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Ⅰ　　　　

前　　言

　　本标准代替 ＧＢ／Ｔ５００９．２２—２００３《食品中黄曲霉毒素Ｂ１ 的测定》、ＧＢ／Ｔ５００９．２３—２００６《食品中

黄曲霉毒素Ｂ１、Ｂ２、Ｇ１、Ｇ２的测定》、ＧＢ５００９．２４—２０１０《食品安全国家标准食品中黄曲霉毒素 Ｍ１和Ｂ１

的测定》、ＧＢ／Ｔ２３２１２—２００８《牛奶和奶粉中黄曲霉毒素Ｂ１、Ｂ２、Ｇ１、Ｇ２、Ｍ１、Ｍ２的测定　液相色谱荧光

检测法》、ＧＢ／Ｔ１８９７９—２００３《食品中黄曲霉毒素的测定　免疫亲和层析净化高效液相色谱法和荧光光

度法》、ＳＮ０３３９—１９９５《出口茶叶中黄曲霉毒素Ｂ１检验方法》、ＳＮ／Ｔ１６６４—２００５《牛奶和奶粉中黄曲霉

毒素 Ｍ１、Ｂ１、Ｂ２、Ｇ１、Ｇ２含量的测定》、ＳＮ／Ｔ１１０１—２００２《进出口油籽及粮谷中黄曲霉毒素的检验方

法》、ＳＮ０６３７—１９９７《出口油籽、坚果及坚果制品中黄曲霉毒素的检验方法　液相色谱法》、ＳＮ／Ｔ１７３６—

２００６《进出口蜂蜜中黄曲霉毒素的检验方法　高效液相色谱法》、ＮＹ／Ｔ１２８６—２００７《花生黄曲霉毒素

Ｂ１的测定　高效液相色谱法》。

本标准与ＧＢ／Ｔ５００９．２２—２００３相比，主要变化如下：

———标准名称修改为“食品安全国家标准　食品中黄曲霉毒素Ｂ族和Ｇ族的测定”；

———根据ＧＢ２７６１—２０１１的要求，增加了方法的适用范围；

———增加了同位素稀释液相色谱串联质谱法为第一法；

———增加了高效液相色谱柱前衍生法为第二法；

———增加了高效液相色谱柱后衍生法为第三法；

———修改了酶联免疫法，并将方法名称更改为酶联免疫吸附筛查法；

———增加了免疫亲和柱以及酶联免疫试剂盒质量判定要求与方法；

———修改了测定组分为黄曲霉毒素Ｂ族和Ｇ族化合物。



犌犅５００９．２２—２０１６

１　　　　

食品安全国家标准

食品中黄曲霉毒素犅族和犌族的测定

１　范围

本标准规定了食品中黄曲霉毒素Ｂ１、黄曲霉毒素Ｂ２、黄曲霉毒素 Ｇ１、黄曲霉毒素 Ｇ２（以下简称

ＡＦＴＢ１、ＡＦＴＢ２、ＡＦＴＧ１和ＡＦＴＧ２）的测定方法。

本标准第一法为同位素稀释液相色谱串联质谱法，适用于谷物及其制品、豆类及其制品、坚果及籽

类、油脂及其制品、调味品、婴幼儿配方食品和婴幼儿辅助食品中ＡＦＴＢ１、ＡＦＴＢ２、ＡＦＴＧ１和ＡＦＴＧ２

的测定。

本标准第二法为高效液相色谱柱前衍生法，适用于谷物及其制品、豆类及其制品、坚果及籽类、油

脂及其制品、调味品、婴幼儿配方食品和婴幼儿辅助食品中 ＡＦＴＢ１、ＡＦＴＢ２、ＡＦＴＧ１和 ＡＦＴＧ２的

测定。

本标准第三法为高效液相色谱柱后衍生法，适用于谷物及其制品、豆类及其制品、坚果及籽类、油

脂及其制品、调味品、婴幼儿配方食品和婴幼儿辅助食品中 ＡＦＴＢ１、ＡＦＴＢ２、ＡＦＴＧ１和 ＡＦＴＧ２的

测定。

本标准第四法为酶联免疫吸附筛查法，适用于谷物及其制品、豆类及其制品、坚果及籽类、油脂及其

制品、调味品、婴幼儿配方食品和婴幼儿辅助食品中ＡＦＴＢ１的测定。

本标准第五法为薄层色谱法，适用于谷物及其制品、豆类及其制品、坚果及籽类、油脂及其制品、调

味品中ＡＦＴＢ１的测定。

第一法　同位素稀释液相色谱串联质谱法

２　原理

试样中的黄曲霉毒素Ｂ１、黄曲霉毒素Ｂ２、黄曲霉毒素Ｇ１、黄曲霉毒素Ｇ２，用乙腈水溶液或甲醇水

溶液提取，提取液用含１％ＴｒｉｔｏｎＸ１００（或吐温２０）的磷酸盐缓冲溶液稀释后（必要时经黄曲霉毒素固

相净化柱初步净化），通过免疫亲和柱净化和富集，净化液浓缩、定容和过滤后经液相色谱分离，串联质

谱检测，同位素内标法定量。

３　试剂和材料

除非另有说明，本方法所用试剂均为分析纯，水为ＧＢ／Ｔ６６８２规定的一级水。

３．１　试剂

３．１．１　乙腈（ＣＨ３ＣＮ）：色谱纯。

３．１．２　甲醇（ＣＨ３ＯＨ）：色谱纯。

３．１．３　乙酸铵（ＣＨ３ＣＯＯＮＨ４）：色谱纯。

３．１．４　氯化钠（ＮａＣｌ）。
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３．１．５　磷酸氢二钠（Ｎａ２ＨＰＯ４）。

３．１．６　磷酸二氢钾（ＫＨ２ＰＯ４）。

３．１．７　氯化钾（ＫＣｌ）。

３．１．８　盐酸（ＨＣｌ）。

３．１．９　ＴｒｉｔｏｎＸ１００［Ｃ１４Ｈ２２Ｏ（Ｃ２Ｈ４Ｏ）狀］（或吐温２０，Ｃ５８Ｈ１１４Ｏ２６）。

３．２　试剂配制

３．２．１　乙酸铵溶液（５ｍｍｏｌ／Ｌ）：称取０．３９ｇ乙酸铵，用水溶解后稀释至１０００ｍＬ，混匀。

３．２．２　乙腈水溶液（８４＋１６）：取８４０ｍＬ乙腈加入１６０ｍＬ水，混匀。

３．２．３　甲醇水溶液（７０＋３０）：取７００ｍＬ甲醇加入３００ｍＬ水，混匀。

３．２．４　乙腈水溶液（５０＋５０）：取５０ｍＬ乙腈加入５０ｍＬ水，混匀。

３．２．５　乙腈甲醇溶液（５０＋５０）：取５０ｍＬ乙腈加入５０ｍＬ甲醇，混匀。

３．２．６　１０％盐酸溶液：取１ｍＬ盐酸，用纯水稀释至１０ｍＬ，混匀。

３．２．７　磷酸盐缓冲溶液（以下简称ＰＢＳ）：称取８．００ｇ氯化钠、１．２０ｇ磷酸氢二钠（或２．９２ｇ十二水磷酸

氢二钠）、０．２０ｇ磷酸二氢钾、０．２０ｇ氯化钾，用９００ｍＬ水溶解，用盐酸调节ｐＨ至７．４±０．１，加水稀释

至１０００ｍＬ。

３．２．８　１％ＴｒｉｔｏｎＸ１００（或吐温２０）的ＰＢＳ：取１０ｍＬＴｒｉｔｏｎＸ１００（或吐温２０），用ＰＢＳ稀释至１０００ｍＬ。

３．３　标准品

３．３．１　ＡＦＴＢ１标准品（Ｃ１７Ｈ１２Ｏ６，ＣＡＳ：１１６２６５８）：纯度≥９８％，或经国家认证并授予标准物质证书的

标准物质。

３．３．２　ＡＦＴＢ２标准品（Ｃ１７Ｈ１４Ｏ６，ＣＡＳ：７２２０８１７）：纯度≥９８％，或经国家认证并授予标准物质证书的

标准物质。

３．３．３　ＡＦＴＧ１标准品（Ｃ１７Ｈ１２Ｏ７，ＣＡＳ：１１６５３９５）：纯度≥９８％，或经国家认证并授予标准物质证书的

标准物质。

３．３．４　ＡＦＴＧ２标准品（Ｃ１７Ｈ１４Ｏ７，ＣＡＳ：７２４１９８７）：纯度≥９８％，或经国家认证并授予标准物质证书的

标准物质。

３．３．５　同位素内标
１３Ｃ１７ＡＦＴＢ１（Ｃ１７Ｈ１２Ｏ６，ＣＡＳ：１２１７４４９４５０）：纯度≥９８％，浓度为０．５μｇ／ｍＬ。

３．３．６　同位素内标
１３Ｃ１７ＡＦＴＢ２（Ｃ１７Ｈ１４Ｏ６，ＣＡＳ：１２１７４７０９８８）：纯度≥９８％，浓度为０．５μｇ／ｍＬ。

３．３．７　同位素内标
１３Ｃ１７ＡＦＴＧ１（Ｃ１７Ｈ１２Ｏ７，ＣＡＳ：１２１７４４４０７９）：纯度≥９８％，浓度为０．５μｇ／ｍＬ。

３．３．８　同位素内标
１３Ｃ１７ＡＦＴＧ２（Ｃ１７Ｈ１４Ｏ７，ＣＡＳ：１２１７４６２４９１）：纯度≥９８％，浓度为０．５μｇ／ｍＬ。

注：标准物质可以使用满足溯源要求的商品化标准溶液。

３．４　标准溶液配制

３．４．１　标准储备溶液（１０μｇ／ｍＬ）：分别称取ＡＦＴＢ１、ＡＦＴＢ２、ＡＦＴＧ１和ＡＦＴＧ２１ｍｇ（精确至０．０１ｍｇ），

用乙腈溶解并定容至１００ｍＬ。此溶液浓度约为１０μｇ／ｍＬ。溶液转移至试剂瓶中后，在－２０℃下避光保

存，备用。临用前进行浓度校准（校准方法参见附录Ａ）。

３．４．２　混合标准工作液（１００ｎｇ／ｍＬ）：准确移取混合标准储备溶液（１．０μｇ／ｍＬ）１．００ｍＬ至１００ｍＬ容

量瓶中，乙腈定容。此溶液密封后避光－２０℃下保存，三个月有效。

３．４．３　混合同位素内标工作液（１００ｎｇ／ｍＬ）：准确移取０．５μｇ／ｍＬ
１３Ｃ１７ＡＦＴＢ１、

１３Ｃ１７ＡＦＴＢ２、
１３Ｃ１７

ＡＦＴＧ１和
１３Ｃ１７ＡＦＴＧ２各２．００ｍＬ，用乙腈定容至１０ｍＬ。在－２０℃下避光保存，备用。

３．４．４　标准系列工作溶液：准确移取混合标准工作液（１００ｎｇ／ｍＬ）１０μＬ、５０μＬ、１００μＬ、２００μＬ、

５００μＬ、８００μＬ、１０００μＬ至１０ｍＬ容量瓶中，加入２００μＬ１００ｎｇ／ｍＬ的同位素内标工作液，用初始流

动相定容至刻度，配制浓度点为０．１ｎｇ／ｍＬ、０．５ｎｇ／ｍＬ、１．０ｎｇ／ｍＬ、２．０ｎｇ／ｍＬ、５．０ｎｇ／ｍＬ、８．０ｎｇ／ｍＬ、
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１０．０ｎｇ／ｍＬ的系列标准溶液。

４　仪器和设备

４．１　匀浆机。

４．２　高速粉碎机。

４．３　组织捣碎机。

４．４　超声波／涡旋振荡器或摇床。

４．５　天平：感量０．０１ｇ和０．００００１ｇ。

４．６　涡旋混合器。

４．７　高速均质器：转速６５００ｒ／ｍｉｎ～２４０００ｒ／ｍｉｎ。

４．８　离心机：转速≥６０００ｒ／ｍｉｎ。

４．９　玻璃纤维滤纸：快速、高载量、液体中颗粒保留１．６μｍ。

４．１０　固相萃取装置（带真空泵）。

４．１１　氮吹仪。

４．１２　液相色谱串联质谱仪：带电喷雾离子源。

４．１３　液相色谱柱。

４．１４　免疫亲和柱：ＡＦＴＢ１柱容量≥２００ｎｇ，ＡＦＴＢ１柱回收率≥８０％，ＡＦＴＧ２的交叉反应率≥８０％（验

证方法参见附录Ｂ）。

注：对于不同批次的亲和柱在使用前需进行质量验证。

４．１５　黄曲霉毒素专用型固相萃取净化柱或功能相当的固相萃取柱（以下简称净化柱）：对复杂基质样

品测定时使用。

４．１６　微孔滤头：带０．２２μｍ微孔滤膜（所选用滤膜应采用标准溶液检验确认无吸附现象，方可使用）。

４．１７　筛网：１ｍｍ～２ｍｍ试验筛孔径。

４．１８　ｐＨ计。

５　分析步骤

使用不同厂商的免疫亲和柱，在样品上样、淋洗和洗脱的操作方面可能会略有不同，应该按照供应

商所提供的操作说明书要求进行操作。

警示：整个分析操作过程应在指定区域内进行。该区域应避光（直射阳光）、具备相对独立的操作台

和废弃物存放装置。在整个实验过程中，操作者应按照接触剧毒物的要求采取相应的保护措施。

５．１　样品制备

５．１．１　液体样品（植物油、酱油、醋等）

采样量需大于１Ｌ，对于袋装、瓶装等包装样品需至少采集３个包装（同一批次或号），将所有液体

样品在一个容器中用匀浆机混匀后，其中任意的１００ｇ（ｍＬ）样品进行检测。

５．１．２　固体样品（谷物及其制品、坚果及籽类、婴幼儿谷类辅助食品等）

采样量需大于１ｋｇ，用高速粉碎机将其粉碎，过筛，使其粒径小于２ｍｍ孔径试验筛，混合均匀后缩

分至１００ｇ，储存于样品瓶中，密封保存，供检测用。

５．１．３　半流体（腐乳、豆豉等）

采样量需大于１ｋｇ（Ｌ），对于袋装、瓶装等包装样品需至少采集３个包装（同一批次或号），用组织
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捣碎机捣碎混匀后，储存于样品瓶中，密封保存，供检测用。

５．２　样品提取

５．２．１　液体样品

５．２．１．１　植物油脂

称取５ｇ试样（精确至０．０１ｇ）于５０ｍＬ离心管中，加入１００μＬ同位素内标工作液（３．４．３）振荡混合

后静置３０ｍｉｎ。加入２０ｍＬ乙腈水溶液（８４＋１６）或甲醇水溶液（７０＋３０），涡旋混匀，置于超声波／涡

旋振荡器或摇床中振荡２０ｍｉｎ（或用均质器均质３ｍｉｎ），在６０００ｒ／ｍｉｎ下离心１０ｍｉｎ，取上清液备用。

５．２．１．２　酱油、醋

称取５ｇ试样（精确至０．０１ｇ）于５０ｍＬ离心管中，加入１２５μＬ同位素内标工作液振荡混合后静置

３０ｍｉｎ。用乙腈或甲醇定容至２５ｍＬ（精确至０．１ｍＬ），涡旋混匀，置于超声波／涡旋振荡器或摇床中振

荡２０ｍｉｎ（或用均质器均质３ｍｉｎ），在６０００ｒ／ｍｉｎ下离心１０ｍｉｎ（或均质后玻璃纤维滤纸过滤），取上

清液备用。

５．２．２　固体样品

５．２．２．１　一般固体样品

称取５ｇ试样（精确至０．０１ｇ）于５０ｍＬ离心管中，加入１００μＬ同位素内标工作液振荡混合后静置

３０ｍｉｎ。加入２０．０ｍＬ乙腈水溶液（８４＋１６）或甲醇水溶液（７０＋３０），涡旋混匀，置于超声波／涡旋振

荡器或摇床中振荡２０ｍｉｎ（或用均质器均质３ｍｉｎ），在６０００ｒ／ｍｉｎ下离心１０ｍｉｎ（或均质后玻璃纤维

滤纸过滤），取上清液备用。

５．２．２．２　婴幼儿配方食品和婴幼儿辅助食品

称取５ｇ试样（精确至０．０１ｇ）于５０ｍＬ离心管中，加入１００μＬ同位素内标工作液振荡混合后静置

３０ｍｉｎ。加入２０．０ｍＬ乙腈水溶液（５０＋５０）或甲醇水溶液（７０＋３０），涡旋混匀，置于超声波／涡旋振

荡器或摇床中振荡２０ｍｉｎ（或用均质器均质３ｍｉｎ），在６０００ｒ／ｍｉｎ下离心１０ｍｉｎ（或均质后玻璃纤维

滤纸过滤），取上清液备用。

５．２．３　半流体样品

称取５ｇ试样（精确至０．０１ｇ）于５０ｍＬ离心管中，加入１００μＬ同位素内标工作液振荡混合后静置

３０ｍｉｎ。加入２０．０ｍＬ乙腈水溶液（８４＋１６）或甲醇水溶液（７０＋３０），置于超声波／涡旋振荡器或摇床

中振荡２０ｍｉｎ（或用均质器均质３ｍｉｎ），在６０００ｒ／ｍｉｎ下离心１０ｍｉｎ（或均质后玻璃纤维滤纸过滤），

取上清液备用。

５．３　样品净化

５．３．１　免疫亲和柱净化

５．３．１．１　上样液的准备

准确移取４ｍＬ上清液，加入４６ｍＬ１％ ＴｒｉｔｉｏｎＸ１００（或吐温２０）的ＰＢＳ（使用甲醇水溶液提取

时可减半加入），混匀。

５．３．１．２　免疫亲和柱的准备

将低温下保存的免疫亲和柱恢复至室温。
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５．３．１．３　试样的净化

待免疫亲和柱内原有液体流尽后，将上述样液移至５０ｍＬ注射器筒中，调节下滴速度，控制样液以

１ｍＬ／ｍｉｎ～３ｍＬ／ｍｉｎ的速度稳定下滴。待样液滴完后，往注射器筒内加入２×１０ｍＬ水，以稳定流速

淋洗免疫亲和柱。待水滴完后，用真空泵抽干亲和柱。脱离真空系统，在亲和柱下部放置１０ｍＬ刻度

试管，取下５０ｍＬ的注射器筒，加入２×１ｍＬ甲醇洗脱亲和柱，控制１ｍＬ／ｍｉｎ～３ｍＬ／ｍｉｎ的速度下

滴，再用真空泵抽干亲和柱，收集全部洗脱液至试管中。在５０℃下用氮气缓缓地将洗脱液吹至近干，加

入１．０ｍＬ初始流动相，涡旋３０ｓ溶解残留物，０．２２μｍ滤膜过滤，收集滤液于进样瓶中以备进样。

５．３．２　黄曲霉毒素固相净化柱和免疫亲和柱同时使用（对花椒、胡椒和辣椒等复杂基质）

５．３．２．１　净化柱净化

移取适量上清液，按净化柱操作说明进行净化，收集全部净化液。

５．３．２．２　免疫亲和柱净化

用刻度移液管准确吸取上述净化液４ｍＬ，加入４６ｍＬ１％ ＴｒｉｔｉｏｎＸ１００（或吐温２０）的ＰＢＳ［使用甲

醇水溶液提取时，加入２３ｍＬ１％ＴｒｉｔｉｏｎＸ１００（或吐温２０）的ＰＢＳ］，混匀。按５．３．１．２和５．３．１．３处理。

注：全自动（在线）或半自动（离线）的固相萃取仪器可优化操作参数后使用。

５．４　液相色谱参考条件

液相色谱参考条件列出如下：

ａ）　流动相：Ａ相：５ｍｍｏｌ／Ｌ乙酸铵溶液；Ｂ相：乙腈甲醇溶液（５０＋５０）；

ｂ）　梯度洗脱：３２％ Ｂ（０ｍｉｎ～０．５ｍｉｎ），４５％ Ｂ（３ｍｉｎ～４ｍｉｎ），１００％ Ｂ（４．２ｍｉｎ～４．８ｍｉｎ），

３２％Ｂ（５．０ｍｉｎ～７．０ｍｉｎ）；

ｃ）　色谱柱：Ｃ１８柱（柱长１００ｍｍ，柱内径２．１ｍｍ；填料粒径１．７μｍ），或相当者；

ｄ）　流速：０．３ｍＬ／ｍｉｎ；

ｅ）　柱温：４０℃；

ｆ）　进样体积：１０μＬ。

５．５　质谱参考条件

质谱参考条件列出如下：

ａ）　检测方式：多离子反应监测（ＭＲＭ）；

ｂ）　离子源控制条件：参见表１；

ｃ）　离子选择参数：参见表２；

ｄ）　子离子扫描图：参见图Ｃ．１～图Ｃ．８；

ｅ）　液相色谱质谱图：见图Ｃ．９。

表１　离子源控制条件

电离方式 ＥＳＩ＋

毛细管电压／ｋＶ ３．５

锥孔电压／Ｖ ３０

射频透镜１电压／Ｖ １４．９

射频透镜２电压／Ｖ １５．１
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表１（续）

离子源温度／℃ １５０

锥孔反吹气流量／（Ｌ／ｈ） ５０

脱溶剂气温度／℃ ５００

脱溶剂气流量／（Ｌ／ｈ） ８００

电子倍增电压／Ｖ ６５０

表２　离子选择参数表

化合物名称
母离子

（犿／狕）

定量离子

（犿／狕）

碰撞能量

ｅＶ

定性离子

（犿／狕）

碰撞能量

ｅＶ
离子化方式

ＡＦＴＢ１ ３１３ ２８５ ２２ ２４１ ３８ ＥＳＩ＋

１３Ｃ１７ＡＦＴＢ１ ３３０ ２５５ ２３ ３０１ ３５ ＥＳＩ＋

ＡＦＴＢ２ ３１５ ２８７ ２５ ２５９ ２８ ＥＳＩ＋

１３Ｃ１７ＡＦＴＢ２ ３３２ ３０３ ２５ ２７３ ２８ ＥＳＩ＋

ＡＦＴＧ１ ３２９ ２４３ ２５ ２８３ ２５ ＥＳＩ＋

１３Ｃ１７ＡＦＴＧ１ ３４６ ２５７ ２５ ２９９ ２５ ＥＳＩ＋

ＡＦＴＧ２ ３３１ ２４５ ３０ ２８５ ２７ ＥＳＩ＋

１３Ｃ１７ＡＦＴＧ２ ３４８ ２５９ ３０ ３０１ ２７ ＥＳＩ＋

５．６　定性测定

试样中目标化合物色谱峰的保留时间与相应标准色谱峰的保留时间相比较，变化范围应在±２．５％

之内。

每种化合物的质谱定性离子必须出现，至少应包括一个母离子和两个子离子，而且同一检测批次，

对同一化合物，样品中目标化合物的两个子离子的相对丰度比与浓度相当的标准溶液相比，其允许偏差

不超过表３规定的范围。

表３　定性时相对离子丰度的最大允许偏差

相对离子丰度／％ ＞５０ ２０～５０ １０～２０ ≤１０

允许相对偏差／％ ±２０ ±２５ ±３０ ±５０

５．７　标准曲线的制作

在５．４、５．５的液相色谱串联质谱仪分析条件下，将标准系列溶液由低到高浓度进样检测，以ＡＦＴＢ１、

ＡＦＴＢ２、ＡＦＴＧ１和ＡＦＴＧ２色谱峰与各对应内标色谱峰的峰面积比值浓度作图，得到标准曲线回归方

程，其线性相关系数应大于０．９９。

５．８　试样溶液的测定

取５．３处理得到的待测溶液进样，内标法计算待测液中目标物质的质量浓度，按第６章计算样品中

待测物的含量。待测样液中的响应值应在标准曲线线性范围内，超过线性范围则应适当减少取样量重

新测定。
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５．９　空白试验

不称取试样，按５．２和５．３的步骤做空白实验。应确认不含有干扰待测组分的物质。

６　分析结果的表述

试样中ＡＦＴＢ１、ＡＦＴＢ２、ＡＦＴＧ１和ＡＦＴＧ２的残留量按式（１）计算：

犡＝
ρ×犞１×犞３×１０００

犞２×犿×１０００
…………………………………（１）

　　式中：

犡　 ———试样中ＡＦＴＢ１、ＡＦＴＢ２、ＡＦＴＧ１或ＡＦＴＧ２的含量，单位为微克每千克（μｇ／ｋｇ）；

ρ ———进样溶液中ＡＦＴＢ１、ＡＦＴＢ２、ＡＦＴＧ１或 ＡＦＴＧ２按照内标法在标准曲线中对应的浓

度，单位为纳克每毫升（ｎｇ／ｍＬ）；

犞１ ———试样提取液体积（植物油脂、固体、半固体按加入的提取液体积；酱油、醋按定容总体积），

单位为毫升（ｍＬ）；

犞３ ———样品经净化洗脱后的最终定容体积，单位为毫升（ｍＬ）；

１０００———换算系数；

犞２ ———用于净化分取的样品体积，单位为毫升（ｍＬ）；

犿 ———试样的称样量，单位为克（ｇ）。

计算结果保留三位有效数字。

７　精密度

在重复性条件下获得的两次独立测定结果的绝对差值不得超过算术平均值的２０％。

８　其他

当称取样品５ｇ时，ＡＦＴＢ１的检出限为：０．０３μｇ／ｋｇ，ＡＦＴＢ２的检出限为０．０３μｇ／ｋｇ，ＡＦＴＧ１的检

出限为０．０３μｇ／ｋｇ，ＡＦＴＧ２的检出限为０．０３μｇ／ｋｇ；ＡＦＴＢ１的定量限为０．１μｇ／ｋｇ，ＡＦＴＢ２的定量限

为０．１μｇ／ｋｇ，ＡＦＴＧ１的定量限为０．１μｇ／ｋｇ，ＡＦＴＧ２的定量限为０．１μｇ／ｋｇ。

第二法　高效液相色谱柱前衍生法

９　原理

试样中的黄曲霉毒素Ｂ１、黄曲霉毒素Ｂ２、黄曲霉毒素Ｇ１、黄曲霉毒素Ｇ２，用乙腈水溶液或甲醇水

溶液的混合溶液提取，提取液经黄曲霉毒素固相净化柱净化去除脂肪、蛋白质、色素及碳水化合物等干

扰物质，净化液用三氟乙酸柱前衍生，液相色谱分离，荧光检测器检测，外标法定量。

１０　试剂和材料

除非另有说明，本方法所用试剂均为分析纯，水为ＧＢ／Ｔ６６８２规定的一级水。
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１０．１　试剂

１０．１．１　甲醇（ＣＨ３ＯＨ）：色谱纯。

１０．１．２　乙腈（ＣＨ３ＣＮ）：色谱纯。

１０．１．３　正己烷（Ｃ６Ｈ１４）：色谱纯。

１０．１．４　三氟乙酸（ＣＦ３ＣＯＯＨ）。

１０．２　试剂配制

１０．２．１　乙腈水溶液（８４＋１６）：取８４０ｍＬ乙腈加入１６０ｍＬ水。

１０．２．２　甲醇水溶液（７０＋３０）：取７００ｍＬ甲醇加入３００ｍＬ水。

１０．２．３　乙腈水溶液（５０＋５０）：取５００ｍＬ乙腈加入５００ｍＬ水。

１０．２．４　乙腈甲醇溶液（５０＋５０）：取５００ｍＬ乙腈加入５００ｍＬ甲醇。

１０．３　标准品

１０．３．１　ＡＦＴＢ１标准品（Ｃ１７Ｈ１２Ｏ６，ＣＡＳ号：１１６２６５８）：纯度≥９８％，或经国家认证并授予标准物质证

书的标准物质。

１０．３．２　ＡＦＴＢ２标准品（Ｃ１７Ｈ１４Ｏ６，ＣＡＳ号：７２２０８１７）：纯度≥９８％，或经国家认证并授予标准物质证

书的标准物质。

１０．３．３　ＡＦＴＧ１标准品（Ｃ１７Ｈ１２Ｏ７，ＣＡＳ号：１１６５３９５）：纯度≥９８％，或经国家认证并授予标准物质证

书的标准物质。

１０．３．４　ＡＦＴＧ２标准品（Ｃ１７Ｈ１４Ｏ７，ＣＡＳ号：７２４１９８７）：纯度≥９８％，或经国家认证并授予标准物质证

书的标准物质。

注：标准物质可以使用满足溯源要求的商品化标准溶液。

１０．４　标准溶液配制

１０．４．１　标准储备溶液（１０μｇ／ｍＬ）：分别称取 ＡＦＴＢ１、ＡＦＴＢ２、ＡＦＴＧ１和 ＡＦＴＧ２１ｍｇ（精确至

０．０１ｍｇ），用乙腈溶解并定容至１００ｍＬ。此溶液浓度约为１０μｇ／ｍＬ。溶液转移至试剂瓶中后，在

－２０℃ 下避光保存，备用。临用前进行浓度校准（校准方法参见附录Ａ）。

１０．４．２　混合标准工作液（ＡＦＴＢ１和ＡＦＴＧ１：１００ｎｇ／ｍＬ，ＡＦＴＢ２和ＡＦＴＧ２：３０ｎｇ／ｍＬ）：准确移取

ＡＦＴＢ１和ＡＦＴＧ１标准储备溶液各１ｍＬ，ＡＦＴＢ２和ＡＦＴＧ２标准储备溶液各３００μＬ至１００ｍＬ容量

瓶中，乙腈定容。密封后避光－２０℃下保存，三个月内有效。

１０．４．３　标准系列工作溶液：分别准确移取混合标准工作液１０μＬ、５０μＬ、２００μＬ、５００μＬ、１０００μＬ、

２０００μＬ、４０００μＬ至１０ｍＬ容量瓶中，用初始流动相定容至刻度（含 ＡＦＴＢ１和 ＡＦＴＧ１浓度为

０．１ｎｇ／ｍＬ、０．５ｎｇ／ｍＬ、２．０ｎｇ／ｍＬ、５．０ｎｇ／ｍＬ、１０．０ｎｇ／ｍＬ、２０．０ｎｇ／ｍＬ、４０．０ｎｇ／ｍＬ，ＡＦＴＢ２和

ＡＦＴＧ２浓度为０．０３ｎｇ／ｍＬ、０．１５ｎｇ／ｍＬ、０．６ｎｇ／ｍＬ、１．５ｎｇ／ｍＬ、３．０ｎｇ／ｍＬ、６．０ｎｇ／ｍＬ、１２ｎｇ／ｍＬ

的系列标准溶液）。

１１　仪器和设备

１１．１　匀浆机。

１１．２　高速粉碎机。

１１．３　组织捣碎机。

１１．４　超声波／涡旋振荡器或摇床。
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１１．５　天平：感量０．０１ｇ和０．００００１ｇ。

１１．６　涡旋混合器。

１１．７　高速均质器：转速６５００ｒ／ｍｉｎ～２４０００ｒ／ｍｉｎ。

１１．８　离心机：转速≥６０００ｒ／ｍｉｎ。

１１．９　玻璃纤维滤纸：快速、高载量、液体中颗粒保留１．６μｍ。

１１．１０　氮吹仪。

１１．１１　液相色谱仪：配荧光检测器。

１１．１２　色谱分离柱。

１１．１３　黄曲霉毒素专用型固相萃取净化柱（以下简称净化柱），或相当者。

１１．１４　一次性微孔滤头：带０．２２μｍ微孔滤膜（所选用滤膜应采用标准溶液检验确认无吸附现象，方可

使用）。

１１．１５　筛网：１ｍｍ～２ｍｍ试验筛孔径。

１１．１６　恒温箱。

１１．１７　ｐＨ计。

１２　分析步骤

１２．１　样品制备

１２．１．１　液体样品（植物油、酱油、醋等）

采样量需大于１Ｌ，对于袋装、瓶装等包装样品需至少采集３个包装（同一批次或号），将所有液体

样品在一个容器中用匀浆机混匀后，其中任意的１００ｇ（ｍＬ）样品进行检测。

１２．１．２　固体样品（谷物及其制品、坚果及籽类、婴幼儿谷类辅助食品等）

采样量需大于１ｋｇ，用高速粉碎机将其粉碎，过筛，使其粒径小于２ｍｍ孔径试验筛，混合均匀后缩

分至１００ｇ，储存于样品瓶中，密封保存，供检测用。

１２．１．３　半流体（腐乳、豆豉等）

采样量需大于１ｋｇ（Ｌ），对于袋装、瓶装等包装样品需至少采集３个包装（同一批次或号），用组织

捣碎机捣碎混匀后，储存于样品瓶中，密封保存，供检测用。

１２．２　样品提取

１２．２．１　液体样品

１２．２．１．１　植物油脂

称取５ｇ试样（精确至０．０１ｇ）于５０ｍＬ离心管中，加入２０ｍＬ乙腈水溶液（８４＋１６）或甲醇水溶

液（７０＋３０），涡旋混匀，置于超声波／涡旋振荡器或摇床中振荡２０ｍｉｎ（或用均质器均质３ｍｉｎ），在

６０００ｒ／ｍｉｎ下离心１０ｍｉｎ，取上清液备用。

１２．２．１．２　酱油、醋

称取５ｇ试样（精确至０．０１ｇ）于５０ｍＬ离心管中，用乙腈或甲醇定容至２５ｍＬ（精确至０．１ｍＬ），涡

旋混匀，置于超声波／涡旋振荡器或摇床中振荡２０ｍｉｎ（或用均质器均质３ｍｉｎ），在６０００ｒ／ｍｉｎ下离心

１０ｍｉｎ（或均质后玻璃纤维滤纸过滤），取上清液备用。
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１２．２．２　固体样品

１２．２．２．１　一般固体样品

称取５ｇ试样（精确至０．０１ｇ）于５０ｍＬ离心管中，加入２０．０ｍＬ乙腈水溶液（８４＋１６）或甲醇水溶

液（７０＋３０），涡旋混匀，置于超声波／涡旋振荡器或摇床中振荡２０ｍｉｎ（或用均质器均质３ｍｉｎ），在

６０００ｒ／ｍｉｎ下离心１０ｍｉｎ（或均质后玻璃纤维滤纸过滤），取上清液备用。

１２．２．２．２　婴幼儿配方食品和婴幼儿辅助食品

称取５ｇ试样（精确至０．０１ｇ）于５０ｍＬ离心管中，加入２０．０ｍＬ乙腈水溶液（５０＋５０）或甲醇水溶

液（７０＋３０），涡旋混匀，置于超声波／涡旋振荡器或摇床中振荡２０ｍｉｎ（或用均质器均质３ｍｉｎ），在

６０００ｒ／ｍｉｎ下离心１０ｍｉｎ（或均质后玻璃纤维滤纸过滤），取上清液备用。

１２．２．３　半流体样品

称取５ｇ试样（精确至０．０１ｇ）于５０ｍＬ离心管中，加入２０．０ｍＬ乙腈水溶液（８４＋１６）或甲醇水溶

液（７０＋３０），置于超声波／涡旋振荡器或摇床中振荡２０ｍｉｎ（或用均质器均质３ｍｉｎ），在６０００ｒ／ｍｉｎ下

离心１０ｍｉｎ（或均质后玻璃纤维滤纸过滤），取上清液备用。

１２．３　样品黄曲霉毒素固相净化柱净化

移取适量上清液，按净化柱操作说明进行净化，收集全部净化液。

１２．４　衍生

用移液管准确吸取４．０ｍＬ净化液于１０ｍＬ离心管后在５０℃下用氮气缓缓地吹至近干，分别加入

２００μＬ正己烷和１００μＬ三氟乙酸，涡旋３０ｓ，在４０℃±１℃的恒温箱中衍生１５ｍｉｎ，衍生结束后，在

５０℃下用氮气缓缓地将衍生液吹至近干，用初始流动相定容至１．０ｍＬ，涡旋３０ｓ溶解残留物，过

０．２２μｍ 滤膜，收集滤液于进样瓶中以备进样。

１２．５　色谱参考条件

色谱参考条件列出如下：

ａ）　流动相：Ａ相：水，Ｂ相：乙腈甲醇溶液（５０＋５０）；

ｂ）　梯度洗脱：２４％ Ｂ（０ｍｉｎ～６ｍｉｎ），３５％ Ｂ（８．０ｍｉｎ～１０．０ｍｉｎ），１００％ Ｂ（１０．２ｍｉｎ～

１１．２ｍｉｎ），２４％Ｂ（１１．５ｍｉｎ～１３．０ｍｉｎ）；

ｃ）　色谱柱：Ｃ１８柱（柱长１５０ｍｍ或２５０ｍｍ，柱内径４．６ｍｍ，填料粒径５．０μｍ），或相当者；

ｄ）　流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；

ｅ）　柱温：４０℃；

ｆ）　进样体积：５０μＬ；

ｇ）　检测波长：激发波长３６０ｎｍ；发射波长４４０ｎｍ；

ｈ）　液相色谱图：参见图Ｄ．１。

１２．６　样品测定

１２．６．１　标准曲线的制作

系列标准工作溶液由低到高浓度依次进样检测，以峰面积为纵坐标浓度为横坐标作图，得到标准

曲线回归方程。
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１２．６．２　试样溶液的测定

待测样液中待测化合物的响应值应在标准曲线线性范围内，浓度超过线性范围的样品则应稀释后

重新进样分析。

１２．６．３　空白试验

不称取试样，按１２．２、１２．３和１２．４的步骤做空白实验。应确认不含有干扰待测组分的物质。

１３　分析结果的表述

试样中ＡＦＴＢ１、ＡＦＴＢ２、ＡＦＴＧ１和ＡＦＴＧ２的残留量按式（２）计算：

犡＝
ρ×犞１×犞３×１０００

犞２×犿×１０００
………………………………（２）

　　式中：

犡　 ———试样中ＡＦＴＢ１、ＡＦＴＢ２、ＡＦＴＧ１或ＡＦＴＧ２的含量，单位为微克每千克（μｇ／ｋｇ）；

ρ ———进样溶液中ＡＦＴＢ１、ＡＦＴＢ２、ＡＦＴＧ１或 ＡＦＴＧ２按照外标法在标准曲线中对应的浓

度，单位为纳克每毫升（ｎｇ／ｍＬ）；

犞１ ———试样提取液体积（植物油脂、固体、半固体按加入的提取液体积；酱油、醋按定容总体积），

单位为毫升（ｍＬ）；

犞３ ———净化液的最终定容体积，单位为毫升（ｍＬ）；

１０００———换算系数；

犞２ ———净化柱净化后的取样液体积，单位为毫升（ｍＬ）；

犿 ———试样的称样量，单位为克（ｇ）。

计算结果保留三位有效数字。

１４　精密度

在重复性条件下获得的两次独立测定结果的绝对差值不得超过算术平均值的２０％。

１５　其他

当称取样品５ｇ时，柱前衍生法的ＡＦＴＢ１的检出限为０．０３μｇ／ｋｇ，ＡＦＴＢ２的检出限为０．０３μｇ／ｋｇ，

ＡＦＴＧ１的检出限为０．０３μｇ／ｋｇ，ＡＦＴＧ２的检出限为０．０３μｇ／ｋｇ；柱前衍生法的ＡＦＴＢ１的定量限为０．１μｇ／

ｋｇ，ＡＦＴＢ２的定量限为０．１μｇ／ｋｇ，ＡＦＴＧ１的定量限为０．１μｇ／ｋｇ，ＡＦＴＧ２的定量限为０．１μｇ／ｋｇ。

第三法　高效液相色谱柱后衍生法

导语：下述方法的仪器检测部分，包括碘或溴试剂衍生、光化学衍生、电化学衍生等柱后衍生方法，

可根据实际情况，选择其中一种方法即可。

１６　原理

试样中的黄曲霉毒素Ｂ１、黄曲霉毒素Ｂ２、黄曲霉毒素Ｇ１、黄曲霉毒素Ｇ２，用乙腈水溶液或甲醇水



犌犅５００９．２２—２０１６

１２　　　

溶液的混合溶液提取，提取液经免疫亲和柱净化和富集，净化液浓缩、定容和过滤后经液相色谱分离，柱

后衍生（碘或溴试剂衍生、光化学衍生、电化学衍生等），经荧光检测器检测，外标法定量。

１７　试剂和材料

除非另有说明，本方法所用试剂均为分析纯，水为ＧＢ／Ｔ６６８２规定的一级水。

１７．１　试剂

１７．１．１　甲醇（ＣＨ３ＯＨ）：色谱纯。

１７．１．２　乙腈（ＣＨ３ＣＮ）：色谱纯。

１７．１．３　氯化钠（ＮａＣｌ）。

１７．１．４　磷酸氢二钠（Ｎａ２ＨＰＯ４）。

１７．１．５　磷酸二氢钾（ＫＨ２ＰＯ４）。

１７．１．６　氯化钾（ＫＣｌ）。

１７．１．７　盐酸（ＨＣｌ）。

１７．１．８　ＴｒｉｔｏｎＸ１００［Ｃ１４Ｈ２２Ｏ（Ｃ２Ｈ４Ｏ）狀］（或吐温２０，Ｃ５８Ｈ１１４Ｏ２６）。

１７．１．９　碘衍生使用试剂：碘（Ｉ２）。

１７．１．１０　溴衍生使用试剂：三溴化吡啶（Ｃ５Ｈ６Ｂｒ３Ｎ２）。

１７．１．１１　电化学衍生使用试剂：溴化钾（ＫＢｒ）、浓硝酸（ＨＮＯ３）。

１７．２　试剂配制

１７．２．１　乙腈水溶液（８４＋１６）：取８４０ｍＬ乙腈加入１６０ｍＬ水。

１７．２．２　甲醇水溶液（７０＋３０）：取７００ｍＬ甲醇加入３００ｍＬ水。

１７．２．３　乙腈水溶液（５０＋５０）：取５００ｍＬ乙腈加入５００ｍＬ水。

１７．２．４　乙腈水溶液（１０＋９０）：取１００ｍＬ乙腈加入９００ｍＬ水。

１７．２．５　乙腈甲醇溶液（５０＋５０）：取５００ｍＬ乙腈加入５００ｍＬ甲醇。

１７．２．６　磷酸盐缓冲溶液（以下简称ＰＢＳ）：称取８．００ｇ氯化钠、１．２０ｇ磷酸氢二钠（或２．９２ｇ十二水磷酸氢

二钠）、０．２０ｇ磷酸二氢钾、０．２０ｇ氯化钾，用９００ｍＬ水溶解，用盐酸调节ｐＨ至７．４，用水定容至１０００ｍＬ。

１７．２．７　１％ＴｒｉｔｏｎＸ１００（或吐温２０）的ＰＢＳ：取１０ｍＬＴｒｉｔｏｎＸ１００，用ＰＢＳ定容至１０００ｍＬ。

１７．２．８　０．０５％碘溶液：称取０．１ｇ碘，用２０ｍＬ甲醇溶解，加水定容至２００ｍＬ，用０．４５μｍ的滤膜过

滤，现配现用（仅碘柱后衍生法使用）。

１７．２．９　５ｍｇ／Ｌ三溴化吡啶水溶液：称取５ｍｇ三溴化吡啶溶于１Ｌ水中，用０．４５μｍ的滤膜过滤，现

配现用（仅溴柱后衍生法使用）。

１７．３　标准品

１７．３．１　ＡＦＴＢ１标准品（Ｃ１７Ｈ１２Ｏ６，ＣＡＳ号：１１６２６５８）：纯度≥９８％，或经国家认证并授予标准物质证

书的标准物质。

１７．３．２　ＡＦＴＢ２标准品（Ｃ１７Ｈ１４Ｏ６，ＣＡＳ号：７２２０８１７）：纯度≥９８％，或经国家认证并授予标准物质证

书的标准物质。

１７．３．３　ＡＦＴＧ１标准品（Ｃ１７Ｈ１２Ｏ７，ＣＡＳ号：１１６５３９５）：纯度≥９８％，或经国家认证并授予标准物质证

书的标准物质。

１７．３．４　ＡＦＴＧ２标准品Ｃ１７Ｈ１４Ｏ７，ＣＡＳ号：７２４１９８７）：纯度≥９８％，或经国家认证并授予标准物质证

书的标准物质。

注：标准物质可以使用满足溯源要求的商品化标准溶液。
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１７．４　标准溶液配制

１７．４．１　标准储备溶液（１０μｇ／ｍＬ）：分别称取 ＡＦＴＢ１、ＡＦＴＢ２、ＡＦＴＧ１和 ＡＦＴＧ２１ｍｇ（精确至

０．０１ｍｇ），用乙腈溶解并定容至１００ｍＬ。此溶液浓度约为１０μｇ／ｍＬ。溶液转移至试剂瓶中后，在

－２０℃ 下避光保存，备用。临用前进行浓度校准（校准方法参见附录Ａ）。

１７．４．２　混合标准工作液（ＡＦＴＢ１和ＡＦＴＧ１：１００ｎｇ／ｍＬ，ＡＦＴＢ２和ＡＦＴＧ２：３０ｎｇ／ｍＬ）：准确移取

ＡＦＴＢ１和ＡＦＴＧ１标准储备溶液各１ｍＬ，ＡＦＴＢ２和ＡＦＴＧ２标准储备溶液各３００μＬ至１００ｍＬ容量

瓶中，乙腈定容。密封后避光－２０℃下保存，三个月内有效。

１７．４．３　标准系列工作溶液：分别准确移取混合标准工作液１０μＬ、５０μＬ、２００μＬ、５００μＬ、１０００μＬ、

２０００μＬ、４０００μＬ至１０ｍＬ容量瓶中，用初始流动相定容至刻度（含 ＡＦＴＢ１和 ＡＦＴＧ１浓度为

０．１ｎｇ／ｍＬ、０．５ｎｇ／ｍＬ、２．０ｎｇ／ｍＬ、５．０ｎｇ／ｍＬ、１０．０ｎｇ／ｍＬ、２０．０ｎｇ／ｍＬ、４０．０ｎｇ／ｍＬ，ＡＦＴＢ２和

ＡＦＴＧ２浓度为０．０３ｎｇ／ｍＬ、０．１５ｎｇ／ｍＬ、０．６ｎｇ／ｍＬ、１．５ｎｇ／ｍＬ、３．０ｎｇ／ｍＬ、６．０ｎｇ／ｍＬ、１２ｎｇ／ｍＬ

的系列标准溶液）。

１８　仪器和设备

１８．１　匀浆机。

１８．２　高速粉碎机。

１８．３　组织捣碎机。

１８．４　超声波／涡旋振荡器或摇床。

１８．５　天平：感量０．０１ｇ和０．００００１ｇ。

１８．６　涡旋混合器。

１８．７　高速均质器：转速６５００ｒ／ｍｉｎ～２４０００ｒ／ｍｉｎ。

１８．８　离心机：转速≥６０００ｒ／ｍｉｎ。

１８．９　玻璃纤维滤纸：快速、高载量、液体中颗粒保留１．６μｍ。

１８．１０　固相萃取装置（带真空泵）。

１８．１１　氮吹仪。

１８．１２　液相色谱仪：配荧光检测器（带一般体积流动池或者大体积流通池）。

注：当带大体积流通池时不需要再使用任何型号或任何方式的柱后衍生器。

１８．１３　液相色谱柱。

１８．１４　光化学柱后衍生器（适用于光化学柱后衍生法）。

１８．１５　溶剂柱后衍生装置（适用于碘或溴试剂衍生法）。

１８．１６　电化学柱后衍生器（适用于电化学柱后衍生法）。

１８．１７　免疫亲和柱：ＡＦＴＢ１柱容量≥２００ｎｇ，ＡＦＴＢ１柱回收率≥８０％，ＡＦＴＧ２的交叉反应率≥８０％

（验证方法参见附录Ｂ）。

注：对于每个批次的亲和柱使用前需质量验证。

１８．１８　黄曲霉毒素固相净化柱或功能相当的固相萃取柱（以下简称净化柱）：对复杂基质样品测定时

使用。

１８．１９　一次性微孔滤头：带０．２２μｍ微孔滤膜（所选用滤膜应采用标准溶液检验确认无吸附现象，方可

使用）。

１８．２０　筛网：１ｍｍ～２ｍｍ试验筛孔径。

１９　分析步骤

使用不同厂商的免疫亲和柱，在样品的上样、淋洗和洗脱的操作方面可能略有不同，应该按照供应
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商所提供的操作说明书要求进行操作。

警示：整个分析操作过程应在指定区域内进行。该区域应避光（直射阳光）、具备相对独立的操作台

和废弃物存放装置。在整个实验过程中，操作者应按照接触剧毒物的要求采取相应的保护措施。

１９．１　样品制备

同１２．１。

１９．２　样品提取

同１２．２。

１９．３　样品净化

１９．３．１　免疫亲和柱净化

１９．３．１．１　上样液的准备

准确移取４ｍＬ上述上清液，加入４６ｍＬ１％ＴｒｉｔｏｎＸ１００（或吐温２０）的ＰＢＳ（使用甲醇水溶液提

取时可减半加入），混匀。

１９．３．１．２　免疫亲和柱的准备

将低温下保存的免疫亲和柱恢复至室温。

１９．３．１．３　试样的净化

免疫亲和柱内的液体放弃后，将上述样液移至５０ｍＬ注射器筒中，调节下滴速度，控制样液以

１ｍＬ／ｍｉｎ～３ｍＬ／ｍｉｎ的速度稳定下滴。待样液滴完后，往注射器筒内加入２×１０ｍＬ水，以稳定流速

淋洗免疫亲和柱。待水滴完后，用真空泵抽干亲和柱。脱离真空系统，在亲和柱下部放置１０ｍＬ刻度

试管，取下５０ｍＬ的注射器筒，２×１ｍＬ甲醇洗脱亲和柱，控制１ｍＬ／ｍｉｎ～３ｍＬ／ｍｉｎ的速度下滴，再

用真空泵抽干亲和柱，收集全部洗脱液至试管中。在５０℃下用氮气缓缓地将洗脱液吹至近干，用初始

流动相定容至１．０ｍＬ，涡旋３０ｓ溶解残留物，０．２２μｍ滤膜过滤，收集滤液于进样瓶中以备进样。

１９．３．２　黄曲霉毒素固相净化柱和免疫亲和柱同时使用（对花椒、胡椒和辣椒等复杂基质）

１９．３．２．１　净化柱净化

移取适量上清液，按净化柱操作说明进行净化，收集全部净化液。

１９．３．２．２　免疫亲和柱净化

用刻度移液管准确吸取上部净化液４ｍＬ，加入４６ｍＬ１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００（或吐温２０）的ＰＢＳ（使用

甲醇水溶液提取时可减半加入），混匀。按１９．４．１．３处理。

注：全自动（在线）或半自动（离线）的固相萃取仪器可优化操作参数后使用。

１９．４　液相色谱参考条件

１９．４．１　无衍生器法（大流通池直接检测）

液相色谱参考条件列出如下：

ａ）　流动相：Ａ相，水；Ｂ相，乙腈甲醇（５０＋５０）；

ｂ）　等梯度洗脱条件：Ａ，６５％；Ｂ，３５％；
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ｃ）　色谱柱：Ｃ１８柱（柱长１００ｍｍ，柱内径２．１ｍｍ，填料粒径１．７μｍ），或相当者；

ｄ）　流速：０．３ｍＬ／ｍｉｎ；

ｅ）　柱温：４０℃；

ｆ）　进样量：１０μＬ；

ｇ）　激发波长：３６５ｎｍ；发射波长：４３６ｎｍ（ＡＦＴＢ１、ＡＦＴＢ２），４６３ｎｍ（ＡＦＴＧ１、ＡＦＴＧ２）；

ｈ）　液相色谱图见图Ｄ．２。

１９．４．２　柱后光化学衍生法

液相色谱参考条件列出如下：

ａ）　流动相：Ａ相，水；Ｂ相，乙腈甲醇（５０＋５０）；

ｂ）　等梯度洗脱条件：Ａ，６８％；Ｂ，３２％；

ｃ）　色谱柱：Ｃ１８柱（柱长１５０ｍｍ或２５０ｍｍ，柱内径４．６ｍｍ，填料粒径５μｍ），或相当者；

ｄ）　流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；

ｅ）　柱温：４０℃；

ｆ）　进样量：５０μＬ；

ｇ）　光化学柱后衍生器；

ｈ）　激发波长：３６０ｎｍ；发射波长：４４０ｎｍ；

ｉ）　液相色谱图见图Ｄ．３。

１９．４．３　柱后碘或溴试剂衍生法

１９．４．３．１　柱后碘衍生法

液相色谱参考条件列出如下：

ａ）　流动相：Ａ相，水；Ｂ相，乙腈甲醇（５０＋５０）；

ｂ）　等梯度洗脱条件：Ａ，６８％；Ｂ，３２％；

ｃ）　色谱柱：Ｃ１８柱（柱长１５０ｍｍ或２５０ｍｍ，柱内径４．６ｍｍ，填料粒径５μｍ），或相当者；

ｄ）　流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；

ｅ）　柱温：４０℃；

ｆ）　进样量：５０μＬ；

ｇ）　柱后衍生化系统；

ｈ）　衍生溶液：０．０５％碘溶液；

ｉ）　衍生溶液流速：０．２ｍＬ／ｍｉｎ；

ｊ）　衍生反应管温度：７０℃；

ｋ）　激发波长：３６０ｎｍ；发射波长：４４０ｎｍ；

ｌ）　液相色谱图见图Ｄ．４。

１９．４．３．２　柱后溴衍生法

液相色谱参考条件列出如下：

ａ）　流动相：Ａ相，水；Ｂ相，乙腈甲醇（５０＋５０）；

ｂ）　等梯度洗脱条件：Ａ，６８％；Ｂ，３２％；

ｃ）　色谱柱：Ｃ１８柱（柱长１５０ｍｍ或２５０ｍｍ，柱内径４．６ｍｍ，填料粒径５μｍ），或相当者；

ｄ）　流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；

ｅ）　色谱柱柱温：４０℃；

ｆ）　进样量：５０μＬ；
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ｇ）　柱后衍生系统；

ｈ）　衍生溶液：５ｍｇ／Ｌ三溴化吡啶水溶液；

ｉ）　衍生溶液流速：０．２ｍＬ／ｍｉｎ；

ｊ）　衍生反应管温度：７０℃；

ｋ）　激发波长：３６０ｎｍ；发射波长：４４０ｎｍ；

ｌ）　液相色谱图见图Ｄ．５。

１９．４．４　柱后电化学衍生法

液相色谱参考条件列出如下：

ａ）　流动相：Ａ相，水（１Ｌ水中含１１９ｍｇ溴化钾，３５０μＬ４ｍｏｌ／Ｌ硝酸）；Ｂ相，甲醇；

ｂ）　等梯度洗脱条件：Ａ，６０％；Ｂ，４０％；

ｃ）　色谱柱：Ｃ１８柱（柱长１５０ｍｍ或２５０ｍｍ，柱内径４．６ｍｍ，填料粒径５μｍ），或相当者；

ｄ）　柱温：４０℃；

ｅ）　流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；

ｆ）　进样量：５０μＬ；

ｇ）　电化学柱后衍生器：反应池工作电流１００μＡ；１根ＰＥＥＫ反应管路（长度５０ｃｍ，内径０．５ｍｍ）；

ｈ）　激发波长：３６０ｎｍ；发射波长：４４０ｎｍ；

ｉ）　液相色谱图见图Ｄ．６。

１９．５　样品测定

１９．５．１　标准曲线的制作

系列标准工作溶液由低到高浓度依次进样检测，以峰面积为纵坐标、浓度为横坐标作图，得到标准

曲线回归方程。

１９．５．２　试样溶液的测定

待测样液中待测化合物的响应值应在标准曲线线性范围内，浓度超过线性范围的样品则应稀释后

重新进样分析。

１９．５．３　空白试验

不称取试样，按１９．３、１９．４和１９．５的步骤做空白实验。应确认不含有干扰待测组分的物质。

２０　分析结果的表述

试样中ＡＦＴＢ１、ＡＦＴＢ２、ＡＦＴＧ１和ＡＦＴＧ２的残留量按式（３）计算：

犡＝
ρ×犞１×犞３×１０００

犞２×犿×１０００
………………………………（３）

　　式中：

犡　 ———试样中ＡＦＴＢ１、ＡＦＴＢ２、ＡＦＴＧ１或ＡＦＴＧ２的含量，单位为微克每千克（μｇ／ｋｇ）；

ρ ———进样溶液中ＡＦＴＢ１、ＡＦＴＢ２、ＡＦＴＧ１或 ＡＦＴＧ２按照外标法在标准曲线中对应的浓

度，单位为纳克每毫升（ｎｇ／ｍＬ）；

犞１ ———试样提取液体积（植物油脂、固体、半固体按加入的提取液体积；酱油、醋按定容总体积），

单位为毫升（ｍＬ）；
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犞３ ———样品经免疫亲和柱净化洗脱后的最终定容体积，单位为毫升（ｍＬ）；

犞２ ———用于免疫亲和柱的分取样品体积，单位为毫升（ｍＬ）；

１０００———换算系数；

犿 ———试样的称样量，单位为克（ｇ）。

计算结果保留三位有效数字。

２１　精密度

在重复性条件下获得的两次独立测定结果的绝对差值不得超过算术平均值的２０％。

２２　其他

当称取样品５ｇ时，柱后光化学衍生法、柱后溴衍生法、柱后碘衍生法、柱后电化学衍生法的ＡＦＴＢ１

的检出限为０．０３μｇ／ｋｇ，ＡＦＴＢ２的检出限为０．０１μｇ／ｋｇ，ＡＦＴＧ１的检出限为０．０３μｇ／ｋｇ，ＡＦＴＧ２的检

出限为０．０１μｇ／ｋｇ；无衍生器法的ＡＦＴＢ１的检出限为０．０２μｇ／ｋｇ，ＡＦＴＢ２的检出限为０．００３μｇ／ｋｇ，

ＡＦＴＧ１的检出限为０．０２μｇ／ｋｇ，ＡＦＴＧ２的检出限为０．００３μｇ／ｋｇ；

柱后光化学衍生法、柱后溴衍生法、柱后碘衍生法、柱后电化学衍生法：ＡＦＴＢ１的定量限为０．１μｇ／

ｋｇ，ＡＦＴＢ２的定量限为０．０３μｇ／ｋｇ，ＡＦＴＧ１的定量限为０．１μｇ／ｋｇ，ＡＦＴＧ２的定量限为０．０３μｇ／ｋｇ；无

衍生器法：ＡＦＴＢ１的定量限为０．０５μｇ／ｋｇ，ＡＦＴＢ２的定量限为０．０１μｇ／ｋｇ，ＡＦＴＧ１的定量限为

０．０５μｇ／ｋｇ，ＡＦＴＧ２的定量限为０．０１μｇ／ｋｇ。

第四法　酶联免疫吸附筛查法

２３　原理

试样中的黄曲霉毒素Ｂ１用甲醇水溶液提取，经均质、涡旋、离心（过滤）等处理获取上清液。被辣根

过氧化物酶标记或固定在反应孔中的黄曲霉毒素Ｂ１，与试样上清液或标准品中的黄曲霉毒素Ｂ１竞争性

结合特异性抗体。在洗涤后加入相应显色剂显色，经无机酸终止反应，于４５０ｎｍ或６３０ｎｍ波长下检

测。样品中的黄曲霉毒素Ｂ１与吸光度在一定浓度范围内呈反比。

２４　试剂和材料

配制溶液所需试剂均为分析纯，水为ＧＢ／Ｔ６６８２规定二级水。

按照试剂盒说明书所述，配制所需溶液。

所用商品化的试剂盒需按照Ｅ中所述方法验证合格后方可使用。

２５　仪器和设备

２５．１　微孔板酶标仪：带４５０ｎｍ与６３０ｎｍ（可选）滤光片。

２５．２　研磨机。

２５．３　振荡器。

２５．４　电子天平：感量０．０１ｇ。
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２５．５　离心机：转速≥６０００ｒ／ｍｉｎ。

２５．６　快速定量滤纸：孔径１１μｍ。

２５．７　筛网：１ｍｍ～２ｍｍ孔径。

２５．８　试剂盒所要求的仪器。

２６　分析步骤

２６．１　样品前处理

２６．１．１　液态样品（油脂和调味品）

取１００ｇ待测样品摇匀，称取５．０ｇ样品于５０ｍＬ离心管中，加入试剂盒所要求提取液，按照试纸盒

说明书所述方法进行检测。

２６．１．２　固态样品（谷物、坚果和特殊膳食用食品）

称取至少１００ｇ样品，用研磨机进行粉碎，粉碎后的样品过１ｍｍ～２ｍｍ孔径试验筛。取５．０ｇ样

品于５０ｍＬ离心管中，加入试剂盒所要求提取液，按照试纸盒说明书所述方法进行检测。

２６．２　样品检测

按照酶联免疫试剂盒所述操作步骤对待测试样（液）进行定量检测。

２７　分析结果的表述

２７．１　酶联免疫试剂盒定量检测的标准工作曲线绘制

按照试剂盒说明书提供的计算方法或者计算机软件，根据标准品浓度与吸光度变化关系绘制标准

工作曲线。

２７．２　待测液浓度计算

按照试剂盒说明书提供的计算方法以及计算机软件，将待测液吸光度代入２７．１所获得公式，计算

得待测液浓度（ρ）。

２７．３　结果计算

食品中黄曲霉毒素Ｂ１的含量按式（４）计算：

犡＝
ρ×犞×犳

犿
…………………………………（４）

　　式中：

犡 ———试样中ＡＦＴＢ１的含量，单位为微克每千克（μｇ／ｋｇ）；

ρ ———待测液中黄曲霉毒素Ｂ１的浓度，单位为微克每升（μｇ／Ｌ）；

犞 ———提取液体积（固态样品为加入提取液体积，液态样品为样品和提取液总体积），单位为升（Ｌ）；

犳 ———在前处理过程中的稀释倍数；

犿 ———试样的称样量，单位为千克（ｋｇ）。

计算结果保留小数点后两位。

阳性样品需用第一法、第二法或第三法进一步确认。
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２８　精密度

每个试样称取两份进行平行测定，以其算术平均值为分析结果。

其分析结果的相对相差应不大于２０％。

２９　其他

当称取谷物、坚果、油脂、调味品等样品５ｇ时，方法检出限为１μｇ／ｋｇ，定量限为３μｇ／ｋｇ。

当称取特殊膳食用食品样品５ｇ时，方法检出限为０．１μｇ／ｋｇ，定量限为０．３μｇ／ｋｇ。

第五法　薄层色谱法

３０　原理

样品经提取、浓缩、薄层分离后，黄曲霉毒素Ｂ１在紫外光（波长３６５ｎｍ）下产生蓝紫色荧光，根据其

在薄层上显示荧光的最低检出量来测定含量。

３１　试剂和材料

除非另有说明，本方法所用试剂均为分析纯，水为ＧＢ／Ｔ６６８２规定的一级水。

３１．１　试剂

３１．１．１　甲醇（ＣＨ３ＯＨ）。

３１．１．２　正己烷（Ｃ６Ｈ１４）。

３１．１．３　石油醚（沸程３０℃～６０℃或６０℃～９０℃）。

３１．１．４　三氯甲烷（ＣＨＣｌ３）。

３１．１．５　苯（Ｃ６Ｈ６）。

３１．１．６　乙腈（ＣＨ３ＣＮ）。

３１．１．７　无水乙醚（Ｃ２Ｈ６Ｏ）。

３１．１．８　丙酮（Ｃ３Ｈ６Ｏ）。

注：以上试剂在试验时先进行一次试剂空白试验，如不干扰测定即可使用，否则需逐一进行重蒸。

３１．１．９　硅胶Ｇ：薄层层析用。

３１．１．１０　三氟乙酸（ＣＦ３ＣＯＯＨ）。

３１．１．１１　无水硫酸钠（Ｎａ２ＳＯ４）。

３１．１．１２　氯化钠（ＮａＣｌ）。

３１．２　试剂配制

３１．２．１　苯乙腈溶液（９８＋２）：取２ｍＬ乙腈加入９８ｍＬ苯中混匀。

３１．２．２　甲醇水溶液（５５＋４５）：取５５０ｍＬ甲醇加入４５０ｍＬ水中混匀。

３１．２．３　甲醇三氯甲烷（４＋９６）：取４ｍＬ甲醇加入９６ｍＬ三氯甲烷中混匀。

３１．２．４　丙酮三氯甲烷（８＋９２）：取８ｍＬ丙酮加入９２ｍＬ三氯甲烷中混匀。

３１．２．５　次氯酸钠溶液（消毒用）：取１００ｇ漂白粉，加入５００ｍＬ水，搅拌均匀。另将８０ｇ工业用碳酸钠
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（Ｎａ２ＣＯ３·１０Ｈ２Ｏ）溶于５００ｍＬ温水中，再将两液混合、搅拌，澄清后过滤。此滤液含次氯酸浓度约为

２５ｇ／Ｌ。若用漂粉精制备，则碳酸钠的量可以加倍。所得溶液的浓度约为５０ｇ／Ｌ。污染的玻璃仪器用

１０ｇ／Ｌ氯酸钠溶液浸泡半天或用５０ｇ／Ｌ次氯酸钠溶液浸泡片刻后，即可达到去毒效果。

３１．３　标准品

ＡＦＴＢ１标准品（Ｃ１７Ｈ１２Ｏ６，ＣＡＳ号：１１６２６５８）：纯度≥９８％，或经国家认证并授予标准物质证书的

标准物质。

３１．４　标准溶液配制

３１．４．１　ＡＦＴＢ１标准储备溶液（１０μｇ／ｍＬ）：准确称取１ｍｇ～１．２ｍｇＡＦＴＢ１标准品，先加入２ｍＬ乙

腈溶解后，再用苯稀释至１００ｍＬ，避光，置于４℃冰箱保存，此溶液浓度约１０μｇ／ｍＬ。

纯度的测定：取５μＬ１０μｇ／ｍＬＡＦＴＢ１标准溶液，滴加于涂层厚度０．２５ｍｍ的硅胶Ｇ薄层板上，

用甲醇三氯甲烷与丙酮三氯甲烷展开剂展开，在紫外光灯下观察荧光的产生，应符合以下条件：

ａ）　在展开后，只有单一的荧光点，无其他杂质荧光点；

ｂ）　原点上没有任何残留的荧光物质。

３１．４．２　ＡＦＴＢ１标准工作液：准确吸取１ｍＬ标准溶液储备液于１０ｍＬ容量瓶中，加苯乙腈混合液至

刻度，混匀。此溶液每毫升相当于１．０μｇＡＦＴＢ１。吸取１．０ｍＬ此稀释液，置于５ｍＬ容量瓶中，加苯

乙腈混合液稀释至刻度，此溶液每毫升相当于０．２μｇＡＦＴＢ１。再吸取ＡＦＴＢ１标准榕液（０．２μｇ／ｍＬ）

１．０ｍＬ置于５ｍＬ容量瓶中，加苯乙腈混合液稀释至刻度。此溶液每毫升相当于０．０４μｇＡＦＴＢ１。

３２　仪器和设备

３２．１　圆孔筛：２．０ｍｍ筛孔孔径。

３２．２　小型粉碎机。

３２．３　电动振荡器。

３２．４　全玻璃浓缩器。

３２．５　玻璃板：５ｃｍ×２０ｃｍ。

３２．６　薄层板涂布器。

注：可选购适用黄曲霉毒素检测的商品化薄层板。

３２．７　展开槽：长２５ｃｍ，宽６ｃｍ，高４ｃｍ。

３２．８　紫外光灯：１００Ｗ～１２５Ｗ，带３６５ｎｍ滤光片。

３２．９　微量注射器或血色素吸管。

３３　分析步骤

警示：整个操作需在暗室条件下进行。

３３．１　样品提取

３３．１．１　玉米、大米、小麦、面粉、薯干、豆类、花生、花生酱等

３３．１．１．１　甲法：称取２０．００ｇ粉碎过筛试样（面粉、花生酱不需粉碎），置于２５０ｍＬ具塞锥形瓶中，加

３０ｍＬ正己烷或石油醚和１００ｍＬ甲醇水溶液，在瓶塞上涂上一层水，盖严防漏。振荡３０ｍｉｎ，静置片

刻，以叠成折叠式的快速定性滤纸过滤于分液漏斗中，待下层甲醇水带被分清后，放出甲醇水溶液于另
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一具塞锥形瓶内。取２０．００ｍＬ甲醇水溶液（相当于４ｇ试样）置于另一１２５ｍＬ分液漏斗中，加２０ｍＬ

三氯甲烷，振摇２ｍｉｎ，静置分层，如出现乳化现象可滴加甲醇促使分层。放出三氯甲烷层，经盛有约

１０ｇ预先用三氯甲烷湿润的无水硫酸钠的定量慢速滤纸过滤于５０ｍＬ蒸发皿中，再加５ｍＬ三氯甲烷

于分液漏斗中，重复振摇提取，三氯甲烷层一并滤于蒸发皿中，最后用少量三氯甲烷洗过滤器，洗液并于

蒸发皿中。将蒸发血放在通风柜于６５℃水浴上通风挥干，然后放在冰盒上冷却２ｍｉｎ～３ｍｉｎ后，准确

加入１ｍＬ苯乙腈混合液（或将三氯甲烷用浓缩蒸馏器减压吹气蒸干后，准确加入１ｍＬ苯乙腊混合

液）。用带橡皮头的滴管的管尖将残渣充分混合，若有苯的结晶析出，将蒸发皿从冰盒上取出，继续溶

解、混合，晶体即消失，再用此滴管吸取上清液转移于２ｍＬ具塞试管中。

３３．１．１．２　乙法（限于玉米、大米、小麦及其制品）：称取２０．００ｇ粉碎过筛试样于２５０ｍＬ具塞锥形瓶中，

用滴管滴加约６ｍＬ水，使试样湿润，准确加入６０ｍＬ三氯甲烷，振荡３０ｍｉｎ，加１２ｇ无水硫酸钠，振摇

后，静置３０ｍｉｎ，用叠成折叠式的快速定性滤纸过滤于１００ｍＬ具塞锥形瓶中。取１２ｍＬ滤液（相当

４ｇ试样）于蒸发皿中，在６５℃水浴锅上通风挥干，准确加入１ｍＬ苯乙腈混合液，以下按３３．１．１．１自

“用带橡皮头的滴管的管尖将残渣充分混合……”起依法操作。

３３．１．２　花生油、香油、菜油等

称取４．００ｇ试样置于小烧杯中，用２０ｍＬ正己烷或石油醚将试样移于１２５ｍＬ分液漏斗中。用

２０ｍＬ甲醇水溶液分次洗烧杯，洗液一并移入分液漏斗中，振摇２ｍｉｎ，静置分层后，将下层甲醇水溶液

移入第二个分液漏斗中，再用５ｍＬ甲醇水溶液重复振摇提取一次，提取液一并移入第二个分液漏斗

中，在第二个分液漏斗中加入２０ｍＬ三氯甲烷，以下按３３．１．１．１自“振摇２ｍｉｎ，静置分层……”起依法

操作。

３３．１．３　酱油、醋

称取１０．００ｇ试样于小烧杯中，为防止提取时乳化，加０．４ｇ氯化钠，移入分液漏斗中，用１５ｍＬ三

氯甲烷分次洗涤烧杯，洗液一并移入分液漏斗中。以下按３３．１．１．１自“振摇２ｍｉｎ，静置分层……”起依

法操作，最后加入２．５ｍＬ苯乙腈混合液，此溶液每毫升相当于４ｇ试样。

或称取１０．００ｇ试样，置于分液漏斗中，再加１２ｍＬ甲醇（以酱油体积代替水，故甲醇与水的体积比

仍约为５５∶４５），用２０ｍＬ三氯甲烷提取，以下按３３．１．１．１自“振摇２ｍｉｎ，静置分层……”起依法操作。

最后加入２．５ｍＬ苯乙腈混合液。此溶液每毫升相当于４ｇ试样。

３３．１．４　干酱类（包括豆豉、腐乳制品）

称取２０．００ｇ研磨均匀的试样，置于２５０ｍＬ具塞锥形瓶中，加入２０ｍＬ正己烷或石油醚与５０ｍＬ

甲醇水溶液。振荡３０ｍｉｎ，静置片刻，以叠成折叠式快速定性滤纸过滤，滤液静置分层后，取２４ｍＬ甲

醇水层（相当８ｇ试样，其中包括８ｇ干酱类本身约含有４ｍＬ水的体积在内）置于分液漏斗中，加入

２０ｍＬ三氯甲烷，以下按３３．１．１．１自“振摇２ｍｉｎ，静置分层……”起依法操作。最后加入２ｍＬ苯乙腈

混合液。此溶液每毫升相当于４ｇ试样。

３３．２　测定

３３．２．１　单向展开法

３３．２．１．１　薄层板的制备

称取约３ｇ硅胶Ｇ，加相当于硅胶量２倍～３倍的水，用力研磨１ｍｉｎ～２ｍｉｎ至成糊状后立即倒于

涂布器内，推成５ｃｍ×２０ｃｍ，厚度约０．２５ｍｍ的薄层板三块。在空气中干燥约１５ｍｉｎ后，在１００℃活

化２ｈ，取出，放干燥器中保存。一般可保存２ｄ～３ｄ，若放置时间较长，可再活化后使用。
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３３．２．１．２　点样

将薄层板边缘附着的吸附剂刮净，在距薄层板下端３ｃｍ的基线上用微量注射器或血色素吸管滴加

样液。一块板可滴加４个点，点距边缘和点间距约为１ｃｍ，点直径约３ｍｍ。在同一块板上滴加点的大

小应一致，滴加时可用吹风机用冷风边吹边加。滴加样式如下：

第一点：０μＬＡＦＴＢ１标准工作液（０．０４μｇ／ｍＬ）。

第二点：２０μＬ样液。

第三点：２０μＬ样液＋１０μＬ０．０４μｇ／ｍＬＡＦＴＢ１标准工作液。

第四点：２０μＬ样液＋１０μＬ０．２μｇ／ｍＬＡＦＴＢ１标准工作液。

３３．２．１．３　展开与观察

在展开槽内加１０ｍＬ无水乙醚，预展１２ｃｍ，取出挥干。再于另一展开槽内加１０ｍＬ丙酮三氯甲

烷（８＋９２），展开１０ｃｍ～１２ｃｍ，取出。在紫外光下观察结果，方法如下。

由于样液点上加滴ＡＦＴＢ１标准工作液，可使ＡＦＴＢ１标准点与样液中的ＡＦＴＢ１荧光点重叠。如

样液为阴性，薄层板上的第三点中ＡＦＴＢ１为０．０００４μｇ，可用作检查在样液内ＡＦＴＢ１最低检出量是否

正常出现：如为阳性，则起定性作用。薄层板上的第四点中ＡＦＴＢ１为０．００２μｇ，主要起定位作用。

若第二点在与ＡＦＴＢ１标准点的相应位置上无蓝紫色荧光点，表示试样中ＡＦＴＢ１含量在５μｇ／ｋｇ

以下，如在相应位置上有蓝紫色荧光点，则需进行确证试验。

３３．２．１．４　确证试验

为了证实薄层板上样液荧光系由ＡＦＴＢ１产生的，加滴三氟乙酸，产生ＡＦＴＢ１的衍生物，展开后此

衍生物的比移值在０．１左右。于薄层板左边依次滴加两个点。

第一点：０．０４μｇ／ｍＬＡＦＴＢ１标准工作液１０μＬ。

第二点：２０μＬ样液。于以上两点各加一小滴三氟乙酸盖于其上，反应５ｍｉｎ后，用吹风机吹热风

２ｍｉｎ后，使热风吹到薄层板上的温度不高于４０℃，再于薄层板上滴加以下两个点。

第三点：０．０４μｇ／ｍＬＡＦＴＢ１标准工作液１０μＬ。

第四点：２０μＬ样液。

再展开（同１６．２．１．３），在紫外光灯下观察样液是否产生与ＡＦＴＢ１标准点相同的衍生物。未加三氟

乙酸的三、四两点，可依次作为样液与标准的衍生物空白对照。

３３．２．１．５　稀释定量

样液中的ＡＦＴＢ１荧光点的荧光强度如与ＡＦＴＢ１标准点的最低检出量（０．０００４μｇ）的荧光强度一

致，则试样中ＡＦＴＢ１含量即为５μｇ／ｋｇ。如样液中荧光强度比最低检出量强，则根据其强度估计减少

滴加微升数或将样液稀释后再滴加不同微升数，直至样液点的荧光强度与最低检出量的荧光强度一致

为止。滴加式样如下：

第一点：１０μＬＡＦＴＢ１标准工作液（０．０４μｇ／ｍＬ）

第二点：根据情况滴加１０μＬ样液。

第三点：根据情况滴加１５μＬ样液。

第四点：根据情况滴加２０μＬ样液。

３３．２．１．６　结果计算

试样中ＡＦＴＢ１的含量按式（５）计算：
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犡＝０．０００４×
犞１×犳

犞２×犿
×１０００ ………………………………（５）

　　式中：

犡　　 ———试样中ＡＦＴＢ１的含量，单位为微克每千克（μｇ／ｋｇ）；

０．０００４———ＡＦＴＢ１的最低检出量，单位为微克（μｇ）；

犞１ ———加入苯乙腊混合液的体积，单位为毫升（ｍＬ）；

犳 ———样液的总稀释倍数；

犞２ ———出现最低荧光时滴加样液的体积，单位为毫升（ｍＬ）；

犿 ———加入苯乙腈混合液溶解时相当试样的质量，单位为克（ｇ）；

１０００ ———换算系数。

结果表示到测定值的整数位。

３３．２．２　双向展开法

如用单向展开法展开后，薄层色谱由于杂质干扰掩盖了ＡＦＴＢ１的荧光强度，需采用双向展开法。

薄层板先用无水乙醚作横向展开，将干扰的杂质展至样液点的一边而ＡＦＴＢ１不动，然后再用丙酮三氯

甲烷（８＋９２）作纵向展开，试样在ＡＦＴＢ１相应处的杂质底色大量减少，因而提高了方法灵敏度。如用

双向展开中滴加两点法展开仍有杂质干扰时，则可改用滴加一点法。

３３．２．２．１　滴如两点法

３３．２．２．１．１　点样

取薄层板三块，在距下端３ｃｍ基线上滴加 ＡＦＴＢ１标准使用液与样液。即在三块板的距左边缘

０．８ｃｍ～１ｃｍ处各滴加１０μＬＡＦＴＢ１标准使用液（０．０４μｇ／ｍＬ），在距左边缘２．８ｃｍ～３ｃｍ处各滴加

２０μＬ样液，然后在第二块板的样液点上加滴１０μＬＡＦＴＢ１标准使用液（０．０４μｇ／ｍＬ），在第三块板的

样液点上加滴１０μＬ０．２μｇ／ｍＬＡＦＴＢ１标准使用液。

３３．２．２．１．２　展开

３３．２．２．１．２．１　横向展开：在展开槽内的长边置一玻璃支架，加１０ｍＬ无水乙醇，将上述点好的薄层板靠

标准点的长边置于展开槽内展开，展至板端后，取出挥干，或根据情况需要时可再重复展开１次～２次。

３３．２．２．１．２．２　纵向展开：挥干的薄层板以丙酮三氯甲烷（８＋９２）展开至１０ｃｍ～１２ｃｍ为止。丙酮与三

氯甲烷的比例根据不同条件自行调节。

３３．２．２．１．３　观察及评定结果

在紫外光灯下观察第一、二板，若第二板的第二点在ＡＦＴＢ１标准点的相应处出现最低检出量，而

第一板在与第二板的相同位置上未出现荧光点，则试样中ＡＦＴＢ１含量在５μｇ／ｋｇ以下。

若第一板在与第二板的相同位置上出现荧光点，则将第一板与第三板比较，看第三板上第二点与第

一板上第二点的相同位置上的荧光点是否与ＡＦＴＢ１标准点重叠，如果重叠，再进行确证试验。在具体

测定中，第一、二、三板可以同时做，也可按照顺序做。如按顺序做，当在第一板出现阴性时，第三板可以

省略，如第一板为阳性，则第二板可以省略，直接作第三板。

３３．２．２．１．４　确证试验

另取薄层板两块，于第四、第五两板距左边缘０．８ｃｍ～１ｃｍ处各滴加１０μＬＡＦＴＢ１标准使用液

（０．０４μｇ／ｍＬ）及１小滴三氟乙酸；在距左边缘２．８ｃｍ～３ｃｍ处，于第四板滴加２０μＬ样液及１小滴三

氟乙酸，于第五板滴加２０μＬ样液、１０μＬＡＦＴＢ１标准使用液（０．０４μｇ／ｍＬ）及１小滴三氟乙酸。反应

５ｍｉｎ后，用吹风机吹热风２ｍｉｎ，使热风吹到薄层极上的温度不高于４０℃。再用双向展开法展开后，
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观察样液是否产生与ＡＦＴＢ１标准点重叠的衍生物。观察时，可将第一板作为样液的衍生物空白板。

如样液ＡＦＴＢ１含量高时，则将样液稀释后，按３３．２．１．４做确证试验。

３３．２．２．１．５　稀释定量

如样液ＡＦＴＢ１含量高时，按１６．３．１．５稀释定量操作。如ＡＦＴＢ１含量低，稀释倍数小，在定量的纵

向展开板上仍有杂质干扰，影响结果的判断，可将样液再做双向展开法测定，以确定含量。

３３．２．２．１．６　结果计算

同３３．２．１．６。

３３．２．２．２　滴加一点法

３３．２．２．２．１　点样

取薄层板三块，在距下端３ｃｍ 基线上滴加 ＡＦＴＢ１标准使用液与样液。即在三块板臣左边缘

０．８ｃｍ～１ｃｍ处各滴加２０μＬ样液，在第二板的点上加１０μＬＡＦＴＢ１标准使用液（０．０４μｇ／ｍＬ）。在

第三板的点上加滴１０μＬＡＦＴＢ１标准榕液（０．２μｇ／ｍＬ）。

３３．２．２．２．２　展开

同３３．２．２．１．２的横向展开与纵向展开。

３３．２．２．２．３　观察及评定结果

在紫外光灯下观察第一、二板，如第二板出现最低检出量的黄曲霉霉素Ｂ１标准点，而第一板与其相

同位置上来出现荧光点，试样中ＡＦＴＢ１含量在５μｇ／ｋｇ以下。如第一板在与第二板ＡＦＴＢ１相同位置

上出现荧光点，则将第一板与第三板比较，看第三板上与第一板相同位置的荧光点是否与ＡＦＴＢ１标准

点重叠，如果重叠再进行以下确证试验。

３３．２．２．２．４　确证试验

另取两板，于距左边缘０．８ｃｍ～１ｃｍ处，第四板滴加２０μＬ样液、１滴三氟乙酸；第五板滴加２０μＬ

样液、１０μＬ０．０４μｇ／ｍＬＡＦＴＢ１标准使用液及１滴三氟乙酸。产生衍生物及展开方法同３３．２．２．１。再

将以上二板在紫外光灯下观察，以确定样液点是否产生与ＡＦＴＢ１标准点重叠的衍生物，观察时可将第

一板作为样液的衍生物空白板。经过以上确证试验定为阳性后，再进行稀释定量，如含ＡＦＴＢ１低，不

需稀释或稀释倍数小，杂质荧光仍有严重干扰，可根据样液中黄曲霉毒素Ｂ１荧光的强弱，直接用双向展

开法定量。

３３．２．２．２．５　结果计算

同３３．２．１．６。

３４　精密度

每个试样称取两份进行平行测定，以其算术平均值为分析结果。

其分析结果的相对相差应不大于６０％。

３５　其他

薄层板上黄曲霉毒素Ｂ１的最低检出量为０．０００４μｇ，检出限为５μｇ／ｋｇ。



犌犅５００９．２２—２０１６

２５　　　

附　录　犃

犃犉犜犅１、犃犉犜犅２、犃犉犜犌１和犃犉犜犌２的标准浓度校准方法

　　用苯乙腈（９８＋２）或甲苯乙腈（９＋１）或甲醇或乙腈溶液分别配制８μｇ／ｍＬ～１０μｇ／ｍＬ的ＡＦＴＢ１、

ＡＦＴＢ２、ＡＦＴＧ１和ＡＦＴＧ２的标准溶液。根据下面的方法，在最大吸收波段处测定溶液的吸光度，分

别确定ＡＦＴＢ１、ＡＦＴＢ２、ＡＦＴＧ１和ＡＦＴＧ２的实际浓度。

用分光光度计在３４０ｎｍ～３７０ｎｍ处测定，经扣除溶剂的空白试剂本底，校正比色皿系统误差后，

读取标准溶液的最大吸收波长（λｍａｘ）处吸光度值犃。校准溶液实际浓度ρ按式（Ａ．１）计算：

ρ＝犃×犕 ×
１０００

ε
…………………………（Ａ．１）

　　式中：

ρ———校准测定的ＡＦＴＢ１、ＡＦＴＢ２、ＡＦＴＧ１和ＡＦＴＧ２的实际浓度，单位为微克每毫升（μｇ／ｍＬ）；

犃———在λｍａｘ处测得的吸光度值；

犕———ＡＦＴＢ１、ＡＦＴＢ２、ＡＦＴＧ１和ＡＦＴＧ２摩尔质量，单位为克每摩尔（ｇ／ｍｏｌ）；

ε———溶液中的ＡＦＴＢ１、ＡＦＴＢ２、ＡＦＴＧ１和ＡＦＴＧ２的吸光系数，单位为平方米每摩尔（ｍ
２／ｍｏｌ）。

ＡＦＴＢ１、ＡＦＴＢ２、ＡＦＴＧ１和ＡＦＴＧ２的摩尔质量及摩尔吸光系数见表Ａ．１。

表犃．１　犃犉犜犅１、犃犉犜犅２、犃犉犜犌１和犃犉犜犌２的摩尔质量及摩尔吸光系数

黄曲霉毒素名称 摩尔质量／（ｇ／ｍｏｌ） 溶剂 摩尔吸光系数

ＡＦＴＢ１ ３１２

苯乙腈（９８＋２） １９８００

甲苯乙腈（９＋１） １９３００

甲醇 ２１５００

乙腈 ２０７００

ＡＦＴＢ２ ３１４

苯乙腈（９８＋２） ２０９００

甲苯乙腈（９＋１） ２１０００

甲醇 ２１４００

乙腈 ２２５００

ＡＦＴＧ１ ３２８

苯乙腈（９８＋２） １７１００

甲苯乙腈（９＋１） １６４００

甲醇 １７７００

乙腈 １７６００

ＡＦＴＧ２ ３３０

苯乙腈（９８＋２） １８２００

甲苯乙腈（９＋１） １８３００

甲醇 １９２００

乙腈 １８９００
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附　录　犅

免疫亲和柱验证方法

犅．１　柱容量验证

在３０ｍＬ的１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００（或吐温２０）ＰＢＳ中加入６００ｎｇＡＦＴＢ１标准储备溶液，充分混匀。

分别取同一批次３根免疫亲和柱，每根柱的上样量为１０ｍＬ。经上样、淋洗、洗脱，收集洗脱液，用氮气

吹干至１ｍＬ，用初始流动相定容至１０ｍＬ，用液相色谱仪分离测定ＡＦＴＢ１的含量。

结果判定：结果 ＡＦＴＢ１≥１６０ｎｇ，为可使用商品。

犅．２　柱回收率验证

在３０ｍＬ的１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００（或吐温２０）ＰＢＳ中加入６００ｎｇＡＦＴＢ１标准储备溶液，充分混匀。

分别取同一批次３根免疫亲和柱，每根柱的上样量为１０ｍＬ。经上样、淋洗、洗脱，收集洗脱液，用氮气

吹干至１ｍＬ，用初始流动相定容至１０ｍＬ，用液相色谱仪分离测定ＡＦＴＢ１的含量。

结果判定：结果 ＡＦＴＢ１≥１６０ｎｇ，即回收率≥８０％，为可使用商品。

犅．３　交叉反应率验证

在３０ｍＬ的１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００（或吐温２０）ＰＢＳ中加入３００ｎｇＡＦＴＧ２标准储备溶液，充分混匀。

分别取同一批次３根免疫亲和柱，每根柱的上样量为１０ｍＬ。经上样、淋洗、洗脱，收集洗脱液，用氮气

吹干至１ｍＬ，用初始流动相定容至１０ｍＬ，用液相色谱仪分离测定ＡＦＴＧ２的含量。

结果判定：结果 ＡＦＴＧ２≥８０ｎｇ，为可同时测定 ＡＦＴＢ１、ＡＦＴＢ２、ＡＦＴＧ１、ＡＦＴＧ２时使用的

商品。
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附　录　犆

串联质谱法图谱

犆．１　黄曲霉毒素Ｂ１离子扫描图见图Ｃ．１。

图犆．１　黄曲霉毒素犅１离子扫描图

犆．２　黄曲霉毒素Ｂ２离子扫描图见图Ｃ．２。

图犆．２　黄曲霉毒素犅２离子扫描图
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犆．３　黄曲霉毒素Ｇ１离子扫描图见图Ｃ．３。

图犆．３　黄曲霉毒素犌１离子扫描图

犆．４　黄曲霉毒素Ｇ２离子扫描图见图Ｃ．４。

图犆．４　黄曲霉毒素犌２离子扫描图
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犆．５　
１３Ｃ黄曲霉毒素Ｂ１离子扫描图见图Ｃ．５。

图犆．５　
１３犆黄曲霉毒素犅１离子扫描图

犆．６　
１３Ｃ黄曲霉毒素Ｂ２离子扫描图见图Ｃ．６。

图犆．６　
１３犆黄曲霉毒素犅２离子扫描图
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犆．７　
１３Ｃ黄曲霉毒素Ｇ１离子扫描图见图Ｃ．７。

图犆．７　
１３犆黄曲霉毒素犌１离子扫描图

犆．８　
１３Ｃ黄曲霉毒素Ｇ２离子扫描图见图Ｃ．８。

图犆．８　
１３犆黄曲霉毒素犌２离子扫描图
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犆．９　四种黄曲霉毒素和同位素的串联质谱图见图Ｃ．９。

图犆．９　四种黄曲霉毒素及其同位素内标化合物的串联质谱图
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附　录　犇

液相色谱图

犇．１　四种黄曲霉毒素ＴＦＡ柱前衍生液相色谱图见图Ｄ．１。

图犇．１　四种黄曲霉毒素犜犉犃柱前衍生液相色谱图（０．５狀犵／犿犔标准溶液）

犇．２　四种黄曲霉毒素大流通池检测色谱图见图Ｄ．２。

图犇．２　四种黄曲霉毒素大流通池检测色谱图（双波长检测）（２狀犵／犿犔标准溶液）
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犇．３　四种黄曲霉毒素柱后光化学衍生法检测色谱图见图Ｄ．３。

图犇．３　四种黄曲霉毒素柱后光化学衍生法色谱图（５狀犵／犿犔标准溶液）

犇．４　四种黄曲霉毒素柱后碘衍生法检测色谱图见图Ｄ．４。

图犇．４　四种黄曲霉毒素柱后碘衍生色谱图（５狀犵／犿犔标准溶液）
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犇．５　四种黄曲霉毒素柱后溴衍生法检测色谱图见图Ｄ．５。

图犇．５　四种黄曲霉毒素柱后溴衍生色谱图（５狀犵／犿犔标准溶液）

犇．６　四种黄曲霉毒素柱后电化学衍生法检测色谱图见图Ｄ．６。

图犇．６　四种黄曲霉毒素柱后电化学衍生色谱图（５狀犵／犿犔标准溶液）
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附　录　犈

酶联免疫试剂盒的质量判定方法

　　选取小麦粉或其他阴性样品，根据所购酶联免疫试剂盒的检出限，在阴性基质中添加３个浓度水平

的ＡＦＴＢ１标准溶液（２μｇ／ｋｇ、５μｇ／ｋｇ、１０μｇ／ｋｇ）。按照说明书操作方法，用读数仪读数，做三次平行

实验。针对每个加标浓度，回收率在５０％～１２０％容许范围内的该批次产品方可使用。

注：当试剂盒用于特殊膳食用食品基质检测时，需根据其限量，考察添加浓度水平为０．２μｇ／ｋｇＡＦＴＢ１标准溶液的

回收率。




