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高效液相色谱-柱后衍生法测定植物油脂中 
4种黄曲霉毒素 

付骋宇*, 李  莹, 孔祥虹, 李建华, 何  强, 邹  阳, 张  璐 
(陕西出入境检验检疫局, 西安  710068) 

摘  要: 目的  建立一种可同时测定植物油脂中黄曲霉毒素 G2、G1、B2、B1残留量的分析方法。方法  将待

测样品经前期溶剂提取、免疫亲和柱净化处理后, 通过高效液相色谱-柱后衍生-荧光检测器进行测定。结果  黄

曲霉素G2、B2在 0.1~2 ng/mL范围内表现出良好的线性关系, 而黄曲霉素G1、B1在 1~20 ng/mL范围内 r>0.9995, 

其线性关系良好。在添加浓度为 0.1~20 µg/kg的范围内, 平均回收率在 75.0%~125.7%之间。结论  该方法快

速简便准确, 可作为植物油脂中黄曲霉毒素的残留量测定方法。 
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Determination of four kinds of aflatoxins in vegetable oil by high performance 
liquid chromatography with post column derivation 
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ABSTRACT: Objective  To establish a simultaneous detection method for the determination of aflatoxin G2, 
G1, B2 and B1 residue in vegetable oil. Methods  After solvent extraction and purification with immunoaffini-
ty column, the oil samples were analyzed by high performance liquid chromatography-post column deriva-
tion-fluorescence detector (HPLC-PCD-FLD). Results  The linear relationship of aflatoxin G2 and B2 ranged 
from 0.1~2 ng/mL, and of aflatoxin G1 and B1 ranged from 1~20 ng/mL was excellent, and r was larger than 
0.9995. The average recovery rate was from 75.0% to 125.7% when the addition concentration ranging from 
0.1 µg/kg to 20 µg/kg. Conclusion  This method is simple and quick, and can be used for the determination of 
aflatoxins residue in vegetable oil. 
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1  引  言 

黄曲霉毒素(aflatoxin, AF)是一组主要由黄曲霉、
寄生曲霉、集峰曲霉和伪溜曲霉等 4种真菌产生的次
级代谢产物, 属于二呋喃香豆素的衍生化合物, 彼此
结构类似, 目前已证实其衍生物已达 17种[1-4]。黄曲

霉毒素具有强毒性和致癌性, 其中黄曲霉毒素 B1 急

性毒性是氰化钾的 10 倍, 慢性中毒可诱发肝癌[5-7], 
是黄曲霉毒素中毒性最强的一种。而黄曲霉毒素对食

品和饲料的污染途径多样难以监控, 一旦其直接或
间接进入人类食物链, 将严重威胁人类健康和生命
安全[8-10], 黄曲霉毒素污染问题已经成为世界各国密
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切关注的问题之一[11-13]。鉴于黄曲霉毒素对人类的健

康造成的危害, 世界上许多国家已建立了黄曲霉毒
素限量标准。依据国际食品法典委员会(CAC)规定, 
在食品中黄曲霉毒素总量(B1+B2+G1+G2)的最大残留
限量标准为 15 μg/kg。日本检验检疫措施规定, 黄曲
霉毒素 B1在进口食品中的残留限量为“不得检出”。
美国食品与药物监督管理局(FDA)规定, 食品中黄曲
霉毒素的最大残留限量为 15 μg/kg。欧盟分别就 17
类食品中黄曲霉毒素 B1 的限量值进行了规定, 范围
为 0~12.0 μg/kg, 其中直接食用花生中的限量值为
2.0 μg/kg; 而黄曲霉毒素总量限量值范围为 0~15.0 
μg/kg, 其中直接食用花生中的限量值为 4.0 μg/kg。
我国规定油脂及其制品中花生油、玉米油黄曲霉毒素

B1含量小于 20 μg/kg, 除花生油玉米油外的油脂中黄
曲霉毒素 B1含量小于 10 μg/kg[14,15]。因此, 对各类油
脂中黄曲霉毒素含量的检测不可缺少, 而目前油脂
中黄曲霉毒素常用检测方法包括薄层色谱法、酶联免

疫化学分析法、液质联用法、微柱筛选法和高效液相

色谱法。在本研究中, 将尝试采用免疫亲和柱净化-
高效液相色谱-柱后衍生法对植物油脂中的黄曲霉毒
素进行检测, 以探索对黄曲霉毒素检测更为有效的
分析方法。 

2  材料与方法 

2.1  仪器、试剂与样品 

高效液相色谱仪型号为 Waters 2695, 配 Waters 

2475 荧光检测器, Waters 柱后衍生装置(美国 Waters
公司); AE-240 电子天平(瑞士 Mettler); 黄曲霉毒素
标准品溶液购于美国 Supelco 公司。AflaTest-p 免疫
亲和层析柱购于美国 Vicam 公司; 玻璃纤维滤纸购
于北京中检维康科技有限公司。甲醇、乙腈均采用色

谱纯(德国默克), 水为超纯水。试验所用油脂为市售
鲁花花生油、八鱼菜籽油和多力玉米油。 

2.2  样品前处理 

准确称取供试油脂 25 g, 加入氯化钠 5 g, 置具
塞锥形瓶中, 加入提取溶液至 125 mL, 均质器高速
搅拌提取 2 min, 定量滤纸过滤, 取 10 mL滤液, 加
入 20 mL 超纯水稀释后经玻璃纤维滤纸进行过滤; 
准确吸取滤液 10 mL 加入免疫亲合柱中, 流速控制
为 3 mL/min, 用 20 mL水淋洗, 抽干, 准确加入 1.0 
mL甲醇洗脱, 流速为 1~2 mL/min, 收集全部洗脱液
于玻璃试管中, 洗脱液经 0.2 μm 微孔滤膜过滤后供
检测用。 

2.3  色谱条件 

色谱柱 Inertsil ODS-3V 柱(250 mm×4.6 mm, 5 
μm), 甲醇-乙腈-水(30:15:55, V:V:V)为流动相, 流速
1.0 mL/min; 检测方法为柱后衍生法, 衍生溶液采用
0.05%碘溶液。衍生化泵流速控制为 0.50 mL/min, 衍
生化温度为 80 ℃; 采用荧光检测器进行检测 , 
λex/λem为 360 nm/450 nm; 进样量 20 μL。标准样品
色谱图见图 1。 

 

 
 

图 1  4种黄曲霉毒素标准品的 HPLC色谱图 
Fig. 1  HPLC chromatogram of four aflatoxin standard samples 



4430 食品安全质量检测学报 第 6卷 
 
 
 
 
 

 

 

3  结果与讨论  

3.1  样品处理条件 

本方法的样品处理是用不同浓度的甲醇和乙腈

的水溶液提取, 经免疫亲和柱净化, HPLC 确认, 甲
醇水溶液的提取效率显著高于乙腈水溶液的提取效

率, 最终确定为 70%甲醇水溶液提取。在本方法中对
采用甲醇和乙腈进行提取的洗脱效果进行了对比。因

黄曲霉毒素易溶于如甲醇等中等极性的溶剂, 可观
测到甲醇洗脱回收率明显大于乙腈洗脱。因此样品处

理确定采用甲醇进行洗脱。 
同时对甲醇提取液的用量进行了考察, 分别采

用甲醇 1.0、1.5、2 mL 对免疫亲和柱进行洗脱并收
集各洗脱液进样分析。回收率计算结果显示, 1.0 mL
甲醇即可实现从免疫亲和柱上将黄曲霉毒素 G2、G1、

B2、B1完全洗脱的目的。因此, 最终甲醇洗脱体积确
定为 1.0 mL。 

3.2  检测条件的选择 

由文献可知, 360 nm/440 nm、365 nm/450 nm、
355 nm/430 nm可作为黄曲霉毒素的主要检测波长
λex/λem。以流动相作为背景溶液, 采用荧光检测器, 
分别对黄曲霉毒素标准液在 250～380 nm和 400～
500 nm 处的 λex和 λem进行波长扫描, 实验结果表

明, 黄曲霉毒素 B1在 λex=360 nm, λem=450 nm处的
相对吸收最大, 且基本无杂峰和基线噪音干扰, 因
此确定选择 λex/λem为 360 nm/450 nm。在流动相的
选择上, 分别比较了水-甲醇-乙腈三元混合体系与
水-甲醇体系, 前者能实现所测目标物的较好分离, 
所得结果峰形较好; 其中当三元体系水、甲醇和乙
腈比例为 55:30:15(V:V:V)时, 四种目标物分离时间
和分离度结果均达到预期。实际油样品添加 4种黄
曲霉毒素测试结果如图 2。 

3.3  线性关系 

精密量取黄曲霉素标准品溶液, 用甲醇配制成
G2、B2: 0.1、0.2、0.5、1.0、2.0 ng/mL, G1、B1: 1.0、
2.0、5.0、10.0、20.0 ng/mL 各 5 个浓度的混合标准
溶液。采用标准品浓度(ng/mL)为横坐标(X), 以峰面
积为纵坐标(Y), 将实验结果绘制标准曲线并回归 , 
回归方程和相关系数见表 1。 

3.4  回收率试验 

对本文方法进行添加回收试验, 添加浓度为 3
个浓度, 其中黄曲霉毒素 G1、B1分别为 20、10、1 
μg/kg, 黄曲霉毒素 G2、B2分别为 2.0、1.0、0.1 μg/kg, 
做 3个水平加标回收率试验。按前述方法进行样品
的处理净化 , HPLC 检测, 测定添加回收率 , 结果
见表 2。 

 
 
 

 
 

图 2  实际菜籽油样品添加 4种黄曲霉毒素的 HPLC色谱图 
Fig. 2  HPLC chromatogram of raw rapeseed oil samples after adding four aflatoxin standards 
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表 1  回归方程和相关系数 
Table 1  Regression equation and correlation coefficient 

名称 线性范围(ng/mL) 回归方程 r 

AFG2 0.1～2 Y=167555X+1343 0.9996 

AFG1 1～20 Y=26625X+4526 0.9995 

AFB2 0.1～2 Y=269995X+2602 1.0000 

AFB1 1～20 Y=46886X+1573 0.9998 

 
 

表 2  花生油、玉米油和菜籽油中黄曲霉毒素的加标回收率结果(n=6) 
Table 2  Recovery rate results of aflatoxins in peanut oil, corn oil and rapeseed oil (n=6) 

名称 添加量(μg/kg) 
平均回收率(%) 

花生油 玉米油 菜籽油 

AFG2 

2.0 77.1 85.7 86.7 

1.0 111.7 80.5 78.3 

0.1 76.2 79.6 75.2 

AFG1 

20 100.2 95.5 93.7 

10 95.3 94.2 97.8 

1 88.1 90.3 73.5 

AFB2 
 

2.0 95.8 95.2 97.4 

1.0 85.3 88.4 89.6 

0.1 91.7 94.1 75.0 

AFB1 

20 113.5 99.7 105.6 

10 125.7 117.1 112.8 

1 89.4 95.0 82.3 

 
 

4  结  论 

研究结果证实, 甲醇-水体系能对植物油脂样品
中的黄曲霉毒素进行有效提取, 经免疫亲和萃取净
化和 HPLC-柱后衍生-荧光检测器检测, 可有效分析
植物油脂样品中 4种黄曲霉毒素含量。采用该方法处
理油脂样品, 不受样品中其他组分干扰, 检测方法简
便快速、灵敏度高、选择性和稳定性好、回收率较高、

重现性好, 适合植物油脂中黄曲霉毒素的定量分析。 
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