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玉米全粉中黄曲霉毒素 B1标准物质的研制 

李  丽, 李  鹏, 叶  金*, 焦梓毅，吴  宇, 刘彤彤，陈金男, 王松雪* 

(国家粮食和物资储备局科学研究院, 北京  100037) 

摘  要: 目的  研制玉米全粉中黄曲霉毒素 B1 成分分析的标准物质。方法  采用高效液相色谱法对玉米全粉

中黄曲霉毒素 B1 候选物进行均匀性检验、稳定性考察, 选取 8 家具有较高检测水平的实验室开展多家实验室

联合定值。结果  均匀性检验的方差分析结果显示 F 统计值＜F 临界值。稳定性监测结果分析显示, 候选物中黄曲

霉毒素 B1 未观测到不稳定性。该标准物质具有良好的均匀性, 可在常温(<25 ℃)下保存, 在低于 60 ℃的条件

下运输。玉米全粉中黄曲霉毒素 B1 标准物质定值结果为(27±3) μg/kg, k=2 (95%置信区间)。结论  本研究的标

准物质均匀性、稳定性良好, 定值结果准确。 

关键词: 玉米全粉; 黄曲霉毒素 B1; 标准物质; 均匀性; 稳定性; 定值; 不确定度 

Preparation for the certified reference material of aflatoxin B1 in corn powder 

LI Li, LI Peng, YE Jin*, JIAO Zi-Yi,WU Yu, LIU Tong-Tong, CHEN Jin-Nan,WANG Song-Xue* 

(Academy of National Food and Strategic Reserves Administration, Beijing 100037, China) 

ABSTRACT: Objective  To prepare a standard substance for the analysis of aflatoxin B1 in corn powder. Methods  

The homogeneity and stability of the reference material was inspected by high performance liquid chromatography. 

The property value was analyzed by 8 laboratories with abundant experiences in characterization of reference 

material. Results  The homogeneity was tested by the analysis of variance, and the result was Fstatistic value<Fcritical 

value. Analysis of stability monitoring results showed that no instability was observed in aflatoxin B1. The reference 

material had good uniformity and could be stored at room temperature (<25 ℃) and transported at less than 60 ℃. 

The value of aflatoxin B1 in corn powder was (27±3) μg/kg, k=2 (95%CI). Conclusion  The uniformity and stability 

of the reference material are good, and the result of determination is accurate 
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0  引  言 

黄曲霉毒素 B1(aflatoxin B1)是二氢呋喃氧杂萘邻酮的

衍生物, 含有一个双呋喃环和一个氧杂萘邻酮(香豆素)[1‒2]。

黄曲霉毒素 B1 是已知的化学物质中致癌性最强的一种, 被

世界卫生组织列为 I 类致癌物。其广泛存在于棉籽、玉米、



第 10 期 李  丽, 等: 玉米全粉中黄曲霉毒素 B1 标准物质的研制 4021 
 
 
 
 
 

花生、坚果类食品和饲料中, 严重威胁人类及禽畜的健康, 

受到世界各国的广泛关注[3‒6]。为控制黄曲霉毒素的危害, 

我国 GB 2761—2017《食品中真菌毒素限量》规定粮油及其

制品中黄曲霉毒素 B1 的限量值, 其中玉米、玉米面及玉米

制品限量值为 20 μg/kg。黄曲霉毒素 B1 的检测方法很多, 主

要有薄层色谱法[7]、酶联免疫法[8]、胶体金试纸条法[9]、高

效液相色谱法[10‒12]和液相色谱–质谱联用法等[13‒15]。为确保

检测结果的准确性、可靠性, 需要具有溯源性的高准确度的

黄曲霉毒素 B1 基体标准物质作为日常质控方式[16‒17]。 

近年来随着检测技术的提高及真菌毒素检测量的增加, 

对测量结果可靠性和溯源性需求日益增长[18‒19]。标准物质可

用于量值溯源及实验室质量保证能力的评价, 在实验室的检

验活动中发挥着重要作用[20]。根据标准物质数据库检索, 真

菌毒素的相关标准物质无论从品种上还是从数量上都无法满

足检测需要。因此有必要开展系统的真菌毒素类标准物质的

研制工作, 对保证检测结果准确可靠性具有重要意义。本研

究通过对全国代表性区域玉米进行筛查, 选择适宜的玉米候

选物, 经粉碎、均匀化技术、均匀性和稳定性检验及多家实

验室定值, 研制成玉米全粉中黄曲霉毒素 B1 基体标准物质, 

以期可为粮油及其制品中黄曲霉毒素 B1 检测质量控制、校准

测量仪器、考核人员操作水平等提供基准物质, 对我国粮食

质量安全控制具有重要的意义。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与试剂 

Agilent 1260 高效液相色谱仪(美国 Agilent 公司); 

AutoEVA-60 全自动浓缩氮吹仪[睿科仪器(厦门)有限公司]; 

固相萃取仪(上海安谱实验科技股份有限公司); GT10-1 高

速台式离心机(北京时代北利离心机有限公司); HY-2 调速

多用振荡器(常州国华电器有限公司)。 

甲醇、乙腈(色谱纯, 德国 Merk 公司); 氯化钠(分析纯, 

中国医药集团有限公司); 超纯水(香港 Waston 公司); AflaTest

免疫亲和柱(3 mL, 美国 VICAN 公司);  0.2 m PTFE 膜针头

过滤器(美国PALL公司); 有证标准物质GBW(E)100302甲醇

中黄曲霉毒素 B1[标准值为(1.96±0.06) μg/mL]、玉米全粉空白

(国家粮食和物资储备局科学研究院)。 

1.2  实验方法 

1.2.1  标准物质的制备 

根据 JJF 1006—1994《一级标准物质技术规范》要求, 

从全国代表性区域样品筛选出指标含量满足要求的玉米候

选样品, 候选样品经除杂、粉碎、过筛、混合, 用避光箔

袋真空封装, 按 100 g/袋包装, 共包装 500 个单元, 进行辐

照处理, (20±5) ℃保存。 

1.2.2  均匀性检验 

均匀性是标准物质的基本属性, 用于描述标准物质

特性的空间分布特征。在标准物质的研制(生产)过程中必

须进行均匀性评估。均匀性检验按照 JJF 1343—2012《标

准物质定值的通用原则及统计学原理》技术规范要求, 从

已经分装好的标准物质中抽取 15 个单元进行均匀性检验。

检验方法与定值方法相同, 每袋重复测定 3 次。 

1.2.3  稳定性考察 

稳定性是标准物质的另一个基本属性, 用于描述标

准物质的特性值随时间变化的性质, 即描述标准物质特性

的时间分布特征。标准物质的稳定性包括长期稳定性和短

期稳定性 2 部分。长期稳定性主要考察储存条件下的稳定

性, 本标准物质储存于室温(20±5) ℃避光保存的条件下, 

分别在第 0、1、2、3、6 个月进行实验, 每次选取 2 个包

装单元包装单元。  

短期稳定性实验模拟运输过程中出现的极端环境进

行考察, 将样品置于 60 ℃条件下, 分别在 0、1、3、5、7 d

进行监测, 测定方法与定值方法相同。 

1.2.4  定值方法研究 

标准物质样品用甲醇提取, 以免疫亲和柱净化富集, 

采用液相色谱法对玉米全粉中黄曲霉毒素 B1 进行定值。 

前处理方法 : 称取玉米粉(5 g, 精确至 0.001 g)于   

50 mL 离心管中, 加入 1 g 氯化钠, 准确加入 20 mL 70%甲

醇水, 涡旋提取 30 min, 7000 r/min 离心 5 min, 取 2 mL 上

清液于洁净 50 mL 离心管中, 加入 18 mL 水稀释。将上述

样液过免疫亲和柱, 上样后加 10 mL 水淋洗 2 次, 淋洗后

用真空泵抽干亲和柱, 用 2 mL 甲醇洗脱亲和柱, 真空泵抽

干后, 用氮气吹干, 用 1 mL 流动相溶液定容, 过 0.22 μm

滤膜, 待上机检测。 

液相色谱条件: Agilent 1260 高效液相色谱仪配光化

学衍生器; Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18 液相色谱柱

(4.6 mm×150 mm, 5 μm), 柱温: 40 ºC; 流动相: A 相: 乙腈:

甲醇(V:V=1:1), B 相: 水; A:B=35:65 (V:V), 等梯度洗脱; 

流速为 1.0 mL/min, 进样量为 50 µL; 激发波长为 360 nm, 

发射波长为 440 nm。 

1.2.5  多家实验室联合定值 

选择具有中国合格评定国家认可委员会/国家认证认

可监督管理委员会等计量认可的实验室为协作定值单位。

定值过程中使用的仪器设备、容量器具都通过了计量检定

或校准。协助定值单位使用具有量值溯源的标准溶液绘制

工作曲线, 并用加标回收进行质量监控, 确保量值的溯源

性和准确性。 

2  结果与分析  

2.1  液相色谱分析 

黄曲霉毒素 B1、B2 标准溶液色谱图以及玉米全粉中

黄曲霉毒素 B1 色谱图见图 1 和图 2。标准溶液和样品均有

出峰, 而空白样品无杂峰, 同时该峰型良好。 
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图 1  黄曲霉毒素 B1、B2 标准溶液色谱图 

Fig.1  Chromatogram of aflatoxin B1, B2 standard solution. 
 
 

 

 
图 2  玉米全粉中黄曲霉毒素 B1 色谱图 

Fig.2  Chromatogram of aflatoxin B1 in corn powder 
 
 

2.2  均匀性检验分析 

样品的均匀性检验采用单因素方差统计分析进行评

定, 样品检测时每次称样量为 5.0 g, 样品间自由度为 14, 

样品内自由度为 30, 在显著性水平 n=0.05 时, 计算 F 值, 

将计算结果与查表得到的 F 临界值比较; 若计算值小于 F

临界值, 则表明在 n=0.05 的显著水平下, 样品中黄曲霉毒

素 B1 是均匀的, 反之则不均匀。 

通过查表可知, 临界值 F0.05(14, 30)=2.04, F 统计值=1.31＜

2.04。表明在 0.05 的显著性水平时, 样品中黄曲霉毒素 B1

的含量均匀, 具体数据及分析结果见表 1、表 2。 

由表 2 可知, 瓶间差方和记为 Q1, 瓶内差方和记为

Q2。瓶间自由度记为 v1, 瓶内自由度记为 v2, 则
2 1
1

1

Q
S

v


   

(1), 2 2
2

2

Q
S

v
    (2)。均匀性产生的标准偏差记为 SH。 

2 2 2
1 2

1
( )S S S

n
 H =0.102 g/kg; 

2S SH H =0.32 g/kg。 

2.3  稳定性检验 

按照 1.2.3 对标准物质分别进行长期稳定性和短期

稳定性实验。采用直线模型作为经验模型, 以时间为横

坐标、黄曲霉毒素 B1 测定值为纵坐标, 对玉米全粉中黄

曲霉毒素 B1 标准物质长短期稳定性获得的数据进行分

析, 结果见表 3。 

稳定性评估基本模型可表示为公式(3)。 
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表 1  玉米全粉中黄曲霉毒素 B1 标准物质均匀性检验结果 
Table 1  Results of uniformity test on aflatoxin B1 content in 

corn powder 

编号 
测定值

1/(μg/kg) 
测定值 

2/(μg/kg) 
测定值

3/(μg/kg) 
平均值
/(μg/kg) 

1 28.0 26.0 28.1 27.4 

2 27.0 27.7 25.7 26.8 

3 26.9 28.4 29.1 28.1 

4 28.0 28.5 27.1 27.9 

5 27.8 29.4 28.1 28.4 

6 28.4 28.2 27.2 27.9 

7 27.9 28.8 28.2 28.3 

8 29.4 28.6 27.3 28.4 

9 27.7 27.5 27.4 27.6 

10 27.9 30.1 27.5 28.5 

11 26.5 28.8 28.1 27.8 

12 30.1 28.7 28.0 28.9 

13 29.7 27.1 27.9 28.3 

14 28.9 29.9 28.3 29.0 

15 29.1 28.3 30.4 29.3 

 

 
表 2  方差分析结果 

Table 2  Results for analysis of variance 

差异源 差方和 自由度 方差 F 统计量 统计 P 值 F 临界值

组间 18.039 14 1.289 1.312 0.258 2.037 

组内 29.473 30 0.982    

总计 47.512 44     

 
 

1oY X                    (3) 

式中: β1、β0 为回归系数; X 为时间, d; Y 为标准物质候选物

的特性值, μg/kg。 

由表 3 可知, 长期稳定性 6 个月内共监测 5 次(n), 所

以 自 由 度 为 n-2=3 和 P=0.95 的 t0.05=3.18, s(β1)×t 

=0.138×3.18=0.439, |β1|<s(β1)×t0.05, 斜率是不显著的, 未观

测到不稳定性。说明玉米全粉中黄曲霉毒素 B1 基体标准物

质在 20 ℃储存条件下, 6 个月内是稳定的。短期稳定性 7 d

内共监测 5 次(n), 所以自由度为 n-2=3(n 为短期稳定性监

测次数 )和 P=0.95 的 t=3.18, S(β1)×t=0.135×3.18=0.429, 

|β1|<S(β1)×t, 斜率是不显著的, 未观测到不稳定性。因此说

明玉米全粉中黄曲霉毒素 B1 基体标准物质在极端运输条

件下是稳定的。 

表 3  稳定性研究线性回归分析 
Table 3  Linear regression analysis of the term stability 

类型 时间/月
平均 

测定值 
类型 时间/d 平均测定值

长期稳定性

0 26.3 

短期稳定性 

0 26.7 

1 27.1 1 28.5 

2 26.4 3 27.5 

3 27.5 5 28.7 

6 26.3 7 28.2 

平均值 26.7 平均值 27.9 

β1 0.0208 b1 0.158 

β0 26.77 b0 27.42 

s2 0.00756 s2 0.304 

s(β1) 0.138 s(b1) 0.135 

t0.95,n-2 3.18 t0.95,n-2 3.18 

 
 

2.4  标准物质联合定值结果 

标准物质特性值的定值方法有许多有效的途径, 包

括一个或多个实验室用一种或多种方法进行测量。依据 JJF 

1006—1994《一级标准物质技术规范》, 选取的 8 家实验

室使用一种测定方法对该标准物质的含量进行合作定值。

对全部数据及各组数的平均值用偏态系数和峰态系数法检

验正态性; 对每组数据用格拉布斯(Grubbs)准则和狄克逊

准则进行组内、组间可疑值检验, 一般保留可疑值, 剔除

异常值; 用科克伦法检验进行各组数据之间等精度检验, 

通过计算该组数据为等精度, 本标准物质的标准值各家数

据平均值再次计算平均值得出的总平均值, 结果见表 4。 

 
表 4  玉米全粉中黄曲霉毒素 B1 标准物质定值结果 

Table 4  Results of aflatoxin B1 content in corn powder 

实验室 测定校准值/(μg/kg) 
平均值 iX

/(μg/kg) 

标准偏差
/(μg/kg)

1 25.5, 25.9, 25.7, 23.8, 26.0, 23.7 25.1 1.05 

2 26.3, 26.1, 28.1, 28.6, 30.9, 29.5 28.3 1.85 

3 26.4, 29.0, 25.6, 27.4, 26.6, 25.4 26.7 1.33 

4 25.7, 27.1, 26.6, 29.5, 26.9, 30.5 27.7 1.86 

5 25.3, 29.6, 29.0, 23.7, 27.0, 25.8 26.7 2.26 

6 24.2, 27.7, 23.5, 24.7, 27.4, 23.5 25.2 1.91 

7 25.0, 23.9,24.5, 26.1, 28.5, 25.0 25.5 1.64 

8 29.4, 27.7, 30.1, 28.9, 28.3, 26.8 28.5 1.18 

总平均值 X  26.7 1.36 



4024 食 品 安 全 质 量 检 测 学 报 第 12 卷 
 
 
 
 
 

2.5  不确定度评定 

标准值不确定度的评定按照 JJF 1343—2012 进行, 假

定各变量是独立的, 需考虑定值、均匀性、稳定性对标准

值总不确定度的贡献, 结果见表 5。特性值不确定度计算

公式见公式(4)。 

2 2 2 2
CRM B char S HU k u u u u          (4) 

其中, UCRM 为标准值的扩展标准不确定度; u 为定值过

程中使用同一标准溶液引入的 B 类不确定度; 
rucha
为实验

室联合定值过程引入的相对不确定度, 计算公式为平均值

的 s

n
; Su 为稳定性引入不确定度; Hu 为不均匀性引入

的不确定度; k 为包含因子, 置信概率为 95％时, 值为 2。 

由表 5 可知, 该标准物质特性值的相对扩展标准不确

定度为 10.6%, 相应的扩展标准不确定度是 3 μg/kg, k=2。

因 此 , 玉 米 全 粉 中 黄 曲 霉 毒 素 B1 标 准 值 表 示 为      

(27±3) μg/kg, k=2。 

3  结  论 

本次研制的玉米全粉中黄曲霉毒素 B1 标准物质均匀

性、稳定性良好、定值结果准确, 该标准物质已通过国家

市场监督管理总局审批, 编号为: GBW(E) 100386。可适用

于相应粮食类生产的质量控制、校准测量仪器、考核人员

操作水平等, 对我国粮食质量安全控制具有重要的意义。 

 
表 5  标准物质不确定度来源 

Table 5  Source of uncertainty for reference material  

不确定度来源 计算公式 相对标准不确定度/% 

标准溶液 证书提供 2.3 

均匀性引入 H
H

S
u

X
      (5) 1.13 

稳定性引入 
2 2

s lts stsu u u 
, 

ltsS
u

X
lts ,

stsS
u

X
sts

    (6) 4.57 

定值引入 
2

i
1X

( ) / ( 1)
m

i

X X m m
S

X X


 




    (7) 
0.51 

合成相对标准不确定度 5.3 

k=2(95%置信区间), 相对扩展标准不确定度 10.6 

注: 公式(5)中, SH 为均匀性引入的标准不确定度, X 均匀性检测结果平均值; 公式(6)中, ltsS 、 stsS 分别表示长期稳定性和短期稳定性

引入的标准不确定度, X 为长短期稳定性测定结果的平均值; 公式(7)中, 
X

S 为总评均值的标准偏差, X 为总评均值, Xi 每个实验室

测定平均值, m 为参与定值的实验室数目。 
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