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多组分免疫亲和柱净化 －高效液相色谱
串联质谱法同步测定植物油中７种真菌毒素
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　　摘要：为提高植物油中真菌毒素的检测效率，研制免疫亲和柱，建立检测方法。以纯化的抗黄曲霉毒素（ＡＦＴ，
包括ＡＦＢ１、ＡＦＢ２、ＡＦＧ１、ＡＦＧ２）、抗玉米赤霉烯酮毒素（ＺＥＡ）、抗Ｔ－２毒素、抗伏马Ｂ１毒素（ＦＢ１）的四种单克隆抗
体为特异性抓捕元件，通过研究比较３种载体材料和２种抗体偶联方法，成功制备出以 ＣＮＢｒ－ａｃｔｉｖａｔｅｄＣｒｙｓｔａｒｏｓｅ
４Ｂ作为固相载体材料的真菌毒素多组分免疫亲和柱。同时研究比较了提取溶剂、提取方式和上样缓冲液等条件，
并结合高效液相色谱串联质谱技术（ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ），建立了植物油中７种真菌毒素的同步免疫亲和净化———
ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ检测方法。结果表明，该方法对７种真菌毒素的检测线性范围宽，线性回归方程相关系数（Ｒ２）均
不低于０．９９２；对ＡＦＢ１、ＡＦＢ２、ＡＦＧ１、ＡＦＧ２四种真菌毒素的检出限为０．０２～０．０８μｇ／ｋｇ，对 ＺＥＡ、Ｔ－２、ＦＢ１三种真
菌毒素的检出限为０．１０～０．５０μｇ／ｋｇ；添加回收实验中，低、中、高三个不同加标水平下的平均回收率为８０．２２％～
１０６．１０％，相对标准偏差为１．０５％～６．５６％。该方法操作简便、净化彻底、回收率高、有机溶剂消耗量少，为食用植
物油中真菌毒素多组分同步确证性检测提供了一种高效、准确、灵敏的技术。
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　　我国是世界油料作物种植大国，也是食用植物
油消费大国，花生、菜籽、大豆、玉米、芝麻、棉籽等是

我国最主要的食用植物油资源［１］。然而，这些油料

产品在田间生产、收获、储藏和运输各环节中极易受

到黄曲霉毒素 （ＡＦＴ，包括 ＡＦＢ１、ＡＦＢ２、ＡＦＧ１、
ＡＦＧ２）、玉米赤霉烯酮毒素（ＺＥＡ）、Ｔ－２毒素、伏马
Ｂ１毒素（ＦＢ１）

［２～５］等多种真菌毒素的污染，经过加

工进而会污染植物油等副产品，严重影响我国油料

产品的品质和消费安全。因此，研究建立植物油中

多种真菌毒素的同步检测技术对于保障我国食用植

物油质量安全具有重要意义，也是当前多组分检测

技术研究的热点和难点。

目前用于油料产品中真菌毒素的检测方法主要

有薄层层析色谱法 （ＴＬＣ）、酶联免疫吸附法
（ＥＬＩＳＡ）、高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）和液相色谱－串
联质谱法（ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）［６，７］等。其中，ＴＬＣ法操
作设备简单、易于普及，但方法灵敏度和重现性较

差，且实验过程中需要消耗大量毒性较强的有机溶

剂，目前已很少使用。ＥＬＩＳＡ法简便快捷，但是受基
质干扰影响较大，检测结果容易出现假阳性误判。

ＨＰＬＣ方法稳定可靠、灵敏度较高，但通常仅适用于
检测同一类的毒素，不能实现多种不同类别真菌毒

素的同步检测［８，９］。ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法则根据目标
物的保留时间和结构特征来实现多组分化合物的准

确定性和定量分析，灵敏度高、重现性好，适用于多

种真菌毒素的同步检测［１０，１１］。

另外，植物油样品成分复杂多样，基质中高含量

的油脂通常会对真菌毒素的分析检测产生严重干

扰，甚至还会对检测仪器产生损害，给多组分分析造

成更大困难［１２］。因此，建立植物油中多种真菌毒素

的同步检测技术，不仅需要高通量和高灵敏的仪器

检测方法，还需要建立与之匹配的样品前处理技

术［１３］，有效地消除基质干扰，确保分析结果的准确

可靠。免疫亲和柱净化（ＩＡＣ）是基于抗原抗体特异

性免疫反应原理的净化技术，选择性强、净化处理彻

底、大大提高了方法的灵敏度和准确性，且操作步骤

简便快捷［１４，１５］，是目前应用最为广泛的真菌毒素前

处理净化技术［１６，１７］。而现有的免疫亲和柱大多只

针对一种或一类真菌毒素［１８］，对同一样品进行多组

分分析时，需要使用多种免疫亲和柱分别重复净化，

耗时繁琐，无法满足真菌毒素多组分混合污染同步

测定的需求。

本文试制了针对 ＡＦＢ１、ＡＦＢ２、ＡＦＧ１、ＡＦＧ２、
ＺＥＡ、Ｔ－２、ＦＢ１七种真菌毒素的多组分免疫亲和柱
（ＭＩＡＣ），利用其高特异亲和性对复杂的植物油样
品基质进行净化处理，将多种真菌毒素的提取、净

化、浓缩富集一次完成，高度简化了前处理过程，并

借助ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ检测，实现了对植物油中七种
真菌毒素的同步分析检测，大大提高了检测效率。

１　材料与方法
１．１　材料与试剂

黄曲霉毒素（ＡＦＴ，包括 ＡＦＢ１、ＡＦＢ２、ＡＦＧ１、
ＡＦＧ２）、玉米赤霉烯酮毒素（ＺＥＡ）、Ｔ－２毒素、伏马
Ｂ１毒素（ＦＢ１），均购自Ｓｉｇｍａ公司，其抗体均由本实
验室自制；聚丙烯酰胺硅胶微球（粒径 ２００－
３００μｍ），由武汉大学研制；ＣＮＢｒ－ＡｃｔｉｖａｔｅｄＣｒｙｓｔａ
ｒｏｓｅ４Ｂ：武汉晶诚生物科技有限公司；ＣＮＢｒ－Ａｃｔｉ
ｖａｔｅｄＳｅｐｈａｒｏｓｅＴＭ４Ｂ：ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅ公司；碳二亚胺
（ＥＤＣ）：ＡＣＲＯＳ公司；三（羟甲基）氨基甲烷（Ｔｒｉｓ）
和乙酸铵（ＣＨ３ＣＯＯＮＨ４）：国药集团化学试剂有限
公司；甲酸（纯度≥９５％）：Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ公司；甲
醇、乙腈：安徽时联特种溶剂股份有限公司。

１．２　仪器与设备
电子分析天平（德国 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司），循环控温

搅拌反应装置（ＡｍｅｒｓｈａｍＰｈａｒｍａｃｉａ公司），ＢＣＤ－
１９８冰箱（德国Ｓｉｅｍｅｎｓ公司），涡旋振荡器（意大利

９５６
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ＶＥＬＰ公司），恒温振荡器（天津欧诺仪器仪表有限
公司），玻璃砂漏斗（上海垒固仪器有限公司），塑料

巴氏吸管（泰州为尔康医用品有限公司），Ｍｉｌｉ－Ｑ
超纯水系统（美国Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司），ＵＶ５００紫外分光
光度计（美国Ｔｈｅｒｍｏ公司），一次性注射器（武汉王
冠医疗器械有限责任公司），ＣＴ６Ｅ台式离心机（日
本ＨＩＴＡＣＨＩ公司），６孔泵流架（中检维康公司），微
量移液器（德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司），ＴＳＱＱｕａｎｔｕｍＵｌｔｒａ
ＥＭＲ高效液相色谱 －三重四级杆串联质谱联用仪
（美国Ｔｈｅｒｍｏ公司）。
１．３　方法
１．３．１　溶液的配制　真菌毒素标准品溶液配制：将
ＡＦＢ１、ＡＦＢ２、ＡＦＧ１、ＡＦＧ２、ＺＥＡ、Ｔ－２毒素固体标准
品用甲醇溶解，并稀释为１０μｇ／ｍＬ的标准储备液；
将ＦＢ１毒素用甲醇配制成 １００μｇ／ｍＬ的标准储备
液。根据实验需要将上述标准储备液配制成七种真

菌毒素的混合标准品溶液，用于添加回收实验和制

备标准溶液系列，４℃条件下避光保存。
磷酸盐缓冲液 ＰＢＳ（０．０１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ７．４）的配

制：准确称取 ２４．０ｇＮａＣｌ、８．７ｇＮａＨＰＯ４、０．６ｇ
ＫＨ２ＰＯ４和０．６ｇＫＣｌ，用３Ｌ超纯水溶解，然后调节
至ｐＨ７．４。
１．３．２　ＭＩＡＣ的制备　准确称取辛酸硫酸铵法纯
化制备的抗黄曲霉毒素（ＡＦＴ，包括 ＡＦＢ１、ＡＦＢ２、
ＡＦＧ１、ＡＦＧ２）抗体、抗玉米赤霉烯酮毒素（ＺＥＡ）抗
体、抗 Ｔ－２毒素抗体各 ４．０ｍｇ，抗伏马 Ｂ１毒素
（ＦＢ１）抗体８．０ｍｇ。选择适宜的固相载体材料与抗
体混合物偶联，取偶联前后的上清液适量，测定其在

紫外光２８０ｎｍ波长下的吸光度值，按照公式（１）计
算载体材料对抗体的偶联率［１４］，并评价偶联效果。

偶联率（％）＝（偶联前抗体总量 －未偶联抗
体量）／偶联前抗体总量×１００％ （１）

取容积为１ｍＬ的柱管，将已偶联好的载体抗体
复合物采用湿法装柱至填料体积为０．２ｍＬ。将含有
过量多种真菌毒素的混合标准品溶液（ＡＦＢ１３００ｎｇ，
ＡＦＢ２３００ｎｇ，ＡＦＧ１３００ｎｇ，ＡＦＧ２３００ｎｇ，ＺＥＡ５００ｎｇ，Ｔ
－２５００ｎｇ，ＦＢ１２０００ｎｇ）用 ＰＢＳ溶液适当稀释后通
过免疫亲和柱，经过淋洗、洗脱后，检测洗脱液中各

真菌毒素含量。试验重复５次，以确定每种真菌毒
素的柱容量，并评价多组分免疫亲和柱的性能。柱

容量的评定参照动态柱容量［１４，１９，２０］评定方法：

柱容量（ｎｇ／ｍＬｇｅｌ）＝［分析物浓度（ｎｇ／ｍＬ）
×体积（ｍＬ）］／柱床体积（ｍＬ） （２）
１．３．３　样品提取、净化及测定　称取５．０ｇ植物油样
品于５０ｍＬ离心管中，加入２５ｍＬ８０％甲醇水溶液（Ｖ／
Ｖ）和２ｍＬ石油醚充分混匀，摇床振荡提取２０ｍｉｎ，然
后在６０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心１０ｍｉｎ，收集上层清液备
用。用１０ｍＬＰＢＳ溶液将制备的多组分免疫亲和柱
进行预淋洗活化，取２ｍＬ样品提取液用８ｍＬＰＢＳ溶
液稀释，然后将稀释液通过已活化的免疫亲和柱进行

富集净化，流速２ｍＬ／ｍｉｎ；待液体全部流出后，再用
１０ｍＬＰＢＳ溶液以３～４ｍＬ／ｍｉｎ的流速淋洗免疫亲和
柱去除非特异性吸附的干扰杂质，最后再用１ｍＬ甲
醇洗脱，收集洗脱液供ＨＰＬＣ／ＭＳ／ＭＳ测定。
１．４　ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ条件
１．４．１　色谱条件　ＴｈｅｒｍｏＨｙｐｅｒｓｉｌＧＯＬＤ（Ｃ１８）反
向色谱柱（１００ｍｍ×２．１ｍｍ，３μｍ），柱温 ２０℃，流
速：０．２ｍＬ／ｍｉｎ，进样量：１０μＬ，流动相为 （Ａ）甲醇
和（Ｂ）０．１％ 甲酸水溶液 （Ｖ／Ｖ，含 ５ｍｍｏｌ／Ｌ
ＣＨ３ＣＯＯＮＨ４），采用梯度洗脱程序（表１）。

表１　流动相梯度洗脱程序
Ｔａｂｌｅ１　Ｇｒａｄｉｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎｐｒｏｇｒａｍ

流动相
Ｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅ

时间 Ｔｉｍｅ／ｍｉｎ
０．００ １．００ ３．００ ４．５０ ６．５０ ７．００ １０．００ １３．００ １３．１０ １６．００

甲醇 Ｍｅｔｈａｎｏｌ（Ａ）／％ １０ １０ ２０ ５０ ５０ ５５ １００ １００ １０ １０
０．１％甲酸 ０．１％ ｍｅｔｈａｎｏｉｃａｃｉｄ
ａｑｕｅｏｕｓｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ｂ）／％ ９０ ９０ ８０ ５０ ５０ ４５ ０ ０ ９０ ９０

表２　７种真菌毒素的监测离子对、碰撞能量和离子化方式
Ｔａｂｌｅ２　Ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅａｎｄｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｉｏｎｐａｉｒ，ｃｏｌｌｉｓｉｏｎｅｎｅｒｇｙａｎｄｉｏｎｉｚａｔｉｏｎｍｏｄｅｏｆｓｅｖｅｎｍａｊｏｒｍｙｃｏｔｏｘｉｎｓ
真菌毒素
Ｍｙｃｏｔｏｘｉｎ

母离子／子离子
Ｐｒｅｃｕｒｓｏｒｉｏｎ／ｐｒｏｄｕｓｔｉｏｎ

碰撞能量
Ｃｏｌｌｉｓｉｏｎｅｎｅｒｇｙ／ｅＶ

离子化方式
Ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎｍｏｄｅ

ＡＦＢ１ ３１３／２８５　３１３／２４１．１ ３５　３５ ＥＳＩ＋
ＡＦＢ２ ３１５／２８７．１　３１５／２５９．１ ２６　２６ ＥＳＩ＋
ＡＦＧ１ ３２９／２４３　３２９／２８３ ２２　２４ ＥＳＩ＋
ＡＦＧ２ ３３１／２４５．１　３３１／２１７．１ ２４　２６ ＥＳＩ＋

ＺＥＡ ３１７／１３０．８　３１７／１７５．９ ３０　２０ ＥＳＩ－

Ｔ－２ ４８４／２４５．２　４８４／３８７．３ ３０　２５ ＥＳＩ＋
ＦＢ１ ７２２／３３４．４　７２２／３５２．３ ２６　２０ ＥＳＩ＋

　　注／Ｎｏｔｅ： 定量离子 Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｉｏｎ

０６６ 中国油料作物学报　２０１６，３８（５）



１．４．２　质谱条件　离子源：电喷雾电离源（ＥＳＩ），
离子源温度：３３０℃，毛细管电压：４．０ｋＶ（ＥＳＩ＋）、３．０
ｋＶ（ＥＳＩ－），去溶剂气温度：３００℃，去溶剂气流速：
１０ｍＬ／ｍｉｎ，质谱扫描方式：多反应监测（ＭＲＭ），各
真菌毒素的扫描方式、监测离子对（ｍ／ｚ）和其他参
数见表２。

２　结果与分析
２．１　多组分免疫亲和柱的制备
２．１．１　固相载体材料的选择　由于制备 ＭＩＡＣ需
要偶联多种不同的抗体，抗体的数量和种类增加势

必会影响载体材料对抗体的偶联效果。因此，ＭＩＡＣ
制备时对固相载体材料的选择往往需要更高的要

求。本实验考查了三种载体材料（聚丙烯酰胺硅胶

微球、ＣＮＢｒ－ＡｃｔｉｖａｔｅｄＣｒｙｓｔａｒｏｓｅ４Ｂ和ＣＮＢｒ－Ａｃｔｉ
ｖａｔｅｄＳｅｐｈａｒｏｓｅＴＭ４Ｂ）分别与抗体混合溶液的偶联
效果。实验结果显示，最佳偶联条件下，聚丙烯酰胺

硅胶微球对抗体的偶联率为５３．１２％，ＣＮＢｒ－Ａｃｔｉ
ｖａｔｅｄＣｒｙｓｔａｒｏｓｅ４Ｂ和 ＣＮＢｒ－ＡｃｔｉｖａｔｅｄＳｅｐｈａｒｏｓｅＴＭ

４Ｂ的偶联率分别为９１．８５％和９３．５３％，后两者偶

联效果明显优于前者，而后两者之间差异不显著。

另外，由于使用 ＣＮＢｒ－ＡｃｔｉｖａｔｅｄＣｒｙｓｔａｒｏｓｅ４Ｂ作载
体材料时，操作步骤简单易行，试剂用量少，且材料

成本较低，因此，选择ＣＮＢｒ－ＡｃｔｉｖａｔｅｄＣｒｙｓｔａｒｏｓｅ４Ｂ
作为ＭＩＡＣ制备的最佳载体。
２．１．２　偶联方法的优化　偶联方法是影响免疫亲
和柱性能的重要因素。本研究选择两种偶联方法进

行单克隆抗体与载体材料偶联，即混合单抗同步偶

联和各单抗单独偶联后按比例混匀，然后采用湿法

装柱制得多组分免疫亲和柱，将含有过量真菌毒素

的混合标准品溶液通过免疫亲和柱检测评价，比较

两种偶联方法对柱容量的影响，结果见表３。由测
定结果可知，同样实验条件下，两种偶联方法对各真

菌毒素的柱容量影响差异不明显，且混合偶联时柱

容量略有增加。这可能是混合偶联条件下，各同类

单抗在反应体系中相对分散，空间位阻影响减

少［１９］，有利于对目标物的捕获。为提高实验效率，

选择将四种单抗混合后与 ＣＮＢｒ－ＡｃｔｉｖａｔｅｄＣｒｙｓｔａ
ｒｏｓｅ４Ｂ同步偶联作为最佳的偶联方式。

表３　抗体偶联方式对柱容量的影响
Ｔａｂｌｅ３　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｔｈｅｃｏｕｐｌｉｎｇｍｅｔｈｏｄｏｎｔｈｅｃｏｌｕｍｎｃａｐａｃｉｔｙ

偶联方法
Ｃｏｕｐｌｉｎｇｍｅｔｈｏｄ

柱容量 Ｃｏｌｕｍｎｃａｐａｃｉｔｙ／（ｎｇ／ｍＬ）（相对标准偏差ＲＳＤ／％）
ＡＦＢ１ ＡＦＢ２ ＡＦＧ１ ＡＦＧ２ ＺＥＡ Ｔ－２ ＦＢ１

混合偶联 Ｍｉｘｅｄｃｏｕｐｌｉｎｇ １０１２．８
（５．２６）

７０５．３
（６．９５）

７５３．７
（４．３８）

７１９．１
（４．７７）

８８７．７
（４．７９）

７７４．４
（３．９７）

２５１４．０
（１．６９）

单独偶联 Ｓｅｐａｒａｔｅｃｏｕｐｌｉｎｇ ９９３．４
（４．７３）

７９３．５
（６．８０）

７１８．９
（４．２７）

７１１．５
（５．８８）

８１０．６
（５．２９）

７８２．５
（６．６３）

２３５３．５
（２．１１）

　　注：表格中柱容量数值为５次测量重复平均值
　　Ｎｏｔｅ：Ｖａｌｕｅｓｏｆｔｈｅｃｏｌｕｍｎｃａｐａｃｉｔｙｗｅｒｅｍｅａｎｏｆｆｉｖｅｒｅｐｅａｔｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｓ

２．２　样品前处理方法优化
从实际样品中提取真菌毒素时，样品基质通常

会影响真菌毒素的提取，而提取效率的高低对于检

测方法的准确性影响很大。因此，选择合适的提取

溶剂、提取方式和净化条件有利于提高方法的准确

性和灵敏度。

２．２．１　提取溶剂的选择　真菌毒素提取时，一般选

用毒性小、极性大、价格低廉的溶剂，常用的提取溶

剂包括甲醇、乙腈、丙酮和水等一种或多种不同比例

的混合物［２１］。选用７０％、８０％、９０％、１００％甲醇水

溶液和７０％、８０％、９０％、１００％乙腈水溶液共 ８种

作为提取溶剂，比较提取效率，如图１。结果显示，

各真菌毒素在不同提取溶剂中回收率存在显著差

异，８０％甲醇水溶液作为提取溶剂时，回收率在

８６．５８％～１１４．９６％之间，提取效率最高，变异系数

小于５．１７％，重复性良好。

图１　样品提取溶剂的优化
Ｆｉｇ．１　Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｓｏｌｖｅｎｔ

ｆｏｒｓａｍｐｌｅｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ

２．２．２　提取方式的优化　实际样品中真菌毒素提
取时，提取方式同样是影响提取效率的重要因素之

一。已报道的真菌毒素的提取方式有摇床振荡提

１６６
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取［２２］、超声波提取［２３］、高速均质提取［２４］等。本实验

比较了高速均质提取５ｍｉｎ、涡旋提取１０ｍｉｎ、超声提
取２０ｍｉｎ和摇床振荡２０ｍｉｎ四种提取方式下的提取
效率，如图２。从图中可以看出，使用摇床振荡提取
２０ｍｉｎ作为提取方式时，对七种真菌毒素提取效率
最高，回收率为７６．２１％ ～１１２．５９％，相对标准偏差
为１．９７％～４．２２％，稳定性最好。

图２　样品提取方式的优化
Ｆｉｇ．２　Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄ

ｆｏｒｓａｍｐｌｅｐｒｅｒａｒａｔｉｏｎ

２．２．３　上样缓冲条件的优化　样品经提取后，提取
液中有机溶剂浓度较高。由于特异性抗体对有机溶

剂有一定的耐受性，因此，提取液需要适当稀释后才

能通过免疫亲和柱净化。本实验将样品提取液用

ＰＢＳ水溶液按一定比例稀释，稀释后有机溶剂比例
分别为５％、１０％、２０％和３０％，比较不同有机溶剂
浓度条件下通过免疫亲和柱对各真菌毒素回收率的

影响，如图３。从图中可以看出，当上样缓冲体系中
有机溶剂浓度低于２０％时，各真菌毒素回收率随有
机溶剂浓度增加而升高；当有机溶剂浓度达到２０％
时，各真菌毒素回收率最高；有机溶剂浓度继续增

加，各毒素回收率反而降低。可能原因是，有机溶剂

浓度较低时，真菌毒素溶解度下降，易在缓冲体系中

分散不均，导致亲和柱中的特异性抗体不能将目标

物完全捕获，而有机溶剂浓度过高则使得部分抗体

失活而降低了免疫亲和柱的柱效能［２５］。

图３　上样缓冲条件的优化
Ｆｉｇ．３　Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆｌｏａｄｉｎｇｃｏｎｄｉｔｉｏｎ

２．３　方法的线性范围、标准曲线、检出限及定量限
将一系列浓度梯度的七种真菌毒素混合标准溶

液进行液相色谱串联质谱分析，以各真菌毒素的质

量浓度为横坐标，相对应的峰面积为纵坐标，进行回

归分析，得到线性回归方程和相关系数；以植物油空

白样品为基质，向其中添加一定量的七种真菌毒素

混合标准溶液，经优化条件提取净化处理后，用液相

色谱串联质谱仪测定。根据信噪比 Ｓ／Ｎ＝３的峰响
应值 对 应 的 加 标 浓 度，确 定 方 法 的 检 出 限

（ＬＯＤ）［２６］；根据信噪比 Ｓ／Ｎ＝１０的峰响应值对应
的加标浓度，确定方法的定量限（ＬＯＱ）（表４）。由
测定结果可知，各真菌毒素标准曲线的线性相关系

数均不低于０．９９２，线性关系良好。本研究建立的
方法对ＡＦＢ１、ＡＦＢ２、ＡＦＧ１、ＡＦＧ２四种真菌毒素的检
出限为０．０２～０．０８μｇ／ｋｇ，对ＺＥＡ、Ｔ－２、ＦＢ１三种真
菌毒素的检出限为０．１０～０．５０μｇ／ｋｇ，远低于国家
标准和欧盟所规定的的最大限量标准［２７］。７种真
菌毒素标准品溶液多反应监测扫描模式（ＭＲＭ）下
色谱图见图４。

表４　７种真菌毒素的线性方程、线性范围、相关系数、检出限和定量限
Ｔａｂｌｅ４　Ｌｉｎｅａｒｅｑｕａｔｉｏｎｓ，ｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅ，ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ（Ｒ２），ＬＯＤｓａｎｄＬＯＱｓｏｆ７ｍｙｃｏｔｏｘｉｎｓ

毒素
Ｍｙｃｏｔｏｘｉｎ

线性方程
Ｌｉｎｅａｒｅｑｕａｔｉｏｎ

线性范围
Ｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅ／（μｇ／ｋｇ）

相关系数

Ｒ２
检出限

ＬＯＤ／（μｇ／ｋｇ）
定量限

ＬＯＱ／（μｇ／ｋｇ）
ＡＦＢ１ Ｙ＝１７０４８Ｘ＋９９００ ０．０７～４０ ０．９９２ ０．０２ ０．０７
ＡＦＢ２ Ｙ＝２９７０Ｘ＋１１８．７ ０．２７～４０ ０．９９４ ０．０８ ０．２７
ＡＦＧ１ Ｙ＝５０６６Ｘ－１３９．７ ０．２７～４０ ０．９９８ ０．０８ ０．２７
ＡＦＧ２ Ｙ＝７６３１Ｘ－２９８７ ０．２０～４０ ０．９９３ ０．０６ ０．２０
ＺＥＡ Ｙ＝１５２０Ｘ－１１６６ ０．３３～１２０ ０．９９５ ０．１０ ０．３３
Ｔ－２ Ｙ＝４２５７Ｘ－３３９５ ０．８３～２００ ０．９９９ ０．２５ ０．８３
ＦＢ１ Ｙ＝１６４０Ｘ－２４１４ １．６７～２０００ ０．９９５ ０．５０ １．６７

２６６ 中国油料作物学报　２０１６，３８（５）



图４　７种真菌毒素多反应监测色谱图
Ｆｉｇ．４　Ｍｕｌｔｉｐｌｅｒｅａｃｔｉｏｎｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ（ＭＲＭ）

ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆ７ｍｙｃｏｔｏｘｉｎｓ

２．４　方法的准确度与精密度
在植物油空白样品中分别添加低、中、高三个浓

度水平的真菌毒素混合标准品溶液，按照优化的最

佳条件进行样品提取净化处理，进行液相色谱串联

质谱分析，每个加标水平重复测定５次，计算各真菌
毒素的回收率和相对标准偏差，确定方法的准确度

和精密度，实验结果见表５。由表中数据可知，该方
法对七种真菌毒素在低、中、高三个浓度水平的加标

回收率在８０．２２％ ～１０６．１０％之间，相对标准偏差
为１．０５％～６．５６％，回收率高、精密度良好，可用于
食用植物油中多种真菌毒素的定量检测。

表５　植物油样品中７种真菌毒素的加标回收率测定
Ｔａｂｌｅ５　Ｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆｓｐｉｋｅｄｖｅｇｅｔａｂｌｅｏｉｌｆｏｒ７ｍｙｃｏｔｏｘｉｎｓ

毒素
Ｍｙｃｏｔｏｘｉｎ

添加水平
Ａｄｄｅｄ／（μｇ／ｋｇ）

测量值
Ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ／（μｇ／ｋｇ）

平均回收率
Ａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅ／％

相对标准偏差
ＲＳＤ／％

ＡＦＢ１

２ １．９７ ２．１３ ２．２１ １．９１ ２．０７ １０２．９０ ５．８６
５ ４．６１ ４．９３ ４．７７ ４．５７ ４．８６ ９４．９６ ３．２８
１０ ９．１８ ９．５３ １０．１２ ９．２１ ９．６４ ９５．３６ ４．０１

ＡＦＢ２

２ １．８７ ２．０４ １．９６ １．７９ ２．１１ ９７．７０ ６．５６
５ ４．５７ ４．６８ ４．７７ ４．４６ ４．８３ ９３．２４ ３．２１
１０ ９．２１ ９．０７ ９．３３ ９．１５ ９．４７ ９２．４６ １．７０

ＡＦＧ１

２ １．９４ １．７６ １．８２ １．７１ １．９２ ９１．５０ ５．４４
５ ４．４２ ４．１８ ４．３７ ４．２７ ４．５３ ８７．０８ ３．１０
１０ ８．４７ ８．３３ ８．５２ ８．２９ ８．５７ ８４．３６ １．４４

ＡＦＧ２

２ ２．２６ ２．１７ １．９６ ２．０８ ２．１４ １０６．１０ ５．２５
５ ４．６９ ４．８４ ４．９７ ４．７５ ４．９２ ９６．６８ ２．４０
１０ ９．２５ ９．３８ ９．１３ ９．４６ ９．２７ ９２．９８ １．３６

ＺＥＡ
５ ４．８７ ４．６３ ４．５６ ４．７４ ４．６９ ９３．９６ ２．５０
１０ ８．４３ ８．９６ ８．７７ ８．５８ ８．９４ ８７．３６ ２．６３
２０ １７．９１ １８．２４ １８．３５ １８．１１ １８．３７ ９０．９８ １．０５

Ｔ－２
５ ４．３８ ４．５２ ４．４４ ４．３１ ４．５８ ８８．９２ ２．４２
２０ １８．７０ １８．２２ １９．０５ １９．１３ １８．４７ ９３．５７ ２．０５
４０ ３２．７７ ３３．５１ ３４．２４ ３３．２６ ３４．１７ ９３．９８ １．８５

ＦＢ１

１０ ８．０４ ７．８６ ８．３７ ８．２４ ７．９６ ８０．９４ ２．５７
５０ ４１．３９ ４２．５６ ４０．７８ ４１．６９ ４２．２８ ８３．４８ １．７０
２００ １４８．４５ １６１．４８ １７０．４７ １５８．４４ １６３．３７ ８０．２２ ５．０１

表６　本方法与已报道文献方法比较
Ｔａｂｌｅ６　Ｃｏｍｐｒｉｓｏｎｏｆｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｂｔａｉｎｅｄｂｙｔｈｉｓｍｅｔｈｏｄａｎｄｒｅｐｏｒｔｅｄｌｉｔｅｒａｔｕｒｅｍｅｔｈｏｄｓ

分析物
Ａｎａｌｙｔｅ

前处理方法
Ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ

检测技术
Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ＬＯＤ／（μｇ／ｋｇ） Ｒｅｃｏｖｅｒｙ／％ ＲＳＤ／％ 文献

Ｒｅｆ．
ＡＦＴｓ（Ｂ１、Ｂ２、Ｇ１、Ｇ２） 凝胶渗透色谱 （ＧＰＣ） ＨＰＬＣ－ＦＬＤ １．０～２．０ ８２．６～９８．４ ４．９７～９．７９ ［２８］

ＡＦＴｓ（Ｂ１、Ｂ２、Ｇ１、Ｇ２） ＱｕＥＣｈＥＲＳ ＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ ０．２～０．３ ８４．３～１０３．２ ２．９～７．６ ［２９］

ＡＦＴｓ、ＺＥＡ、ＤＯＮ、ＰＡＴ等９种 多功能净化柱
（Ｍｙｃｏｓｅｐ１１３、２２６、２２８）

ＨＰＬＣ－ＦＬＤ
ＨＰＬＣ－ＤＡＤ ０．０１～４０ ８０．０～１０１．５ １．３～５．６ ［３０］

ＡＦＢ１ 免疫亲和柱 （ＩＡＣ） ＨＰＬＣ－ＦＬＤ ０．３ ９０．５～９９．８ ６．３～９．８ ［３１］

ＡＦＴｓ（Ｂ１、Ｂ２、Ｇ１、Ｇ２） 免疫亲和柱 （ＩＡＣ） ＨＰＬＣ－ＦＬＤ ０．０３～０．１２ ８４～９２ ３．４～１０．２ ［３２］

Ｔ－２、ＨＴ－２、ＤＯＮ、ＺＥＡ 免疫亲和柱 （ＩＡＣ） ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ ０．０３～０．３３ ７８～１０９ ０．８～６．１ ［２６］

ＡＦＴｓ、ＺＥＡ、Ｔ－２、ＦＢ１等７种
多组分免疫亲和柱

（ＭＩＡＣ） ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ ０．０２～０．５０ ８０．２２～１０６．１０ １．０５～６．５６ 本方法
Ｔｈｉｓｍｅｔｈｏｄ

３６６
朱建国等：多组分免疫亲和柱净化－

高效液相色谱串联质谱法同步测定植物油中７种真菌毒素



２．５　实际样品检测
从本地超市和农贸市场抽取共４０份植物油样

品（花生油、玉米油、大豆油和菜籽油各１０份）进行
七种真菌毒素的含量分析，有７份样品中检出真菌
毒素，检出的７份阳性样品中均含有黄曲霉毒素 Ｂ１
（ＡＦＢ１），含量范围为２．３～１５．２μｇ／ｋｇ；１份玉米油
阳性样品中同时还检出玉米赤霉烯酮毒素（ＺＥＡ）和
伏马毒素Ｂ１（ＦＢ１），含量分别为３３．５μｇ／ｋｇ和６５．７
μｇ／ｋｇ；黄曲霉毒素Ｂ２、Ｇ１、Ｇ２和 Ｔ－２毒素未检出。
检测结果显示，玉米油和花生油中真菌毒素检出率

较高，但均未超过国家规定的限量标准。

３　结论
本研究选择稳定性好、偶联率高、非特异性吸附

少且价格相对低廉的ＣＮＢｒ－ＡｃｔｉｖａｔｅｄＣｒｙｓｔａｒｏｓｅ４Ｂ
作为固相载体材料，结合本实验室自制的多种高特

异性和灵敏度的单克隆抗体，成功制备了可以同时

净化ＡＦＢ１、ＡＦＢ２、ＡＦＧ１、ＡＦＧ２、ＺＥＡ、Ｔ－２、ＦＢ１七种
真菌毒素的多组分免疫亲和柱，并建立了同步检测

植物油中七种真菌毒素的高效液相色谱串联质谱检

测方法。与已报道文献食用植物油及油料中真菌毒

素的检测方法进行比对研究，结果表明，本方法检测

通量高，可以实现多种不同类别真菌毒素的同步处

理和检测，大大提高了检测效率（表６）；灵敏度和回
收率高，净化效果好，分析性能明显改善，完全可以

满足复杂样品基质中多种真菌毒素的同步定量检测

需求，为确保我国食用植物油质量安全提供了关键

的技术支撑。
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高效液相色谱串联质谱法同步测定植物油中７种真菌毒素


