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摘要!建立了固相萃取净化$超高效液相色谱串联质谱法测定菜籽油中交链孢霉毒素含量的方法%

将菜籽油与甲醇混匀后使用9Mb;._PJVH$C.b.T 固相萃取柱!2 LC" 2"" L0#净化"收集净化液经

氮吹浓缩后"采用超高效液相色谱串联质谱测定"内标法定量% 以回收率为指标对固相萃取柱的净

化载量及洗脱剂体积进行优化% 结果表明"菜籽油最佳净化载量为 "'#& 0"最佳洗脱剂体积为 !'"

LC% % 种交链孢霉毒素在线性范围内相关系数均大于 "'((:"% 种交链孢霉毒素加标回收率为

4:=:< g##3'2<"精密度为 :'4< g##'%<"方法检出限为 "'# g!'"

!

0)-0"定量限为 "'2 g4'"

!

0)-0% 方法具有较好的灵敏度及回收率"简单'易于操作"适用于菜籽油中交链孢霉毒素的检测%
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EF5(783(&ALP;QFT ]F̀M,MG1a.aF]MG;P̀,M̀.ML1+F;FR.,a., M̀bPaPPT F.GOMaPa;MdG.aQPT d1aFG.T bQMaP

PR;̀M+;.F, O.;Q SG;̀MQ.0Q bP̀]F̀LM,+PG.cS.T +Q F̀LM;F0̀MbQ1$;M,TPLLMaaabP+;̀FLP;̀1'5QP̀MbPaPPT

F.GOMaL.RPT O.;Q LP;QM,FGM,T bS .̀].PT d19Mb;._PJVH$C.b.T aFG.T bQMaPPR;̀M+;.F, +FGSL, $2 LC#

2"" L0%'5QPbS .̀].+M;.F, G.cS.T OMa+FGGP+;PT M,T +F,+P,;̀M;PT d1,.;̀F0P, dGFO.,0'5QPMG;P̀,M̀.M

L1+F;FR.,aOP̀PTP;P̀L.,PT d1SG;̀MQ.0Q bP̀]F̀LM,+PG.cS.T +Q F̀LM;F0̀MbQ1$;M,TPLLMaaabP+;̀FLP;̀1
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量较高*!+

#极易发生霉变*2+

#而以霉变的油菜籽制

取的菜籽油中可能存在被生物毒素污染的风险"

交链孢霉毒素是由广泛分布于粮油作物和土

壤中的交链孢霉$/27'0,)0+) abb'%产生的一种常见

生物毒素*%+

#主要包括细交链孢菌酮酸$5PA%!交

链孢酚$AB>%!腾毒素$5J@%及交链孢酚单甲醚

$AVJ%

*& $4+

" 交链孢霉毒素对人畜具有一定的致

癌!致畸等毒性作用*3 $(+

" 虽然菜籽油存在被交

链孢霉毒素污染的风险#但目前交链孢霉毒素的

检测方法研究主要集中在玉米!小麦及水果等食

品*#" $#!+

#而植物油中交链孢霉毒素的检测方法鲜

见报道" 目前油菜籽有多种制油方式*#2 $#%+

#但尚

无研究证明高温制油与冷榨工艺能去除霉变油菜

籽中的交链孢霉毒素#因此建立菜籽油中交链孢

霉毒素的测定方法非常重要" 本研究采用新型填

料 6UJ小柱对菜籽油进行净化处理#建立了菜籽

油中 % 种交链孢霉毒素的检测方法#并用于实际

样品检测#以期为菜籽油中交链孢霉毒素的检测

提供参考"

&'材料与方法

#'#8实验材料

细交链孢菌酮酸$5PA%!交链孢酚$AB>%!腾

毒素$5J@%!交链孢酚单甲醚$AVJ%!细交链孢菌

酮酸$D

#2

$5PA$D

#2

%!交链孢酚$D

!

$AB>$D

!

%!

腾毒素 $D

2

$5J@$D

2

%!交链孢酚单甲醚 $D

2

$AVJ$D

2

%标准品#5H9公司)乙腈$色谱纯%!甲

醇$色谱纯%#美国 7.aQP̀公司)其他试剂均为分

析纯"

9Mb;._PJVH$C.b.T 固相萃取柱 $2 LC#2""

L0%#美国安捷伦科技有限公司) 69?JYm5HAU

4&"" o三重四极杆串联质谱仪!JR.F,C9超高效液

相色谱仪#美国 AI69?JY公司)2 $2"e6 型高速离

心机#德国 6M̀;F̀.Sa6.0LM公司)6I!& $#!ZD5D型

超声水浴锅)V.GG.$m超纯水机#美国 V.GG.bF̀P

公司"

#'!8实验方法

#'!'#8标准溶液配制

分别称取 #" L05PA!AB>!5J@!AVJ标准品

用甲醇定容至 #" LC#得到 #'" L0)LC单标储备液"

将单标储备液移取不同体积后用甲醇定容为混标应

用液$AVJ为 #"

!

0)LC#AB>!5J@为 #""

!

0)LC#

5PA为 !&"

!

0)LC%" 分别将 #'" L0内标 5PA$

D

#2

!AB>$D

!

!5J@$D

2

!AVJ$D

2

用甲醇定容为

#" LC内标储备液#将内标储备液移取不同体积后

用甲醇定容为混合内标应用液 $AVJ$D

2

为 #"

,0)LC#AB>$D

!

!5J@$D

2

为 #"" ,0)LC#5PA$D

#2

为 !&" ,0)LC%" 根据配制系列标准溶液的质量浓

度移取不同体积混标应用液#加入 &"

!

C混合内标

应用液后#使用 #'" LLFG)C碳酸氢铵溶液 $&<甲

醇溶液$体积比 (&h&%定容至 #'" LC#待测"

#'!'!8样品前处理

取 "'#& 0菜籽油样品#先加入 !&

!

C混合内

标应用液#然后加入 !'" LC甲醇#旋涡混匀后呈

混悬态#待净化" 向 9Mb;._PJVH$C.b.T固相萃取

柱加入 !'" LC水活化#待水流至近干后将混悬态

待净化样品上固相萃取柱并收集洗脱液#上样完

毕后加入 !'" LC甲醇并收集洗脱液#将两次洗脱

液合并后氮气吹至近干#用流动相 #'" LLFG)C碳

酸氢铵溶液 $&<甲醇溶液$体积比 (&h&%定容至

"'& LC#待测"

#'!'28仪器条件及参数

#'!'2'#8超高效液相色谱条件

>1bP̀a.GWFGT色谱柱$!"" LLf!'# LL# #'(

!

L%)流动相 A为 #'" LLFG)C碳酸氢铵溶液#流动

相I为 &<甲醇溶液)流动相流速 "'2" LC)L.,)进

样量 !

!

C)柱温 %"X" 超高效液相色谱梯度洗脱程

序见表 #"

表 &'超高效液相色谱梯度洗脱程序

时间)L., A)< I)<

"'" (&'" &'"

"'& (&'" &'"

%'& &'" (&'"

:'" &'" (&'"

:'# (&'" &'"

##'" (&'" &'"

#'!'2'!8质谱条件

采用电喷雾离子源#负离子采集$J6?模式%)喷

雾电压$% &"" E)吹帘气$9̂ H%压力 !%#'#& -UM)

雾化温度$5JV%&&"X)雾化气$WMa#%压力 2#"'"&

-UM)辅助气$WMa!%压力 2%%'& -UM)多反应监测

VHV模式进行采集#质谱参数见表 !"

表 $'质谱参数

目标物
离子对

$!)#%

去簇电压)

E

碰撞能量)

PE

交链孢酚
!&3 n!#2

$

$##" $2#

!&3 n#%3 $##" $%%

交链孢酚单甲醚
!3# n!&4

$

$#!" $2#

!3# n!!: $#!" $2:

细交链孢菌酮酸
#(4 n##!

$

" $4" $2#

#(4 n#2( " $4" $2#

"!#

9>?@AB?C6 A@D7A5688888888888888!"!# EFG=%4 @F=:



续表 $

目标物
离子对

$!)#%

去簇电压)

E

碰撞能量)

PE

腾毒素
%#2 n#%#

$

$#"" $!3

%#2 n!3# $#"" $!2

交链孢酚$D

!

!&( n!#& " $(" $2%

交链孢酚单

甲醚$D

2

!3% n!&4 " $(" $2!

细交链孢菌酮

酸$D

#2

!"( n#%2 " $:" $2%

腾毒素$D

2

%#4 n#%# " $(" $!%

8注&

$

为定量离子对"

$'结果与讨论

!'#8色谱条件优化

交链孢霉毒素检测使用碳酸氢铵$甲醇体系能

够有较为对称的色谱峰及灵敏度" 而在实际样品测

定中发现#在碳酸氢铵 $甲醇梯度体系中 5PA对定

容液中有机相比例存在选择性#当进样量为 #"

!

C

且最终标准品定容液中甲醇比例大于 !"<时#会出

现较为严重的色谱峰分叉" 若选择高灵敏度的检测

仪器并降低进样量至 !

!

C时#最终标准品定容液中

甲醇比例在不高于 %"<情况下能够获得良好的

峰形"

本方法采用内标法进行定量#而测定过程中会

引入甲醇内标应用液#而 5PA对甲醇比例的选择性

会影响分析过程中的峰形表现" 操作者可根据检测

设备的灵敏度选择合适的进样量#对样品及标准溶

液的有机溶剂添加量进行调整#避免出现 5PA在过

多甲醇的定容环境下出现色谱峰分叉情况"

!'!8固相萃取柱净化载量优化

目前尚缺乏有效的对菜籽油中交链孢霉毒素的

净化手段#现有谷物制品及水果制品中的交链孢霉

毒素多采用亲水亲脂平衡型固相萃取小柱通过分子

间作用力吸附目标物后洗脱收集达到净化效果" 但

对油脂使用亲水亲脂平衡型固相萃取小柱净化后再

洗脱时有明显的油脂基质残留而影响测定结果" 因

此#本研究采用针对油脂进行净化的9Mb;._PJVH$

C.b.T固相萃取柱对油脂进行净化" 在相同加标量

$AVJ为 !'&

!

0)-0#AB>及 5J@为 !&'"

!

0)-0#

5PA为 &"'"

!

0)-0%条件下#考察 9Mb;._PJVH$

C.b.T固相萃取柱$2 LC#2"" L0%不同菜籽油净化载

量对 % 种交链孢霉毒素回收率的影响#结果见图 #"

由图 # 可知#"'#" 0与 "'#& 0菜籽油净化载量

的9Mb;._PJVH$C.b.T固相萃取柱对菜籽油基质有

较好的净化效果# % 种交链孢霉毒素回收率在

4:=!< g#"&'%<之间#而 "'!"!"'!& 0菜籽油净化

载量下固相萃取柱则出现了超载#主要表现为有少

量的油脂进入净化后的样品#对回收率产生影响#%

种交链孢霉毒素回收率均不超过 :#'2<" 为获得

较好回收率的同时提高方法灵敏度#选择菜籽油最

佳净化载量为 "'#& 0"

图 &'不同菜籽油净化载量对 *种交链孢霉毒素回收率的影响

!'28固相萃取柱洗脱剂体积优化

本方法采用的9Mb;._PJVH$C.b.T 固相萃取柱

可不经洗脱直接收集洗脱液完成油脂的净化#研究

了不洗脱和采用不同体积的甲醇洗脱对 % 种交链孢

霉毒素回收率的影响#结果见图 !"

图 $'不同洗脱剂体积对 * 种交链孢霉毒素回收率的影响

88由图 ! 可知#未经洗脱的样品净化后回收率低

于洗脱剂洗脱后样品的回收率#但过多的洗脱剂同

样会将油脂洗脱而影响净化效果" 因此#选择洗脱

剂体积为 !'" LC"

!'%8方法线性'检出限与定量限

按 #'!'#方法配制系列标准溶液#按 #'!'2 进行

测定#以标准溶液峰面积与内标溶液峰面积之比对标

准溶液质量浓度绘制标准曲线" 通过向空白菜籽油

样品中加入低质量浓度交链孢霉毒素混合标准溶液#

经上述方法处理后测定#以响应值 2 倍信噪比计算检

出限##" 倍信噪比计算定量限" 方法的线性回归方

程!线性范围!相关系数!检出限和定量限见表 2"

由表 2 可知&交链孢酚单甲醚的线性范围均为

"'"& g!'"

!

0)C#检出限与定量限均分别为 "'#!

"=2

!

0)-0)腾毒素!交链孢酚的线性范围为 "'& g!"

!

0)C#检出限与定量限分别为 #'"!2'"

!

0)-0)细交

链孢菌酮酸的线性范围为 #'" g&"

!

0)C#检出限与

#!#
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定量限分别为 !'"!4'"

!

0)-0) % 种交链孢霉毒素 的相关系数均大于 "'((:"

表 )'方法线性回归方程%线性范围%相关系数%检出限和定量限

化合物 线性范围)$

!

0)C% 回归方程 相关系数$0%

检出限)

$

!

0)-0%

定量限)

$

!

0)-0%

交链孢酚单甲醚$AVJ% "'"& g!'" Hj#'!3! #"F$"'""# !( "'((( ( "'# "'2

腾毒素$5J@% "'& g!" Hj"'#&( ":Fo"'""4 4( "'((( ( #'" 2'"

交链孢酚$AB>% "'& g!" Hj"'!(4 2%Fo"'"#3 #" "'((( : #'" 2'"

细交链孢菌酮酸$5PA% #'" g&" Hj"'#(4 !(Fo"'#!: 3# "'((: 3 !'" 4'"

!'&8准确度及精密度

采用空白菜籽油样品以低!中!高 2 个加标量做

加标回收实验&低加标量组 AVJ"'&

!

0)-0#AB>

及5J@&'"

!

0)-0#5PA#"'"

!

0)-0)中加标量组

AVJ!'&

!

0)-0#AB>及5J@!&'"

!

0)-0#5PA&"'"

!

0)-0)高加标量组 AVJ&'"

!

0)-0#AB>及 5J@

&"'"

!

0)-0#5PA#""'"

!

0)-0" 每个加标量同时设

计 4 组平行实验做精密度实验#结果见表 %"

表 *'方法回收率和精密度#'T,$

化合物
低加标量

回收率)< H6D)<

中加标量

回收率)< H6D)<

高加标量

回收率)< H6D)<

交链孢酚单甲醚$AVJ% :('4 ##'2 (#'& #"'% (4': :'4

腾毒素$5J@% (#'! #"'! (!'3 ##'# (:'% #"'&

交链孢酚$AB>% (!'% ('4 #"!'4 :'4 ##3'2 ('%

细交链孢菌酮酸$5PA% 4:': ##'% 3"': #"'% 3&'% #"':

88由表 % 可知#% 种交链孢霉毒素加标回收率为

4:':< g##3'2<#相对标准偏差$H6D%为 :'4< g

##'%<"

!'48样品测定

随机抽取市售定型菜籽油包装样品 !" 份#散装

菜籽油样品 !" 份#采用本方法测定 % 种交链孢霉毒

素含量" 结果表明&定型菜籽油包装样品中 % 种交

链孢霉毒素均未检出#而 ! 份散装菜籽油样品检出

5PA#含量分别为 :'4#!#"'%!

!

0)-0)2 份散装菜籽

油样品检出 AB>#含量分别为 4'::!3'%!!('42

!

0)-0"

)'结'论

本研究建立了菜籽油中 % 种交链孢霉毒素的分

析方法" 通过使用9Mb;._PJVH$C.b.T 固相萃取柱

对菜籽油进行净化后进行检测#解决了目前对菜籽

油样品难以进行净化检测的问题" 菜籽油最佳净化

载量为 "'#& 0!最佳洗脱剂体积为 !'" LC" % 种交

链孢霉毒素在线性范围内相关系数均大于 "'((:#%

种交链孢霉毒素加标回收率为 4:':< g##3'2<#

精密度为 :'4< g##'%<#方法检出限为 "'# g!'"

!

0)-0#定量限为 "'2 g4'"

!

0)-0" 本方法具有较

好的精密度和准确度#能满足菜籽油中 % 中交链孢

霉毒素的检测要求"
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