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超高效液相色谱-串联质谱法测定食品中脱氧雪腐
镰刀菌烯醇的方法优化 

李文廷 1, 赵  丽 1, 师  真 1, 张瑞雨 1, 范忠吉 3, 栾  杰 2* 

(1. 昆明市疾病预防控制中心, 昆明  650228; 2. 云南省疾病预防控制中心, 昆明  650022;  

3. 大理大学公共卫生学院, 大理  671000) 

摘  要: 目的  优化超高效液相色谱-串联质谱法测定食品中脱氧雪腐镰刀菌烯醇含量的分析方法。方法  样

品经粉碎匀质后, 采用 70%乙腈-甲酸水溶液涡旋浸泡提取, 普瑞邦亲和柱净化, 以乙腈-0.05%氨水作为流动

相, Waters BEH C18 柱(2.1 mm×100 mm, 1.7 μm)进行色谱分离, 超高效液相色谱-串联质谱的多反应监测

(multiple reaction monitoring, MRM)模式进行测定, 内标法定量。结果  脱氧雪腐镰刀菌烯醇在 5.0~150.0 μg/L

范围内具有良好的线性关系(r2=0.9995), 添加回收率为 93.4%~101.6%, 相对标准偏差为 1.41%~3.54%, 质控

样检测值在参考值允许范围内(569±60) μg/kg, 具有较好的重现性和准确度。结论  本研究提升了脱氧雪腐镰

刀菌烯醇的检测能力, 该方法准确、可靠、便捷, 可满足实验要求。 
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Optimization of determination of deoxynivalenol in foods by ultra 
performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry 
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ABSTRACT: Objective  To optimize the method for determination of deoxynivalenol in foods by ultra 

performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry. Methods  After crushing and homogenizing, the 

sample was extracted with 70% acetonitrile formic acid aqueous solution by vortex immersion and purified by 

PriboLab affinity column. The mobile phase was acetonitrile-0.05% ammonia. Waters BEH C18 (2.1 mm×100 mm, 

1.7 μm) was used for chromatography separation. Then it was determined by ultra performance liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry with multiple reaction monitoring mode and quantitative analyzed by 

internal standard method. Results  Deoxynivalenol had a good linear relationship (r2=0.9995) in the concentration 

range of 5.0~150.0 μg/L. Addition recovery rate was 93.4%–101.6%, and relative standard deviation was 

1.41%–3.54%. The control sample detection value has a good reproducibility and accuracy within the allowable range 
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of reference values (569±60) μg/kg. Conclusion  This study can improve the detection ability of deoxynivalenol. 

This method is accurate, reliable and convenient, and can meet the requirements of experiment. 

KEY WORDS: deoxynivalenol; quality control sample; ultra performance liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry 
 
 

1  引  言 

脱氧雪腐镰刀菌烯醇(deoxynivalenol, DON)又称呕吐

毒素, 主要由禾谷镰刀菌(F. graminearum)和黄色镰刀菌(F. 

culmorum)等产生[1,2], 污染范围包含小麦、大麦、燕麦、玉

米等谷物[3]。DON 是最常见的一类污染性真菌毒素, 会引

起食欲下降、呕吐、腹泻、发烧、站立不稳和反应迟钝等

急性中毒症状[4], 严重时损害造血系统造成死亡[5], 可促

进免疫细胞凋亡并抑制免疫细胞增长 [6], 还可导致食管

癌、贫血、克山病等疾病, 另外 DON 对免疫系统有影响, 有

明显胚胎毒性和一定致畸作用[7]。DON 严重威胁到了人类

健康, 世界各国对 DON的污染制定了相应的标准限量, 我

国 GB 2761-2017《食品安全国家标准 食品中真菌毒素限

量》[8]规定了谷物及其制品的 DON 限量标准为 1000 μg/kg。 

目前, DON 的检测方法主要有薄层色谱测定法(thin 

layer chromatography, TLC)[9]、酶联免疫吸附法(enzyme 

linked immunosorbent assay, ELISA)[10]、气相色谱法(gas 

chromatography, GC)[11]、高效液相色谱法(high performance 

liquid chromatography, HPLC)[12,13]、高效液相色谱-串联质

谱法(ultra performance liquid chromatography- tandem mass 

spectrometry, UPLC-MS/MS)[14,15]。食品中 DON 的标准检

测方法为国家标准 GB 5009.111-2016《食品安全国家标准 

食品中脱氧雪腐镰刀菌烯醇及其乙酰化衍生物的测定》[16], 

第 1 法为同位素稀释液相色谱串联质谱法, 但该方法样品

前处理较为复杂、灵敏度较低、方法准确性不高, 因此本

研究采用超高效液相色谱-串联质谱法对 2018~2019 年国

家食品安全风险监测的样品进行多毒素的检测以及实验间

DON 质控样的比对分析, 并对 DON 检测中的操作事项进

行总结探讨, 改善 DON 的检测方法, 优化实验条件参数, 

减少 DON 的检测误差, 以期为有效检测食品中脱氧雪腐

镰刀菌烯醇提供参考。 

2  材料与方法 

2.1  仪  器 

TSQ Quantum Access Max 超高效液相色谱-串联质谱

( 美 国 Thermo Scientific 公司 ); XS205DU 分析天 平     

(0.1 mg~220 g, 瑞士 Mettler Toledo 公司); KQ-500DE 数控

超声波清洗器(昆山市超声仪器有限公司); Reax top 涡旋混

匀仪(德国 HEIDOLPH 公司); PriboFast Multi-Toxin IAC 免

疫亲和净化柱、PriboFast MFC226 多功能净化柱(Pribolab

中国公司); 3H16RI 智能台式高速冷冻离心机(湖南赫仪器

装备有限公司)。 

2.2  试剂与材料 

STD#3102DON 标 准 物 质 (100 µg/mL) 、

STD#3101U13C15-DON 同位素内标(25 µg/mL, Pribolab 中

国公司); 甲醇、乙腈(色谱纯, 美国 Sigma-Aldrich 公司); 

甲酸(分析纯, 广州化学试剂厂); 实验中所用水为 Arium 

pro D1 纯水处理终端机产生的去离子水。 

国家食品安全风险监测样品: 由云南省 16 州市疾病

预防控制中心采样送检, 包含大米、茶叶、面食制品; DON

比对质控样(A201903, B201903)(浙江省疾病预防控制中

心); 已知质控样(M15361D)(美国 Romer Labs 公司)。 

2.3  实验方法 

2.3.1  样品前处理 

精确称量 1~5 g 经粉碎匀质的监测样品(精确到 0.01 g)

于 50 mL 离心管中, 加入 20 mL 乙腈-水-甲酸(70:29:1, 

V:V:V), 加入 20 μL DON 同位素内标工作液, 涡旋 5 min, 

超声提取 20 min, 涡旋振荡提取 30 min, 转移至高速冷冻

离心机以 10000 r/min 离心 15 min, 移取上清液进行以下一

种操作。 

(1) 普通样品: 量取定量溶液, 稀释样品溶液中乙腈

含量为 20%, 0.22 μm 过滤备测。 

(2) 基质复杂样品如玉米、小麦、婴幼儿辅食等: 量

取定量溶液过多功能净化柱, 氮气吹干后用 20%乙腈水溶

解, 0.22 μm 过滤, 涡旋溶解备测;  

(3) 基质复杂含有色素样品如茶叶等: 量取定量溶液

先氮气吹干, 用水溶解后过免疫亲和净化柱, 依次用 PBS

缓冲液及纯水清洗, 用甲醇洗脱并收集洗脱液, 再次氮气

吹干, 加 20%乙腈水溶解, 0.22 μm 过滤, 涡旋溶解备测。 

2.3.2  标准溶液的配制 

将 DON 标准母液用乙腈稀释为 2.0 μg/mL 的中间液, 

进一步用 20%乙腈水稀释至 1.0 μg/mL 标准使用液, 精确

量取一定体积标准使用液于 10 mL 容量瓶中, 配制浓度范

围 5.0~200.0 ng/mL 标准系列, 用 20%乙腈定容。将 DON

同位素内标用乙腈稀释为 0.5 μg/mL 工作液, 分别避光储

存于20 ℃条件下。 

2.3.3  色谱条件 

Waters BEH C18 柱(2.1 mm×100 mm, 1.7 μm), 柱温

40 ℃, 流动相为梯度洗脱: A 相为乙腈, B 相为 0.05%氨水溶

液, 流速为 0.3 mL/min, 样品进样体积 15 μL, 检测运行时
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间12.0 min。洗脱程序为: 0~1.0 min, 98%~98%B; 1.0~1.5 min, 

95%~80%B; 1.5~5.0 min, 80%~75%B; 5.0~5.5 min, 
75%~0%B; 5.5~8.2 min, 0%B; 8.2~8.5 min, 0%~95%B; 
8.5~12.0 min, 95%~80%B。 

2.3.4  质谱条件 

离子源: 电喷雾离子源; 电离方式: 负离子模式; 多离

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

温度 500 ℃, 离子喷雾电压为2500.0 V, 屏蔽气为 40 psi。 

3  结果与分析 

3.1  质谱条件的优化 

将 DON 及同位素内标分别用乙腈稀释至质量浓度

500 μg/L, 以 10 μL/min 的流速在负离子模式进行一级质谱

寻找目标化合物的母离子, 二级质谱选取强度最高的碎片

离子作为定量离子, 强度次高的离子作为定性离子, 寻找

过程中仪器自动优化质谱参数, 数据如表 1 所示。 

 
表 1  DON 及同位素内标在 MRM 模式下检测的质谱参数 
Table 1  DON and isotope internal standards detected in 

 MRM mode 

真菌毒素 
母离子 
(m/z) 

子离子 
(m/z) 

保留时间
/min 

锥孔电压
/V 

碰撞能
/V 

13C-DON 310.0 279.0 3.37 17 17 

DON 294.7 
265.0* 

3.40 
15 15 

138.0 35 35 

注: *为定量离子。 

 

3.2  样品提取溶剂的选择 

分别考察了有机溶剂与水不同体积混合作为提取溶

剂的提取实验, 提取溶剂中都含有体积比为 1%的甲酸, 利

用已知质控样进行实验分析, 实验结果如图 1 所示, 70%乙

腈水的提取效率为最高达到 98%, 而纯水最低为 25%, 因

此实验处理选择了 70%乙腈水作为样品的提取溶剂。 

3.3  样品净化柱的选择 

不同基质样品需选择不同净化柱净化, 分别考察了

华安麦科、普瑞邦、Romer 亲和柱对 DON 标准物质的柱

效、不同样品加标回收及质控样的检测分析, 实验结果如

表 2 所示, 样品的基质对净化柱的选择起关键作用, 3 种亲

和柱并无较大差异, 普瑞邦的净化效果相对较好, 选择使

用范围较广, 茶叶基质只能选择亲和柱, 因此实验中选择

了普瑞邦的亲和柱及净化柱。 

 

 
 

图 1  样品的提取率(n=4) 

Fig.1  Efficiency of sample extraction (n=4) 
 

3.4  备测样品乙腈含量的确定 

样品经提取净化后, 备测样品溶液中乙腈含量较高

导致 DON 色谱峰出现溶剂效应, 与乙腈含量成正比关系, 

DON 标准物质色谱峰如图 2~5 所示, 12.5%时的峰型及响

应较好, 25%时色谱峰已出现前移趋势, 50%已经出现严重

分裂情况, 100%时原时间位置峰已基本完全前移, 说明样

品中含有较高浓度的乙腈对 DON 检测项目具有较严重的

溶剂效应。 

3.5  线性关系、回收率、精密度及质量控制 

标准系列溶液由低到高浓度依次进样检测, 以 DON 色

谱峰与对应内标色谱峰的峰面积比值为纵坐标, 质量浓度为

横坐标绘制标准曲线图, 在 5.0~150.0 μg/L 范围内有较好的

线性关系 , 线性方程为 Y=0.072X+0.078, 相关系数 r2 为

0.9995, 检出限为5.0 μg/kg, 定量限为15 μg/kg, 灵敏度较高。 

对面条样品添加 3 种浓度水平进行加标回收实验, 每

种进行 6 个水平测定, 如表 3 所示, 回收率为 93.4%~ 

101.6%, 相对标准偏差为 1.41%~3.54%, 说明该方法具有

较好回收率, 样品精密度较高, 重现性较好。 

 
表 2  净化效果/% (n=3) 

Table 2  Effect of purification/% (n=3) 

样品名称 

华安麦科亲和柱 普瑞邦亲和柱 普瑞邦净化柱 Romer 亲和柱 

柱效 
回收率
/RSD 

质控准确率 柱效 
回收率
/RSD 

质控准确率 柱效
回收率
/RSD 

质控准确率 柱效 
回收率
/RSD 

质控准确率

大米 

95/0.57 

91/1.24 

92/1.38 97/0.34 

94/0.98

94/0.96 96/0.46

95/1.06

95/1.14 95/0.48 

93/1.15 

93/1.47 面条 92/1.15 94/1.04 95/1.12 93/1.12 

茶叶 90/2.34 93/1.89 0/0 91/1.89 
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图 2  50 μg/L DON 标准含 12.5%乙腈的色谱图 

Fig.2  Chromatogram of 50 μg/L DON standard containing 12.5% acetonitrile 
 

 
 

图 3  100 μg/L DON 标准含 25%乙腈的色谱图 

Fig.3  Chromatogram of 100 μg/L DON standard containing 25% acetonitrile 
 

 
 

图 4  200 μg/L DON 标准含 50%乙腈的色谱图 

Fig.4  Chromatogram of 200 μg/L DON standard containing 50% acetonitrile 
 

 
 

图 5  400 μg/L DON 标准含 100%乙腈的色谱图 

Fig.5  Chromatogram of 400 μg/L DON standard containing 100% acetonitrile 

 
准确称取 M15361D 质控样, 分别依据 3 种样品前处

理方法处理 , 如表 4 可以看出 , 质控样检测值 (543~    

586 μg/kg)均在标准证书参考值允许范围内(569±60) μg/kg, 

样品处理的准确度较高。 

3.6  实际样品的测定 

根据上述方法对所送检的样品进行 DON 检测, 实验

室间的 DON 比对检测值分别为 208 μg/kg 和 954 μg/kg。
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81 件面条及面条制品有 98.8%的检出率 ,  含量范围为

15.2~664 μg/kg, 均未超过标准限值。36 件谷物中有 27.8%的

DON检出率, 含量范围为15.2~664 μg/kg, 均未超过标准限值。 

 
表 3  DON 的加标回收率(n=6) 

Table 3  Recoveries of DON (n=6) 

名称 
添加量
/(μg/kg) 

实测值
/(μg/kg) 

回收率 
/% 

相对标准偏差
/% 

DON 

10 9.34 93.4 3.54 

20 20.32 101.6 2.39 

40 38.72 96.8 1.41 

 
表 4  准确度数据/(μg/kg) (n=6) 

Table 4  Accuracy data/(μg/kg) (n=6) 

名称 

净化方法 
滤头 多功能净化柱 免疫亲和净化柱

质控样 DON 测定值 586 554 543 

参考值范围 509~629 

 

4  结论与讨论 

通过提取溶液体系及净化体系的优化, 建立了回收

率好、准确度高的食品中 DON 的检测方法, 经过已知质控

样、实验室间质控样比对、监控样品及样品加标回收率的

测定, 样品的检测未出现偏离误差, 与国家标准方法具有

一致的检测结果。此方法对于痕量及不确定度较高的样品

分析具有较高的准确度, 方法便捷, 可靠, 在实际检测工

作中具有指导意义, 有效提高样品的检测效率。 
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