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摘 要：采用同位素稀释法并结合凝胶色谱净化技术 ，建立了花生、粮油中 18种常见真菌毒素污染的超高 

效液相色谱串联质谱分析方法。样品中添加同位素内标 U— C ]一黄曲霉毒素 B1和 U一[”C， ]一脱氧雪 

腐镰刀菌烯醇，经乙腈一水溶液(84：16，体积比)均质提取，凝胶渗透色谱净化，Waters ACQUITY UPLCTM 

BEH C 色谱柱分离 ，串联四极杆质谱多反应离子监测方式检测，同位素稀释 内标法定量。结果表明，18种 

真菌毒素在各自的线性范围内线性关系良好，相关系数均不低于0．996；其中12种化合物的定量下限为0．02— 

0．4 kg，6种负离子的定量下限为0．06～1．0 g／kg；低、中、高3个加标水平的回收率为80％～96％，相 

对标准偏差为10．5％～19．6％。该方法具有前处理简单、净化效果好、灵敏度高的优点，适用于复杂基质样 

品中多组分真菌毒素残留的确认和定量检测。 
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Abstract：A method for the analysis of common mycotoxins in peanuts and oils was developed using 

ultra performance liquid chromatography with tandem mass spectrometry(UPLC—MS／MS)，based on 

isotope dilution and gel pex~neation chromatography(GPC)purification．The homogenized sample was 

spiked with U一[”Cl7]一aflatoxin B1 and U一[ Cl5]一deoxynivaleno1)，and extracted with aceto— 

nitrile—water(84：16，by volume)，then purified by GPC．The targeted compounds were detected 

by MS／MS system with eletrospray ionization(ESI)under muti—reaction monitoring(MRM)mode and 

quantiffed by the interna1 standard calibration curve of isotope dilution technique． The result indica— 

ted that the LOQ of 12 positive ions ranged from 0．02 kg to 0．4 kg，the LOQ of 6 negative i— 

ons ranged from 0．06 kg to 1．0 kg．Meanwhile，the high correlation coefffcents(r≥0．996) 

of 18 mycotoxins were obtained within their respective linear ranges．The average recoveries at low， 

interillediate and high spiked levels ranged from 80％ to 96％ with relative standard deviations(RSD) 

of 10．．5％ 一19．6％ ． This method was suitable for the identification and quantification of multi—COB— 

ponent mycotoxin contaminants in complex matrixes with advantages of simple pretreatment， good 

purification and high sensitivity． 
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真菌毒素(Mycotoxins)是产毒真菌在一定环境条件下产生的次级代谢产物，广泛污染农作物、食品 

及饲料等植物源性产品。可引起人类和动物急性或慢性中毒，部分已被证实具有致癌、致畸、致细胞 

突变的 “三致”作用 ～ 。目前已知的真菌毒素有200多种，按其主要产毒菌种可分为曲霉菌毒素(如 

黄曲霉毒素、棕曲霉毒素等)、青霉菌毒素和镰刀菌毒素(如 T-2毒素、HT一2毒素、二乙酰蔗镰刀菌烯 

醇、脱氧雪腐镰刀菌烯醇、玉米赤霉烯酮等)等几大类。 

现有的检测方法分为快速筛选法和确证法两大类。快速筛选法主要是酶联免疫法，此方法具有特 

异性强、灵敏度高、前处理简单、无需昂贵仪器、易于推广等优点，但此法存在一定的假阳性，不能 

作为最终的确证方法。真菌毒素检测的确证方法有薄层层析色谱法(TIC)、液相色谱法(HPLC)、气相 

色谱法(GC)以及LC、GC与质谱联用检测法等。TIC法在确证新发现真菌毒素和检测方法学研究方面， 

具有一定的优越性，但此法精确度低、操作过程复杂，近年来的应用受到限制。GC—FID和 GC—MS 

技术常用于分析热稳定、易挥发性的化合物，但大多数真菌毒素对热不稳定，故气相色谱法分析的毒 

素种类有限，主要用来检测单端孢霉烯族化合物 ]。高效液相色谱法结合紫外或荧光检测器法可用 

于大多数真菌毒素的分析，具有稳定可靠、灵敏度高等特点，但只能检测同一类毒素的异构体或同系 

物，无法做到多组分的同时分析 。。 。 

液相色谱串联质谱可同时提供目标化合物的保留时间和分子结构信息，具有杂质影响小，对净化 

要求低、灵敏度高、适合多组分同时分析等特点 卜 j。凝胶渗透色谱净化法是近年来兴起的残留检测 

前处理技术，．具有自动化程度高、净化效果好、适合多残留检测等优点。本文利用凝胶渗透色谱对样 

品进行净化，并借助超高效液相色谱质谱法对花生和粮油中的青霉酸、胶黏毒素等 18种真菌毒素同时 

检测，可满足国际上对真菌毒素的检测要求。 

1 实验部分 

1．1 仪器与试剂 

超高效液相色谱 一质谱／质谱仪(UPLC—Premier，美国 Waters公司)，配有电喷雾离子源；Accu— 

Prep凝胶渗透色谱(美国J2公司，264 Bill固定波长紫外检测器，定量线圈：5 mL，层析柱：30 mm× 

210 mm，填料：Bio—Beads SX-3填充)；5810R冷冻离心机(德国Eppendoff公司)，转速不低于10 000 

r／rain；天平：感量0．，1 mg和0，001 g；均质器；振荡器；氮吹仪。 

甲醇、乙腈为色谱纯；醋酸铵、氨水、甲酸为分析纯；乙酸乙酯、环已烷为农残级；青霉酸、胶 

黏毒素、黄曲霉毒素 B1、黄曲霉毒素 B2、黄曲霉毒素 G1、黄曲霉毒素 C2、杂色曲霉毒素、T-2毒 

素、HT-2毒素、二乙酰蔗镰刀菌烯醇(DAS)、桔青霉毒素、疣孢漆斑菌原、展青霉毒素、玉米赤霉烯 

酮、3一乙酰脱氧雪腐镰刀菌烯醇(3-ADON)、15一乙酰脱氧雪腐镰刀菌烯醇(15一ADON)、脱氧雪腐镰刀 

菌烯醇(DON)、雪腐镰刀菌烯醇纯度均不低于99％(Biopure公司 Tulin Austria)；同位素内标 ：u一[” 

c ，]一黄曲霉毒素 Bl标准品0．529 mg／L，溶于乙腈中一20℃保存；u一[”C， ]一脱氧雪腐镰刀菌烯 

醇标准品25．4 mg／L，溶于乙腈中2～8 避光保存(Biopure公司 Tulin Austria)。 

标准溶液的配制：用甲醇将黄曲霉毒素 B1、黄曲霉毒素 B2、黄曲霉毒素 G1、黄曲霉毒素 C2配 

成0．01 L的标准储备液，其余真菌毒素用甲醇配成 0．1 L的标准储备液，以 10 mmol／L的醋酸 

铵一甲醇(1：1，体积比)梯度稀释，配成一系列的标准溶液，每个标准溶液中含有2．645仙g／L的u一 

[ C． ]一黄曲霉毒素 B1和 127 L的 U一[”C。 ]一脱氧雪腐镰刀菌烯醇同位素内标。 

1．2 样品预处理方法 

1．2．1 提 取 准确称取10 g(精确至0．01 g)样品于100 niL离心管中，加入0．529 m#L的U一[”C ]一 

黄曲霉毒素B1和25．4 m#L的U— C ]一脱氧雪腐镰刀菌烯醇同位素内标各2(】 ，固体样品加入20 mL 

乙腈 一水溶液(84：16，体积比)，液体样品加入20 mL乙腈，均质提取 3 min或振荡器中摇振 1 h，以 

10 000 r／rain于4 cIC下离心 10 min，准确吸取8 mL上清液于玻璃试管中，在50℃下用氮气吹干，再用 

8 mL乙酸乙酯 一环己烷(50：50，体积比)溶解样品，过 0．45 Ixm的微孔膜，供凝胶色谱净化用。 

1．2．2 凝胶色谱净化 层析柱：30 mm×210 mm，填料：填充23 g Bio．Beads SX．3填料(中性、多孔的 

聚苯乙烯一二乙烯基苯微球体)；流动相：乙酸乙酯一环己烷(50：50)；流速：4．7 mL／min；样品定量 
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环：5 mL；收集时间：6～15 rain；取 “1．2．1”得到的8 mL上清液按上述条件净化，收集洗脱液于玻璃 

离心管中，在50℃下氮气吹干，用甲醇 一醋酸铵水溶液(50：50)定容至 1 mL。 

1．3 高效液相色谱条件 

色谱柱：Waters ACQUITY UPLCTM BEH C,s柱(2．1 IYlm×100 ITlm，粒径 1．7 Ixm或相当者)；柱温： 

40℃；进样体积：10 IxL；流速：300~L／min。正离子模式下，流动相：A为 10 mmo~L醋酸铵 + 

0．1％甲酸，B为甲醇，梯度洗脱程序：0—4．8 rain。35％～90％B；4．8 6．0 rain，90％B：6．1 min， 

35％ B，平衡 2 rain；负离子模式下，流动相：A为 0．1％氨水，B为甲醇，梯度洗脱程序：0～5．0 

rain，25％ ～90％ B；5．0～6．0 rain，90％ B；6．1 rain，25％ B
， 平衡 2 rain。 

1．4 质谱条件 

离子源：电喷雾离子源；检测方式：多反应监测；毛细管电压：3．0 kV；离子源温度：110℃； 

锥孔反吹气流速：50 L／h；脱溶剂气温度：380℃；脱溶剂气流速 600 L／h；碰撞池压力：0．435 Pa； 

扫描方式、监测离子对(m／z)和其他参数见表 1。 

表 1 18种真菌毒素及两种内标的监测离子对、锥孔电压、碰撞能量、离子化方式 

Table 1 Qualitative ion pair，quantitative ion pair，cone voltage，collision energy and ionization mode of 1 8 mycotoxins 

2 结果与讨论 

2．1 流动相的选择 

在液相色谱 一质谱联用中液相的分离与质谱的离子化是一对矛盾体 ，选择流动相时应兼顾分离效 

果及各分离组分进入质谱前的离子化效率，以获得最佳的分辨率和最高的灵敏度。对各毒素标准品进 

行质谱全扫描发现：青霉酸、胶黏毒素、黄曲霉毒素 Bl、黄曲霉毒素 B2、黄曲霉毒素 c1、黄曲霉毒 

素 G2、杂色曲霉毒素、T-2毒素、HT-2毒素、二乙酰藤镰刀菌烯醇、桔青霉毒素、疣孢漆斑菌原 12 

种毒素可在 ESI 方式下生成加氢或加钠离子，在纯水 一甲醇组成的流动相中，各种毒素的加钠和加钾 

离子强度明显高于加氢，当加入10 mmol／L醋酸铵时，母离子的加氢峰迅速增高，经离子化后获得高 

灵敏度。其余6种毒素在ESI一方式下生成负离子，当以纯水一甲醇为流动相时，离子化效率较差，在 

水相中加入0．1％的氨水后，离子化效率明显提高。 

由于真菌毒素易溶于甲醇或乙腈，本实验分别选择甲醇和乙腈作为强洗脱流动相。用乙腈作为流 

动相 ，在正负两种监测模式下的洗脱效果均明显低于甲醇作为流动相时的效果，因此最终选择甲醇作 

为强洗脱流动相。 
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2．2 质谱条件的选择 

2．2．1 母离子的选择 将各真菌毒素配成 1 g／L的单标，根据各化合物分子的化学电离性质，分别选 

用ESI 和ESI一作为离子化模式，通过直接进样法，在优化质谱参数的基础上，确定各毒素的母离子质 

量数。结果发现青霉酸、胶黏毒素、黄曲霉毒素 B1、黄曲霉毒素 B2、黄曲霉毒素 G1、黄曲霉毒素 

G2、杂色曲霉毒素、T一2毒素、HT一2毒素、二乙酰藤镰刀菌烯醇、桔青霉毒素、疣孢漆斑菌原 12种真 

菌毒素在 ESI 方式下，可获得较高的灵敏度；展青霉毒素、玉米赤霉烯酮、3一乙酰脱氧雪腐镰刀菌烯 

醇、15一乙酰脱氧雪腐镰刀菌烯醇 、脱氧雪腐镰刀菌烯醇、雪腐镰刀菌烯醇在 ESI一模式下的灵敏度明显 

高于 ESI 。 

2．2．2 子离子的选择及碰撞电压的优化 欧盟(2002／657／EC)指令 规定低分辨率质谱联用检测应 

在确定母离子的基础上选择两个以上的子离子。在确定各真菌毒素的母离子后，采用子离子扫描的方 

式对子离子及碰撞能量进行优化。随着碰撞能量的不断增加，选择能产生最高丰度子离子的碰撞能量 

作为 CID最佳碰撞电压。18种真菌毒素及两种内标的监测离子对、锥孑L电压、碰撞能量、离子化方式 

见表 1；其多反应监测(MRM)色谱图见图 1。 
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图1 18种真菌毒素标准品及同位素内标物的多反应监测(MRM)色谱图 

Fig·1 Chromat。grams of 1 8 mycot。xin standards and the isotope labeled standards under multiple reaetion m。de f MRM) 
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2．3 凝胶渗透色谱条件的优化 

2．3．1 凝胶渗透色谱收集时间的选择 本文目标物的相对分子质量为 154～533，考虑到真菌毒素的 

紫外吸收强度、毒性等因素，选择相对分子质量比533大的莫西菌素(640)的出峰时间为起始收集的时 

间，以 170(展青霉毒素)出峰结束的时问为结束收集的时问，此时间段可将所有真菌毒素组分收集。 

为保证收集时间的准确性，本文采取分段收集，对每段收集到的样品进行 LC—MS／MS检测，结果与 

GPC检测结果相吻合。莫西菌素和展青霉毒素标准品的GPC谱图见图2，花生和玉米油样品的GPC色 

谱图见图3。从图上可见，杂质的出峰时间主要集中在 3．5～10 rain之间，而 3．5～5．5 rain为杂质出峰 

最为集中的时间段。综合考虑，最终确定组分的收集时间为6．0～15 rain。 

0．0 2．5 5．0 7．5 lO．O 12．5 15．0 l7 5 20．0 22 5 00 2 5 5．0 7．5 100 12．5 15．0 17 5 20．0 

t，rain t／min 

图2 莫西菌素标准品(A)与展青霉毒素标准品(B)的 GPC色谱图 

Fig．2 GPC chromatograms of moxideetin(A)and patulin standard(B) 

图 3 花生样品提取液(A)与玉米油样品提取液(B)的 GPC色谱图 

Fig．3 GPC chromatograms of peanut extract(A)and corn oil extract(B) 

2．3．2 凝胶渗透色谱净化效果的研究 凝胶渗透色谱净化主要是去除样品中的色素、脂肪、蜡质等 

大分子物质。在考察 GPC净化效果时，采用全扫描方式，重点监测 m／z在 750～1 250之间的杂质峰。 

由于利用了分子切割的原理，因而对特定分子量区间的杂质具有非常好的净化效果。对比图4A和图 

4B可 以看 出，经 GPC净 化后，花生 样 品 中 m／z 722．55、743．63、764．06、864．74、1 043．77、 

1 069．13、1 152．99、1 224．32等主要杂质峰几乎被完全去除。 

图4 GPC净化前(A)后(B)的花生提取液的全扫描图 

Fig．4 MS scan chromatograms of peanut extract without(A)and with(B)GPC purification 
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2．3．3 凝胶渗透色谱净化与多功能净化柱的比较 多功能净化柱法是 目前国内外真菌毒素多组分残 

留检测中常用的净化方法，其原理是提取液通过不同类型的吸附剂装填而成的柱体，吸附剂吸附杂质， 

不吸附目标物，从而完成样品的净化。由于目标物的化学性质不尽相同，可能引起吸附剂对部分目标 

物有一定的吸附作用，造成部分真菌毒素的回收率偏低。而凝胶渗透色谱净化基于化合物的分子大小， 

本文涉及的真菌毒素分子量范围在 154～533之间，而大部分真菌毒素的分子量均在此范围内，同时此 

净化方法对花生、粮油等基质中的脂肪、色素等大分子杂质具有很好的去除效果，因此凝胶渗透色谱 

净化非常适合花生、粮油中真菌毒素的多组分残留分析。 

2．4 内标的选择 

本实验根据各化合物的性质选择内标，青霉酸、胶黏毒素、黄曲霉毒素 B1、黄曲霉毒素 B2、黄 

曲霉毒素 G1、黄曲霉毒素 G2、杂色曲霉毒素、T-2毒素、HT一2毒素、二乙酰藤镰刀菌烯醇、桔青霉 

毒素、疣孢漆斑菌原以U-[ C ]一黄曲霉毒素B1为内标，其余6种真菌毒素以U_[”C ]一脱氧雪 

腐镰刀菌烯醇为内标。实验结果表明，以上述两种同位素为内标获得的结果准确可靠。 

2．5 方法的线性范围与定量下限 

以待测化合物和内标的峰面积比值为纵坐标，待测化合物的标示浓度为横坐标进行回归分析，得 

到线性回归方程、线性范围及相关系数(见表 2)。由表 2可知，采用同位素内标法定量，各化合物的 

线性关系良好，相关系数 r值均不低于0．996，且可较好地克服样品提取、净化及上机测定过程造成的 

误差。 

用花生空白样品作为基质，添加不同量的真菌毒素标准品后按 “1．2”处理后测定，根据 10倍信 

噪比计算定量下限(见表2)。各真菌毒素的检出限(LOD，S／N>3)和定量下限(LOQ)均远低于欧盟、 

日本等国家规定的最大残留限量。 

表2 18种真菌毒素的线性方程 、线性范围、相关系数、检出限与定量下限 

Table 2 Linear equations，linear ranges，correlation coefficients(r)，LODs and LOQs of 1 8 mycotoxins 

2．6 方法的回收率与精密度 

取花生空白样品，正离子分别在0．5、2、10 kg，负离子在 l0、20、50 kg水平上进行加标 

实验，每个加标水平平行测定 5次，计算各种真菌毒素的回收率和相对标准偏差(RSD)，结果见表2。 

结果表明，方法的回收率为80％一96％，相对标准偏差为 10．5％～19．6％。 

2．7 实际样品的检测 

取本地市场销售的花生酱样品20份进行检测，检出真菌毒素6种，分别为黄曲霉毒素 Bl、黄曲 
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霉毒素 B2、黄曲霉毒素 G1、黄曲霉毒素 G2、杂色曲霉毒素和桔青霉毒素。检出的8份阳性样品中均 

含有黄曲霉毒素 B1，含量在0．2-21．4 Ixg／kg之间。图5为黄曲霉毒素 B1含量为 21．4 Ixg／kg的阳性 

样品的多反应监测色谱图。 

番 I 
＼  

2 O 4．0 6【】 8 0 
t／nlill 

1O0 
＼  

4 

2．0 4．0 6．O 8．O 

t／m ln 

图 5 黄曲霉毒素 B1(21．4 g／kg)污染的花生酱样品的多反应监测色谱图 

Fig．5 MRM chromatograms of peanut butter contaminated by aflatoxin B1(2 1．4 ) 

3 结 论 

本文建立了花生、粮油中常见真菌毒素的凝胶渗透色谱净化，超高效液相色谱串联质谱检测方法。 

该方法具有灵敏度高、自动化程度高、重复性及净化效果好等特点，适于多组分真菌毒素低含量残留 

的定量检测与定性确证，能够满足欧盟、日本等国家和地区对于真菌毒素污染检测的限量要求。 
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