
黄曲霉毒素是黄曲霉菌和寄生曲霉在一定温度、 湿度条件下产生的真菌毒素，世界卫生组织的国际癌
症研究机构于 1993 年将黄曲霉毒素划定为Ⅰ类致癌
物。 常见的黄曲霉毒素有 B1、B2、G1、G2，其中 B1 的毒性
和量均为最大。 我国 GB 2761-2011《食品安全国家标
准食品中真菌毒素限量》中规定玉米及其制品中的黄
曲霉毒素 B1 限量标准为 20 μg/kg，但标准尚未列出食
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摘 要：玉米制品中黄曲霉毒素测定的 2种衍生化方法（柱前衍生和柱后衍生）进行比较。 样品经过 MycrosepTM226

多功能净化柱净化，采用 Waters Symmetry C18（4.6 mm×250 mm，5.0 μm）色谱柱进行分离，荧光检测器检测。柱前衍生

法：样品提取液经净化后，采用三氟乙酸进行衍生后测定。柱后碘衍生法：样品提取液经净化后，经高效液相色谱分

离、柱后碘衍生，荧光检测器检测。结果表明：柱前衍生法，黄曲霉毒素 G1、B1 检出限为 0.05 μg/kg，黄曲霉毒素 G2、B2

检出限为 0.015 μg/kg，r＞0.999 1，回收率在 75.4 %～84.2 %之间；柱后碘衍生法，黄曲霉毒素 G1、B1 检出限为 0.08 μg/kg，

黄曲霉毒素 G2、B2 检出限为 0.015 μg/kg，r＞0.999 2，回收率在 75.2 %～85.7 %之间。2 种衍生方法在线性范围、精密度、

回收率等方面较相似，表明柱前衍生法和柱后碘衍生法均适用于玉米制品中的黄曲霉毒素检测。
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Comparison of Pre-column Derivatization and Post-column Derivatizationfor
Aflatoxin in Corn Products
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Ａｂｓｔｒａｃｔ： To compare 2 derivatization methods for determination of aflatoxin in corn products （pre-column
derivatization and post-column derivatization）. The samples were purified by MycrosepTM 226 multifunction pu－
rification column ， separated by Waters Symmetry C18 （4.6 mm×250 mm， 5.0 μm） and the fluorescence de－
tector was used. Pre-column derivatizationmethod：sample extraction solution was determined by the use of three
fluorine acetic acid for derivatization after purification. Post-column derivatization with iodine：the sample ex－
tract was purified by high performance liquid chromatography， and then detected by fluorescence detector. For
pre-column derivatization， the detection limit of aflatoxin G1， B1 was 0.05 μg/kg， the detection limit of aflatoxin
G2， B2 was 0.015 μg/kg ，r > 0.999 1， and the recovery rate was between 75.4 % and 84.2 %； for post-column
derivatization， the detection limit of aflatoxin G1， B1 was 0.08 μg/kg， the detection limit of aflatoxin G2， B2 was
0.015 μg/kg ，r > 0.999 2， and the recovery rate was between 75.2 % and 85.7 %.The 2 methods are similar in
terms of linear range， precision， recovery and so on. The results showed that the pre-column derivatization and
post-column derivatization are all suitable for the detection of aflatoxin in corn products.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： aflatoxin； pre column derivatization； post column derivatization； comparison
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品中黄曲霉毒素 B2、G1、G2 的限量规定[1]。 因此，有必要
建立稳定可靠、灵敏度高的方法，为建立食品中黄曲
霉毒素的限量标准提供依据。

我国食品中黄曲霉毒素 B1、B2、G1、G2 的检测方法
主要有薄层色谱法[2]和高效液相色谱法（HPLC）[3-4]以及
液相色谱-质谱联用法[5-6]。 其中，HPLC 法因为其方法
准确、灵敏，被广泛采用。 HPLC法检测黄曲霉毒素，需
衍生提高其荧光强度。 目前，常用的衍生化方法有柱
前衍生法、柱后卤衍生法、柱后紫外光衍生法以及柱
后电化学衍生法等方法。 本研究选取玉米制品作为研
究样品， 样品经过前处理后， 分别用 2种衍生化方法
（柱前衍生法和柱后碘衍生法）进行衍生，荧光检测器
检测，并对 2种衍生化方法进行了验证和比较。

1 试验部分
1.1 仪器与试剂

e2695 型高效液相色谱仪配荧光检测器、Waters
Symmetry C18（4.6 mm×250 mm，5.0 μm）色谱柱：Wa－
ters 公司；乙腈（色谱纯）：迪马；多功能净化柱：My－
crosepTM226 柱：Romer Labs 公司； 混合标准贮备液为
B1：1.0 μg/mL，B2：0.3 μg/mL，G1：1.0 μg/mL，G2：0.3 μg/mL，
贮存温度：-10 ℃，定值单位：美国 O2Si smart solutions，
有效期至 2017 年 3 月。 混合标准应用液浓度为 B1：
0.10μg/mL，B2：0.03μg/mL，G1：0.10μg/mL，G2：0.03μg/mL。
1.2 色谱分离条件及衍生条件

色谱柱：Waters Symmetry C18（4.6 mm×250 mm，
5.0 μm）；柱温：40 ℃；激发波长：360 nm，发射波长：
440 nm；进样体积：20 μL。
1.2.1 柱前衍生法

梯度洗脱程序见表 1。

1.2.2 柱后碘衍生法
以甲醇-乙腈-水（25 ∶ 10 ∶ 65，体积比）为流动相，流

速 0.8 mL/min；衍生溶液为 0.05 %碘溶液（取碘 0.5 g，
加入甲醇 100 mL使溶解， 用水稀释定容至 1 000 mL，
即得），流速 0.5 mL/min，衍生反应温度 70℃。

1.3 标准曲线的制备
1.3.1 柱前衍生法

准确吸取混合标准应用液 1、2、10、20、100、200 μL
于 10 mL刻度吸管中，氮气挥干。 加入 200 μL 正己烷
和 100 μL 三氟乙酸，混匀 30 s 后，（40±1）℃水浴衍生
15 min，转移至 1.5 mL 样品瓶中，氮气吹干后用乙腈-
水（15 ∶ 85，体积比）定容至 1.0 mL，进样 20 μL，测定峰
面积，以峰面积 Y 为纵坐标，标准溶液浓度（ng/mL）X
为横坐标，绘制标准曲线。
1.3.2 柱后碘衍生法

准确吸取混合标准应用液 1、2、10、20、100、200 μL
于 1.5 mL 样品瓶中，用乙腈-水（15 ∶ 85，体积比）定容
至 1.0 mL，进样 20 μL，测定峰面积，以峰面积 Y为纵坐
标，标准溶液浓度（ng/mL）X为横坐标，绘制标准曲线。
1.4 样品液的制备
1.4.1 柱前衍生法

准确称取试样 5.0 g 左右于 50 mL 离心管， 加入
20 mL 乙腈-水（84 ∶ 16，体积比）提取，5 000 r/min 离心
5 min，移取约 8 mL 提取液经过功能净化管净化后，从
收集池内准确移取 2 mL 净化液于棕色具塞小瓶中，
60 ℃水浴下氮气吹干， 加入 200 μL 正己烷和 100 μL
三氟乙酸，混匀 30 s后，（40±1）℃水浴衍生 15 min。 氮
气吹干，以 1 mL 乙腈-水（15 ∶ 85，体积比）溶解，混匀
30 s，过 0.22 μm 水膜，待测。
1.4.2 柱后碘衍生法

准确称取试样 5.0 g 左右于 50 mL 离心管， 加入
20 mL 乙腈-水（84 ∶ 16，体积比）提取，5 000 r/min 离心
5 min，移取约 8 mL 提取液经过功能净化管净化后，从
收集池内准确移取 2 mL 净化液于棕色具塞小瓶中，
60 ℃水浴下氮气吹干，以 1 mL 乙腈-水（15 ∶ 85，体积
比）溶解，混匀 30 s，过 0.22 μm 水膜，待测。

2 结果与分析
2.1 色谱图

柱前衍生法和碘柱后衍生法的色谱图见图 1。

表 1 梯度洗脱程序

Table 1 Gradient elution conditions

时间/min 乙腈/% 水/%

0.0 15.0 85

8.00 17.0 83

23.00 25.0 75

32.00 25.0 75

37.00 15.0 85

45.00 15.0 85
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表 3 方法回收率及精密度（n=6）

Table 3 Recoveries and precision

添加水
平/μL

黄曲霉
毒素

柱前衍生 柱后碘衍生

回收率/% RSD/% 回收率/% RSD/%

10 G1 75.4 4.7 76.9 4.2

B1 76.0 3.9 75.2 5.1

G2 75.5 4.2 75.8 4.4

B2 77.2 5.1 76.2 5.3

100 G1 82.1 3.7 77.1 4.1

B1 79.3 3.6 79.3 3.9

G2 84.2 4.1 85.7 4.2

B2 80.6 4.2 83.9 3.7

8.00
7.00
6.00
5.00
4.00
3.00
2.00
1.00
0.00

-1.00
-2.00

EU

0.00 5.00 40.00
时间/min

10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00

43

2
1

B

1.黄曲霉毒素G1；2.黄曲霉毒素 B1；3.黄曲霉毒素G2；4.黄曲霉毒素 B2。

图 1 柱前衍生法（A）和柱后碘衍生法（B）HPLC色谱图

Fig.1 HPLC chromatograms of pre-column derivatization（A）and

post-column derivatization（B）

2.2 标准曲线及检出限
线性范围及检出限见表 2。

结果表明：柱前衍生法，黄曲霉毒素 G1、B1 检出限
为 0.05 μg/kg， 在 0.15 μg/kg~30 μg/kg 范围内线性关
系良好， 黄曲霉毒素 G2、B2 检出限为 0.015 μg/kg，在
0.05 μg/kg~10 μg/kg 范围内线性关系良好； 柱后碘
衍生法， 黄曲霉毒素 G1、B1 检出限为 0.08 μg/kg，在
0.25 μg/kg~50 μg/kg 范围内线性关系良好， 黄曲霉毒
素 G2、B2 检出限为 0.015 μg/kg，在 0.05 μg/kg~10 μg/kg
范围内线性关系良好。
2.3 方法回收率和精密度

在已知不含黄曲霉毒素的玉米制品中分别加入
10、100 μL混合标准应用液，按 1.4节样品液的制备试
验方法进行提取、净化和检测，重复测定 6 次，计算各
种黄曲霉毒素的平均回收率及相对标准偏差，其结果
见表 3。
2.4 样品测定

采用上述 2 种方法分别对市售 10 份玉米制品进

行测定，均未检出黄曲霉毒素。

3 结论与讨论
本研究采用两种衍生化方法对玉米制品中的黄

曲霉毒素进行了检测，并对两种方法进行了比较。 结
果表明柱前衍生和柱后碘衍生法测定黄曲霉毒素在
线性范围、重复性、回收率等方面较相似，两种方法均
适用于玉米制品中的黄曲霉毒素检测。 柱前衍生法无
需专门的柱后衍生装置，但前处理过程中需要对样品
进行衍生，较为繁琐；碘衍生化法需要添加专门的柱
后衍生泵来输送衍生液，而且每天都需要配制腐蚀性
的碘溶液。 柱前衍生法对于小批量的样品比较适用，
柱后衍生法在大批量样品时候可以节省大量的人力，
具体工作时，可根据样品量的大小以及实验室仪器的
配备情况等选择合适的方法。
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表 2 黄曲霉毒素的回归方程、相关系数及线性范围（柱前衍生法和

柱后碘衍生法）

Table 2 Regression equations，correlation coefficients and linear

ranges of aflatoxins（pre-columnderivatization and post-column

derivatization with iodine）

黄曲霉
毒素

柱前衍生 柱后碘衍生

线性范围/
（μg/kg）

r
检出限/
（μg/kg）

线性范围/
（μg/kg）

r
检出限/
（μg/kg）

G1 0.15~30 0.999 4 0.05 0.25~50 0.999 2 0.08

B1 0.15~30 0.999 8 0.05 0.25~50 0.999 3 0.08

G2 0.05~10 0.999 3 0.015 0.05~10 0.999 5 0.015

B2 0.05~10 0.999 1 0.015 0.05~10 0.999 4 0.015
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