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　　摘要：对免疫亲和柱－高效液相色谱法（ＩＣＡ－ＨＰＬＣ）测定枸杞中赭曲霉毒素 Ａ（ＯＴＡ）的提取方法进行研究。对
４种提取液［０．１ｍｏｌ／Ｌ正磷酸 ∶甲醇 ∶水（１∶１０∶４），０．１ｍｏｌ／Ｌ正磷酸 ∶甲醇（１∶１０），甲醇 ∶水（４∶１），２％ ＮａＨ

ＣＯ３∶１５％ ＮａＣｌ（１∶１）］提取下枸杞干果中ＯＴＡ含量的回收率进行对比和差异性分析，对最佳方法做准确度和精密度

试验，并用此方法检测宁夏市场枸杞ＯＴＡ污染情况。结果显示，０．１ｍｏｌ／Ｌ正磷酸 ∶甲醇（１∶１０）为最佳提取液，回收
率为６１５％～７７．１９％，变异系数为２．２２％～２．８３％；以０．１ｍｏｌ／Ｌ正磷酸 ∶甲醇（５∶５０）为提取液、ＩＣＡ－ＨＰＬＣ法测
定枸杞干果中ＯＴＡ方法稳定、可靠；宁夏市场枸杞ＯＴＡ检测结果显示不存在污染。
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　　赭曲霉毒素 Ａ（ＯＴＡ）是一类真菌毒素，主要由赭曲霉
（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｏｃｈｒａｃｅｕｓ）和纯绿青霉（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｖｉｒｉｄｉｃａｔｕｍ）产
生的有毒代谢产物，对人及多种动物具有肾脏毒性、肝脏毒

性、免疫毒性、致畸毒性和致癌性，国际癌症研究机构 ＩＡＲＣ
将其确定为２Ｂ类致癌物［１－４］。ＯＴＡ污染范围较广，可污染
粮食谷物、蔬果、干果、调味剂、啤酒、葡萄酒及中草药材等，严

重影响人们的农业生产和食品安全［５］。

宁夏拘杞已有６００多年的栽培历史，全区枸杞种植面积
２．９７万ｈｍ２，枸杞产品种类主要有枸杞干果、枸杞鲜果、枸杞
鲜汁、枸杞粉、枸杞酒等［６］。由于枸杞具有多糖、含水率高、

表皮有蜡质层等特性，使得枸杞鲜果制干时间较长，致使其易

发生霉变。研究表明，一般情况下，采摘后的枸杞鲜果不经任

何处理，３ｄ后霉变可高达５０％～８０％，严重影响枸杞干果的
产量和质量［７－８］。目前，关于 ＯＴＡ纯化和测定方法的研究已
经较为深入，但现有的提取方法很多，不同样品提取方法不尽

相同，目前枸杞干果中 ＯＴＡ的研究未见报道，因此建立一种
枸杞干果中ＯＴＡ的提取方法具有重要意义。

本研究采用有机溶剂和碳酸氢钠等溶液为提取液提取枸

杞干果中的 ＯＴＡ，从回收率、精密度、准确度等角度进行分
析，找出一种简便高效的提取枸杞干果中 ＯＴＡ的方法，为宁
夏枸杞安全生产提供科学依据。

１　材料与方法

１．１　仪器
固相萃取装置（美国 Ｖａｒｉａｎ）；ＣＹ－２００电动粉碎机（台

州市新恩精密量仪器有限公司）；赭曲霉毒素免疫亲和柱

ＩＣＣＦ－０４（北京泰乐祺科技有限公司）；高效液相色谱仪
（ＡｇｉｌｅｎｔＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ１２００Ｓｅｒｉｅｓ，美国 Ａｇｉｌｅｎｔ）；荧光检测器
（ＡｇｉｌｅｎｔＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ１２００Ｓｅｒｉｅｓ，美国 Ａｇｉｌｅｎｔ）；反相 Ｃ１８柱
（ｐＨ值２～１２，美国 Ａｇｉｌｅｎｔ）；ＥｍｐｏｗｅｒＳｏｆｔｗａｒｅ色谱数据处理
系统（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ）；微量移液枪（德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ）。
１．２　试剂

ＯＴＡ标准品（纯度＞９９％，Ｆｅｒｍｅｎｔｅｋ公司）；乙腈和甲醇
（色谱纯，天津市大茂化学试剂厂）；其他试剂均为化学纯。

ＯＴＡ标准储备液的配制：１ｍｇＯＴＡ标准品用甲醇完全溶
解，定容至５０ｍＬ（浓度２０μｇ／ｍＬ，－２０℃避光保存）。

ＯＴＡ标准工作液的配制：取２．５ｍＬＯＴＡ标准储备液，用
甲醇定容至５０ｍＬ（浓度１μｇ／ｍＬ，４℃避光保存）。

样品：宁夏枸杞干果购自银川市同心路枸杞批发市场。

１．３　方法
样品准备（粉碎、称量、加标）→提取→免疫亲和柱净

化→高效液相色谱仪检测。
１．３．１　提取　用粉碎机将干燥后的枸杞干果粉碎，取粉碎后
的枸杞样品２５ｇ，分别加入 １００ｍＬ０．１ｍｏｌ／Ｌ正磷酸 ∶甲
醇 ∶水（１∶１０∶４）［９－１０］、０．１ｍｏｌ／Ｌ正 磷 酸 ∶甲 醇
（１∶１０）［１１－１２］、甲醇 ∶水（４∶１）［１３，１５］、２％ ＮａＨＣＯ３∶１５％
ＮａＣｌ（１∶１）［１６－１９］等４种提取液，高速搅拌３ｍｉｎ，１５０００ｒ／ｍｉｎ
离心１０ｍｉｎ，上清液用 １．２μｍ滤膜过滤，取 １５ｍＬ滤液用
００１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ稀释定容至１００ｍＬ，即为ＯＴＡ提取液。
１．３．２　净化　免疫亲和柱净化方法参照孙林超等的方
法［１４－１５］，并适当修改：（１）ＩＣＡ柱活化。冰箱中取出免疫亲和
柱使之恢复到室温，流尽保护液，使２～３ｍＬ空气通过柱体。
（２）上样。取 ２０ｍＬＯＴＡ提取液过柱，流速控制在 ２０～
３０滴／ｍｉｎ。（３）淋洗。先用５ｍＬＰＢＳ（ｐＨ值７．２～７．４）淋
洗，再用５ｍＬ超纯水淋洗，弃去洗脱液，使２～３ｍＬ空气通过
柱体。（４）洗脱。用６ｍＬ甲醇分３次洗脱（每次加入２ｍＬ
甲醇后孵育５ｍｉｎ再进行洗脱）。合并洗脱液用氮气吹干，用
１ｍＬ色谱流动相溶解，０．２２μｍ有机系滤膜过滤至样液瓶
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中，供ＨＰＬＣ检测。
１．３．３　ＨＰＬＣ－ＦＤ检测方法　色谱条件：参考ＡＯＡＣ２００１方
法［１９－２０］。反相 Ｃ１８柱（ＥｃｌｉｐｓｅＸＤＢ－Ｃ１８分析柱，５μｍ，
４．６ｍｍ×１５０ｍｍ）；流动相为乙腈 ∶双重水 ∶冰乙酸 ＝
９９∶９９∶２，ｐＨ值＝３．２；流速１．０ｍＬ／ｍｉｎ；荧光检测条件为
激发波长３３０ｎｍ，发射波长４６０ｎｍ；进样量２０μＬ。
１．３．４　加标回收率计算方法

回收率＝（加标样品测定值－空白样品测定值）／理论加
标浓度×１００％。
１．３．５　ＯＴＡ含量计算公式

Ｘ＝Ａ×Ｃ×ＶＡｍ×ｍ
式中：Ｘ为宁夏枸杞子中ＯＴＡ含量，ｎｇ／ｇ；Ａ为样液 ＯＴＡ峰面
积；Ａｍ 为标准液 ＯＴＡ峰面积；Ｃ为标准液 ＯＴＡ的浓度，
ｎｇ／ｍＬ；Ｖ为处理后的最终样液体积，ｍＬ；ｍ为最终样液相当
的试样质量，ｇ。

２　结果与分析

２．１　线性范围和检测限
取ＯＴＡ标准工作液，以流动相为溶剂，分别配制浓度为

２、３、５、１０、２０、６０、１００ｎｇ／ｍＬ的ＯＴＡ标准液，按高效液相色谱
法条件进行检测，每个标准浓度分别检测５次，取平均值。以
峰面积对ＯＴＡ质量浓度Ｃ（ｎｇ／ｍＬ）进行回归分析，线性方程
为ｙ＝１．３１１４ｘ＋０．２８６３，相关系数 ｒ２＝０．９９９０，结果表明
ＯＴＡ在２．０～１００．０ｎｇ／ｍＬ范围内线性关系良好（图 １）。
ＯＴＡ标品的保留时间为７．０２３ｍｉｎ（图２）。以３倍信噪比确
定最低检出限为０．２７ｎｇ／ｍＬ。

２．２　不同提取液结果比较
称取２５ｇ枸杞样品，加入 ＯＴＡ标准工作液（１μｇ／ｍＬ）

５０μＬ，分别采用４种提取液提取，采用 ＩＣＡ－ＨＰＬＣ检测，重
复３次，结果见表１，以正磷酸 ∶甲醇（１∶１０）为提取液回收

率最高，达 ７７．１９％，变异系数最低，达 ２．２５％，比以正磷
酸 ∶甲醇 ∶水 （１∶１０∶４）、甲醇 ∶水 （４∶１）、２％
ＮａＨＣＯ３∶１５％ ＮａＣｌ（１∶１）为提取液回收率分别高 ０４３、
２７９３、３６０７百分点；结果表明正磷酸 ∶甲醇（１∶１０）为最佳
提取液；不同测定方法之间存在显著差异（Ｐ＞０．０５），说明提
取方法影响回收率的测定。因此，后续试验中提取液均采用

正磷酸 ∶甲醇（１∶１０）。

表１　４种提取方法的回收率结果分析

提取液
加标量

（ｎｇ／ｇ）
测定浓度

（ｎｇ／ｇ）
回收率

（％）
变异系

数（％）

０．１ｍｏｌ／Ｌ正磷酸 ∶甲醇 ∶水 ２ １．５３５０９ ７６．７６±８．９ａ １１．６１
（１∶１０∶４）
０．１ｍｏｌ／Ｌ正磷酸 ∶甲醇（１∶１０） ２ １．５４３８４ ７７．１９±１．７ａ ２．２５
甲醇 ∶水（４∶１） ２ １．２３１４５ ４９．２６±１．４ｂ ２．８４
２％ ＮａＨＣＯ３∶１５％ ＮａＣｌ（１∶１） ２ ０．８２２３１ ４１．１２±７．０ｂ １６．９９

　　注：同列数据后不同小写字母表示处理间差异显著（Ｐ＜０．０５）。

２．３　精密度试验
制备加标浓度为 ２ｎｇ／ｇ的加标样品，用正磷酸 ∶甲醇

（１∶１０）提取，采用ＩＣＡ－ＨＰＬＣ法检测，重复３次，平均回收
率为７７．１９％，标准差为１．７４ｎｇ／ｇ，变异系数为２．２５％（表
２），说明该方法精密度高，稳定性和重复性满足要求。

表２　ＩＣＡ－ＨＰＬＣ方法回收率与精密度试验

测量

次数

测定浓度

（ｎｇ／ｇ）
回收率

（％）
平均回收

率（％）
标准差

（ｎｇ／ｇ）
变异系数

（％）

１ １．５０４ ７５．２
２ １．５７０ ７８．５ ７７．１９ １．７４ ２．２５
３ １．５５７ ７７．８

２．４　准确度试验
制备加标浓度为１、２、５ｎｇ／ｇ的加标样品，用正磷酸 ∶甲

醇（１∶１０）提取，采用ＩＣＡ－ＨＰＬＣ检测，重复３次，回收率为
６１．５％～７７．１９％，变异系数为２．２２％ ～２．８３％（表３），说明
该方法回收率高，准确度能满足试验要求。

表３　ＩＣＡ－ＨＰＬＣ方法回收率与准确度试验

加标浓度

（ｎｇ／ｇ）
加标后测定

浓度（ｎｇ／ｇ）
平均回收率

（％）
变异系数

（％）

１ ０．６１４９９ ６１．５０±１．４ ２．２２
２ １．５４３８４ ７７．１９±１．７ ２．２５
５ ３．１９３５７ ６３．７９±１．５ ２．３８

２．５　宁夏枸杞中ＯＴＡ含量测定
随机抽取１０份不同品种的市售宁夏枸杞进行检测，结果
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均未测得ＯＴＡ存在，图４为市售样品“宁夏枸杞”的检测色谱
图示。

３　结论与讨论

提取是ＯＴＡ测定的重要步骤之一，不仅要依据 ＯＴＡ的
理化性质选择不同的提取试剂，同时还要考虑样品性质。

ＯＴＡ溶于极性溶剂和稀碳酸氢钠溶液，微溶于水［３］，因此本

试验选择甲醇、稀碳酸氢钠溶液等作为提取溶剂。本试验４
种提取方法中得到的ＯＴＡ回收率略低，原因可能与枸杞性质
和免疫亲和柱净化有关。首先枸杞的基质非常复杂，ＯＴＡ可
以与基质中的大分子如糖类、纤维素、蛋白质等结合，从而导

致提取过程中ＯＴＡ损失较大；其次净化是ＯＴＡ进行ＨＰＬＣ检
测的重要前提，对于少量 ＯＴＡ的基质净化，免疫亲和萃取净
化法是目前较好的方法［１４］。免疫亲和柱具有高度特异性的

优点，使用时不需要活化，但是上样液中有机溶剂含量要严格

控制，甲醇体积分数不得超过２０％，否则将影响 ＯＴＡ抗原抗
体的结合反应［１６］。另外，在甲醇提取过程中，一些与赭曲霉

毒素结构相似的有机小分子诸如黄酮、色素、芳香物质等也被

提取出来，这些物质可能会与抗原ＯＴＡ竞争抗体上的结合位
点，从而影响免疫亲和柱净化的回收效率，因此在保证较高净

化纯度的同时回收率可能就不太理想，从加标样的色谱图中

就可以反映出这一点。

本研究中对宁夏市场枸杞样品进行检测，均未检出

ＯＴＡ，可能是因为果农在鲜枸杞制干过程中采用含 ＮａＯＨ、乙
醇、Ｎａ２ＣＯ３、对羟基苯甲酸乙酯及其钠盐、对羟基苯甲酸丙酯
钠、过氧化氢和二氧化氯等成分的促干剂、脱蜡剂、防霉剂等，

抑制了包括产ＯＴＡ真菌在内的果栖霉菌的生长［７－８］；或商品

加工包装过程中枸杞经过严格分拣，去除霉变的枸杞。

正磷酸 ∶甲醇（１∶１０）溶液作为提取液采用ＩＣＡ－ＨＰＬＣ
检测枸杞干果中ＯＴＡ的效果最好，并且研究方法稳定、可靠。
对宁夏市场枸杞进行ＯＴＡ检测，均未检测到ＯＴＡ污染。
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