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摘　 要:利用 ＡＦＢ１ 免疫亲和柱对苦荞籽进行前处理ꎬ使用高效液相色谱仪测定 ＡＦＢ１ 的质量浓度ꎬ建立了一种检测苦荞籽中

ＡＦＢ１ 质量分数的检测方法ꎮ 采用该方法测定了凉山州不同区域苦荞籽中 ＡＦＢ１ 的质量分数ꎮ 结果表明:新建方法的检测限

为 ０.２ ｎｇ / ｍＬꎬ精密度良好ꎬ添加回收率平均为 ８５.８７％ꎮ 利用此法测定了凉山州不同区域的苦荞籽ꎬ在凉山州不同地区收集的

苦荞籽中均未检出 ＡＦＢ１ꎮ
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０ 引言

苦荞是双子叶蓼科荞麦属植物ꎬ学名鞑靼荞麦

(Ｆａｇｏｐｙｒｕｍ ｔａｔａｒｉｃｕｍ)ꎬ是食药两用的粮食作物ꎬ富
含多种营养元素ꎬ含有大量谷物不具有的芦丁等抗

氧化物质ꎬ具有降糖、降脂、抗癌等多种作用[１]ꎮ 苦

荞种植及栽培的起源地是中国ꎬ凉山彝族自治州更

是全球苦荞起源和遗传多样性的中心[２]ꎮ 黄曲霉

毒素(ａｆｌａｔｏｘｉｎｓꎬＡＦＴｓ)是黄曲霉(Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｆｌａｖｕｓ)
和寄生曲霉(Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｐａｒａｓｉｔｉｃｕｓ)等曲霉属真菌的

次级代谢产物ꎬ是一种具有高毒性和致癌性ꎬ极易

污染各种食品和农产品的真菌毒素ꎮ 粮食被 ＡＦＴｓ
污染的概率很高ꎬ严重威胁到人们的身体健康[３－４]ꎮ

目前已经鉴定出黄曲霉毒素的 １８ 种结构ꎬ以黄曲霉

毒素 Ｂ１(ａｆｌａｔｏｘｉｎ Ｂ１ꎬＡＦＢ１)污染最广ꎬ污染水平最

高ꎬ其毒性和致癌性最强ꎬ因此世界各国对 ＡＦＢ１ 的

污染极为重视[５]ꎮ 目前我国常用的检测黄曲霉毒

素 Ｂ１ 的方法有薄层层析法ꎬ高效液相色谱法、酶联

免疫吸附法、金标免疫层析检测技术等[６－８]ꎮ 我们

拟建立一个免疫亲和柱前处理和高效液相色谱仪

测定相结合的方法ꎬ测定苦荞籽中 ＡＦＢ１ 的质量

分数ꎮ

１ 材料与方法

１.１ 材料、试剂与仪器

苦荞籽ꎬ采集于凉山州不同县份ꎮ
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２ μｇ / ｍＬ 黄曲霉毒素 Ｂ１ 标准溶液(上海保藏

生物技术中心)ꎻＤｅｏｘｙｎｖａｌｅｎｏｌ－ＩＡＣ 黄曲霉毒素 Ｂ１
免疫亲和柱(北京华安麦科)ꎮ

高效液相色谱仪 １２６０(安捷伦科技公司)ꎻＨＡＡ－
０３８０９１９０１１ 型光化学衍生器(北京华安麦科)ꎮ
１.２ 试验方法

１.２.１ 样品的预处理方法

将苦荞籽粉碎后过直径为 ０.１４７ ｍｍ 孔的筛子ꎬ
得到苦荞粉末ꎮ 准确称量苦荞粉末 ５.０００ ０ ｇꎬ然后

加入 １.０ ｇ ＮａＣｌ 和 ２５ ｍＬ ７０％甲醇ꎬ在 ３０ ℃的恒温

振荡水浴锅中提取 ２０ ｍｉｎꎮ 用定性滤纸过滤提取

液ꎬ取 １０ ｍＬ 滤液与 ２０ ｍＬ 纯水混合ꎬ混合液出现浑

浊ꎬ采用玻璃纤维滤纸过滤ꎮ 量取上清液 １５ ｍＬ 到

黄曲霉毒素 Ｂ１ 免疫亲和柱上ꎬ上完样后用 １０ ｍＬ
纯水清洗免疫亲和柱 ２ 次ꎬ将空气压入免疫亲和柱ꎬ
吹出所有液体ꎬ最后用 １ ｍＬ 甲醇洗脱ꎬ收集洗脱液

至样品瓶ꎬ待测ꎮ
１.２.２ 高效液相色谱检测条件

由黄曲霉毒素 Ｂ１ 免疫亲和柱得到的洗脱液经

高效液相色谱仪进行检测ꎬ检测条件为:Ａｇｉｌｅｎｔ Ｅ￣
ｃｌｉｐｓｅ ＸＤＢ－Ｃ１８(４.６ × ２５０ ｍｍꎬ５ μｍ)色谱柱ꎬＶ(甲
醇) ∶Ｖ(纯水)＝ １ ∶１的流动相ꎬ流速为 １.０ ｍＬ / ｍｉｎꎬ
连接有光化学衍生器的荧光检测器ꎬ荧光激发波长

为 ３６５ ｎｍꎬ发射波长为 ４５０ ｎｍꎬ柱温 ３０ ℃ꎻ进样量

１００ μＬꎮ
１.３ 建立的 ＡＦＢ１ 测定方法的可行性评价

１.３.１ 标准曲线的绘制和检测限的测定ꎮ
将 ２ μｇ / ｍＬ 黄曲霉毒素 Ｂ１ 标准溶液稀释至

１００ ｎｇ / ｍＬꎬ然后再逐步稀释ꎬ配制质量浓度分别为

１.００ꎬ２.００ꎬ５.００ꎬ１０.００ꎬ２０.００ ｎｇ / ｍＬ 的 ＡＦＢ１ 系列标

准溶液ꎬ按照 １.２.２ 的检测条件经高效液相色谱仪

测定各个标准液的峰面积ꎮ 然后以峰面积为纵坐

标ꎬ浓度为横坐标ꎬ绘制 ＡＦＢ１ 标准曲线ꎮ 当样品色

谱峰高是噪音色谱峰高的 ３ 倍时ꎬ样品对应的浓度

即为检测限[７]ꎬ利用高效液相色谱仪测噪音峰高 Ｎꎬ
以及质量浓度为 ０. １０ꎬ０. １５ꎬ ０. ２０ꎬ ０. ２５ μｇ / Ｌ 的

ＡＦＢ１ 标样溶液ꎬ测定 ＡＦＢ１ 的检测限ꎮ
１.３.２ ＡＦＢ１ 回收率的测定ꎮ

称取 ５.０００ ０ ｇ 苦荞粉 ３ 份ꎬ添加 １００ μＬ 质量

浓度为 ５. ００ꎬ１０. ００ꎬ２０. ００ ｎｇ / ｍＬ 的 ＡＦＢ１ 标准溶

液ꎬ按 １.２ 的方法测定 ＡＦＢ１ 的含量ꎬ计算 ＡＦＢ１ 的

添加回收率ꎮ 重复测量 ３ 次ꎮ
１.３.３ 精密度的测定

分别取 １００ μＬ 质量浓度为 ０. ００ꎬ１. ００ꎬ２. ００ꎬ
５.００ꎬ１０.００ 和 ２０.００ ｎｇ / ｍＬ 的 ＡＦＢ１ 标准溶液ꎬ每个

溶液按 １.２ 的方法重复测定 ３ 次ꎬ计算测定结果相

对标准偏差ꎬ评价 ＡＦＢ１ 检测方法的精密度ꎮ
１.４ 样品检测

利用 １.２.１ 样品前处理方法和 １.２.２ 检测方法ꎬ
检测不同苦荞种子中 ＡＦＢ１ 的含量ꎮ

２ 结果与分析

２.１ 高效液相色谱法的可行性评价结果

２.１.１ 标准曲线的绘制

图 １　 黄曲霉毒素 Ｂ１ 标准液相色谱

图 １ 为 ＡＦＢ１ 标准溶液的色谱图ꎬ从图 １ 可以

看出色谱峰峰型较好ꎬ 保留时间为 １０. ２８ ｍｉｎꎮ
ＡＦＢ１ 的标准曲线对应的回归方程为 Ｙ ＝ ０.３８０ ９Ｘ－
０.２７１ꎬ回归系数 ｒ２ ＝ ０.９９８ ６ꎬ说明在 ０.２０~２０.００ ｎｇ /
ｍＬ 范围内ꎬ线性相关性较好ꎮ
２.１.２ 检测限的测定结果

ＡＦＢ１ 标准溶液检测限测定结果如表 １ 所示ꎮ
从表 １ 可以看出ꎬ质量浓度为 ０.２０ ｎｇ / ｍＬ 的色谱峰

高是噪音峰高的 ３ 倍ꎬ因此ꎬ高效液相色谱法检测

ＡＦＢ１ 的检测限为 ０.２０ ｎｇ / ｍＬꎮ
表 １　 ＡＦＢ１ 标准溶液的检测限测定结果

测量参数 测量值

质量浓度 /
(ｎｇｍＬ－１)

０.１０ ０.１５ ０.２０ ０.２５

峰高 Ｓ / ｍＡＵ ０.００２ ５ ０.００３ ５ ０.００４ ５ ０.００５ ５
信噪比(Ｓ / Ｎ) １.６ ２.３ ３.０ ３.６

２.１.３ ＡＦＢ１ 的加标回收率测定结果

图 ２ 为 ＡＦＢ１ 添加回收测定的 ＨＰＬＣ 色谱图ꎬ
图 ２ａ 为添加了 ＡＦＢ１ 的样品ꎬ箭头所示的 １０ ｍｉｎ 的

色谱峰即为 ＡＦＢ１ 的吸收峰ꎬ图 ２ｂ 为未添加 ＡＦＢ１
的样品在 １０ ｍｉｎ 处并没有对应的 ＡＦＢ１ 色谱峰ꎮ

加 ＡＦＢ１ 的加标回收率测定结果如表 ２ 所示ꎮ
由表 ２ 可知ꎬＡＦＢ１ 质量浓度为 ５.００ ~ ２０.００ ｎｇ / ｍＬ
时ꎬ加标回收率分别为 ８１.５２％ꎬ８６.３５％ꎬ８９.７５％ꎬ满
足 ＧＢ / Ｔ ２７４０４—２００８ 实验室质量控制规范食品理

化检测中附录 Ｆ.１ 对回收率的要求[９]ꎮ

７
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２.１.４ 精确度的测定结果

不同质量浓度的 ＡＦＢ１ 溶液的峰面积测定结果

如表 ３ 所示ꎮ 由表 ３ 可以看出ꎬ相对误差 ＲＳＤ≤
８％ꎬ说明精密度较好ꎮ

图 ２　 加标回收样品和未加标样品的色谱

表 ２　 ＡＦＢ１ 的加标回收率测定结果

序号
样品中 ＡＦＢ１
质量浓度 /

(ｍｇｍＬ－１)

添加 ＡＦＢ１
质量浓度 /

(ｍｇｍＬ－１)

检测
质量浓度 /

(ｍｇｍＬ－１)

回收率 /
％

１ ０.００ ５.００ ４.０８ ８１.５２

２ ０.００ １０.００ ８.６４ ８６.３５

３ ０.００ ２０.００ １７.９５ ８９.７５

表 ３　 高效液相色谱法检测不同质量浓度 ＡＦＢ１ 的结果

序
号

ＡＦＢ１ 质量浓度 /
(ｎｇｍＬ－１)

平均峰面积 / (ｍＡｕｓ) 相对
误差 / ％

１ １.００ ０.２４ ８.００

２ ２.００ ０.４３ ８.００

３ ５.００ １.５９ ２.４０

４ １０.００ ３.６３ ２.４０

５ ２０.００ ７.３４ １.００

２.２ 凉山州不同地区苦荞种子检测结果统计

表 ４ 为凉山州不同地区和不同天气情况下采收

的 ４２ 个苦荞籽样品的统计结果ꎬ４２ 个苦荞籽样品

中均未检测到 ＡＦＢ１ꎮ

３ 结论

随着人们生活水平的提高ꎬ饮食理念的改变ꎬ
苦荞以独特的营养成分和丰富的活性物质ꎬ受到很

多人的青睐ꎮ 在其他作物ꎬ如花生、玉米中有很多

黄曲霉的报道[１０－１１]ꎬ但关于荞麦方面的报道还很少ꎮ

表 ４　 采收苦荞籽时的地点及天气情况

苦荞种
子编号

苦荞麦种子收集地
收集苦荞时

当地天气情况

１ 拖乌乡罗坝村 ４ ｄ 连续降雨

２ 冕宁县 拖乌乡罗坝村 晴

３ 彝海乡盐井村 晴

４ 烂坝村 ７ ｄ 连续降雨

５ 烂坝村 ６ ｄ 连续降雨

６ 烂坝村 晴

７ 地莫乡 晴

８ 昭觉县 碗厂乡 晴

９ 特罗布乡 晴

１０ 解放沟 晴

１１ 普诗乡 晴

１２ 特里木镇 晴

１３ 拖觉镇 晴

１４ 布拖县 拉布乡 晴

１５ 县城边 晴

１６ 　 　 新市坝镇则沟村马家坪组 晴

１７ 甘洛县 玉田镇罗马村 晴

１８ 玉田镇永久村尔苦组 晴

１９ 南箐镇秀山村 ３ 组 晴

２０ 乃托镇乃托村 晴

２１ 白果乡白果村 晴

２２ 越西县 中所镇五新村 晴

２３ 小山乡小山村 晴

２４ 新民镇新建村 ３ 组 晴

２５ 南箐镇河坎村 晴

２６ 棉桠乡木邦营村 晴

２７ 白乌镇新农村 晴

２８ 棉桠乡狐狸洞村 晴

２９ 棉桠乡九村 ９ 组 晴

３０
盐源县

棉桠乡中心村 １ 组 晴

３１ 棉桠乡狐狸洞村 ３ ｄ 连续降雨

３２ 白乌镇十四村 ８ 组 晴

３３ 盐井镇太平村 晴

３４ 棉桠乡核桃村 晴

３５ 卫城镇东关村 １０ 组 晴

３６ 大箐村 晴

３７ 安哈镇 大箐村 １ ｄ 降雨

３８ 大箐村 晴

３９
西昌市

西昌佑君镇站沟 ７ 组 晴

４０ 大箐梁子 ７ ｄ 连续降雨

４１
喜德县

光明镇小山村 ２ 组 晴

４２ 冕山镇洛发村 晴

８
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本研究建立了黄曲霉毒素 Ｂ１ 免疫亲和柱与高效液

相色谱检测结合的方法ꎬ测定了苦荞籽中黄曲霉毒

素 Ｂ１ 的质量分数ꎬ检测了凉山州不同地点苦荞籽

中黄曲霉毒素 Ｂ１ 的质量分数ꎮ 试验结果表明ꎬ该
方法的检测限为０.２ ｎｇ / ｍＬꎬ精密度良好ꎬ平均添加

回收率为８５.８７％ꎮ 基于黄曲霉毒素 Ｂ１ 免疫亲和柱

与高效液相色谱检测结合的方法ꎬ不仅简化了分析

步骤ꎬ同时保证了分析方法的灵敏性及精密度ꎬ能
够有效地用于苦荞籽中黄曲霉毒素 Ｂ１ 的检测ꎬ也
可为其他基质中黄曲霉毒素 Ｂ１ 的检测提供参考ꎮ
本研究测定了凉山州不同区域苦荞籽中黄曲霉毒

素 Ｂ１ 的质量分数ꎬ结果均未检出ꎬ但苦荞作为凉山

州当地不少人民的主食ꎬ其安全性还需要引起高度

的重视ꎮ
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