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摘要：建立了高效液相色谱 －电喷雾串联质谱检测花生油中黄曲霉毒素 Ｂ１含量的方法，并探讨了
最佳检测条件。结果表明：最佳检测条件为离子源温度１１０℃，毛细管电压３５００Ｖ，电喷雾离子源
（ＥＳＩ＋），鞘气压力２７０ｋＰａ，辅助气压力１０４ｋＰａ，磁接气流速０．１ｍＬ／ｍｉｎ，提取溶剂为甲醇。在最
佳检测条件下，黄曲霉毒素Ｂ１在１．００～１１．００ｎｇ／ｍＬ范围内呈良好的线性关系，检出限为０．３μｇ／ｋｇ，
平均回收率为９９．７％，ＲＳＤ为０．２７％。该测定方法具有简单、快速、灵敏度高、准确的优点，电喷雾
质谱提供的离子对扫描能够很大程度上减少基质的干扰。

关键词：高效液相色谱－电喷雾串联质谱；黄曲霉毒素Ｂ１；花生油
中图分类号：ＴＳ２２７；ＴＳ２０１．６　 　文献标识码：Ａ 文章编号：１００３－７９６９（２０１８）０４－０１３９－０４

ＤｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆＡＦＢ１ｃｏｎｔｅｎｔｉｎｐｅａｎｕｔｏｉｌｂｙＨＰＬＣ－ＥＳＩＭＳ／ＭＳ
ＢＡＯＨｕｉｍｅｉ

（ＳｃｈｏｏｌｏｆＦｏｏｄ，ＪｉａｎｇｓｕＦｏｏｄ＆ＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅＣｏｌｌｅｇｅ，Ｈｕａｉａｎ２２３００３，Ｊｉａｎｇｓｕ，Ｃｈｉｎａ）
Ａｂｓｔｒａｃｔ：ＡｍｅｔｈｏｄｆｏｒｔｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆＡＦＢ１ｃｏｎｔｅｎｔｉｎｐｅａｎｕｔｏｉｌｗａｓｄｅｖｅｌｏｐｅｄｂｙＨＰＬＣ－ＥＳＩ
ＭＳ／ＭＳ，ａｎｄｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｗｅｒｅｏｐｔｉｍｉｚｅｄ．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｏｐｔｉｍａｌｄｅｔｅｃｔｉｏｎｃｏｎ
ｄｉｔｉｏｎｓｗｅｒｅｏｂｔａｉｎｅｄａｓｆｏｌｌｏｗｓ：ｉｏｎｓｏｕｒｃｅｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ１１０℃，ｃａｐｉｌｌａｒｙｖｏｌｔａｇｅ３５００Ｖ，ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｒａｙ
ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ（ＥＳＩ＋），ｓｈｅａｔｈｇａｓｐｒｅｓｓｕｒｅ２７０ｋＰａ，ａｕｘｉｌｉａｒｙｇａｓｐｒｅｓｓｕｒｅ１０４ｋＰａ，ｍａｇｎｅｔｉｃｇａｓｆｌｏｗｒａｔｅ
０．１ｍＬ／ｍｉｎ，ｗｉｔｈｍｅｔｈａｎｏｌａｓｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｓｏｌｖｅｎｔ．Ｕｎｄｅｒｔｈｅｓｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ，ＡＦＢ１ｈａｄｇｏｏｄｌｉｎｅａｒｒｅｌａ
ｔｉｏｎｓｈｉｐｉｎｔｈｅｒａｎｇｅｏｆ１．００－１１．００ｎｇ／ｍＬ，ａｎｄｔｈｅｌｉｍｉｔｏｆｄｅｔｅｃｔｉｏｎ，ａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅａｎｄＲＳＤ
ｗｅｒｅ０．３μｇ／ｋｇ，９９．７％ ａｎｄ０．２７％ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅｍｅｔｈｏｄｈａｄｔｈｅｉｔｅｍｓｏｆｓｉｍｐｌｅｎｅｓｓ，ｒａｐｉｄｎｅｓｓ，
ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙａｎｄａｃｃｕｒａｃｙ，ａｎｄｔｈｅｉｏｎｐａｉｒｓｃａｎｎｉｎｇｐｒｏｖｉｄｅｄｂｙＥＳＩ－ＭＳｃｏｕｌｄｒｅｄｕｃｅｔｈｅｍａｔｒｉｘｉｎｔｅｒ
ｆｅｒｅｎｃｅｔｏａｇｒｅａｔｅｘｔｅｎｔ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＨＰＬＣ－ＥＳＩＭＳ／ＭＳ；ＡＦＢ１；ｐｅａｎｕｔｏｉｌ

　　黄曲霉毒素是食物及饲料中寄生的黄曲霉、寄
生曲霉代谢的化学结构类似的一组产物，在潮湿温

热地区发生概率较高［１］，具有致癌、致畸和致突变

作用［２］；其中黄曲霉毒素Ｂ１（ＡＦＢ１）的毒性最强，接
触浓度高时可导致肝癌甚至死亡。因此，黄曲霉毒

素被世界卫生组织列为已知的最强致癌化学物质

之一［３］。

为了控制食品中黄曲霉毒素的含量，世界各国

均制定了食用油的最大限量水平。欧盟规定，花生

及其制品中黄曲霉毒素（Ｂ１、Ｂ２、Ｇ１和 Ｇ２）总量允许
存在的最高限量为４μｇ／ｋｇ，其中 ＡＦＢ１不得超过２
μｇ／ｋｇ。美国对花生及其制品中黄曲霉毒素的最高
限量为 ２０μｇ／ｋｇ，日本规定其最高限量为 １０
μｇ／ｋｇ［４－５］。我国 ＧＢ２７６１—２０１７规定花生油中
ＡＦＢ１的含量不大于２０μｇ／ｋｇ

［６］。

目前，食品中黄曲霉毒素的检测方法主要有薄

层色谱－分光光度法、火焰离子化气相色谱法、高效
液相色谱法和气相色谱 －质谱法等［７］。常见检测

方法为高效液相色谱法，该方法具有准确性、灵敏度

和分辨率高的优点，但是该法操作复杂烦琐。高效
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液相色谱－串联质谱结合了前者样品分离的能力以
及质谱选择性好的优点。使用高效液相色谱－电喷
雾串联质谱检测，提高了资源的利用率，使其抗干扰

能力更强，具有重现性和准确性更高、耗时少等优

点［８－１０］。本文在ＧＢ５００９．２２—２０１６《食品安全国家
标准 食品中黄曲霉毒素 Ｂ族和 Ｇ族的测定》的基
础上对该方法的精密度、准确度进行了探讨，并对离

子源温度、毛细管电压、扫描离子方式、鞘气压力、提

取溶剂等条件进行了优化。

１　材料与方法
１．１　实验材料

花生油，购于淮安大润发超市。ＮａＣｌ、正己烷为
分析纯，ＡＦＢ１标准品，乙腈、甲醇、醋酸铵为色谱纯，
水为高纯水。

ＡＲ１５３０／Ｃ型电子天平，Ｎ－Ｅｖａｐ１１２型氮吹
仪，ＭＳ３型旋涡混合器，ＨＣ０９００１ＡＦＴ免疫亲和柱，
１２００型高效液相色谱仪，ＭＳ６４３０型三重四级杆质
谱仪。

１．２　实验方法
１．２．１　样品制备与提取

准确称取约 ２５ｇ的花生油于 ２５０ｍＬ锥形瓶
中，分别加入５．０ｇＮａＣｌ和１２５ｍＬ６０％的甲醇溶
液，涡旋振荡１０ｍｉｎ，用快速滤纸过滤，用１０ｍＬ超
纯水稀释滤液，振荡混匀１ｍｉｎ。取１０ｍＬ溶液待净
化。

１．２．２　净化
ＡＦＢ１免疫亲和柱，使用前要恢复至室温，弃去

保护液。注射器通过转接头连接在 ＡＦＢ１免疫亲和
柱上部，将上述滤液倒入注射器中，使滤液以 ２～
３ｍＬ／ｍｉｎ流速缓慢通过柱体，并抽干。先用１０ｍＬ
磷酸盐缓冲液，再用５ｍＬ超纯水淋洗，弃去全部流
出液。最后用５ｍＬ甲醇洗脱，收集滤液于试管中，
置于平行样品浓缩仪上，５０℃蒸干溶剂。用初始流
动相定容，旋涡混合３０ｓ，经０．２２μｍ微孔滤膜过滤
后，用高效液相色谱－电喷雾串联质谱进行检测。
１．２．３　检测条件

高效液相色谱条件：ＨｙｐｅｒｓｉｌＧｏｌｄ－Ｃ１８色谱柱
（１５０ｍｍ×２．１ｍｍ×１．９μｍ）；柱温３０℃；进样体
积１０μＬ，流动相２０ｍｏｌ／Ｌ醋酸铵水溶液－甲醇，流
速０．３ｍＬ／ｍｉｎ，梯度洗脱。

质谱条件：电喷雾离子源（ＥＳＩ＋）；检测方式为
多反应监测（ＭＲＭ）；毛细管电压３５００Ｖ；离子源温
度１１０℃，鞘气压力２７０ｋＰａ，辅助气压力１０４ｋＰａ，
碰撞气流速０．１ｍＬ／ｍｉｎ。
１．２．４　标准曲线的绘制

ＡＦＢ１标准贮备液 （１０μｇ／ｍＬ）：准确称取
１．００００ｍｇＡＦＢ１标准品于 １００ｍＬ容量瓶中，用
苯－乙腈混合液稀释至刻度。

ＡＦＢ１标准工作液：将 ＡＦＢ１标准贮备液稀释成
０．００、１．００、３．００、５．００、７．００、９．００、１１．００ｎｇ／ｍＬ系
列标准溶液。

对不同质量浓度的ＡＦＢ１标准溶液进行分析，在
０．００、１．００、３．００、５．００、７．００、９．００、１１．００ｎｇ／ｍＬ系
列质量浓度下，在１．２．３检测条件下进样１０μＬ，以
ＡＦＢ１进样质量浓度为横坐标，峰面积为纵坐标绘制
标准曲线。

１．２．５　样品的测定
吸取净化后的试样液１０μＬ，在１．２．３检测条

件下进行测定。根据测得的峰面积结合标准曲线回

归方程，计算样品中ＡＦＢ１的含量。
２　结果与分析
２．１　测定条件的优化
２．１．１　提取溶剂的选择

本实验比较了乙腈、酸化乙腈和甲醇３种不同
的提取溶剂，对花生油样品中 ＡＦＢ１回收率的影响，
结果见图１。

图１　不同提取溶剂对花生油样品中ＡＦＢ１回收率的影响

　　由图１可知，经过对３种提取溶剂的对比，发现
甲醇对花生油样品中ＡＦＢ１的回收率低于酸化乙腈
的。但是酸化乙腈具有一定的毒性，且价格高于甲

醇。因此，综合考虑，本实验选择甲醇作为提取

溶剂。

２．１．２　离子源温度的选择
本实验考察了在毛细管电压３５００Ｖ、ＥＳＩ＋扫

描离子模式、鞘气压力 ２７０ｋＰａ、辅助气压力 １０４
ｋＰａ、碰撞气流速０．１ｍＬ／ｍｉｎ的条件下，改变离子源
温度分别为１００、１１０、１２０、１３０、１４０℃时对测定花生
油样品中ＡＦＢ１含量的影响，结果见图２。

由图２可知，在１００～１１０℃时 ＡＦＢ１含量呈上
升趋势，１１０℃以后 ＡＦＢ１含量开始下降。说明离子
源温度在１１０℃最为稳定，而温度过高会导致挥发，
使ＡＦＢ１含量下降。因此，本实验采用离子源温度为
１１０℃。
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图２　离子源温度对测定花生油样品中ＡＦＢ１含量的影响

２．１．３　毛细管电压的选择
本实验考察了在离子源温度１１０℃、ＥＳＩ＋扫描

离子模式、鞘气压力 ２７０ｋＰａ、辅助气压力 １０４
ｋＰａ、碰撞气流速０．１ｍＬ／ｍｉｎ的条件下，改变毛细
管电压分别为２０００、２５００、３０００、３５００、４０００Ｖ
时，对测定花生油样品中ＡＦＢ１含量的影响，结果见
图３。

图３　毛细管电压对测定花生油样品中ＡＦＢ１含量的影响

　　由图３可知，毛细管电压在２０００～３５００Ｖ时
ＡＦＢ１含量呈上升趋势，当毛细管电压超过 ３５００Ｖ
时，ＡＦＢ１含量开始下降。表明毛细管电压在３５００
Ｖ时是最适电压。因此，本实验选择毛细管电压为
３５００Ｖ。
２．１．４　扫描离子方式的选择

本实验考察了在离子源温度１１０℃、毛细管电
压３５００Ｖ、鞘气压力２７０ｋＰａ、辅助气压力１０４ｋＰａ、
碰撞气流速０．１ｍＬ／ｍｉｎ的条件下，通过两种扫描离
子方式对测定花生油样品中ＡＦＢ１含量的影响，结果
见图４。

图４　ＥＳＩ＋和ＥＳＩ－对测定花生油样品中ＡＦＢ１含量的影响

　　由图４可知，在相同质荷比下，发现 ＥＳＩ＋扫描

离子模式对测定花生油样中 ＡＦＢ１含量的效果比

ＥＳＩ－的效果好，所得 ＡＦＢ１含量较高，实验稳定性较

好。因此，本实验选用ＥＳＩ＋扫描离子模式。
２．１．５　鞘气压力的选择

本实验考察了毛细管电压３５００Ｖ、离子源温度
１１０℃、ＥＳＩ＋扫描离子模式、辅助气压力１０４ｋＰａ、碰
撞气流速０．１ｍＬ／ｍｉｎ的条件下，改变鞘气压力分别
为２５０、２６０、２７０、２８０、２９０ｋＰａ时对测定花生油样品
中ＡＦＢ１含量的影响，结果见图５。

图５　鞘气压力对测定花生油样品中ＡＦＢ１含量的影响

　　由图５可知，当鞘气压力在２５０～２７０ｋＰａ时，
ＡＦＢ１含量呈上升趋势。当超过２７０ｋＰａ后 ＡＦＢ１含
量开始下降。表示鞘气压力在２７０ｋＰａ后出现不稳
定因素。因此，本实验选择鞘气压力为２７０ｋＰａ。
２．２　ＡＦＢ１的标准曲线

根据１．２．３和１．２．４方法，以ＡＦＢ１进样质量浓
度为横坐标，峰面积为纵坐标绘制标准曲线，结果见

图６。

图６　ＡＦＢ１标准曲线图

　　由图 ６可知，ＡＦＢ１质量浓度在 １．００～１１．００
ｎｇ／ｍＬ范围内呈良好的线性关系。按照１．２．５方法
通过标准曲线回归方程，可计算得到花生油中ＡＦＢ１
的含量为７．４８μｇ／ｋｇ，检出限为０．３μｇ／ｋｇ。
２．３　精密度和回收率实验
２．３．１　精密度实验

按照１．２．３检测条件，对花生油样品中ＡＦＢ１含
量进行６次平行测定，进样量１０μＬ，计算相对标准
偏差（ＲＳＤ），结果见表１。由表１可知，相对标准偏
差（ＲＳＤ）为０．２７％。
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表１　ＡＦＢ１精密度实验

测定次数 ＡＦＢ１含量／（μｇ／ｋｇ） 平均值／（μｇ／ｋｇ） ＲＳＤ／％
１ ７．４３
２ ７．５１
３ ７．５９
４ ７．４５
５ ７．３８
６ ７．２３

７．４３ ０．２７

２．３．２　回收率实验
按照１．２．３检测条件，对花生油样品进样９次

平行 ＡＦＢ１加标回收实验，结果见表 ２。由表 ２可
知，ＡＦＢ１平均回收率为９９．７％。

表２　ＡＦＢ１回收率实验

测定

次数

本底值／
（μｇ／ｋｇ）

加标量／
（μｇ／ｋｇ）

测定值／
（μｇ／ｋｇ）

回收

率／％
平均回

收率／％

１ ６．５０ ９．５０ １６．３７ １０２．３
２ ６．５０ ９．５０ １６．１３ １００．８
３ ６．５０ ９．５０ １５．８７ ９９．２
４ ６．５０ ６．５０ １２．８６ ９８．９
５ ６．５０ ６．５０ １３．０１ １００．１
６ ６．５０ ６．５０ １２．４６ ９５．８
７ ６．５０ ３．５０ １０．３１ １０３．１
８ ６．５０ ３．５０ ０９．８３ ０９８．３
９ ６．５０ ３．５０ ０９．８６ ０９８．６

９９．７

　　本实验的精密度即ＲＳＤ为０．２７％，表明此方法
重现性好，精密度高，ＡＦＢ１平均回收率为９９．７％，
准确度符合国标要求，因此该方法可行，可用于花生

油中黄曲霉毒素的定量测定。

３　结　论
建立了花生油中 ＡＦＢ１的高效液相色谱 －电喷

雾串联质谱测定法。得出最佳检测条件为：离子源

温度１１０℃，毛细管电压 ３５００Ｖ，电喷雾离子源
（ＥＳＩ＋），鞘气压力２７０ｋＰａ，辅助气压力１０４ｋＰａ、碰
撞气流速０．１ｍＬ／ｍｉｎ，提取溶剂为甲醇。在最佳检

测条件下测得花生油中 ＡＦＢ１含量为 ７．４８μｇ／ｋｇ，
ＡＦＢ１质量浓度在１．００～１１．００ｎｇ／ｍＬ范围内呈良
好的线性关系。ＡＦＢ１平均回收率为９９．７％，ＲＳＤ为
０．２７％，检出限为０．３μｇ／ｋｇ。本方法具有操作简
便、快速、准确性高，可满足花生油中ＡＦＢ１检测的需
求，且可以实现黄曲霉毒素与样品基质的良好分离。
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