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高效液相色谱￣荧光法检测咖啡及其制品中 ３ 种赭曲霉毒素
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摘要:通过前处理和液相色谱条件的优化ꎬ建立高效液相色谱￣荧光检测咖啡及其制品中赭曲霉毒素 Ａ、赭曲霉毒素 Ｂ 和

赭曲霉毒素 Ｃ 含量的方法ꎮ 样品经过 Ｖ(１％碳酸氢钠水溶液) ∶Ｖ(乙腈)＝ ４０ ∶６０ 提取ꎬ赭曲霉毒素 Ａ 免疫亲和柱富集净

化ꎬ以 ２％乙酸水溶液￣乙腈为流动相ꎬ采用梯度洗脱方式在 Ｃ１８色谱柱分离ꎬ荧光检测法对 ３ 种赭曲霉毒素进行定性和定

量分析ꎮ 结果表明:赭曲霉毒素在 ０􀆰 １~ １０􀆰 ０ μｇ / Ｌ 浓度范围内呈现良好的线性关系(Ｒ２>０􀆰 ９９９)ꎬ方法检出限均为 ０􀆰 １
μｇ / ｋｇꎬ定量限均为 ０􀆰 ３ μｇ / ｋｇꎬ加标平均回收率为 ８８􀆰 ６％ ~ ９５􀆰 ０％ꎬ相对标准偏差为 １􀆰 ７１％ ~ ３􀆰 １５％ꎮ 方法操作简单、灵
敏度高、重现性好ꎬ适用于咖啡及其制品中赭曲霉毒素 Ａ、赭曲霉毒素 Ｂ、赭曲霉毒素 Ｃ 含量的测定ꎮ
关键词:高效液相色谱ꎻ赭曲霉毒素 Ａꎻ赭曲霉毒素 Ｂꎻ赭曲霉毒素 Ｃꎻ咖啡
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　 　 赭曲霉毒素是由青霉素属和曲霉属的真菌所

生的一组结构类似的次级代谢产物ꎬ主要包括赭

曲霉毒素 Ａ(Ｏｃｈｒａｔｏｘｉｎ ＡꎬＯＴＡ)、赭曲霉毒素 Ｂ
(Ｏｃｈｒａｔｏｘｉｎ ＢꎬＯＴＢ)和赭曲霉毒素 Ｃ(Ｏｃｈｒａｔｏｘｉｎ
ＣꎬＯＴＣ)等至少 ７ 种结构类似的代谢产物[１ꎬ２]ꎬ
ＯＴＡ 是由二氢异香豆素的衍生物和 Ｌ￣β￣苯丙氨

酸通过肽键连接形成的ꎬＯＴＢ 和 ＯＴＣ 分别是 ＯＴＡ
的脱氯取代物和乙酯化物[３]ꎬ其中赭曲霉毒素毒

性强弱依次是 ＯＴＡ、ＯＴＣ、ＯＴＢꎮ 赭曲霉毒素 Ａ 具

有肾毒性、肝毒性、致癌、致畸、致突变以及免疫毒

性ꎬ世界卫生组织将其列为 ２Ｂ 类可能致癌物[４]ꎮ
咖啡及其制品在生产、加工、贮藏过程中容易受到

霉菌的侵染ꎬ会产生赭曲霉毒素等多种真菌毒素ꎮ
ＧＢ ２７６１—２０１７«食品安全国家标准 食品中真菌

毒素限量» [５] 中规定 ＯＴＡ 的限量指标:烘焙咖啡

中限量为 ５􀆰 ０ μｇ / ｋｇ、速溶咖啡中限量为 １０􀆰 ０
μｇ / ｋｇꎮ

赭曲霉毒素的检测方法有薄层色谱法[６ꎬ７]、
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液相色谱￣串联质谱法[８￣１１]、酶联免疫法[１２ꎬ１３]、生
物传感器法[１４￣１６]、液相色谱法[１７￣２１]ꎮ 薄层色谱法

设备简单、易于普及ꎬ但操作要求高ꎬ前处理繁琐ꎬ
灵敏度和重现性不佳ꎮ 液相色谱￣串联质谱法灵

敏度高、定性能力强ꎬ但设备成本高、仪器维护要

求高ꎬ而且一般需要使用同位素内标ꎬ其价格较为

昂贵ꎮ 生物传感器法操作简单、灵敏度高ꎬ特异性

好ꎬ但生物传感器对环境变化敏感ꎬ稳定性不佳ꎮ
酶联免疫法简单易行ꎬ选择性强ꎬ样品前处理简

单ꎬ但定量困难、重现性差ꎬ容易出现假阳性ꎮ
液相色谱法具有相对较好定性和定量能力、检
测结果准确、重现性好ꎬ是赭曲霉毒素常用的检

测方法ꎮ
液相色谱法同时检测咖啡及其制品中 ＯＴＡ、

ＯＴＢ 和 ＯＴＣ 的文献尚未见报告ꎬ为了评估赭曲霉

毒素总体污染水平ꎬ通过实验条件优化和方法学

考察ꎬ建立前处理简单、灵敏度高、重现性好的分

析方法ꎬ能够高效、准确地检测咖啡及其制品中

ＯＴＡ、ＯＴＢ、ＯＴＣ 的含量ꎮ

１　 实验部分

１􀆰 １ 　 主要仪器与试剂

Ｖａｎｑｕｉｓｈ Ｃｏｒｅ 型高效液相色谱仪(配有荧光

检测器ꎬ美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 科技公司)ꎻＰＥ２８ 型

ｐＨ 计、ＭＥ５５ 型电子天平、ＭＥ３０３Ｅ 型电子天平

(瑞士梅特勒托利多集团)ꎻＳＢＥＱ￣ＣＧ１８２４ 型固相

萃取装置(上海安谱实验科技股份有限公司)ꎻ
２４ＵＶ 型 超 纯 水 仪 ( 美 国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公 司 )ꎻ
ＫＱ５２００Ｅ 型超声波发生器(昆山市超声仪器有限

公司)ꎻＳＹ￣２０００ 型旋转蒸发仪(上海亚荣生化仪

器厂)ꎻＷＨ￣８６１ 型涡旋混合器(太仓市华利达实

验设备有限公司)ꎻＬＲ１０Ｍ 型离心机(湖南赫西仪

器装备有限公司)ꎻ赭曲霉毒素 Ａ 免疫亲和柱(货
号:Ｒ￣Ｂｉｏｐｈａｒｍ Ｐ１１９、Ｐ１４ꎬ德国拜发公司)ꎮ

乙腈、甲醇(色谱纯ꎬ德国默克公司)ꎻ乙酸、
吐温 ２０、碳酸氢钠、氯化钠ꎬ氯化钾(分析纯ꎬ国药

集团化学试剂有限公司)ꎻ磷酸二氢钾、磷酸氢二

钠(分析纯ꎬ上海凌峰化学试剂有限公司)ꎻ玻璃

纤维滤纸(直径 １１ ｃｍꎬ孔径 １􀆰 ６ μｍꎬ无荧光特性

英国 Ｗｈａｔｍａｎ 公司)ꎻ乙腈中 ＯＴＡ、ＯＴＢ、ＯＴＣ 液

体标准溶液(１００ μｇ / ｍＬꎬ坛墨质检标准物质中

心)ꎻ实验室用水为超纯水 (电阻率 Ｒ≥１８􀆰 ２
ＭΩ􀅰ｃｍ)ꎬ通过美国密理博 Ｍｉｌｌｉ￣Ｑ 超纯水系统制

取ꎻ咖啡及其制品来自实验室日常检测样本ꎮ

１􀆰 ２ 　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １ 　 实验试剂配制

ＰＢＳ 缓冲溶液:精确称取 ０􀆰 ２ ｇ 氯化钾、０􀆰 ２ ｇ
磷酸二氢钾、１􀆰 ２ ｇ 磷酸氢钠、８􀆰 ０ ｇ 氯化钠溶解于

约 ９００ ｍＬ 水中ꎬ调至 ｐＨ ７􀆰 ０ꎬ用水定容至 １ Ｌꎻ吐
温 ２０ 磷酸盐缓冲溶液:精确移取 １ ｍＬ 吐温 ２０ 加

入到 １ Ｌ ＰＢＳ 缓冲溶液当中ꎬ混匀密封备用ꎻ１％
碳酸氢钠水溶液:精确称取 １０ ｇ 碳酸氢钠溶解于

约 ９００ ｍＬ 水中ꎬ加水定容至 １ ＬꎻＶ(１％碳酸氢钠

水溶液) ∶Ｖ(乙腈)＝ ４０ ∶６０:精确移取 ４００ ｍＬ １％
碳酸氢钠溶液ꎬ用乙腈定容至 １ Ｌꎻ６０％乙腈水溶

液:精确移取 ６００ ｍＬ 乙腈ꎬ用水定容至 １ Ｌꎻ８０％
甲醇水溶液:精确移取 ８００ ｍＬ 甲醇ꎬ用水定容至

１ Ｌꎻ２％乙酸水:移取 ２０ ｍＬ 乙酸至 ９８０ ｍＬ 水中ꎬ
混匀ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２ 　 混合标准工作溶液配制

混合标准工作溶液:取 ＯＴＡ、ＯＴＢ、ＯＴＣ 标准

溶液ꎬ用初始流动相逐步稀释ꎬ混合标准工作溶液

浓度分别为 ０􀆰 １、０􀆰 ２、０􀆰 ５、１􀆰 ０、５􀆰 ０、１０􀆰 ０ μｇ / Ｌꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３ 　 样品前处理

称取 ５􀆰 ０ ｇ 样品于 ５０ ｍＬ 离心管中ꎬ加入 ２５ ｍＬ
提取液(Ｖ(１％碳酸氢钠水溶液) ∶Ｖ(乙腈)＝ ４０ ∶
６０)ꎬ涡旋振荡 １ ｍｉｎꎬ超声提取 ３０ ｍｉｎꎬ４ ０００ ｒ / ｍｉｎ
离心 ５ ｍｉｎꎬ上清液经过玻璃纤维滤纸过滤ꎬ收集

滤液ꎮ 移取 ５ ｍＬ 滤液于 ５０ ｍＬ 容量瓶中ꎬ加 ＰＢＳ
缓冲溶液定容至刻度ꎬ混匀ꎬ待净化ꎮ

将上述待净化液体以约 １ 滴 / ｓ 的流速通过

免疫亲和柱ꎬ依次用 ５ ｍＬ 吐温 ２０ 磷酸盐缓冲液、
５ ｍＬ 水淋洗免疫亲和柱ꎬ吹干水分ꎻ加入 ４ ｍＬ 甲

醇洗脱ꎬ收集甲醇洗脱液ꎬ使用旋转蒸发仪旋蒸干ꎬ
加入 １ ｍＬ 初始比例流动相ꎬ过膜ꎬ待上机测试ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４ 　 仪器条件

液相色谱条件:Ａｇｉｌｅｎｔ Ｐｒｏｓｈｅｌｌ １２０ ＥＣ￣Ｃ１８

(４􀆰 ６ ｍｍ×１００ ｍｍꎬ２􀆰 ７ μｍ)ꎻ流速为 ０􀆰 ４ ｍＬ / ｍｉｎꎻ
进样量 ５０ μＬꎻ柱温为 ３５ ℃ꎻ荧光检测器激发和

发射波长见表 １ꎻ流动相:Ａ 为 ２％乙酸水溶液、Ｂ
为乙腈ꎬ梯度洗脱ꎬ洗脱程序见表 ２ꎮ

表 １ 　 荧光检测器波长条件

Ｔａｂ.１　 Ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｄｅｔｅｃｔｏｒ

ｔ / ｍｉｎ Ｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ
ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ / ｎｍ

Ｅｍｉｓｓｉｏｎ
ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ / ｎｍ Ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ

０ ３１３ ４６２ ６

７􀆰 ０ ３３１ ４６７ ６

２５􀆰 ０ ３３１ ４６７ ６

０８
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表 ２ 　 液相色谱洗脱程序

Ｔａｂ.２　 Ｅｌｕｔｉｏｎ ｐｒｏｇｒａｍ ｏｆ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ

ｔ / ｍｉｎ Ａ / ％ Ｂ / ％ ｔ / ｍｉｎ Ａ / ％ Ｂ / ％

０ ５０ ５０ ２１􀆰 ０ ５ ９５

１０􀆰 ０ ５０ ５０ ２１􀆰 １ ５０ ５０

２０􀆰 ０ ５ ９５ ２５􀆰 ０ ５０ ５０

２　 结果与讨论

２􀆰 １ 　 实验条件优化

２􀆰 １􀆰 １ 　 荧光检测波长优化

参考 ＯＴＡ 荧光检测激发波长和发射波长ꎬ优
化 ３ 种赭曲霉毒素的荧光检测激发波长和发射波

长ꎮ 固定激发波长 ３３１ ｎｍꎬ发射波长 ４００ ~ ５００
ｎｍꎬ运行赭曲霉毒素混合标准工作溶液 １０ μｇ / Ｌꎬ
ＯＴＡ、ＯＴＢ、ＯＴＣ 最佳发射波长分别为 ４６７、４６２、
４６７ ｎｍꎮ 固定发射波长 ４６７ ｎｍꎬ激发波长 ３００ ~
３５０ ｎｍꎬ运行赭曲霉毒素混合标准工作溶液 １０
μｇ / ＬꎬＯＴＡ、ＯＴＢ、ＯＴＣ 最佳激发波长分别为 ３３１、
３１３、３３１ ｎｍꎮ １０ μｇ / Ｌ 赭曲霉毒素混合标准工作

溶液按照上述色谱条件注入液相系统ꎬ色谱图如

图 １ 所示ꎮ

图 １　 ３ 种赭曲霉毒素色谱图

Ｆｉｇ.１　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｏｃｈｒａｔｏｘｉｎｓ

２􀆰 １􀆰 ２ 　 免疫亲和柱的选择

３ 种赭曲霉毒素结构类似ꎬ赭曲霉毒素结构

式如图 ２ 所示ꎮ 使用 ＯＴＡ 免疫亲和柱同时富集

净化 ＯＴＡ、ＯＴＢ、ＯＴＣꎬ验证其回收率ꎬ选择合适的

ＯＴＡ 免疫亲和柱ꎮ

图 ２　 赭曲霉毒素结构式

Ｆｉｇ.２　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｆｏｒｍｕｌａ ｏｆ ｏｃｈｒａｔｏｘｉｎｓ

采用空白加标的方法对两种 Ｒ￣Ｂｉｏｐａｒｍ ＯＴＡ

免疫亲和柱进行筛选ꎬＯＴＡ、ＯＴＢ、ＯＴＣ 绝对加标

量为 １０ ｎｇꎬ按照上述试验方法进行前处理ꎬ加标

回收率见表 ３ꎮ 从表 ３ 中可以看出ꎬ采用 Ｒ￣
Ｂｉｏｐｈａｒｍ Ｐ１１９ 免疫亲和柱时ꎬ３ 种赭曲霉毒素回

收率较高ꎬ相对标准偏差在 ０􀆰 ９６％ ~ １􀆰 １９％范围

内ꎬ所以选择 Ｒ￣Ｂｉｏｐｈａｒｍ Ｐ１１９ 免疫亲和柱进行

后续试验ꎮ
表 ３ 　 空白样品中 ３ 种赭曲霉毒素的加标回收率和

精密度

Ｔａｂ.３　 Ｓｐｉｋｉｎｇ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ａｎｄ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｒｅｅ
ｏｃｈｒａｔｏｘｉｎｓ ｉｎ ｂｌａｎｋ ｓａｍｐｌｅｓ (ｎ＝ ３)

Ｉｍｍｕｎｏａｆｆｉｎｉｔｙ
ｃｏｌｕｍｎ

ＯＴＡ ＯＴＢ ＯＴＣ
Ａｖｅｒａｇｅ
ｒｅｃｏｖｅｒｙ
ｒａｔｅ / ％

ＲＳＤ /
％

Ａｖｅｒａｇｅ
ｒｅｃｏｖｅｒｙ
ｒａｔｅ / ％

ＲＳＤ /
％

Ａｖｅｒａｇｅ
ｒｅｃｏｖｅｒｙ
ｒａｔｅ / ％

ＲＳＤ /
％

Ｒ￣Ｂｉｏｐｈａｒｍ Ｐ１４ ９５􀆰 ７ １􀆰 ５２ ９２􀆰 ５ １􀆰 ０６ ８９􀆰 ５ １􀆰 ４０
Ｒ￣Ｂｉｏｐｈａｒｍ Ｐ１１９ ９４􀆰 １ ０􀆰 ９６ ９３􀆰 ４ １􀆰 １９ ９７􀆰 ４ １􀆰 １３

２􀆰 １􀆰 ３ 　 洗脱液体积的确定

ＯＴＡ 免疫亲和柱上赭曲霉毒素的洗脱效率

直接影响检测结果的准确性ꎬ通过空白加标的方

法考察洗脱液体积对 ３ 种赭曲霉毒素回收率的影

响ꎮ ＯＴＡ、ＯＴＢ、ＯＴＣ 绝对加标量 １０ ｎｇꎬ在相同试

验条件下ꎬ甲醇洗脱液体积分别为 ２、３、４、５、６ ｍＬ
时ꎬ赭曲霉毒素回收率结果如图 ３ 所示ꎮ 结果显

示ꎬ洗脱液体积为 ４ ｍＬ 时ꎬ３ 种赭曲霉毒素的回

收率均在 ９３􀆰 ０％以上ꎬ进一步增加洗脱液体积ꎬ
赭曲霉毒素回收率无明显增加ꎬ因此洗脱液体积

确定为 ４ ｍＬꎮ

图 ３　 采用不同洗脱液体积时 ３ 种赭曲霉毒素的

回收率

Ｆｉｇ.３　 Ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｏｃｈｒａｔｏｘｉｎｓ ｏｎ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｖｏｌｕｍｅｓ

２􀆰 １􀆰 ４ 　 提取溶液的选择

由于咖啡及其制品基质的复杂性以及 ３ 种赭

曲霉毒素的极性差异ꎬ因此选择合适的提取溶液

至关重要[２２]ꎮ 选择 ６０％乙腈水、８０％甲醇水、１％
碳酸氢钠水溶液和 Ｖ(１％碳酸氢钠水溶液) ∶Ｖ(乙
腈)＝ ４０ ∶６０ 溶液 ４ 种提取溶液ꎬ称取 ５􀆰 ０ ｇ 烘焙

咖啡阴性样品ꎬ加标水平 １ μｇ / ｋｇ 进行 ６ 次平行

１８
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试验ꎬ结果见图 ４ꎮ 结果显示ꎬＶ(１％碳酸氢钠水

溶液) ∶Ｖ(乙腈)＝ ４０ ∶６０ 作为提取溶液时ꎬ３ 种赭

曲霉毒素的回收率最好ꎬ因此选择 Ｖ(１％碳酸氢

钠水溶液) ∶Ｖ(乙腈)＝ ４０ ∶６０ 作为赭曲霉毒素的

提取溶液ꎮ

ａ.６０％乙腈水溶液ꎻｂ.８０％甲醇水溶液ꎻｃ.１％碳酸氢钠水溶液ꎻ
ｄ.Ｖ(１％碳酸氢钠水溶液) ∶Ｖ(乙腈)＝ ４０ ∶６０

图 ４　 采用不同提取溶液时 ３ 种赭曲霉毒素的回收率

Ｆｉｇ.４　 Ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｏｃｈｒａｔｏｘｉｎｓ ｏｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

２􀆰 ２ 　 方法学考察

２􀆰 ２􀆰 １ 　 标准曲线、检出限及定量限

配制不同浓度赭曲霉毒素标准工作溶液进样

分析ꎬ赭曲霉毒素峰面积(Ｙ)为纵坐标ꎬ浓度(Ｘ)
为横坐标ꎬ绘制标准工作曲线ꎬ建立回归方程ꎮ 结

果表明赭曲霉毒素在 ０􀆰 １ ~ １０ μｇ / Ｌ 线性关系良

好ꎬ相关系数 Ｒ２ 均大于 ０􀆰 ９９９ꎮ 以 ３ 倍和 １０ 倍信

噪比分别计算方法的检出限和定量限ꎬ得到 ３ 种

赭曲霉毒素的检出限和定量限均为 ０􀆰 １、０􀆰 ３ μｇ / ｋｇꎬ
结果见表 ４ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ２ 　 方法回收率和精密度

以烘焙咖啡阴性样品进行 ４ 个水平赭曲霉毒

素加标回收试验ꎬ加标水平分别为 ０􀆰 １、０􀆰 ３、１􀆰 ０
和 ５􀆰 ０ μｇ / ｋｇꎬ每个水平进行 ６ 次平行试验ꎬ回收

率和精密度结果见表 ５ꎬ３ 种赭曲霉毒素加标回收

率为 ８８􀆰 ６％ ~ ９５􀆰 ０％ꎬ相对标准偏差在 １􀆰 ７１％ ~
３􀆰 １５％范围内ꎬ这些值均在 ＧＢ ５００９􀆰 ２９５—２０２３
标准方法中正确度和精密度要求限量范围内[２３]ꎮ

表 ４ 　 ３ 种赭曲霉毒素的线性回归方程、相关系数(Ｒ２)、
检出限和定量限

Ｔａｂ.４　 Ｌｉｎｅａｒ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｅｑｕａｔｉｏｎｓꎬｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ
ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ (Ｒ２)ꎬｌｉｍｉｔｓ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎꎬａｎｄ ｌｉｍｉｔｓ ｏｆ

ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｏｃｈｒａｔｏｘｉｎｓ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ

Ｌｉｎｅａｒ
ｒａｎｇｅ /
(μｇ􀅰
Ｌ－１)

Ｌｉｎｅａｒ
ｅｑｕａｔｉｏｎ

Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ
ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

Ｒ２

Ｌｉｍｉｔｓ ｏｆ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ /

(μｇ􀅰
ｋｇ－１)

Ｌｉｍｉｔｓ ｏｆ
ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ /
(μｇ􀅰ｋｇ－１)

ＯＴＡ ０􀆰 １~１０ Ｙ＝５７ ５６０Ｘ＋
１ ２２４ ０􀆰 ９９９ ７ ０􀆰 １ ０􀆰 ３

ＯＴＢ ０􀆰 １~１０ Ｙ＝２２ ６８８Ｘ＋
１ １３５ ０􀆰 ９９９ ６ ０􀆰 １ ０􀆰 ３

ＯＴＣ ０􀆰 １~１０ Ｙ＝５５ １８６Ｘ＋
１ ５００ ０􀆰 ９９９ ９ ０􀆰 １ ０􀆰 ３

表 ５ 　 回收率和精密度实验结果

Ｔａｂ.５　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ａｎｄ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ
Ｓｐｉｋｅｄ
ａｍｏｕｎｔ /

(μｇ􀅰ｋｇ－１)

Ａｖｅｒａｇｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ
ｖａｌｕｅ / (μｇ􀅰ｋｇ－１)

Ａｖｅｒａｇｅ
ｒｅｃｏｖｅｒｙ / ％

ＲＳＤ /
％

ＯＴＡ

０􀆰 １
０􀆰 ３
１􀆰 ０
５􀆰 ０

０􀆰 ０８９ ４
０􀆰 ２７２
０􀆰 ９２１
４􀆰 ６５

８９􀆰 ４
９０􀆰 ７
９２􀆰 １
９２􀆰 ９

３􀆰 ０９
２􀆰 ８０
２􀆰 １２
２􀆰 ０６

ＯＴＢ

０􀆰 １
０􀆰 ３
１􀆰 ０
５􀆰 ０

０􀆰 ０８８ ６
０􀆰 ２６９
０􀆰 ９２５
４􀆰 ６６

８８􀆰 ６
８９􀆰 ７
９２􀆰 ５
９３􀆰 ２

２􀆰 ９６
３􀆰 １５
２􀆰 ０２
１􀆰 ９０

ＯＴＣ

０􀆰 １
０􀆰 ３
１􀆰 ０
５􀆰 ０

０􀆰 ０９０ ４
０􀆰 ２８１
０􀆰 ９４５
４􀆰 ７５

９０􀆰 ４
９３􀆰 ７
９４􀆰 ５
９５􀆰 ０

３􀆰 ０７
２􀆰 ５２
２􀆰 ０３
１􀆰 ７１

２􀆰 ３ 　 与其他方法比较

食品中赭曲霉毒素的检测方法有很多ꎬ其中

常用的有酶联免疫法[１２]、液相色谱串联质谱

法[３ꎬ８ꎬ９ꎬ１１]、液相色谱￣荧光检测法[３ꎬ１７ꎬ１９ꎬ２２]ꎬ３ 种方

法进行比较ꎬ结果见表 ６ꎮ 通过检出限、定量限、
回收率、精密度对比发现ꎬ本文方法具有灵敏度

高、准确度和精密度好等优点ꎬ适合咖啡及其制品

中 ３ 种赭曲霉毒素的测定ꎮ
表 ６ 　 食品中赭曲霉毒素不同检测方法的比较

Ｔａｂ.６　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ ｏｃｈｒａｔｏｘｉｎ ｉｎ ｆｏｏｄ

Ｓａｍｐｌｅ ｍａｔｒｉｘ Ａｎａｌｙｔｅ Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ
ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ

Ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ｍｅｔｈｏｄ ＬＯＤ ＬＯＱ Ｒｅｃｏｖｅｒｙ /

％
Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ /

％ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

Ｗｉｎｅ ＯＴＡ、ＯＴα ＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ ＳＰＥ ０􀆰 １ μｇ / ｋｇ ０􀆰 ３５ μｇ / ｋｇ ８８􀆰 ６~１０８􀆰 ０ ２􀆰 １~９􀆰 ２ [８]

Ｗｉｎｅ ＯＴＡ ＤＡＲＴ￣ＭＳ / ＭＳ ＱｕＥＣｈＥＲＳ — ０􀆰 ５ μｇ / ｋｇ ８８􀆰 ７~１０５􀆰 ７ ８􀆰 ５~１２􀆰 ８ [９]

Ｒａｐｅｓｅｅｄ、Ｆｌａｘｓｅｅｄ ＯＴＡ ＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ Ｍｙｃｏｔｏｘｉｎ ｍｕｌｔｉｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ
ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｃｏｌｕｍｎꎬＭＦＣ ０􀆰 ２ μｇ / ｋｇ ０􀆰 ６ μｇ / ｋｇ ６５􀆰 ０~８５􀆰 １ ７􀆰 ６~８􀆰 ９ [１１]

Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎａｌ ｍａｔｅｒｉａｌｓ
ａｎｄ ｉｔｓ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ＯＴＡ ＥＬＩＳＡ ＩＡＣ ０􀆰 ２ ｎｇ / ｇ ０􀆰 ４ ｎｇ / ｇ ７５􀆰 ９ — [１２]

２８
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续表

Ｓａｍｐｌｅ ｍａｔｒｉｘ Ａｎａｌｙｔｅ Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ
ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ

Ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ｍｅｔｈｏｄ ＬＯＤ ＬＯＱ Ｒｅｃｏｖｅｒｙ /

％
Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ /

％ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

Ｒｅｄ ｗｉｎｅ ＯＴＡ、ＯＴＢ、
ＭｅＯＴＡ、ＯＴＣ ＨＰＬＣ￣ＦＬＤ ＩＡＣ ０􀆰 １６~０􀆰 ３２

ｎｇ / Ｌ ０􀆰 ５０ ｎｇ / Ｌ ７３􀆰 ４~９３􀆰 ５ — [１７]

Ｃｅｒｅａｌ ＯＴＡ ＨＰＬＣ￣ＦＬＤ ＩＡＣ ０􀆰 ２４ μｇ / ｋｇ — ８０􀆰 １~１０６􀆰 ９ ２􀆰 ４~８􀆰 ２ [１９]

Ｒｏａｓｔｅｄ ｃｏｆｆｅｅ ＯＴＡ ＨＰＬＣ￣ＦＬＤ ＬＬＥ￣ＩＡＣ — １􀆰 ０ ｎｇ / ｇ ７４􀆰 １~７８􀆰 ０ ５􀆰 ２~９􀆰 ６ [２２]

Ｗｉｎｅ ＯＴＡ、ＯＴＢ、ＯＴＣ ＨＰＬＣ￣ＦＬＤ、
ＨＰＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ ＱｕＥＣｈＥＲＳ — ２􀆰 ０ μｇ / ｋｇ ７４􀆰 ５~１２０ ２􀆰 ０１~７􀆰 ５２ [３]

Ｃｏｆｆｅｅ ａｎｄ ｉｔｓ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ＯＴＡ、ＯＴＢ、ＯＴＣ ＨＰＬＣ￣ＦＬＤ ＩＡＣ ０􀆰 １ μｇ / ｋｇ ０􀆰 ３ μｇ / ｋｇ ８８􀆰 ６~９５􀆰 ０ １􀆰 ７１~３􀆰 １５ Ｔｈｉｓ ｗｏｒｋ

２􀆰 ４ 　 实际样品测试

选取 ４２ 份咖啡及其制品按照试验建立方法

进行赭曲霉毒素测试分析ꎬ测试结果见表 ７ꎮ 从

表中可以看出ꎬ１ 份烘焙咖啡样品 ＯＴＡ 含量 ７􀆰 ８４
μｇ / ｋｇꎬ超出烘焙咖啡中 ＯＴＡ 限量指标ꎬ１１ 份样

品 ＯＴＡ 有检出ꎬ５ 份样品 ＯＴＢ 有检出ꎬＯＴＡ 含量

在 １􀆰 ０ μｇ / ｋｇ 以上的样品往往 ＯＴＢ 有检出ꎬＯＴＣ
测试含量均小于检出限ꎬ表明咖啡及其制品中

ＯＴＣ 污染的概率较低ꎮ Ｗｏｎｇｗｏｒａｐａｔ 等[２４] 采用高

效液相色谱法测定越南、泰国烘焙咖啡和速溶咖

啡中 ＯＴＡ 和 ＯＴＢ 的含量ꎬＯＴＡ 阳性值和阳性率

均大于 ＯＴＢꎬ越南烘焙咖啡中 ＯＴＡ>０􀆰 ６ μｇ / ｋｇ 的

样品往往含有 ＯＴＢꎬ也是首次报道咖啡中存在

ＯＴＢ 污染ꎬ这与本文建立分析方法测试实际样品

的结果类似ꎮ
表 ７ 　 咖啡及其制品中 ３ 种赭曲霉毒素的检测结果注

Ｔａｂ.７　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｏｃｈｒａｔｏｘｉｎｓ ｉｎ ｃｏｆｆｅｅ ａｎｄ
ｉｔｓ ｐｒｏｄｕｃｔｓ

Ｃｏｆｆｅｅ ａｎｄ
ｉｔｓ ｐｒｏｄｕｃｔｓ

ＯＴＡ /
(μｇ􀅰ｋｇ－１)

ＯＴＢ /
(μｇ􀅰ｋｇ－１)

ＯＴＣ /
(μｇ􀅰ｋｇ－１)

Ｒｏａｓｔｅｄ ｃｏｆｆｅｅ￣１ <ＬＯＤ１) <ＬＯＤ <ＬＯＤ

Ｒｏａｓｔｅｄ ｃｏｆｆｅｅ￣２ ７􀆰 ８４ １􀆰 ５７ <ＬＯＤ

Ｒｏａｓｔｅｄ ｃｏｆｆｅｅ￣３ <ＬＯＤ <ＬＯＤ <ＬＯＤ

Ｒｏａｓｔｅｄ ｃｏｆｆｅｅ￣４ <ＬＯＤ <ＬＯＤ <ＬＯＤ

Ｒｏａｓｔｅｄ ｃｏｆｆｅｅ￣５ ０􀆰 ５０ <ＬＯＤ <ＬＯＤ

Ｒｏａｓｔｅｄ ｃｏｆｆｅｅ￣６ <ＬＯＤ <ＬＯＤ <ＬＯＤ

Ｒｏａｓｔｅｄ ｃｏｆｆｅｅ￣７ <ＬＯＤ <ＬＯＤ <ＬＯＤ

Ｒｏａｓｔｅｄ ｃｏｆｆｅｅ￣８ ０􀆰 ５５ <ＬＯＤ <ＬＯＤ

Ｒｏａｓｔｅｄ ｃｏｆｆｅｅ￣９ <ＬＯＤ <ＬＯＤ <ＬＯＤ

Ｒｏａｓｔｅｄ ｃｏｆｆｅｅ￣１０ <ＬＯＤ <ＬＯＤ <ＬＯＤ

Ｒｏａｓｔｅｄ ｃｏｆｆｅｅ￣１１ ０􀆰 ７６ <ＬＯＤ <ＬＯＤ

Ｒｏａｓｔｅｄ ｃｏｆｆｅｅ￣１２ <ＬＯＤ <ＬＯＤ <ＬＯＤ

Ｒｏａｓｔｅｄ ｃｏｆｆｅｅ￣１３ <ＬＯＤ <ＬＯＤ <ＬＯＤ

Ｒｏａｓｔｅｄ ｃｏｆｆｅｅ￣１４ <ＬＯＤ <ＬＯＤ <ＬＯＤ
Ｒｏａｓｔｅｄ ｃｏｆｆｅｅ￣１５ ２􀆰 ５７ １􀆰 ０４ <ＬＯＤ
Ｒｏａｓｔｅｄ ｃｏｆｆｅｅ￣１６ <ＬＯＤ <ＬＯＤ <ＬＯＤ
Ｒｏａｓｔｅｄ ｃｏｆｆｅｅ￣１７ <ＬＯＤ <ＬＯＤ <ＬＯＤ

续表

Ｃｏｆｆｅｅ ａｎｄ
ｉｔｓ ｐｒｏｄｕｃｔｓ

ＯＴＡ /
(μｇ􀅰ｋｇ－１)

ＯＴＢ /
(μｇ􀅰ｋｇ－１)

ＯＴＣ /
(μｇ􀅰ｋｇ－１)

Ｒｏａｓｔｅｄ ｃｏｆｆｅｅ￣１８ １􀆰 ７１ ０􀆰 １５ <ＬＯＤ

Ｒｏａｓｔｅｄ ｃｏｆｆｅｅ￣１９ <ＬＯＤ <ＬＯＤ <ＬＯＤ

Ｒｏａｓｔｅｄ ｃｏｆｆｅｅ￣２０ <ＬＯＤ <ＬＯＤ <ＬＯＤ

Ｒｏａｓｔｅｄ ｃｏｆｆｅｅ￣２１ <ＬＯＤ <ＬＯＤ <ＬＯＤ

Ｒｏａｓｔｅｄ ｃｏｆｆｅｅ￣２２ <ＬＯＤ <ＬＯＤ <ＬＯＤ

Ｒｏａｓｔｅｄ ｃｏｆｆｅｅ￣２３ ０􀆰 ４６ <ＬＯＤ <ＬＯＤ

Ｒｏａｓｔｅｄ ｃｏｆｆｅｅ￣２４ <ＬＯＤ <ＬＯＤ <ＬＯＤ

Ｒｏａｓｔｅｄ ｃｏｆｆｅｅ￣２５ <ＬＯＤ <ＬＯＤ <ＬＯＤ

Ｒｏａｓｔｅｄ ｃｏｆｆｅｅ￣２６ <ＬＯＤ <ＬＯＤ <ＬＯＤ

Ｒｏａｓｔｅｄ ｃｏｆｆｅｅ￣２７ <ＬＯＤ <ＬＯＤ <ＬＯＤ

Ｒｏａｓｔｅｄ ｃｏｆｆｅｅ￣２８ １􀆰 ２１ ０􀆰 ２９ <ＬＯＤ

Ｒｏａｓｔｅｄ ｃｏｆｆｅｅ￣２９ <ＬＯＤ <ＬＯＤ <ＬＯＤ

Ｒｏａｓｔｅｄ ｃｏｆｆｅｅ￣３０ ０􀆰 ４２ <ＬＯＤ <ＬＯＤ

Ｉｎｓｔａｎｔ ｃｏｆｆｅｅ￣１ <ＬＯＤ <ＬＯＤ <ＬＯＤ

Ｉｎｓｔａｎｔ ｃｏｆｆｅｅ￣２ <ＬＯＤ <ＬＯＤ <ＬＯＤ

Ｉｎｓｔａｎｔ ｃｏｆｆｅｅ￣３ １􀆰 ０１ ０􀆰 １２ <ＬＯＤ

Ｉｎｓｔａｎｔ ｃｏｆｆｅｅ￣４ <ＬＯＤ <ＬＯＤ <ＬＯＤ

Ｉｎｓｔａｎｔ ｃｏｆｆｅｅ￣５ <ＬＯＤ <ＬＯＤ <ＬＯＤ

Ｉｎｓｔａｎｔ ｃｏｆｆｅｅ￣６ <ＬＯＤ <ＬＯＤ <ＬＯＤ

Ｉｎｓｔａｎｔ ｃｏｆｆｅｅ￣７ ０􀆰 １９ <ＬＯＤ <ＬＯＤ

Ｉｎｓｔａｎｔ ｃｏｆｆｅｅ￣８ <ＬＯＤ <ＬＯＤ <ＬＯＤ

Ｉｎｓｔａｎｔ ｃｏｆｆｅｅ￣９ <ＬＯＤ <ＬＯＤ <ＬＯＤ

Ｉｎｓｔａｎｔ ｃｏｆｆｅｅ￣１０ <ＬＯＤ <ＬＯＤ <ＬＯＤ

Ｉｎｓｔａｎｔ ｃｏｆｆｅｅ￣１１ <ＬＯＤ <ＬＯＤ <ＬＯＤ

Ｉｎｓｔａｎｔ ｃｏｆｆｅｅ￣１２ <ＬＯＤ <ＬＯＤ <ＬＯＤ

阳性平均值 / (μｇ􀅰ｋｇ－１) ＯＴＡ:１􀆰 ５６ꎻＯＴＢ:０􀆰 ６３ꎻＯＴＣ:<ＬＯＤ

阳性检出数 / 份 ＯＴＡ:１１ 份ꎻＯＴＢ:５ 份ꎻＯＴＣ:０ 份

　 　 注:１)小于检出限ꎮ

３　 结论

建立免疫亲和￣高效液相色谱￣荧光检测法检

测咖啡及其制品中 ＯＴＡ、ＯＴＢ 和 ＯＴＣ 含量的方

法ꎬＯＴＡ 免疫亲和柱同时富集净化样品中 ３ 种赭

曲霉毒素ꎮ 方法学验证结果表明ꎬ检出限和定量

限低ꎬ准确度和精密度高ꎬ方法操作简单、净化效

３８
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果佳ꎬ适用于咖啡及其制品中 ３ 种赭曲霉毒素的

定性和定量分析ꎬ对 ４２ 份咖啡及其制品进行检

测ꎬＯＴＡ 阳性值和阳性率大于 ＯＴＢꎬＯＴＣ 均是未

检出ꎮ 后续使用本文方法分析批量样品ꎬ全面监

控咖啡及其制品中赭曲霉毒素污染水平ꎬ为制定

３ 种赭曲霉毒素限量指标提供参考依据ꎮ
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