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高效液相色谱-荧光检测法测定沉香中黄曲霉毒素 B1、B2、G1、G2 

张金星 1，龚旭东 1，周  谧 1，徐丹洋 1，高  慧 2* 

1. 南通市食品药品监督检验中心，江苏 南通  226006 

2. 南京中医药大学连云港附属医院，江苏 连云港  222004 

摘  要：目的  建立高效液相色谱–光化学衍生–荧光检测法测定沉香药材中黄曲霉毒素 B1、B2、G1、G2。方法  采用高

效液相色谱法，通过免疫亲和柱提取和净化，荧光检测器检测。Agilent Zorbax Ecilpse Plus C18 色谱柱（250 mm×4.6 mm，5 

μm）；流动相：甲醇–水（45∶55）；体积流量：0.8 mL/min；柱温：30 ℃；进样盘温度：4 ℃；荧光激发波长为 360 nm，

发射波长为 450 nm。结果  黄曲霉毒素 B1、B2、G1、G2 分别在 9.3～74.4、3.0～24.0、9.3～74.4、3.5～28.0 pg 线性关系良

好，r 均大于 0.998 0；检测限分别为 1.86、0.60、1.86、0.70 pg，定量限分别为 7.44、2.40、7.44 、2.80 pg。平均回收率分

别为 78%、92%、82%、99%，RSD 值分别为 4.4%、3.0%、4.3%、2.8%。结论  所建立的方法结果准确、重复性、稳定性

均良好，可用于沉香药材中黄曲霉毒素的质量控制。 
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Determination of aflatoxin B1, B2, G1, and G2 in Aquilariae Lignum Resinatum by 
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Abstract: Objective  To establish an HPLC-florescence detection method for determination of aflatoxin B1, B2, G1, and G2 in 

Aquilariae Lignum Resinatum. Methods  HPLC method was adopted, extracting and purifying were used with an immunoaffinity 

column, enhanced by a photochemical high-performance liquid chromatography, and detected by a fluorescent detector. The contents 

of aflatoxins were determined on Agilent C18 column (250 mm × 4.6 mm, 5 μm). The mobile phase was methanol - water (45∶55 ) 

with a flow rate of 0.8 mL /min, and the column temperature was 30 ℃. The Sample tray temperature was 4 ℃. The excitation 

wavelength was set as 360 nm and the emission wavelength was 450 nm. Results  Aflatoxins B1, B2, G1, and G2 had good linear 

relationship in the range of 9.3 — 74.4, 3.0 — 24.0, 9.3 — 74.4, and 3.5 — 28.0 pg with r values above 0.998 0. The average 

recovery rates were 78%, 92%, 82%, and 99% with the RSDs were 4.4%, 3.0%, 4.3%, and 2.8%, respectively. The detection limits of 

aflatoxins B1, B2, G1, and G2 were 1.86, 0.60, 1.86, and 0.70 pg, and the quantitative limits were 7.44, 2.40, 7.44, and 2.80 pg. 

respectively. Conclusion  The method is accurate, reproducible, and stable, and can be used for the quality control of aflatoxins in 

Aquilariae Lignum Resinatum. 
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沉香为瑞香科植物白木香 Aquilaria sinensis 

(Lour.) Gilg 含有树脂的木材[1]，是一种名贵药材，

素有“药中黄金”之称。作为一种中医常用药，沉

香具有行气止痛、温中止呕、纳气平喘之功效[2]。

黄曲霉毒素是黄曲霉、寄生曲霉、集峰曲霉和伪溜

曲霉 4 种霉菌产生的次生代谢产物，是目前为止发

现的毒性最大的真菌毒素，对人体、动物器官尤其

是肝脏损害严重。黄曲霉毒素已经被国际癌症研究 
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机构确定为 I 类致癌物[3]。黄曲霉毒素的毒性是氰

化钾毒性的 10 倍以上，是剧毒物砒霜的 68 倍，诱

发肝癌的风险比二甲基亚硝胺大 75 倍[4-5]。黄曲霉

毒素主要有 4 种，即黄曲霉毒素 B1、B2、G1、G2，

其中黄曲霉毒素 B1被公认为是主要的有毒物质，主

要存在于农产品、饲料和中药材中[6-8]。除了《中国

药典》2015 年版所规定的 19 种中药材必须检测黄

曲霉毒素外，在日常检验过程中也发现一些中药材

品种中存在黄曲霉毒素污染问题，甚至存在毒素超

标现象。高效液相色谱法灵敏度高、重复性强；柱

后衍生法主要有电化学衍生法、光化学衍生法。光

化学衍生法在荧光检测器之前接入了结构简单的

光化学反应池，不需要化学试剂，仪器连接和操作

方便。本研究采用高效液相色谱–光化学衍生–荧

光检测法对沉香药材中黄曲霉毒素进行测定。 

1  仪器与试药 

1.1  仪器 

Ultimate 3000 高效液相色谱仪（赛默飞世尔科

技有限公司）；HX-G 光化学柱后衍生仪（武汉恒信

世纪科技有限公司）；T25 Digital ULTRA-TURRAX

分散机（德国 IKA）；Centrifuge 5430 离心机

（Eppendorf AG）；CPA225D 电子天平[赛多利斯科

学仪器（北京）有限公司]；TUBE-Mill 100C S025

研磨机（德国 IKA）；Milli-Q 超纯水仪（美国密理

博公司）；P116/110 免疫亲和柱（AFLARHONE 

WIDE）。 

1.2  试药 

黄曲霉毒素 B1、B2、G1、G2 混合对照品溶液

购自中国食品药品检定研究院，批号 610001- 

201804，质量浓度分别为 0.93、0.30、0.93、0.35 

μg/mL，溶剂为乙腈；沉香药材收集于药材市场和

产地，共 41 批，分别编号为 S1～S41，经南通市食

品药品监督检验中心龚旭东主任中药师鉴定后均

为正品；甲醇、乙腈为色谱纯，其他试剂均为分析

纯，水为纯化水。 

2  方法与结果 

2.1  色谱条件 

Agilent Zorbax Ecilpse Plus C18 色谱柱（250 

mm×4.6mm，5 μm）；流动相：甲醇–水（45∶55）；

体积流量：0.8 mL/min；柱温：30 ℃；进样盘温度：

4 ℃；荧光激发波长为 360 nm，发射波长为 450 nm。 

2.2  溶液制备 

2.2.1  混合对照品溶液的制备  精密量取黄曲霉

毒素混合对照品溶液 0.5 mL，置于 10 mL 量瓶中，

用 70%甲醇稀释至刻度，摇匀，作为贮备溶液。精

密量取贮备溶液 1 mL，置于 25 mL 量瓶中，用 70%

甲醇稀释至刻度，摇匀，即得（黄曲霉毒素 B1、B2、

G1、G2 的质量浓度分别为 1.86、0.60、1.86、0.70 

ng/mL）。 

2.2.2  供试品溶液的制备  取沉香药材，粉碎，过

二号筛，取粉末 15 g，精密称定，置于烧杯中，加

入氯化钠 1 g，精密加入 70%甲醇 40 mL，12 000 

r/min 高速搅拌 2 min，4 000 r/min 离心 5 min，取

上清液 15 mL，用 0.45 μm 滤膜滤过，取续滤液 10 

mL，置于 50 mL 量瓶中，用超纯水稀释至刻度，

摇匀，再次 7 000 r/min 离心 5 min，用 0.45 μm 滤

膜滤过，取续滤液 30 mL，通过免疫亲和柱，体积

流量 3 mL/min，弃去洗脱液，用水 20 mL 洗脱，弃

去洗脱液，使空气进入免疫亲和柱，再用适量甲醇

洗脱，收集洗脱液，置于 2 mL 量瓶中，用 70%甲

醇稀释至刻度，摇匀，即得。 

2.3  系统适用性试验 

取混合对照品溶液，进样测定，记录色谱图，

结果出峰顺序依次为黄曲霉毒素 G2、G1、B2、B1，

两个相邻色谱峰的分离度均大于 1.5。 

2.4  线性关系考察 

分别取混合对照品溶液 5、10、15、20、25、

30、40 μL，按拟订色谱条件进样测定，记录色谱图，

测定峰面积。以峰面积为纵坐标，进样量为横坐标，

绘制标准曲线，结果见表 1。 

 

表 1  回归方程及线性范围 

Table 1  Regression equation and linear range 

成分 回归方程 r 线性范围/pg 

黄曲霉毒素 B1 Y＝235.2 X－90.32 0.998 0 9.3～74.4 

黄曲霉毒素 B2 Y＝508.8 X＋101.9 0.999 0 3.0～24.0 

黄曲霉毒素 G1 Y＝163.3 X－7.334 0.999 0 9.3～74.4 

黄曲霉毒素 G2 Y＝395.4 X－69.92 0.999 0 3.5～28.0 
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2.5  检测限测定 

将混合对照品适当稀释后制得一系列不同质

量浓度的对照品溶液，按拟订色谱条件进样测定，

以信噪比 3∶1、10∶1 分别作为检测限和定量限。

结果黄曲霉毒素 B1、B2、G1、G2检测限分别为 1.86、

0.60、1.86、0.70 pg，定量限分别为 7.44、2.40、7.44、

2.80 pg。 

2.6  精密度试验 

取混合对照品溶液，按拟订色谱条件进样测

定，连续测定 7 次，进样量 15 μL。结果黄曲霉毒

素 B1、B2、G1、G2 峰面积的 RSD 值分别为 3.6%、

3.7%、1.8%、1.5%。 

2.7  稳定性试验 

取 S38 样品制备的供试品溶液，按拟订色谱条

件进样测定，分别于 0、2、4、6、8、12、24 h 进

样测定，结果黄曲霉毒素 B1、G1峰面积的 RSD 值

分别为 2.9%、2.5%。 

2.8  重现性试验 

取 S38 样品制备的供试品溶液，更换高效液相

色谱仪器、色谱柱和实验人员，按拟订色谱条件进

样测定，结果黄曲霉毒素 B1、G1 峰的峰形良好、

分离度良好，黄曲霉毒素 B1、G1峰面积的 RSD 值

分别为 3.3%、2.3% 

2.9  回收率试验 

精密称取 S1 样品 6 份，分别加入混合对照品

溶液 12 mL（其中黄曲霉毒素 B1、B2、G1、G2 加入

量分别为 22.3、7.2、22.3、8.4 ng），制备供试品溶

液，按拟订色谱条件进样测定。根据《中国药典》

2015 年版四部分析方法验证指导原则，待测组分质

量分数为 1×10−6，回收率为 75%～120%；待测组

分质量分数 10×10−6，回收率为 70%～125%。结果

黄曲霉毒素 B1、B2、G1、G2的回收率分别为 78%、

92%、82%、99%，RSD 值分别为 4.4%、3.0%、4.3%、

2.8%。 

2.10  样品测定 

取沉香样品，制备供试品溶液，按拟订色谱条

件进样测定，从标准曲线上计算出供试品中黄曲霉

毒素的量。结果在 41 批沉香中有 5 批样品（S16、

S18、S34、S38、S43）受到黄曲霉毒素的污染，虽

然都没有超出《中国药典》2015 年版给出的限度，

但检出率达到了 12%。结果见图 1、表 2。 

 

 

1-黄曲霉毒素G2  2-黄曲霉毒素G1  3-黄曲霉毒素B2  4-黄曲霉

毒素 B1 

1-aflatoxi G2  2-aflatoxi G1  3-aflatoxi B2  4-aflatoxi B1 

图 1  混合对照品（A）和沉香 S38 样品（B）的 HPLC 图谱 

Fig. 1  HPLC Chromatograms of mixed reference substances 

(A) and Aquilariae Lignum Resinatum sample S38 (B) 

 

表 1  沉香中黄曲霉毒素的测定结果 

Table 1  Determination of aflatoxins in Aquilariae Lignum Resinatum 

样品 产地 黄曲霉毒素 B1/(ng∙kg−1) 黄曲霉毒素 B2/(ng∙kg−1) 黄曲霉毒素 G1/(ng∙kg−1) 黄曲霉毒素 G2/(ng∙kg−1) 

S16  广东电白 未检出 未检出 3.6 未检出 

S18  广东电白 未检出 未检出 2.9 未检出 

S34  广东电白 5.2 未检出 2.1 未检出 

S38  广西玉林 3.3 未检出 3.1 未检出 

S43  广东电白 1.9 未检出 2.8 未检出 

 

3  讨论 

本研究对《中国药典》2015 年版中黄曲霉毒素

检测方法进行了完善，通过调整流动相的比例来改

善对照品分离度，并通过改变对照品溶剂来解决进

样量过大时对照品峰变形问题。此法较薄层色谱

法、酶联免疫吸附法具有专属性强、灵敏度高、重

复性强的特点。前处理过程中借助高速匀浆、免疫

亲和柱的净化，解决了杂质干扰严重的问题，回收
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率好。由于黄曲霉毒素为剧毒物质，实验过程中应

注意防护。用完后的实验器皿应经过次氯酸钠溶液

浸泡处理后，再清洗或作为废弃物丢弃。 

随着我国中医药事业的不断发展，中药疗效在

被认可、重视的同时，其安全性也受到广泛关注。

沉香无论是作为名贵中药材还是艺术藏品都日益

受到人们的重视。作为一种传统中药材，沉香需要

不断完善质量标准，才可切实保障药品的安全、有

效、可控。结合药材实际情况，可以看出受黄曲霉

污染的沉香都为存放时间较长的老料，产地收集的

近年样品以及在市场流通环节的样品中均未检测

出黄曲霉。可以看出尽管沉香在生长过程中是受伤

形成树脂，但在伤口处受黄曲霉污染的可能性较

小，贮存时间、贮存条件影响着沉香药材的质量。

黄曲霉毒素在中药材生长、采集、储藏、加工过程

中均可能污染。应该引起监管部门的高度重视，不

断完善中药中黄曲霉毒素的检测方法和限量标准，

保证人民用药安全。 
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