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小麦脱氧雪腐镰刀菌烯醇
（ＤＯＮ）检测方法的研究

欧阳毅，程树峰，唐　芳，张海洋

（国家粮食局科学研究院，北京　１０００３７）

摘　要：建立了一种新的小麦脱氧雪腐镰刀菌烯醇（ＤＯＮ）高效液相色谱检测方法。采用聚乙二醇
和水对小麦样品进行振荡提取，提取液分别用活性炭、柱层析硅胶、中性氧化铝、酸性氧化铝、碱性

氧化铝净化，比较几种吸附剂对小麦ＤＯＮ净化效果。结果表明，用酸性氧化铝净化效果最好，除杂
率为６６．３％，净化液通过０．２２μｍ聚醚砜滤膜可直接用于 ＨＰＬＣ检测；色谱条件：分离柱为 Ｃ１８
柱；流动相为甲醇∶水（２０∶８０）；波长为２３０ｎｍ。三水平加标平均回收率为９１．０％～１０３．７％，不同
污染水平的小麦阳性样品精密度试验相对标准偏差（ＲＳＤ）为２．３％～８．５％；与免疫亲和柱（ＩＡＣ）
净化方法比较，方法间误差为２．３％～８．４％。本方法具有操作简便、快速、准确、成本低，可满足小
麦ＤＯＮ大宗样品定量测定的要求。
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　　脱氧雪腐镰刀菌烯醇（Ｄｅｏｘｙｎｉｖａｌｅｎｏｌ，ＤＯＮ）又
称呕吐毒素（Ｖｏｍｉｔｏｘｉｎ），是一种主要由禾谷镰孢菌
（Ｆ．ｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ）、黄色镰孢菌（Ｆ．ｃｕｌｍｏｒｕｍ）等镰孢
菌属真菌产生的单端孢霉烯族毒素［１］。ＤＯＮ主要污
染小麦、大麦、玉米等谷类作物［２］，对谷物污染率和污

染水平居镰孢菌毒素之首［３］。ＤＯＮ可导致不同程度
的腹泻、呕吐、发烧等急性中毒症状，且与免疫抑制、

克山病、食管癌等疾病也有密切联系，给人畜健康、农

业经济造成极大危害和损失［４－６］，世界上屡屡有人类

ＤＯＮ中毒事件的报导［７］。小麦是全球主要粮食作物

之一，也是ＤＯＮ最易污染作物之一。因此，世界各国
对小麦ＤＯＮ的污染都制定了严格限量标准，美国和
欧盟分别为２０００μｇ／ｋｇ和１７５０μｇ／ｋｇ［８］，我国小麦
中ＤＯＮ的限量标准为１０００μｇ／ｋｇ［９］。

近几十年来，国内外有关ＤＯＮ污染检测技术的
研究有大量的报导，已用于粮食、食品检验的方法主
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要有 薄 层 层 析 法 （ＴＬＣ）［１０－１１］、气 相 色 谱
（ＧＣ）［１２－１３］、高效液相色谱（ＨＰＬＣ）［１４－１６］和酶联免
疫（ＥＬＩＳＡ）［１７－１８］等。ＴＬＣ法是一种经典的真菌毒
素检测方法，曾在相当长时间里被广泛应用于真菌

毒素的检测［１９－２０］，但这种方法操作繁琐、误差较大，

随着高效色谱技术快速发展，这项技术渐渐被替代；

ＧＣ法也曾被广泛应用的一种真菌毒素检测方法，
但方法操作复杂，样品需要衍生等问题，目前使用也

逐渐减少；ＥＬＩＳＡ法是一种粮食中 ＤＯＮ污染的快速
筛查方法，有时也可用于 ＤＯＮ的半定量测定，这种
方法在国内外使用十分普遍，但会因抗体与ＤＯＮ的
乙酰化类似物的交叉反应而易出现假阳性现

象［２１－２２］。目前采用免疫亲和柱净化，ＨＰＬＣ检测是
国内外粮食中ＤＯＮ检测使用最为普遍的一种方法，
美国［２３］、欧盟中英国［２４］、德国［２５］、瑞典［２６］等主要

国家均使用此法，我国于２００９年制定的国家标准也
是采用这种方法［２７］。但由于免疫亲和柱的成本过

高，大大影响了方法的使用和推广。

我国是小麦ＤＯＮ污染重灾区，特别是在小麦主
产区ＤＯＮ污染现象每年有不同程度的发生，并有逐
年上升态势。小麦ＤＯＮ污染的快速、准确、低成本、
大宗样品检测技术已成为我国粮食安全检测的一个

瓶颈。本实验是在前人研究的基础上，对小麦 ＤＯＮ
提取和净化进行了改进，建立了一个小麦ＤＯＮ污染
的检测新方法，以满足我国小麦ＤＯＮ污染检测工作
的需要。

１　材料与方法
１．１　材料
１．１．１　仪器

ＬＣ－１０ＡＴ高效液相色谱仪：日本 ＳＨＩＭＡＤＺＵ
公司；高速搅拌均质器：美国 ＷａｒｉｎｇＣｏｍｍｅｒｃｉａｌ公
司；ＪＳＦＭ－１粮食水分测试粉碎磨：成都粮食储藏科
学研究所；ＨＹ－４调速多用振荡器：常州国华电器
有限公司；ＰＬ４０３－ＩＣ电子天平：上海Ｍｅｔｔｌｅｒ－Ｔｏｌｅ
ｄｏ公司。
１．１．２　样品与试剂

小麦ＤＯＮ阳性和阴性样品：采自我国小麦主产
区。

ＤＯＮ标准品：ｓｉｇｍａ；聚乙二醇：ＰＥＧ８０００；甲
醇：色谱纯；活性炭、柱层析硅胶、中性氧化铝、酸性

氧化铝、碱性氧化铝均为分析纯；医用脱脂棉；实验

用水为Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ制备的超纯水。
ＤＯＮ标准储备液：用甲醇将 ＤＯＮ标准品配制

成２０μｇ／ｍＬ的ＤＯＮ标准储备液，置于－２０℃的冰
箱保存，使用时稀释成所需质量浓度的ＤＯＮ标准工
作液。

１．２　方法
１．２．１　样品提取

称取１０．００ｇ小麦粉，于 ３００ｍｌ三角瓶中，加
２．００ｇ聚乙二醇和１００ｍＬ水，瓶口用薄膜密封，于
２００ｒ／ｍｉｎ下振荡提取１ｈ，得到小麦ＤＯＮ提取液。
１．２．２　净化

在５ｍＬ注射器筒的底部，加少许脱脂棉平铺压
紧，分别加入１．００ｇ活性炭、柱层析硅胶、中性氧化
铝、酸性氧化铝、碱性氧化铝，上层加少许脱脂棉压

紧，注射器出口与０．２２μｍ滤膜连接，在注射器筒
内加入４．０ｍＬ提取液，将活塞插入针筒，控制流速
为１滴／ｓ，收集流出净化液，备用。免疫亲和柱净化
操作与国标方法相同［２７］。

１．２．３　色谱条件
色谱柱：ＤｉａｍｏｎｓｉｌＣ１８（２）柱（４．６ｍｍ×２５０

ｍｍ，５μｍ）；流动相∶甲醇∶水（２０∶８０）；流速：０．８
ｍＬ／ｍｉｎ；进样体积：１０μＬ；柱温：常温；检测波长：
２３０ｎｍ。
２　结果与分析
２．１　样品提取时间的优化

为了减少操作步骤和提高样品提取效率，以满

足大宗样品分析的要求，本实验在国标提取方法基

础上，将均质器单一样品提取改为振荡器批量提取。

试验了在２００ｒ／ｍｉｎ振荡条件下不同提取时间（１０、
２０、３０、４０、６０、８０、１００ｍｉｎ）的提取效果。结果表明，
采用在 ２００ｒ／ｍｉｎ振荡提取 ６０ｍｉｎ的提取效率最
高，可将待测定ＤＯＮ成分提取完全。
２．２　样品净化方法的优化

文献报道的 ＤＯＮ净化的方法有固相萃取法
（ｓｏｌｉｄ－ｐｈａｓｅｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ，ＳＰＥ）［２８－２９］，多功能净化柱
（ｍｕｌｔｉ－ｆｕｎｃｔｉｏｎｃｏｌｕｍｎ，ＭＦＣ）［３０］，免疫亲和柱
（ｉｍｍｕｎｅ－ａｆｆｉｎｉｔｙｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ＩＡＣ）［３１］，超临界
流体提取法（ｓｕｐｅｒｃｒｉｔｉｃａｌｆｌｕｉｄｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ，ＳＦＥ）［３２］，
目前在国内外使用最多是免疫亲和柱净化，该方法

操作简便、净化效果好，但亲和柱的成本较高，处理

一个样品需要１５０元左右。在本实验中用活性炭、
柱层析硅胶、中性氧化铝、酸性氧化铝、碱性氧化铝

五种吸附剂对小麦ＤＯＮ净化效果进行实验，并以免
疫亲和柱净化方法作对照。按方法１．２．１和１．２．２
步骤进行样品提取、净化和色谱测定。结果见图１。

本实验中选择的五种吸附剂，除活性炭对小麦

ＤＯＮ有吸附作用，无法用于样品净化外，其它四种
吸附剂对小麦提取液均有不同程度净化效果。按净

化效果排序为酸性氧化铝＞碱性氧化铝＞中性氧化
铝＞柱层析硅胶（见图１）。以净化和未净化样品在
２３０ｎｍ色谱总峰面积比计算出各吸附剂除杂率分
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别为６６．３％、２２．０％、２０．２％、０．３％。结果表明，以
酸性氧化铝对小麦ＤＯＮ提取液净化效果最好，通过
一次净化除去大部分杂质，可满足色谱分析要求。

对真菌感染较重含杂质较多的样品，提取液过滤时，

可增加一次净化处理步骤，即在定量滤纸内加５ｇ
酸性氧化铝，进行二次净化处理，这对色谱柱使用寿

命延长有益。在试验中用免疫亲和柱作对比，从色

谱图可看出，两种净化方法均可满足小麦ＤＯＮ色谱
分离测定的要求。用酸性氧化铝净化一个样品仅需

０．０４２元，大大降低了检测成本。

　　（ａ：未净化样品；ｂ：柱层析硅胶；ｃ：中性氧化铝；ｄ：碱性氧

化铝；ｅ：酸性氧化铝；ｆ：免疫亲和柱）

图１　不同吸附剂对小麦样品（ＣＤＯＮ≈１４００μｇ／ｋｇ）

浓度前处理除杂效果对比

２．３　线性关系、检出限及定量限
在优化的实验条件下，用甲醇将ＤＯＮ标准溶液

配制一系列浓度进行测定，以峰面积（ｙ）为纵坐标，
ＤＯＮ标准液浓度（ｘ，μｇ／ｍＬ）为横坐标进行线性回
归；以Ｓ／Ｎ＝３和Ｓ／Ｎ＝１０分别确定 ＤＯＮ在样品中
的检出限（ＬＯＤ）和定量限（ＬＯＱ）。得到回归方程为
ｙ＝３０７１６．６５ｘ－６０７．５２，小麦ＤＯＮ在０．０２～５μ／ｍＬ
线性范围内有良好的相关性（Ｒ２＝０．９９９５），方法的
ＬＯＤ为０．０２μｇ／ｍＬ，ＬＯＱ为０．０６５μｇ／ｍＬ。结果表
明，本方法具有较高的灵敏度，可对小麦 ＤＯＮ含量
较低的样品进行检测。

２．４　回收率
选用小麦主产区阴性小麦样品，分别在样品中添

加 ＤＯＮ系列标准溶液，添加水平为 ５００、１０００、
２０００μｇ／ｋｇ，按方法１．２．１和１．２．２步骤进行样品提
取、净化和色谱测定，计算加标平均回收率，结果见

表１。　　

表１　回收试验（ｎ＝５）

添加浓度／（μｇ／ｋｇ） 实测浓度／（μｇ／ｋｇ） 回收率／％
５００ ５１８．５ １０３．７
１０００ ９６８．０ ９６．８
２０００ １８２０．０ ９１．０

由表 １可知小麦 ＤＯＮ的加标平均回收率在

９１．０％～１０３．７％。结果表明，在不同的加标水平
下，小麦 ＤＯＮ的回收率较为稳定，具有良好的准确
性，可满足小麦ＤＯＮ检测的要求。
２．５　精密度

选用我国小麦主产区三个不同污染水平的小

麦，按照方法１．２．１和１．２．２操作进行样品提取、净
化和测定，结果见表２。

表２　精密度试验（ｎ＝６）

编号 样品１／（μｇ／ｋｇ） 样品２／（μｇ／ｋｇ） 样品３／（μｇ／ｋｇ）
１ ２５１．４ １４２４．３ ３０７３．０
２ ２１６．５ １４０２．４ ２９８０．０
３ ２２７．９ １４５９．７ ２９８５．０
４ １９３．８ １４４５．６ ２８８４．５
５ ２１７．１ １４９０．３ ２９３４．８
６ ２１８．８ １４８１．５ ２８７３．８
ｘ ２２０．９ １４５０．６ ２９５５．２

ＲＳＤ／％ ８．５ ２．３ ２．５

由表２可知三个水平小麦ＤＯＮ阳性样品六次重
复测定，样品１、样品２、样品３平均值分别为２２０．９、
１４５０．６、２９５５．２μｇ／ｋｇ，相对标准偏差范围（ＲＳＤ）为
２．３％～８．５％。结果表明，试验所选三个阳性样品
ＤＯＮ含量基本代表了天然小麦ＤＯＮ污染水平，精密
度较好，可满足小麦ＤＯＮ的检测需求和安全性评价。
２．６　方法对比

选择三个小麦阳性样品，按照１．２．１和１．２．２方
法操作进行样品提取，分别采用酸性氧化铝（ＡＯＡ）和
国标使用的免疫亲和柱（ＩＡＣ）净化，高效液相色谱测
定，比较两种净化方法差异性。结果见表３。

表３　ＡＯＡ与ＩＡＣ净化方法比较（ｎ＝５）

样品 样品１／（μｇ／ｋｇ） 样品２／（μｇ／ｋｇ） 样品３／（μｇ／ｋｇ）
编号 ＩＡＣ ＡＯＡ ＩＡＣ ＡＯＡ ＩＡＣ ＡＯＡ
１ ３４１０．８ ３４２９．３ １０８５．８ １００４．７ ３５５．６ ３５３．８
２ ３２７５．９ ３６５３．９ １２５９．５ ９１２．９ ３６１．３ ４０３．６
３ ３２５５．９ ３４８８．０ ９５１．３ １０５０．０ ３７５．８ ３７０．０
４ ３４１３．８ ３１９８．１ １１８１．６ １０３４．３ ３６２．３ ３６５．４
５ ３３１０．９ ３２８４．５ １１３８．２ １１５９．８ ３３２．６ ３５９．２
珋ｘ ３３３３．５ ３４１０．８ １１２３．３ １０３２．３ ３５７．５ ３７０．４

ＲＳＤ／％ ２．２ ５．２ １０．３ ８．６ ４．４ ５．３
Ｅ／％ ２．３ ８．４ ３．５
　　注：Ｅ为方法间误差。

由表３可知，ＡＯＡ和 ＩＡＣ两种净化方法对三个
不同水平小麦 ＤＯＮ样品净化，相对标准偏差范围
（ＲＳＤ）分别为５．２％～８．６％和２．２％～１０．３％，方法间
误差范围为２．３％～８．４％。结果表明，两种 ＤＯＮ净
化方法相对标准偏差基本处于同一水平，方法间误差

较小，由此可见，两种净化方法对小麦ＤＯＮ色谱测定
结果无明显影响。

３　结论
通过对五种吸附剂试验，建立了一种小麦脱氧雪
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７２　　　

腐镰孢菌烯醇（ＤＯＮ）酸性氧化铝（ＡＯＡ）净化，高效
液相色谱测定新方法。本方法操作简单，加标平均回

收率和精密度较好，与免疫亲和柱（ＩＡＣ）净化比较，
两种净化方法相对标准偏差相近，方法间误差较小，

可满足小麦ＤＯＮ定量分析的需要，但本方法检测成
本远低于现行国家标准方法。
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［２３］ＤＯＮ（Ｖｏｍｉｔｏｘｉｎ）Ｈａｎｄｂｏｏｋ．ＵｎｉｔｅｄＳｔａｔｅｓＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＡｇｒｉｃｕｌ

ｔｕｒｅ；ＧｒａｉｎＩｎｓｐｅｃｔｉｏｎ，ＰａｃｋｅｒｓａｎｄＳｔｏｃｋｙａｒｄｓＡｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ；Ｆｅｄ

ｅｒａｌＧｒａｉｎＩｎｓｐｅｃｔｉｏｎＳｅｒｖｉｃｅ．Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ，ＤＣ．２００１，１１

［２４］ＢＳＥＮ１５８９１：２０１０，Ｆｏｏｄｓｔｕｆｆｓ－ＤｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆＤｅｏｘｙｎｉｖａｌｅｎｏｌｉｎ

ｃｅｒｅａｌ，ｃｅｒｅａｌｐｒｏｄｕｃｔｓａｎｄｃｅｒｅａｌｂａｓｅｄｆｏｏｄｆｏｒｉｎｆａｎｔｓａｎｄｙｏｕｎｇ

ｃｈｉｌｄｒｅｎ－ＨＰＬＣｍｅｔｈｏｄｗｉｔｈｉｍｍｕｎｏａｆｆｉｎｉｔｙｃｏｌｕｍｎｃｌｅａｎｕｐａｎｄＵＶ

ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ［Ｓ］．

［２５］ＤＩＮＥＮ１５８９１：２０１０，Ｆｏｏｄｓｔｕｆｆｓ－ＤｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆＤｅｏｘｙｎｉｖａｌｅｎｏｌｉｎ

ｃｅｒｅａｌ，ｃｅｒｅａｌｐｒｏｄｕｃｔｓａｎｄｃｅｒｅａｌｂａｓｅｄｆｏｏｄｆｏｒｉｎｆａｎｔｓａｎｄｙｏｕｎｇ

ｃｈｉｌｄｒｅｎ－ＨＰＬＣｍｅｔｈｏｄｗｉｔｈｉｍｍｕｎｏａｆｆｉｎｉｔｙｃｏｌｕｍｎｃｌｅａｎｕｐａｎｄＵＶ

ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ［Ｓ］．

［２６］ＢＳＥＮ１５８９１：２０１０，Ｆｏｏｄｓｔｕｆｆｓ－ＤｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆＤｅｏｘｙｎｉｖａｌｅｎｏｌｉｎ

ｃｅｒｅａｌ，ｃｅｒｅａｌｐｒｏｄｕｃｔｓａｎｄｃｅｒｅａｌｂａｓｅｄｆｏｏｄｆｏｒｉｎｆａｎｔｓａｎｄｙｏｕｎｇ

ｃｈｉｌｄｒｅｎ－ＨＰＬＣｍｅｔｈｏｄｗｉｔｈｉｍｍｕｎｏａｆｆｉｎｉｔｙｃｏｌｕｍｎｃｌｅａｎｕｐａｎｄＵＶ

ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ［Ｓ］．

［２７］ＧＢ／Ｔ２３５０３—２００９，食品中脱氧雪腐镰刀菌烯醇的测定 免疫亲

和柱层析净化高效液相色谱法［Ｓ］．

［２８］ＪｅｋｏｖáａＡ，ＫａｒａｓｏｖáｂＪ，ＤｏｈｎａｌＶ，ｅｔａｌ．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｓｏｌｉｄ－

ｐｈａｓｅｅｘｔｒａｃｔｉｏｎａｎｄＨＰＬＣ／ＭＳｍｅｔｈｏｄｓｆｏｒＤｅｏｘｙｎｉｖａｌｅｎｏｌｄｅｔｅｒｍｉ

ｎａｔｉｏｎｉｎｂａｒｌｅｙａｎｄｍａｌｔ［Ｊ］．Ｃｈｅｍｉｃｋｅｌｉｓｔｙ，２００９，１０３：

６７９－６８３．　　

［２９］ＭａｌｏｎｅＢＲ，ＨｕｍｐｈｒｅｙＣＷ，ＲｏｍｅｒＴＲ，ｅｔａｌ．Ｏｎｅ－ｓｔｅｐｓｏｌｉｄ－

ｐｈａｓｅｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｃｌｅａｎｕｐａｎｄｆｌｕｏｒｏｍｅｔｒｉｃａｎａｌｙｓｉｓｏｆＤｅｏｘｙｎｉｖａｌｅｎｏｌｉｎ

ｇｒａｉｎｓ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＡＯＡＣｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ，１９９８，８１（２）：４４８－

４５２．

［３０］ＢｉｓｅｌｌｉＳ，ＨｕｍｍｅｒｔＣ．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆａｍｕｌｔｉ－ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｍｅｔｈｏｄ

ｆｏｒＦｕｓａｒｉｕｍｔｏｘｉｎｓｕｓｉｎｇＬＣ－ＭＳ／ＭＳａｎｄｉｔｓａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｄｕｒｉｎｇａ

ｓｕｒｖｅｙｆｏｒｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆＴ－２ｔｏｘｉｎａｎｄＤｅｏｘｙｎｉｖａｌｅｎｏｌｉｎｖａｒｉｏｕｓ

ｆｅｅｄａｎｄｆｏｏｄｓａｍｐｌｅｓ［Ｊ］．Ｆｏｏｄａｄｄｉｔｉｖｅｓ＆ｃｏｎｔａｍｉｎａｎｔｓ，２００５，２２

（８）：７５２－７６０．

［３１］ＳｕｓａｎＭＪ，ＤａｎｎｙＣ，ＰａｕｌＢ，ｅｔａｌ．ＤｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆＤｅｏｘｙｎｉｖａｌｅｎｏｌ

ｉｎｃｅｒｅａｌｓａｎｄｃｅｒｅａｌｐｒｏｄｕｃｔｓｂｙｉｍｍｕｎｏａｆｆｉｎｉｔｙｃｏｌｕｍｎｃｌｅａｎｕｐｗｉｔｈ

ｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ：ｉｎｔｅｒ－ｌａｂｏｒａｔｏｒｙｓｔｕｄｙ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＡＯＡＣ

ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ，２００５，８８（４）：１１９７－１２０４．

［３２］ＨｕｏｐａｌａｈｔｉＲＰ，ＥｂｅｌＪ，ＨｅｎｉｏｎＪＤ．Ｓｕｐｅｒｃｒｉｔｉｃａｌｆｌｕｉｄｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｏｆ

ｍｙｃｏｔｏｘｉｎｓｆｒｏｍｆｅｅｄｓｗｉｔｈａｎａｌｙｓｉｓｂｙＬＣ／ＵＶａｎｄＬＣ／ＭＳ［Ｊ］．

Ｊｏｕｒｎａｌｏｆｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ＆ｒｅｌａｔｅｄｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，１９９７，２０

（４）：５３７－５５１．●完


