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QuEChERS-超高效液相色谱-串联质谱法同时测定
坚果中 20种真菌毒素 
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[北京市农林科学院林业果树研究所, 北京市落叶果树工程技术研究中心, 农业农村部果品及 

苗木质量监督检验测试中心(北京), 北京  100093] 

摘  要: 目的  建立 QuEChERS-超高效液相色谱-串联质谱法同时测定坚果中 20 种真菌毒素含量的分析方法。

方法  粉碎后的样品加水稀释, 经乙腈溶液超声提取, 氯化钠和无水硫酸铵盐析后, 用 C18 吸附剂净化。色谱柱

为 ACQUITY BEH C18 柱(100 mm×2.1 mm, 1.7 μm), 以 0.05%甲酸水溶液和乙腈为流动相梯度洗脱, 在电喷雾

离子源正、负离子切换扫描模式下, 采用多反应监测模式进行检测, 外标法进行定量。结果  在相应的质量浓

度范围内, 20 种真菌毒素均呈现良好线性关系, 相关系数均大于 0.992, 检出限和定量限分别为 0.03~2.25 μg/kg

和 0.11~7.50 μg/kg。在不同基质中加入低、中、高 3 个添加水平, 平均加标回收率为 77.5%~114.9%, 相对标准

偏差为 1.0%~6.5% (n=6)。结论  本方法稳定、准确、灵敏、快速, 适用于不同坚果基质中多种真菌毒素的快

速检测和分析确证。 
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Simultaneous determination of 20 kinds of mycotoxins in nuts by 
QuEChERS-ultra performance liquid chromatography-tandem  

mass spectrometry 

NI Yang, YANG Jun-Jun, SHI Lei, ZHANG Ying-Ying, XIONG Rong* 

[Institute of Forestry and Pomology, Beijing Academy of Agriculture and Forestry Sciences, Beijing Engineering Research 
Center for Deciduous Fruit Trees, Inspection and Testing Laboratory of Fruits and Nursery Stocks (Beijing) Ministry  

of Agriculture and Rural Affairs, Beijing 100093, China] 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the simultaneous determination of 20 kinds of mycotoxins in 

different nuts by ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry combined with QuEChERS 

extraction. Methods  After homogenization, the nut samples were ultrasonic extracted by acetonitrile solution after 

diluted with water, salted out with sodium chloride and anhydrous ammonium sulphate, and purified with C18 

adsorbent. An ACQUITY BEH C18 column (100 mm×2.1 mm, 1.7 μm) was used, with 0.05% formic acid aqueous 

solution-acetonitrile as mobile phase for gradient elution. In the electrospray ionization positive and negative ion 

switching scanning mode, the samples were analyzed by multiple reaction monitoring and quantified by external 
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standard method. Results  All the 20 kinds of mycotoxins showed good linear relationships in their respective mass 

concentration ranges, and the correlation coefficients were greater than 0.992. The limits of detection and limits of 

quantification were 0.03‒2.25 μg/kg and 0.11‒7.50 μg/kg, respectively. The average recoveries of 20 kinds of 

mycotoxins in different matrices at low, medium and high spiked levels were ranged from 77.5%‒114.9% (n=6), with 

relative standard deviations in the range of 1.0%‒6.5%. Conclusion  This method is stable, accurate, sensitive and 

rapid, and suitable for the rapid detection and analysis of multi-mycotoxins in different nut substrates. 

KEY WORDS: QuEChERS; ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry; mycotoxins; nuts 
 
 

0  引  言 

我国木本坚果品种丰富, 是世界第二大生产国, 占世

界总产量的 10%, 主产品种有核桃、板栗、松子、开心果

等, 富含生物活性成分酚类物质、酸类物质和功能性油脂, 

具有降低心脑血管疾病风险、延缓衰老、抑制肥胖以及预防

糖尿病等多重保健功效[1], 备受消费者青睐。然而, 坚果在

整个生长周期以及采后贮藏、销售过程中, 在适宜的温湿度

条件下极易受丝状真菌侵染, 青霉属(Penicillium sp.)、曲霉

属(Aspergillus sp.)、镰刀菌属(Fusarium sp.)、链格孢菌属

(Alternaria sp.)等真菌是引起坚果霉变的主要病原菌[2‒6], 能

够轻易突破果皮的防御, 在果仁上增殖并产生、积累多种

具有毒性的次级代谢产物, 如青霉属和曲霉属的多种菌株

可产生黄曲霉毒素(aflatoxin, AFs)、赭曲霉毒素(ochratoxin, 

OTs)、展青霉素(patuline, PAT)、橘青霉素(citrinine, CIT)

等多种毒素 , 镰刀菌属真菌可产生单端孢霉烯族毒素

(trichothecene toxin), 链格孢菌属真菌可产生链格孢毒素

(Alternaria toxin)等[7‒13], 这些毒素大多具有细胞毒性、胚

胎毒性、致畸性、致癌性等多种毒性, 并可在人体内富集, 

给人类健康造成极大危害和安全隐患。 

鉴于真菌毒素的危害, 许多国家和机构均制定了相

应的限量标准, 且对坚果中的 AFs 关注度较高, 大多数国

家制定的黄曲霉毒素 B1 (aflatoxin B1, AFB1)限量为 5 μg/kg, 

AFB1 与黄曲霉毒素 B2 (aflatoxin B2, AFB2)、黄曲霉毒素

G1 (aflatoxin G1, AFG1)、黄曲霉毒素 G2 (aflatoxin G2, AFG2)

的总限量为 10 或 20 μg/kg; 欧盟规定直接食用的坚果中, 

AFB1 限量值为 2 μg/kg, AFB1 与 AFB2、AFG1、AFG2 的总

限量为 4 μg/kg, 经分拣或物理处理的坚果中 AFB1 限量值

为 5 μg/kg, AFB1与 AFB2、AFG1、AFG2的总限量为 10 μg/kg; 

个别国家对指定产品的毒素限量比欧盟更为严格, 如摩洛

哥规定开心果和杏仁中 AFB1 的限量为 1 μg/kg, 克罗地亚

规定杏仁、榛子、核桃中 AFB1 与 AFB2、AFG1、AFG2 的

总限量为 3 μg/kg[14]。此外, 有 3 个国家对玉米赤霉烯酮

(zearalenone, ZEN)制定了限量标准, 乌克兰规定坚果中的

ZEN 限量为 1000 μg/kg, 亚美尼亚、智利规定所有果品中

的 ZEN 限量分别为 1000 和 200 μg/kg[11]。我国在 NY/T 

1042—2014《绿色食品 坚果》中规定坚果及其果仁中 AFB1

含量应小于等于 5.0 μg/kg, 而在 GB 2761—2017《食品安全

国家标准 食品中真菌毒素限量》中, 仅规定了熟制坚果及

籽类(花生及其制品除外)中 AFB1 限量为 5 μg/kg。 

在对真菌毒素检测技术的探索中, 基于抗体的免疫

化学方法已发展得较为完善, 准确的快速定性检测体系已

基本建成[14‒17]。而在精准定量检测方面, 超高效液相色谱

法、高效液相色谱法等作为主流色谱技术的代表, 尤其与

质谱技术联用, 凭借强大的分离能力和较好的灵敏度、准

确性, 已经发展成为真菌毒素检测领域最为可靠的定性定

量分析方法。CUNHA 等[18]改进了 QuEChERS 前处理技术, 

以花生为代表基质, 建立了超高效液相色谱-串联质谱法

(ultra performance liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry, UPLC-MS/MS)测定坚果中 16 种真菌毒素的分

析方法, 各毒素在 1.25~500 μg/kg 范围内相关系数大于

0.9787, 检出限(limits of detection, LODs)均小于 3.5 μg/kg。

HIDALGO-RUIZ 等 [19] 同 样 选 择 花 生 作 为 代 表 , 以

QuEChERS 前处理技术结合 UPLC-MS/MS 建立了坚果中 6

种真菌毒素的检测方法, 其中 4 种 AFs 的定量限(limits of 

quantification, LOQs)均为 0.5 μg/kg, α-玉米赤霉烯醇和玉米

赤霉烯酮的 LOQs 为 1 μg/kg。OUAKHSSASE 等[20]采用

QuEChERS 前处理技术, 使用 LC-MS/MS 对杏仁中 AFs 进

行测定 , 各毒素在 0.125~20 g/kg 范围内线性关系良好, 

LOQs 为 0.34~0.5 μg/kg。国内学者王玉娇等[9]以核桃为代表

基质 , 采用 10 mmol/L 柠檬酸 -乙腈溶液为提取剂 , 以

QuEChERS-UPLC-MS/MS 建立了干果中 16 种真菌毒素的

测定方法 , 各毒素在 1~200 μg/L 范围内相关系数大于

0.9981, LODs 为 0.02~1.00 μg/L, LOQs 为 0.10~5.00 μg/L。

王权帅等[21]通过优化流动相、色谱柱和洗脱梯度条件, 采用

同位素内标-UPLC-MS/MS 对板栗中的 16 种真菌毒素进行

测定, LODs 和 LOQs 分别为 0.10~15、0.30~45 μg/kg。 

由于我国坚果种类多样, 基质较为复杂, 前期研究较

多选择花生或核桃作为代表基质用于坚果中多组分真菌毒

素检测方法的研究, 适用范围并不能覆盖所有坚果产品, 且

目标毒素多为 AFs、OTs、单端孢霉烯族毒素等谷物、粮油

中的常见种类, 坚果作为一类果品, 其生长发育过程、采后

加工方式以及贮藏环境条件均与谷物不同, 受多种毒素污

染的潜在风险更大。因此, 本研究综合利用 QuEChERS 前
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处理技术和 UPLC-MS/MS 的优势, 在借鉴以往文献中有

关真菌毒素提取、净化等处理方法的基础上[22‒25], 进一步

优化色谱质谱条件, 选用 6 种坚果基质, 建立坚果中 20 种

主要真菌毒素的测定分析方法, 以期为监测、评估坚果中

多组分毒素的污染风险和痕量确证分析提供技术支持。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

坚果样品购自北京本地农贸市场, 粉碎后于‒20℃保存。 

20 种真菌毒素标准品/标准溶液见表 1(恩镰孢菌素 B

标准品纯度大于 98%, 其他真菌毒素标准溶液浓度见表 1, 

北京曼哈格生物科技有限公司); ACQUITY BEH C18 色谱

柱(100 mm ×2.1 mm, 1.7 μm)、ACQUITY HSS T3 色谱柱

(100 mm×2.1 mm, 1.8 μm)、ACQUITY BEH HILIC 色谱柱

(100 mm×2.1 mm, 1.7 μm)(美国 Waters 公司); 十八烷基硅

烷键合硅胶 (C18, 60 μm)、乙二胺 -N-丙基硅烷化硅胶

(primary secondary amine, PSA, 60 μm)、农残级弗罗里硅土

(Florisil® PR, FL-PR, 100 目)、亲水亲脂共平衡聚合物反相

填料(hydrophilic lipophilic balance, HLB, 30 μm)(日本岛津

公司); 微孔过滤膜(尼龙, 13 mm×0.22 μm, 北京迪科马科

技有限公司); 乙腈、甲酸、甲醇(色谱纯, 美国 Thermo 

Fisher Scientific 公司); 乙酸铵、NaCl、无水 Na2SO4、无水

MgSO4、无水(NH4)2SO4(分析纯, 上海麦克林生化科技有限

公司); 氩气(纯度大于 99.9%, 北京氦普北分气体工业有限

公司); 实验用水为超纯水(电阻率大于 18.2 MΩꞏcm, 由

Milli-Q 超纯水机制备)。 

1.2  仪器与设备 

ACQUITY UPLC I-Class 液相色谱仪、Xevo TQ-S 质

谱仪(配有 ESI 及 Masslynx4.1 数据处理系统, 美国 Waters

公司); Milli-Q 超纯水机(美国 Millipore 公司); GL-20G-II

型高速冷冻离心机(上海安亭科学仪器厂); BSA224S-CW

型电子天平(感量 0.1 mg, 德国 Sartorius 公司); PL2002 型

电子天平(感量 0.01 g)、FE20 型实验室 pH 计(瑞士 Mettler 

Toledo 公司); KQ-600DB 型超声波清洗器(昆山市超声波仪

器有限公司); RE-2000B 型旋转蒸发仪(上海亚荣生化仪器

厂); ZD-85 型气浴恒温振荡器(常州国华电器有限公司); 

QL-8BB 型涡旋混合器(海门市其林贝尔仪器制造有限公

司); BJ-500A 型粉碎机(德清拜杰电器有限公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  样品前处理 

基于参考文献中研究建立的前处理方法[9,26]进行适当

改进: 称取 5 g(精确到 0.01 g)粉碎样品置于 50 mL 离心管

中, 加入 5 mL 蒸馏水涡旋混匀, 再加入 10 mL 乙腈溶液超

声提取 5 min, 然后加入 1.0 g 氯化钠和 3.0 g 无水硫酸铵, 

涡旋振荡 0.5 min, 5000 r/min 离心 5 min。吸取 5 mL 有机相

置于内含 0.2 g C18 的 10 mL 离心管中, 涡旋振荡 0.5 min 后, 

室温静置 3 min。吸取 4 mL 上清液于茄型瓶中, 旋转蒸发至

干, 加入 2 mL 甲醇复溶, 过 0.22 μm 有机滤膜于 2 mL 样品

瓶中, 待测分析。 

加标阴性样品前处理: 选取经检测不含 20 种真菌毒

素的 6 种空白样品(核桃、板栗、松籽、杏仁、开心果、腰

果各 1 份), 分别在 50 mL 离心管中称取 5 g(精确到 0.01 g)

粉碎试样, 根据需要加入一定体积的混合标准溶液后, 按

照上述方法进行样品前处理。 

1.3.2  溶液配制 

ENB 标准溶液: 称取 1 mg(精确到 0.1 mg) ENB 标准

品于 10 mL 容量瓶中, 用甲醇溶解后定容, 充分混匀后得

到 100 μg/mL 标准储备液, 于‒20℃冰箱中避光保存。吸取

1 mL ENB 标准储备液于 10 mL 容量瓶中, 用甲醇定容得

到 10 μg/mL 的标准溶液, 于 4℃下避光保存。 

混合标准溶液: 分别移取一定体积的 20 种真菌毒素

标准溶液于 10 mL 容量瓶中, 加入适量甲醇稀释并定容至

刻度线, 得到混合标准溶液, 其中 PAT、ZEN 质量浓度为

500 μg/L, 其余 18 种真菌毒素质量浓度均为 100 μg/L。 

空白基质溶液: 另取经检测不含 20 种真菌毒素的 6

种空白样品(核桃、板栗、松籽、杏仁、开心果、腰果各

1 份), 按照 1.3.1 节进行样品前处理, 制备空白基质溶液以

待用。 

基质混合标准溶液: 分别移取一定体积的 20 种真菌

毒素标准溶液于 10 mL 容量瓶中, 加入适量空白基质溶液

稀释并定容至刻度线, 配制不同质量浓度的系列基质混合

标准工作液, 现用现配。其中, PAT、ZEN 的标准工作曲线

溶液质量浓度分别为 5、10、50、100、250、500 μg/L, 其

余 18 种真菌毒素的标准工作曲线溶液质量浓度均为 1、2、

10、20、50、100 μg/L。 

0.1%甲酸水溶液: 吸取 1 mL甲酸于 1 L容量瓶中, 加

入超纯水稀释并定容至刻度线。 

5 mmol/L 乙酸铵水溶液: 称取 0.385 g(精确到 0.1 mg)

乙酸铵于 1 L 容量瓶中, 加入超纯水溶解并定容至刻度线。 

1.3.3  色谱条件 

色谱柱: ACQUITY BEH C18 色谱柱(100 mm×2.1 mm, 

1.7 μm); 柱温: 40℃; 进样量: 2 μL; 流速: 0.2 mL/min; 流动

相: A 为乙腈, B 为 0.05%甲酸水; 梯度洗脱程序: 0~0.5 min、

90% B; 0.5~1.0 min、90%~40% B; 1.0~3.0 min、40%~10% B; 

3.0~4.0 min、10% B; 4.0~8.0 min、90% B。 

1.3.4  质谱条件 

电离源: 电喷雾离子源; 扫描方式: 正、负离子同时

扫描; 检测模式: 多反应监测(multiple reaction monitoring, 

MRM); 毛细管电压: 2.5 kV; 离子源温度: 150℃; 锥孔电

压: 30 V; 脱溶剂气温度: 350℃; 脱溶剂气流量: 650 L/h; 

碰撞气: 氩气。 
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1.4  数据处理 

通过 Waters Masslynx 仪器配置工作站系统进行数据

采集, 利用 Excel 软件、R 语言进行数据分析及图形绘制。 

2  结果与分析 

2.1  质谱条件的优化 

混合标准工作液直接进样, 利用 Q1 MS Scan 母离子全

扫模式进行一级质谱碎片离子母离子质荷比(m/z)的寻找, 获

得目标化合物的母离子信息。利用 Q2 MS/MS daughter Scan

子离子扫描模式进行二级质谱碎片离子的寻找, 选择两个响

应较强的碎片离子作为子离子。通过手动调节碰撞能量和锥

孔电压, 获得目标化合物的质谱参数。实验发现 PAT、ZAN、

ZEN 在负离子模式下响应值高, 分子离子峰为[M-H]-; 其他

17种化合物在正离子模式下响应值高, 其中T-2、HT-2、BEA、

ENB 分子离子峰为[M+NH3]
+, 其余均为[M+H]+, 20 种真菌毒

素多反应监测模式质谱参数如表 1 所示。 

2.2  色谱条件的优化 

本研究比较了ACQUITY BEH C18色谱柱(100 mm×2.1 mm, 

1.7 μm)、ACQUITY HSS T3 色谱柱(100 mm×2.1 mm, 1.8 μm)、

ACQUITY BEH HILIC 色谱柱(100 mm×2.1 mm, 1.7 μm)对

目标化合物的分离效果。结果发现, 使用 HSS T3 柱时, 

HT-2、ENB、ALT、TeA 和 PAT 峰形较差, 响应值较低, 且

ENB 为驼峰; 使用 BEH HILIC 柱时, ALT、TeA、ZAN 3 种

化合物均不出峰; 而 BEH C18柱能够在 6 min 内较好的分离

20 种化合物, 且峰型更加对称, 故选定 ACQUITY BEH 

C18 柱作为分析色谱柱。 

在反相液相色谱中, 最常用的流动相体系为甲醇-水、乙

腈-水, 并通过水相中添加少量甲酸、乙酸、甲酸铵、乙酸铵

等降低流动相 pH 来改善峰形、提高质谱离子化效率[27‒28]。

因此, 本研究以甲醇、乙腈分别与纯水、0.1%甲酸水溶液、

5 mmol/L 乙酸铵水溶液组成流动相, 比较 20 种真菌毒素的

色谱峰分离效果及峰形情况。结果表明, 甲醇与水相混合后

柱压升高, 且保留时间延迟, 而乙腈的洗脱能力较强, 柱压

不会明显升高, 在6 min内即出峰完毕。以乙腈为有机相, 分

别与纯水、5 mmol/L 乙酸铵水组合时, OTA、ALT、CIT、

TeA 的峰形较差, 丰度和灵敏度较低, 并且乙酸铵水溶液需

要过膜处理, 易产生结晶堵塞管路。使用乙腈‒0.1%甲酸水

时, 峰形对称性明显得到改善, 并且响应值增强, 进一步考

察不同浓度甲酸(0.01%、0.05%、0.1%)对被测组分的影响, 

当以乙腈‒0.05%甲酸水作为流动相时, 20 种真菌毒素的色

谱峰形和响应强度最好, 保留时间稳定(见图 1)。 
 

表 1  20 种真菌毒素质谱参数 
Table 1  Mass spectrometric parameters for 20 kinds of mycotoxins 

真菌毒素 缩写 
标准溶液质量

浓度/(μg/mL)
离子模式 保留时间

/min 

质核比(m/z) 锥孔电压 
/V 

碰撞能量
/eV 母离子 子离子 

T-2 毒素(T-2 toxin) T-2 100 [M+NH3]
+ 3.41 483.8 169.1/185.1* 25 20; 20 

HT-2 毒素(HT-2 toxin) HT-2 100 [M+NH3]
+ 3.11 442.2 215.1/263.1* 25 10; 10 

白僵菌素(beauvericin) BEA 100 [M+NH3]
+ 4.89 801.4 244.2*/262.2 30 35; 20 

恩镰孢菌素 B (enniatin B) ENB / [M+NH3]
+ 5.05 657.0 196.0*/215.0 30 30; 30 

黄曲霉毒素 B1 (aflatoxin B1) AFB1 2 [M+H]+ 3.03 313.0 241.2*/285.2 35 25; 20 

黄曲霉毒素 B2 (aflatoxin B2) AFB2  0.5 [M+H]+ 2.96 315.1 259.2*/287.2 35 25; 20 

黄曲霉毒素 G1 (aflatoxin G1) AFG1 2 [M+H]+ 2.95 329.0 200.2/215.2* 35 25; 25 

黄曲霉毒素 G2 (aflatoxin G2) AFG2  0.5 [M+H]+ 3.22 331.0 189.2*/217.2 35 25; 25 

赭曲霉毒素 A (ochratoxine A) OTA 10 [M+H]+ 3.52 404.1 239.1*/358.1 30 25; 20 

赭曲霉毒素 B (ochratoxine B) OTB 10 [M+H]+ 3.22 370.1 103.1*/205.1 25 25; 30 

青霉酸(penicillic acid) PeA 100 [M+H]+ 2.70 171.1 125.1*/153.1 15 10; 8 

橘青霉素(citrinine) CIT 100 [M+H]+ 3.14 251.2 191.1*/205.2 30 25; 20 

交链孢烯(altenuene) ALT 10 [M+H]+ 3.09 293.1 239.1*/257.0 30 20; 15 

交链孢酚单甲醚(alternariol 
monomethyl ether) 

AME 100 [M+H]+ 3.50 273.1 128.0/258.0* 30 35; 35 

交链孢酚(alternariol) AOH 99.9 [M+H]+ 2.89 259.0 185.0*/213.0 30 28; 25 

细交链孢菌酮酸(tenuazonic acid) TeA 100 [M+H]+ 3.46 198.2 125.0*/139.0 30 18; 20 

腾毒素(tentoxin) TEN 100 [M+H]+ 3.04 415.1 256.0/312.1* 30 20; 20 

展青霉素(patuline) PAT 100 [M-H]- 2.30 153.0 81.0*/108.9 -15 -11; -7 

玉米赤霉酮(zearalanone) ZAN 10 [M-H]- 3.49 317.1 130.8/175.1* -30 -20; -20

玉米赤霉烯酮(zearalenone) ZEN 99.8 [M-H]- 3.52 319.1 205.3/275.1 -30 -20; -20

注: *为定量离子, /表示未有此项。 
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图 1  20 种真菌毒素的 MRM 色谱图 

Fig.1  MRM chromatograms of 20 kinds of mycotoxions 
 

2.3  样品前处理的优化 

大多数真菌毒素易溶于有机溶剂, 甲醇和乙腈是目前最

常用的两种提取溶剂[29], 甲醇比乙腈具有更好的溶解性, 易

将样品中的酸、酚、蛋白、脂肪等物质提取出来, 致使提取

液中杂质较多, 不利于后续的盐析和净化, 而乙腈对蛋白的

沉淀作用较强且共提物少[30], 因此选择乙腈作为提取剂。 

QuEChERS 前处理过程中加入盐析剂(1 g NaCl 和 4 g 

无水 MgSO4)
[31]可以促进目标化合物由水相分配至有机相, 

利于水相与有机相分层, 防止样品中水分和杂质进入提取

液, 从而提高目标化合物的回收率[32]。本研究以空白核桃

样品的加标回收实验, 考察了 NaCl、无水 MgSO4、无水

Na2SO4 和无水(NH4)2SO4 对目标化合物回收的影响。结果

发现, 盐析剂单独使用时, 多种毒素回收率较低, 无法满

足实验要求。NaCl 常用作水相与有机相溶液的分层, 添加

1.0 g 即可使两相溶液分层完全、清透, 实验进一步比较了

1.0 g NaCl 与其他 3 种盐析剂组合使用对毒素回收率的影

响。结果如表 2 所示, 当 NaCl 与无水(NH4)2SO4 组合盐析

时, 多数毒素的回收率显著优于 NaCl 与无水 MgSO4、无

水 Na2SO4 组合, 且随着无水(NH4)2SO4 用量的增加, 回收

率随之增加 , 在最优组合下 20 种真菌毒素回收率达到

88.7%~98.2%, 因此本方法采用 1.0 g NaCl 与 3.0 g 无水

(NH4)2SO4 组合作为盐析剂。 

在目标物提取过程中, 坚果中的蛋白质、脂质等组分

也会被部分提取, 不仅影响痕量目标物的检测, 也会对色

谱、质谱系统造成污染, 为降低基质效应, 需要对提取液进

行净化除杂。参考文献[9,29]并以空白核桃样品的加标回收实

验, 比较了不同用量(50、100、200、300)的 C18、PSA、FL-PR、

HLB 对 20 种真菌毒素净化回收的效果(n=3)。结果发现, 使

用 50~300 mg 的 PSA、FL-PR、HLB 对 AFB2、AFG1、ALT、

CIT、ZEN 等多种毒素均有较强吸附 , 最高回收率仅为

31.4%~65.5%, 达不到实验要求。当使用 200 mg C18 作为吸附

剂时, 20 种毒素的加标回收率最优, 达到 86.0%~97.5%, 因此

选用 200 mg C18 对提取液进行净化处理。 

2.4  基质效应 

为评价基质效应, 采用基质标与溶剂标曲线斜率的

比值考察了 20 种真菌毒素在核桃、板栗、松籽、杏仁、开

心果和腰果中的信号增强 /抑制程度 (signal suppression/ 

enhancement, SSE), SSE 值大于 1.2 表示基质增强效应, 小

于 0.8 表示基质抑制效应, 在 0.8~1.2 之间则视为基质效应

影响不大[30]。如表 3 所示, 在 6 种坚果基质中, ENB 基质

增强效应明显(SSE 值为 1.223~1.268), ZEN、PeA、CIT 和

ALT 基质抑制效应明显(SSE 值为 0.571~0.717), 其余 15 种

真菌毒素的基质效应均在可接受范围内。因此本研究采用

空白基质外标曲线法进行定量, 以补偿基质效应。 
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表 2  盐析剂对 20 种真菌毒素回收率的影响(%, n=3) 
Table 2  Effects of different salting-out agents on the recoveries of 20 kinds of mycotoxins (%, n=3) 

真菌毒素 A B C D E F G H I 

AFB1 71.2±2.1b 79.1±2.6b 90.1±3.5a 63.2±3.6b 65.0±2.9b 68.0±1.0b 72.2±2.6b 69.8±2.2b 66.0±2.6b 

AFB2 92.9±3.6a 91.6±1.9a 92.6±1.6a 92.6±3.0a 94.4±1.6a 90.7±3.3a 93.3±1.8a 94.1±2.0a 96.9±1.6a 

AFG1 105.1±1.6a 94.1±2.0a 94.1±2.6a 93.5±2.3a 92.3±2.1a 96.9±2.9a 90.6±3.2a 92.5±2.7a 91.6±2.6a 

AFG2 90.3±3.2a 93.6±2.6a 92.5±2.2a 91.3±3.6a 93.1±4.1a 93.9±1.9a 89.9±4.1a 95.2±2.8a 93.5±2.3a 

OTA 62.0±4.5bc 70.8±3.9b 92.6±4.1a 44.5±4.3d 46.3±5.2d 48.6±4.9d 62.5±bc 59.6±3.6c 69.3±4.9b 

OTB 50.0±3.3bc 54.2±2.6bc 91.8±3.0a 43.3±2.7c 45.2±3.6c 44.8±4.6c 66.6±3.9b 60.9±4.5b 54.5±4.3bc 

ZAN 69.8±3.9b 76.8±2.6b 91.5±2.5a 53.8±2.6c 55.6±3.4c 68.9±4.2b 50.5±1.9c 60.8±3.7bc 62.6±4.2bc 

ZEN 76.0±3.1b 87.3±4.5a 90.2±3.1a 62.5±3.6c 64.3±4.2c 71.7±3.4bc 70.5±4.6bc 79.2±2.2b 80.2±1.6b 

PeA 52.8±2.7d 76.5±3.2b 90.2±1.6a 46.2±2.6d 48.1±3.8d 63.5±5.2c 66.5±2.9c 70.8±4.1bc 78.3±2.6b 

ENB 81.6±3.2b 84.7±3.8b 96.8±4.3a 79.8±5.6b 81.6±3.6b 76.7±3.8b 78.2±4.4b 75.3±2.9b 79.0±2.7b 

T-2 93.0±3.3ab 99.4±4.5a 98.2±2.7a 86.7±4.6b 84.6±3.8b 87.7±4.2b 71.6±2.9c 78.9±4.6bc 79.2±4.3bc 

HT-2 58.2±2.8b 85.4±3.7a 91.2±2.9a 85.1±2.0a 86.9±3.6a 51.3±2.9b 62.6±2.7b 59.8±4.3b 47.1±3.9b 

BEA 76.2±3.5bc 78.6±2.9bc 95.1±1.0a 83.0±2.6b 84.9±2.0b 85.1±3.1b 62.6±2.9c 72.2±3.0bc 75.6±1.9bc 

CIT 58.1±2.9b 53.8±3.9bc 93.5±3.0a 45.0±4.1c 46.9±2.9c 47.1±3.8c 55.5±4.1bc 62.2±3.3b 56.5±2.9bc 

ALT 87.2±1.3a 89.4±1.9a 92.1±2.4a 86.6±2.4a 88.4±3.3a 86.8±1.9a 66.6±3.7c 76.5±1.7b 85.9±1.1a 

AME 64.6±2.8c 73.8±4.9bc 95.1±3.7a 69.7±3.9bc 71.5±4.2bc 84.0±4.6b 60.8±3.6c 65.5±3.6c 74.3±3.6bc 

AOH 68.3±2.2b 63.3±3.3b 88.7±1.6a 64.0±3.5b 65.8±2.9b 68.2±1.9b 60.5±3.5b 62.5±4.9b 68.7±4.1b 

TeA 55.8±3.6c 60.5±2.9c 89.6±4.2a 57.6±4.1c 59.4±2.9c 72.3±3.5b 50.8±3.7c 64.6±3.6bc 65.8±2.9bc 

PAT 66.8±3.2c 86.6±4.4a 92.6±1.7a 63.0±2.9c 88.2±3.6a 86.3±4.1a 62.6±3.6c 64.6±3.6c 75.3±2.6b 

TEN 83.7±4.1ab 85.2±2.4a 93.3±3.6a 70.3±3.5c 80.2±2.7bc 78.7±3.1bc 80.9±3.6b 82.5±3.3b 84.5±4.2ab 

注: 同行小写字母不同表示差异显著(P＜0.05); A: 1 g NaCl+1 g 无水(NH4)2SO4; B: 1 g NaCl+2 g 无水(NH4)2SO4; C: 1 g NaCl+3 g 无水

(NH4)2SO4; D: 1 g NaCl+1 g 无水 MgSO4; E: 1 g NaCl+2 g 无水 MgSO4; F: 1 g NaCl+3 g 无水 MgSO4; G: 1 g NaCl+1 g 无水 Na2SO4; H: 1 g 

NaCl+2 g 无水 Na2SO4; I: 1 g NaCl+3 g 无水 Na2SO4。 

 
表 3  20 种真菌毒素在 6 种坚果中的基质效应 

Table 3  Matrix effects of the 20 kinds of mycotoxins in 6 kinds of nuts 

真菌毒素 SSE 值 真菌毒素 SSE 值 真菌毒素 SSE 值 

AFB1 0.904~0.930 ZEN 0.603~0.645 ALT 0.603~0.717 

AFB2 0.863~0.943 PeA 0.589~0.635 AME 1.098~1.141 

AFG1 0.888~0.947 ENB 1.223~1.268 AOH 1.071~1.122 

AFG2 0.894~0.922 T-2 1.061~1.096 TeA 1.056~1.097 

OTA 0.947~0.978 HT-2 0.864~0.892 PAT 0.818~0.831 

OTB 1.086~1.125 BEA 0.944~0.982 TEN 1.105~1.136 

ZAN 0.808~0.822 CIT 0.571~0.645   

 
2.5  线性关系、LODs 与 LOQs 

取 6 种空白坚果样品, 按照 1.3.1 进行样品前处理, 分

别配制一系列浓度的基质混合标准工作液, 上机测定后, 

以色谱峰面积为纵坐标(Y), 质量浓度为横坐标(X, μg/L), 

绘制 20 种真菌毒素的基质标准曲线, 并以定性通道的 3 倍

信噪比(S/N=3)、定量通道的 10 倍信噪比(S/N=10)确定各化

合物的 LODs 和 LOQs[26]。结果显示, 20 种真菌毒素在各

自质量浓度范围内, 峰面积与质量浓度呈现良好线性关系, 

相关系数均大于 0.992。由表 4 可知, 各毒素在核桃、板栗、

松籽、杏仁、开心果、腰果 6 种坚果基质中的 LODs 和 LOQs

分别为 0.03~2.25 μg/kg 和 0.11~7.50 μg/kg, 本方法具有良

好的定性和定量分析能力。 

2.6  回收率与相对标准偏差 

选取空白核桃、板栗、松籽、杏仁、开心果、腰果样

品, 分别按照低、中、高 3 个浓度水平加入适量 20 种真菌

毒素标准工作液, 每个浓度做 6 个平行样, 以本研究上述

方法处理样品并测定浓度, 计算加标回收率和相对标准偏

差(relative standard deviations, RSDs)。结果表明, 6 种坚果

基质中 , 各毒素在低水平添加量下的平均回收率为

77.5%~114.9%, RSDs 为 1.2%~6.5%; 在中水平添加量下的

平均回收率为 79.6%~104.6%, RSDs为 1.0%~4.2%; 在高水

平添加量下的平均回收率为 80.2%~113.6%, RSDs 为

1.1%~3.9%, 满足 GB/T 27404—2008《实验室质量控制规

范 食品理化检测》的相关要求。 
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表 5  20 种真菌毒素的回收率和相对标准偏差(n=6) 
Table 5  Recoveries and RSDs of 20 kinds of mycotoxins(n=6) 

真菌毒素 
添加量 
/(µg/kg) 

回收率范围/% RSDs 范围/% 真菌毒素 
添加量 
/(µg/kg) 

回收率范围/% RSDs 范围/% 

AFB1 

 2.0 78.6~87.9 1.2~2.9 

T-2 

 5.0 79.8~91.1 1.2~2.5 

 5.0 82.5~92.5 1.5~3.5 10.0 83.9~91.6 1.3~3.2 

10.0 86.9~94.8 1.7~3.7 50.0 92.5~96.2 1.6~2.8 

AFB2 

 1.0 80.5~89.2 1.8~3.8 

HT-2 

 5.0 80.5~88.9 3.5~6.5 

 5.0 85.5~90.7 1.6~2.8 10.0 82.3~92.5 2.4~3.4 

10.0 91.3~92.2 1.3~2.3 50.0 89.6~96.6 1.3~3.3 

AFG1 

 1.0 79.6~83.6 1.8~3.9 

BEA 

 1.0 82.5~90.7 1.8~3.5 

 5.0 79.8~93.1 1.3~2.7  5.0 86.8~94.4 1.2~3.8 

10.0 86.9~96.4 1.1~2.8 10.0 88.3~108.3 1.9~2.3 

AFG2 

 1.0 78.5~91.9 1.8~3.8 

CIT 

 1.0 78.7~90.0 1.5~2.8 

 5.0 82.5~87.3 2.1~2.9  5.0 79.7~91.4 1.9~2.6 

10.0 80.6~96.2 2.2~2.8 10.0 80.2~94.1 1.2~2.2 

OTA 

 2.0 82.7~96.6 1.7~1.8 

ALT 

 1.0 78.2~86.7 1.9~3.5 

 5.0 92.3~94.4 1.2~1.6  5.0 82.6~90.3 1.2~4.2 

10.0 92.6~109.6 1.2~2.2 10.0 80.2~96.6 1.6~2.8 

OTB 

 2.0 83.4~90.2 2.5~3.5 

AME 

 1.0 79.6~114.9 2.5~4.0 

 5.0 82.8~89.4 1.1~3.1  5.0 79.6~94.3 2.2~3.4 

10.0 86.5~96.4 2.6~3.9 10.0 86.6~98.4 1.8~3.3 

ZAN 

 2.0 80.6~89.8 1.3~2.5 

AOH 

 5.0 85.2~93.5 1.6~2.4 

 5.0 88.6~94.8 1.0~2.8 10.0 82.5~104.6 1.2~3.7 

10.0 89.6~93.9 1.7~2.2 50.0 86.7~113.6 1.4~3.4 

ZEN 

10.0 77.5~92.3 2.1~3.2 

TeA 

 2.0 78.5~87.1 2.7~3.5 

50.0 79.6~90.8 1.4~2.6  5.0 80.2~94.5 1.5~3.1 

100.0 80.6~93.6 1.5~2.5 10.0 80.3~90.2 1.6~2.7 

PeA 

 2.0 77.6~85.3 1.2~1.8 

PAT 

10.0 79.9~87.3 2.8~3.6 

 5.0 79.8~91.2 1.8~3.9 50.0 88.6~90.2 1.1~3.1 

10.0 82.6~88.4 1.7~2.8 100.0 82.8~92.8 1.6~2.6 

ENB 

 1.0 80.2~90.1 1.5~2.9 

TEN 

 2.0 78.6~95.2 1.6~2.4 

 5.0 85.5~96.3 1.2~3.5  5.0 79.6~92.1 1.8~3.7 

10.0 81.6~93.5 1.7~2.7 10.0 85.6~94.1 1.6~3.4 

 

2.7  实际样品检测 

采用本方法对北京市售的核桃、板栗、松籽、杏仁、

开心果和腰果共 30 份样品(每种坚果 5 份样品)进行检测, 

结果如表 6 所示, 6 种坚果均受到不同程度的真菌毒素污染, 

检出率高达 40%, 共检出 10 种真菌毒素, 检出频率居前三

的毒素分别为 AFB2 (23.33%)、AFG2 (16.67%)、BEA 

(13.33%)和 TEN (13.33%), 检测含量居前三的毒素分别为

BEA (8.67 µg/kg)、AFG(8.38 µg/kg)、TeA (5.62 µg/kg)。本

 
表 6  市售坚果中的真菌毒素含量(µg/kg) 

Table 6  Content of mycotoxins in commercial nuts (µg/kg) 

样品 AFB2 AFG1 AFG2 OTA ENB BEA AME AOH TeA TEN 

核桃 1 / / / / / / / / / 2.28 

核桃 2 0.85 / 0.42 / / 1.63 / 3.23 5.62 0.44 

板栗 1 / 1.43 / / 1.23 2.67 / / / / 

板栗 2 1.07 3.90 / / 3.70 8.67 1.92 / / / 

松子 1 0.27 / 0.15 0.66 / / / / / / 

杏仁 1 1.61 / / / / / / / / / 

杏仁 2 0.86 / / / / / / / / / 

杏仁 3 2.27 / / / / / / / / / 

开心果 1 / / / / / / / / / 0.77 

开心果 2 0.31 / 0.22 / / / / / / 0.85 

腰果 1 / / 2.09 / / 2.98 / / / / 

腰果 2 / / 8.38 / / / / / / / 

注:  /为未检出。 
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批次样品中, 同时检出 3 种及以上真菌毒素的有核桃 1 例、

板栗 2 例、松籽 1 例、开心果 1 例, 其中核桃最多检出 6

种毒素, 含量为 0.42~5.62 µg/kg。检测结果提示, 市售坚果

中存在一定的真菌毒素污染风险, 尤其是毒性较强的 AFs, 

检出率和含量值较高, 应给予持续关注。 

3  结  论 

本研究利用 QuEChERS 技术实现了复杂基质快速高

效的前处理过程, 并通过对质谱、色谱条件的优化, 建立

了 UPLC-MS/MS 同时测定坚果中 20 种真菌毒素的分析方

法。该方法利用 UPLC-MS/MS 的高解析度、高灵敏度特

点, 在驻留时间 6 min 内可同时对 20 种目标化合物进行有

效分离和定性定量分析, 方法检出限、精密度、准确度等

技术参数均能达到确证检测和痕量分析的要求。与已有的

文献资料相比[9,21], 本研究覆盖的真菌毒素种类更多, 适

用的坚果产品范围更广 , 且本研究所建立的方法操作简

便、精密度好、灵敏度高、分析速度快, 适用于坚果中多

种真菌毒素的快速筛查和痕量确证分析, 为真菌毒素污染

风险的监测和评估提供有效的技术手段。 
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