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摘#要!目的#建立超高效液相色谱*串联质谱测定牛奶中黄曲霉毒素 b$ 的方法" 方法#采用 (3h:=?G:NA3KSU

<$+液相色谱柱%!% JJ_&-$ JJ!$-" %J&!梯度洗脱!多反应监测%b’b&" 通过黄曲霉毒素 b$ 与免疫亲和柱中

抗体结合!确定了从牛奶中提取黄曲霉毒素 b$ 的处理条件并优化了质谱的测定参数" 结果#黄曲霉毒素 b$ 在
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##黄曲霉毒素是一组化学结构类似的二呋喃香
豆素的衍生化合物%可由曲霉菌黄曲霉+寄生曲霉
等产生 ,$- . 黄曲霉毒素的主要形式包括 K$+K&+8$+
8&+b$+b& 等%其中黄曲霉毒素 b$ "(Db$ #是黄曲
霉毒素 K$ 在动物体内经过羟化生成的代谢产

物 ,&*.- %主要存在于动物的乳+肾脏+肝脏+蛋+肉和
尿中%其中以乳中最为常见. 黄曲霉毒素 b$ 是一
种强致癌性物质%毒性在黄曲霉毒素家族中仅次于
黄曲霉毒素 K$%急性毒性与黄曲霉毒素 K$ 类似%能

致癌+致畸+致诱变 ,)*,- %且对高温稳定%牛奶经巴氏
杀菌后%黄曲霉毒素几乎不被破坏 ,"*+- .

另外%当婴幼儿乳品及母乳中含有黄曲霉毒
素 b$ 时%对婴幼儿健康会造成很大影响%可以造
成发育迟缓+肾功能降低+肝细胞癌早发甚至可能
导致急性中毒死亡 ,"%/- . 近年来%世界各国纷纷制
定了乳与乳制品中 (Db$ 的限量标准. 包括中国+
美国和日本在内的许多国家规定奶及奶制品中
(Db$ 的含量不得超过 %-! %L0IL,$%- %其中%中国
规定婴儿乳品及代乳品中 (Db$ 不得检出. 欧盟
制定的标准更为严格%为 %-%! %L0IL.

目前 (Db$ 的检测方法有酶联免疫吸附法
,$$- +

薄层色谱法 ,$&- +高效液相色谱法 ,$.-以及高效液相
色谱*串联质谱法 ,$)-等. 其中高效液相色谱*串联
质谱法可对 (Db$ 的检测进行准确的定性和定量分
析%成为近年来真菌毒素检测的主要方向. 本试验
以免疫亲和柱净化牛奶样品%超高效液相色谱*串联
质谱法检测牛奶中 (Db$%提供了一种高灵敏度和
准确性的测定方法.

$#材料与方法
$-$#主要仪器与试剂

cBO@PgF 液 相 色 谱*串 联 质 谱 仪 " 美 国
6>?BCH#+二十孔位固相萃取装置 "美国 e>C=>;#+
(Db$ 免疫亲和柱"$ JA%德国 ’*K=@N5>CJ#.

(Db$ 标准品"(,)$&*$b8%美国 F=LJ>#%乙腈+
磷酸二氢钾+磷酸氢二钠+氯化钠+氯化钾+盐酸均
为国产分析纯%试验用水为超纯水 "电阻率为
$+-&! b,/3J‘$#. 磷酸盐缓冲液"dKF#配制$称取
磷酸二氢钾%-&" L%磷酸氢二钠 $-)& L%氯化钠 + L%
氯化钾%-& L%加超纯水 +%% JA充分搅拌溶解%然后

加入浓盐酸调 NU至 "-)%最后定容到 $ Y.
$-&#方法
$-&-$#标准溶液配制

标准工作液$称取 (Db$ 适量%乙腈定容%配制
成 $%% ;L0JA的工作液%) a保存.

标准溶液$准确吸取 $%% ;L0JA标准工作液%
用乙腈定容%配制成 %-$+%-!+$-%+&-%+!-%+$%-%
;L0JA的标准系列浓度梯度%上机备用.
$-&-&#样品预处理

准确量取 .% JA牛奶样品%至 !% JA离心管中%
水浴振荡使其温度加热到 .! i." a%+ %%% C0J=;

离心 $% J=;. 将 !% JA一次性注射器筒与 (Db$ 免
疫亲和柱顶部串联%再将亲和柱与固相萃取装置连
接. 取离心后的样液 &! JA过 (Db$ 免疫亲和柱%
流速 & JA0J=;%稳定的慢速过柱能够使 (Db$ 被免
疫亲和柱的抗体所亲和. 样品过柱后%用 &% JAdKF

淋洗 (Db$ 免疫亲和柱%过后抽干小柱. 先后用 $-!
JA的乙腈和 $-% JA水洗脱免疫亲和柱%收集洗脱
液. 过 %-&& %J滤膜%待上机.
$-&-.#仪器条件

色谱条件$(3h:=?G:NA3KSU <$+ 液相色谱柱
"!% JJ_&-$ JJ%$-" %J#&流速 %-. JA0J=;&柱温
)% a&进样量 ! %A&流动相$(为 %-$^甲酸水溶液%
K为甲醇%梯度洗脱%洗脱条件见表 $.

表 $#流动相梯度洗脱条件

P>RAB$#8C>E=B;?BA:?=@; 3@;E=?=@;H@4J@R=ABN5>HB
!0J=; %-$^甲酸水溶液 0̂ 甲醇 0̂
%-% /% $%
%-! /% $%
$-% $% /%
$-! $% /%
$-, /% $%
&-% /% $%

##质谱条件$电喷雾离子源"SFVx#&质谱扫描方
式为多反应监测"b’b#&电喷雾电压 .-& Ie&离子
源温度 $!% a%雾化温度 )%% a%碰撞气为高纯氩
气&碰撞气流速 %-$, JA0J=;. (Db$ 检测离子对+
锥孔电压"3@;B#+碰撞能量"<S#见表 &.

&#结果与分析
&-$#样品预处理条件优化
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表 &#(Db$ 的特种离子对+锥孔电压+碰撞能量
P>RAB&#dCB3:CH@C=@;% NC@E:3?=@;%3@;B% <S@4>4A>?@\=; b$

分析物
母离子
0"?)Y#

子离子
0"?)Y#

锥孔电压
0e

碰撞能量
0Be

(Db$ .&/-%
&".-%# .% .%
&!/-% .% .%

注$#为定量离子

##先后用 $-! JA甲醇和 $-% JA水作为洗脱剂对
驻留在免疫亲和柱上的 (Db$ 进行洗脱定容%洗脱

后直接过膜上机. 蔡增轩等 ,$-用甲醇作为洗脱液%
!! a下氮气吹干%之后用 $ JA&%^乙腈进行复溶.
本方法省去氮吹步骤%既节约了预处理时间%又减
少了试验消耗.
&-&#色谱质谱条件优化

试验中比较了流动相中有机相与水相的梯度
洗脱的比例对 (Db$ 的出峰影响. 当使用 %-$^甲
酸水溶液和甲醇作为流动相%进行梯度洗脱%各化
合物能够得到较好的色谱峰形%也取得了比较好的
出峰时间%降低了整体试验的时间成本.

根据 (Db$ 的理化性质及其母离子%选择信号
强度大的两个子离子碎片作为定量离子和定性离
子%并以此为基础%对质谱参数进行优化%以多反应
监测为检测方式%使目标化合物的离子化达到最佳
的水平. (Db$ 的色谱图见图 &.

图 &#(Db$ 的色谱图

D=L:CB&#<5C@J>?@LC>J@4>4A>?@\=; b$

&-.#线性范围和检出限
对配制好的标准品的梯度进行上机分析%以标

准品浓度为横坐标%标准品色谱峰面积为纵坐标%
进行线性回归分析%(Db$ 在 %-$ i$%-% ;L0JA的浓
度范围内呈现出良好的线性关系%其线性方程和相
关系数为 Bs$),+)-)Z‘,$)-%/!"Cs%-//" +#.

在空白样品中添加标准工作液%通过计算得到
本试验方法检出限"YWZ%D)2m.#为 %-%%$ %L0IL%

定量限"YWg%D)2m$%#为 %-%%! %L0IL.
&-)#基质效应

用超高效液相色谱*串联质谱对样品进行检测
时%由于 SFV离子源固有的特性和基质效应的影响%
目标化合物会受到电离增强或抑制. 采用溶剂和
基质配制标准系列浓度分别上机检测%拟合出标准

曲线%并对斜率进行归一化处理 #[
$&E6"J
$&E6"H

% $&E6"J

为基质标准曲线%$&E6"H为溶剂标准曲线%当 #m$
时%表明目标化合物离子化程度增强&当 #o$ 时%
表明目标化合物离子化受到抑制. 本试验中溶剂
标准方程为 Bs$),+)-)Z‘,$)-%/!%基质标准方程
为 Bs$."/+-)Zx$/%-%&)%#s%-/)%分析得出
(Db$ 在SFV离子源电离时受到较小的抑制效应%预
处理净化效果良好%故而采用溶剂标准曲线来定量
未知牛奶样品中 (Db$ 的含量%一方面简化试验操
作步骤%另一方面降低试验成本.
&-!#回收率和精密度

称取空白样品%对其进行标准品添加%选择
%-%!+%-&+$-% %L0IL三种不同浓度%使用优化后的
提取和上机条件进行数据处理%计算回收率和精密
度%回收率在 /)-+^ i/+-&^之间%PDV在 &-.)^
i.-+"^范围内%结果见表 ..

表 .#方法加标回收与精密度试验"F s,%^#

P>RAB.#’B3@OBC=BH>;E NCB3=H=@; @4HN=IBE H>JNABH

分析物
添加量

%-%! %L0IL
添加量
%-& %L0IL

添加量
$-% %L0IL

回收率 PDV 回收率 PDV 回收率 PDV
(Db$ /)-+ .-+" /,-+ &-.) /+-& .-&$

.#小结
本研究建立了牛奶中黄曲霉毒素 b$ 的超高效

液相色谱*串联质谱的测定方法%本方法稳定性好%
回收率高%检测限低%抗干扰能力强%适于测定牛奶
中不同浓度的黄曲霉毒素 b$%且能够在一定程度上
降低检测成本%节省试验时间.
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实验技术与方法
同位素稀释*超高效液相色谱*串联质谱法测定茶叶中的高氯酸盐
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摘#要!目的#建立茶叶中高氯酸盐的超高效液相色谱*串联质谱测定方法" 方法#茶叶中高氯酸盐用 %-&^乙酸

提取!经石墨炭黑柱净化!优选 FG;BCL=Pb b(c*’d柱%)-, JJ_&!% JJ!) %J&为分析柱!以超高效液相色谱*串联质

谱法测定!内标法定量" 结果#高氯酸盐在 %-&! i!%-% %L0Y范围内线性良好!回归方程 Bs$-!,/Zx%-%&,+!相关系

数 C& s%-/// ," 加标浓度为 %-%! i%-!% JL0IL时!回收率 /!-,^ i$&%-%^!相对标准偏差%PDV&$-/^ i$"-!^" 检

出限为 &-! %L0IL" 结论#本方法前处理简单’准确’灵敏度高!适用于茶叶中高氯酸盐的测定"
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