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摘  要：评估粉碎粒径对黄曲霉毒素 B1（AFB1）测定的影响，改进样品制备方法，提高现行国标检

测方法对玉米原粮样品 AFB1 测定结果的重复性。以天然 AFB1 阳性玉米为实验材料，采用分级制备方

式得到不同粒径范围的四个级别样品，使各级样品的粒径分布差异最大化，通过各级别样品中 AFB1

测定值及变异系数评估样品制备对 AFB1 测定值的影响，得到最佳样品制备要求和称样量，进行验证。

样品粉碎后的不同粒径样品与该部分的 AFB1 含量成反比；当称样量为 5 g 时，应将样品粉碎至全部通

过 0.6 mm 网筛；当称样量为 10 g 时，应将样品粉碎至全部通过 0.9 mm 网筛，以使检测结果重复性符

合 GB/T 32465—2015《化学分析方法验证确认和内部质量控制要求》的要求。研究结果兼顾 AFB1 测定

准确性与操作效率，可扩大应用于其他真菌毒素的检测，对完善食品中真菌毒素检测方法具有参考意义。 
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Abstract: To evaluate the influence of grinded particle size on the determination of aflatoxin B1(AFB1), 

improve the sample preparation method and the repeatability of the current national standard detection 

method for the determination of AFB1 of corn raw grain samples, this study uses natural AFB1-positive corn 

as experimental material, and four grades of samples with different particle size ranges were obtained by 

means of graded preparation, so as to maximize the differences of particle size distribution of samples at all 

levels. The influence of sample preparation on AFB1 determination values was evaluated by AFB1 
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determination values and coefficient of variation in samples of all levels, and the optimal sample preparation 

requirements and sample size were obtained and verified. The AFB1 content of different particle size samples 

was inversely proportional to that of the sample after grinding. When the sample weight is 5 g, it should be 

crushed until all through the 0.6 mm sieve. When the sample weight is 10 g, it should be crushed until all 

through the 0.9 mm sieve, so that the test results meet the requirements of GB/T 32465—2015《Requirements 

for verification & validation of detection methods and internal quality control on chemical analysis》. The 

results give consideration to the determination accuracy and operation efficiency of AFB1, which can be 

applied to the detection of other mycotoxins and has important significance for improving the detection 

methods of mycotoxins in foodstuff. 
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黄曲霉毒素（Aflatoxins，简称 AFs）是一类

由黄曲霉、寄生曲霉等菌株产生的双呋喃环类毒

素。已知结构类似化合物 20 余种，其中，AFB1

的毒性最强，被国际癌症研究机构归为 I 类致癌

物[1]。玉米作为世界上三大主粮之一，是粮食、

油料、饲料的重要来源，受 AFB1 污染也最为严

重，这对全球粮食与饲料安全，对人类和禽畜的

生命健康造成极大风险。 

目前国内外关于 AFs 的检测方法可按应用场

景分为两类：适用于日常监测和仲裁的确证方法，

包括液相色谱、液相色谱–质谱联用法[2-3]；适用

于加工生产、粮食收储等大批量样品集中筛查的

快速检测法，包括酶联免疫吸附法、胶体金免疫

层析法 [4-5]，此外，近年还出现了高光谱成像、

电化学生物传感等新技术的应用 [6-7]。大量相关

研究主要关注于样品提取、净化和仪器分析过

程，伴随分析仪器性能和前处理材料的发展应

用，各类分析检测方法的灵敏度和精密度不断提

高。然而 AFs 的产生具有很大的随机性和不确定

性，导致其在一批样品中分布不均，有报道单粒

玉米的 AFs 含量高达 400 000 μg/kg[8]。就检测实

验室收到的一份样品而言，样品制备是准确分析

的重要保障，从研磨后的样品中取出一小部分进

行分析检测，应能够代表整个样品的 AFs 含量，

但此方面的研究较少。AOAC 977.16、AOAC 

972.26 要求谷物应粉碎至过 20 目筛或者过 1 mm

孔径网筛，AOAC 990.33、AOAC 990.34、AOAC 

993.17[9]要求称样量均为 50 g，ISO 16050[10]要求

称样量 25 g。我国也建立了较为完善的黄曲霉毒 

素检测标准体系，其中 GB 5009.22—2016《食品

安全国家标准 食品中黄曲霉毒素 B 族和 G 族的

测定》广泛应用于各级检测实验室，要求样品制

备粒径小于 2 mm，称样量 5 g。在实际执行标

准过程中发现该样品制备要求下样品测定重复

性较差。  

在条件允许情况下，尽可能小的制备粒径和

尽可能大的称样量可提高检测结果重复性。而真

菌毒素的产生机理决定了实验样品量必然较大，

因此样品制备应考虑在测定准确性与操作效率之

间找到合适的平衡点。本研究针对上述问题，以

天然黄曲霉毒素阳性玉米原粮为实验材料，采用

分级制备方式，即按照样品粉碎后的粒径分布范

围划分为四个级别，使各级样品的粒径分布差异

最大化，通过测定不同粒径范围以及各级粒径样

品中的 AFB1 含量，评估了样品制备对 AFB1 测定

值的影响，优化了称样量，并对以上内容进行验

证。研究结果兼顾 AFB1 测定准确性与操作效率，

为检测实验室的不同设备条件和预期目的提供了

样品制备方面的数据参考，该结果也可扩大应用

于其他真菌毒素的检测方法，对优化和完善食品

中真菌毒素检测方法具有重要意义。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与试剂 

1260 型液相色谱仪（配有荧光检测器 FLD 及

柱后光化学衍生器）：美国安捷伦公司；3610 型

盘式粉碎磨、3100 型锤式粉碎磨（配有 0.5 mm

网筛）：瑞典波通公司；SR300 型高通量旋转敲击
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研磨仪（配有 1.0 mm 孔径网筛）：德国莱驰公司； 

ML4002 型电子天平（感量 0.01 g）：瑞士梅特勒–

托利多公司；实验筛：绍兴市上虞纱筛厂；HGG-I

型 横 格 式 分 样 器 ： 浙 江 托 普 云 农 公 司 ；

N-EVAPTM112 型氮吹仪：美国 Organomation 

Associates 公司；免疫亲和柱：德国拜发公司；有

机相微孔滤膜（0.22 µm）：上海安谱公司；黄曲

霉毒素阳性玉米样品：本实验室保存样品；乙腈

中黄曲霉毒素 B1 标准品（10.0 µg/mL）：天津阿尔

塔公司；乙腈、甲醇（色谱纯）：美国赛默飞公司。 

1.2  分级样品的制备 

取 1 kg 黄曲霉毒素阳性玉米作为分级制备样

品，将粉碎磨的磨盘间距调至较大档位，所有样

品粉碎后，过 2 mm 孔径网筛，筛上物再次粉碎，

直到全部样品通过 2 mm 孔径网筛，混合均匀，

此为 a 级样品。用横格式分样器分取 7 份平行样，

每份约为 5 g，记录样品质量。适当调小磨盘间距，

混合剩余 a 级样品，依次制备 b、c、d 级样品，

使其全部通过 1.6、0.9、0.6 mm 孔径网筛，并分

取 7 份平行样。测定以上四个级别试样的黄曲霉

毒素 B1 含量。分级制备流程见图 1。 
 

 
 

图 1  分级样品制备流程图 

Fig.1  Preparation of graded samples 
 

1.3  c 级样品称样量的优化 

使用分级制备方式制备 1.0 kg 黄曲霉毒素阳

性玉米样品为 c 级，比较称样量为 10、15、20 g

时的 AFB1 测定值。 

1.4  最佳制备要求的验证 

使用高通量旋转敲击研磨仪（配有 1.0 mm 网

筛）将 2 份黄曲霉毒素阳性玉米样品粉碎，各

1.0 kg。用横格式分样器分取 7 份，称样量 10 g，

测定 AFB1 含量并计算变异系数。 

1.5  黄曲霉毒素 B1 的测定方法 

1.5.1  样品前处理 

参照 GB 5009.22—2016 第三法高效液相色谱–

柱后衍生法（柱后光化学衍生法）进行。称取样

品约 5 g（精确到 0.01 g），加入 20 mL 甲醇–水提

取液（v/v：70∶30）并混匀，置于涡旋振荡器上

提取 20 min，以 7 000 r/min 离心 5 min，准确移

取上清液 2.0 mL，按免疫亲和柱操作说明进行稀

释、净化、富集、洗脱后，用氮吹仪浓缩近干，

流动相定容 1.0 mL，混匀，过 0.22 µm 有机相滤

膜，高效液相色谱仪分析测定，外标法定量。 

1.5.2  色谱分析条件 

色谱柱：C18 柱（150 mm×0.46 mm×4 μm）；

柱温 30 ℃；流动相：A 相：水，B 相：甲醇，C

相：乙腈，A∶B∶C=68∶16∶16，等梯度洗脱；

流速：0.8 mL/min；进样量：10 μL；激发波长：

365 nm，发射波长：440 nm。 

1.6  样品制备效果的评价 

制备后的样品进行 7 次独立平行测定，测定

结果按照 GB/T 32465—2015《化学分析方法验证

确认和内部质量控制要求》中对精密度的要求进

行评价。使用 Horwitz 方程：CV=2(1–0.5lgω)，ω 为

待测物的质量分数，用 10 的幂次指数表示（例如：

10 µg/kg=10–8），在重复性条件下，变异系数不超

过 Horwitz 方程计算结果的 1/2~2/3。即目标物含

量在 10 µg/kg 时，样品变异系数应小于 21%。样

品重复性变异系数为 7 次独立平行测定值的相对

标准偏差。 

2  结果与分析 

2.1  玉米原粮中 AFB1 的测定结果 

按 GB 5009.22—2016 要求，将 1 kg 玉米样品
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（编号 YM-01）制备为 a 级样品（粒径＜2 mm，

编号 YM-01-a），对 AFB1 进行 7 次平行测定，平

均值为 11.1 µg/kg，变异系数为 46.8%，不符合

1.6 中重复性评价要求，因此，该标准中样品制备

的要求不适用于原粮样品中 AFB1 的测定。 

2.2  玉米样品中 AFB1 不均匀性分析 

针对玉米原粮中 AFB1 的测定结果变异系数

过高问题，对 YM-01-a 样品做了进一步研究分析。

将其过 1.6、0.9、0.6 mm 孔径网筛，即按不同粒

径范围将 YM-01-a 分为 4 部分，分别为<0.6 mm、

0.6~0.9 mm、0.9~1.6 mm、1.6~2 mm，按 1.5 中方

法测定 AFB1 含量。为了避免粒径对提取效率的

影响，本实验首先使用锤式旋风磨将 4 部分粉碎

至粒径小于 0.5 mm，再进行样品测定。样品

YM-01-a 的粒径分布及各部分 AFB1 含量见图 2。 
 

 
 

图 2  a 级样品（粒径≤2 mm）的粒径分布 

及 AFB1 测定值（n=7） 

Fig.2  Particle size distribution and AFB1 values（n=7）of 

Grade a sample（particle size ≤2 mm） 

 

结果显示，玉米样品粉碎后的粒径差异极大，

0.9~1.6 mm 颗粒占比最大为 45%，其次为 1.6~ 

2 mm 颗粒占比 29%，小于 0.9 mm 的颗粒占比约

25%。观察各部分图片可发现，大于 0.9 mm 的颗

粒主要为黄色，而玉米籽粒中只有角质胚乳呈现

明显黄色，且为籽粒最坚硬的部分，不易粉碎；

小于 0.9 mm 的颗粒为淡黄色至灰白色，主要为玉

米籽粒的粉质胚乳和胚。 

图 2 显示，不同粒径颗粒的 AFB1 含量与粒径

成反比，即粒径越大 AFB1 含量越低，其中粒径

0.6~0.9 mm 部分和 1.6~2.0 mm 部分的 AFB1 含量

分别为 25.9 µg/kg 和 5.9 µg/kg，前者是后者的 4 倍。 

玉米籽粒组成结构主要分为种皮、胚和胚乳，

其中胚乳占籽粒重量的 80%~85%，分为角质胚乳

和粉质胚乳，不同品种玉米所含角质和粉质比例

不同[11]。胚因富含脂肪，极易滋生霉菌，且与质

地疏松的粉质胚乳紧密相连，相比坚硬的种皮和

角质胚乳，这两部分更易被霉菌污染侵入，进而

产生黄曲霉毒素。因此，玉米单个籽粒的组织结

构及质地的不均匀性造成了样品粉碎后粒径的分

散性，同时导致毒素在不同粒径颗粒中分布的不

均匀性，加之不同粒径颗粒提取效率的差异[12]，

这些因素共同作用，导致了毒素在粉碎后样品中

的不均匀性。 

2.3  分级制备样品中 AFB1 含量的差异 

玉米原粮分级制备方式，即将样品中未通过

网筛的较大颗粒再次研磨，避免了较小颗粒的重

复研磨，使样品的粒径分布差异呈现最大化，避

免了高性能粉碎磨制备样品粒径过小导致的样品

均匀性假象，更充分地体现了不同粒径分布对样

品测定值的影响。 

将 1 kg 玉米原粮样品（编号 YM-02）制备为

a、b、c、d 级别，测定各级样品的粒径分布，并

按 GB 5009.22—2016 要求的 5 g 称样量，对 AFB1

进行 7 次独立测定，结果见图 3。 
 

 
 

图 3  分级制备样品的粒径分布及 AFB1 含量（n=7） 

Fig.3  Particle size distribution and AFB1 values of  

graded prepared samples（n=7） 

 

结果显示，a、b、c、d 级样品的粒径分别为

全部通过 2.0、1.6、0.9、0.6 mm 孔径网筛，AFB1
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测定值分别为 52.2、30.3、40.2、49.4 µg/kg，变

异系数 CV 分别为 77.3%、48.3%、23.8%、4.5%。

在称样量 5 g 时，只有 d 级样品（粒径<0.6 mm）

CV 值符合 1.6 中重复性要求。 

普通玉米和高油玉米含油量约为 5%和 8%，

按 d 级粒径要求制备 1 kg 样品，对粉碎设备性能

要求较高，且极易造成磨盘发热、筛孔堵塞，需

要不时停机使磨盘降温，制备过程耗时约 30 min，

严重限制了实验室日常大批量样品的检测工作效

率。因此，本研究通过优化称样量来提升样品测

定值的变异系数。由于 a 级和 b 级样品 CV 值过

大，且大粒径可降低提取效率，优化空间不大，

因此仅对 c 级粒径的样品进行称样量的优化。 

2.4  称样量的优化 

将 1 kg 玉米原粮样品（编号 YM-03）制备为

c 级粒径，考察在 5、10、15、20 g 称样量时的

AFB1 的 7 次独立测定值及 CV 值，见图 4。 
 

 
 

图 4  称样量的优化（n=7） 

Fig.4  Optimization of sample weight（n=7） 

 

结果显示，称样量为 10、15、20 g 时 AFB1

测定值的变异系数均小于 20%，符合 1.6 中重复

性要求。称样量 15 g 和 20 g 时，提取液的体积也

相应增加，提取容器需要 80 mL 或更大容积离心

管，或使用均质器，导致前处理过程效率不高，

因此确定最佳称样量为 10 g。 

2.5  最佳制备要求的验证 

按照 1.4 要求制备原粮玉米样品，编号为 YM- 

04、YM-05，粉碎后样品在 0.9 mm 孔径网筛的通

过率均大于 99%，称样量为 10 g，7 次独立测定

的 AFB1 平均值及变异系数见表 1。 

表 1 结果显示，在低含量和高含量水平的玉

米样品中，AFB1 测定值的变异系数均小于 15%，

符合重复性条件下精密度的要求。可以确定，实

验室常规制备条件下，测定玉米原粮中黄曲霉毒

素 B1 的最适制备要求为：样品粉碎后全部通过

0.9 mm 孔径网筛，称样量为 10 g。 
 

表 1  最佳制备要求的验证（n=7） 

Table 1  Verification of optimal preparation requirements 

样品编号 样品 AFB1 平均值/(µg/kg) 变异系数/% 

YM-04 1.86 11.8 

YM-05 35.60 11.6 

 

3  结论 

本研究对 GB 5009.22—2016 中样品制备要求

进行了分析与优化。以玉米原粮为实验样品，采

取分级制备方式，使各级样品的粒径分布差异最

大化，充分体现粉碎后不同粒径分布对样品测定

值的影响。结果显示，将 1 kg 玉米原粮样品制备

得到 a 级样品（粒径<2 mm，样品重复性变异系

数为 46.8%，按粒径划分为 4 部分，各部分 AFB1

含量与粒径成反比，其中粒径 0.6~0.9 mm 部分和

1.6~2.0 mm 部分的 AFB1 含量分别为 25.9 µg/kg

和 5.9 µg/kg。当粒径<0.6 mm，称样量为 5 g 时，

以及粒径<0.9 mm，称样量为 10 g 时，AFB1 测定

值变异系数符合 GB/T 32465—2015 中对重复性

条件下精密度的要求，同时保证了大批量样品的

高效率检测。 

本研究在真菌毒素检测的样品测定准确性与

制备操作效率之间找到合适的平衡点，实验室可

根据自身设备条件及预期检测目的合理安排样品

的制备要求，为优化和完善粮食中黄曲霉毒素的

检测方法提供了重要数据基础，可扩大应用于其

他类真菌毒素的测定方法，以更好地对食品安全

进行全面、有效地监管。 
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