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摘(要!目的(建立一种基于毛细管电泳8化学发光联用法检测粮食中伏马菌素 ‘$ 的快速检测方法$ 方法(基

于伏马菌素 ‘$ 对鲁米诺8三价银)7C"(#*化学发光体系有抑制作用!结合毛细管电泳分离技术!对检测方法进行

优化!选择 # o$" n% ZAV4-硼砂为电泳缓冲溶液!鲁米诺浓度为 ! o$" n% ZAV4-!7C"(#浓度为 % o$" n# ZAV4-溶解

于 "0"$ ZAV4-DG?@$ 结果(经过条件优化后进行试验!伏马菌素 ‘$ 的线性范围为 $ b!"" !C4ZV!检出限" !4Ni

%#为 $ !C4ZV$ 对 !"" !C4ZV的伏马菌素 ‘$ 进行 1 次平行测定!其出峰时间和峰高的相对标准偏差分别为 !05&2

和 30152$ 结论(该方法操作简便&快速&准确可靠!可用于伏马菌素 ‘$ 的检测!适用于玉米中伏马菌素 ‘$ 的测

定!结果比较理想$
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((伏马菌素$<PZABFUFBU%是 !" 世纪 1" 年代末期
发现的一类由串珠镰刀菌产生的真菌毒素"其广泛
存在于玉米和以玉米为原料的产品中( ‘族伏马菌
素是分布最为广泛’毒性最强的伏马菌素"其中伏
马菌素 ‘$$_‘$%是被污染玉米或串珠镰刀菌培养物
中伏马菌素的主要组分"也是导致伏马菌素产生毒
性作用的主要原因( 长期低剂量摄入_‘$ 对人类健

康有很大的影响"现如今食品安全问题越来越受到
人们的重视"所以 _‘$ 的分离及检测对食品安全的
评价有着重要的意义( 目前"_‘$ 的检测普遍采用

色谱法或电泳法结合紫外检测进行分析 )$8!* ( 由于
伏马菌素本身结构决定其无荧光及紫外特性"所以
通常需要对其进行衍生化处理后才能进行检测(
在衍生剂的选择及衍生时间的控制上要求较高"检
测结果不够精准( 毛细管电泳$*I%分离技术具有
分析效率高’速率快"样品消耗量少的优点( 化学
发光分析法$*-%不用外加光源"可获得较高的灵敏
度 )%8#* ( 所以"本文研究采用毛细管电泳8化学发光
联用技术$*I8*-%是将毛细管电泳较好的选择性与
化学发光分析法较高的灵敏性相结合 )581* "既满足
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了 _‘$ 检测的灵敏度又减少了衍生化处理的步骤(

$(材料与方法
$0$(主要仪器与试剂

石英毛细管$河北永年锐沣色谱器件公司%’数
据处理使用 @j!""" 色谱工作站$上海千谱软件有
限公司%’光电倍增管 $北京滨松光子技术有限公
司%’直流前置放大器 $南京大学微弱信号检测中
心%’1$1 型酸度计#所用器皿$包括容量瓶’烧杯’移
液管等%在使用前"置于浓度为 %05 ZAV4-的 @D?%
溶液中浸泡 &1 ="然后用水彻底清洗"干燥备用( 毛
细管电泳8化学发光检测装置由实验室自行组装 )!* "
见图 $(

图 $(*I8*-装置示意图
_FCPTN$(.;=NZGSF;WFGCTGZA<S=NG\\GTGSPU<ATS=N

*I8*-UMUSNZ

((_‘$ $_$$&3 %’鲁米诺 $71#$$ % 均购自美国
.FCZG"DG?@’四硼酸钠’7CD?%’ec?&’e!.!?1’e?@
均为分析纯"试验用水均为蒸馏水(
$0!(方法
$0!0$(标准溶液制备

准确称取 $0"" ZC_‘$ 于容量瓶中"用双蒸水
定容至 # ZV"配制成 "0! ZC4ZV的储备液"避光保存
于 & g冰箱中#将标准储备液用双蒸水逐级稀释成
浓度为 "0$’"0"#’"0"!#’"0"$’"0""$ ZC4ZV标准系
列溶液"避光保存于 & g冰箱中(

以 $ ZAV4-DG?@溶液完全溶解 "0%#& & C鲁米
诺"双蒸水定容至 $"" ZV"得到 "0"! ZAV4-鲁米诺
储备液#7CD?%’ec?&’e!.!?1’e?@及 !"" ZV双蒸
水微煮沸后加热 %" ZFB"浓缩至 $"" ZV制成 7C
$(%储备液#紫外分光光度计于 %5! BZ处测得 "i
$0!5 o$"& -4$ZAV0;Z%"通过公式&*i(P"< 得 7C
$(%储备液浓度为 !05$’ o$" n! ZAV4-)’*

$0!0!(样品前处理
研究采用毛细管电泳8化学发光联用法测定玉

米中的 _‘$( 样品采自于河北省邯郸市磁县的
%" 户人家"将 %" 份样品混合后"用谷物粉碎机磨碎

至粒径小于 $ ZZ$全部通过 $ ZZ孔径的试验筛%"
称取 !"C粉碎样品"置于 !#" ZV离心管中"加入
#" ZV乙腈m甲醇m水$$m$m!"=P=%提取液"在振荡器
上水平震荡 !" ZFB"% """ T4ZFB 下离心$" ZFB"用滤
纸过滤上清液"加 &" ZV)‘. 缓冲液混匀"用玻璃纤
维滤纸过滤"用 _‘$ 免疫亲和柱净化"用 $0# ZV甲
醇洗脱柱上的 _‘$"5" g氮气吹干"用蒸馏水 &"" !V

复溶残留物"待测(
$0!0%(仪器条件

将 #%" !Z的反应管适当位置处 $ ;Z段烧去聚
酰亚胺涂层做检测窗口( 将 #" !Z的分离毛细管
一端 & ;Z的长度段经氢氟酸刻蚀 &" ZFB 后"将刻
蚀段端插入反应管中 $ ;Z检测窗口的 $4! 处"分离
毛细管长度为 1" ;Z( 试剂引入管为 !"" !Z的毛
细管"以重力方式引入试剂( % 根毛细管由三通头
固定( 反应管检测窗口位于光电倍增管前"发光信
号由光电倍增管接收"并由色谱数据工作站记录(
试验的分离’检测装置密封在实验室自制的暗箱中
以降低噪声 )$"*

新毛 细 管 使 用 前 分 别 用 $ ZAV4- DG?@’
"0$ ZAV4-@*V及蒸馏水冲洗 $" ZFB"然后用电泳缓
冲液平衡 $ =( 每次试验前"先用 "0"$ ZAV4-的
DG?@冲洗分离管 $" ZFB"活化硅羟基#换成双蒸水
冲洗 $" ZFB"冲去 DG?@#再用缓冲溶液冲洗$" ZFB(
打开高压直流电源预热"基线平稳后进样(

!(结果与讨论
!0$(化学发光条件的选择
!0$0$(7C$(%溶液碱度的优化

7C$(%溶液的 \@值对试验结果有明显影响(
本试验优化了 DG?@浓度在 "0""& b"0$ ZAV4-范
围内对发光信号强度的影响"结果表明"随着 DG?@
浓度的增加"化学发光信号强度随之增加"在
"0"$ ZAV4-时"化学发光信号最强#由于在高 \@条
件下鲁米诺容易分解"所以继续增加 DG?@浓度"发
光信号随之下降"当浓度为 "0"$ ZAV4-时反应信噪
比最大"故将 7C$(%溶液中 DG?@的最佳浓度定为
"0"$ ZAV4-"见图 !(
!0$0!(7C$(%溶液浓度的优化

用 "0"$ ZAV4-的 DG?@调节溶液的 \@值后"

本试验优化了 7C$(%溶液在 !0" o$" n# b10" o
$" n# ZAV4-浓度范围内对化学发光信号强度的影
响( 结果表明"随着浓度的上升"信号逐渐增强"当
7C$(%配合物的浓度为 %0" o$" n# ZAV4-时"信号
最强( 继续增大溶液浓度"由于高浓度7C$(%会部
分吸收发光信号"信号逐渐减弱"当浓度为 %0" o
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图 !(7C$(%溶液碱度对发光信号的影响
_FCPTN!(I<<N;SA<S=NGV̂GVFBFSMA<S=N7C$(% UAVPSFAB

AB S=NVPZFBNU;NB;NUFCBGV

$" n# ZAV4-时信号最灵敏"所以最佳的 7C$(%溶液
浓度为 %0" o$" n# ZAV4-( 见图 %(

图 %(7C$(%溶液浓度对发光信号的影响
_FCPTN%(I<<N;SA<S=N;AB;NBSTGSFAB A<S=N7C$(% UAVPSFAB

AB S=NVPZFBNU;NB;NUFCBGV

!0$0%(鲁米诺浓度的优化
本试验考察了鲁米诺浓度在 $ o$" n% b% o

$" n% ZAV4-时的化学发光信号强度( 结果表明"在
该范围内"随着鲁米诺浓度的增加"_‘$ 的化学发光

信号逐渐增强"在浓度为 ! o$" n% ZAV4-时达到最
大"继续增大鲁米诺浓度时"化学发光信号强度反
而降低"见图 &(
!0!(电泳条件的优化
!0!0$(硼砂缓冲溶液的优化

鲁米诺浓度为 ! o$" n% ZAV4-时"对鲁米诺中
硼砂的浓度进行优化( 本试验考察了硼砂浓度在
$ o$" n% b$0# o$" n! ZAV4-时 _‘$ 的信号强度( 试
验发现"随着硼砂浓度的逐渐升高"化学发光信号
逐渐增强"当硼砂浓度为 # o$" n% ZAV4-时"信号强
度最大"继续增大硼砂浓度"信号则减弱"当硼砂浓
度为 # o$" n% ZAV4-时"信噪比最大( 所以 # o$" n%

ZAV4-为硼砂的最佳浓度"见图 #(
!0!0!(进样时间的优化

在 !" ^d的进样电压下"采用重力进样的方式"
考察了进样时间为 $5 b!5 U对试验结果的影响(

图 &(鲁米诺溶液浓度对化学发光信号的影响
_FCPTN&(I<<N;SA<S=N;AB;NBSTGSFAB A<S=NVPZFBAVUAVPSFAB

AB S=N;=NZFVPZFBNU;NB;NUFCBGV:

图 #(鲁米诺溶液中硼砂对化学发光信号的影响
_FCPTN#(I<<N;SA<S=NQATGYFB S=NVPZFBAVUAVPSFAB

AB S=N;=NZFVPZFBNU;NB;NUFCBGV

在该范围内"随着进样时间的增加"化学发光信号
逐渐增强"当进样时间超过 !" U后"峰形增宽且出
峰时间明显延后"故选择 !" U作为最佳进样时间(
!0!0%(进样电压的优化

毛细管电泳的分离电压强度不仅影响分离效
果和迁移速度"也会影响相对化学发光信号强度及
信噪比( 进样时间为 !" U时"本试验考察了不同电
压对化学发光信号强度的影响( 在 $" b!" ^d范围
内"随着电压的增大"信号逐渐增强"在 $! ^d时达
到最大"并且出峰时间前移"当电泳电压 q$! ^d
时"峰高降低且信噪比增大( 最终选择电压为
$! ^d"见图 5(
!0%(方法的准确度

在优化条件下"!"" !C4ZV_‘$ 标准样品毛细管
电泳化学发光结果"见图 3(

由图 3 可看出"最终优化条件下"$! ZFB 内 _‘$
开始分离( 线性范围为 $ b!"" !C4ZV"回归方程
为&2i$$$0’5%51@6!0’5&’%"相关系数为"0’’1 ""
检出限为 $ !C4ZV( 出峰时间和峰高的相对标准偏
差$M i1%分别为 !05&2和 30152(
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图 5(进样电压对化学发光信号的影响
_FCPTN5(I<<N;SA<S=NGWWFBCXAVSGCNA<S=NUGZ\VN

AB S=N;=NZFVPZFBNU;NB;NUFCBGV

图 3(!"" !C4ZV_‘$ 标准样品毛细管电泳化学发光

_FCPTN3(*=NZFVPZFBNU;NB;NA<;G\FVVGTMNVN;STA\=ATNUFU

FB !"" !C4ZVUSGBWGTW UGZ\VNA<S=N<PZABFUFB ‘$ UAVPSFAB

!0&(实际样品检测
本研究用毛细管电泳8化学发光联用法测定玉

米中的 _‘$( 样品采自于河北省邯郸市磁县的
%" 户人家"将 %" 份样品混合后用乙腈m甲醇m水
$$m$m!"=P=%提取"用 _‘$ 免疫亲和柱纯化后进行
检测"未检测出 _‘$"空白样品和阳性样品检测结果
见图 1’’(

图 1(空白样品中 _‘$ 的检测

_FCPTN1(RNSN;SFAB S=N<PZABFUFB ‘$ A<S=NQVGB^ UGZ\VN

图 ’(阳性样品中 _‘$ 的检测

_FCPTN’(RNSN;SFAB S=N<PZABFUFB ‘$ A<S=N\AUFSFXNUGZ\VN

%(小结
本研究结合毛细管的电泳高选择性和化学发

光的高灵敏度优势"建立了毛细管电泳8化学发光联
用法测定 _‘$ 新方法( 与以往高效液相色谱8紫外
检测法相比"具有较高灵敏性的同时"还无需前期
衍生"使 _‘$ 的检测步骤更简便( 该方法应用范围
广泛"可用于粮食’牛奶’啤酒等含有 _‘$ 物质的检
测"结果比较理想(
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