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高效液相色谱和液相色谱串联质谱技术在检测 
苹果制品中展青霉素的研究进展 

李金宝* 
(胶州市综合检验检测中心, 胶州  266300) 

摘  要: 展青霉素是一种有害的真菌毒素代谢物, 主要对人类的中枢神经系统造成影响, 且对消化系统和肾

脏也造成不同程度的毒害影响。展青霉素在食品中的污染是世界各地普遍存在的问题, 尤其在苹果汁、苹果

脯、苹果蜜饯、苹果酱等食物中。考虑到它的毒性和广泛性, 很多管理机构对食品基体中展青霉素的含量做

出了严格的限制。因此控制展青霉素污染对于保障食品安全具有重要意义。目前液相色谱技术是苹果制品中

展青霉素的主要检测方法。本文系统地总结了检测苹果制品中展青霉素的前处理方法, 并综述了高效液相色

谱和液相色谱联用质谱技术在苹果制品中展青霉素检测的最新研究进展。 
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Research progress of high performance liquid chromatography and liquid 
chromatography tandem mass spectrometry for the determination of 

penicillin in apple products 
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ABSTRACT: Penicillin is a harmful mycotoxin metabolite, which mainly affects the central nervous system of 

human beings, and also causes varying degrees of toxic effects on the digestive system and kidneys. The 

contamination of penicillin in food is a common problem all over the world, especially in apple juice, preserved 

apples, apple preserves, apple sauce and other foods. Considering its toxicity and extensiveness, many regulatory 

agencies have imposed strict limits on the content of penicillin in the food matrix. Therefore, controlling penicillin 

pollution is of great significance to ensure food safety. At present, liquid chromatography is the main detection 

method for penicillin in apple products. This paper systematically summarized the pretreatment methods for the 

detection of penicillin in apple products, and reviewed the latest progress in the detection of penicillin in apple 

products by high performance liquid chromatography and liquid chromatography-mass spectrometry. 
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1  引  言 

展青霉素(4-羟基-4H-呋喃并[3,2-C]吡喃-2(6H)-酮), 

又称棒曲毒素, 被发现于 1940 年左右, 是一种广泛存在于

食品中的真菌毒素。据报道, 它是 60 多种真菌的代谢产

物 [1], 尤其以青霉菌最为常见[2]。通常情况, 大家最关注的
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是苹果软腐和青霉腐病后展青霉菌滋生导致的展青霉素污

染[3], 因此展青霉素的检测主要集中在苹果制品, 像苹果

汁、苹果脯、苹果蜜饯、苹果酱等。除了苹果, 山楂、香

蕉、桑葚、樱桃等水果, 杏仁、核桃、花生、榛子、奶酪、

麦芽、饲料和谷物胚芽等食品中均有报道含有展青霉素。

因此, 含有上述原料的食品基体均有可能受到霉菌污染, 
并导致痕量展青霉素的残留。 

展青霉素是一种极性不饱和内酯类小分子化合物 , 
摩尔质量为 154.12 g/mol。由于其具有较强的亲电性质, 展
青霉素可以与亲核的巯基和氨基化合物发生作用形成复合

物进而影响生物体的正常机能[4], 例如色氨酸、谷胱甘肽、

蛋白质等[5]。展青霉素可以导致水肿、恶心、胀气、惊厥、

充血、溃疡、肠道出血等消化泌尿系统损伤等急性症状, 同
时也有免疫毒性、神经毒性、遗传毒性、致畸、致癌等慢

性症状[4,5]。 
其严重危害性和污染的广泛性, 引起了很多国家相

关管理机构就展青霉素污染问题高度重视, 同时对食品基

体中展青霉素的含量做出了严格的限制 [6]。欧盟 EC 
1881/2006 文件中也将各种食品基体中展青霉素残留上限

做出了严格的限定: 果汁和酒精饮料中为 50 μg/L, 固态苹

果产品中为 25 μg/L, 婴儿食品中更加严格为 10 μg/L[7]。中

国是世界上最大的浓缩苹果汁生产商和出口商, 因此在

GB 2761-2017《食品中真菌毒素限量》国家标准中规定含

有苹果或者山楂组分的果汁或者酒中展青霉素的上限为

50 μg/L[8]。因此对于苹果制品中展青霉素的检测具有重要

意义。 
考虑到展青霉素的毒性和广泛存在, 可靠的高灵敏

检测方法对于展青霉素污染的控制至关重要[9]。国内外学

者针对展青霉素检测做了大量的工作, 报道了各种食品基

体中展青霉素的准确定量方法, 比如薄层色谱法(thin layer 
chromatography, TLC) [10] 、 气 相 色 谱 质 谱 法 (gas 
chromatography mass spectrometry , GC-MS)[11]、高效液相

色谱法(high performance liquid chromatography, HPLC)[12]、

液相色谱质谱法(liquid chromatography mass spectrometry, 
LC-MS) [13]、毛细管电泳法(capillary electrophoresis, CE) 

[14]、常压敞开式质谱法(atmospheric open mass spectrometry, 
AMS) [15]等。其中, 应用最广泛的是高效液相色谱法和液

质联用法, 也是我国国标 GB 5009.185-2016《食品中展青

毒素的测定》[16]中采用的方法。因此, 本文对近些年液相

色谱技术在苹果制品中展青霉素检测中的应用加以总结, 
包括高效液相色谱法和液相色谱联用质谱法, 以期为展青

霉素的检测技术的进一步发展提供参考。 

2  高效液相色谱法 

由于展青霉素在 275 nm 紫外波长有很强的吸收, 所
以非常适合高效液相色谱紫外检测器进行分析检测[17]。展

青霉素是一个极性小分子化合物, 在反相色谱中有一定的

保留。因此, 高效液相色谱法中流动相通常采用极性有机

相混合高比例的水相。 
2000 年, 美国分析家协会发布了基于液相色谱紫外

检测器的苹果汁和苹果酱中展青霉素的官方方法[18], 这个

方法影响深远, 目前还在使用。在这个方法中, 苹果清汁

直接用于乙酸乙酯的萃取, 而苹果浊汁和果酱则需要经过

果胶酶的预处理再进行萃取。萃取后再用碳酸钠溶液处理

中和去除酸性物质, 无水硫酸钠干燥后氮吹浓缩, 最后进

样检测。该方法经过 14 个实验室的联合验证, 方法的重复

性和重现性相对标准偏差分别为 8%~35%和 11%~36%, 方
法精密度很好。但该方法也有缺陷: 如基体中的 5-HMF 分

子会干扰展青霉素的准确定量, 紫外检测器特异性差难以

准确确认展青霉素分子, 有机溶剂消耗量大, 实验材料需

求量大[19]。因此, 在此基础上的改进方法层出不穷。为了

简化处理步骤, 降低展青霉素在碱性条件下的分解, Iha 等
[20]以乙酸乙酯萃取后直接进样检测, 省去了 Na2CO3 中和

和 Na2SO4 干燥步骤。液相色谱流动相也由水和乙腈变为

无毒的水和乙醇体系, 优化后的方法具备简单、快速、经

济、实用、灵敏等优点。此外基于分散液液微萃取(dispersive 
liquid-liquid microextraction, DLLME)的方法也被用于果汁

的前处理过程中[21], 这个方法中萃取溶剂氯仿和分散溶剂

乙腈混匀后同时注入苹果汁样品当中, 氯仿在乙腈的帮助

下会在果汁中分散形成微小的液滴, 进而增大萃取表面积, 
萃取动力学速度增大, 展青霉素的分散平衡可以很快完成, 
经过系统的条件优化, 方法的检出限可以低到 4.0 μg/L。 

为了进一步拓展萃取溶剂的选择范围, Maham 等[22]

开发了二元萃取溶剂的分散液液微萃取体系。以高密度氯

仿和低密度乙酸乙酯混合溶液作为萃取溶液, 其密度大于

水, 经过萃取离心后, 取出沉积于底部的萃取剂用于后续

的色谱分析, 方法的检出限可以达到 2.0 μg/L。与 DLLME
方法的缺点相同, 都采用了有毒的高密度萃取溶剂氯仿, 
还需要的蒸发浓缩过程。Li 等[23]则开发了单液滴液液液微

萃取体系, 用于多种苹果汁样品中展青霉素的检测, 10 mL
苹果汁样品中加入 0.1 g 氯化钠, 然后用 1.5 mL 乙酸乙酯

进行预富集, 5 μL 纯水液滴悬挂于乙酸乙酯中进行微萃

取。一步完成了 2 次富集净化, 可以极大的降低背景干扰, 
方法检出限低至 0.5 ng/mL。 

离子液体是一种强极性溶剂, 它与水和各种有机溶

剂都不互溶, 是传统有机溶剂的良好替代品。Mohammadi
等[24]将[HMIM][PF6]离子液体用于 DLLME 中的萃取溶剂, 
实现了较好的富集效果, 方法检出限低至 0.15 μg/kg。在萃

取前使用了果胶酶和淀粉酶来降低干扰提高萃取效率, 同
时采用基于中心复合设计的响应面方法来优化萃取参数。

由于离子液体本身就带有电荷, 质谱兼容性差, 所以只能

用于液相色谱方法检测。Abu-Baka 等[25]则开发了一种快速
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简便的盐析涡旋液液微萃取的方法。在果汁中加入的盐可

以提高萃取效率, 涡旋震荡形成的乳液可以加快萃取过程, 
萃取时间短仅需要 45 s, 同时有机溶剂消耗少仅需要  
200 μL, 省去了离心分离的过程。 

固相萃取技术具有时间消耗少、有机溶剂用量低而日

益引起重视。Li 等[26,27]采用传统的 C18 萃取柱来检测果汁

中的展青霉素, Katerere 等[28]采用了硅胶作为固相萃取材

料检测干苹果圈中的展青霉素, 发现果胶酶的酶促反映会

增加溶液的 pH 值, 进而影响方法的回收率。Karakose 等[29]

则用 HLB 萃取柱来纯化乙酸乙酯提取物, 经过液相萃取

和固相萃取双重纯化, 方法的灵敏度得到了很大提高, 检
出限低至 9.66×10-3 ng/g。Maragos 等[30]则采用 MycoSep® 
228 AflaPat 萃取柱来纯化果皮丹的乙腈/水提取物。大样本

数据筛查显示, 展青霉素污染物检出率高达 39%, 这个结

果又经高效色谱串联质谱法进一步验证。这些文章的结果

表明, 固相萃取方法相比液相萃取方法样品需求量少, 有
机溶剂消耗量低, 回收率高, 可靠性高, 分析时间短, 环
境友好。Katerere等[31]设计实验进一步验证了这个结论, 他
们采用了 3 种固相萃取材料(HLB、硅胶和 MycoSep® 228 
AflaPat)与液液萃取方法对比, 其中硅胶材料在方法有效

性方面表现最佳。Wu 等[32]设计了一种基质固相萃取的方

法来同时分离和富集展青霉素, 通过对比实验发现其效果

明显优于乙酸乙酯的液相萃取方法和氰基硅胶的固相萃取

方法。Zhou 等 [33]制作了聚乙烯吡咯烷酮材料(polyvinyl 
pyrrolidone material, PVPP-F)填充的固相萃取柱, 并将其

用 于 中 国 产 苹 果 和 山 楂 产 品 的 分 析 , 与 商 品 化 的

MycoSep® 228 AflaPat 材料相比, 他们的 PVPP-F 材料成本

更低。Shirasawa 等[34]合成了环糊精与 4,4'-亚甲基双(异氰

酸苯酯)交联的高分子材料, 并将其用于样品前处理, 该材

料很新颖, 但是方法的灵敏度并不是很理想。Giovannoli
等[35]利用不同配比的 16 种单体、4 种交联剂和 4 种致孔剂

制备了 256 种不同的高分子固相萃取材料, 用于展青霉素

的富集。经过系统的筛选, 最终发现一种氯仿中制备的甲

基丙烯酸-季戊四醇三丙烯酸酯高分子材料富集效果最好, 
3 个浓度水平的回收率在 64%~83%。石墨烯是一种二维平

面材料, 它巨大的表面积非常适合作为一种前处理固定

相。Wang 等[36]制备了氧化石墨烯和磁性纳米的复合材料

用于展青霉素的富集, 因为展青霉素与其表面的 π-π 作用

发生而吸附, 其他极性化合物由于亲水作用而保留在溶液

中。在萃取之后, 这种纳米复合材料能够在外界磁场作用

下与基体分离, 再用乙酸解析附进行检测, 方法的检出限

可以达到 2.3 ng/g。Yu 等[37]制备了一种新型苯并呋喃-2-
羧酸修饰的磁性纳米固相萃取材料, 经过系统地优化后 
40 mg 材料可以实现 50 mL 果汁的有效富集, 较强的氢键

相互作用使富集倍数可以高达 100 倍。 
典型的固相萃取过程缺点是没有很好的选择性, 在

复杂基体中这将是一个严重的问题。为了增强固相萃取的

选择性 , 展青霉素的分子印记材料应运而生。Khorrami  
等[38]用吲哚酮作为模板分子制作了高分子印迹材料。材料

采用甲基丙烯酸作为功能单体, 乙二醇二甲基丙烯酸酯作

为交联剂, 偶氮二异丁腈为引发剂, 混合均匀后通过自由

基引发聚合。聚合后, 洗掉印迹材料中的模板分子, 研碎

填充入固相萃取柱供后续使用。该材料对展青霉素表现出

很好的选择性, 可以有效的降低干扰。因为研磨过程可能

会损害特异性识别位点, Zhao 等[39]则通过表面接枝聚合的

方法在硅胶表面来制备印迹材料, 采用 6-羟基烟酸作为模

板分子通过 4步制备材料, Scatchard分析表明材料表面有 2
种结合位点, 由于材料较低的接枝效率和亲和力, 这种材

料的富集效果不是很理想。Yang 等[40]同样采用吲哚酮作为

模板分子, 通过溶胶-凝胶法在硅胶基地上聚合材料。静态

和动态吸附实验表明, 这样制备的分子印记材料有很好的

亲和力和选择性, 吸附速率快容量高(2.81 mg/g), 这种印

迹材料可以用于食品基体的在线富集和色谱检测。最后建

立的分子印迹固相萃取-高效液相色谱法富集倍数达到 125
倍, 检出限低至 0.5 mg/L。这种假模板合成方法以低选择

性为代价可以克服分子泄漏问题[41]。Lhotska 等[42]则建了 3
种商品化不同分子印迹材料固相萃取方法, 并详细的比较

离线和在线萃取的优势和劣势, 如图 1 所示: 在线富集方

法具有自动化程度高, 节约时间, 人为误差小, 溶剂消耗

少的优势; 离线富集方法具有检出限低, 回收率高, 富集

倍数高的优势。Lucci 等 [43]用商品化的分子印迹材料与

QuEChERS、C18 做了对比实验, 结果表明分子印记材料有

更高的回收率 , 更好的准确度和更低的基质干扰。

Marsol-Vall 等[44]用 QuEChERS 方法检测了苹果浊汁、苹

果酱、苹果酒、苹果酸奶、苹果脯等 24 种样品, 在 40 °C
柱温下用 UPLC 进行分离检测, 建立了快速的分析方法, 
灵敏度低至 0.4 ng/g 。 Sadok 针对草莓样品建立了

QuEChERS 方法, 定量限为 5 μg/kg, 并按照欧盟标准进

行了方法验证[45]。 

3  液相色谱质谱方法 

高效液相色谱紫外检测器方法具有仪器成本低、重现

性好、定量准确度高的优点, 但是其选择性差, 在反相色

谱中保留行为相似的物质像 5-HMF 会引起很强的干扰。为

了克服这个问题, 一些梯度洗脱的方法可以解决, 但是样

品分析时间会延长。质谱在食品分析的诸多领域都有这很

广泛的应用, 液质联用仪器可以将液相色谱的分离能力与

质谱的鉴定能力很好的结合起来。 
Sewram 等[46]建立了基于 HPLC/APCI-MS/MS 的检测

方法, 其检出限可以达到 4 g/L。苹果汁经过美国分析家协会

推荐的前处理方法后, 直接进入离子阱进行检测。作者尝试

了正负两种模式下的信号相应, 选定负模式用于后续实验。 



1350 食 品 安 全 质 量 检 测 学 报 第 11 卷 
 
 
 
 
 

 

 
 

图 1  在线固相萃取示意图[39] 
Fig.1  Schematic diagram of online SPE 

 
后来, Takino 等[47]对比了 APCI 和 APPI 2 种离子源对于苹

果汁样品的检测结果, 因为 APPI 离子源离子化能量低, 可
以选择性离子化一些低离子势的分子, 因此质谱背景信号

低, 目标物信号相应强, 基质干扰弱。样品经过溶剂萃取

后, 通过 C18 柱在线富集, 最后进入质谱检测, 方法的灵敏

度得到显著提高。Zhang 等[48]开发了一种甲苯作为掺杂剂

辅 助 的 液 相 色 谱 — 大 气 压 光 离 子 质 谱 (Liquid 
chromatography-atmospheric pressure light ion mass 
spectrometry, LC-APPI-MS/MS)方法, 来提高光离子化效

率, 进而提高灵敏度。同时, 同位素内标的使用大大简化

了样品制备的步骤。最后, 该方法成功的用于苹果清汁、

苹果酱、苹果类婴儿食品, 均得到了较好的灵敏度。 
电喷雾离子源是液相色谱质谱联用技术中最常用的

离子源, Rosinska 等[49]开发了一种高效液相色谱-电喷雾串

联质谱(high performance liquid chromatography-electrospray 
tandem mass spectrometry, HPLC-ESI-MS/MS)方法, 用子

离子 108.7 作为定量离子, 80.8 作为定性离子。与高效液相

色谱 -紫外检测法相比 , 该方法的灵敏度高 10 倍。

Christensen等[50]建立了 HPLC-ESI-MS/MS 方法, 实现了展

青霉素和 33 中农药的同时检测。考虑到展青霉素的化学稳

定性, 方法中采用乙酸缓冲溶液进行样品萃取。结果表明

在人工注射真菌感染的苹果样品中, 果核感染样品的毒素

浓度是果皮感染样品的 2 到 5 倍。传统的硅胶固相萃取也

用于苹果和苹果汁乙酸乙酯提取液的净化中[51], 样品回收

率分别为 76%~84%和 102%~108%。值得注意的是, 处理

后样品溶液质谱信号仍然有一定的基质抑制作用。借助固

相萃取良好的重复性, Yang 利用 MycoSep® 228 AflaPat, 
HLB 和硅胶 3 种材料建立了针对苹果、山楂和西红柿样品

的液相色谱 - 电喷雾串联质谱 (liquid chromatography- 
electrospray tandem mass spectrometry, LC-ESI-MS)方法[52]。

他们还将管内固相微萃取(in-tube solid phase microextraction, 
IT-SPME)技术用于果汁样品预处理中。在选定了吸附相后

装入 Carboxen 1006 毛细管, 被萃取的展青霉素可以经流

动相解吸附后进入仪器检测。由于萃取材料巨大的表面积, 
建立的 IT-SPME 方法灵敏度比直接进样高 83 倍[53]。另外, 
这个萃取进样过程可以实现完全的自动化 , 整个流程   
30 min 以内就可完成。Yang 等[54]利用商品化的 96 孔板建

立了一种简单快速的前处理方法, 可以有效去除基质干扰, 
方法在 4 个浓度水平的回收率高达 91.6%~95.7%。De-Smet
等[55]分子印迹技术引入到液相色谱质谱方法开发当中。他

们选用了 3 种展青霉素的结构类似物(2-羟基烟酸、5-茚满

醇、3-羟基苯二甲酸酐)作为印迹模板, 后续的交叉反应实

验证明其选择性明显优于 C18 吸附填料。Zhao 等[56]则选择

2-吲哚酮和 6-羟基烟酸作为双模板分子合成了分子印迹固

相萃取材料, 实际样品的回收率为 81.3%~106.3%。该方法

的基质去除效果要优于 QuEChERS 类方法, 并且材料的重

复利用性好, 9 次使用后回收率仍然有 71.2%。 
Desmarchelier 等[57]将改进的 QuEChERS 方法用于液

相色谱质谱方法开发, 萃取和分散步骤跟经典方法一样, 
最后一步纯化中加入了十八烷基修饰硅胶。这个方法的真

实性经过能力验证测试, 可信度为 99%, Z 值为-0.1。同样

Vaclavikova 等[58]在样品经过 QuEChERS 方法萃取后进一

步通过 MycoSep® 228 固相萃取柱纯化来降低基质干扰, 
方法的可靠性经过能力验证测试, Z 值为+0.3。Song 等[59]

利用 HLB 萃取柱建立了基质匹配外标法, 实现了展青霉

素、双酚 A、黄曲霉毒素和赭曲霉素的同时检测, 结果发

现不同基体中同一物质的标准曲线的斜率不一样, 这说明

即便经过固相萃取优化, 基质的抑制作用还是存在的。因

此, 实际应用中具体方法的建立需要根据不同基体的情况

分别考虑。针对基质问题, Seo 等[60]采用同位素内标来降低

基质效应, 具体实验将乙酸乙酯提取后的样品用 HLB 萃

取柱进一步纯化, 纯化效率通过柱后注射测试验证, 还进

行了化学计量学不确定性评估, Horwitz 方程结果表明这个

方法符合计量学要求。前面所有的报道中, 展青霉素都是
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在质谱负模式进行检测, 因为其正模式下信号相应很低。

但 Malysheva 等[61]则设计了新的方法实现了其在正模式下

的高灵敏度检测, 主要的改进是采用流动相 H2O:0.2 mol/L 
NH4HCO3 (Ph=10): methanol (30:5:65, V:V:V)。在碱性的条

件下, 高强度的展青霉素甲醇加和物用于后边的定量分

析。这个方法的一大优势就是在正模式下实现了展青霉素

和其他毒素的同时检测。 
液相色谱质谱联用的检测方法提供了很高的选择性

和检测灵敏度, 但是不可否认仪器造价高是制约其进一步

推广的重要因素。 

4  总  结 

展青霉素是我国国标中限量的 6 种真菌毒素之一, 受
其污染的食物严重威胁人类身体健康。经过多年的探索, 
高效液相色谱法和液相色谱质谱联用方法在检测展青霉素

方面取得了可喜的进展。高效液相色谱法有很好的重复性

和精密度, 但是选择性差; 液质联用法对于复杂体系由有

很好的选择性, 很高灵敏度, 不过受制于仪器价格昂贵, 
样品分析成本高。除此之外, 一些基于光谱、电化学等等

快速筛查技术发展较好。未来快速筛查与准确定量技术的

结合, 将会为食品安全提供更有力的保障。 
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