面积归一化法定量
[18]。2 种方法测定的 3 种交链孢毒素主成分含量经 t 检

验无显著差异, 与标识含量也无显著差异(α=0.05) (见图

5~7 和表 5)。 

 

 
 

注: a: AOH 电泳图, b: 空白电泳图。 

1: AOH, 2: 杂质。 

图 5  AOH 主成分分析的电泳图 

Fig.5  Electropherogram of main component analysis of AOH 

 
 
 
 

注: a: AME 电泳图, b: 空白电泳图。 

1: 杂质, 2: AME。 

图 6  AME 主成分分析的电泳图 

Fig.6  Electropherogram of main component analysis of AME 
 

 

 
 
 
 

注: a 为 TeA 电泳图, b 为空白电泳图。 

1 为杂质, 2 为 TeA。 

图 7  TeA 主成分分析的电泳图 

Fig.7  Electropherogram of main component analysis of TeA 

 
 
表 5  3 种交链孢毒素的主成分含量测定结果(n=5) 

Table 5  Main component contents of 3 species of alternaria 
toxin (n=5) 

样品 HPCE 法/% RSD/% HPLC 法/% RSD/% 标识含量/%

AOH 99.94 0.05 99.95 0.01 99.18 

AME 99.78 0.01 99.83 0.02 99.98 

TeA 97.28 0.21 97.26 0.04 99.28 
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4  结  论 

采用胶束电动毛细管色谱法, 以内径 50 μm、有效长

度 20 cm 的熔融石英毛细管, 在 20 min 内即可完成 AOH、

AME、TeA 的主成分含量测定。相比于 HPLC 法, MEKC

法所需样品量少, 利于微升或毫克级样品量的交链孢毒素

样品的主成分含量测定, 同时具有良好的精密度与准确度, 

能够满足 AOH、AME、TeA 的主成分分析的检测需求。 
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