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乳品中黄曲霉毒素M1残留检测方法研究进展 

翟晓瑞*, 李  燕 

(蒙牛乳业(太原)有限公司, 山西  030032) 

摘  要: 黄曲霉毒素 M1 (aflatoxin M1, AFM1)具有强致癌性和致突变性, 主要存在于动物的肉、尿、乳汁、肝

脏、肾脏、肌肉、血液中, 其中以乳汁中最为常见。本文综述了薄层色谱法、高效薄层色谱法、高效液相色谱

法、液相色谱-串联质谱法、免疫亲和柱-荧光光度法、酶联免疫吸附法、放射免疫法、免疫胶体金法、电化学

法、化学发光法等检测残留在乳制品中 AFM1方法的研究进展, 概述了各方法优缺点, 并对未来检测方法进行

了展望, 为保证乳品安全和提高我国 AFM1的检测能力提供技术支持。 
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Research progress of detecting methods of aflatoxin M1 in dairy products 

ZHAI Xiao-Rui*, LI Yan 

(Mengniu Dairy (Taiyuan) Co., Ltd., Shanxi 030032, China) 

ABSTRACT: Aflatoxin M1 has strong carcinogenicity and mutagenicity, and mainly exists in meat, urine, milk, liver, 

kidney, muscle and blood of the animal, especially in milk. This paper reviewed the research progress of detecting 

methods of aflatoxin M1 in dairy products, including thin layer chromatography, effective thin layer chromatography, 

high performance liquid chromatography, liquid chromatography-tandem mass spectrometry, enzyme-linked 

immunosorbent method, radio immunity method, immune colloidal gold method, electrochemical method, 

chemiluminescence method, and so on, outlined the advantages and disadvantages, and gave the prospect of detection 

methods in the future, which provided a technical support to guarantee the dairy safety and improve the detection 

ability of aflatoxin M1. 
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1  引  言 

黄曲霉毒素 M1(aflatoxin M1, AFM1)是由 Alleroft 于

1963 年首先发现的一种真菌代谢产物, 1965 年被命名为

AFM1[1,2]。其分子式为 C17H12O7, 分子量为 328.6, 熔点为

299 ℃, 白色或微黄色的长方形片状结晶, 溶于氯仿、乙

腈、甲醇和水, 不溶于正己烷、乙醚、石油醚等非极性溶

剂[3]。在波长 365 nm的紫外光下产生蓝紫色荧光, 属于二

氢呋喃杂萘邻酮衍生物, 理化性质稳定, 经巴氏消毒几乎

不被破坏。 

有34个国家或地区牛奶中AFM1的限量值为0.05 μg/kg[4], 

大多数为欧盟成员国及与欧盟有贸易来往的部分国家。在

中国, 牛奶中 AFM1的国家限量标准为≤0.5 μg/kg[5,6]。 

AFM1主要存在于动物的肉、尿、乳汁、肝脏、肾脏、

肌肉、血液中, 其中以乳中最为常见, 具有强致癌性和致突

变性, 毒性仅次于黄曲霉毒素 B1
[7], 是被公认的肝致癌物

和 DNA破坏剂, 能够导致肝脏坏死、肺癌、胃癌、结肠癌、

肾肿瘤等[8-11]。因此, 建立准确、快速、灵敏、安全、简便
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的 AFM1检测方法尤为重要[12,13]。 

2  检测方法 

2.1  色谱法 

2.1.1  薄层色谱法 

薄层色谱(thin layer chromatography, TLC)法是 20世

纪 60年代国内外检测AFM1的主要方法之一, 该方法具有

设备简单、操作方便、价格较低等优点, 被用于大规模的

筛选研究[14]。其原理是将 AFM1从样本中提取出来, 经过

柱层析、洗脱、浓缩后再用单向或双向法在薄层上分离, 并

在波长 365 nm 的紫外光下产生蓝色或黄绿色荧光, 根据

薄层板上显示荧光的最低检出量与标准溶液的荧光强度比

较来测定其含量。但该方法在检测婴幼儿乳品中 AFM1时

灵敏度和重现性较差, 样品处理繁琐, 无法满足国家规定

的限量要求, 逐渐被更高效、更灵敏的方法所代替[15]。 

2.1.2  高效薄层层析法 

高效薄层层析是薄层层析的一个重要发展, 高效薄

层层析主要特点为使用力度较小 5~10 μm 的吸附剂制板, 

层析板的表面积大, 可以得到较好的分离效果[16]。 

高效薄层层析法具有薄层层析法的优点[17], 但该方

法前处理操作步骤多, 处理繁琐, 提取和净化效果不够理

想, 影响薄层上展开的斑点的荧光度, 导致该方法的灵敏

度低于液相和液质的方法。 

2.1.3  高效液相色谱法 

高效液相色谱(HPLC)法是目前国内外检测 AFM1 应

用最广泛的仪器分析方法, 具有高效、灵敏、快速、准确、

检出限低、重现性好及特异性强等优点, 同时自动化程度

得到较大的提高 , 在同等条件下可以检测更多的样品
[18,19]。其原理是样本中 AFM1 提取、净化, 经过高效液相

色谱柱层析, 选择适宜的流动相, 荧光检测器捕获后通过

色谱峰面积计算 AFM1的含量[20,21]。该方法在检测过程中

用到较多的有毒有机溶剂, 不仅污染环境, 对操作者也存

在伤害的可能。 

郑荣等[22]建立了操作简便、重复性好、回收率高且快

速灵敏的 AFM1的检测方法。该方法选用 50%甲醇作为标

准品溶液及试样溶液的配置溶剂, 并采用甲醇和水作为流

动相, 在此参数设置下, 溶剂甲醇的浓度对色谱峰的影响

较小, 解决了国标[23]中标准品溶液选用 10%乙腈配置、以

25%的乙腈作为流动相时色谱峰变宽的问题。洗脱时仅使

用 1 mL的甲醇即可将AFM1完全洗脱, 与国标法相比, 不

仅避免了毒性较大的乙腈溶剂的使用, 还节省了溶剂, 省

去氮吹的步骤, 缩短操作流程的时间, 提高检测效率。本方

法检测乳中 AFM1 的线性范围为 0.1~1 μg/L, 回收率在

90%~110%之间, 定量限为 5 pg, 检测限为 2 pg。 

丁俭等[24]建立在线固相萃取富集-高效液相色谱法测

定牛奶中AFM1的方法, 该方法检出限为 0.04 μg/kg, 定量

限为 0.10 μg/kg, 6次加标回收率标准偏差在 0.79%~2.56%

之间, 样品萃取富集自动化、灵敏度高、操作简单快速, 检

测时间不超过 30 min, 可以满足大量样品的检测需求。 

周贻兵等[25]创建的方法检出限为 0.01 μg/kg, 线性范

围 宽 , 回 收 率 为 89.1%~93.5%, 相 对 标 准 偏 差 在

6.5%~9.7%之间, 该方法低于十分之一现行食品安全国家

标准中 AFM1的限量标准, 适用于牛奶中 AFM1的检测。 

2.1.4  液相色谱-质谱联用法 

液相色谱-质谱联用法又叫液质联用法(LC-MS),该方

法是将色谱的高分离能力和质谱的高选择性、高灵敏度、

对目标物分子表示的确证、可用同位素标记作为内标及能

够提供相对分子质量和结构信息的优点相结合, 是分离科

学方法中的一项突破性进展。该方法简化了实验步骤, 节

省了样品准备和分析时间, 广泛应用于 AFM1的检测[26]。 

液相色谱-质谱联用法和高效液相色谱法具有相似的

缺点, 同时所用的仪器价格昂贵, 建立方法较困难, 检测

需要培训专门的技术人员, 所以该方法在所有乳品企业很

难得到普及。 

陈慧玲等[27]建立了免疫亲和层析净化液相色谱-串联

质谱联用法测定液体奶及奶粉中 AFM1 的验证方法, 该方

法检出限为 0.003 μg/kg, 定量限为 0.01 μg/kg, 共检测 55

份样品, 检出率为 20%, 方法实用可靠。 

2.2  免疫化学法 

2.2.1  免疫亲和柱-荧光光度法 

免疫亲和柱法是 20世纪 90年代分析领域的一种新的

前处理技术, 具有特异性高、灵敏度高、净化效果好等优

点。该方法原理是将样品经过离心、脱脂、过滤, 滤液经

过免疫亲和柱层析净化, 除去杂质后洗脱 AFM1, 用荧光

光度法测定 AFM1 的定量, 该方法分析速度快, 可以达到

筛选阳性样品和定量分析的目的[28-30], 但成本较高, 不能

对单一毒素进行检测[31]。 

Scott 等[32]建立的方法检出限为 0.05 μg/L, 回收率达

97%, 该方法先用免疫亲和柱分离样品, 再用荧光光度计

检测 AFM1含量。 

2.2.2  酶联免疫吸附法 

酶联免疫吸附法是 20世纪 70年代出现的一种新免疫

技术, 70 年代中后期用于真菌毒素的检测[33]。其原理是

AFM1 EIA 微孔板包被有特异性抗体 , 首先加入抗原

AFM1标准样品, 抗体和抗原进行特异性的结合, 然后加入

AFM1 的酶结合物与抗体进行免疫反应, 最后加入底物, 颜

色由蓝变黄, 在 450 nm 波长下检测吸光度值, 根据颜色的

深浅进行半定量检测。该方法前处理简单、灵敏度高、特异

性强、干扰小、检测成本低, 一次可以检测多个样品, 目前

在检测 AFM1 已得到广泛应用[34]。但酶联免疫法抗体寿命

短且需要低温保存, 测定时出现假阳性的概率比较高, 对一

些含盐量高、脂肪含量高的样品需要做另外的处理[35]。 
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马芸等[36]采用酶联免疫法测定生牛乳和巴氏杀菌乳

中 AFM1 含量, 含量平均值分别为 4.33、4.39 ng/L, RSD

分别为 0.58%、0.33%, 加标回收率分别为 97.4%、94.1%, 

RSD分别为 1.7%、1.2%,检测结果精确度高, 准确性好, 能

够满足乳制品中 AFM1的检测要求。 

李平等[37]利用酶联免疫法检测牛奶、酸奶、奶粉、干

酪 4 种样品中 AFM1 含量, 最低检测限分别为 0.039、

0.192、0.306、0.199 μg/kg, 板间变异系数均小于 5%, 回收

率均在 93%~120%之间, 变异系数均小于 10%, 该方法稳

定、灵敏, 可满足食品中 AFM1的快速检测需求。 

2.2.3  放射免疫法 

放射免疫法可以测定超微量的物质, 该方法是将抗

原抗体反应的特异性和放射性同位素的高度灵敏性、精确

性的特定相结合的新技术。其原理是过量的特异性抗体或

受体选择性吸附样品中的 AFM1, 然后加入 3H标记的抗原, 

抗原和剩余的抗体或受体结合, 离心沉淀, 取沉淀剂加入

闪烁剂放置到制定系统中进行 1 min 闪烁计数, 然后与基

准值进行对照, 即可测定出样品中 AFM1的含量。 

放射免疫法前处理简单并易于操作, 高效、快速、灵

敏、特异性强, 可以进行大批量的初筛, 主要用于牛奶中

AFM1的测定[38]。但该方法在检测过程中使用放射性标准

品, 标准试剂寿命短且必须与闪烁计数器等昂贵仪器一起

使用, 不便于在基层推广使用, 检测过程中使用的放射性

废弃物处理复杂, 因此很难广泛应用[39]。 

1981 年 Pestka[40]首次使用放射免疫法检测牛奶中

AFM1, 检测范围为 5.0~50.0 μg/kg, 灵敏度为 1.0 μg/L。 

2.2.4  免疫胶体金法 

免疫胶体金法是 20世纪 80年代发展起来的一种快速

免疫分析技术。该方法利用纳米金作为标记物, 在层析过

程中, 标记物与待测物质结合被相应的配体捕获而显色, 

以纤维膜上的显色深浅进行定性或定量。该方法检测结果

与高效液相色谱法测得的结果相符率超过 90.5%, 重现性

达到 100%[41]。其操作简单、快捷、仪器设备简单、成本

低, 适用于牛奶中 AFM1 的大量筛选, 但灵敏度相对偏低, 

不能达到限量要求很低的样品检测。 

黄艳梅等[42]制备了免疫层析试纸条并采用 EDC/NHS

法制备偶联抗 AFM1单克隆抗体的免疫磁珠。免疫磁珠和

待检样品混合, 目标物被捕获、磁分离后, 浓缩重悬液用免

疫层析试纸条检测 , 检出限为 0.1 μg/L, 适用于乳品中

AFM1的快速检测。 

罗晓琴等 [43]应用胶体金免疫层析技术 , 建立了一

种快速检测牛奶中 AFM1 的方法。该方法检测限为 0.3 

μg/L, 检测时间为 10 min, 适用于现场牛奶中 AFM1 的

快速检测。 

2.3  电化学方法 

电化学方法是 20 世纪 90 年代使用的一种新检测方

法。该方法使用的核心设备为传感器, 传感器将免疫复合

物转化为物理化学信号, 二次仪表将输出信号放大后检测

出 AFM1的含量。该方法选择性好、测试费用低、样品无

需前处理, 但对使用的设备要求较高[18]。Parker 等[44]使用

该方法检测牛奶中 AFM1的检出限为 8 ng/L, 线性范围为

10~100 ng/L。 

2.4  化学发光法 

化学发光法是一种非标记的光学检测方法, 该方法

将 AFM1的抗体固定在特定膜表面, 加入含有 AFM1的样

品后, 抗原和抗体进行特异性吸附, 同时加入 AFM1 的酶

结合物进行竞争性免疫反应, 最后检测有效折射率的变化

对 AFM1进行定量分析[15]。Magliulo等[45]使用化学发光法

检测牛奶中 AFM1, 整个检测过程不需要对样品做净化处

理, 定量下限为 1 μg/kg, 回收率范围 96%~122%。 

3  展  望 

目前, 乳及乳制品在市场上消费量越来越大, 品种也

越来越多, 牛奶逐渐成为人们生活中不可缺少的食品之一, 

为了确保市场上乳制品的安全, 在对牛奶生产过程进行严

格把控的同时, 快速、准确的检测方法也是重中之重[46]。 

薄层色谱法和高效薄层色谱法样品前处理复杂, 灵

敏度低, 花费时间较长。高效液相色谱法和液相色谱-串联

质谱法样品前处理复杂, 检测过程中需用较多有机溶剂, 

污染环境, 对人员的要求较高, 所需仪器昂贵, 成本较高, 

不适合现场大量样品的快速检测。免疫亲和柱-荧光光度法

不能检测单一毒素。酶联免疫法中使用的酶、抗体对保存

温度、时间有一定的要求。放射免疫法在检测过程中使用

放射性标准品, 放射性标准品废弃物处理复杂, 很难推广。

免疫胶体金法只用于定性检测, 会有假阳性和假阴性情况

出现。电化学法和化学发光法对设备要求较高, 成本较高。 

因此, 乳制品中AFM1检测方法的研究可以从以下几

个方面进行探索: (1)研制小型、便携式检测设备和胶体金

试纸条, 对乳制品中 AFM1 做快速定量检测; (2)对乳制品

的前处理方法进行统一, 为检测方法的标准化奠定基础; 

(3)制备 AFM1印迹聚合物仿生抗体, 为 AFM1的检测提供

“抗体”来源。 
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