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摘   要 : 目 的   比 较 液 相 色 谱 法 (liquid chromatography, LC) 和 液 相 色 谱 - 串 联 质 谱 法 (liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry, LC-MS/MS)测定山楂及其制品中展青霉素的方法学指标。方法  LC

法: 山楂及固体制品经粉碎酶解后, 用乙酸乙酯提取, Mycosep®228 Aflapat 净化柱净化浓缩, 以乙腈和水作

为流动相进行梯度洗脱, 液相色谱仪被测定; LC-MS/MS 法: 样品处理方法同 LC 法(除加同位素外), 以乙腈和

水作为流动相进行梯度洗脱, 外标法定量, 采用电喷雾离子源负模式测定。结果  LC 法和 LC-MS/MS 法展青

霉素在 10~200 ng/mL 浓度内线性良好, 相关系数均大于 0.9999; LC 法的回收率为 96.12%~104.20%, RSD 均小

于 2.5%, 检出限为 0.52~0.63 μg/kg, 定量限为 1.7~2.0 μg/kg; LC-MS/MS 法的回收率为 94.68%~103.59%, RSD

均小于 2.5%, 检出限为 0.12~0.39 μg/kg, 定量限为 0.38~1.29 μg/kg。结论  2 种方法结果无显著差异, 均可适

用于山楂及山楂制品中展青霉素的测定。 
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ABSTRACT: Objective  To compare the methodological indexes of liquid chromatography (LC) and liquid 

phase-series mass spectrometry (LC-MS/MS) for determination of patulin in hawthorn and its products. Methods  

LC method: After enzymolysis by crushing, hawthorn and solid products were extracted by ethyl acetate, purified and 

concentrated by Mycosep®228 Aflapat purification column, gradient elution was conducted with acetonitrile and 

water as mobile phase, and the liquid chromatograph was measured. LC-MS/MS method: The sample treatment 

method was the same as LC method (except with isotopes), gradient elution was carried out with acetonitrile and 

water as mobile phase, quantitative determination was carried out with external standard method, and negative mode 

of electrospray ion source was adopted. Results  Both the LC method and the LC-MS/MS method showed good 

linearities in the range of 10-200 ng/mL, and the correlation coefficients were greater than 0.9999. The recoveries of 

LC method were 96.12%‒104.20%, RSDs were less than 2.5%, the limits of detection were 0.52‒0.63 g/kg, and the 
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limits of quantitation were 1.7‒2.0 g/kg. The recoveries of LC-MS/MS were 94.68%‒103.59%, the RSDs were less 

than 2.5%, the limits of detection were 0.12‒0.39 g/kg, and the limits of quantitation were 0.38‒1.29 g/kg. 

Conclusion  There is no significant difference between the 2 methods, and both methods are suitable for the 

determination of patulin in hawthorn and hawthorn products. 

KEY WORDS: hawthorn; hawthorn products; patulin; liquid chromatography; liquid phase-series mass spectrometry 
 
 

1  引  言 

展青霉素又称棒曲霉素(patulin, PAT), 是一种由青霉

属 (Penicillium) 、 曲 霉 属 (Aspergillus) 及 丝 衣 霉 属

(Byssochlamys)等真菌产生的次级代谢产物[1], PAT 主要污

染水果及其制品, 尤其存在于变质的苹果、山楂、梨、苹

果汁、山楂片等[2]。另外, 果蔬在生长、采收、贮藏、运

输、加工、销售等各个环节极易产生损伤, 受伤的部位易

被病原菌侵染, 也可通过害虫为害部位、果柄、萼筒、皮

孔等入侵, 从而感染周围健康的果肉组织而产生 PAT, 加
工过程中只是通过剔除腐烂部分降低毒素及病菌污染的风

险, 并不能完全消除水果制品中 PAT 的潜在风险[3], PAT 在

冷藏条件也能够稳定存在[4], 其在酸性条件下较稳定, 碱
性条件下不稳定, 很难通过代谢分解[5], 被国际癌症研究

机构(International Agency for Research on Cancer, IARC)归
为第 3 类可疑致癌物质[6]。基于展青霉素的潜在毒性及危

害性, 越来越多的国家和机构组织采取制定展青霉素的限

量标准和建立灵敏有效的检测方法[7]; 我国现行标准规定: 
以苹果和山楂为原料制成的产品中(果丹皮除外)展青霉素

的限量为 50 μg/kg[8]。  
目前的文献报道中, 测定展青霉素的常用方法有薄

层色谱法[9,10]、液相色谱法[11‒13]、气相色谱法[14]、气相色

谱－串联质谱法[15,16]、液相色谱－串联质谱法[17,18］、免疫

学检测方法[19,20]、微乳电动色谱法[21,22]等。薄层色谱法是

最早用于检测展青霉素的方法, 在我国早些时候此法被定

为苹果和山楂制品中展青霉素的标准检测方法, 收录在

GB/T 5009.185-2003《苹果和山楂制品中展青霉素的测定》
[23]中, 其优点为设备简单和经济, 但样品前处理复杂耗时, 
存在酚类成分干扰严重、难分离、易出现假阳性等问题, 只
能用于半定量检测 , 灵敏度不高 , 而后该方法被 GB 
5009.185-2016《食品安全国家标准 食品中展青霉素的测

定》[24]删除。液相色谱法 (liquid chromatography, LC)是目

前广泛用于分析水果及其制品中展青霉素的方法。液相色

谱－串联质谱法 (liquid phase-series mass spectrometry, 
LC-MS/MS)具有灵敏度高、准确性强、精确定性的特点, 缺
点是样品分析和仪器成本高。气相色谱－串联质谱法需要

对样品进行衍生化, 前处理比较复杂。免疫学检测方法具

有特异性、高通量、快速简便等优点, 缺点是抗体特异性

差、亲和力小, 制备抗体困难。微乳电动色谱法选择性更

强, 分离效率更高, 但这种方法的灵敏度不高。 
我 国 食 品 中 展 青 霉 素 的 法 定 测 定 标 准 为 GB 

5009.185-2016[24], 其中第一法同位素稀释-液相色谱-串联

质谱法, 适用于以苹果和山楂为原料的水果及其制品中展

青霉素含量的测定, 而第二法高效液相色谱法中, 仅适用于

以苹果为原料的水果及其制品中展青霉素含量的测定[24], 
并不包括以山楂为原料的水果及其制品。本次研究对液相色

谱法和液相色谱-串联质谱法测定山楂及其制品中展青霉素

的检测结果进行比较, 以期为相关部门提供参考。 

2  材料与方法  

2.1  试  剂 

乙酸乙酯、乙腈(色谱纯, 德国默克两合公司); 乙酸

(分析纯 , 广东光华科技股份有限公司); 果胶酶(活性≥

1500 U/g, 上海安谱实验科技股份有限公司)。 

展青霉素标准品溶液(浓度: 100 μg/mL)、13C7-展青霉

素同位素(浓度: 25.08 μg/mL)(德国 Romer labs 公司)。 

2.2  实验样品 

新鲜山楂(南宁某超市购买); 山楂干片(代用茶)(南宁

市某特产有限公司); 山楂片(圆片)(梧州市某食品有限公

司); 山楂片(长片)、山楂醋(广西某食品有限公司); 果丹皮

(山楂卷)(平陆县某食品有限公司)。 

2.3  仪器和设备 

FSJ-A05B1 型粉碎机(广东小熊电器有限公司); Multi 

Reax 型多管式涡旋振荡器(德国 Heidolph 公司); SAH-BA

型水浴恒温振荡器(荣华仪器制造有限公司); SQP-B 型电

子天平(德国 Sartorius公司, 感量: 万分之一, 量度: 220 g); 

1-14 型高速离心机 (德国 Sigma 公司 ); Mycosep®228 

Aflapat 固相净化柱 [Romer 国际贸易 (北京 )有限公司 ]; 

Multivap 氮吹仪(美国 Oranomation 公司); Alliance e2695 液

相色谱仪(美国Wasters公司); QTRAP4500串联四极杆液质

联用仪(美国 AB 公司)。 

2.4  实验方法 

2.4.1  液相色谱法 
(1)色谱条件 
色谱柱: CAPCELL PAK C18(250 mm×4.6 mm, 5 μm); 
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流动相: A-水, B-乙腈; 流速: 1.0 mL/min。 
进样体积: 100 μL; 紫外检测波长: 276 nm; 柱温: 

40 ℃; 洗脱方式 : 梯度洗脱 , 0~14 min (95%A: 5%B), 
15~23 min(10%A: 90%B), 24~36 min(95%A: 5%B)。 

(2)乙酸溶液: 取 20 mL 乙酸加入 500 mL 水, 混匀。 
(3)标准系列工作溶液 
精密吸取 100 μL 展青霉素标准品溶液(100 μg/mL)至

10 mL 容量瓶中, 用乙酸溶液定容, 摇匀, 制成 1 μg/mL
的标准储备溶液(转移至试剂瓶中, 于 4 ℃下避光存放)。精
密吸取标准储备溶液 0.05、0.1、0.25、0.5、1.00 mL, 分别

置于 5 mL 容量瓶中, 用乙酸溶液定容至刻度, 摇匀, 过滤, 
即得浓度分别为 10、20、50、100、200 ng/mL 标准系列工

作溶液。 
(4)样品预处理 
果胶酶溶液: 称取 1.00 g 果胶酶, 加入 20 mL 水溶解, 

涡旋 5 min, 0~10 ℃避光保存。 
液体样品: 摇匀后, 取其中任意的 100 g(或 mL)样品

进行检测。 
固体样品(山楂片、果丹皮等): 样品用高速粉碎机将

其粉碎, 混合均匀后取样品 100 g 用于检测。果丹皮等高

黏度样品经冻干后立即用高速粉碎机将其粉碎, 混合均匀

后取样品 100 g 用于检测。 
(5)试样提取 
液体试样: 称取 4 g 山楂醋试样(准确至 0.01 g)于 

50.0 mL 离心管中, 加入 21.0 mL 乙腈, 在 6000 r/min 下离

心 5.0 min, 混合均匀后待净化。 
固体试样: 称取 1 g 新鲜山楂及固体制品试样(准确至

0.01 g)于 50.0 mL 离心管中, 加入 10.0 mL 水与 150 μL 果

胶酶溶液混匀, 涡旋 15 min后, 放置在水温为 37 ℃水浴恒

温振荡器振荡过夜(约 13 h), 分别用 10.0、10.0、5.0 mL 乙

酸乙酯提取 3次, 涡旋 5 min后, 在 6000 r/min下离心 5 min, 
移取上层有机相至 50.0 mL 的离心管, 合并 3 次有机相提

取液 , 在恒温水浴(40 ℃)下用 N2 缓缓地吹至近干 , 用  
2.0 mL 乙酸溶液溶解残留物, 涡旋 5.0 min, 再加入 8.0 mL
乙腈, 涡旋 10 min, 混匀后待净化。 

(6)试样净化 
取约 10 mL 上清液于净化柱玻璃试管中, 将净化柱

插入试管中 , 至上而下缓慢推进 , 净化后的样品提取液

经吸附剂除杂后进入柱子的上端, 弃去初始约 1 mL 净化

液, 收集后续部分。用移液枪准确吸取 5.0 mL 经净化柱

净化后的净化液于离心管中, 加入 20 μL 乙酸, 在恒温水

浴(40 ℃)下用 N2 缓缓地吹至近干, 加入乙酸溶液定容至

0.5 mL, 涡旋 5 min 使残渣溶解, 过 0.22 μm 的微孔滤膜

过滤, 收集滤液于进样瓶中以备上机进样。按同一操作方

法做空白实验。 
(7)测定 
根据 2.4.1 中的色谱条件, 将标准曲线、试样溶液等

相关需要测试的溶液注入液相色谱仪中进行测定。 

2.5  LC-MS/MS 法 

2.5.1  液相色谱条件  
色谱柱: ACQUITY UPLC®BHE C18(2.1 mm×150 mm, 

1.7 μm); 流动相: A－水, B－乙腈; 流速: 0.3 mL/min; 进
样体积: 10 μL; 柱温: 40 ℃; 洗脱程序: 0~5.00 min (95%A: 
5%B), 5.40~8.60 min (100%B), 9~13 min(95%A: 5%B)。 
2.5.2  质谱条件 

离子源: ESI-; 离子化电压: -4500 V; 温度: 550 ℃; 气
帘气: 30.0 psi; 碰撞气: medium; 喷雾气: 55.0 psi; 辅助加

热器: 55.0 psi; 扫描模式: 多反应监测(MRM)(表 1)。 
2.5.3  标准溶液的配制 

标准储备液: 方法同 2.4.1(3)。 
13C7-展青霉素同位素内标储备液(1 μg/mL): 准确移

取展青霉素同位素内标(25 μg/mL)0.40 mL 至 10 mL 容量

瓶中, 用乙酸溶液定容, 于 4 ℃下避光保存。 
标准系列工作溶液: 先精密吸取标准储备溶液 0.1、

0.2、0.5、1.0、2.0 mL, 分别置于 10 mL 容量瓶中, 每个容

量瓶再精密加入 13C7-展青霉素同位素内标储备液 0.5 mL, 
用乙酸溶液定容至刻度, 摇匀, 过滤, 即得。 
2.5.4  乙酸溶液配制 

同 2.4.1。 
2.5.5  样品的处理 

同 2.4.1。 
 
 
 
 
 

表 1  展青霉素及其同位素的 MRM 离子参数 
Table 1  MRM ion parameters of patulin and its isotopes 

展青霉素 母离子 子离子 去簇电压/V 入口电压/V 碰撞能量/V 碰撞室出口电压/V 

展青霉素 153 
109* ‒10 ‒10 ‒13 ‒9 

81   ‒10  

13C7-展青霉素 160 
115* ‒10 ‒10 ‒11 ‒9 

86   ‒10  

注: 标有*的离子为定量离子。 
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2.5.6  试样提取 
(1)液体试样 

称取 4 g 山楂醋试样(准确至 0.01 g)于 50 mL 离心管

中, 加入内标工作液 125 μL, 加入乙腈定容至 25 mL 刻度, 
混合均匀, 在 6000 r/min 下离心 5 min, 待净化。 

(2)固体试样 

称取 1 g 新鲜山楂及固体制品试样(准确至 0.01 g)
于 50 mL 具塞离心管中, 加入内标工作液 50 μL, 加入

10 mL 水与 150 μL 果胶酶溶液混匀, 涡旋 15 min 后, 放

置在水温为 37 ℃水浴恒温振荡器振荡过夜(约 13 h), 分

别用 10.0 mL、10.0 mL、5.0 mL 乙酸乙酯提取 3 次, 涡
旋 5 min, 在 6000 r/min 下离心 5 min, 移取上层有机相

至 50 mL 具塞离心管, 合并 3 次提取液, 在恒温水浴

(40 ℃)下用 N2 缓缓地吹至近干, 用 2.0 mL 乙酸溶液溶

解残留物, 涡旋 5 min, 再加入 8 mL 乙腈, 涡旋 10 min, 
混匀后待净化。 
2.5.7  净  化  

步骤同液相色谱法。 
2.5.8  测  定   

根据 2.4.1 中的条件, 将标准曲线、试样溶液等相关

需要测试的溶液注入液相色谱-质谱仪进行测定。 

3  结果与分析 

3.1  液相色谱图及结果 

6 种样品的色谱图中, 均未出现与加标色谱图中展青

霉素峰出峰时间(13.15 min)一致的色谱峰, 即: 6 种不同基

质的样品均未检测出展青霉素。见图 1。 

3.2  离子流色谱图及结果 

在 6 种样品的离子流色谱图中, 均未出现与加标中展

青霉素峰出峰时间(4.29 min)一致的离子流色谱峰, 也未检

测到与标准品一致的质谱定性、定量离子对, 即: 6 种样品

均未检测出展青霉素, 见图 2。 
3.3.3  方法学验证 

(1)线性关系   
LC 法与 LC-MS/MS 法的线性参数见表 2, 结果表明, 

2 种方法的线性关系均良好。 
(2)LC 法、LC-MS/MS 法的检出限与定量限 
取样品, 分别测定上述 2 种方法的检出限与定量限试

验, LC 法、LC-MS/MS 法的数据结果见表 3, LC 法的检出

限范围在 0.52~0.63 μg/kg 之间 , 定量限范围在 1.7~     
2.0 μg/kg 之间。LC-MS/MS 法的检出限范围在 0.12~   
0.39 μg/kg 之间, 定量限范围在 0.38~1.29 μg/kg 之间。 

 
 
 

 
 
 
 
 

图 1  不同基质液相色谱图 
Fig.1  Liquid chromatograms of different matrix 
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图 2  不同基质离子流色谱图 
Fig.2  Ion chromatograms of different matrix 

 
 
 

表 2  LC 法与 LC-MS/MS 法的线性参数 
Table 2  Linear parameters of LC method and LC-MS/MS method 

方法 浓度范围/(ng/mL) 线性方程 相关系数 r 

LC 法 10~200 Y=0.01546X-0.00914 0.9999 

LC-MS/MS 法 10~200 Y=452X+625 0.9999 

注: 上述线性方程均以浓度为横坐标, 响应值为纵坐标。 
 
 
 

表 3  检出限与定量限的考察结果 
Table 3  Investigation results of limit of detection and limit of quantification 

样品 加标水平/(μg/kg) 
信噪比(S/N) 检出限/(μg/kg)  定量限/(μg/kg) 

LC 法 LC-MS/MS 法 LC 法 LC-MS/MS 法 LC 法 LC-MS/MS 法

果丹皮 10 50.4 87.6 0.60 0.34 2.0 1.14 

山楂片(长片) 10 52.6 154.5 0.57 0.19 1.9 0.65 

山楂片(圆片) 10 47.8 108.3 0.63 0.28 2.1 0.92 

山楂干(代用茶) 10 57.9 77.4 0.52 0.39 1.7 1.29 

新鲜山楂 10 57.9 106.6 0.52 0.28 1.7 0.94 

山楂醋 10 50.4 260.8 0.60 0.12 2.0 0.38 

注: 以国家食品安全标准中的最低加标水平测定信噪比, 以此信噪比分别计算检出限和定量限。 
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(3)LC 法、LC-MS/MS 法的精密度与回收率 
取样品, 分别测定 2 种方法的精密度与回收率, 结果

见表 4, LC 法回收率范围为 96.12%~104.2%, RSD 均小于

2.5%。LC-MS/MS 法回收率范围为 94.68%~103.59%, RSD
均小于 2.5%。表明 2 种方法的精密度和回收率均符合方法

学考察要求。 
 

表 4  LC 法和 LC-MS/MS 法的精密度与回收率考察结果(n=6) 
Table 4  Accuracy and recovery of LC method and LC-MS/MS method (n=6) 

样品 加标水平/(μg/kg) 
回收率/% RSD/% 

LC 法 LC-MS/MS 法 LC 法 LC-MS/MS 法 

山楂醋 

20 96.12 94.68 2.25 2.38 

50 98.18 96.27 1.59 1.32 

100 98.25 97.54 0.77 0.64 

果丹皮 

20 100.35 101.68 2.14 2.46 

50 104.20 105.81 1.51 1.35 

100 102.83 103.59 0.79 0.60 

 
3.4  实际样品的测试 

根据本文确定的实验方法, 对购买回来的新鲜山楂、

山楂片(长片)、山楂片(圆片)、丹皮、山楂醋 6 种样品进行

测定, 以保留时间进行定性, 结果显示, 6 种不同基质的样

品中均未检出展青霉素, 表明目前市面上的山楂及山楂制

品的质量状况良好。 

4  结  论 

本次实验经过对以 LC 法和 LC-MS/MS 法测定展青霉

素的方法学数据进行比较、分析, 结果无显著差异, 表明 2
种方法均可适用于山楂及山楂制品中展青霉素的测定。另

外, 相对而言, 由于 LC-MS/MS 法使用价格较高的展青霉

素的同位素标准品及昂贵的液质联用仪, 样品分析成本比

较高, 这一点, LC 法则显示出它成本相对低廉的优势, 建
议国家相关部门经过综合评估后, 将 LC 法作为山楂及其

制品中展青霉素的测定国家法定标准。 
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