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超高效液相色谱-三重四极杆质谱联用法同时测定
粮谷类食品中的 5种真菌毒素 

张淑琼* 
(厦门市食品药品质量检验研究院, 厦门  316012) 

摘  要: 目的  建立一种一步式净化柱净化、超高效液相色谱-三重四极杆质谱联用法同时测定粮谷类食品中

黄曲霉毒素 B1、B2、G1、G2、玉米赤霉烯酮 5 种真菌毒素的分析方法。方法  以 84%(V: V)乙腈作为提取溶

剂, 样品经均质后经一步式多功能净化柱净化后进超高效液相色谱-三重四极杆质谱联用仪, 利用 C18 色谱柱

分离, 采用电喷雾离子源(electrospray ionization, ESI)和多反应监测模式(multiple reaction monitoring mode, 

MRM), 在正、负离子模式下同时进行定性定量测定。结果  5 种真菌毒素目标分析物在各自的质量测定浓度

范围内, 线性相关系数良好(相关系数 r2＞0.999), 方法定量限为 0.10～4.00 µg/kg, 加标回收率为 73.5%～

112.5%, 相对标准偏差小于 15%。结论  该方法前处理操作简便, 灵敏度高, 定性定量准确, 可满足对粮谷类

产品中多种真菌毒素同时检测的要求。 
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Simultaneous determination of 5 kinds of mycotoxins in the grain by ultra 
performance liquid chromatography-triple quadrupole mass spectrometry 

ZHANG Shu-Qiong* 
(Xiamen Institute for Food and Drug Quality Control, Xiamen 316012, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for simultaneous determination of 5 mycotoxins including aflatoxin 

B1, B2, G1, G2 and zearalenone in the grain by ultra performance liquid chromatography-triple quadrupole mass 

spectrometry. Methods  Grain samples were extracted by 84% (V: V) acetonitrile solution. Samples were 

homogenized, and then the extracts were further purified by one-step clean-up columns. Five types of mycotoxins in 

the samples were determined by ultra performance liquid chromatography-triple quadrupole mass 

spectrometry(UPLC-MS/MS) with C18 chromatographic column separation, electrospray ionization(ESI) source and 

multiple reaction monitoring mode (MRM) under the positive and negative ions mode at the same time. Results  All 

of 5 types of mycotoxins had a good linear relationship (r 2＞0.999). The quantitative limit of the method was 

0.104.00 μg/kg, the recoveries were from 73.5% to 112.5%, and the relative standard deviations(RSDs) were less 

than 15%. Conclusion  The proposed method is fast, accurate and sensitive, which can be applied for the 

simultaneous determination of aflatoxin B1, B2, G1, G2 and zearalenone in the grain samples. 
KEY WORDS: ultra performance liquid chromatography-triple quadrupole mass spectrometry; grain; mycotoxins; 

one-step clean-up 
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1  引  言 

真菌毒素(mycotoxins)是曲霉菌(Aspergillus)、青霉菌

(Penicillium)、镰刀菌(Fusarium)等可产毒的真菌在一定环

境条件下的次级代谢产物, 研究表明这些真菌毒素对人体

具 有 生 物 毒 性 [1] 。 常 见 的 真 菌 毒 素 有 黄 曲 霉 毒 素

(aflatoxin) 、玉米赤霉烯酮 (zearalenone) 、赭曲霉毒素

(ochratoxin)、脱氧雪腐镰刀菌烯醇(deoxynivalenol)、伏马

毒素(fumonisin)、杂色曲霉素(sterigmatocystin)、展青霉素

(patulin)以及桔青霉素(citrinin)等。粮谷类食品是我国食品

消费中的重要部分, 但粮谷类作物在种植和贮藏期间容易

受到真菌的污染, 导致真菌毒素污染情况普遍存在[2]。其

中小麦、玉米、花生、大米、高粱和大豆等粮谷类食品受

真菌毒素污染的情况更为严重[3]。 
由于真菌毒素摄入可能对人体造成的各种慢性和急

性效应, GB 2761-2017《食品安全国家标准食品中真菌毒素

限量》[4]对食品中黄曲霉毒素 B1、玉米赤霉烯酮等 6 种真

菌毒素的限量标准进行了规定。目前, 对真菌毒素进行检

测的方法有酶联免疫法 (enzyme linked immunosorbent 
assay, ELISA)[5-7] 、 薄 层 层 析 色 谱 法 ( thin layer 
chromatography, TLC)[8]、气相色谱法(gas chromatography, 
GC)[9,10] 、 高 效 液 相 色 谱 法 (highperformanceliquid 
chromatography,HPLC)[11,12]、高效液相色谱串联质谱法

(high performance liquid chromatography tandem mass 
spectrometry, HPLC-MS/MS)[13-15] 等。免疫亲和柱净化

-HPLC 法和 LC-MS/MS 是近年来真菌毒素检测的常用方

法, 可用于大多数真菌毒素的分析。LC-MS/MS 方法将样

品通过液相色谱系统进行分离, 在质谱中通过母离子与定

性、定量子离子的筛选进行定性、定量检测, 因而具有稳

定可靠、灵敏度高等特点。但其在真菌毒素分析中应用时

通常需要使用免疫亲和柱进行样品的净化, 免疫亲和柱价

格昂贵, 且只能针对单一真菌毒素进行样品净化, 因而使

得检测方法目标单一。本研究建立了一种净化方法简便、

测定准确灵敏的一步式净化柱净化超高效液相色谱-三重

四极杆质谱联用同时测定粮谷产品多种真菌毒素的方法, 
可降低检测成本, 增加检测通量, 实现对粮谷类食品中多

种真菌毒素的同时准确检测。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

1290-6470 超高效液相色谱-三重四极杆质谱联用仪

(美国 Agilent 公司); CT293 旋风式样品磨(丹麦 FOSS 分析

仪器公司); AH30 均质器、AutoEVA-20Plu 全自动氮吹浓缩

仪(厦门睿科公司); TGL-10C 高速离心机(上海安亭科学仪

器公司 ); MS3 蜗旋混匀器 (德国 IKA 公司 ); Milli-Q 

Tntegral3 超纯水纯化系统(美国 Millipore 公司)。 
乙腈中黄曲霉毒素 B1、B2、G1、G2 混合溶液标准物

质(美国 o2si 标准品公司); 甲醇中玉米赤霉烯酮溶液标准

物质(国家粮食局科学研究院)。 
乙腈、甲醇(色谱纯, 德国默克公司); 冰乙酸、乙酸铵

(分析纯 , 国药集团); MycoSep®226 多功能净化柱(美国

ROMER 公司); 黄曲霉免疫亲和柱、玉米赤霉烯酮免疫亲

和柱(3mL, 美国 Beacon 公司)。实验用大米、玉米样品购

于当地超市。 

2.2  实验方法 
2.2.1  标准溶液的配制 

准确移取黄曲霉毒素 B1、B2、G1、G2 混合溶液标准

物质 1.0 mL 及甲醇中玉米赤霉烯酮溶液标准物质 1.0 mL
于 10 mL 容量瓶中, 用乙腈定容至刻度, 配制成混合标准

溶液, 其中黄曲霉毒素 B1、G1 浓度为 100 ng/mL, 黄曲霉

毒素 B2、G2 浓度为 30 ng/mL, 玉米赤霉烯酮的浓度为   
2.0 µg/mL。使用时, 将混合标准溶液用初始流动相逐级稀

释配制成系列标准溶液。 
2.2.2  样品前处理 

(1) 试样制备 
用旋风式样品磨将粮谷类样品粉碎, 过筛, 使其粒径

小于 2 mm, 混合均匀后缩分至 100 g。 
(2)提取 
取 840 mL 乙腈加入 160 mL 水, 混匀, 配制成 84%  

(V: V)乙腈溶液。称取样品两份各 25.0 g, 加入 100mL 84%
乙腈水溶液, 均质 3 min, 6000 r/min 离心 10 min。 

(3)净化 
取离心后的上清液 8 mL, 加入 80 μL 冰乙酸后, 转移

至净化柱玻璃管中。将净化柱推杆插入玻璃管, 使样品液

通过净化柱得到净化后样液。取净化后样液 4 mL, 45 ℃氮

气吹干, 400 μL 初始流动相复溶。0.22 μm 滤膜过滤, 进样。 
2.2.3  液相色谱条件 

色谱柱: ZORBAX Eclipse Plus C18(2.1mm×100 mm, 
1.8 µm); 流速: 0.4 mL/min, 柱温: 40 ℃, 进样量: 4 µL; 流
动相: A: 5 mmol/L 乙酸铵-水溶液, B: 甲醇, 梯度洗脱: 0～
0.5 min, 由 20%(V: V, 下同) B→40% B; 0.5～4.5 min, 40% 
B→45% B; 4.5～5.0 min, 45%B→95%B; 5.0～10.0 min,  
95%B; 10.0～10.1 min,  95% B→20% B, 后运行 3 min。 
2.2.4  质谱条件 

喷射流离子聚焦电喷雾离子源(electrospray ionization, 
ESI), 正、负离子同测, 多重反应监测模式; 离子源温度: 
300 ℃; 干燥气流速: 7 L/min; 雾化气压力: 40 psi; 鞘气温

度: 350 ℃; 鞘气流速: 11 L/min; 毛细管电压: 3500 V; 电
子倍增器电压: (+)400 V, (–)200 V。 
2.2.5  标准曲线绘制 

将混合标准溶液用初始流动相逐级稀释配制成系列
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标准溶液, 浓度分别为黄曲霉毒素 B1、G1: 0.20、0.50、1.00、
2.00、5.00 ng/mL, 黄曲霉毒素 B2、G2: 0.06、0.15、0.30、
0.60、1.50 ng/mL, 玉米赤霉烯酮: 2.0、4.0、10.0、20.0、
40.0 ng/mL。标准溶液在优化后的液相、质谱条件下进样, 
以待测真菌毒素的浓度 X 为横坐标, 待测真菌毒素峰面

积 Y 为纵坐标, 绘制标准曲线。 

3  结果与分析 

3.1  质谱条件的选择 
配制 1µg/mL 的 5 种真菌毒素标准溶液, 采用两通直

接进样, 质谱 ESI 电离源分别在正、负离子模式下工作, 考
察 5 种待测真菌毒素的响应。结果表明, 黄曲霉毒素 B1、

B2、G1、G2 在 ESI+电离源下产生 [M+H]+正离子, 而 ESI-

模式下未出现一级质谱峰; 玉米赤霉烯酮在 ESI-电离源下

产生 [M-H]-负离子。因而在实验中质谱选择正、负离子同

测的方法进行测定, 对黄曲霉毒素 B1、B2、G1、G2 和玉米

赤霉烯酮分别选用 ESI+和 ESI-作为离子化模式。分别以

m/z 313.2、315.2、329.2、331.2 和 317.1 为母离子进行二

级碎裂 , 优化毛细管出口电压 (fragmentor)和碰撞电压

(collision energy)等质谱参数, 并确定各待测组分两个丰度

最高的子离子, 以各自组分丰度最高的子离子为定量离子, 
另一子离子为定性离子。黄曲霉毒素 B1、B2、G1、G2 和

玉米赤霉烯酮母离子、定性定量离子对及毛细管出口电压

(fragmentor)和碰撞电压(collision energy)等参数见表 1。在

优化条件下, 5 种真菌毒素混合标准溶液的液相色谱-质谱

总离子流图见图 1。 

 
表 1  5 种待测真菌毒素的质谱参数及条件 

Table 1  Parameters and conditions of mass spectrometry for 5types of target mycotoxins 

化合物 母离子 
(m/z) 

子离子 
(m/z) 

驻留时间/ 
ms 

毛细管出口 
电压/V 

碰撞电压/ 
V 

极性模式 

黄曲霉毒素 B1 
(AFT B1) 

313.2 285.1* 25 160 23 positive(ESI+) 

313.2 241.1 25 160 30 positive(ESI+) 

黄曲霉毒素 B2 

(AFT B2) 

315.2 287.1 25 150 20 positive(ESI+) 

315.2 259.1* 25 150 25 positive(ESI+) 

黄曲霉毒素 G1 

(AFT G1) 

329.2 311.1 25 160 24 positive(ESI+) 

329.2 243.1* 25 160 30 positive(ESI+) 

黄曲霉毒素 G2 

(AFT G2) 

331.2 313.1* 25 160 22 positive(ESI+) 

331.2 245.1 25 160 38 positive(ESI+) 

玉米赤霉烯酮 
(ZEN) 

317.1 175.0* 25 190 25 negative(ESI-) 

317.1 130.8 25 190 33 negative(ESI-) 

注: *为定量离子 
 
 

 
 

图 1  5 种真菌毒素混合标准溶液总离子流图 
Fig.1  Total ion current chromatograms of 5 types of mycotoxins 
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3.2  提取条件的优化 

提取效率的高低直接影响样品回收率的高低和实际

样品测定的准确性。本实验的目标真菌毒素为 5 种, 因而

更需兼顾各种目标真菌毒素的提取效率。黄曲霉毒素的基

本结构中有二呋喃环和氧杂萘邻酮, 而玉米赤霉烯酮是一

种酚的二羟基苯酸的内酯结构, 5 种真菌毒素均不溶于水。

根据目标真菌毒素的性质和粮谷类样品基质的特点, 实验

考察了乙腈、甲醇、乙酸乙酯、丙酮 4 种提取溶剂对 5 种

真菌毒素的提取效果。实验显示甲醇、乙腈对各种真菌毒

素均有较好的提取效率 , 明显高于其他几种提取剂 , 甲
醇、乙腈还可降低水的介电常数, 导致具有表面水层的生

物大分子脱水, 相互聚集, 最后析出, 从而达到沉淀蛋白

的作用。实验结果显示乙腈的提取效率略优于甲醇。为保

证净化步骤样品与净化介质间充分的接触, 在提取溶剂中

加入一定比例的水样, 使样品净化时保持较好的浸润性。

经过优化最终选择 84%(V: V)乙腈溶液作为提取液, 对 5 种

目标待测真菌毒素都取得了良好的提取效率。 

3.3  净化方法的优化 
粮谷类样品基质复杂, 当完成提取步骤后, 应对样品

提取液进行进一步的净化, 以避免复杂的样品基质所产生

的基质效应对测定结果的影响, 保护色谱柱以及质谱检测

器, 但同时应保证较好的回收率, 以保证结果的灵敏和准

确。本实验采用空白大米作为本底, 进行加标实验, 对提

取后的加标样品采用免疫亲和柱净化法和一步式多功能净

化柱净化 2 种方式进行净化。免疫亲合柱是基于抗原抗体

的物质性反应, 对目标化合物有一对应的特异性吸附, 中
性的水可以洗脱杂质, 但对这种特异性的吸附没有影响, 
当柱体被甲醇等极性有机溶剂淋洗时才被洗脱, 因而这种

净化方式特异性强, 能有效去除基质及非特异性吸附。但

免疫亲合柱净化突出的缺点是仅能对单一毒素测定进行净

化步骤, 难以实现多种毒素同时测定, 并且价格昂贵, 成
本太高。一步式多功能净化柱, 包含多种吸附剂, 其将极

性、非极性及离子交换等多类官能基团作为复合吸附填料

填充到柱体中, 这些填料可以选择性地吸附样品中的脂

类、蛋白类和色素等主要杂质, 同时将待测目标物留在样

液中 , 从而达到净化和富集的目的 [16,17]。本实验采用

MycoSep®226 柱进行净化, 样品在经 84%乙腈水溶液提取

后, 将填有复合材料的柱杆推入含有样品提取液的试管中, 
样液会在过滤过程中向上流动。杂质会被填料吸附, 含有

所有真菌毒素的净化液将汇集至柱子上部。实验结果显示, 
此净化步骤在去除基质的同时, 对目标真菌毒素无明显吸

附, 回收率与免疫亲和柱净化方法回收率相当(见表 2)。此

操作无需活化洗脱程序, 过柱体积小, 过程简便即可达到

预期净化目的, 可以大大缩短实验时间。 
 

表 2  免疫亲和柱和多功能净化柱 2 种净化方式下待测真菌毒素

的回收率比较 
Table 2  Comparation of recoveries using multifunctional 

clean-up column and immunoaffinity column 

化合物 多功能柱净化/% 免疫亲和柱净化/%

黄曲霉毒素 B1 81.1 88.9 

黄曲霉毒素 B2 79.9 81.2 

黄曲霉毒素 G1 83.6 88.8 

黄曲霉毒素 G2 82.3 89.9 

玉米赤霉烯酮 85.4 84.9 
 

3.3  方法的线性及定量限 
根据得到的线性回归方程及各待测真菌毒素的线

性相关系数进行分析, 根据 10 倍信噪比计算方法的定

量限, 结果见表 3。结果表明, 5 种真菌毒素在相应浓度

范围内线性相关性良好, 相关系数(r2)均大于 0.999, 定
量限为 0.10～4.00 µg/kg, 可满足检测要求。 

3.4  回收率及精密度实验 
以空白大米为本底样品, 在低、中和高 3 个水平下进

行加标回收实验 , 按 “2.2.1”样品前处理方法处理样品 , 
以优化的色谱质谱条件进样, 空白样品及加标样品的质

谱总离子流图如图 2。每个加标水平平行测定 6 次, 计算

3 个水平下的回收率和相对标准偏差 (relative standard 
deviations, RSD), 结果如表 4 所示。对大米样品黄曲霉毒

素 B1、B2、G1、G2 和玉米赤霉烯酮的回收率在 73.5%～

112.5%之间, RSD 在 3.2%～14.7%。结果表明, 该方法具有

良好的回收率和精密度, 可以满足粮谷类产品中 5 种真菌

毒素日常监测的要求。 
 

表 3  5 种真菌毒素的线性方程、相关系数、定量限 
Table 3  Liner equations, correlation coefficients(r2), limits of quantitation(LOQ) for 5 target mycotoxins 

化合物 线性方程 相关系数 r2 定量限/(µg/kg) 

黄曲霉毒素 B1 Y=17846.9X+1014.5 0.9997 0.15 

黄曲霉毒素 B2 Y=14716.9X+180.4 0.9999 0.10 

黄曲霉毒素 G1 Y=15819X+867.1 0.9998 0.15 

黄曲霉毒素 G2 Y=11565.9X+274.0 0.9998 0.10 

玉米赤霉烯酮 Y=1549.4X66.6 0.9993 4.00 
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图 2  空白样品、加标样品的质谱总离子流图 
Fig.2  Total ion current chromatograms of blank sample and spiked sample 

 
表 4  5 种待测真菌毒素在大米中的加标回收率和精密度(n=6) 

Table 4  Spiked recoveries and relative standard deviations of the 
5 kinds of mycotoxins in rice samples (n=6) 

化合物 加标浓度 
/(µg/kg) 

平均回收率
/% 

RSD/% 

黄曲霉毒素 B1 

0.15 81.2 8.7 

0.30 80.1 6.6 

15.0 92.4 3.2 

黄曲霉毒素 B2 
0.10 78.9 12.6 

0.20 85.7 8.9 

黄曲霉毒素 G1 

1.0 93.5 5.6 

0.15 73.5 10.8 

0.30 91.0 9.6 

15.0 92.4 6.9 

黄曲霉毒素 G2 

0.10 97.2 11.8 

0.20 87.4 7.4 

1.0 88.5 6.7 

玉米赤霉烯酮 

4.0 112.5 14.7 

8.0 98.5 9.5 

40.0 94.9 4.8 

3.5  实际样品测定 

以建立的方法对市售的大米、玉米样品各 15 份进行

测定, 在 1 份“香软米”样品检出黄曲霉毒素 B1, 含量为

0.26 µg/kg, 在 1 份“玉米碎”样品中检出玉米赤霉烯酮, 
含量为 6.74 µg/kg。根据 GB 2761-2017 中对大米及玉米

制品中的黄曲霉毒素 B1 和玉米赤霉烯酮限量要求作为

判定依据, 这 2 份样品黄曲霉毒素 B1 和玉米赤霉烯酮均

未超标。其他 28 份样品均未检出黄曲霉毒素 B1、B2、

G1、G2 及玉米赤霉烯酮。 

4  结论与讨论 

本研究通过优化提取溶液体系、质谱条件参数和样品

净化条件, 建立了一种利用净化柱净化、超高效液相色谱-
三重四极杆质谱法同时测定粮谷类食品中 5 种真菌毒素的

方法。该方法具有前处理简单、分析快速、灵敏度高、定

性定量准确的优点, 可满足粮谷类食品中真菌毒素的快速

准确检测的需求。 
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