
第 10 卷 第 19 期 食 品 安 全 质 量 检 测 学 报 Vol. 10 No. 19 

2019 年 10 月 Journal of Food Safety and Quality Oct. , 2019 

 

                            

基金项目: 海关总署科研计划项目(2017IK097) 

Fund: Supported by the General Administration of Customs Scientific Research Program (2017IK097) 

*通讯作者: 任宏彬, 硕士, 助理工程师, 主要研究方向为食品理化检测。E-mail: 1193118452@qq.com 

*Corresponding author: REN Hong-Bin, Master, Assistant Engineer, Datong Customs, NO.606, Yunzhong Road, Pingcheng District, Datong 
037006, China. E-mail: 1193118452@qq.com 

 

高效液相色谱-串联质谱法快速检测粮油制品中 

黄曲霉毒素 B1的含量 

任宏彬*, 贾晓婷, 杨晓伟, 杨蒲晨, 张志华, 郭素平 

(大同海关, 大同  037006) 

摘  要: 目的  建立高效液相色谱-串联质谱法快速测定粮油制品中黄曲霉毒素 B1含量的分析方法。方法  样

品中的黄曲霉毒素 B1 经提取、免疫亲和柱净化、浓缩等步骤, 以 5 mmol/L 乙酸铵溶液、乙腈-甲醇溶液(50:50, 

V:V)为流动相, 按照梯度洗脱程序, 通过液相色谱-串联质谱法进行测定, 外标法定量。结果  黄曲霉毒素 B1

在 0.2~20 ng/mL 浓度范围内与峰面积呈现良好的线性关系, 线性方程为 Y=68577.3X20845, r>0.998, 加标回

收率在 85.0%~94.1%之间, 相对标准偏差(relative standard deviation, RSD)<5.5%, 方法检出限和定量限分别为

0.07 和 0.2 μg/kg。结论  该方法测定结果准确、可靠, 可用于快速测定粮油制品中黄曲霉毒素 B1 的含量。 
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Rapid determination of aflatoxin B1 in grain and oil products by high 
performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry 

REN Hong-Bin*, JIA Xiao-Ting, YANG Xiao-Wei, YANG Pu-Chen,  
ZHANG Zhi-Hua, GUO Su-Ping 

(Datong Customs, Datong 037006, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a rapid method for the determination of aflatoxin B1 in grain and oil products by 

high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry. Methods  Samples were extracted, purified and 

concentrated by immunoaffinity column. Using 5 mmol/L ammonium acetate solution and acetonitrile-methanol solution 

(50:50, V:V) as mobile phase, according to gradient elution procedure, the samples were determined by liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry and quantified by external standard method. Results  There was a good 

linear relationship between aflatoxin B1 concentration and peak area in the range of 0.220 ng/mL, the linear equation 

was Y=68577.3X20845, r> 0.998. The recoveries of aflatoxin B1 were 85.0%93.3% and RSDs were less than 5.5%, 

the limit of detection and limit of quantitative were 0.07 and 0.2 μg/kg, respectively. Conclusion  This method is 

accurate and reliable, which can be used for the rapid determination of aflatoxin B1 in grain and oil products. 
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1  引  言 

黄曲霉毒素 (aflatoxins, AFT)是真菌毒素中毒性最

大、对人类健康危害突出的一类, 广泛存在于各类农产

品中, 主要有 B1、B2、G1、G2 4 种形式, 其中以 AFT B1

毒性和致癌性最强, 是威胁农产品质量安全的重大风险

隐患 [15]。 

目前, 黄曲霉毒素的检测方法主要有薄层色谱法、液

相色谱法和液相色谱-质谱联用法等[68]。其中, 液相色谱

法应用较为普遍, 但通常需要对样品进行柱前或柱后衍生

化, 检测步骤较为繁琐[9,10]; 而液相色谱-质谱联用法则无

需衍生化, 可对处理后的样品直接检测, 并且具有快速、

高灵敏度和强专一性等优点[1115]。本研究采用免疫亲和柱

净化-高效液相色谱-串联质谱技术 , 建立粮油制品中的

AFT B1含量的快速检测方法, 并通过参加能力验证活动对

方法的准确性进行确证 , 以期为快速检测粮油制品中的

AFT B1 及更多种类的真菌毒素提供参考和借鉴。 

2  材料与方法 

2.1  仪器、标准品、试剂耗材及样品 

液相色谱(LC-30AD)-串联质谱仪(LCMS-8050)(日本

岛津公司); ST40R 高速冷冻离心机(美国 Thermo 公司); 

vortex genie2 涡旋混合器(美国 SI 公司); LE244S 型电子天

平(德国 Sartorius 公司)。 

黄曲霉毒素标准溶液(浓度为 2 μg/mL, 购自天津农

业部)。 

乙酸铵(分析纯 , 山东西亚化学股份有限公司 ); 甲

醇、乙腈(色谱级, 北京迪马欧泰科技发展中心); 黄曲霉毒

素免疫亲和柱(美国 VICAM 公司); 0.22 μm 微孔有机滤膜

(上海安谱实验股份科技有限公司)。 

实验用粮油样品均由当地食药监局于本地市场近期

抽样取得; “植物油中黄曲霉毒素的测定能力验证”是国家

认 证 认 可 监 督 委 员 会 (Certification and Accreditation 

Administration of the People’s Republic of China, CNCA)组

织, 山东出入境检验检疫局技术中心承担, 浙江省疾病控

制预防中心和华测检测认证集团股份有限公司协助的能力

验证计划(项目编号为: CNCA-18-A09)。 

2.2  标准溶液的配制 

2.2.1  黄曲霉毒素标准储备液配制  

准确移取适量的黄曲霉毒素原液 B1, 用甲醇溶解配

制成浓度为 100 ng/mL 的标准储备液。 

2.2.2  黄曲霉毒素标准工作液配制 

分别准确移取标准储备液: 2、20、50、100、200 μL

于样品瓶中, 用初始比例流动相定容配制成浓度为 0.2、2、

5、10、20 ng/mL 的 AFT B1 系列标准工作液。 

2.3  液相色谱-质谱联用(High Performance Liquid 

Chromatography-Mass Spectrometry, HPLC-MS)分

析条件 

2.3.1   HPLC 参数 

色谱柱 : Shim-pack GIST C18 (100 mm×2.1 mm,      

2 μm); 柱流量 : 0.3 mL/min; 柱温 : 40 ℃; 进样体积 :       

10 μL; 流动相: A 为 5 mmol/L 乙酸铵溶液, B 为乙腈-甲醇

溶液(50:50, V:V), 梯度洗脱程序见表 1。 

 
表 1  流动相梯度洗脱条件 

Table 1  Gradient elution conditions of mobile phase 

时间/min 流动相 A/% 流动相 B/% 

0.00 68 32 

0.50 68 32 

3.00 55 45 

4.00 55 45 

4.20 0 100 

4.80 0 100 

5.00 68 32 

7.00 68 32 

 
2.3.2  质谱参数 

扫描方式: 正离子扫描; 接口电压 4.0 kV; 雾化气: 

氮气, 3 L/min; 加热气流量: 10 L/min; DL 温度: 250 ℃; 加

热块温度: 400 ℃; 碰撞气: 氩气, 270 kPa; 检测方式: 多

离子反应监测模式(multiple reaction monitoring, MRM), 检

测条件见表 2。 

 
表 2  MRM 的质谱参数 

Table 2  Mass spectrum parameters of MRM  

化合物 母离子(m/z) 子离子(m/z) 碰撞能量/eV

AFT B1 313.1 
285.1* 23 

241.1 38 

注: *用于定量。 

 

2.4  样品前处理 

2.4.1  提  取 

准确称取粮油样品 5.00 g 于 50 mL 离心管中, 加入

25.0 mL 甲醇-水(70:30, V:V)溶液, 涡旋混匀后置于超声波

仪中提取 20 min, 取出后以 6000 r/min 离心 10 min, 收集

上清液待净化。 

2.4.2  净  化 

准确移取 5 mL上清液, 加入 20 mL 含 1%吐温-20 的磷

酸盐缓冲溶液混匀, 待恢复至室温的免疫亲和柱原有液体

流尽后, 将上述样液移至注射器中, 调节流速以 1.0 mL/min
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下滴, 样液滴完后以 20 mL 水分 2 次淋洗免疫亲和柱, 水滴

完后抽干免疫亲和柱, 用 2 mL 甲醇分 2 次洗脱免疫亲和柱, 

调节流速以 1.0 mL/min 下滴 , 收集洗脱液于氮吹管中 , 

50 ℃下氮气吹干, 加入 1 mL 初始比例流动相溶解残渣, 过

0.22 μm 微孔有机滤膜后于进样小瓶中待分析。 

3  结果与分析 

3.1  实验条件的优化 

提取剂的选择: 黄曲霉毒素易溶于有机溶剂[16], 实验

前对比了乙腈-水, 甲醇-水溶液作为提取剂的提取效果, 

结果表明, 两种提取剂的提取效果差别不大, 因此, 本研

究采用成本相对较低的甲醇-水(70:30, V:V)进行提取。 

流动相的选择: 通过查阅标准和文献, 按照标准 GB 

5009.22-2016[17]中的洗脱程序, 对比了乙腈-水, 甲醇-乙腈

(50:50, V:V)和水, 以及甲醇-乙腈(50:50, V:V)和 0.5 mmol/L

乙酸铵溶液 3 种流动相组合的洗脱效果, 其中, 甲醇-乙腈

混合可有效提高洗脱效率, 缩短洗脱时间; 正离子扫描电

离模式下, 加入乙酸铵可以提高正离子目标物的离子化效

率[18], 使出峰更加尖锐, 峰形对称性更好, 因此选择甲醇-

乙腈(50:50, V:V)和 0.5 mmol/L 乙酸铵溶液作为流动相。 

质谱条件的优化: 采用正离子(ESI+)扫描模式, 以中

间浓度点 5 ng/mL 标准工作液进行扫描, 对其母离子、子

离子、碰撞能量等条件进行优化, 使分子离子和特征碎片

离子强度达到最大, 选择丰度最高的碎片离子作为定性与

定量特征离子, 优化后的质谱参数见表 2。按照 2.3 中的分

析条件对中间浓度点 5 ng/mL 标准工作液进行检测得到

AFT B1 标准溶液 MRM 图谱见图 1。 

3.2  线性方程及相关性 

按照 2.2 中的步骤配制标准溶液后, 将各浓度点标准

溶液检测分析, 结果以目标化合物响应峰面积(Y)与对应化

合物浓度(X)进行线性回归, 得到 AFT B1 线性回归方程为: 

Y=68577.3X20845, 在线性范围 0.2~20 ng/mL 内, 相关系

数 r>0.998。 

 
 

 

 
图 1  中间浓度点 AFT B1 标准溶液 MRM 图谱 

Fig.1  MRM mapping of AFT B1 standard solution at intermediate 
concentration point 

 
 

3.3  方法检出限 

取 AFT B1 标准工作溶液适量添加到制备好的空白样

品溶液中, 用初始流动相逐级稀释, 依据检出限为信噪比

S/N=3 计算测得 AFT B1 检出限为 0.07 μg/kg, 依据定量限

为信噪比 S/N=10 计算, 得到 AFT B1 定量限为 0.2 μg/kg。 

3.4  加标回收和重现性 

准确称取18份空白粮油样品(每份 5.00 g), 将AFT B1

标准储备液按照 1、4、15 ng/mL 3 个水平分别加标 6 次, 按

照本方法进行处理检测, 得到 AFT B1 的加标回收率和相

对标准偏差 RSD 见表 3。加标回收率在 85.0%以上, RSD

在 2.8%~5.5%之间。 

3.5  样品检测 

为进一步验证方法的可靠性和实用性, 先后按照本

实验方法对两份能力验证样品和 4 种市抽粮油样品进行前

处理, 测定 AFT B1 的含量, 测定结果见表 4。 

 
表 3  加标回收试验(n=6) 

Table 3  Standard addition recovery test (n=6) 

加标水平/(ng/mL) 回收测定值/(ng/mL) 回收率平均值/% RSD/% 

1 0.82 0.80 0.93 0.85 0.87 0.83 85.0 5.4 

4 3.50 3.05 3.81 3.74 3.28 3.60 94.1 2.8 

15 13.25 13.02 13.90 13.15 13.30 13.80 93.3 5.5 

 
两份能力验证样品中 AFT B1 的含量测定结果经上

报活动组织方, 得到 Z 比分数为0.83, |Z|≤2, 取得满意

结果, 证明了本方法的准确性。根据 GB 2761-2017 《食

品安全国家标准 食品中真菌毒素限量》[19]中规定谷物及

其制品中 AFT B1 的安全限量为 5.0~20 μg/kg, 油脂及其

制品中 AFT B1 的安全限量为 10~20 μg/kg。样品检测结果

显示: 各类市抽粮油制品中的 AFT B1 含量均符合国家安

全限量标准。 
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表 4  样品检测结果 
Table 4  Sample test results 

样品信息 AFT B1/(μg/kg) 

植物油 CNCA-18-A09-790 2.70 

植物油 CNCA-18-A09-604 5.30 

玉米面 2.50 

糯米粉 0.85 

荞麦粉 3.25 

花生油 1.20 

 

4  结论与讨论 

本研究对粮油制品进行提取、净化、浓缩后, 通过高

效液相色谱-质谱法对其中的 AFT B1 进行了检测, 样品检

测结果符合国家安全限量标准。加标回收率在 85.0%以上, 

RSD 在 2.8%~5.5%之间。通过参加能力验证活动, 取得了

满意结果, 进一步验证了方法的可靠性, 可用于粮油制品

中 AFT B1 的快速检测。该方法前处理快速简捷, 结果重复

性好、准确可靠, 可作为检测机构日常粮油制品中 AFT B1

的快速筛查方法。 
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“发酵食品及其安全性评价”专题征稿函 
 
 
 

发酵食品因其独特的风味受到消费者的普遍欢迎。发酵是一种传统的食品储存与加工方法, 是指利用有益微生物加

工制造的一类食品, 包括发酵乳制品、酒类、泡菜、酱油、食醋、豆豉等。由于其独特的加工方式, 发酵食品或存在一

定的安全隐患, 可能会影响人体健康。 

鉴于此, 本刊特别策划了“发酵食品及其安全性评价”专题, 主要围绕(1) 菌种的选育和保藏; (2) 发酵工艺的条件优

化, 发酵机制, 发酵工程动力学; (3) 发酵食品的分析与检测; (4) 发酵食品的安全性评价及风险评估类; (5) 发酵食品的

种类与加工方式; (6) 发酵食品的营养成分及其对人体健康的影或您认为有意义的相关领域展开论述和研究, 本专题计

划在 2019 年 12 月出版。 

鉴于您在该领域的成就, 本刊主编吴永宁研究员及编辑部全体成员特别邀请您为本专题撰写稿件, 以期进一步提升

该专题的学术质量和影响力。综述及研究论文均可, 请在 2019 年 11 月 1 日前通过网站或 E-mail 投稿。我们将快速处理

并优先发表。 

同时, 希望您能够推荐该领域的相关专家并提供电话和 E-mail。 

谢谢您的参与和支持！ 

投稿方式:  

网站: www.chinafoodj.com 

E-mail: jfoodsq@126.com 
《食品安全质量检测学报》编辑部 


