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免疫亲和柱净化-高效液相色谱法测定红曲制品中
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摘  要: 目的  建立免疫亲和柱净化-高效液相色谱法测定红曲制品中桔霉素含量的分析方法。方法  试样经

甲醇-水提取, 稀释过滤后经含桔霉素特异性抗体的免疫亲和柱净化, 洗脱液经Merk Hibar RP-18e色谱柱分离, 

以乙腈:0.1%磷酸水溶液作为流动相, 采用荧光检测器测定(激发波长 350 nm, 发射波长 500 nm), 以外标法定

量。结果  桔霉素在 1~50 ng/mL范围内有良好的线性关系, 相关系数为 0.99991, 方法检测限为 50 μg/kg, 在

50、100和 200 μg/kg 3个水平的加标回收率为 67.55%~89.12%, 相对标准偏差为 5.43%~11.25%。结论  该方

法操作简便、准确, 可适用于红曲制品中桔霉素的测定。 
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Determination of citrinin in monascus products by high performance liquid 
chromatography combined with immunoaffinity column 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of citrinin in monascus products by high 

performance liquid chromatography combined with immunoaffinity column. Methods  Samples were extracted with 

methanol-water solution, purified by a immunoaffinity column containing specific antibody of citrinin after dilution 

and filteration. The eluate was separated by Merk Hibar RP-18e column with acetonitrile and 0.1% H3PO4-water as 

mobile phase, and detected by fluorescence detector with the excitation wavelength of 350 nm and the emission 

wavelength of 500 nm. Also the external standard method was used for quantitative analysis. Results  Citrinin had a 

good linear relationship in the range of 1~50 ng/mL with correlation coefficient of 0.99991. The limit of detection 

was 50 μg/kg. The recoveries of citrinin spiked at 3 levels of 50, 100 and 200 μg/kg were 67.55%~89.12%, and the 

relative standard deviations were 5.43%~11.25%. Conclusion  This method is simple, accurate and is suitable for 

the determination of citrinin in monascus products. 
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1  引  言 

红曲是中国传统大米发酵制品, 是一种天然食品添

加剂。它是利用中国特有的红曲霉菌在大米中培养发酵而

成, 经烘干后研磨, 因为是深红色, 所以称之为红曲[1]。红

曲被广泛用于食品着色、发酵制品及中医药中; 作为天然

食品添加剂, 红曲具有色泽鲜艳、着色力强、热稳定性好

等优点, 在酿制酒、酿制醋、饮料、腐乳特别是在火腿等

肉制品中将可能替代有致癌隐患的亚硝酸盐[2]。红曲中含

有的酸性洛伐它丁、豆甾醇等多种功能活性成分对高血

压、高血糖、高血脂、高胆固醇、动脉粥样硬化等心脑血

管疾病及癌症均有疗效, 广泛应用于食品、化妆品、制药

等行业[3-5]。 

1981年, 李云等[6]首次从红曲产品和发酵液中分离出

一种对革兰氏阳性菌具有抗性作用的抗菌因子 , 命名为

Monascidin A。1993年, 法国 Blanc等[7]研究人员通过仪器

检测方法确认其具有与桔霉素具有相同的结构。红曲霉在

发酵过程中能产生具有肾毒性、致畸性和致癌性的桔霉素, 

红曲产品的安全性问题受到广泛关注。桔霉素在红曲产品

中的普遍存在不但威胁到食用者的健康, 而且也成为限制

我国红曲产品研发、生产和出口的瓶颈问题。研究表明, 桔

霉素可引起实验动物的肾脏肿大、尿量增多, 肾小管扩张

和上皮细胞变性坏死等症状[8,9]; 桔霉素对小鼠半致死量

(LD50)经口喂试验为 110 mg/kg[10]。 

近年来, 国内外市场对各类食品红曲、药用红曲及其

相关产品的需求呈直线增长, 红曲行业具有巨大的经济效

益。红曲产品安全性由于桔霉素的存在而面临严峻的挑战, 

并受到国内外的广泛重视。日本厚生省在 1999 年颁布、

2003年修订的《日本食品添加剂标准》[11]中将红曲色素中

的桔霉素含量限量定为 0.2 mg/kg, 我国对以红曲为原料的

保健食品设有桔霉素限量, GB/T 5009.222-2008《红曲类产

品中桔青霉素的测定》[12]中对固态红曲产品中桔霉素的限

量为 1 mg/kg, 能性红曲米(粉)中桔霉素含量(以绝干计)≤

50 μg/kg, 轻工业标准QB/T2847-2007功能性红曲米(粉)[13]

中对功能性红曲米(粉)中桔霉素的限量为 50 μg/kg (以绝干

计); 2014年 3月 6日, 欧盟发布(EU)No212/ 2014号法规[14], 

修订了(EC) No1881-2006中关于食品中污染物桔霉素在红

曲霉发酵大米食品补充剂中最大限量值为 2000 μg/kg的规

定。由于红曲主要作为食品添加剂使用, 对于普通食品国

内暂时还没有设定相关的限量标准, 但是我国很多的出口

食品都需要进行桔霉素含量的检测, 因此研究红曲制品中

桔霉素的含量的测定方法很有必要。 

2  材料与方法 

2.1  试剂与仪器 

桔霉素标准品(美国 Sigma公司); 免疫亲和柱(桔霉素, 

美国VICAM公司); PBS缓冲液(美国VICAM公司); 甲醇、

乙腈、磷酸(色谱纯, 美国 VICAM 公司); 吐温 20(美国

VICAM公司);  

Agilent 1260高效液相色谱仪(配荧光检测器, 美国安

捷伦公司 ); METTLER PM480 天平 (瑞士梅特勒公司 ); 

ULTRA-TURRAX T-25高速均质器(德国 IKA公司); MAXI 

MIXⅡ混匀器(美国赛默飞世尔公司); MILLIPORE 纯水系

统(美国密理博公司); 玻纤滤纸(美国 VICAM公司)。 

2.2  实验方法 

2.2.1  样品前处理 

(1) 提取 

称取经充分粉碎红曲样品 1.0 g 于 50 mL 离心管中, 

加入 20 mL甲醇-水(70:30,V:V)提取液、均质提取 2 min, 移

取 2.0 mL滤液于 50mL量筒中, 加入 38 mL PBS缓冲溶液

稀释、混匀; 以玻璃纤滤纸过滤。 

(2) 净化 

准确移取 10.0 mL 上述澄清滤液过免疫亲和柱, 以 3 

mL/min 的流速全部通过亲和柱; 加入 10 mL 0.1%吐温

PBS 溶液以 3 mL/min 的流速淋洗柱子, 弃去全部流出液; 

准确加入 1.0 mL甲醇-0.1%磷酸(70:30, V:V)进行洗脱, 收

集全部洗脱液于进样瓶中, 供检测用。 

2.2.2  仪器条件 

色谱柱: Merk Hibar RP-18e(150 mm×4.6 mm, 5 μm); 

柱温: 30 ℃; 流速: 1 mL/min; 进样量: 100 μL; 检测条件: 

激发波长 350 nm, 发射波长 500 nm; 流动相 A: 乙腈, 流

动相 B: 0.1% 磷酸; 梯度洗脱条件见表 1。 

 
 

表 1  梯度洗脱条件 
Table 1  Gradient elution coditions 

时间/min A/% B/% 

0 40 60 

1 40 60 

7 90 10 

9 90 10 

10 40 60 

15 40 60 

 
2.2.3  标准溶液的配制 

桔霉素标准溶液: 将 1 mg 桔霉素粉末以甲醇溶解并

定溶至 10 mL, 于 4 ℃下保存。 

取桔霉素标准溶液配制 1、5、10、25 和 50 ng/mL 5

个不同浓度的标准工作液, 以峰面积为纵坐标, 标准溶液

的浓度为横坐标, 绘制标准曲线, 以保留时间定性, 外标

法定量。 



第 11期 许艳丽, 等: 免疫亲和柱净化-高效液相色谱法测定红曲制品中桔霉素的含量 4651 
 
 
 
 
 

 

3  结果与分析 

3.1  提取方法的优化 

由于红曲制品属于发酵制品, 导致桔霉素定量测定

干扰因素多。所以, 样品前处理方法尤为重要。红曲制品

中红曲色素含量很高, 传统的有机溶剂萃取后存在严重的

色素干扰, 对目标峰分离有很大的影响, 而且机溶剂萃取

法存在操作繁琐、耗时、有机试剂毒性大等缺点[15]; 本研

究采用免疫亲和柱净化, 以甲醇-水为提取液进行提取, 经

试验证明甲醇-水溶液(70:30,V:V)提取效果最佳, 由于红曲

制品中红曲色素含量很高, 为避免红曲色素对免疫亲和柱

特异性吸附桔霉素的影响, 所以吸取 2.0 mL滤液, 加入 38 

mL PBS 缓冲液进行稀释, 可以有效降低色素对目标峰的

影响。 

3.2  色谱条件的优化 

本研究比较了不同流动相组成即甲醇:水、乙腈:水对

目标峰的影响, 发现乙腈:水作为流动相能较好分离目标

峰与杂质峰; 班昭等[16]优化了红曲霉发酵液中桔霉素检测

方法, 发现流动相的 pH 值对桔霉素的出峰时间会有影响, 

并且对样品中桔霉素与杂质峰的分离效果也有很大影响。

本研究用乙腈:0.1%磷酸溶液作为流动相, 采用梯度洗脱

方式 , 流动相比例如表 1 所示 , 流动相的 pH 范围为

2.6~2.92, 能够有效将桔霉素的目标峰与杂质峰分开。图 1

是浓度为 1 ng/mL的桔霉素标准品色谱图, 图 2是红曲色

素样品中桔霉素色谱图, 从图 2 可以看出, 在该色谱条件

下, 桔霉素目标峰与杂质峰分离效果很好。 

3.3  方法可靠性评价 

3.3.1  线性范围 

按上述色谱测定方式, 配制浓度为 1、5、10、25 和

50 ng/mL 的标准工作液并于 2.2.2 色谱条件下测定, 结果

见图 3。由图 3可知, 桔霉素浓度在 1~50 ng/mL范围内具

有良好的线性关系, 相关系数为 0.99991。 

3.3.2  方法检测限 

在样品中添加桔霉素标准品后, 以 3 倍信噪比计算, 

红曲及其制品的检测限为 50 μg/kg。 
 

 
 

图 1  桔霉素标准品谱图(1 ng/mL) 

Fig. 1  Chromatogram of CIT(1 ng/mL) 

 
 

图 2  红曲色素样品中桔霉素谱图 

Fig. 2  Chromatogram of CIT in monascus products 
 

 
 

图 3  桔霉素标准曲线 

Fig. 3  Standard curve of CIT standard 
 

3.3.3  方法回收率和精密度 

以红曲制品为基底, 选取红曲米、红曲红色素、功能

性红曲 3 种具有代表性的红曲样品, 添加 50、100 和 200 

μg/kg 3 个水平, 按 2.2 方法进行提取净化操作, 每水平进

行 10次平行实验, 回收率和精密度实验结果见表 2, 由表2

可 知 , 红 曲 制 品 中 桔 霉 素 平 均 回 收 率 范 围 在

67.55%~89.12%之间, 相对标准偏差为 5.43%~11.25%。 

4  结  论 

红曲是以大米为原料, 用红曲菌属红曲霉发酵培养

制得, 目前红曲可分为色曲、酒曲和功能性红曲, 红曲制品

的成分复杂, 干扰因素较多, 测定难度大, 其检测难点主

要在样品净化。 

本研究选取了具有代表性的红曲米、红曲红色素和功

能性红曲作为实验对象, 采用免疫亲和柱净化, 利用抗原

抗体特异性吸附, 能够快速地将桔霉素从样品中分离出来, 

梯度洗脱能有效将桔霉素目标峰与杂质峰分离, 方法的定

量限为 50 μg/kg, 回收率范围在 67.55%~89.12%, 相对标

准偏差为 5.34%~11.25%。该方法特异性高、简便快速、灵

敏准确、可重复性好, 且不使用有毒的有机溶剂如氯仿、

二氯甲烷等, 对操作人员的安全更有保障, 适用于红曲制

品中桔霉素的测定。 
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表 2  回收率和精密度实验(n=10) 
Table 2  The result of precision and recovery (n=10) 

基质 添加水平(μg/kg) 平均测定值(μg/kg) 平均回收率% 标准偏差 相对标准偏差% 

红曲米 

50 41.171 82.33 4.63 11.25 

100 79.032 79.03 8.00 10.12 

200 178.249 89.12 12.74 7.15 

红曲红色素 

50 33.782 67.55 3.00 8.88 

100 80.713 80.71 8.12 10.07 

200 159.458 79.73 8.66 5.43 

功能性红曲 

50 38.981 77.97 2.86 7.35 

100 80.939 80.94 8.87 10.96 

200 162.712 81.35 13.42 8.25 
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