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实验技术与方法
柱前衍生/超高效液相色谱荧光法同时测定

啤酒中黄曲霉毒素 Q% *Q& *7% *7&

赵舰!程莉!胡黎黎!何健!周春艳!甘源
!重庆市疾病预防控制中心"重庆$!)))!&$

摘$要!目的$建立柱前衍生/S.30/W3d法测定啤酒中黄曲霉毒素 Q% #Q& #7% #7& 的方法" 方法$样品直接经过

乙腈稀释提取!提取液经过离心后!取上清液用多功能柱净化!净化液经氮气吹干#用三氟乙酸衍生后!经定容#微

孔滤膜过滤#进液相色谱分析!以 ,0gS45TS.302;; 5’ 柱$&=% EEm%)) EE!%=" #E%分离!荧光检测器检测!外

标法定量" 结果$! 种黄曲霉毒素线性范围较宽!相关系数 $在 )=>>> & f)=>>> + 之间!黄曲霉毒素 Q% #Q& #7% #7&
检出限分别为 )=)*#)=)&#)=)"#)=)& #X@_X" 加标回收率 >)=!#e f%)"=%#e之间!回收率的 I34在 )=>#e f

"=%’e之间" 结论$本法操作简便#准确度好#精密度高!干扰性小!能满足啤酒中黄曲霉毒素 Q% #Q& #7% #7& 的同

时测定"
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$$黄曲霉毒素是一种强致癌物质"其危害性在于
对人及动物肝脏组织有破坏作用) 在天然污染的
食品如花生*玉米*小麦及其制品中易产生黄曲霉
毒素 Q% $,WQ% %*黄曲霉毒素 Q& $,WQ& %*黄曲霉毒

素 7%$,W7%%*黄曲霉毒素 7& $,W7& %等
’%( "也有报

道在一些中药材中易产生黄曲霉毒素 ’&/’( ) 目前测

定黄曲霉毒素方法较多"有液相色谱质谱法 ’!/*( *液
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相色谱法 ’+/"( *薄层层析法 ’"( *酶联免疫法 ’+( 等)

液相色谱质谱法由于仪器配置较贵"不易推广"薄
层层析法为半定量"酶联免疫法选择性较差"多为
总量测定"现使用较多的液相色谱法又分柱前衍
生和柱后衍生 ’>/%&( "也有无需衍生液相色谱法"但
此法需要大体积流通池的荧光检测器 ’%’( ) 目前测
定对象多为玉米*花生*大米*小麦等 ’%"!"*( "其次是
中药材 ’&/’( "也有对啤酒原材料中黄曲霉毒素的检
测 ’%!/%*( "啤酒原材料中真菌毒素的污染是造成啤
酒安全问题的来源 ’%+( "现未见对啤酒中黄曲霉毒
素的测定方法的研究"所以建立该方法是有必要
的) 本法采用多功能柱净化/柱前衍生/超高效液
相色谱荧光法同时测定啤酒中黄曲霉毒素 Q% *Q& *
7% *7& "操作简便*灵敏度高*准确度好*精密度好*

干扰小)

%$材料与方法
%=%$主要仪器与试剂

RFNM]K,BYPGN[S.30液相色谱仪$带荧光检测
器"美国 RFNM]K%*离心机*氮吹浓缩器*电热恒温干
燥箱*涡旋混匀器)

黄曲 霉 毒 素 标 准 储 备 液 $ 0d,Q/!+’&’/S*
0d,Q/!+’&!/S*0d,Q/!+’&*/S*0d,Q/!+’&+/S"美
国 ;PaMHB\%&均为 ’ #X@EH$介质为苯/乙腈"JMJ:
>"o&%" l&) k下避光保存) 黄曲霉毒素混合标准
工作液&准确吸取适量的黄曲霉毒素标准储备液"

用乙腈溶液稀释成混合标准工作液",WQ%*,WQ&*
,W7%*,W7& 的浓度分别为 ’)*%**%&)*’) LX@EH"
l&) k下避光保存) 三氟乙酸$分析纯%"乙腈$色
谱纯%"多功能净化柱 $-[B\KMa5-&&""美国 <\EM]%

或等效柱")=&& #E聚四氟乙烯滤膜"所有实验室用
水均为超纯水)
%=&$方法
%=&=%$样品处理

提取&将啤酒倒入烧杯中超声 %) EGL 除尽二氧
化碳"取约 &=) X$精确至 )=)% X%于 %* EH离心管
中"加入乙腈至 %)=) EH$以使啤酒与乙腈混合液的
体积比约为 &)o")%"涡旋混匀) ! *)) ]@EGL 离心
* EGL"取上清液备用)

净化&移取约 " EH提取液至多功能净化柱的玻
璃管内"将多功能净化柱的填料管插入玻璃管中并
缓慢推动填料管"净化液就被收集到净化柱的收集
池中)

衍生&取 &=)) EH净化液在 ’) k下用氮气缓缓
地将洗脱液吹至干"分别加入 &)) #H正己烷和
%)) #H三氟乙酸溶液"涡旋 ’) K"在$!) s%%k的恒

温箱中衍生 %* EGL"衍生结束后"在氮气下吹干"准
确加入 %=)) EH乙腈/水$&)o")"JMJ%"涡旋混匀"过
)=&& #E滤膜"滤液供上机分析)
%=&=&$标准溶液的配制

根据检测仪器的灵敏度"准确吸取混合标准工
作液 )* %)* &)* !)* %))* &))* ’))* !))* +)) #H"在
’) k下用氮气缓缓吹干"分别加入 &)) #H正己烷和
%)) #H三氟乙酸溶液"涡旋 ’) K"在$!) s%%k的恒
温箱中衍生 %* EGL"衍生结束后"在氮气下吹干"准
确加入 %=)) EH乙腈/水$&)o")"JMJ%"涡旋 ’) K"过
)=&& #E滤膜"滤液供上机分析) 各组分系列浓度
见表 %)

表 %$,WQ% *,WQ& *,W7% 和 ,W7& 标准系列的浓度$LX@EH%

5FIHM%$0\LBMLN]FNG\L \C,WQ% " ,WQ& " ,W7% FL^ ,W7&
化合物 标准系列的浓度
,WQ% ) )=’ )=+ %=& ’=) +=) >=) %&=) %"=)
,WQ& ) )=%* )=’ )=+ %=* ’=) !=* +=) >=)
,W7% ) %=& &=! !=" %&=) &!=) ’+=) !"=) #&=)
,W7& ) )=’ )=+ %=& ’=) +=) >=) %&=) %"=)

注&标准液应临用前现配制*现衍生

%=&=’$仪器条件
色谱柱&,0gS45TS.302;; 5’ 柱$&=% EEm

%)) EE" %=" #E%",0gS45TS.302;; 5’ 预柱
$&=% EEm* EE"%=" #E%#柱温 !) k#荧光检测
器&激发波长 ’+) LE"发射波长 !!) LE#流动相&,

为水"Q为乙腈#梯度洗脱程序&) f’=!) EGL &*eQ*
’=!) f’=>) EGL &*e f’*eQ*’=>) f>EGL ’*eQ*
> f>=%) EGL ’*e f&*eQ*>=%) f%&EGL &*eQ#进
样量 * #H#流速 )=’ EH@EGL)

&$结果与分析
&=%$样品提取液中乙腈浓度的选择及乙醇的干扰

当乙腈浓度高于 ")e时"各组分回收较好"低
于 ")e时"影响多功能净化柱的柱效"且水分较多"
样品不易吹干"影响衍生化反应#如选择 >)e"就会
减少取样量"降低方法灵敏度) 本法最终选择样品
& X加乙腈至 %) EH"此时乙腈浓度约 ")e"见图 %)

该样品中含有乙醇"通过试验发现"少量乙醇不干
扰测定)
&=&$色谱条件的优化

本试验采用推荐方法 ’+/"( "使用乙腈和水为流
动相洗脱黄曲霉毒素"该法在试验中发现乙腈的浓
度对黄曲霉毒素的分离有重要的影响"故研究了
! 种不同的洗脱程序的分离效果"见表 &) 结果发
现&洗脱程序 %",W7%*,WQ% 峰前展"! 个目标峰都
不够尖锐"且分析时间较长#按照程序 & 洗脱时"仍
然未改变 ,W7%*,WQ% 峰前展"分析时间有所缩短#
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图 %$乙腈的浓度对啤酒中 ! 种黄曲霉毒素提取效率的影响
WGXP]M%$4LCHPMLBM\CFBMN\LGN]GHMB\LBMLN]FNG\L N\NDM

FCHFN\OGLKMON]FBNG\L MCCGBGMLB[

当按照程序 ’ 洗脱时",W7%*,WQ% 峰仍然前展"分
析时间缩短至 + EGL#按照程序 ! 洗脱时"! 个目标
峰分离良好"峰型尖锐"基线平稳"噪声低"对比图
见图 &) 故选用洗脱程序 ! 作为最佳的洗脱梯度"
在此条件下"空白基质样品及加标色谱图见图 ’)

表 &$! 种不同的洗脱程序
5FIHM&$.]\X]FEHGKN\CMHPNG\L

时间
@EGL

洗脱程序 % 洗脱程序 & 洗脱程序 ’ 洗脱程序 !

乙腈
@e

纯水
@e

乙腈
@e

纯水
@e

乙腈
@e

纯水
@e

乙腈
@e

纯水
@e

) &’ ## &’ ## &! #+ &* #*
’=" &’ ## &’ ## &! #+ &* #*
’=> &’ ## ’) #) ’’ +# ’* +*
>=) &’ ## ’) #) ’’ +# ’* +*
>=%) &’ ## &’ ## &! #+ &* #*
%&=) &’ ## &’ ## &! #+ &* #*

图 &$! 种洗脱程序的标准色谱图
WGXP]M&$0D]\EFN\X]FEK\C! MHPNG\L a]\X]FEK

图 ’$最佳流动相条件下的空白样品和加标色谱图
WGXP]M’$0D]\EFN\X]FE\CIMM]KFEaHMFL^ KaG_M̂ KFEaHM

&=’$方法的线性范围*检出限及定量限
标准曲线线性&按照 %=&=’ 仪器条件"绘制 ! 种

黄曲霉毒素的标准曲线"线性范围宽"相关性良好"
相关系数均在 )=>>> 以上#

方法检出限和定量限&用空白基质样品进行低
水平加标"以 ’ 倍信噪比计算检出限 $3Ud%"以
%) 倍信噪比计算定量限 $3Ug%"该方法的检出限
低"满足啤酒中黄曲霉毒素的测定"结果见表 ’)

表 ’$! 种黄曲霉毒素的线性*检出限和定量限
5FIHM’$3GLMF]GN[" YZ4KFL^ YZ[K\C! FCHFN\OGLK

化合物
线性范围
@$ LX@EH%

线性方程
相关系
数 $

YZ4
@$#X@_X%

YZ[
@$#X@_X%

,WQ% )=’) f%"=) #:&#*’+>+l# !!"=+ )=>>> ’ )=)* )=%*

,WQ& )=%* f>=) #:’*%)"!+?%) %>) )=>>> & )=)& )=)+

,W7% %=&) f#&=) #:%)*’%>+l+ !>’=’ )=>>> + )=)" )=&!

,W7& )=’) f%"=) #:%+#"&%+?%> #>’ )=>>> * )=)& )=)+

&=!$方法的精密度和准确度
向啤酒样品中加入混标液进行加标回收试

验"加标水平见表 !) 以基质加标的回收率表示方
法的准确度"加标回收率的相对标准偏差 $I34%
表示方法的精密度"结果见表 *) 从加标回收试验
结果 可 以 看 出"各 水 平 基 质 加 标 的 回 收 率 在
>)=!#e f%)"=%#e之间"回收率的相对标准偏差
在 )=>#e f"=%’e之间"说明方法的精密度和准
确度良好)

表 !$加标水平
5FIHM!$3M‘MHK\CKNFL^F]̂ F̂^GNG\L

混标应用液$ 加入量
@#H

,WQ%
@$#X@_X%

,WQ&
@$#X@_X%

,W7%
@$#X@_X%

,W7&
@$#X@_X%

低水平 &) )=+ )=’ &=! )=+

中水平 %*) !=* &=&* %"=) !=*

高水平 +)) %"=) >=) #&=) %"=)

注&$表示混标浓度分别为 ,WQ% ’) LX@EH*,WQ& %* LX@EH*,W7% %&)
LX@EH*,W7& ’) LX@EH

表 *$黄曲霉毒素的加标回收试验$! :+"e%

5FIHM*$<MB\‘M]GMK\C! FCHFN\OGLK

化合物
低加标水平
@$#X@_X%

中加标水平
@$#X@_X%

高加标水平
@$#X@_X%

回收率 I34 回收率 I34 回收率 I34

,WQ% %)’=*) *=%& >+=## "=%’ >&=)> )=>#

,WQ& >!=#& ’=%& %)*=%& !=’’ %)&=+> !=&&

,W7% >#=)) %=*’ >!=*% &=*+ >)=!# *=%’

,W7& %)+=#* #=&% %)&=’’ !=%* %)"=%# #=)%

&=*$实际样品测定结果

运用本研究方法"对重庆市市售 %’ 个品牌 ’)
份啤酒样品进行检测"均未检出 ,WQ%*,WQ&*,W7%*
,W7&"结果见表 +)
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表 +$重庆市市售不同品牌啤酒中 ! 种黄曲霉毒素测定结果$#X@_X%

5FIHM+$0\LBMLN]FNG\L \C! FCHFN\OGLKGL IMM]KFEaHMKGL 0D\LXYGLXEF]_MN
品牌 品种 ,WQ% ,WQ& ,W7% ,W7&
雪花 勇闯天涯型*华润原汁麦*纯生$听装*瓶装% *精制型*丛林迷彩型*干

爽型*清爽型
t)=)* t)=)& t)=)" t)=)&

山城 清爽型*国宾 %>*"$听装*瓶装% *%>*"$听装*瓶装% t)=)* t)=)& t)=)" t)=)&

重庆 纯生精品 t)=)* t)=)& t)=)" t)=)&

青岛 清爽型*青岛啤酒 t)=)* t)=)& t)=)" t)=)&

百威 纯生*百威$听装*瓶装% t)=)* t)=)& t)=)" t)=)&

嘉士伯 嘉士伯啤酒*冰纯型 t)=)* t)=)& t)=)" t)=)&

哈尔滨 小麦王*冰爽型 t)=)* t)=)& t)=)" t)=)&

蓝带 蓝狮特制*蓝色激情超纯 t)=)* t)=)& t)=)" t)=)&

万奈仕 万奈仕比尔森啤酒 t)=)* t)=)& t)=)" t)=)&

黑啤 黑啤 t)=)* t)=)& t)=)" t)=)&

乐堡 乐堡啤酒 t)=)* t)=)& t)=)" t)=)&

佰斯德利 佰斯德利黑啤 t)=)* t)=)& t)=)" t)=)&

劲黑 劲黑啤酒 t)=)* t)=)& t)=)" t)=)&

’$小结
本文建立了啤酒中黄曲霉毒素 Q%*Q&*7%*7&

同时测定的方法"采用柱前衍生方式"操作简便"与
柱后衍生方式相比"节省仪器成本"易于推广) 该
法各项技术参数满足化学检测技术要求"加标回收
率在 >)=!#e f%)"=%#e之间"相对标准偏差在
)=>#e f"=%’e之间"相关系数 $在 )=>>> & f
)=>>> +"线性关系良好"黄曲霉毒素 Q%*Q&*7%*7&
的检出限分别达到 )=)**)=)&*)=)"*)=)& #X@_X)
如果用于衍生的样品净化液增加到 ! EH"进样量增
加到 %) #H"其灵敏度还可提高 ! 倍) 与国标 7Q@5
*))>=&’!&))+ ’+(以及标准操作程序 ’#( 相比"其灵
敏度更好"前处理更方便"能满足啤酒中黄曲霉毒
素 Q%*Q&*7%*7& 的测定)
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