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摘要：将 ＳｉＯ２ 包覆的 Ｆｅ３Ｏ４ 磁性纳米材料（ＳｉＯ２＠ Ｆｅ３Ｏ４）表面偶联识别黄曲霉毒素 Ｂ１（ＡＦＢ１）的抗体（Ａｂ），用于

特异性分离富集谷物中的 ＡＦＢ１，进而与高效液相色谱⁃串联质谱法（ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ）结合，用于大米、玉米和小麦中

ＡＦＢ１ 的高效准确检测。 采用微波辅助水热合成法制备得到 Ｆｅ３Ｏ４ 磁性纳米颗粒，并用 １００ μＬ 正硅酸乙酯

（ＴＥＯＳ）对其进行 ＳｉＯ２ 的包覆，得到 ＳｉＯ２＠ Ｆｅ３Ｏ４ 磁性纳米材料，随后进行抗体的偶联得到 Ａｂ⁃ＳｉＯ２＠ Ｆｅ３Ｏ４；以
ｐＨ＝ ７ ４ 的磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）作为富集缓冲液，加入 ８ ｍｇ Ａｂ⁃ＳｉＯ２＠ Ｆｅ３Ｏ４，在 ３７ ℃下反应 １０ ｍｉｎ 进行 ＡＦＢ１

的分离富集，随后采用甘氨酸⁃盐酸（Ｇｌｙ⁃ＨＣｌ）缓冲液对 Ａｂ⁃ＳｉＯ２＠ Ｆｅ３Ｏ４ 分离富集的 ＡＦＢ１ 进行洗涤，将洗涤液氮

吹后复溶，采用高效液相色谱⁃串联质谱法检测。 在最佳条件下，方法检测 ＡＦＢ１ 的线性范围为 ２～ ５０ μｇ ／ Ｌ，相关系

数（Ｒ２）＞０ ９９，检出限为 ０ ０４ μｇ ／ ｋｇ，定量限为 ０ １３ μｇ ／ ｋｇ。 在 ４ 个不同加标水平下，ＡＦＢ１ 在 ３ 种谷物基质中的

加标回收率为 ７６ ２１％ ～９２ ８５％， ＲＳＤ≤５ ２９％。 大米、玉米和小麦等实际谷物样品中 ＡＦＢ１ 的测定结果显示，在 １
个小麦样品和 ２ 个玉米样品中检出 ＡＦＢ１，其含量分别为 ０ ３８、０ １３ 和 ０ ４７ μｇ ／ ｋｇ，其他样品中并未发现 ＡＦＢ１。
方法将磁性纳米材料与 ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 相结合，实现了 ＡＦＢ１ 的高效分离富集，富集材料成本低廉，储存性能好，在
３０ ｍｉｎ 内即可完成前处理过程，可在较短的时间内实现大批量样品的实际分析，在谷物中真菌毒素的检测方面具

有良好的应用前景。
关键词：高效液相色谱⁃串联质谱；磁性纳米粒子；黄曲霉毒素 Ｂ１；谷物；抗体
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ｗａｓ ｔｈｅｎ ｆｉｌｔｅｒｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈ ａ ０ ２２ μｍ ｆｉｌｔｅｒ ａｎｄ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ， ｔｈｅｒｅｂｙ ｒｅａｌｉｚｉｎｇ
ｔｈｅ ｑｕｉｃｋ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＡＦＢ１ ． ＡＦＢ１ ｈａｄ ａｎ ｅｘｃｅｌｌｅｎｔ ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｉｎ ｔｈｅ
ｒａｎｇｅ ｏｆ ２－５０ μｇ ／ Ｌ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ａｎａｌｙｔｉｃａｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ， ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｗａｓ
ｌｅｓｓ ｔｈａｎ ０ ９９． Ｔｈｅ ＬＯＤ ｗａｓ ０ ０４ μｇ ／ ｋｇ， ａｎｄ ｔｈｅ ＬＯＱ ｗａｓ ０ １３ μｇ ／ ｋｇ． Ｔｈｅ ｓｐｉｋｅｄ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ
ｏｆ ＡＦＢ１ ｉｎ ｔｈｒｅｅ ｇｒａｉｎ ｍａｔｒｉｃｅｓ ｒａｎｇｅｄ ｆｒｏｍ ７６ ２１％ ｔｏ ９２ ８５％ ｗｉｔｈ ＲＳＤ≤５ ２９％ ａｔ ｆｏｕｒ ｄｉｆｆｅｒ⁃
ｅｎｔ ｓｐｉｋｅｄ ｌｅｖｅｌｓ． Ｔｈｅ ａｐｐｒｏａｃｈ ｗａｓ ａｐｐｌｉｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＡＦＢ１ ｉｎ ３０ ｒｅａｌ
ｇｒａｉｎ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ ｒｉｃｅ， ｃｏｒｎ， ａｎｄ ｗｈｅａｔ． Ｔｈｅ ｆｉｎｄｉｎｇｓ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ｔｈａｔ ＡＦＢ１ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ
ｏｎｅ ｗｈｅａｔ ｓａｍｐｌｅ ａｎｄ ｔｗｏ ｃｏｒｎ ｓａｍｐｌｅｓ， ａｎｄ ｉｔｓ ｃｏｎｔｅｎｔ ｗａｓ ０ ３８， ０ １３， ａｎｄ ０ ４７ μｇ ／ ｋｇ， ｒｅ⁃
ｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ， ａｎｄ ｎｏ ｔｏｘｉｎｓ ｗｅｒｅ ｆｏｕｎｄ ｉｎ ｏｔｈｅｒ ｓａｍｐｌｅｓ． Ｔｈｅ ａｐｐｒｏａｃｈ ｃｏｍｂｉｎｅｄ Ａｂ⁃ＳｉＯ２ ＠
Ｆｅ３Ｏ４ ｍａｇｎｅｔｉｃ ｎａｎｏｍａｔｅｒｉａｌｓ ｗｉｔｈ ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ， ｗｈｉｃｈ ｃｏｕｌｄ ｏｂｔａｉｎ ｈｉｇｈ⁃ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｓｅｐａｒａ⁃
ｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｏｆ ＡＦＢ１ ． Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅ， ｔｈｅ ｌｏｗ⁃ｃｏｓｔ Ａｂ⁃ＳｉＯ２＠ Ｆｅ３Ｏ４ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｓｔｏｒｅｄ ｆｏｒ
ｍｏｒｅ ｔｈａｎ ａ ｗｅｅｋ ａｎｄ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｔｈｅ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｐｒｏｃｅｓｓ ｗｉｔｈｉｎ ３０ ｍｉｎ． Ｔｈｉｓ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｐｒｅｔｒｅａｔ⁃
ｍｅｎｔ ｐｒｏｃｅｓｓ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ ｃｏｕｌｄ ｒｅａｌｉｚｅ ｔｈｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｅｖｅｒａｌ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｉｔｈｉｎ
ａ ｓｈｏｒｔ ｔｉｍｅ， ａｎｄ ｈａｄ ａ ｐｒｏｍｉｓｉｎｇ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｓｐｅｃｔ ｉｎ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＡＦＢ１ ｉｎ ｇｒａｉｎｓ．

引用本文：李晓晗，路莹莹，董永贞，江丰，范志勇，潘晖，刘明军，陈翊平． 基于 ＳｉＯ２＠ Ｆｅ３Ｏ４ 的磁性纳米材料分离富集谷物中痕量黄

曲霉毒素 Ｂ１ ． 色谱，２０２２，４０（８）：６９４－７０３．
ＬＩ Ｘｉａｏｈａｎ， ＬＵ Ｙｉｎｇｙｉｎｇ， ＤＯＮＧ Ｙｏｎｇｚｈｅｎ， ＪＩＡＮＧ Ｆｅｎｇ， ＦＡＮ Ｚｈｉｙｏｎｇ， ＰＡＮ Ｈｕｉ， ＬＩＵ Ｍｉｎｇｊｕｎ， ＣＨＥＮ Ｙｉｐｉｎｇ． Ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｏｆ ｔｒａｃｅ ａｆｌａｔｏｘｉｎ Ｂ１ ｉｎ ｇｒａｉｎｓ ｂｙ ｍａｇｎｅｔｉｃ ｎａｎｏｍａｔｅｒｉａｌｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＳｉＯ２＠ Ｆｅ３Ｏ４ ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，
２０２２，４０（８）：６９４－７０３．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ （ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／
ＭＳ）； ｍａｇｎｅｔｉｃ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ； ａｆｌａｔｏｘｉｎ Ｂ１ （ＡＦＢ１）； ｇｒａｉｎ； ａｎｔｉｂｏｄｙ （Ａｂ）
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　 　 谷物在生长、储存和运输过程中容易受到真菌

毒素污染。 黄曲霉毒素作为真菌毒素的代表种类之

一，是迄今为止发现的最强致癌物［１］，其中黄曲霉

毒素 Ｂ１（ＡＦＢ１）为Ⅰ类致癌物，毒性极强，即使在低

水平下也可能导致肝脏受损，从而诱发癌症，危及生

命。 由于 ＡＦＢ１ 的明显毒性效应，ＧＢ ２７６１⁃２０１７《食
品安全国家标准 食品中真菌毒素限量》明确了粮油

谷物中黄曲霉毒素的限量，规定玉米、大米和小麦中

ＡＦＢ１ 分别不得超过 ２０、１０ 和 ５ μｇ ／ ｋｇ［２］。 因此，即
使在谷物样品中以极微量存在的 ＡＦＢ１，其毒性也不

容忽视。 且谷物中含有较多的淀粉和脂肪，这无疑

增加了样品提取富集的难度［３］，对样品中的痕量

ＡＦＢ１ 进行充分、快速提取，对检测准确性和检测效

率至关重要［４］。 因此建立一种基于高效前处理技

术的准确分析方法对谷物中痕量 ＡＦＢ１ 的检测具有

重要意义。
　 　 目前，谷物中 ＡＦＢ１ 的检测方法主要是薄层色

谱法、酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）、高效液相色谱法

（ＨＰＬＣ）和高效液相色谱⁃串联质谱法（ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／
ＭＳ）等［５，６］。 其中，薄层色谱法的灵敏度较低，实验

操作较为繁琐且重复性较差［７］；酶联免疫吸附法需

要重复洗涤，耗时较长［８］； ＨＰＬＣ 多采用紫外检测

器，灵敏度较低，而 ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 将质谱作为检测

器，适用性非常广泛，其同时具备质谱的高灵敏度与

ＨＰＬＣ 的高分离性，能够实现 ＡＦＢ１ 的高效、准确、
灵敏的定量定性检测，从而弥补 ＨＰＬＣ 技术的不

足［９］。 郭芳芳等［１０］采用液相色谱⁃串联质谱法对小

麦粉中 ＡＦＢ１ 进行检测，结果显示线性良好，相关系

数（Ｒ２）大于 ０ ９９９，定量限为 ０ １ μｇ ／ ｋｇ，且加标回

收率可达 ９０ ３％。 目前对于黄曲霉前处理方法的研

究主要集中在固相萃取小柱和免疫亲和柱上，而对

于磁性纳米材料的研究则较少。 赵颖等［１１］ 采用核

酸适配体亲和柱进行净化，其柱容量可达（３３４ ６±
１８ ２） ｎｇ，随后结合 ＨＰＬＣ 对莲子中的 ＡＦＢ１ 进行

定量分析；Ｚｈａｏ 等［１２］采用多毒素复合免疫亲和柱，
结合 ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 实现了中药中 ６ 种真菌毒素的

同时检测， 检出限 （ ＬＯＤ） 为 ７ ｐｇ ／ ｍＬ， 定量限

（ＬＯＱ）为 ２０ ｐｇ ／ ｍＬ。 虽然免疫亲和柱能够较好地

实现痕量 ＡＦＢ１ 的提取效果，但其成本很高，因此针

对谷物中的痕量 ＡＦＢ１ 亟须开发一种简单、快速、低
成本的前处理方法［１３］。 本方法合成了一种抗体

（Ａｂ） ⁃ＳｉＯ２＠ Ｆｅ３Ｏ４ 磁性纳米材料，其偶联的 ＡＦＢ１

抗体可以定向捕获谷物样品中的 ＡＦＢ１，磁分离后可

实现目标分析物 ＡＦＢ１ 与样品复杂基质的快速分

离，大大提高了前处理效率。
　 　 基于此，本研究利用 Ａｂ⁃ＳｉＯ２＠ Ｆｅ３Ｏ４ 磁性纳

米材料对谷物样品中的 ＡＦＢ１ 进行免疫磁分离富

集，将该材料捕获的 ＡＦＢ１ 洗涤下来，结合 ＨＰＬＣ⁃
ＭＳ ／ ＭＳ 对大米、玉米、小麦 ３ 种谷物样品中的 ＡＦＢ１

进行高效准确检测。 该磁性纳米材料具有合成方法

简单、与复杂基质分离快速的优点，且基于该材料分

离富集的前处理过程操作简单、方便、无需多次洗

脱，为谷物中痕量黄曲霉毒素的快速分离富集和准

确测定提供了简单高效的手段。

１　 实验部分

１．１　 仪器、试剂与材料

　 　 ＳｉＯ２＠ Ｆｅ３Ｏ４ 磁性纳米材料的形貌通过 Ｚｅｉｓｓ
Ｇｅｍｉｎｉ３００ 透射电子显微镜（ＴＥＭ）进行表征，粒径

通过 Ｎａｎｏ ＺＳ 动态光散射（ＤＬＳ）进行表征，化学成

分通过 ＩＳ５０ 傅里叶变换红外光谱仪（ＦＴ⁃ＩＲ）进行

表征。 ＳｕｐｅｒＭａｇ 磁 性 分 离 架 购 自 美 国 Ｏｃｅａｎ
ＮａｎｏＴｅｃｈ 公司，ＭＫＸ⁃Ｈ２Ｃ１ 微波合成仪购自青岛

迈可威微波应用技术有限公司。 Ｘｅｖｏ ＴＱ⁃Ｓ 液相色

谱⁃串联质谱联用仪、０ ２２ μｍ 有机滤膜购自美国

Ｗａｔｅｒｓ 公司，实验用水为 Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ 型超纯水，超纯水

机购自美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司。 ＭＸ⁃Ｓ 可调式混匀仪购

自南京润耀生物科技有限公司，ＢＸ 超声波清洗机

购自上海新苗医疗器械制造有限公司，ＮＤＫ２００⁃２Ｎ
型氮吹仪购自杭州米欧仪器有限公司。
　 　 ＡＦＢ１、赭曲霉毒素 Ａ（ＯＴＡ）、脱氧雪腐镰刀菌

烯醇（ＤＯＮ）、玉米赤霉烯酮（ＺＥＮ）标准品购自上海

源叶生物科技有限公司，纯度均大于 ９８％； Ａｂ（２
ｍｇ ／ ｍＬ）由华中农业大学国家兽药残留实验室提

供。 （３⁃氨基丙基）三乙氧基硅烷（ＡＰＴＥＳ）、正硅酸

乙酯（ＴＥＯＳ）均购自上海阿拉丁生化科技股份有限

公司。 甲醇、乙腈、甲酸均为色谱纯，购自德国默克

公司。 使用的所有其他化学品和试剂均为分析纯。
大米、玉米和小麦 ３ 种谷物样本均从当地市场购买

并密封，置于－２０ ℃保存使用。
１．２　 Ａｂ⁃ＳｉＯ２＠Ｆｅ３Ｏ４ 的合成

１．２．１　 Ｆｅ３Ｏ４ 磁性纳米颗粒的合成

　 　 采用微波辅助水热法［１４］合成 Ｆｅ３Ｏ４ 磁性纳米颗

粒，将 １０ ０ ｍｍｏｌ 六水合氯化铁（ＦｅＣｌ３·６Ｈ２Ｏ）、４ ０
ｍｍｏｌ 三水合醋酸钠（ＮａＡｃ·３Ｈ２Ｏ）和 ３ ０ ｍｍｏｌ
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十二烷基磺酸钠（ＳＤＳ）溶解在 ２５ ｍＬ 乙二醇中。
搅拌后将混合物转移到 ５０ ｍＬ 微波合成反应容器

中，设置微波合成仪的加热参数。 第一加热段为

１５０ ℃下加热 ２０ ｍｉｎ，第二加热段为 ２００ ℃下加热

４０ ｍｉｎ，冷却至室温，用 １０ ｍＬ 去离子水和无水乙醇

交替洗至中性，真空干燥，在常温下保存。
１．２．２　 ＳｉＯ２＠ Ｆｅ３Ｏ４ 的合成

　 　 为了增加 Ｆｅ３Ｏ４ 磁性纳米颗粒的亲水性，利于

后续基团修饰，采用聚乙烯吡咯烷酮 （ ＰＶＰ） 对

Ｆｅ３Ｏ４ 磁性纳米颗粒的性状进行改良，随后进行二

氧化硅的包覆［９，１５］。 取 １０ ｍｇ Ｆｅ３Ｏ４ 磁性纳米颗粒

与 １ ｇ ＰＶＰ 在 ２０ ｍＬ 纯水中反应 １ ｈ，用 ７５％ 乙醇

洗涤。 加入 １ ｍＬ 氨水、１００ μＬ ＴＥＯＳ，用乙醇稀释

到 １０ ｍＬ，搅拌 ３０ ｍｉｎ。 随后进行磁分离、干燥、研
磨，在常温下保存。
１．２．３　 Ａｂ⁃ＳｉＯ２＠ Ｆｅ３Ｏ４ 的制备

　 　 在上一步制得的 ＳｉＯ２＠ Ｆｅ３Ｏ４ 磁性纳米材料中

加入 １０％ （ｖ ／ ｖ）ＡＰＴＥＳ 水溶液使其氨基化，随后进

行抗体的偶联。 在 ＳｉＯ２＠ Ｆｅ３Ｏ４ 磁性纳米材料中加

入 ４０ μＬ １⁃（３⁃二甲氨基丙基） ⁃３⁃乙基碳二亚胺盐酸

盐（ＥＤＣ， ５ ｍｇ ／ ｍＬ）、２０ μＬ Ｎ⁃羟基琥珀酰亚胺

（ＮＨＳ， ５ ｍｇ ／ ｍＬ）和 ４４０ μＬ ２⁃（Ｎ⁃吗啡啉）乙磺酸

（ＭＥＳ）溶液（１０ ｍｏｌ ／ Ｌ， ｐＨ＝ ６ ５），混匀后加入 １００
μｇ ＡＦＢ１ 抗体，在 ３７ ℃下翻转混匀 ６０ ｍｉｎ。 最后

用磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ， ０ ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ， ｐＨ ＝ ７ ４）洗

涤除去未结合的抗体，于 ４ ℃下保存，待使用。
１．３　 谷物中 ＡＦＢ１ 的提取

　 　 将 １０ ｍＬ 乙腈⁃水⁃甲酸（８５ ∶１０ ∶５， ｖ ／ ｖ ／ ｖ）溶液

加入大米、玉米、小麦 ３ 份谷物样品（均为 ５ ｇ）中涡

旋混匀，超声提取 １０ ｍｉｎ， ７ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 下离心 ５
ｍｉｎ，取上清液氮吹后采用 １０ ｍＬ ＰＢＳ（ｐＨ＝ ７ ４）复
溶，于 ４ ℃下储存。
１．４　 Ａｂ⁃ＳｉＯ２＠Ｆｅ３Ｏ４ 的分离富集

　 　 向 １ ３ 节得到的 １０ ｍＬ 提取液中加入 ８ ｍｇ
Ａｂ⁃ＳｉＯ２＠ Ｆｅ３Ｏ４ 磁性纳米材料，在 ３７ ℃下涡旋混

匀 １０ ｍｉｎ，磁分离后弃去上清液，采用 １ ｍＬ 甘氨

酸⁃盐酸 （ Ｇｌｙ⁃ＨＣｌ ） 缓 冲 液 （ ０ １ ｍｏｌ ／ Ｌ， 含 ２％
Ｔｗｅｅｎ⁃２０） ［１６］对磁分离后剩余的 Ａｂ⁃ＳｉＯ２＠ Ｆｅ３Ｏ４

磁性纳米材料进行洗脱，将其捕获的 ＡＦＢ１ 洗涤下

来。 随后再次磁分离，将上清液氮吹至近干，用 １
ｍＬ 乙腈复溶，过 ０ ２２ μｍ 滤膜待进样检测。
１．５　 Ａｂ⁃ＳｉＯ２＠Ｆｅ３Ｏ４ 的富集能力计算

　 　 Ａｂ⁃ＳｉＯ２＠ Ｆｅ３Ｏ４ 磁性纳米材料对 ＡＦＢ１ 的捕

获能力由下式计算：

Ｑｅ ＝
Ｃ０－Ｃｅ

ｍ
×Ｖ （１）

式中，Ｑｅ 为 Ａｂ⁃ＳｉＯ２＠ Ｆｅ３Ｏ４ 磁性纳米材料达到富

集平衡时的捕获能力（ｍｇ ／ ｇ）， Ｃ０ 为溶液中 ＡＦＢ１

的初始质量浓度（μｇ ／ Ｌ）， Ｃｅ 为达到富集平衡时溶

液中剩余 ＡＦＢ１ 的质量浓度（μｇ ／ Ｌ）， ｍ 为添加的

Ａｂ⁃ＳｉＯ２＠ Ｆｅ３Ｏ４ 磁性纳米材料的质量（ｍｇ）， Ｖ 为

ＡＦＢ１ 溶液的体积（ｍＬ）。
１．６　 高效液相色谱⁃串联质谱条件

　 　 色谱条件：色谱柱为 ＡＣＱＵＩＴＹ ＢＥＨ Ｃ１８ 色谱

柱（５０ ｍｍ×２ １ ｍｍ， １ ７ μｍ）；柱温为 ３５ ℃；进样

量为 ２ μＬ，流速为 ０ ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ；流动相为含 ０ １％
甲酸的乙腈，等度洗脱，所有流动相在使用前通过

０ ２２ μｍ 滤膜过滤，并在超声中脱气。
　 　 质谱条件：离子源为电喷雾电离源；质谱扫描方

式为多反应监测（ＭＲＭ）模式；喷雾电压为 ４ ５ ｋＶ，
喷雾电流为 ８ μＡ； 鞘气 Ｎ２ （ ９９ ９９％）， 流量 ３５
Ｌ ／ ｍｉｎ；辅助气体 Ｎ２（９９ ９９％），流量 ５ Ｌ ／ ｍｉｎ；离子

传输毛细管温度 ３００ ℃；毛细管电压 １６ Ｖ。

２　 结果与讨论

２．１　 Ａｂ⁃ＳｉＯ２＠Ｆｅ３Ｏ４ 合成条件的优化

２．１．１　 ＳｉＯ２ 包覆条件优化

　 　 为了合成性能优异的 Ｆｅ３Ｏ４ 磁性纳米颗粒，采
用 ３ 组单因素实验对 ＦｅＣｌ３·６Ｈ２Ｏ 的用量（温度为

２００ ℃，时间为 ４０ ｍｉｎ）以及主加热阶段（第二加热

阶段）的时间（温度为 ２００ ℃， ＦｅＣｌ３·６Ｈ２Ｏ 的用量

为 １０ ０ ｍｍｏｌ） 和温度 （ ＦｅＣｌ３ ·６Ｈ２Ｏ 的用量为

１０ ０ ｍｍｏｌ，时间为 ４０ ｍｉｎ）进行了优化。 采用 ＤＬＳ
比较不同条件下合成的 Ｆｅ３Ｏ４ 磁性纳米颗粒的粒

径分布。 结果表明， Ｆｅ３Ｏ４ 的粒径随着 ＦｅＣｌ３ ·
６Ｈ２Ｏ 用量和加热时间的增加而增加，这与之前的

研究结果相似［１７］，说明微波辅助水热合成法和经典

水热方法具有相同的促反应机理，并且当 ＦｅＣｌ３·
６Ｈ２Ｏ 的用量为 １０ ０ ｍｍｏｌ（见图 １ａ）、第二加热阶

段的加热时间为 ４０ ｍｉｎ（见图 １ｂ）时具有相对均匀

的粒径分布，峰宽较窄。 而 Ｆｅ３Ｏ４ 磁性纳米颗粒的

粒径随着第二加热阶段加热温度的增加出现先增加

后减小的趋势，这是由于较高的反应温度能够提高

反应速率，加快反应的进行，从而加速晶核的形成和

生长，但反应温度过高，会导致一些粒径较大的磁性

纳米粒子破裂或变为空心状态，从而导致产物不纯，

·７９６·



色 谱 第 ４０ 卷

图 １　 （ａ）ＦｅＣｌ３·６Ｈ２Ｏ 用量、（ｂ）时间和（ｃ）主加热阶段温度

对 Ｆｅ３Ｏ４ 磁性纳米颗粒粒径分布的影响
　

Ｆｉｇ． １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ （ａ） ＦｅＣｌ３·６Ｈ２Ｏ ｄｏｓａｇｅ， （ｂ） ｔｉｍｅ ａｎｄ
（ｃ） ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｉｎ ｔｈｅ ｍａｉｎ ｈｅａｔｉｎｇ ｓｔａｇｅ ｏｎ
Ｆｅ３Ｏ４ ｍａｇｎｅｔｉｃ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅ ｓｉｚｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ

　

粒径不均（见图 １ｃ）。 因此选择 ２００ ℃作为合成温

度，在这一条件下制备的 Ｆｅ３Ｏ４ 磁性纳米颗粒粒径

分布均匀、分散性好，有利于后续 ＳｉＯ２ 的表面修饰，
实现更加有效的分离富集过程。
　 　 以 Ｆｅ３Ｏ４ 磁性纳米颗粒为原料进一步合成了

ＳｉＯ２＠ Ｆｅ３Ｏ４ 磁性纳米材料，其中 ＳｉＯ２ 包覆层的厚

度对材料的磁性、分散性都有一定的影响。 我们采

用动态光散射法得出不同 ＴＥＯＳ 溶液用量（６０、８０、
１００、１２０ μＬ）下合成的 ＳｉＯ２＠ Ｆｅ３Ｏ４ 的粒径分布曲

线，从而确定 ＳｉＯ２ 包覆层的厚度和材料均匀性；用
去离子水将一定质量的 ＳｉＯ２＠ Ｆｅ３Ｏ４ 配制成 ０ ０１
ｍｇ ／ ｍＬ 的溶液，取 １０ ｍＬ ＳｉＯ２＠ Ｆｅ３Ｏ４ 溶液于量筒

中，采用溶液中的 ＳｉＯ２＠ Ｆｅ３Ｏ４ 磁性纳米材料在量

筒底部外加磁场的存在下完全沉降到底部所需的时

间作为磁分离时间，用来反映磁性纳米材料的磁性

能。 磁分离时间越短，说明磁性纳米材料的磁性能

就越强。 由图 ２ 可知，随着 ＴＥＯＳ 用量的增加磁颗

粒的沉降时间逐渐增加，主要是因为 ＴＥＯＳ 的用量

与 ＳｉＯ２ 包覆层厚度成正相关，从而影响磁颗粒的沉

降时间。 当采用 ＴＥＯＳ 的用量为 １００ μＬ 时，粒径分

图 ２　 ＴＥＯＳ 用量对（ａ）ＳｉＯ２＠Ｆｅ３Ｏ４ 粒径分布和

（ｂ）磁分离时间的影响（ｎ＝３）
Ｆｉｇ． ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｅｔｒａｅｔｈｏｘｙｓｉｌａｎｅ （ＴＥＯＳ） ｄｏｓａｇｅ ｏｎ

（ａ） ＳｉＯ２＠Ｆｅ３Ｏ４ ｐａｒｔｉｃｌｅ ｓｉｚｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ａｎｄ
（ｂ） ｍａｇｎｅｔｉｃ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ （ｎ＝３）

　

布均匀，峰宽最窄，４７ １８％ 的 ＳｉＯ２＠ Ｆｅ３Ｏ４ 磁性纳

米材料的粒径分布在 ２７０ ～ ２９０ ｎｍ 之间，且在 ４ ｓ
内就可以完成磁分离，具有较好的均匀性和磁性能。
２．１．２　 抗体偶联条件优化

　 　 抗体的偶联是最为关键的一步，本实验通过

ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒对 ＳｉＯ２＠ Ｆｅ３Ｏ４ 捕获的

抗体量进行测定，分别对偶联过程中 ＥＤＣ 与 ＮＨＳ
物质的量之比、ＭＥＳ 的 ｐＨ 值、ＭＥＳ 的浓度以及偶

联时间进行优化。 如图 ３ａ 所示， Ａｂ 与 ＳｉＯ２ ＠
Ｆｅ３Ｏ４ 磁性纳米材料的偶联效率明显受到 ＥＤＣ 与

ＮＨＳ 物质的量之比的影响，当 ＥＤＣ ∶ＮＨＳ 为 ２ ∶ １
时，偶联效率逐渐增加，即与 ＳｉＯ２＠ Ｆｅ３Ｏ４ 磁性纳米

材料结合的抗体逐渐增加，偶联率可达到 ７６ ４７％ ～
９０ ５８％。 这是由于抗体上的羧基在较多 ＥＤＣ 存在

的条件下可以形成不稳定的中间体，而 ＮＨＳ 可以与

该中间体结合形成稳定的活性酯附着在磁性纳米粒

子表面，从而实现抗体的偶联［１８］，如 ＥＤＣ 占比过

低，会对中间体的形成造成一定影响，导致抗体与

ＳｉＯ２＠ Ｆｅ３Ｏ４ 的偶联效率下降。 随后比较了 ＭＥＳ
溶液不同 ｐＨ 值（６ ０、６ ５、７ ０）以及不同 ＭＥＳ 浓度

·８９６·
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图 ３　 （ａ）ＥＤＣ 与 ＮＨＳ 的物质的量之比、（ｂ）ＭＥＳ 的 ｐＨ、浓度与（ｃ）偶联时间对抗体偶联效率的影响（ｎ＝３）
Ｆｉｇ． ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ （ａ） ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｔｈｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ＥＤＣ ｔｏ ＮＨＳ， （ｂ） ｐＨ， ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＭＥＳ ａｎｄ

（ｃ） ｃｏｕｐｌｉｎｇ ｔｉｍｅ ｏｎ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｃｏｕｐｌｉｎｇ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ （ｎ＝３）
　 ＥＤＣ： １⁃（３⁃ｄｉｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｏｐｒｏｐｙｌ） ⁃３⁃ｅｔｈｙｌｃａｒｂｏｄｉｉｍｉｄｅ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ； ＮＨＳ： Ｎ⁃ｈｙｄｒｏｘｙｓｕｃｃｉｎｉｍｉｄｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ； ＭＥＳ： ２⁃ｍｏｒｐｈｏｌｉｎ⁃
ｏｅｔｈａｎｅｓｕｌｆｏｎｉｃ ａｃｉｄ ｍｏｎｏｈｙｄｒａｔｅ．

（１０、５０、１００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）对抗体偶联率的影响。 结果

表明，随着 ＭＥＳ 浓度的增加，偶联率逐渐降低，当采

用 ｐＨ＝ ６ ５、浓度为 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的ＭＥＳ 作为偶联缓

冲液时表现出最佳偶联效果，偶联率可以达到

８８ ７９％ （见图 ３ｂ）。 最后对抗体的偶联时间做了优

化，如图 ３ｃ 所示，随着时间的延长，抗体在 ＳｉＯ２＠
Ｆｅ３Ｏ４ 上的偶联率逐渐增加，在 ６０ ｍｉｎ 时增长变缓

慢，Ａｂ 与 ＳｉＯ２＠ Ｆｅ３Ｏ４ 磁性纳米材料的结合趋于饱

和，因此选取 ６０ ｍｉｎ 作为最佳偶联时间。

图 ４　 ＳｉＯ２＠Ｆｅ３Ｏ４ 的（ａ）透射电子显微镜、（ｂ）动态光散射和（ｃ）傅里叶变换红外光谱表征

Ｆｉｇ． ４　 （ａ） Ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ （ＴＥＭ）， （ｂ） ｄｙｎａｍｉｃ ｌｉｇｈｔ ｓｃａｔｔｅｒｉｎｇ （ＤＬＳ） ａｎｄ （ｃ） ｆｏｕｒｉｅｒ
ｔｒａｎｓｆｏｒｍ⁃ｉｎｆｒａｒｅｄ ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ （ＦＴ⁃ＩＲ） ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＳｉＯ２＠Ｆｅ３Ｏ４

２．２　 ＳｉＯ２＠Ｆｅ３Ｏ４ 的表征

　 　 分别采用 ＴＥＭ、ＤＬＳ、ＦＴ⁃ＩＲ 对 ＳｉＯ２＠ Ｆｅ３Ｏ４ 的

形貌、基团分布和粒径分布进行表征，证明材料的成

功合成。 由图 ４ａ 可知，ＳｉＯ２ ＠ Ｆｅ３Ｏ４ 的分散性较

好，未发生团聚，粒径约为 ２８０ ｎｍ， ＳｉＯ２ 包覆层的

厚度约为 ２５ ｎｍ。 图 ４ｂ 为材料的粒径分布图，大约

６８ ３％ 的 Ｆｅ３Ｏ４ 磁性纳米颗粒的粒径分布在 ２６０
ｎｍ 左右，所占比例较高，说明合成的 Ｆｅ３Ｏ４ 磁性纳

米颗粒分布较为均匀。 约 ４４ ６％ 的 ＳｉＯ２ ＠ Ｆｅ３Ｏ４

的粒径分布在 ２７５ ～ ２８５ ｎｍ 之间，进一步说明了

ＳｉＯ２ 在 Ｆｅ３Ｏ４ 磁性纳米颗粒上的成功包覆，包覆厚

度大约为 ２５ ｎｍ，与 ＴＥＭ 的表征结果对应。 图 ４ｃ
为 Ｆｅ３Ｏ４ 磁性纳米颗粒、ＳｉＯ２＠ Ｆｅ３Ｏ４ 和 Ａｂ⁃ＳｉＯ２＠
Ｆｅ３Ｏ４ 的红外光谱图，ＳｉＯ２＠ Ｆｅ３Ｏ４ 在 １ ０２６ ｃｍ－１、
１ ０９８ ｃｍ－１ 处出现了 Ｓｉ －Ｏ 键的伸缩振动峰，Ａｂ⁃
ＳｉＯ２＠ Ｆｅ３Ｏ４ 在 １ ６５２ ｃｍ－１处出现了抗体的酰胺键

的峰，属于酰胺Ⅰ带，说明 ＳｉＯ２ 在 Ｆｅ３Ｏ４ 磁性纳米

颗粒上的成功包覆和抗体的成功偶联，成功合成了

Ａｂ⁃ＳｉＯ２＠ Ｆｅ３Ｏ４ 用于后续 ＡＦＢ１ 的分离富集。
２．３　 Ａｂ⁃ＳｉＯ２＠Ｆｅ３Ｏ４ 对 ＡＦＢ１ 分离富集条件优化

２．３．１　 吸附条件的优化

　 　 Ａｂ⁃ＳｉＯ２＠ Ｆｅ３Ｏ４ 对于 ＡＦＢ１ 的分离富集条件

是影响材料应用效果的重要外部因素，本实验分别

考察了所用 ＰＢＳ 的 ｐＨ、富集温度、Ａｂ⁃ＳｉＯ２＠ Ｆｅ３Ｏ４

磁性纳米材料用量、富集时间对材料回收率的影响。

·９９６·
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取 １ ｍＬ ＡＦＢ１ 标准溶液（１０ μｇ ／ ｍＬ，溶于 ｐＨ ＝ ７ ４
的 ＰＢＳ），在不同条件下按照 １ ４ 节所述步骤进行

ＡＦＢ１ 的分离富集，采用 ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 测定回收

率。 如图 ５ａ 所示，Ａｂ⁃ＳｉＯ２ ＠ Ｆｅ３Ｏ４ 对 ＡＦＢ１ 的回

收率随着缓冲液 ｐＨ 值的增加出现先增加后减小的

趋势，这主要归因于抗体与抗原在中性条件下具有

较好的结合效率，因此后续采用 ｐＨ ＝ ７ ４ 的 ＰＢＳ 溶

液作为缓冲溶液。 由图 ５ｂ 可知，富集温度为 ３７ ℃
时回收率最高，这由于 ３７ ℃是免疫反应的最适温

度［１９］。 图 ５ｃ 结果显示随着 Ａｂ⁃ＳｉＯ２＠ Ｆｅ３Ｏ４ 磁性

纳米材料用量的增加，ＡＦＢ１ 溶液的回收率逐渐增

加，当用量达到 ８ ｍｇ 后，回收率不再发生明显变

化，因此选择 ８ ｍｇ 作为最佳 Ａｂ⁃ＳｉＯ２ ＠ Ｆｅ３Ｏ４ 用

量。 图 ５ｄ 为达到富集平衡所需要的时间，富集 １０
ｍｉｎ 后回收率趋于平缓，表明已接近饱和状态，因此

选择 １０ ｍｉｎ 作为富集时间。

图 ５　 （ａ）缓冲液 ｐＨ、（ｂ）富集温度、（ｃ）材料用量和（ｄ）富集时间对 ＡＦＢ１ 回收率的影响（ｎ＝３）
Ｆｉｇ． ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ （ａ） ｂｕｆｆｅｒ ｐＨ， （ｂ） ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ， （ｃ） ｍａｔｅｒｉａｌ ｄｏｓａｇｅ ａｎｄ

（ｄ） ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｔｉｍｅ ｏｎ ｔｈｅ ａｆｌａｔｏｘｉｎ Ｂ１ （ＡＦＢ１） ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ （ｎ＝３）

２．３．２　 洗涤条件的优化

　 　 查阅文献［１６］ 可知，Ｇｌｙ⁃ＨＣｌ 酸化液可促进抗原

抗体复合物的解离，且添加一定浓度的去垢剂可进

一步提升解离效果。 因此选择在 ０ １ ｍｏｌ ／ Ｌ 的 Ｇｌｙ⁃
ＨＣｌ 缓冲溶液中加入 １％、２％、５％、１０％ 的 Ｔｗｅｅｎ⁃２０
或 ０ ５％、１％、２％、５％ 的 ＳＤＳ，探究不同溶液对 ＡＦＢ１

的洗涤效果。 取 １ ｍＬ ＡＦＢ１ 标准溶液（１０ μｇ ／ ｍＬ，
溶于 ｐＨ＝ ７ ４ 的 ＰＢＳ）在不同条件下按照 １ ４ 节所

述步骤进行 ＡＦＢ１ 的分离富集，采用 ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ
测定回收率。 结果表明，在 Ｇｌｙ⁃ＨＣｌ 缓冲溶液中添

加 ２％ 的 Ｔｗｅｅｎ⁃２０ 时，可以达到最佳洗涤效果，回
收率为 ９６ ５７％，因此采用含有 ２％ 的 Ｔｗｅｅｎ⁃２０ 的

Ｇｌｙ⁃ＨＣｌ 缓冲液将 Ａｂ⁃ＳｉＯ２ ＠ Ｆｅ３Ｏ４ 分离富集的

ＡＦＢ１ 洗涤下来，进行后续试验。

２．４　 Ａｂ⁃ＳｉＯ２＠Ｆｅ３Ｏ４ 的性能验证

２．４．１　 分离富集能力验证

　 　 采用相同的偶联方法将 ＡＦＢ１ 抗体分别偶联到

氨基化的裸 Ｆｅ３Ｏ４ 磁性纳米颗粒和 ＳｉＯ２ ＠ Ｆｅ３Ｏ４

磁性纳米材料上，合成了 Ａｂ⁃Ｆｅ３Ｏ４ 和 Ａｂ⁃ＳｉＯ２ ＠
Ｆｅ３Ｏ［２０］

４ 。 取 １ ｍＬ ＡＦＢ１ 标准溶液（１０ μｇ ／ ｍＬ，溶
于 ｐＨ ＝ ７ ４ 的 ＰＢＳ），分别采用 Ａｂ⁃Ｆｅ３Ｏ４ 和 Ａｂ⁃
ＳｉＯ２＠ Ｆｅ３Ｏ４ 按照 １ ４ 节所述方法进行分离富集，
采用 ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 进行定量，做出两种材料对

ＡＦＢ１ 的富集曲线。 如图 ６ａ 所示，随着时间的增

加，Ａｂ⁃ＳｉＯ２＠ Ｆｅ３Ｏ４ 相对于 Ａｂ⁃Ｆｅ３Ｏ４ 具有更高的

回收率，且对 ＡＦＢ１ 具有更强的捕获能力。 由公式

（１）计算结果可知，在最佳的富集条件下，Ａｂ⁃ＳｉＯ２

＠ Ｆｅ３Ｏ４ 磁性纳米材料对 ＡＦＢ１ 的最大富集容量为

６８ ２８３ ｍｇ ／ ｇ，这种高富集能力归因于该材料对

ＡＦＢ１ 抗体富集量的增加，导致单位质量材料中含

有更多的 ＡＦＢ１ 结合位点［２１］。
　 　 选择 ＯＴＡ、ＤＯＮ、ＺＥＮ ３ 种真菌毒素作为干扰

物来验证 Ａｂ⁃ＳｉＯ２＠ Ｆｅ３Ｏ４ 磁性纳米材料对 ＡＦＢ１

的特异性结合性能。 如图 ６ｂ 表明，在相同的加标浓

度下，该磁性纳米材料对 ＡＦＢ１ 的回收率大大高于

其他 ３ 种真菌毒素，说明该材料对 ＡＦＢ１ 具有出色

的选择性富集效果，说明免疫反应体系在分离富集

过程的利用可以大大减少其他真菌毒素的干扰，实
现目标物的准确检测。
　 　 为评价 Ａｂ⁃ＳｉＯ２＠ Ｆｅ３Ｏ４ 磁性纳米材料在复杂

谷物基质中的应用和重复使用性能，在 ５ ｇ 小麦样

品提取液中分别加入 ０ １、０ ５、１ ０ ｎｇ ／ ｍＬ ＡＦＢ１ 标

准溶液，分离富集后，采用酶联免疫吸附法测定洗涤

液中的 ＡＦＢ１ 含量，重复 ５ 次。 结果表明，该材料在
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图 ６　 （ａ）Ａｂ⁃ＳｉＯ２＠Ｆｅ３Ｏ４ 与 Ａｂ⁃Ｆｅ３Ｏ４ 的富集能力

和（ｂ）材料特异性（ｎ＝３）
Ｆｉｇ． ６　 （ａ） Ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｃａｐａｃｉｔｉｅｓ ｏｆ Ａｂ⁃ＳｉＯ２＠Ｆｅ３Ｏ４ ａｎｄ

Ａｂ⁃Ｆｅ３Ｏ４ ａｎｄ （ｂ） ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｉｅｓ ｏｆ Ａｂ⁃ＳｉＯ２＠Ｆｅ３Ｏ４

ｍａｔｅｒｉａｌｓ （ｎ＝３）
　

ＯＴＡ： ｏｃｈｒａｔｏｘｉｎ Ａ； ＤＯＮ： ｄｅｏｘｙｎｉｖａｌｅｎｏｌ； ＺＥＮ： ｚｅａｒａｌｅｎｏｎｅ．

复杂样品中依然保持优异的富集能力，回收率为

８１ ３４％ ～ ８９ ９６％ （见表 １），并且经多次使用后的

Ａｂ⁃ＳｉＯ２＠ Ｆｅ３Ｏ４ 磁性纳米材料对 ＡＦＢ１ 的回收率

变化不大，ＲＳＤ≤４ ９６％，说明材料的重复使用性能

良好。 因此，Ａｂ⁃ＳｉＯ２＠ Ｆｅ３Ｏ４ 磁性纳米材料具有较

好的分离富集能力和显著的特异性，在复杂的谷物

基质中也有令人满意的表现。
２．４．２　 储存性能验证

　 　 为验证Ａｂ⁃ＳｉＯ２＠ Ｆｅ３Ｏ４ 磁性纳米材料在 ４ ℃条

件下的储存期限，分别在第 １、３、５、７、９、１１ ｄ 按照 １ ４
节所述步骤对 １ ｍＬ ＡＦＢ１ 标准溶液（１０ μｇ ／ ｍＬ，溶于

ｐＨ＝７ ４ 的 ＰＢＳ）进行分离富集，探究储存不同天数

后材料对 ＡＦＢ１ 的富集效果变化。 最后采用 １ ｍＬ
ＰＢＳ 溶液（ｐＨ＝８ ０）对材料进行洗涤，从而保持材料

表面抗体活性以供下次测定。 如图 ７ 显示，第 １～７ ｄ
内，材料的回收率有轻微波动，吸附效果整体处于较

为稳定的水平，而在第 ９ ｄ 和 １１ ｄ 均出现明显的降低

趋势，推测是 Ａｂ⁃ＳｉＯ２＠ Ｆｅ３Ｏ４ 磁性纳米材料偶联的

抗体活性随着时间的延长逐渐下降。 因此，该材料可

在至少 ７ ｄ 内保持良好的富集效果。

表 １　 Ａｂ⁃ＳｉＯ２＠Ｆｅ３Ｏ４ 磁性纳米材料在小麦样品中的

回收率和重复使用性
Ｔａｂｌｅ １　 Ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ａｎｄ ｒｅｕｓａｂｉｌｉｔｉｅｓ ｏｆ Ａｂ⁃ＳｉＯ２＠Ｆｅ３Ｏ４

ｍａｇｎｅｔｉｃ ｎａｎｏｍａｔｅｒｉａｌｓ ｉｎ ｗｈｅａｔ ｓａｍｐｌｅｓ
Ｒｅｐｅａｔ
ｔｉｍｅ

Ｓｐｉｋｅｄ ／
（μｇ ／ ｋｇ）

Ｄｅｔｅｃｔｅｄ ／
（μｇ ／ ｋｇ）

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／
％

ＲＳＤ （ｎ＝ ５） ／
％

１ ０．１ ０．０８６ ８５．８６ ４．３６
０．２ ０．１６５ ８２．７３ ４．０７
０．５ ０．４４６ ８９．２６ ３．９５

２ ０．１ ０．０９４ ８３．９５ ２．９８
０．２ ０．１６６ ８２．９２ ３．０１
０．５ ０．４４４ ８８．７３ ３．６２

３ ０．１ ０．０８７ ８６．８２ ４．１８
０．２ ０．１６３ ８１．５１ ４．２９
０．５ ０．４５０ ８９．９６ ４．３２

４ ０．１ ０．０８５ ８４．５７ ３．１５
０．２ ０．１６３ ８１．３４ ３．６７
０．５ ０．４４８ ８９．６１ ４．９６

５ ０．１ ０．０８５ ８４．６１ ３．７５
０．２ ０．１６１ ８０．５８ ２．８４
０．５ ０．４３８２ ８７．６４ ３．０８

图 ７　 不同保存天数下 Ａｂ⁃ＳｉＯ２＠Ｆｅ３Ｏ４ 磁性纳米

材料对 ＡＦＢ１ 的回收率（ｎ＝３）
Ｆｉｇ． ７　 Ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ＡＦＢ１ ｂｙ Ａｂ⁃ＳｉＯ２＠Ｆｅ３Ｏ４

ｍａｇｎｅｔｉｃ ｎａｎｏｍａｔｅｒｉａｌｓ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒ⁃
ｅｎｔ ｓｔｏｒａｇｅ ｄａｙｓ （ｎ＝３）

　

２．５　 谷物中 ＡＦＢ１ 的提取条件优化

　 　 在现有文献报道的基础上，研究了提取溶剂比

例和提取条件对提取效果的影响［２２，２３］。 本实验考

察了不同比例的乙腈⁃水⁃甲酸对 ＡＦＢ１ 提取率的影

响，通过高效液相色谱⁃串联质谱对添加 ＡＦＢ１ 标准

品 ５ ｎｇ 后的空白样品中提取出的 ＡＦＢ１ 进行定量

检测来确定提取率。 由图 ８ 可知，一定量的水可以

促进 ＡＦＢ１ 在实际样品中的提取，而随着水的比例

逐渐升高，提取液的提取效果逐渐减弱，推测是过量

的水对甲酸产生了稀释作用，从而降低了甲酸对真

菌毒素萃取效率的正向影响。 另外，对比了颠倒混

匀和超声两种方式的提取效果，颠倒混匀方法对谷

·１０７·
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图 ８　 不同体积比的乙腈⁃水⁃甲酸对谷物中 ＡＦＢ１

提取效率的影响
Ｆｉｇ． ８　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｖｏｌｕｍｅ ｒａｔｉｏｓ ｏｆ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ⁃

ｗａｔｅｒ⁃ｆｏｒｍｉｃ ａｃｉｄ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ
ＡＦＢ１ ｆｒｏｍ ｇｒａｉｎｓ

　

物中 ＡＦＢ１ 的提取率为 ５６ ８０％，而超声方法的提取

率为 ９２ ６３％，因此后续采用乙腈⁃水⁃甲酸（８５ ∶ １０ ∶
５， ｖ ／ ｖ ／ ｖ）溶液作为提取剂，超声 １０ ｍｉｎ 的条件对

样品中的 ＡＦＢ１ 进行提取。
２．６　 方法评价

２．６．１　 线性范围和检出限

　 　 将一定浓度梯度的标准 ＡＦＢ１ 溶液（０ １、１、２、
５、１０、２０、４０、５０、６０ μｇ ／ Ｌ）加入空白大米样品中，分
离富集后进入高效液相色谱⁃串联质谱测定。 以峰

面积（Ｙ）为纵坐标，ＡＦＢ１ 的质量浓度（Ｘ， μｇ ／ Ｌ）为
横坐标进行线性回归分析，ＡＦＢ１ 在 ２ ～ ５０ μｇ ／ Ｌ 范

围内具有良好的线性关系，相关系数（Ｒ２）＝ ０ ９９９。
信噪比（Ｓ ／ Ｎ）分别为 ３ 和 １０ 时确定检出限（ＬＯＤ）
和定 量 限 （ ＬＯＱ ）， 分 别 为 ０ ０４ μｇ ／ ｋｇ 和 ０ １３
μｇ ／ ｋｇ，远低于国家标准中规定的 １０ μｇ ／ ｋｇ；而采用

国标 ＧＢ ５００９ ２２⁃２０１６ 第三法高效液相色谱⁃柱后

衍生法在同样条件下的检出限和定量限分别为

０ ０３８ μｇ ／ ｋｇ 和 ０ １４５ μｇ ／ ｋｇ，说明本方法提出的基

于 ＳｉＯ２＠ Ｆｅ３Ｏ４ 的磁分离富集过程结合高效液相色

谱⁃串联质谱法可以达到与标准方法相当的检测效

果，且前处理方法更加简单高效，可满足实际样品中

痕量检测的需求。
２．６．２　 回收率和精密度

　 　 为验证该方法在复杂谷物基质中检测的准确性

和可靠性，选取 ３ 种常见谷物（大米、玉米和小麦）
的空白样品，加入不同浓度的 ＡＦＢ１ 标准溶液，经
１ ３ 节提取和 １ ４ 节分离富集步骤后进样检测，计
算加标回收率，每种水平重复测定 ５ 次。 结果如表

２ 所示，该方法的回收率范围为 ７６ ２１％ ～ ９２ ８５％，
ＲＳＤ≤５ ２９％。
表 ２　 ＡＦＢ１ 在 ３ 种谷物基质中 ４ 个水平下的加标回收率（ｎ＝５）

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｐｉｋｅ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ＡＦＢ１ ａｔ ｆｏｕｒ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ
ｔｈｒｅｅ ｇｒａｉｎ ｍａｔｒｉｃｅｓ （ｎ＝５）

Ｆｏｏｄ
ｍａｔｒｉｘ

Ｓｐｉｋｅｄ ／
（μｇ ／ ｋｇ）

Ｄｅｔｅｃｔｅｄ ／
（μｇ ／ ｋｇ）

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／
％

ＲＳＤ ／ ％

Ｒｉｃｅ ０．１ ０．０８９ ８８．７５ ４．８８
０．２ ０．１６４ ８２．０６ ２．８６
０．５ ０．３９３ ７８．５７ ３．１６
１．０ ０．８９２ ８９．１５ ５．１９

Ｃｏｒｎ ０．１ ０．０８３ ８３．２５ ４．５５
０．２ ０．１５２ ７６．２１ ３．２８
０．５ ０．４３４ ８６．７１ ２．８１
１．０ ０．８１８ ７９．４５ ４．９４

Ｗｈｅａｔ ０．１ ０．０９３ ９２．８５ ３．６９
０．２ ０．１７２ ８６．０３ ５．２９
０．５ ０．４５４ ９０．８７ ４．２１
１．０ ０．８８６ ８８．５６ ３．９５

２．６．３　 实际样品测定

　 　 从超市随机购买 ３０ 份谷物样品，包含大米、玉
米和小麦各 １０ 份，按照所建立的方法对该 ３０ 份实

际谷物样品中的 ＡＦＢ１ 进行检测。 结果显示，在 １
个小麦样品和 ２ 个玉米样品中检出了 ＡＦＢ１，含量分

别为 ０ ３８、０ １３、０ ４７ μｇ ／ ｋｇ，均未超过国家标准所

规定的限量指标，其余样品均未检出 ＡＦＢ１。 采用

ＧＢ ５００９ ２２⁃２０１６ 第三法高效液相色谱⁃柱后衍生法

对上述阳性样品中的 ＡＦＢ１ 含量进行复测，测得

ＡＦＢ１ 的含量分别为 ０ ３７、０ １１、０ ４８ μｇ ／ ｋｇ，说明

该方法具有较好的准确性。
　 　 基于 ＳｉＯ２＠ Ｆｅ３Ｏ４ 的磁分离富集过程结合高效

液相色谱⁃串联质谱法与 ＧＢ ５００９ ２２⁃２０１６ 第三法

高效液相色谱⁃柱后衍生法相比，优势主要体现在以

下几个方面：一是检测快速，免疫亲和柱的净化过程

需要 ２ ５ ｈ 以上，而基于 Ａｂ⁃ＳｉＯ２＠ Ｆｅ３Ｏ４ 的分离富

集过程在 ３０ ｍｉｎ 内即可快速完成，可节省 ８０％ 以上

的时间；二是操作简单方便，利用材料的磁性可以与

复杂基质快速分离，无需多次洗脱和其他繁杂操作；
三是成本较低，Ａｂ⁃ＳｉＯ２ ＠ Ｆｅ３Ｏ４ 的合成原料成本

低，合成条件较为温和，且对 ＡＦＢ１ 具有较强的特异

性吸附能力，可达到良好的分离富集效果，而免疫亲

和柱价格昂贵，难以满足大批量样品的检测需求；四
是结果更加准确，采用 Ａｂ⁃ＳｉＯ２＠ Ｆｅ３Ｏ４ 不仅可以

达到较高的富集效率，实现更加充分的富集过程，且
与 ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 结合可以达到较高的准确性，可
实现谷物样品中痕量 ＡＦＢ１ 的高效分析。
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３　 结论

　 　 本文采用微波辅助水热法合成了 Ｆｅ３Ｏ４ 磁性

纳米颗粒，进一步合成了 Ａｂ⁃ＳｉＯ２＠ Ｆｅ３Ｏ４，采用该

材料对 ３ 种谷物样品中的 ＡＦＢ１ 进行分离富集，结
合 ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 定量检测，建立了一种高效检测

ＡＦＢ１ 的方法。 该方法将基于免疫反应的高效分离

富集材料 Ａｂ⁃ＳｉＯ２ ＠ Ｆｅ３Ｏ４ 与灵敏度高的 ＨＰＬＣ⁃
ＭＳ ／ ＭＳ 结合起来，线性关系、检出限和重复性等方

法学指标均能满足不同谷物中 ＡＦＢ１ 的实际测定，
且材料合成过程简单、成本低廉，前处理过程简单快

速，检测过程高效准确，可满足大批量检测要求，对
于谷物安全监管、真菌毒素风险评估和守护人类健

康具有重要意义。
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