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摘要
本方法使用 Agilent 1260 Infinity II 液相色谱系统开发出一种用于测定伏马毒素的自动化柱
前衍生高通量液相色谱检测方法，并从灵敏度、重现性和线性范围三个方面对该方法的性
能进行了考察。该方法利用自动进样器程序进样功能、自动吸取 OPA 衍生试剂和样品，
避免了传统柱前衍生过程中人为量取、混合和等待等繁琐操作以及随之引入的误差，确
保了批次间实验结果的重现性，有助于实现伏马毒素的高通量检测。通过该方法，FB1 和 
FB2 的检测限可达 300 pg/mL 左右，定量限可达 1 ng/mL 左右，保留时间 RSD% 均小于 
0.2%， 10–2500 ng/mL 范围内有良好的线性相关性，相关系数均大于 0.9999。

使用 Agilent 1260 Infinity II 液相色谱
系统自动化柱前衍生功能实现伏马毒
素 FB1 和 FB2 的高通量检测



2

简介
伏马毒素 (FUM) 是一种强毒性真菌毒素，普遍存在于玉米、小
麦、大米等粮食作物中，对动物和人的健康有很大的潜在危害[1]。 
1993 年，伏马毒素被世界卫生组织的癌症研究机构划定为 2B 类
致癌物（即人类可能致癌物）[2]。

目前发现的伏马毒素有 FA1、FA2、FB1、FB2、FB3、FB4、FC1、
FC2、FC3、FC4 和 FP1 等 11 种，其中主要组分为 FB1，已成
为继黄曲霉毒素之后的又一研究热点。目前，我国对伏马毒素尚
无明确的限量规定，但许多组织、国家已对伏马毒素制订了限
量标准。欧盟对伏马毒素（FB1 和 FB2）的总量规定玉米中限量
为 4 mg/kg[3]；瑞士规定人类食物中伏马毒素限量为 1 mg/kg[4]； 
美国 FDA 规定以玉米为原料的食品中 FB 的最大限量为 2–4 mg/kg， 
动物食品为 5–100 mg/kg[5]。

我国颁布的食品安全国家标准中，伏马毒素的液相色谱检测方法
包括柱后衍生和柱前衍生两种[3]。柱后衍生方法分析时间较长，
且仪器配置除了一台液相色谱外，还需要一套柱后衍生系统。而
柱前衍生方法步骤又非常繁琐，需要先用移液器分别移取 100 µL 
样品和衍生试剂，再加入样品瓶涡旋约 30 秒，并在 2 分钟内进
样分析，整个衍生时间需要人为控制。而且，为了保证衍生反应
时间一致，必须完成一针进样后才能做下一个样品前处理，整个
过程需要操作人员全程值守。

本方法在《GB5009.240-2016 食品安全国家标准 食品中伏马毒
素的测定》[6] 中规定的柱前衍生方案的基础上，运用 Agilent 1260 
Infinity II 液相色谱系统的程序进样功能，开发出一种自动化柱前
衍生的高通量快速分析方法。该方法无需额外配置设备，无需人
员值守，具有良好的重现性，而且定量限和检测限指标完全满足
各项主要法规的要求。

实验部分

仪器和设备
Agilent 1260 Infinity II 液相色谱系统，配备如下安捷伦组件：

 – Agilent 1260 Infinity II 四元泵（部件号 G7111B）

 – Agilent 1260 Infinity 标准自动进样器（部件号 G7129B）

 – Agilent 1260 Infinity 柱温箱（部件号 G7116A）

 –  Agilent 1260 Infinity 荧光检测器（部件号 G7121B），配备标准检
测池 (8 µL)

标样配制
将伏马毒素 FB1 和 FB2 标准混合储备液用乙腈/水 (50%/50%) 逐级
稀释为 2500、500、250、125、75、25 和 10 ng/mL，分别对应
于浓度级别 7、6、5、4、3、2、1。

表 1. 标样配制

级别 1 2 3 4 5 6 7

浓度
ng/mL

10 25 75 125 250 500 2500

自动衍生步骤
硼砂溶液和衍生试剂参照《食品安全国家标准 食品中伏马毒素的
测定》中第三法的规定进行配制。

硼砂溶液  (0.1 mol/L)：称取硼砂  3.8 g，用水溶解并稀释至 
100 mL，混合均匀。取该溶液 1 mL 置于 2 mL 样品瓶中，放在
自动进样器的 P1-A1 位置。

衍生试剂：准确称取 40 mg 邻苯二甲醛，溶于 1 mL 甲醇中，用 
5 mL 硼砂溶液进行稀释，并加入 50 μL 2-巯基乙醇，混合均匀。
取该溶液 100 μL 置于 250 μL 内插管中，然后将内插管放入 2 mL 
棕色样品瓶中，放在自动进样器的 P1-A2 位置。剩余衍生试剂放
入 –20 °C 冰箱中冷藏，1 周内使用未发现异常。

表 2. 自动衍生方法设置

功能 参数

抽取 使用默认补偿值以 90 μL/min 从位置“P1-A1”上抽取 5.00 μL

抽取 使用默认补偿值以默认速度从位置“P1-A2”上抽取 3.00 μL

抽取 使用默认补偿值以 90 μL/min 从样品中抽取默认体积

清洗 在冲洗口清洗针 3 s

抽取 使用默认补偿值以 90 μL/min 从位置“P1-A2”上抽取 3.00 μL

混合 将来自空气中的 10.00 μL 以默认速度混合 20 次

等待 等待 0.5 min

清洗 在冲洗口清洗针 3 s

进样 进样
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色谱条件
色谱柱 Zorbax RRHD Plus C18, 3.0 × 50 mm, 1.8 μm
柱温 40 ºC
进样量 4 μL（自动进样器自动衍生）
流动相  A 相：10 mmol/L KH2PO4，pH 2.3（H3PO4 调节） 

B 相：MeOH/ACN (50%/50%)
流速： 0.8 mL/min
荧光检测器  激发波长：335，发射波长：440， 

PMT 增益：12，采样频率：9.26 Hz
梯度时间表 时间 (min) B%
 0 50
 3 70
 6 70
 6.1 50
 9 50

结果与讨论
使用上述方法对伏马毒素 FB1 和 FB2 标准样品进行分析，第 5 级
浓度的标准样品分析结果如图 1 所示。结果表明，采用 Plus C18 
超高效短色谱柱对衍生产物进行分离，能够在 9 min 内获得良好
的分离效果，分离时间较国家标准方法所需的 16 min 缩短了近 
一半。
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图 1. 250 ng/mL 伏马毒素标准样品中 FB1 和 FB2 的分离结果

峰面积和保留时间重现性考察
对第 3 级浓度 (75 ng/mL) 的伏马毒素标样进行 5 次重复分析，以
考察峰面积和保留时间的重现性。结果显示 FB1 和 FB2 的保留时
间 RSD% 均小于 0.2%，且峰面积 RSD% 均小于 1.1%，满足国家
标准中两次独立测定结果的差值不超过算数平均值 20% 的要求，
具体结果见表 3。之所以能够获得良好的峰面积重现性，主要是
由于自动化柱前衍生过程中涉及的样品和溶剂的量取均采用高精
度计量泵来实施。而且，整个衍生反应流程一致，时间恒定，从
而使得衍生效果稳定，定量结果可靠。

表 3. FB1 和 FB2 的保留时间和峰面积重现性 (n = 5)

化合物：FBI 信号：FLD1A

行号 样品名称 位置
进样 
次数

类型
保留时间 

[min]
含量

浓度  
[ng/mL]

峰面积

24 75 ng/mL Pl-C-04 1 BB 4.315 73.6137 73.6137 8.587

25 75 ng/mL Pl-C-04 1 BB 4.324 74.2227 74.2227 8.662

26 75 ng/mL Pl-C-04 1 BB 4.332 75.1531 75.1531 8.776

27 75 ng/mL Pl-C-04 1 BB 4.322 73.8910 73.8910 8.621

28 75 ng/mL Pl-C-04 1 BB 4.332 75.1692 75.1692 8.778

平均值 4.325 74.4099 74.4099 8.685

标准偏差 0.007 0.7189 0.7189 0.088

RSD 0.166 0.9661 0.9661 1.014

化合物：FB2 信号：FLD1A

行号 样品名称 位置
进样 
次数

类型
保留时间 

[min]
含量

浓度  
[ng/mL]

峰面积

24 75 ng/mL Pl-C-04 1 BB 5.943 75.1060 75.1060 7.951

25 75 ng/mL Pl-C-04 1 BB 5.941 75.5827 75.5827 8.004

26 75 ng/mL Pl-C-04 1 BB 5.935 75.4930 75.4930 7.994

27 75 ng/mL Pl-C-04 1 BB 5.939 75.2154 75.2154 7.963

28 75 ng/mL Pl-C-04 1 BB 5.965 75.4065 75.4065 7.985

平均值 5.945 75.3607 75.3607 7.980

标准偏差 0.012 0.1968 0.1968 0.022

RSD 0.199 0.2611 0.2611 0.274

线性范围考察
依次将不同浓度的标准样品按浓度从低到高进样，每个浓度点进
样三次，以浓度为横坐标、每个浓度下 FB1 和 FB2 峰面积的平均
值为纵坐标绘制标准曲线，结果如图 2 所示。无论是在低浓度范
围 (10–500 ng/mL) 还是在高浓度范围 (10–2500 ng/mL)，FB1 
和 FB2 均获得了良好的线性相关性，相关系数均大于 0.9999。
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x101

FB1，4.320 min
公式：y = 0.1220 x - 0.3588
r：0.99996
R2：0.99992

残留标准偏差：1.01905
原点：包含 
加权方法：无

公式：y = 0.1225 x - 0.4334
r：0.99996
R2：0.99991

残留标准偏差：1.06584
原点：包含 
加权方法：无

公式：y = 0.1112 x - 0.3989
r：0.99995
R2：0.99989

残留标准偏差：1.06090
原点：包含 
加权方法：无

公式：y = 0.1111 x - 0.3836
r：0.99995
R2：0.99989

残留标准偏差：1.05200
原点：包含 
加权方法：无
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图 2. FB1 和 FB2 的低浓度范围（10–500 ng/mL，A 和 C）和高浓度范围（10–2500 ng/mL，B 和 D）标准曲线

灵敏度考察
对第 1 级浓度 (10 ng/mL) 的标样进样分析以考察方法的灵敏度。结果如图 3 所示。在该浓度下，FB1 的信噪比为 94，FB2 的信
噪比为 143。由此推断，FB1 和 FB2 的检测限可达 300 pg/mL 左右，定量限可达 1 ng/mL 左右；而国家标准中指出，当称样量为
5 g 时，FB1、FB2 的检测限分别为 17 μg/kg、8 μg/kg，定量限分别为 50 μg/kg、25 μg/kg。因此，本方法完全满足国家标准方法
要求。
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图 3. 10 ng/mL 伏马毒素标样中 FB1 和 FB2 的分离结果
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结论
本研究使用 Agilent 1260 Infinity II 液相色谱系统的程序进样功
能，对伏马毒素 FB1 和 FB2 进行自动衍生，可有效防止 FB1 和 
FB2 衍生产物的降解。与国家标准方法相比，该方法可大幅提高
检测效率，降低实验室人工成本。并且该方法具有非常良好的灵
敏度、线性和重现性，检测结果可靠，是一种非常适合于大批量
样品高通量分析的方法。
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