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摘 要：本研究介绍了一种简单、快速分析测定玉米中腐马素毒素（ｆｕｍｏｎｉｓｉｎｓ）残留的方法。样品用甲醇＋水混合液提
取，对提取液用小型强酸型阴离子固相萃取柱（ＳＡＸ）纯化。纯化后的样品经化学衍生处理后，用反相高效液相色谱分
离，并以荧光分光光度检测器定量测定。该方法对于添加已知量、添加水平在０．３—２ｍｇ·ｋｇ－１腐马素的玉米样的测定
证实：其平均回收率在８０％以上，而该方法对于腐马素三种同系物的最低检出限分别为０．１—０．０５ｍｇ·ｋｇ－１。此外，本
方法也对有限数目的大米、大麦、小米、高粱样中存在腐马素毒素污染的可能性进行了验证，结论是否定的。

关键词：玉米；腐马素毒素；化学衍生；反相高效液相色谱；痕量测定

中图分类号：Ｏ６５２．６３ 文献标识码：Ａ 文章编号：１０００－０２６７牗２００２牘０６－０５１２－０４

ＡＨｉｇｈＰｅｒｆｏｒｍａｎｃｅＬｉｑｕｉｄＣｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃＭｅｔｈｏｄｆｏｒＤｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆＦｕｍｏｎｉｓｉｎｓｉｎＭａｉｚｅ
ＢＡＩＱｉｎｇｙｕｎ牞ＬＩＡＯＮａｎ牞ＳＨＥＮＹｕｅ牞ＺＨＡＮＧＫｅｑｉａｎｇ
牗ＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＡｇｒｏ－ＰｒｏｄｕｃｔＰｏｌｌｕｔｉｏｎＣｏｎｔｒｏｌｏｆＭＯＡ牞Ａｇｒｏ－ＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌＰｒｏｔｅｃｔｉｏｎＩｎｓｔｉｔｕｔｅ牞Ｔｉａｎｊｉｎ３００１９１牞Ｃｈｉｎａ牘
Ａｂｓｔｒａｃｔ牶Ａｓｉｍｐｌｅ牞ｒａｐｉｄｐｒｏｃｅｄｕｒｅｈａｓｂｅｅｎｄｅｓｃｒｉｂｅｄｆｏｒｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｆｕｍｏｎｉｓｉｎｓ牗ＦＢ１牞ＦＢ２牘牞ｔｈｅｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｏｆＦｕｓａｒｉｕｍ
ｍｏｎｉｌｉｆｏｒｍｅａｎｄｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｕｍｉｎｍａｉｚｅ．Ｔｈｅｔｏｘｉｎｓｗｅｒｅｅｘｔｒａｃｔｅｄｂｙｓｈａｋｉｎｇａｆｔｅｒａｄｄｉｔｉｏｎａｍｉｘｔｕｒｅｏｆｍｅｔｈａｎｏｌ＋ｗａｔｅｒ牗３＋１牞Ｖ／
Ｖ牘ａｓｅｘｔｒａｃｔａｎｔａｎｄａｍｉｎｉ－ＳＡＸｓｏｌｉｄｐｈａｓｅｃｏｌｕｍｎｗａｓｅｍｐｌｏｙｅｄｆｏｒｃｌｅａｎｉｎｇ－ｕｐｔｈｅｓａｍｐｌｅ．Ｔｈｅｔｏｘｉｎｓｆｒｏｍｃｌｅａｎｉｎｇｕｐｓｔｅｐ
ｗｅｒｅｄｅｒｉｖａｔｉｚｅｄｗｉｔｈＯ－ｐｈｔｈａｌｄｉａｌｄｅｈｙｄｅｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆｍｅｒｃａｐｔｏｅｔｈａｎｏｌａｓａｃａｔａｌｙｓｔｔｏｆｏｒｍｈｉｇｈｌｙｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ．Ａ
ｒｅｖｅｒｓｅｄｐｈａｓｅＬＣｗａｓｕｔｉｌｉｚｅｄｆｏｒｆｉｎａｌｓｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｓａｍｐｌｅａｎｄｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｔｏｘｉｎｓｗａｓａｃｈｉｅｖｅｄｂｙａｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｄｅｔｅｃｔｉｏｎ．
Ｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓｆｒｏｍｆｏｒｔｉｆｉｅｄｍａｉｚｅｓａｍｐｌｅｓｗｅｒｅｆｏｕｎｄｔｏｂｅ７８．０％—９５．７％ ｗｉｔｈｒｅｌａｔｉｖｅｖａｒｉａｔｉｏｎｏｆ５．２％—１２．７％牞ｒｅ
ｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＴｈｅｍｉｎｉｍｕｍｄｅｔｅｃｔｉｏｎｌｉｍｉｔｓｏｆｔｈｅｐｒｅｓｅｎｔｍｅｔｈｏｄｆｏｒＦＢ１ａｎｄＦＢ２ｗｅｒｅ０．０４ａｎｄ０．１ｍｇ·ｋｇ－１牞ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ牶ｍａｉｚｅ；ｆｕｍｏｎｉｓｉｎｓ；ｄｅｒｉｖａｔｉｚａｔｉｏｎ；ｒｅｖｅｒｓｅｄ－ｐｈａｓｅＨＰＬＣ；ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

Ｈ３Ｃ

Ｏ

ＣＯＯＨ

ＣＨ３Ｈ２Ｎ

Ｒ１ Ｒ２

ＯＨ Ｈ ＦＢ３

ＯＨ ＯＨ ＦＢ１

Ｈ ＯＨ ＦＢ２

图１ 自然界中腐马毒素的化学结构
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腐马素毒素，又称为伏马毒素 （Ｆｕｍｏｎｉｓｉｎｓ），于
１９８８年被发现，主要是由镰刀菌 Ｆｕｓａｒｉｕｍ属的
Ｆ．ｍｏｎｉｌｉｆｏｒｍｅ和 Ｆ．ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｕｍ产生的次要代谢产
物，其主要污染对象是玉米或玉米制品 犤１－４犦。到目前

为止，共发现有６种腐马素异构体或同系物，其中以
腐马素Ｂ１、Ｂ２和Ｂ３为主犤５犦。玉米在生长或在加工、贮

存、运输过程中最容易受上述真菌污染，特别是当温

度适宜，湿度较高时，更利于其生长繁殖，产生结构性

质相似的该类毒素。动物试验和流行病学资料已表

明，腐马素毒素主要损害肝肾功能，能引起马大脑白

细胞缺乏症和猪肺水肿等犤６、７犦。也有报道，腐马素毒素

对食品的污染可能与我国林县和南非部分地区高发

的食道癌有关 犤８犦，现已引起世界范围的广泛注意。据

最新可靠消息，欧盟正在着手制定该类毒素在食品和

饲料中最大限量标准，以保证其食物安全犤１２犦。

对于腐马素的痕量测定，国外主要的报道是用高

效液相色谱分离，荧光检测器定量测定犤９－１１犦。也有使

用气相色谱、气谱 －质谱联用定量测定和酶联免疫
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法（ＥＬＩＳＡ）半定量测定的报道犤３犦。到目前为止，在国内

我们尚没有见到有使用一种快速高效液相色谱法定

量测定玉米及其相应的食品中腐马素毒素痕量污染

的分析方法。因此，研制开发出一种简单、快速、可靠

的测定玉米及相关食品中痕量腐马素残留方法牞对于
我国玉米或相关制品的进出口质量控制、普查我国含

玉米类食品中该类毒素污染状况、检测我国畜牧养殖

业饲料质量以提高饲料的生物效率和监督我国食品

的安全等都具有实际的意义。

１ 实验部分

１．１仪器与实验装置
１．１．１超声波清洗器

ＨＳ３１２０Ｄ型，天津市恒奥科技发展有限公司。
１．１．２往返式震荡提取机

Ｆ－Ｚ２型，南京土壤仪器厂制造。
１．１．３植物样本粉碎机

ＦＳＪ－１１４型，农业部扶沟科学仪器厂。
１．１．４旋转蒸发器

ＺＦＱ－９７１型，天津玻璃仪器厂。
１．１．５循环水式多用真空泵

ＳＨＢ－Ｃ型，郑州长城科工贸有限公司。
１．１．６固相萃取柱

ＳｔｒａｔａＳＡＸ，阴离子型，１００ｍｇ·ｍＬ－１，美国Ｐｈｅ
ｎｏｍｅｎｅｘ产品。
１．１．７高效液相色谱仪组合

液相色谱泵，Ｇｙｎｋｏｔｅｋ３００Ｂ型，德国产；进样装
置：Ｒｈｅｏｄｙｎｅ７１２５型２０μＬ固定体积样品注入器，美
国产；色谱柱：长１２５ｍｍ，内径４６ｍｍ，内填粒度５μｍ
Ｈｙｐｅｒｓｉｌ－ＯＤＳ，色谱住前附加一长度２０ｍｍ、填料为
Ｃ－１８型、粒度为１０μｍ的保护柱。
１．１．８荧光分光光度检测器

日本岛津ＲＦ－５００Ｌ型，激励光波长：３３５ｎｍ，发
射光波长：４４０ｎｍ。
１．２实验试剂
１．２．１甲醇

ＨＰＬＣ级，江苏淮阴塑料制品厂精细化工研究所。
１．２．２标准溶液的配制

１ｍｇ腐马毒素（美国Ｓｉｇｍａ公司）ＦＢ１和ＦＢ２分别
溶于 ２５ｍＬ甲醇，该标准溶液含腐马毒素 ４０μｇ·
ｍＬ－１。
１．２．３固相柱淋洗液

１００ｍＬ甲醇，加１ｍＬ冰醋酸，摇匀。

１．２．４巯基乙醇、邻苯二甲醛：美国Ｓｉｇｍａ公司产品。
１．２．５衍生液配制

称取１６ｍｇ（精确到０．１ｍｇ）邻苯二甲醛溶于０．４
ｍＬ甲醇，加入２ｍＬ预先配制好的０．１ｍｏｌ·Ｌ－１四硼
酸钠溶液，摇匀牷再加入２０μＬ巯基乙醇，摇匀。该衍
生液置于棕色瓶中，避免阳光直射，每周需配制新鲜

溶液。

１．２．６高效液相层析用流动相
甲醇加０．１ｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＨ２ＰＯ４（３∶１，Ｖ／Ｖ），逐滴

加入磷酸，直至溶液ｐＨ值达３．３５，用前用超声波清
洗器脱气处理后使用。

除非另有说明，本实验中所有使用的试剂均为分

析纯。

１．３样品中腐马毒素的提取
２５ｇ经粉碎的玉米样（４０目），置于２５０ｍＬ三角

瓶中，加入５０ｍＬ甲醇＋水（３∶１，Ｖ／Ｖ）的提取液，放
置过夜，在震荡提取机上提取３０ｍｉｎ。用定量滤纸把
浆状混合物过滤到一平底烧瓶中。检验滤液的 ｐＨ
值，如果需要，逐滴加入０．５ｍｏｌ·Ｌ－１氢氧化钠溶液
（仅需要 １—２滴），直到滤液的 ｐＨ值达到 ５．８—
６．５。
１．４固相萃取柱条件化

依次向固相柱加２ｍＬ甲醇，２ｍＬ甲醇＋水混合
液（３∶１，Ｖ／Ｖ），用于对固相柱的条件化处理，操作中
注意保持流速不超过０．５ｍＬ·ｍｉｎ－１（１０滴左右），在
对固相柱条件化处理中，特别是在向固相柱加玉米提

取样溶液前，必须保持固相柱处于湿润状态。

１．５玉米提取液纯化
在保证固相柱处于湿润的条件下，定量取１ｍＬ

玉米提取滤液（相当于０．５ｇ玉米样），添加到固相柱
上，在重力作用下过滤，如果需要，可以用橡皮吸耳球

稍加压力，但要保证流速不超过０．２ｍＬ·ｍｉｎ－１（大约
４滴）。待全部玉米提取液过柱后，依次用２ｍＬ甲醇
＋水（３∶１，Ｖ／Ｖ），２ｍＬ甲醇，预洗固相柱，并弃去所
有预洗液。再用８ｍＬ甲醇＋冰醋酸（１００∶１，Ｖ／Ｖ）作
为淋洗液对保留在固相柱上的腐马毒素进行淋洗，在

此操作中，要保持流速在大约０．２ｍＬ·ｍｉｎ－１。收集所
有淋洗液，用旋转蒸发器挥发溶剂至干，水浴温度控

制在４５℃左右。用甲醇溶解瓶中残留物，并定量地用
甲醇 （共计３ｍＬ左右）分数次把残留物移到一小瓶
中，在一束干燥氮气下挥发掉所有溶剂，并重新用甲

醇定溶至０．２ｍＬ。
１．６衍生物的制备和高效液相色谱测定
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注：Ａ为腐马素 ＦＢ１和 ＦＢ２，每种毒素的量相当于１０ｎｇ；Ｂ为用
玉米发霉的菌丝中提取物；Ｃ为实际玉米样，玉米提取物的注
入量相当于１２．５ｍｇ；Ｄ为用样品 Ｃ的回收率添加样，其添加
浓度对 ＦＢ１牞ＦＢ２和ＦＢ３分别为２．０牞１．６和０．６ｍｇ·ｋｇ－１

图２ 腐马毒素的标准样和添加样高效液相色谱图
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定量吸取预先配制好的不同浓度的腐马素标准

溶液或上述纯化后溶液１０μＬ，转到一容积为２ｍＬ小
型衍生瓶中，再加入３０μＬ衍生液，在超声波清洗器
下混匀，立即用１００μＬ注射器全部吸取之，并迅速注
入到高效液相色谱仪器中。

１．７玉米中腐马毒素残留的定量
对于玉米中腐马素的定量采用外标法，即注入相

当于２、４、８、１６、２０、４０ｎｇ的腐马素衍生物到仪器中，
以相应毒素色谱峰面积与对应进入仪器中标准样量

求出相应的函数关系。把未知样中的腐马素峰的面积

与上述所得到函数关系加以比较处理，同时综合地利

用注入到仪器中玉米提取物的量，就极为容易地计算

出待测样中腐马素含量。

２ 结果与讨论

图２所给出的是腐马素的高效液相色谱图，其中
阿拉伯数字１、２分别表示ＦＢ１、ＦＢ２。对分析测定使用
的各种条件和参数，请见文中说明。

在ＦＢ２色谱峰的前边有一个未知峰３，尽管手头
上没有ＦＢ３标准样，根据用严重发霉的玉米上收集到
的菌丝提取物分析，以及与许多已经发表的文献对

照、分析，可以认为：该色谱峰应该是腐马毒素ＦＢ３。
由于ＦＢ２和ＦＢ３的化学结构非常类似，其保留时间又
十分接近，因此，对于未知样中ＦＢ３的定量可以借用
仪器对ＦＢ２的应答系数来解决。可看出，在本实验的
条件下，３种腐马素ＦＢ１、ＦＢ２和ＦＢ３得到了良好的分
离，且３种色谱图中也没有显著的玉米共萃物干扰。

２．１分析方法的设计
痕量分析是指所要测定的对象含量非常低（一般

在几个ｍｇ·ｋｇ－１以下）的分析测定。为了研制开发一
种良好的痕量分析方法，必须充分利用好手头所掌握

的资源，因此，预先作好对分析方法的设计就是一项

重要的工作。首先要确定分析方法的最低检出限需要

达到的目标。一般确定最低检出限是根据这一毒物的

官方设置的最大残留限量而定。例如，腐马毒素在欧、

美、日多数国家目前临时最大残留限量被设置在 １
ｍｇ·ｋｇ－１左右，因此所要开发的分析方法的最低检
出限应设置在低于这个最大限量一个数量级，也就是

０．１ｍｇ·ｋｇ－１就可以了。为了达到能够测定玉米中含
有０．１ｍｇ·ｋｇ－１的腐马毒素，必须首先挖掘检测器资
源，使所用的检测器达到最敏感而同时又处在稳定的

状态。经过努力，尽管所用的荧光检测器是上世纪６０
年代产品，但仍然可以达到最低检出量为０．５ｎｇ左右
的腐马毒素。所以，可以用较少提取液就达到检测的

目的，因而对玉米提取样的纯化就减小了压力。实验

证实，仅仅用一支小型固相提取柱就可以承担０．５ｇ
玉米提取物，而最终玉米提取物注入到仪器中量仅为

１２．５ｍｇ，就轻易地达到了我们的预先目标。由于对这
种小型固相萃取柱的负载轻，使得对固相萃取柱至少

可以重新使用２次用以纯化玉米提取液。还要说明的
是牞尽管最终只用１ｍＬ提取液便可以满足用于纯化
处理供定量测定玉米中的腐马毒素，但是最初对玉米

提取时所使用的分析样品量不能太少，因为太少的分

析样用量很难具有代表性。

２．２对玉米样中腐马毒素的提取
对提取用的溶剂选择的原则是：提取效率要高，

所提取的共萃杂质要少，使用的提取溶液要经济而且

毒性低。根据相关报道，含有不同量水的甲醇和乙腈

最常用于对谷物样中腐马素的提取。尽管有报道指

出，使用乙腈＋水所得到的提取效率要稍微优于甲醇
＋水，但本实验仍然选用甲醇＋水（３∶１牞Ｖ／Ｖ）为提取
剂，主要就是使用甲醇所得到的共萃杂质少，而且既

经济，毒性又低。此外，使用乙腈＋水作为提取溶液与
本方法所得到的结果进行比较后，发现提取效率并没

有显著地提高。

２．３对玉米提取液的纯化
由于腐马毒素的化学结构中含有氨基和羧羟基，

可以看出与氨基酸非常类似。在用强阴离子交换柱对

玉米提取物的纯化过程中，ｐＨ值无疑起着重要的作
用，因为溶液的酸碱度是腐马毒素的离子电性的决定
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因素。我们实验数据证实，提取液的ｐＨ值在６．０比
较有利于层析柱对毒素的吸附，因此，对提取液的ｐＨ
值的调节是必需的。

２．４衍生液的反应比例
本实验对于衍生液与待测定样样品的体积比例

作了优化检验。用９∶１、８∶１、４∶１、３∶１、２∶１、１∶１不同的
比例作了比较，以腐马毒素ＦＢ１做参照。发现注入同
样量的毒素，仪器给出的应答随衍生液比例的减少而

减小，不过这种降低的幅度不大。但是对于比例在４∶
１以下牞这种单位量的应答值减小趋势变的非常缓慢
（见图３）。考虑到玉米提取液的纯化样品中可能含有
能损耗衍生液的杂质，因此最终选用衍生液与待测定

样品的体积比例为３∶１。这样的比例一方面可以保证
衍生液不会处于短缺，同时又兼顾了注入高效液谱仪

器中毒素的实际进样量。

２．５腐马毒素对仪器的线性范围
向仪器中分别注入１、２、４、８、１６、２０、４０、８０、１００

ｎｇＦＢ１毒素，发现毒素在２—４０ｎｇ范围内线性关系良
好，因此，在样品的测定过程中，如果发现所测定样品

中毒素含量较高，注入到仪器中的毒素超出了线性范

围，应该对原纯化样的取样量进行调整，并重新制备

衍生物后加以测定。

２．６添加回收率与最小检出限
为检验该方法的准确度，使用已知量的腐马毒素

添加到玉米样中，经测定牗表１牘，回收率是满意的。
仪器对于０．５ｎｇＦＢ１能显示出明显的至少区别于

３倍背景噪音的应答，如果以此作为仪器的最低检出
量，而同时可以注入１２．５ｍｇ的玉米提取物到仪器中

图３ 衍生液与样品体积比的最优化选择

Ｆｉｇｕｒｅ３Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆｖｏｌｕｍｅｒａｔｉｏｓｂｅｔｗｅｅｎｄｅｒｉｖａｔｉｚａｔｉｏｎ
ｍｉｘｔｕｒｅａｎｄｓａｍｐｌｅｕｓｅｄ

腐马毒素
添加水平 回收率（标准误差） 添加水平 回收率（标准误差） 添加水平 回收率（标准误差）

／ｍｇ·ｋｇ－１ ／％牗ｓｄ牘 ／ｍｇ·ｋｇ－１ ／％牗ｓｄ牘 ／ｍｇ·ｋｇ－１ ／％牗ｓｄ牘

ＦＢ１ ２．０ ９５．７牗９．２牘 １．０ ９５．３牗７．２牘 ０．５ ８１．１牗９．０牘
ＦＢ２ １．６ ８９．６牗８．７牘 ０．８ １１２．９牗５．２牘 ０．４ ７９．６牗１２．７牘
ＦＢ３ ０．６ ７８．０牗１０．３牘 ０．３ ６８．０牗１１．３牘 — —

表１ 添加已知量的毒素到玉米中后用本方法测定到的回收率
Ｔａｂｌｅ１ Ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓｏｆｆｏｒｔｉｆｉｅｄｍａｉｚｅｓａｍｐｌｅｓｗｉｔｈｋｎｏｗｎａｍｏｕｎｔｓｏｆｆｕｍｏｎｉｓｉｎｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｖｅｌｓｏｆｔｈｅｔｏｘｉｎｓ

注：代表至少３次重复测定结果的标准偏差。

（２５ｇ玉米，用５０ｍＬ提取液，取１ｍＬ过柱，终液量
０．２ｍＬ，取１０ｍＬ纯化液＋３０ｍＬ衍生液，注入２０ｍＬ
被仪器分析测定），那么整个分析方法对于ＦＢ１的最
低检出量为０．０４ｍｇ·ｋｇ－１。按照同样的推理计算，该
分析方法对于其它另外两种毒素 ＦＢ２和 ＦＢ３的最低
检出量分别为０．１和０．０８ｍｇ·ｋｇ－１。
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