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乳品中黄曲霉毒素M1检测方法研究进展 

黄亚伟*, 魏  光, 王若兰, 罗  莉 
(河南工业大学粮油食品学院, 郑州  450001) 

摘  要: 黄曲霉毒素 M1是动物摄入黄曲霉毒素 B1后的代谢产物, 主要分布在动物的乳汁、尿液中。黄曲霉毒

素 M1毒性很大, 经乳制品摄入会对人体产生巨大的危害。本文主要对乳品中黄曲霉毒素 M1毒性、危害、检

测方法进行综述。对主要检测方法的特性及适用范围进行分析与概括, 并且对未来黄曲霉毒素 M1的检测方法

的发展进行了合理展望。 
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Review on detection methods of aflatoxin M1 in dairy products 

HUANG Ya-Wei*, WEI Guang, WANG Ruo-Lan, LUO Li 
(College of Grain Oil and Food Science, Henan University of Technology, Zhengzhou 450001, China) 

ABSTRACT: Aflatoxin M1 is the metabolite of aflatoxin B1 after being intaken by animals. It mainly appears 
in animals’ milk and urine. Aflatoxin M1 is very toxic, ingestion of which by dairy will produce a great harm to 
the human body. This paper focused on the toxicity, hazards, and detection methods of aflatoxin M1 in dairy. 
The main characteristics and scope of the detection methods were analyzed and summarized, and the develop-
ment of detection of aflatoxin M1 were also reasonably prospected. 
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黄曲霉毒素 M1(AFM1)是黄曲霉毒素 B1的羟化

代谢产物, 1963年由 Alleroft首先发现, 1965年被命
名为黄曲霉毒素 M1。AFM1 主要存在于动物的可食

部分, 如肝脏、肌肉、血液等, 也可以通过尿液和乳
汁排出。分子式为 C17H12O7, 分子量为 328.6 g/mol, 
熔点相当高, 为 299 ℃, 在 365 nm的紫外光下产生
蓝紫色荧光, 属于二氢呋喃杂萘邻酮衍生物, 其外观
为白色或微黄色的长方形片状结晶。其理化性质很稳

定, 牛奶经过巴氏消毒, 几乎不被破坏。 

AFM1 具有强致癌性和致基因突变性。AFM1 进

入人体后, 对血液、肝脏、肾脏、肌肉有不同程度的

破坏, 其中对肝脏和肾脏的危害最大。当与乙肝病毒
共同作用于肝脏时形成倍乘风险效应, 导致肝癌发
生[1,2]。另外, 当婴幼儿乳品及母乳中含有 AFM1 时, 
对婴幼儿健康会造成很大影响, 可以造成发育迟缓、
肾功能降低、肝细胞癌早发甚至可能导致急性中毒死

亡。近年来 , 世界各国纷纷制定了乳与乳制品中
AFM1的限量标准。包括中国、美国和日本在内的许

多国家规定奶及奶制品中 AFM1的含量不得超过 0.5 
μg/kg, 欧盟制定的标准更为严格, 为 0.05 μg/kg。其
中, 中国规定婴儿乳品及代乳品中 AFM1不得检出。

2004 年, 欧盟制定婴儿配方食品的限量标准, AFM1
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的最大限量为 0.025 μg/kg[3]。 
目前, 随着一系列 AFM1污染事件被报道, 人们

对它的认识也逐渐深入。AFM1危害人类最主要的方

式就是通过乳及乳制品的摄入, 所以乳及乳制品中
AFM1的污染控制极其重要。这就要求提出行之有效

的 AFM1检测方法。 
AFM1 的检测方法主要有色谱法(包括薄层色谱

法和高效液相色谱法)、免疫化学法(包括免疫亲和柱
法、酶联免疫法、放射免疫法和胶体金法)、电化学
方法、化学发光及各种方法之间的联用。 

1  色谱法 

1.1  薄层色谱法(TLC) 

薄层法具有设备简单、操作方便和成本较低等优

点, 于 1990年被美国分析化学家协会(AOAC)定为标
准方法[4]。20 世纪 60 年代, 薄层色谱法是国内外检
测 AFM1的主要方法。其原理是利用 AFM1的溶解特

性, 将 AFM1从样本中提取出来, 浓缩后于薄层板上
分离, 在波长为 365 nm的紫外光下检测。在检出限
要求较低的情况下常被采用, 但在婴幼儿乳品 AFM
检测时, 由于该方法灵敏性和重现性较差, 且其检出
限无法满足国家规定的如此之低的限量要求, 而越
来越少被采用, 逐渐被更灵敏、高效的方法所代替。 

1.2  高效液相色谱法(HPLC) 

高效液相色谱法用于测定黄曲霉毒素具有高效、

灵敏、快速、准确、检出限低、特异性强及重现性好

等优点, 是目前国内外检测黄曲霉毒素应用最广泛
的方法[5,6]。其原理是样品经过固定比例的有机溶剂

萃取后, 经装有相应填料的净化柱去除杂质, 样品经
净化处理后再进行浓缩干燥, 弱酸条件下衍生, 最后
经过反向 C18 柱分离, 检测器(荧光光谱、质谱)检测
定量。该方法在操作的过程中需要使用具有剧毒的

AFM1 标准物, 且样品预处理过程中用到很多有毒的
有机溶剂, 会污染环境, 存在伤害操作者危险。对操
作者的专业素养要求较高。 

张国梁等[7]采用 RP-HPLC 对干酪中的 AFM1测

定, 其中以乙腈为提取剂萃取效果较好, 干酪中被快
速检测出, 回收率较高, 最低检出限为 0.037 μg/kg。
丁俭等[8]采用在线固相萃取富集法处理样品, 然后结
合高效液相色谱检测武汉市市售牛奶。该方法检测时

间在 30 min以内, 定量限为 0.1 μg/kg, 检出限为 0.04 

μg/kg。Manetta等[9]利用高效液相色谱-荧光检测器测
定了牛奶与奶酪中 AFM1 的含量, 衍生剂为溴化吡
啶。其灵敏度达 1~5 ng/kg。Behfar等[10]用高效液相

色谱分析经巴氏消毒后的牛奶中的 AFM1 污染水平, 
每份消毒过的牛奶样品加热到 37 ℃并用离心机离心
分离, 脂肪层被分离出来, 再过滤, 处理过的溶液通
过 C18柱后进行分离检测。结果显示选取的 20 份样
品中 AFM1污染水平为 0.00096~0.0097 μg/mL, 平均
污染水平为 0.00203 μg/mL。 

Bognanno 等 [1]利用高效液相色谱串联质谱对

240 份羊奶样品进行分析。AFM1的最低检测限和定

量检测下限为 250 ng/L。检测结果为 81%的奶样品检
测出了 AFM1, 含量从 2 ng/L 至 108 ng/L 不等。
Beltran等[11]利用超高效液相色谱-三重串联四级杆质
谱仪测定了婴儿食品中的 AFM1, 在所有食品样品中
获得的回收率为 80%~110%, 相对标准偏差低于
15%。Cavaliere等[12]分别用两种不同的方法对样品进

行提取, 第一个方法为二氯甲烷用于硬、陈奶酪或者
丙酮用于新鲜奶酪, 然后用石墨化炭黑进行固相萃
取净化。第二种方法是在净化前采用水 /甲醇溶液
(90:10, v:v)进行萃取。然后再用液相色谱串联质谱进
行检测。由于不同的基体效应, 第一种方法定量限为
0.019~0.025 μg/kg, 第二种方法定量限为 0.048~0.143 
μg/kg。都达到了良好地检测效果。 

Bulent[13]利用反向高效液相色谱对土耳其婴幼

儿奶粉中AFM1进行测定。最低检出限为 0.005 μg/kg, 
回收率为 85.27%~88.21%。 

2  免疫化学法 

2.1  免疫亲和柱法(IAC)-荧光光度法(fluorometer 
method) 

免疫亲和柱法是20世纪90年代在分析领域得到
应用的一种新技术, 具备高专一性吸附和抗干扰特
性, 灵敏度高, 净化效果好, 是较常用的前处理方法
之一。荧光光度计对免疫亲和柱处理过的存在于洗脱

液中的 AFM1进行含量测定分析。此方法显著简化了

样品的前处理过程, 无需使用标准物质 AFM1, 大大
降低了实验过程中对操作者潜在的危害。但整体操作

较繁杂, 耗时较长, 且存在试剂浪费和污染环境的不
足, 使该方法的应用推广受到一定的限制。 

禇庆华等[14]采用免疫亲和柱-荧光光度法快速测
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定了鲜牛奶和乳粉中的 AFM1。用甲醇/水(10:90, v:v)
去除免疫亲和柱上的杂质, 采用的洗脱液为甲醇/水
(80:20, v:v), 然后加入溴溶液进行衍生, 利用荧光光
度计测定洗脱液中 AFM1, 检出限为 0.01 μg/kg, 在
0.1~1.0 μg/kg的范围内, 回收率可达到 89.6%~96.1%, 
变异系数为 0.52%~5.8%。分析一个样品的所需时间
少于 30 min。 

Scott[15]通过使用免疫亲和柱分离样品, 再利用
荧光光度计对牛乳中的AFM1进行检测, 该方法的最
低检出限为 0.05 μg/L, 平均回收率达到 97%。 

2.2  酶联免疫吸附法(ELISA) 

酶联免疫吸附法是抗体抗原特异性反应和酶与

底物显色反应的催化作用结合起来测定黄曲霉毒素

含量的免疫分析方法。该方法样品的处理简单, 结果
准确稳定, 特异性强, 干扰小, 方便快捷, 灵敏度高
且检测且成本较低, 在目前黄曲霉毒素检测方面已
得到广泛应用[16]。 

其原理是将抗 AFM1 的抗体在聚乙烯微孔上进

行固化, 然后加入作为抗原的 AFM1标准样品, 抗体
与抗原进行特异性吸附, 同时加入AFM1的酶结合物

与抗体进行免疫反应, 再加入底物显色液对反应的
情况进行判断, 颜色深浅和免疫反应成比例关系。由
于酶本身具有不稳定性, 会对检测结果造成一定的
影响。 

裴世春等[17]对直接竞争-ELISA快速检测乳品中
的 AFM1进行了研究。他们将辣根过氧化物霉(HRP)
与高纯度抗 AFM1单克隆抗体进行偶联。检测范围是

0.015~4.05 μg/L, 添加AFM1至 0.45 μg/L的鲜奶样品
中检测平均回收率为 80%。 

梁迪思等[18]通过使用甲醇/水(1:1, v:v)提取再经
三氯甲烷净化的处理方法, 来对 ELISA 检测婴幼儿
配方奶粉中 AFM1含量方法进行改进。该方法的灵敏

度为 0.1 μg/kg, 相对标准偏差为 6.57%, 加标回收率
为 90.0%~105.6%。结果显示该方法重复性好, 有效
地降低了假阳性的出现。 

Kav 等[19]用 ELISA 检测了白色盐渍乌尔法奶酪
中 AFM1。选用了 127个由绵羊和牛的奶液制成的乌
尔法奶酪作为样品。被 AFM1 污染水平范围为

70.61~770.97 ng/kg。这样的奶酪对消费者是一个潜
在风险, 尤其是对婴儿。 

Hanmid等[20]利用 ELISA检测了冬夏两季 50个

白干酪样品, 60%的样品被检出 AFM1, 含量范围为
40.9~374.0 ng/kg, 且冬季白干酪样品中AFM1含量要

明显高于夏季。 
Kanungo 等[21]提出超灵敏的夹心酶联免疫吸附

法, 将AFM1的大鼠单克隆抗体在 384个微孔板上固
定用来捕获 AFM1抗原。然后再加入被辣根过氧化

物酶标记的家兔二次多克隆抗体进行竞争反应, 最
后加入鲁米诺发光试剂进行示踪检测。预处理之后

对不同脂肪百分比含量的牛奶进行分析。在 3％的
脂肪含量的牛奶中 AFM1 检测的线性范围为 6.25~ 
250 pg/mL。这种分析方法只需样品 10 μL, 能够对
牛奶样品中的 AFM1 进行痕量分析, 改进检测限为
0.005 pg/mL。 

2.3  放射免疫法(RIA) 

放射免疫法的测试原理为过量的特异抗体或受

体选择性吸附样品中残留的 AFM1, 然后加入 3H 标
记的抗原, 抗原与没有吸附残留AFM1的抗体或受体

结合, 经过离心沉淀, 取沉淀物并加入闪烁剂放置到
CHARMII 6600/7600系统中进行 1 min闪烁计数, 然
后与基准值进行对照, 即可测出样品中黄曲霉毒素
的污染水平。放射免疫法中样品的前处理和提取方法

简便易于操作, 且具有高效, 灵敏, 特异性强, 测试
周期短和测试速度快等优点, 可进行大批量的样品
初筛, 在国内外受到越来越多研究者和企业的重视。 

Pestka等[22]在 1981年首次利用放射免疫法检测
牛奶中的 AFM1, 收到很好的检测效果。当时他的检
测范围为 5.0~50.0 μg/kg, 灵敏度为 1.0 μg/L。闫磊等
[23]利用此方法检测牛奶中的 AFM1, 对牛奶样品进行
18次浓度分别为 0.25 g/kg和 0.50 g/kg的加标试验, 
结果全部符合, 测得测定精密度为 1.1%和 1.3%, 检
测限可达到 0.25 μg/kg。 

2.4  胶体金法(GIGA) 

胶体金免疫层析法是20世纪80年代发展起来的
一种利用单克隆抗体而设计的固相免疫分析法。利用

纳米金作为标记物, 在 5~10 min 内完成对样品中
AFM1的检测。具有快速、高效、操作方便等特点。

整个检测过程无需分离纯化样品, 也无须对检测溶
液做任何处理。达到现代先进检测技术的要求。其检

测结果与高效液相色谱法测得的结果相符率超过

90.5%, 结果重现性达到 100%[24]。但其灵敏度相对稍

低, 不能达到限量要求很低的样品的检测, 适用于现
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场快速检测、临床诊断与药物检测等。 
Wang 等[25]用金纳米免疫层析试纸条检测牛奶

中的 AFM1, 这种方法快速, 适于现场快速检测。其
对牛奶样品中的 AFM1的检出限为 1.0 ng/kg, 10 min
即可完成检测。 

孙翠萍等[26]依据胶体金免疫层析技术, 研制出
快速检测牛奶中 AFM1的胶体金快速检测试纸条。该

试纸条检测时间仅需 10 min, 检出限为 0.5 ng/kg, 假
阴性与假阳性率均为 0。 

3  电化学方法 

电化学方法是20世纪90年代才被人们提出并使
用的一种新兴检测方法。该方法用到的核心仪器为传

感器, 传感器将免疫识别反应生成的免疫复合物转
化为物理化学信号, 再通过二次仪表将输出信号放
大, 从而检测出毒素的含量。该方法测试费用低、选
择性好且样品无需进行前处理, 应用广泛。但对设备
要求较高。 

Andreou等[27]使用电化学流动注射AFM1监测技

术。AFM1 的注射剂被制成携带电解质的流体, 毒素
在起支撑和过滤作用的双层类脂膜上暴露之后, 出
现了一个短暂的电信号, 这个信号可重复的持续少
于 10 s。这个信号的强弱与 AFM1的浓度成线性关系, 
检测限低于纳摩尔水平。 

Parker 等 [28]研究了电化学免疫芯片传感器在

AFM1检测上的应用。这种方法得到的牛奶中的 AFM1

检出限约为 8 ng/L, 其动态监测范围为 10~100 ng/L。 

4  化学发光法 

化学发光法是一种非标记光学检测方法。其原理

是将 AFM1 的抗体固定在特定膜表面 , 再加入含
AFM1 的样品, 抗体与抗原进行特异性吸附, 同时加
入AFM1的酶结合物进行竞争性免疫反应, 然后通过
检测有效折射率的变化, 对样品中的AFM1进行定量

分析。 
王岩等[29]建立直接竞争化学发光酶免疫分析法, 

对牛奶和奶粉样品中的AFM1进行快速检测, 该方法
检出限为 0.00235 ng/mL, 牛奶和奶粉样品的平均回
收率分别达到 97.20%和 97.69%。 

Magliulo 等[30]使用超灵敏化学发光酶免疫分析

法检测牛奶中 AFM1。将 AFM1与牛血清蛋白复合物

在 384微孔黑色聚丙乙烯酶标板上进行固定, 然后加
入辣根过氧化物酶标记的次级抗体, 进行竞争反应。
整个检测过程无需对样品进行任何净化处理, 定量
下限为 1 μg/kg, 回收率从 96％~122％。 

5  目前各种方法存在的问题与展望 

薄层色谱法样品前处理繁杂, 耗时, 且在较高
的限量要求的样品检测中不适用; 高效液相色谱存
在污染环境、浪费试剂等问题, 对操作者操作技能与
专业素养要求较高和会对操作者身体造成一定的危

害; 免疫亲和柱-荧光光度法整体操作较繁杂, 耗时
较长, 也存在浪费试剂和污染环境等不足; 酶联免疫
吸附法、放射免疫法和化学发光法成本较高; 胶体金
法与酶联免疫吸附法存在精度不高的问题, 电化学
方法对设备要求较高。 

乳品与乳制品在我国的消费量越来越大, 且品
种也越来越多样化。为了确保乳品市场上商品的安全, 
乳品中 AFM1快速检测显得尤为重要。当前常用的分

析方法仍需在应用中不断地改进和完善, 克服自身
特有缺点。世界各国也都在努力建立和完善一套完整

的、高效快速且低廉的 AFM1分析检测方法。各种方

法的联用及廉价快速检测纸是今后发展方向。 
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“样品前处理研究”专题征稿 
 
样品前处理在仪器分析过程中是一个既耗时又极易引进误差的步骤，样品前处理的好坏直接影响最终的

分析结果。因此，为了提高仪器分析的测试效率，改善和优化样品前处理的方法和技术是个重要的问题。 

鉴于此，《食品安全质量检测学报》特别策划了“样品前处理方法研究”专题，由中山大学化学与化学工

程学院李攻科教授担任专题主编，围绕常用的食品前处理技术、前处理新方法、在线样品前处理技术、食品

基质的影响等多方面展开讨论，计划在 2014年 5月出版。 

本刊编辑部及陈教授欢迎各位专家为本专题撰写稿件，以期进一步提升该专题的学术质量和影响力。综

述、实验报告、研究论文均可，以期进一步提升该专题的学术质量和影响力。请在 2014年 4月 10日前通过

网站或 Email投稿。我们将快速处理并优先发表。 

投稿方式： 
网站：www.chinafoodj.com 

Email：jfoodsq@126.com 
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