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高效液相色谱-串联质谱法快速检测银耳中的 

米酵菌酸 

曾令浩 1*, 李思颖 1, 李文倩 1, 李柏衡 2, 岑建斌 1, 区硕俊 1 

(1. 广州检验检测认证集团有限公司, 国家加工食品质量检验中心(广东), 广州  511447;  

2. 广州质量监督检测研究院, 广州  511447) 

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

spectrometry, HPLC-MS/MS)快速检测银耳中的米酵菌酸的方法。方法  样品以甲醇提取后, 超声振荡, 离心

分层, 上清液用甲醇定容。使用空白基质液配置标准曲线对结果进行校正。在优化后的色谱及质谱条件下, 采

用(electron spray ionization, ESI)负离子模式进行电离, 并通过多反应监测(multi-selected reaction monitoring, 

MRM)模式对目标化合物的定量离子和定性离子进行测定。结果  米酵菌酸在 0.50~50.00 μg/L 范围内线性良

好 , 相关系数 r 为 0.9996, 3 个浓度添加水平的平均回收率范围在 80.6%~95.6%之间 , 相对标准偏差为

4.98%~7.21%。方法检出限(limit of detection, LOD)为 5.0 μg/kg, 定量限(limit of quantification, LOQ)为 15.0 μg/kg。

结论  该方法操作简便快速, 回收率高、灵敏度高、精密度好, 适合测定银耳基质中的米酵菌酸。 
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Rapid determination of bongkrekic acid in Tremella by high performance 
liquid chromatography-tandem mass spectrometry 

ZENG Ling-Hao1*, LI Si-Ying1, LI Wen-Qian1, LI Bo-Heng 2, CEN Jian-Bin 1, OU Shuo-Jun 1 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method of rapid determination of bongkrekic acid in Tremella by high 

performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry (HPLC-MS/MS). Methods  The sample was 

extracted with methanol, then it was ultrasonically shaken and centrifuged, and the supernatant was adjusted to 

volume with methanol. The results were calibrated by a blank matrix configuration standard curve. Under optimized 

chromatographic and mass spectrometric conditions, ionization was performed using an electron spray ionization 

(ESI) negative ion mode, and quantitative and qualitative ions of the target compound were determined by a 

multi-selected reaction monitoring (MRM) mode. Results  The linearity of bongkrekic acid was good in the range of 

0.50~50.00 μg/L, and the correlation coefficient r was 0.9996. The average recovery of 3 concentration levels were 

80.6%~95.6%, and the relative standard deviation was 4.98%7.21%. The method of limit of detection (LOD) was 

5.0 μg/kg, and the limit of quantification (LOQ) was 15.0 μg/kg. Conclusion  The method is simple and rapid, it has 
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high recovery rate, high sensitivity and good precision, which is suitable for the determination of bongkrekic acid in 

the Tremella. 

KEY WORDS: high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry; Tremella; bongkrekic acid; 

external standard method 
 
 

1  引  言 

米酵菌酸(bongkrekic acid)具有较强的毒性, 其广泛存

在于发酵食品、变质银耳等食品中[13]。研究表明, 米酵菌

酸是一种脂溶性化合物, 纯净的米酵菌酸易溶于甲醇、乙醚

等有机溶剂, 对热稳定, 对酸性条件和氧化剂不稳定。 

米酵菌酸是椰毒假单胞菌酵米面亚种代谢物的一种[4], 

会损伤食用者的肝脏、脑神经细胞和肾脏[5], 甚至损伤线

粒体[6,7]。我国国标中明确规定银耳中米酵菌酸的含量应小

于 0.25 mg/kg[8,9]。由于银耳的消费主要集中在我国东南部

沿海地区, 且这些地区的人口密度较大, 因此建立一个快速、

稳定的米酵菌酸污染物检测方法对于保证产品安全质量、消

费者健康安全以及生产厂商的生产安全监管尤为重要。 

目前测定米酵菌酸常用的检测方法有: 固相萃取-高

效液相色谱法[1012]、固相萃取-超高效液相色谱-质谱/质谱

法[13]、液相色谱-质谱/质谱法[14]和液相色谱-飞行时间质谱

法[15]。其中液相色谱法较质谱法灵敏度低, 虽然采用了固

相萃取净化, 但对分离度要求仍然较高, 对含量较低样品

无法有效检验。固相萃取净化作为前处理手段可以应用于

不同仪器的检测方法中, 虽然在一定程度上能净化杂质, 

但会对目标物造成一定的损失, 且操作繁琐, 检测成本高, 

同时基质效应仍然明显[13]。而液相色谱-飞行时间质谱法能

对目标物进行更精确的分析, 但仪器成本较高, 难以在一

般实验室应用。本研究建立了高效液相色谱-串联质谱法

(high performance liquid chromatography-tandem mass 
spectrometry, HPLC-MS/MS), 结合空白基质液对结果进行

校正, 且提取过程快速、简便, 无需使用固相萃取柱, 通过

优化仪器参数达到较高灵敏度高, 且结合离子色谱柱分析

时间短。同时方法学参数表明该方法稳定, 重复性好, 适

合银耳中米椒菌素的快速检测, 为后续的相关研究工作提

供了参考。 

2  材料与方法 

2.1  仪器及试剂 

安捷伦 LC1200 高效液相色谱(美国安捷伦科技有限

公司); AB SCIEX 4000 三重四极杆串联质谱仪(上海爱博

才思分析仪器贸易有限公司); TGL-16M\H2050R 高速离心

机(湖南湘仪实验室仪器开发有限公司); IKA MS3 漩涡混

合器(德国 IKA 公司); Biotage TurboVap II 水浴氮吹仪(北

京华仪通泰科技有限公司); Milli-Q 去离子水发生器(美国

Millipore 公司)。 

米酵菌酸标准品(浓度为 1000 mg/L, 美国 Sigma 公

司)、甲醇、乙腈、甲酸(色谱纯, 美国 Fisher 公司); 实验

用水为经 Milli-Q 净化系统过滤的超纯水(电阻率为 18.2 

MΩ•cm)。 

2.2  标准溶液的配制 

标准中间液: 分别准确移取 10 µL 1000 mg/L 的标准

溶液于 10 mL 容量瓶中, 用甲醇定容至刻度, 配制成浓度

为 1 mg/L 的标准中间液。 

标准工作曲线: 分别取上述标准中间液 5、10、50、

100、200、500 µL 于 10 mL 容量瓶中, 用空白基质液稀释

至刻度, 所得标准工作曲线浓度分别为 0.5、1.0、5.0、10.0、

20.0、50.0 µg/L。 

2.3  样品前处理 

称取 1.00 g 试样(精确至 0.01 g)于 50 mL 聚四氟乙烯

具塞离心管, 加入 10 mL 甲醇, 超声 20 min, 涡旋振荡   

1 min, 以 10000 r/min, 离心 5 min。重复提取 2 次, 合并上

清液移至氮吹管中, 在 50 ℃下浓缩至 10 mL 以下, 转移至

10 mL 容量瓶, 用甲醇定容, 过 0.45 µm 有机滤膜, 待测。 

空白试验: 不取样品的情况下, 重复上述步骤, 结果

作为溶剂空白对比。 

2.4  仪器条件 

2.4.1  色谱条件 

色谱柱: Agilent poroshell EC C18 (150 mm×3.0 mm, 

2.7 µm); 流动相 A(含 0.1%甲酸的水溶液)-B(乙腈); 流速: 

0.5 mL/min; 进样量: 10 µL; 柱温: 40 ℃; 等度洗脱: 0~  

7.0 min: 30%A。 

2.4.2  质谱条件 

电离方式: 负模式电喷雾电离源(ESI-); 气帘气气压: 

25 psi; 雾化气气压: 45 psi; 加热辅助气气压: 45 psi; 毛细

管电压: -4500 V; 离子源温度: 450 ℃; 扫描模式:选择反应

监测模式(multi-selected reaction monitoring, MRM)。 

3  结果与分析 

3.1  质谱条件的确定 

米酵菌酸为长链脂肪三元羧酸, 活性基团为羧基, 元

素组成只有 C、H 和 O, 在电喷雾正离子模式下没有响应, 

故在电喷雾负离子模式下进行质谱条件优化。Q1 扫描时出
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现［M-H］-峰, 以［M-H］-作为母离子进行诱导碰撞解离, 

通过子离子扫描得到目标化合物碎片离子信息 , 组成

MRM 离子对。米酵菌酸的特征碎片离子为 m/z 321.3 和

m/z 397.4, 分别为双键重排后的碎片［Ｍ-H-C9H8O3］
-和丢

失 2 个羧基的碎片［M-H-2CO2］
-。然后对 2 组 MRM 离

子对的去簇电压、碰撞能量等参数进行优化, 使分子离子

对的信号达到最强, 选择待测物响应最高的两对分子离子

对, 以响应较强的子离子 m/z 397.4 作为定量离子, m/z 

321.3 作为定性离子。具体的离子采集参数见表 1。 

 
表 1  米酵菌酸目标化合物的质谱采集参数 

Table 1  MS/MS parameters of bongkrekic acid 

母离子(m/z) 子离子(m/z) 去簇电压(DP)/V 碰撞电压(CE)/V

485.2 397.4* 45 26.0 

485.2 321.3 45 27.0 

注: “*”为定量离子。 

 

3.2  色谱柱和流动相的优化 

本实验研究了甲醇-水、乙腈-水和乙腈-0.1%甲酸水溶

液作为流动性的峰型和响应强度。理论上流动相中加入甲

酸 对负模式的响应会造成一定的影响, 但结果发现, 米

酵菌酸乙腈-水体系和甲醇-水体系下的色谱行为较差, 峰

形不好导致响应较低, 而采用乙腈-0.1%甲酸水溶液可以

获得较好色谱峰峰型, 且峰形改善后的响应并没有受到甲

酸的明显抑制。因此, 本研究最终选取乙腈-0.1%甲酸水溶

液为流动相。目标化合物 397.4 质量数的提取离子流图见

图 1。 

 

 
 

图 1  目标化合物 397.4 m/z 的色谱图 

Fig.1  MRM chromatograms of bongkrekic acid at 397.4 m/z 

 

3.3  基质效应 

由于银耳基质比较复杂, 同时考虑到米酵菌酸在质

谱中响应较差, 因此本方法对基质效应进行了考察。用 2.3

的前处理方法对样品进行处理。得到基质溶液, 以此基质

溶液按照 2.2 的方法配制标准工作曲线, 同时用甲醇配制

溶剂曲线。以米酵菌酸的基质曲线的斜率与溶剂曲线的斜

率比值 K 为考察依据, 所得 K 值为 0.26, 低于 0.9, 说明基

质效应明显, 采用空白基质液稀释的外标曲线进行校正后, 

米酵菌酸的回收率均达到分析测定要求。 

3.4  超声时间对回收率的影响 

实验前期探究了提取次数对回收率的影响, 结果发

现, 在一次提取 20 min 时, 回收率达到 80%以上, 而在重

复提取 2 次后, 米酵菌酸的回收率不再呈现明显变化。在

此基础上探究了 1、5、10、15、20、25、30 min 不同超声

时间对银耳中米酵菌素回收率的影响, 实验中往空白的银

耳样品中添加 20 μg/kg 的标准溶液。超声时间与回收率的

关系, 如图 2 所示。可知 20 min 的超声时间能获得较高的

回收率, 延长超声时间对增加回收率不明显。因此本实验

选用 20 min 的超声时间。 

 

 
 

图 2  超声时间与回收率的关系图(n=3) 

Fig.2  Diagram of the relationship between ultrasonic time and 
recovery (n=3) 

 

3.5  线性范围、检出限和定量限 

按照 2.2 的标准溶液配制方法配制系列标准工作曲线

于 HPLC-MS/MS 进行测定。以浓度比(目标物浓度/内标物

浓度)为横坐标(X)和定量离子对峰面积比(目标物定量离子

峰面积/内标物定量离子峰面积)为纵坐标(Y)进行线性回归, 

米酵菌酸的拟合所得线性方程分别为 Y=5740X+2010, 相

关系数 r 为 0.9996。结果表明米酵菌酸标准曲线在

0.50~50.00 μg/L 的浓度范围内呈良好线性。分别以仪器的

信噪比 3 倍测得米酵菌酸的方法的检出限为 5.0 µg/kg 和定

量限为 15.0 µg/kg, 表明方法灵敏度高, 能满足日常分析

测定的要求。 

3.6  精密度、回收率及重复性 

由于目标分析物容易受到污染和样品基质的干扰 , 

因此在对样品进行加标回收实验的同时, 进行空白试验, 

对空白试验平行测定 6 次, 结果均没有检出, 因此对目标

物先进行平行测定 6 次, 分别以 10、20、50 μg/kg 等 3 个

水平的进行加标, 每个水平分别于日内平行测定 6 次。米
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酵菌酸的 3 个添加水平的平均回收率范围在 80.6%~95.6%

之间 , 相对标准偏差(relative standard deviation, RSD)在

4.98%~7.21%之间。方法学结果表明, 该方法回收率及精密

度能达到分析测定的要求。具体结果见表 2。 

 
表 2  米酵菌酸的回收率和精密度(n=6) 

Table 2  Recoveries and RSDs of bongkrekic acid (n=6) 

目标物 
添加水平 
/(μg/kg) 

测得值 
/(μg/kg) 

回收率 
/% 

相对标准偏差
/% 

米酵菌酸 

10 8.06~8.58 80.6~85.8 7.21 

20 17.1~18.3 85.5~91.5 4.98 

50 44.8~47.8 89.6~95.6 5.52 

 

4  结 论 

本 研 究 建 立 了 快 速 测 定 银 耳 中 的 米 酵 菌 酸 的

HPLC-MS/MS 法。以甲醇为提取溶液, 提取过程高效快速, 

避免了固相萃取净化的繁琐操作。同时, 使用空白基质液

稀释的标准曲线法, 对回收率和基质效应进行校正, 回收

率达到日常分析测定的要求同时优化了色谱柱类型和流动

相, 进一步降低了基质效应。目标化合物在 3.5 min 内出峰, 

且峰形良好。方法学结果表明, 本方法操作快速高效、回收

率高、精密度好, 适用于银耳基质中米酵菌酸的日常测定。 
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