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色谱检测技术应用于稻谷真菌毒素检测的方法研究

辛迪薇，胡  春

江西省食品检验检测研究院，江西南昌  330000

引言

水稻不仅是世界各国的主要粮食作物，还是我国重

点储备的作物。稻谷往往含有多种微生物，对其进行储

藏期间，极易由于储藏不当导致微生物快速繁衍，进而

使稻谷所含真菌毒素超出安全范围。考虑到真菌毒素会

给人体健康造成危害，有关人员指出应对其进行快速且

准确的检测，根据检测结果判断稻谷品质，避免真菌毒

素超标的稻谷流入市场，真正做到从源头处制止安全事

件发生。

1  研究背景

近几年，社会各界纷纷将目光聚焦于食物安全领域。

本世纪初，俄罗斯曾发生大规模中毒事件，多数中毒者

均表现出了白细胞缺乏的症状，本世纪中旬，美国曾有

大量动物因患急性肝炎而死亡，同一时期，国内发生了

霉甘蔗中毒、赤霉病中毒、霉玉米中毒等事件，上述事

件均与食物所含真菌毒素密切相关 [1]。由此可见，眼下

的主要工作便是对检测真菌毒素所适用方法进行研究，

细化检测流程并对检测准确性、可靠性进行提高，只有

尽快掌握更加高效的检测方法，才能使食物安全事件发

生率降至最低。

研究表明，食物所含真菌毒素普遍会表现出下列特

征：一是难溶或不溶于水，但能够溶于甲酸、甲醇或是

乙腈等溶剂。二是真菌毒素的影响会在人体内多个器官

进行累积，给身体健康造成不可逆的伤害。以呕吐毒素

为例，该毒素将直接作用于口腔黏膜及肠胃，导致人体

免疫力、消化功能被削弱。

2  真菌毒素介绍

2.1  常见毒素特点

真菌毒素指的是真菌代谢所产生有毒产物。食物所

含真菌毒素类型较多，包括但不限于 AFS、T-2 等。其

中，AFS-B1、B2 会在紫外线的照射下发出蓝色荧光，

AFS-G1、G2则会发出绿色荧光，该类毒素通常无法溶于水，

但能够快速溶入丙酮、油等有机溶剂 [2]。展青霉素的致

突变性、致癌性还有致畸性较强，腐烂的山楂和苹果等

农作物中，通常含有大量展青霉素。呕吐毒素会损伤口

腔黏膜及真皮，摄入量超出人体所能代谢的范围后，人

体将出现免疫力低下、肠胃功能紊乱等问题，该类毒素

在稻谷、玉米中的浓度相对较高。近年新发现的伏马毒

素多为白色粉末状，既能够溶于水，又可以溶入乙腈水

和甲醇。青霉菌、赭曲霉菌代谢所产生赭曲霉素共包含 7

类化合物，该类毒素具有无色、性质稳定的特点，可溶

入由碳酸氢钠所配置的溶液，一旦人体内赭曲霉素浓度

超出允许范围，便会增加肾脏、肝脏病变概率。T-2 在自

然界十分常见，可给畜禽、人体造成严重危害，该毒素

往往作用于生殖腺、胸腺等器官，导致上述器官无法合

成 DNA 以及蛋白质，另外，该毒素还会增加 DNA 单链断

裂的概率，这点同样需要有所了解 [3]。

2.2  毒素产生条件

国外学者对稻谷中真菌毒素的分布情况进行了研究，

发现多数真菌毒素均聚集在稻谷表层或表面。国内学者

则选择从稻谷储藏环境、温度等方面出发，对毒素产生

条件进行说明，指出储藏环境和毒素含量密切相关，要
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想保证稻谷品质达标，关键是要对储藏温度、空气湿度

加以控制，若将稻谷储藏在 5℃～ 15℃的环境下，其所

含真菌毒素总量往往不会出现明显变化，如果储藏温度

提高到 25℃以上，毒素总量将有所增加，且总量增速与

温度提升幅度的关系为正相关 [4]。

3  真菌毒素检测技术

3.1  荧光光度计

该方法与其他方法的区别，主要在于其不需要接触

毒素，同时也不需要对毒素进行标样，除特殊情况外，

均无需用到有机试剂，操作难度较小。需要注意的是，

该方法对检测所用试剂、水所提出要求较高，只有检测

用水为高纯水，才能确保检测结果具有实际意义。此外，

该方法还存在较为明显的局限性，以黄曲霉毒素为例，

该方法仅能对毒素总量进行检测，而无法判断各类毒素

的具体含量。

3.2  酶联免疫

该方法同样以免疫化学为基础，对该方法加以利用，

通常可省略前期净化步骤，有关人员只需借助酶标仪、

微孔板便能够对样品进行分析，具有便于操作和成本低

廉的优势，主要被用于检测大量阴性样品。考虑到稻谷

在生产、运输和储藏期间均有可能产生真菌毒素，且已

知真菌毒素种类已达到 150 种，上述方法所能起到作用

十分有限，对更加先进且高效的检测方法进行研究，便

成为业内人士的主要工作 [5]。

3.3  色谱检测

3.3.1  液相色谱法

液相色谱的本质为高沸点化合物，具有挥发性差、

稳定性差的不足。相关检测设备可被拆分成高压泵、液

相色谱柱等部分，在灵敏度方面的表现较为突出，通常

被用来检测对甲胺磷化物及其他高聚物、离子化合物。

3.3.2  气相色谱法

气相色谱有效弥补了液相色谱所存在的不足，现已

在诸多领域得到运用。实践证明，该方法可通过分离有

机物的方式，快速得出最终结果，同时保证检测灵敏度

符合要求 [6]。例如，检测对硫化物、磷化物或其他分解

难度大，且较易被汽化所影响的物质，再例如，检测肉

类所含三甲胺。

3.3.3  气质联合法

该方法强调对色谱、质谱进行结合，优势在于能够

快速定位，并保证定位精准，但并不适用于农产品，这

是因为农产品所含物质较为复杂，利用该方法极易造成

检测结果与实际不符的情况 [7]。

3.3.4  液质联用法

该方法与上述方法的区别，主要在于其同时使用了

质谱与液相色谱，质谱负责检测，液相色谱负责分离。

检测流程大致如下：先通过质谱对样品、流动相进行分析，

待离子化处理告一段落，再根据质量数对离子碎片进行

整理，结合质量分析器所提供参数，生成相应的质谱图[8]。

利用该方法检测兽药，可使灵敏度及选择性达到理想水

平。

4  稻谷真菌毒素色谱检测研究

4.1  检测流程

对样品进行色谱检测前，先要对加标回收率进行设

置（通常在 90% ～ 110% 间），再以实际情况为依据，通

过加入混合溶液的方式，对检测误差加以控制，为检测

结果所具有准确性提供保障 [9]。随后，对样品进行分组

并配置标准溶液。检测期间应根据样品特性，对加标回

收率做出调整，保证回收率精确且有实际意义。对于回

收率不达标的样品，有关人员应对其进行再次检验，进

而得出最终的结论。

4.2  检测方法

4.2.1  准备设备及样品

对稻谷所含真菌毒素进行色谱检验前，先要确定检

测所用设备。为保证检测所得结果可靠且准确，有关人

员决定使用 1260 液相色谱仪。另外，检测前还要前往市

场采购检测所需稻谷，同时准备检测所需毒素标准液，

乙腈、乙醇以及甲醇 [10]。

4.2.2  检测步骤

第一步，确定标准溶液体积，对不同毒素溶液进行

配置，确保所配置溶液符合检测标准。随后，按照 1:1

的比例，对所配置溶液进行稀释。该环节应注意一点，

即根据溶液特性选择稀释所用物质，在本项目中，有关

人员计划利用水、甲醇进行稀释，保证稀释所得溶液可

满足标准工作液的条件。第二步，利用粉碎机对稻谷进

行预处理，称取 4g 稻谷样品，将样品放置在四个容器

内，保证各容器体积和所处环境完全相同。第三步，依

次向容器内加入标准液，充分混合后，便可获得检测样

品。第四步，利用色谱仪对各样品所含真菌毒素的实际

波长进行检测，OTA 的波长是 460nm，ZEN 的波长同样为

460nm，DON 与 T-2 毒素的波长是 0。上述真菌毒素的激

发波长依次是 330nm，275nm，220nm 和 200nm[11]。

对稻谷样品进行检测所使用色谱柱，通常要满

足两个条件，一是流动相 A 对应甲醇 + 乙腈溶液，二

是流动相 B 对应乙酸溶液，同时该溶液的浓度应达到

0.1%。实验前 11min 的流动相中，A 的占比为 35%，实

验 12min ～ 23min 的流动相中，A 的占比为 55%，实验
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24min ～ 38min 的流动相中，A的占比为 35%。

4.2.3  提取并净化样品

将 4g 加标样品转移到提前准备好的离心管内，向离

心管内倒入 20mL 浓度为 80% 的乙腈溶液，将离心管放到

旋转振荡床上，启动设备并等待 30min，对经过振荡的离

心管进行离心处理，该项操作应在常温环境下完成，转

速以4000r/min为最佳，旋转时长不得短于10min。最后，

吸取离心管上层清液，称取2mL清液并转移到指定容器内，

利用33mL的磷酸缓冲液对其进行稀释，充分混合即可[12]。

4.3  检测结果

对真菌毒素进行液相检测所用流动相，多以乙腈、

甲醇或是混合液为有机相。本项目所用流动相为甲醇 +

乙腈以及浓度为 0.1% 的乙酸溶液，研究证实，要想使流

动相达到最佳，关键是要根据实验进行时间，对其配比

进行调整，例如，在 11min 以内，应使用 35%A+65%B 的

组合，12min ～ 23min 之间，应使用 55%A+45%B 的组合，

24min ～ 38min 之间，应回归 35%A+65%B 的组合 [13]。

本项目对样品进行提取并净化的方式，在提高检测

结果所具有准确性方面发挥着重要作用。具体做法如下：

第一步，将样品与乙腈水溶液充分混合。第二步，对混

合所得溶液进行振荡、离心，吸取上层清液。第三步，

稀释所吸取清液，待稀释所得稀释液通过指定亲和柱，

再按照①清洗②洗脱③干燥④定容的步骤进行处理 [14]。

计算可知，本项目所检测真菌毒素实际回收率均能

够达到安全要求，OTA 回收率在 93.7% 左右，ZEN 的回收

率约为 114.3%，DON 的回收率可达 90.0%，而 T-2 的回收

率为 96.7%。由此可见，对真菌毒素进行色谱检测所得结

果，在辨识度、准确性方面均有突出表现，另外，该方

法所需时间明显少于其他方法，未来可大范围进行推广。

4.4  注意事项

对技术指标进行选择时，应重点关注两方面内容，

一是检出限是否符合样品特性；二是指标是否具备良好

的稳定性、重复性以及敏锐性。检测期间，部分厂家将

以检测对象为依据，提供相应的检出限，导致样品被分

成多份，这一做法有较大概率致使检测结果和实际情况

不符 [15]。若有关人员决定使用大规模检测仪，则要提前

了解设备性能及特点，结合前期调研所掌握资料，对检

测方法和各项参数加以确定。

5  结束语

分析可知，通过色谱技术对稻谷所含真菌毒素进行

检测，一方面能够保证检测灵敏、辨识度强且回收率符

合要求，另一方面可大幅提升检测速度。由此可见，色

谱检测在毒素检测领域具有其他方法所不具备的优势，

可对其进行大范围运用，由此为食物安全提供有力保障。
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