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糙米中黄曲霉毒素B1的ATR-FTIR快速测定
沈 飞1，吴启芳1，唐培安1，邵小龙1，姜大峰2

（1.南京财经大学食品科学与工程学院，江苏省现代粮食流通与安全协同创新中心，江苏高校粮油质量安全控制及深加工重点

实验室，江苏 南京 210023；2.山东省疾病预防控制中心，山东 济南 250014）

摘  要：拟建立基于衰减全反射-傅里叶变换红外光谱（attenuated total reflectance-Fourier transform infrared 

spectroscopy，ATR-FTIR）的糙米中微量黄曲霉毒素B1（aflatoxin B1，AFB1）的快速检测方法。首先将16 份糙米

样品经辐射灭菌后接种产毒菌株并在适宜条件下（28 ℃、相对湿度85%）贮藏30 d，测定其AFB1含量。其次将受

AFB1污染样品磨粉后与空白糙米样品按质量比例进行精确混合，获得AFB1含量在0～890.20 μg/kg内的糙米样品共

计128 份。ATR-FTIR建模分析结果显示，依据AFB1含量高低将样品划分为4 类，临近算法判别分析模型的预测整

体正确率达到83.3%。运用偏最小二乘回归分析建立的定量模型精度最优，预测相关系数、均方根误差和相对分析

误差值分别为0.970、70.8 μg/kg和4.0。结果表明，ATR-FTIR技术用于糙米黄曲霉毒素污染程度的快速分析与筛选

具有一定可行性，但需进一步研究来提升对低AFB1含量样品的预测精度。
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Abstract: The objective of this work was to establish a rapid method for aflatoxin B1 detection in brown rice by attenuated 

total reflectance-Fourier transform infrared spectroscopy (ATR-FTIR). A set of 16 brown rice samples were sterilized with 

radiation, incubated after inoculation with toxigenic strains and stored under appropriate conditions (28 ℃ and 85% RH) 

for 30 days, and the concentrations of AFB1 were determined. Then the samples contaminated by AFB1 were blended with 

blank samples in various weight proportions. A total of 128 samples with concentrations ranging from 0 to 890.20 μg/kg  

were obtained. The ATR-FTIR calibration results indicated that a classification accuracy of 83.3% was obtained by K 

nearest neighbors (KNN) when the samples were divided into four groups according to AFB1 concentration. Quantitative 

analysis model was built by partial least square regression (PLSR), which showed the best performance in predication, and 

the regression coefficient of validation (rv), root mean square error of prediction (RMSEP) as well as RPD value, which 

were 0.970, 70.8 μg/kg and 4.0, respectively. Overall, ATR-FTIR offers a feasible method for rapid screening of brown rice 

samples contaminated by AFB1. However, further study is needed to improve the prediction power for samples with low 

AFB1 concentrations.
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黄曲霉毒素（af la tox in，AF）是主要由黄曲霉

（Asperillus flavus）和寄生曲霉（Aspergillus parasiticus）
等真菌产生的一类次级代谢产物，广泛存在于各类粮食

产品中，具有强致畸、致癌和致突变等作用[1-2]。粮食中

常见的黄曲霉毒素主要有B1、B2、G1和G2四种形式，尤以

AFB1的毒性和致癌性最强，1993年被国际癌症研究机构确

定为Ⅰ类致癌物[3]。因此，快速准确地测定粮食受黄曲霉

毒素污染情况具有十分重要的意义。目前黄曲霉毒素测定

方法主要有高效液相色谱法[4]、液相色谱-质谱联用法[5]、 
酶联免疫吸附法[6]等，但这些技术均存在过程繁琐、时效

性差或成本高等缺点[7-8]，难以满足现场大批量样品快速

在线检测需求，发展一种快速、准确且经济的检测分析

方法变得十分迫切。

红外和拉曼光谱分析技术，具有分析速度快、多组

分同时检测、无需样品预处理等诸多优点而受到广泛关

注，已被用于粮食多种品质指标的分析预测，并在真菌

毒素污染的快速鉴定方面展现出一定的应用潜力 [9-12]。
Berardo等[13]利用近红外光谱成功区分了受串珠镰刀菌

污染的小麦样品，并对伏马毒素B1进行了定量预测，

预测均方根误差（root mean-square error of prediction，
RMSEP）达到1.33 mg/kg。Kos等[14]运用衰减全反射-傅
里叶变换红外光谱（attenuated total reflectance-Fourier 
transform infrared spectroscopy，ATR-FTIR）检测了玉米

样品受脱氧雪腐镰刀菌烯醇污染的情况，建立的模型对

脱氧雪腐镰刀菌烯醇含量的预测误差为600 μg/kg。Lee
等[15]系统比较了近红外、中红外和拉曼光谱用于玉米中

AFB1（0～1 206 μg/kg）检测的模型精度，发现基于拉曼

和中红外光谱的检测结果略优于近红外，拉曼光谱模型

的RESEP达到104～124 μg/kg。
然而，从目前的报道中可以得出，光谱技术用于

真菌毒素的检测仍处于探索阶段，研究对象多集中在玉

米、小麦和花生等更易受真菌毒素污染的样品，对稻米

的研究则较少[16-18]。虽然有一些定量检测研究，但主要用

于定性分析。因此，本实验拟利用ATR-FTIR分析技术，

建立糙米中AFB1的定性定量检测方法，为最终实现真菌

毒素的在线监测提供技术参考。

1 材料与方法

1.1 材料、试剂与仪器

2014年黑龙江产糙米样品，初始水分含量18.7%，真

空包装4 ℃冷藏待用。

产黄曲霉毒素标准菌株：黄曲霉3.17和寄生曲霉

3.395，购于中国北京北纳创联研究院，置于－18 ℃冷藏

待用。AFB1标准品 美国Sigma公司。

Tensor 27型FTIR仪 德国Bruker公司；ZnSe衰减全

反射附件 美国Pike公司。

1.2 方法

1.2.1 霉菌培养与接种

首先，将黄曲霉3 .17和寄生曲霉3 .395标准菌株

置于高盐察氏培养基上培养7 d，采用无菌水冲洗培

养基斜面，分别调整2 种霉菌孢子悬浮液浓度至约

6.03×106 CFU/mL。然后，将初始糙米样品用60Co辐
照灭菌，剂量为12  kGy。取4  kg灭菌糙米样品，以 

250 g/份分装为16 份。其中8 份喷洒接种黄曲霉3.17，另

8 份接种寄生曲霉3.395，经平板计数法确定接种量约为

1.02×105 CFU/g。接种后所有样品置于28 ℃、85%相对

湿度环境条件下进行贮藏，30 d后取样分析。

1.2.2 样品AFB1含量测定

参照GB/T 5009.23—2006《食品中黄曲霉毒素B1、

B2、G1、G2的测定》，采用高效液相色谱法测定样品中

AFB1含量。步骤简叙如下：称取50 g样品加入200 mL

乙腈-水（84∶16，V/V）提取液，振荡提取30 min。移

取8 mL提取液至MycoSepTM 228多功能柱净化，再移取

2 mL净化液在50 ℃条件下氮气流吹干。剩余含黄曲霉

毒素残渣加入200 µL正己烷和100 µL三氟乙酸，40 ℃

条件下衍生反应15 min。室温条件下干燥后，以1 mL

乙腈-水（15∶85，V/V）复溶，过0.45 µm滤膜，装入样

品瓶，采用高效液相色谱仪进行测定。激发和发射波

长分别为360 nm和440 nm。进样体积为10 µL，流速为 

1.0 mL/min。每份样品重复测定3 次，外标法定量。

1.2.3 不同AFB1含量样品配制

高效液相色谱检测结果显示空白样品中未检出

AFB1，而16 份接种霉菌样品中AFB1含量均较高。因

此，为得到AFB1含量范围分布较广的样品，首先将空

白和含AFB1样品分别经粉碎机粉碎，过40 目筛。再从

每份含AFB1样品中精确称量10 g，按照1∶2、1∶4、1∶6、

1∶8、1∶10、1∶12、1∶14共7 个质量比例，掺入空白样品，

从而将AFB1在样品中的含量调整为7.33～890.20 μg/kg。 

每个水平梯度配制16 个样品，共计获得糙米样本128 份

（16 份空白＋16×7 份AFB1污染样品）。

1.2.4 ATR-FTIR光谱采集

采用Tensor 27型FTIR仪和45 ℃ ZnSe衰减全反射附
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件采集糙米样品的光谱信息。将约1 g样品置于ATR附件

的ZnSe晶体上，以空气为背景进行检测，样品测定前先

扫描空气背景光谱。光谱区域为4 000～600 cm－1，扫描

64 次，分辨率为4 cm－1。每份样品重复测量3 次，取平

均光谱建模。

1.3 数据分析

采用TQ analyst 6.0（美国Thermo Electron公司）

和Matlab 8.0（美国Mathworks公司）软件对糙米样品

的ATR-FTIR光谱信息进行处理和建模，通过临近算法

（K-Nearest Neighbor，KNN）、偏最小二乘回归分析

（partial least squares regression，PLSR）、逐步多元性回

归分析（stepwise multiple linear regression，SMLR）和

主成分回归分析（principle component regression，PCR）

建立糙米AFB1含量的定性判别及定量预测模型。运用相

关系数（r）、建模集均方根误差（root mean-square error 

of calibration，RMSEC）、交互验证均方根误差（root 

mean-square error of cross-validation，RMSECV）、

RMSEP和相对分析误差（residual predictive deviation，

RPD）对模型预测性能进行综合评价。

2 结果与分析

2.1 AFB1测定结果

表 1 糙米样品建模集和验证集中AFB1含量统计结果

Table 1 Descriptive statistics of AFB1 concentrations for calibration 

and validation sets of brown rice samples

类别 数量/个 范围/
（μg/kg）

平均值/
（μg/kg）

标准偏差/
（μg/kg）

总样本集 128 0～890.20 271.85 279.23
建模集 86 0～890.20 274.04 279.03
预测集 42 0～884.19 267.38 282.98

由表1可知，AFB1含量范围分布较广，具有良好的

代表性，适用于分析模型的建立。在模型建立前，运用

Kennard-Stone算法从128 个样品中选取86 个样品作为建

模集，剩余42 个样品作为预测集[19]。

2.2 ATR-FTIR光谱特征分析
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图 1 不同类别糙米样品的ATR-FTIR平均光谱

Fig. 1 Average ATR-FTIR spectra of brown rice samples from 

different groups

依据样品中AFB1含量的高低，将糙米样品划分为 

4类：第1类（≤5 μg/kg）、第2类（＞5 μg/kg，≤50 μg/kg）、 

第3类（＞50 μg/kg，≤300 μg/kg）和第4类（＞300 μg/kg）。 

图1为4类糙米样品的ATR-FTIR原始平均光谱。观察可

知，其光谱形状基本一致，不同类别差异不显著。其

中，3 600～3 030 cm－1范围内强吸收峰与水中O—H的

伸缩振动有关。样品在1 780～800 cm－1波段内吸收变

化较为明显，可作为定性和定量分析的特征图谱区。如

1 764～1 724 cm－1处的吸收峰与酯类和酸类C＝O的伸缩

振动相关，1 700～1 500 cm－1处对应于酰胺中N—H、

C—O的弯曲振动，且与黄曲霉毒素中C＝C的伸缩振动有

关。1 475～1 390 cm－1处与C—C及C—H基团的弯曲振动

有关；1 390～1 310 cm－1处对应于甲基中—C—H的弯

曲振动；1 180～950 cm－1处可能来源于—CH2—伸缩振

动[20-22]。虽然不同类别样品的光谱差异微小，仔细观察

可知，在特定波段，如1 760～1 730 cm－1范围内，吸收

峰值随着AFB1含量的上升而逐步降低，表明光谱变化趋

势与AFB1含量存在一定内在联系。

2.3 判别分析模型建立

表 2 不同AFB1水平糙米样品KNN分类结果

Table 2 KNN classification results for AFB1 contaminated brown rice 

samples from different groups

类别
第1类

（≤5 μg/kg）
第2类（＞5 μg/kg，

≤50 μg/kg）
第3类（＞50 μg/kg，

≤300 μg/kg）
第4类

（＞300 μg/kg）
正确
率/%

建模集

第1类 10 0 0 0 100

第2类 0 16 0 0 100

第3类 0 0 26 0 100

第4类 0 0 0 34 100

合计 100

预测集

第1类 5 1 0 0 83.3

第2类 1 6 0 0 85.7

第3类 1 3 11 0 73.3

第4类 0 0 1 13 92.9

合计 83.3

利用主成分分析法提取糙米样品在1 780～800 cm－1

波段内的前10 个主成分得分，建立KNN判别分析模型，

判别结果如表2所示。由表2可知，建模集中所有样品均

判别正确，而在验证集42 个样品中，共有5 个样品被错

判，总体正确率为83.3%。其中，第3类样品被误判为第2

类几率最高，表明部分样品间AFB1绝对含量差别较小，

而第4类高含量AFB1正确率最高。图2为不同类别样品判

别函数第1、第2主成分得分图。观察可知，不同类别样

品有大致分离趋势。第1类和第4类区分效果较好，而第

2、3类样品存在部分重叠，与判别分析结果一致。结果

表明，利用ATR-FTIR区分样品受AFB1具有一定可行性，

但仍需要进一步研究，增加样品数量来提高模型的精度

和适用性。
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图 2 4 类糙米样品的第1、2判别函数得分图

Fig. 2 Scatter plot of the first and second discriminant functions for 

four brown rice groups

2.4 定量分析模型建立

为消除基线噪音和散射的影响，采用多元散射校正

MSC和SG平滑对糙米样品光谱进行预处理，并比较了

一阶和二阶微分处理对模型精度的影响，建模结果如表

3所示。总体而言，基于PLSR、SMLR和PCR三种方法

所建立的模型性能均较佳，预测相关系数rv均高于或接

近0.900，RPD值大于2.0。比较而言，PLSR所建模型精

度和稳健性最佳，SMLR模型次之，PCR模型最低。在

PLSR所建模型中，RPD值均大于3.0，尤以一阶微分模

型稳健性最高，RPD值达到4.0，具有实际应用潜力。

一阶微分结合SMLR所得模型复杂度低，RMSEP达到 

91.2 μg/kg。PCR结合二阶微分性能最佳，但因子数为

13，模型复杂，预测精度也不高。图3为基于一阶微分光

谱建立的PLSR分析模型的实际值与预测值相关关系图。

虽然模型预测精度最优（70.8 μg/kg），但对于部分低含

量样品的预测结果误差较大，同他人研究类似，可能与

黄曲霉毒素在样品中的分布不均及毒素在红外光谱波段

的响应太低有关[23]。因此，后续研究可通过优化样品粉

碎等预处理方法，采用更高效建模算法以及改进光谱采

集技术，或者结合其他分析手段来进一步来降低分析误

差，提升检测精度。

表 3 糙米中AFB1含量的PLSR、SMLR和PCR模型建模集与预测集结果

Table 3 Descriptive statistics of the multivariate calibration models 

built by PLSR, SMLR and PCR for the prediction of AFB1 concentration 

in brown rice

方法
预处理
方法

rc
RMSEC/
（μg/kg）

RMSECV/
（μg/kg） rv

RMSEP/
（μg/kg） RPD 因子数 斜率 截距

偏差/
（μg/kg）

PLSR

原始光谱 0.951 85.3 112.0 0.949 89.4 3.2 8 0.871 47.15 12.80

一阶微分 0.980 54.8 100.0 0.970 70.8 4.0 8 0.931 39.75 21.37

二阶微分 0.929 55.9 106.0 0.953 90.1 3.1 3 0.888 60.72 30.84

SMLR

原始光谱 0.953 85.6 92.6 0.941 97.5 2.9 5 0.912 48.19 24.65

一阶微分 0.956 81.3 92.6 0.948 91.2 3.1 5 0.947 29.13 15.09

二阶微分 0.940 94.8 104.0 0.891 133.0 2.1 5 0.878 61.02 28.65

PCR

原始光谱 0.919 109.0 119.0 0.919 113.0 2.5 4 0.810 69.84 18.91

一阶微分 0.912 114.0 119.0 0.893 127.0 2.2 2 0.831 46.23 2.98

二阶微分 0.955 81.9 98.3 0.943 95.9 3.0 13 0.843 60.12 0.89
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图 3 糙米中AFB1实际值和ATR-FTIR预测值相关关系图

Fig. 3 Correlation statistics between reference values and ATR-FTIR 

predictions for AFB1 in brown rice

3 结 论

本研究利用ATR-FTIR技术结合化学计量学方法，建

立了糙米中AFB1的定性定量分析模型。结果表明，不同

AFB1含量糙米样品光谱存在一定差异，基于ATR-FTIR

光谱建立的KNN模型的判别正确率达到80%以上。运用

PLSR方法建立的AFB1定量预测模型的预测相关系数rv、

RMSEP和RPD值分别为0.970、70.8 μg/kg和4.0，模型精

度和稳健性均较优，表明利用ATR-FTIR光谱分析技术对

粮食的米黄曲霉毒素污染程度的快速分析具有一定可行

性。研究同时发现，部分低质量浓度或空白样品的预测

误差过大，容易引起误报警，还需要进一步加大样品量

和样品种类，改善样品预处理方法来建立更稳健的数学

模型，如采用自然侵染AF的样品，减小样品颗粒尺寸及

确保样品检测状态的一致性等，以提升模型预测性能。
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