
收稿日期：２０１７－０３－１０；修回日期：２０１７－０８－０９
基金项目：吉林省农业科技创新工程项目农产品质量安全创

新团队（ＣＸＧＣ２０１７ＴＤ０１１）
作者简介：孟繁磊（１９８４），女，助理研究员，硕士研究生，主
要从事食品质量安全方面的研究工作（Ｅｍａｉｌ）ｍｅｎｇｆａｎｌｅｉ６２２
＠１６３．ｃｏｍ。
通信作者：李　刚，教授，博士（Ｅｍａｉｌ）Ｌｉｇａｎｇ６＠ｙｅａｈ．ｎｅｔ。

检测分析

基于 ＵＰＬＣ－ＭＳ－ＭＳ技术快速测定花生中
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摘要：建立了花生中４种黄曲霉毒素的超高液相色谱－三重四极杆串联质谱（ＵＰＬＣ－ＭＳ－ＭＳ）检
测的方法。样品经８０％乙腈－水溶液振荡超声提取后，采用多功能净化柱净化。待测物经Ｋｉｎｅｔｅｘ
ＳＢ－Ｃ１８色谱柱分离，甲醇－０．１％甲酸溶液为流动相，梯度洗脱，三重四级杆串联质谱多反应离子
监测（ＭＲＭ）方式检测，外标法定量。结果表明：４种黄曲霉毒素在各自的线性响应范围内线性关
系良好，相关系数均大于０．９９９，方法的检出限为０．０１４～０．０２５μｇ／ｋｇ，空白样品中加标回收率为
７２．２５％～８９．４６％，ＲＳＤ在４．０１％ ～９．５６％之间。该方法前处理简单快速、净化效果好、检出限
低，适合花生中多种黄曲霉毒素的同时快速测定。
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　　黄曲霉毒素是一类化学结构类似的二氢呋喃香

豆素的衍生物，是主要由黄曲霉、寄生曲霉产生的代

谢产物，特别容易污染花生、玉米、小麦等粮油产品。

黄曲霉毒素被世界卫生组织划定为１类致癌物，毒

性比砒霜大６８倍，仅次于肉毒霉素，是目前已知霉
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菌中毒性最强的［１］。据悉，黄曲霉毒素的危害性在

于对人及动物肝脏组织有破坏作用，严重时可导致

肝癌甚至死亡，在天然污染的食品中以黄曲霉毒素

Ｂ１最为多见，其毒性和致癌性也最强
［２－３］。因此，世

界各国都对食品中的黄曲霉毒素的含量做出了严格

的规定，食品中黄曲霉毒素 Ｂ１的限量范围为 １～
２０μｇ／ｋｇ，黄曲霉毒素总量（包括 ＡＦＢ１、ＡＦＢ２、
ＡＦＧ１、ＡＦＧ２）的限量范围为０～３５μｇ／ｋｇ。２０１１年
我国发布的《食品安全国家标准 食品中真菌毒素限

量》（ＧＢ２７６１—２０１１）中规定花生及其制品中黄曲
霉毒素Ｂ１的限量为２０μｇ／ｋｇ。２０００年以来我国出
口花生和玉米连续多次由于黄曲霉毒素含量超标而

被欧盟额外实施特检甚至拒绝进口。因此，无论是

黄曲霉毒素毒性的严重性还是国际贸易的紧迫性，

都说明选择一种合适的黄曲霉毒素的检测方法是一

个亟待解决的重要问题。

目前，黄曲霉毒素的检测方法包括：酶联免疫

法［４－６］、薄层色谱法［７］、高效液相色谱法［８－１１］、液相

色谱－串联质谱技术［１２－１６］。近年来，液相色谱－串
联质谱技术在检测毒素方面的优势逐渐显现，采用

选择离子监测技术，可大大提高检测的灵敏度和特

异性，因其可以采用简便的前处理技术，且不需要衍

生化，是同时检测多种毒素的理想方法。本研究采用

超高液相色谱－三重四极杆串联质谱技术（ＵＰＬＣ－
ＭＳ－ＭＳ），建立了４种黄曲霉毒素的同时定性、定
量分析方法，并利用此方法对吉林省松原地区的花

生样品进行了分析，以期为黄曲霉毒素的定性确证

提供一种可靠方法，适用于花生中黄曲霉毒素确证

分析。

１　材料与方法
１．１　实验材料
１．１．１　原料与试剂

花生样品，２０１６年秋季采自吉林省松原地区。
乙腈、甲醇、甲酸：色谱级，赛默飞世尔科技公司；黄

曲霉毒素 Ｂ１（ＡＦＢ１）、黄曲霉毒素 Ｂ２（ＡＦＢ２）、黄曲
霉毒素Ｇ１（ＡＦＧ１）、黄曲霉毒素 Ｇ２（ＡＦＧ２）标准品：
纯度≥９９％，农业部环境保护科研监测所。
１．１．２　仪器与设备

超高液相色谱 －串联质谱仪：ＡＢＱＴＲＡＰ５５００
质谱仪（美国 ＡＢＳｃｉｅｘ），ＣｈｉｍａｄｚｕＬＣ－３０Ａ超高
效液相色谱仪（日本岛津公司）；ＫＱ－２５０ＤＢ数控
超声清洗器；ＲＭ２２５５涡旋混匀器（德国 ＩＫＡ公
司）；ＳＣ－３６１０离心机；ＮＲ－３振荡器；ＨＳＣ－２４Ｂ
氮吹仪；ＭｙＣＯｓｅｐＴＭ２２６多功能净化柱（Ｒｏｍｅｒ
公司）。

１．２　实验方法
１．２．１　样品前处理

准确称取 ２ｇ（精确至 ０．００１ｇ）花生样品于
５０ｍＬ刻度离心管中，加入１０ｍＬ８０％乙腈 －水溶
液，旋涡混匀３０ｓ，浸泡３０ｍｉｎ，振荡１ｈ后在超声
功率５００Ｗ条件下超声提取３０ｍｉｎ，１００００ｒ／ｍｉｎ
离心１０ｍｉｎ，收集上清液经 ＭｙＣＯｓｅｐＴＭ２２６多功能
柱净化，取５ｍＬ净化液于 ５０℃下氮气吹干，加入
１．０ｍＬ５０％甲醇溶解，涡旋混匀３０ｓ，用０．２２μｍ
微孔滤膜过滤于进样瓶中，待 ＵＰＬＣ－ＭＳ－ＭＳ
检测。

１．２．２　色谱条件
色谱柱：ＫｉｎｅｔｅｘＳＢ－Ｃ１８（１００ｍｍ×２．１ｍｍ，

１．７μｍ）；流动相：Ａ相为０．１％甲酸溶液，Ｂ相为甲
醇。梯度洗脱程序如下：０～８ｍｉｎ，３０％ ～１００％Ｂ；
８～１３ｍｉｎ，１００％Ｂ；１３．１～２０ｍｉｎ，３０％Ｂ；柱温：
４０℃；进样量：３μＬ。
１．２．３　质谱条件

扫描模式：正离子扫描；监测方式：多反应离子

监测ＭＲＭ；离子源温度：５５０℃；离子化电压：５５００
Ｖ；气帘气压力：２０６．９ｋＰａ；雾化气压力：３７９．２ｋＰａ；
辅助气压力：３７９．２ｋＰａ。
１．２．４　溶液配制
１．２．４．１　溶剂混合标准工作液

用５０％甲醇溶液将 ＡＦＢ１、ＡＦＢ２、ＡＦＧ１、ＡＦＧ２标
准品配成质量浓度为０．１、０．２、１、５、１０、２０μｇ／Ｌ的
溶剂混合标准工作液，现用现配。

１．２．４．２　基质混合标准工作液
用不含黄曲霉毒素的花生样品，按照１．２．１进

行前处理，得空白样品提取液，用空白提取液将４种
黄曲霉毒素标准品配制质量浓度为０．１、０．２、１、５、
１０、２０μｇ／Ｌ的基质混合标准工作液，现用现配。
１．２．４．３　质谱条件优化工作液

将４种黄曲霉毒素标准品分别用５０％的甲醇溶
液配制质量浓度为５０μｇ／Ｌ的 ＡＦＢ１、ＡＦＢ２、ＡＦＧ１、
ＡＦＧ２溶液，用于质谱条件优化。
２　结果与讨论
２．１　提取溶剂的选择

本实验采用 １０μｇ／ｋｇ的添加水平，分别以
５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、１００％乙腈－水溶液为
提取溶剂，考察其对花生中黄曲霉毒素提取率的影

响，结果见图１。
由图１可知，以８０％乙腈 －水溶液为提取溶剂

时，黄曲霉毒素的提取率最大。因此，选择８０％乙
腈－水溶液为花生中黄曲霉毒素的提取溶剂。
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图１　提取溶剂对４种黄曲霉毒素提取率的影响

２．２　质谱条件的选择
将１．２．４．３质谱条件优化工作液，依次通过

针泵直接进样，测定其在 ＥＳＩ＋和 ＥＳＩ－模式下质谱
信号强度，确定各个黄曲霉毒素的母离子质量数。

结果发现在 ＥＳＩ＋模式下，ＡＦＢ１、ＡＦＢ２、ＡＦＧ１、ＡＦＧ２
均可以得到较高灵敏度的［Ｍ＋Ｈ］＋准分子离
子峰。

确定好各个黄曲霉毒素的母离子后，采用产

物离子扫描 Ｐｒｏｄｕｃｔｌｏｎ（ＭＳ２）的方式选择 ２个响
应值最强的子离子，其丰度比满足欧盟２００２／６５７／
ＥＣ决议要求，建立合适的 ＭＲＭ离子对通道，优化
获得最佳碰撞能量和去簇电压。４种黄曲霉毒素
的监测离子对、扫描模式、去簇电压、碰撞能量见

表１。

表１　４种黄曲霉毒素质谱测定参数

黄曲霉

毒素

扫描

模式

保留时

间／ｍｉｎ 监测离子对
碰撞

能量／Ｖ
去簇

电压／Ｖ

ＡＦＢ１ ＥＳＩ＋ ６．２９ ３１３／２８５；３１３／２４１ ３１；４９ １５０
ＡＦＢ２ ＥＳＩ＋ ６．０３ ３１５／２８７；３１５／２５９ ３５；３９ １５０
ＡＦＧ１ ＥＳＩ＋ ５．６９ ３２９／２４３；３２９／２１５ ３６；４２ １４０
ＡＦＧ２ ＥＳＩ＋ ５．４２ ３３１／２４５；３３１／２１７ ４０；４８ １５０

２．３　方法学考察
２．３．１　线性关系、基质效应、检出限和定量限

分别用基质混合标准工作液和溶剂混合标准工

作液，以峰面积对各个黄曲霉毒素的质量浓度作线

性回归，绘制标准曲线，计算曲线斜率的比值，以此

评价基质效应情况。若比值等于１，说明没有基质
效应，黄曲霉毒素的电离不受基质的影响，这是一种

理想状况，在实际中很难得到这样的结果，一般比值

在０．８５～１．１５之间认为基质效应不明显；比值大于
１为基质增强效应，黄曲霉毒素的电离效应增大；若
比值小于１为基质抑制效应，黄曲霉毒素的电离效
应被减弱。用花生空白样品为基质，添加不同量的

混合黄曲霉毒素标准品后按照１．２．１处理后测定，
以信噪比（Ｓ／Ｎ）≥３确定方法的检出限（ＬＯＤ），以
信噪比（Ｓ／Ｎ）≥１０确定方法的定量限（ＬＯＱ）。４种
黄曲霉毒素的线性方程、相关系数、线性范围、基质

效应、检出限、定量限见表２。

表２　４种黄曲霉毒素的线性方程、相关系数、线性范围、检出限、定量限、基质效应

黄曲霉毒素 线性方程 相关系数 线性范围／（μｇ／Ｌ） ＬＯＤ／（μｇ／ｋｇ） ＬＯＱ／（μｇ／ｋｇ） 基质效应／％
ＡＦＢ１ Ｙ＝１．３１×１０５Ｘ＋３．８７×１０５ ０．９９９４ ０．１～２０ ０．０１４ ０．０５ ８７．５９
ＡＦＢ２ Ｙ＝６．４３×１０４Ｘ＋７．９０×１０３ ０．９９９５ ０．１～２０ ０．０１６ ０．０５ ８５．４６
ＡＦＧ１ Ｙ＝２．７１×１０４Ｘ－６．０９×１０３ ０．９９９８ ０．１～２０ ０．０２５ ０．０８ ９３．４８
ＡＦＧ２ Ｙ＝３．８８×１０４Ｘ＋８．４５×１０３ ０．９９９９ ０．１～２０ ０．０２５ ０．０８ ９４．２９

　　由表２可知，４种黄曲霉毒素在各自的线性响
应范围内线性关系良好，相关系数均大于 ０．９９９；
４种黄曲霉毒素的基质效应在８５．４６％～９４．２９％，可
以认为基质效应不明显，所以本实验选择用１．２．４．１
系列标准工作液，用外标法定量测定；４种黄曲霉毒
素的检出限在０．０１４～０．０２５μｇ／ｋｇ之间，定量限在
０．０５～０．０８μｇ／ｋｇ之间，均低于欧盟规定的最大残
留限量。

２．３．２　精密度
取质量浓度为１０μｇ／Ｌ的４种黄曲霉毒素混

合标准溶液，连续进样６次，测定日内４种黄曲霉
毒素峰面积的 ＲＳＤ，再连续 １０ｄ进样，测得日间
４种黄曲霉毒素峰面积的 ＲＳＤ，结果表明日内精密
度和日间精密度均符合实验的要求，具体结果见

表３。

表３　４种黄曲霉毒素的精密度

黄曲霉

毒素

日内精密度（ｎ＝６）

峰面积

平均值
ＲＳＤ／％

日间精密度（ｎ＝１０）

峰面积

平均值
ＲＳＤ／％

ＡＦＢ１ １．４１７×１０６ ４．３９ １．４１１×１０６ ５．６９
ＡＦＢ２ ６．３２９×１０５ ４．１３ ６．３２１×１０５ ５．５１
ＡＦＧ１ ２．６５６×１０５ ４．４９ ２．５９８×１０５ ５．７４
ＡＦＧ２ ３．８２８×１０５ ２．９１ ３．７９６×１０５ ４．０４

２．３．３　加标回收率和重复性
向空白的花生样品中加入不同质量浓度的标准

溶液，进行加标回收率和重复性实验，每个添加量平

行测定６次，添加量、回收率和ＲＳＤ结果见表４。
由表４可知，４种黄曲霉毒素的平均回收率在

７２．２５％～８９．４６％之间，表明该方法提取测定花生
中这４种黄曲霉毒素准确可行；测得４种黄曲霉毒
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素平均回收率的ＲＳＤ在４．０１％～９．５６％之间，表明
该方法重复性良好。

表４　４种黄曲霉毒素的加标回收率（ｎ＝６）

黄曲霉毒素 添加量／（μｇ／ｋｇ） 加标回收率／％ ＲＳＤ／％

ＡＦＢ１

０．１ ７５．１９ ８．１１
１．０ ８１．１１ ７．１０
５．０ ８５．１０ ４．４５

ＡＦＢ２

０．１ ７７．０９ ７．４５
１．０ ８３．４４ ８．４８
５．０ ８９．４６ ４．０１

ＡＦＧ１

０．１ ７２．２５ ６．８９
１．０ ７６．４５ ７．５８
５．０ ８１．２９ ６．０４

ＡＦＧ２

０．１ ７８．４５ ９．５６
１．０ ８０．７８ ５．４５
５．０ ８４．４６ ５．４４

２．４　样品测定
应用建立的分析方法对吉林省松原地区新采收

的１００份花生样品中黄曲霉毒素进行测定，结果没
有检测出黄曲霉毒素。在正常储存两个月后，又对

此１００份样品重新测定，结果５份样品中检测出黄
曲霉毒素Ｂ１，含量范围在１．０２～４．０９μｇ／ｋｇ之间。
分析原因，可能是今年采收期时花生产地的连续阴

雨，使得花生样品含水量较高，在合适的温度及湿度

条件下，在储存过程中黄曲霉菌迅速繁殖产生黄曲

霉毒素Ｂ１，所以在储存了两个月后再次检测时，有
５份样品检出黄曲霉毒素 Ｂ１，这也充分说明储存条
件的控制对花生黄曲霉毒素的预防有积极的作用。

３　结　论
本文研究了花生中４种黄曲霉毒素的分析方

法，建立了有效的超高液相色谱 －三重四级杆串联
质谱联用的方法。在确定的分析条件下，４种黄曲
霉毒素在各自的线性响应范围内线性关系良好，相

关系数均大于 ０．９９９，方法的检出限为 ０．０１４～
０．０２５μｇ／ｋｇ，空白样品中加标回收率为７２．２５％ ～
８９．４６％，ＲＳＤ在４．０１％ ～９．５６％之间。该方法灵
敏度、重现性、精密度较好，能够满足花生中黄曲霉

毒素的检测，也为其他基质中黄曲霉毒素的测定提

供参考依据。
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