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摘  要：对高效液相色谱法测定全麦粉中呕吐毒素含量进行了研究,分析了前处理方法、提取方式

和提取时间、标准曲线及色谱柱等因素对全麦粉中呕吐毒素含量测定结果的影响。结果表明：与

多功能净化柱法相比，对于样品提取液色泽深的陈麦粉，采用 0.1%吐温洗脱添加样品后的免疫亲

和柱，样品处理干净,色谱图杂峰少，利于目标峰分离；与 GB 5009.111—2016 中的色谱测定条件

相比，C18，5 m 4.6250 mm 型号的色谱柱更适用于全麦粉中呕吐毒素含量的测定。 
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Determination of the contents of vomiting toxin  
(DON) in whole wheat flour by HPLC 
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Abstract: The content of deoxynivalenol (DON) in whole wheat flour was detected by high performance 

liquid chromatography (HPLC). The influence of pretreatment method, extraction mode and extraction time, 

standard curve and chromatographic column on the determination were analyzed. The results indicated that in 

contrast to the multifunctional purification column treatment method, the immuno-affinity column method 

used 0.1% of tween leachate sample solution for ageing flour with deep color, the sample was treated clean 

and the measured chromatogram had less peaks, which was beneficial to the separation of the target peak. 

Compared with the chromatographic conditions of GB 5009.111-2016, the chromatographic column of C18 

and 5 m 4.6  250 mm was more suitable for the determination of the content of vomiting toxin in whole 

wheat flour. 

Key words: immune affinity column; multi-functional purification column; chromatographic column; 

standard curve; high performance liquid chromatography (HPLC) 

脱氧雪腐镰刀菌烯醇（deoxynivalenol，DON）

又称为呕吐毒素，是一种全球性的污染谷物的霉

菌毒素之一，通常在小麦和玉米等[1]农作物中浓

度较高。小麦在田间种植阶段、收获阶段及贮藏

阶段，因为气候、温湿度、污染及霉变，均会产

生呕吐毒素。人畜摄入了被 DON污染的小麦后，
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会导致厌食、呕吐、腹泻、发烧、站立不稳和反

应迟钝等急性中毒症状，严重时造成骨髓组织的

坏死和内脏器官的出血、母畜不孕或流产以及死

亡[2-3]。DON 对心肌细胞、血管内皮细胞、软骨

细胞等也有一定的毒性[4]。目前，粮食中呕吐毒

素的检测方法有薄层色谱法、试剂条/卡法、试剂

盒法、真菌毒素及重金属快速检测及监测分析系

统、气相色谱法和液相色谱法[5]。也有部分研究

致力于改进检测方法，缩短分析时间的 DON 快
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速检测分析法，如近红外光谱法[6]，荧光极性免

疫法[7]。研究小麦籽粒中 DON的分布情况，需要

将小麦籽粒磨成粉末状样品，经前处理用 HPLC

进行分析测定。陈慧等对江苏、安徽一带小麦感

染 DON 毒素情况进行了分析研究，结果表明感

染 DON 的小麦，DON 大部分集中在表皮，其含

量由表及里呈递减趋势分布，麸皮集聚近一半的

DON[8]，对于麸皮含量少、麸皮颜色浅的样品，

选取多功能净化柱法处理样品，不仅操作简单，

且节省时间，提高工作效率。但是对于颜色深、

麸皮含量大的样品，利用抗原特异性的免疫亲和

柱法处理的样品更清洁。因此本研究以五种浓度

的 DON 全麦粉质控样品为研究对象，比较两种

不同的样品前处理方法及两种不同长度的色谱柱

对全麦粉中呕吐毒素含量的测定影响。 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 

LC-20AT 型 HPLC:岛津国际贸易有限公司；

免疫亲和柱：北京华安麦科生物技术有限公司。

免疫亲和柱：河北伊莱莎生物技术有限公司；旋

涡混合器：QL-901海门市其林贝尔仪器制造有限

公司；调速多用振荡器：HY-4江苏省金坛市科学

仪器厂；旋转蒸发浓缩仪：RV 10 Control艾卡仪

器设备有限公司；吐温 20（化学纯）：成都市科

龙化工试剂厂；DON标品（100 g/mL）：Pribolab

公司；乙腈（HPLC级）：Fisher Chemical公司；

甲醇（HPLC级）：Fisher Chemical公司；色谱柱：

Inertsil ODS-SP 5m 4.6×150 mm；色谱柱：Inertsil 

ODS-SP 5m 4.6×250 mm；Romermycosep 227

多功能净化柱；不同浓度系列 DON 质控样品；

固相萃取装置。 

1.2  实验方法 

1.2.1  样品前处理 

1.2.1.1  免疫亲和柱法：称取样品 5.00 g 于

100 mL离心管中，加入 25 mL去离子水，充分溶

解，摇匀，涡混提取 5 min后在 4 000 r/min条件

下离心 5 min，将上清液通过玻璃纤维滤纸过滤，

收集滤液作为上样液。免疫亲和柱回温至室温，

将免疫亲和柱与注射器连接，取 2.5 mL上样液通

过免疫亲和柱，用 10 mL去离子水（对色素深的

陈粮或者红麦，采用 0.1%吐温水溶液）洗涤两次

免疫亲和柱，用快速定性滤纸将免疫亲和柱内壁

沾干，用洗耳球将免疫亲和柱底部吹干至不再有

水滴飞溅至滤纸上，上样 1 mL甲醇，流速 1滴/s，

收集洗脱液并旋蒸浓缩干燥，用 1 mL 流动相复

溶，复溶液用 0.22 μm有机针式过滤器过滤后转

移至样品瓶，用于 HPLC仪器分析。 

1.2.1.2  多功能净化柱法：称取样品 5.00 g 于

100 mL离心管中，加入 20 mL乙腈水（V 乙腈∶V 水

= 84∶16），充分溶解，摇匀，涡混提取 10 min

后在 4 000 r/min条件下离心 5 min，将上清液通

过快速定性滤纸过滤，并将样品过滤液转移至 227

净化柱配套试管中，混合并推动 227 净化柱，使

液体通过净化柱净化，取 2 mL 样品净化液至旋

蒸瓶中浓缩蒸发至干燥，然后用 1 mL 水、乙腈

和甲醇（V 水∶V 乙腈∶V 甲醇=96∶2∶2）溶液复溶，

用 0.22 m有机针式过滤器过滤，转移至样品瓶，

用于 HPLC仪器分析。 

1.2.2  高效液相色谱条件 

色谱柱：Inertsil ODS-SP 5 m 4.6×250 mm；

其余色谱条件参照标准 GB 5009.111—2016[9]。 

2  结果与分析 

2.1  前处理方法对测定结果的影响 

A、B、C、D、E 五个质控样品的浓度分别

为 365、460、285、80和 120 ng/mL,每个样品分

别采用 1.2.1.1 和 1.2.1.2 两种前处理方法进行处

理，每个样品做五个平行处理，其中 A、B、E

三组质控样品提取液颜色较深，有红棕色出现，

C、D 提取液近乎无色。在相同测定条件下，测

定结果取平均值，计算测定值与真值的正负相对

误差，如图 1。结果表明：采用免疫亲和柱提取

呕吐毒素时，0.1%吐温能很好洗脱掉上样液的色

素，因此 1.2.1.1法更适合于提取液色泽深的陈全

麦粉质控样品中的呕吐毒素含量分析，对于颜色

浅、近乎无色的 C、D提取液，1.2.1.1和 1.2.1.2

两种前处理方法均适合。采用 1.2.1.2法处理的样

品，对于色泽深的陈全麦粉质控样，色谱图杂峰

多，目标峰与杂峰没有分离，影响测定结果的准

确性（图 2），对于色泽浅的质控样品，目标峰清

晰（图 3）。 
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图 1  免疫亲和柱法和多功能净化柱法处理的 

样品测定值与真值相对误差变化趋势 

 

 
 

图 2  1.2.1.2 法处理深色样品色谱图 

 

 
 

图 3  1.2.1.2 法处理浅色样品色谱图 

 
2.2  提取时间和提取方式对 DON 含量的影响 

以 1.2.1.1为前处理方法，在相同色谱条件下

测定，考察了采用旋涡混合器涡混提取方式和调

速多用振荡器振荡方式对 DON含量测定的影响。

图 4为 460 ng/mL的质控样品在两种提取方式不

同提取时间下 DON含量的变化趋势，由图可知，

以水为提取溶剂，提取到一定时间后两种提取方

式 DON含量不再增加，在 10 min时，涡混提取

方式能最大程度地提取样品中的呕吐毒素，相对

于振荡提取，涡混提取方式节约提取时间，省去

了转移和定性滤纸过滤步骤，测定结果更接近于

真值，其他四个浓度的质控样品 DON 含量变化

趋势与图 4近乎一致。对浓度分别为 365、460、

285、80和 120 ng/mL的 A、B、C、D、E五个浓

度质控样品，每个浓度质控样品提取六次，以涡

混提取方式提取 DON测定值的标准偏差（RSD）

分别为 5.69%、8.66%、1.71%、1.57%、4.26%，

振荡提取方式提取 DON 测定值的标准偏差

（RSD）分别为 7.48%、9.56%、5.34%、1.98%、

5.27%。但是 DON的稳定性与提取溶剂及提取时

间的关系有待进一步研究。 
 

 
 

图 4  提取方式与提取时间对测定 DON 含量的影响 

 

2.3  标准曲线变化对 DON 含量定量的影响 

在相同条件下，在标准曲线 A（100, 200, 500, 

800, 1 000, 1 600, 2 000 ng/mL）、B（100, 300, 500, 

700, 900, 1 200, 1 500 ng/mL）、C（200, 400, 600, 

800, 1 000,1 200, 1 600 ng/mL）、D（200, 400, 800, 

1 600, 2 000, 3 200 ng/mL）、E（100, 200, 500, 1 000, 

2 000, 5 000 ng/mL）的条件下，分别采用 4.6×

250 mm 和 4.6×150 mm 的色谱柱分析测定同一

浓度的质控样品。 

2.3.1  标准曲线变化对分析结果定值的影响 

分析在同一色谱柱下，不同浓度系列的标准

曲线对测定值与真值的相对误差变化趋势，由图

5可知，采用填料粒径 5 m，长度为 4.6×250 mm

色谱柱测定全麦粉中 DON 含量，标准曲线浓度

系列变化对样品测定值的变化影响不大，与真值

的误差在 GB 5009.111—2016 所要求的范围内，

有利于测定结果的定值。采用填料粒径 5 m，长

度为 4.6×150 mm 色谱柱测定全麦粉中 DON 含
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量，测定结果波动大，与真值差距大，不利于定

值。建议采用长度为 4.6×150 mm色谱柱测定全

麦粉中 DON 含量时，应注意标准曲线浓度系列

选择的合理性。 

 

 
 

图 5  标准曲线对测定值与真值相对误差的变化趋势影响 

 

2.3.2  标准曲线变化对加标回收率的影响 

分析同一色谱柱下，不同浓度系列的加标回

收率与空白加标回收率的变化趋势。由图 6可知，

当标准曲线浓度发生变化时，采用填料粒径

5 m，长度为 4.6×250 mm色谱柱对样品加标回

收率的变化趋势影响不明显，但是空白加标回收

率的波动超过 5%。采用填料粒径 5 m，长度为

4.6×150 mm色谱柱测定全麦粉中 DON含量，随

着标准曲线浓度的变化，样品加标回收率和空白

加标回收率变化趋势波动大，无规律。 

 

 
 

图 6  标准曲线变化对样品加标和空白加标回收率的影响 

2.4  色谱分析柱对测定结果的影响 

在相同条件下，分别采用长度为 4.6×150 mm

色谱分析柱和长度为 4.6×250 mm色谱柱测定同

一浓度质控样品的 DON 含量，如色谱图 7 和色

谱图 8，长度为 4.6×150 mm 色谱柱对杂峰和目

标峰的分离效果不好。综合 2.3 的影响，建议采

用长度为 4.6×250 mm 的色谱柱测定全麦粉中

DON的含量。 

 

 
 

图 7  4.6×150 mm 色谱柱测定全麦粉中 DON 含量色谱图 

 

 
 

图 8  4.6×250 mm 色谱柱测定全麦粉中 DON 含量色谱图 

 

2.5  免疫亲和柱对测定结果的影响 

考察了北京华安麦科生物技术有限公司和河

北伊莱莎生物技术有限公司的 DON 免疫亲和柱

在 DON测定中的应用效果，如表 1，经两种免疫

亲和柱处理的样品测定结果符合 GB 5009.111—

2016 方法中精密度要求和 GB/T 27404—2008[10]

方法中回收率要求，因此两种免疫亲和柱均适用

于全麦粉中 DON 含量的测定。可根据免疫亲和

柱的使用便捷性和经济型选购使用。 

 
表 1  两种型号的免疫亲和柱处理相同质控样品的 DON 测定结果 

亲和柱 
测定次数及测定值/(ng/mL) 平均值 

/(ng/mL) 
真值 

/(ng/mL) 

相对 

误差/% 

平均 

回收率/% 1 2 3 4 5 

伊莱莎 296.24 282.65 291.3 297.8 296.10 292.80 285 2.74 91.76 

华安麦科 273.93 268.26 262.0 265.1 270.07 267.86 285 6.01 86.68 
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3  结论 

通过对前处理方法、提取时间和提取方式、

标准曲线变化以及色谱柱型号等因素分析，建议

在测定全麦粉中呕吐毒素含量时，前处理方法采

用免疫亲和柱法，选用 C18，5 m，4.6×250 mm

型号的色谱柱。采用液相色谱法分析测定 DON

含量时，样品净化是必须的前处理措施之一，与

多功能净化柱法相比，利用抗原特异性的免疫亲

和柱法处理样品更清洁。对于小麦粉及色泽浅的

样品，在食品安全风险监测等大批量样品测定时，

可选多功能净化柱法处理样品，不仅操作简单，

且节省时间，提高工作效率。对于色泽较深的陈

粮和全麦粉，建议采用免疫亲和柱法处理样品，

用 0.1%吐温代替去离子水洗脱免疫亲和柱两次，

能避免色素导致测定值偏高的现象。 
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