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杂质吸附型净化结合超高效液相色谱－串联质谱法同时测定
谷物和动物饲料中 37种霉菌毒素
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摘要：建立了谷物和动物饲料中霉菌毒素的高效、快速前处理方法，可同时提取和净化样品中 37 种理化性质差异
较大的霉菌毒素，并采用超高效液相色谱－串联质谱（ＵＰＬＣ－ＭＳ ／ ＭＳ）进行定性和定量分析。样品粉碎处理后，经
84％（体积分数，下同）乙腈水（含 0. 1％甲酸）溶液振荡提取 20 ｍｉｎ，ＭＬＪ－1杂质吸附型固相萃取柱净化。目标物
在 ＢＥＨ ＲＰ18色谱柱上分离，以 0. 1 ｍｍｏｌ ／ Ｌ乙酸铵溶液（含 0. 1％甲酸）和甲醇溶液（含 0. 1％甲酸）作为流动相进
行梯度洗脱，质谱采用电喷雾正、负离子模式和多反应监测模式进行定性和定量分析。结果表明，本方法可在 1
ｍｉｎ内完成样品净化处理，15 ｍｉｎ内完成 37种目标化合物的分离分析。37种目标物在各自线性范围内线性关系
良好，基质匹配标准曲线的相关系数均大于 0. 98。除伏马毒素外的所有目标化合物在 4个添加水平下的回收率介
于 80％ ～120％之间，相对标准偏差（ＲＳＤ）＜20％（ｎ＝ 5），方法定量限为 2～ 40 μｇ ／ ｋｇ，能够满足《饲料卫生标准》判
定要求。该方法操作简单、快速、准确，适合谷物和动物饲料中多种霉菌毒素同步筛查和确证检测。
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霉菌毒素（ｍｙｃｏｔｏｘｉｎｓ）由霉菌在生长或生殖
过程中产生［1］，种类多达数百种［2］，且化学性质稳

定［3］，是当前全球普遍关注的一类食品危害物［4］。
霉菌对农作物的污染几乎无处不在，并且在谷物田

间生长和加工储存等各个环节都可能产生霉菌毒

素［5］。谷物及其加工副产物是动物饲料的主要原
料，由于霉菌毒素在谷物加工过程中的浓缩效应，饲

料与一般谷物食品相比更容易受到霉菌毒素污

染［6］。某些种类的霉菌毒素还能够通过“饲料→养
殖动物→动物性食品”残留对人类健康造成威
胁［7］。目前，饲料行业关注的霉菌毒素主要包括黄
曲霉毒素、脱氧雪腐镰刀菌烯醇、Ｔ－2毒素和玉米赤
霉烯酮等数十种，可导致动物生产性能下降、繁殖力
降低、免疫力低下和呕吐、腹泻、器官坏死等慢性和
急性中毒症状［8］。鉴于霉菌毒素对人类健康的风
险，世界卫生组织将霉菌毒素纳入食品安全体系重

点监测内容［9］，我国也对食品和饲料中黄曲霉毒

素、脱氧雪腐镰刀菌烯醇、玉米赤霉烯酮、Ｔ－2毒素、
赭曲霉毒素 Ａ、展青霉素、伏马毒素等规定了最高限
量标准［10，11］。
谷物和动物饲料中霉菌毒素检测方法可以分为

快速筛查和确证检测两大类。其中，快速筛查方法
包括酶联免疫试剂盒［12］、胶体金试纸条［13］、荧光定
量试纸卡［14］和适配体传感器法［15］等，具有简单、快
速、成本低廉等特点，但存在一定的假阳性和假阴
性，难以准确定量。确证检测方法主要有高效液相
色谱法和液相色谱－串联质谱法（ＬＣ－ＭＳ ／ ＭＳ）等，其
中 ＬＣ－ＭＳ ／ ＭＳ方法由于具有定性和定量准确、灵敏
度高、多组分同步检测等优点，是当前食品和饲料中
霉菌毒素确证检测的主流方法［16］。样品前处理技

术是霉菌毒素 ＬＣ－ＭＳ ／ ＭＳ检测的关键步骤，主要包
括免疫亲和法［17］、固相萃取［18］、ＱｕＥＣｈＥＲＳ［19］等，
这些方法虽然能够有效去除样品中的杂质干扰，但

存在操作复杂、费时耗力等缺点。近年来，通过杂质
吸附原理进行净化的技术逐渐兴起，以多功能柱为

代表，该方法不需要柱活化、淋洗和洗脱等步骤，具
有操作简单、检测通量高等显著优点［20］，已经成功
应用于食品［21］和饲料［22，23］样品中多种霉菌毒素的

同步检测。
本研究采用一种国产新型杂质吸附型固相萃取

柱 ＭＬＪ－1对谷物和饲料样品进行净化，结合超高效
液相色谱－串联质谱，同时测定 37 种霉菌毒素。传
统的固相萃取或 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 净化方法需要多个步
骤操作，而本方法仅需要对样品提取液“一步”过
滤，即可完成样品净化过程，极大地节约了样品前处

理时间，提高了检测效率。同类技术［21－23］一次测定
5～26种霉菌毒素，而本方法可同时测定 37种毒素，
扩大了检测目标物范围。同时，通过优化流动相和
进样方法，保证了方法灵敏度和准确度，为谷物和饲

料中多种霉菌毒素的同步测定提供了一种简单快

速、准确可靠的方法。

1 实验部分

1．1 仪器、试剂与材料
ＸＥＶＯ ＴＱ－Ｓ 超高效液相色谱－电喷雾电离源－

串联质谱仪（美国 Ｗａｔｅｒｓ公司）；ＲＶＣ 2－18 台式离
心浓缩仪（德国 ＣＨＲＩＳＴ 公司）；Ｎ－ＥＶＡＰ－112 型氮
吹仪（美国 Ｏｒｇａｎｏｍａｔｉｏｎ公司）；3Ｋ15高速冷冻离
心机（美国 Ｓｉｇｍａ 公司）；ＶＸ－Ⅲ多管涡旋振荡器
（北京踏锦科技有限公司）；Ｍｉｌｌｉ－Ｑ 超纯水系统（美
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谷物和动物饲料中 37种霉菌毒素

国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）。
37种霉菌毒素标准品见表 1，纯度除伏马毒素

Ｂ3（≥95％）、α－玉米赤霉醇（≥97％）、β－玉米赤霉醇
（≥97％）外，其他均≥98％；杂色曲霉素、麦角柯宁
碱、蛇形菌素、新茄病镰刀菌烯醇、腾毒素、疣孢青霉
原、青霉震颤素 Ａ、娄地青霉素 Ｃ、黄绿青霉素等购
于以色列 Ｆｅｒｍｅｎｔｅｋ公司，其他购于美国 Ｓｉｇｍａ 公
司。乙腈、甲醇、乙酸铵和甲酸（色谱纯，美国 Ｆｉｓｈ－
ｅｒ公司）；ＭＬＪ－1杂质吸附型固相萃取柱（2. 5 ｍＬ，
0. 4 ｇ，北京六角体公司）；0. 22 μｍ尼龙滤膜（天津
艾杰尔公司）；实验用谷物和动物饲料等样品由国

家饲料质量监督检验中心（北京）惠赠。
1．2 标准溶液的配制
根据限量要求和化合物在仪器上的响应情况，

将 37种霉菌毒素分为 Ａ、Ｂ、Ｃ 3 组（分组信息见表
1），Ａ组和 Ｂ组用乙腈、Ｃ 组用乙腈－甲醇（1 ∶1，ｖ ／
ｖ，下同）将单一霉菌毒素标准品配制成质量浓度为
100 ｍｇ ／ Ｌ的标准储备液；再分别移取适量 Ａ 组、Ｂ
组和 Ｃ组标准储备液用乙腈配制成质量浓度分别
为 0. 5、5、10 ｍｇ ／ Ｌ 的全混合标准溶液；进一步用乙
腈稀释，配制全混合标准系列工作液，待测物的质量

浓度分别为：Ａ 组为 0．5、2．0、5．0、10、15和 25 μｇ ／ Ｌ；
Ｂ 组为 5、20、50、100、150 和 250 μｇ ／ Ｌ；Ｃ 组为 10、
40、100、200、300和 500 μｇ ／ Ｌ。
1．3 样品前处理
1．3．1 提取
称取粉碎并过 0. 42 ｍｍ 分样筛的试样 5 ｇ（精

确至 0. 01 ｇ）于 50 ｍＬ 离心管中，准确加入 20 ｍＬ
84％乙腈提取液（含 0. 1％（体积分数，下同）甲酸），
涡旋混匀，振荡提取 20 ｍｉｎ，于 8 000 ｒ ／ ｍｉｎ 离心 5
ｍｉｎ，立即移取上清液，备用。
1．3．2 净化
将微孔滤膜连接到 ＭＬＪ－1 杂质吸附型固相萃

取柱的出口端，准确移取 1 ｍＬ 上清液加载到萃取
柱上，施加正压使过柱速度保持在约 1滴 ／ ｓ，收集全
部滤液于进样小瓶中，ＵＰＬＣ－ＭＳ ／ ＭＳ测定。
1．3．3 基质匹配混合标准系列溶液制备
选取类型相同、均匀一致且在待测物保留时

间处的仪器响应值小于方法检出限 30％ 的饲料样
品作为空白样品，按 1. 3. 1 节提取步骤，得到空白
基质提取溶液。准确移取 1 ｍＬ 全混合标准系列工
作液，于 60 ℃真空浓缩或氮吹至近干，加入 1 ｍＬ
空白样品提取溶液，涡旋使之充分溶解。再按

1. 3. 2节净化步骤操作，得到基质匹配混合标准系
列溶液。
1．3．4 标准加入法试样溶液制备
无法得到理想的空白样品时，可采用标准加入

法进行定量。先从全混合标准系列工作溶液中选择
两个不同的质量浓度点（约为试样中估算质量浓度

的 1～5 倍）的溶液各 1 ｍＬ，于 60 ℃真空浓缩或氮
吹至近干，分别加入 1 ｍＬ 试样提取溶液，涡旋混
匀，然后另取一份 1 ｍＬ 试样提取溶液，再分别按
1. 3. 2节净化步骤操作，得到 3份待测试样溶液。
1．4 ＵＰＬＣ－ＭＳ ／ ＭＳ分析条件
液相色谱条件：Ａｃｑｕｉｔｙ ＵＰＬＣ ＢＥＨ ＲＰ18 色谱

柱（100 ｍｍ × 2. 1 ｍｍ，1. 7 μｍ，美国 Ｗａｔｅｒｓ 公
司）；流动相 Ａ：0. 1 ｍｍｏｌ ／ Ｌ 乙酸铵溶液（含 0. 1％
甲酸）；流动相 Ｂ：甲醇溶液（含 0. 1％甲酸）；柱温 40
℃；流速 0. 3 ｍＬ ／ ｍｉｎ；进样体积 0. 5 μＬ。梯度洗脱
程序：0 ～ 2. 0 ｍｉｎ，95％ Ａ；2. 0 ～ 4. 0 ｍｉｎ，95％ Ａ ～
80％ Ａ；4. 0 ～ 12. 0 ｍｉｎ，80％ Ａ ～ 5％ Ａ；12. 0 ～ 12. 1
ｍｉｎ，5％ Ａ ～ 1％ Ａ；12. 1 ～ 13. 0 ｍｉｎ，1％ Ａ；13. 0 ～
13. 5 ｍｉｎ，1％ Ａ～95％ Ａ；13. 5～15. 0 ｍｉｎ，95％ Ａ。
质谱条件：玉米赤霉烯酮、α－玉米赤霉烯醇、β－

玉米赤霉烯醇、玉米赤霉酮、α－玉米赤霉醇和 β－玉米
赤霉醇为电喷雾负离子（ＥＳＩ－）模式，其他目标物为
电喷雾正离子（ＥＳＩ＋）模式；毛细管电压：ＥＳＩ＋，0. 6
ｋＶ，ＥＳＩ－，2. 5 ｋＶ；离子源温度：150 ℃；脱溶剂温
度：450 ℃；脱溶剂气和锥孔气均为 Ｎ2；脱溶剂气流

速：1 000 Ｌ ／ ｈ；锥孔气流速：40 Ｌ ／ ｈ；采用多反应监
测（ＭＲＭ）模式，母离子、子离子、锥孔电压（ＣＶ）、碰
撞能量（ＣＥ）等参数见表 1。

2 结果与讨论

2．1 质谱条件的优化
以甲醇－水（50 ∶50）为流动相，采用结合（ｃｏｍ－

ｂｉｎｅ）进样方式，应用仪器自带的 Ｍａｓｓｌｙｎｘ软件 Ｉｎ－
ｔｅｌｌｉＳｔａｒｔ功能对目标化合物离子化方式、子离子及
对应的最佳锥孔电压和碰撞能量等参数进行自动优

化。其中，正电离模式下获得［Ｍ＋Ｈ］＋、［Ｍ＋ＮＨ4］
＋

或［Ｍ＋Ｎａ］＋，负电离模式下获得［Ｍ－Ｈ］－。选择响
应值高、质荷比大且背景干扰低的 2 个子离子作为
定量和定性离子。离子源温度和毛细管电压对目标
物相应强度影响显著，考察目标物在不同离子源温

度（350～500 ℃）和锥孔电压（±0. 5～ ±2. 5 ｋＶ）范围
的响应值，发现离子源温度450 ℃，ＥＳＩ＋ 0. 6 ｋＶ ／
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表 1 37种霉菌毒素的保留时间、加合方式、母离子、子离子、锥孔电压和碰撞能量
Ｔａｂｌｅ 1 Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｔｉｍｅｓ （ＲＴｓ），ａｄｄｕｃｔｓ，ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ｉｏｎｓ，ｐｒｏｄｕｃｔ ｉｏｎｓ，ｃｏｎｅ ｖｏｌｔａｇｅｓ （ＣＶｓ）

ａｎｄ ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ ｅｎｅｒｇｉｅｓ （ＣＥｓ）ｏｆ ｔｈｅ 37 ｍｙｃｏｔｏｘｉｎｓ

Ｇｒｏｕｐ Ｎｏ． Ｃｏｍｐｏｕｎｄ
Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ
ｔｉｍｅ ／ ｍｉｎ

Ａｄｄｕｃｔ
Ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ
ｉｏｎ （ｍ／ ｚ）

Ｐｒｏｄｕｃｔ
ｉｏｎｓ （ｍ／ ｚ）

ＣＶ ／ Ｖ ＣＥ ／ ｅＶ

Ａ 1 ａｆｌａｔｏｘｉｎ Ｂ1（黄曲霉毒素 Ｂ1） 8．25 ［Ｍ＋Ｈ］＋ 313．1 284．9* ，241．0 46 26，40
2 ａｆｌａｔｏｘｉｎ Ｂ2（黄曲霉毒素 Ｂ2） 7．92 ［Ｍ＋Ｈ］＋ 315．2 287．1* ，259．0 46 30，32
3 ａｆｌａｔｏｘｉｎ Ｇ1（黄曲霉毒素 Ｇ1） 7．73 ［Ｍ＋Ｈ］＋ 329．1 242．9* ，200．0 42 28，42
4 ａｆｌａｔｏｘｉｎ Ｇ2（黄曲霉毒素 Ｇ2） 7．39 ［Ｍ＋Ｈ］＋ 331．1 189．0* ，245．0 48 43，34
5 ｓｔｅｒｉｇｍａｔｏｃｙｓｔｉｎ （杂色曲霉素） 10．81 ［Ｍ＋Ｈ］＋ 324．8 310．0* ，280．8 45 26，46

Ｂ 6 ｏｃｈｒａｔｏｘｉｎ Ａ （赭曲霉毒素 Ａ） 10．61 ［Ｍ＋Ｈ］＋ 404．1 238．9* ，220．9 32 28，40
7 ｏｃｈｒａｔｏｘｉｎ Ｂ （赭曲霉毒素 Ｂ） 9．83 ［Ｍ＋Ｈ］＋ 370．2 204．9* ，102．8 25 25，54
8 Ｔ－2 ｔｏｘｉｎ （Ｔ－2毒素） 9．63 ［Ｍ＋ＮＨ4］

＋ 484．2 185．1* ，305．3 24 25，18
9 Ｔ－2 ｔｒｉｏｌ （Ｔ－2三醇） 8．34 ［Ｍ＋Ｎａ］＋ 405．2 303．1* ，125．0 62 14，16

10 ＨＴ－2 ｔｏｘｉｎ （ＨＴ－2毒素） 9．03 ［Ｍ＋ＮＨ4］
＋ 442．2 263．2* ，245．1 30 10，10

11 ｌｙｓｅｒｇｏｌ （麦角醇） 4．32 ［Ｍ＋Ｈ］＋ 254．8 197．0* ，44．0 15 24，15
12 ｅｒｇｏｃｏｒｎｉｎｅ （麦角柯宁碱） 7．72 ［Ｍ＋Ｈ］＋ 562．2 208．0* ，223．1 36 48，40
13 ｚｅａｒａｌｅｎｏｎｅ （玉米赤霉烯酮） 10．83 ［Ｍ－Ｈ］－ 317．2 131．0* ，175．1 48 35，30
14 α－ｚｅａｒａｌｅｎｏｌ （α－玉米赤霉烯醇） 10．96 ［Ｍ－Ｈ］－ 319．0 275．1* ，301．1 44 33，30
15 β－ｚｅａｒａｌｅｎｏｌ （β－玉米赤霉烯醇） 10．34 ［Ｍ－Ｈ］－ 319．0 275．1* ，301．1 42 32，28
16 ｚｅａｒａｌａｎｏｎｅ （玉米赤霉酮） 10．70 ［Ｍ－Ｈ］－ 319．0 275．1* ，301．1 43 28，34
17 α－ｚｅａｒａｌａｎｏｌ （α－玉米赤霉醇） 10．69 ［Ｍ－Ｈ］－ 321．0 277．2* ，303．2 42 26，26
18 β－ｚｅａｒａｌａｎｏｌ （β－玉米赤霉醇） 10．11 ［Ｍ－Ｈ］－ 321．0 277．2* ，303．2 40 28，32

Ｃ 19 ｄｅｏｘｙｎｉｖａｌｅｎｏｌ （脱氧雪腐镰刀菌烯醇） 4．38 ［Ｍ＋Ｈ］＋ 296．9 249．1* ，231．1 15 10，15
20 15－ａｃｅｔｙｌｄｅｏｘｙｎｉｖａｌｅｎｏｌ 6．75 ［Ｍ＋Ｈ］＋ 338．6 137．0* ，321．0 25 22，15
（15－乙酰基脱氧雪腐镰刀菌烯醇）

21 3－ａｃｅｔｙｌｄｅｏｘｙｎｉｖａｌｅｎｏｌ 6．75 ［Ｍ＋Ｈ］＋ 339．0 231．0* ，203．1 28 16，22
（3－乙酰基脱氧雪腐镰刀菌烯醇）

22 ｆｕｍｏｎｉｓｉｎ Ｂ1（伏马毒素 Ｂ1） 8．69 ［Ｍ＋Ｈ］＋ 722．2 352．3* ，334．3 50 36，40
23 ｆｕｍｏｎｉｓｉｎ Ｂ2（伏马毒素 Ｂ2） 9．49 ［Ｍ＋Ｈ］＋ 706．4 336．5* ，354．5 40 40，35
24 ｆｕｍｏｎｉｓｉｎ Ｂ3（伏马毒素 Ｂ3） 9．14 ［Ｍ＋Ｈ］＋ 706．4 336．5* ，354．5 40 40，34
25 ｆｕｓａｒｅｎｏｎ Ｘ （镰刀菌烯酮－Ｘ） 5．65 ［Ｍ＋Ｈ］＋ 355．1 247．1* ，175．1 24 14，22
26 ｄｉａｃｅｔｏｘｙｓｃｉｒｐｅｎｏｌ （蛇形菌素） 8．07 ［Ｍ＋ＮＨ4］

＋ 384．2 307．2* ，105．0 25 15，30
27 ｎｅｏｓｏｌａｎｉｏｌ （新茄病镰刀菌烯醇） 6．09 ［Ｍ＋ＮＨ4］

＋ 400．2 185．0* ，215．1 24 25，20
28 ｔｅｎｔｏｘｉｎ （腾毒素） 9．32 ［Ｍ＋Ｈ］＋ 415．2 312．2* ，256．1 66 20，28
29 ｐａｔｕｌｉｎ （展青霉素） 2．30 ［Ｍ＋Ｈ］＋ 155．0 71．0* ，81．0 30 10，10
30 ｇｌｏｔｏｘｉｎ （胶霉毒素） 8．30 ［Ｍ＋Ｈ］＋ 327．4 263．1* ，245．1 26 14，22
31 ｖｅｒｒｕｃｕｌｏｇｅｎ （疣孢青霉原） 10．71 ［Ｍ＋Ｎａ］＋ 534．0 392．1* ，435．2 30 18，20
32 ｐｅｎｉｔｒｅｍ Ａ （青霉震颤素 Ａ） 11．78 ［Ｍ＋Ｈ］＋ 634．3 558．3* ，616．3 22 18，10
33 ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｃ ａｃｉｄ （青霉酸） 5．46 ［Ｍ＋Ｈ］＋ 171．0 97．0* ，82．0 20 17，25
34 ｍｙｃｏｐｈｅｎｏｌｉｃ ａｃｉｄ （霉酚酸） 9．69 ［Ｍ＋Ｈ］＋ 320．9 207．0* ，159．0 25 26，32
35 ｒｏｑｕｅｆｏｒｔｉｎｅ Ｃ （娄地青霉素 Ｃ） 7．89 ［Ｍ＋Ｈ］＋ 389．9 193．0* ，108．2 40 30，42
36 ｃｉｔｒｅｏｖｉｒｉｄｉｎ （黄绿青霉素） 10．38 ［Ｍ＋Ｈ］＋ 403．1 297．0* ，285．0 35 18，20
37 ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ （渥曼青霉素） 8．36 ［Ｍ＋Ｈ］＋ 429．0 355．1* ，313．1 18 12，18

* Ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｉｏｎ．

ＥＳＩ－ 2. 5 ｋＶ时，平均响应值最佳。此外，根据目标
物色谱保留时间分段采集信号，每个化合物采集时

间为 ＲＴ ± 0. 4 ｍｉｎ，不采集时设置进样状态为
“ｗａｓｔｅ”，避免样品进入质谱，从而有效降低样品基
质对质谱的污染。
2．2 色谱条件的优化
本方法进样液中含有 84％的乙腈，部分目标物

色谱峰的溶剂效应明显，表现为峰变宽、分叉、拖尾，

峰面积重复性降低。本课题组前期研究已经发现，
降低进样体积可有效消除溶剂效应，优化的进样体

积为 0. 5 μＬ，可同时获得良好的峰形和响应强度，
具体数据可参见文献［20］。
流动相的组成、配比和洗脱梯度不但影响目标

化合物的色谱行为，还对目标化合物离子化效率和

方法灵敏度有着很大影响。本研究首先考察了
0. 1％甲酸水 ／乙腈体系和 0. 1％甲酸水 ／甲醇体系对
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37种霉菌毒素色谱分离和相应强度的影响。结果
发现，各种化合物在乙腈和甲醇体系下均能正常出

峰，但响应强度存在很大差异（见图 1）。乙腈作为
流动相时洗脱强度大，对同分异构体及目标物与样

品基质中的干扰杂质分离度较甲醇差，而且甲醇的

价格较乙腈低廉。因此，本研究选用甲醇作为流动

图 1 37种霉菌毒素（50 μｇ ／ Ｌ）在两种流动相体系下的
峰面积比较
Ｆｉｇ． 1 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｐｅａｋ ａｒｅａｓ ｏｆ ｔｈｅ 37

ｍｙｃｏｔｏｘｉｎｓ （50 μｇ ／ Ｌ） ｗｉｔｈ ｔｗｏ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ ｓｙｓｔｅｍｓ

Ｎｏｓ． ａｒｅ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ ｗｉｔｈ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｍｙｃｏｔｏｘｉｎｓ ｉｎ Ｔａｂｌｅ 1．

图 2 流动相中添加 0. 1 ｍｍｏｌ ／ Ｌ乙酸铵对 37种霉菌
毒素（50 μｇ ／ Ｌ）峰面积的影响

Ｆｉｇ． 2 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ 0. 1 ｍｍｏｌ ／ Ｌ ａｍｍｏｎｉｕｍ ａｃｅｔａｔｅ ｉｎ
ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ ｏｎ ｔｈｅ ｐｅａｋ ａｒｅａｓ ｏｆ ｔｈｅ 37
ｍｙｃｏｔｏｘｉｎｓ （50 μｇ ／ Ｌ）

Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ＝（Ａ1 －Ａ0）／ Ａ0 ×100％，ｗｈｅｒｅ Ａ1 ｉｓ ｔｈｅ ｐｅａｋ ａｒｅａ
ｏｆ ｔｈｅ ａｎａｌｙｔｅ ｗｉｔｈ 0. 1 ｍｍｏｌ ／ Ｌ ａｍｍｏｎｉｕｍ ａｃｅｔａｔｅ ｉｎ ｍｏｂｉｌｅ
ｐｈａｓｅ，ａｎｄ Ａ0 ｉｓ ｔｈｅ ｐｅａｋ ａｒｅａ ｏｆ ｔｈｅ ａｎａｌｙｔｅ ｗｉｔｈｏｕｔ ａｍｍｏｎｉ－
ｕｍ ａｃｅｔａｔｅ ｉｎ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ．
Ｎｏｓ． ａｒｅ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ ｗｉｔｈ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｍｙｃｏｔｏｘｉｎｓ ｉｎ Ｔａｂｌｅ 1．

相成分。进一步研究发现，流动相中添加乙酸铵对
黄曲霉毒素、Ｔ－2 毒素等大部分霉菌毒素响应值具
有显著增强作用，对伏马毒素等少数毒素有抑制作

用，但是流动相中较高浓度的乙酸铵会导致部分目

标物峰形变差。流动相中添加 0、0. 05、0. 1、0. 5、
1. 0 ｍｍｏｌ ／ Ｌ 乙酸铵的优化结果显示，添加 0. 1

ｍｍｏｌ ／ Ｌ乙酸铵既能保证良好的峰形又能增强大部
分目标物的响应强度（见图 2）。优化条件下的 37
种霉菌毒素总离子流色谱图见图 3。
研究过程中还发现，赭曲霉毒素 Ａ、Ｂ和伏马毒

素 Ｂ1、Ｂ2、Ｂ3 易在仪器进样针残留，通常采用的洗

针液乙腈－水（90 ∶10）无法有效去除，残留量可达到
10％ ～20％，从而对随后的样品产生污染。比较不同
溶剂和配比的洗针液，发现甲酸－甲醇－水（5 ∶85 ∶10）
清洗 30 ｓ能够有效去除赭曲霉毒素和伏马毒素在
进样针上的残留。

图 3 37种霉菌毒素（50 μｇ ／ Ｌ）的定量离子色谱图
Ｆｉｇ． 3 Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｔｈｅ 37

ｍｙｃｏｔｏｘｉｎｓ （50 μｇ ／ Ｌ）
Ｎｏｓ． ａｒｅ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ ｗｉｔｈ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｍｙｃｏｔｏｘｉｎｓ ｉｎ Ｔａｂｌｅ 1．

2．3 样品前处理
现有的霉菌毒素标准［24］和文献［25］中，84％ 乙

腈水溶液常被用于多种霉菌毒素同步测定的提取溶

液。提取溶液中添加有机酸可以保持稳定的 ｐＨ
值，有利于提高回收率。因此，本研究采用 84％ 乙
腈（含 0. 1％甲酸）作为样品提取溶液，对伏马毒素
Ｂ1、Ｂ2、Ｂ3 以外的目标物回收率能够达到 60％以上，
但对于谷物中伏马毒素的回收率只有 40％ ～ 60％左
右，饲料特别是蛋白类饲料中伏马毒素的回收率低

至 10％以内。研究发现，提高提取溶液中水的比例
能够显著提高伏马毒素的回收率，采用 50％ 乙腈
（含 0. 1％甲酸）时，谷物中伏马毒素的回收率达到
90％ ～110％，饲料中伏马毒素回收率达到 60％以上。
但是，随着提取溶液中水的比例增加，样品基质中共

提取的杂质含量也大幅度提高，增加了样品净化的

难度，降低了检测灵敏度。因此，从方法实用性的角
度出发，本研究仍然采用 84％乙腈（含 0. 1％甲酸）
作为样品提取溶液。
由于霉菌主要侵染在谷物和饲料的表面，相对

于样品内源性成分而言，霉菌毒素属于比较容易提
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图 4 ＭＬＪ－1净化玉米提取溶液实物效果图
Ｆｉｇ． 4 Ｅｘａｍｐｌｅ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ｃｏｒｎ ｓａｍｐｌｅ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｂｙ ＭＬＪ－1 ｃａｒｔｒｉｄｇｅ

取的物质。实验表明，常规的提取方式如超声或振
荡 20 ｍｉｎ，即可到达霉菌毒素最大回收率。进一步
增加提取时间，不但不能达到提高目标物回收率的

目的，相反，会导致样品内源性杂质的大量溶出，降

低检测的灵敏度和准确度。因此，应严格控制样品
提取时间，避免样品与提取溶液过长时间的接触。
样品净化方面，本研究采用了一种国产新型杂

质吸附型固相萃取柱 ＭＬＪ－1 对样品提取液进行净
化。实验显示，ＭＬＪ－1 净化柱能够有效吸附样品溶
液中的色素和脂类物质，降低基质效应，提高检测灵

敏度（见图 4）。ＭＬＪ－1 净化柱含有复合净化材料，
通过疏水作用力、离子交换等多重机制吸附样品溶
液中的杂质，对检测目标物无吸附作用，不需要活化

和洗脱过程，可直接过滤后上机测定，操作简单、快
速。但是，这类产品对样品溶液中杂质去除的能力
有限，特别是样品提取溶液中高浓度的干扰杂质可

能“穿透”净化柱，从而造成较强的基质效应。为保
证检测结果的稳定、一致，本研究采用 1 ｍＬ 样品溶

液净化，均匀一致地施加正压，使溶液的过柱速度保

持在约 1滴 ／ ｓ，收集全部滤液于进样小瓶中，能够获
得满意的结果。
2．4 定量方法
质谱检测时，目标物受样品基质影响从而不可

避免地产生基质效应（离子抑制或离子增强），应用

同位素内标或基质匹配校准曲线可以抵消或降低基

质效应对检测准确度的影响。由于霉菌毒素同位素
内标价格昂贵，且只有少数几种同位素内标具有成

熟的商业化产品。因此，本研究采用基质匹配校准
曲线进行定量。但是，在实际中很难获得未受脱氧
雪腐镰刀菌烯醇、玉米赤霉烯酮、伏马毒素等污染的
谷物和饲料空白样品。对于这种情况，可以采用标
准加入法，即向被测样品提取溶液中添加标准品的

方式进行定量。计算方法为：以加入标准溶液的质
量浓度为横坐标，对应的峰面积为纵坐标，做线性回

归外推至横坐标上截距的绝对值即为样品溶液中目

标物的质量浓度。
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谷物和动物饲料中 37种霉菌毒素

表 2 37种霉菌毒素的基质效应、定量限和线性范围和
Ｔａｂｌｅ 2 Ｍａｔｒｉｘ ｅｆｆｅｃｔｓ，ｌｉｍｉｔｓ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ （ＬＯＱｓ），ａｎｄ ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ 37 ｍｙｃｏｔｏｘｉｎｓ

Ｎｏ．
Ｍａｔｒｉｘ ｅｆｆｅｃｔｓ

Ｃｏｒｎ
Ｗｈｅａｔ
ｆｌｏｕｒ

Ｃｏｔｔｏｎ
ｍｅａｌ

Ｓｏｙｂｅａｎ
ｍｅａｌ

Ｐｉｇ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄ
ｆｅｅｄ

Ｐｉｇ ｃｏｍｐｏｕｎｄ
ｆｅｅｄ

Ｃａｔｔｌｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅ
ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ

ＬＯＱ ／
（μｇ ／ ｋｇ）

Ｒａｎｇｅ ／
（μｇ ／ Ｌ）

1 0．89 1．03 0．61 0．87 0．98 0．88 1．02 2 0．5－25
2 0．90 1．00 0．76 0．62 1．21 0．81 1．70 2 0．5－25
3 0．95 1．01 0．83 0．99 0．87 0．88 0．65 2 0．5－25
4 0．95 1．04 0．87 0．98 1．21 0．90 0．46 2 0．5－25
5 0．72 0．76 0．59 0．76 0．97 0．72 0．88 2 0．5－25
6 0．94 0．92 0．87 1．06 1．01 0．95 1．01 20 5－250
7 0．98 0．94 0．98 1．18 1．31 0．91 1．11 20 5－250
8 0．87 0．82 0．77 0．83 0．91 0．68 0．82 20 5－250
9 1．13 0．96 0．38 0．97 0．18 0．82 0．04 20 5－250

10 1．01 0．98 0．63 0．32 0．84 0．38 0．78 20 5－250
11 0．89 0．94 0．76 1．44 2．07 0．96 1．94 20 5－250
12 0．36 0．37 0．22 0．28 0．39 0．68 0．33 20 5－250
13 0．82 0．93 0．81 0．99 0．94 1．18 1．12 20 5－250
14 0．87 1．14 0．82 1．03 1．15 1．57 1．29 20 5－250
15 0．85 0．97 0．78 1．03 0．67 1．22 1．05 20 5－250
16 0．81 0．94 0．80 1．01 1．03 1．11 1．21 20 5－250
17 0．87 1．10 0．89 1．12 0．86 1．28 1．18 20 5－250
18 0．86 1．07 0．77 1．07 1．06 1．15 0．97 20 5－250
19 0．81 1．03 0．67 1．00 1．02 0．75 0．70 40 10－500
20 0．79 0．87 0．62 0．79 0．87 0．40 0．66 40 10－500
21 0．79 0．90 0．61 0．84 0．89 0．46 0．66 40 10－500
22 2．36 1．47 2．54 1．13 1．00 3．84 1．17 40 10－500
23 1．72 1．78 1．76 0．94 1．03 2．14 1．04 40 10－500
24 1．31 1．71 2．06 1．06 1．16 3．55 1．37 40 10－500
25 1．02 1．03 0．84 0．96 1．05 0．84 0．59 40 10－500
26 0．99 0．97 0．86 0．97 1．51 0．89 1．66 40 10－500
27 1．04 1．00 0．94 1．02 1．19 0．91 0．65 40 10－500
28 0．91 0．96 0．79 0．96 1．15 0．84 0．91 40 10－500
29 0．89 0．98 1．00 0．89 1．02 0．84 0．76 40 10－500
30 0．46 0．50 0．27 0．22 1．16 0．30 1．20 40 10－500
31 0．84 0．90 0．56 1．27 0．26 1．09 1．08 40 10－500
32 0．59 0．66 0．53 0．70 0．76 0．77 0．80 40 10－500
33 1．00 1．03 0．98 1．04 1．83 0．90 0．96 40 10－500
34 1．04 0．93 0．91 1．06 1．63 0．98 1．57 40 10－500
35 0．62 0．87 0．59 0．78 0．54 0．71 0．49 40 10－500
36 0．83 0．89 0．71 1．24 1．61 0．97 1．21 40 10－500
37 0．73 0．80 0．22 0．64 0．47 0．58 0．64 40 10－500

Ｎｏｓ． ａｒｅ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ ｗｉｔｈ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｍｙｃｏｔｏｘｉｎｓ ｉｎ Ｔａｂｌｅ 1．

2．5 方法学评价
2．5．1 基质效应
本研究采用基质标准曲线斜率与溶剂标准曲线

斜率的比值评价基质效应。两者比值＜0. 8，并且越
小说明基质抑制作用越强；比值＞1. 2，并且越大说
明基质增强效应越强；比值介于 0. 8 ～ 1. 2 之间，则
说明基质效应影响不大［26］。表 2 显示了 37 种霉菌
毒素在玉米、面粉、棉粕、豆粕、猪浓缩饲料、猪配合
饲料和牛精料补充料样品中的基质效应。结果表
明，目标物的基质效应同时受到目标物种类和样品

种类的影响，黄曲霉毒素类、赭曲霉毒素类、玉米赤
霉烯酮类等约半数的目标物受基质影响较小；伏马

毒素类有较强的基质增强效应；麦角柯宁碱、胶霉毒
素、ＨＴ－2毒素等具有较强的基质抑制效应；同一目
标物在不同样品中存在基质效应差异较大的情况。
为提高检测准确度和精密度，本实验采用基质匹配

曲线对方法性能的各项参数进行考察。
2．5．2 定量限和线性
根据安全限量要求和目标物在质谱上的响应强

度，把 37种霉菌毒素分成 Ａ、Ｂ、Ｃ 3 类（见表 1），分
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别确定定量限和线性范围（见表 2）。Ａ、Ｂ、Ｃ 3类霉
菌毒素的定量限分别为 2、20、40 μｇ ／ ｋｇ，并用 7 种
不同类型的谷物和饲料空白样品做定量限浓度加标

回收试验，全部能够满足信噪比＞10 的要求。以空
白样本制备 6个水平的基质加标溶液，以目标化合
物定量离子的峰面积为纵坐标，质量浓度为横坐，标

绘制工作曲线。37 种霉菌毒素在 7 类典型样品基
质中线性关系良好，相关系数（Ｒ2）在 0. 981 ～ 0. 999
之间。
2．5．3 回收率和精密度
取玉米、面粉、棉粕、豆粕、猪浓缩饲料、配合饲

料和牛精料补充料等 7 种典型谷物和饲料样品，做
4个水平（方法定量限及其 5 倍、10 倍和 25 倍）的
加标回收试验，每个水平 5个平行，回收率结果见图

5。结果显示，绝大部分霉菌毒素在 4个添加水平下
的回收率介于 80％ ～120％之间；伏马毒素 Ｂ1、Ｂ2 和

Ｂ3 的回收率较低且差异大，在猪浓缩饲料和牛精料

补充料样品中的回收率＜10％，在豆粕和棉粕样品中
的回收率介于 16. 6％ ～ 32. 9％之间，在玉米、面粉和
猪配合饲料样品中的回收率介于 43. 5％ ～ 73％ 之
间。平行测定的标准相对偏差（ＲＳＤ）结果显示，除
伏马毒素 Ｂ1、Ｂ2 和 Ｂ3 的 ＲＳＤ 最高值分别为
25. 8％、22. 9％和 22. 0％ 外，其他目标物的 ＲＳＤ 均
＜20％。
以上结果表明，除个别霉菌毒素受样品基质类

型影响外，本方法对绝大部分目标化合物的准确性

和精密度较为理想，能够满足谷物和饲料样品中 37
种霉菌毒素的筛查和定量检测要求。

图 5 37种霉菌毒素在 7种典型样品基质中回收率结果箱式图分析（ｎ＝5）
Ｆｉｇ． 5 Ｂｏｘ－ｐｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ 37 ｍｙｃｏｔｏｘｉｎｓ ｉｎ ｓｅｖｅｎ ｔｙｐｉｃａｌ ｓａｍｐｌｅ ｍａｔｒｉｃｅｓ （ｎ＝5）

Ｎｏｓ． ａｒｅ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ ｗｉｔｈ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｍｙｃｏｔｏｘｉｎｓ ｉｎ Ｔａｂｌｅ 1．

2．6 能力验证
应用本方法参加 2016 年由欧盟国家参考实验

室比利时联邦农业与化学研究中心（ｃｏｄａ－ｃｅｒｖａ）组
织的国际食品和饲料中多种霉菌毒素检测能力验证

（本实验室编号为 Ｌ4），对 2 个小麦粉中 11 种霉菌
毒素进行定量测定，除伏马毒素 Ｂ1 和 Ｂ2 结果离群

外，其他 8 种霉菌毒素（黄曲霉毒素 Ｂ1、Ｂ2、Ｇ1、Ｇ2、
赭曲霉毒素 Ａ、Ｔ－2、脱氧雪腐镰刀菌烯醇和玉米赤
霉烯酮）的测定结果均为满意（｜ ｚ ｜ ＜2）；参加 2018
年由上海市农业科学院和比利时公共健康研究院

（Ｓｃｉｅｎｓａｎｏ）联合的举办的亚洲和太平洋地区真菌
毒素检测能力验证（本实验室编号为 211），对玉米
粉和大麦芽粉样品中赭曲霉毒素 Ａ、脱氧雪腐镰刀

菌烯醇和玉米赤霉烯酮等 3 种目标物进行同步测
定，结果均为满意（｜ ｚ ｜ ＜2）。由此可见，除伏马毒素
因回收率低仅适合于筛查外，本方法具有良好的准

确性和国际实验室间的可比性，并且在检测时间、成
本和适用范围上更具优势，可用作谷物和饲料中多

种霉菌毒素的快速筛查和定量测定。

3 结论

本研究针对谷物和饲料易受多种霉菌毒素同时

污染的现状，采用新型杂质吸附型净化技术，结合

ＵＰＬＣ－ＭＳ ／ ＭＳ开发了 37种霉菌毒素的同步测定方
法。通过优化色谱方法、进样液体积、样品提取和净
化方法等，有效提高了检测灵敏度和准确度。样品
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谷物和动物饲料中 37种霉菌毒素

提取液直接过滤净化后上机检测，前处理操作简单、
快速。检测结果经过国际霉菌毒素检测能力验证，
可用作谷物和饲料中多种霉菌毒素筛查和定量测定

方法。
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