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黄曲霉毒素是由黄曲霉和寄生曲霉中产毒菌株

生成的一类有害物质，被世界卫生组织癌症研究机

构（

IARC

）确认为

Ⅰ

类致癌物质

[1]

。 到目前为止，中

药材中被发现的黄曲霉毒素包括黄曲霉毒素

B

1

、

B

2

、

G

1

、

G

2

，其中

B

1

被公认为主要的有毒物质。 中药

材采收、加工、贮存等过程如果处理不当，容易被黄

曲霉毒素污染。真菌毒素污染问题已经成为中药材

安全性的问题之一，

2010

年版《中国药典》共收载

了陈皮、桃仁、酸枣仁、僵蚕和胖大海

5

味药材的黄

曲霉毒素检测。目前普遍采用的检测方法包括酶联

免疫吸附法（

ELASA

）、免疫亲和柱

-

荧光分光光度计

法（

SFB

）、免疫亲和柱

-

高效液相色谱法（

IAC-HPLC

）

以及

HPLC/MS/MS

法等

[2-5]

。 但是，在医院、药店中

药房的实际工作中，针对大批量检测中药饮片的黄

曲霉毒素

B

1

时， 上述各方法因灵敏度低、 仪器昂

贵、操作复杂、费时等条件限制不能普及应用。

胶体金免疫层析技术 （

immune colloidal gold

technique

，

GICA

） 是

20

世纪

80

年代发展起来的一

种将胶体金免疫技术和色谱层析技术相结合的固相

膜免疫分析方法

[6]

。 它不仅具有快速、灵敏度高、特

异性强、稳定性好、操作简便、无需任何仪器设备等

优点，而且结果判断直观可靠，容易掌握，现已广泛

应用于临床诊断及药物检测等领域。 本研究拟采用

胶体金免疫层析法，建立一种现场快速检测中药饮

片中黄曲霉毒素

B

1

（

AFB

1

）的方法，以期有效监测饮

片质量，保障中药饮片用药安全，更好地服务临床。

1

材料与方法

1.1

仪器与试剂

Ⅱ

型

iCheck

食品安全定量快检

仪，

CS103 iCheck

黄曲霉毒素定量快检卡， 黄曲霉

毒素

B

1

胶体金免疫层析试纸条，购自北京中检维康

技术有限公司；

DNM-9606

酶标仪，北京普朗新科技

有限公司； 黄曲霉毒素

B

1

酶联免疫试剂盒，

Romer

Labs

公司；

DFT-100

中药粉碎机， 温岭市大德中药

机械有限公司；

Sartorious BT 125D 1/10

万分析天

平，北京赛多利斯仪器有限公司；

KQ-500DE

型数控

超声仪，昆山市超声仪器有限公司。

1.2

中药饮片 本研究所用

30

批中药饮片待测品

均来源于温州市中医院，经温州市中医院药剂科尤

志勉主管中药师鉴定为正品。

1.3

研究方法

1.3.1

样品的提取 取

20g

中药样品粉碎，过

40

目

筛，称取

5.0g

置于

50mL

离心管中，加入

70%

甲醇

25mL

，超声提取

30min

，离心

5min

（

10000r/min

），吸

取上清液

5.0mL

于离心管中，低温烘干，加入

2.0mL

样品缓冲溶液，用

0.5mm

微孔滤膜过滤，收集滤液

作为样品提取液，待测。

1.3.2

免疫层析法快速定量检测 取出

iCheck

AFB

1

定量快检卡和黄曲霉毒素稀释缓冲液，平衡至

室温；对

iCheck

食品安全定量快检仪进行“零点校

正”；依次输入相应批次的快检卡二维码，获取校准

曲线。 取黄曲霉毒素稀释缓冲液

120μL

加入相应微

孔中，加入“

1.3.1

”项下配制的供试品溶液

30μL

，移

液器吹打混匀， 取

100μL

加入到快检卡样品孔中。

37℃

温育

10min

后， 将快检卡插入定量快检仪中读

数，即为样品实际浓度。 该方法的检测范围为

2.5～

20μg/kg

。 当读数为零时，说明该种中药中无黄曲霉

毒素或者含量少于

2.5μg/kg

； 当读数值为

20μg/kg

时，说明测定结果

≥20μg/kg

。

2010

年版《中国药典》

共收载了陈皮、桃仁、酸枣仁、僵蚕和胖大海

5

味药

材的黄曲霉毒素检测，其规定的限量值均为

5μg/kg

，

中药饮片中黄曲霉毒素 B

1

含量的快速测定研究

林方芬 郑志勇 黄 剑 陈 红

（温州市中医院，浙江温州

325000

）

摘 要 目的：建立通过胶体金免疫层析技术快速测定中药饮片中黄曲霉毒素

B

1

（

AFB

1

）含量的方法，了解中药黄

曲霉毒素

B

1

的污染情况。 方法：采用胶体金免疫层析技术对

30

种中药饮片中黄曲霉毒素

B

1

的含量进行检测，并采用酶

联免疫吸附法（

ELASA

）对检测结果进行验证。 结果：通过胶体金免疫层析技术快速测定了中药中黄曲霉毒素

B

1

的含量，

其结果与酶联免疫吸附法测定结果一致。所检测的温州市中医院中药饮片中黄曲霉毒素

B

1

含量均符合要求。结论：胶体

金免疫层析法能够快速、准确地检测中药饮片中黄曲霉毒素

B

1

的含量。
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其他中药黄曲霉毒素未作要求。 因此， 以限量值

5μg/kg

作为判断黄曲霉毒素是否超标的标准时，该

方法有较好的适用性。

1.3.3

酶标仪法检测 将试剂盒在室温中放置

15min

以上，平衡至室温；将

AFB

1

标准品或处理好

的样品加入到各自的微孔中，轻轻震板混合，在室

温（

20～25℃

）暗处孵育

30min

；将反应板放入

37℃

恒温培养箱中孵育

30min

；取出反应板，甩掉反应

液，拍干；洗板

4

次，反应板放入

37℃

恒温培养箱

中显色

15min

； 加入终止液 ， 摇匀后用酶标仪在

450nm

波长处测定各孔吸光度

A

值。 以吸光度值

为纵坐标，黄曲霉毒素

B

1

的浓度为横坐标，绘制标

准曲线，并计算样品中黄曲霉毒素

B

1

的含量。

2

结果与分析

2.1

胶体金免疫层析法快速定量检测 使用

GICA

方法对

30

个中药饮片样品

3

批次进行测定， 结果

见表

1

。 除陈皮、杏仁、胖大海、僵蚕、熟地、酸枣仁

外，其他样品的检测结果均为

0

（检测限为

2.5μg/kg

）。

虽然陈皮、杏仁、胖大海、僵蚕、熟地黄、酸枣仁中检

测出黄曲霉毒素

B

1

，但其含量均小于

5μg/kg

。 因此，

所有中药样品中黄曲霉毒素含量均符合 《中国药

典》

2010

年版一部规定。

表

1

中药饮片样品中黄曲霉毒素

B

1

GICA

检测结果（

Mean±std

）

陈皮

品名

2.81±0.15

胖大海

3.98±0.15

AFB

1

含量

（

μg/kg

）

品名

AFB

1

含量

（

μg/kg

）

4.18±0.23

僵蚕

AFB

1

含量

（

μg/kg

）

品名

虎杖

0

玄参

00

桑白皮

黄精

0

酸枣仁

2.94±0.11

桔梗

0

芡实

0

玉竹

0

五味子

0

甘草

0

金果榄

0

大黄

0

砂仁

0

山药

0

何首乌

0

杏仁

3.52±0.12

百部

0

夏枯草

0

钩藤

0

白术

0

黄芪

0

枳实

0

天花粉

0

熟地

3.15±0.09

土茯苓

0

党参

0

人参

0

2.2

酶标仪法检测

2.2.1

标准曲线 以黄曲霉毒素

B

1

的浓度（

AFB

1

标准溶液

0

，

0.1

，

0.25

，

0.5

，

1

，

2ng/mL

）为横坐标，以吸

光度值为纵坐标，绘制成标准曲线，见表

2

、图

1

，每

个浓度平行重复

3

次。

表

2

黄曲霉毒素

B

1

标准溶液的吸光度值（

Mean±std

）

序号

浓度

（

ng/mL

）

吸光度

2 0.010.10 0.52

3 0.25 0.43 0.01

4 0.50 0.31 0.02

5 1.00 0.18 0.03

6 2.00 0.12 0.01

标准差均值

1 0 0.60 0.02

图

1

标准溶液的吸光度值标准曲线

2.2.2

酶标仪法定量检测结果 使用酶标仪法对

30

个中药饮片样本的

3

批次药材进行测定，结果见

表

3

。 该方法测定结果与

GICA

方法测定结果相似，

所有中药样品检测结果均小于

5μg/kg

。

表

3

中药饮片样品中黄曲霉毒素

B

1

ELISA

检测结果（

Mean±std

）

陈皮

品名

2.63±0.15

胖大海

4.05±0.21

AFB

1

含量

（

μg/kg

）

品名

AFB

1

含量

（

μg/kg

）

4.22±0.23

僵蚕

AFB

1

含量

（

μg/kg

）

品名

虎杖

0.11±0.02

玄参

0±0.000.89±0.02

桑白皮

黄精

0.23±0.02

酸枣仁

2.87±0.09

桔梗

1.66±0.08

芡实

0.16±0.01

玉竹

1.31±0.07

五味子

0.45±0.03

甘草

0.18±0.01

金果榄

0.15±0.01

大黄

0.76±0.05

砂仁

1.80±0.08

山药

0.08±0.00

何首乌

0.13±0.01

杏仁

3.59±0.16

百部

0±0.00

夏枯草

1.22±0.02

钩藤

0.10±0.01

白术

0.12±0.01

黄芪

0.08±0.00

枳实

0.14±0.01

天花粉

2.11±0.03

熟地

3.30±0.13

土茯苓

0.19±0.01

党参

0.81±0.03

人参

0.51±0.02

3

讨论

黄曲霉毒素因为其毒性极强，目前已经被国际

癌症研究机构确定为

I

类致癌物

[1]

，其毒性是氰化钾

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

[7-8]

。 本次实验结

果表明，除僵蚕外，温州市中医院中药饮片中

AFB

1

含量均符合要求。 陈皮、杏仁、僵蚕、胖大海、熟地中

AFB

1

含量相对较高，这些中药在采购、储藏过程中

要经常检测

AFB

1

含量，并注意尽量避免

AFB

1

的污

染，以确保中药临床使用的安全、有效。

本研究建立了胶体金免疫层析法快速测定中药样

品中黄曲霉毒素

B

1

含量的方法，并与酶联免疫法进行

了比较。研究结果显示，胶体金免疫层析法与酶联免疫

法结果一致，都能准确反映中药中黄曲霉毒素

B

1

的污

染情况。与酶联免疫法相比，免疫胶体金检测卡检测法

灵敏度高、检测速度快、选择性好、操作简便、检测成本

较低，在医院、药店中药房的实际工作中，针对大批量

中药饮片检测黄曲霉毒素

B

1

时，可以提高工作效率。
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表

4

综合评分方差分析

A

方差因素

248.31

离差平方和

19 *

F

临界值 显著性

B 10.718 19

C 3.627 19

D

（误差）

4.484

19

自由度

F

2 55.377

2 2.39

2 0.809

2 1

注：

F0.05

（

2

，

2

）

=19

。

2.6

验证试验 按处方比例称取各药材共

3

份，按

最佳提取工艺参数提取，测定阿魏酸含量和干膏得

率，计算综合评分值。 结果发现优选的提取工艺条

件稳定可行， 可作为补心益气煎膏剂的提取工艺。

具体结果见表

5

。

表

5

验证试验结果

1

批次

9.8427

阿魏酸含量（

μg/g

）

26.21

干膏得率（

%

）

2 9.8492 25.77

3 9.8532 26.12

Average 9.8484 26.03

RSD

（

%

）

0.054 0.89

3

讨论

本实验同时也考察了不同提取、浓缩设备及加

水量、提取次数、时间对膏方质量的影响，结果表明

采用夹层反应锅提取

40min

，浓缩

30min

，加水量范

围为

6～10

倍量，提取次数范围为

1～3

次，提取时间

范围为

40～80min

时膏方的质量最佳。

鉴于中药复方成分的复杂性， 任何单一成分均

难以代表制剂的效应，而补心益气汤作为补益药，多糖

类大分子也是药效成分，因此本研究以其出膏率、阿魏

酸为考察指标。但各指标的影响程度不同，为保证指标

的全面性，数据处理引入了综合指标概念，给予关键因

素相应的权重系数。 这种多指标综合加权评分法较好

地避免了单一评价的片面性，使分析采样指标更全面

的同时，对于关键影响因素又给予了相应的侧重。 本

研究在根据王晖等

[8]

对多指标综合评价方法研究及权

重系数如何选择和确立的基础上，结合自身试验的特

点和考察指标间的关系，合理、科学地设置各指标的

权重系数。我们设置这个比例考虑到中药有效成分及

出固率的关系，一般指标性成分的提取比出固率来得

更为重要，因此设置指标性成分权重系数为

60

分，而

出固率设置为

40

分，使分析结果更为科学和客观，也

使补心益气煎膏工艺优化合理、可信，为补心益气煎

膏的规模化生产提供了一定的参考。
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