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无衍生-高效液相色谱法测定玉米中 AFB1含量 

周  闯, 班晓敏, 刘胜利, 张海彬* 
(南京农业大学动物医学院, 南京  210095) 

摘  要: 目的  建立 AFB1无衍生的 HPLC 检测方法。方法  本试验对谷物中 AFB1的提取方法、净化方法、

色谱条件进行摸索, 最终建立了一套完整的无衍生的HPLC方法。结果  该方法在AFB1的浓度为0.5~80 μg/mL

范围内线性关系良好, 线性回归方程为 Y=1095223X+857392, 相关系数 R2=0.99884, 检测限为 0.60 ng/mL, 回

收率在 86.40%~99.06%之间。在 43 份送检玉米样品中, AFB1的总检出率和超标率分别为 39.53%和 11.63%。     

结论  无衍生的 HPLC方法也可以用于检测玉米中的 AFB1的含量, 比衍生化的方法更简单、可操作性更强、

更有应用价值。 
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Determination of AFB1 in corns by high performance liquid 
chromatography without derivations 

ZHOU Chuang, BAN Xiao-Min, LIU Sheng-Li, ZHANG Hai-Bin* 

(College of Veterinary Medicine, Nanjing Agricultural University, Nanjing 210095, China) 

ABSTRACT: Objective  To develop a method for the determination of AFB1 in the corns by high 
performance liquid chromatography (HPLC) without any derivations to make the determination process simpler. 
Methods  The extraction, purification and detection conditions were optimized. Finally, an HPLC method 
without derivations was developed. Results  When the concentrations of AFB1 were at 0.5~80 μg/mL, a good 
linearity between the concentration and peak area ratio was obtained. The linear regression equation was 
Y=1095223X+857392 with R2=0.99884. The limit of detection was 0.60 ng/mL and recovery rates were 
between 86.40% and 99.06%. Relevance rate and the rate of exceeding the allowed standards of China in the 43 
corn samples was 39.53% and 11.63%, respectively. Conclusion  The HPLC without derivations could be 
used to detect the content of AFB1 in the corns, and it had simpler process, better operability and more practical 
application value. 
KEY WORDS: AFB1; corns; high performance liquid chromatography; determination 
 
 

 
 

1  引  言 

黄曲霉毒素(aflatoxins)是由寄生曲霉和黄曲霉
产生一类具有很强毒性的化合物[1], 据报道, 大量谷
物受到黄曲霉毒素 B1、B2、G1、G2等的污染

[2-3], 其

中 AFB1 的致癌性最强
[4], 近期研究发现玉米及其制

品中四种黄曲霉毒素 AFB1的检出率最高, 引起了人
们的极大关注[5]。 

随着各国食品中 AFB1最大限量的逐渐降低, 我
国制定的谷物中AFB1最大限量最低已至 5 μg/kg[6-7]。
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从而对谷物中 AFB1 的检测方法提出了更高的要求, 
目前 AFB1 的检测方法主要有酶联免疫吸附法

(enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA)[8]、高效

液相色谱法(HPLC)[9-10]、液质联用(LC-MS/MS)[11-12]

等, 由于 ELISA的灵敏度较低, LC-MS/MS价格较高
且要求较强的专业技术, 所以HPLC串联荧光检测器
(FLD)方法使用的频率较高[8-12]。 

过去大多数关于AFB1的HPLC-FLD检测方法都
进行衍生, 可能是由于通过衍生能够使目标物的荧
光信号增强, 但同时也使操作过程变得复杂, 使这些
方法在生产实践中不容易被重复出来, 降低了 HPLC
方法的使用率[11-13]。AFB1 衍生试剂主要有强氧化剂

三氟乙酸(TFA)和卤族元素(碘、溴)以及衍生物过溴
化吡啶溴(PBPB)等[13], 衍生不但会使操作变得复杂, 
还会因为种种不足, 如加热衍生、稳定性差、试剂有
挥发性、腐蚀性、保存寿命短等[14]。本实验尝试对

HPLC-FLD 方法进行优化, 省去衍生化步骤来检测
玉米中的 AFB1, 使检测方法变得简单、快捷、准确、
廉价, 从而使该检测方法在生产实践中能够得到大
力推广。 

2  材料与方法 

2.1  材料与试剂 

空白玉米样品购于周边农贸市场, 各地企业的
送检玉米样品 43份。 

AFB1标准品(纯度≥98%, 美国 Sigma 公司); 色
谱级甲醇、乙腈(上海安谱科学仪器有限公司); 氯化钠
(分析纯); Whatman No.4滤纸、GF/C玻璃纤维滤纸(上
海利根商贸有限公司); 进样瓶(上海安谱科学仪器有限
公司); 注射器; 有机相针式滤器(0.45 μm)(上海安谱科
学仪器有限公司); 免疫亲和柱(德国拜发公司)。 

2.2  仪器设备 

高效液相色谱仪(LC-20AT, 日本岛津); 荧光检
测 器 (RF-10AXL, 日 本 岛 津 ); 色 谱 柱 (Inertsil 
ODS-3V, 150 mm×4.6 mm, 5 μm, 日本岛津); 旋涡振
荡器(WH-1 上海沪西分析仪器厂); 粉碎机(XL-04A, 
广州旭郎机械设备有限公司)。 

2.3  AFB1 高效液相色谱检测条件的优化 

2.3.1  AFB1 标准品工作液的制备 
将 AFB1 标准品用色谱级甲醇充分溶解, 震荡, 

配成 1 mg/mL 的标准液。将标准液用甲醇分别稀释
成 0.05、0.1、0.2、0.4、0.8、1.0、10、20、40、80、
100 μg/mL的标准工作液。 
2.3.2  高效液相检测条件的筛选 

AFB1 使用荧光检测。实验过程中, 色谱柱柱温
为 30 , ℃ 流速为 0.8 mL/min。流动相有乙腈:水(20:80, 
v/v); 乙腈:水(25:75, v/v); 乙腈:水(30:70, v/v); 乙腈:
水(35:65, v/v); 甲醇:水(30:70, v/v)。荧光检测条件有
EX: 360~370 nm, EM: 410~430 nm。对 AFB1的不同浓

度的标准工作液进行检测。进样量 20 μL。 

2.4  AFB1 免疫亲和柱柱容的确定 

2.4.1  AFB1 标准品工作液的制备 
将 AFB1 标准品用色谱级甲醇充分溶解, 震荡, 

配成 1 mg/mL 的标准液。取以上标准液溶于甲醇配
成 10 μg/mL 的标准储备液, 取标准储备液用甲醇分
别稀释成 0.5、1.0、2.0、3.0、5.0、10 μg/mL的标准
工作液。 
2.4.2  实验步骤 

(1)将不同浓度的标准工作液 1 mL 分别通过免
疫亲和柱, 流速为 1滴/s。保持压力稳定(或重力速度)
有利于抗体更好的结合 AFB1。 

(2)待标准液全部通过免疫亲和柱后, 用 20 mL
的超纯水通过免疫亲和柱 2次, 每次 10 mL, 流速为
5 mL/min, 在进行下一步前确保残留水分均排出。 

(3)用 1 mL 甲醇(色谱级)洗脱亲和柱上结合的
AFB1, 收集在样品瓶中, 流速为 1 滴/s, 注意在洗脱
过程中进行反复抽吸, 以确保柱中单克隆抗体全部
变性, 从而释放 AFB1。之后加 1 mL超纯水通过亲和
柱, 得到总量为 2 mL的洗脱液。 

(4)分别将以上通过免疫亲和柱的标准品洗脱液
浓缩。这些标准品的浓度在理论上或者说未过柱的情

况下, 浓缩后为 0.5、1.0、2.0、3.0、5.0、10 μg/mL。 
(5)将以上标准液进行 HPLC检测。 

2.5  样品中 AFB1 的提取 

2.5.1  样品的预处理 
取约 1 kg样品, 充分粉碎, 混匀。称取 25 g充

分粉碎后的样品于烧杯中, 加入 5 g氯化钠。分别加
入甲醇:水(80:20, v/v)、甲醇:水(70:30, v/v)、甲醇:水
(60:40, v/v)、甲醇:水(50:50, v/v)、甲醇:水(40:60, v/v)
的提取液 125 mL。加氯化钠能够达到除脂的目的。
震荡至少 30 min。 
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用Whatman No.4滤纸过滤, 取 15 mL滤液用 30 
mL超纯水稀释, 震荡混匀。 

针对不同比例的提取液, 向5份空白样品中添加
AFB1标准品, 浓度为20 μg/kg, 进行回收率和精密度
的测定, 每个样品做 3个重复, 取平均值计算回收率
和相对标准偏差(RSD)。 
2.5.2  样品通过免疫亲和柱前的准备 

由于免疫亲和柱有柱容的问题, 有可能样品中
的毒素含量高到在通过免疫亲和柱时超过了柱容。所

以为了在实验中避免这种问题, 在样品过柱前, 先取
浸泡样品的提取液, 经过滤后直接用 HPLC检测, 估
计样品中 AFB1 量, 由此计算出通过免疫亲和柱时
AFB1 以及样品的最佳量。通过此次实验, 计算出样
品在过柱前以及过柱后毒素浓度的变化, 使其从提
取过程到检测, 即不超过柱容, 也能处于检测的线性
范围内。 
2.5.3  样品的免疫亲和柱净化 

将稀释后的样品通过免疫亲和柱。免疫亲和柱中

AFB1单克隆抗体能够捕获结合AFB1, 而其他杂质全
部通过了亲和柱, 达到了净化的效果。 

步骤如下:  
(1)取 15 mL 稀释后的样品通过免疫亲和柱, 流

速为 1 滴/s。保持压力稳定(或重力速度)有利于抗体
更好地结合 AFB1。 

(2)待样品全部通过免疫亲和柱后, 用 20 mL 的
超纯水通过免疫亲和柱 2 次, 每次 10 mL, 流速为 5 
mL/min, 在进行下一步前确保残留水分均排出。 

(3)用 1 mL 甲醇(色谱级)洗脱亲和柱上结合的
AFB1, 收集在样品瓶中, 流速为 1 滴/s, 注意在洗脱
过程中进行反复抽吸, 以确保柱中单克隆抗体全部
变性, 从而释放 AFB1。之后加 1 mL超纯水通过亲和
柱, 得到总量为 2 mL的洗脱液。 
2.5.4  样品的 HPLC 检测 

(1)标准曲线的绘制和样品的检测 
将浓度为 1.0、5.0、10、15、30、50 μg/mL的标

准工作液, 依照确立的液相检测条件进行测定, 重复
3 次, 结果取平均值。以峰面积为纵坐标, 浓度为横
坐标, 绘制标准曲线, 并得到回归方程。 

将待测样品, 经0.45 μm针式滤器过滤, HPLC检
测。样品做重复, 结果取平均值。 

(2)检测限与定量限的测定 
配制不同浓度标准品溶液, 添加到样品中, 按

上述方法提取净化, HPLC 分析。以信噪比 3:1 作为
检测限, 以信噪比 10:1作为定量限。 

(3)回收率与精密度测定 
在空白样品中添加 AFB1标准品, 浓度为 5、10、

50 μg/kg, 进行回收率和精密度的测定, 每个浓度做
3 个重复的平行试验, 取平均值计算回收率和相对标
准偏差(RSD)。 
2.5.5  样品的检测结果分析 

利用上述检测方法对送检的 43 份样品进行
AFB1检测, 并利用EXCEL办公软件对检测结果进行
数据分析。 

3  结果与分析 

3.1  AFB1 高效液相检测条件的优化结果 

根据保留时间、峰的对称性、峰面积等条件, 确
立液相检测条件如下: 流动相: 乙腈:水=30:70(v/v); 
流速: 0.8 mL/min; 荧光检测: 激发波长 Ex=365 nm, 
发射波长 Em=418 nm; 柱温: 30 ; ℃ 进样量: 20 μL; 
色谱柱: Inertsil ODS-3V, 150 mm×4.6 mm, 5 μm。 

HPLC检测 1.0、5.0、10、15、30 μg/mL浓度的
标准品, 以峰面积为纵坐标, 浓度为横坐标, 绘制标
准曲线。目标峰的保留时间在 17.5 min左右, AFB1在

0.5~80 μg/mL浓度范围内线性关系良好。线性回归方
程为 Y=1095223X+857392, 相关系数 R2= 0.99884。检
测限是 0.60 ng/mL(1.2 μg/kg)。标准曲线图以及标准
品、样品以及样品加标色谱图, 如图 1, 图 2。 

3.2  免疫亲和柱柱容的测定结果 

将 0.5、1.0、2.0、3.0、5.0、10 μg/mL浓度的标
准品通过免疫亲和柱并稀释后, 用 HPLC检测。经过
5 次重复试验, 以上标准品过柱浓缩后, 与其理论状
态下或者未过柱情况下的浓度(0.5、1.0、2.0、3.0、 

 

图 1  AFB1毒素标准曲线 
Fig. 1  AFB1 standard curve 



第 7期 周  闯, 等: 无衍生-高效液相色谱法测定玉米中 AFB1含量 2201 
 
 
 
 
 

 

 

图 2  AFB1标准品(a)、样品(b)及样品加标(c)色谱图 
Fig. 2  AFB1 chromatogram of standards (a), extracting 

solution(b) and labeling(c) 

 
5.0、10 μg/mL)相比较, 5.0、10 μg/mL浓度的标准品
与其理论状态下或者未过柱情况下的浓度(5.0、10 
μg/mL)的峰面积小很多; 3.0 μg/mL 的标准品与理论
状态的浓度相差不大, 多次重复的结果均小于理论
浓度; 0.5、1.0、2.0 μg/mL的标准品过柱浓缩后检测
的结果在理论浓度左右波动。实验表明免疫亲和柱的

柱容在 2.0~3.0 μg之间。 

3.3  提取液的优化结果 

比较 5 种提取液-甲醇:水(80:20, v/v)、甲醇:水
(70:30, v/v)、甲醇:水(60:40, v/v)、甲醇:水(50:50, v/v)、
甲醇:水(40:60, v/v)的提取效果, 其结果见表 1。 

由表 1可知, 5种提取液的提取效果有差异。效
果差异可分为 3组, 1组为甲醇:水(80:20, v/v)和甲醇:
水(60:40, v/v); 2组为甲醇:水(70:30, v/v); 3组为甲醇:
水(50:50, v/v)和甲醇:水(40:60, v/v)。这 3组, 组内差

异不显著(P>0.05), 组间差异极显著(P<0.01)。甲醇:
水(70:30, v/v)提取液, 加标回收率高, 可达到 91%, 
效果最好。甲醇:水(70:30, v/v)提取液对 5个样品加标
回收检测的回收率的总体平均值为 90.62%±0.94%, 
相对标准偏差(RSD)为 1.04%。 

3.4  样品中 AFB1 高效液相色谱检测方法的验

证结果 

选取 10份空白样品, 采用以上已经确立的AFB1

高效液相色谱检测的方法, 加标检测毒素, 加标浓度
分别为 5、10、50 μg/kg, 进行回收率和精密度的测
定, 每个浓度做 3次重复。结果见表 2、表 3。 

由表 2可知, 3个加标浓度下, 检测的 10个样品
的回收率的相对标准偏差(RSD)依次分别为 3.29%、
2.33%、3.50%, 且 3个加标浓度的回收率之间差异不
显著(P>0.05)。 

由表 3 可知, 3 个加标浓度下检测 10 个样品, 3
次重复试验回收率的相对标准偏差(RSD)依次分别
为 2.36%、2.76%、1.48%, 且 3次重复试验的回收率
的之间差异不显著(P>0.05)。 

3.5  送检玉米样品的分析结果 

由表 4可见, AFB1的阳性平均值为 34.20 μg/kg, 
超出国家标准, 最大值 275.71 μg/kg超标 10倍以上[7], 
因此黄曲霉毒素 B1 虽然整体情况乐观, 但是要加强
个别来源的检查。 

4  讨论与结论 

HPLC 法是当前国内外最常用也是最权威的检
测 AFB1 的方法之一

[9-10], 可同时实现毒素的定性和
定量测定。由于分析条件之间相互影响、相互制约, 
为达到理想的分离效果, 分析时要综合考虑以达到
最佳的分析条件[15]。所以, 为了能够准确地检测出玉 

 
表 1  提取液体积比对提取效果影响(n=3) 

Table 1  Effect of extraction by different extracting solution (n=3) 

3次重复试验 
5个样品加标平均回收率% 

甲醇:水 
80:20 

甲醇:水 
70:30 

甲醇:水 
60:40 

甲醇:水 
50:50 

甲醇:水 
40:60 

第一次试验 82.18 91.05 80.135 74.86 75.54 

第二次试验 86.04 91.28 82.07 75.70 72.80 

第三次试验 84.09 89.54 84.70 75.26 74.98 

平均回收率%±标准差% 84.10±1.92 90.62±0.94 82.30±2.29 75.27±0.42 74.44±1.45 
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表 2  加标回收实验(n=3) 
Table 2  Recoveries of experiments (n=3) 

 
10个样品回收率% 

加标 5 μg/kg 加标 10 μg/kg 加标 50 μg/kg

1 86.40 94.60 95.70 

2 95.00 91.70 96.24 

3 98.20 89.10 95.82 

4 95.00 92.70 90.18 

5 92.60 95.20 90.08 

6 92.80 96.80 99.06 

7 94.60 91.60 93.70 

8 95.00 92.50 91.76 

9 92.40 93.60 94.12 

10 94.80 92.40 88.84 

总体平均±标准差 93.68±3.08 93.02±2.17 93.55±3.27 

 
表 3  精密度的测定结果 

Table 3  Results of determined variation 

3次重复试验 
10个样品平均回收率% 

加标 5 μg/kg 加标 10 μg/kg 加标 50 μg/kg

第一次重复 95.20 93.60 93.98 

第二次重复 94.80 92.50 93.30 

第三次重复 91.20 93.00 93.36 

平均值±标准差 93.73±2.21 92.33±2.55 92.35±1.37 

 
表 4  被检玉米样品中 AFB1 的检测结果 

Table 4  The test results of AFB1 in corn samples 

样品数

目(份) 
阳性样品

数(份) 
检出率

(%) 
超标样品

数(份) 
超标

率(%) 
阳性平均

值(μg/kg)
最大值
(μg/kg)

43 17 39.53 5 11.63 34.20 275.71

 
米中 AFB1的含量, HPLC检测的条件至关重要。本试
验经过优化色谱条件得到一种简便、准确、稳定的检

测方法, 并且对提取方法进行了优化使得回收率在
86.40%~99.06%。 

目前, 关于 AFB1高效液相检测的研究较多, 但
是大多数都会采用衍生的方法, 本实验经过尝试, 不
需要衍生步骤也可以精确地检测谷物中的AFB1的含

量, 检测限可以达到 1.2 μg/kg比国家规定的允许量 5 
μg/kg 小, 因此该方法不需要衍生也能满足谷物中
AFB1的检测

[7]。 

随着人们对食品安全问题的重视以及相关国家

标准的设定, AFB1的检测方法也在不断改进。每种方

法都有自己的优缺点, 所以不能作出某种方法比另
一种方法更优越的评论, 但可以根据各种检测方法
的特点, 选用最合适的检测方法[16]。关于 AFB1 的

HPLC检测方法的报道, 都热衷于用一些化学物质对
AFB1 进行衍生, 不结合实际只追求精确度, 无论是
柱前的还是柱后 [10,17]的衍生, 都会使检测过程变得
复杂, 而且衍生还跟浓度、温度、反应时间等参数有
关, 如果经验不足者操作, 反而会变成事倍功半[18]。

所以, 本文所介绍的无需衍生的HPLC检测方法检测
谷物中 AFB1的含量要比衍生化的方法更简单、可操

作性更强、更有应用价值。 
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