
收稿日期!!"!% #%! #%"!修回日期!!"!! #%" #!&

基金项目! ' 十 三 五 ( 国 家 重 点 研 发 计 划 项 目

"!"%&SZQ%(""("" #

作者简介!姜德铭"%'0%#$男$高级工程师$研究方向为真菌

毒素检测及脱除")*+,-.# 7-,=A<;+-=A145Y45345+%

通信作者!张晓琳$研究员$博士 ")*+,-.# @9,=Ad-,5.-=%1

45Y45345+%

检测分析
!"#! %"3%''"!>734=?-3@AB@3%""/ #&'('3!%"&(!

多功能净化柱 G光化学衍生高效液相色谱法测定

成品植物油和花生原油中黄曲霉毒素 `

<

姜德铭%

!刘晓萌%

!邹球龙%

!印C铁%

!张晓琳%

!张C刚!

!刘配莲!

"%3中粮营养健康研究院有限公司!北京 %"!!"'# !3费县中粮油脂工业有限公司!山东 临沂 !&/$""$

摘要!为了快速&准确测定成品植物油和花生原油中黄曲霉毒素 X

%

"PZX

%

$的含量!建立了采用多

功能净化柱对油样进行前处理!再结合光化学衍生高效液相色谱法测定植物油中 PZX

%

含量的方

法!对前处理提取剂&高效液相色谱法的分析条件"色谱柱&进样量$进行优化!再通过与国标中免

疫亲和柱法进行比较!对所建立的方法进行评价% 结果表明'优化的条件为以乙腈 #水溶液

"0$ l%($为提取剂!采用 p5\6,d)4.-D8;VeX#Q%0 色谱柱"$3( ++f%F" ++!F

!

+$!进样量 %"

!

b#建立的方法加标回收率和精密度良好!定量限为 "3!

!

A>?A!低于 TX!&(%(!"%& 规定的最低

限量值要求!可满足企业生产的监测需求#将建立的方法用于测定浅色植物油中PZX

%

时!检测结果

与免疫亲和柱法相比相对误差为 " i%03"J!符合国标要求!但对于深色植物油测定的相对误差超

出国标要求% 综上!建立的方法可用于快速&准确检测花生油"成品油和原油$及成品玉米油&亚麻

籽油&葵花籽油&浅黄色菜籽油&黄色芝麻油中PZX

%

的含量%

关键词!黄曲霉毒素X

%

#多功能净化柱#植物油#高效液相色谱
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CC黄曲霉毒素"PY.,]5d-=$ PZN#$主要是由黄曲

霉+寄生曲霉+特异曲霉和假溜曲霉等产毒菌株产生

的次生代谢产物$是自然界中已发现的理化性质最

稳定的一类霉菌毒素% PZN对人类和动物均具有极

强的致癌+致畸形和致突变作用)%*

$%''/ 年被世界

卫生组织"oEL#的国际癌症研究机构"MP̂ Q#划定

为
-

类致癌物)!*

% 已知的 PZN有 !" 多种$其中黄

曲霉毒素 X

%

"PZX

%

#最为常见$污染水平最高$且毒

性最大$其毒性为氰化钾的 %" 倍+砒霜的 (0 倍)/*

%

目前多个国家和地区针对PZN制定了限量要求$如

美国规定所有食品中除了牛奶外 PZN总量"PZX

%

+

PZX

!

+PZT

%

+PZT

!

之和#不得超过 !"3"

!

A>?A$日

本规定所有食品中PZX

%

不得超过 %"3"

!

A>?A$澳大

利亚和新西兰规定花生及树生坚果中 PZN总量不

得超过 %F3"

!

A>?A

)%*

% 在我国$TX!&(%,!"%&-食

品安全国家标准 食品中真菌毒素限量.对 PZX

%

也

有明确的限量要求$如花生及其制品+花生油+玉米

油中PZX

%

的限量值为 !"

!

A>?A

)$*

%

目前检测 PZN的方法主要为薄层层析"NbQ#

法)!*

+酶标")bMOP#法)F*

+胶体金"TMQP#法)(*

+高效

液相色谱"E_bQ#法)F*

+超高压液相色谱"H_bQ#

法)F*以及超高压液相色谱串联质谱法)F*等$其中&

NbQ法因前处理烦琐且净化效果欠佳已很少使用!

)bMOP法和TMQP法因检测时间短$是生产企业常

用的检测方法$但这两种方法都属于快速筛查法$均

存在检测结果假阳性的问题$TMQP法还同时存在假

阴性的问题!E_bQ法具有准确度高+结果可靠的优

点$是目前检验机构检测PZN的主要方法!H_bQ法

和超高压液相色谱串联质谱法由于购买设备投入

大$相对于 E_bQ法使用较少% 通过 E_bQ法检测

PZN$需要对样品进行前处理净化$现行国标中净化

方式主要有免疫亲和柱"MPQ#法和固相萃取"O_)#

柱法$这两种方法在操作上均需要经过上柱+淋洗+

洗脱+吹干+复溶等步骤$处理烦琐% 为了快速+准确

测定成品植物油和花生原油中PZX

%

含量$本文建立

了一种利用多功能净化柱净化样品提取液$通过光

化学衍生$利用配备荧光检测器的高效液相色谱测

定成品植物油和花生原油中 PZX

%

的检测方法% 与

快速筛查方法")bMOP法和 TMQP法#相比$具有准

确性更高的特点$与国标中 MPQ法和 O_)柱法相

比又具有检测时限短+前处理简单的特点$可用于

生产企业对成品植物油及花生原油中 PZX

%

的日常

检测%

<=材料与方法

%3%C试验材料

%3%3%C原料与试剂

花生原油及成品花生油$某客户提供!大豆油+

玉米油+亚麻籽油+葵花籽油+菜籽油"浅黄色#+菜

籽油"褐色#+芝麻油"黄色#+芝麻油"红褐色#$均

从京东商城购买% 为了使样品呈阳性并具有较高的

测试值$取上述部分油样添加PZX

%

标品混匀后放置

! 个月以上%

PZX

%

标准溶液"溶剂为乙腈#$质量浓度"%""3/ j

%3$#

!

A>+b$青岛普瑞邦生物工程有限公司!乙腈+

甲醇$色谱纯$上海安谱公司%

%3%3!C仪器与设备

bQ#!"P高效液相色谱仪"配 Ẑ#!"P荧光检

测器#$日本岛津公司!p5\6,d)4.-D8;VeX#Q%0 色

谱柱"$3( ++f%F" ++$F

!

+#$美国 PA-.;=]公司!

光 化 学 衍 生 器 " 5̂+;\e;\-[,]-@,]-5= H=-]#+

aB45O;D

.

!!( PY.,pLRl多功能净化柱$美国 5̂+;\

b,68公司!微孔过滤膜"%/ ++$"3!!

!

+$_NZ)#$北

京迪科马科技有限公司!KW#F""Ne)高频数控超

声波清洗器$昆山市超声仪器有限公司!Q;=]\-Y:A;

F0%"^离心机$德国 )DD;=<5\Y公司!ebPXaV#O

涡旋混合器$北京大龙兴创实验仪器"北京#股份

公司%

%3!C试验方法

%3!3%C液相色谱条件

流动相 P相为水$X相为甲醇 #乙腈 "F" l

F"#!等度洗脱$洗脱条件为P相 /$J+X相 ((J$流

/"%
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速 %3" +b>+-=!柱温 $"I!进样量 %"

!

b!荧光检测

器的发射波长 $$" =+$激发波长 /(" =+!单次运行

时间 %( +-=%

%3!3!C标准曲线的绘制

对PZX

%

标准溶液用乙腈 #水溶液"0$ l%(#进

行稀释$配制成质量浓度分别为 "3"%+%3"+!3"+

F3"+%"3"+!"3"+$"3"+0"3" =A>+bPZX

%

标准工作

溶液% 将PZX

%

标准工作溶液依照质量浓度由小到

大的顺序上机测定峰面积$对峰面积",#和PZX

%

标准

工作溶液质量浓度"L#通过最小二乘法进行线性拟

合$得到的标准曲线方程为,k!% $%/3&L#! 0'/30F

"/k"3''' '#%

%3!3/C样品前处理

称取 F A试样"精确至 "3"% A#于 F" +b离心管

中$加入 !" +b乙腈#水溶液"0$ l%(#$涡旋混匀$

置于超声波清洗器中超声 /" +-=$在 %" """ \>+-=

下离心 F +-=$取上清液备用% 取适量上清液至多功

能净化柱配套玻璃管中$匀速+缓慢推动净化柱使净

化管中净化液体积大于 F +b%

%3!3$C样品测定

移取适量 %3!3/ 中净化液至高效液相色谱样品

瓶$按 %3!3% 条件测定$带入标准曲线方程中计算样

品中PZX

%

质量浓度%

%3!3FC加标回收试验

根据TX!&(%,!"%&-食品安全国家标准 食品

中真菌毒素限量.中对油脂及其制品中 PZX

%

的规

定&植物油脂 "花生油+玉米油除外# 限量为 %"

!

A>?A$花生油+玉米油限量为 !"

!

A>?A% 试验设计

了 / 水平的加标试验% 具体为&向阴性植物油中添

加适量的PZX

%

标准溶液$配制成 PZX

%

污染水平分

别为 %"+!"

!

A>?A和 $"

!

A>?A的测试样品$然后按

%3!3/ 方法进行前处理$按 %3!3$ 方法测定加标样

品中PZX

%

质量浓度$从而得到加标样品中 PZX

%

含

量$并计算加标回收率%

%3!3(C方法的适用性评价

为了验证方法对基质的适应性$在不同植物油

样品中添加 PZX

%

标准溶液$分别采用本方法和 TX

F""'3!!,!"%( 第三法免疫亲和柱净化光化学衍生

的方法测定PZX

%

含量% 按照公式"%#计算相对误

差"$#$以 TXF""'3!!,!"%( 第三法规定的允许差

!"J为参考值$当$

"

!"J时则方法适用于该基质$

否则视为不适用%

$k

�L

%

#L�

L

f%""> "%#

式中&L

%

为本方法的测定值!L为国标方法的

测定值%

>=结果与分析

!3%C提取剂的选择

目前常见的 PZN的提取剂主要有甲醇 #水溶

液"&" l/"#+甲醇 #水溶液"0" l!"#+乙腈 #水溶

液"0" l!"#和乙腈 #水溶液"0$ l%(#$ 种% 试验

发现$有机相比例的提高可以促进提取液中杂质的

沉降$使提取液更澄清$杂质减少$但过多的有机相

会导致检测成本增加$同时不利于环境保护$根据净

化柱的使用说明书$确定选用乙腈 #水溶液"0$ l

%(#作为样品提取剂%

!3!C色谱柱的筛选

p5\6,dOX#P2"$3( ++f%F" ++$F

!

+#和

p5\6,d)4.-D8;VeX#Q%0"$3( ++f%F" ++$F

!

+#

是常见的测定PZN时所使用的色谱柱$这两款色谱

柱都可以使 PZX

%

+PZX

!

+PZT

%

+PZT

!

$ 种 PZN分

离$得到峰形对称+尖锐且基线分离的色谱图$但用

p5\6,dOX#P2测定时$流动相流速为 !3" +b>+-=$

而p5\6,d)4.-D8;VeX#Q%0 为 %3" +b>+-= 即可$

且后者在测定 $ 种PZN时流动相使用量更少$测定

时间更短且废液排放更少$因此本方法选择 p5\6,d

)4.-D,8;VeX#Q%0 作为测定用色谱柱%

!3/C进样量的选择

由于上机样液的溶剂与流动相不一致$较大的

进样量会使溶剂效应更为明显$表现为色谱峰的异

常% 因此$本文比较了 %"+!"+/"+$"+F"

!

bF 种不

同进样量对色谱峰的影响$结果见图 %% 由图 % 可

看出$进样量为 %"

!

b时色谱峰左右对称$峰形尖

锐$故本方法选择样品进样量为 %"

!

b%

图 <=不同进样量对应的色谱图

!3$C方法的定量限

向阴性的大豆油中添加适量PZX

%

$按 %3!3/ 方

法进行前处理并上机测定$以 %" 倍信噪比计算方法

的定量限$得到本方法的定量限为 "3!

!

A>?A$略高于

TXF""'3!!,!"%( 第三法 "3%

!

A>?A的定量限$但

低于TX!&(%,!"%& 中对于食品中 PZX

%

的限量值

最低值 F

!

A>?A$故此方法可满足植物油生产过程

$"%
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中对PZX

%

的监测需求%

!3FC加标回收率和精密度

/水平加标回收试验测定结果如表 % 所示% 由

表 %可看出$加标回收率范围为 '03(J i%"&30J$平

行样相对误差为 /3(J i$3'J$符合TXF""'3!!,

!"%( 中精密度要求,,,在重复性条件下获得的两

次独立测定结果的绝对差值不得超过算术平均值

的 !"J%

表 <=加标试验测定结果

加标水平>

"

!

A>?A#

测定值>

"

!

A>?A#

回收率>

J

平均回收率>

J

相对误差>

J

%"

%"3&0 %"&30

%"3!( %"!3(

%"F3! $3'

!"

!%3%' %"(3"

!"3$$ %"!3!

%"$3! /3(

$"

$"3'( %"!3$

/'3$! '03(

%""3F /30

!3(C方法的适用性

按 %3!3( 方法进行方法的适用性评价$结果见

表 !%

表 >=不同基质中两种方法的测定结果比较

基质 L>"

!

A>?A#

L

%

>"

!

A>?A#

$>J 评价结果

花生油

F3/0 F3"F (3%

%/3&" %$3$F F3F

!%3// !"3&F !3&

适用

玉米油

$3FF F3%/ %!3&

%"3&% %!3"! %!3!

%030! !"3%( &3%

适用

亚麻籽油

F3%& F3"! !3'

%"3'$ %"3&$ %30

!%3"$ !"30! %3"

适用

葵花籽油

$30% F3"$ $30

%"3F$ %"30' /3/

!"3"& !"3$0 !3"

适用

花生原油

%!3/( %$3F0 %03"

!'3&% /$3&! %(3'

$%3$% $$30! 03!

适用

菜籽油

"浅黄色#

F3%/ F3!' /3%

%"3%0 %"3/& %3'

!"3%( !"3F0 !3%

适用

芝麻油"黄色#

$3$F $3$F "

'3&F '3F" !3(

%'3'0 %'3"& $3(

适用

菜籽油"褐色# %!3(! %F3$$ !!3/ 不适用

芝麻油"红褐色# %"30! /%30/ %'$3! 不适用

CC由表 ! 可以看出$本方法适用于花生油+玉米

油+亚麻籽油+葵花籽油以及花生原油中 PZX

%

的测

定$对于菜籽油和芝麻油$浅色的适用$深色的测定

偏差较大% 本研究中采用的多功能净化柱是一种特

殊的固相萃取柱$其吸附剂主要由极性+非极性及离

子交换等基团组成$包括硅酸镁盐+硫酸钠+硫酸铝

等$能够吸附样品中的脂类+蛋白质+糖类等各类杂

质$而待测组分PZN不被吸附直接通过)&*

% 不同等

级的植物油色泽不同$所含显色物质也不同$到底是

何种物质或因素导致多功能净化柱净化后测定深色

菜籽油和芝麻油的结果发生较大偏差$目前尚无相

关研究和报道$有待于进一步研究%

@=结=论

油脂中 PZX

%

经乙腈 #水溶液"0$ l%(#提取

后$直接使用多功能净化柱净化$由于不再需要经过

上柱+淋洗+洗脱+吹干以及复溶等操作$极大地缩短

了检测时间$也减少了试剂的使用% 再采用 p5\6,d

)4.-D8;VeX#Q%0 色谱柱$在进样量 %"

!

b条件下

进行高效液相色谱分离$能够获得很好的分离效果%

方法定量限为 "3!

!

A>?A$低于TX!&(%,!"%& 中对

于食品中PZX

%

的最低限量值"F

!

A>?A#$可满足植

物油生产过程中对 PZX

%

的监测需求% 用所建立的

方法测定花生油"成品油和原油#及成品玉米油+亚

麻籽油+葵花籽油+浅黄色菜籽油+黄色芝麻油中

PZX

%

含量时$测定结果与现行国标中免疫亲和柱法

相比$相对误差为 " i%03"J$小于国标中相对误差

不超过 !"J的要求$因此该方法适用于上述油品中

PZX

%

的检测% 另外$所建立的方法对深色油品的测

定偏差较大$其原因有待于进一步研究%
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