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摘　要　本文构建了特异性识别黄曲霉毒素 Ｂ１（ＡＦＢ１）的磁珠适配体，并与高效液相色谱串联质谱联用
（ＬＣＭＳ／ＭＳ），建立食品中ＡＦＢ１的定量检测方法。利用碳二亚胺盐酸盐（ＥＤＣ）活化法，将羧基磁珠进行活化。
活化后的羧基磁珠与５′端氨基修饰的适配体进行孵育结合，通过酰胺反应将适配体共价连接在羧基磁珠表
面，固定在磁珠表面的适配体作为捕捉探针将样品提取液中的 ＡＦＢ１分离，通过 ＬＣＭＳ／ＭＳ对 ＡＦＢ１进行定性

和定量分析。检测结果表明：ＡＦＢ１在浓度０２５～２５ｎｇ／ｍＬ呈良好的线性关系，相关系数Ｒ
２＝０９９９，定量检出

限为０２５ｎｇ／ｍＬ，回收率达到８０３％～９２５％，相对标准偏差（ＲＳＤ）低于８％。该方法操作简单、快速便捷、
可痕量地检测ＡＦＢ１，所制备的磁珠适配体可重复利用，为定量检测ＡＦＢ１提供了另一种技术支持。
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曲霉毒素主要是由黄曲霉和寄生曲霉产生的次级代谢产物，是一种剧毒的真菌毒素，一旦进入食物

链，会给人类的健康和生命安全带来威胁。黄曲霉毒素又被分为：黄曲霉毒素 Ｂ１（ＡＦＢ１）、黄曲霉毒素
Ｂ２（ＡＦＢ２）、黄曲霉毒素Ｇ１（ＡＦＧ１）和黄曲霉毒素Ｇ２（ＡＦＧ２）等多种霉菌毒素，其中ＡＦＢ１毒性最强，具有
很强的致癌性、致毒性和致畸性［１］。自２０世纪６０年代发现以来，ＡＦＢ１一直被世界各地所报道，约３５％
的人类癌症病例与饮食中ＡＦＢ１的存在直接相关，因此被国际癌症研究机构列为Ｉ类致癌物

［２］。

ＡＦＢ１的污染问题日益突出，严重威胁了人们的身体健康，随着国家经济水平的提高和社会的不断
进步，人们对于食品安全的关注也越来越高。同时，我国对食品中 ＡＦＢ１的限量标准制定了严格的限量
指标，见表１。

表１　食品中ＡＦＢ１的限量
Ｔａｂｌｅ１　ＬｉｍｉｔｓｏｆＡＦＢ１ｉｎｆｏｏｄ

Ｆｏｏｄｃａｔｅｇｏｒｙ Ｌｉｍｉｔｅｄ／（μｇ·ｋｇ－１）

Ｃｏｒｎａｎｄｃｏｒｎｐｒｏｄｕｃｔｓ ２０
Ｒｉｃｅ，ｂｒｏｗｎｒｉｃｅ，ｒｉｃｅ １０
Ｍａｌｔ，ｂａｒｌｅｙ，ｏｔｈｅｒｇｒａｉｎｓ ５．０
Ｐｅａｎｕｔａｎｄｐｅａｎｕｔｐｒｏｄｕｃｔｓ ２０
Ｆｅｒｍｅｎｔｅｄｂｅａｎｐｒｏｄｕｃｔｓ ５．０
Ｐｅａｎｕｔｏｉｌ，ｃｏｒｎｏｉｌ ２０

Ｖｅｇｅｔａｂｌｅｏｉｌ（ｅｘｃｅｐｔｐｅａｎｕｔｏｉｌａｎｄｃｏｒｎｏｉｌ） １０
Ｓｏｙｓａｕｃｅ，ｖｉｎｅｇａｒ，ｂｒｅｗｉｎｇｓａｕｃｅ（ｍａｉｎｌｙｆｒｏｍｇｒａｉｎ） ５．０

　　因此建立灵敏、快速、便捷的检测方法至关重要。食品检测中 ＡＦＢ１的前处理方法约占整个分析检
测时间的６０％，免疫亲和柱前处理方法结合高效液相色谱串联质谱（ＬＣＭＳ／ＭＳ）的检测方法是目前检
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测ＡＦＢ１的主要方法
［３］。免疫亲和柱是该类检测方法的主要耗材，其前处理方法存在耗时、价格昂贵、不

可重复利用等问题［４］，限制了它的应用，因此急需开发新的前处理方法来替代传统的免疫亲和柱前处

理方法。

近年来随着纳米材料的广泛应用，Ｆｅ３Ｏ４系列的磁性纳米微球（ＭａｇｎｅｔｉｃＢｅａｄｓ，简称磁珠）因其具有
良好的超顺磁性引起了广泛关注［５］。磁珠可以通过外部磁场的控制使待测物进行分离，操作简单无需

离心或过滤从而节省时间，并且减少了有机试剂的使用避免了实验人员身体的伤害以及环境的污染。

由于磁珠成本低、分离速度快、表面易于修饰、灵敏度高、选择性广泛等优点，在生物检测领域有着重要

的应用［６］。但是磁珠对靶标分子存在着特异性和识别性差的弊端，因此限制了它们的发展。适配体的

出现能够有效解决这个问题，适配体是单链寡核苷酸（单链 ＤＮＡ或 ＲＮＡ）具有特定的和复杂的三维空
间结构，如凸环、发夹、假结、三链或者是四链体。适配体最大的优点是可以识别各种靶标分子并与其高

特异性、高稳定性地结合［７］。适配体的亲和力和特异性与抗体相似，与抗体相比，适配体通过化学合成

获得从而低成本生产，消除批次间的差异。王舒鹤等［８］为提高适配体在血清中的稳定性，对适配体进行

化学基团修饰，改善适配体的药动学性质，提高其稳定性和靶标分子亲和力。因此，适配体可以通过引

入基团以促进稳定性而不损失亲和力，对靶标分子表现出更好的选择性，具有高亲和力和特异性。

适配体可以广泛地捕获各种靶分子，如细胞［９］、核酸［１０］、氨基酸［１１］和蛋白质［１２］等。目前已有研究

表明，适配体可以代替抗体用于实际样品中各种霉菌毒素的检测，例如：黄曲霉毒素、赭曲霉毒素 Ａ和
四环素等多种霉菌毒素［１３］。

本实验根据磁珠和适配体的优点，建立了基于磁珠适配体前处理的高效液相色谱串联质谱
（ＬＣＭＳ／ＭＳ）法检测食品中的 ＡＦＢ１。其原理是利用碳二亚胺盐酸盐（ＥＤＣ）和 Ｎ羟基琥珀酰亚胺
（ＮＨＳ）活化方法将羧基磁珠进行活化，活化后的羧基磁珠与 ＮＨ２修饰的适配体孵育结合

［１４］，利用酰胺

反应将５′端ＮＨ２修饰的适配体共价连接在羧基修饰的磁珠上，固定在磁珠表面的适配体作为捕捉探针，
可以特异性捕获样品提取液中适配体所对应的ＡＦＢ１靶标分子，行使磁珠适配体的特异性结合功能。通
过ＬＣＭＳ／ＭＳ检测适配体所捕获的ＡＦＢ１含量，并与免疫亲和柱前处理方法的回收率、精密度、可重复利
用性进行比较。

１　实验部分
１．１　仪器和试剂

ＱｕａｔｔｅｒＰｒｅｍｉｅｒＸＥ型三重四极杆质谱仪（美国沃特世科技有限公司）；ＷａｔｅｒｓＡｃｑｕｉｔｙＵＰＬＣ型高液
相色谱仪（ＨＰＬＣ，美国沃特世科技有限公司）；ＫＱ５２００Ｅ型超声波清洗器（昆山市超声仪器有限公司）；
ＩＫＡＭＳ３型样品混合振荡器（上海圣科仪器设备有限公司）；ＴｅｃａｎＩｎｆｉｎｉｔｅＭ２００型酶标仪（瑞士Ｔｅｃａｎ集
团）；ＢａｓｉｃｐＨ计（赛多利斯科学仪器北京有限公司）；ＬＥＩＣＡＴＣＳＳＰ８型激光扫描共聚焦显微镜（ＬＳＣＭ，
德国莱卡微系统海德堡有限公司）。

羧基修饰Ｆｅ３Ｏ４磁珠悬浮液（２０ｍｇ／ｍＬ，羧基含量４００μｍｏｌ／ｇ，天津市倍思乐色谱技术开发中心）；
ＡＦＢ１的适配体（ａｐｔＡＦＢ１）序列：５′ＧＴＴＧＧＧＣＡＣＧＴＧＴＴＧＴＣＴＣＴＣＴＧＴＧＴＣＴＣＧＴＧＣＣＣＴＴＣＧＣＴＡＧＧＣＣＣＡ３′
（５′端ＮＨ２修饰，生工生物工程上海股份有限公司）；ＡＦＢ１标准品溶液，黄曲霉毒素Ｂ１免疫亲和柱（青岛
普瑞邦生物工程有限公司）；吗啉乙磺酸（ＭＥＳ，纯度９９％），Ｎ羟基琥珀酰亚胺（ＮＨＳ，纯度９９５％），
１乙基（３二甲基氨基丙基）碳二亚胺盐酸盐（ＥＤＣ，纯度 ９８％），三（羟甲基）氨基甲烷（Ｔｒｉｓ，纯度
９９９％）（上海阿拉丁生化科技股份有限公司）；Ｔｗｅｅｎ２０，乙腈，乙醇，甲酸，乙酸铵（色谱纯，上海阿拉丁
生化科技股份有限公司）；ＮａＣｌ，磷酸氢二钾（分析纯，北京北化精细化学品有限责任公司）；实验中所用
的水皆为去离子水。

１．２　实验方法
１．２．１　磁珠的活化

取１００μＬ羧基磁珠悬浮液于２ｍＬ离心管中，用２５ｍｍｏｌ／ＬＭＥＳ缓冲液（ｐＨ＝６０）洗涤两次后，依
次加入１７μＬＥＤＣ和ＮＨＳ溶液（均在预冷的２５ｍｍｏｌ／ＬＭＥＳ配制，最终浓度为５０ｍｇ／ｍＬ），混合均匀

５２３１　第１１期 古鑫宇等：基于磁珠适配体的高效液相色谱串联质谱法检测食品中的黄曲霉毒素Ｂ１



后室温振摇活化反应３０ｍｉｎ。
１．２．２　磁珠与适配体的结合

用１００μＬＭＥＳ缓冲液将活化后的羧基磁珠洗涤两次后，加入１００μＬ１００μｍｏｌ／ＬａｐｔＡＦＢ１（在
２５ｍｍｏｌ／ＬＭＥＳ中配制），室温振摇孵化６０ｍｉｎ。孵化结束后用Ｔｒｉｓ缓冲液（５０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ＝７４）将磁珠
适配体结合物室温洗涤４次。最后将洗涤后的磁珠适配体结合物重新悬浮于１００μＬ磁珠适配体储备液
（５０ｍｍｏｌ／ＬＫ２ＨＰＯ４、５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ、５μＬＴｗｅｅｎ２０，去离子水配制）中，４℃保存，用于后续实验。
１．２．３　计算磁珠适配体结合率

磁珠与适配体的结合率的计算公式（１）：

Ｗ ＝
ρ１Ｖ２
ρ０Ｖ０

×１００％ （１）

式中，Ｗ为结合率，ρ１为所测磁珠适配体结合物的质量浓度（ｎｇ／μＬ），Ｖ１为所测磁珠适配体结合物的体
积（μＬ），ρ０为加入的适配体所测质量浓度（ｎｇ／μＬ），Ｖ０为加入的适配体体积（μＬ）。
１．２．４　标准溶液和样品制备

取１ｍＬ的ＡＦＢ１标准品溶液（１００μｇ／ｍＬ）于１０ｍＬ容量瓶中，用甲醇水溶液（体积比１∶９）定容至刻
度线，稀释成１０μｇ／ｍＬ，摇匀，备用。

称取５ｇ粉碎后的谷物样品于５０ｍＬ离心管中，加入１ｇＮａＣｌ与２５ｍＬ甲醇水溶液体积比７０∶３０），
涡旋混匀２～３ｍｉｎ，超声提取３０ｍｉｎ，８０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，取６ｍＬ上清液转至５０ｍＬ离心管中，加
入１４ｍＬ去离子水，用０２２μｍ滤膜过滤，取１ｍＬ续滤液备用。
１．２．５　磁珠适配体捕获ＡＦＢ１

上述样品续滤液中加入１ｍＬ磁珠适配体结合物，室温振摇孵化４ｍｉｎ，得到磁珠适配体捕获ＡＦＢ１
的结合物，去除上清液。加入１００μＬ去离子水洗涤结合物３次，随后使用 １００μＬ乙腈／水（体积比
６０∶４０）洗脱３次，收集洗脱液于样品瓶中，４℃保存，用于ＬＣＭＳ／ＭＳ对ＡＦＢ１的检测。
１．２．６　ＬＣＭＳ／ＭＳ方法

液相色谱条件　色谱柱：ＷａｔｅｒｓＢＥＨＣ１８液相色谱柱（２１ｍｍ×１００ｍｍ，１７μｍ），流速：
０２５ｍＬ／ｍｉｎ；进样量：１０μＬ，柱温：４５℃；流动相：Ａ为１０ｍｍｏｌ／Ｌ乙酸铵０１％甲酸溶液；Ｂ为甲醇溶
液；梯度洗脱：０～２５ｍｉｎ，３３％Ｂ；２５～２５ｍｉｎ，３３％ ～９８％Ｂ；２５～３０ｍｉｎ，９８％Ｂ；３０～３１ｍｉｎ，９８％ ～
３３％Ｂ；３１～３５ｍｉｎ，３３％Ｂ。

质谱条件　离子源模式：电喷雾离子源ＥＳＩ＋；检测方式：多反应监测（ＭＲＭ）；去溶剂温度：３８０℃；
锥孔电压：３５Ｖ；离子源温度：１１０℃；毛细管电压：３００ｋＶ；锥孔气流：８０Ｌ／Ｈｒ；去溶剂化气流：
６００Ｌ／Ｈｒ。

表２　ＡＦＢ１的ＭＲＭ扫描参数
Ｔａｂｌｅ２　ＭＲＭ ｓｃａｎｎｉｎｇｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆＡＦＢ１

Ｃｏｍｐｏｕｎｄｎａｍｅ Ｐａｒｅｎｔｉｏｎ Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ Ｃｏｎｅ／Ｖ Ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ／ｅＶ

ＡＦＢ１ ３１３．１５ ２４１．１５ ３５．００ ２７．００
３１３．１５ ２８４．８４ ３５．００ ２３．００

　　Ｎｏｔｅ：“”ｉｓｔｈｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｉｏｎｐａｉｒｏｆＡＦＢ１．

２　结果与讨论
２．１　检测适配体含量的校准曲线建立

通过酶标仪检测反应体系里的适配体含量，进而计算适配体的结合率。由于磁珠对适配体的紫外

吸收具有淬灭作用，导致磁珠溶液中的适配体浓度测得结果偏低，因此需要对磁珠溶液中的适配体浓度

进行校准。配制浓度为２５、５０、７５、１００和１２５μｍｏｌ／Ｌ的适配体溶液，通过酶标仪检测适配体含量制作校
准曲线如图１Ａ所示。在２０ｍｇ／ｍＬ的羧基磁珠悬浮液中配制２５、５０、７５、１００和１２５μｍｏｌ／Ｌ浓度的适配
体溶液作为磁珠适配体的校准工作液，通过酶标仪检测适配体含量制作校准曲线图１Ｂ。
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图１　适配体（Ａ）及磁珠适配体（Ｂ）含量的标准曲线
Ｆｉｇ．１　Ｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｓｏｆｔｈｅａｐｔａｍｅｒ（Ａ）ａｎｄｍａｇｎｅｔｉｃｂｅａｄａｐｔａｍｅｒ（Ｂ）ｃｏｎｔｅｎｔ

适配体含量的校准曲线的线性回归方程为 ｙ＝１２９１８ｘ－４４，相关系数为 Ｒ２＝０９９４，加入磁珠的
适配体标准曲线的线性回归方程为ｙ＝１０８４ｘ－３５，相关系数为Ｒ２＝０９７４。结果表明，磁珠对适配体的
含量测定有一定的影响。因此后续实验磁珠溶液中适配体的含量均采用图１Ｂ的校准曲线计算。
２．２　磁珠与适配体的结合方式

磁珠与适配体的结合条件和结合方式对磁珠适配体的结合率有一定的影响［１５］，在本实验中考察

了不同的结合条件和方式对磁珠适配体结合率的影响。磁珠与适配体分别在室温和４℃条件下进行
不避光、避光实验并伴随振摇、涡旋、超声的方式进行孵育结合；通过酶标仪检测磁珠适配体的结合物，
并且计算磁珠适配体的结合率。如图２Ａ所示，在室温不避光并伴随振摇的条件下，磁珠适配体的结

图２　结合方式及条件（Ａ）、活化时间与ｐＨ值（Ｂ）、适配体浓度（Ｃ）、结合时间（Ｄ）对磁珠适配体结合率的
影响

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄａｎｄｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ（Ａ），ａｃｔｉｖａｔｉｏｎｔｉｍｅａｎｄｐＨｖａｌｕｅ（Ｂ），ａｐｔａｍｅｒｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
（Ｃ），ｂｉｎｄｉｎｇｔｉｍｅ（Ｄ）ｏｎｔｈｅｂｉｎｄｉｎｇｒａｔｅｏｆｍａｇｎｅｔｉｃｂｅａｄａｐｔａｍｅｒｓ

７２３１　第１１期 古鑫宇等：基于磁珠适配体的高效液相色谱串联质谱法检测食品中的黄曲霉毒素Ｂ１



合率达到６５％。在同样条件下，涡旋、超声的结合方式造成磁珠适配体的结合率偏低，这可能是由于涡
旋、超声对磁珠的磁性造成不利的影响，或者对磁珠表面的外壳造成一定的损坏导致的。并且，由于磁

珠与适配体的结合反应是固液相之间的化学反应，振摇比超声更能增加固液相分子之间接触的概率。

因此，在实验中选用室温不避光条件伴随振摇的方式作为磁珠适配体的结合条件。
２．３　结合条件对磁珠适配体结合率的影响

为提高磁珠适配体的结合率，在实验中优化了缓冲液的ｐＨ值、活化时间、适配体的浓度、结合时间
等参数，筛选磁珠与适配体最佳的结合条件。磁珠的羧基活化后所形成的Ｏ酰基异脲中间体需要在偏
酸性环境中。因此，控制ｐＨ值对ＥＤＣ介导的连接反应非常重要。如图２Ｂ所示，在ｐＨ＝６０，活化时间
３０ｍｉｎ时，磁珠适配体结合率达到７０％。当 ｐＨ＝４０、５０时磁珠适配体的结合率均在 ６２％以下，
ｐＨ＝７０、８０时磁珠适配体的结合率均在５８％以下。因此，ｐＨ值偏低或者偏高磁珠适配体的结合率
均有所下降。在ｐＨ值过低的情况下，ＥＤＣ与羧基反应形成的中间体不稳定易于水解，在 ｐＨ值过高的
情况下，一些不稳定的中间产物水解并释放出ＥＤＣ或者与氨基反应的中间产物减少，从而影响磁珠适
配体的结合率，造成磁珠适配体结合率下降［１６１７］。此外，活化时间对磁珠适配体的结合率也具有一定
的影响，当活化时间在３０ｍｉｎ时，磁珠适配体的结合率达到最佳值。相反，活化时间过长，则会导致磁
珠适配体的结合率下降。综上所述，ＭＥＳ缓冲液最佳ｐＨ＝６０，最佳活化时间为３０ｍｉｎ。因此，在后续
的实验中使用该条件进行。

适配体的浓度，磁珠适配体的结合时间能够影响磁珠适配体的结合率［１８］。因此，在确定缓冲液

ｐＨ、活化时间的基础上，进一步探究了适配体的浓度与结合时间。如图２Ｃ所示，适配体在１００μｍｏｌ／Ｌ
时磁珠适配体的结合率达到８５％。适配体在２５～１００μｍｏｌ／Ｌ之间磁珠适配体的结合率呈增长趋势，
当适配体浓度大于１００μｍｏｌ／Ｌ时磁珠适配体结合率呈下降趋势。适配体浓度过高导致磁珠适配体
结合率下降，可能是由适配体与适配体之间形成的复合物所导致。另外探究了不同结合时间对磁珠适
配体结合率的影响。结果如图２Ｄ所示，结合时间为６０ｍｉｎ时，磁珠适配体的结合率达到最高值。在此
之后，磁珠适配体的结合率随着活化时间的增加而降低，根据上述实验结果，适配体浓度１００μｍｏｌ／Ｌ，
结合时间６０ｍｉｎ为磁珠适配体结合实验的最佳条件。
２．４　磁珠适配体在显微镜下的表征

为进一步验证适配体连接在磁珠表面，通过ＬＳＣＭ来表征。在适配体的３′端进行 Ｃｙ３荧光染料标
记，根据磁珠适配体结合实验，将３′Ｃｙ３标记的适配体固定在磁珠表面。因此结合了适配体的磁珠在
ＬＳＣＭ下能观察到绿色荧光。如图３Ｂ所示，磁珠连接了 Ｃｙ３标记的适配体，在激光扫描共聚焦显微镜
（λ＝５５０ｎｍ）下展现了明亮且稳定的荧光图像。在磁珠表面上观察到绿色荧光，这表明适配体在磁珠
表面上是均匀分布的。

图３　磁珠（Ａ）及Ｃｙ３标记适配体磁珠（Ｂ）ＬＳＣＭ图像
Ｆｉｇ．３　ＬＳＣＭｉｍａｇｅｓｏｆｍａｇｎｅｔｉｃｂｅａｄｓ（Ａ）ａｎｄＣｙ３ｌａｂｅｌｅｄａｐｔａｍｅｒｍａｇｎｅｔｉｃｂｅａｄｓ（Ｂ）

２．５　ＡＦＢ１捕获条件的优化
在捕获实验中，对ＡＦＢ１的前处理条件进行优化，研究了捕获时间与甲醇浓度对捕获 ＡＦＢ１的影响。

将磁珠适配体捕获 ＡＦＢ１的时间分别设置成１、２、４、８、１２ｍｉｎ进行捕获，以确保磁珠适配体与 ＡＦＢ１之
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间达到吸附平衡。如图４Ａ所示，在４ｍｉｎ时ＡＦＢ１被磁珠适配体捕获，然后达到吸附平衡。ＡＦＢ１通常是
由提取液从实际样品中所提取，但由于甲醇会破坏目标物与适配体的相互作用。因此，在实验中进一步

探究了甲醇浓度对 ＡＦＢ１回收率的影响。用不同比例的甲醇水溶液，将 １００μＬ的 ＡＦＢ１标准品溶液
（１０μｇ／ｍＬ）稀释至１ｍＬ。如图４Ｂ所示，甲醇水溶液中甲醇体积分数为１０％时，ＡＦＢ１回收率达到８６％。
结果表明，磁珠适配体在４ｍｉｎ能够捕获ＡＦＢ１，甲醇体积分数为１０％时，ＡＦＢ１的回收率达到最值。

图４　磁珠适配体捕获ＡＦＢ１的时间（Ａ）和捕获过程中甲醇溶液的浓度（Ｂ）对ＡＦＢ１回收率的影响

Ｆｉｇ．４　ＴｈｅｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｍａｇｎｅｔｉｃｂｅａｄａｐｔａｍｅｒｃａｐｔｕｒｅｔｉｍｅｏｆＡＦＢ１（Ａ）ａｎｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｍｅｔｈａｎｏｌｓｏｌｕｔｉｏｎ

ｄｕｒｉｎｇｃａｐｔｕｒｅ（Ｂ）ｏｎｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅｏｆＡＦＢ１

２．６　ＡＦＢ１洗脱条件的优化
磁珠适配体捕获ＡＦＢ１后，洗脱条件对ＡＦＢ１的富集效果有显著的影响。因此，优化了洗脱液组成和

洗脱液的体积，以有效地将ＡＦＢ１从适配体上洗脱下来。选择不同比例的乙腈水溶液作为洗脱液进行洗
脱。根据图５Ａ所示，当乙腈／水（体积比６０∶４０）时，洗脱液能有效地将ＡＦＢ１与适配体分离，继续提高有
机相比例，ＡＦＢ１的回收率无显著变化。因此选择乙腈／水（体积比６０∶４０）作为洗脱液。为考察洗脱液中
ＡＦＢ１的含量，以确定洗脱液的最终体积，分别用不同体积的洗脱液洗脱ＡＦＢ１。每次用１００μＬ的洗脱液
进行洗脱，洗脱４次并分别收集洗脱液，检测洗脱液中 ＡＦＢ１的含量。图５Ｂ所示，在２．２．４节的空白样
品提取液中加入２５ｎｇ／ｍＬ的ＡＦＢ１，其它步骤按照１．２．５节处理，用乙腈／水（体积比６０∶４０）洗脱 ＡＦＢ１
４次，每次１００μＬ，测得前３次洗脱液中 ＡＦＢ１的浓度分别为 １５６、６３及 １２ｎｇ／ｍＬ；洗脱液体积为
４００μＬ时，未检测到洗脱液中ＡＦＢ１。因此洗脱液的体积为３００μＬ时，ＡＦＢ１能够被完全洗脱下来。

图５　洗脱液的优化（Ａ）和洗脱液体积的考察（Ｂ）
Ｆｉｇ．５　Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｅｌｕｅｎｔ（Ａ）ａｎｄｔｈｅｅｌｕｅｎｔｖｏｌｕｍｅ（Ｂ）

２．７　标准曲线的绘制
将ＡＦＢ１（１００μｇ／ｍＬ）标准品溶液用甲醇水溶液（体积比１∶９）分别配制成浓度为０２５、０５、２５、５、

１０、１２５、２５ｎｇ／ｍＬ的标准溶液。用 ＬＣＭＳ／ＭＳ进行测定，并绘制标准曲线。结果表明：ＡＦＢ１的浓度在
０２５～２５ｎｇ／ｍＬ范围内与其对应的色谱峰面积呈现良好的线性关系，线性回归方程 ｙ＝５０５２ｘ＋
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１４７３，相关系数Ｒ２＝０９９９，定量检出限为０２５ｎｇ／ｍＬ。
２．８　回收率与精密度

将小麦、玉米两种空白样品按照１．２．４节样品制备方法进行处理。其中在两种空白样品基质中分
别加入４种不同浓度的ＡＦＢ１标准品溶液，加标浓度分别为２、５、１０、２０μｇ／ｋｇ，每个浓度进行６次重复实
验，在１．２．６节的仪器条件下检测两种样品基质的 ＡＦＢ１。计算回收率和相对标准偏差（Ｒｅｌａｔｉｖｅ
ＳｔａｎｄａｒｄＤｅｖｉａｔｉｏｎ，ＲＳＤ）见表３。

表３　加标回收率及精密度（ｎ＝６）
Ｔａｂｌｅ３　Ｓｐｉｋｅｄｒｅｃｏｖｅｒｙａｎｄｐｒｅｃｉｓｉｏｎ（ｎ＝６）

Ｓａｍｐｌｅ Ｓｐｉｋｅｄ／（μｇ·ｋｇ－１） Ｒｅｃｏｖｅｒｙ／％ ＲＳＤ／％

Ｗｈｅａｔ ２ ８０．３ ４．７
５ ８２．３ ２．３
１０ ８６．０ ２．８
２０ ８８．５ １．９

Ｃｏｒｎ ２ ８１．２ ７．４
５ ８５．０ ６．１
１０ ８７．８ ４．７
２０ ９２．５ ２．９

　　小麦、玉米两种样品的回收率为８０３％～９２５％，ＲＳＤ低于８％。低浓度的加标样品回收率低，可
能是由于基质干扰所致，或者分析物在低浓度下无法与其它未知组分准确地区分开，导致回收率低。结

果表明，磁珠适配体前处理方法切实可行，具有较高的回收率和精密度。
２．９　磁珠适配体与免疫亲和柱的重复利用性

玉米空白样品按照１．２．４节样品制备方法进行处理，在空白样品基质中加入 ＡＦＢ１标准品溶液，制
备成６组ＡＦＢ１含量为１０μｇ／ｋｇ的加标样品，分别对６组加标样品重复采用一套磁珠适配体与免疫亲
和柱（免疫亲和柱处理方法按照 ＧＢ５００９．２２２０１６第一法）进行样品前处理，采用１．２．６节仪器方法对
玉米中ＡＦＢ１进行检测，比较磁珠适配体与免疫亲和柱重复利用性。磁珠适配体每次使用后，加入
１００μＬ磁珠适配体储备液，以确保适配体复性。

如图６所示，免疫亲和柱首次使用时ＡＦＢ１的回收率达到９７％，但是在第２次使用时ＡＦＢ１回收率为
６５％，随着免疫亲和柱的重复使用次数的增加，ＡＦＢ１的回收率呈下降趋势。免疫亲和柱上偶联的抗体为
蛋白质，在某些条件比如有机溶剂、失去缓冲液条件等条件下可能变性失活，这种变性失活是不可逆的，

导致免疫亲和柱重复利用率低。适配体为单链寡核苷酸，其合成过程即为反复变性复性的过程。使用

磁珠适配体前处理ＡＦＢ１，在第１次至第４次测得的回收率分别为９０％、８９％、８７％和８９％；在第４次至
第６次ＡＦＢ１的回收率趋于缓慢下降。结果表明，磁珠适配体的性能稳定，可重复使用。

图６　磁珠适配体与免疫亲和柱重复利用回收率
Ｆｉｇ．６　Ｒｅｃｙｃｌｉｎｇｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓｏｆｔｈｅｍａｇｎｅｔｉｃｂｅａｄａｐｔａｍｅｒａｎｄｔｈｅｉｍｍｕｎｏａｆｆｉｎｉｔｙｃｏｌｕｍｎ
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２．１０　实际样品的测定
从某超市采购了花生、杏仁、玉米、小麦、陈皮、大枣６份食品，每种采购３批。将样品进行处理后，

采用１．２．５节方法将待测样品与磁珠适配体进行结合，对磁珠适配体捕获的ＡＦＢ１进行含量测定。６份
样品中花生和玉米均有检出，其中花生的 ３批样品中 ＡＦＢ１检出的含量分别为 ２１５、１４７和
０８０μｇ／ｋｇ；玉米的两批样品中ＡＦＢ１检出的含量分为８２６、５３７μｇ／ｋｇ；其余样品未检测出ＡＦＢ１。同时
采用国标中免疫亲和柱前处理方法进行对比，发现磁珠适配体前处理方法所测的数值与免疫亲和柱所
测的数值没有显著的差异。结果表明，磁珠适配体可应用于食品中ＡＦＢ１的检测。

３　结　论

本研究建立了基于磁珠适配体的ＬＣＭＳ／ＭＳ定量检测ＡＦＢ１的方法。该方法具有快速便捷，灵敏度

和回收率高等优点。与免疫亲和柱相比，所构建的磁珠适配体结合物性能稳定，能够重复使用，同时其
前处理过程简单、快捷，减少了有机溶剂的使用量，能够满足 ＬＣＭＳ／ＭＳ检测 ＡＦＢ１的前处理要求，为定
量检测ＡＦＢ１提供了另一种技术支持。
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