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免疫亲和柱-高效液相色谱法测定谷物 
及其制品中玉米赤霉烯酮的含量 
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摘  要: 目的  建立免疫亲和柱-高效液相色谱法分析检测谷物及其制品中玉米赤霉烯酮的方法。方法  样品

经乙腈-去离子水(84:16, V:V)提取, 玉米赤霉烯酮免疫亲和柱富集净化, 甲醇洗脱后, 经 C18 反相色谱柱分离, 

以乙腈-水-甲醇(46:46:8, V:V:V)为流动相, 使用高效液相色谱-荧光检测器检测, 外标法定量。结果  玉米赤霉

烯酮在 1~100 μg/L 线性范围内线性关系良好, 相关系数 0.9999, 检出限 0.8 μg/kg, 仪器重复测定的相对标准

偏差 0.19%, 样品平行性测定相对标准偏差在 0.10%~1.89%。检测成都市内综合农贸市场和超市内谷物及其制

品中玉米赤霉烯酮的含量为 1.34~43.1 μg/kg, 检出率为 52.2%。结论  该方法具有灵敏度高、重现性好、准确

度高等特点, 可应用于实际市场中谷物及其制品的痕量调查。 
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Determination of zearalenone in corn and its products by immunoaffinity 
column-high performance liquid chromatography 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for determination of zearalenone in corn and its products by 

immunoaffinity- high performance liquid chromatography. Method  The samples were extracted with 

acetonitrile-deionized water (84:16, V:V), enriched and purified by zearalenone immunoaffinity column. After eluting 

with methanol, they were separated by C18 reversed-phase chromatography column using acetonitrile-water-methanol 

(46:46:8, V:V:V) as the mobile phase, detected by high performance liquid chromatography-fluorescence detector, and 

quantified by external standard method. Results  Zearalenone had a good linear relationship in the linear range of 

1–100 μg/L, with a correlation coefficient of 0.9999, and limit of detection was 0.8 μg/kg. The relative standard 

deviation of the instrument repeated determination was 0.19%, and the relative standard deviation of the sample 

parallelism determination were 0.10%–1.89%. The contents of zearalenone in cereals and their products in 

comprehensive farmers’ markets and supermarkets in Chengdu were 1.34–43.1 μg/kg, and the detection rate was 

52.2%. Conclusion  This method had the advantages of high sensibility, good repeatability and high accuracy. It was 

fit for the trace analysis in the grain and its products in actual market investigation. 
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1  引  言 

玉米赤霉烯酮(zearalenone, ZEN)又称 F-2 毒素, 它由

得赤霉病的玉米中分离得到。其产毒菌主要是镰刀菌属

(Fusarium)的菌株, 如禾谷镰刀菌(F. graminearum)、三线镰

刀菌(F. tricinctum)、黄色镰孢(F. culmorum)、木贼镰孢(F. 
equiseti)、半裸镰孢(F. sernitectum)和茄病镰孢(F. solani)等
菌种[1]。其化学名为 6-(10 羟基-6 氧基-十一碳烯基)β-雷锁

酸内酯。玉米赤霉烯酮不仅广泛存在于玉米、大麦、小麦

等谷物上[2], 并且还会由于储存条件不善, 而污染其他作

物制品[3]。此外, 玉米赤霉烯酮还会引起动物包括人类的

一系列拟雌激素效应, 甚至会导致 DNA 损伤, 诱发肿瘤, 
对血液和免疫方面造成不良影响[4]。 

玉米赤霉烯酮的检验方法, 主要包括: 液相色谱法、

薄层层析法和酶联免疫法[1]等, 其中, 薄层层析法操作简

便, 成本低廉但其灵敏度也较低, 仅适合定性或半定量使

用[5]。酶联免疫法有操作简单、检测速度快等优点, 相较

于薄层层析法, 其灵敏度有大幅提高[6]。此外, 金庆日等[7]

也研究开发出基于核酸适配体检测探针的玉米赤霉烯酮的

检测方法。但随着技术的不断发展和完善, 以高效液相色

谱作为检测器的方法逐渐成为主流[8–14]。但国内在高效液

相色谱检测前使用免疫亲和柱富集玉米中的赤霉烯酮研究

相对较少。     
本研究使用免疫亲和柱前处理技术提取谷物及其制

品中的玉米赤酶烯酮, 与化学试剂提取相比具有提取效率

较高、前处理时间较短等特点, 通过免疫亲和-高效液相色

谱法检测成都市内主要综合农贸市场和超市内出售的玉

米、小麦等谷物及其制品中玉米赤霉烯酮的含量, 为了解

成都市内在售的以上各类制品中玉米赤霉烯酮的含量提供

参考依据。 

2  材料和方法 

2.1  仪器与试剂 

LC-20AT 高效液相色谱仪配荧光检测器(日本岛津公

司); Milli-Q 纯水系统(美国 Millipore 公司); AUW120 电子

天平(日本岛津公司); 玉米赤霉烯酮标准溶液、玉米赤霉烯

酮免疫亲和柱(ROMER 国际贸易有限公司); 甲醇、乙腈(色
谱纯, 山东禹王实业有限公司化工分公司); 本实验用水均

为纯水(电阻率为 18.25 MΩ·cm)。 
磷酸盐缓冲液(phosphate buffer solution, PBS)的配制: 

称取 8.000 g 氯化钠、1.200 g 磷酸氢二钠、0.200 g 磷酸二

氢钾、0.200 g 氯化钾, 用 990 mL 纯水将上述试剂溶解, 然
后用浓盐酸调节 pH 至 7.0, 再用水稀释至 1 L。 

2.2  样品采集 

样品来源于 2018 年 10 月前, 成都市内 12 家综合农贸

市场及 3 家大型连锁超市。样品共 90 份, 品种为市售的切

面、挂面、面包、馒头、各类烘焙饼干、玉米饼等谷物制品

及当年采收及加工的鲜玉米、玉米面、玉米碴等谷物样品。 

2.3  方法 

2.3.1  样品前处理方法 
所有待检样品, 经食品加工机粉碎后, 于千分之一电

子天平上, 准确称取(40.000±0.010) g 置于具塞三角瓶中, 
加入 100 mL 乙腈:去离子水(84:16, V:V)提取, 振荡器振荡  
1 h, 过滤样品提取液。将 3.00 mL 提取液和 25.00 mL PBS
缓冲液均匀混合后通过免疫亲和柱 , 控制流速为 1~       
3 mL/min, 依次用10 mL PBS缓冲液和10 mL去离子水分别

淋洗免疫亲和柱, 再用 3×0.50 mL 甲醇洗脱免疫亲和柱, 收
集洗脱液于试管中。将收集的洗脱液于 60 ℃ 氮吹近干后, 
用 1.00 mL 混合溶液(乙腈:水:甲醇=46:46:8, V:V:V)复溶, 待
漩涡混合均匀后, 复溶液过 0.45 μm 滤膜后, 上机检测。 
2.3.2  方法的有效性 

(1) 标准曲线线性和精密度  
准确吸取玉米赤霉烯酮标准溶液 1.00 mL 于 100 mL

容量瓶中, 用乙腈稀释定容, 摇匀, 即得 1.004 μg/mL 的玉

米赤霉烯酮标准储备液, 并按 100、50、20、10、5、1 μg/L
的浓度配制标准使用液系列, 制作标准曲线。重复测定 7
次 50 μg/L 标准溶液, 考查测定方法的标准曲线线性和仪

器精密度。随机选取 9 份样品进行平行性测定, 考查检测

方法的精密度。 
(2) 添加回收率和检出限  
分别称取 40 g 样品(精确至 0.001 g)4 份, 向其中分别

添加 3.00 μg 和 2.00 μg 的玉米赤霉烯酮标准, 分别做平行

测定, 考查测定方法的准确性。以 3 倍信噪比作为检出限, 
10 倍信噪比作为定量限。 
2.3.3  仪器条件 

色谱柱 : Thermo Fisher BDS Hypersil C18 色谱柱   
(4.6 mm×150 mm, 粒度 5 μm); 流动相 : 乙腈 :水 :甲醇

=46:46:8(V:V:V); 流速: 1.000 mL/min; 检测波长: 激发波

长: 274 nm, 发射波长: 440 nm; 柱温: 30 ℃; 进样量:  
100 μL, 等度洗脱。保留时间定性, 外标法定量。   

3  结果与分析 

3.1  条件优化 

采用了免疫亲和前处理技术提取了谷物及其制品中

的玉米赤酶烯酮, 与化学试剂提取相比, 具有提取效率较

高、前处理时间较短等特点。与 GB/T 23504-2009《食品
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中玉米赤霉烯酮的测定免疫亲和层析净化高效液相色谱

法》[9]检测方法相比, 本方法检测粮食样品由 50 g 降低为

40 g, 且提取液乙腈和水的比例 由 9:1(V:V) 优化为

84:16(V:V); 同时在样品加入提取液后, 延长了提取时间

至 1 h, 保证玉米赤霉烯酮的充分提取。使用该方法对玉米

赤霉烯酮标准品进行检测验证可在 5.356 min 时观察到玉

米赤霉烯酮的色谱峰出现, 见图 1。 
 

 
 

图 1  玉米赤霉烯酮标准品(5 μg/L)色谱图 
Fig.1  Chromatogram of zearalenone standard (5 μg/L) 

 

3.2  方法学验证 

3.2.1  线性关系及检出限 
对该方法的线性关系以及检出限进行测定, 结果显

示, 该方法检测玉米赤霉烯酮的线性范围在 1~100 μg/L, 
具有较宽的线性范围; 标准曲线的相关系数为 0.9999, 大
于相关系数 0.9990 的要求; 具体线性方程可见表 1; 根据 3
倍信噪比的检出限要求来看, 该方法的检出限为 0.8 μg/kg, 
定量限为 2.7 μg/kg。 

 
表 1  检测方法各项指标及其结果 

Table 1  Indicators and results of the test method 

序号 指标 结果 

1 方法的标准曲线 Y=2500.1X–2841.1 

2 相关系数 γ=0.9999 

3 线性范围/(μg/L) 1~100 

4 方法检出限/(μg/kg) 0.8 

5 仪器精密度/% 0.19 

 
3.2.2  加标回收率 

分别添加 0.05 μg/g 玉米赤霉烯酮标准品测定该方法

的的回收率, 测定 6 次结果显示该方法的样品回收率为

99.02%, 相对标准偏差为 0.19%, 说明方法准确性较好。 

3.2.3  精密度 
选取 50 μg/L的标准使用液, 做了 7次重复测定, 考查

荧光检测器的精密度, 结果表明: 7 次重复测量的相对标准

偏差为 0.19%, 说明荧光检测器具备较高的精密度。随机

选取 9 份检测样品, 做平行性测定来考查检测方法的精密

度, 结果表明: 9 份随机样品平行性测定的相对标准偏差在

0.10%~1.89%, 均小于 10%, 说明检测方法的精密度较好, 
具体结果详见表 2。 

 
表 2  检测方法精密度结果(n=3) 

Table 2  Precision of the test method (n=3) 

序号 平均值/(μg/kg) 标准差/(μg/kg) 相对标准偏差/%

1 10.0 0.168 1.68 

2 2.63 0.005 0.21 

3 10.8 0.092 0.85 

4 18.0 0.113 0.63 

5 20.4 0.021 0.10 

6 10.1 0.190 1.89 

7 3.23 0.014 0.44 

8 3.15 0.014 0.43 

9 6.15 0.020 0.32 

 

3.3  实际样品检测 

本次抽检的 90 份样品中有 47 份检出玉米赤霉烯酮, 
检出率为 52.2%, 检出浓度在 1.34~43.1 μg/kg。因谷物及其

制品中玉米赤霉烯酮的限量值为 60 μg/kg[10], 本次 90 份谷

物及其制品中玉米赤霉烯酮未检出超标样品。 

4  结  论 

本研究建立了谷物及其制品中玉米赤霉烯酮的免疫

亲和-高效液相色谱检测方法。该方法标准曲线线性较好, 
检测浓度范围较宽, 具有较高的精密度和准确度, 检出限

较低, 适应性较强, 绝大部分检测实验室均适用, 各项检

测指标符合《实验室质量控制规范食品理化检测》中痕量

污染物检测的要求[14]。 
采用本方法对成都市内主要综合农贸市场和超市内

出售的玉米、小麦等谷物及其制品中玉米赤霉烯酮的含量

进行检测 , 发现检测样品中玉米赤霉烯酮的检出浓度在

1.34~43.1 μg/kg, 均未超过谷物及其制品中玉米赤霉烯酮

的国家标准限值, 且检出率为 52.2%。说明我国已认识到

谷物及其制品中玉米赤霉烯酮污染的严重性, 经过一段时

间的治理后, 起到了效果, 但在谷物原料的储藏方面, 应
进一步采取有效措施, 减少因储藏环境条件不良, 引起的

二次污染, 另外应加强优质玉米品种的选育, 从根本上减

少玉米赤霉病的发生, 而在作物种植期间, 应及时采用有
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效的杀菌制剂, 防止谷类作物中玉米赤霉病的大面积感染, 
以减缓或者阻断赤霉病的进一步扩散, 从而减少玉米赤霉

烯酮的污染。 
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