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鲜食苹果中棒曲霉素ＨＰＬＣ检测及

前处理条件的优化
ＯｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｎＨＰＬＣｄｅｔｅｃｔｉｏｎａｎｄｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｆｐａｔｕｌｉｎｉｎｆｒｅｓｈａｐｐｌｅ

孙丽华１

犛犝犖犔犻犺狌犪１
　

钱卉苹１

犙犐犃犖 犎狌犻狆犻狀犵
１
　

李志文２，３

犔犐犣犺犻狑犲狀２
，３

陈计峦１

犆犎犈犖犑犻犾狌犪狀１
　

庞学群４

犘犃犖犌犡狌犲狇狌狀
４
　

闫师杰２，３

犢犃犖犛犺犻犼犻犲
２，３

（１．石河子大学食品学院，新疆 石河子　８３２００３；２．天津农学院食品科学与生物工程学院，天津　３００３８４；

３．天津市农副产品深加工技术工程中心，天津　３００３８４；４．华南农业大学生命科学学院，广东 广州　５１０６４２）

（１．犉狅狅犱犆狅犾犾犲犵犲犛犺犻犺犲狕犻犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔，犛犺犻犺犲狕犻，犡犻狀犼犻犪狀犵８３２００３，犆犺犻狀犪；

２．犆狅犾犾犲犵犲狅犳犉狅狅犱犛犮犻犲狀犮犲犪狀犱犅犻狅犾狅犵犻犮犪犾犈狀犵犻狀犲犲狉犻狀犵，犜犻犪狀犼犻狀犃犵狉犻犮狌犾狋狌狉犪犾犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔，犜犻犪狀犼犻狀３００３８４，犆犺犻狀犪；

３．犜犻犪狀犼犻狀犈狀犵犻狀犲犲狉犻狀犵犪狀犱犜犲犮犺狀狅犾狅犵狔犚犲狊犲犪狉犮犺犆犲狀狋犲狉狅犳犃犵狉犻犮狌犾狋狌狉犪犾犘狉狅犱狌犮狋狊犘狉狅犮犲狊狊犻狀犵，犜犻犪狀犼犻狀３００３８４，犆犺犻狀犪；

４．犆狅犾犾犲犵犲狅犳犅犻狅狋犲犮犺狀狅犾狅犵狔，犛狅狌狋犺犆犺犻狀犪犃犵狉犻犮狌犾狋狌狉犪犾犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔，犌狌犪狀犵狕犺狅狌，犌狌犪狀犵犱狅狀犵５１０６４２，犆犺犻狀犪）

摘要：为建立快速、准确的鲜食苹果中棒曲霉素含量检测方

法，试验以红富士苹果为试材，分别研究不同 ＨＰＬＣ条件对

分离效果的影响，不同提取方法及纯化技术对鲜食苹果中棒

曲霉素提取效果的影响。结果表明：在流动相配比为乙腈∶

水＝１０∶９０，流速０．８ｍＬ／ｍｉｎ的ＨＰＬＣ条件下，鲜食苹果样

品中棒曲霉素色谱峰达到最好的分离效果；在不同的提取方

法中，直接研磨提取法获得最高的加标回收率（８１．９％），

ＰＥＰＳＰＥ技术较普通液液萃取技术具有更高的加标回收率

（８２．４２％～９５．５７％）及检测精密度（３．２６％～４．４１％），同时具

有更方便、快捷的特点。综上，研究建立的 ＰＥＰＳＰＥ—

ＨＰＬＣ技术可操作性强，结果准确，具有很好的适用性，为鲜

食苹果中棒曲霉素的含量检测及有效控制提供了灵敏高效

的测定方法。
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中国苹果总产量、栽培面积、人均占有量与出口量均居

世界第一，已成为世界上最大的苹果生产和消费国［１］，每年

由于贮藏加工能力不足，导致大量残次果及腐烂果产生。此

外，苹果浓缩汁是中国苹果加工业主导产品，其生产采用的

原料往往是生长期和收获期的残次落果，甚至腐烂果，直接

导致苹果汁产品中棒曲霉素含量超标而被退货，造成极大的
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经济损失。因此，开发鲜食苹果中棒曲霉素含量准确、快速

的检测方法，不但可以有效保障苹果入口安全，更可从生产

加工源头及时抑制污染品的产生，对中国苹果产业及整个国

民健康具有十分重要的现实意义。

棒曲霉素（ｐａｔｕｌｉｎ）又名展青霉素，是由曲霉和青霉等常

见食源性真菌所产生的一种次级代谢产物。毒理学试验表

明，棒曲霉素具有致癌、致畸和免疫等毒理作用，对人体的危

害较大，可导致呼吸、泌尿、神经等系统的损害甚至衰竭［２］。

棒曲霉素广泛存在于各种霉变水果中，甚至部分有霉变趋势

的好果中其含量也较高［３］。因而，欧美各国对苹果及其制品

中的棒曲霉素限量有严格规定，最高限量为５０μｇ／ｋｇ
［４］。

目前，中国生产企业仅有针对苹果浓缩汁中棒曲霉素含

量的检测标准ＳＮ／Ｔ２００８—２００７。该方法主要适合于苹果

汁中棒曲霉素的测定，并且操作繁琐、溶剂消耗量大、废弃液

污染、提取率低等问题一直无法解决。针对上述问题，近年

来国内外开展了一些研究［５－６］，主要集中在检测浓缩苹果汁

中的棒曲霉素方面，但在纯化技术方法研究领域报道较少，

尤其是采用固相萃取结合高效液相技术（ＳＰＥ—ＨＰＬＣ）检测

鲜食苹果中棒曲霉素含量的研究鲜有报道。孟瑾等［７］采用

Ｍｙｃｒｏｓｅｐ·２２８ＡｆｌａＰａｔ净化柱测定苹果及山楂制品中的棒

曲霉素，其回收率为７８％～１１７％，ＲＳＤ为２．１～８．２％，但是

固体、半固体需静置２ｈ，还需要２１ｍＬ的乙腈萃取，再过柱，

其方法耗时、操作繁琐。Ｗｕ等
［８］采用氰基柱固相萃取苹果

（汁）中的棒曲霉素，苹果清汁的回收率为 ８０．１７％ ～

８１．４５％，鲜食苹果却不适合采用氰基柱固相萃取。

本试验拟以红富士苹果为试材，研究不同 ＨＰＬＣ条件对

棒曲霉素分离效果的影响并筛选出最佳检测条件，不同提取

方法及纯化技术对鲜食苹果中棒曲霉素提取效果的影响，旨

在为鲜食果蔬原料中棒曲霉素的检测提供理论依据。

１　材料与方法
１．１　材料与仪器

１．１．１　材料与试剂

红富士苹果：８５级（苹果直径８５ｍｍ），采购于天津红旗

农贸市场；

棒曲霉素标准品：纯度≥９８％，加拿大ＴＲＣ公司；

果胶酶：活力为２６００ＰＧ／ｍＬ，广州明远工贸有限公司；

乙腈、乙酸乙酯：色谱纯，美国Ｆｉｓｈｅｒ公司；

甲醇：色谱纯，天津江天化工技术有限公司。

１．１．２　仪器设备

高效液相色谱仪：ＬＣ１２００型，美国安捷伦公司；

旋转蒸发器：ＲＥ２０００型，上海亚荣生化仪器厂；

固相萃取装置：ＶｉｓｉｐｒｅｐＴＭＳＰＥ１２型，美国Ｓｕｐｅｌｃｏ公司；

数控超声波清洗器：ＫＱ５００ＤＥ型，昆山市超声仪器有

限公司；

微量过滤器：ＮＹ１３０２２Ｌ型，德国ＯｒｉｇｉｎＭｅｍｂｒａｎｅｓ公司。

１．２　方法

１．２．１　高效液相色谱条件的优化

（１）流动相配比的优化：采用 ＡｌｌｔｉｍａＴＭ Ｃ１８色谱柱

（５μｍ，４．６ｍｍ×１５０ｍｍ），紫外可见检测器，波长２７６ｎｍ，

进样量２０μＬ，流动相为乙腈和水，在柱温３０ ℃，流速

０．８ｍＬ／ｍｉｎ，比较不同流动相配比（乙腈水体积配比分别

为２０８０，１５８５，１０９０）对棒曲霉素的分离效果。

（２）流速的优化：采用 ＡｌｌｔｉｍａＴＭ Ｃ１８色谱柱（５μｍ，

４．６ｍｍ×１５０ｍｍ），紫外可见检测器，波长２７６ｎｍ，进样量

２０μＬ，流动相为乙腈和水，在柱温为３０℃，乙腈水流动相

溶剂体 积 配 比 为 １０９０，比 较 不 同 流 速 （１．０，０．８，

０．６ｍＬ／ｍｉｎ）对棒曲霉素的分离效果。

１．２．２　棒曲霉素标准液的配制　准确称取５．０ｍｇ的棒曲霉

素标准品，用乙酸盐缓冲液溶解并定容于１００ｍＬ的棕色容

量瓶中，配制成５００００μｇ／Ｌ的储备液
［９］。准确量取棒曲霉

素储备液，用乙酸盐缓冲液溶解并稀释，配制成１０，５０，１００，

２５０，５００，１０００，５０００，１００００，２５０００μｇ／Ｌ的工作液。避光

于０℃下保存。

１．２．３　鲜食苹果中棒曲霉素提取方法的优化　将鲜食苹果

削皮、切块，称取１０．０ｇ，添加１ｍＬ１０００μｇ／Ｌ的棒曲霉素

标准液，研磨成糊状为样品 Ａ。分别采用超声波辅助提取

（用乙酸盐缓冲液将样品 Ａ定容至２５ｍＬ，在温度２５℃、频

率４０ｋＨｚ、功率３００Ｗ 的超声波条件下处理３０ｍｉｎ）、果胶

酶辅助提取（在样品 Ａ中添加３ｍＬ果胶酶，用乙酸盐缓冲

液定容至２５ｍＬ，放置过夜）、乙酸乙酯辅助提取（用乙酸乙

酯将样品Ａ定容至２５ｍＬ，摇匀，静置）、直接研磨提取（直接

用乙 酸 盐 缓 冲 液 定 容 至 ２５ ｍＬ，摇 匀，静 置）处 理，于

８０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，取上清液待用。采用液液萃取的方

法［１０］，最优 ＨＰＬＣ条件测定。

１．２．４　鲜食苹果中棒曲霉素纯化方法的优化　在优化的色

谱条件下测定，比较液液萃取与ＰＥＰ柱固相萃取对棒曲霉

素分离效果及溶剂的用量、回收率、变异系数、操作时间等方

面的影响。

（１）液液萃取（ＬＬＥ）：根据文献［１０］，修改如下：准确吸

取１．２．３中处理４制备的上清液２．５ｍＬ于分液漏斗中，加入

５ｍＬ水及１０ｍＬ乙酸乙酯，振摇１ｍｉｎ，静置分层。将水层

移入另一分液漏斗中，用乙酸乙酯重复上述振摇提取过程两

次（每次用量为１０ｍＬ），弃去水层，合并３次乙酸乙酯提取

液于分液漏斗中，加入５ｍＬ碳酸钠水溶液，立即振摇，静置

分层。再加入５ｍＬ乙酸乙酯提取碳酸钠水层一次，弃去碳

酸钠水层，合并乙酸乙酯提取液并在装有５ｇ无水硫酸钠的

漏斗过滤，再用５ｍＬ乙酸乙酯洗涤无水硫酸钠、漏斗２次，

滤液加入３滴冰乙酸后，在旋转蒸发器４０℃下蒸发至近干，

用１ｍＬ乙酸盐缓冲溶液溶解残留物，经０．４５μｍ针头过滤

器滤至１ｍＬ离心管内。供 ＨＰＬＣ测定。

（２）ＰＥＰ柱固相萃取方法（ＰＥＰＳＰＥ）：依次用２ｍＬ甲

醇，２ｍＬ水冲洗小柱，控制流速每秒１滴，处理过程中保持

柱子湿润。准确吸取１．２．３中处理４制备的上清液２．５ｍＬ，

并加入１ｍＬ乙酸盐缓冲溶液混匀作为试样
［１１］。当水下降

到柱顶时，立即将试样移入小柱。用１ｍＬ 碳酸钠溶液、

１ｍＬ乙酸盐缓冲溶液洗柱，再抽干
［１２］。依次用１ｍＬ乙醚

和１ｍＬ乙酸乙酯洗脱分析物，小试管接收洗脱后的液体，控
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制流速每秒１滴，抽干。用氮气吹干，再用１ｍＬ乙酸盐缓冲

溶液溶解残留物，经０．４５μｍ针头过滤器滤１ｍＬ离心管内。

供 ＨＰＬＣ测定。

１．２．５　加标回收率试验　将鲜食苹果削皮、切块，称取

１０．０ｇ，分别添加５０，１００，１０００μｇ／Ｌ３个水平级的棒曲霉素

标准溶液１ｍＬ，按１．２．４中的２种方法处理，并按优化的色

谱条件测定。每个添加水平重复测定３次，计算回收率和变

异系数。

２　结果与分析
２．１　色谱条件优化

２．１．１　流动相配比对分离效果的影响　棒曲霉素是一种低

分子量高极性化合物，分离时流动相中需加入高比例水相才

能与反相柱有很强的保留作用［１３］。由图１可知：流动相中

的乙腈含量对棒曲霉素的出峰时间影响很大，乙腈的含量由

２０％调节到１０％，棒曲霉素出峰时间在３．８５０～６．３７２ｍｉｎ，

乙腈的含量越少其保留时间越长。乙腈水体积比为２０

８０，１５８５时未能很好与其它峰分离开，故选取流动相乙腈

图１　流动相配比对分离效果的影响

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅ

ｒａｔｉｏｏｎｓｅｐａｒａｔｉｏｎ

水体积比为１０９０。

２．１．２　流速对分离效果的影响　流速不同，出峰的时间有很

大的差异。由图２可知：流速越快，棒曲霉素出峰时间越早，

反之亦然。选取流速时不宜过大，流速大，柱效低；流速小，

分析时间长，最终选取流速为０．８ｍＬ／ｍｉｎ，其保留时间

为６．３７２ｍｉｎ。

２．１．３　线性关系、精密度及最小检出限　在本法确定的试验

条件下，棒曲霉素在１０～２５０００μｇ／Ｌ范围内进行峰面积测

定，棒曲霉素浓度和峰面积有很好的线性关系（见图３）。其

回归方程为犢＝０．８９７２犡＋１４．４９，相关系数犚＝０．９９９９８

（狀＝９）。选择１０００μｇ／Ｌ的棒曲霉素标准溶液，做６次平

行，标准差０．５３；ＲＳＤ值０．０７２％，具有较好的精密度。本方

法以样品峰高大于或等于３倍基线噪声峰高计算最小检出

量为１０μｇ／Ｌ。李俊设等
［１４］采用 Ａｇｉｌｅｎｔ１１００ＯＤＳ（５μｍ，

１５０ｍｍ×４．６ｍｍ）色谱柱，流动相乙腈水体积比５９５，

流速１ｍＬ／ｍｉｎ的色谱条件分离的结果要好，与Ｚａｉｅｄ等
［１５］

采用 ＳｐｈｅｒｉｓｏｒｂＯＤＩＩ柱，乙腈水体积比１０９０，流速

１ｍＬ／ｍｉｎ的色谱条件具有相同的分离效果。

图２　流速对分离效果的影响

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｌｏｗｒａｔｉｏｏｎｓｅｐａｒａｔｉｏｎ
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图３　棒曲霉素标准曲线

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｏｆｐａｔｕｌｉｎ

２．２　鲜食苹果中棒曲霉素提取方法的优化

由图４可知：直接研磨提取鲜食苹果中的棒曲霉素的回

收率最高为８１．９０％，而超声波辅助提取回收率较低为

６５．３８％。直接研磨提取与果胶酶辅助提取、乙酸乙酯辅助

提取无显著差异（Ｐ＞０．０５），与超声波辅助提取差异显著

（Ｐ＜０．０５）。果胶酶处理破坏果实细胞的网状结构，提高果

实的破碎程度，能有效降低其粘度，改善压榨性能，提高出汁

率和可溶性固形物含量，但对其棒曲霉素无显著影响［１６］。

超声波辅助提取不能提高其回收率，并且其回收率只有

６５．３７％，原因是超声波促使形成的空化气泡、·ＯＨ和·Ｈ，

导致棒曲霉素被降解，但是苹果中所含的类黄酮、ＶＡ、胡萝

卜素和ＶＣ等均是非常有效的自由基清除成分，可能影响棒

曲霉素的降解［１７］２１－２２。这与高振鹏等［１８］报道的超声波能够

降解苹果汁中的棒曲霉素相一致，但与王丽［１７］２３－２４报道超声

波处理不能降解对果汁中的棒曲霉素含量相反。乙酸乙酯

辅助提取步骤增加，易造成损失，操作过程中有机溶剂易和

果汁分层，易造成精密度低。直接研磨提取，方便、快捷，回

收率较高，精密度高。故采用直接研磨提取的方法。

２．３　鲜食苹果中棒曲霉素纯化技术的优化

２．３．１　纯化方式对鲜食苹果中棒曲霉素 ＨＰＬＣ分离效果的

影响　由图５可知：ＰＥＰＳＰＥＣ纯化技术能较好地使苹果中

的棒曲霉素与其它杂峰分离开，洗脱效果较好，保留时间在

６．３７２ｍｉｎ。ＬＬＥ萃取在７．０９０ｍｉｎ有个较小的杂峰未能很

好地与棒曲霉素分离开，但能满足检测要求。两种前处理均

适合于苹果汁中棒曲霉素的检测。

不同小写字母表示提取方法之间差异显著

图４　提取方法对加标回收率的影响

Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｓｏｎ

ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ

图５　纯化方式对鲜食苹果中棒曲霉素 ＨＰＬＣ

分离效果的影响

Ｆｉｇｕｒｅ５　 Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓｏｎ

ＨＰＬＣｓｅｐａｒａｔｉｏｎｆｏｒｐａｔｕｌｉｎｉｎｆｒｅｓｈａｐｐｌｅ

２．３．２　纯化方式对鲜食苹果中棒曲霉素加标回收率的影

响　由表１可知：ＬＬＥ和ＰＥＰＳＰＥ纯化对鲜食苹果中棒曲

霉素的回收率和变异系数均很好，能够满足检测要求。ＰＥＰ

ＳＰＥ纯化鲜食苹果中棒曲霉素回收率为８２．４２％～９５．５７％，

ＬＬＥ的回收率在７８．５４％～８０．７３％，ＰＥＰＳＰＥ纯化鲜食苹果

中棒曲霉素在３个加标水平下回收率都显著（Ｐ＜０．０５）高于

ＬＬＥ。ＰＥＰＳＰＥ纯化技术的变异系数也优于ＬＬＥ，重现性

较好。

２．３．３　综合比较　由表２可知：ＰＥＰＳＰＥ与传统的ＬＬＥ纯

化技术相比，ＰＥＰＳＰＥ溶剂的用量是液液萃取溶剂用量的

１／７，大大减少了溶剂的用量，这与张苗等
［１９］采用液液萃取

浓缩苹果汁中的棒曲霉素，一个处理就需要９６ｍＬ的溶剂量

相比，更是降低了溶剂的使用量，避免了溶剂浪费对环境造

成的污染。ＰＥＰ柱的回收率在８２．４２％～９５．５７％，显著高于

液液萃取，与Ｂｅｌｔｒａｎ等
［２０］采用ＬＬＥ纯化浓缩苹果汁中的棒

曲霉素其回收率为７１％～７５％，Ｇａｓｐａｒ等
［２１］采用液液萃取

表１　ＬＬＥ和ＰＥＰＳＰＥ回收率和变异系数


Ｔａｂｌｅ１　ＬＬＥａｎｄＰＥＰＳＰＥｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓａｎｄｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

ｏｆｖａｒｉａｔｉｏｎ

添加量／

（μｇ·Ｌ
－１）

ＬＬＥ方法

回收率／％ 变异系数／％

ＰＥＰＳＰＥ方法

回收率／％ 变异系数／％

５０ ８０．７３ａ ６．３０ ９５．５７ｂ ４．３４

１００ ７８．５４ａ ５．７４ ８３．６５ｂ ３．２６

１０００ ７９．３５ａ ６．５８ ８２．４２ｂ ４．４１

　　　同行不同字母表示两种方法间差异显著。
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混浊苹果汁的回收率为６０％相比显著低于ＰＥＰＳＰＥ纯化技

术的回收率。ＰＥＰＳＰＥ方法操作简单，可操作性强，样品的

提取和净化过程可同时完成，使得样品处理时间缩短。ＰＥＰ

ＳＰＥ处理单个样品需１５ｍｉｎ，而液液处理需要６０ｍｉｎ，一个

固相萃取装置能同时处理１２或更多个样品，多个样品处理

时更能体现ＰＥＰＳＰＥ的快速，ＰＥＰＳＰＥ能够较快地处理大

量的样品。固相萃取因其方便、快捷而逐渐引入到苹果测定

棒曲霉素的含量的前处理中。Ｂｏｏｎｚａａｉｊｅｒ等
［２２］采用Ｃ１８柱

纯化苹果及制品中的棒曲霉素，其回收率为６３％，ＲＳＤ为

１７％，处理一个样品需２６ｍＬ溶剂量。本试验的ＰＥＰＳＰＥ

方法回收率为８２．４２～９５．５７％，ＲＳＤ为３．２６～４．４１％，溶剂用

量 为 ８ ｍＬ。ＰＥＰＳＰＥ 纯 化 技 术 的 回 收 率 远 远 高 于

Ｂｏｏｎｚａａｉｊｅｒ等
［２２］的结果，所需的溶剂量也远远少于Ｃ１８柱所

需的量。

表２　ＬＬＥ与ＰＥＰＳＰＥ纯化技术的综合比较


Ｔａｂｌｅ２　Ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｗｉｔｈＰＥＰＳＰＥａｎｄ

ＬＬＥｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ

方法
溶剂用

量／ｍＬ

回收率／

％

变异系

数／％
图谱

操作时

间／ｍｉｎ

ＬＬＥ ５６ ７９．３５～８０．７３ ５．７４～６．５８ 较好 ６０

ＰＥＰＳＰＥ ８ ８２．４２～９５．５７ ３．２６～４．４１ 较好 １５

３　结论
本试验结果表明，测定棒曲霉素的 ＨＰＬＣ的最佳色谱条

件：乙腈与水体积比为１０９０；流速０．８ｍＬ／ｍｉｎ；最佳提取

方法是直接研磨提取；最佳纯化技术是ＰＥＰ柱固相萃取其

回收率在８２．４２％～９５．５７％、变异系数３．２６％～４．４１％，建立

了灵敏高效的测定鲜食苹果中棒曲霉素的方法，为鲜食果蔬

原料中棒曲霉素的检测提供理论依据。但是在提取苹果中

的棒曲霉素时苹果浆易褐变，褐变对棒曲霉素的影响有待进

一步研究。
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