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固相萃取法萃取葡萄酒中赭曲霉毒素犃的方法研究
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［摘　要］　【目的】建立葡萄酒中赭曲霉毒素Ａ（ＯｃｈｒａｔｏｘｉｎＡ，ＯＴＡ）的固相萃取方法。【方法】分析了固相萃取

小柱的活化方法、淋洗液、洗脱溶剂对萃取葡萄酒中 ＯＴＡ的影响，选择出最佳的参数后进行精密度与准确度试验。

【结果】葡萄酒中ＯＴＡ的固相萃取方法：Ｃ１８固相萃取柱（简称Ｃ１８ＳＰＥ柱）经５ｍＬ甲醇、５ｍＬ双蒸水活化后，进样１０

ｍＬ，先用１ｍＬ双蒸水淋洗，充分干燥后，用５ｍＬ乙酸乙酯洗脱，收集洗脱液并真空旋转蒸发至干，１ｍＬ流动相溶解

残渣待测。【结论】得到了萃取葡萄酒中ＯＴＡ的固相萃取方法，此方法的平均回收率为８８．２％～１００．９％，变异系数

为０．９３％～２．１９％，且具有操作简单，成本低，分析速度快等优点。
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　　赭曲霉毒素是曲霉属和青霉属的某些菌种产生

的一组有毒代谢产物，共有７种化合物，其中赭曲霉

毒素Ａ（ＯｃｈｒａｔｏｘｉｎＡ，简称ＯＴＡ）对多种动物具有

肾脏毒性、肝脏毒性、免疫毒性、致畸和致癌性，国际

癌症研究机构ＩＡＲＣ将其确定为ⅡＢ类致癌物
［１］。

据报道，ＯＴＡ广泛存在于谷类、豆类、花生、香料、干

果和咖啡豆中，在饮料中（如啤酒、葡萄酒和葡萄汁）

也已检测到 ＯＴＡ 的存在
［２］。据报道，葡萄酒中

ＯＴＡ的含量一般为０．０１～３．４μｇ／ｋｇ，甜酒中为

１～３．９μｇ／ｋｇ；葡萄汁中ＯＴＡ含量较高，达１．１６～

２．３２μｇ／ｋｇ；而葡萄干中ＯＴＡ含量更高，一般超过

４０μｇ／ｋｇ
［２３］。
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随着人们生活水平的提高及对葡萄酒消费水平

的日益增长，葡萄酒安全问题日趋成为人们关注的

焦点，开展对葡萄酒中ＯＴＡ的检测工作势在必行。

关于葡萄酒中ＯＴＡ的测定方法在欧洲各国已有报

道［４１５］，并且已有相应的检测及限量标准。目前，

ＯＴＡ的检测技术发展比较快，并呈现出快速、全面、

低耗的发展趋势。

目前，国内各地检验检疫机构均采用免疫亲和

柱层析净化、荧光光度法或液相色谱法检测ＯＴＡ，

该方法方便快速准确，符合国际标准［１６］。虽然免疫

亲和柱具有选择性高、特异性强、样品回收率高的优

点，但其价格昂贵，成本较高；而固相萃取柱价格相

对便宜，有机试剂用量少，且能获得较高的回收率。

因此，本试验用固相萃取柱———Ｃ１８ＳＰＥ柱进行样

品的前处理，采用高效液相色谱荧光检测法检测

ＯＴＡ，建立一种基于固相萃取柱的，简便、快速、灵

敏、准确检测葡萄酒中ＯＴＡ的方法，旨在为葡萄酒

品质的提高提供技术支持。

１　材料与方法

１．１　试验材料

赤霞珠干红葡萄酒，由西北农林科技大学葡萄

酒学院提供。

１．２　试　剂

试验用水均为双蒸水；甲醇、乙腈均为色谱纯，

由天津科密欧化学试剂有限公司生产；三氯甲烷、二

氯甲烷、乙酸乙酯、乙醇、磷酸、冰乙酸均为分析纯，

由西安化学试剂厂生产；ＯＴＡ固体标准品，纯度为

９９％，购于瑞士ＡＬＥＸＩＳ?ＢＩＯＣＨＥＭＩＣＡＬＳ公司。

ＯＴＡ标准储备液的配制：将１ｍｇＯＴＡ标准品

用色谱级甲醇完全溶解，定容至５０ｍＬ。置－２０℃

条件下避光保存。

ＯＴＡ标准准备液的配制：取０．５ｍＬＯＴＡ标

准储备液，用流动水乙腈冰乙酸混合液（犞（水）∶

犞（乙腈）∶犞（冰乙酸）＝９９∶９９∶２）相定容至１００

ｍＬ。避光保存于４℃冰箱备用。

１．３　主要仪器

主要仪器包括美国ＳｕｐｅｌｃｏＥＮＶＩ
ＴＭ１８固相萃

取小柱（Ｃ１８ＳＰＥ柱，填料质量５００ｍｇ，柱容量３

ｍＬ）；美国Ｓｕｐｅｌｃｏ固相萃取装置；日本岛津 ＬＣ

２０１０ＡＨＴ高效液相色谱仪（配ＲＦ１０ＡＸＬ荧光检

测器）；上海ＳＥＮＣＯ?恒温水浴锅；ＭｉｌｌｐｏｒｅＱ型自

动双重纯水蒸馏器等。

１．４　试验方法

１．４．１　Ｃ１８ＳＰＥ柱固相萃取的流程　Ｃ１８ＳＰＥ柱预

处理（活化）→添加样品→淋洗固相柱（１ｍＬ淋洗

液）→干燥固相柱→洗脱分析物（流速控制在１～２

滴／ｓ）→洗脱液干燥（３５℃真空旋转蒸发至干）→残

渣用１ｍＬ流动相溶解→滤膜过滤（有机相０．２２

μｍ）→保存待测。空白试验为未加ＯＴＡ标准品的

赤霞珠干红葡萄酒。

１．４．２　高效液相色谱荧光法的检测条件　反相Ｃ１８

色谱柱（柱长１５０ｍｍ，内径４．６ｍｍ，填料直径５

μｍ）；流动相为水乙腈冰乙酸混合液（犞（水）∶

犞（乙腈）∶犞（冰乙酸）＝９９∶９９∶２），ｐＨ３．２；流速

１．０ｍＬ／ｍｉｎ；荧光检测：激发波长３３０ｎｍ，发射波

长４６０ｎｍ；柱温：室温；进样量１０μＬ。

２　结果与分析

２．１　ＯＴＡ标样的测定及标准曲线的制作

分别取 ＯＴＡ标准准备液０．１，０．２５，０．５，２．０

和１０．０ｍＬ，用流动相定容至１０ｍＬ，即配制成质量

浓度分别为１．０，２．５，５．０，２０．０，１００．０ｎｇ／ｍＬ的

ＯＴＡ标准溶液，按液相色谱法条件进样。以 ＯＴＡ

质量浓度犢 对峰面积犡 作回归分析（表１），线性方

程为：犢＝０．０００１犡－０．２６１９，相关系数狉２＝１．０００。

结果表明，ＯＴＡ在１．０～１００．０ｎｇ／ｍＬ线性关系良

好。ＯＴＡ标品的保留时间为８．２５４ｍｉｎ（图１）。

表１　ＯＴＡ不同标准溶液的质量浓度与峰面积

Ｔａｂｌｅ１　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍａｓｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

ｏｆＯＴＡａｎｄｔｈｅｐｅａｋａｒｅａｓ

质量浓度／
（ｎｇ·ｍＬ－１）

Ｍａｓｓ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

峰面积／
（μＶ·ｓ）

Ｐｅａｋａｒｅａ

质量浓度／
（ｎｇ·ｍＬ－１）

Ｍａｓｓ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

峰面积／
（μＶ·ｓ）

Ｐｅａｋａｒｅａ

１．０ １１６０８ ２０．０ １６１７９８

２．５ ２１８９５ １００．０ ７９４５３７

５．０ ３９０３０

２．２　固相萃取方法的建立

２．２．１　活化方法的选择　为了保证良好的萃取重

现性，固相柱必须用适当的溶液进行预处理，使其得

到活化，展开碳氢键，增加与分析物作用的表面积。

同时可以对固相柱进行清洗，除去柱上吸附的对分

析有影响的杂质［１７１８］。

本试验根据文献［６，１２，１９２０］选择了３种常用

的活化方法，即①５ｍＬ甲醇、５ｍＬ双蒸水依次淋

洗固相柱；②３ｍＬ甲醇、３ｍＬ双蒸水、３ｍＬ体积

分数１０％乙醇水溶液（ｐＨ＝３．０；体积分数８５％磷

酸调节）依次淋洗固相柱；③５ｍＬ乙腈、５ｍＬ双蒸
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水依次淋洗固相柱。

比较试验结果表明，３种活化液都能保证良好

的萃取重现性，结合低耗、可操作性强和高回收率的

原则，本试验选择第一种活化方法。

图１　ＯＴＡ标准品（５ｎｇ／ｍＬ）的色谱图

Ｆｉｇ．１　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆ５ｎｇ／ｍＬＯＴＡｓｔａｎｄａｒｄｓａｍｐｌｅ

２．２．２　淋洗液的选择　淋洗液可以冲洗管壁上的

小液滴，使样品全部进入固定相，并洗去干扰组分。

选择适当的淋洗液可以洗脱吸附力弱的杂质，保留

分析物于柱上［１８］。根据参考文献［６，１２，１９］，本试

验选择常用的双蒸水和体积分数１０％乙醇水作为

淋洗液进行分析，结果表明，杂峰对ＯＴＡ色谱峰的

干扰都较大，但经过双蒸水淋洗的处理液色谱图中

杂峰的干扰相对较小。这是因为淋洗液只能起到去

除部分干扰杂质的作用，对于一些吸附能力强的杂

质无法起到洗脱作用。考虑到操作的简便性和成

本，选择双蒸水作为淋洗液。

２．２．３　洗脱溶剂的选择　结合 ＯＴＡ的萃取方法

资料［６，１２，１９２１］，选择常用的甲醇、乙腈、二氯甲烷甲

醇混合液（犞（二氯甲烷）∶犞（甲醇）＝３∶１）作为洗

脱溶剂，对加标质量浓度为０．５ｎｇ／ｍＬ干红葡萄酒

进行ＯＴＡ回收率的测定。采用这３种洗脱溶剂的

最终处理样品均呈紫红色，且色谱图均显示有大量

的杂质峰干扰目标峰，初步推测干扰组分为色素。

因此，应用了不溶色素和微溶色素的有机溶剂，即二

氯甲烷、三氯甲烷、乙酸乙酯作为洗脱溶剂，进行

ＯＴＡ回收率试验，结果见表２。表２显示，除二氯

甲烷外，其余洗脱溶剂由于回收率均接近１００％，回

收率结果良好。

表２　选择洗脱溶剂的ＯＴＡ回收率试验结果

Ｔａｂｌｅ２　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆＯＴＡｅｌｕｔｅｄｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｏｌｕｔｉｏｎｓ

洗脱溶剂

Ｅｌｕｔｉｏｎ

回收率／％
Ｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅ

洗脱溶剂

Ｅｌｕｔｉｏｎ

回收率／％
Ｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅ

甲醇 Ｍｅｔｈａｎｏｌ ９１．５
三氯甲烷

Ｃｈｌｏｒｏｆｏｒｍ
１００．０

乙腈Ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ ８８．４
二氯甲烷

Ｄｉｃｈｌｏｒｏｍｅｔｈａｎｅ
１３０．１

二氯甲烷∶甲醇（３∶１）

Ｄｉｃｈｌｏｒｍｅｔｈａｎｅ∶

Ｍｅｔｈａｎｏｌ（３∶１）
９８．１

乙酸乙酯

Ｅｔｈｙｌａｃｅｔａｔｅ
１０３．０２

　　三氯甲烷和乙酸乙酯作为洗脱溶剂所得的

ＯＴＡ色谱图见图２。

图２　三氯甲烷（Ａ）和乙酸乙酯（Ｂ）作为洗脱溶剂所得的ＯＴＡ色谱图

Ｆｉｇ．２　ＣｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆＯＴＡｒｅｓｉｄｕｅｓｅｌｕｔｅｄｂｙｃｈｌｏｒｌｆｏｒｍ（Ａ）ａｎｄｅｔｈｙｌａｃｅｔａｔｅ（Ｂ）

　　综合比较色谱图效果（图２），三氯甲烷和乙酸

乙酯为洗脱溶剂时，ＯＴＡ色谱峰的基线平稳，峰形

对称，周围的杂峰较少，保留时间分别为８．２３５和

８．２２８ｍｉｎ，变化在５％以内，是比较理想的洗脱溶

剂。考虑到三氯甲烷价格较高、毒性较大，最终选择

乙酸乙酯作为洗脱溶剂。

２．３　固相萃取方法及其精密度与准确度的试验

２．３．１　建立的固相萃取方法　综合以上结果，最后

９８１第１２期 谢春梅等：固相萃取法萃取葡萄酒中赭曲霉毒素Ａ的方法研究



建立的固相萃取方法为：固相萃取小柱依次用５ｍＬ

甲醇、５ｍＬ双蒸水活化后，取１０ｍＬ葡萄酒样品通

过固相萃取小柱，流速控制在１～２滴／ｓ，用１ｍＬ双

蒸水淋洗，淋洗完毕后用微弱空气将柱子吹干，再用

５ｍＬ乙酸乙酯洗脱，收集洗脱液。将收集的洗脱液

于３５℃真空旋转蒸发至干（或压缩空气吹干）。残

渣用１ｍＬ流动相溶解，０．２２μｍ微孔滤膜过滤，４

℃避光保存待测。

２．３．２　回收率及精密度试验　以未检出 ＯＴＡ的

样品为本底，制备加标质量浓度为０．５ｎｇ／ｍＬ的葡

萄酒样品，按本研究建立的固相萃取方法处理，并按

１．４．２的色谱条件测定。重复６次，其结果如表３

所示。表３显示，ＯＴＡ的平均回收率为９７．１％，变

异系数为１．３１％。根据 Ｈｏｒｗｉｔｚ方程，该质量浓度

条件下变异系数的典型值为１．１１％～１．４９％，因此

本研究建立的固相萃取法精密度高。

表３　ＯＴＡ固相萃取法的回收率及精密度试验结果

Ｔａｂｌｅ３　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅａｎｄｐｒｅｃｉｓｉｏｎｔｅｓｔｓｏｆＯＴＡ

测定次数

Ｎｏ．

样品量／ｍＬ
Ｓａｍｐｌｅｄｏｓａｇｅ

回收率／％
Ｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅ

平均回收率／％
Ａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅ

标准差

Ｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎ

变异系数／％
Ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｏｆｖａｒｉａｔｉｏｎ

１ １０ ９９．２

２ １０ ９７．０

３ １０ ９７．８ ９７．１ １．２７ １．３１

４ １０ ９７．０

５ １０ ９５．０

６ １０ ９６．５

２．３．３　回收率及准确度试验　以未检出 ＯＴＡ的

样品为本底，分别制备加标质量浓度为０．１，０．２５，

０．５ｎｇ／ｍＬ的干红葡萄酒，按本研究建立的固相萃

取方法处理，并按１．４．２的色谱条件测定，重复３

次，其结果如表４所示。表４显示，本研究建立的固

相萃取法回收率高，变异系数小，精确度高，平均回

收率为８８．２％～１００．９％，变异系数为０．９３％～

２．１９％。

表４　ＯＴＡ固相萃取法的回收率及准确度试验结果

Ｔａｂｌｅ４　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅａｎｄａｃｃｕｒａｃｙｔｅｓｔｓｏｆＯＴＡ

质量浓度／
（ｎｇ·ｍＬ－１）

Ｍａｓｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

回收率／％
Ｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅ

１ ２ ３

平均回收率／％
Ａｖｅｒａｇｅ

ｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅ

变异系数／％
Ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

ｏｆｖａｒｉａｔｉｏｎ

０．１ ９９．０ １０４．０ ９９．８ １００．９ ２．１９

０．２５ ８５．６ ９０．１ ８９．０ ８８．２ ２．１７

０．５ ９７．０ ９７．８ ９９．２ ９８．０ ０．９３

３　结　论

与中国国家标准ＧＢ／Ｔ５００９．９６－２００３《谷物和

大豆中赭曲霉毒素Ａ的测定》
［２１］中的液液萃取法相

比，本研究建立的固相萃取法容易达到定量萃取，快

速和自动化，能避免液液萃取法所带来的定量分析

回收率低、玻璃器皿易碎和产生大量的有机废液等

诸多问题，具有可显著减少溶剂用量、减少样品预处

理过程、加快样品处理速度、消除某些干扰杂质等优

点。

马莉等［２０］采用Ｃ１８ＳＰＥ柱、以乙腈作为洗脱溶

剂的方法萃取葡萄酒中ＯＴＡ，与该方法相比，本研

究建立的方法采用了毒性较小的乙酸乙酯，成本低，

并且精确度较高。

采用本研究所得到的固相萃取方法萃取葡萄酒

中的ＯＴＡ后，萃取液进行高效液相色谱荧光检测

法测定，平均回收率可达８８．２％～１００．９％，结果精

密度高，重现性好，可作为实验室测定葡萄酒中

ＯＴＡ含量理想的准确定量方法。
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