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摘  要: 目的  建立粮谷及其制品中六种 A,B型单端孢霉烯族真菌毒素的高效液相色谱串联质谱分析方法。

方法  样品经乙腈水溶液(84︰16, V/V)提取, MycoSep®226 或 MycoSep®227 多功能柱净化, Waters Atlantis 

dC18 色谱柱分离, 串联四极杆质谱多反应离子监测模式检测。结果  6 种真菌毒素在各自的线性范围内线性

关系良好, 相关系数均不低于 0.996, 定量下限为 0.1~20 µg/kg, 低、中、高 3 个加标水平下平均回收率为

60.1%~123%, 相对标准偏差为 7.5%~19.8% 。结论  该方法具有前处理简单、净化效果好、灵敏度高的优点, 

适用于复杂基质样品中 A,B型单端孢霉烯族真菌毒素残留的确证和定量检测。 
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Determination of six type A and type B trichothecenes by high performance  
liquid chromatography-tandem mass spectrometry  

JING Ping1*, XU Lu2, MA Zhi-Yong 2, BAO Lei1*, YU Bing2, CONG Hai-Lin2,  

LV Ning1, WU Zheng-Xing1, LIANG Cheng-Zhu1, WANG Ji-Bo3 

(1. Food and Agricultural Testing Agency of Shangdong Entry-Exit Inspection and Quarantine Bureau, Qingdao 266002, China;  
2. Chemical Engineering and Environment, Qingdao University, Qingdao 266071, China;  

3. Roche Diagnostics Limited, Beijing 100738, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the simultaneous determination of six type A and type B 

trichothecenes by high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry. Method  The ho-

mogenized sample was extracted by 84% acetonitrile-water solution (V/V) and further purified by My-

coSep®226 or MycoSep®227. The target compounds were separated by waters Atlantis dC18column and de-

tected by MS/MS system with eletrospray ionization (ESI) under multiple reaction monitoring (MRM) mode. 

Results  It was shown that the high correlation coefficients (r≥0.996) of six mycotoxins were obtained within 

their respective linear ranges. The LOQ for the six compounds ranged from 0.1~20 µg/kg. The mean recoveries 

ranged from 60.1%~123% with the relative standard deviations of 7.5%~19.8%. Conclusion  This method 

was suitable for the identification and quantification of multi-component mycotoxin contaminants in complex 

matrixes with advantages of simple pretreatment, good purification and high sensitivity. 



第 2期 静  平, 等: 高效液相色谱法检测粮谷及其制品中六种 A, B型单端孢霉烯族真菌毒素 107 
 
 
 
 
 

KEY WORDS: type A and type B trichothecenes; high performance liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry; grain and grain-products 
 
 

 
 

1  引  言 

近年来单端孢霉烯族真菌毒素(trichothecenes)是

危害人类健康、阻碍国际贸易的真菌毒素中非常重要

的一类, 主要由镰刀霉菌产生。迄今为止, 已知的单

端孢霉烯族真菌毒素有 170多种, 最常见的几种毒素

为 A 类中的 T-2 毒素、HT-2 毒素和二乙酰藨草镰刀

菌烯醇(DAS), B类中的呕吐毒素(DON)、雪腐镰刀菌

烯醇(NIV)、3-乙酰基呕吐毒素(3Ac-DON)等。 

流行病学调查显示, 单端孢霉烯族真菌毒素是

一种天然污染物, 广泛地存在于各种粮食作物(如小

麦、玉米、大麦、燕麦、黑麦等)和加工产品(如麦芽、

啤酒和面包)中。镰刀霉菌是温带地区的主要产毒菌, 

其产生的单端孢霉烯族真菌毒素主要污染北美、欧

洲、亚洲等地区的粮食作物。资料显示, 在美国、加

拿大等国家的收割季节, 玉米和小麦的 DON 污染是

十分严重的。另外, 在欧洲常常检出谷物中含有 T-2

毒素。动物实验表明, 单端孢霉烯族真菌毒素能够产

生多种毒效应: 包括免疫抑制, 损害造血系统、消化

系统、肾脏, 造成神经中毒反应乃至致死等, 同时也

对家畜和人类产生类似毒作用。中毒症状包括体重减

轻、饲料利用率下降、拒食、呕吐、便血、严重的皮

炎、出血、产蛋量下降、流产以及死亡[1,2]。 

由于单端孢霉烯族真菌毒素给农产品造成污染

及对动物和人类健康具有重大危害, 许多国家已制

定了限量标准。目前, 世界上已有 42 个国家规定

DON 的最高残留限量不得超过 300~2000 μg/kg; 已

有 8个国家制定了谷物中 T-2毒素的限量标准, 其最

高残留限量在 100~300 μg/kg范围内; 欧盟自 1999年

起对单端孢霉烯族真菌毒素进行了风险评估, 并在

2004年制定了 DON, HT-2, T-2的限量草案, 预计将

在近期正式颁布 DON, HT-2, T-2的限量法令。 

近年来, 各国政府对单端孢霉烯族真菌毒素的

危害越来越重视, 对单端孢霉烯族真菌毒素的检测

方法进行了很多研究。目前, 单端孢霉烯族真菌毒素

的检测方法主要有薄层色谱法(TLC), 气相色谱电

子捕获法(GC-ECD), 气质联用法(GC-MS), 液相色

谱紫外检测法(HPLC-UV)或液相色谱荧光检测法

(HPLC-FLD)。另外, 还有一些免疫学方法, 如酶联免

疫法、放射免疫分析等, 基于抗原抗体反应的免疫方

法, 具有灵敏度高、不需要净化处理等优点, 但主要

缺点是一种方法仅能检测一种毒素, 即一种抗体只

能针对一种抗原。近年来, 国际上普遍采用免疫亲和

柱作为真菌毒素检测的前处理方法, 净化效果好, 但

由于抗体的特异性, 一种方法仅能检测一种毒素[3-8]。 

国内对呕吐毒素(DON)和 T-2毒素的检测方法研

究较多。对于其他毒素, 如 HT-2 毒素、雪腐镰刀菌

烯醇(NIV)、3-乙酰基呕吐毒素(3Ac-DON)、二乙酰

藨草镰刀菌烯醇(DAS)的研究尚处于起步阶段。关于

多种单端孢霉烯族真菌毒素同时检测的研究, 尚处

于空白阶段。我国检验检疫系统尚未开展关于单端孢

霉烯族真菌毒素的多毒素检测方法、标准制定等方面

的研究。为了完善食品卫生安全监控体系, 保护食品

卫生安全, 规避食品进出口风险, 突破国外技术贸易

壁垒, 当务之急是研究开发简便快捷的通用型检测

方法[9-14]。 

高效液相色谱串联质谱(HPLC-MS/MS)检测技

术已被广泛应用于各种真菌毒素和农兽药残留的检

测, 具有灵敏度高、选择性好、可以同时检测多种物

质的优点, 同时它可以提供目标化合物的保留时间

和分子结构信息, 整个净化过程操作简单。本文采用

多功能柱净化结合 LC-MS/MS 方法同时检测粮谷及

其制品中 DON, 3Ac-DON, NIV, T-2, HT-2, DAS等 6

种 A, B族单端孢霉烯族真菌毒素。 

2  材料与方法 

2.1  试剂及仪器 

液相色谱串联质谱(Agilent 1200-API 4000, 配

电喷雾离子源); 混匀器(MAXI MIXⅡ, Thermolyne); 

超纯水系统(MILLIPORE Synergy® UV); 移液枪(10 µL, 

200 µL, 1 mL, Eppendorf); 氮吹仪(N-EVAPTM 111, 

Organomation Associates, Inc.); 称量天平 (PM480, 

METTLER); 高速均质器 (ULTRA-TURRAX T-25, 

IKA); 多 功 能 柱 (MycoSep®226, MycoSep®227, 

ROMER公司)。 

甲醇、乙腈为色谱纯; 乙酸铵为分析纯; T-2 毒
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素、HT-2 毒素、二乙酰藨镰刀菌烯醇( DAS)、3-乙

酰基呕吐毒素 (3Ac-DON)、雪腐镰刀菌烯醇 (NIV)  

(1 mg, Fermentek公司); 呕吐毒素(DON)(1 mg, Sig-

ma-Aldrich)。 

标准溶液配制: 用甲醇依次将六种单端孢霉烯

族真菌毒素溶解并定容至 10.0 mL 作为标准储备液, 

浓度为 100 μg/mL。 

2.2  样品前处理 

称取粉碎样品 25.0 g(精确至 0.1 g)于500 mL具塞

锥形瓶中, 加入 100 mL 乙腈/水(84︰16, v/v)提取液, 

以均质器高速搅拌, 提取 3 min, 过滤, 取 8 mL滤液, 

过MycoSep®226或者MycoSep®227多功能柱, 取过柱

后液体 4 mL, 吹干、乙腈: 水(1︰9)定容至 1 mL。 

2.3  高效液相色谱条件 

色谱柱 : Waters Atlantis dC18 柱 (150 mm×   

2.1 mm, 5 m, 补充公司), 柱温 40 ℃, 进样量 20 L, 

进样室保持室温 22±2 ℃。流动相采用乙腈(A)-乙酸

铵水溶液(B)体系, 梯度条件: 0~4 min, 流速 200 L/ 

min, A为 10%; 4~5 min, 流速 300 L/min, A由 10%

提高到 90%; 5.5~7 min, A由 90%降低到 10%, 流速

300 L/min; 7~16 min, 流速 200 L/min, A 为 10%。 

2.4  质谱条件 

离子源: 电喷雾离子源; 检测方式: 多反应监测; 

离子源温度: 600 ℃; 气帘气: 40 L/ min。正离子模式

喷雾电压: 5500 V; 负离子模式喷雾电压: 4500 V。

扫描方式、监测离子对(m /z )和其他参数见表 1。 
 

表 1  六种 A, B 型单端胞霉烯族真菌毒素的质谱参数 
Table 1  MS parameters for six type A and type  

B trichothecenes 

Compounds Ion pairs (m/z) DP (V) CE (V) Model 

NIV 371.1/311.2*, 371.1/281.1 40 13, 20 ESI- 

DON 294.9/264.8*, 294.9/137.8 26 15, 22 ESI- 

3Ac-DON 337.2/307.0*, 337.2/216.9 30 15, 25 ESI- 

DAS 384.1/307.2*, 384.1/247.2 29 16, 19 ESI+ 

T-2 489.1/245.2*, 489.1/327.2 45 38, 34 ESI+ 

HT-2 447.1/345.1*, 445.1/285.1 35 24, 28 ESI+ 

*定量离子 
 

3  结果与讨论 

3.1  流动相的选择 

对各种毒素标准品进行全扫描发现: NIV, DON, 

3Ac-DON 可在 ESI-模式下生成减氢或者加乙酸根的

离子, DAS, T-2, HT-2可在 ESI+模式下生成加钠或者

加铵的离子。采用乙腈-水作为流动相时, NIV离子化

效率不高, 在水相中加入 10 mmol/L乙酸铵后NIV离

子化效率提高, 其他离子的信号也足够强。由于真菌

毒素易溶于甲醇或乙腈, 本实验分别选择甲醇和乙

腈作为强洗脱流动相。实验发现, 用乙腈作为流动相, 

在正负两种监测模式下的洗脱效果均明显高于甲醇

作为流动相时的效果, 因此最终选择乙腈作为强洗

脱流动相。 

3.2  质谱条件选择 

3.2.1  母离子的选择  
将六种单端孢霉烯族真菌毒素依次配成 1 g/L的

标准溶液, 根据各化合物分子的电离性质, 分别选用

ESI+和 ESI作为离子化模式, 采用直接进样法, 在优

化质谱参数的基础上, 确定各毒素的母离子质量数。

结果发现 NIV, DON, 3Ac-DON在 ESI-模式下可获得

较高灵敏度; DAS, T-2, HT-2可在 ESI+模式下可获得

较高灵敏度。 

3.2.2  子离子的选择及碰撞电压优化 
欧盟(2002 /657 /EC)指令规定低分辨率质谱联用

检测应在确定母离子的基础上选择两个以上的子离

子。在确定各真菌毒素的母离子后, 采用子离子扫描

的方式对子离子及碰撞能量进行优化。随着碰撞能量

的增加, 选择能产生最高丰度的子离子的碰撞能量

作为 CID 最佳碰撞电压。六种单端孢霉烯族真菌毒

素及两种内标的监测离子对、去簇电压、碰撞能量、

离子化方式见表 1。 

3.3  多功能柱选择 

采用面粉为空白样品 , 进行添加回收率实验 , 
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结果表明对于阴离子, MycoSep®226和MycoSep®227

的回收率接近; 对于阳离子, MycoSep®227的回收效

率相对较高。 

3.4  方法的线性范围及定量限 

以待测化合物与内标的峰面积比值为纵坐标 Y, 

待测化合物的标示浓度为横坐标 X 进行回归分析, 

得到线性回归方程、线性范围及相关系数(见表 2)。 
 
 

由表 2可知, 采用同位素内标法定量, 各化合物的线

性关系良好, 相关系数 r均大于 0.996, 且该方法可较

好克服样品提取、净化及上机测定过程造成的误差。 

用面粉空白样品作为基质, 添加不同量的真菌

毒素标准品后按“2.2”处理后测定, 根据 10 倍信噪比

计算定量下限(见表 2)。各真菌毒素的检出限( LOD, S 

/N > 3)和定量下限( LOQ )均远低于欧盟、日本等国

家规定的最大残留限量。 

表 2  不同多功能柱的回收效率对比表 
Table 2  Comparation of recoveries of multifunctional clean-up column 

Recovery(%) 
多功能柱 序号 

NIV DON 3Ac-DON DAS HT-2 T-2 

1 64.3 87.0 103 56.1 33.9 19 
MycoSep®226 

2 53.9 86.0 90.5 55.2 16.2 30 

1 65.9 96 94.3 66.5 69.8 64.9 
MycoSep®227 

2 86.1 110 120 88.7 68.7 62.2 

 
表 3  A, B 型单端胞霉烯族真菌毒素的线性方程、线性范围、相关系数、检出限与定量下限 

Table 3  Linear equation, linear ranges, correlation coefficients,detection limits and quantitative lower  
limits of six type A and type B trichothecenes 

Compound Linear equation Linear ranges (µg/kg) r LOD (µg/kg) LOQ (µg/kg) 

NIV Y = 1000X + 56400 2~1000 0.9996 2.0000 10.0000 

DON Y = 249X + 4200 5~1000 0.9998 5.0000  4.0000 

3Ac-DON Y = 592X + 4140 5~1000 0.9976 2.0000  5.0000 

DAS Y=177000X + 15800 0.1~500 0.9964 0.0100  0.0500 

T-2 Y = 3630X + 62500 1~500 0.9988 0.1000  0.2000 

HT-2 Y = 243X + 3130 5~1000 0.9997 5.0000 20.0000 

 

 

3.5  方法的回收率与精密度 

图 1 六种单端孢霉烯族真菌毒素总离子流色谱图 

Fig.1 Total ion current chromatograms of six type A  
and type B trichothecenes 

取小麦粉空白样品,进行加标实验,每个加标水

平平行测定 6 次, 计算各种真菌毒素的回收率和相

对标准偏差(RSD) , 结果见表 4。结果表明, 方法的

回收率为 60.1%~123% , 相对标准偏差为 7.5%~ 

19.8%。 

3.6  实际样品的检测 

取进出口的大麦、小麦、面粉、黄豆、饼干、豌

豆等样品 6份进行检测, 检出真菌毒素 3种, 分别为

DON, NIV, DAS。检出的 4份阳性样品中均含有DON, 

含量在 17.4~ 443.0 µg/kg 之间。图 2为 DON含量为

443.0 µg/kg的阳性样品的多反应监测色谱图。 
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表 4  六种 A, B 型单端胞霉烯族真菌毒素添加回收率和精密度 
Table 4  Recoveries and relative standard deviations of six type A and type B trichothecenes 

Compound 
Spiked 
level 

(µg/kg) 
Sample 

Recovery 
(%) 

RSD 
(%) 

Spiked 
level 

(µg/kg)
Sample

Recovery
(%) 

RSD
(%)

Spiked 
level 

(µg/kg) 
Sample 

Recovery
(%) 

RSD
(%)

1 87.7 1 77.7 1 75.5 

2 73.9 2 73.9 2 84.8 

3 70.6 3 82.6 3 72.9 

4 111.0 4 86.1 4 93.4 

5 87.1 5 70.7 5 75.4 

NIV 10 

6 101.0 

19.8 25 

6 78.2 

8.2 50 

6 69.5 

12.9

1 112.0 1 101.0 1 86.0 

2 81.9 2 106.0 2 84.2 

3 84.5 3 122.0 3 96.1 

4 85.1 4 113.0 4 81.3 

5 81.4 5 98.2 5 96.6 

DON 25.00 

6 85.5 

15.1 50.00 

6 92.3 

11.7 125.00 

6 78.2 

10.1

1 89.6 1 69.1 1 103 

2 113.0 2 85.7 2 90.5 

3 107.0 3 61.5 3 94.3 

4 119.0 4 60.1 4 84.5 

5 102.0 5 87.2 5 93.8 

3Ac-DON 25.00 

6 97.9 

11.6 50.00 

6 79.8 

19.4 125.00 

6 92.0 

7.5

1 90.1 1 86.5 1 74.4 

2 123.0 2 110.0 2 75.1 

3 87.8 3 108.0 3 80.9 

4 89.1 4 88.7 4 72.3 

5 91.2 5 75.1 5 90.5 

DAS 0.1 

6 90.5 

16.3 0.25 

6 106.0 

17.0 0.5 

6 85.2 

10.2

1 108 1 89 1 70.5 

2 106 2 103.0 2 84.3 

3 90.6 3 86.5 3 73.5 

4 90.1 4 106.0 4 86.1 

5 107.0 5 101.0 5 81.6 

T-2 10.00 

6 104.0 

9.5 25.00 

6 78.5 

13.3 50.00 

6 78.5 

8.9

1 116.0 1 78.9 1 74.8 

2 98 2 69.8 2 85.7 

3 72.1 3 88.6 3 72.7 

4 104.0 4 69 4 82.9 

5 114.0 5 87.1 5 89.4 

HT-2 30 

6 92.8 

18.4 50 

6 90.4 

13.5 100 

6 79.2 

9.2
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