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摘"要!目的"建立 ’!&2/J9<3 复合固相萃取柱净化!同时检测粮食及植物油中黄曲霉毒素和玉米赤霉烯酮类毒

素的超高效液相色谱2串联质谱方法" 方法"植物油样品用乙腈2水#%# =!#!0=0$提取!粮食样品先用乙腈2乙酸2水

#&8 =!=!$!0=0$再用二氯甲烷2乙酸乙酯#%# =!#!0=0$进行二次提取!进一步采用 ’!&2/J9<3 复合固相萃取柱净化!

稳定同位素内标稀释!以乙腈和水为流动相!’<;6G’-60 ’!&色谱柱#9@! AAe!## AA!9@) "A$进行分离!电喷雾离

子化多反应监测模式检测" 结果"黄曲霉毒素和玉米赤霉烯酮类毒素的线性范围分别为 #@!f3#@# 和 !@#f(##@#

1M,AJ!检出限分别为 #@#3 和 #@3 "M,aM!定量限分别为 #@!# 和 !@# "M,aM" 黄曲霉毒素和玉米赤霉烯酮类毒素的

平均回收率分别为 $&@37f%&@$7和 &8@(7f!#&@#7!相对标准偏差分别为 8@$7f!!@(7和 8@97f%@#7#6j$$"

采用本方法分析了国内外 ( 种质控样品!测定值均在质控样品指定范围内" 对大连市市售的 !## 份粮油样品进行

测定!结果表明散装花生油和玉米油中黄曲霉毒素 *! 和玉米赤霉烯酮检出率较高!最高含量分别为 !9@&# 和

3)#@## "M,aM" 结论"本方法定量准确%操作简便%更环保%检测成本低!适于批量粮油样品中黄曲霉毒素和玉米赤

霉烯酮类毒素的同时检测"
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""真菌毒素是某些真菌在生长过程中产生的次
级代谢产物"广泛污染食物(农作物及其制品 ) !* ’
黄曲霉毒素与玉米赤霉烯酮类毒素是两类常见(且
对人类及牲畜毒性较大的真菌毒素’ 黄曲霉毒素
主要包括黄曲霉毒素 *!#/.*! $(/.*9(/.[!(/.[9
四种"其中以 /.*! 最常见且污染水平最高"被国际

癌症研究机构列为 X级致癌剂 ) 923* ’ 玉米赤霉烯酮
类毒素以玉米赤霉烯酮#bQHKHJQ1L1Q" YGB$为代表"
还包括玉米赤霉醇 #bQHKHJH1LJ$(!2玉米赤霉烯醇
#,2bQHKHJQ1LJ"!2YG+$等 ) 82(* ’ 玉米赤霉烯酮类毒素
会引起雌激素过多症"同时其具有较强的生殖毒性(
遗传毒性和细胞毒性等)$* ’ 欧盟规定食品中 /.*!
的限量值范围为 #@!f!9@# "M,aM"YGB限量值为9#f
!## "M,aM))2&* ’ [*9)$!!9#!)-食品安全国家标准
食品中真菌毒素限量. )%*规定食品中 /.*! 的限量为
#@(f9# "M,aM"YGB限量为 $# "M,aM’

文献)!#2!9*报道表明"在玉米(花生及其制品中往
往同时检出黄曲霉毒素和玉米赤霉烯酮类毒素"因此
有必要对这两类毒素进行同时测定’ 目前食品中黄
曲霉毒素和玉米赤霉烯酮类毒素同时测定的主要方
法是高效液相色谱2串联质谱法)!92!$* "高效液相色谱2
串联质谱的离子化过程易受基质的干扰产生基质效
应"影响定量准确性’ 样品前处理方法主要有直接稀
释法)!3* (多功能柱净化法)!$* (pRG’:G;- 法)!8"!)*等"
这些前处理多数存在净化不彻底(杂质较多(基质干
扰较大等不足&而多合一免疫亲和柱法虽特异性强"
适用于复杂基质样品"但因其价格昂贵"检测成本高"
也不适合批量样品的测定)!&* ’

本试验将植物油样品经过简单提取"粮食样品经
过二氯甲烷2乙酸乙酯#%#=!#"0=0$二次提取"进一步
采用 ’!&2/J9<3 复合固相萃取柱净化"稳定同位素内
标稀释"建立了超高效液相色谱2串联质谱#54+’2
0-,0-$同时测定粮油中黄曲霉毒素和玉米赤霉烯
酮类毒素的方法’ 本方法定量准确"灵敏度高"操作
简便(快速"更环保"检测成本低"适于批量粮油中黄
曲霉毒素和玉米赤霉烯酮类毒素的同时检测’

!"材料与方法
!@!"材料
!@!@!"样品来源

植物油和粮食均购自大连超市和农贸市场’

!@!@9"主要仪器与试剂
/MIJQ1>!9%#2$8$# 超高效液相色谱2三重四级杆

串联质谱仪(固相萃取装置均购自美国 /MIJQ1>"多
样品漩涡振荡器(离心机(旋转蒸发仪(氮吹仪(分
析天平#感量 #@### #! M和 #@#! M$(超声波清洗器(

高速万能粉碎机’
9@# "M,AJ/.*!#-#9#!)$(/.*9#-#9#!&$(/.[!

#-#9#!%$(/.[9# -#9#9#$及 !##@# "M,AJYGB标准
溶液#-#9#9%$纯度均$%%@#7"!#@# "M,AJ!2YG+标
准溶液#-#9#89"纯度 %&@)7$(9(@# "M,AJ!3’!&2YGB

#X+0##%$(#@( "M,AJ!3’!)2/.*!#X+0#!#$(#@( "M,AJ
!3’!)2/.*9 # X+0#!! $( #@( "M,AJ !3’!)2/.[!
#X+0#!9$(#@( "M,AJ!3’!)2/.[9#X+0#!3$同位素
内标溶液均购自奥地利 ;LAQK+ĤO’ 甲醇(乙腈(二
氯甲烷(乙酸乙酯(正己烷(三氯甲烷(乙醚均为色
谱纯"超纯水#0IJJI2p"美国 0IJJI_LKQ$"’!&2/J9<3 复
合固相萃取柱#$ AJ"! ### AM" 杭州福裕科技服务
有限公司$"#@99 "A微孔滤膜’

玉米粉中 YGB质控样品#*;0 ##3#98$(低浓
度黄曲霉毒素质控样品#p’0!’!$(黄曲霉毒素测
试调查样品#’--0U#!(20!&8!! /.$均购自奥地利
;LAQK+ĤO"玉米油中 YGB质控样品(花生油中
/.*!测定能力验证样品)/’/-246&33#9#!%$*均购
自中国检验检疫科学研究测试评价中心’
!@9"方法
!@9@!"标准溶液的配制

标准工作液%分别准确吸取 9@# "M,AJ/.*!(
/.*9(/.[!(/.[9 标准溶液 !@# AJ" 用乙腈稀释并
定容至 !#@## AJ"分别配制成 9##@# 1M,AJ标准工
作溶液&分别准确吸取 #@9## AJ!##@# "M,AJYGB
标准溶液(9@## AJ!#@# "M,AJ,2YG+标准溶液"用
乙腈 溶 解 并 定 容 至 !#@## AJ" 分 别 配 制 成
9@## "M,AJYGB 标 准 工 作 溶 液 和 9@## "M,AJ
,2YG+标准工作溶液"于h9# g保存’

混合内标使用液%准确移取 #@9## AJ9(@# "M,AJ

的!3’!&2YGB内标溶液"分别移取 !@# AJ#@(## "M,AJ

的!3’!)2/.*!(
!3’!)2/.*9(

!3’!)2/.[!(
!3’!)2/.[9"用乙

腈混 合 并 定 容 至 !#@## AJ" 得 到 (## 1M,AJ
!3’!&2YGB和 (#@# 1M,AJ四种黄曲霉毒素同位素混
合内标使用液"8 g保存’
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!@9@9"样品前处理
植物油样品的提取%称取植物油 !@## M#精确至

#@#! M$于 !( AJ离心管中"加入 8# "J混合内标使
用液"加 3 AJ乙腈2水#%# =!#"0=0$"混匀"涡旋提取
!# AI1"!# ### K,AI1 离心 9 AI1#离心半径 !# EA$"
上清液待净化’

粮食样品的提取%称取经粉碎机磨细的样品
!@## M#或 9@## M精确至 #@#! M$于 (# AJ离心管
中"加入 8# "J混合内标使用液"加入 !# AJ乙腈2乙
酸2水#&8 =! =!$"0=0$"涡旋(超声提取 ( AI1"中间
振摇 9 次" !# ### K,AI1 离心 3 AI1 #离心半径
!# EA$’ 将上清液转移至鸡心瓶中"(# g旋转蒸发
至 9 AJ左右"加入 ( AJ水"混匀"再加入 !# AJ二氯
甲烷2乙酸乙酯 # %# =!#"0=0$"涡旋振荡" !# ###
K,AI1离心 3 AI1#离心半径 !# EA$"分出下层有机
相"用无水硫酸钠脱水"有机相 (# g旋转蒸发至干’
向残留物中加入 3 AJ乙腈2水#%# =!#"0=0$"涡旋混
匀"!# ### K,AI1 离心 9 AI1#离心半径 !# EA$"上清
液待净化’

!@9@3"净化
用 8 AJ乙腈2水#%# =!#"0=0$活化 ’!&2/J9<3 固

相萃取柱"将提取的上清液过柱"收集流出液"并用
! AJ乙腈2水 # %# =!#"0=0$洗脱柱"合并流出液’
(# g用缓和氮气流吹至近干"先加入 #@3# AJ乙腈
超声溶解残留物" 再加入 #@)# AJ水混匀" 过
#@99 "A滤膜后待 54+’20-,0- 分析’
!@9@8"仪器条件

色 谱% 色 谱 柱 ’<;6G’-60 ’!& # 9@! AAe
!## AA"9@) "A$&流动相分别采用 /为水"*为乙
腈"流动相起始比例为 3#7*"梯度洗脱线性变化"
#@#f8@# AI1"3#7f8(7*&8@! f(@# AI1 &#7*&
(@!f&@# AI1"3#7*’

质谱%离子源%电喷雾 #G-Xh"G-Xs$&鞘气温度
3(# g"鞘气流速 !# +,AI1"喷嘴电压 (## q"毛细管
电压 8@## aq"雾化器压力 8# _OI#9)(@& a4H$"干燥
气温度 3## g"干燥气流速 $@# +,AI1’ 扫描模式%
多反应监测#0;0$&定性离子(定量离子及碎裂电
压(碰撞能量见表 !’

表 !"黄曲霉毒素和玉米赤霉烯酮类毒素的质谱分析参数
6ĤJQ!"0-,0- _HKHAQ>QKOLFHFJH>LcI1OH1S bQHKHJQ1L1Q

化合物 保留时间,AI1 离子对 碎裂电压,q 碰撞能量,q 电离模式
/.*! 9@9$ 3!3@#n98#@%% "3!3@#n9$&@% !(( 9("3( s
/.*9 !@%3 3!(@#n9&$@%% "3!(@#n9(%@# !$# 9("3# s
/.[! !@%( 39%@#n983@#% "39%@#n3!!@# !$( 9("3# s
/.[9 !@$) 33!@#n3!3@!% "33!@#n98(@# !(( 98"3# s
!3’!)2/.*! 9@9( 33#@!n3#!@! !(# 9("3( s
!3’!)2/.*9 !@%3 339@!n3#3@! !$# 3# s
!3’!)2/.[! !@%( 38$@!n9($@! !(# 9( s
!3’!)2/.[9 !@$) 38&@!n33#@! !(# 9( s

!2YG+ 3@%9 3!%@9n9)(@!% "3!%@9n3#!@! !(( !3"!! h

YGB (@!# 3!)@!n!3#@%% "3!)@!n!)(@# !)# 9!"9! h
!3’!&2YGB (@!# 33(@!n!&(@9% !)# !&"9$ h

注% %表示定量离子对

9"结果与分析
9@!"样品提取
9@!@!"植物油样品的提取

国标方法中"植物油中黄曲霉毒素的提取溶剂
为乙腈2水#&8 =!$"0=0$ ) !%* "YGB的提取溶剂为乙
腈2水#%# =!#"0=0$ ) 9#* ’ 本试验比较了这两种溶剂
同时提取植物油中的两类毒素"结果表明"用乙腈2
水#%# =!#"0=0$提取时两类毒素的灵敏度略高"因
此选择乙腈2水#%# =!#"0=0$作为提取溶剂’
9@!@9"粮食样品的提取

由于玉米粉色素含量高(杂质较多"也是玉米
赤霉烯酮类毒素主要污染的粮食品种"因此本试验
主要考察以玉米粉为代表的粮食’ 试验发现在提
取液中加入适量乙酸"后续净化时绝对回收率会更

高"因此采用乙腈2水2乙酸#&8 =!$ =!"0=0$提取’ 由
于粮食提取液中含有较多水溶性杂质及共萃物"测
定时基质干扰较大"内标绝对回收率低"影响灵敏
度"因此本研究采用二次提取’

考虑到黄曲霉毒素和玉米赤霉烯酮类毒素均
为脂溶性"试验考察了乙酸乙酯(三氯甲烷(乙醚(
二氯甲烷(二氯甲烷2乙酸乙酯 #%# =!#"0=0$(二氯
甲烷2乙酸乙酯#&# =9#"0=0$对初次提取液进行再
次提取"结果表明二氯甲烷2乙酸乙酯#%# =!#"0=0$
提取物的杂质少"基质干扰小’
9@9"提取液的净化

参照之前 ’!&2/J9<3 复合固相萃取柱净化粮油

中玉米赤霉烯酮类毒素的研究 ) 9!* "本次试验发现应
用类似的操作过程净化粮油中的黄曲霉毒素也取
得了理想的效果’ 当用高比例有机溶剂提取液乙
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腈2水#%# =!#"0=0$直接通过 ’!&2/J9<3 固相萃取柱
时"/J9<3 能够吸附样品中的色素等极性化合物"’!&
能吸附部分脂肪等非极性化合物"而黄曲霉毒素和
玉米赤霉烯酮类毒素不被吸附#标准溶液和内标物
过柱效率试验"回收率均n%#7$"从而与杂质分离’
同时"应用此方法与三种通过式多毒素净化柱的净
化效果进行了比较#以空白基质加内标物过柱的响
应值与标准溶液内标响应值比较$"见图 !"结果表
明采用本方法处理的样液"除杂效果更好"基质效
应更小"而且成本更低’

图 !"四种净化方法对黄曲霉毒素和玉米赤霉烯酮类

毒素的回收率
.IMRKQ!";QEL‘QKIQOLFHFJH>LcI1OH1S bQHKHJQ1L1Q^WFLRK

_RKIFIEH>IL1 AQ>:LS

9@3"基质效应
为了考察样品基质对目标物离子化产生的影

""""

响"比较了空白基质加标(提取液加标与纯溶剂标
准溶液的响应值’ 试验表明"与纯溶剂标准溶液比
较"净化后空白基质加标抑制率约为 3#7f8#7"而
未净化提取液加标基质抑制率在 %(7以上’ 由于
不同基质对目标物的基质抑制效应不同"本试验采
用内标法来校正因不同基质样品测定产生的基质
效应"从而获得较好的定量效果’
9@8"方法学验证
9@8@!"方法的线性范围(回收率(精密度和检出限

/.*!(/.*9(/.[!(/.[9 在 #@! f3#@# 1M,AJ
#内标浓度为 9@# 1M,AJ$范围内"YGB(,2YG+在
!@#f(##@# 1M,AJ#内标浓度为 9#@# 1M,AJ$范围内
均呈现良好的线性关系"相关系数均大于 #@%%%’
向空白植物油及玉米粉样品中添加不同水平的黄
曲霉毒素和玉米赤霉烯酮类毒素标准溶液"平均回
收率为 $&@37f!#&@#7"相对标准偏差 ##".$为
8@97f!!@(7"见表 9 和 3’ 以不含黄曲霉毒素和
玉米赤霉烯酮类毒素的植物油和玉米粉为空白基
质"称取样品 !@## M"加入稀释后的标准溶液
!## "J"按试验条件进行提取(净化(检测"记录峰面
积"在信噪比$!## "1-$!#$时测得黄曲霉毒素的
最低 检 测 浓 度 为 #@!# "M,aM" 即 定 量 限 为
#@!# "M,aM"在 "1-$3 时测得黄曲霉毒素的最低检
测浓度为 #@#3 "M,aM"即检出限为 #@#3 "M,aM’ 采
用同样的方法"测得玉米赤霉烯酮类毒素的定量
""""

表 9"植物油及玉米粉添加回收 8 种黄曲霉毒素试验结果#6j$$

6ĤJQ9";QEL‘QKIQOLFHFJH>LcI1OI1 O_IaQS ‘QMQ>ĤJQLIJH1S ELK1 _LPSQK

食品
类别

添加浓度
,#"M,aM$

/.*! /.*9 /.[! /.[9
平均回
收率,7

#".
,7

平均回
收率,7

#".
,7

平均回
收率,7

#".
,7

平均回
收率,7

#".
,7

植物油

玉米粉

#@! &3@# &@& &9@( &@& &#@( %@# )#@3 !#@(
#@( &(@) &@3 &#@$ &@) &!@8 &@8 )9@$ &@(
!@# &&@( $@9 &$@) )@! &(@3 &@# )&@3 )@9
(@# %&@$ 8@$ %$@( (@9 %8@3 $@! &8@9 $@&
#@! )%@( %@# &#@( %@( )$@9 !#@9 $&@3 !!@(
#@( &!@9 &@& &9@3 &@$ )%@9 &@% )#@( %@!
!@# &$@( )@9 &&@# )@( &9@# &@9 )3@8 &@$
(@# %(@$ $@3 %3@) $@$ &$@8 )@3 )&@$ )@(

表 3"植物油及玉米粉添加回收 YGB和 !2YG+试验结果#6j$$

6ĤJQ3";QEL‘QKIQOLFYGBH1S !2YG+I1 O_IaQS ‘QMQ>ĤJQLIJH1S ELK1 _LPSQK

食品类别

YGB !2YG+

添加浓度
,#"M,aM$

平均回收率
,7

#".
,7

添加浓度
,#"M,aM$

平均回收率
,7

#".
,7

植物油

玉米粉

!@# &$@& )@3 !@# &&@( )@9
(@# !#&@# $@( (@# %(@$ $@(
9# %$@9 (@& !# %8@( $@3
(# %(@! 8@9 9# %9@$ (@(
!@# &8@( %@# !@# &(@) &@(
(@# %&@% &@& (@# %3@( )@#
!# %(@8 )@! !# %9@( $@$
(# %9@$ $@9 9# !#8@9 $@)
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限为 !@# "M,aM"检出限为 #@3 "M,aM’
9@8@9"准确度

为了进一步验证方法的准确度"进行了质控样
品分析"结果见表 8"所有测定值均在质控样品指定
含量范围内"说明本方法准确可靠’
9@("实际样品检测

采用本方法对 (# 份植物油#!# 份为散装花生
油样品"其余为定型包装样品$及 (# 份粮食进行检
测’ 根据测定结果"真菌毒素主要分布在三类样品
中%花生油中 /.*! 检出率为 %#@#7#!&,9#$"玉米

油中 YGB检出率为 %3@37# !8,!($"玉米粉 #片(
渣$中 YGB检出率为 )#@#7#9!,3#$’ 所有样品均
未检出 /.[9"具体含量范围见表 (’ 结果显示"花
生油中 /.*! 的最高含量为 !9@&# "M,aM"是一份随
机购买于农贸市场的鲜榨花生油&玉米油中 YGB的
最高含量为 3)#@## "M,aM"该样品购买于小粮油店&
玉米类谷物中 YGB的最高含量为 8!@## "M,aM’ 阳
性样品中 /.*! 和 YGB的测定谱图见图 9 和 3’ 在
样品分析中采用标准添加回收(标准样品测定等质
控方式以保证测定结果的准确度’

表 8"质控样品测定结果#"4m5"6j$$

6ĤJQ8"dQ>QKAI1H>IL1 KQORJ>OLFiRHJI>WEL1>KLJAH>QKIHJ
质控样品 指定值,#"M,aM$ 本方法测定值,#"M,aM$

玉米粉中 YGB )%m9$ )(m(

玉米油中 YGB质控样品 !&%@!m9#@& !&3@9m&@%

玉米粉中低浓度黄曲霉毒素 /.*! %3@)m!@$ /.*! %3@(m#@9

花生油中 /.*! !%20%3#@33"!%2B%&@!%$ !%20%3!@9m!@$"!%2B%&@!m!@!

玉米粉中黄曲霉毒素测试调查样品 /.*! %&@!#"/.*9 %#@($ /.*! %)@&!m#@&$"/.*9 %#@8$m#@98

表 ("粮油样品中黄曲霉毒素和玉米赤霉烯酮类毒素测定结果
6ĤJQ("dQ>QKAI1H>IL1 KQORJ>OLFHFJH>LcI1OH1S bQHKHJQ1L1QI1 ‘QMQ>ĤJQLIJH1S EQKQHJ_KLSRE>O

样品 份数

/.*! ,#"M,aM$ /.*9 ,#"M,aM$ /.[! ,#"M,aM$ YGB,#"M,aM$ ,2YG+,#"M,aM$

含量
范围

中位值
含量
范围

中位值
含量
范围

中位值
含量
范围

中位值
含量
范围

中位值

玉米油 !( ?#@#3 f#@&# #@39 ?#@#3 f#@(# #@9# ?#@#3 ! )@&#f3)#@## &9@% ?#@3# f#@(# #@3(

花生油 9# ?#@#3 f!9@&# 9@& ?#@#3 f!@(# #@3( ?#@#3 f#@(( #@9( ?#@3#f$!@$# !9@# ?#@3# f!@(# #@3(

调和油 !( ?#@#3 f9@(# !@9 ?#@#3 f#@8# #@9# ?#@#3 f#@9( #@!9 ?#@3#f89@9# &@$ ?#@3# f#@8# #@3#

玉米粉#片(渣$ 3# ?#@#3 f!#@&# !@! ?#@#3 f!@9# #@89 ?#@#3 f#@8# #@9$ #@&#f8!@## !$@9 ?#@3# f!@9# #@89

小麦粉 !# ?#@#3 f!@9# #@39 ?#@#3 f#@8# #@!# ?#@#3 ! ?#@3#f9&@8# &@( ?#@3# f#@8# #@3#

燕麦片 !# ?#@#3 f!@!# #@9$ ?#@#3 f#@9# #@!# ?#@#3 ! ?#@3#f!(@$# (@$ ?#@3# !

注%!为对于含量范围低于检出限的数据"未统计中位值

图 9"花生油中 /.*! 的 54+’20-,0- 谱图

.IMRKQ9"54+’20-,0- E:KLAH>LMKHAOLF/.*!
I1 _QH1R>LIJOHA_JQ

图 3"玉米油中 YGB的 54+’20-,0- 谱图
.IMRKQ3"54+’20-,0- E:KLAH>LMKHAOLFYGBI1 ELK1

LIJOHA_JQ

""本次测定的散装花生油中 /.*!(玉米油中 YGB

的检出率和检出浓度较高"这与文献 ) !!"99298*报道的
高检出率基本一致"因此散装花生油及玉米油的质
量应重点关注’ 在粮食样品中"玉米类样品真菌毒
素的检出率高于小麦粉和燕麦片"虽然毒素含量均
未超过 [*9)$!!9#!) 的限值"但部分样品的测定
值超过了欧盟规定的最高限量’ 近年来"玉米及其
制品被视为健康保健食品"消费量逐年增大"因此
玉米类制品中的真菌毒素也应受到广泛关注’

3"小结
本试验应用 ’!&2/J9<3 复合固相萃取柱净化2

54+’20-,0- 检测植物油和粮食中的痕量黄曲霉
毒素和玉米赤霉烯酮类毒素"具有灵敏(准确(操作
简便(试剂环保等特点"适用于粮油样品中黄曲霉
毒素和玉米赤霉烯酮类毒素的批量分析与测定’
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