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高效液相色谱-光化学柱后衍生法测定紫苏籽中 

黄曲霉毒素 B1 

牛宏亮, 赵  亮*, 田  秀, 韦永仓, 袁  辉, 张永显 

(甘肃省轻工研究院有限责任公司, 兰州  730000) 

摘  要: 目的  建立一种高效液相色谱-光化学柱后衍生法测定紫苏籽中黄曲霉毒素 B1的检测方法。方法  样

品经乙腈-水溶液(84:16, V:V)提取, 用免疫亲和柱净化后, 经光化学衍生器衍生, 在高效液相色谱仪荧光检测

器上检测。结果  该方法对黄曲霉毒素 B1 的最低检测限为 0.05 μg/kg, 定量限为 0.20 μg/kg, 相关系数为

0.9990, 加标回收率为 86.0%~93.5%, 相对标准偏差(relative standard deviation, RSD)为 1.94%。结论  该方法

快速、准确、灵敏, 适合测定紫苏籽中黄曲霉毒素 B1 的含量。 
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Determination the aflatoxin B1 in Perilla frutescens seeds by high performance 
liquid chromatography-photochemical post-column derivatization 

NIU Hong-Liang, ZHAO Liang*, TIAN Xiu, WEI Yong-Cang, YUAN Hui, ZHANG Yong-Xian 

(Gansu Research Institute of Light Industry Co., Ltd, Lanzhou 730000, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method of determination the aflatoxin B1 in Perilla frutescens seeds by 

high performance liquid chromatography-photochemical post-column derivatization. Methods  The samples were  

extracted by acetonitrile-water solution (84:16, V:V) and purified by immunoaffinity column, and then derivated by 

photochemical derivative. The samples were detected by high performance liquid chromatography-fluorescence 

detector. Results  The detection limit of the aflatoxin B1 was 0.05 μg/kg, and the quantitative limit was 0.20 μg/kg, 

the correlation coefficient was 0.9990, the recovery rate was 86.0%-93.5%, and the relative standard deviation (RSD) 

was 1.94%. Conclusion  The proposed method is fast, accurate and sensitive, which is suitable for detecting 

aflatoxin B1 in the Perilla frutescens seeds. 

KEY WORDS: high performance liquid chromatography; aflatoxin B1; photochemical post-column derivatization; 

Perilla Frutescens seeds 
 

 
1  引  言 

黄曲霉毒素是一种有毒、致癌的次级代谢产物, 主要

由黄曲霉和寄生曲霉 2 种真菌产生[1]。它们存在于土壤、

动植物、各种坚果中, 特别是容易污染花生、玉米、稻米、

大豆、小麦等粮油产品, 是霉菌毒素中毒性最大、对人类

健康危害极为突出的一类霉菌毒素[2]。黄曲霉毒素由大约

18 种化学结构相似的衍生物组成, 包括 B 和 G 两大类, 
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植物性食物中产生 B1、B2、G1 和 G2
[3]。黄曲霉毒素 B1

在植物性食物衍生组中毒性最强, 其慢性毒性甚至可诱

发肝癌[4,5]。 

紫苏籽为一类唇形科植物—紫苏的种子。可以用作调

味料, 具有去腥、增鲜、提味的作用。同时具有一定的药

用价值, 具有下气, 清痰, 润肺, 宽肠的功效。紫苏籽中含

大量油脂, 出油率高达 45%左右。为了监测紫苏油在贮藏

过程中产生黄曲霉毒素, 本试验使用液相色谱仪对不同温

度、湿度条件下的黄曲霉毒素 B1 进行测定。 

目前, 关于黄曲霉毒素 B1 的检测方法主要采用薄层层

析法[6,7], 另外还采用液相色谱法[811]、酶联免疫法[1215]、液

相色谱-质谱联用法[1618]。但是现在的方法涉及设备较多, 

转移过程多, 容易造成组分损失和污染, 鉴于此, 本试验

采用高效液相色谱-电化学柱后衍生法检测紫苏籽中黄曲

霉毒素B1, 用乙腈-水溶液的混合溶液提取, 柱后光化学衍

生器衍生, 用荧光检测器检测, 外标法定量。 

本研究的目的在于建立一种快速、简单的测定紫苏籽

中黄曲霉毒素B1的方法, 确定紫苏籽的最佳贮藏时间和温

度, 以及为生产安全、可靠的紫苏籽油提供保障。 

2  材料与方法 

2.1  材料与试剂 

黄曲霉毒素 B1(标准物质 2.00 μg/mL)北京坛墨质检

科技有限公司; 实验所用样品是从甘肃庆阳一带所收集的

紫苏籽; 甲醇、乙腈(色谱纯, 天津市科密欧化学试剂有限

公司 ); 吐温 -20(分析纯 , 天津市光复精细化工研究所 ); 

IAC-SEP 免疫亲和柱(北京中检维康生物技术有限公司)。 

2.2  仪器与设备 

1260 液 相 色 谱 仪 ( 配 有 荧 光 检 测 器 (FLD) 及

ChemStation Edition C.01.07 数据处理系统) (美国 安捷伦

科技有限公司); PHRED 光化学衍生器(美国奥拉 AURA

公司 );  AB204-N 电子分析天平 (梅特勒 -托利多公司 ); 

SHA-C 恒温振荡器(常州国华仪器有限公司); HSE-24B 

固相萃取装置(天津市恒奥科技发展有限公司)。 

2.3  实验方法 

2.3.1  样品预处理 

称取 5.00 g 试样(精确至 0.01 g)于 50 mL 离心管中, 加

入20.0 mL乙腈-水溶液(84:16, V/V)或甲醇-水溶液(70:30, V/V), 

涡旋混匀, 置于涡旋振荡器振荡 20 min, 在 6000 r/min 下

离心 10 min, 取上清液备用。 

2.3.2  样品净化(免疫亲和柱净化) 

1) 上样液的准备 

准确移取 4 mL 上述上清液, 加入 46 mL1%吐温-20

的磷酸盐缓冲液(phosphate buffer, PBS)(使用甲醇-水溶液

提取时可减半加入), 混匀。 

2) 免疫亲和柱的准备 

将低温下保存的免疫亲和柱恢复至室温。 

3) 试样的净化 

将免疫亲和柱内的液体放弃后, 将上述样液移至 50 mL

注射器筒中, 调节下滴速度, 控制样液以 1~3 mL/min 的速

度稳定下滴。待样液滴完后, 往注射筒内加入 2×10 mL 水, 

以稳定流速淋洗免疫亲和柱。待水滴完后, 用真空泵抽干

亲和柱。脱离真空系统, 在亲和柱下部放置 10 mL 刻度试

管, 取下 50 mL 的注射器, 2×1 mL 甲醇洗脱亲和柱, 控制

1~3 mL/min 的速度下滴, 再用真空泵抽干亲和柱, 收集全

部洗脱液至试管中。在 50 ℃下用氮气缓缓地将洗脱液吹至

近干, 用初始流动相定容至 1.0 mL, 涡旋 30 s 溶解残留物, 

0.22 μm 滤膜过滤, 收集滤液于进样瓶中以备进样。 

2.3.3  色谱条件  

流动相: A 相, 水; B 相, 甲醇; 等梯度洗脱条件: A, 

55%; B, 45%; 色谱柱: C18 柱 250 mm×4.6 mm, 5 µm;  

流速: 1.0 mL/min; 柱温: 40℃; 进样量: 10 μL; 激发

波长: 360 nm; 发射波长: 440 nm。 

3  结果与分析 

3.1  提取溶剂的选择 

分别使用乙腈 -水溶液 (84:16, V/V)或甲醇 -水溶液

(70:30, V/V)作为提取溶剂, 通过添加回收试验, 由表 1 可

知, 发现使用乙腈-水溶液(84:16, V/V)作为提取溶剂提取

效果好, 回收率高。 
 

表 1  提取溶剂回收率 
Table 1  Recoveries of extraction solvent 

提取溶剂 加标量/(μg/L) 测出量/(μg/L) 回收率/%

乙腈-水溶液

0.5 0.48 96.0 

1.0 0.93 93.0 

5.0 4.82 96.4 

甲醇-水溶液

0.5 0.40 80.0 

1.0 0.81 81.0 

5.0 4.23 84.6 

 

3.2  柱后衍生方法的选择 

分别使用光化学衍生器和溶剂柱后衍生装置对紫苏

籽中黄曲霉毒素 B1 进行测定, 通过加标回收试验, 结果如

表 2 所示, 2 种方法都能够满足对食品中黄曲霉毒素 B1 的

测定。但是光化学衍生器在使用的时候具有使用方便、快

速、不需要配置衍生液等优点, 所以本实验使用光化学柱

后衍生对紫苏籽中黄曲霉毒素 B1 进行测定。 
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表 2  柱后衍生方法回收率 
Table 2  Recoveries of post-column derivation method 

衍生方法 加标量/(μg/L) 测出量/(μg/L) 回收率/%

光化学衍生 

1 0.92 92.0 

5 4.78 95.6 

10 9.31 93.1 

柱后衍生 

1 0.92 92.0 

5 4.82 96.4 

10 9.47 94.7 

 

3.3  免疫亲和柱流速的选择 

样品在过柱、淋洗和洗脱的时候, 分别选择 1、2、3、

4 mL/min 的流速对样品进行过柱、淋洗和洗脱, 通过回收

率实验, 结果(表 3)发现流速控制在 2 mL/min 时, 样品的

回收率最高, 所以本实验使用 2 mL/min 为样品过柱/淋洗

和洗脱的流速。 

 
表 3  洗脱流速回收率 

Table 3  Recoveries of elution flow rate 

流速/(mL/min) 加标量/(μg/L) 测出量/(μg/L) 回收率/%

1 

1 0.71 71.0 

5 3.84 76.8 

10 7.28 72.8 

2 

1 0.98 98.0 

5 4.87 97.4 

10 9.67 96.7 

3 

1 0.78 78.0 

5 4.07 81.4 

10 8.06 80.6 

4 

1 6.24 62.4 

5 3.27 65.4 

10 6.67 66.7 

 

3.4  不同温度下紫苏籽中黄曲霉毒素 B1 的含量 

将等量的紫苏籽装入密封袋中, 分别置于电热培养

箱中, 温度分别控制在 10、15、20、25、30、35 ℃, 对紫

苏籽进行贮藏, 每隔 5 d 取样, 测定每个样品中黄曲霉毒

素 B1 的含量。不同温度下的紫苏籽在贮藏过程中黄曲霉毒

素 B1 的含量见图 1。由图 1 数据分析可知, 紫苏籽中黄曲

霉毒素 B1 含量随贮藏时间的延长呈上升趋势, 在贮藏 30 d

后达到最高值, 30 d 以后逐渐下降。在贮藏时间相同时, 黄

曲霉毒素 B1 随温度的升高呈上升趋势, 在 30 ℃时达到最

高值, 然后逐渐下降。 

 

 
 

图 1  不同温度下的紫苏籽在贮藏过程中黄曲霉毒素 B1 的含量 

Fig.1  Aflatoxin B1 in Perilla frutescens seeds stored at 
different temperatures 

 

3.5  不同湿度下紫苏籽中黄曲霉毒素 B1 的含量 

将等量的紫苏籽装入密封袋中, 分别置于恒温恒湿

间中, 相对湿度分别控制在 30%、35%、40%、45%、50%、

55%, 对紫苏籽进行贮藏, 每隔 5 d 取样, 测定每个样品中

黄曲霉毒素 B1 的含量。不同湿度下的紫苏籽在贮藏过程中

黄曲霉毒素 B1 的含量见图 2。由图 2 数据分析可知, 紫苏

籽中黄曲霉毒素 B1 含量随着相对湿度和贮藏时间的延长

呈上升趋势, 在贮藏相对湿度为 50%时达到最高值。 

 

 
 

图 2  不同湿度下的紫苏籽在贮藏过程中黄曲霉毒素 B1 的含量 

Fig.2  The content of aflatoxin B1 in Perilla frutescens seeds 
stored in different humidity 

 

3.6  标准曲线、线性范围、检出限和精密度 

以黄曲霉毒素 B1 的标准溶液浓度为横坐标, 各自的

峰面积为纵坐标绘制标准曲线, 所得到的线性方程及相关

系数列于表 4 中。由表 4 可知, 黄曲霉毒素 B1 的相关系数

为 0.9990。在本方法实验条件下, 以信噪比为 3(S/N=3)时

确定本方法的最低检出限。通过实验测得黄曲霉毒素 B1

的检出限(limit of detection, LOD)在 0.05 μg/kg, 定量限为

0.20 μg/kg, 方法精密度以一定浓度的标准溶液进行测定

(n=6), 结果为 1.94。 
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表 4  黄曲霉毒素 B1 标准曲线的线性方程、相关系数、检出限和

精密度 
Table 4  Standard equation, correlation coefficient, LOD and 

RSD of aflatoxin B1  

线性方程 相关系数(R) 
检出限 
/(μg/kg) 

定量限 
/(μg/kg) 

精密度 
/(n=6, %)

Y=2.39X4.66 0.9990 0.05 0.20 1.94 

 

3.7  方法回收率的测定 

为了保证测定结果的准确性, 称取 5.00 g 样品于 50.0 mL

的离心管中, 添加浓度为 0.1、1.0 和 10.0 μg/L 3 个浓度水

平的标准品, 分别测定每个标准品的加标回收率。结果表

明, 回收率在 86.0%~93.5%之间。其回收率(均已扣除本底

值)见表 5。 

 
表 5  5 g 黄曲霉毒素 B1 样品加标回收率 

Table 5  Recoveries of 5 g aflatoxin B1 samples 

加标量/(μg/L) 测出量/(μg/L) 回收率/% 平均回收率/%

0.1 0.0847 84.7 

86.0 0.1 0.0876 87.6 

0.1 0.0857 85.7 

1 0.934 93.4 

93.5 1 0.928 92.8 

1 0.942 94.2 

10 9.02 90.2 

90.5 10 9.14 91.4 

10 8.99 89.9 

 

3.8  实际样品测定 

由庆阳企业提供 30 份紫苏籽样品, 采用本方法进行

检测, 结果显示有 8 份紫苏籽检出黄曲霉毒素 B1, 检出率

为 26.7%, 检出值的含量分别为 0.21~7.07 μg/kg(图 3), 各

个样品的黄曲霉毒素 B1 含量检出值均未超过国家限量标

准要求。 

 

 
 

图 3  紫苏籽中黄曲霉毒素 B1(0.21 μg/kg)测定图谱 

Fig.3  Chromatogram of determination of AFB1(0.21 μg/kg) in 
Fructus Perillae 

4  结  论 

本方法采用高效液相色谱-光化学柱后衍生法测定紫

苏籽中黄曲霉毒素 B1, 该方法具有快速、准确、灵敏等特

点。在该方法检测过程中, 样品在洗脱时, 一定要控制好

流速在 2 mL/min 左右, 不能太快, 否则会使检测结果偏

低。黄曲霉毒素最适宜的生长温度是 30 ℃, 相对湿度在

50%左右。这也是研究黄曲霉毒素的产生的前提基础, 是

寻找控制黄曲霉毒素方式的关键, 可见降低贮藏温度和相

对湿度是控制黄曲霉毒素 B1 的有效方法。 
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