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富含色素类中药材中黄曲霉毒素的高效液相色谱-
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摘  要: 目的  采用免疫亲和净化手段和高效液相色谱(HPLC)检测技术, 建立富含色素类中药材中黄曲霉毒

素(AFT)的测定方法, 为中药材中 AFT 的检测和污染调查提供技术支撑。方法  中药材样品经过高速粉碎均

匀后, 粉末状样品经 80%甲醇水高速均质提取, 提取液以磷酸盐缓冲液(PBS)稀释后, 用免疫亲和柱(IAC)净

化, 以含吐温-20的 PBS淋洗柱子后, 用甲醇洗脱 AFT, 洗脱液经三氟乙酸衍生后用 HPLC分析, C18反相色谱

柱分离, 用荧光检测器(FLD)测定, 外标法定量。结果  黄曲霉毒素 G1、B1、G2和 B2的最低检出限(LOD, S/N

＝3)分别为 0.1、0.02、0.05和 0.05 μg/kg; 以不含 AFT、色素含量较高的枳实、绞股蓝、枇杷叶、鱼腥草和

乌梅为基质, 进行加标回收试验, 加标水平为 6.0～24 μg/kg(以 AFT总量计), AFT的平均回收率在 62.3％～

115%之间, RSD在 0.92％～15.9%之间(n＝3)。结论  IAC净化技术和 HPLC-FLD相结合, 用于 4种 AFT的

检测可取得较为满意的结果, 方法的准确度高、精密度好, 各项指标均满足欧盟对食品中 AFT 检测的要求, 

方法可满足色素含量较高的中药材中 4种黄曲霉毒素(AFT)的测定。 
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ABSTRACT: Objective  To develop a method for quantifying the levels of aflatoxins (AFTs) in the tradi-
tional Chinese medicines (TCM) rich in pigments and provide the technical support for AFTs detection and 
contamination controlling in TCM. Method  The powdered sample was extracted with 80% (v/v) methanol 
in water by homogeneous extraction at high speed. The diluted extract was cleaned up by the commercial 
immunoaffinity column (IAC) containing antibody specific to AFT. The phosphate buffer containing 0.1% 
Tween-20 was used to remove the interfering compounds and then methanol was used to elute AFT. The de-
rivatized eluent of methanol was separated on C18 column (4.6 mm×150 mm, 3.0 μm) and detected by fluo-
rescence detector (FLD). Results  The limits of detection (LOD, S/N=3) were in the range of 0.02～0.1 
μg/kg for four kinds of aflatoxins. The average recoveries varied from 62.3% to 115% when AFT was spiked 
to 5 kinds of TCM matrices at total levels ranged from 6.0 to 24 μg/kg. And the relative standard deviation 
(RSD) (n=3) was in the range of 0.92% and 15.9%. Conclusion  The satisfactory result was obtained by 
HPLC-FLD coupled with IAC column. The developed procedure can be used for the quantification of AFT in 
TCM rich in pigments. 
KEY WORDS: traditional Chinese medicine; aflaoxins; immunoaffinity column; high performance liquid 
chromatography; fluorescence detector 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

1  引  言 

黄曲霉毒素 (AFT)主要是由黄曲霉 (Asperillus 
flavus)和寄生曲霉(A. parasiticus)产生的次生代谢产
物, 是目前已知作用最强的基因毒性物质之一, 其急
性毒性为氰化钾的 10倍, 为砒霜的 68倍[1]。AFT主
要引起肝癌, 还可诱发肺癌、结肠癌、胃癌和肾肿瘤
等 [2,3], 黄曲霉毒素 (AFB1)被国际癌症研究机构
(IARC)确定为 A 类致癌物。由于 AFT 不溶于水, 并
且耐热性很高, 加热到 280 ℃才能发生裂解破坏, 一
般的水洗、加热炮制等对其含量影响不大, 因此中药
材霉变污染后, 产生的黄曲霉毒素将很难消除[4]。中

药材 AFT污染不仅会对人们的健康产生巨大的危害, 
还会对中药材进出口贸易产生影响[5,6]。2010 年版中
国药典已经规定, 桃仁、胖大海、陈皮、僵蚕等中药
材中AFTB1的限量为 5.0 μg/kg, 4种AFT的总限量为
10 μg/kg。建立简便、可行的检测技术是鉴别、控制
中药材黄曲霉毒素污染首先需要面对的问题。生物样

品中 AFT的检测方法主要有薄层色谱法(TLC)[7]、酶

联免疫吸附法 (ELISA)[8-10]、高效液相色谱法

(HPLC)[11-19]和液相色谱/质谱法(LC/MS/MS)[20,21]等。

TLC 和 ELISA 法有各自的缺点, 不利于植物药材中
AFT的精确定量分析。LC/MS/MS可确证, 并且检出
限较低, 已被用于多种中药材和中成药 AFT 的定量
测定[13,20-27], 但仪器较为昂贵, 尤其存在明显的基质

效应, 用于不同中药材样品时对测定结果的影响较
大, 通常需要制备基质匹配标准曲线加以校正, 因此
其大规模的应用受到一定影响。HPLC法有柱前衍生
[19,20]和柱后光化学衍生与电化学衍生[28,29]等多种衍

生化方法。HPLC 的荧光检测器(FLD)灵敏度高, 定
量结果准确, 结合免疫亲和柱(IAC)净化, 甚至可作
为确证性方法, 已广泛用于人参、干姜、松果菊等植
物药和淀粉类药食两用中药材中 AFT 和赭曲霉毒素
A的检测[13,20,21,28,29], 仍然是 AFT测定的经典方法。
对于生物样品的前处理方法, 采用商品化 IAC 柱净
化已极为普遍[20,23-29], 但由于中药材药用部位多样, 
基质成分复杂, 可能含有与 AFT 结构相似的化学成
分, 因此将 IAC净化法用于植物药时, 仍应对方法的
实用性和可靠性加以验证和确认。本文针对色素含量

较高的枳实、绞股蓝、枇杷叶、鱼腥草和乌梅等 5
种中药材, 开发了基于 IAC 净化的 HPLC-FLD 检测
技术, 为开展污染调查提供了良好的技术手段。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与设备 

LC-20AD型高效液相色谱仪(配 RF-10AXL荧光
检测器, 日本 Shimadzu 公司)、Lambda12 型紫外可
见分光光度计(Perkin-Elmer公司)、DFY-80型摇摆式
高速万能粉碎机 (浙江温岭市林大机械公司 )、
CP225D 型电子天平(德国 Sartorius 公司)、YP202N
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型电子天平(上海精密科学仪器公司)、JZ-Ⅱ均质器
(天津四方电器设备厂 )、Direct-Q 型超纯水机

(Millipore 公 司 ) 、 N-EVAPTM111 吹 氮 浓 缩 仪

(Organomation Associates公司)、DGX-9143BC型电
热恒温鼓风干燥箱、Microfuge® 18 型离心机(美国
Beckman公司)、KQ-500B型和 KQ3200型数控超声
波清洗器、G-560E 漩涡混合器、Mediwax12 型固相
萃取装置、精密移液器(1 mL、200 µL、100 µL，法
国 Gilson公司)。 

2.2  试剂与材料 

2.2.1  试  剂 
  甲醇、氯化钠(分析纯)、吐温-20(化学纯)均来

自中国国药集团上海化学试剂公司; 甲醇、乙腈均为
色谱纯(美国Fisher公司); 磷酸盐缓冲液(PBS, pH 为
7.4, 美国 Sigma 公司)、正己烷(色谱纯, 天津市光复
精细化工研究所)、三氟乙酸(色谱纯, Tedia 公司)。
0.1% 吐温 20-PBS溶液(取 1 mL吐温-20, 加入 PBS
并定容至 1000 mL)。黄曲霉毒素 B1、B2、G1和 G2

标准品(各 1 mg)购自美国 Sigma公司。 
AFT 标准储备液的配制: 分别加入少量乙腈于

盛有 1 mg 黄曲霉毒素 B1、B2、G1和 G2标准品的

玻璃瓶中, 用乙腈反复多次洗涤内容物, 将洗涤液
分别移入对应的 100 mL 棕色容量瓶中, 加乙腈定
容至 100 mL, 超声 10 min, 再涡旋混合 20 s, 得到
浓度约为 10 μg/mL的标准储备液。在最大吸收波长
下, 测定吸光值, 根据吸光系数, 计算 4种黄曲霉毒
素的浓度[19]。 
2.2.2  材  料 

黄曲霉毒毒素免疫亲和柱(1 mL/支, 美国 Vicam
公司 , 由北京中检维康公司提供); 定性滤纸(直径
15 cm, 杭州特种纸业公司)和玻璃微纤维滤纸(直径
110 mm, Whatman公司)。干燥的中药材(枳实、绞股
蓝、枇杷叶、鱼腥草和乌梅)购于福州市各大连锁药
店、超市和福建省部分中药材产地。用高速粉碎机

将 500 g左右的中药材粉碎药材 1～2 min, 至细粉末
状, 直至全部通过 40 目的不锈钢筛网, 供 AFT 提
取、分析用。 

2.3  标准曲线的建立  

2.3.1  标准溶液配制 
混合标准液的配制: 用移液器吸取 1～2 mL 的各

种 AFT 标准储备液于同一棕色容量瓶(100 mL)中, 用

乙腈定容至 100 mL, 超声 10 min, 再涡旋混合 20 s后, 
得到混合标准溶液, 其中 AFB1和 AFG1的浓度为 200 
ng/mL, AFB2和 AFG2的浓度为 100 ng/mL。标准使用液
由混合标准液用乙腈稀释 20 倍而得到, AFB1和 AFG1

的浓度为 10 ng/mL, AFB2和AFG2的浓度为 5.0 ng/mL。 
2.3.2  标准曲线的绘制 

于 5 mL玻璃试管中, 精确吸取一定量的标准使
用液, 加入少量乙腈, 配成体积为 1 mL 的标准系列
溶液, 涡旋混合 20 s, AFB1和 AFG1的浓度分别 10、
5.0、2.5、1.25、0.625 μg/L, AFB2和 AFG2的浓度分

别为 5.0、2.5、1.25、0.625、0.313 μg/L。参考文献
方法 [19], 进行柱前衍生 ,简述如下 : 标准溶液在 
60 ℃水浴下用氮气吹干, 加入 200 μL正己烷和 100 
μL 三氟乙酸, 盖紧试管塞子, 涡旋混匀 20 s 后, 在
40 ℃下衍生 15 min。反应结束后, 用氮气吹干溶液, 
准确加入 1 mL 15%乙腈充分溶解, 以 10000r/min的
转速离心 5 min, 取上清液进行HPLC分析(见 2.3.3)。
将 AF 衍生物的峰面积(Y)对 AFT 的浓度(X, ng/mL)
作线性回归, 得到标准曲线。 
2.3.3  液相色谱分析条件 

色谱柱: Symmetry®C18(4.6 mm×250 mm, 5 μm, 
Waters公司); 柱温: 30 ℃; 流速: 1.0 mL/min; 荧光
检测器: 激发波长 360 nm, 发射波长 440 nm; 进样
量: 20 μL; 流动相: 乙腈和水, 梯度洗脱条件: 0～6 
min, 乙腈比例由 15%增至 17%, 第 6至 8 min时乙腈
增至 25%, 保持 5 min 直至第 13 min, 在第 13～14 
min时, 乙腈由 25％降低至 15%, 保持 5 min。 

2.4  样品制备和 AFT 测定 

2.4.1  样品的提取和净化 
提取: 准确称取粉碎均匀的样品 25.0 g, 加入 5 

g NaCl和 100 mL 80%甲醇水溶液, 以 10000 r/min的
转速均质 2 min, 提取液用定性滤纸过滤。取 10 mL
滤液加 40 mL PBS溶液稀释(注: 对酸性强的乌梅等
中药材, 需要先调节提取液 pH至 6～7, 方法是加入
饱和 NaOH 溶液 20 滴左右, 再测试 pH 值), 用玻璃
微纤维滤纸过滤, 收集滤液供 IAC净化。 

IAC 净化: 取 10 mL 滤液倒入连接有储液管的
IAC柱上, 调节阀门, 使液体以 1～2滴/s的流速通过
IAC柱, 待接近流尽后, 加入 10 mL含 0.1%吐温-20
的 PBS缓冲液淋洗柱子。淋洗结束后, 用注射器吸取
10 mL 空气排除残余的溶液。在 IAC 柱下端接好试
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管, 用 1.5 mL甲醇洗脱, 收集洗脱液, 再用注射器挤
入 10 mL空气使柱里残余的洗脱液流下并被收集。 

三氟乙酸(TFA)衍生:  甲醇洗脱液在 60 ℃水浴
下氮气吹干, 按照 2.3.2 步骤衍生, 然后准确加入 1 
mL 15%乙腈－水溶解残渣 , 充分涡旋 , 以 10000 
r/min转速离心 5 min, 取上清液进行 HPLC分析。 
2.4.2  测  定 

HPLC 分析条件同 2.3.3。如所测溶液浓度超过
标准曲线线性范围最高浓度点, 应将样品溶液稀释
后再测定。如 AFT 浓度(或质量)超过 IAC 柱的最大
亲和容量, 则应适当减少取样量或将提取液增加稀
释倍数后, 重新用另一支 IAC制备新的样品溶液, 再
衍生进行 HPLC测定。 

3  结果与讨论 

3.1  样品净化条件的优化 

3.1.1  淋洗液 
采用文献方法[20]试验时发现, 枇杷叶、鱼腥草等

叶类或全草入药的中药材以及一些皮类、果实类中药

材的提取液色素干扰较为严重, 以超纯水淋洗时, 只
能去除少量色素, 大量的色素则被后续的甲醇洗脱
液所洗脱出来, 导致 HPLC－荧光检测时干扰较为严
重(见图 1), 且容易污染色谱柱, 也不利于 IAC 柱的
回收再使用。对绞股蓝样品, 尝试了不同种类的淋洗
剂, 发现 PBS 中添加少量吐温-20 时, 可增加淋洗剂
对色素的淋洗能力, 吐温-20 含量为 0.1%时, 柱子中 

 

左: 超纯水; 右: 0.1%TW20-PBS 

图 1  不同淋洗剂下绞股蓝样品提取液的 HPLC图 
Fig. 1  HPLC of Gynostemma extract sample under different eluant 
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残留的杂质最少, 同时 AFT 的加标回收率也较理想, 
在 64.2%～93.6%之间, 这说明该淋洗液既能较好地
去除杂质干扰, 又能保证被亲和的 AFT 基本不被淋
洗下来。 
3.1 2  提取液 pH 对回收率的影响 

IAC对待净化液的 pH要求较高, 当 pH＜4或＞
8时目标物的回收率会降低[16]。乌梅提取液酸性较强

(pH≈3), 即使加入磷酸盐缓冲液, 也难以起到缓冲作
用, 导致 IAC 柱无法对 AFT 起到亲合的作用, 加标
回收样品基本上检测不到 AFT 色谱峰。因此对于乌
梅样品, 必须先调节提取溶液的 pH 值, 即取一定量
的提取液, 加入 20 滴饱和 NaOH 溶液, 将 pH 调至
6～7, 再加入 PBS缓冲液稀释后上 IAC柱、洗脱, 可
获得理想结果。采用该方法对乌梅进行加标回收试验, 
AFT 的回收率在 80.8%～ 97.8%之间 , RSD 在

3.12％～6.50％, 符合要求。 

3.2  方法学指标的考察  

3.2.1  最低检出限 
将 AFT 标准使用液适当稀释后制得一系列不同

浓度的标准溶液, TFA 衍生后进样分析, 以信噪比
(S/N=3)作为最低检出限。黄曲霉毒素 AFG1、AFB1、

AFG2和 AFB2的最低检测限分别为 0.1、0.02、0.05
和 0.05 μg/kg。即使以目前最严格的欧盟限量标准
AFB1＜2 μg/kg衡量, 方法也能满足目前国际上越来
越严格的黄曲霉毒素限量的检测要求。 
3.2.2  标准曲线的建立 

以 AFT标准溶液的色谱峰峰面积(Y)对其浓度(X)
作回归, 结果在 0.625～10 ng/mL范围内(对于 AFG2

和 AFB2, 则为 0.313～5 ng/mL), 呈现良好的线性(见
表 1)。按照样品前处理步骤, 取样 25 g 计算, 进入
IAC 柱的样品为 0.5 g, 因此相当于可检测的浓度水

平为 1.25～20 μg/kg(对于 AFG2 和 AFB2, 则为
0.625～10 μg/kg)。 
3.2.3  准确度 

采用所建立的 IAC-HPLC法对不含AFT的枳实、
绞股蓝、枇杷叶、鱼腥草和乌梅等色素含量较高的 5
种中药材做 3 个水平(重复次数 n＝3)的加标回收试
验。水平 1的总 AFT为 24 μg/kg, 其中 AFB1、AFG1

均为 8 μg/kg, AFB2、AFG2均为 4 μg/kg; 水平 2的
总 AFT为 12 μg/kg, 其中 AFB1、AFG1均为 4 μg/kg, 
AFB2、AFG2均为 2 μg/kg; 水平 3 的总 AFT 为 6 
μg/kg, 其中 AFB1、AFG1均为 2 μg/kg, AFB2、AFG2

均为 1 μg/kg。回收率结果见表 2, 在上述加标水平
下, AFT 的加标回收率在 62.3%～115%之间, 总体
上满足要求。 
3.2.4  精密度 

准确量取标准使用液 0.5 mL, 经 TFA衍生后连
续进样 6 次, 4 种黄曲霉毒素峰面积的日内稳定性
(RSD)为 1.59%～4.93%, 说明仪器的精密度良好。衍
生物于低温下放置, 日间重复测定 6次, 日间稳定性
(RSD)为 2.75%～6.48%, 说明衍生物基本稳定。在上
述浓度(见 3.2.3)下, 进行中药材样品的加标回收试验, 
重复次数 n为 3,结果 RSD在 0.92％～15.9%之间, 说
明所建立的方法具有较好的重复性和再现性。 

4  结  论 

建立了色素含量较高的 5 种中药材黄曲霉毒素
(AFT)的免疫亲和柱净化－液相色谱荧光检测方法, 
AFT 的最低检测限与文献报道的 LC/MS/MS 法基本
一致。进行 3个浓度水平的加标回收试验, AFT的加
标回收率在 62.3%～115%之间 , RSD 在 0.92%～
15.9%之间, 说明准确度和精密度均较为理想。 

表 1  黄曲霉毒素的线性范围 
Table 1  The linear range and regression equation of aflatoxins 

黄曲霉毒素 回归方程 相关系数 r 线性范围(ng/mL) 

AFG1 Y＝18800X＋496.92 0.9998 
0.625 1.25 2.5 5.0 10 

AFB1 Y＝50594X＋3206.5 1 

AFG2 Y＝27781X＋487.56 1 
0.313 0.625 1.25 2.5 5.0 

AFB2 Y＝47007X＋570.22 1 
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表 2  某些中药材基质中 AFT 的加标回收和精密度试验结果(n＝3) 
Table 2  Results of spiked recoveries and relative standard deviation（RSD）of AFT in some matrices of 

traditional Chinese medicines (n=3) 

中药材名称 加标水平 
AFG1 AFB1 AFG2 AFB2 

回收率 % RSD % 回收率 % RSD % 回收率 % RSD % 回收率 % RSD %

 水平 1 82.5 4.38 89.1 2.75 92.8 2.56 100 2.68 

枳 实 水平 2 69.8 5.16 80.3 4.90 87.2 1.43 103 1.43 

 水平 3 72.8 4.31 82.6 3.57 92.1 3.27 115 5.47 

 水平 1 90.6 5.07 78.8 2.54 85.9 3.88 62.3 1.93 

绞股蓝 水平 2 90.9 0.92 93.6 0.94 86.3 0.92 64.2 1.04 

 水平 3 91.0 3.16 109 12.9 84.0 2.08 66.8 4.34 

 水平 1 66.1 11.8 69.3 15.0 65.3 9.04 82.8 11.4 

枇杷叶 水平 2 69.0 4.05 81.2 1.48 85.7 9.39 90.4 5.23 

 水平 3 67.2 7.97 87.4 8.77 83.1 8.72 83.7 15.9 

 水平 1 87.2 9.28 99.1 4.83 84.4 7.24 96.3 4.23 

鱼腥草 水平 2 86.1 8.33 103 5.92 83.9 9.12 94.1 4.90 

 水平 3 87.1 9.87 110 9.76 77.0 4.55 92.3 5.85 

 水平 1 64.2 4.54 90.4 6.80 71.6 5.71 104 13.5 

乌 梅 水平 2 83.1 4.82 91.1 3.12 80.8 4.13 97.8 6.50 

 水平 3 63.4 4.11 90.8 8.01 64.7 7.20 77.7 13.1 

 
 
 

免疫亲和柱净化效果理想, 操作简便快速, 易
于掌握, 重复性和再现性好。采用柱前衍生方式达到
了较好的目的 , 对于未配备光化学衍生装置或
LC/MS/MS 仪器的实验室更具有很好的应用价值 , 
值得进一步推广用于各种中药材中黄曲霉毒素(AFT)
的检测。 
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