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响应面法优化花生中黄曲霉毒素的提取
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[摘要] 　 采用超声辅助响应面法对花生中黄曲霉毒素(Ａｆｌａｔｏｘｉｎ Ｂ１ / Ｂ２ / Ｇ１ / Ｇ２ꎬＡＦＴＳ)的提取工艺进行优化ꎬ得
到最佳提取工艺为 ６５％甲醇溶液、超声时间 １５ ｍｉｎ、超声功率 ２０６ Ｗ、料液比 １ ∶４(ｇ ∶ｍＬ)ꎬ利用该工艺ꎬＡＦＴＳ 的

提取量可达 １８.０６ μｇ / ｋｇ. 在此最优工艺条件下提取 ＡＦＴＳꎬ并结合高效液相色谱(ＨＰＬＣ)—光化学柱后衍生法作

为参考方法ꎬ对市场上主流的 ８ 家黄曲霉毒素 Ｂ１ 定性试剂盒及 ２ 家黄曲霉毒素 Ｂ１ 定量试剂盒进行质量评价方

法的验证ꎬ结果表明定性试剂盒检测结果灵敏度为 １００％ꎬ特异性 ９８％ꎬ假阴性率 ０ꎬ假阳性率 ２％ꎻ定量试剂盒准

确度及精密度较高ꎬ线性拟合度均>０.９９ꎬ可满足检测需求.
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真菌毒素对粮食的污染在全球范围内都较普遍. 据联合国粮农组织统计ꎬ全世界每年约有 ２５％的粮

食受到真菌毒素污染ꎬ约有 ２％的农作物因污染严重而失去利用价值. 黄曲霉毒素是常见的污染之一. 黄

曲霉毒素 (Ａｆｌａｔｏｘｉｎ Ｂ１ / Ｂ２ / Ｇ１ / Ｇ２ꎬＡＦＴＳ) 主要是由黄曲霉 ( Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｆｌａｖｕｓ) 及寄生曲霉 ( Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ
ｐａｒａｓｉｔｉｃｕｓ)产生的次生代谢产物. 黄曲霉毒素主要污染粮油及其制品ꎬ特别是花生和玉米等含水量较高的

禾谷类及油料作物[１]ꎬ其中黄曲霉毒素 Ｂ１(ＡＦＢ１)毒性最大ꎬ是一种强遗传毒性致癌物.
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赵　 萍ꎬ等:响应面法优化花生中黄曲霉毒素的提取及其在快检评价中的应用

国际癌症研究机构(ＩＡＲＣ)已将 ＡＦＢ１ 和自然发生的 ＡＦＴＳ 混合物归类为第 １ 类致癌物质(人类致癌物

质ꎻ国际癌症研究机构ꎬＩＡＲＣ １９９３ꎬ２００２ 年) [２] . 鉴于 ＡＦＴＳ 的强毒性ꎬ全球已有 ６０ 多个国家制订了食品和饲

料中的 ＡＦＴＳ 限量标准和法规[３－４] . 国际食品法典委员会(ＣＡＣ)规定ꎬ食品中 ＡＦＴＳ 的最大残留限量标准为

１５.０ μｇ / ｋｇꎻ欧盟规定直接食用花生中 ＡＦＢ１ 的限量值为 ２.０ μｇ / ｋｇꎬＡＦＴＳ 总和为 ４.０ μｇ / ｋｇꎻ美国食品与药物

监督管理局(ＦＤＡ)规定ꎬ食品中 ＡＦＴＳ 的限量值为 １５.０ μｇ / ｋｇꎻ我国标准规定玉米、花生中 ＡＦＢ１ 的限量

２０.０ μｇ / ｋｇꎬ稻谷、糙米、大米中 ＡＦＢ１ 的限量为 １０.０ μｇ / ｋｇꎬ小麦及其他谷物中 ＡＦＢ１ 的限量为 ５.０ μｇ / ｋｇ.
相比于发达国家ꎬ我国制定的限量标准只对 ＡＦＢ１ 总量作出规定ꎬ并无对 ＡＦＴＳ 总量的限制要求[５] .

随着各种法规所规定的食品和饲料中黄曲霉毒素限量水平的降低ꎬ迫切需要开发和验证更可靠的分析

方法来测定真菌毒素. 目前常用的分析技术包括快速筛查和确证定量[６－１０] . 快速筛查主要以免疫化学为基

础ꎬ如酶联免疫吸附测定、胶体金免疫渗滤法、胶体金免疫层析法等ꎬ市场上大部分关于真菌毒素的快检产品

即基于上述免疫化学技术原理ꎬ这些检测方法具有快速、简便、灵敏度高等特点. 确证定量主要以色谱技术为

基础ꎬ如高效液相色谱法、高效液相色谱－质谱联用法等ꎬ色谱类检测结果准确性高、重现性好、灵敏度高ꎬ但
对设备依赖性强ꎬ检测成本高. 我国快检技术较起步较晚ꎬ技术不成熟ꎬ快检产品评价体系不完善ꎬ市场上的

快检产品良莠不齐ꎬ部分产品无法满足标准要求ꎬ易出现重复性差、假阴性率高等情况ꎬ特别是对复杂基质进

行额外处理导致检测过程繁琐且耗时长等缺点ꎬ造成对食品安全监管的阻碍[１１] . 因此ꎬ规范试剂盒的使用ꎬ
并确保所使用的快检产品符合相关质量管理与质量控制要求ꎬ成为了保障食品安全的重点之一.

分析检测在食品安全的控制和管理中起着至关重要的作用ꎬ开发改进样品中真菌毒素的提取方法一

直是研究的热点ꎬ是关系着分析检测能否成功的关键因素[１２－１４] . 快检产品虽然具有快速、准确、简便、灵敏

等特点ꎬ可用于粮油产品的质量监控ꎬ但市场上仍有部分产品无法满足标准要求ꎬ因此在快检产品使用前ꎬ
有必要应用更为可靠的方法对其进行评价验证. 本文提出对参考方法的提取条件利用超声辅助响应面设

计的方法进行优化[１５]ꎬ使样品中的黄曲霉毒素释放更加完全ꎬ毒素检测值更接近真实水平ꎬ从而提高参考

方法的准确度ꎬ进一步提高快检试剂盒验证指标的准确性ꎬ可用于试剂盒评价.

１　 材料与方法

１.１　 材料与试剂

去壳花生米(河南兰考)ꎻ甲醇、乙腈、乙醇(ＴＥＤＩＡꎬ色谱纯)ꎻＡＦＢ１ 标准品溶液、ＡＦＴＳ 混合标准品溶液、
ＡＦＴＳ 免疫亲和柱(北京华安麦科生物技术有限公司)ꎻＡＦＢ１ 试剂盒:定性试剂盒 ８ 家ꎬ定量试剂盒 ２ 家.
１.２　 仪器与设备

高效液相色谱仪 Ａｇｉｌｅｎｔ １１００(配有荧光检测器)(安捷伦科技有限公司)ꎻＨＦ２５００ 柱后光化学衍生器(北
京华安麦科生物有限公司ꎬ需另配)ꎻＳＣＩＥＮＴＺ－６５０Ｅ 超声波细胞粉碎机(宁波新芝生物科技股份有限公司)ꎻ
Ｄ３０２４Ｒ 高速冷冻离心机(大龙兴创实验仪器有限公司)ꎻＸＨ－Ａ 旋涡混合器(南京大学普阳科学仪器研究

所).
１.３　 实验方法

１.３.１　 黄曲霉毒素的提取

花生去壳后粉碎并过 ２４ 目筛后备用. 称取上述花生样品 ５ ｇꎬ根据设计的体积分数及料液比加入溶剂ꎬ
涡旋混匀ꎬ根据设计的不同超声时间及超声功率进行超声破碎ꎬ在 ８ ０００ ｒ / ｍｉｎ 下离心 １０ ｍｉｎꎬ取上清备用.
１.３.２　 色谱条件

色谱柱:Ｃ１８(２.１ ｍｍ×１５０ ｍｍꎻ１.７ μｍ)ꎻ进样量:２０ μＬꎻ柱温:４０ ℃ꎻ流动相:甲醇 ∶水 ＝ ５０ ∶５０ꎻ流速:
１.０ ｍＬ / ｍｉｎ. 荧光检测器:激发波长:３６０ ｎｍꎻ发射波长:４４０ ｎｍ. 另配光化学衍生器.
１.３.３　 黄曲霉毒素标准溶液的制备

ＡＦＴＳ 标准工作溶液的制备:以浓度为 ２.６ μｇ / ｍＬ 的 ＡＦＴＳ(ＡＦＢ１ ∶ＡＦＢ２ ∶ＡＦＧ１ ∶ＡＦＧ２ ＝ ３ ∶１ ∶３ ∶１)混合

标准品溶液ꎬ溶解于甲醇ꎬ分别配制 ５.２、１３、２６、５２、１０４ ｎｇ / ｍＬ 不同梯度的标准工作溶液.
１.３.４　 黄曲霉毒素提取工艺优化

根据相关文献[１２ꎬ１６－１９]中关于 ＡＦＢ１ 的提取工艺ꎬ选择甲醇、乙腈、乙醇 ３ 种不同溶剂及 ５ 种对花

生中 ＡＦＴＳ 提取量有较大影响的因素(不同体积分数、料液比、超声时间、超声功率)进行单因素实验. 在单
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因素实验的基础上ꎬ采用 Ｂｏｘ￣Ｂｅｎｈｎｋｅｎ Ｄｅｓｉｇｎ 中心组合设计响应面法优化 ＡＦＴＳ 的提取工艺.
１.３.４.１　 单因素实验

研究不同的溶剂及体积分数(６０％甲醇、６０％乙腈、６０％乙醇ꎻ７０％甲醇、７０％乙腈、７０％乙醇ꎻ８０％甲醇、
８０％乙腈、８０％乙醇)、料液比(１ ∶３ꎬ１ ∶４ꎬ１ ∶５ꎬ１ ∶６ꎬ１ ∶７(ｇ ∶ｍＬ))、超声时间(５、１０、１５、２０、３０ ｍｉｎ)、超声功率

(１６０、１８０、２００、２２０、２４０ Ｗ)对花生中 ＡＦＴＳ 提取量的影响ꎬ重复 ３ 次ꎬ取均值.
１.３.４.２　 响应面实验

以单因素实验结果为基础ꎬ通过 Ｄｅｓｉｇｎ￣Ｅｘｐｅｒｔ １１ 软件ꎬ根据 Ｂｏｘ￣Ｂｅｎｈｎｋｅｎ Ｄｅｓｉｇｎ 中心组合试验设计

原理对花生中黄曲霉毒素提取的溶剂比、料液比、超声时间、超声功率进行实验设计ꎬ以 ＡＦＴＳ 提取量为响

应值(Ｙ)ꎬ设计四因素三水平的相应实验ꎬ如表 １ 所示.
表 １　 响应面实验因素及水平

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｄｅｄ ｌｅｖｅｌｓ ａｎｄ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｃｔｕａｌ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｖａｒｉａｂｌｅｓ ｆｏｒ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

水平
因素

甲醇体积分数 Ａ / ％ 超声功率 Ｂ / Ｗ 料液比 Ｃ / (ｇ ∶ｍＬ) 超声时间 Ｄ / ｍｉｎ
－１ ６０ １８０ １ ∶３ １０
０ ７０ ２００ １ ∶４ １５
１ ８０ ２２０ １ ∶５ ２０

１.３.５　 参考方法的验证

按照优化后的提取条件进行样品制备ꎬ标准工作溶液为 ＡＦＢ１(浓度分别为 ０.５、２.０、５.０、１０.０、２０.０、
４０.０ ｎｇ / ｍＬ)ꎬ以标准品浓度为横坐标、峰面积为纵坐标作图ꎬ得到标准曲线回归方程. 对空白花生进行加

标回收实验ꎬ加标水平为 １０、１５、２０ μｇ / ｋｇꎬ重复 ３ 次ꎬ取均值ꎬ计算拟合度 Ｒ２ 和加标回收率.
１.３.６　 快检试剂盒验证[２０]

根据 ＧＢ２７６１—２０１７«食品安全国家标准:食品中真菌毒素限量»ꎬ花生及其制品中黄曲霉毒素 Ｂ１ 的

限量指标为 ２０ μｇ / ｋｇꎻ将 ＡＦＢ１ 含量>２０ μｇ / ｋｇ 的样品称为阳性样品ꎬ<２０ μｇ / ｋｇ 的样品称为阴性样品.
１.３.６.１　 定性试剂盒验证

实验方法:选择市场上 ８ 家不同品牌的主流 ＡＦＢ１ 定性试剂盒厂家的产品进行实验ꎬ依次编号 １－８ꎬ
产品基本信息如表 ２ 所示. 根据不同厂家试剂盒的说明书对样品进行相应的前处理ꎬ制备阴性样品(加标

水平 １０ μｇ / ｋｇ)、阳性样品(加标水平 ３０ μｇ / ｋｇ)ꎬ平行测定 ５ 次.
验证指标:灵敏度、特异性、假阴性率、假阳性率、符合率.

１.３.６.２　 定量试剂盒验证

实验方法:选购市场上两家主流的 ＡＦＢ１ 酶联免疫试剂盒进行评价ꎬ编号 Ａ、Ｂꎬ基本信息如表 ２ 所

示. 分别评价低(加标水平 １０ μｇ / ｋｇ)、中(加标水平 ３０ μｇ / ｋｇ)、高(加标水平 ４０ μｇ / ｋｇ) ３ 个水平的样

品. 每个水平制备 ２ 个样品ꎬ每个样品重复测定 ３ 次ꎬ即一个水平的样品重复测定 ６ 次(ｎ＝ ６)ꎻ制备两个空

白样品(不加标)ꎬ每个平行测定 １０ 次(ｎ＝ ２０).
验证指标:准确度、线性和范围、检测限和定量限、参考方法一致性.

表 ２　 试剂盒基本信息

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｂａｓｉｃ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ ＆ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｋｉｔｓ

厂家编号 检测限 / (μｇ / ｋｇ) 检测原理

１
２
３
４
５
６
７
８

２０
２０
３~５
５~５０
５~５０
２.５

１５~２０
５

竞争抑制胶体金免疫层析技术

Ａ
Ｂ

０.０５
０.０３

竞争 ＥＬＳＡ 方法ꎬ通过底物的颜色反应来判定有无相应的免疫反应ꎬ
颜色反应的深浅与标本中相应抗体或抗原的量呈正比.
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１.４　 数据处理

利用 Ｅｘｃｅｌ 及 Ｏｒｉｇｉｎ Ｐｒｏ ９.１ 软件对实验结果进行分析ꎻ采用 Ｄｅｓｉｇｎ￣Ｅｘｐｅｒｔ １１ 软件进行响应面中心组

合试验设计ꎬ对数据进行回归拟合ꎬ作出响应曲面图ꎬ并进行线性回归和方差分析. 实验数据均为 ３ 次平

行实验的平均值ꎬＰ<０.０５ꎬ为具有统计学意义的显著差异.

图 １　 单因素实验对提取量的影响

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｉｎｇｌｅ ｆａｃｔｏｒ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｔｏ ｅｘｔｒａｃｔ ｑｕａｎｔｉｔｙ

２　 结果与分析

对按照 １.３.３ 节制备的标准品溶液进行高效液相色谱检测ꎬ得到 ＡＦＴＳ 的标准曲线公式为 ｙ ＝ ７９ ７６８ｘ＋
５３ ３０２ꎬＲ２ ＝ ０.９９９ ５.
２.１　 单因素实验结果

单因素实验结果如图 １ 所示. 由图 １(ａ)可以观察到ꎬ在相同溶剂不同的体积分数下ꎬ提取量随着体积

分数的增加呈现先上升后下降的趋势ꎬ这可能是由于黄曲霉毒素难溶于水ꎬ因此有机溶剂体积分数小的提

取量低ꎬ随着有机溶剂体积分数的增加花生中脂溶性等成分溶出量也会增加ꎬ这些成分影响黄曲霉毒素的

溶出率ꎬ从而导致提取量低[２１] . 因此考虑 ６０％~８０％的溶剂体积分数为进一步的优化范围. 在相同体积分

数下ꎬ甲醇、乙腈、乙醇 ３ 种不同溶剂对黄曲霉毒素的提取量是甲醇>乙腈>乙醇. 综上ꎬ选取 ６０％ ~８０％的

甲醇溶液进行响应面优化实验.
由图 １(ｂ)可以发现ꎬ随着料液比的增加ꎬ提取量呈现先上升后下降的现象ꎬ这可能是随着样品与溶剂的

接触面积加大且伴随着溶剂浓度的增加[２２]ꎬ促使样品中的黄曲霉毒素溶出率增加ꎻ增加到一定量后ꎬ溶剂趋

于饱和ꎬ黄曲霉毒素的溶出趋于平衡ꎬ提取量几乎不再变化ꎻ此时再提高料液比ꎬ反而会使样品中其他杂质成

分溶出ꎬ阻碍了黄曲霉毒素与溶剂的结合ꎬ导致提取量降低. 因此ꎬ本文选择料液比 １ ∶３、１ ∶４、１ ∶５(ｇ ∶ｍＬ)进行

响应面优化实验.
由图 １(ｃ)可以发现ꎬ随着超声时间增加ꎬ黄曲霉毒素提取量呈现先上升后下降趋势. 超声有助于黄曲

霉毒素的提取ꎬ在一定程度上ꎬ超声时间越长ꎬ黄曲霉毒素提取量越大ꎻ超声时间大于 １５ ｍｉｎ 后ꎬ提取量反

而降低ꎬ可能是过长的超声时间导致杂质溶出ꎬ影响黄曲霉毒素的释放[２３] . 因此ꎬ本文选择超声时间 １０、
１５、２０ ｍｉｎ 进行响应面优化实验.
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由图 １(ｄ)可以发现ꎬ黄曲霉毒素提取量随超声功率的加强先增加后减少. 超声有助于黄曲霉毒素的

提取ꎬ随着超声频率的增加ꎬ促进了黄曲霉毒素的溶解ꎬ从而提取量增加ꎻ当超声功率增加到 ２２０ Ｗ 后ꎬ提
取量反而减少ꎬ可能是过高的频率使样品中的其他杂质溶出阻碍了黄曲霉毒素的溶解[２４] . 因此ꎬ选取

１８０、２００、２２０ Ｗ 进行响应面优化实验.
２.２　 响应面实验结果

根据单因素试验结果确定因素与水平ꎬ以黄曲霉毒素提取量为响应值ꎬ采用中心组合设计响应面试验

优化黄曲霉毒素提取工艺ꎬ设计与结果见表 ３.
表 ３　 黄曲霉毒素提取的响应面实验设计与结果

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｄｅｓｉｇｎ ａｎｄ ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ

实验组 甲醇体积分数 Ａ / ％ 超声功率 Ｂ / Ｗ 料液比 Ｃ / (ｇ ∶ｍＬ) 超声时间 Ｄ / ｍｉｎ 提取量 Ｙ / (μｇ / ｋｇ)

１ ０ ０ １ －１ １６.９０５±０.３２

２ １ ０ ０ －１ １７.４０４±０.４３

３ ０ ０ ０ ０ １７.３４５±０.３８

４ １ －１ ０ ０ １７.０６５±０.２４

５ ０ －１ ０ １ １７.２２１±０.１２

６ －１ ０ １ ０ １６.９２７±０.２７

７ １ １ ０ ０ １７.２６５±０.２３

８ －１ ０ ０ －１ １６.９４７±０.２７

９ ０ １ １ ０ １７.３６９±０.３８

１０ ０ ０ ０ ０ １７.３４９±０.３１

１１ １ ０ －１ ０ １７.１６４±０.１４

１２ ０ １ ０ －１ １７.４８７±０.４６

１３ ０ －１ －１ ０ １７.２９６±０.２３

１４ ０ ０ ０ ０ １７.３５１±０.４０

１５ １ ０ ０ １ １７.４２４±０.３８

１６ ０ －１ １ ０ １７.５０８±０.７２

１７ ０ ０ －１ －１ １７.６２３±０.６８

１８ ０ １ －１ ０ １７.３１４±０.２５

１９ －１ ０ －１ ０ １７.１８８±０.１９

２０ －１ １ ０ ０ １７.３１０±０.４０

２１ ０ ０ ０ ０ １７.３６９±０.３２

２２ ０ ０ ０ ０ １７.２０２±０.１５

２３ ０ ０ －１ １ １６.９５９±０.２８

２４ １ ０ １ ０ １７.３１０±０.２５

２５ －１ ０ ０ １ １７.１６４±０.２１

２６ －１ －１ ０ ０ １７.０８１±０.３０

２７ ０ １ ０ １ １７.２１５±０.１６

２８ ０ －１ ０ －１ １７.２２７±０.１４

２９ ０ ０ １ １ １７.１４０±０.２９

　 　 利用 Ｄｅｓｉｇｎ￣Ｅｘｐｅｒｔ １１ 软件对试验结果进行多元回归拟合ꎬ得到二次多项回归模型方程:
Ｙ＝７.３０７ ０４＋０.０７２ １９２Ａ＋０.０５６ ８５０Ｂ＋０.３５２ ６６７Ｃ＋０.０５９ ２３３Ｄ－０.０００ ０１２ＡＢ＋０.０００ ３７５ＡＣ＋１.９２７ ９２×１０－１７ＡＤ＋

０.０００ １８ＢＣ＋０.０００ ０２７ＢＤ－０.０００ ６００ＣＤ－０.０００ ５０５Ａ２－０.０００ １３０Ｂ２－０.０５１ ８７５Ｃ２－０.００２ ０９０Ｄ２ .
从表 ４ 结果可知ꎬ模型 Ｐ值<０.０５０ ０ꎬ说明模拟项显著ꎬ表明回归模型达到显著水平[２３] . 在这种情况

下ꎬＡ、Ｂ、Ｄ、Ａ２、Ｂ２、Ｃ２、Ｄ２ 都是重要的模型项. 失拟项的 Ｐ 值大于 ０.０５０ ０ꎬ表示失拟项不显著ꎬ模型不失

拟ꎬ选择合理. 预测的 Ｒ２ 为 ０.９４３ ７ꎬ与调整后的 Ｒ２ 差值小于 ０.２ꎬ说明模型符合ꎬ能够用于对花生中 ＡＦＴＳ
的提取工艺条件进行分析和预测[２５] .
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表 ４　 回归方程的方差分析

Ｔａｂｌｅ ４　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅ(ＡＮＯＶＡ) ｆｏｒ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｅｑｕａｔｉｏｎ

方差来源 平方和 自由度 方差均值 Ｆ值 Ｐ值

模型 １５.４２ １４ １.１ １６.７５ <０.０００ １
Ａ－甲醇体积分数 ０.３５７ ４ １ ０.３５７ ４ ５.４３ ０.０３５ ２
Ｂ－超声功率 ０.７６９ １ １ ０.７６９ １ １１.６９ ０.００４ １
Ｃ－料液比 ０.０６０ ８ １ ０.０６０ ８ ０.９２４ １ ０.０５２ ７
Ｄ－超声时间 ０.８６４ ６ １ ０.８６４ ６ １３.１５ ０.００２ ８

ＡＢ ０.１６４ １ ０.１６４ ２.４９ ０.１３６ ６
ＡＣ ０.００１ ８ １ ０.００１ ８ ０.０２７ ５ ０.８７０ ７
ＡＤ ０.２５ １ ０.２５ ３.８ ０.０７１ ５
ＢＣ ０.２５７ ６ １ ０.２５７ ６ ３.９２ ０.０６７ ８
ＢＤ ０.２４９ ５ １ ０.２４９ ５ ３.７９ ０.０７１ ８
ＣＤ ０ １ ０ ０.０００ ５ ０.９８１ ７
Ａ２ ６.６６ １ ６.６６ １０１.２９ <０.０００ １
Ｂ２ １.１９ １ １.１９ １８.１３ ０.０００ ８
Ｃ２ ７.７ １ ７.７ １１７.１３ <０.０００ １
Ｄ２ １.９９ １ １.９９ ３０.２６ <０.０００ １

残差 ０.９２０ ８ １４ ０.０６５ ８
失拟项 ０.８２８ ８ １０ ０.０８２ ９ ３.６１ ０.１１３ ９
误差 ０.０９１ ９ ４ ０.０２３

总变异 １６.３４ ２８
Ｒ２ ＝ ０.９４３ ７ Ｒ２

Ａｄｊ ＝ ０.８８７ ３

图 ２　 两因素交互作用对 ＡＦＴＳ 提取效果影响的响应面和等高线

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ａｎｄ ｃｏｎｔｏｕｒ ｐｌｏｔｓ ｓｈｏｗｉｎｇ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｖａｒｉａｂｌｅ ｖａｒｉａｂｌｅｓ ｏｎ ｏｒｇａｎｉｃ ａｃｉｄ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

　 　 等高线的形状反映出交互效应的强弱大小ꎬ圆形表示两种因素交互作用不显著ꎬ而椭圆形则与之相

反[２６] . 由图 ２ 可知ꎬ甲醇体积分数、超声功率、料液比和超声时间之间的交互作用对花生中 ＡＦＴＳ 提取效

果的影响均出现抛物面型关系ꎬ所得到的响应面都存在一个极大值点.
经过响应面优化ꎬ根据拟合二阶模型公式得到理论上花生中黄曲霉毒素的最佳提取工艺条件为:甲醇

溶液浓度 ６５.５７８％ꎬ超声功率 ２０６.６９６ Ｗꎬ料液比 １ ∶４.０６４ꎬ超声时间 １４.７００ ｍｉｎ. 在此最优条件下ꎬＡＦＴＳ 提

取量的理论值为 １８.３４６ μｇ / ｋｇ. 考虑到实际操作的可行性ꎬ将上述最优条件调整为甲醇体积分数 ６５％ꎬ超
声功率 ２０６ Ｗꎬ料液比 １ ∶４ꎬ超声时间 １５ ｍｉｎ. 为了验证该模型的有效性及实用性ꎬ在此最佳提取条件下对

该模型做 ３ 次重复验证试验ꎬ花生中 ＡＦＴＳ 的提取量均值为 １８.０６ μｇ / ｋｇꎬ与预测结果基本一致. 可见ꎬ该
模型能较好地预测实际黄曲霉毒素的提取情况[２７]ꎬ因此后续实验中使用该最佳提取工艺条件.

—７７—
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２.３　 参考方法验证

图 ３　 ＡＦＢ１ 标准曲线图

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ＡＦＢ１

表 ５　 参考方法的加标回收率

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｔｈｅ ｓｐｉｋｅｄ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｍｅｔｈｏｄ

ＡＦＢ１ 理想提取量 /
(μｇ / ｋｇ)

ＡＦＢ１ 实际提取量 /
(μｇ / ｋｇ) 加标回收率 / ％

１０ ９.１６±０.２９ ９１.６１±０.０３
１５ １４.６５±０.１５ ９７.６６±０.０１
２０ １９.９８±０.８０ ９９.８９±０.０４

　 　 注:ＡＦＢ１ 实际提取量为平均值(ｎ＝ ３)

　 　 以标准品浓度为横坐标、峰面积为纵坐标作图ꎬ得
到标准曲线回归方程如图 ３ 所示. 标准品工作液的线

性关系良好ꎬＲ２ ＝ ０.９９９ ７ꎬ能够满足检测的要求.
２.３.１　 基质实验

选取花生样品按照参考方法处理后进行检测ꎬ重
复 ３ 次ꎬ计算后发现基质样品中的 ＡＦＢ１ 值低于检测

限ꎬ说明样品中 ＡＦＢ１ 含量极少ꎬ可用于后续实验.
２.３.２　 加标回收实验

对优化后的参考方法进行加标回收验证ꎬ如表 ５ 所

示ꎬ参考方法的 ３ 种加标水平的平均回收率在 ９０％ ~
１００％ꎬ符合回收率允许限. 与其他检测黄曲霉毒素的方

法相比ꎬ回收率相当ꎬ如姚誉阳等[２８] 通过优化提取条

件、净化方法和色谱条件建立了 ＱｕＥＣｈＥＲＳ－高效液相

色谱－柱后光化学衍生法检测粮谷类食品中的 ＡＦＴＳꎬ对
阴性样品进行 ３ 种水平的添加回收实验ꎬ回收率均值在

８６.４％~９７.８％ꎻＬｉ 等[２９] 采用一种表面增强拉曼散射传

感策略来用于花生样品中 ＡＦＢ１ 的定量测定ꎬ回收率在 ８９％~１２１％之间ꎻＪｉａ 等[３０]建立了一种基于量子点纳

米棒的横向流动荧光条免疫传感器ꎬ对低、中、高 ３ 种添加水平的莲子的 ＡＦＢ１ 进行测定ꎬ回收率在 ９４.０％~
１１６.０％之间. 说明优化后的参考方法可靠性较高ꎬ可采用此参考方法对试剂盒进行评价验证.
２.４　 ＡＦＢ１ 定性试剂盒验证

首先采用参考方法对两种不同加标水平的花生样品中 ＡＦＢ１ 的含量进行确证ꎬ结果如表 ６ 所示. 表 ７
所示为定性试剂盒检测结果. 如表 ８ 所示ꎬ经统计分析ꎬＡＦＢ１ 定性试剂盒检测结果的灵敏度为 １００％ꎬ特
异性为 ０.９８ꎬ假阴性率为 ０ꎬ假阳性率为 ２％ꎻ卡方检验结果为 ０<３.８４ꎬ表示试剂盒检测方法与参考方法的

阳性确证比率在 ５％的置信区间内ꎬ无统计学差异ꎬ说明试剂盒检测结果与现有方法一致.
表 ６　 参考方法检测结果(ｎ＝５)

Ｔａｂｌｅ ６　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｍｅｔｈｏｄｓ(ｎ＝５)

编号
ＡＦＢ１ 提取量 / (μｇ / ｋｇ)

阴性样品 阳性样品

１ ８.２６ ８.１９ ８.１６ ８.３５ ８.１３ ２５.７７ ２５.８９ ２５.７７ ２５.９４ ２５.８３
２ ８.２３ ８.１８ ８.２４ ８.２１ ８.１９ ２５.７８ ２５.８２ ２５.８８ ２６.０５ ２５.８９
３ ８.１３ ８.２１ ８.３３ ８.３６ ８.１６ ２５.８８ ２５.９２ ２５.８５ ２５.７９ ２５.７８
４ ８.２２ ８.１５ ８.１２ ８.３３ ８.２１ ２５.８２ ２５.７８ ２５.９０ ２５.９５ ２５.９２
５ ８.３６ ８.２３ ８.３３ ８.２８ ８.１８ ２５.８８ ２５.８９ ２５.９２ ２５.８９ ２５.９０
６ ８.２８ ８.３０ ８.２４ ８.３９ ８.２１ ２５.８６ ２５.８８ ２５.８９ ２５.９７ ２５.８６
７ ８.１６ ８.１２ ８.２７ ８.１７ ８.２６ ２５.９１ ２５.８５ ２５.７８ ２５.８５ ２５.８６
８ ８.２０ ８.１９ ８.１４ ８.２１ ８.２８ ２５.９２ ２５.８８ ２５.９８ ２５.７９ ２５.８９

表 ７　 ＡＦＢ１ 定性试剂盒测定结果(ｎ＝５)
Ｔａｂｌｅ ７　 ＡＦＢ１ ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ ｋｉｔ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ(ｎ＝５)

编号 阴性样品 阳性样品

１ － － － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
２ － － － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
３ － － － － － ＋ ＋ ＋ ＋ －
４ － － － － － 无效 ＋ ＋ ＋ ＋
５ － － － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
６ － － － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
７ － － － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
８ － － － － － ＋ － ＋ ＋ ＋

　 　 注:阴性结果表示为“－”ꎻ阳性结果表示为“＋”

—８７—
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表 ８　 ＡＦＢ１ 定性试剂盒检测结果统计分析

Ｔａｂｌｅ ８　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｅｓｔ
ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＡＦＢ１ ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ ｋｉｔ

测试样品实际状态ａ
试剂盒检测结果ｂ

阳性 阴性
合计

阳性 ４０ ３８ １ ３９
阴性 ４０ ０ ４０ ４０
合计 ３８ ４１ ７９
灵敏度 １.００
特异性 ０.９８

假阴性率 ０.００
假阳性率 ０.０２

卡方(χ２)检验 ０
　 注:ａ.参考方法的结果ꎻｂ.试剂盒方法的结果ꎻ其中 １ 个检测结
果无效.

　 　 从检测结果看ꎬ市场上的 ＡＦＢ１ 定性快检技术已

相对成熟ꎬ与实验室参考方法较为一致. 但实际检测

过程中仍存在一些问题. 由于胶体金法不能进行准

确定量ꎬ只通过 Ｔ 线和 Ｃ 线的显色判断结果ꎬ若抗原

浓度在小范围波动时难以准确读取测定结果ꎬ当样品

的毒素含量在产品检出限水平附近时ꎬ可能会因检验

人员的主观因素导致不同的判断结果ꎬ从而导致结果

呈现假阳性或假阴性的可能[３１－３２] . 实验室参考方法

对花生中黄曲霉毒素的前处理进行优化后ꎬ无需复杂

的试剂及仪器ꎬ加标样品的回收率>８５％ꎬ说明优化后

的提取方式能够使样品中的黄曲霉毒素尽可能地全

部释放出来ꎬ使检测结果更接近样品中黄曲霉毒素的

实际值. 可见ꎬ试剂盒的质量不仅体现于试纸条的灵敏度ꎬ还需要对样品前处理方法进行把控ꎬ使其在快

速简便的基础上保证更大程度地提取样品中的毒素量ꎬ从而提高结果的准确度.
２.５　 ＡＦＢ１ 定量试剂盒验证

图 ４ 所示为两家 ＡＦＢ１ 定量试剂盒的标准曲线图. 如表 ９ 所示ꎬ试剂盒检测空白(未加标)样品的值均

<１ μｇ / ｋｇ≪２０ μｇ / ｋｇ. 从表 １０ 和 １１ 可以看出ꎬ定量试剂盒检测的结果与参考方法之间的偏倚程度较小ꎬ
说明试剂盒方法可靠性较高ꎻ两家试剂盒的平均回收率都在 ８５％以上ꎬ说明试剂盒准确度较高. 根据试剂

盒自带不同浓度的标准溶液进行检测ꎬ得到 Ａ 厂家试剂盒定量的线性范围为 ０.０３~ ２.４３ μｇ / ｋｇꎻＢ 厂家试

剂盒定量的线性范围为 ０.１~８.１ μｇ / ｋｇ. 两家试剂盒的检测限分别为 １.７０６ 和 ２.２６１ μｇ / ｋｇꎬ远低于«食品

安全国家标准:食品中真菌毒素限量标准»中的黄曲霉毒素限量标准值ꎻ定量限分别为 １.９０９ 和 ２.２７４ μｇ / ｋｇꎬ
均在线性范围内ꎻＲＳＤ 分别为 ０.０２ 和 ０.０７ꎬ由此可知试剂盒的精密度较高且重复性较好.

图 ４　 ＡＦＢ１ 定量试剂盒标准曲线图

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ＡＦＢ１ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｋｉｔ

表 ９　 参考方法与 ＡＦＢ１ 定量试剂盒检测结果(空白样品)对比

Ｔａｂｌｅ ９　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ ＡＦＢ１ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｋｉｔ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ(ｂｌａｎｋ ｓａｍｐｌｅｓ)

空白样品检测结果 / (μｇ / ｋｇ) 空白样品检测结果 / (μｇ / ｋｇ)

试剂盒 Ａ

<０.２
<０.２
<０.２
<０.２
<０.２
<０.２
<０.２
<０.２
<０.２
<０.２

０.２１３
<０.２
<０.２
<０.２
<０.２
<０.２
<０.２
<０.２
<０.２
<０.２

试剂盒 Ｂ

<０.５
<０.５
<０.５
<０.５
０.５１６
<０.５
<０.５
０.５２８
<０.５
０.７７４

<０.５
０.６１２
０.５１４
０.５２５
<０.５
<０.５
０.６０１
０.５９５
<０.５
０.５９１

参考方法 ＮＤ ＮＤ 参考方法 ＮＤ ＮＤ

　 　 注:数据分析采用 ｒｉｄａｗｉｎＤｏｔＮｅｔ 软件ꎻＮＤ 表示未检出.

—９７—
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ＡＦＢ１ 是常见的一类真菌毒素ꎬ市场上关于 ＡＦＢ１ 的酶联免疫试剂盒技术相对成熟ꎬ检测结果与实验

室参考方法对比进行指标评价后呈现较一致且良好的结果. 在实际检测过程中对实验室设备专业性、实
验人员操作熟练度要求较高ꎬ否则易出现标准曲线拟合度较差、检测结果呈假阴性或假阳性的情况. 本文

在参考方法中以超声辅助提取对花生样品的前处理进行了优化ꎬ检测结果的回收率>８５％. 提高 ＡＦＢ１ 检

测结果的真实水平不仅依赖于仪器的精密度以及酶联免疫试剂盒中检测试剂的质量ꎬ更需从源头提高样

品中 ＡＦＢ１ 的提取量ꎬ减小因操作熟练度等造成的误差[３３] .
表 １０　 参考方法与 ＡＦＢ１ 定量试剂盒检测结果(加标样品)对比

Ｔａｂｌｅ １０　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ ＡＦＢ１ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｋｉｔ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ(ｍａｒｋ ｓａｍｐｌｅｓ)

加标样品检测结果 / (μｇ / ｋｇ)

低水平 中水平 高水平

加标样品检测结果 / (μｇ / ｋｇ)

低水平 中水平 高水平

试剂盒 Ａ

７.９３
７.４９
７.８０
６.８４
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平均值 ７.２６ ２２.６４ ３２.４８ 平均值 ７.０９ ２８.６１ ３８.５８

参考方法
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３３.６６
３４.２４
３３.８９
３３.９２
３４.２８
３３.９２

参考方法

８.２６
８.３５
８.１６
８.２０
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２５.７８
２５.８９
２５.８８
２５.９２
２５.９０

３３.６６
３４.２４
３３.８９
３３.９２
３４.２８
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平均值 ８.２１ ２５.８６ ３３.９９ 平均值 ８.２１ ２５.８６ ３３.９９

表 １１　 定量试剂盒验证指标结果

Ｔａｂｌｅ １１　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｋｉｔ ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ

厂家编号 Ａ Ｂ

线性拟合度 Ｒ２ ０.９９０ ５ ０.９９７ ７
平均加标回收率 / ％ ８７.４ ８９.８
检出限 / (μｇ / ｋｇ) １.７０６ ２.２６１
定量限 / (μｇ / ｋｇ) １.９０９ ２.２７４
相对标准偏差 / ％ ０.０２ ０.０７
相对误差(绝对值) １.８９ ２.８２

３　 结论

本文通过单因素实验及超声辅助响应面实验对花生中 ＡＦＴＳ 提取方法进行了优化ꎬ通过高效液相色

谱—光化学柱后衍生法检测花生中 ＡＦＴＳ 的提取量ꎬ结合实际操作可行性ꎬ确定了最优的提取方式:甲醇

体积分数 ６５％ꎬ超声波功率 ２０６ Ｗꎬ料液比 １ ∶４ꎬ超声时间 １５ ｍｉｎ. 利用上述最佳提取工艺并结合高效液相

色谱—光化学柱后衍生法对花生中 ＡＦＢ１ 进行检测ꎬ结果表明花生中 ＡＦＢ１ 的低、中、高 ３ 种水平的加标回

收率均>８５％ꎬ说明此法可作为 ＡＦＢ１ 胶体金快检方法和酶联免疫快检方法的参考方法.
本文对胶体金和酶联免疫快检方法进行评价验证ꎬ经数据分析可知 ＡＦＢ１ 定性及定量试剂盒的检测

结果基本能满足市场监管要求ꎻ但在实际检测过程中ꎬ部分厂家的试剂盒存在前处理耗时过长、试剂不常

规且专业设备依赖性强ꎬ从而失去了快速现场检测的意义ꎻ有些产品定性检测判读可视信号不明显ꎬ易出

现假阴性、假阳性情况. 因此ꎬ不仅要对快检方法的试剂及试纸条进行质量监管ꎬ还要注意快检产品对样

品前处理方式的要求ꎬ在保证溶剂常规化的情况下要尽量优化提取步骤ꎬ使样品中毒素的提取量尽可能接

近真实水平ꎬ减小因仪器、人员操作等问题产生的误差ꎬ从而提高检测效率.
本文通过响应面实验优化提取方法来提高花生中 ＡＦＴＳ 的提取量和检测效率ꎬ同时增强了参考方法

的可靠性ꎬ提高了对快检方法评价验证指标的要求. 本文认为ꎬ有必要进行试剂盒样品基质处理方式对检
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赵　 萍ꎬ等:响应面法优化花生中黄曲霉毒素的提取及其在快检评价中的应用

测结果干扰等方面的研究ꎬ尤其是检测含有油脂类的复杂基质ꎬ样品的前处理方式对结果的准确性影响尤

为显著. 本文从样品处理方式对 ＡＦＴＳ 检测结果进行了研究ꎬ其他因素对于商品化试剂盒质量的影响仍需

进一步的研究ꎬ从而使商品化试剂盒质量的评价验证体系越来越完善ꎬ以切实保障食品安全.

[参考文献](Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ)

[１]　 ＨＥ ＳꎬＨＵＡＮＧ Ｑ ＴꎬＺＨＡＮＧ Ｙꎬｅｔ ａｌ. Ｍａｇｎｅｔｉｃ ｂｅａｄｓ￣ｂａｓｅｄ ｍｕｌｔｉｃｏｌｏｒ ｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｉｃ ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ ｆｏｒ ｕｌｔｒａｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
ｏｆ ａｆｌａｔｏｘｉｎ Ｂ１[Ｊ]. Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｌｅｔｔｅｒｓꎬ２０２０ꎬ３２(４):１４６２－１４６５.

[２] ＧＩＬＬ ＣꎬＶＡＮ ＤＥ ＷＩＪＥＲＴ Ｊ ＨꎬＢＬＯＷ Ｆꎬｅｔ ａｌ. Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｙｓｉｓ ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ＤＮＡ ｆｏｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ
ｔｈｅ ｖａｇｉｎａｌ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ[Ｊ]. ＰＬＯＳ ＯＮＥꎬ２０１６ꎬ１１(９):ｅ０１６３１４８.

[３] ＹＵ Ｌ ＬꎬＺＨＡＮＧ ＹꎬＨＵ Ｃ Ｙꎬｅｔ ａｌ. Ｈｉｇｈｌｙ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｉｍｐｅｄａｎｃｅ ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ ｉｍｍｕｎｏｓｅｎｓｏｒ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
ｏｆ ＡＦＢ１ ｉｎ ｏｌｉｖｅ ｏｉｌ[Ｊ]. Ｆｏｏｄ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ２０１５ꎬ１７６:２２－２６.

[４] 范蓓ꎬ李庆鹏ꎬ哈益明. 关注黄曲霉毒素国内外限量标准ꎬ完善食品安全保障措施[ Ｊ]. 食品工业科技ꎬ２０１０(１２):
２６－２８.

[５] 国家卫生和计划生育委员会ꎬ国家食品药品监督管理局. 食品安全国家标准 食品中真菌毒素限量:ＧＢ ２７６１—２０１７[Ｓ].
北京:中国标准出版社ꎬ２０１７.

[６] ＷＩＬＫＯＷＳＫＡ ＡꎬＢＩＺＩＵＫ Ｍ. Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｅｓｔｉｃｉｄｅ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｉｎ ｆｏｏｄ ｍａｔｒｉｃｅｓ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ＱｕＥＣｈＥＲＳ ｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ[ Ｊ].
Ｆｏｏｄ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ２０１１ꎬ１２５(３):８０３－８１２.

[７] 张洪歌. 果蔬食材中剧毒鼠药和氰化物快速检测方法的优化应用[Ｄ]. 北京:中国人民公安大学ꎬ２０１９.
[８] ＧＡＢＡＬＤ􀆕Ｎ Ｊ ＡꎬＣＡＳＣＡＬＥＳ Ｊ ＭꎬＭＯＲＩＡＳ Ｓꎬｅｔ ａｌ. Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ａｔｒａｚｉｎｅ ａｎｄ ｃａｒｂａｒｙｌ ｐｅｓｔｉｃｉｄｅ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｉｎ ｖｅｇｅｔａｂｌｅ

ｓａｍｐｌｅｓ ｕｓｉｎｇ ａ ｍｕｌｔｉａｎａｌｙｔｅ ｄｉｐｓｔｉｃｋ ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ ｆｏｒｍａｔ[Ｊ]. Ｆｏｏｄ Ａｄｄｉｔｉｖｅｓ ＆ Ｃｏｎｔａｍｉｎａｎｔｓꎬ２００３ꎬ２０(８):７０７－７１５.
[９] ＨＥＩＤＥＮＲＥＩＣＨ ＢꎬＰÖＨＬＭＡＮＮ ＣꎬＳＰＲＩＮＺＬ Ｍꎬｅｔ ａｌ. Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ｉｎ ｍｅａｔ ｗｉｔｈ ａｎ ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｂｉｏｃｈｉｐ[Ｊ].

Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｆｏｏｄ Ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎꎬ２０１０ꎬ７３(１１):２０２５－２０３３.
[１０] 谢刚ꎬ叶金ꎬ王松雪. 食品安全快速检测方法评价技术研究进展[Ｊ]. 食品科学ꎬ２０１６ꎬ３７(１７):２７０－２７４.
[１１] 刘婷ꎬ曹进ꎬ王钢力ꎬ等. 市售食品快速检测产品的应用评价与分析[Ｊ]. 食品安全质量检测学报ꎬ２０１７ꎬ８(７):２４３９－

２４４７.　
[１２] ＧＢＡＳＨＩ ＳꎬＮＪＯＢＥＨ Ｐ ＢꎬＤＥ ＳＡＥＧＥＲ Ｓꎬｅｔ ａｌ. Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔꎬｃｈｅｍｏｍｅｔｒｉｃ￣ａｓｓｉｓｔｅｄ ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎ￣ｈｏｕｓｅ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ ａ

ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｐｒｅｓｓｕｒｉｚｅｄ ｈｏｔ ｗａｔｅｒ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ ｆｏｒ ｍｕｌｔｉ￣ｍｙｃｏｔｏｘｉｎｓ ｉｎ ｍａｉｚｅ[Ｊ]. Ｆｏｏｄ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ２０１９ꎬ３０７:１２５５２６.
[１３] ＤＯＮＧ ＨꎬＸＩＡＮ Ｙ ＰꎬＸＩＡＯ Ｋ Ｊꎬｅｔ ａｌ. Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｉｎｇｌｅ￣ｓｔｅｐ ｓｏｌｉｄ ｐｈａｓｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ａｎｄ ＱｕＥＣｈＥＲＳ

ｃｌｅａｎ￣ｕｐ ｆｏｒ ｔｈｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ７ ｍｙｃｏｔｏｘｉｎｓ ｉｎ ｆｒｕｉｔｓ ａｎｄ ｖｅｇｅｔａｂｌｅｓ ｄｕｒｉｎｇ ｓｔｏｒａｇｅ ｂｙ ＵＨＰＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ[ Ｊ]. Ｆｏｏｄ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ
２０１９ꎬ２７４:４７１－４７９.

[１４] ＤＵ Ｌ ＪꎬＣＨＵ ＣꎬＷＡＲＮＥＲ Ｅꎬｅｔ ａｌ. Ｒａｐｉｄ ｍｉｃｒｏｗａｖｅ￣ａｓｓｉｓｔｅｄ ｄｉｓｐｅｒｓｉｖｅ ｍｉｃｒｏ￣ｓｏｌｉｄ ｐｈａｓｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｙｃｏｔｏｘｉｎｓ ｉｎ ｆｏｏｄ
ｕｓｉｎｇ ｚｉｒｃｏｎｉａ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ[Ｊ]. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ Ａꎬ２０１８ꎬ１５６１:１－１２.

[１５] ＧＢＡＳＨＩ ＳꎬＮＪＯＢＥＨ ＰꎬＳＴＥＥＮＫＡＭＰ Ｐꎬｅｔ ａｌ. Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ａｎｄ ｍｅｔｈａｎｏｌ￣ｗａｔｅｒ ｍｉｘｔｕｒｅ ｏｎ ｐｒｅｓｓｕｒｉｚｅｄ ｈｏｔ ｗａｔｅｒ
ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ(ＰＨＷＥ)ｏｆ ａｎｔｉ￣ＨＩＶ ａｎａｌｏｇｏｕｅｓ ｆｒｏｍ Ｂｉｄｅｎｓ ｐｉｌｏｓａ[Ｊ]. Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ Ｃｅｎｔｒａｌ Ｊｏｕｒｎａｌꎬ２０１６ꎬ１０(１):３７.

[１６] 国家卫生和计划生育委员会ꎬ国家食品药品监督管理局. 食品安全国家标准 食品中黄曲霉毒素 Ｂ 族和 Ｇ 族的测定:
ＧＢ ５００９.２２—２０１６[Ｓ]. 北京:中国标准出版社ꎬ２０１６.

[１７] ＮＡＫＨＪＡＶＡＮ ＢꎬＡＨＭＥＤ Ｎ ＳꎬＫＨＯＳＲＡＶＩＦＡＲＤ Ｍ. Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ａｎ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ ｓａｍｐｌｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａ￣
ｔｉｏｎ ｏｆ ｍｕｌｔｉ￣ｍｙｃｏｔｏｘｉｎ ｉｎ ｆｅｅｄ ｂｙ ＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ[Ｊ]. Ｔｏｘｉｎｓꎬ２０２０ꎬ１２(７):４６２.

[１８] ＨＵＡＮＧ Ｚ ＰꎬＨＥ ＪꎬＬＩ Ｈ Ｙꎬｅｔ ａｌ. Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｎｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｍａｇｎｅｔｉｃ￣ｓｕｒｆａｃｅｄ ｐｓｅｕｄｏ ｍｏｌｅｃｕｌａｒｌｙ ｉｍｐｒｉｎｔｅｄ ｐｏｌｙｍｅｒｓ ｆｏｒ
ｚｅａｒａｌｅｎｏｎｅ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｉｎ ｃｅｒｅａｌ ｓａｍｐｌｅｓ[Ｊ]. Ｆｏｏｄ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ２０１９ꎬ３０８:１２５６９６.

[１９] 潘振朝. 花生及花生油中黄曲霉毒素 Ｂ１ 检测方法优化及危害分析[Ｄ]. 广州:华南农业大学ꎬ２０１６.
[２０] 国家质量监督检验检疫总局. 商品化食品检测试剂盒评价方法:ＳＮ / Ｔ ２７７５—２０１１[Ｓ]. 北京:中国标准出版社ꎬ２０１１.
[２１] 于筱雨ꎬ方佳兴ꎬ向琴ꎬ等. 响应面法优化郫县豆瓣中有机酸的提取工艺及 ＨＰＬＣ 定量分析[ Ｊ]. 食品科学ꎬ２０１９ꎬ

４０(４):２８６－２９１.
[２２] ＹＵ ＭꎬＷＡＮＧ ＢꎬＱＩ Ｚꎬｅｔ ａｌ. Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｏｐｔｉｍｉｚｅ ｔｈｅ ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃ ａｓｓｉｓｔｅｄ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ

ｆｒｏｍ Ｃｒｉｎｕｍ ａｓｉａｔｉｃｕｍ[Ｊ]. Ｓａｕｄｉ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ２０１９ꎬ２６(８):２０７９－２０８４.
[２３] ＷＡＮＧ Ｌ ＴꎬＬＵ Ｗ ＨꎬＬＩ Ｊ Ｌꎬｅｔ ａｌ. Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃ￣ａｓｓｉｓｔｅｄ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｚｅａｘａｎｔｈｉｎ ａｎｄ ｌｕｔｅｉｎ ｉｎ

ｃｏｒｎ ｇｌｕｔｅｎ ｍｅａｌ[Ｊ]. Ｍｏｌｅｃｕｌｅｓꎬ２０１９ꎬ２４(１６):２９９４.

—１８—

􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉



南京师范大学学报(工程技术版) 第 ２２ 卷第 ３ 期(２０２２ 年)

[２４] 陈文娟ꎬ陈建福. 超声辅助提取血柚皮多糖工艺优化及其对自由基的清除作用[ Ｊ]. 南京师大学报(自然科学版)ꎬ
２０１４ꎬ３７(１):１４１－１４６.

[２５] ＣＩＲＩＣ ＡꎬＫＲＡＪＮＣ ＢꎬＨＥＡＴＨ Ｄꎬｅｔ ａｌ. Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ ａｎｄ ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ ｎｅｕｒａｌ ｎｅｔｗｏｒｋ ａｐｐｒｏａｃｈ ｆｏｒ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍｉｚａ￣
ｔｉｏｎ ｏｆ ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ￣ａｓｓｉｓｔｅｄ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓ ｆｒｏｍ ｇａｒｌｉｃ[Ｊ]. Ｆｏｏｄ ａｎｄ Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｔｏｘｉｃｏｌｏｇｙꎬ２０２０ꎬ１３５:１１０９７６.

[２６] 陆文娟ꎬ喻晨ꎬ王美菊ꎬ等. 响应面法优化提取干巴菌多糖的工艺研究[Ｊ]. 南京师范大学学报(工程技术版)ꎬ２０１５ꎬ
１５(３):８４－９２.

[２７] ＷＵ ＬꎬＱＩＵ Ｌ ＪꎬＺＨＡＮＧ Ｈ Ｊꎬｅｔ ａｌ. Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｄｅｏｘｙｎｉｖａｌｅｎｏｌ ａｎｄ ｚｅａｒａｌｅｎｏｎｅ ｂｙ ｆｕｓａｒｉｕｍ ｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ
ｕｓｉｎｇ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ[Ｊ]. Ｔｏｘｉｎｓꎬ２０１７ꎬ９(２):５７.

[２８] 姚誉阳ꎬ顾妍丽ꎬ吴宇伉ꎬ等. ＱｕＥＣｈＥＲＳ－高效液相色谱－柱后光化学衍生法测定粮谷类食品中黄曲霉毒素[Ｊ]. 食品

安全质量检测学报ꎬ２０２１ꎬ１２(９):３４９７－３５０２.
[２９] ＬＩ ＱꎬＬＵ Ｚ ＣꎬＴＡＮ Ｘ Ｃꎬｅｔ ａｌ. Ｕｌｔｒａｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｆｌａｔｏｘｉｎ Ｂ１ ｂｙ ＳＥＲＳ ａｐｔａｓｅｎｓｏｒ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｅｘｏｎｕｃｌｅａｓｅ￣ａｓｓｉｓｔｅｄ

ｒｅｃｙｃｌｉｎｇ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ[Ｊ]. Ｂｉｏｓｅｎｓｏｒｓ ａｎｄ Ｂｉｏｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃｓꎬ２０１７ꎬ９７:５９－６４.
[３０] ＪＩＡ Ｂ ＹꎬＬＩＡＯ Ｘ ＦꎬＳＵＮ Ｃ Ｎꎬｅｔ ａｌ. Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ａ ｑｕａｎｔｕｍ ｄｏｔ ｎａｎｏｂｅａｄ￣ｂａｓｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｓｔｒｉｐ ｉｍｍｕｎｏｓｅｎｓｏｒ ｆｏｒ ｏｎ￣ｓｉｔｅ

ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｆｌａｔｏｘｉｎ Ｂ１ ｉｎ ｌｏｔｕｓ ｓｅｅｄｓ[Ｊ]. Ｆｏｏｄ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ２０２１ꎬ３５６:１２９６１４.
[３１] 张威ꎬ张文中ꎬ郭平ꎬ等. 食用油中黄曲霉毒素 Ｂ１ 快速检测试纸的评价[Ｊ]. 食品科学ꎬ２０２０ꎬ４１(１２):３２６－３３１.
[３２] 程楠ꎬ何景ꎬ董凯ꎬ等. 试纸法在食品安全快速检测中的研究进展[Ｊ]. 食品科学ꎬ２０１５ꎬ３６(１):２５６－２６１.
[３３] 师邱毅ꎬ纪其雄ꎬ许莉勇. 食品安全快速检测技术及应用[Ｍ]. 北京:化学工业出版社ꎬ２０１０.

[责任编辑:严海琳]

(上接第 ４４ 页)

[１３] ＤＥＶＬＩＮ ＪꎬＣＨＡＮＧ Ｍ ＷꎬＬＥＥ Ｋ. ＢＥＲＴ:ｐｒｅｔｒａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｄｅｅｐ ｂｉｄｉｒｅｃｔｉｏｎａｌ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｒｓ ｆｏｒ ｌａｎｇｕａｇｅ ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇ[Ｊ]. ａｒＸｉｖ
Ｐｒｅｐｒｉｎｔ ａｒＸｉｖ:１８１０.０４８０５ꎬ２０１９.

[１４] ＮＧＵＹＥＮ Ｔ ＨꎬＣＨＯ ＫꎬＧＲＩＳＨＭＡＮ Ｒ. Ｊｏｉｎｔ ｅｖｅｎｔ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｖｉａ ｒｅｃｕｒｒｅｎｔ ｎｅｕｒａｌ ｎｅｔｗｏｒｋｓ[Ｃ] / / Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ ｏｆ ｔｈｅ ２０１６
Ｃｏｎｆｅｒｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ Ｎｏｒｔｈ Ａｍｅｒｉｃａｎ Ｃｈａｐｔｅｒ ｏｆ ｔｈｅ Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｆｏｒ Ｃｏｍｐｕｔａｔｉｏｎａｌ Ｌｉｎｇｕｉｓｔｉｃｓ:Ｈｕｍａｎ Ｌａｎｇｕａｇｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ.
ＣａｌｉｆｏｒｎｉａꎬＵＳＡꎬ２０１６.

[１５] 张江英ꎬ郝矿荣ꎬ王直杰. 基于 Ｌａｔｔｉｃｅ ＬＳＴＭ￣ＣＲＦ 模型的中文紧急事件抽取[Ｃ] / / ２０２０ 中国自动化大会(ＣＡＣ２０２０)论
文集. 上海:中国自动化学会ꎬ２０２０.

[责任编辑:陈　 庆]

—２８—

􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉


