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免疫亲和高效液相色谱法测定小麦粉中 

脱氧雪腐镰刀菌烯醇的方法改进 
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摘要：本文研究了小麦粉中脱氧雪腐镰刀菌烯醇的高效液相色谱的检测方法。小麦粉中的脱氧雪腐镰刀菌烯醇的检测对于小麦

粉的储藏及食用质量安全控制非常重要，而 GB 5009.111-2016 中规定的免疫亲和高效液相色谱法的色谱条件对于检测小麦粉中脱氧

雪腐镰刀菌烯醇存在假阳性的风险。本文在国家标准的基础上，通过试验研究，优化了液相色谱条件：流动相为甲醇-水（25:75，V/V），

检测波长 240 nm、扫描范围 190 nm~400 nm，本文还通过二极管阵列检测器能进行全波长扫描的特性，研究了定性分析的方法。该

方法验证结果：回收率为 91.7%~97.2%，检出限为 20 μg/kg，在 50 ng/mL~5000 ng/mL 的浓度范围内，线性相关系数为 0.99989，精

密度为 0.83%~3.21%。优化后的方法既能通过定性分析避免假阳性的风险，又保持了较高的回收率和精密度、较宽的线性范围、较低

的检出限，可以更好、更准确地用于小麦粉中脱氧雪腐镰刀菌烯醇的检测。 
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Abstract: The determination of deoxynivalenol in wheat flour by high performance liquid chromatography was studied in this paper. The 

detection of deoxynivalenol in wheat flour was very important for the storage and quality control of wheat flour, and the chromatographic 

conditions of immunoaffinity-high performance liquid chromatography, specified by national standard-GB 5009-2016, had a risk of false 

positives for the determination of deoxynivalenol in wheat flour. Conditions of liquid chromatography ,optimized based on national standard, 

were as follows: mobile phase, methanol-water (25:75, V/V); detection wavelength, 240 nm; scanning range,190 nm~400nm.In addition, the 

qualitative analysis was also studied using full wavelength scanning by diode array detector. The results showed that the recovery was 91.7% ~ 

97.2% and the detection limit was 20 μg/kg, the linear correlation coefficient was 0.99989 in the concentration range of 50 ng/mL ~ 5000 

ng/mLwith the precision of 0.83% ~ 3.21%. Consequently, the optimized method could not only avoid the risk of false positives by qualitative 

analysis, but maintain a high recovery rate and precision, wide linear range and low detection limit, which could be better and more accurately 

used for the detection of deoxynivalenol in wheat flour. 
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小麦是全球种植面积最大、总产量最高、也是最

为重要的粮食作物，超过 1/3 的世界人口以小麦制品

为主食。在中国，小麦仅次于第一大粮食作物水稻，

总产量 1.2 亿吨左右，是中国半数以上人口的主粮[1]。 
脱氧雪腐镰刀菌烯醇（deoxynivalenol），简写 
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食品安全与检测 

“DON”，又称呕吐毒素，属于单端孢霉烯族化合物，

主要是由禾谷镰刀菌、黄色镰刀菌和雪腐镰刀菌等真

菌产生的次级有毒代谢物[2,3]，是小麦等谷物中最为普

遍发生的镰刀菌毒素[4]，DON 的污染程度与降水、花

期湿度和储藏条件密切相关[5]，世界各地均有关于该

毒素的污染报道[6~9]，是世界上分布最广、污染最严重

的霉菌毒素之一[10~14]。DON 可以干扰核糖体肽基转

移酶的活性，阻碍核糖体循环，抑制蛋白质的合成，
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导致头疼、头晕、呕吐、中枢神经系统紊乱、免疫功

能障碍和繁殖功能障碍等症状[15~17]。 
DON 的污染对于小麦粉的储藏和食用安全的危

害非常大，因此建立准确有效的 DON 检测方法尤为

重要。液相色谱是目前检测小麦及其制品中 DON 最

普遍使用的方法，今年更新的 GB 5009.111-2016《食

品中脱氧雪腐镰刀菌烯醇及其乙酰化衍生物的测定》

中的免疫亲和高效液相色谱法的色谱条件对于检测小

麦粉中脱氧雪腐镰刀菌烯醇的检测存在出现假阳性的

风险，而第一法同位素液相色谱串联质谱法，虽然干

扰小但是检测成本高，仪器价格昂贵。关于液相色谱

检测 DON 的方法研究文献还有很多，如罗颖鹏等[18]

建立了固相萃取-高效液相色谱对小麦中脱氧雪腐镰

刀菌烯醇进行测定方法，研究优化了提取剂、净化方

法、流动相组成及流速等条件，其优化后的色谱条件

为流动相乙腈-水（6:95，V/V），流速 0.9 mL/min，检

测波长 218 nm，DON 检测结果良好，回收率达到

90.12%~106.25%；陆源等[19]建立了免疫亲和柱净化-
高效液相色谱法检测小麦粉中脱氧雪腐镰刀菌烯醇的

分析方法，主要研究的是通过优化前处理方法，消除

标准品中乙酸乙酯引起的溶剂效应，其测试的色谱条

件为流动相甲醇-水（20:80，V/V），流速 0.9 mL/min，
检测波长 218 nm；吴振兴等[20]建立小麦和玉米中脱氧

雪腐镰刀菌烯醇与雪腐镰刀菌烯醇的免疫亲和净化-
高效液相色谱检测方法，对色谱条件、提取液和净化

柱的选择进行了优化研究，其优化后的色谱条件为流

动相：10%乙腈水，流速：0.9 mL/min，检测波长 218 
nm；张羽等[21]主要研究了免疫亲和层析净化高效液相

色谱法与酶联免疫吸附法的方法比较，其液相色谱条

件为流动相甲醇-水（20:80，V/V），流速 0.7 mL/min，
检测波长 218 nm，结果表明两种方法无显著性差异；

金海涛等[22]建立了快速检测小麦中 DON、ZON、T-2
的高效液相色谱质谱方法，该方法能够一次快速检测

小麦粉中 3 种毒素，具有速度快、准确度高的特点，

其中三重四级杆的的多反应监测方式采集离子对，本

身就具有辅助定性的功能，达到了定量检测 DON 的

同时定性的目的。这些研究成果中的液相色谱法，均

是设置紫外检测波长为 218 nm 来检测样品，未有通

过改变检测波长来优化色谱条件的研究，除液相色谱-
质谱联用能利用离子对进行辅助定性分析外，其他方

法均未有对DON检测结果进行定性分析的研究报道。 
本文研究的创新点在于在优化色谱分离条件的同

时，通过改变紫外检测波长来降低杂质信号干扰，并

利用二极管阵列检测器进行波长扫描，收集色谱结果

为阳性的紫外吸收光谱，通过与建立的 DON 标准光

谱普库进行匹配性检索的定性结果判断，能有效避免

假阳性的出现，提高了样品检测的准确度，避免了假

阳性检测结果的风险。 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 

1.1.1  材料与试剂 
小麦粉：市场购买；DON 免疫亲和柱（柱容量 1 

mg，柱体积 5 mL）：北京中检维康生物技术有限公司；

甲醇（色谱纯）：国药集团；超纯水（18.25 MΩ）：中

沃水务纯水机；脱氧雪腐镰刀菌烯醇标准溶液（200 
μg/mL，1 mL，批号 CDGG-014445-06）：o2si 公司；

其他必要分析纯试剂均购自国药集团。 
1.1.2  主要仪器设备 

安捷伦 1260 型高效液相色谱仪：配二极管阵列检

测器；FA1104N 型电子天平：上海菁海仪器有限公司；

MD200-1 型氮吹仪：杭州奥盛仪器有限公司；TGL16G
型高速离心机：上海菲恰尔分析仪器有限公司；HY-2
调速多用振荡器：金坛市恒丰仪器制造有限公司；

ZWM-LSI-20 型超纯水机：中沃水务；W-SPE 24 型固

相萃取仪：北京莱伯泰科仪器股份有限公司；玻璃纤

维滤纸：直径 11 cm，孔径 1.5 μm；水相微孔滤膜：

0.45 μm；聚丙烯刻度离心管：具塞，50 mL；玻璃注

射器：10 mL。 

1.2  方法 

1.2.1  DON 标准溶液的配制 
准确移取适量 DON 标准储备溶液用初始流动相

稀释，配制成 50 ng/mL、100 ng/mL、200 ng/mL、500 
ng/mL、1000 ng/mL、2000 ng/mL 和 5000 ng/mL 的标

准系列工作液。 
1.2.2  样品预处理 

样品提取：称取 5.00 g 小麦粉于 50 mL 离心管中

加 1 g 聚乙二醇，加水 20 mL，混匀，置于多功能振

荡器中振荡 20 min。5000 r/min 下离心 5 min，用玻璃

滤纸过滤，收集滤液进行净化处理。 
样品的净化、洗脱和浓缩：将 2.00 mL 样品滤液

以每秒 1 滴的速度通过已恢复常温的 DON 免疫亲和

柱，并分别用 5 mL PBS 缓冲盐溶液（pH=7.4）和 5 mL
水先后淋洗免疫亲和柱，控制流速为每秒 1 滴~2 滴，

直至空气进入亲和柱中，弃去全部流出液，抽干小柱，

准确加入 2.0 mL 甲醇洗脱亲和柱，控制每秒 1 滴的速

度，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 1.0 mL 初始流动相，涡旋
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30 s 溶解残留物，0.45 μm 滤膜过滤，收集滤液于进样

瓶中以备进样。 
1.2.3  色谱条件 

色谱柱：安捷伦 ZORBAX Eclipse PAH-C18（柱

长 150 mm，柱内径 4.6 mm，粒径 5 μm）；流动相：

甲醇+水（25+75）；流速：0.8 mL/min；柱温：35 ℃；

进样量：50 μL；二极管阵列检测器：波长 240 nm，

狭缝宽 4 nm，波长扫描范围 190 nm~400 nm。 

2  结果与讨论 

2.1  流动相甲醇与水比率优化 
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图1 不同流动相组成的DON样品色谱图 

Fig.1 Chromatograms of DON with different mobile phases 

注：1.甲醇-水（10:90，V/V）；2.甲醇-水（15:75，V/V）；

3.甲醇-水（20:80，V/V）；4.甲醇-水（25:75，V/V）；5.甲醇-水

（30:70，V/V）。 

流动相甲醇与水的比率对 DON 与样品杂质的的

分离度的影响很大，在波长设为国家标准规定的 218 
nm 的时候，本文研究了不同比率的甲醇与水对样品

分离度的影响，结果如下图 1 所示，随着流动相中甲

醇比率增加，DON 出峰越早，DON 与杂质的分离度

也随之变化，当甲醇-水（25:75，V/V）的时候，DON
的分离度最好。如果按照国标规定的甲醇-水（15:75，
V/V），目标峰 DON 与大杂质峰几乎完全重合，极易

将样品判定为假阳性的结果。大杂质峰可能是与 DON
分子结构相近的的能被免疫亲和柱保留并洗脱的物

质。 

2.2  检测波长的优化 

虽然对流动相甲醇与水的比率进行了优化，将

DON 与杂质峰分离出来了，但是大的杂质峰依然对

DON 目标峰存在一定干扰，由图 1 可知，杂质峰紧挨

着 DON 目标峰出峰，并且信号比目标峰强很多，为

了排除杂质峰可能对 DON 目标峰检测存在的干扰，

本文通过研究干扰杂质峰与目标峰的紫外吸收波长，

重新设计了检测波长，结果如下图 2 所示，从图中结

果可以看出，当波长为 218 nm 的时候，DON 有最大

吸收峰，但同时杂质的吸收信号也很强，但是当波长

为 240 nm 的时候，杂质峰的吸收信号下降 83%，而

DON 的吸收峰，信号只下降了 38%，本文通过研究

发现，通过波长设置，可以显著降低杂质峰的信号，

并且还能保证 DON 目标物的检出限，其检出限能达

到 20 μg/kg，低于国标规定的 100 μg/kg，这部分将在

2.4 的方法验证中再讨论，通过波长设置，在显著降低

干扰信号的同时，很好地保留 DON 目标物的检出限，

所以本文在检测小麦粉中 DON 的时候检测波长应该

设置为 240 nm。波长设置为 218 nm 与 240 nm 的对比

图如下图 3 所示，由图 3 可知，杂质峰信号下降明显，

对 DON 峰检测的干扰也会小很多。 

 
图2 DON紫外吸收图谱与干扰峰紫外吸收图谱峰的比较 

Fig.2 Comparison of ultraviolet absorption spectra of DON and 

interference peaks  

 
图3 波长设置为218 nm与 240 nm的样品色谱的比较 

Fig.3 Comparison of sample chromatography with the 

wavelength of 218 nm, 240 nm 

2.3  二极管阵列检测器定性确证排除假阳性 

在国标 GB 5009.111-2016《食品中脱氧雪腐镰刀

菌烯醇及其乙酰化衍生物的测定》中第一法为同位素

稀释液相色谱-串联质谱法（2017 年 6 月 23 号实施），

此法虽然能有效避免假阳性的出现，提高样品检测准

确度，但是仪器设备昂贵，检测成本高昂，对检验员
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技术能力要求很高，不是一般实验室所能配备和使用。 
本文通过二极管阵列检测器可对色谱峰每个时刻

进行紫外全波长扫描的功能，研究了 DON 的定性检

测方法。建立了 DON 的标准紫外吸收光谱普库，标

样色谱图与样品色谱测试结果见图 4。 

 
图4 标准物质色谱图与样品色谱图的比较 

Fig.4 Chromatograms of standard and sample  

 
图5 DON的标准紫外吸收图谱 

Fig.5 UV absorption spectrum of DON Standard 

 
图6 光谱检索结果图 

Fig.6 Spectral retrieval results  

注：a.DON 光谱与普库光谱检索结果；b.目标峰与普库光

谱检索结果的光谱偏差；c.杂质峰光谱与普库光谱检索结果；

d.杂质峰与普库检索的光谱偏差。 

从标样色谱图中提取 DON 在 190 nm~400 nm 的

光谱图结果见图 5，通过建立的 DON 标准紫外吸收普

库与从样品色谱图中提取的的 DON 目标峰及干扰杂

质峰的光谱图进行检索得到的结果如图 6。 
从图 6 的结果可以明显看出，干扰杂质峰的光谱

与普库光谱比较光谱偏差很大，匹配度通过色谱软件

计算只有 34.4%非常低，而 DON 目标峰的光谱与普

库光谱比较光谱偏差非常小，匹配度通过色谱处理软

件计算能达到 99.7%。 
通过设置光谱匹配度达到 95%以上可确证为

DON 的方法进行辅助的定性分析能有效避免假阳性

的出现，提高了样品检测的准确度，与液相色谱串联

质谱相比能节省大量检测成本。 

2.4  方法验证 

2.4.1  标准曲线及线性范围 
以 25%的甲醇溶液配制 DON 的梯度系列标准溶

液，以所得峰面积（Y）为纵坐标，进样标准溶液浓

度（ng/mL）为横坐标（X），绘制回归方程为：

Y=0.04084X-0.0506，相关系数：0.99989，线性范围

50 ng/mL~5000 ng/mL，结果如图 7 所示线性关系良

好。 

230 
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2.4.2  回收率与精密度 
取未被 DON 污染的小麦粉样品进行三水平加标

试验，加标后样品中 DON 浓度分别为 50 μg/kg、2000 
μg/kg 和 500 μg/kg，按照样品前处理方法进行上机测

试，每个加标样平行测试 6 次，计算回收率和精密度，

其结果见表 1。其样品加标的回收率在 91.7%~97.2%，

精 密 度 （ relative standard deviation ， RSD ）

0.83%~3.21%，具有较高的回收率和较低的 RSD 值。 
2.4.3  检出限与定量限  

取未被 DON 污染的小麦粉样品加标成 3 倍信噪

比信号的浓度样品和 10 倍信噪比浓度的样品进行测

试，测得检出限为 20 μg/kg，定量限为 66.7 μg/kg。 

图7 回归曲线 

Fig.7 Regression curve 

表1 回收率与精密度 

Table 1 Recovery and precision 

浓度/(μg/kg) 
测试浓度/(μg/kg) 

平均值 Avg./(μg/kg) 回收率% RSD 值/% 
1 2 3 4 5 6 

50 45 48 46 45 47 44 45.833 91.7 3.21 

2000 1954 1987 1930 1936 1927 1910 1940.667 97.0 1.38 
5000 4898 4843 4889 4789 4861 4882 4860.333 97.2 0.83 

[2] Bennett J W, Klich M. Mycotoxins [J]. Clinical Microbiology 

Reviews, 2003, 16(3): 497 
3  结论 

本文研究了 2017 年 6 月 23 号实施的 GB 
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