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免疫磁性微球预处理结合超高效液相色谱-串联 

质谱法快速检测花生和花生油中黄曲霉毒素 B1 

刘明珠, 成亚倩, 王永辉, 白家磊, 高志贤, 周焕英* 

(军事科学院, 军事医学院, 环境医学与作业医学研究所, 天津  300050) 

摘   要: 目的   设计并合成一种功能化免疫磁性微球, 结合超高效液相色谱-串联质谱法(ultra performance 

liquid chromatography-tandem mass spectrometry, UPLC-MS/MS)快速提取和检测花生和花生油中黄曲霉毒素 B1 

(aflatoxin B1, AFB1)。方法  样品经过甲醇-水溶液(70:30, V:V)提取, 1.6 mg 免疫磁性微球富集净化, 用 1.00 mL

甲醇洗脱, 采用 Waters ACQUITY UPLC BEH C18 色谱柱(50 mm×2.1 mm, 1.7 μm)分离, 电喷雾离子源在正离子

模式下分析 AFB1 的含量。结果  该材料能够在 15 min 实现 AFB1 的快速提取净化。与 UPLC-MS/MS 联用, 本

方法的线性范围在 0.1~50.0 μg/L, 检出限为 0.04 μg/kg, 定量限为 0.14 μg/kg, 相对标准偏差(relative standard 

deviation, RSD)为 2.2%。将本研究建立的方法用于检测花生及花生油中 AFB1, 方法回收率大于 80%, 重复性数

据满足实验要求。与基于免疫亲和柱的国家标准方法进行了性能比较, 结果与国家标准方法基本一致。结论  该

方法操作简单、用时短, 可用于花生和花生油中 AFB1 的检测。 
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Rapid determination of aflatoxin B1 in peanut and peanut oil by an 
immunomagnetic beads purification sample pretreatment method combined 
with ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry  

LIU Ming-Zhu, CHENG Ya-Qian, WANG Yong-Hui, BAI Jia-Lei,  
GAO Zhi-Xian, ZHOU Huan-Ying* 

(Institute of Environmental Medicine and Occupational Medicine, Academy of Military Medicine, Academy  
of Military Sciences, Tianjin 300050, China) 

ABSTRACT: Objective  To design and synthesize a functional immunomagnetic beads, and combine with ultra 

performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry (UPLC-MS/MS) to quickly extract and detect 

aflatoxin B1 (AFB1) in peanut and peanut oil. Methods  The samples were extracted with methanol-water solution 

(70:30, V:V), enriched and purified with 1.6 mg immunomagnetic beads, and eluted with 1.00 mL methanol, the 

samples were separated on a Waters ACQUITY UPLC BEH C18 column (50 mm×2.1 mm, 1.7 μm), and the content 

of AFB1 was analyzed by an electrospray ion source in positive ion mode. Results  The material enabled rapid 

extraction and purification of AFB1 in 15 min. When combined with UPLC-MS/MS, the linearity was in the range of 
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0.1‒50.0 μg/L, the limit of detection was 0.04 μg/kg, the limit of quantification was 0.14 μg/kg, and the relative 

standard deviation (RSD) was 2.2%. The method established in this study was applied for the determination of AFB1 

in peanut and peanut oil with the recovery rates of over 80% and repeatable data meet experimental requirements. 

The performance of the proposed method was compared with that of the national standard method based on 

immunoaffinity column, and the results were basically consistent with that of the national standard method. 

Conclusion  This method is simple and can be used to detect AFB1 in peanut and peanut oil. 

KEY WORDS: aflatoxin; immunomagnetic beads; ultra performance liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry; sample pretreatment 

 

 
0  引  言 

黄曲霉毒素(aflatoxins, AFs)是黄曲霉和寄生曲霉等某

些菌株产生的次级代谢产物 , 主要包括黄曲霉毒素 B1 

(aflatoxin B1, AFB1)、黄曲霉毒素 B2 (aflatoxin B2, AFB2)、黄

曲霉毒素 M1 (aflatoxin M1, AFM1)、黄曲霉毒素 M2 (aflatoxin 

M2, AFM2)、黄曲霉毒素 G1 (aflatoxin G1, AFG1)、黄曲霉毒

素 G2 (aflatoxin G2, AFG2)等多种毒素。其中黄曲霉毒素 B1

毒性最强 , 是砒霜毒性的 64 倍 , 被国际癌症研究机构

(International Agency for Research on Cancer, IARC)定为 I 类

致癌物[1]。黄曲霉毒素极易污染粮油, 吴雪等[2]选取天津地

区销售量较大的花生油、大豆油、菜籽油、芝麻油等食用植

物油共 511 份调查了天津地区粮油中真菌毒素污染情况。发

现市售食用植物油中 AFB1 的检出率达到了 17.0%。我国 GB 

2761—2017《食品安全国家标准 食品中真菌毒素限量》规

定植物油脂中 AFB1 的限量为 0.5~20 μg/kg。鉴于食品中

AFB1 对人类健康具有潜在威胁, 因此迫切需要建立快速、

简单的检测方法。 

目前, 检测 AFB1 的方法主要有液相色谱-串联质谱

法(liquid chromatography-mass spectrometry, LC-MS)、高

效液相色谱法 (high performance liquid chromatography, 

HPLC)、酶联免疫法(enzyme-linked immunosorbent assay, 

ELISA)等[3]。HPLC 检测 AFB1 需要进行衍生化处理, ELISA

容易出现假阳性结果。超高效液相色谱-串联质谱法(ultra 

performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry, 
UPLC-MS/MS)则可以减少样品检测时间、提高检测效率, 

被越来越多应用到食品样品的检测中[4]。然而, 检测食品中

少量的AFB1的关键步骤是从基质中将其进行提取和净化的

过程[5‒8]。样品基质中含有碳水化合物、蛋白质、矿物质、

脂肪等多种营养成分, 容易在分析时造成严重干扰。并且, 

当样品中 AFB1 浓度低于分析方法的定量限时, 提取及净化

效果会直接影响检测结果的精密度和准确度[9]。因此, 能够

高效富集、提取被分析物的前处理技术非常重要。 

目前已经开发了多种前处理技术来减少基质效应。例

如液-液萃取[10]、固相萃取[11]和免疫亲和层析[12]。液-液萃

取、固相萃取等方法耗时、复杂且需要大量有机溶剂。免

疫亲和柱法虽不需要大量的有机溶剂, 但用于常规分析时, 

操作复杂且价格昂贵, 不适合大批量样品快速处理, 因此

建立简单实用的前处理方法具有重要的实践意义。免疫磁

性微球(immunomagnetic beads, IMBs)分离技术自发现以来, 

由于其独特的物理化学性质, 如颗粒粒径均匀、表面积大、

操作简单、相容性优越、灵敏度好、可均匀分布于胶体悬

浮液中等 [13], 已被成功地用于分离肿瘤细胞 [14‒15]、细   

菌[16]、病毒[17]、淋巴细胞[18]、蛋白质[19]、激素[20]等。免

疫磁性微球分离技术是纳米磁性微球与抗体结合的免疫学

技术, 不仅具备了免疫反应的高度专一性, 同时兼有固相

萃取的优点[21]。其基本原理是将修饰在 Fe3O4 纳米磁性微

球表面的官能团与抗体结合, 构成免疫磁性微球。当施加

外加磁场时, 纳米磁性微球会定向运动, 从而实现快速分

离, 然后通过有机溶剂将被抗体捕获的检测物洗脱[22‒24]。

与其他前处理技术相比, 免疫磁性微球处理方法操作简单, 

可显著缩短前处理时间, 为快速提取和检测花生和花生油

中 AFB1 提供了机会。 

本研究构建了一种免疫磁性微球用于提取净化花生

和花生油中的 AFB1, 并通过对免疫磁性微球用量、吸附时

间、洗脱时间、洗脱体积的优化, 得出最优富集提取条件, 

并通过结合 UPLC-MS/MS 进行定量分析, 以期实现 AFB1

的快速高灵敏检测。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

从天津市超市中随机采购花生和花生油, 花生采购

量大于 1 kg; 花生油采购量大于 1 L。 

黄曲霉毒素 B1 (98%, 北京百灵威科技有限公司); 黄

曲霉毒素同位素内标 13C17-AFB1 (>98%, 0.5 μg/mL, 青岛

普瑞邦生物工程有限公司); AFB1 单克隆抗体(北京百诺威

生物科技有限公司); 乙腈、甲酸(色谱纯, 美国赛默飞世尔

科技公司); 磷酸缓冲盐溶液(phosphate buffer saline, PBS) 

(pH=7.4, 武汉塞维尔生物科技有限公司); 免疫磁性微球

参考文献方法制备[24‒25]; 实验所用水均为一级水。 
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1.2  仪器与设备 

Waters-Xevo-TQ-MS 超高效液相色谱-三重四极杆质

谱仪、Waters ACQUITY UPLC BEH C18 色谱柱(50 mm×  

2.1 mm, 1.7 μm)(美国 Waters 公司); 3 mL-25 T 黄曲霉毒素

B1 免疫亲和柱(天津赛奥斯生物科技有限公司); KQ-500E

超声仪(昆山市超声仪器有限公司); Milli-Q 去离子水发生

器(美国 Millipore 公司); CR21GIII 大容量高速离心机(日

本 Hitachi 公司); QL-866 涡旋混合仪(海门市其林贝尔仪

器制造有限公司); HH-100 恒温混匀仪(杭州佑宁仪器有

限公司)。 

1.3  液相色谱条件 

色谱条件: Waters ACQUITY UPLC BEH C18 色谱柱  

(50 mm×2.1 mm, 1.7 m); 柱温: 35 ℃; 样品室温度: 15 ℃; 进

样量: 5 µL; 流动相: A: 0.1%甲酸; B: 乙腈; 梯度洗脱条件: 

0~1.0 min 15% B; 1.0~1.5 min 15%~95% B; 1.5~1.8 min 
95%~95% B; 1.8~3.0 min 95%~15% B; 3.0~5.0 min 15%~15% 

B; 流速: 0.3 mL/min。 

1.4  质谱条件 

离子源: 电喷雾离子源(electrospray ionization, ESI+); 

检测方式: 多反应监测(multiple reaction monitoring, MRM)

模式; 离子源温度: 150 ℃; 毛细管电压: 1.5 kV; 锥孔电压: 

30 V; 去溶剂气温度: 350 °C; 去溶剂气流速: 650 L/hr; 

AFB1 及内标的质谱参数优化结果见表 1。 

1.5  样品测定 

花生样品用粉碎机粉碎后, 取 5 g 样品于 50 mL 聚丙烯

瓶中; 花生油样品直接称取 5 g, 加入 50 mL 聚丙烯瓶中。花

生和花生油后续处理方法相同: 即加入 20.0 mL 甲醇-水溶液

(70:30, V:V)涡旋混匀, 超声混合 20 min, 6000 r/min 离心    

10 min, 上清液备用。取 2 mL 上清液氮吹近干, 用 10 mmol/L

的 PBS (pH=7.4)定容至 1.0 mL 后, 加入免疫磁性微球悬浮液

1.6 mg, 37 °C 孵育 5 min 后磁分离, 弃去上清液。加入 1.0 mL

甲醇涡旋振荡 10 min。磁分离后取上清液, 过 0.22 μm 有机滤

膜, 按照 1.3、1.4 条件 UPLC-MS/MS 上机测定。 

1.6  数据处理 

数据通过外标法定量 , 样品测定完成以后 , 经过

UPLC-MS/MS 中数据处理软件 Masslynx 进行数据处理。 

2  结果与分析 

2.1  免疫磁性微球提取净化条件的优化 

免疫磁性微球是基于抗原抗体特异性结合进行富集净

化, 因此抗原和抗体的结合条件直接影响微球的富集净化

效果。基于已有文献报道[21,26], 抗原和抗体的结合反应通常

在 pH 为 6~8 时效果最好, pH 过高或过低都将影响抗原与抗

体的结合能力, 目前常用抗原、抗体反应的 pH 为 7.4, 因此

在后续的实验中本研究也选择 pH=7.4 的 PBS 作为反应缓冲

溶液。对于抗原和抗体的结合温度, 通常抗原与抗体结合温

度范围在 15~40 °C 间, 温度过高会影响抗体活性, 本研究

选择 37 °C 作为抗原抗体结合的反应温度。在以上条件下, 

本研究从免疫磁性微球的用量、提取时间、洗脱体积与洗脱

时间 4 个方面对方法进行优化。实验首先研究了免疫磁性微

球用量对吸附效果的影响。选择 0.1~2.0 mg 免疫磁性微球, 

加入 5.0 μg/L AFB1 (1.0 mL), 保证反应体系为 1.0 mL, 结果

如图 1a 所示。随着免疫磁性微球的用量从 0.1 mg 增加到  

1.6 mg, AFB1 的吸附效率逐渐增加, 但是免疫磁性微球用量

超过 1.6 mg 之后, AFB1 吸附效率几乎保持不变。因此选择  

1.6 mg 免疫磁性微球用量。 

实验进一步考察了吸附时间对提取结果的影响。分别

选择 5、10、15、20、30 min 的反应时间, 结果如图 1b 所

示。从图 1b 可以看出, 5 min 时吸附已达到平衡, 吸附效率

为 98%, 因此下一步实验选择吸附时间为 5 min。 

有机溶剂能够破坏抗体的蛋白结构, 从而使得 AFB1

在免疫磁性微球上释放出来。因此, 在选择洗脱溶剂时, 同

时对比了甲醇、乙腈、甲醇-乙腈(1:1, V:V) 3 种洗脱剂的洗

脱效果。结果发现, 当使用乙腈为洗脱溶剂时, 洗脱效率为

69%; 使用甲醇-乙腈(1:1, V:V)时, 洗脱效率为 49%; 使用甲

醇时的洗脱效果最好, 洗脱效率能够达到 84%, 所以选择甲

醇作为洗脱溶剂。在以上优化基础上, 进一步对洗脱时间进

行了优化。分别选择 1、3、5、10、15 min 的洗脱时间, 结

果如图 1c 所示。结果表明, 10 min 时获得较好的洗脱效果。

洗脱时间大于 10 min 时, 洗脱效率降低。可能是由于甲醇对

抗原抗体相互作用具有高度破坏性, 在甲醇的作用下抗体

发生变性, 将 AFB1 包裹。同时对免疫磁性微球的洗脱体积

进行了优化, 研究了不同洗脱体积(图 1d)对 AFB1 洗脱效率

的影响。结果表明, 当使用 1.00 mL 甲醇洗脱时, 被分析物

洗脱效率最高, 为 84%, 因此确定洗脱体积为 1.00 mL。 
 

表 1  质谱参数 
Table 1  Mass spectrometry parameters 

化合物 相对分子质量 母离子(m/z) 子离子(m/z) 锥孔电压/V 碰撞电压/V 

AFB1 312.27 
313.15 241.19* 50 36 

313.15 285.09 50 20 
13C17-AFB1 329 330 255* 50 20 

注: *为定量离子对。 



446 食品安全质量检测学报 第 13 卷 
 
 
 
 
 

 

 
 

注: a: 免疫磁性微球的加入量对 AFB1 吸附效率的影响; b: 吸附时间对 AFB1 吸附效率的影响; c: 洗脱时间对 AFB1 洗脱效率的影响; d: 

洗脱体积对 AFB1 洗脱效率的影响。 

图 1  免疫磁性微球条件优化(n=3) 

Fig.1  Optimization of immunomagnetic beads conditions (n=3) 

 
 

2.2  方法性能研究 

配制 AFB1 储备液(100 μg/L), 用甲醇稀释成系列质量

浓度(0.1、0.5、1.0、5.0、10.0、25.0、50.0 μg/L)的标准使

用溶液, 进样体积为 5 μL。以浓度(μg/L)为横坐标 X, 峰面

积 为 纵 坐 标 Y, 绘 制 标 准 曲 线 , 得 到 线 性 方 程

Y=3825X+2277.2、线性范围为 0.1~50.0 μg/L 和相关系数为

0.9980。以 S/N=3 计算检出限, 为 0.04 μg/kg; S/N=10 计算

定量限, 为 0.14 μg/kg。取质量浓度为 1 μg/L 的 AFB1 样品, 

平行测定 6 次, 相对标准偏差(relative standard deviation, 

RSD)为 2.2%。 

为了验证该方法的可行性, 取花生和花生油样品, 以

高、中、低 3 种不同水平(20、10、2 μg/kg)向样品中加入

AFB1, 进行样品回收率和日内精密度分析。精密度用相对

标准偏差百分比表示。 

通过 UPLC-MS/MS 检测获得的分析结果见表 2。所

有实验均平行测定 6 次, 测定的花生和花生油的平均回收

率分别为 81.97%~95.06%和 95.48%~104.47%之间, 回收率

和重复性数据满足检测要求。 

表 2  不同质量浓度 AFB1 的加标样品中 AFB1 的测定(n=6) 
Table 2  Determination of AFB1 in spiked samples with different 

mass concentrations of AFB1 (n=6) 

样品 添加水平/(μg/kg) 回收率/% RSDs/%

花生 

20  81.97 3.05 

10  93.29 6.62 

 2  95.06 5.72 

花生油 

20  95.48 1.41 

10 104.47 6.02 

 2 101.37 7.85 

 

2.3  方法对照 

为了研究免疫磁性微球检测方法对实际样品的适用

性, 在优化条件下, 系统比较了国家标准方法中免疫亲和

柱和免疫磁性微球的前处理效果。选择花生油和花生作为

加标样品, 分别加入 20、10、2 μg/kg AFB1, 免疫亲和柱的

处理方法参照 GB 5009.22—2016《食品安全国家标准 食



第 2 期 刘明珠, 等: 免疫磁性微球预处理结合超高效液相色谱-串联质谱法快速检测花生和花生油中黄曲霉毒素 B1 447 
 
 
 
 
 

 

品中黄曲霉毒素 B族和 G族的测定》方法, 处理完成后, 装

入样品瓶, 进行 UPLC-MS/MS 测定。表 3 是免疫亲和柱和

免疫磁性微球两种预处理方法下 AFB1 的处理时间、检出

限及回收率情况。如表 3 所示, 两种方法的检出限和回收

率没有明显差异, 并表明免疫磁性微球适用于提取和预浓

缩真实样品中痕量的 AFB1。 

 
表 3  不同预处理条件下 AFB1 相关参数(n=6) 

Table 3  AFB1 related parameters under different pretreatment conditions (n=6) 

前处理方法 样品 添加水平/(μg/kg) 前处理时间/min 检出限/(μg/kg) 回收率/% 

免疫亲和柱 

花生 

20 40 

0.03 

101.26 

10 40 101.13 

 2 40  93.30 

花生油 

20 40 

0.03 

 89.36 

10 40 102.68 

 2 40 114.01 

免疫磁性微球 

花生 

20 15 

0.04 

 81.97 

10 15  93.29 

 2 15  95.06 

花生油 

20 15 

0.04 

 95.48 

10 15 104.47 

 2 15 101.37 

 
3  结论与讨论 

本研究利用制备的 AFB1 免疫磁性微球, 建立了食品

中 AFB1 的免疫磁性微球预处理结合 UPLC-MS/MS 的检测

方法。与国家标准方法相比, 加标回收率和检出限方面没

有显著差异, 但国家标准方法前处理用时为 40 min, 而本

法仅需要 15 min, 本研究建立的方法提取净化用时更短, 

且有机溶剂用量少等, 操作简便, 能够满足大量样品快速

检测。同时, 本研究建立的方法具有通用性, 可为食品中

其他污染物的提取净化提供参考。 
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