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摘 要 采用免疫亲和柱净化、高效液相色谱定量等方法对啤酒大麦中的脱氧雪腐镰刀菌烯醇(DON)进行检

测。向啤酒大麦中加入标准品，加标的范围在0．10～2．00 pg／g，加标回收率为92．04％～97．29％，相对标准偏

差是0．92％～2．67％。检出限是0．01 gg／g。所测样品中DON的含量范围在0．0123～0．0926肛g／g，其中江

浙、云南和东北产区的啤酒大麦中DON含量较高。
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啤酒大麦易感染的真菌毒素主要有脱氧雪腐镰

刀菌烯醇和赭曲霉毒素A等，脱氧雪腐镰刀菌烯

醇LlJ(Deoxynivalenol，DON)，化学名为3a，7a，15-三

羟基一12，13一环氧单端孢霉一9一烯一8一酮，是四环的倍半

萜。DON分子式为C。。H：。o。，分子量296．3，又叫呕

吐毒素(Vomitoxin)，自然界中广泛存在于小麦、大

麦、玉米等粮谷类农作物中。可导致人的急性中毒，

症状是胃部不适、恶心、呕吐、头痛、头晕、腹痛、腹泻。

还有全身无力、口干、流涎等症状，少数患者有发烧、

颜面潮红等症状，已被联合国粮农组织和世界卫生组

织确定为最危险的自然发生食品污染物，其含量和危

害性列入国际控制研究的优先地位。欧盟委员会规

则ECl881／2006号规定了谷物和谷物食品中DON

的限量标准。其中未经加工谷物的最大限量为1

250弘g／kg，而经过粉碎的粉状物的最大限量为

75099／kg，我国谷物中DON的限量标准为1 000弘g／

kg。啤酒大麦是啤酒酿造的主要原料，很容易感染

DON，制麦过程中，DON会影响大麦发芽，使啤酒大

麦的发芽率低于95％[2]，导致产生的酶和浸出物减

少。DON还可能导致啤酒的喷涌，啤酒色泽的改变

或产生臭味等[3]。

目前主要的检测方法有薄层色谱法(TLC)、酶联

免疫法(ELISA)、气相色谱法(GC)、液相色谱法

(LC)等。TLC是最早建立的一种检测方法，具有简

便、经济、对检验人员要求不高等特点。但是TLC样

品提纯较繁琐，在定量方面不够精确。酶联免疫法应

用比较普及H】，操作简便，检测的样品通常不需要净
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化，但是检测出的毒素中常含有一些其它衍生物，另

外复合抗原的制备有困难。气相色谱法具有快速、灵

敏度高、准确等优点。但是需要衍生化，操作繁琐、重

现性较差[引。本实验用DON免疫亲和柱进行净化，

采用HPLC的方法对DON进行检测和定量，操作简

单、灵敏度高、准确性和精确性好。

1 材料与方法

1．1实验材料

甲醇：HPLC级色谱纯；DON标准品：美国SIG—

MA公司，纯度99％；聚乙二醇(PEG)：分子量8000。

除特殊注明外，所用试剂均为分析纯，水为超纯水。

1．2主要仪器

Perkin Elmer公司Series 200高效液相色谱仪；

ZORBAX SB—C18柱(安捷伦公司)；氮气吹干仪

KL512JC[I',京康林科技有限责任公司)；KQ一100DE

型医用数控超声波清洗器(昆山市超声仪器有限公

司)；DON Test HPLC免疫亲和柱(VICAM公司)；

微纤维滤纸(VICAM公司)。

1．3实验方法

1．3．1 采样

准确测定啤酒大麦中的DON含量决定于多个

因素，正确采样是首先应解决的问题。DoN在大麦

中分布非常不均匀，如1个麦粒DON的污染可达到

20 mg／g，而很多的麦粒却完全没有受到污染，因此，

获得具有代表性的样品很困难，为了降低取样的差异

性，在单一的分析中必须采集大量有效的样品。从尽

可能多的位点采集，对于一堆货物，要根据要求，分别

从里到外，从上到下各个部位取样，然后粉碎混合均
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匀，再从中取小部分用于实验。

1．3．2提取

研磨采集的样品，但不要研成粉末，使粉碎样品

的95％通过20目筛。称取25．00 g至于三角瓶中，

加入5 g聚乙二醇8000(PEG)和100 mL的超纯水，

放到超声波清洗器中均质1 h，采用快速滤纸过滤，

再用微纤维滤纸过滤，收集滤液。

1．3．3净化

将免疫亲和柱连接于玻璃注射器下。准确移取

1 mL上述滤液注入玻璃注射器中，将空气压力泵与

玻璃注射器连接，调节压力使溶液以1滴／秒流速缓

慢通过免疫亲和柱，直至空气进入柱子。用5 mL的

超纯水以2滴／s的流速快速冲洗柱子，直至空气进

入柱子。加入1．5 mL色谱级甲醇洗脱，流速为1

滴／s，收集洗脱液于玻璃试管中，再用N。在50℃下

吹干。用0．25 mL流动相定容，供液相色谱检测。

1．3．4 色谱奈件

色谱柱：ZORBAX SB—C18柱(4．6 mm×250

mm，5“m)；流动相：甲醇一水(20：80)；流速：1．0

mL／min，进样量：20／1L；检测器：紫外检测器；检测波

长：218 rlm。

2 结果与讨论

2．1 免疫亲和柱的使用

免疫亲和柱(immunoaffinity column，IAC)作用

原理为：通过生物体接触DON的人工抗原，由于生

物体自身的免疫作用，使生物体内形成免疫淋巴细胞

而生成特异性的抗DON抗体。提取这些抗体后与

骨髓瘤细胞融合，产生杂交瘤细胞，经筛选后再经克

隆化，成为单克隆抗体，最后与载体蛋白偶联并将其

填柱形成免疫亲和柱。

其优点是，由于抗原抗体有一一对应的特异性吸

附关系，所以免疫亲和柱具有特效性和高选择性，提

高了方法的准确性、精密度和灵敏度，并且大大缩短

了前处理的时间，提高了效率。

2．2净化条件的优化

尽管免疫亲和柱具有选择吸附的特异性，但是样

品中还是会有少量的具有生物活性的杂质残留。所

以，进化过程中采用蒸馏水对杂质进行淋洗，去除杂

质对DON检测的干扰。由于DON是可溶于水的，

所以水的淋洗体积就直接影响DON的回收率。分

别用5、10、15和20 mL的水淋洗，净化后所得的回

收率数据表明，采用10、15和20 mL淋洗后样品很
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干净，但10 mL时的回收率是72％左右，15 mL时的

回收率是63％左右，而20 mL时回收率最低，为

50％左右，而采用5 mL的水淋洗，回收率为85％以

上，尽管有少量的杂质，但是已经不影响DON的检

测，所以采用5 mL的水淋洗。

2．3流动相的选择

根据DON的性质可知，流动相可以采用甲醇、

乙腈、水或者它们之间不同配比的混合液，实验中考

虑了甲醇和水，以及乙腈和水按不同的配比组成流动

相，根据保留时间、峰的分离度等因素确定理想的流

动相。分别设定甲醇和水的体积比为，80：20，70：

30，50：50，20：80，乙腈和水的体积比为90：10，60

：40，40：60，10：90，最终发现当流动相为甲醇一水

(20：80)和乙腈一水(10：90)时，DON的保留时间较

合适，且峰形较好，见图1，考虑到甲醇潜在毒性相对

较小，因此最终选择甲醇一水(体积比20：80)作为流

动相。
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图1 流动相甲醇一水(20：80)的DON的标准谱图

2．4 DON标准曲线

配制DON标准液浓度分别为0．025、0．050、

0．250、0．500、1．000和2．000 mg／L，按上述实验条

件处理进样，用所得峰面积对浓度进行回归分析，线

性关系较好，如图2，回归方程为Y=一672．40+

23532x，R2=O．999 4。
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图2 DON的标准曲线

2．5方法的回收率、精密度和检出限

在空白的啤酒大麦样品中，分别添加0．10，

  



0．25，0．50，1．oo，2．OOp．g／g含量的DON，每个水平

作6次平行实验，按上述方法定量检测，结果见表1。

添加范围从0．10～2．00#g／g，回收率为

92．04％～97．29％，RSD％<3，在本实验条件下，将

DON的标准溶液连续稀释后进行空白样品的加标回

收实验，根据3倍噪音的峰响应值、取样量和进样量，

得出方法的检出限为0．01 pg／g。
表1样品的加标回收率和精密度试验(撑----6)

2．6 实际样品的检测

分别对我国4大产区的啤酒大麦和国外进口大

麦进行抽样检测，如图3。所测样品中的DON的含

量范围在0．012 3～0．092 6#g／g，其含量远远低于

DON的限量标准。由图4可知，江浙、东北和云南产

区大麦中的DON含量较高一些，而西北产区、加拿

大和澳洲大麦中的DON含量较低一些，主要原因可
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图3实际样品中DON谱图

能是气候的原因，因为江浙、东北和云南地区气候较

为湿润，有利于真菌的生长。而西北、加拿大和澳洲

气候较为干燥。

3 结 论

图4实际样品中DON的含量

实验表明，采用免疫亲和柱净化，高效液相色谱

检测啤酒大麦中脱氧雪腐镰刀菌烯醇的方法净化效

果好、特异性强、方法准确、灵敏度高、分析速度快、操

作简单。
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ABSTRACT An analytical study was conducted

formance Liquid Chromatography for purification

based on immunoaffinity column clear up，and High Per—

and quantity detection of Deoxynivalenol in malting barley．

With malting barley addition level from 0．10pg／g to 2．00pg／g，recoveries of Deoxynivalenol from malting
barley spiked ranged from 92．04％～97．29％，and relative standard deviation was between 0．92％and
2．67％．The limit of detection was 0．01ttg／g．Of the total samples that contained DON，concentration

ranged from 0．0123 to 0．0926pg／g．A higher level of DON was found in the malting barely from Jiangzhe，

Yunnan and Northeast．

Key words Deoxynivalenol(DON)，HPLC， malting barley，immunoaffinity column
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