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·药材与资源· 

三线定量胶体金免疫亲和试纸法定量中药饮片中黄曲霉毒素 B1 及 B1、
B2、G1、G2 总量的研究  

范妙璇，傅欣彤*，陈奕菲，陈思妮，陈  晶，张  婷，陈有根 

北京市药品检验所，国家药品监督管理局中成药质量评价重点实验室，中药成分分析与生物评价北京市重点实验室，北

京  102206 

摘  要：目的  利用三线胶体金侧流向免疫色谱技术，针对中药特点对样品前处理和检测曲线进行研究，建立快速、准确的

定量测定中药饮片中黄曲霉毒素 B1、B2、G1 和 G2 总量的方法，迅速检测中药饮片中黄曲霉毒素的污染程度。方法  利用

胶体金免疫亲和法建立《中国药典》2020 年版规定限度的 24 种中药饮片中黄曲霉毒素测定方法，进行方法学验证，并对 60

种中药饮片，共计 195 批次样品进行分类测定。同时利用液质联用（三重四级杆质谱法）对上述样品进行定量检测，并比对

2 种检测方法。采用配对 t 检验法比较 2 种方法的检测结果是否存在显著性差异；通过加入其他真菌毒素对试纸条的特异性

进行考察。结果  通过胶体金侧流向免疫色谱技术测定中药饮片中黄曲霉毒素含量，胶体金方法和液质联用方法检测结果一

致，无显著性差异，加样回收率为 80.3%～119.7%，与黄曲霉毒素 M1 和 M2、赭曲霉毒素、脱氧雪腐镰刀菌烯醇和玉米赤

霉烯酮等其他真菌毒素没有交叉反应。单独研究黄曲霉毒素 B1 与 B1、B2、G1 和 G2 总量之间无交叉干扰，且其含量测定

符合《中国药典》2020 年版规定的标准检验要求。结论  胶体金检测方法可以准确、定量、快速检测中药饮片中黄曲霉毒素

含量。该方法具有简单、快捷和低毒等优点。 
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Quantitative study of total amount of aflatoxins B1 and B1, B2, G1 and G2 in 

Chinese herbal pieces by colloidal gold immunoaffinity method 
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Abstract: Objective  A rapid and accurate method for quantitative determination of aflatoxins B1, B2, G1, and G2 in Chinese herbal 

pieces was established by using colloidal gold-side flow immunochromatography, and the pollution level of aflatoxins in prepared 

slices of Chinese herbal pieces was determined rapidly. Methods  The content of aflatoxin in 24 kinds of Chinese herbal pieces was 

determined by colloidal gold immunoaffinity method, and the results were compared by liquid mass spectrometry. The paired t test 

was used to compare whether there was significant difference between the two methods. The specificity of the test strip was investigated 

by adding other fungal toxins. Tonga calculated the recovery rate. Results  The aflatoxin content in the Chinese herbal pieces were 

determined through side to immune colloidal gold chromatography technology. The test results of colloidal gold method and LC-

MS/MS method were consistent. There was no significant difference, result in three levels in the low recovery rate was between 80.3% 
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and 119.7%, and aflatoxin M1 and M2, ochre and aspergillus toxin, vomiting toxins and corn gibberellic ketene and other mycotoxins 

had no cross reaction, which met the requirements. Conclusion  Colloidal gold assay can be used for accurate, quantitative and rapid 

determination of aflatoxins in prepared slices. The method has the advantages of simplicity, rapidity and low toxicity. 

Key words: total aflatoxins; immune colloidal gold lateral-flow technology; colloidal gold immune affinity method; Chinese herbal 

pieces; LC-MS method; ochratoxin; deoxynivalenol; zearalenone 
 

真菌毒素污染被世界卫生组织列为食源性疾病

的重要根源，其中黄曲霉毒素的危害最大[1-3]。黄曲

霉毒素（aflatoxins，AFTs）是黄曲霉和寄生曲霉等

菌种产生的次生代谢产物，是一类化学结构类似的

化合物，均为二氢呋喃香豆素的衍生物，以黄曲霉

毒素 B1（aflatoxin B1，AFB1）、黄曲霉毒素 B2

（aflatoxin B2，AFB2）、黄曲霉毒素 G1（aflatoxin G1，

AFG1）、黄曲霉毒素 G2（aflatoxin G2，AFG2）的

危害和毒性最大[4-5]。1993 年 AFTs 被世界卫生组织

的癌症研究机构划定为 I 类致癌物[6]。AFTs 是一类

毒性极强的物质，其毒性相当于氰化钾的 10 倍、砒

霜的 68 倍，可引起肝脏的急慢性损害，同时还对肾

脏等其他多种组织器官造成严重损害,并具有致癌、

致畸、致细胞突变的“三致”作用[7-10]。因此各国相

继制定了食品中 AFTs 限量的法规，以保护健康[11-15]。 

为了加强中药材的质量控制，国家食品药品监

督管理局增加了中药材的安全性指标控制项目，尤

其是加强对中药材中AFTs的控制，《中国药典》2020

年版中增加了 AFTs 的检查方法，并针对 24 种中药

材及饮片开展 AFTs 检查，并明确规定了 AFB1 的

限量不得超过 5 μg/kg、AFTs 总量（以 AFB1、AFB2、

AFG1、AFG2 总量计）的限量标准为 10 μg/kg[16]。 

目前，AFTs 的检测方法有高效液相色谱法

（HPLC）、薄层色谱法（TLC）[17-26]和酶联免疫吸附

法（ELISA）[27]。液相色谱质谱联用法，尤其是三

重四极杆质谱检测器具有灵敏度高、特异性强、选

择性好、抗基质背景干扰能力强等特点，多用于复

杂基质的检测[28-33]，其目前也被《中国药典》2020

年版四部 AFTs 检查法作为仲裁的验证法应用[16]。

《中国药典》中规定的仪器检测方法虽然准确，但标

准检验方法，前处理复杂，液相及质谱法检测仪器

昂贵，饮片生产经营企业检测均有一定的困难，无

法满足廉价、快速现场检测的要求。在检测黄曲霉

菌技术的发展中还有胶体金免疫色谱法、毛细管电

泳法、生物传感器法、荧光免疫分析荧光偏振免疫分

析法、膜基质免疫分析法、免疫芯片检测法等[34-35]。

胶体金技术检测 AFTs 的方法具有快速、简便、低

毒等优势，近年来开始应用于粮食饲料领域[36-39]，

其不仅能够检测粮油、饲料、水稻以及玉米等谷物

中 AFB1、玉米赤霉烯酮、伏马毒素 B1 等微生物毒

素，还检测牛奶中三聚氰胺、水产品中氯霉素和硝

基呋喃代谢物等非法添加剂、食物中副溶血性弧菌、

金黄色葡萄球菌以及农药重金属的残留[40-41]。但是

中药中胶体金快速检测受到基质干扰问题非常大。

根据研究发现不同的中药基质 AFT 污染差异性较

大，中药材柏子仁与薏苡仁本身所含有的成分可以

为霉菌的生长提供充足的养分，产毒真菌在这 2 种

油脂与淀粉类基质中容易大量繁殖，导致 AFT 污染

率高[42]；大枣等提取液较黏的样品，存在糖、黏液

质和大分子蛋白等基质的干扰；陈皮、使君子、槟

榔、蜈蚣等色素干扰较大的样品都会产生假阳性。

所以亟需建立适用于中药检测的特殊前处理方式及

结果矫正曲线等新的胶体金 AFTs 检测方法研究。 

胶体金技术又称侧流向免疫色谱技术，是以胶

体金作为示踪标记物应用于样品中待测物检测的一

种免疫检测技术，可用于样品中待测物质的快速定

性或定量检测，是一种稳定、灵敏的检测方法[43-45]。

其反应原理为试样提取液中的 AFTs 与检测条中的

胶体金微粒发生反应，AFTs 与胶体金微粒的结合物

以及游离的胶体金微粒在侧流作用下移动，当到达

检测线时，包被的抗原与游离胶体金微粒结合，胶

体金微粒富集后呈现红色，其颜色深浅与试样中

AFTs 的含量相关。用配套读数仪测定检测条上检测

线和质控线颜色深浅，根据颜色深浅和读数仪内置

标准曲线计算出试样中 AFTs 的含量[46-47]，通常只

能进行定性检测，无法准确定量；而市场上少数可

用于定量测定的二线试纸存在无法抗基质背景干扰

而出现假阳性率高、定量曲线不稳定、且检测范围

较窄，无法稀释后检测等问题。而本方法中使用的

AFTs 定量检测条，则针对这一情况在技术上做了改

进，增加了一条检测线，形成三线定量检测条，即

包括 2 条检测线和 1 条质控线，同时使用读数仪，

实现待测样品的准确定量。三线定量检测条的意义

在于可以增加定量结果的准确性和稳定性，同时能

够增加定量检测的范围，检测范围较其他胶体金检

测条更宽。 
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此外与传统食品检测不同，中药的基质背景复

杂，色素黏液质及中药中不同有效成分（如黄酮类、

蒽醌类、菲醌类化合物等）都会给胶体金检测带来

不同程度的影响。根据此情况，研发出几种不同的

前处理方法，分别解决此问题，以使胶体金可以作

为一种中药 AFTs 通用的检测方法。并且针对中药

基质背景干扰的问题，重新对内部工作曲线进行矫

正，针对中药精确度要求高，含量范围大等特点本

研究开发了 3 个读数曲线进行低、中、高 3 个质量

浓度的检测。该研究利用竞争法原理，在传统免疫

分析的基础上引入胶体金快速检测方法，发展出

AFTs 胶体金免疫快速定量检测技术。该方法实现了

简单、灵敏、准确、快捷、低毒等优点，10～30 min

完成前处理，10 min 内可完成 1～4 个样品的定量

检测，顺应了快速检测的发展方向。 

1  仪器与材料 

1.1  仪器与试剂 

ROSA 定量读数仪、ROSA 45 ℃恒温孵育器、

黄曲霉毒素全封闭三线定量检测条、黄曲霉毒素 B1

全封闭三线定量检测条购自北京中检葆泰生物技术

有限公司；IKA A11basic 中药粉碎机、VORTEX 2

涡旋振荡仪，购自德国 IKA 公司；XPE204 千分之

一分析天平，购自德国赛多利斯公司；DT5-2B 离心

机，购自北京时代北利离心机有限公司；实验用水

为高纯水，甲醇、乙腈均为色谱纯。 

赛默飞世尔超高效液相色谱-串联三重四极杆

质谱仪（UHPLC-TSQ Quantum），美国赛默飞世尔

公司，配有二极管阵列检测器（PDA）、电喷雾离子

源（ESI）、Xcalibur 工作站等。 

1.2  样品与对照品 

共收集河北、安徽、江苏、云南、天津、重庆、

北京等省市的市售远志、大枣、使君子、麦芽、柏

子仁、莲子、桃仁、酸枣仁、薏苡仁、槟榔、僵蚕、

全蝎、水蛭、肉豆蔻、陈皮、地龙、胖大海、决明

子、蜈蚣、蜂房、九香虫、延胡索、土鳖虫、马钱

子等 60 种中药饮片样品，每个品种 2 个批次。共计

120 个批次。经北京市药检所杜小伟主管药师鉴定

均为正品，具体信息见表 1。 

表 1  样品信息 

Table 1  Information of samples 

序号 样品 基原 产地 序号 样品 基原 产地 

1 远志 1 远志科植物远志 Polygala tenuifolia Willd.的干燥根 山西 14 椒目 芸香科植物花椒 Zanthoxylum bungeanum Maxim. 四川 

 远志 2 远志科植物远志的干燥根 陕西   的干燥成熟种子  

2 大枣 鼠李科植物枣 Ziziphus jujuba Mill.的干燥成熟果实 山西 15 陈皮 芸香科植物橘 Citrus reticulata Blanco 及其栽培 广东 

3 酸枣仁 鼠李科植物酸枣 Z. jujuba Mill. var. spinosa (Bunge) 河北   变种的干燥成熟果皮  

  Hu ex H. F. Chou 的干燥成熟种子  16 麦芽 禾本科植物大麦 Hordeum vulgare L.的成熟果实 河北 

4 桃仁 蔷薇科植物桃 Prunus persica (L.) Batsch 的干燥成熟种子 河北   经发芽干燥的炮制加工品  

5 柏子仁 柏科植物侧柏 Platycladus orientalis (L.) Franco 的干燥 山东 17 马钱子 马钱科植物马钱 Strychnos nux-vomica L.的干燥 越南 

  成熟种仁    成熟种子  

6 莲子 睡莲科植物莲 Nelumbo nucifera Gaertn.的干燥成熟种子 湖北 18 槟榔 棕榈科植物槟榔 Areca catechu L.的干燥成熟种子 海南 

7 肉豆蔻 肉豆蔻科植物肉豆蔻 Myristica fragrans Houtt.的干燥种仁  19 栀子 茜草科植物栀子 Gardenia jasminoides Ellis 的干 山东 

8 胖大海 梧桐科植物胖大海 Sterculia lychnophora Hance 的干燥 广西   燥成熟果实  

  成熟种子  20 使君子 使君子科植物使君子 Quisqualis indica L.的干燥 四川 

9 决明子 豆科植物钝叶决明 Cassia obtusifolia L.的干燥成熟种子 安徽   成熟果实  

10 炒白术 菊科植物白术 Atractylodes macrocephala Koidz. 浙江 21 枳壳 芸香科植物酸橙 Citrus aurantium L.及其栽培变 四川 

  的干燥根茎的炮制品    种的干燥未成熟果实  

11 薏苡仁 禾本科植物薏米 Coix lacryma-jobi L.var. ma-yuen 河北 22 茯苓 多孔菌科真菌茯苓 Poria cocos (Schw.) Wolf 的干 安徽 

  (Roman.) Stapf 的干燥成熟种仁    燥菌核  

12 淡豆豉 豆科植物大豆 Glycine max (L.) Merr. 的干燥成熟 河北 23 太子参 石竹科植物孩儿参 Pseudostellaria heterophylla  贵州 

  种子（黑豆）的发酵加工品    (Miq.) Pax ex Pax et Hoffm.的干燥块根  

13 焦神曲 全麦粉和其他药物（青蒿、苍耳、辣蓼、杏仁、 北京 24 板蓝根 十字花科植物菘蓝 Isatis indigotica Fort.的干燥根 河北 

  赤小豆等芽）混合后经发酵而成的加工品  25 法半夏 半夏 Pinellia ternata (Thunb.) Breit.的炮制加工品 湖北 
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续表 1 

序号 样品 基原 产地 序号 样品 基原 产地 

26 白茅根 禾本科植物白茅 Imperata cylindrica Beauv. var. 河北 41 地龙 钜蚓科动物参环毛蚓 Pheretima aspergillum (E. Perrier) 广东 

  major (Nees) C. E. Hubb.的干燥根茎    的干燥体  

27 黄芪 豆科植物蒙古黄芪 Astragalus membranaceus (Fisch.) 内蒙 42 蜈蚣 蜈蚣科动物少棘巨蜈蚣 Scolopendra subspinipes mutilans 安徽 

  Bge. var. mongholicus (Bge.) Hsiao 的干燥根    L. Koch 的干燥体  

28 牛膝 苋科植物牛膝 Achyranthes bidentata Bl.的干燥根 河南 43 车前草 车前科植物平车前 Plantago depressa Willd.的干燥全草 河北 

29 何首乌 蓼科植物何首乌 Polygonum multiflorum Thunb.的 甘肃 44 金银花 忍冬科植物忍冬 Lonicera japonica Thunb.的干燥花蕾 山东 

  干燥块根  45 鱼腥草 三白草科植物蕺菜 Houttuynia cordata Thunb.的干燥地上 贵州 

30 延胡索 罂粟科植物延胡索 Corydalis yanhusuo W. T. Wang 安徽   部分  

  的干燥块茎  46 蒲公英 菊科植物蒲公英 Taraxacum mongolicum Hand. -Mazz.的 河北 

31 知母 百合科植物知母 Anemarrhena asphodeloides Bge. 河北   干燥全草  

  的干燥根茎  47 六神曲 辣蓼、青蒿、苍耳、苦杏仁、赤小豆与小麦面粉或麸皮 北京 

32 玉竹 百合科植物玉竹 Polygonatum odoratum (Mill.) Druce 湖南   混合后经发酵而制成的曲剂  

  的干燥根茎  48 焦神曲 六神曲的炮制加工品 北京 

33 三七 五加科植物三七 Panax notoginseng (Burk.) F. H.  云南 49 虎杖 蓼科植物虎杖 Polygonum cuspidatum Sieb. et Zucc.的干燥 河北 

  Chen 的干燥根和根茎    根茎和根  

34 红参 五加科植物人参 Panax ginseng C. A. Mey.的栽培品 吉林 50 黄连 毛茛科植物黄连 Coptis chinensis Franch.的干燥根茎 四川 

  经蒸制后的干燥根和根茎  51 大青叶 十字花科植物菘蓝 Isatis indigotica Fort.的干燥叶 辽宁 

35 人参 五加科植物人参的干燥根和根茎 吉林 52 炒枳壳 芸香科植物酸橙及其栽培变种的干燥未成熟果实 四川 

36 巴戟天 茜草科植物巴戟天 Morinda officinalis How 的干燥根 广东 53 大黄 蓼科植物掌叶大黄 Rheum palmatum L.的干燥根和根茎 甘肃 

37 泽泻 泽泻科植物东方泽泻 Alisma orientale (Sam.) Juzep. 福建 54 甘草片 豆科植物甘草 Glycyrrhiza uralensis Fisch.的干燥根和根茎 内蒙 

  的干燥块茎  55 土鳖虫 鳖蠊科昆虫地鳖 Eupolyphaga sinensis Walker 的雌虫干 河北 

38 僵蚕 蚕蛾科昆虫家蚕 Bombyx mori Linnaeus 4～5 龄的 浙江   燥体  

  幼虫感染（或人工接种）白僵菌 Beauveria  56 九香虫 蝽科昆虫九香虫 Aspongopus chinensis Dallas 的干燥体 河北 

  bassiana (Bals.) Vuillant 而致死的干燥体  57 蜂房 胡蜂科昆虫果马蜂 Polistes olivaceous (De Geer)的巢 河北 

39 水蛭 水蛭科动物水蛭 Hirudo nipponica Whitman 的干燥 山东 58 红花 菊科植物红花 Carthamus tinctorius L.的干燥花 新疆 

  全体  59 白花蛇舌草 茜草科植物白花蛇舌草 Hedyotis diffusa Willd.的干燥全草 河北 

40 全蝎 钳蝎科动物东亚钳蝎 Buthus martensii Karsch 的 河南 60 银杏叶 银杏科植物银杏 Ginkgo biloba L.的干燥叶 浙江 

  干燥体      
 

对照品 AFTB1（批号 L19044A）、AFTB2（批

号 L18323B）、AFTG1（批号 L15331C）、AFTG2（批

号 L15391A）、AFTM1（批号 L19082M）、AFTM2

（批号 1I00F12）、伏马毒素 B1（批号 L18183F）、赭

曲霉毒素 A（批号 L19122A）、脱氧雪腐镰刀菌烯醇

（批号 1I00F04）、玉米赤霉烯酮（批号 L18351Z），

以上对照品质量分数均≥98%，均购自美国 Supelco

公司。 

2  方法 

2.1  样品准备   

参照《中国药典》2020 年版药材和样品取样法

（通则 0211）进行取样。取代表性的样品 50 g，用粉

碎机将样品粉碎至全部通过二号筛，充分混合均匀。 

2.2  供试品溶液的制备   

2.2.1  样品提取方法 1  远志、大枣、使君子、麦

芽、柏子仁、莲子、桃仁、酸枣仁、薏苡仁、僵蚕、

水蛭、全蝎、巴戟天、人参、太子参、红参、红花、

何首乌、蒲公英、甘草片、牛膝、板蓝根、黄芪、

法半夏、泽泻、淡豆豉、延胡索、椒目、六神曲、

神曲。 

取代表性均匀粉末（过二号筛）样品，精密称

取样品 2 g 至离心管中；加入 4 mL（远志、大枣、

使君子、麦芽、柏子仁、莲子、桃仁、酸枣仁、薏

苡仁、僵蚕、水蛭、全蝎、巴戟天、人参、太子参、

红参、红花、何首乌、牛膝、板蓝根、法半夏、泽

泻、淡豆豉、延胡索、椒目、六神曲、神曲）或 6 mL
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（蒲公英、甘草片、黄芪）70%甲醇，涡旋振荡 2 min；

4500 r/min 离心 10 min（离心后的样品在 2 h 内使

用）；精密量取 100 μL 离心后的上清液至含有 1.0 

mL 黄曲霉稀释缓冲液的离心管中，作为供试品溶

液（样品上清液加入稀释缓冲液中如果有沉淀，可

充分混匀后进行离心，取离心后上清液检测）。 

2.2.2  样品提取方法 2  肉豆蔻、胖大海、地龙、栀

子、三七、鱼腥草、车前草、焦神曲、金银花、炒

白术、蜂房、土鳖虫、玉竹、九香虫、白茅根、知

母、白花蛇舌草、茯苓、枳壳、马钱子、炒枳壳。 

取代表性均匀粉末（过二号筛）样品，精密称

取样品 2 g 至离心管中；加入 4 mL（肉豆蔻、胖大

海、栀子、三七、焦神曲、金银花、炒白术、蜂房、

土鳖虫、玉竹、九香虫、白茅根、知母、白花蛇舌

草、茯苓、枳壳、马钱子、炒枳壳）或 6 mL（地龙、

车前草）或 8 mL（鱼腥草）甲醇（可根据样品特性

加大提取液比例），涡旋振荡 2 min；4500 r/min 离

心 10 min（离心后的样品在 2 h 内使用）；精密量取

100 μL 离心后的上清液至含有 1.0 mL 黄曲霉的稀

释缓冲液（聚山梨酯 20-磷酸盐缓冲液）的离心管

中，充分混匀，10 000 r/min 离心 5 min，作为供试

品溶液（样品上清液加入稀释缓冲液中如果有沉淀，

可充分混匀后进行离心，取离心后上清液检测）。 

2.2.3  样品提取方法 3  决明子、蜈蚣、银杏叶、陈

皮、虎杖、槟榔。 

取代表性均匀粉末（过二号筛）样品，精密称

取样品 2 g 至离心管中；加入 4 mL 甲醇溶液，涡旋

振荡 2 min；4500 r/min 离心 10 min；取上清液过

NH2 键合硅胶（500 mg/3 mL）萃取小柱，收集滤液；

精密量取 100 μL 滤液至含有 1.0 mL 黄曲霉稀释缓

冲液的离心管中，充分混匀，作为供试品溶液（样

品上清液加入稀释缓冲液中如果有沉淀，可充分混

匀后进行离心，取离心后上清液检测）。 

2.2.4  样品提取方法 4  大黄、大青叶、黄连。 

取代表性均匀粉末（过二号筛）样品，精密称

取样品 2 g 至离心管中；加入 10 mL 85%乙腈溶液，

涡旋振荡 2 min；4500 r/min 离心 10 min；取上清液

过 NH2键合硅胶固相萃取柱（500 mg/3 mL），收集

滤液；精密量取 2.5 mL 滤液，用 20 mL 水进行稀

释，混匀稀释液；移取醇活化 C18 固相萃取柱（500 

mg/3 mL）（3 mL 甲醇及 3 mL 水分别淋洗小柱使活

化），把混匀后的稀释液全部过活化过的 C18 固相萃

取柱，然后用 5 mL 水淋洗柱子；用 1 mL 甲醇洗脱

C18 固相萃取柱，收集洗脱液；精密量取 100 μL 洗

脱液至含有 1 mL 黄曲霉稀释缓冲液的离心管中，

充分混匀，此为一次稀释液，用于检测。 

2.3  供试品溶液稀释液的制备 

如果供试品溶液质量分数超过 30 ng/g 需要进

行二次稀释：精密量吸取“2.2”项方法制备的供试

品溶液 300 μL 至含有 1.0 mL 黄曲霉稀释缓冲液的

离心管中，充分混匀，作为供试品溶液稀释液。 

2.4  胶体金免疫色谱方法定量检测   

取 ROSA 黄曲霉毒素定量检测条和 AFTs 稀释

缓冲液，恢复至室温（20～25 ℃）；孵育器温度   

（45±1）℃。缓慢移取 300 μL 稀释的提取液检测条

样品室中。孵育 5 min，孵育结束后，取出检测试纸

条放至室温下，水平放置 10 min。将检测试纸条插

入读数仪。选择对应频道，选择相应的 AFTs 读数，

读取结果。该方法的检测范围为 0～150 μg/kg，共

3 个读数频道。频道 1 读取质量分数低于 10 ng/g 的

样品，灵敏度为 0.01 ng/g；频道 2 读取质量分数 10～

30 ng/g 的样品，灵敏度为 1 ng/g；频道 3 读取质量

分数为 30～150 ng/g 的样品，灵敏度为 1 ng/g。 

2.5  液质联用色谱仪（LC/MS-MS）比对检测实验

方法   

2.5.1  供试品溶液的制备  取供试品粉末约 15 g

（过二号筛），精密称定，置于均质瓶中，加入氯化

钠 3 g，精密加入 70%甲醇溶液 75 mL，高速搅拌 2 

min（搅拌速度大于 11 000 r/min），离心 5 min（离

心转速 2500 r/min），精密量取上清液 15 mL，置 50 

mL 量瓶中，用水稀释至刻度，摇匀，用微孔滤膜

（0.45 μm）滤过，量取续滤液 20.0 mL，通过免疫亲

和柱，体积流量 3 mL/min，用水 20 mL 洗脱，洗脱

液弃去，使空气进入柱子，将水挤出柱子，再用适

量甲醇洗脱，收集洗脱液，置 2 mL 量瓶中，并用甲

醇稀释至刻度，摇匀，即得。 

2.5.2  色谱、质谱条件与系统适用性试验  以十八

烷基硅烷键合硅胶为填充剂；流动相为 10 mmol/L

醋酸铵水溶液-甲醇，梯度洗脱：0～4.5 min，35%～

85%乙腈；4.5～6.0 min，85%～100%乙腈；6.0～6.5 

min，100%～35%乙腈；6.5～10.0 min，35%乙腈；

柱温 25 ℃；体积流量 0.3 mL/min。 

以三重四极杆串联质谱仪检测；电喷雾离子源

（ESI），釆集模式为正离子模式；各化合物监测离子

对和碰撞电压（CE）见表 2。 

2.5.3  系列混合对照品溶液的制备  精密量取 AFTs 
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表 2  AFB1、AFB2、AFG1、AFG2 对照品监测离子对、碰

撞电压参考值 

Table 2  Reference value of AFB1, AFB2, AFG1, AFG2 

monitoring ion pair and collision voltage  

成分 
质量浓度/ 

(μg∙mL−1) 

母离子 

(m/z) 

子离子 

(m/z) 
CE/V 

AFG2 0.3 331.1 313.1 33 

  331.1 245.1 40 

AFG1 1.0 329.1 243.1 35 

  329.1 311.1 30 

AFB2 0.3 315.1 259.1 35 

  315.1 287.1 40 

AFB1 1.0 313.1 241.0 50 

  313.1 285.1 40 
 

混合对照品溶液（AFB1、AFB2、AFG1、AFG2 的标

示质量浓度分别为 1.0、0.3、1.0、0.3 μg/mL）适量，

用 70%甲醇稀释成含 AFB2、AFG2 质量浓度分别

为 0.03、0.06、0.12、0.24、0.48、0.96、1.92、2.88 

ng/mL，含 AFB1、AFG1 质量浓度分别为 0.1、0.2、

0.4、0.8、1.2、3.2、6.4、9.6 ng/mL 的系列对照品溶

液，即得。参照《中国药典》2020 年版四部通则 2351 

AFTs 测定法第二法进行检测。 

3  结果与分析 

3.1  方法专属性 

胶体金侧流向免疫色谱快速定量检测方法特异

性实验。 

3.1.1  AFB1 特异性验证实验  选取空白 70%甲醇

（平行 6 份），莲子、薏苡仁、地龙、酸枣仁阴性样

品（平行 2 份），加入 AFB1、AFB2、AFG1、AFG2

混合对照品溶液（质量分数分别为 5、20、50 μg/kg）、

AFM1 对照品溶液（质量分数为 30 μg/kg）、AFM2

对照品溶液（质量分数为 30 μg/kg）、脱氧雪腐镰刀

菌烯醇对照品溶液（质量分数为 30 μg/kg）、玉米赤

霉烯酮对照品溶液（质量分数为 30 μg/kg）、伏马毒

素 B1 对照品溶液（质量分数为 30 μg/kg）、赭曲霉

毒素 A 对照品溶液（质量分数为 30 μg/kg），除添加

AFTs 对照品的样品可以检测出 AFTs 外，其余添加

样品测定结果均为阴性，结果见表 3。 

3.1.2  AFTs 总量特异性验证实验  选取空白 70%

甲醇（平行 6 份），莲子、薏苡仁、地龙、酸枣仁阴

性样品（平行 2 份），加入 AFB1 对照品溶液（质量

分数分别为 5、20、50 μg/kg），AFB2、AFG1、AFG2

混合对照品溶液（质量分数为 30 μg/kg），AFM1 对

照品溶液（质量分数为 30 μg/kg）、AFM2 对照品溶

液（质量分数为 30 μg/kg）、脱氧雪腐镰刀菌烯醇对

照品溶液（质量分数为 30 μg/kg）、玉米赤霉烯酮对

照品溶液（质量分数为 30 μg/kg）、伏马毒素 B1 对

照品溶液（质量分数为 30 μg/kg），赭曲霉毒素 A 对

照品溶液（质量分数为 30 μg/kg），除添加 AFTs 对

照品的样品可以检测出 AFTs 外，其余添加样品测

定结果均为阴性，结果见表 4。 

3.2  胶体金侧流向免疫色谱快速定量检测方法稳

定性实验 

将空白样品进行加标，目标质量分数分别为 

表 3  AFB1 特异性验证实验结果 (n = 6) 

Table 3  AFB1 specificity validation test results (n = 6) 

成分 
加标质量分数/ 

(μg∙kg−1) 

指标成分质量分数/(μg∙kg−1) 

空白溶剂 莲子 薏苡仁 地龙 酸枣仁 

AFB1 5 5.2 4.9 4.8 5 5 4.9 5.1 5.1 5 

 20 21 21 20 19 18 21 22 19 19 

 50 49 51 50 49 50 52 51 49 51 

AFB2、AFG1、AFG2 30 ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

AFM1 30 ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

AFM2 30 ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

脱氧雪腐镰刀菌烯醇 30 ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

玉米赤霉烯酮 30 ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

伏马毒素 B1 30 ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

赭曲霉毒素 A 30 ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

ND-未检测到 

ND-not detected 
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表 4  AFTs 总量特异性验证实验结果 (n = 6) 

Table 4  Total aflatoxin specificity verification test results (n = 6) 

标准品名称 
加标质量分数/ 

(μg∙kg−1) 

指标成分质量分数/(μg∙kg−1) 

空白溶剂 莲子 薏苡仁 地龙 酸枣仁 

AFB1、AFB2、AFG1、AFG2 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 

 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 

 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 

AFM1 30 ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

AFM2 30 ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

脱氧雪腐镰刀菌烯醇 30 ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

玉米赤霉烯酮 30 ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

伏马毒素 B1 30 ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

赭曲霉毒素 A 30 ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

 

2.5、5、8、10、50、80、130 μg/kg。分别做 6 个平

行，置于室温下[48]进行样品检测。经系列数据分析

发现，实验孵育结束后，将胶体金条水平放置 10 

min，可以观察到胶体金条的检测线和质控线显色

清晰，且稳定性检测结果 RSD＜5%，说明放置 10 

min 读数检测方法的稳定性良好。检测结果见表 5。 

表 5  稳定性试验结果 (n = 6) 

Table 5  Stability test results (n = 6) 

目标质量分数/ 

(μg∙kg−1) 

平均质量分数/ 

(μg∙kg−1) 

RSD/% 

2.5 2.52 2.57 

5.0 4.83 3.45 

8.0 8.00 0.91 

10.0 11.33 4.56 

50.0 50.67 1.02 

80.0 78.67 0.66 

130.0 129.83 0.31 

 

3.3  加样回收率试验 

3.3.1  AFB1  取样品 2.0 g，共 9 份，根据不同样

品本底的结果，选择低、中、高 3 水平分别添加对

照品总质量分数为 5、20、50 μg/kg 的对照品，每个

加标水平平行 3 份，按“2.2”项方法制备供试品溶

液并测定，计算各加样水平样品的加样回收率和

RSD，结果见表 6。结果表明，加样回收率为 80.3%～

119.7%，RSD 为 0.1%～9.9%。 

3.3.2  AFTs 总量  取样品 2.0 g，共 9 份，根据不

同样品本底的结果，选择低、中、高 3 水平分别添

加对照品 AFB1 质量浓度为 5、10、50 μg/kg 的对照

品，每个加标水平平行 3 份，按“2.2”项方法制备

供试品溶液并测定，计算各回收率和相对标准偏差，

结果见表 6。结果表明，加样回收率为 80.6%～

118.6%，RSD 为 0.4%～13.2%。 

3.4  实际样品的检测 

3.4.1  样品的 AFB1 检测  按照上述供试品溶液制

备方法，进行实际样品检测。120 批次样品中，AFB1

的检出率为 97.5%，但是检测结果都低于 5 μg/kg 的

限度。结果见表 7。 

3.4.2  样品的黄曲霉总量的检测  检测按照上述

供试品溶液制备方法，进行实际样品检测。120 批

次样品中，AFTs 总量的检出率为 90.8%。98.3%样

品低于 10 μg/kg 的限度，有 2 个批次超出，为远志

样品。结果见表 7。 

3.5  胶体金侧流向免疫色谱快速定量检测方法准

确性实验 

3.5.1  AFB1 三线胶体金快速定量法与 LC/MS-MS

标准方法  分别对 60 种阳性样品进行检测，采用

配对 t 检验法比较 2 种方法的检测结果是否存在显

著性差异。经计算，t 值为 0.669，自由度为 59，P＞

0.05，说明胶体金快速定量检测方法与药典中 LC/ 

MS-MS 标准方法之间无显著性差异。结果见表 7。 

3.5.2  AFTs 总量   三线胶体金快速定量法与

LC/MS-MS 标准方法分别对 60 种中药饮片的 61 批

次样品（其中远志样品为 2 批次）进行平行比对检

测，采用配对 t 检验法比较 2 种方法的检测结果是

否存在显著性差异。经计算 T 值为−0.053，自由度

为 59，P＞0.05，说明三线胶体金快速定量检测方法

与药典中 LC/MS-MS 标准方法之间无显著性差异。 
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表 6  60 种中药样品三线胶体金 AFTs 检测及方法学验证 (n = 3) 

Table 6  Detection and methodology validation of golden aspergillus toxins in 60 Chinese medicine samples (n = 3) 

序号 样品 
AFB1 检测结果及方法学结果 AFTs 总量检测结果及方法学结果 

方法学样品/(μg∙kg−1) 平均加样回收率/% RSD/% 方法学样品/(μg∙kg−1) 平均加样回收率/% RSD/% 

1 远志 1.23 111.4 9.6 22.00 97.0 3.1 

2 大枣 1.00 104.3 0.7 3.36 101.6 4.6 

3 酸枣仁 0.66 94.7 5.9 4.87 100.2 8.6 

4 桃仁 0.43 94.9 4.3 1.49 99.2 10.3 

5 柏子仁 0.38 91.8 1.6 4.76 105.2 6.6 

6 莲子 0.36 98.4 1.9 1.74 102.7 0.4 

7 肉豆蔻 0.96 109.7 6.1 0.43 94.4 10.7 

8 胖大海 0.57 95.0 6.1 0.51 93.1 5.6 

9 决明子 0.73 92.3 4.8 3.14 110.0 8.7 

10 炒白术 0.54 102.0 0.3 1.45 99.1 9.2 

11 薏苡仁 未检出 100.3 5.3 0.98 101.8 9.4 

12 淡豆豉 0.54 99.9 0.1 0.57 93.6 12.5 

13 焦神曲 0.68 109.1 0.3 1.68 101.3 2.7 

14 椒目 未检出 111.2 0.4 0.66 90.5 11.6 

15 陈皮 1.26 107.7 2.5 6.55 93.4 8.9 

16 麦芽 0.90 93.6 6.1 2.62 103.5 2.5 

17 马钱子 1.04 93.2 9.7 1.20 93.9 9.7 

18 槟榔 2.14 106.7 9.1 2.24 104.2 5.6 

19 栀子 0.98 102.1 6.9 1.65 94.5 2.0 

20 使君子 未检出 94.0 4.6 未检出 96.1 3.4 

21 枳壳 未检出 98.5 0.4 3.26 115.3 1.9 

22 茯苓 未检出 102.1 9.9 1.01 101.1 3.8 

23 太子参 0.52 103.5 3.2 1.67 93.9 11.4 

24 板蓝根 1.99 105.0 0.7 4.50 113.9 2.3 

25 法半夏 0.64 108.6 1.6 1.44 96.0 1.1 

26 白茅根 未检出 101.1 0.6 1.14 94.8 10.0 

27 黄芪 1.25 113.8 1.0 0.53 90.7 6.9 

28 牛膝 1.37 109.9 0.1 2.38 107.1 2.3 

29 何首乌 1.77 99.8 4.7 1.67 92.1 8.5 

30 延胡索 0.93 89.1 1.1 2.13 106.1 2.3 

31 知母 2.27 108.6 0.6 1.52 93.1 8.1 

32 玉竹 0.18 110.8 2.1 1.12 87.7 7.6 

33 三七 未检出 113.3 2.9 1.26 104.0 3.0 

34 红参 0.56 105.3 3.6 1.45 101.8 9.5 

35 人参 0.81 102.2 1.5 1.03 103.7 5.1 

36 巴戟天 2.14 101.5 2.9 1.37 96.3 1.1 

37 泽泻 2.10 105.7 9.2 2.76 97.2 11.2 

38 僵蚕 0.85 94.6 6.0 2.12 98.5 12.5 

39 水蛭 0.92 91.8 5.8 0.84 92.1 6.1 

40 全蝎 0.56 91.8 6.1 5.68 87.4 4.3 
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续表 6 

序号 样品 
AFB1 检测结果及方法学结果 AFTs 总量检测结果及方法学结果 

方法学样品/(μg∙kg−1) 平均加样回收率/% RSD/% 方法学样品/(μg∙kg−1) 平均加样回收率/% RSD/% 

41 地龙 0.94 85.2 0.8 2.27 116.9 1.1 

42 蜈蚣 0.86 98.9 6.5 0.12 93.9 11.1 

43 车前草 0.22 102.0 3.7 1.08 92.6 6.7 

44 金银花 未检出 96.9 4.4 1.84 99.9 13.1 

45 鱼腥草 0.88 105.6 2.2 1.55 101.0 6.3 

46 蒲公英 0.95 103.0 4.3 1.53 87.8 9.3 

47 六神曲 0.95 94.8 2.7 0.83 90.7 4.6 

48 神曲 0.00 103.9 3.7 0.53 88.6 7.1 

49 虎杖 1.41 107.4 6.4 2.65 105.9 3.9 

50 黄连 1.06 104.4 5.1 1.37 98.2 10.2 

51 大青叶 0.86 102.6 1.4 1.13 102.5 6.8 

52 炒枳壳 1.87 113.2 2.5 2.21 108.8 2.2 

53 大黄 1.02 108.2 0.5 1.59 94.6 6.4 

54 甘草片 3.55 101.8 6.9 0.87 93.3 12.2 

55 土鳖虫 0.89 85.9 2.9 4.50 96.9 12.7 

56 九香虫 2.55 96.0 6.3 3.41 101.3 5.7 

57 蜂房 未检出 99.2 1.7 未检出 96.8 4.8 

58 红花 0.95 97.1 3.4 0.48 91.2 13.2 

59 白花蛇舌草 0.03 104.8 0.5 1.62 95.9 2.7 

60 银杏叶 0.85 102.1 5.3 0.88 91.9 10.9 

表 7  60 种中药饮片 (61 批次) 中 AFB1 及 AFTs 总量的胶体金法和 LC/MS-MS 法检测结果 

Table 7  Colloidal gold detection and LC/MS-MS results of AFB1 and total AFTs in 60 Chinese medicine decoction pieces (61 

batches) 

序号 样品 
AFB1/(μg∙kg−1) AFTs 总量/(μg∙kg−1) 

序号 样品 
AFB1/(μg∙kg−1) AFTs 总量/(μg∙kg−1) 

胶体金法 LC/MS-MS 法 胶体金法 LC/MS-MS 法 胶体金法 LC/MS-MS 法 胶体金法 LC/MS-MS 法 

1 远志 1 1.23 1.21 22.00 21.94 15 陈皮 1.25 1.16 2.09 2.34 

 远志 2 1.25 1.35 6.62 6.71 16 麦芽 1.09 1.22 3.40 3.56 

2 大枣 0.35 0.26 0.81 0.87 17 马钱子 1.15 0.93 0.82 1.09 

3 酸枣仁 0.83 0.91 1.70 1.72 18 槟榔 2.48 2.38 4.30 4.30 

4 桃仁 0.38 0.27 1.72 1.77 19 栀子 0.86 0.52 1.87 1.92 

5 柏子仁 0.50 0.46 4.48 4.53 20 使君子 未检出 未检出 2.28 2.31 

6 莲子 0.31 0.24 1.13 0.92 21 枳壳 2.40 2.73 4.22 4.04 

7 肉豆蔻 0.84 0.91 4.00 3.96 22 茯苓 0.54 1.90 1.70 1.83 

8 胖大海 0.52 0.49 1.09 0.90 23 太子参 0.96 0.54 1.39 1.37 

9 决明子 0.98 1.07 2.50 2.07 24 板蓝根 2.96 3.15 5.29 5.39 

10 炒白术 0.31 0.48 1.43 1.33 25 法半夏 0.26 0.29 1.22 0.90 

11 薏苡仁 未检出 未检出 2.23 2.71 26 白茅根 0.36 0.50 0.84 0.77 

12 淡豆豉 0.59 0.61 2.44 2.20 27 黄芪 0.84 0.86 2.84 2.72 

13 焦神曲 0.52 0.45 1.94 1.82 28 牛膝 2.93 2.57 3.02 2.95 

14 椒目 0.33 0.34 1.44 1.40 29 何首乌 1.14 1.32 1.86 1.43 
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续表 7 

序号 样品 
AFB1/(μg∙kg−1) AFTs 总量/(μg∙kg−1) 

序号 样品 
AFB1/(μg∙kg−1) AFTs 总量/(μg∙kg−1) 

胶体金法 LC/MS-MS 法 胶体金法 LC/MS-MS 法 胶体金法 LC/MS-MS 法 胶体金法 LC/MS-MS 法 

30 延胡索 1.07 0.98 3.63 3.47 46 蒲公英 1.48 1.52 2.63 2.59 

31 知母 1.42 1.12 2.63 2.51 47 六神曲 0.99 0.65 1.65 1.69 

32 玉竹 0.06 0.34 1.50 1.29 48 神曲 0.71 0.71 1.68 1.70 

33 三七 0.64 0.71 2.45 2.61 49 虎杖 1.38 1.22 3.03 3.18 

34 红参 0.56 0.34 0.73 0.56 50 黄连 0.06 0.43 1.23 1.60 

35 人参 0.60 0.40 0.61 0.43 51 大青叶 未检出 未检出 1.33 0.68 

36 巴戟天 2.68 2.90 3.71 3.72 52 炒枳壳 1.17 1.54 2.94 3.21 

37 泽泻 2.01 1.98 4.53 4.56 53 大黄 1.45 1.69 2.62 2.86 

38 僵蚕 0.97 0.76 4.25 4.35 54 甘草片 2.54 2.50 4.84 4.84 

39 水蛭 1.10 1.12 4.36 4.26 55 土鳖虫 0.94 1.09 2.31 2.04 

40 全蝎 0.56 0.52 7.20 6.95 56 九香虫 2.69 2.62 3.49 3.46 

41 地龙 0.85 0.75 2.25 2.36 57 蜂房 未检出 未检出 未检出 未检出 

42 蜈蚣 0.87 0.91 2.48 2.52 58 红花 0.67 0.59 1.83 1.76 

43 车前草 0.60 0.42 1.56 1.56 59 白花蛇舌草 0.36 0.38 1.53 1.55 

44 金银花 0.53 0.60 1.04 1.03 60 银杏叶 0.81 0.56 1.31 1.69 

45 鱼腥草 0.25 0.43 2.24 2.38       

 

结果见表 7。 

4  讨论 

本研究对 60 种不同种类中药饮片建立了三线

胶体金侧流向免疫色谱检测 AFB1 及 AFB1、AFB2、

AFG1、AFG2 总量方法，同时进行分类测定方法，

对该本方法的稳定性、特异性、准确度以及加标回

收率进行评价，同时跟药典 LC/MS-MS 标准方法进

行比对，差异较小。 

经系列数据分析发现，实验孵育结束后将胶体

金条水平放置 10 min 读数可以观察到胶体金条的

检测线和质控线显色清晰，且稳定性检测结果良好。 

试验样品中，多数检测出 AFTs，AFB1 的检出

率为 90.8%，AFTs 总量的检出率为 97.5%。样品中

有 2 个批次 AFTs 总量超出 10 μg/kg 的限度，均为

远志样品。除与储藏运输等条件有关，也与远志特

殊的炮制方法以及非产地加工等原因有关，在外源

性安全控制中应加以注意。 

研究结果可以看出，本方法的检测结果和药典

LC/MS-MS 标准方法结果相吻合，AFB1 和总量 2

种方法的线性关系 r 值为 0.999 5 与 0.999 2。配对 t

检验法表明胶体金快速定量检测方法与药典中

LC/MS-MS 标准方法之间无显著性差异。加标呕吐

毒素、玉米赤霉烯酮、伏马毒素和赭曲霉毒素，检

测结果都显示未检出，特异性好，与其他真菌毒素

没有交叉反应，加样回收率为 80.3%～119.7%。 

与 LC/MS-MS 方法相比，三线胶体金试剂条检

测法单、快捷，10 min 内可完成 1～4 个样品的定量

检测，顺应了快速检测的发展方向。同时操作简单，

无需专业人员培训，检测成本低，在医院、药店、

中药材及饮片企业以及药材采购环节的实际工作

中，无需特殊仪器设备和试剂，可以大批量检测中

药材及中药饮片中 AFTs，极大的提高工作效率，具

有较高的应用价值[49]。并且操作过程无需使用毒素

对照品溶液，满足各种检测的需求，整个操作过程

对环境无污染，对于检测人员的健康起到最大程度

的保护。 

本研究建立适用于中药检测的特殊前处理方

式、结果矫正曲线等新的方法研究，并为中药行业

定量控制 AFTs，制定一种低毒快速环保的测定方法

及相关标准具有很大意义。 
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