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超高效液相色谱-串联质谱法测定米粉和 

河粉中的米酵菌酸 

曾雪芳, 刘嘉飞, 王立亚, 齐春艳, 叶靖怡, 梁旭霞, 雷  毅* 

(广东省食品检验所, 广州  510435) 

摘   要 : 目的   建立超高效液相色谱 -串联质谱法 (ultra performance liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry, UPLC-MS/MS)测定河粉和米粉中米酵菌酸(bongkrekic acid, BA)的含量。方法  试样经提取、净

化、浓缩及过滤后, 以 0.1%甲酸水和乙腈作为流动相进行梯度洗脱, 采用电喷雾离子源负模式检测, 外标法

定量。基于米酵菌酸色谱和质谱行为的研究, 对其仪器测定条件进行优化, 并对优化后的方法进行方法学验

证。结果  米酵菌酸在 1~100 μg/L 浓度范围内线性良好, 相关系数大于 0.999。在 2 种基质不同加标浓度下, 回

收率 80.6%~104.8%, 相对标准偏差小于 5%。米酵菌酸在 2种基质中的检出限为 0.1 μg/kg, 定量限为 0.2 μg/kg。

结论  方法灵敏度高、专属性好、准确可靠, 适用于米粉和河粉基质中米酵菌酸的测定。 
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Determination of bongkrekic acid in rice noodles and fried rice noodles by 
ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry 

ZENG Xue-Fang, LIU Jiang-Fei, WANG Li-Ya, QI Chun-Yan, YE Jing-Yi, 
LIANG Xu-Xia, LEI Yi* 

(Guangdong Institute of Food Inspection, Guangzhou 510435, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of bongkrekic acid (BA) in rice noodles and 

fried rice noodles by ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry (UPLC-MS/MS). Methods  

After the samples were extracted, purified, concentrated and filtered, 0.1% formic acid water and acetonitrile were 

used as mobile phase for gradient elution. The samples were detected by electrospray ion source negative mode (ESI-) 

and quantified by external standard method. Based on the study of the chromatographic and mass spectrometric 

behaviors of BA, the conditions of its instrumental determination were optimized, and the optimized method was 

validated. Results  BA had a good linearity in the concentration range of 1100 μg/L, and the correlation coefficient 

was greater than 0.999. Under the different spiked concentrations of two substrates, the recoveries were 80.6%104.8%, 

with the relative standard deviations were less than 5%. The limits of detection of 2 matrices were 0.1 μg/kg, and the 

limits of quantification were 0.2 μg/kg. Conclusion  This method has high sensitivity, good specificity, accuracy and 

reliability, which is suitable for the determination of BA in rice noodles and fried rice noodles . 
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1  引  言 

米酵菌酸是由椰毒假单胞菌酵米面亚种产生的一种

可引起食物中毒的毒素[1], 食入后经消化道吸收、经血液

散布全身后可损伤人的肝脏、脑、肾及心脏等器官[2], 严

重者可致死亡。美国《食品毒理学》报道, 米酵菌酸的人

体致死剂量为 1~1.5 mg[3], 即一个体重 60 kg 的成年人(血

液总量约为 4200~4800 mL), 血液中米酵菌酸的含量达到

200~300 μg/L 即可达到致死剂量。据报道, 米酵菌酸的食

物中毒事件主要发生在印尼[4,5]、中国[68]和非洲的莫桑比

克[9], 食用发酵的椰浆制品(印尼)以及发酵玉米面制品、变质

鲜银耳及其他变质淀粉类制品是引起中毒的主要原因[10]。

1953 年至今, 米酵菌酸导致的食物中毒在我国影响人数

2370 人, 死亡人数达到 911 人, 其中, 2018 年在广东的河源

和东莞发生的米粉/河粉中毒事件致 10 人中毒, 5 人死亡。 

目前, 针对米酵菌酸的检测, 常用的方法包括液相色

谱法和液相色谱-串联质谱法。现行的食品安全国家标准

GB 5009.189-2016[11]采用高效液相色谱法测定银耳及其制

品、发酵米面及其制品等食品中的米酵菌酸, 方法灵敏度

不足且前处理试剂消耗量大、过程繁琐耗时, 周霞等[12,13]

针对现有的标准对前处理方法进行优化以提高检测效率, 

此外, 周鹏等[1416]采用液相色谱-串联质谱法测定银耳和

婴幼儿配方米粉中的米酵菌酸以提高检测的灵敏度和特异

性, 缩短分析时间。目前, 尚未有相关的研究文献涉及米

粉和河粉类别的基质, 且现有的文献对米酵菌酸的质谱行

为研究涉及较少。 

本研究针对现行标准和研究存在的不足, 基于超高

效液相色谱-三重四极杆质谱联用技术, 建立了米粉和河

粉中米酵菌酸残留量的检测方法, 探索性地开展米酵菌酸

色谱和质谱行为的研究, 以期为米酵菌酸检测标准的修订

提供参考。 

2  材料与方法  

2.1  仪器与试剂 

UPLC H-CLASS/XEVO TQ-SMICRO 超高效液相色

谱-串联三重四极杆质谱仪(美国 Waters 公司); KQ-500DE

数控超声波清洗器 (东莞科桥超声波设备有限公司 ); 

MULTIFUGE X3R 离心机(美国 Thermo 公司); SUPELCO 

VISIPREP 24TM DL 固相萃取装置(德国 Merk 公司); AUTO 

EVA-60 自动氮吹仪(美国 Reeko 公司)。 

米酵菌酸标准品(纯度 97.2%, 美国 Sigma-Alorich 公

司); 甲醇(HPLC 级, 德国 Merk 公司); 甲酸(HPLC 级, 上

海阿拉丁生化科技股份有限公司); 乙酸铵(HPLC 级, 美国

Thermo 公司); 甲酸铵(HPLC 级, 上海麦克林生化科技有

限公司 ); 甲酸 (LC/MS 级 , 美国 Thermo 公司 ); 乙腈

(LC/MS 级, 德国 Merk 公司); 氨水(分析纯, 上海试剂有限

公司); 实验用水为一级水。 

混合型阴离子交换柱: 60 mg, 3 mL 或相当者, 使用前

分别用 5 mL 甲醇和 5 mL 水淋洗, 并保持柱体湿润。 

2.2  使用方法 

2.2.1  色谱条件 

色谱柱: ACQUITY UPLC HSS T3(2.1 mm×100 mm,  

1.8 μm); 柱温: 40 ℃; 进样量: 1 μL; 流速: 0.3 μL/min; 流动

相: 0.1%甲酸水溶液(A)和乙腈(B), 梯度洗脱程序见表 1。 

 
表 1  米酵菌酸的测定梯度洗脱程序 

Table 1  Gradient elution program of bongkrekic acid 

时间/min A/% B/% 

0.00 70 30 

1.00 70 30 

4.00 5 95 

5.00 5 95 

5.10 70 30 

7.00 70 30 

 
2.2.2  质谱条件 

离子源: 电喷雾离子源(electrospray ionization, ESI); 

检测方式: 多反应监测(multiple reaction monitoring, MRM); 

扫描方式: 负离子模式; 毛细管电压: 3.0 kV;  干燥气温

度: 550 ℃; 干燥气流量: 1000 L/h; 锥孔气流量: 50 L/h; 

其他质谱参数见表 2。 

 
表 2  米酵菌酸质谱参数 

Table 2  Chromatogram parameters of bongkrekic acid 

化合物 母离子(m/z) 子离子(m/z) 锥孔电压/V 碰撞能量/V

米酵菌酸 485.3 
397.2* 30 18 

441.3 30 10 

注: *为定量离子。 

 

2.2.3  标准工作曲线配制 

1.0 mg/mL 米酵菌酸标准溶液: 准确移取 0.1 mL 标准

溶液于 10 mL 容量瓶中, 甲醇定容, 配制成 1 mg/L 的标准

溶液中间液, 分别移取适量的标准溶液中间液用 50%乙腈
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水稀释定容, 配制成浓度为 1、2、5、10、20、50 μg/L 的

标准工作溶液。 

2.2.4  样品前处理方法 

(1) 样品提取 

样品经粉碎后, 准确称取 5.00 g 于 50 mL 离心管中, 

加入 15 mL 甲醇-氨水溶液(80 mL 甲醇, 加入 1.0 mL 氨水, 

加水定容到 100 mL)室温下置于暗处浸泡 1 h 后, 超声提取

30 min, 8500 r/min 离心 5 min, 取上清液, 待净化。 

(2) 样品净化 

混合型阴离子交换柱经活化后, 将上清液全部转移

到已活化的固相萃取柱中, 依次用 5 mL 水和 5 mL 甲醇淋

洗, 真空抽干后, 用 6 mL 2%甲酸-甲醇溶液洗脱, 收集洗

脱液, 于 40 ℃水浴中氮吹至近干, 加入 1 mL 初始流动相

定容, 涡旋溶解, 0.22 μm 滤膜过滤后进样分析。 

3  结果与分析 

3.1  质谱条件的优化 

3.1.1  扫描方式的选择 

米酵菌酸的分子式为 C28H38O7, 是含有 3 分子游离羧

基的长链不饱和脂肪酸(图 1), 容易丢失质子而带上负电

荷, 因此选用负离子模式进行检测。 

 

 
 

图 1  米酵菌酸的化学结构 

Fig.1  Chemical structure of bongkrekic acid 
 

3.1.2  定性、定量离子对的选择 

米酵菌酸通过“MS Scan”模式扫描得到的一级质谱图

见图 2a, m/z 485.2 为米酵菌酸失去 1 个质子形成的分子离

子[M-H]-, m/z 441.1 为[M-H]-失去中性小分子 CO2 形成的

碎片离子。米酵菌酸通过“Daughters”模式扫描得到的二级

质谱图见图 2b, 主要的碎片离子为 m/z 441.3 和 m/z 397.2, 

两者的丰度较大且稳定性较好, 分别为[M-H]-失去一分子

CO2 和两分子 CO2 而形成, 米酵菌酸含有 3 个游离羧基, 

仅依靠质谱手段难以确证 2 个碎片离子的准确结构。 

采用 “MRM”模式在 m/z 485.3→m/z 441.3 和 m/z 

485.3→m/z 397.2 下对多份米粉和河粉样品进行监测, 相

同条件下, 离子对 m/z 485.3→m/z 441.3 更易受基质的干扰, 

且碎片离子m/z 441.3在未施加碰撞电压时(“MS Scan”模式)

即存在, 表明其可能是米酵菌酸在离子化过程中由于受热

等外界条件的影响形成的降解产物, 将其选为定量离子可

能影响定量的准确度。离子对 m/z 485.3→m/z 397.2 的响应

虽然较 m/z 485.3→m/z 441.3 稍差, 但灵敏度可以满足检验

要求, 且其受基质干扰程度较更小, 因此将 m/z 397.2 定为

定量离子, m/z 441.3 定为定性离子。 

3.1.3  毛细管电压的优化 

以定量离子对 m/z 485.3→m/z 397.2 的响应(峰面积)

为指标, 对质谱毛细管电压进行优化, 结果发现随着毛细

管电压的增加, 响应增强, 最终确定毛细管电压为 3.0 kV。 

3.2  色谱条件的优化 

3.2.1  流动相组成的优化 

基于相关的文献报道, 在相同的梯度条件下, 以乙腈作

为有机相, 比较了不同组成的水相(0.1%氨水溶液, 10 mmol/L

乙酸铵溶液, 5 mmol/L 甲酸铵+0.1%甲酸溶液, 0.1%甲酸溶

液)对米酵菌酸色谱行为和质谱行为的影响。 

从色谱行为分析(图 3), 在碱性流动相中(图 3a~b), 米

酵菌酸保留减弱, 出峰时间早, 峰形轻微拖尾。流动相中添

加甲酸(图 3c~d), 即在酸性流动相中, 米酵菌酸保留增强, 

出峰时间推迟, 峰形对称性更好。由于米酵菌酸的分子结构

中含有 3 个游离羧基, 酸性流动相抑制了米酵菌酸的电离, 

使其以分子形式存在, 在反相固定相中的保留增强, 且减少

了与固定相中残存硅醇基的结合, 有助于改善峰形。 

从质谱行为分析, 文献报道中均提出“碱性流动相促

进米酵菌酸电离, 增强米酵菌酸响应”[16]、“甲酸抑制米酵

菌酸的电离, 灵敏度较低”[14], 但实验结果表明, 流动相中

添加甲酸, 米酵菌酸的质谱响应增强(峰面积增大)。通过比

较酸性流动相(0.1%甲酸)和碱性流动相(0.1%氨水)下米酵

菌酸的一级全扫描质谱图可以发现, 负离子模式下, 米酵

菌酸在酸性流动相(图 4)中主要以 m/z 485.2548([M-H]-, 理

论值 485.2539)和 m/z 441.2649([M-COO-H]- , 理论值

441.2641)存在 , 在碱性流动相 (图 5)中则主要以 m/z 

220.1278、m/z 441.2647 和 m/z 485.2543 存在, 其中 m/z 

220.1278 为双电荷离子, 且其与 m/z 441 和 m/z 485 的主要

二级碎片离子基本相同, 推测 m/z 220.1278 为米酵菌酸失

去 2 个 质 子 和 一 分 子 CO2 形 成 的 双 电 荷 离 子

[M-COO-2H]2-( 理 论 值 220.1281) 。 [M-H]- 的 响 应 较

[M-COO-2H]2-和[M-COO-H]-更低, 提示在碱性流动相中, 

米酵菌酸更易以电离状态存在, 导致其更易受高温等外界
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条件(离子源中)的影响而脱去 CO2 形成[M-COO-H]-, 甚至

形成双电荷的[M-COO-2H]2-, 即碱性条件下[M-H]-并非最

合适的母离子。基于上述实验事实, 当监测离子对为 m/z 

485.3→m/z 397.2、m/z 441.3 时, 酸性流动相比碱性流动相

质谱响应更高, 综合洗脱和峰形等色谱行为, 选择 0.1%甲

酸作为水相。 

 

 
 

图 2  a: 米酵菌酸一级全扫描质谱图(扫描范围 50~650 m/z); b: 米酵菌酸二级质谱图(碰撞能 15 V) 

Fig.2  a: Fullscan mass spectrum of bongkrekic acid (scanning range was 50~650 m/z); b: Daughters scan mass spectrum of bongkrekic acid 
(collison energy was 15 V) 

 

 
 

注: a: 0.1%氨水; b: 10 mmol/L 乙酸铵; c: 5 mmol/L 甲酸铵+0.1%甲酸; d: 0.1%甲酸。 

图 3  不同组成的水相对米酵菌酸色谱行为的影响 

Fig.3  Effect of different compositions of mobile phase on the chromatographic behavior of bongkrekic acid 
 

 
 

图 4  米酵菌酸一级全扫描高分辨质谱图(0.1%甲酸) 

Fig. 4  Fullscan high resolution mass spectrum of bongkrekic acid in 0.1% formic acid 
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图 5  米酵菌酸一级全扫描高分辨质谱图(0.1%氨水) 

Fig. 5  Fullscan high resolution mass spectrum of bongkrekic acid in 0.1% ammonia 
 

3.2.2  流动相梯度的优化 

实验考察了不同梯度洗脱程序对米酵菌酸色谱和质

谱行为的影响, 结果表明, 不同的梯度洗脱程序对米酵菌

酸的质谱响应影响差异不大, 但会显著影响米酵菌酸的保

留, 结合实际样品的进样分析, 优化梯度洗脱程序(表 1), 

使得基质中的干扰对米酵菌酸的影响降至最低, 且尽可能

缩短分析时间, 提高效率。 

3.3  前处理方法优化 

实验比较了上清液(“2.2.4(1)样品提取”)是否经过旋

蒸对米酵菌酸回收率的影响, 结果发现, 上清液直接净化

以及上清液于 60 ℃水浴旋至约 3 mL 后再净化(依据 GB 

5009.189-2016)2 种方式下米酵菌酸的回收率无明显差异

(前者平均回收率 87.3%, 后者平均回收率 86.6%), 因此在

实际工作中, 可以根据提取溶剂的体积决定是否需要旋蒸

以减少净化步骤的耗时。 

3.4  基质效应考察 

分别以初始比例流动相和米粉、河粉空白样品溶液

(空白样品按照 2.2.4 处理所得)作为溶剂配制米酵菌酸的标

准溶液和基质溶液, 比较两者的平均响应值(基质效应=标

准溶液响应值/基质溶液响应值×100%), 结果表明米粉和

河粉基质对米酵菌酸的测定几乎不存在基质效应(表 3)。 

 
表 3  米酵菌酸的基质效应(米粉、河粉)结果 

Table 3  Results of Matrix effect 

基质 
米酵菌酸响应值(平均峰面积, n=6) 

基质效应/%
标准溶液 基质溶液 

米粉 1196 1231 102.9 

河粉 1034 959 92.7 

 

3.5  方法学验证 

3.5.1  检出限、定量限与线性范围 

米酵菌酸在 1~100 μg/L 浓度范围内线性良好, 相关

系数大于 0.999。 

本方法米粉和河粉中米酵菌酸的检出限为 0.1 μg/kg, 

定量限为 0.2 μg/kg, 定量限浓度水平 6 次平行测定的平均

回收率为 98.0%, RSD%为 3.7%。 

3.5.2  方法回收率与精密度 

本研究对米粉和河粉基质进行3水平的添加回收率实验

和精密度实验, 结果(表 4)表明方法的准确度和精密度良好。 
 

表 4  米酵菌酸回收率结果(n=6) 
Table 4  Results of recovery (n=6 ) 

基质 添加水平(μg/kg) 回收率范围% RSD% 

米粉 

0.2 92.2~104.8 4.9 

1 81.6~91.4 3.9 

2 83.2~91.9 3.3 

河粉 

0.2 91.5~101.1 3.7 

1 80.6~84.6 2.1 

2 81.9~90.7 3.9 

 

4  结  论 

本研究建立了超高效液相色谱-串联质谱法用于米粉

和河粉中米酵菌酸的含量测定。与国标方法相比, 采用液

质联用法可以提高定性的准确度以及检测的灵敏度, 缩短

分析时间。基于灵敏度的提高可以调整前处理过程的取样

量与提取溶剂用量, 大大减少了试剂消耗量, 提高了检测

效率。本研究通过对米酵菌酸的色谱和质谱行为的探索性

研究, 发现与 ESI 负模式检测的一般规律不同, 在酸性流

动相(0.1%甲酸)中, 米酵菌酸的质谱响应更强, 与其他采

用碱性流动相的同类型文献相比, 本研究建立的方法可以

进一步提高检测灵敏度。此外, 在酸性流动相中米酵菌酸

的峰型更佳, 且保留较强, 更易于通过调整色谱条件使其

与基质中的干扰物质有效分离, 减少基质效应。本研究建

立的方法适用于米粉和河粉基质中米酵菌酸的测定, 方法

灵敏度、精密度和准确度均较好, 为米酵菌酸国家标准方

法增加液相色谱-质谱/质谱法提供参考依据。 
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