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摘$要!目的$建立 aHS-?S3L 净化技术结合高效液相色谱法及高效液相色谱/串联质谱法检测葡萄酒中赭曲霉

毒素 8$G48%"赭曲霉毒素 C$G4C%和赭曲霉毒素 -$G4-%’ 种赭曲霉毒素的方法# 方法$对 aHS-?S3L 净化条件

和高效液相色谱及高效液相色谱/串联质谱检测条件进行优化!葡萄酒样品先用乙腈/冰乙酸$5(f#(!5N5%进行酸

化稀释!离心后取上清液经 -#9 sLDG% s0KLG! 净化剂组合净化过滤!待测样液经液相色谱 -#9柱 $!6: [[h

%"( [[!" ![%梯度洗脱分离后!分别采用荧光检测器和串联质谱电喷雾技术!在多反应监测$030%模式下!实现

同时对葡萄酒中 G48"G4C和 G4-三种赭曲霉毒素的定性和定量分析# 结果$方法最低定量限 $,Ga%均为 %6(

!K;YK!相对标准偏差$:B;%为 %6(#7 d)6"%7$+ j:%# 结论$该方法操作方便"灵敏度高"重现性好!适用于日常

监管工作中对葡萄酒中赭曲霉毒素的检测#
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$$赭曲霉毒素 #O=?TMUO‘DEX"G4$是以纯绿青霉
# C2+3)34431A M2""1)!&1A$( 赭 曲 霉 # -&$2"I3441&
!)E"0)21&$和炭黑曲霉 #-F)0"@!+0"31&$等真菌产生
的一组结构类似的有毒代谢产物"常见的有赭曲霉
毒素 8# O=?TMUO‘DE 8" G48$( 赭 曲 霉 毒 素 C
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#O=?TMUO‘DE C"G4C$和赭曲霉毒素 -#O=?TMUO‘DE -"
G4-$等’ 其中毒性最大(对食品污染最严重的是
G48’ 研究)#*表明"G48不仅具有免疫毒性(肾毒性
和肝毒性"并且还有致畸(致突变和致癌作用"国际癌
症研究 机 构 #@EUQTEMUDOEMP8KQE=V>OT3QXQMT=? OE
-ME=QT"@83-$已将其定义为 %C类潜在致癌物)%* ’

在葡萄的种植和葡萄酒的酿制过程中"由于受生长条
件和制作工艺的影响"很容易造成赭曲霉毒素的污
染)’/!* "因此欧盟委员会#SF$"以及我国 BC%):#!
%(#)+食品安全国家标准 食品中真菌毒素限量,中均
规定葡萄酒中 G48的限量为 %6( !K;YK’

G4-是 G48的前衍生物"G4C则是 G48的脱
氯衍生物’ 毒性方面"G4-和 G48的毒性相当"
G4C相对较弱’ 通过口服和注射"G4-能够迅速水
解成 G48"表现出 G48和 G4-之间的协同毒性作
用’ 由于同一种真菌的几种代谢产物的共同出现
可能会对人体或动物的健康产生更复杂的影
响 )"/:* "因此在自然条件下"混合了几种真菌代谢产
物的食品污染是必须要考虑的’ 为了避免低估赭
曲霉毒素的总摄入量和可能的不良反应"必须考虑
这 ’ 种毒素在人体内累积所达到的毒性效果’ 所以
建立一个同时检测这 ’ 种毒素的简单(快速(有效的
检测方法很有必要’

目前国内对食品中赭曲霉毒素的检测主要集
中在 G48’ G48提取净化技术主要有液/液萃取
净化#,,S$法 ))/9* (免疫亲和柱净化#@8-$法 )5/#(* (

固相萃取柱净化 # L+S$法 )##*等&检测方法主要有
荧光光度检测法 )#%/#’* (酶联免疫吸附 #S,@L8$

法 )#!* (高效液相色谱 #*+,-$法 )#"* (高效液相色
谱/串联质谱#*+,-/0L;0L$法 )#:/#)*和胶体金试纸
条法 )#9/#5*等’ 鉴于葡萄酒成分复杂"其中的赭曲
霉毒素含量不高"可能会对目标检测产生干扰"日
常检测中通常采用 @8-或 L+S等富集净化技术对
样品进行前处理"处理后赭曲霉毒素富集程度高(
本底纯净"但成本较高"不太适用于大批量葡萄酒
样品的检测’ aHS-?S3L 技术是由美国化学家
,Q?OUMV和德国的 8EMXUMXXDMRMX于 %((’ 年提出的"
是集快速(简单(便宜(有效(可靠(安全于一体的
前处理技术"目前已经广泛应用于农药残留(兽药
残留的分析检测中 )%(/%%* ’ 近年来"也开始逐渐运
用于真菌毒素检测中 )%’/%9* "在 G48的检测研究中
也有一些应用 )%5/’(* "但目前尚未看到用于同时检
测葡萄酒中 ’ 种赭曲霉毒素的相关报道’

本试验建立了 aHS-?S3L 净化技术结合 *+,-
法及 *+,-/0L;0L 法检测葡萄酒中 ’ 种赭曲霉毒
素#G48(G4C和 G4-$的方法"方法灵敏度高(重现

性好"降低了检测成本(提高了检测效率"能够满足
实际工作中大批量葡萄酒样品检测需求’

#$材料与方法
#6#$主要仪器与试剂

Q%:5" 型高效液相色谱仪#配置荧光检测器"美
国 NMUQTX$(8+@’"(( a4TMZ 超高压液相色谱/三重
四级杆串联质谱仪 #美国 8C$(振荡器(冷冻离
心机’

G48标准品 #-8L% ’(’/!)/5" #( !K;[P"美国
4TDPOKV$"G4C标准品#-8L%!9%"/9:/5"#( !K;[P"美
国 3O[QT,M\X$" G4-标 准 品 #-8L% !9:"/9"/!"
#( !K;[P"加拿大 4OTOEUO3QXQMT=? -?Q[D=MPX$"乙
腈(乙酸均为色谱纯"氯化钠(LDG% 均为分析纯"柠
檬酸钠二水合物(柠檬酸氢二钠倍半水合物(无水
硫酸镁(-#9固相萃取# RL+S$分散剂(佛罗里硅土(
+L8RL+S分散剂(A*%(B-CRL+S分散剂"实验室
用水符合 BC;4::9%!%((9 +分析实验室用水规格
和试验方法, )’#*中一级水的规定’
#6%$方法
#6%6#$样品前处理

称取 %6: K混合吸附剂#无水硫酸镁(氯化钠(
柠檬酸钠二水合物和柠檬酸氢二钠盐倍半水合物"
比例为 !f#f#f(6"$置于 "( [P离心管中"加入 #( [P

葡萄酒样品"加入 #( [P乙腈/冰乙酸#5(f#("5N5$’
涡旋 #( X"! "(( T;[DE 离心 #( [DE’ 用乙腈将有机
相定容至 #( [P’ 取 # [P上清液于 #6" [P+S管中"

加入净化剂 # ’( [K-#9 s’( [KLDG% s#"( [K
0KLG! $’ 涡旋 #( X"#( ((( T;[DE 离心 % [DE’ 取上
清"过有机滤膜后待进样分析’
#6%6%$标准曲线的制作

将 ’ 种毒素标准样品用乙腈制作成 # ((( !K;,
的混合标准储备液"保存期限为一年’ 试验时现配
成 #(( !K;,的混合标准溶液"逐步稀释成需要的质
量浓度##6((!6((#(6((%(6((%"6( !K;,$’ 分别用
*+,-法进行测定"并用 *+,-/0L;0L 法对结果进
行确认"以质量浓度为横坐标#9$"峰面积为纵坐标
#8$"绘制标准曲线’
#6%6’$仪器条件
#6%6’6#$*+,-条件

8KDPQEU/,-/-#9柱#!6: [[h%"( [["" ![$色
谱柱&柱温 ’" g&激发波长 ’#" E[#( d’" [DE$ (
’’’ E[# ’" d"( [DE $ "发射波长 !:( E[&流速
# [P;[DE&进 样 量 %( !P&流 动 相%8为 水/乙 酸
#55f#"5N5$ "C为乙腈/冰乙酸 #55f#"5N5$ &洗脱
条件见表 #’
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表 #$*+,-梯度洗脱条件
4M\PQ#$*+,-KTMRDQEUQPHUDOE =OERDUDOEX

时间;[DE 流速;#[P;[DE$ 流动相 8;7 流动相 C;7
#" # ’" :"
%" # "( "(
’" # "( "(
’) # )( ’(
!) # )( ’(
"( # ’" :"

#6%6’6%$*+,-/0L;0L 条件
色谱% 8KDPQEUoG3C8/,-/-#9 柱 # ’6( [[ h

#"( [[" ’6" ![$ 色 谱 柱& 柱 温 !( g& 流 速
(6’ [P;[DE&进样量 %( !P&流动相%8为 (6#7甲酸"
C为乙腈&洗脱条件见表 %’

表 %$*+,-/0L;0L 梯度洗脱条件
4M\PQ%$*+,-KTMRDQEUQPHUDOE =OERDUDOEXO>*+,-/0L;0L
时间;[DE 流速;#[P;[DE$ 流动相 8;7 流动相 C;7
(6" (6’ 5( #(
%6( (6’ #( 5(
"6( (6’ #( 5(
"6# (6’ 5( #(
#(6( (6’ 5( #(

$$质谱%离子源为电喷雾离子源 #SL@$&扫描方
式%正离子扫描"多反应监测#030$模式&毛细管电
$$$

压 "6" Yl&离子源温度 ""( g’

%$结果与分析
%6#$前处理方法的优化
%6#6#$提取剂的选择

根据国内外文献 )%’/’(* "aHS-?S3L 分析的吸附
剂多采用无水硫酸镁(氯化钠(醋酸钠(柠檬酸钠(
柠檬酸钠二水合物和柠檬酸氢二钠盐倍半水合物
等’ 1S3A8AISL 等 )#*对马德拉烈性葡萄酒中 G48
检测时"对 aHS-?S3L 作了较成熟的筛选试验"采
用了无水硫酸镁(氯化钠(柠檬酸钠二水合物和柠
檬酸氢二钠盐倍半水合物"比例为 !f#f#f(6" 混合"
提取效果良好’ 故试验选择了该比例混合试剂作
为提取剂’

%6#6%$净化剂的优化

aHS-?S3L 前处理技术常用的净化剂有 +L8(
B-C(-#9(中性氧化铝(A*%(弗罗里硅土(LDG%’ 本
试验采用基质加标方法对净化剂进行了筛选"考察
了不同净化剂以及不同添加量对回收率的影响’
结果显示"-#9(A*%(弗罗里硅土和 LDG% 为较优净化
剂"见图 #’

注%M(\(=分别为 G48(G4C(G4-

图 #$’ 种赭曲霉毒素经不同净化剂处理后的回收率比较#’ 种毒素的添加量均为 #(( !K;,$

1DKHTQ#$-O[ZMTDXOE O>TQ=OWQTDQXO>RD>>QTQEUXOT\QEUX>OTR/L+S=PQME/HZ O>’ O=?TMUO‘DEXMUXZDYDEKPQWQP#(( !K;,

$$试验了 -#9 sA*%(-#9 s弗罗里硅土和 -#9 s
LDG% 共 ’ 种 aHS-?S3L 净化剂组合"以提高目标物
的响 应 值’ 采 用 基 质 加 标 的 方 法" 添 加 量 为
%6( !K;,的 G48(G4C(G4-混合标准品"以选择最
合适的净化剂或净化剂组合"结果见图 %’ 试验表明
’( [K-#9 s’( [K弗罗里硅土 s#"( [K0KLG! 和
’( [K-#9 s’( [KLDG% s#"( [K0KLG! 两组对 G48(
G4C(G4-响应值较高’ 本试验选择了’( [K-#9 s
’( [KLDG% s#"( [K0KLG! 组合作为净化剂’
%6%$仪器条件的优化
%6%6#$色谱流动相的选择

试验考察了流动相 8为水/冰乙酸#55f#"5N5$
和 C为乙腈/冰乙酸#55f#"5N5$以及 8为水/三氟

图 %$’ 种赭曲霉毒素经不同净化剂组合处理后的

回收率比较#’ 种毒素的添加量均为 %6( !K;,$

1DKHTQ%$-O[ZMTDXOE O>TQ=OWQTDQXO>RD>>QTQEUXOT\QEUX>OT

RL+S=PQME/HZ O>’ O=?TMUO‘DEXMUXZDYDEKPQWQP%6( !K;,
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乙酸#5569f(6%"5N5$和 C为纯乙腈’ 结果表明"以
第一种流动相组合得到的基线平稳"重现性好"因
此"选择 8为水/冰乙酸#55f#"5N5$"C为乙腈/冰乙
酸# 55 f#"5N5$ 的流动相组合进行梯度洗脱"在
"( [DE之内对 ’ 种毒素进行分离’
%6%6%$检测波长的优化

本试验采用荧光检测器对 G48(G4C(G4-进行
检测’ 通过对比全光谱图"’ 种毒素的激发波长分
别为 ’’’(’#9 和 ’#" E["发射波长为 !:( E[’ 通过
优化"设置荧光检测器激发波长 ’#" E[# ( d
’" [DE$(’’’ E[#’" d"( [DE$"发射波长 !:( E["得
到的目标物响应更高’ 洗脱效果见图 ’’
%6%6’$质谱条件的优化

用质量浓度为 ’( !K;,的混合标准溶液"对目
标物进行一级和二级质谱扫描"并优化质谱参数’
依据目标物的分子式和碎片离子信息拟合出理论
精确质量数’ ’ 种化合物的质谱分析参数见表 ’"
030色谱图见图 !"包括目标物的母离子精确质量
数(保留时间"碎片离子的精确质量数以及去簇电
压和锥孔电压参数’

注%保留时间%G4C%%6! [DE&G48%56) [DE&G4-!’6" [DE

图 ’$’ 种赭曲霉毒素的高效液相色谱图
1DKHTQ’$*+,-=?TO[MUOKTM[O>U?TQQO=?TMUO‘DEX

表 ’$串联质谱分析参数
4M\PQ’$+MTM[QUQTXO>0L;0L

化合物
离子
源

保留时
间;[DE

母离子
;#ANO$

子离子
;#ANO$

去簇电
压;l

碰撞能
量;Ql

G48 SL@s !6!# !(!6# %’56(# "’"96( 5("5( ’%"%(
G4C SL@s !6%" ’)(6% %("6(# "’%!6( )5")5 %5"#9
G4- SL@s !65# !’%6# %’56(# "’"96# ##’"##’ ’)"%’

注%#为定量离子

注%M(\(=分别为 G48(G4C(G4-

图 !$’ 种赭曲霉毒素的 030图
1DKHTQ!$030=?TO[MUOKTM[XO>U?TQQO=?TMUO‘DEX

%6’$方法的验证
%6’6#$标准曲线与检出限

配制 ’ 种毒素不同质量浓度的系列混合标准溶
液进行 *+,-法和 *+,-/0L;0L 法分析测定’ 以

峰面积响应值#8$对浓度#9"!K;,$进行线性回归"
所得线性系数 :均大于 (655"检出限为 #6( !K;,"
定量限为 %6( !K;,’ 详见表 !’

表 !$*+,-和 *+,-/0L;0L 法检测 G48(G4C(G4-的线性方程
4M\PQ!$8EMPVUD==HTWQXO>G48" G4CMER G4-\V*+,-MER *+,-/0L;0L

化合物
线性范围
;#!K;,$

*+,- *+,-/0L;0L

线性方程 线性系数 : 线性方程 线性系数 :

G48 #6( d%"6( 8j#6(# h#("9k:6)% h#(! (655) # 8j#65( h#(!9k)6)9 h#(’ (655) 9

G4C #6( d%"6( 8j’65" h#(!9s9699 h#(’ (6559 % 8j!6"9 h#(!9k#6:) h#(’ (6555 5

G4- #6( d%"6( 8j!699 h#(!9k#6"( h#(! (655: : 8j#6(: h#(!9k"6(! h#(’ (6555 9

%6’6%$精密度和回收率
选用白葡萄酒(红葡萄酒(桃红葡萄酒(葡萄汁

! 种空白基质"分别添加 # 倍限量(% 倍限量和 #( 倍
限量低(中(高的三个水平混合标准品"分别采用
*+,-和 *+,-/0L;0L 法进行精密度 # + j:$和回

收率的试验’ 结果见表 ""在 ! 种不同的葡萄制品
基质中"’ 种赭曲霉毒素#G48(G4C(G4-$的回收率
为 )!6"7 d#%(7"精密度为 %6(#7 d)6"%7’
%6!$实际样品检测

选取来自法国(西班牙(阿根廷(澳大利亚等国



aHS-?S3L 前处理结合高效液相色谱法及高效液相色谱/串联质谱法检测葡萄酒中 ’ 种赭曲霉毒素!!!刘青"等 !!9"$$ !

$$$$ 表 "$’ 种赭曲霉毒素在 ! 种基质中的回收率和精密度结果
4M\PQ"$3QXHPUXO>MWQTMKQTQ=OWQTDQXMER :B;O>’ O=?TMUO‘DEXDE >OHT[MUTD‘QX

化合物 基质
加标量
;#!K;,$

*+,-法检测 *+,-/0L;0L 法检测
平均回收率;7 相对标准偏差;7 平均回收率;7 相对标准偏差;7

G48

G4C

G4-

白葡萄酒 %"!"%( ###"9)69"9#65 %6’""’6%#"!6#) #(%"5’6("5#6% !6#%"’6)#"%6(9

桃红葡萄酒 %"!"%( ##!"5"6#"9)69 !6%#"’6)%"’699 5’6)"5%6#"5"6! ’6!""%695"’699

红葡萄酒 %"!"%( 5!65"956(")96’ %6)5"’6!#"!6%% 9)65"9%69"9!6# !6’%"’6#""’65#

葡萄汁 %"!"%( #%("#()"5569 ’6(""’6)%"%6(# #(%"5’6!"5)6’ ’6%#"!6’#"%6!%

白葡萄酒 %"!"%( 956!"9"6)"9!6# "6:)":6#%"!69" 996’"956""9"6! :6)9"!6’%"’6#9

桃红葡萄酒 %"!"%( #(9"5)6%"9)6( )6!’""6:!":6"" 9#65"9"6("9’6" "6(5"!6)5""6%%

红葡萄酒 %"!"%( ##9"#("")56% :6#’""6!%":6)5 9)6)"956""996’ "6’#"’6"#"!6##

葡萄汁 %"!"%( ##9"596’"5)65 !6’:""6)’""6’: 996!"956""5’6# !6:’":6"’""6:)

白葡萄酒 %"!"%( 556#"996)"9%65 :6!("!6:""!6(5 5#69"9"6)"9)6) "6#%"’6#9"!6(#

桃红葡萄酒 %"!"%( ##5"5#69"9%65 "6’"":6!%"!6): ##:"###"#(5 !6:!":6%!"!6)"

红葡萄酒 %"!"%( 596:"956(")!6" )6"%""6%!""6(" #(("5#6""956’ "6::"!659"!6#!

葡萄汁 %"!"%( #%("#(:"5"6# :6’%":6"("!6)# 5#6("#(5"#(’ "6)"":6(!"!699

家的葡萄酒"包含了红葡萄酒(白葡萄酒(桃红葡萄
酒等品种的 ## 种葡萄酒"使用本试验所建立的
*+,-法对 ’ 种赭曲霉毒素 #G48(G4C(G4-$进行
筛查"*+,-/0L;0L 法进行确诊’ 检测结果见表 :’

表 :$葡萄酒样品中 ’ 种毒素的检测结果

4M\QP:$@EXZQ=UDOE TQXHPUXO>’ O=?TMUO‘DEXDE D[ZOTUQR

TQR D̂EQXM[ZPQX
种类 G48;#!K;,$ G4C;#!K;,$ G4-;#!K;,$

澳大利亚红葡萄酒 p,GI #6#( p,GI

意大利红葡萄酒 p,GI !69( p,GI

法国桃红葡萄酒 p,GI #6%( p,GI

西班牙红葡萄酒 "6’( p,GI p,GI

葡萄牙红葡萄酒 ##6" p,GI p,GI

阿根廷红葡萄酒 569( ’6#( p,GI

法国红葡萄酒 ’65( "6"( p,GI

波兰白葡萄酒 p,GI p,GI p,GI

德国白葡萄酒 p,GI p,GI p,GI

澳大利亚红葡萄酒 p,GI p,GI p,GI

澳大利亚红葡萄酒 #6#( #6(( p,GI

注%,GI为检出限

’$小结
本试验建立了 aH-?S3L 前处理技术"结合

*+,-法以及 *+,-/0L;0L 法"快速同时测定葡萄
酒中的 ’ 种赭曲霉毒素’ 方法快速灵敏(线性良好(
重现性好(精密度高"能满足葡萄酒中赭曲霉毒素
的检测要求’
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实验技术与方法
aHS-?S3L/高效液相色谱/串联质谱法测定春笋中 ! 种农药残留
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摘$要!目的$建立检测春笋中吡虫啉"茚虫威"辛硫磷和克百威 ! 种农药的 aHS-?S3L/高效液相色谱/串联质谱

法# 方法$前处理采用 aHS-?S3L 方法!乙腈为提取液!G/丙基乙二胺$+L8%为净化剂!结合液相色谱/质谱联用技

术!正离子多反应监测$030%模式进行检测!外标法定量# 结果$吡虫啉"茚虫威"辛硫磷和克百威 ! 种农药在
(6" d%(6( EK;[P范围呈良好的线性关系!相关系数$"% %均大于 (655#!在 ! d!( !K;YK加标范围内!! 种农药的回

收率为 )%6!7 d5%697!精密度为 #6"7 d56%7!方法的检出限为 (6! !K;YK!定量限为 #6% !K;YK# 结论$建立了

适用于检测春笋中吡虫啉"茚虫威"辛硫磷和克百威 ! 种农药的 aHS-?S3L/高效液相色谱/串联质谱法!该方法准

确"灵敏"高效"简便#
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