
免疫亲和柱一高效液相色谱法检测红曲米中的桔霉素。

郭雪梅，许杨，刘仁荣

(南昌大学中德联合研究院．教育部食品科学国家重点实验室。江西南昌。330047)

摘要制备抗桔霉素(cjt一而n，cIT)单克隆杭律免疫亲和柱(1Ac)，建立了检潮红曲束中cIT的免疫素和柱一

高效藏相色谱植测方法。呆用甲肆一未提取红曲朱样品，特提取灌用PBs稀释后过免疫掌和柱，甲醇冼脱后以高

鼓寝相色谱法检测，激发渡长为33l啪，发射波长为500 nm，流动相采用乙腑一磷酸溶液(体积比为45·55，

pH2．O)．每根抗cIT单克隆抗体免疫素和柱使用0．5mL漶化氰活化的4FF琼脂糖凝肢，O．5mg桔霉素单克

隆抗体，柱客量为o．35雠。红曲来样品霹加CIT标品o．1～o．6 mg／kg，平均回收宰为74．2％～87．¨％，相对

标准偏差为2．85％～13．12％。最低挂出服为O．1 nlg／kg(s／N一3)．

美键词 桔霉素(cIT)．免疫亲和桂．高效液相色谱，红曲米

桔霉素(CIT)是由真菌产生的次级代谢产物，是

一种真菌毒素，其主要作用的靶器官是肾脏，也称为

肾毒素，同时，桔霉素还有致畸性。主要污染红曲类

产品、玉米、大米、奶酪等，对人和动物的健康危害较

大。纯品桔霉索为黄色，无味，酸性，针状棱形晶体，

其分子式为C．，H．．O。，相对分子质量为250．25，化学

命名为(3R，4s)一4，6一二氢一8一羟基一3，4，5一三甲基一6一

氧一3H一2一苯吡一7一羧酸。桔霉素不溶解于水，完全溶解

于甲醇、乙腈、乙醇、丙酮、苯、cHcl。等有机溶剂

中o]。研究中将纯化好的抗桔霉素单克隆抗体与溴

化氢活化的载体偶联。采用紫外扫描鉴定偶联反应，

高效液相色谱法对制备好的IAC进行评价，并使用

该IAc对市售的16份红曲米样品进行了检测。

1仪器

D一37520离心机(Thermo，Germany)，Lambda

35紫外分光光度计(Perkin EImer)，MK3酶标仪

(Thermo，热电(上海)仪器有限公司)，ZHwY一

211D恒温培养振荡器(上海智城分析仪器制造有限

公司)，Agiknt noo高效液相色谱(美国安捷伦公

司)。

2材料与试剂

CIT标准品购自美国sigma公司。实验用水为

MiIlipore制备的超纯水。抗cIT单克隆抗体小鼠腹

水(实验室自制)。96孔酶标板(c03tar公司)，cNBr

活化的sePharose 4FF(Amarsham)。甲醇、乙腈(色
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谱纯)。0．02％NaN3的PBs平衡缓冲液(N日C1

8．O g，KH2PO‘0．2 g，Na2HP04·12H20 2．9 g，

Kcl 0．2 g，NaN；O．29，加蒸馏水定容至l 000 mL)。

3 实验方法

3．1 HPLC法

HPLc条件：反相clB色谱柱(Agilent，zorbax

Ext叽d—C⋯4．6×150 mm，5弘m)；进样量：10 pL，

流速1 mL／min}荧光检测：Ex=331 nm，Em=500

nm；流动相；y(乙腈)：y(水)=45 l 55，磷酸调pH

值至2．O。

桔霉素HPLC检测方法的标准曲线的绘制：10

pL不同浓度的cIT标品溶液(1～250 ng／mL，溶于

甲醇)用HPLC检测，重复进样3次，绘制标准曲线。

3．Z抗CIT单克隆抗体的纯化01

采用辛酸一硫酸铵法纯化含抗cIT单克隆抗体

的小鼠腹水。

3．3 抗cIT单克隆抗体纯度的测定(sDs—
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3．4抗cIT单抗的活性测定(间接非竞争ELIsA

法)‘‘3

3．5抗CIT单克隆抗体免疫亲和柱的制备

制备方法参照CNBr活化的sepharose 4FF产

品说明书略作修改，具体方法如下：

干胶于沙芯漏斗中用等体积的o．1 mmol／L

HCl谠涤12～15次；预先将需偶联的抗cIT单抗置

于偶联缓冲液中透析1z h过夜。经洗涤胶于沙芯漏

斗中用偶联缓冲液快速抽洗，将胶迅速倒人抗CIT

单抗溶液中，室温缓慢搅拌偶联2～4 h或4℃过夜。

加人封阻缓冲液室温缓慢搅拌封阻2 h。先后用约3
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Dete珊jnation of Citrjnin in Red Rjce by Hjgh Performance Liquid
Chromatography with Immunoa矗nity Clean-up coIumn

Guo Xuemei，Xu Yang，Liu Renrong
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ABsl'RAcT To prepare immunoafinity column of citrinin，high performance 1iquid chromatography with im—

mⅡnoa“nity clean～up column to quantify citrinin in Red rice is descflbed．Methods：samples were extracted

wjth methanol—water and the extract was diluted with methanol—PBS(口’口一1 l 10)and applied to a citrinin

test immurloafinitv column．The column was washed with PBS，and cit“nin was eluted with metharl01 and

quantified by reversed—phase HPLC with nuorometric detection(E；=331 nm，E。一500叽)u5ing acetoni—

trile-H20(口。口一45 l 55，pH2．O)as mobile phase．Average recoveries“citriIlin from Red rice spiked at

levels of 0．1～O．6 mg／kg ranged from 74．2％to 87．12％．The detection limit was 0．1 mg／kg based on a sig—

nalto noise ratio of 3{1．

1畸words citrinin，immunoaffiⅡity column，high performance liquid chromatograph，red rice
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謇7i 画泰感功开蔹4手制蓍莼提取物。
7。

日车东和工生公司最近利用意大利产的干巾】番茄开发_最功了“干制番茄提取物”产品。谈制法甘前正在申请专利

权。

使用有非常强鲜味的干制番茄原料制戚的提取物产品，是蔬菜群味与番茄风味良好组台而威的调味科新产品，!晃已在比萨

饼沙司中正式采用。夸后，加工咖堙卤和通心面条等使用的配套沙司粪产品以及l；【米饭辅勋食品为中心的各种加工食品等，是

进一步利用的方向。

新产品利用的是南意大利产，经日晒、风干的千制番茄。干制帆茄在于燥过程中厚番的咎氨酸成分得到了浓缩·加上成熟

番茄中没有尿甙酸，因此有根强的调味辩基础。通过独特的加工、提取法，进一步增强了原材科固有的风味，制成的调味料很受

市场欢迎。该调味抖除可用于涉司类和米饭、浇汁类、调味抖、色拉调睐汁和内类菜肴等．由于不产生混浊，也可毗用于制西，添

加量大致在0．2％～3“。

虽然干剖西红柿在甘幸的市场认知度较低，但意大利等地中海地区的调睐基科被广泛使用．东和工业公司开发的新产品

在商标表示方面可以用“干制番茄提取暂”，不必标明过敏原拳是否使用转基固原料。提取特调味抖的债格设是在每千克2 500

日元左右。现在，公司正在研究开发老争束捩产品，不久将推向市场。
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