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摘要!建立免疫亲和柱净化%高效液相色谱法测定玉米油中 %̂! 毒素的方法( 样品经前处理后通

过免疫亲和柱净化!采用高效液相色谱仪 %荧光检测器进行检测( 该方法最佳测定条件为)选用

K-Q%-X型免疫亲和柱!柱吸附容量 *

!

B#流动相乙腈 %甲醇 %水"体积比 *)h*)h'&!流速 #:"

1HM13<#提取溶剂乙腈%水"体积比 ,"h#"&( ^%! 毒素的质量浓度在 " l!(" <BM1H的范围内与

峰面积呈良好的线性关系!方法检出限为 ":")

!

BMUB!平均回收率为 ,!:*)V!B"P为 ":,*!V l

#T$('V( 该方法操作简便快捷'准确度高'重现性好!适用于玉米油中 %̂! 毒素的测定(

关键词! %̂! 毒素#玉米油#免疫亲和柱#高效液相色谱法
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.. %̂! 毒素"X/N$又称玉米赤霉烯酮#主要由禾

谷镰刀菌)三线镰刀菌和雪腐镰刀菌等菌种产生的

一种真菌毒素'# %!(

% ^%! 毒素最初是从赤霉病玉

米中分离出来的'&(

#主要污染玉米)燕麦)小麦等粮

食谷物及饲料% ^%! 毒素具有较强的生殖毒性和

致畸作用#可导致动物不孕或流产#这不仅对家禽家

畜造成了很大影响#也给畜牧业带来了巨大的经济

损失'*(

% 我国是玉米油的生产及销售大国#食用含

有过量 %̂! 毒素的食物#会使肿瘤的发生率增加#

引起中枢神经系统的中毒症状%

近年来# %̂! 毒素的致畸致毒性受到国内外越

来越多研究者的重视% 欧盟国家规定精炼玉米油中

%̂! 毒素的含量不能超过 !""

!

BMUB

'((

#但我国对

玉米油中 %̂! 毒素还没有做出明确的限量标准%

目前#国内外检测^%! 毒素的方法有很多种#
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如酶联免疫法'((

)液相色谱 %串联质谱法')(

)高效

液相色谱法'$ %'(

)气相色谱法 %串联质谱',(等% 其

中最常选择的是高效液相色谱法#但其测定方法仍

不成熟'$(

% 因此#本文在 Z+!"",:!",*!"#) 的基

础上#对检测条件进行了优化%

:;材料与方法

#:#.实验材料

含 %̂! 毒素及不含 ^%! 毒素玉米油&江苏省

淮安市好又多超市%

甲醇)乙腈&色谱纯!^%! 毒素标准品&纯度
!

,'V!其余试剂均为分析纯!水为符合国家标准的一

级水%

电子天平!玻璃注射器&北京琛达射频识别技术

公司!试验筛!空气压力泵&上海摩腾机电设备有限

公司!高速均质器&上海精创电器制造有限公司!荧

光检测器&美国 W]B2<E1283E< 公司!高效液相色谱

仪&日本岛津公司!X=2]2J=58型 ^%! 毒素免疫亲和

柱&北京泰乐祺科技有限公司!K-Q%-X型 ^%! 毒

素免疫亲和柱&美国iKQ-L公司%

#:!.实验方法

#:!:#.溶液配制

磷酸盐缓冲溶液&准确称取 ':" B氯化钠)#:! B

磷酸氢二钠)":! B磷酸二氢钾)":! B氯化钾#用

,," 1H水将以上试剂溶解#再用浓盐酸调节 IY至

$:"#最后用水定容到 # H%

%̂! 毒素标准储备液&准确称取一定量的 ^%

! 毒素标准品#用甲醇%乙腈"体积比 #h#$溶解#并

配制成 ":# 1BM1H的标准储备液#然后在 %!"S下

低温保存%

%̂! 毒素系列标准使用液&准确吸取一定量的

%̂! 毒素标准储备液#用流动相稀释#配成 ")(")

#"")#(")!"")!(" <BM1H的系列标准使用液% *S

下低温保存%

#:!:!.标准曲线的绘制

准确吸取一定量的 %̂! 毒素系列标准使用液#

进行高效液相色谱检测#以 %̂! 毒素的质量浓度为

横坐标#峰面积为纵坐标#绘制标准曲线% 高效液相

色谱条件& Q

#'

色谱柱"(

!

1##(" 11g*:) 11$!流

动相为乙腈%甲醇%水"体积比 *)h*)h'$!流速 #:"

1HM13<!柱温 &(S!激发波长 !$* <1#发射波长 **"

<1!进样量 !"

!

H%

#:!:&.样品的前处理

称取 (":""" " B的玉米油于 #"" 1H容量瓶#再

加入 ( B氯化钠#用乙腈 %水"体积比 ,"h#"$

'#"(定

容并充分混匀#转至均质杯中#高速搅拌提取 ! 13<%

用定量滤纸进行过滤#移液管移取 #" 1H滤液于 ("

1H容量瓶中#加水定容并充分混匀#用玻璃纤维滤

纸过滤至滤液澄清#收集澄清滤液放于干净的容

器内%

#:!:*.净化

将免疫亲和柱与玻璃注射器相连接#吸取上述

滤液 #" 1H注入玻璃注射器中% 将空气压力泵与玻

璃注射器相互连接并调节压力#使溶液以约 # 滴M5

的流速进入免疫亲和柱#直到空气通过免疫亲和柱%

依次用 #" 1H磷酸盐缓冲溶液和 #" 1H的水淋洗免

疫亲和柱#流速为 # l! 滴M5#直到空气完全通过免

疫亲和柱#弃去全部流出液#抽干小柱%

#:!:(.洗脱

准确加入 #:" 1H甲醇洗脱#流速为 # 滴M5#收

集全部洗脱液于玻璃试管中#用甲醇定容至 # 1H#

按照 #:!:! 进行高效液相色谱测定#并带入标准曲

线方程中计算 %̂! 毒素含量%

<;结果与讨论

!:#.条件优化

!:#:#.提取溶剂的优化

本实验在免疫亲和柱吸附容量 *:"

!

B)其他条

件不变的情况下#考察提取溶剂对 %̂! 毒素回收率

的影响% 结果见图 #%

图 :;提取溶剂对\K< 毒素回收率的影响

..由图 # 可知#以乙腈 %水"体积比 ,"h#"$为提

取溶剂时#^%! 毒素的回收率最高#因此选用乙

腈%水"体积比 ,"h#"$作为玉米油中 ^%! 毒素的

提取溶剂%

!:#:!.免疫亲和柱的选择

在其他条件不变的情况下#用 X=2]2J=58型免疫

亲和柱与K-Q%-X型免疫亲和柱进行^%! 毒素回

收率的对比分析% 实验结果见表 #)表 !%

从表 #)表 ! 可以看出#K-Q%-X型免疫亲和柱

的回收率高于 X=2]2J=58型免疫亲和柱的回收率%

所以#本实验选用K-Q%-X型免疫亲和柱%
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表 :;]#%"% #̂.&型免疫亲和柱回收率的实验结果

添加水平M"

!

BMUB$

实测值M"

!

BMUB$

# ! & * ( 平均值
平均回收率MV

"",:( ,:( ,:* ,:) #":! #":) ,:, #"*:!

")" (':) ():( (!:* (!:$ (#:& (*:& ,":(

!"" #,":( #,&:) #'):( #$(:$ #'':' #'$:" ,&:(

.. 表 <;Z8@K8]型免疫亲和柱回收率的实验结果

添加水平M"

!

BMUB$

实测值M"

!

BMUB$

# ! & * ( 平均值
平均回收率MV

"",:( ,:* ,:$ ,:( #":! #":$ ,:, #"*:!

")" (':, (':) ($:( (':$ ():) (':# ",):'

!"" #'!:) #,':$ #$):, #,(:* #'':$ #'':( ",*:!

!:#:&.免疫亲和柱的吸附容量优化

在其他条件不变的情况下#改变K-Q%-X型免疫

亲和柱的吸附容量为#)!)&)*)())

!

B#考察免疫亲和柱

吸附容量对 %̂!毒素回收率的影响#结果见图 !%

图 <;Z8@K8]型免疫亲和柱的吸附曲线

..由图 ! 可知#K-Q%-X型免疫亲和柱的吸附容

量为 *

!

B时对应回收率最高% 当吸附容量超过

*

!

B时#回收率变化不大% 因此#在实际测定时需

根据 %̂! 毒素含量的大致水平#对样液进行适当的

稀释#可以取得理想的回收率%

!:#:*.流速的优化

在其他条件不变的情况下#改变流速分别为

"T*)":))":')#:")#:!)#:* 1HM13<#考察流速对

%̂! 毒素回收率的影响#结果见图 &%

图 >;流速对\K< 毒素回收率的影响

..由图 & 可知#在流速为 #:" 1HM13< 时#^%! 毒

素的回收率最高% 此时色谱峰无前沿峰及拖尾峰#

色谱峰形对称#检测效果较满意% 因此#实验选择

#:" 1HM13<的流速%

!:!.标准曲线

按照 #:!:! 绘制标准曲线# %̂! 毒素的质量浓

度在 " l!(" <BM1H范围内与峰面积呈良好的线性

关系#线性方程为?j! ,*#:*A%#" *$!#B

!

j":,,# *%

检出限为 ":")

!

BMUB%

!:&.精密度实验

采用上述方法测定玉米油中 %̂! 毒素峰面积#

并带入标准曲线中#计算出 ^%! 毒素含量为 &:(!

!

BMUB% 在此基础上进行 ( 次重复测定#计算精密

度#结果见表 &%

表 >;精密度实验结果#._C$

测定值M"

!

BMUB$ B"PMV

&:*, #:$('

&:(# #:))*

&:(& ":,*!

..由表 & 可知#B"P为 ":,*!V l#:$('V#精密

度符合要求%

!:*.加标回收实验

分别添加 #")(")(""

!

BMUB^%! 毒素标准品

于空白玉米油中#按照本实验方法及色谱条件进行

加标回收实验#每个添加水平重复进行 ( 次测定%

结果见表 *%

由表 * 可知#回收率在 '':'"V l,(:#!V之

间#平均回收率为 ,!:*)V%

>;结;论

本实验将免疫亲和柱技术应用到玉米油中^%

! 毒素的测定#提取液经稀释过滤后通过免疫亲和

柱净化#通过对X=2]2J=58型免疫亲和柱和 K-Q%-X

型免疫亲和柱的比较#发现K-Q%-X型免疫亲和柱

的准确性及重复性比 X=2]2J=58免疫亲和柱高% 采

用高效液相色谱仪%荧光检测器进行检测% 该方法

",
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最佳条件为选用K-Q%-X型免疫亲和柱#柱吸附容

量 *

!

B!乙腈%甲醇 %水"体积比 *)h*)h'$为流动

相#流速 #:" 1HM13<!乙腈%水"体积比,"h#"$为提

取溶剂% 该方法在 " l!(" <BM1H的范围内呈良好

的线性关系#检出限为 ":")

!

BMUB#精密度 B"P为

":,*!V l#:$('V#平均回收率为 ,!T*)V% 因此#

该方法可以用于玉米油中 %̂! 毒素的定量检测%

采用免疫亲和柱作为样品前处理方法#可以获

得纯净的样品提取物#减少了有机溶剂乙腈的使用

量#具有准确快速)方便重复使用等特点%

表 ?; \K< 毒素的加标回收实验

实验号
#"

!

BMUB

测定值M"

!

BMUB$ 回收率MV

("

!

BMUB

测定值M"

!

BMUB$ 回收率MV

(""

!

BMUB

测定值M"

!

BMUB$ 回收率MV

# ':$& '$:&" *(:,, ,#:,' *$,:)" ,,:,!

! ':'$ '':$" *):)( ,&:&" *),:(" ,&:,"

& ':," ',:"" *):&& ,!:)) *$(:&" ,(:#!

* ':,) ',:)" *$:$" ,(:*" *),:(" ,&:,"

( ':,& ',:&" *$:"( ,*:#" *)*:"" ,!:$)

平均 ':'' '':'" *):$* ,&:*, *$#:(' ,(:#!
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