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免疫亲和柱净化—高效液相色谱法同时
检测小麦中脱氧雪腐镰刀菌烯醇

及其衍生物
王　 培１，徐广超２，尹丽梅３，黎　 睿４，谢　 刚４
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摘　 要：建立脱氧雪腐镰刀菌烯醇（ＤＯＮ）及其衍生物３ －乙酰基—脱氧雪腐镰刀菌烯醇（３ － Ａ －
ＤＯＮ）和１５ －乙酰基—脱氧雪腐镰刀菌烯醇（１５ － Ａ － ＤＯＮ）的免疫亲和柱净化—高效液相色谱同
时检测方法。小麦样品经超纯水提取、免疫亲和柱净化、吹干、定容后，用配有紫外检测器的高效液
相色谱仪进行ＤＯＮ、３ － Ａ － ＤＯＮ和１５ － Ａ － ＤＯＮ三种毒素的同时检测，并与液相色谱质谱法比
对。结果表明：该方法检出限，ＤＯＮ、３ － Ａ － ＤＯＮ和１５ － Ａ － ＤＯＮ均为１００ μｇ ／ ｋｇ，样品加标回收率
范围８６． ６％ ～ ９６． ５％，变异系数小于１０％，具有较好的准确性和精密度。该方法简单、快速、灵敏
度高、选择性好，适用于小麦中ＤＯＮ、３ － Ａ － ＤＯＮ和１５ － Ａ － ＤＯＮ的同时检测。
关键词：免疫亲和柱；脱氧雪腐镰刀菌烯醇；３ －乙酰基—脱氧雪腐镰刀菌烯醇；１５ －乙酰基—脱氧
雪腐镰刀菌烯醇；高效液相色谱
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　 　 脱氧雪腐镰刀菌烯醇（ｄｅｏｘｙｎｉｖａｌｅｎｏｌ，ＤＯＮ），俗
称呕吐毒素（ｖｏｍｉｔｏｘｉｎ），是一种由镰刀菌属等产生
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的毒性代谢产物，属于单端孢霉烯族化合物［１］，３ －
乙酰基－脱氧雪腐镰刀菌烯醇（３ － ａｃｅｔｙｌ － ｄｅ
ｏｘｙｎｉｖａｌｅｎｏｌ ，３ － Ａ － ＤＯＮ）和１５ －乙酰基－脱氧雪
腐镰刀菌烯醇（１５ － ａｃｅｔｙｌ － ｄｅｏｘｙｎｉｖａｌｅｎｏｌ ，１５ － Ａ
－ ＤＯＮ）是其衍生物［２］。这类毒素化学性质非常稳
定，在加工、储存及烹调过程中一般不会被破坏。其
毒性主要表现为急性毒性、免疫毒性、细胞毒性、生
殖毒性和三致作用等［３ － ５］。目前已经被联合国粮农
组织和世界卫生组织确定为最危险的自然发生食品
污染物。过去对其毒性认识仅限于ＤＯＮ，随着认识
的深入，对ＤＯＮ衍生物的控制也日益重视。食品添
加剂联合专家委员会（ＪＥＣＦＡ）在２０１０年４月第７２
次会议上决定，将原来针对ＤＯＮ的暂定每日容许最
大摄入量（ＰＭＴＤＩ）改为针对ＤＯＮ、３ － Ａ － ＤＯＮ、１５
－ Ａ － ＤＯＮ化合物组的１ μｇ·ｋｇ －１·ｄ －１，我国
２０１４年国家食品安全风险监测计划中明确要求检
测小麦粉、燕麦（含燕麦片）、婴幼儿谷物类辅助食
品中的ＤＯＮ、３ － Ａ － ＤＯＮ和１５ － Ａ － ＤＯＮ三种化
合物。

ＤＯＮ、３ － Ａ － ＤＯＮ和１５ － Ａ － ＤＯＮ的病原菌是
镰刀菌，该菌在温润多雨的温带气候条件下特别容
易繁殖，主要污染小麦、大麦、玉米等粮食作物［６ － ８］。
Ｔｕｔｅｌｙａｎ［９］、Ｔｒｕｃｋｓｅｓｓ［１０］、Ｄｅｘｔｅｒ［１１］、Ｊｉ［１２］等研究人
员分别调查了俄罗斯、美国、德国和我国小麦、玉米
等中ＤＯＮ的污染水平，检出率均超过４０％。甄阳
光等调研我国主要饲料原料及产品中呕吐毒素污染
分布规律［１３］，发现呕吐毒素在我国的污染仍较为普
遍，其分布存在着一定的规律。２０１０年，中国疾病
预防控制中心调研发现［１４］，１２个省（直辖市／自治
区）采集到的玉米及其制品、小麦粉、大米和花生共
计６５０份样品，污染最严重的玉米样品中ＤＯＮ的检
出率为８４． ６５％，３ － Ａ － ＤＯＮ的检出率为７１． ６３％，
１５ － Ａ － ＤＯＮ的检出率为９２． ５６％，说明我国粮食
中ＤＯＮ的污染不容乐观。因此，建立快速、有效的
检测手段刻不容缓。

国内外已开展ＤＯＮ单种毒素的高效液相色谱
检测方法研究，Ｋｌｏｔｚｅｌ［１５］比较了不同净化处理对食
品中ＤＯＮ检测的高效液相色谱检测效果；毛丹
等［１６］采用免疫亲和柱净化后用高效液相色谱法测
定粮谷中的呕吐毒素；但已有液相色谱检测方法无
法实现ＤＯＮ及其衍生物同时检测。另外，耿玉辉
等［１７］采用酶联免疫试剂盒法测定呕吐毒素。目前
行业标准ＳＮＴ ３１３７—２０１２中采用的是固相萃取柱
净化［１８］，样本前处理过程相对比较复杂，净化除杂
效果不是很好，必须配合灵敏度非常高的ＬＣ ／ ＭＳ ／
ＭＳ才能满足检测需求，同时要求检测人员具有较

高的检测技能。本实验采用免疫亲和柱净化，ＨＰＬＣ
法即可同时检测小麦中ＤＯＮ、３ － Ａ － ＤＯＮ和１５ － Ａ
－ ＤＯＮ。该方法操作简便、经济实用，适用于多种毒
素的同时检测，易推广使用。
１　 材料与方法
１． １　 仪器与材料

高效液相色谱仪（配紫外检测器）：美国Ａｇｉｌｅｎｔ
公司；Ｕｎｉｔａｒｙ － Ｃ１８柱：上海华谱公司；粉碎机：美国
Ｒｏｍｅｒ公司；电子天平：梅特勒公司；涡旋混合器：美
国Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｉｎｄｕｓｔｒｉｅｓ公司；离心机：无锡市瑞江分析
仪器有限公司；免疫亲和柱气控操作系统：北京华安
麦科生物技术有限公司；纯水仪：美国Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司；
免疫亲和柱：北京华安麦科生物技术有限公司；ＤＯＮ、３
－Ａ －ＤＯＮ和１５ －Ａ －ＤＯＮ标准溶液：美国Ｓｕｐｅｌｃｏ公
司；甲醇、乙腈（色谱级）；小麦样品：从特定地区采集。
１． ２　 液相条件

测定ＤＯＮ、３ － Ａ － ＤＯＮ和１５ － Ａ － ＤＯＮ的液
相色谱条件：

色谱柱：Ｕｎｉｔａｒｙ—Ｃ１８柱；填料５ μｍ；直径×长
度＝ ４． ６ ｍｍ ×１５０ ｍｍ；流动相：乙腈水溶液；

梯度洗脱条件：０ ～ ４ ｍｉｎ，１５％乙腈；４ ～ ４． １
ｍｉｎ，３０％乙腈；４． １ ～ ９ ｍｉｎ，３０％乙腈；９ ～ １２ ｍｉｎ，
１５％ 乙腈；流速：１ ｍＬ ／ ｍｉｎ；进样量：２０ μＬ；
柱温：３０ ℃；紫外检测波长：２２４ ｎｍ
１． ３　 实验方法
１． ３． １　 样品的提取

参考ＤＯＮ免疫亲和柱说明书中推荐的提取方
法进行提取，由于ＤＯＮ为强极性物质，易溶于水，而
且有机溶剂易导致亲和柱中的抗体失活，因此采用
超纯水作为提取液。

称取５ ｇ（精确至０． ０１ ｇ）样品于５０ ｍＬ离心管
中，加入２５ ｍＬ超纯水，于涡旋混合器上涡旋提取
５ ｍｉｎ，４ ０００ ｒ ／ ｍ离心５ ｍｉｎ。取上清液１０ ｍＬ，然后
用玻璃纤维滤纸过滤，收集滤液备用。
１． ３． ２　 免疫亲和柱净化

上样：将免疫亲和柱与注射器的针筒连接，安装
在气控操作架上，取２． ３． １中的滤液２． ５ ｍＬ（相当
于０． ５ ｇ样品）注入针筒中，调节流速至１ ～ ２滴／
秒。洗涤：用超纯水洗涤免疫亲和柱，调节流速至
２ ～ ３滴／秒，每次１０ ｍＬ，洗涤两次。洗脱：将柱内液
体全部排干后，加入１ ｍＬ甲醇（色谱级）清洗柱子，
调节流速约１滴／秒，并收集于１０ ｍＬ离心管中。
１． ３． ３　 最佳洗脱条件的确定

分别考察不同比例乙腈－水溶液等度洗脱和梯
度洗脱对ＤＯＮ及其衍生物分离效果的影响。以组
分色谱峰面积和分离度作为考察指标，确定最佳洗
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脱条件。
１． ３． ４　 液相色谱测定

将上述洗脱液在５０ ℃下氮气吹干，加入１ ｍＬ
２０％乙腈水溶液复溶，复溶液用０． ２２ μｍ针式滤器
过滤，然后注入液相色谱仪中进行分析。
２　 结果与分析
２． １　 洗脱条件的确定
２． １． １　 等度洗脱

用２５％乙腈—水作为洗脱液，在流速１ ｍＬ ／
ｍｉｎ、柱温３０ ℃的条件下进行等度洗脱。用紫外检
测器检测，检测波长２２４ ｎｍ，液相色谱图如图１所
示，ＤＯＮ出峰较快，４ ｍｉｎ时即出峰，没有和溶剂峰
分离开来。

图１　 ２５％乙腈等度洗脱液相色谱图
再用２０％乙腈—水作为洗脱液，在流速１ ｍＬ ／

ｍｉｎ、柱温３０ ℃的条件下进行等度洗脱。用紫外检
测器在波长２２４ ｎｍ下进行监测，结果的液相色谱图
如图２所示，ＤＯＮ出峰时间延后，分离较好，但３ － Ａ
－ＤＯＮ和１５ － Ａ －ＤＯＮ未能完全分离，有部分重合。
可见使用等度洗脱分离这３种真菌毒素效果并不好。

图２　 ２０％乙腈等度洗脱液相色谱图
２． １． ２　 梯度洗脱

在流速１ ｍＬ ／ ｍｉｎ、柱温３０ ℃的条件下，将洗脱
比例分为两个阶段进行梯度洗脱，第一阶段将ＤＯＮ
洗脱出峰，发现使用１５％乙腈可在５ ｍｉｎ内使ＤＯＮ
峰分离良好。第二阶段为了使３ － Ａ － ＤＯＮ和１５ －
Ａ － ＤＯＮ洗脱出峰并保证分离度良好，分别尝试了
２０％、２５％、３０％和３５％的乙腈水，结果显示使用
３０％乙腈水洗脱时峰面积最大、分离度最好且基线

最平稳，见图３。因此确定使用梯度洗脱，洗脱条件
为：０ ～ ４ ｍｉｎ，１５％乙腈；４ ～ ４． １ ｍｉｎ，３０％乙腈；
４． １ ～ ９ ｍｉｎ，３０％乙腈；９ ～ １２ ｍｉｎ，１５％乙腈。

图３　 小麦样品免疫亲和柱净化－ＨＰＬＣ法检测ＤＯＮ及其衍生物的色谱图
２． ２　 标准曲线的建立

按照２． ２ 的液相色谱测定条件，分别建立
ＤＯＮ、３ － Ａ － ＤＯＮ和１５ － Ａ － ＤＯＮ的标准曲线，由
标准曲线可得标准方程及相关系数，见表１。
表１　 ＤＯＮ、３ － Ａ － ＤＯＮ和１５ － Ａ － ＤＯＮ的线性方程和相关系数
毒素种类 线性方程 相关系数（Ｒ２）标准溶液浓度／（ｎｇ ／ ｍＬ）
ＤＯＮ ｙ ＝５８． ３３２ｘ －４８７． ４１ ０． ９９９９ ５０、１００、２００、５００、１０００、２０００

３ － Ａ － ＤＯＮ ｙ ＝５１． ３４１ｘ －３５５． ６２ １． ００００ ５０、１００、２００、５００、１０００、２０００
１５ － Ａ － ＤＯＮ ｙ ＝５１． ３３１ｘ －６６９． ６８ ０． ９９９９ ５０、１００、２００、５００、１０００、２０００

应用液相色谱计算软件计算，以３倍信噪比对
应的毒素含量为检出限（Ｓ ／ Ｎ ＝ ３），得出ＤＯＮ、３ － Ａ
－ ＤＯＮ和１５ － Ａ － ＤＯＮ的检出限均为１００ μ ｇ ／ ｋｇ。
三种毒素的标准曲线的相关系数Ｒ２ 均大于
０． ９９９ ９，结果表明，ＤＯＮ、３ － Ａ － ＤＯＮ和１５ － Ａ －
ＤＯＮ在５０ ～ ２０００ μｇ ／ Ｌ范围内具有良好的线性关
系。
２． ３　 准确性和精密度

为了验证方法的准确性和可靠性，对测定方法
进行加标回收和重复性测定。在阴性小麦样品中同
时添加ＤＯＮ、３ － Ａ － ＤＯＮ和１５ － Ａ － ＤＯＮ三种毒
素，每种毒素三个添加水平，然后进行５次重复试
验，其检测结果见表２。

表２　 小麦样品加标回收率及变异系数

毒素种类 添加浓度
／（μ ｇ ／ ｋｇ）

重复测定五次
平均值／（μ ｇ ／ ｋｇ）

平均回
收率／ ％

变异系数
ＣＶ ／ ％

２００ １８３． ６８ ９１． ８４ ２． ７
ＤＯＮ ５００ ４６７． ０２ ９３． ４０ ７． ９１

１ ０００ ９６５． １２ ９６． ５１ ５． ９１
２００ １７３． ２６ ８６． ６３ ８． ２４

３ － Ａ － ＤＯＮ ５００ ４６２． ７２ ９２． ５４ ８． １９
１ ０００ ９４６． ２１ ９４． ６２ ９． ２８
２００ １７５． ２６ ８７． ６３ ８． ２４

１５ － Ａ － ＤＯＮ ５００ ４５４． ２２ ９０． ８４ ８． １９
１ ０００ ９４１． ６５ ９４． １６ ９． ２８
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　 　 从表２中回收率及精密度数据可以看出，本方
法测定ＤＯＮ、３ － Ａ － ＤＯＮ和１５ － Ａ － ＤＯＮ的回收
率全部在８６％ ～ ９７％之间，室内三个水平添加五次
重复的变异系数在１０％以内。说明该方法检测的
准确度、精密度良好，满足样本中ＤＯＮ、３ － Ａ － ＤＯＮ
和１５ － Ａ － ＤＯＮ检测的要求。
２． ４　 实际样品验证

选取小麦样本数份，对建立的免疫亲和柱净化
高效液相色谱法进行验证，以确定该方法的准确性
和适用性。样本的检测结果如表３所示，与我国质
检系统采用的多功能萃取柱净化高效液相色谱—质
谱法检测的结果一致，重复性较好。与本研究建立
的方法相比，标准方法采用多功能净化柱净化处
理，除杂抗干扰能力欠佳，必须配合高效液相色
谱—质谱仪器才可以检测，使用和维护成本较高，
对专业人员的操作技能提出较高的要求。本方法
利用抗原抗体间高度特异性结合的特点，实现
ＤＯＮ及其衍生物３ － Ａ － ＤＯＮ和１５ － Ａ － ＤＯＮ的
同时净化，净化效果好，采用高效液相色谱分析即
可达到较高的灵敏度。

表３　 小麦样本检测方法比对

编号 项目 固相萃取
－ ＬＣ ／ ＭＳ

免疫亲和柱
－ ＨＰＬＣ

符合率
／ ％

ＤＯＮ １ ２０６． ２４ １ ２３５． ５４ １０２． ４３
１ ３ － Ａ － ＤＯＮ ／ ／ ／

１５ － Ａ － ＤＯＮ ／ ／ ／

ＤＯＮ ２ ０５８． ６２ ２ １７８． ３７ １０５． ８２
２ ３ － Ａ － ＤＯＮ ３４６． ７１ ３５６． １６ １０２． ７３

１５ － Ａ － ＤＯＮ ５３９． ９４ ５３７． ０９ ９９． ４７

ＤＯＮ ６２１． ９６ ６５８． ２６ １０５． ８４
３ ３ － Ａ － ＤＯＮ ／ ／ ／

１５ － Ａ － ＤＯＮ ／ ／ ／

ＤＯＮ １ ６７９． ５３ １ ７８４． ２５ １０６． ２４
４ ３ － Ａ － ＤＯＮ ３４７． ２４ ３５６． １３ １０２． ５６

１５ － Ａ － ＤＯＮ ４４４． ６５ ４６７． １２ １０５． ０５

ＤＯＮ ８６４． ２２ ８３２． ９８ ９６． ３９
５ ３ － Ａ － ＤＯＮ ／ ／ ／

１５ － Ａ － ＤＯＮ ／ ／ ／

３　 结论
利用免疫亲和柱同时净化样本中的ＤＯＮ、３ － Ａ

－ ＤＯＮ和１５ － Ａ － ＤＯＮ，用高效液相色谱进行检
测，建立了小麦中ＤＯＮ、３ － Ａ － ＤＯＮ和１５ － Ａ －
ＤＯＮ同时检测的方法。加标回收和重复性测定结
果表明，该方法具有较好的准确性和精密度。经实
际样品验证，与质检系统采用的多功能净化柱高效
液相色谱—质谱法检测的结果一致，重复性较好，该
方法具有较好的可行性和适用性。
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