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7 7 测定黄曲霉毒素主要有薄层色谱法、柱前衍生液相色谱

法［$］和柱后衍生液相色谱法［!］等。样品净化主要有液 +液分

配、@$’ 键 合 柱［(］、免 疫 亲 和 柱［#］等 方 法。89:;:!<=> 是

A.B$’5 公司近几年开 发 的 亲 水 亲 酯 固 相 萃 取 柱，已 用 于 腐

败生物组织中吗啡的检测［&］，它 与 传 统 的 @$’ 柱 相 比 具 有 选

择范围广、吸附能力强、重 现 性 好、回 收 率 高 等 特 点，但 尚 未

见应用于花生中黄 曲 霉 毒 素 测 定 的 报 道。本 文 采 用 89:;:
!<=> 固相小柱，建立了以碘作为柱后衍生试剂，反相液相色

谱荧光 检 测 花 生 中 黄 曲 霉 毒 素 >$ ，>! ，?$ ，?! 的 分 析 方 法。

该法简单，快速，分离能力强，基体干扰少，准确度高。

!# 实验部分

! * !# 主要仪器与试剂

7 7 A.B$’5 9))/.16$ 液相色谱系统，包括 A.B$’5 !%+& 分离

单元、A.B$’5 !#)& 多 波 长 荧 光 检 测 器、C/))$11/3%(! 色 谱 信

息管理系统、$!" 位自动 进 样 器；柱 后 衍 生 单 元 A.B$’5 D"5B
@")3%1 E$.6B/"1 C"F3)$，温 度 控 制 单 元 A.B$’5 ,$%G$’.+
B3’$ @"1B’") C"F3)$，衍 生 试 剂 泵 A.B$’5 E$.H$1B C.1.H+
$’。液 相 色 谱 柱 :0%%$B’0 :I/$)F,C ED$’ ，$&" %% J (, +
%% /, F* ，& "%；89:;:!<=>（(" H K =）固相萃取柱（A.B$’5
公司）；>$ ，>! ，?$ 和 ?! 标 准 溶 液：>$ ，?$ 为 &, " %H K =；>! ，

?! 为 $, & %H K =；溶剂为乙腈，使用时，用 甲 醇 稀 释 成 适 宜 的

浓度，稀溶液现用现配。碘（ 分析纯）：称取 !"" %H 碘于 $""
%= 烧杯中，加约 $" %= 甲 醇，待 碘 完 全 溶 解 后，转 移 于 $, "
= 容量瓶中。用超纯水稀释至刻度，摇匀，有 沉 淀。使 用 前，

以 ", #& "% 水相滤膜过滤。甲醇、乙 腈 均 为 色 谱 纯；正 己 烷

为分析纯，使用前用全玻璃蒸馏器重蒸。

! * "# 色谱分离条件及柱后衍生条件

7 7 流动相 为 甲 醇 +水，流 速 $, " %= K %/1，柱 温 (" L ，衍 生

反应温度 ’" L ，碘的流速 ", !" %= K %/1，激发波长 (%& 1%、

发射波长 #&& 1%；进样 $" "=。

! * $# 实验方法

7 7 （$）样品的提取：称取粉碎过筛（$" 目）样品 !", "" H 于

!&" %= 具塞锥形瓶中，加入 & H 氯化钠、(" %= 正己烷，准确

加入 $"" %= %"M（ 体 积 分 数）甲 醇 水 溶 液，摇 匀，放 在 超 声

波清洗器中超声 提 取 (" %/1。提 取 后，用 直 径 $& 6% 快 速

定性滤纸过滤，待静止分层后，取 $, "" %= 甲醇水溶液净化。

7 7 （!）样品的净化：将 89:;:!<=> 小柱置于 & %= 刻度试

管中，加 $ %= 甲 醇 活 化 小 柱，待 甲 醇 至89:;: !小 柱 吸 附

剂上层时，再加 $ %= 纯水平衡小柱，然后加 $ %= 样品，用 $
%= 水清 洗 89:;:!小 柱 以 除 去 杂 质。最 后 以 $, " %= 甲 醇

洗脱，洗脱液用甲醇定容 !, "" %=，待分析。

"# 结果与讨论

" * !# 色谱条件的建立

7 7 采用液相色谱分离柱 A.B$’5 :0%%$B’0 :I/$)F,C ED$’ ，

优化确定流动 相 甲 醇 +超 纯 水 的 体 积 比 为 (& - %&，等 度 洗 脱

!" %/1，# 种黄曲霉毒素标 准 溶 液 均 能 达 到 基 线 分 离。样 品

通过 89:;:!小柱净化后，基体的干扰比直接进样大大减少。

" * "# 碘流速对衍生反应的影响

7 7 黄曲霉毒素 >! 和 ?! 本 身 有 很 强 的 荧 光，不 需 要 衍 生。

而 >$ 和 ?$ 如果不衍生，荧 光 强 度 弱、重 现 性 差。黄 曲 霉 毒

素 >$ 和 ?$ 的衍 生 主 要 采 用 碘 氧 化 法［!］和 三 氟 乙 酸 法［$］，

前法比后法简单，衍 生 物 的 荧 光 强 度 与 >! 相 同。但 因 碘 原

子是重原子，碘的流速 对 荧 光 强 度 影 响 较 大，而 目 前 各 文 献

报道碘的最 佳 流 速 差 别 很 大。 实 验 表 明，随 着 碘 流 速 的 增

大，>! 和 ?! 荧光 强 度（ 峰 面 积）会 不 断 减 小；>$ 和 ?$ 荧 光

强度在碘的流速达到 一 定 值 以 后 亦 随 着 碘 的 流 速 增 大 而 减

小。综 合 考 虑 两 方 面 的 因 素，选 用 碘 的 流 速 为 ", !"
%= K %/1。

" * $# 检测限、线性范围及线性关系

7 7 在仪 器 最 佳 测 定 条 件 下，测 定 了 >$ ，>! ，?$ 和 ?! 保 留

时间的 重 现 性（! N %），其 相 对 标 准 偏 差（E:O）为 ", $M P
", !M ；>! 和 ?! 的 线 性 范 围 为 ( . $&" GH，>$ 和 ?$ 的 线 性

范围为 $" . &"" GH；相 关 系 数 大 于 ", +++；最 小 检 出 量（ " # $
N (）为 ", $$$ . ", !#" GH。

" * %# 实际样品的测定结果

7 7 按照样 品 的 测 定 步 骤，测 定 了 花 生 中 黄 曲 霉 毒 素 >$ ，

>! ，?$ 和 ?! 的 实 际 含 量，并 向 实 际 样 品 中 加 入 &, " %H K =
>$ 和 ?$ 、$, & %H K = >! 和 ?! 各 ", !" %=，结 果 >! 的 E:O

（! N &）为 $, !M，>$ ，?$ ，>! 和 ?! 的平均加标回收率（! N &）

为 %’, ’M P $"$M，回收 率 的 E:O 为 &, "M P ), $M。同 时 对

未净化的样品 进 行 分 析，由 于 有 干 扰 物 质 存 在，>! 的 E:O
（! N &）为 !%, #M 。因 此，样 品 测 定 前 采 用 89:;:!<=> 固

相萃取小柱净化样品，有利于样品中待测物质的痕量分析。
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