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高效液相色谱-串联质谱法测定花生中的 

黄曲霉毒素 B1 

王一晨, 刘  奇, 吴学贵*, 黄肖凤, 王芳姑, 李小梅 

(海南威尔检测技术有限公司, 澄迈  571924) 

摘  要: 目的  建立高效液相色谱-串联质谱法测定花生中黄曲霉毒素 B1 含量的分析方法。方法  样品经乙

腈水溶液提取, 三氯甲烷反提取后, 正己烷净化, 以水(D)和乙腈(A)作为流动相进行梯度洗脱, 质谱采用多离

子检测模式对黄曲霉毒素 B1 的定量离子和定性离子进行检测。结果  在 0.5~10 ng/mL 范围内线性良好(线性

方程: Y=8.57×103X+312, r>0.999), 黄曲霉毒素 B1 在 1、5、10 μg/kg 3 个水平上进行加标回收试验, 平均回收

率为 93.2%~100.2%, 相对标准偏差为 2.8%~6.9%, 方法检出限为 0.1 μg/kg。结论  该方法经济、快速、准确, 

适合测定花生中黄曲霉毒素 B1 的含量。 
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Determination of aflatoxin B1 in peanut by high performance liquid 
chromatography-tandem mass spectrometry 

WANG Yi-Chen, LIU Qi, WU Xue-Gui*, HUANG Xiao-Feng, WANG Fang-Gu, LI Xiao-Mei 

(Hainan Willtest Technology Co., Ltd., Chengmai 571924, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of aflatoxin B1 in peanut by high performance 

liquid chromatography-tandem mass spectrometry (HPLC-MS/MS). Methods  The samples were extracted by 

acetonitrile aqueous solution, reversed chloroform extraction and n-hexane purification, and eluted with water (D) 

and acetonitrile (A) as mobile phase. Multiple detection mode (MRM) was used to detect quantitative and qualitative 

ions of aflatoxin B1 by mass spectrometry. Results  Within the range of 0.5-10 ng/mL, the linearity was good 

(linear equation: Y=8.57×103X+312, r>0.999). The average recovery rate was 93.2%-100.2%, and relative 

standard deviation (RSD) was 2.8%-6.9% with 3 spiked concentrations of 1, 5 and 10 μg/kg. The limit of detection 

was 0.1 μg/kg. Conclusion  This method is economical, rapid and accurate, which is suitable for the determination 

of aflatoxin B1 in peanut. 
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1  引  言 

黄曲霉毒素广泛存在于自然界中, 主要是黄曲霉和

寄生曲霉的次级代谢产物[1]。黄曲霉毒素是一种剧毒物质, 

具有严重的致癌性、致畸性和致突变性[2], 能够污染谷物、

玉米、大米、花生等多种农作物和食品, 人或动物摄入了

受黄曲霉毒素污染的食物或饲料, 会造成急性中毒死亡或

慢性积累致癌等极严重的危害 [3]。其中 , 黄曲霉毒素
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B1(aflatoxin B1, AFT B1)的毒性最为强烈, 其毒性是氰化钾

的 10 倍, 砒霜的 68 倍[4]。 

黄曲霉毒素耐高温, 通常的加热处理方式对其破坏

很小, 而黄曲霉毒素在食品中的污染非常难预防, 主要是

因为该真菌毒素在食物或食品原料中普遍存在, 而花生尤

为容易产生黄曲霉毒素 B1, 因此建立花生中黄曲霉毒素

B1 准确、快速、经济的检测方法尤为重要。目前黄曲霉毒

素 B1 的检测方法有很多[3,5,6], 包括薄层色谱法和酶联免疫

法[7]、免疫比色法[8]、高效液相色谱法[9-13]、液相色谱-串

联质谱法[14-17], 薄层色谱法灵敏度较低, 一般用作定性及

半定量, 酶联免疫法易出现假阳性或假阴性结果、免疫比

色法灵敏度低、高效液相色谱法通常以保留时间定性, 易

产生假阳性, 且灵敏度较差, 而液相色谱-串联质谱法定性

科学, 定量准确, 灵敏度高, 已逐渐成为黄曲霉毒素的主

要检测方法。本研究样品经提取、浓缩后采用正己烷进行

除脂净化, 液相色谱-串联质谱仪测定黄曲霉毒素 B1 的含

量, 操作简便、快速、回收率高、检出限低、结果准确, 适

用于大批量花生样本中黄曲霉毒素B1的测定, 且完全满足

花生中黄曲霉毒素 B1 的限量要求(20 μg/kg)[18]。 

2  材料与方法 

2.1  仪器、试剂和材料 

Agilent1200-API 3200 高效液相色谱 -串联质谱仪

(Agilent1200, 美国安捷伦科技公司; API 3200, 美国 AB 

Sciex 生物技术有限公司); PL-602 电子天平[梅特勒-托利

多仪器(上海)有限公司]; IKA T18 涡旋混合器(德国 IKA 公

司); HY-3 多功能振荡器(江苏金坛市环宇科学仪器厂); 

LXJ-IIB 低速大容量多管离心机(上海安亭科学仪器厂); 

TTL-DCII 氮吹仪 ( 北京同泰联科技发展有限公司 ); 

Milli-QA10 超纯水机[密理博(上海)贸易有限公司]。 

乙腈(色谱纯, 北京百灵威科技有限公司); 三氯甲烷

(分析纯, 广州化学试剂厂); 正己烷(色谱纯, 北京百灵威科

技有限公司); 实验用水(Milli-QA10 超纯水机制备); 黄曲霉

毒素 B1 标准溶液(2 mg/mL, 农业部环境保护科研监测所)。  

花生样品为海口农贸市场上随机购买的花生仁。 

2.2  试验方法 

2.2.1  提  取 

称取 2 g 粉碎后的花生样品于 50 mL 离心管中, 加入

8 mL 50%乙腈-水溶液(1:1, V:V), 充分涡旋 1 min, 用多功

能振荡器以最大速度振荡 5 min, 加入 1 g氯化钠, 涡旋 30 s, 

促使乙腈和水分层, 4000 r/min 离心 5 min, 取上层清液   

2 mL 于 10 mL 玻璃管中, 在 40 ℃下用压缩空气流吹至近

干后, 加入 1 mL 水, 涡旋 20 s, 加入 2 mL 三氯甲烷, 涡旋

20 s, 4000 r/min 离心 5 min, 弃上层, 取 1 mL 下层溶液在

40 ℃下用压缩空气流吹干。 

2.2.2  净  化 

吹干后的残渣加入 2 mL 正己烷, 涡旋 20 s, 加 1 mL 

10%乙腈水溶液, 涡旋 20 s, 4000 r/min 离心 5 min, 弃上层, 

取下层过滤, 上机分析。 

2.2.3  标准溶液的配制 

黄曲霉毒素 B1 标准使用液配制: 将 2 mg/mL 标准溶

液用乙腈稀释成 100 ng/mL。 

2.3  仪器工作条件 

2.3.1  液相色谱条件 

色谱柱: 安捷伦 Poroshell 120 EC-C18 (50 mm×2.1 mm, 

2.7 µm); 流动相: 乙腈(A)-水(D), 梯度洗脱, 见表 1; 流速: 

0.3 mL/min; 柱温: 40 ℃; 进样体积: 10 μL。 

 
表 1  梯度洗脱方式 

Table 1  Elution gradients 

t/min A/% D/% 

0 10 90 

1 90 10 

4.5 90 10 

4.6 10 90 

9.0 10 90 

 
2.3.2  质谱条件 

离子源模式: 电喷雾离子源(ESI+); 检测方式: 多反

应监测 (multiple detection mode, MRM); 电喷雾电压

(ionspray voltage, IS): 5 kV; 离子源温度 (temperature, 

TEM): 600 ℃; 雾化气压力(ion source gas 1, GS1): 50 psi; 

辅助气压力(ion source gas 2, GS2): 50 psi; 气帘气压力

(curtain gas, CUR): 25 psi; 定性离子对、定量离子对、内

标离子对、去簇电压(declustering potential, DP)、势电压

(entrance potential, EP)、碰撞室入口电压(collision cell ent. 

potential, CEP)、碰撞气能量(collision energy, CE)及碰撞

室出口电压(collision cell exit potential, CXP)见表 2。 
 

表 2  质谱参数 
Table 2  Mass spectrum parameter 

药物名称 离子对/(m/z) DP/V EP/V CEP/V CE/V CXP/V 

黄曲霉毒素 B1 
313.0/285.0* 30 10 18 22 5 

313.0/241.1 30 10 18 38 5 

注: “*”为定量离子对。 
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3  结果与讨论 

3.1  色谱条件选择和优化实验 

采用串联质谱进行测定时, 对于某些化合物, 基质效

应对离子化效率影响较大, 往往导致同一浓度在纯溶剂中

和在基质样液中响应值相差很大, 本实验仅采用正己烷除

脂净化, 因此不可避免的残留一些样品基质。使用常规 C18

柱(150 mm×2.1 mm, 5 μm)为分析色谱柱, 目标出峰处由于

基质效应影响, 离子化效率降低, 信号下降。故选择核壳

柱 Poroshell 120 EC-C18(2.1 mm×50 mm, 2.7 μm), 其填料

由 1.7 μm直径的实心核与 0.5 μm厚的多孔层所构成, 这种

核壳型的颗粒可以提供和亚 2 μm 颗粒类似的高柱效和高

分离效率, 且柱反压只有亚 2 μm 色谱柱的 50%, 相比传统

化的全多孔颗粒, 核壳颗粒具有更窄的粒径分布, 提供了

高柱效、高分离度及低柱压的性能优势。同时, 本实验通

过优化色谱分离条件, 使目标化合物与抑制电离的基质分

离, 极大降低了基质对质谱检测的影响。 

本实验对比了用乙腈+0.5 mmol 乙酸铵(含 0.1%甲酸)

和乙腈+水溶液作为流动相的测试结果 , 发现乙腈+0.5 

mmol 乙酸铵(含 0.1%甲酸)目标物峰型更对称, 乙腈+水目

标物峰型轻微拖尾, 但同浓度相比信号更高, 高出 2 倍, 

二者出峰时间均为 4.3 min, 考虑到盐溶液易滋生微生物污

染仪器, 且长期使用会由于盐析加速仪器的损坏, 因此, 

试验采用乙腈+水作为流动相体系。图 1、图 2 和图 3 分别

为黄曲霉毒素 B1 标准溶液色谱图、加标花生样品和空白花

生样品色谱图。 

3.2  样品前处理净化方式的优化 

样品经 2.2.1 方法提取后, 分别采用免疫亲和柱和正

己烷净化, 发现免疫亲和柱净化操作繁琐、重复性较差[相

对标准偏差(relative standard deviation, RSD)>10%]、而且

成本也较高, 而用正己烷净化, 操作简单、回收率理想, 结

果稳定(RSD<10%), 成本低廉, 结果见表 3。故用正己烷净

化完全能满足实验的要求。 
 

 
 

图 1  5 μg/L 黄曲霉毒素 B1 标准溶液 MRM 色谱图 

Fig.1  MRM chromatogram of 5 μg/L AFT B1 

 
 

图 2  加标(10 μg/kg)花生样品 MRM 色谱图 

Fig.2  MRM chromatogram of peanut at the spiked concentration of 
10 μg/kg 

 

表 3  2 种净化方式在 2 μg/kg 加标水平下的重复性(n=6) 
Table 3  Repeatability of two purification methods at the spiked 

concentration of 2 μg/kg (n=6) 

浓缩方式 RSD/% 

免疫亲和柱净化 13.7 

正己烷净化 5.7 

 

3.3  浓缩方式优化 

实验比较了在 40 ℃条件下用氮气缓缓吹干提取液和

用压缩空气缓缓吹干提取液, 发现二者结果差异不大, 回

收率较稳定, 见表 4。而压缩空气来源经济实惠, 因此实验

选择压缩空气浓缩提取液。 
 

表 4  2 种浓缩方式在不同加标水平下的平均回收率 
Table 4  Average recovery of 2 kinds of concentration methods at 

different spiked concentrations 

浓缩方式 
平均回收率/% 

1 μg/kg 5 μg/kg 10 μg/kg

氮气吹干浓缩 107.3 93.0 100.1 

压缩空气吹干浓缩 100.5 103.2 94.8 

 

3.4  线性范围 

将 100 ng/mL 黄曲霉毒素 B1 标准使用液用 10%乙腈

水溶液稀释成 0、0.5、1、2、5、10 ng/mL 系列标准溶液, 按

上述条件和方法进行分析 , 以标准溶液中黄曲霉毒素

B1(AFT B1)浓度为横坐标X, AFT B1峰面积为纵坐标Y绘制

标准工作曲线(见图 4), 得到回归方程 Y=8.57×103X+312 

(r=0.9997), 结果表明, 在 0.5~10 μg/L 范围内, AFT B1 浓度

和色谱峰面积线性关系良好。 

3.5  方法检出限和定量限 

以色谱峰信噪比 S/N=3 为方法检出限、S/N=10 为方

法定量限, 将加标质量浓度逐级稀释添加于空白样品中测

定信噪比, 最终确定该方法检出限为 0.1 μg/kg、定量限为

0.2 μg/kg。 
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图 3  空白花生样品 MRM 色谱图 

Fig.3  MRM chromatogram of negative peanut 
 

 
 

图 4  黄曲霉毒素 B1 的校准曲线图 

Fig.4  Calibration curve of AFT B1 

 

3.6  回收率和精密度试验 

在阴性花生样品中加入 AFT B1 标准溶液, 加标水平

分别为 1、5、10 μg/kg, 每个水平作 6 个平行样品测定, 结

果见表 5。方法的加标回收率为 93.2%~100.2%, 相对标准

偏差均小于 7.0%。 

3.7  实际样品测定 

从市场采购的 30 份花生样品, 采用本方法进行检测, 

结果显示有 4 份花生检出黄曲霉毒素 B1, 含量分别为

0.21、7.67、10.27 和 2.03 μg/kg。 

 
 

表 5  加标回收率和精密度实验结果(n=6) 
Table 5  Result of spiked recovery and precision (n=6) 

化合物 添加浓度 μg/kg 平均回收率/% RSD/%

黄曲霉毒素 B1

(AFT B1) 

1 100.2 6.9 

5 95.6 6.2 

10 93.2 2.8 

 

4  结  论 

样品采用乙腈溶液提取、三氯甲烷反萃取、压缩空气

吹干浓缩、正己烷脱脂净化后, 经乙腈和水梯度洗脱、色

谱柱 Poroshell 120 EC-C18 分离, 确定了花生中黄曲霉毒素

B1 含量检测的最佳条件。采用三重四级杆串联质谱仪测定, 

外标法定量, 测定花生中黄曲霉毒素 B1 含量。方法简单、

快捷、灵敏、重复性好, 定性、定量准确, 为花生中黄曲

霉毒素 B1 的准确测定提供了新方法。 
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