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食品中黄曲霉毒素检测方法研究进展 

李少晖, 任丹丹, 谢云峰, 刘  佳, 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: 黄曲霉毒素是自然界中黄曲霉菌和寄生曲霉菌分泌的一种次级代谢产物, 容易污染粮食作物及其制

品, 主要存在于霉变的花生、大米、玉米等作物及与其相关食品中。黄曲霉毒素具有极强的毒性和致癌性, 是

目前已发现的最强的天然致癌物质, 严重威胁人类健康。近年来黄曲霉毒素已成为食品安全领域的重点关注对

象。本文着重从黄曲霉毒素的前处理方法和检测方法两方面介绍国内外目前食品中常用的黄曲霉毒素检测手

段, 包括传统的经典检测方法和快速检测方法, 并对其进行比较和评价, 同时对粮油食品中的黄曲霉毒素检测

方法的发展方向进行展望, 以供国内外同行参考借鉴。 

关键词: 黄曲霉毒素; 粮油食品; 检测方法; 快速检测 

Research progress on determination methods of aflatoxins in foodstuffs 

LI Shao-Hui, REN Dan-Dan, XIE Yun-Feng, LIU Jia, YANG Yong-Tan* 

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

ABSTRACT: As a secondary metabolite of Asporgillus flavus and Asperillus parasiticus, aflatoxins can readily 

pollute crops and plants as well as their by-products such as mouldy peanuts, rice, corns and the foodstuffs. 

Aflatoxins with the strongest natural carcinogens discovered, have a high toxicity and carcinogenicity that 

threaten human health seriously. Aflatoxins have become a focused point in the field of food safety in recent 

years. This article reviewed the current laboratory methods to detect aflatoxin in food stuffs, such as 

pre-treatment and detection in traditional classical detection and rapid detection methods, which are also 

compared and appraised respectively. The development direction was also prospected to provide reference for 

the colleagues in China and abroad. 
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1  引  言 

黄曲霉毒素(aflatoxins)是一种由黄曲霉和寄生曲霉等

真菌经过聚酮途径产生的次生代谢产物, 是一组结构类似

的化合物总称, 目前经发现的黄曲霉毒素及其衍生物有 20

余种[1-3]。黄曲霉毒素的结构通常包含一个双呋喃环和一个

氧杂萘邻酮, 天然产生的黄曲霉毒素根据其化学结构不同

分为 B1、B2、G1、G2四种
[4]; 生物体摄取黄曲霉毒素后会

被细胞内的 CYP450 等酶系氧化形成代谢产物, 主要包括

黄曲霉毒素 M1、M2、P1、Q1、B2a、G2a等
[5]。 

黄曲霉毒素是自然界中已经发现的理化性质最稳定

的一类真菌毒素, 具有很强的毒性、致癌性、致突变性和

致畸毒性, 其中以黄曲霉毒素 B1 的毒性最大。实验表明: 

黄曲霉毒素 B1的毒性为氰化钾的 10 倍, 砒霜的 68 倍[6]; 

且其致癌性是二甲基亚硝胺的 70倍, 被国际癌症研究组织

(international agency for research on cancer, IARC)确定为 I类
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致癌物[7,8], 人类和动物主要通过膳食渠道摄入黄曲霉毒素
[9]。黄曲霉毒素进入动物体后会表现出强烈的亲肝性, 可引

起肝脏出血、脂肪变性、胆管增生等, 并导致肝癌发生。 

随着多起黄曲霉毒素污染事件的发生, 世界各国相

关机构和广大消费者对食品安全愈发关切。大多数国家都

对进口农产品和食品中的黄曲霉毒素设定了限量标准[10]。

近几年来, 欧盟逐步加强了对食品黄曲霉毒素含量的控制,

并施行国际上最为严格的黄曲霉毒素限量标准: 黄曲霉毒

素 B1含量≤2 μg/kg, 黄曲霉毒素总量≤4 μg/kg[11]。我国对

食品中黄曲霉毒素 B1 也采取了严格的限量标准 (GB 

2761-2011): 花生、玉米及其制品中的黄曲霉毒素 B1含量

≤20 μg/kg; 大米及其他食用油的黄曲霉毒素 B1含量≤10 

μg/kg, 粮食、豆类、发酵食品及调味品中的黄曲霉毒素 B1

含量≤5 μg/kg, 乳制品及婴儿配方食品中黄曲霉毒素 B1、

M1≤10 μg/kg[12]。 

2  黄曲霉毒素的前处理和常规检测方法 

2.1  黄曲霉毒素的提取净化 

样品中黄曲霉毒素的提取主要是利用各种溶剂对样

品中的目标物质进行萃取。溶剂的选择主要取决于黄曲霉

毒素自身理化性质, 同时也要考虑到杂质对提取以及后续

的净化、检测等过程的干扰, 所用的提取溶剂多为甲醇或

乙腈水溶液。早期的黄曲霉毒素提取方法经常使用三氯甲

烷, 由于对人体和环境危害严重, 此类方法目前已基本淘

汰。近年来, 一些新型提取技术, 如超临界流体萃取技术
[13-15]、加压流体萃取技术[16]等越来越多地被应用于黄曲霉

毒素的提取。 

样品提取溶液中除黄曲霉毒素外还常含有一些被共

同萃取出的杂质, 这些杂质会为之后的检测带来干扰和基

质效应[17]。故对样品中的黄曲霉毒素进行提取后, 常对提

取液作进一步净化, 以减少杂质含量, 以排除基质对分离

和检测干扰, 常用的方法包括: 超临界流体萃取法、加压

流体萃取法、固相萃取法、免疫亲和层析和分析印迹技术

等(表 1)。 

2.1.1  超临界流体萃取技术 

超临界流体萃取(supercritical fluid extraction, SFE)是

一种将超临界流体作为萃取剂, 把一种成分从混合物中分

离出来的技术, 二氧化碳是最常用的超临界流体[18]。1993

年, Selim 等[19]首次建立利用超临界流体萃取技术从粮食

粉尘中提取黄曲霉毒素的方法, 并且比较在线 SFE和离线

SFE 的前处理效果, 随后, Taylor 等[20]建立并优化了超临

界流体萃取技术提取检测玉米中黄曲霉毒素B1的方法, 获

得高于 90%的回收率; 该课题组又于 1997年报道了利用超

临界流体萃取技术从牛肝中提取黄曲霉毒素 M1 的方法
[21]。Liau等[13]首次采用超临界流体萃取技术从大枣中提取

黄曲霉毒素, 其将萃取过样品的乙酸乙酯提取液蒸干, 然

后使用甲醇重新溶解并直接加入到二氧化碳超临界流体中

进行黄曲霉毒素提取, 实验结果表明, 该方法的回收率为

28%~105%, 检出限为 0.17~0.23 μg/kg。由于超临界流体萃

取技术需要专门设备且运行成本相对较高、技术难度相对

偏大, 同时存在毒素回收率低、提取液纯度低等问题, 因此

不适合作为黄曲霉毒素的常规提取净化方法[22] 

2.1.2  加压流体萃取技术 

加压流体萃取技术(pressurized fluid extraction, PFE), 

其商品化技术又称为加速溶剂萃取技术(accelerated solvent 

extraction, ASE)是一种在相对较高的温度和压强下, 利用

少量溶剂在较短的时间内对样品中的目标物质进行充分提

取的萃取技术[23-26]。伊朗学者 Sheibani等[16]应用加压流体

萃取技术建立了开心果中黄曲霉毒素 B1、B2 的检测方法, 

该方法使用 80%甲醇作为溶剂, 在温度 80 ℃, 压力 50 bar, 

流速 0.5 mL/min的条件下萃取样品中黄曲霉毒素, 同时使

用己烷除去样品中的脂肪等杂质, 甲醇提取液使用三氯甲

烷萃取净化, 吹干复溶后进行薄层色谱以及液相色谱分析, 

结果显示: 该方法的相对标准偏差(RSD)为 13.5%, 回收率

为 88.4%~104.4%, 相较于 AOAC 同类方法高出 20%。

Mateo 等[27]利用加速溶剂萃取技术针对西班牙地区 2008

年至 2010 年入仓的仓储大麦中黄曲霉毒素 B1、B2、G1、

G2以及赭曲霉毒素A进行检测, 并进一步探究产毒菌株数

量与毒素含量之间的关系, 该实验以乙腈-水(60:40, v:v)为

溶剂, 设定萃取温度为 100 ℃, 压力为 10.3 MPa, 萃取液

经蛋白沉淀、过滤后挥发至近干, 残液用乙腈-水(60:40, v:v)

复溶, PBS 缓冲液稀释, 采用固相萃取和免疫亲和层析净

化后通过液相色谱-荧光法检测, 结果显示样品中毒素检

出率为 12.4%~20%。Li 等[28]建立了加速溶剂萃取-固相萃 

表 1  常见的黄曲霉毒素前处理方法 
Table 1  The common pre-treatment methods of aflatoxins 

方法名称 英文简写 优势 不足之处 

超临界流体萃取 SFE 自动化程度高、萃取溶剂对环境的影响较小 仪器成本高, 技术难度大、回收率不满意 

加速溶剂萃取 ASE 提取效率高、操作简便、节约溶剂 仪器成本高 

固相萃取 SPE 净化效率高、能够对样品进行浓缩、价格低廉 净化条件要求高、方法开发过程复杂 

免疫亲和层析 IAC 特异性强、净化效果出色、操作简单 成本较高, 商品化产品较少、净化条件苛刻 
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取结合超高效液相色谱-质谱联用技术检测稻米和玉米中

黄曲霉毒素的方法, 该方法回收率为 71.2%~94.0%, 相对

标准偏差(RSD)＜16.4%, 检出限为 0.25~0.92 ng/g。加压流

体萃取技术虽然具有提取效率高, 操作简便, 溶剂损耗少

等优点, 但由于该方法所需专用仪器设备价格较为昂贵, 

尚未在黄曲霉毒素检测中获得广泛使用。 

2.1.3  固相萃取技术 

固相萃取(solid phase extraction, SPE)是一项由液固萃

取和色谱分离相结合的样品前处理技术, 始于上世纪八十

年代中期。主要用于样品的分离, 净化和富集, 达到降低样

品基质干扰, 提高检测灵敏度的目的[29-33]。使用固相萃取

技术对样品进行前处理能够更有效地将黄曲霉毒素与基质

中的干扰组分分离, 并且操作简单, 是目前在黄曲霉毒素

检测中使用最为广泛的前处理技术之一。1992年, Vanrhijn

等[34]提出了将固相萃取技术用于检测牛饲料中的黄曲霉

毒素 B1, 拉开了利用固相萃取技术检测黄曲霉毒素的帷

幕。Bradburn 等[35]于 1995 年对比了液液萃取、固相萃取

和免疫亲和层析三种前处理方法的净化效果, 发现固相萃

取技术是最为精确的前处理方法。随着固相萃取技术的广

泛应用, 市场上逐渐形成了多种商品化的萃取小柱可供使

用。俄罗斯学者 Komarova[36]建立了利用 Diapak S16M 和

Diapak S固相萃取柱净化, 高效液相色谱-荧光法检测牛奶

中黄曲霉毒素 M1的方法。王岩松等
[37]将 Oasis HLB 萃取

小柱应用于谷物中的黄曲霉毒素 B1、B2、G1、G2和 M1的

提取净化, 采用液相色谱串联质谱进行检测, 结果表明该

方法的黄曲霉毒素 B1、B2、G1、G2和 M1的检出限分别为

0.1、0.1、0.2、0.3、0.2 ng/g, 平均回收率在 74.6%~89.6%

之间, 相对标准偏差(RSD)在 5.2%~11.3%之间。吴燕等[38]

利用 MycosepTM 226多功能净化柱对食品中黄曲霉毒素净

化富集, 该方法采用乙腈-水提取样品中的黄曲霉毒素, 利

用多功能净化柱净化, 之后使用高效液相色谱-荧光法测

定, 该方法的黄曲霉毒素 B1、B2、G1和 G2的检出限分别

为 0.50、0.15、0.50、0.15 μg/kg, 回收率为 86.7%~97.2%, 相

对标准偏差(RSD)为 0.41%~2.40%, 能够满足食品中黄曲

霉毒素检测的需要。近年来, 随着一些新型固相萃取填料

的出现 , 也产生了一批相应的萃取和检测技术 , 

Taherimaslak等[39]建立了利用磁性纳米粒子(Fe3O4)键合(3-

巯基丙基)三甲氧基硅烷作为固定相萃取牛奶中黄曲霉毒

素M1的方法, 实验结果表明该方法的回收率为 91%~102%, 

检出限为 0.015 ng/mL, 同时该方法成本低, 实验周期短, 

性能不逊于 AOAC同类方法。由于固相萃取柱可用填料十

分广泛, 因此很多科研工作者采用自制固相萃取柱检测不

同基质中黄曲霉毒素。杜元正等[40]对比四种自制固相萃取

柱和三种市售固相萃取柱产品提取净化啤酒中黄曲霉毒素

B1 的效果, 并优化每种萃取柱的使用条件, 结果发现自制

的硅胶-硅藻土-中性氧化铝混合柱净化效果最好, 方法检

出限为 0.15 μg/kg, 加标回收率 80.1%~109.2%, 相对标准

偏差(RSD)为 0.23%~4.29%。彭晓俊等[41]应用自行研制的

混合型固相萃取柱(C8+PSA)净化富集食品中的黄曲霉毒

素 B1和 M1, 采用高效液相色谱-荧光法检测, 结果显示该

方法的回收率为 53%~112%, 检出限为 0.05 μg/kg, 相对标

准偏差(RSD)为 2.7%~7.1%, 适用于花生、开心果和奶粉等

食品中痕量黄曲霉毒素 B1和 M1的测定。 

2.1.4  免疫亲和层析技术 

免疫亲和层析(immune affinity column, IAC)基于抗原

抗体特异性结合原理, 将黄曲霉毒素单克隆抗体或多克隆

抗体固定于柱腔内的凝胶上, 待含有毒素的提取液通过亲

和柱时, 抗原抗体发生特异性结合, 将黄曲霉毒素保留在

亲和柱上, 而基质中的杂质得不到保留, 随提取液流出; 

之后通过淋洗亲和柱使被吸附的黄曲霉毒素得到进一步净

化, 最终在有机溶剂作用下彻底破坏抗体活性, 使黄曲霉

毒素与抗体分离, 随洗脱液流出, 进行下一步检测。该方法

特异性好、灵敏度高, 是目前我国现行国家标准的推荐方

法之一(GB/T 18979-2003)。鲍蕾[42]、周贻兵[43]等学者利用

免疫亲和柱对食用油脂中的黄曲霉毒素进行了净化富集, 

利用高效液相色谱进行测定, 发现经过免疫亲和柱净化后

的黄曲霉毒素回收率高、重现性好。牛军小等[44]利用免疫

亲和柱净化牛奶中的黄曲霉毒素 M1, 发现免疫亲和柱能

够最大限度地除去基质中的干扰, 获得良好的信噪比, 提

高检测灵敏度和准确性。罗小虎等[45]利用免疫亲和柱净化

玉米中提取的黄曲霉毒素, 采用正己烷-三氟乙酸进行柱

前衍生, 高效液相色谱-荧光法检测, 与未经免疫亲和柱净

化的样品进行对比, 发现样品经过免疫亲和柱净化后, 实

验结果重现性好、稳定性高、成本低, 适合大批量黄曲霉

毒素污染玉米检测。尽管采用免疫亲和层析法提取黄曲霉

毒素, 具有简便快捷、特异性强、净化效果好等特点, 并且

样品前处理过程中有机溶剂用量少, 操作安全无污染, 但

是免疫亲和柱成本相对较高, 商品化免疫亲和柱种类相对

较少, 且使用过程中条件控制相对较为严格, 因此免疫亲

和层析技术仍有诸多阻碍其广泛使用的问题亟待解决。 

2.1.5  分子印迹技术 

分子印迹技术(molecular imprinted polymer, MIP)来源

于免疫学的发展, 是指制备对某一特定的目标分子具有特

殊选择性的聚合物的过程。分子印迹技术的原理是: 首先

通过物理、化学过程使功能单体与模板分子相互作用形成

单体-模板分子复合物, 然后使功能单体与交联剂发生交

联聚合反应形成聚合物, 从而将模板分子固定下来, 最后

再通过一定的方法将原先固定在功能性分子上的模板分子

去掉, 从而在聚合物中留下一个能与模板分子特异性结合

的三维空间, 该空间从构型上能与模板分子特异性吻合, 

从而产生对模板分子的专一性识别作用[46]。该过程被形象

地称为制造识别“分子钥匙”和“人工锁”的技术。分子印迹
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技术具有三大特点: 构效预定性、特异识别性和广泛实用

性[47]。Serheeva等[48]用计算机模拟技术筛选出的功能单体

合成能识别总黄曲霉毒素的分子印迹聚合物, 并将其以网

格分布的方式固定于多孔渗透薄膜上, 从而制备出了能识

别黄曲霉毒素总量的膜感应器。Wyszomirski 等[49]研究发

现碳酸二甲酯与黄曲霉毒素B1的结构相似, 可替代黄曲霉

毒素B1作为模板制备的分子印迹聚合物, 该研究通过计算

机筛选出 N,N-亚甲基双丙烯酰胺作为最优功能单体, 以此

为原料制备的分子印迹聚合物做成的膜感应器检测黄曲霉

毒素总量, 检测范围可达 1~1000 ng/mL。但是分子印迹技

术由于其成本较高, 传感器稳定性有待提高, 尽管目前市

场上也有相对应的商品化传感器产品, 但并未在国内实验

室中得到广泛应用。 

2.2  黄曲霉毒素的检测方法 

美国分析化学家协会(association of official analytical 

chemists, AOAC)和欧洲标准化委员会(European committee 

for standardization, CEN)目前一共公布了 47种黄曲霉毒素

检测方法。近年来也兴起了许多新型黄曲霉毒素检测技术, 

如荧光偏振免疫测定法、超光谱法和电化学生物传感器法

等。总体上, 高效液相色谱法仍是目前实验室中检测黄曲

霉毒素最为常见、应用最为广泛的方法, 但以免疫学为基

础原理的检测方法由于其实验周期短、设备简单、特异性

高、操作简便、成本低等特点在实验室检测黄曲霉毒素中

已逐步得到越来越多的应用。常见的黄曲霉毒素检测方法

总结如表 2。 

2.2.1  薄层色谱法 

薄层色谱法(thin layer chromatography, TLC)是应用最

早的黄曲霉毒素检测技术之一[50,51]。其原理是将样品提取、

净化、富集后, 在薄层板上进行分离, 之后在紫外光照射下

进行检识。在波长为 365 nm 的紫外光照射下黄曲霉毒素

B1、B2产生紫色荧光, G1、G2产生绿色荧光, 然后根据其

在薄层板上显示的荧光强度来定量[52]。该检测方法是我国

现行国家标准(GB/T 5009.23-2006)中推荐的方法之一。薄

层色谱法的优点是所用设备试剂简单, 成本低廉, 操作易

掌握, 能够对样品中黄曲霉毒素进行定量和半定量分析, 

适合大量样品的筛查[53]; 不足之处在于其操作步骤繁琐, 

灵敏度差, 检出限高, 而且实验人员需要接触大量有毒有

害试剂, 故此方法已逐步停止使用[54]。 

2.2.2  液相色谱法 

液相色谱检测方法是目前实验室最常用的黄曲霉毒

素检测方法之一。按照液相色谱的类型不同可以分为高效

液相色谱法和超高效液相色谱法; 根据检测器类型的不同

可以分为液相色谱耦合经典检测器和液相色谱-质谱联用

两大类。 

①高效液相色谱法 

高效液相色谱-荧光法是实验室最常用的黄曲霉毒素

分析方法, 其原理是利用反相高效液相色谱对经过提取、

净化的毒素样品进行分离, 使用荧光检测器在特定激发发

射波长下测定含量, 根据样品的出峰面积或峰高可计算黄

曲霉毒素 B1、B2、G1和 G2的含量。由于荧光检测器具有

选择性好, 灵敏度高, 信号强等特点, 非常适合黄曲霉毒

素的检测。但是, 黄曲霉毒素 B1和 G1遇水会发生荧光淬

灭, 故检测前需要对二者进行适当的衍生化反应, 使其形

成稳定的、具有荧光活性的衍生物。目前常见的衍生方法

包括柱前衍生和柱后衍生两大类, 柱前衍生是利用三氟乙

酸和正己烷对净化后的黄曲霉毒素进行衍生化反应, 再经

色谱柱分离后到达荧光检测器进行检测。该衍生方法增加

了样品前处理步骤, 加大了操作的繁琐性, 但是方法检出

限低, 灵敏度高; 柱后衍生包括柱后碘化学衍生、柱后光

化学衍生和柱后电衍生三种, 其基本原理是: 黄曲霉毒素

经过色谱柱分离, 到达荧光检测器之前先经过碘单质的氧

化反应、紫外光照射下的光化学反应或者经过电化学反应

在线产生的溴单质氧化反应产生稳定的高荧光活性衍生物, 

再经过检测器检测。柱后衍生操作简单, 但是需要购置专

门设备, 且价格不菲, 故并未在基层实验室得到广泛使用。

罗小虎等[45]对比了高效液相色谱检测玉米中黄曲霉素的

各种仪器条件, 发现激发光波长为 360 nm, 发射光波长为

440 nm, 流动相组成为水:甲醇=65:35时, 玉米中四种黄曲

霉毒素的检测分离效果最好, 牛军小等[44]建立了利用反相

高效液相色谱法检测乳制品中黄曲霉毒素 M1 的方法, 该

方法以乙腈:水=15:85 为流动相, 采用等度法洗脱, 荧光检

测器检测, 激发波长 365 nm, 发射波长 435 nm, 该方法的

检出限 0.005, 定量限 0.015 μg/kg, 相对标准偏差为

3.3%~4.6%, 平均回收率为 80.1%~88.9%之间, 完全能够

满足乳制品中黄曲霉毒素 M1的日常检测要求。 

表 2  常见的黄曲霉毒素检测方法 
Table 2  The common detection methods of aflatoxins 

方法名称 英文简写 优势 不足之处 

薄层色谱法 TLC 设备简单, 成本低廉、操作方法易掌握 
步骤繁琐、灵敏度差、检出限高、试剂

对操作人员危害大 

高效液相色谱法 HPLC 重现性好、检出限低、灵敏度高 需要衍生、操作复杂、仪器成本高 

超高效液相色谱法 UPLC 检测速度快、实验周期短、无需衍生、灵敏度高 仪器成本高 

液质联用法 LC-MS 前处理简单、选择性高、能够实现多组分分析 设备操作复杂、仪器成本高 
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②超高效液相色谱法 

超高效液相色谱的基本分离原理与高效液相色谱没

有区别, 但是超高效液相色谱的柱效高, 峰展宽被明显抑

制, 故在使用荧光检测器检测黄曲霉毒素时即使不对样品

进行衍生化反应也能得到较高的灵敏度和响应值。李芳等
[55]利用免疫亲和柱净化, 超高效液相色谱-荧光法检测食

品中的黄曲霉毒素 B1, 其方法在没有衍生的条件下, 平均

回 收 率 为 71.1%~111.2%, 相 对 标 准 偏 差 (RSD) 为

3.8%~11.5%, 检出限为 0.05 μg/kg, 足以满足食品中黄曲

霉毒素 B1 的日常检测需要。李可等
[56]建立了利用免疫亲

和柱净化、超高效液相色谱-荧光法检测大米中黄曲霉毒素

B1、B2、G1和 G2的方法, 该方法的黄曲霉毒素总量检出限

为 0.04 μg/L, 回收率为 86.8%~96.0%, 且实验周期短, 操

作简便。蔡增轩等[57]建立了利用免疫亲和柱净化、超高效

液相色谱-荧光检测法测定乳及乳制品中黄曲霉毒素 M1和

M2的方法, 该方法黄曲霉毒素 M1、M2的检出限为 0.003 

μg/kg, 回收率均大于 80%, 完全能够达到实验室检测乳制

品中黄曲霉毒素 M1、M2的要求。Alfaro[58]、Lv[59]、Cheng[28]

等学者应用超高效液相色谱对多种基质中的黄曲霉毒素进

行测定, 均在不进行衍生化反应的的条件下得到了理想的

回收率和较高的灵敏度。 

③液相色谱-质谱联用技术 

质谱作为一种高通量、高灵敏度和高选择性的检测器, 

用来检测黄曲霉毒素无需衍生化反应, 能够极大简化样品

前处理步骤, 而且质谱的多反应检测模式能够实现多毒素

甚至多组分同时检测, 大大提高了检测效率。Yibadatihan

等[60]开发了利用高效液相色谱-质谱联用技术(LC-MS/MS)

同时检测蛋糕中黄曲霉毒素 B1、B2、G1、G2、赭曲霉毒素、

脱氧雪腐镰刀菌烯醇、玉米赤霉烯酮、伏马毒素 B1、B2, T-2

毒素和 HT-2等 11种毒素, 结果显示该方法的平均回收率

为 81%~112%, 检出限为 0.02~17.5 μg/kg, 适合作为日常

检测方法使用。孙娟等[61]建立了超高效液相色谱-质谱法

(UPLC-MS/MS)检测谷物中 12种真菌毒素的方法, 12种真

菌毒素的检出限为 0.016~1.000 μg/kg, 低、中、高 3 个加

标水平的平均回收率为 60.0%~122.4%, 相对标准偏差

(RSD)为 0.9%~20.3%, 该方法前处理简单、净化效果好、

灵敏度高、检测速度快, 适用于谷物样品中多组分真菌毒

素残留的分离和定量检测。可见, 液相色谱质谱联用技术

在多毒素检测方面有着广大的应用前景。 

2.2.3  荧光分光光度法 

荧光分光光度法测定黄曲霉毒素的基本原理是利用

免疫亲和柱净化含有黄曲霉毒素的提取液, 再利用碘液或

溴水进行衍生化反应, 将原本荧光活性不高的黄曲霉毒素

B1 和 G1 衍生成具有高荧光活性的稳定形式, 然后在激发

光 360 nm, 发射光 450 nm的条件下利用荧光分光光度计

检测四种黄曲霉毒素的总量。近年来, 出现了对于黄曲霉

毒素 B1和G1的新型衍生方法, 特别是利用 β-环糊精(β-CD)

对黄曲霉毒素进行的衍生反应。马良等[62]研究了将不同取

代基的 β-环糊精应用于黄曲霉毒素G1衍生的方法, 结果发

现, 利用羟乙基-β-环糊精(HE-β-CD)对AFG1进行衍生化反

应后, 其在 2~40 μg/kg范围内与体系荧光呈良好线性关系, 

相关系数为 0.9998, 检出限为 0.079 μg/kg。将 HE-β-CD应

用于花生样品AFG1分析, 准确度和精密度良好。张敏等[63]

研究了金属离子与 β-环糊精对黄曲霉毒素 B1 的协同增敏

效果, 发现在 β-CD-Hg体系中 AFB1的荧光增强幅度最大。

但是由于荧光分光光度法多用于检测黄曲霉毒素总量, 且

操作步骤比较繁琐, 所以目前在实验室中应用并不广泛。 

3  黄曲霉毒素快速检测方法 

随着经济发展, 粮油食品相关的贸易活动日益频繁, 

质量控制部门对于样品检测的压力也逐渐增大。传统的黄

曲霉毒素检测方法虽然有着良好的重现性和准确度, 但是

试验周期相对较长, 实验过程相对较为复杂。黄曲霉毒素

相关的快速检测技术具有检测快速、灵敏等特点, 而且成

本相对较低, 操作简便, 越来越受到市场的关注。 

免疫分析法在真菌毒素快速检测中较为常用, 它是

利用抗原抗体特异性结合反应为基础进行黄曲霉毒素含量

测定, 在这一过程中黄曲霉毒素充当抗原的角色, 因此抗

体的质量直接决定着检测结果的准确性。由于该类方法是

利用具有高度专一性的单克隆或多克隆抗体与黄曲霉毒素

结合从而进行分析, 因此具有很好的选择性和较高的灵敏

度。目前最为广泛使用的黄曲霉毒素快速检测方法包括酶

联免疫法和免疫纸层析胶体金试纸条法等, 同时有一些基

于免疫学的其他技术也能够满足黄曲霉毒素快速检测的要

求 , 例如 : 放射免疫法 [64,65]、时间分辨荧光免疫分析法
[66-68]、荧光偏振免疫测定[69]法、横向流动免疫检测技术[70]、

膜载体酶标记 dip-stick 快速检测技术[71]等, 近年来, 生物

传感器的出现和发展也为黄曲霉毒素的检测提供了更多快

捷、方便的手段。 

酶联免疫法(ELISA)基于抗原与抗体的特异性结合以

及后续的酶对底物显色反应的高效催化作用[72]。陈彤等[73]

利用间接 ELISA 法检测不同贮存条件下花生中黄曲霉毒

素 B1, 实验结果显示该方法的重现性好, 黄曲霉毒素 B1

回收率为 95.20%~97.75%, 最低检出限为 0.029 μg/kg。谢

芳等[74]利用活泼酯法活化后的羧基化超顺磁珠与辛酸-硫

酸铵法纯化的抗黄曲霉毒素B1单克隆抗体偶联, 获得黄曲

霉毒素B1免疫磁珠, 建立了以免疫磁珠富集结合酶联免疫

吸附法检测酱油基质中的黄曲霉毒素B1的方法, 结果表明

黄曲霉毒素 B1的平均加标回收率为 83.6%~104%, 相对标

准偏差(RSD)为 7.2%~13.7%, 该方法具有快速简便、灵敏

度高、准确性好等优点, 可很好地应用于酱油中的黄曲霉

毒素 B1的检测。大量实验数据表明, 酶联免疫法检测速度
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快、特异性高、前处理简单、成本低、结果准确等优点。

目前已广泛用于食品、粮油、乳制品中黄曲霉毒素的检测。 

胶体金免疫层析技术(immune colloidal gold technique)

基于抗原抗体反应原理,是 20世纪 80年代发展起来的一种

将胶体金免疫原理和色谱柱分离技术相结合产生的固相膜

免疫分析方法[75,76]。由于其操作简便、设备简单、检测时

间短、灵敏度高等优点, 常被应用于大批量样品的快速现

场检测以及实验室样品的初步筛选 , 具有广泛的开发前

景。Li 等[77]制备了针对黄曲霉毒素 B1的定性检测试纸条, 

其可视最低检测限为 0.25 ng/mL, 检测方法的临界值为 1 

ng/mL。Zhang等[78]基于一种抗 AFB1的新抗体, 研制出了

一种新型免疫胶体金检测试纸条。该试纸条检测 AFB1 的

最低检测限为 1 ng/mL, 与除 AFB1的其他类型黄曲霉毒素

无交叉反应。应用免疫胶体金技术还能实现多毒素同时检

测: Song等[79]开发了可以针对黄曲霉毒素、玉米赤霉烯酮

和脱氧雪腐镰刀菌烯醇三类真菌毒素进行同时定性、定量

检测的免疫胶体金试纸条, 用该试纸条对三种毒素定量限

分别为 0.05、1、3 μg/kg, 回收率为 80%~122%; 应用该试

纸条对多份玉米实际样品进行定量检测, 与液相色谱-质

谱联用法测得结果相符。 

生物传感器(biosensor)是将生物技术和电子技术相结

合,以生物学组件作为主要功能性元件, 能够感受规定的被

测量, 并按照一定规律将其转换成可识别信号的器件或装

置, 一般由生物识别元件、转换元件及机械元件和电气元

件所组成[80]。针对检测黄曲霉毒素的生物传感器按照其反

应原理可分为 : 电化学免疫传感器 (electrochemical 

immunosensor)、电化学酶传感器(electrochemical enzyme 

sensor)、电化学 DNA传感器(electrochemical DNA sensor)

等。但是由于生物传感器目前还很难兼顾选择性、灵敏度

和稳定性, 距实际应用还有一定距离[81]。 

4  总结与展望 

黄曲霉毒素有着强烈的毒性和致癌性, 近年来黄曲

霉毒素污染粮食的报道屡见不鲜。为了避免黄曲霉毒素对

人体健康造成危害, 国内外必须制定更为严格的限量标准, 

这同时也对食品中黄曲霉毒素的检测技术提出了更高的要

求。目前随着免疫学、生物化学、分子生物学甚至是电子

科学等技术的不断融入, 使得黄曲霉毒素的检测日益灵

敏、准确和便捷。传统的黄曲霉毒素检测方法能够提供准

确、可靠的实验结果, 但是实验过程繁琐复杂, 成本偏高, 

在面临大量样品时无法满足快速筛查的需要。相关的快速

检测方法虽然能够迅速给出数值, 便于高通量筛选样品, 

但其检测结果的稳定性、重现性和准确性仍需进一步提高。

近年来随着生物传感器技术的发展, 真菌毒素的检测方法

和仪器倾向于一体化, 例如: 免疫吸附反应与荧光检测结

合产生的定量快检卡以及分子印迹技术与生物传感器结合

产生的新型膜传感器等。如何将久经考验的传统检测方法

与近年来蓬勃发展的快速检测方法更好地融合需要我们从

检测原理上作进一步探索; 而如何将使用的检测仪器小型

化、便携化、一体化、廉价化则是我们需要从检测设备上

进一步研究的重要方面。将二者结合起来, 将使食品中黄

曲霉毒素的检测向着便携化、操作简便、低成本、商业化、

产业化方向发展。 
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