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　　摘要：基于ＥＬＩＳＡ检测方法，对苦荞麦麸中黄曲霉毒素Ｂ１提取工艺进行优化，寻求苦荞麦麸中黄曲霉毒素Ｂ１最

佳提取条件。通过空白加标回收试验、样品加标回收试验，证明ＥＬＩＳＡ检测方法的可行性，对料液比、超声时间、超声
振幅３个变量进行正交试验。结果表明，用 ＥＬＩＳＡ检测黄曲霉毒素 Ｂ１的方法是切实可行的，在提取液溶剂配比甲

醇 ∶水为６∶４、料液比为１∶５、最佳超声时间１５ｍｉｎ、最佳超声振幅１５Φ的条件下能得到最佳提取效果。
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　　苦荞麦会在贮藏加工过程中污染黄曲霉毒素，黄曲霉毒
素毒性极强，远远高于氰化物、砷化物和有机农药的毒性，其

中以黄曲霉毒素Ｂ１毒性最大。ＥＬＩＳＡ试验是一种特异性强，
敏感性高，重复性好的试验方法。本试验采用 ＥＬＩＳＡ检测苦
荞麦麸中黄曲霉毒素Ｂ１，为了加强黄曲霉毒素的溶解度及扩
散，有利于毒素的提取完全，利用超声波辅助提取。本试验研

究了不同条件对苦荞麦麸中黄曲霉毒素Ｂ１提取效果的影响，
通过ＥＬＩＳＡ试剂盒对黄曲霉毒素 Ｂ１含量进行测定，对提取
方法中溶剂配比、料液比、超声时间、超声频率进行优化，从而

得到黄曲霉毒素Ｂ１的最佳提取方法。

１　材料与方法

１．１　材料
苦荞麦麸：从西昌航飞科技发展有限公司采集苦荞麦麸皮粉。

１．２　仪器设备
酶标仪，美国热电公司生产；ＭＳ２型微量振荡器，德国

ＩＫＡ公司生产；微量移液器，芬兰雷勃公司生产；超声波细胞
粉碎机，浙江宁波新芝生物科技股份有限公司生产；恒温培养

箱，上海悦丰仪器仪表有限公司生产。

１．３　试剂
ＥＬＩＳＡ试剂盒，北京华安麦科生物技术有限公司；甲醇、

无水乙醇、三氯甲烷、分析纯。

１．４　试验方法
１．４．１　空白溶剂加标回收试验　将溶剂甲醇和水按１∶９、
８∶２、７∶３、６∶４、５∶５的比例配制。在空白提取溶剂中加入
不同量的黄曲霉毒素Ｂ１标准品，使其每组最终浓度分别达到
０．１、１．０、２．０μｇ／Ｌ［１］。用 ＥＬＩＳＡ法检测，同时做５组平行。
按如下公式计算：

回收率＝
检测出ＡＦＢ１的含量
添加入的ＡＦＢ１的含量

×１００％。

１．４．２　样品加标回收试验　将甲醇和水按１∶９、８∶２、７∶３、
６∶４、５∶５的比例配制。准确称取２．０ｇ苦荞麦麸样品，装入
２５ｍＬ具塞离心管中，准确加入１０ｍＬ提取溶液，超声振幅为
３Φ，超声萃取１０ｍｉｎ，离心取上清液，即为待测样品提取液。
测定原样品中黄曲霉毒素Ｂ１的含量，按１∶１比例加入浓度
分别为０．１、１．５、５．０μｇ／Ｌ的黄曲霉毒素Ｂ１标准品５０μＬ

［２］。

用ＥＬＩＳＡ检测。按如下公式计算：

回收率＝
总的ＡＦＢ１含量－原样品中ＡＦＢ１含量

添加入ＡＦＢ１的量
×１００％。

１．４．３　不同料液比对黄曲霉毒素 Ｂ１提取的影响　用６∶４
的甲醇作溶剂，准确称取２．０ｇ苦荞麦麸样品，装入２５ｍＬ具
塞离心管中，按照料液比１ｇ∶４ｍＬ、１ｇ∶５ｍＬ、１ｇ∶６ｍＬ、
１ｇ∶７ｍＬ、１ｇ∶８ｍＬ、１ｇ∶９ｍＬ加入溶剂，超声振幅为３Φ，
超声波萃取１０ｍｉｎ，离心取上清液，即为待测样品提取液［３］，

用ＥＬＩＳＡ检测。
１．４．４　不同超声时间对黄曲霉毒素Ｂ１提取的影响　选用提
取溶剂比６∶４和料液比１ｇ∶５ｍＬ进行试验，准确称取２．０ｇ
苦荞麦麸样品，装入２５ｍＬ具塞离心管中，准确加入１０ｍＬ提
取溶液，超声波萃取，振幅为３Φ，时间分别采用５、１０、１５、２５、
３５、５０ｍｉｎ，离心取上清液，即为待测样品提取液［４］，用 ＥＬＩＳＡ
检测。

１．４．５　不同超声振幅对黄曲霉毒素Ｂ１提取的影响　采用最
佳提取溶剂６∶４、料液比１ｇ∶５ｍＬ、超声时间１５ｍｉｎ进行试
验，准确称取２．０ｇ苦荞麦麸样品，装入 ２５ｍＬ具塞离心管
中，准确加入１０ｍＬ提取溶液，超声波萃取，振幅分别为３、６、
１０、１５、２０Φ，离心取上清液，即为待测样品提取液。用ＥＬＩＳＡ
检测。

１．４．６　正交试验　根据正交试验原理，选取料液比（Ａ）、超
声时间（Ｂ）、超声振幅（Ｃ）对黄曲霉毒素Ｂ１提取影响显著的
３个因素，每个因素３个水平，选用 Ｌ９（３

３）正交表，并对数据

进行极差分析，最后在一定水平范围内取最佳值［５］。正交试

验因素与水平设计见表１。
１．５　苦荞麦麸中黄曲霉毒素Ｂ１含量的测定
１．５．１　样品处理　取经过上述超声处理后的提取溶剂
５ｍＬ，加入１０ｍＬ三氯甲烷，振荡５ｍｉｎ，离心分层，取出下层
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表１　苦荞麦麸中黄曲霉毒素Ｂ１提取工艺正交试验因素水平

水平

因素

Ａ：料液比
（ｇ∶ｍＬ）

Ｂ：超声时间
（ｍｉｎ）

Ｃ：超声振幅
（Φ）

１ １∶４ １０ １０
２ １∶５ １５ １５
３ １∶６ ２０ ２０

三氯甲烷相；向上层水相中再加入１０ｍＬ三氯甲烷，按上述方
法重复提取１次，合并三氯甲烷相；于５０℃下水浴蒸干；加入
２ｍＬ样品提取液，溶解挥干物；再加入８ｍＬ样品稀释液进行
稀释；取稀释后液体待测。

１．５．２　加标准品／样本　将样本和标准品对应微孔按序编
号，并记录标准孔和样本孔所在的位置，加入标准品或样本

５０μＬ到对应的微孔中，加 ＡＦＢ１酶标物 ５０μＬ／孔，再加入
ＡＦＢ１抗试剂 ５０μＬ／孔，轻轻振荡混匀，用盖板膜盖板后置
３７℃ 避光环境中反应３０ｍｉｎ。
１．５．３　洗板　小心揭开盖板膜，将孔内液体甩干，用洗涤工
作液３００μＬ／孔，充分洗涤 ５次，每次间隔 ３０ｓ，用吸水纸
拍干。

１．５．４　显色　加入底物液 Ａ液５０μＬ／孔，再加底物液 Ｂ液
５０μＬ／孔，轻轻振荡混匀，用盖板膜盖板后置３７℃避光环境
反应１５ｍｉｎ。
１．５．５　测定　加入终止液５０μＬ／孔，轻轻振荡混匀，设定酶
标仪于双波长Ｄ４５０ｎｍ／Ｄ６３０ｎｍ检测，在５ｍｉｎ内读完数据，测定
每孔Ｄ值。
１．５．６　ＥＬＩＳＡ试验标准曲线　用ＥＬＩＳＡ标准品作标准曲线，
标准品浓度分别为０、１００、２５０、５００、１５００、５０００ｎｇ／Ｌ进行３
次重复试验，取平均值。利用 ＲＩＤＡＷＩＮ软件分析得到标准
曲线，结果如图１。

２　结果与分析

２．１　空白溶剂加标回收试验
ＥＬＩＳＡ检测过程中会受到试剂、温度、仪器灵敏度等因素

的影响。为了研究提取溶剂本身对 ＥＬＩＳＡ的影响，比较不同
溶剂的回收率。按照“１．４．１”节方法进行５次重复试验，取
平均值。计算加标回收率，试验结果见表２。

表２　空白溶剂加标回收试验结果

提取溶剂

（甲醇 ∶水）

添加１００ｎｇ／ｋｇ
ＡＦＢ１

１０００ｎｇ／ｋｇ
ＡＦＢ１

２０００ｎｇ／ｋｇ
ＡＦＢ１

检测值

（ｎｇ／ｋｇ）
回收率

（％）
检测值

（ｎｇ／ｋｇ）
回收率

（％）
检测值

（ｎｇ／ｋｇ）
回收率

（％）

９∶１ ８１．４ ８１．４ １１７８．１ １１７．８ １９３３．７ ９６．７
８∶２ ８２．５ ８２．５ １１９６．３ １１９．６ １８９３．３ ９４．７
７∶３ ８８．７ ８８．７ ９６７．１ ９６．７ １８０４．３ ９０．２
６∶４ １０９．２ １０９．２ ８７７．１ ８７．７ １７８０．２ ８９．０
５∶５ １１４．２ １１４．２ ９２４．５ ９２．５ ２３７２．２ １１８．６

　　由表２可知，直接用不同溶剂配比进行加标试验，不同提
取方法的回收率在 ８１．４％ ～１１９．６％之间。根据回收率在
７０％～１２０％之间可行，结果表明，采用上述提取溶剂，并用
ＥＬＩＳＡ检测是可行的。
２．２　样品加标回收试验

苦荞麦麸中可能含有某些干扰物质，对提取效果会有一

定干扰。为了研究样品中干扰物质对苦荞麦麸中黄曲霉毒素

Ｂ１提取的影响，按照“１．４．２”节方法进行５次重复试验，取平
均值，计算加标回收率，试验结果见表３。

表３　样品加标回收试验结果

提取溶剂

（甲醇 ∶水）
稀释１０倍后样品中
ＡＦＢ１的含量（ｎｇ／Ｌ）

添加１００ｎｇ／Ｌ 添加１５００ｎｇ／Ｌ 添加５０００ｎｇ／Ｌ
检测值（ｎｇ／Ｌ） 回收率（％） 检测值（ｎｇ／Ｌ） 回收率（％） 检测值（ｎｇ／Ｌ） 回收率（％）

９∶１ １０１．１ １２１．１ １４１．１ ７０３．５ ８７．０６ １８６７．２ ７２．６７
８∶２ １３９．２ １３４．２ １２９．２ ６８７．４ ８２．３７ ２３１５．８ ８９．８５
７∶３ １１７．１ １１９．９ １２２．７ ６３７．６ ７７．２１ ２５５５．４ ９９．８７
６∶４ １０２．１ １０８．１ １１４．１ ７３５．２ ９１．２２ ２４３０．９ ９５．１９
５∶５ １３５．４ １４１．０ １４６．６ ５７２．２ ６７．２７ １９３３．７ ７４．６４

　　由表３可知，在甲醇 ∶水比例为９∶１、８∶２、７∶３、５∶５
时回收率均达到１２０％以上，不符合回收率的可行标准［６］，在

甲醇 ∶水比例为６∶４时，回收率在９１．２２％ ～１１４．１％之间，
最接近１００％，回收率最好，即是黄曲霉毒素Ｂ１提取时，提取
效果最好。因此宜采用甲醇 ∶水比例为６∶４的提取溶剂。
２．３　不同料液比对黄曲霉毒素Ｂ１提取的影响

不同的料液比对黄曲霉毒素提取有不同影响，选择甲

醇 ∶水比例６∶４为提取溶剂，按照“１．４．３”节方法进行５次
重复试验，取其平均值。试验结果见图２。
　　由图２可知，在料液比为１ｇ∶５ｍＬ时，测得的黄曲霉毒

素Ｂ１的含量最高，表明在料液比为１ｇ∶５ｍＬ时，提取液的
提取效果最好。产生该变化趋势的原因可能是，当料液比大

于１ｇ∶５ｍＬ时，样品与溶剂的接触不够，不能充分溶解，导
致黄曲霉毒素Ｂ１提取不完全；当料液比达到１ｇ∶５ｍＬ时，
正好达到最佳溶解状态；当料液比小于１ｇ∶５ｍＬ时，黄曲霉
毒素 Ｂ１的溶解量减少，导致检测的含量减少，曲线呈下降
趋势［７］。

２．４　不同超声时间对黄曲霉毒素Ｂ１提取的影响
采用不同的超声时间对黄曲霉毒素 Ｂ１进行提取，按照

“１．４．４”节方法进行５次重复试验，取其平均值。试验结果
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见图３。
　　由图３可知，在超声时间为１５ｍｉｎ时，提取的黄曲霉毒
素Ｂ１含量最高，即是超声时间为１５ｍｉｎ时，黄曲霉毒素 Ｂ１
提取效果最好。当超声时间低于１５ｍｉｎ或高于１５ｍｉｎ时，检
测含量呈缓慢下降的趋势，即黄曲霉毒素 Ｂ１提取含量减少。
产生该变化趋势的原因可能是在超声时间低于１５ｍｉｎ时，超
声强度不够，苦荞麦中黄曲霉毒素 Ｂ１溶解不完全；当超声时
间为１５ｍｉｎ时，苦荞麦中黄曲霉毒素 Ｂ１提取达到较为完全
的状态，含量最高，提取效果最好；当提取时间超过 １５ｍｉｎ
时，由于苦荞麦在溶剂中浸泡时间过久，导致苦荞麦中黄曲霉

毒素Ｂ１有少量降解的现象
［８］。

２．５　不同超声振幅对黄曲霉毒素Ｂ１提取的影响
使用不同的超声振幅进行试验，按照“１．４．５”节方法进

行５次重复试验，取其平均值，试验结果见图４。

　　由图４可知，随着超声振幅的增加黄曲霉毒素Ｂ１的含量
维持在１０６４．６～１０５３．７ｎｇ／Ｌ之间，苦荞麦中黄曲霉毒素Ｂ１
含量相对稳定。超声振幅在１５Φ时，苦荞麦中黄曲霉毒素Ｂ１
含量最高，提取效果最好。产生该变化趋势的原因可能是当

超声振幅小于１５Φ时，苦荞麦中黄曲霉毒素 Ｂ１溶解不够充
分，造成少量差异；当超声振幅大于１５Φ时，振幅过高造成黄
曲霉毒素Ｂ１少量降解

［９］。

２．６　苦荞麦麸中黄曲霉毒素Ｂ１提取正交试验
按照“１．４．６”节方法进行正交试验，试验结果如表４。

表４　苦荞麦麸中黄曲霉毒素Ｂ１提取正交试验结果

序号 Ａ：料液比 Ｂ：超声
时间

Ｃ：超声
振幅

ＡＦＢ１含量
（ｎｇ／Ｌ）

１ Ａ１ Ｂ１ Ｃ１ １０１２．５
２ Ａ１ Ｂ２ Ｃ２ １０３７．２
３ Ａ１ Ｂ３ Ｃ３ １０２６．９
４ Ａ２ Ｂ１ Ｃ２ １０４１．２
５ Ａ２ Ｂ２ Ｃ３ １０６０．８
６ Ａ２ Ｂ３ Ｃ１ １０３８．１
７ Ａ３ Ｂ１ Ｃ３ １０２３．１
８ Ａ３ Ｂ２ Ｃ１ １０５１．３
９ Ａ３ Ｂ３ Ｃ２ １０３２．８
ｋ１ １０２５．５ １０２５．６ １０３４．０
ｋ２ １０４６．７ １０４９．８ １０３７．１
ｋ３ １０３５．７ １０３２．６ １０３６．９
Ｒ ２１．２ ２４．２ ３．１

　　由表４分析可知，３种因素对黄曲霉毒素Ｂ１提取效果影
响大小依次为 Ｂ＞Ａ＞Ｃ，即超声时间 ＞料液比 ＞超声振幅。
根据正交试验得到黄曲霉毒素Ｂ１含量，可以得出最优的提取
条件为Ａ２Ｂ２Ｃ２，即料液比为１ｇ∶５ｍＬ，超声时间为 １５ｍｉｎ，
超声振幅１５Φ。

按照Ａ２Ｂ２Ｃ２的最佳组合进行验证试验，同时进行３次平
行试验。用ＥＬＩＳＡ检测后测得其含量为１０６５．１ｎｇ／Ｌ。

３　结论

根据国标 ＧＢ／Ｔ５００９．２３—２００６《食品中黄曲霉毒素 Ｂ１、

Ｂ２、Ｇ１、Ｇ２的测定》、ＧＢ／Ｔ１８９７９—２００３《食品中黄曲霉毒素
的测定》中选择适当的溶剂配比进行空白加标回收试验，回

收率在８１．４％～１１９．６％之间，表明采用 ＥＬＩＳＡ检测黄曲霉
毒素Ｂ１是可行性。

正交试验结果表明，超声波提取苦荞麦麸中黄曲霉毒素

Ｂ１的最佳工艺条件为溶剂配比６∶４，料液比为１ｇ∶５ｍＬ，超
声时间为１５ｍｉｎ，超声振幅１５Φ。在此条件下提取黄曲霉毒
素Ｂ１的含量为１０６５．１ｎｇ／Ｌ，高于同等条件下常规提取含量
１０５５．０ｎｇ／Ｌ。　

此外，苦荞麦中黄曲霉毒素Ｂ１提取方法中因内部提取溶
剂及外部环境因素等要求复杂，影响提取因素多，在实际工作

中还应做其他条件的优化，如溶剂、温度、湿度、ｐＨ值等，因工
作量大而时间有限，本试验仅对苦荞麦中黄曲霉毒素Ｂ１作初
步的优化设计。
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　　摘要：利用固相微萃取（ｓｏｌｉｄ－ｐｈａｓｅｍｉｃｒｏｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ，ＳＰＭＥ）－气质联用技术，分离得到５０种山茶油挥发性成分，
筛选出区别于菜籽油、大豆油、玉米油、棉籽油的特征挥发性组分Ｚ，Ｅ－２，１３－十八碳二烯 －１－醇。将菜籽油、大豆
油、玉米油、棉籽油４种植物油分别掺入山茶油，建立掺杂油中山茶油含量与特征组分含量变化回归方程，相关系数均
在０．９９以上，方法准确率较高。
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　　山茶油，是一种高级食用油，富含甾醇、生育酚、角鲨烯、
山茶苷、山茶皂苷等特定生理活性物质，对提高人体抗病能

力，防治心血管硬化性疾病，降低患肿瘤机会，增加肠胃吸收

功能，促进内分泌腺体激素分泌，防治神经功能下降，延缓衰

老等方面有明显功效［１－３］，被益为“东方橄榄油”、“油王”及

“油中珍品”等。山茶油中一般不含芥酸、山嵛酸等难以消化

吸收的组分，也不含黄曲霉毒素，是一种绿色优质食用

油［４－５］。然而目前食用油市场鱼龙混杂现象屡有发生，山茶

油中掺入成本低廉的菜籽油、大豆油，甚至是对人体有害的棉

籽油、桐油等，严重影响了消费者的健康和利益。为维护消费

者利益，保护消费者健康，建立一种可靠的山茶油掺杂测定方

法非常必要。

固相微萃取（ｓｏｌｉｄ－ｐｈａｓｅｍｉｃｒｏｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ，ＳＰＭＥ）分析技
术在油脂分析领域是１项快速、稳定、高效的新型检测技术，
具有灵敏、快速、高重现性等特点，萃取条件温和、过程环保，

减少了传统方法如溶剂萃取等引起的二次污染，在分析微量、

痕量组分中有着无可比拟的优势［６－７］。ＳＰＭＥ技术已广泛应
用于环境、生物、工业、食品、临床医学等诸多领域［８－９］。近几

年来，随着ＳＰＭＥ技术与多维色谱或电子鼻等仪器联用技术
的发展，越来越多国内外研究人员利用 ＳＰＭＥ预处理技术来
分析植物油中多种化合物，如采用 ＳＰＭＥ技术分析食用植物
油中溶剂残留［１０－１１］、风味成分［１２－１６］、有机污染物多环芳烃

ＰＡＨｓ［１７］和塑化剂［１８］的检测等。

本研究采用固相微萃取 －气质联用法测定山茶油、大豆
油、菜籽油、玉米油等食用油的可挥发性成分，寻找到山茶油

的特异性挥发性成分，建立掺杂油中山茶油含量与特异挥发

性组分相对含量的变化方程，以测定山茶油的纯度。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
山茶油、菜籽油、玉米油、棉籽油、大豆油。

ＩＫＡＲＨｂａｓｉｃ１型磁力加热搅拌器、ＳＰＭＥ手动进样手
柄，美国 Ｓｕｐｅｌｃｏ公司；１００μｍ聚二甲基硅氧烷（ＰＤＭＳ）；
２０ｍＬ带有特氟龙瓶垫的透明样品瓶，上海安谱科学仪器有
限公司；７８９０Ａ／５９７５Ｃ气相色谱质谱联用仪，美国安捷伦
公司。

１．２　仪器条件
气相条件：使用ＨＰ－５ＭＳ毛细色谱柱（３０ｍ×２５０μｍ×

０．２５μｍ），固定相为５％联苯－９５％二甲基硅氧烷，为非极性
毛细管柱。进样口温度为２６０℃，采用不分流进样。初始炉
温为５０℃，保持 ５ｍｉｎ后以 １０℃／ｍｉｎ升到 ２５０℃，保持
２０ｍｉｎ。

质谱条件：传输线温度为２８０℃；采集模式：全扫描；离子
源温度：２３０℃；四极杆：１６０℃。分离化合物的鉴定经计算机
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