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高效液相色谱法测定原粮中玉米赤霉烯酮的 
改进研究 

任丹丹, 李少晖, 谢云峰, 杨永坛* 

(中粮营养健康研究院, 北京市营养健康与食品安全重点实验室, 北京  102209) 

摘  要: 目的  对原粮中玉米赤霉烯酮免疫亲和层析净化高效液相色谱测定方法进行改进和研究。方法  样品

粉碎后经体积分数为 84%的乙腈溶液超声提取, 采用免疫亲和柱净化, C18 色谱柱进行分离, 以乙腈-水-甲醇

(46:46:8)为流动相, 最后用高效液相色谱荧光检测器对玉米赤霉烯酮进行测定, 激发波长为 274 nm, 发射波长

为 440 nm。结果  在优化实验条件下, 测得玉米赤霉烯酮的线性相关系数为 0.9998, 相对标准偏差为 5.24%～

7.96%, 检出限为 5μg/kg, 加标回收率为 92.6%～108.0%。结论  改进后的方法适用于常用市售免疫亲和柱净

化原粮中玉米赤霉烯酮。 
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Improvement research on determination of zearalenonein grain by high 
performance liquid chromatography 

REN Dan-Dan, LI Shao-hui, XIE Yun-Feng, YANG Yong-Tan* 

(Beijing Key Laboratory of Nutrition Health and Food Safety, COFCO Nutrition and Health Research Institute, 
Beijing 102209, China) 

ABSTRACT: Objective  To improve immunoaffinity column clean-up and high performance liquid 

chromatography (HPLC) method for the determination of zearalenone in grain. Methods  Ground sample was 

extracted with 84% acetonitrile solution (v:v) by ultrasonic wave. The chromatographic purification was 

performed on an immunoaffinity column and separated on a C18 column, using a mixture of acetonitrile, water 

and ethanol (v:v:v=46:46:8) as mobile phase, then the analyte was detected by HPLC with fluoresence detector 

(Ex=274 nm, Em=440 nm). Results  Under the optimal conditions, the correlation coefficient (r) was more 

than 0.9998. The relative standard deviations (RSDs) were in the range of 5.24%~7.96%, the limit of detection 

(LOD) was 5 μg/kg and the spiked recoveries were between 92.6%~108.0%. Conclusion  The proposed 

method is suitable for fast, accurate and sensitive detection of zearalenone in grain with various immunoiffinity 

columns in market . 
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1  引  言 

玉米赤霉烯酮( zearalenone, ZEN), 又名 F2毒素, 

主要是由粉红镰刀菌(Fusarium roseum)及禾谷镰刀

菌(Fusarium graminearum)产生的一种非甾体霉菌

毒素。首先从赤霉病玉米中分离, 广泛存在于霉变

的玉米、高粱、小麦、燕麦、大麦等谷类作物以及

奶中 , 是世界上污染范围最广的一种镰刀菌毒素
[1,2]。ZEN 的结构与动物内源雌激素相似, 故能与

雌激素受体结合表现出弱雌激素活性。实验表明 , 

ZEN 所具有的类雌激素作用 , 对免疫系统具有潜

在毒害作用, 可引发动物雌激素亢进症, 进而引起

动物流产、死胎等生殖机能异常, 还能导致生长下

降、免疫抑制、不育、畸形等 , 尤其是猪对 ZEN

最为敏感[3-5]。玉米赤霉烯酮污染饲料和食品后, 不

仅使农业经济受到严重影响 , 而且还会带来严重

的食品安全问题 , 威胁到人类的健康。由于 ZEN

对人和动物产生的危害 , 目前已有很多国家制订

了食品中 ZEN限量标准。我国规定, 粮谷和食品中

ZEN 含量不能超过 60 μg/kg[6], 饲料中 ZEN 含量

不得超过 500 μg/kg[7]。 

目前食品和饲料中 ZEN 的分析方法主要有酶联

免 疫 法 (enzyme-linked immunosorbent assay, 

ELISA)[8]、薄层色谱法 (thin layer chromatography, 

TLC)[9]、高效液相色谱法 (high performance liquid 

chromatography, HPLC)[10]和液 -质联用法 (liquid 

chromatography-mass spectrum, LC-MS)[11]等, 其中以

HPLC方法使用最为广泛。在 GB/T 23504-2009《食

品中玉米赤霉烯酮的测定免疫亲和层析净化高效液

相色谱法》中 ZEN采用免疫亲和柱净化[12]。免疫亲

和柱净化原理是基于毒素与特异性抗体之间的相互

作用, 对 ZEN 具有高度专一的吸附特性, 但是由于

ZEN 在实际样品中含量甚微且共存干扰物质多, 不

同品牌免疫亲和柱制备工艺存在差异, 在 ZEN 实际

测定中, 净化效果受试验条件影响显著, 造成国标方

法的适用性受到一定限制[13,14]。本试验针对现行免疫

亲和柱净化－高效液相色谱国标方法进行改进研究, 

选取常用三种市售免疫亲和柱, 对原粮中 ZEN 的净

化条件进行优化, 建立普遍适用的样品前处理方法, 

并对 ZEN 检测过程中存在的一些问题作了较为深入

的讨论。 

2  材料与方法 

2.1  主要仪器与试剂 

Thermo Ultimate 3000Dual 高效液相色谱仪, 配

备荧光检测器(美国 Thermo公司); Millipore Advantage

超纯水机(美国Millipore公司); Allegra 64R台式高速

冷冻离心机(美国贝克曼公司); TTL DC 氮吹仪(中国

同泰联科技); 玻璃纤维滤纸(英国Whatman公司)。 

玉米赤霉烯酮标准品购自 Sigma 公司。甲醇和

乙腈(色谱纯, 美国 Fisher Scientific公司); 其他试剂

除指明外均为分析纯。 

磷酸盐缓冲溶液(PBS): 取氯化钠 8.0 g、磷酸氢

二钠 1.2 g、磷酸二氢钾 0.2 g溶于纯水, 定容至 1 L, 

用浓盐酸调 pH值至 7.0。 

玉米赤霉烯酮免疫亲和柱: 柱子 A: Romer Labs, 

COIAC 4000; 柱子 B: 华安麦科, HCM0515; 柱子 C: 

VICAM, #G1012。 

2.2  色谱条件 

色谱柱: Agilent Extend C18 (4.6 mm×150 mm, 5 

μm); 流动相: 乙腈:水:甲醇(46:46:8); 流速: 1.0 mL/min; 

柱温: 35 ; ℃ 进样器温度: 4 ; ℃ 进样体积: 50 μL; 检测

波长: 激发波长 274 nm, 发射波长 440 nm。 

2.3  样品处理方法 

称取 10 g(精确到 0.01 g)样品于 50 mL离心管中, 

加入 2.5 g氯化钠和 40 mL提取液, 混匀。超声 1 h

后, 8000 r/min离心 10 min。移取 10.0 mL上清液于

50 mL容量瓶中, 加水定容至刻度, 混匀。用玻璃纤

维滤纸过滤至滤液澄清, 收集滤液于干净烧杯中。 

准确移取 10.0 mL滤液注入免疫亲和柱, 调节压

力, 使溶液以约 1 滴/s的流速通过免疫亲和柱, 直至

空气进入亲和柱中。用 10 mL PBS清洗缓冲液和 10 

mL水先后淋洗免疫亲和柱, 流速约为 1~2滴/s, 直至

空气进入亲和柱中, 抽干小柱。准确加入 1.0 mL 甲

醇洗脱, 流速约为 1 滴/s, 洗脱液收集于干净的玻璃

试管中。在 40 ℃下用氮气吹干, 用流动相溶解残渣

并定容到 1.0 mL, 供 HPLC测定。 

3  结果与讨论 

3.1  提取条件的优化 

ZEN 易溶于乙睛、乙醇等极性溶剂和碱性水溶
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液, 不溶于水。GB/T 23504-2009方法中对粮食及其

制品选用的是乙腈和水(90:10)的混合提取液。选用市

售三种不同品牌的免疫亲和柱对该方法进行验证 , 

结果显示该比例的提取液对柱子 A 有影响, 导致测

定结果不稳定, 且回收率仅能达到 28%。分析原因可

能是提取液中乙腈含量太高, 影响 ZEN 抗原抗体结

合反应[15]。因此, 考虑降低提取液中乙腈的含量进行

实验, 选用乙腈和水(84:16)的混合提取液。重复实验

结果显示, 提取液对免疫亲和柱的干扰得以消除(如

图 1)。 

 

图 1  不同提取液下 ZEN对比图(A: 90%乙腈; B: 84%乙腈) 

Fig. 1  Chromatogram of zearalenone at different extraction 
solvent 

 
对样品提取方式进行考察, 测定结果显示高速

均质和超声提取两种方法的加标回收测定结果分别

为 87.6%和 89.6%, 表明两种方法都可以取得较为满

意的结果。高速匀浆的方法处理单个样品虽然省时快

速, 但是为避免交叉污染每次操作都需要清洗。相比

较超声处理的方法则更适合于大批量的样品同时测

定, 较节省人力。 

3.2  洗脱液条件的优化 

GB/T 23504-2009 方法中最后洗脱免疫亲和柱

选用甲醇。经实验验证, 发现甲醇洗脱液在色谱图上

显示出显著的溶剂效应, 影响 ZEN 含量的定量。因

此, 将甲醇洗脱液在 40 ℃下用氮气吹干, 用流动相

溶解残渣并定容到 1.0 mL, 再进行上机测定。 

3.3  净化过程的优化 

免疫亲和柱是利用特异性抗体与待测物结合技

术, 将含有 ZEN 的特异性抗体与凝胶载体结合制成

的一种净化柱。这些抗体在纯化过程中与 ZEN 毒素

分子相结合, 在之后的洗脱过程中与毒素分离, 有效

地对 ZEN 进行纯化和浓缩。考察上柱前的过滤过程

对净化效果的影响, 对比提取液直接上柱与过滤后

上柱的实验结果。如图 2所示, 未经过滤步骤直接上

柱, 洗脱液中含有大量杂质, 对 ZEN 的色谱峰产生

干扰。经过两次过滤的提取液得到的色谱图杂峰干扰

小, 分离效果好。 

 

图 2  过滤前后 ZEN对比图(A过滤前; B过滤后) 

Fig. 2  Chromatogram of zearalenone with and without filter 
 

GB/T 23504-2009方法中, 样品经提取后进行定

性滤纸过滤, 因样品粘稠, 操作较费时, 考虑采用离

心方法代替。结果表明, 用离心方法代替定性滤纸过

滤, 同样可以达到去除杂质的效果。两种方法相比较, 

离心过滤的方法处理样品更加省时快速, 节省人力。 

3.4  免疫亲和柱的测定比对 

称取两个平行玉米质控样品, 选用三种市售免

疫亲和柱进行重复性测试, 结果如表 1所示。 

表 1  不同免疫亲和柱测试结果 
Table 1  The results of determination by different 

immunoaffinity columns 

柱子 
含量 (µg/kg) 

含量平均值 (µg/mL) 
S1-1 S1-2 

A 581.8 577.7 579.8 

B 642.5 601.9 622.2 

C 626.2 580.9 603.6 

 

质控样品中 ZEN的含量为: (472.1±157.0) µg/kg 

(k=2)。由重复性实验结果可以看出, 检测结果均落在

质控样品中 ZEN 含量范围内, 三个品牌的柱子测定

结果均满意。 
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表 2  方法回收率和精密度(n=6) 
Table 2  Recovery and precision (n=6) 

项目 加标量(μg) 本底值(μg) 测得值(μg) 回收率(%) RSD(%) 

玉米赤霉烯酮 

1.25 0 1.30 
102 5.91 

1.25 0 1.24 

2.50 0 2.29 
92.6 7.69 

2.50 0 2.34 

5.00 0 5.40 
108 5.24 

5.00 0 5.40 

表 3  原粮样品中玉米赤霉烯酮含量测定结果 
Table 3  The concentrationof ZEN in different grain samples 

样品 
含量 (µg/kg) 

含量平均值(µg/mL) 添加值(µg/mL) 测定值值(µg/mL) 回收率% 
S1-1 S1-2 

玉米 75.86 76.53 76.20 50.0 123.7 96.9 

稻谷 20.03 17.08 18.56 50.0 66.71 96.3 

小麦 18.97 15.91 17.44 50.0 64.97 95.1 

 
3.5  最小检出限 

根据国标 GB/T 23504-2009 中要求, 将 ZEN 标

准品溶液适当稀释后制得一系列不同浓度的标准品

溶液, 每个浓度进样 50 μL, 记录峰面积。分别以进

样浓度为横坐标(X)、峰面积积分值(Y)为纵坐标绘制

标准曲线并计算回归方程, 以 3 倍信噪比(S/N)作为

检出限(LOD)。 

根据浓度与峰面积的关系制得标准曲线, 线性

回归方程为 Y=1775.4X-6881 (r=0.9998)。在空白样品

中加入标准品, 根据 3倍信噪比的峰响应值, 得出方

法的检出限为 5 μg/kg。 

3.6  方法的回收率和精密度 

取面粉空白样品, 分别向样品中添加高、中、低

水平含量的 ZEN 标准溶液, 测定加标回收率, 结果

如表 2所示。 

对高、中、低水平加标的三种面粉空白样品进行

测定, 每种样品分别进行 6次重复实验。取 6次含量

结果进行精密度计算。如表 2所示, ZEN的相对标准

偏差范围分别 5.24%~7.69%, 精密度良好。 

3.7  实际样品测定 

应用优化后的免疫亲和层析净化高效液相色谱

法测定玉米、小麦、稻米中 ZEN 含量, 回收率均在

90%以上, 结果如表 3所示。 

4  结  论 

对免疫亲和柱净化-高效液相色谱法进行改进研

究, 建立了适用性更广的玉米赤霉烯酮免疫亲和净

化方法。本法基于免疫亲和柱对玉米赤霉烯酮的特异

性吸附原理, 优化样品提取、净化和洗脱条件, 建立

对主要市售免疫亲和柱都适用的样品净化方法。本文

所述方法回收率高, 重复性良好, 测定结果可靠, 可

用于原粮中 ZEN的灵敏、准确检测。 
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