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摘要：旨在为酥油中真菌毒素污染风险的监测与防控提供技术支撑，建立了 ＱｕＥＣｈＥＲＳ技术结合
超高效液相色谱－串联质谱法（ＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）测定酥油中１７种真菌毒素的检测方法。酥油样
品经过３％甲酸水和３％甲酸乙腈溶液分步提取后，加入ＭｇＳＯ４和ＮａＣｌ进行盐析处理，通过０℃低
温离心和正己烷除脂，以Ｎ－丙基乙二胺（ＰＳＡ）和十八烷基键合硅胶（Ｃ１８）吸附剂作为净化填料
净化后，经ＡＣＱＵＩＴＹＵＰＬＣＢＥＨＣ１８色谱柱（１００ｍｍ ×２．１ｍｍ，１．７μｍ）实现分离，采用多反应
监测（ＭＲＭ）模式检测，基质匹配曲线外标法定量。结果表明：１７种真菌毒素在相应质量浓度范围内
呈良好的线性关系，决定系数（Ｒ２）均大于０．９９９１，该方法的检出限（ＬＯＤ）为０．１５～３．００μｇ／ｋｇ，定
量限（ＬＯＱ）为 ０．５０～１０．００μｇ／ｋｇ；在 １、２、１０倍 ＬＯＱ加标水平下，１７种真菌毒素的回收率为
７２３％～１１２．２％，相对标准偏差（ＲＳＤ）均不大于８．０％；应用该方法对２０批次酥油样品进行检
测，在３批次样品中检出了伏马毒素 Ｂ２，２批次样品中检出 Ｔ－２毒素。综上，该方法具有灵敏度
好，准确度高的特点，可作为酥油中真菌毒素的日常监测方法。
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　　酥油是通过热鲜奶（牦牛奶或羊奶）加入盐后
在木桶中反复搅打数百次，待油水分离后取出上层

淡黄色油脂并冷却制成的。酥油作为西藏饮食文化

的重要组成部分，是当地人民生活中不可或缺的食

品［１］。研究表明，我国饲草（料）样品中可能存在多

种真菌毒素污染，例如杂色曲霉毒素（ＳＴＥ）、赭曲霉
毒素 Ａ（ＯＴＡ）、呕吐毒素、玉米赤霉烯酮（ＺＥＮ）、黄
曲霉毒素Ｂ１（ＡＦＢ１）、黄曲霉毒素 Ｇ２（ＡＦＧ２）等

［２］。

这些真菌毒素能够通过食物链污染鲜奶，并且即使

经过高温或杀菌处理，也无法被有效破坏。真菌毒

素能够对人体的肾脏、肝脏、胃肠道等造成破坏，具

有致癌、致畸、致突变、免疫毒性等多种危害，严重威

胁人类健康安全［３－４］。此外，市售酥油多以纸质包

装、塑料桶包装等形式储存于室温或冰箱中，但由

于储运条件（如温度、湿度等）的影响，酥油易受到

真菌毒素的污染［５］。因此，酥油在生产、加工和储

运过程中均存在被真菌毒素污染的风险，需引起

重视。

目前，国内外常用的真菌毒素检测方法包括薄

层色谱法（ＴＬＣ）［６］、液相色谱 －串联质谱法（ＬＣ－
ＭＳ／ＭＳ）［７］、酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）［８］等。其中
ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ具有分离能力强、灵敏度高、抗干扰能
力强及稳定性好等优点，已成为食品中真菌毒素检

测的主要方法［９］。例如，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》［１０］中第一法至第三法均采用高效液相色谱－串
联质谱法对目标物进行检测。作为一种样品前处理

方法，ＱｕＥＣｈＥＲＳ技术具有高效、快速、简便和低成
本的优势，已被广泛用于食品中真菌毒素检测领域。

Ｐｉｎｔｏ等［１１］采用ＱｕＥＣｈＥＲＳ－ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ同时测定
植物奶中的９种真菌毒素，该方法相较于免疫亲和
柱法成本更低，且无需烦琐的净化和预浓缩步骤。

Ｒｏｄｒíｇｕｅｚ－Ｃａáｓ等［１２］通过优化ＱｕＥＣｈＥＲＳ提取净
化和超高效液相色谱 －串联质谱法（ＵＰＬＣ－ＭＳ／

ＭＳ）检测相结合的方法，实现了对奶酪中３２种真菌
毒素的定量定性分析，该方法具有较高的精密度和

准确度，并成功应用于３８批市售奶酪样品的检测。
目前真菌毒素的检测主要集中在粮谷、饲料、乳品和

中药材等基质［１３－１４］，针对酥油中真菌毒素的检测鲜

有报道。因此，亟需开发一种适用于酥油中多种真

菌毒素的检测方法，以期为酥油的安全性评估和日

常监测提供可靠依据。

本文以乳及乳制品中常检出的 １７种真菌毒
素［１５－１６］作为研究对象，通过优化 ＱｕＥＣｈＥＲＳ前处
理和ＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ测定条件建立了一种针对酥油
中１７种真菌毒素的检测方法，以期为酥油中真菌毒
素污染风险的监测与防控提供技术支撑。

１　材料与方法
１．１　实验材料
１．１．１　原料与试剂

酥油，西藏本地市场；乙腈、甲醇、乙酸，色谱纯，

美国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司；甲酸、甲酸铵，质谱级，上
海麦克林生化科技股份有限公司；氯化钠、无水硫酸

镁，分析纯，西陇科学股份有限公司；Ｎ－丙基乙二
胺（ＰＳＡ）、十八烷基键合硅胶（Ｃ１８），上海安谱实验
科技股份有限公司。

１４种真菌毒素单标溶液（１０００μｇ／ｍＬ，纯度≥
９５％），分别为 ＡＦＢ１、黄曲霉毒素 Ｂ２（ＡＦＢ２）、黄曲
霉毒素Ｇ１（ＡＦＧ１）、ＡＦＧ２、黄曲霉毒素 Ｍ１（ＡＦＭ１）、
伏马毒素Ｂ１（ＦＢ１）、伏马毒素 Ｂ２（ＦＢ２）、Ｔ－２毒素
（Ｔ－２）、ＯＴＡ、柄曲霉素（ＳＴ）、脱氧雪腐镰刀菌烯醇
（ＤＯＮ）、３－乙酰脱氧雪腐镰刀菌烯醇（３－ＡＤＯＮ）、
１５－乙酰脱氧雪腐镰刀菌烯醇（１５－ＡＤＯＮ）、ＺＥＮ；
３种真菌毒素单标溶液（１００μｇ／ｍＬ，纯度≥９５％），
分别为ＨＴ－２毒素（ＨＴ－２）、ＳＴＥ、新茄病镰刀菌烯
醇（ＮＥＯ），天津阿尔塔科技有限公司。
１．１．２　仪器与设备

ＷａｔｅｒｓＡＣＱＵＩＴＹ超高效液相色谱仪联用 Ｘｅｖｏ
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ＴＱ－ＳＣｒｏｎｏｓ三重四极杆质谱仪，美国 Ｗａｔｅｒｓ公
司；Ｍｉｌｌｉ－Ｑ超纯水机，美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司；Ｎ－
ＥＶＡＰ１１２氮吹浓缩仪，美国 ＯｒｇａｎｏｍａｔｉｏｎＡｓｓｏｃｉａｔｅｓ
公司；ＳＲ－２ＤＳ型水平振荡器，日本 ＴＡＴＥＣ公司；
ＡｌｌｅｇｒａＸ－３０Ｒ离心机，美国 ＢｅｃａｋｍｅｎＣｏｕｌｔｅｒ公
司；ＰＬ６０２－Ｌ电子天平，瑞士 Ｍｅｔｔｌｅｒ－Ｔｏｌｅｄｏ公司；
ＳＹＺＤＱ－００１水浴恒温振荡器，中国荣华仪器制造
有限公司。

１．２　实验方法
１．２．１　标准溶液配制

混合标准储备液：分别准确移取０．１０ｍＬ１４种
各真菌毒素标准溶液于１０ｍＬ容量瓶中，用甲醇定
容，摇匀后得到质量浓度为１０．０ｍｇ／Ｌ混合标准储
备液，于４℃避光保存。

混合标准工作液：分别准确移取 １．００ｍＬ混
合标准储备液和０．１０ｍＬ３种真菌毒素标准溶液
于同一１０ｍＬ容量瓶中，用甲醇定容，配制成质量
浓度为１．００ｍｇ／Ｌ的混合标准工作液，于４℃避光
保存。

１．２．２　样品前处理
将酥油于４５℃水浴加热熔化为液态，精确称取

２００ｇ液态酥油于５０ｍＬ离心管中，加入１颗均质
转子，加入１５ｍＬ３％（体积分数）甲酸水溶液，４５℃
恒温振荡１０ｍｉｎ，加入１０ｍＬ３％（体积分数）甲酸
乙腈溶液、１．０ｇＮａＣｌ和４．０ｇＭｇＳＯ４，涡旋振荡５
ｍｉｎ，离心（１００００ｒ／ｍｉｎ，０℃）１０ｍｉｎ。取上清液于
５０ｍＬ离心管内，再加入４．０ｍＬ正己烷涡旋１ｍｉｎ，
离心５ｍｉｎ（１００００ｒ／ｍｉｎ）后，弃去上层正己烷层，取
下层乙腈层至１５ｍＬ离心管（含９００ｍｇＭｇＳＯ４，２００
ｍｇＣ１８，１００ｍｇＰＳＡ）内，涡旋振荡５ｍｉｎ，离心５ｍｉｎ
（１００００ｒ／ｍｉｎ）。取上清液于 １０ｍＬ玻璃离心管
内，４０℃水浴氮吹至干后，用１．０ｍＬ甲醇 －水溶液
（体积比３∶２）超声复溶，经０．２２μｍ滤膜过滤后，供
ＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ分析。
１．２．３　ＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ条件

ＵＰＬＣ条件：ＡＣＱＵＩＴＹＵＰＬＣＢＥＨＣ１８色谱柱
（１００ｍｍ ×２．１ｍｍ，１．７μｍ）；柱温４０℃；进样量２
μＬ；流速０．３ｍＬ／ｍｉｎ；流动相Ａ为０．１％甲酸水（含２
ｍｍｏｌ／Ｌ甲酸铵）溶液，流动相Ｂ为甲醇；梯度洗脱程
序为０～０．２ｍｉｎ２％Ｂ，０．２～１．５ｍｉｎ２％ ～３０％Ｂ，
１．５～３．０ｍｉｎ３０％ ～４０％Ｂ，３．０～４．５ｍｉｎ４０％ ～
４５％Ｂ，４．５～７．５ｍｉｎ４５％ ～６５％Ｂ，７．５～９．０ｍｉｎ
６５％～９８％Ｂ，９０～１１．０ｍｉｎ９８％Ｂ，１１．０１～１５．０ｍｉｎ
２％Ｂ。

ＭＳ条件：电喷雾离子源，正离子扫描（ＥＳＩ＋）；
离子源温度１５０℃；电喷雾电压２．０ｋＶ；脱溶剂气温
度 ５５０℃；脱溶剂气流速 ８００Ｌ／ｈ；锥孔气流速
５０Ｌ／ｈ；多重反应监测（ＭＲＭ）模式。

采用保留时间定性，外标法定量。

２　结果与分析
２．１　ＭＳ条件的优化

本研究采用直接进样的方式，将质量浓度为

１００μｇ／ｍＬ的单标溶液注入 ＭＳ仪中，在正离子电
喷雾模式下对真菌毒素的ＭＳ条件进行优化。在全
扫描（ＭＳＳｃａｎ）模式下，对母离子的锥孔电压进行
优化，以得到最优的响应值。在最优锥孔电压条件

下，通过子离子扫描（ＤａｕｇｈｔｅｒＳｃａｎ）模式进行二级
ＭＳ扫描得到子离子，对子离子的碰撞能进行优化，
选择两个具有较好峰型和响应值的子离子作为定性

离子和定量离子。优化后１７种真菌毒素的保留时
间和ＭＳ参数见表１。

表１　１７种真菌毒素的保留时间和ＭＳ参数

Ｔａｂｌｅ１　Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎｔｉｍｅａｎｄｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ

ｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆ１７ｍｙｃｏｔｏｘｉｎｓ

化合物
保留时间／
ｍｉｎ 离子对（ｍ／ｚ） 碰撞能／ｅＶ

锥孔电压／
Ｖ

１５－ＡＤＯＮ ４．８３
３３９．１／１３７．１

３３９．１／２６１．１
０９，１０ ５０

３－ＡＤＯＮ ４．８１
３３９．１／２３１．１

３３９．１／２０３．１
１０，１５ ５５

ＡＦＢ１ ６．６０
３１３．１／２８５．１

３１３．１／２４１．１
３０，５０ ２５

ＡＦＢ２ ６．１４
３１５．１／２５９．０

３１５．１／２８７．１
４０，３５ ２５

ＡＦＧ１ ５．７３
３２９．１／２４３．１

３２９．１／３１１．０
２０，２５ ２０

ＡＦＧ２ ５．３１
３３１．１／３１３．２

３３１．１／２４５．１
２５，２５ ２５

ＡＦＭ１ ５．３９
３２９．１／２７３．０

３２９．１／２５９．０
２２，２３ ３０

ＤＯＮ ３．４１
２９７．１／２４９．０

２９７．１／２０３．０
１０，１６ ２０

ＦＢ１ ８．８２
７２２．４／３３４．４

７２２．４／３５２．３
４０，３６ ４０

ＦＢ２ ９．７３
７０６．４／３３６．３

７０６．４／３１８．３
３６，３８ ４０

ＨＴ－２ ８．４５
４４２．３／２１５．１

４４２．３／２６３．１
１０，１０ ２０

ＮＥＯ ４．１２
４００．２／３０５．１

４００．２／１８４．９
１２，２０ １０

ＯＴＡ ９．７３
４０４．１／２３９．１

４０４．１／２２１．０
１９，３９ ２０
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续表１

化合物
保留时间／
ｍｉｎ 离子对（ｍ／ｚ） 碰撞能／ｅＶ

锥孔电压／
Ｖ

ＳＴＥ ０９．８０
３２５．１／３１０．０

３２５．１／２８１．１
２５，２６ ２２

Ｔ－２ ０９．２７
４８４．２／３０５．１

４８４．２／２１５．１
１５，２２ ２０

ＺＥＮ ０９．６４
３１９．２／２８３．２

３１９．２／１８７．１
１０，１９ ２０

ＳＴ １０．２７
３８６．３／１７８．２

３８６．３／１５０．２
４０，３０ ８０

　注：表示定量离子

　Ｎｏｔｅ：．Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｉｏｎｓ

２．２　ＵＰＬＣ条件的优化
流动相的选择对目标物的分离和检测至关重

要，由于所有目标化合物均在正离子扫描模式下检

测，因此可在流动相中加入适量的甲酸（促进质子

化）和甲酸铵（增强信号稳定性），从而改善峰型，提

高目标化合物的响应值、灵敏度和离子化效率［１７］。

基于目标化合物易溶于甲醇或水的特性，本文考察

了甲醇 －００１％甲酸水（含２ｍｍｏｌ／Ｌ甲酸铵）、甲
醇－０．１％甲酸水（含 ２ｍｍｏｌ／Ｌ甲酸铵）、甲醇 －
０２％甲酸水（含２ｍｍｏｌ／Ｌ甲酸铵）、甲醇 －０．１％
甲酸水（含５ｍｍｏｌ／Ｌ甲酸铵）４组不同流动相对１７
种真菌毒素的分离效果、响应值和峰型的影响。结

果发现：随着水相中甲酸体积分数的增加，ＦＢ１和
ＦＢ２响应值增加且峰型改善，但当甲酸体积分数为
０．２％时，除 ＦＢ１、ＦＢ２外，ＡＦＢ１等其他真菌毒素响应
值降低；在甲酸体积分数为０１％时，与甲酸铵浓度
为 ２ｍｍｏｌ／Ｌ相比，甲酸铵浓度为 ５ｍｍｏｌ／Ｌ时
ＡＦＢ１、ＦＢ１、ＦＢ２等真菌毒素响应值降低。因此，最终
选用甲醇－０．１％甲酸水（含２ｍｍｏｌ／Ｌ甲酸铵）作
为流动相。１７种真菌毒素总离子流图如图１所示。

　注：１．ＤＯＮ；２．ＮＥＯ；３．３－ＡＤＯＮ；４．１５－ＡＤＯＮ；５ＡＦＧ２；
６．ＡＦＭ１；７．ＡＦＧ１；８．ＡＦＢ２；９．ＡＦＢ１；１０．ＨＴ－２；１１．ＦＢ１；
１２．Ｔ－２；１３．ＺＥＮ；１４．ＦＢ２；１５．ＯＴＡ；１６．ＳＴＥ；１７．ＳＴ

图１　１７种真菌毒素总离子流图

Ｆｉｇ．１　ＴＩＣｏｆ１７ｍｙｃｏｔｏｘｉｎｓ

２．３　样品前处理条件的优化
２．３．１　提取条件优化
２．３．１．１　提取溶剂的选择

本研究先采用纯水对水溶性较强的真菌毒素

（如 ＦＢ１、ＦＢ２）进行提取，考察不同体积纯水（０、５、
１０、１５、２０ｍＬ）对真菌毒素回收率的影响。结果表
明：不加纯水时，ＦＢ１和 ＦＢ２的回收率均低于１５％；
随着纯水用量的增加，１５－ＡＤＯＮ、ＦＢ１、ＦＢ２、ＮＥＯ、
ＯＴＡ、ＳＴ的回收率逐渐升高，而 ＡＦＢ１、ＡＦＧ１、ＡＦＭ１、
ＨＴ－２和ＳＴＥ的回收率则逐渐降低，其余真菌毒素
回收率则无明显变化；当纯水用量从１０ｍＬ增加至
１５ｍＬ时，有１１种真菌毒素的回收率增加；当纯水
用量为 ２０ｍＬ时，ＡＦＢ１和 ＳＴＥ的回收率均低于
７０％。因此，综合考虑各真菌毒素的回收情况，最终
选择先使用１５ｍＬ纯水对目标物进行第一次提取。

酥油中的成分丰富多样，包括脂肪、蛋白质、水

分、还原糖等物质。其中，脂肪含量高达８３．４％［１８］。

基于这些成分的特性，当选择真菌毒素提取溶剂时，

乙腈显示出优越的适用性，这是由于乙腈可以减少

亲脂性物质和蛋白质的提取，且具有较强提取不同

极性分子的能力，已被广泛用于真菌毒素的提

取［１９－２０］。因此，本文选取乙腈对目标物进行二次提

取。另外，根据相关文献［２１］报道，在提取溶剂中加

入适量的酸性物质，可以显著提高真菌毒素的提取

效率。因此，选择添加甲酸的纯水和乙腈为提取溶

剂进行目标物的提取。

２．３．１．２　甲酸体积分数的选择
在１５ｍＬ甲酸水和１０ｍＬ甲酸乙腈溶液中，考察

甲酸体积分数对真菌毒素回收率的影响，结果见图２。
由图２可知，随着甲酸体积分数的增加，ＤＯＮ、

ＡＦＢ１等大部分真菌毒素的回收率呈逐渐降低趋势。
当甲酸体积分数小于３％时，ＦＢ１和ＦＢ２的回收率均
低于７０％，这是由于伏马毒素类物质对酸变化敏
感，不加酸或较低酸量均会导致其提取效果显著降

低。当甲酸体积分数大于５％时，ＳＴＥ、ＡＦＢ１、ＡＦＧ１、
ＡＦＭ１的回收率同样低于７０％。当甲酸体积分数为
３％时，所有真菌毒素均能得到较好的回收率
（７０％～１２０％）。因此，最终选择纯水和乙腈中甲
酸体积分数为３％。
２．３．１．３　提取方式的选择

在提取溶剂为１５ｍＬ３％甲酸水和１０ｍＬ３％甲
酸乙腈的条件下，对比了一步提取（２５ｍＬ体积比
４０∶５７∶３的乙腈 －水 －甲酸溶液）和分步提取（１５
ｍＬ３％甲酸水溶液一次提取和１０ｍＬ３％甲酸乙腈
溶液二次提取）２种方式对１７种真菌毒素提取效果
的影响，结果如图３所示。
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图２　甲酸体积分数对１７种真菌毒素回收率的影响（ｎ＝３）
Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｆｏｍｉｃａｃｉｄｖｏｌｕｍｅｆｒａｃｔｉｏｎｏｎｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅｓｏｆ１７ｍｙｃｏｔｏｘｉｎｓ（ｎ＝３）

图３　提取方式对１７种真菌毒素回收率的影响（ｎ＝３）
Ｆｉｇ．３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｓｏｎｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅｓｏｆ１７ｍｙｃｏｔｏｘｉｎｓ（ｎ＝３）

　　由图３可知，分步提取相较于一步提取具有更
佳的提取效果，能显著提高３－ＡＤＯＮ和 ＦＢ１等大
部分真菌毒素的回收率。因此，最终选择采用 １５
ｍＬ３％甲酸水溶液一次提取和１０ｍＬ３％甲酸乙腈
溶液二次提取的分步提取方式。

２．３．２　净化填料优化
酥油中饱和脂肪酸与不饱和脂肪酸的比例约

为６２∶３８［１８］，鉴于饱和脂肪酸的凝固点较高，先采
用０℃低温高速离心初步除脂，之后再加入正己烷
萃取除脂。但是，仍发现样品提取液中残留有少量

油脂。因此，为了提高检测的准确度和灵敏度，减少

脂质等杂质，对样品提取液进行净化是必要的步骤。

当前，常用净化吸附剂主要有 ＰＳＡ、Ｃ１８等，其中
ＰＳＡ与Ｃ１８组合的净化填料能有效去除脂肪酸、脂
质等化合物［２２］。考虑到酥油成分的特殊性，选取

ＰＳＡ－Ｃ１８组合作为净化填料。在酥油中真菌毒素
的添加水平为５０μｇ／ｋｇ时，对净化填料中的ＰＳＡ和
Ｃ１８的含量进行优化。在 Ｃ１８含量为１５０ｍｇ的情
况下，按１．２．２方法进行样品前处理，考察 ＰＳＡ含
量对 １７种真菌毒素回收率的影响，结果如图 ４
所示。

图４　ＰＳＡ含量对１７种真菌毒素回收率的影响（ｎ＝３）
Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｏｆＰＳＡｃｏｎｔｅｎｔｓｏｎｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅｓｏｆ１７ｍｙｃｏｔｏｘｉｎｓ（ｎ＝３）

　　由图 ４可知，当未添加 ＰＳＡ情况下，ＡＦＢ１、
ＡＦＧ１、ＡＦＭ１和 ＳＴＥ回收率均低于２０％。对于大部
分真菌毒素，如 １５－ＡＤＯＮ、３－ＡＤＯＮ、ＤＯＮ、ＦＢ１、
ＦＢ２等，其回收率随着 ＰＳＡ含量增加呈先增后减的

趋势。当ＰＳＡ含量为１００ｍｇ时，除 ＡＦＧ２、ＡＦＭ１和
ＮＥＯ外，其余真菌毒素回收率均达到最优。因此，
选取１００ｍｇＰＳＡ进行后续优化。

在ＰＳＡ含量为１００ｍｇ的条件下，按１．２．２方法
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进行样品前处理，考察Ｃ１８含量对１７种真菌毒素回 收率的影响，结果如图５所示。

图５　Ｃ１８含量对１７种真菌毒素回收率的影响（ｎ＝３）
Ｆｉｇ．５　ＥｆｆｅｃｔｏｆＣ１８ｃｏｎｔｅｎｔｓｏｎｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅｓｏｆ１７ｍｙｃｏｔｏｘｉｎｓ（ｎ＝３）

　　由图 ５可知：随着 Ｃ１８含量的增加，ＡＦＢ１、
ＡＦＧ２、ＡＦＭ１、ＦＢ１、ＯＴＡ、ＺＥＮ等真菌毒素回收率呈
先增加后减少的趋势；Ｃ１８含量的变化对 １５－
ＡＤＯＮ、ＨＴ－２、ＮＥＯ的回收率无显著影响；当Ｃ１８含
量为１５０ｍｇ时，３－ＡＤＯＮ、ＤＯＮ、ＳＴ的回收率达到最
优，再增加 Ｃ１８用量其回收率无显著变化；ＡＦＢ１、
ＡＦＢ２、ＡＦＧ１、ＡＦＧ２、ＡＦＭ１、ＦＢ１、ＦＢ２、ＯＴＡ、Ｔ－２、ＺＥＮ
的回收率均在Ｃ１８含量为２００ｍｇ时达到最优。因
此，选用２００ｍｇＣ１８作为吸附剂的最佳用量。

综上，本文最终选取１００ｍｇＰＳＡ和２００ｍｇＣ１８
作为净化填料。

２．４　基质效应
较强的基质效应（ＭＥ）会影响仪器检测的灵敏

度和准确度，进而造成检测结果的偏差。因此，采用

酥油空白基质提取液按１．２．２方法进行处理得到的
上清液对该方法的ＭＥ进行评价。使用酥油空白基
质提取液将真菌毒素混合标准工作液稀释成一系列

不同质量浓度的基质标准溶液，上机测定一系列不

同质量浓度的基质标准溶液和对应质量浓度的溶剂

标准溶液峰面积，分别绘制基质匹配标准曲线和溶

剂标准曲线。通过计算 ＭＥ值〔（基质匹配标准曲
线的斜率／溶剂匹配标准曲线的斜率 －１）×１００％〕
来评估酥油的ＭＥ，结果如图６所示。

图６　酥油基质中１７种真菌毒素的ＭＥ
Ｆｉｇ．６　Ｍａｔｒｉｘｅｆｆｅｃｔｓｏｆ１７ｍｙｃｏｔｏｘｉｎｓｉｎｇｈｅｅｍａｔｒｉｘ

　　由图６可以看出，ＨＴ－２和ＯＴＡ表现为基质增
强现象，其余真菌毒素均表现为基质抑制现象。其

中ＦＢ１、ＦＢ２、ＳＴＥ、Ｔ－２、ＺＥＮ和 ＳＴ的 ＭＥ绝对值低

于２０％，属于弱ＭＥ，其余真菌毒素的 ＭＥ绝对值均
在２０％～５０％之间，属于中等 ＭＥ。为了避免 ＭＥ，
确保酥油中１７种真菌毒素的准确定量，本文采用基
质匹配标准曲线外标法进行定量分析。

２．５　方法学验证
２．５．１　线性范围、决定系数、检出限和定量限

使用酥油空白基质提取液将真菌毒素的混合标

准工作液稀释成一系列不同质量浓度的基质标准溶

液，以目标化合物的质量浓度（ｘ）为横坐标，峰面积
（ｙ）为纵坐标，绘制基质匹配标准曲线，以３倍信噪
比计算检出限（ＬＯＤ）、１０倍信噪比计算定量限
（ＬＯＱ），１７种真菌毒素的线性范围、决定系数、ＬＯＤ
和ＬＯＱ见表２。
表２　１７种真菌毒素的线性范围、决定系数、ＬＯＤ和ＬＯＱ

Ｔａｂｌｅ２　Ｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅｓ，ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓｏｆｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ，

ＬＯＤ，ａｎｄＬＯＱｏｆ１７ｍｙｃｏｔｏｘｉｎｓ

化合物
线性范围／
（μｇ／Ｌ）

决定系

数（Ｒ２）
ＬＯＤ／
（μｇ／ｋｇ）

ＬＯＱ／
（μｇ／ｋｇ）

１５－ＡＤＯＮ ２．０～２００．０ ０．９９９７ １．５０ ５．００

３－ＡＤＯＮ ２．０～２００．０ ０．９９９１ １．５０ ５．００
ＡＦＢ１ ０．４～２００．０ ０．９９９９ ０．３０ １．００
ＡＦＢ２ ２．０～２００．０ ０．９９９６ １．５０ ５．００
ＡＦＧ１ ０．４～２００．０ ０．９９９７ ０．３０ １．００
ＡＦＧ２ ０．２～２００．０ ０．９９９８ ０．１５ ０．５０
ＡＦＭ１ ０．２～２００．０ ０．９９９９ ０．１５ ０．５０

ＤＯＮ ４．０～２００．０ ０．９９９４ ３．００ １０．００
ＦＢ１ ４．０～２００．０ ０．９９９９ ３．００ １０．００
ＦＢ２ ０．４～２００．０ ０．９９９２ ０．３０ １．００

ＨＴ－２ ０．４～２００．０ ０．９９９１ ０．３０ １．００

ＮＥＯ ０．８～２００．０ ０．９９９３ ０．６０ ２．００

ＯＴＡ ０．２～２００．０ ０．９９９８ ０．１５ ０．５０

ＳＴＥ ０．４～２００．０ ０．９９９７ ０．３０ １．００

Ｔ－２ ０．２～２００．０ ０．９９９９ ０．１５ ０．５０

ＺＥＮ ０．８～２００．０ ０．９９９６ ０．６０ ２．００

ＳＴ ０．２～２００．０ ０．９９９６ ０．１５ ０．５０
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　　由表２可看出，１７种真菌毒素在相关质量浓度
范围内获得的基质标准曲线的线性关系良好，Ｒ２在
０９９９１～０．９９９９之间，ＬＯＤ和 ＬＯＱ的范围分别为
０．１５～３．００μｇ／ｋｇ和 ０．５０～１０．００μｇ／ｋｇ。ＧＢ
２７６１—２０１７《食品安全国家标准 食品中真菌毒素限
量》［２３］中对乳及乳制品仅对 ＡＦＭ１进行了限量要
求，为不大于０．５μｇ／ｋｇ，对动物油脂的真菌毒素含量
未设定限量要求，而本研究中 ＡＦＭ１的 ＬＯＤ为０．１５
μｇ／ｋｇ，ＬＯＱ为０．５０μｇ／ｋｇ，表明该方法能够满足酥
油中真菌毒素日常监测要求。

２．５．２　回收率和精密度
通过向酥油样品中分别添加１、２、１０倍 ＬＯＱ水

平的混合标准工作液进行空白加标实验，计算回收

率和相对标准偏差（ＲＳＤ），考察方法的准确度与精
密度，结果如表３所示。

表３　酥油中真菌毒素的加标回收率和ＲＳＤ

Ｔａｂｌｅ３　ＲｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅａｎｄＲＳＤｏｆｍｙｃｏｔｏｘｉｎｓｉｎｇｈｅｅ
％

化合物
１倍ＬＯＱ

回收率 ＲＳＤ
２倍ＬＯＱ

回收率 ＲＳＤ
１０倍ＬＯＱ

回收率 ＲＳＤ
１５－ＡＤＯＮ ８８．３ １．８ １０４．５ ３．９ １０５．２ ４．１
３－ＡＤＯＮ ７５．２ ０．４ ９１．４ ４．６ １１２．２ ０．６
ＡＦＢ１ ９７．９ ３．２ ９１．７ ２．４ ８７．６ ８．０
ＡＦＢ２ ７５．６ １．９ ８７．０ ６．０ １０８．７ ２．６
ＡＦＧ１ ９４．６ １．３ ８２．１ ２．０ ８８．８ ３．７
ＡＦＧ２ １０３．５ ２．８ ９１．９ ３．２ １０５．３ ２．３
ＡＦＭ１ １０１．４ １．２ １００．８ ２．３ １０４．９ １．３
ＤＯＮ ８４．３ ３．９ ９３．６ ３．９ ９２．５ １．８
ＦＢ１ １０３．７ ２．９ ８２．１ １．６ ８３．６ １．３
ＦＢ２ ９７．６ ２．４ ８６．６ １．８ １０４．２ ２．６
ＨＴ－２ ８４．３ ２．７ １００．８ ０．２ ９４．２ ３．０
ＮＥＯ １００．８ １．９ １１０．２ １．２ ９５．０ ４．１
ＯＴＡ ８７．４ ６．３ １０３．２ ３．８ １０７．６ １．３
ＳＴＥ ７５．６ ４．６ ７６．７ ４．８ ７２．３ ４．５
Ｔ－２ １００．６ ５．７ １０１．５ １．０ １０５．７ １．９
ＺＥＮ １０７．０ １．８ ９６．６ ６．８ ９０．８ １．９
ＳＴ ９７．８ ２．７ ９１．５ ２．４ １０３．６ １．６

　　由表３可知，１７种真菌毒素在１、２、１０倍 ＬＯＱ
加标水平下的回收率范围分别为 ７５．２％ ～
１０７０％、７６．７％～１１０．２％、７２．３％ ～１１２．２％，ＲＳＤ
均不大于８．０％。结果表明，该方法具有良好的准
确度和精密度。

２．６　实际样品检测
采用本文建立的方法对市售２０批酥油样品中

的１７种真菌毒素进行检测，结果共有５批次样品中
检测出真菌毒素，其中３批次样品检出 ＦＢ２，含量范

围为２．７３～２．８２μｇ／ｋｇ，２批次样品中检出Ｔ－２，含
量分别为０．５４μｇ／ｋｇ和０．５７μｇ／ｋｇ，其他真菌毒素
均未检出。鉴于所检出的真菌毒素在 ＧＢ２７６１—
２０１７《食品安全国家标准 食品中真菌毒素限量》中
未设定明确的限量标准，且可能存在潜在的健康风

险。因此，有必要对酥油中的真菌毒素污染物进行

有效风险监测，从而确保酥油食品质量安全，保障消

费者的健康权益。

３　结　论
本文建立了ＱｕＥＣｈＥＲＳ结合ＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ同

时测定酥油中１７种真菌毒素的方法。该方法中样
品经过３％甲酸水和３％甲酸乙腈溶液分步提取后，
提高了不同极性真菌毒素的提取效率，并通过０℃
低温离心和加入正己烷的方式，有效减少了样品提

取液中脂质含量，采用ＰＳＡ和Ｃ１８为组合的填料净
化，进一步降低了基质效应。所建方法表现出令人

满意的线性范围、ＬＯＤ、ＬＯＱ、回收率和精密度，满足
真菌毒素检测技术要求。该方法简单快速、准确可

靠，并有效降低了基质效应的干扰，对酥油中真菌毒

素的风险防范以及日常监测具有重要的应用价值。
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