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微流控芯片液液萃取结合超高效液相色谱- 

串联质谱法检测玉米油中黄曲霉毒素 B1 
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作业医学研究所, 天津  300050; 3. 滨州医学院附属医院, 烟台  264000) 

摘  要: 目的  基于三相层流微流控芯片液液萃取技术在样品前处理上的优势, 建立超高效液相色谱-串联质

谱法(ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry, UPLC-MS/MS)快速检测玉米油中黄曲

霉毒素 B1 的方法。方法  设计了双通道和三通道入口的两种芯片, 将含有黄曲霉毒素 B1 的样品溶液及萃取

剂甲醇溶液引入芯片中进行 LLE, 溶液在芯片通道上分别形成单个和双个稳定的层流界面。将所得的萃取液

进行 UPLC-MS/MS 检测。对样品溶液与萃取剂的流速、芯片萃取通道的宽度等因素进行考察, 同时对比两种

芯片。结果  样品溶液流速为 200 μL/h、甲醇流速为 300 μL/h, 萃取通道宽度为 200 μm 的三相层流微流控芯

片的萃取效果更好且前处理时间更短。在最优流速下平行实验 6 次, 相对标准偏差(relative standard deviation, 

RSD)为 5.6%, 芯片对黄曲霉毒素 B1 的萃取率为 96.8%, 检出限为 0.05 μg/kg, 前处理时间为 15 min。结论  三

相层流微流控芯片比双 Y 型层流微流控芯片对黄曲霉毒素 B1 的萃取率更高、萃取时间更短, 可为检测其他食

品污染物提供参考。 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for rapid detection of aflatoxin B1 in corn oil by ultra performance 

liquid chromatography-tandem mass spectrometry (UPLC-MS/MS) based on the advantages of liquid-liquid 

extraction technology based on three-phase laminar flow microfluidic chip in sample pre-processing. Methods  Two 
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types of chips with dual and triple channel inlets were designed, and the sample solution containing aflatoxin B1 and 

the extractant methanol solution were introduced into the chip for liquid-liquid extraction, and the solution formed a 

single and double stable laminar flow interface on the chip channel. The resulting extract was detected by 

UPLC-MS/MS. The flow rate of the sample solution and the extractant and the width of the chip extraction channel 

were investigated, and the 2 chips were compared simultaneously. Results  The three-phase laminar flow 

microfluidic chips with 200 μm extraction channel width at a flow rate of 200 μL/h for sample solution and 300 μL/h 

for methanol had better extraction effect and shorter pre-processing time. The relative standard deviation (RSD) was 

5.6% in 6 parallel experiments at the optimal conditions, the extraction rate of aflatoxin B1 by the chip was 96.8%, 

the limit of detection was 0.05 μg/kg, and the pretreatment time was 15 min. Conclusion  The three-phase laminar 

flow microfluidic chip shows higher extraction rate and shorter extraction time for aflatoxin B1 than the double-Y 

laminar flow microfluidic chip, and provides a reference for the detection of other food contaminants. 

KEY WORDS: microfluidic chip; liquid-liquid extraction; aflatoxin B1; ultra performance liquid chromatography-tandem 

mass spectrometry; corn oil 
 

 

0  引  言 

黄曲霉毒素(aflatoxins, AFTs)是由黄曲霉菌(Aspergillus 

flavus)或寄生曲霉(Aspergillus parasiticus)等曲霉属真菌产

生的一组密切相关的有毒且致命的次级代谢产物[1]。目前

为止, 已发现约 20 多种 AFTs, 有 17 种结构被确定[2], 常

见的有黄曲霉毒素 B1 (AFB1)、黄曲霉毒素 B2 (AFB2)、黄

曲霉毒素 G1 (AFG1)、黄曲霉毒素 G2 (AFG2)及黄曲霉毒素

M1 (AFM1)和黄曲霉毒素 M2 (AFM2)。据国际癌症研究机构

(International Agency for Research on Cancer, IARC)报告, 

AFTs 具有致癌作用和肝毒性, 其中 AFB1 的毒性最强, 被

认定为 I 类致癌物[3]。由于目前的农业生产方式和食品加

工技术不能完全去除 AFTs, 所以谷物、花生和植物油脂等

粮油极易收到 AFTs 的污染[4], 因此世界各地的监管机构

对 AFTs 均有严格的限量标准。欧盟规定花生中的 AFB1

的 最 高 安 全 水 平 为 2 µg/kg, 总 黄 曲 霉 毒 素 (AFB1+ 

AFB2+AFG1+AFG2)的最高安全水平为 4 µg/kg[5]。我国 GB 

2761— 2017《食品安全国家标准 食品中真菌毒素限量》

对玉米油、花生油中 AFB1 的最高安全水平为 20 µg/kg; 对

豆类、发酵食品等谷物中 AFB1 的最高安全水平为 5 µg/kg。

由于各国家之间采用的风险分析方法不同, 因此所设置安

全水平存在着很大的差异性[6]。 

由于食品样品基质种类繁多、成分复杂。因此, 在

AFTs 准确检测的过程中, 对样品进行前处理十分必要。前

处理过程可实现对目标物的提取、富集和纯化, 减少杂质

干扰和提高检测灵敏度[7–8]。常见的前处理方法有液液萃取

(liquid-liquid extraction, LLE)[9] 、固相萃取 (solid phase 

extraction, SPE)[10]、QuEChERS 法 [11–12]和免疫亲和层析

(immunoaffinity column, IAC)[13–14]。LLE 操作简单, 但有机

溶剂消耗较大, 目标物质丢失较多; SPE 和 IAC 虽然选择

性更好、富集效率更高, 但稳定性较差、重复利用率较低、

价格较昂贵[15]。微流控芯片(microfluidic chip)又可称为芯

片实验室(lab-on-a-chip), 芯片中的微通道、微反应室等功

能部件的尺寸均在微米级范围内。它的主要特点是小型化、

集成化和便携化[16–18]。微流控芯片具有流体可控、试样消

耗少、反应分析速度快等优点, 可同时实现样品采样[19]、样

品稀释、样品反应[20–21]、样品分离[22]和检测等功能, 也即

将样品从预处理到分析检测等多个步骤同时进行, 并在极

短时间内对多个样品进行快速分析检测[23]。微流控芯片

LLE 是指样品溶液和萃取剂分别从不同的通道入口进入芯

片, 液体在主通道上相遇, 形成两相稳定层流(水相/油相)

或三相稳定层流(水相/油相/水相)模式, 样品溶液中的目

标物扩散至萃取界面, 然后再由萃取界面扩散至萃取剂中

实现目标物的萃取与分离。微流控芯片 LLE 技术克服了传

统 LLE 技术在操作中有机溶剂消耗大、易挥发和目标物易

丢失的缺点, 提取效率高; 同时与其他前处理方式相比, 

微流控芯片 LLE 技术还具有操作简单、目标物移动距离短

和分离时间短的优点, 可显著缩短前处理时间, 为快速提

取和检测玉米油中 AFB1 提供了机会。 

目前, 食品中AFTs的测定方法主要为高效液相色谱法

(high performance liquid chromatography, HPLC)[24–25]、液相

色 谱 - 串 联 质 谱 法 (liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry, LC-MS/MS)[26] 、酶联免疫吸附法 (enzyme 

linked immunosorbent assay, ELISA)[27]等。HPLC 是检测不同

样品中 AFTs 最常用的方法, 由于 AFTs 在食品中的残留量

通常极小, 所以HPLC通常需要与复杂的预处理方法结合使

用, 以提高检测的灵敏度。ELISA 在测定时常会出现假阳性

现象、柱成本高、灵敏度低的缺点[28]。超高效液相色谱-串

联质谱法 (ultra performance liquid chromatography-tandem 

mass spectrometry, UPLC-MS/MS)结合了色谱对复杂样品的
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高效分离能力及质谱的高选择性和高灵敏度的特点, 减少

了样品检测时间, 提高检测效率, 被越来越多应用到食品

样品的检测中。 

本研究拟构建两种微流控芯片 , 利用微流控芯片

LLE技术在前处理过程中可形成稳定层流界面的特点, 提

取分离玉米油中的 AFB1, 并通过对萃取过程中溶液流速、

芯片通道宽度的优化及两种芯片的对比, 得出最优的分

离提取条件, 为玉米油中 AFB1 的测定提供一种新的前处

理技术 , 同时结合 UPLC-MS/MS 进行定量分析 , 实现

AFB1 的快速检测。另外, 本研究旨在从前处理时间和回收

率等方面对比两种微流控芯片, 为微流控芯片前处理玉

米油中的 AFB1 提供理论依据, 也可为食物中真菌毒素的

前处理提供新思路。 

1  材料与方法 

1.1  材料、试剂与设备 

从天津市超市中随机采购花生油, 花生油采购量大于 1 L。 

AFB1 标准品(纯度 98%, 北京百灵威科技有限公司); 

甲醇、甲酸、乙腈(色谱纯, 美国赛默飞世尔公司)。 

Waters-Xevo-TQ-MS 超高效液相色谱-三重四极杆质

谱仪、Waters ACQUITY UPLC BEH C18 色谱柱(100 mm× 

2.1 mm, 1.7 μm, 美国 Waters公司); AFB1免疫亲和柱(3 mL, 

天津赛奥斯生物科技有限公司); Milli-Q 去离子水发生器

(美国 Millipore 公司); SPLab06 多泵头注射泵(保定申辰泵

业有限公司)。 

1.2  实验方法 

1.2.1  芯片制备 
参照文献[29–30], 设计双 Y 型层流微流控芯片及三

相层流微流控芯片(图 1)。其中, 分支通道的进出口长度均

为 5.0 mm, 宽度为 100 μm, 萃取通道的长度为 20.0 mm。3

种不同萃取通道宽度的芯片, 分别为 200、300、400 μm, 萃

取通道深度 40 mm。芯片两端的进样口和出样口均钻有直

径 1.0 mm 的小孔。 

1.2.2  标准溶液的制备 

AFB1 标准曲线的制备: 将质量浓度为 1 mg/mL 的

AFB1 标准溶液分别用甲醇梯度稀释, 制备质量浓度分别

为 1.0、5.0、10.0、25.0、50.0 ng/mL 的标准溶液。 

1.2.3  样品溶液的制备 
取 50 μL 100 μg/mL AFB1, 加入到 10 mL 食用油中涡

旋振荡 30 min, 得到质量浓度为 500 ng/mL 的 AFB1 样品。 

1.2.4  芯片的前处理 
芯片在 LLE 的过程中, 使用丙酮、乙醇等有机溶剂冲

洗通道后会出现界面不稳定的情况, 使得层流界面维持时

间较短或无法形成层流界面。分析原因可能由于有机溶剂

残留在芯片通道表面使通道表面的亲疏水性质不同, 导致

在 LLE 过程中形成不稳定的层流界面, 而用纯净水冲洗后

的芯片形成的相界面更稳定和持久[29]。 

因此, 本研究在实验前对芯片进行前处理操作: 用纯

净水并以 200 μL/h 的流速冲洗芯片, 在显微镜下看不见任

何杂质后, 用吹风机吹干芯片, 置通风处 20 min, 即可连

接微流控毛细硅胶管和注射泵进行实验。 

1.2.5  微流控芯片的 LLE 
如图 2 所示, 在双 Y 芯片及三相层流芯片进样口小孔

的正上方用高 16.0 mm、外径 0.9、内径 0.4 mm 的钢针作

为微流控毛细硅胶管的连接装置。然后连接上注射器和微

流控毛细硅胶管, 并在注射器内分别装有 10 mL 甲醇溶液

和 10 mL 加标的玉米油样品。注射器嵌入注射泵中, 在泵

的驱动下分别在进样口导入样品和萃取液(甲醇溶液), 控制

实验的反应条件(注射泵中液体的流速、萃取通道的压力等)

使两相溶液在芯片中形成稳定的层流界面, 加标样品溶液

经过萃取通道后在芯片的出样口端分别收集萃取液和废液。

取 100 μL 萃取液到内称管里, 并进行 UPLC-MS/MS 检测。 

1.2.6  超高液相色谱-串联质谱条件 
(1)色谱条件 

按照参考文献[31]设定参数, Waters ACQUITY UPLC 

BEH C18 色谱柱(100 mm×2.1 mm, 1.7 μm)。流动相 0.1%甲

酸(A); 乙腈(B); 流速: 0.3 mL/min; 进样量: 5 µL; 样品室

温度: 15℃; 柱温: 35℃; 梯度洗脱条件: 0~1.0 min, 15% B; 

1.0~1.5 min, 15%~95% B; 1.5~1.8 min, 95% B; 1.8~3.0 min, 
95%~15% B; 3.0~5.0 min, 15% B。 

(2)质谱条件 

按照参考文献[31]设定参数, 离子源: 电喷雾离子源

(electrospray ionization, ESI+); 离子源温度: 150℃; 毛细管

电压 1.5 kV; 锥孔电压 30 V; 去溶剂气温度 350°C, 去溶剂

气流速 650 L/hr; 检测方式: 多反应监测(multiple reaction 

monitoring, MRM)模式。 
 

 
 

注: a 为双 Y 型层流微流控芯片; b 为三相层流微流控芯片, 下同。 

图 1  微流控芯片 LLE 示意图 

Fig.1  Schematic diagrams of microfluidic chip LLE 
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图 2  微流控芯片萃取过程和整体装备示意图 

Fig.2  Sketch diagrams of the extraction process and overall equipment of microfluidic chip 
 

1.3  数据处理 

数据用外标法进行定量, 样品溶液经芯片萃取完成

后, 收集到的萃取液通过 UPLC-MS/MS 中的 Masslynx 数

据处理软件进行数据处理。 

2  结果与分析 

2.1  萃取液与样品溶液流速的影响 

由于萃取过程对两相接触时间和稳定性的特殊要求, 

流速直接影响到萃取效果。本研究前期工作显示, 当溶液流

速过低时(<100 μL/h), 玉米油(油相)和甲醇(水相), 两相溶

液在微流控芯片的通道中不能形成稳定的层流, 使得两相

溶液之间无法进行 LLE。当溶液流速过快时(>400 μL/h), 由

于两相流速过快, 并且在微流控芯片通道的长度只有 2 cm

的情况下, 使得甲醇在芯片中的停留时间过短, 以至于甲醇

来不及萃取样品溶液中的 AFB1。样品溶液同样也会以较高

流速流出微流控芯片, 使目标物分散转移不充分, 从而导致

LLE 失败。因此, 本研究将样品溶液流速固定在 200 μL/h; 

甲醇溶液分别定为 400、300、200 μL/h, 用甲醇对样品溶液

中的 AFB1进行 LLE, 收集萃取液后, 结合 UPLC-MS/MS 进

行检测。 

在双 Y 型层流微流控 LLE 芯片和三相层流微流控

LLE 芯片中, 甲醇溶液从 400 μL/h 逐渐降低到 200 μL/h。

当芯片通道宽度为 400 μm 时 , AFB1 萃取率分别为

57.6%、63.2%和 64.8%; 57.0%、65.0%和 68.8%。当芯片

通道宽度为 300 μm 时, AFB1 萃取率分别为 64.4%、67.2%

和 72.0%; 69.6%、69.6%和 88.0%。当芯片通道宽度为 200 μm

时, AFB1 萃取率分别为 66.0%、68.4%和 82.0%; 88.0%、

96.8%和 93.6%。结果显示, 在微流控 LLE 芯片中, 当微流

控芯片的通道宽度不变的情况下, 随着甲醇流速的降低, 

AFB1 萃取率逐渐增大。这是由于随着流速的降低, 甲醇溶

液在芯片通道中的停留时间增加, 使得甲醇有更长的时间

对样品溶液中的 AFB1 进行萃取。与双 Y 型层流微流控芯

片相比, 三相层流微流控芯片中三相溶液会形成两个稳定

层流界面, 所以三相层流微流控芯片中的两相甲醇溶液会

同时对样品溶液中的 AFB1 进行萃取, 萃取率更高, 萃取

时间也更短。在 200 μm 的三相层流微流控芯片中, 甲醇溶

液从 300 μL/h 降低到 200 μL/h, AFB1 萃取率相差不大, 但

是甲醇溶液流速越快, 萃取时间越短。故本研究选择样品

溶液流速为 200 μL/h、甲醇流速为 300 μL/h 作为芯片层流

萃取的最优萃取流速。 

2.2  芯片通道宽度的影响 

芯片萃取通道的宽度也是影响萃取结果的因素之一。

本研究分别考察了 200、300、400 μm 3 种萃取通道宽度芯

片的萃取效果, 当样品溶液流速和甲醇溶液流速固定不变

的情况下, 随着芯片通道宽度从 400 μm 逐渐缩短到 200 μm, 

AFB1 的萃取率逐渐上升。无论是双 Y 型层流微流控芯片

还是三相层流微流控芯片, 萃取通道宽度越窄, 萃取效率

越高, 但在前期研究工作中发现, 芯片萃取通道宽度过窄

(<200 μm), 注射器与微流控毛细硅胶管之间及微流控毛

细硅胶管与钢针之间的压力就会越大, 压力越大就容易导

致两者连接处会出现漏液的情况, 从而导致两相溶液无法

在芯片通道内形成稳定的层流。故本研究选择 200 μm 通

道宽度作为芯片层流萃取的最佳通道宽度。 

2.3  方法的线性范围及检出限 

分别配制质量浓度为 1.0、5.0、10.0、25.0、50.0 μg/L

的 AFB1 标准溶液, 以 AFB1 质量浓度(μg/L)为横坐标(X), 

以质谱峰面积为纵坐标(Y), 绘制标准曲线, 得到线性方程

Y=485.169X+175.600。在 0.5~50.0 μg/L 范围内呈良好的线性

关系, 相关系数为 0.9998。以 S/N=3 计算检出限为 0.05 μg/kg; 

S/N=10 计算定量限为 0.15 μg/kg。由此可知, 本方法灵敏

度高, 可有效对玉米油中的 AFB1 进行定量检测。 

2.4  三相层流芯片与双 Y 型芯片的比较 

在相同溶液流速和相同通道宽度下, 与双 Y 型层流

微流控芯片相比 , 三相层流微流控芯片的萃取率有所提

高。因为三相层流微流控芯片是两相甲醇溶液同时对样品

溶液中的 AFB1 进行萃取, 所以三相层流微流控芯片的萃

取率会更高。并且溶液在双 Y 型和三相层流微流控芯片通

道上分别形成单个和双个稳定的层流界面, 因此三相层微

流控芯片的萃取时间会减半。结果显示, 三相层流微流控

芯片前处理的时间仅为 15 min, 而双 Y 型层流微流控芯片

前处理的时间为 30 min。 
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2.5  三相层流微流控芯片萃取重现性的考察 

在样品溶液流速为 200 μL/h, 甲醇溶液流速为 300 μL/h

时, 用 200 μm 通道宽度的三相层流微流控芯片对 AFB1 进

行萃取, 重复 6次实验, 将收集到的萃取液经UPLC-MS/MS

检测。结果显示, AFB1 的相对标准偏差(relative standard 

deviation, RSD)为 5.6%, 芯片的萃取方法重现性良好。 

2.6  实际样加标回收 

取超市售卖的玉米油样品, 以低、中、高 3 种不同水

平(2、10、20 μg/kg)向样品中加入 AFB1, 进行样品回收率

的检测和日精密度分析。在三相层流微流控芯片的最优条

件下对 AFB1 进行萃取, 重复实验 6 次, 将收集到的萃取液

经 UPLC-MS/MS 检测。测得玉米油中的 AFB1 平均回收率

在 91.56%~97.73%之间, RSDs 在 4.63%~7.84%之间。回收

率和重复性数据均满足检测要求。并且 LLE 前处理方法的

处理时间只需 15 min。 

参照 GB 5009.22—2016《食品安全国家标准 食品中

黄曲霉毒素 B 族和 G 族的测定》中的免疫亲和柱的处理方

法, 对加标的 AFB1 (2、10、20 μg/kg)进行 UPLC-MS/MS

检测。免疫亲和柱前处理方法的处理时间需要 40 min、检

出限为 0.04 μg/kg、回收率在 88.45%~94.50%。本研究所

建立方法前处理时间为 15 min、检出限为 0.05 μg/kg、回

收率在 91.56%~97.73%。结果所示, 三相层流微流控芯片

缩短了样品前处理时间, 且两种方法的检出限和回收率无

显著差别, 表明微流控芯片 LLE 技术适用于快速提取真实

样品中的 AFB1。 

3  结  论 

本研究利用制备的两种微流控芯片建立了微流控芯

片 LLE 技术结合 UPLC-MS/MS 检测玉米油中 AFB1, 并

对样品溶液与萃取剂进入芯片的流速、芯片萃取通道的

宽度等因素进行优化, 利用三相层流微流控芯片 LLE 在

萃取通道上可形成两个稳定层流界面的优点, 与双 Y 型

层流微流控芯片和国标方法中免疫亲和柱前处理方法进

行对比。本研究建立的方法具有样品前处理操作简单、前

处理时间短及有机溶剂消耗少等优点 , 能够满足样品中

AFB1 快速检测。 
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