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超高效液相色谱-串联质谱法同时测定 

小麦中的 4种限量真菌毒素 

邵亮亮 1*, 黄  珊 2, 邢嘉琪 3, 应美蓉 1, 杜京霖 1, 赵美凤 1 

(1. 浙江省粮油产品质量检验中心, 杭州  310012; 2. 国家林业和草原局竹子研究开发中心, 杭州  310012;  

3. 杭州谱胜检测科技有限责任公司, 杭州  310006) 

摘  要: 目的  建立复合免疫亲和柱净化-超高效液相色谱-串联质谱法同时测定小麦中 4 种限量真菌毒素的

分析方法。方法  小麦样品粉碎后, 通过 80%的乙腈水溶液(V:V)提取后, 采用复合免疫亲和柱净化, 并利用

超高效液相色谱串联质谱的多反应监测模式进行测定分析。色谱柱为 ACQUITY UPLC BEH C18 柱       

(100 mm×2.1 mm, 1.7 μm), 以 10 mmol/L 乙酸铵(含 0.1%甲酸)-甲醇为流动相梯度洗脱, 在电喷雾电离模式下

正、负离子同时扫描检测, 采用外标法定量。结果  在 8.0 min 内可以完成 4 种真菌毒素的测定, 在相应的线

性范围内, 回归方程的相关系数均超过 0.999, 3 个加标水平下, 回收率为 82.0%~103.0%, 相对标准偏差为

5.2%~9.7%。结论  该方法快速、准确、高效, 适用于小麦及其制品中 4 种限量真菌毒素的同时测定。 
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Simultaneous determination of 4 limited mycotoxins in wheat by ultra 
performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry 

SHAO Liang-Liang1*, HUANG Shan2, XING Jiang-Qi3, YING Mei-Rong1,  
DU Jing-Lin1, ZHAO Mei-Feng1 

(1. Grain and Oil Products Quality Inspection Center of Zhejiang Province, Hangzhou 310012, China; 2. China National 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for simultaneous determination of 4 limited mycotoxins in wheat 

by immunoaffinity column purification-ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry. 

Methods  Wheat samples were extracted by 80% (V:V) acetonitrile aqueous solution after crushing, purified by 

combination immunoaffinity column, and determined by multi-reaction monitoring mode of ultra performance liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry.An ACQUITY UPLC BEH C18 column (100 mm×2.1 mm, 1.7μm) was 

used, with 10 mmol/L ammonium acetate (0.1% formic acid)-methanol as mobile phase for gradient elution. In the 

electrospray ionization mode, positive and negative ions were used for scan at the same time. External standard 

method was adopted for quantitative analysis. Results  The determination of 4 mycotoxins was completed within 

8.0 min. In the linear ranges, the correlation coefficients of regression equations were all over 0.999. The recoveries 
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were 82.0%‒103.0% at 3 levels, and the relative standard deviations were 5.2%‒9.7%. Conclusion  This method is 

rapid, accurate and efficient, and is suitable for the simultaneous determination of 4 limited mycotoxins in wheat and 

its products. 

KEY WORDS: mycotoxin; wheat; ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry; 

immunoaffinity column purification 
 

 

0  引  言 

真菌毒素(mycotoxin)是丝状真菌在适宜环境下生长

产生的毒性次级代谢产物[1]。目前已确认化学结构的真菌

毒素有 400 多种, 包脱氧雪腐镰刀菌烯醇、玉米赤霉烯酮、

黄曲霉毒素、赭曲霉毒素等 [2‒3]。脱氧雪腐镰刀菌烯醇

(deoxynivalenol, DON)又称呕吐毒素(vomitoxin), 是对粮

食污染最普遍的毒素[4], 具有细胞毒性及免疫抑制性质[5]; 

玉米赤霉烯酮(zearalenone, ZEN)又称 F-2 毒素, 具有很强

的雌性激素作用, 并有免疫毒性和基因毒性[6]; 黄曲霉毒

素 B1(aflatoxins B1, AFB1)是迄今发现的毒性最强的一类真

菌毒素, 被定为Ⅰ类致癌物, 对人类具有极高的毒性、致癌

性、致畸性[7]; 赭曲霉毒素 A(ochratoxin A, OTA)主要侵害

动物肝脏与肾脏, 并被认为与人类的巴尔干肾病和泌尿系

统肿瘤有关[8], 4 种毒素的结构式见图 1。这些真菌毒素是

威胁我国粮食质量安全的最重要的因素之一 , 能够在生

产、加工、运输、储藏等各环节污染粮食, 进而威胁人畜

健康[9‒10]。 

为了严格控制真菌毒素污染, 我国食品安全国家标

准 GB 2761—2017《食品中真菌毒素限量》[11]对粮食中

DON、ZEN、AFB1、OTA 4 种主要真菌毒素规定了限量规

定和检验方法[12‒15]。真菌毒素的检测方法主要有薄层色谱 

法[16]、酶联免疫吸附法[17]、胶体金免疫层系法[18]、高效液

相色谱法[19]、高效液相色谱-串联质谱法[20‒21]。其中薄层

色谱法灵敏度低、重现性差, 目前使用较少; 酶联免疫吸

附法、胶体金法定量准确性差, 常用于快速筛查; 高效液

相色谱法测定不同真菌毒素所用的实验条件不同, 因此很

难 同 时 测 定 ; 超 高 效 液 相 色 谱 串 联 质 谱 法 (ultra 

performance liquid chromatography-tandem mass spectro 
metry, UPLC-MS/MS)因灵敏度高, 选择性强, 定量准确, 

适用于多种真菌毒素的同时测定。目前, 尚无 4 种限量真

菌毒素同时测定的国标检测方法, 而文献报道的多种真菌

毒素同时测定方法存在前处理复杂、分析时间长等问   

题[22‒24]。由于粮食同时受几种真菌毒素污染的现象普遍存

在, 基层检测机构每年需要对大量的小麦样品进行多种真

菌毒素的测定, 因此, 建立实用的 UPLC-MS/MS 方法, 实

现快速、准确、高效地同时测定小麦中的主要真菌毒素, 可

以大幅度提高检测效率, 降低检测成本。 

本研究选择专属性很强的四合一复合免疫亲和柱用

于提取液净化, 通过超高效液相色谱串联质谱法检测分析, 

建立小麦中呕吐毒素、玉米赤霉烯酮、黄曲霉毒素 B1、赭

曲霉毒素 A 4 种限量真菌毒素的同时测定方法, 拟满足基

层检测机构对 4 种毒素的快速检测要求。 

 

 
 

图 1  4 种真菌毒素结构式 

Fig.1  Structural formulas of 4 mycotoxins 
 

1  材料与方法 

1.1  仪器与试剂 

1.1.1  仪器与设备 

ACQUITY UPLC I-Class 液相色谱仪、Xevo TQ-D

质谱仪(配有电喷雾离子源, 美国 Waters 公司); 4204 型

电动分样器(美国 Gamet 公司); LM3100 型锤式实验室粉

碎磨 (瑞典 Perten 公司 ); PL202-L 型分析天平 (瑞士

Mettler Toledo 公司); WS-150D 型振荡器(德国 Wiggens

公司); N-EVAP-111 型氮吹仪(美国 Organomation 公司); 

XW-80A 型涡旋混合器(上海医科大学仪器厂)。 

1.1.2  材料与试剂 

小麦样品由浙江省内种植农户提供。 

4 种真菌毒素标准溶液 : 脱氧雪腐镰刀菌烯醇

[(199±10) mg/L]、玉米赤霉烯酮[(50.1±1.5) mg/L]、黄曲

霉 毒 素 B1[(3.1±0.2) mg/L] 、 赭 曲 霉 毒 素 A[(10.4±     

0.3) mg/L](上海安谱实验科技股份有限公司)。 

脱氧雪腐镰刀菌烯醇 /玉米赤霉烯酮 /黄曲霉毒素

B1/赭曲霉毒素 A 四合一复合免疫亲和柱(北京华安麦科

生物技术有限公司); 甲醇、乙腈(色谱纯 , 德国 Merck
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公司); 甲酸、乙酸(色谱纯, 上海安谱实验科技股份有限

公司 ); 氯化钠 (分析纯 , 广东西陇科学股份有限公司 ); 

玻璃纤维滤纸(英国 Whatman 公司); 0.22 μm 微孔滤膜

(上海安谱实验科技股份有限公司)。 

1.2  实验方法 

1.2.1  标准溶液配制 

分别准确移取 0.50、0.20、0.33、0.10 mL 的 DON、

ZEN、AFB1、OTA 标准溶液至 10 mL 容量瓶中, 用甲醇

定容, 配制成 4 种真菌毒素的混合中间液, 浓度分别为

10000.00、1000.00、100.00、100.00 ng/mL。分别准确

移取 0.05、0.10、0.20、0.50、1.00、2.00 mL 混合中间

液于 10 mL 容量瓶中, 用 50%的甲醇水溶液定容, 配制

成系列混合标准工作液, 各浓度水平见表 1。 

 
表 1  4 种真菌毒素混合标准系列浓度 

Table 1  Mixed standard concentrations of 4 mycotoxins 

真菌  

毒素  

浓度水平/(ng/mL) 

1 2 3 4 5 6 

DON 50.00 100.00 200.00 500.00 1000.00 2000.00

ZEN 5.00 10.00 20.00 50.00 100.00 200.00

AFB1 0.50 1.00 2.00 5.00 10.00 20.00 

OTA 0.50 1.00 2.00 5.00 10.00 20.00 

 

 
1.2.2  样品前处理 

小麦样品通过电动分样器进行混合并缩分至 500 g

左右, 清杂后通过锤式实验室粉碎磨粉碎, 过 2 mm 分

样筛; 准确称取 25.00 g 粉样于具塞三角瓶中, 加入 5 g

氯化钠, 并加入 125 mL 提取液(80%乙腈-水溶液, V:V)

提取, 置摇床上 250 r/min 剧烈振荡 20 min; 提取液静置

2 min, 用快速定性滤纸过滤, 收集滤液; 取 10 mL 滤液

加入 70 mL 水稀释, 混匀, 再用玻璃纤维滤纸过滤, 并

收集滤液作为上样液; 移取 20 mL 上样液过复合免疫亲

和柱, 用去离子水淋洗免疫亲和柱 2 次, 每次 10 mL, 待

液体排干后, 用 2.0 mL 洗脱液(甲醇:乙酸=49:1, V:V)洗

脱。收集洗脱液, 于 50 ℃下氮气吹干, 用 1.0 mL 50%的

甲醇水溶液(V:V)复溶, 经 0.22 μm 微孔滤膜过滤后供超

高效液相色谱串联质谱仪测定。 

1.2.3  超高效液相色谱-串联质谱条件 

(1)超高效液相色谱条件 

色谱柱 : ACQUITY UPLC BEH C18 柱 (100 mm×  

2.1 mm, 1.7 μm), 柱温 40 ℃, 流速 0.2 mL/min; 进样量

10 μL, 流动相 A 为 10 mmol/L 乙酸铵(含 0.1%甲酸), 流

动相 B 为甲醇, 梯度洗脱程序见表 2。 

 
表 2  梯度洗脱条件 

Table 2  Gradient elution conditions 

时间/min 流动相 A/% 流动相 B/% 

0.00 90.0 10.0 

2.50 90.0 10.0 

4.00 20.0 80.0 

4.50 20.0 80.0 

5.50 90.0 10.0 

8.00 90.0 10.0 

 
(2)质谱条件 

电 离 源 : 电 喷 雾 离 子 源 (electrospray ionization, 

ESI); 扫描方式 : 为正、负离子同时扫描: 毛细管电压: 

ESI+ 3.50 kV, ESI‒ 3.0 kV, 离子源温度: 150 ℃; 碰撞气: 

氩气; 脱溶剂温度: 350 ℃; 脱溶剂气流: 800 L/h, 锥孔

气流 : 50 L/h; 检测方式 : 多反应监测 (multi-reaction 

monitoring, MRM); 4 种真菌毒素的定性与定量离子对、

锥孔电压、碰撞能量等质谱参数见表 3。 

 

表 3  MRM 监测模式下真菌毒素的质谱参数 
Table 3  Mass spectrometric parameters of mycotoxins in MRM monitoring mode 

真菌毒素  分子量  离子模式  母离子(m/z) 离子对(m/z) 锥孔电压/V 碰撞能量/V 保留时间/min 

DON 296.3 ESI+ 297.1[M+H]+ 
249.2* 24 10 

4.63 
203.2 24 14 

ZEN 318.4 ESI- 317.2[M-H]- 
175.1* 56 24 

6.04 
273.2 46 18 

AFB1 312.3 ESI+ 313.0[M+H]+ 
241.0* 56 38 

5.37 
285.0 52 22 

OTA 403.2 ESI+ 404.1[M+H]+ 
239.0* 28 24 

5.84 
221.0 28 36 

注: *表示定量离子。  
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2  结果与分析 

2.1  质谱条件优化 

为了获得最佳的灵敏度和响应值 , 分别选用 ESI+

和 ESI‒模式, 将 4 种真菌毒素高浓度的单标溶液直接进

样 , 进行母离子全扫描 , 优化质谱条件 , 选择各真菌毒

素相对分子质量附近的准分子离子峰作为母离子, 结果

发现 DON、AFB1、OTA 在 ESI+模式下灵敏度和响应强

度高于 ESI‒, 而 ZEN 在 ESI‒模式下灵敏度和响应强度明

显高于 ESI+, 因此 DON、AFB1、OTA 选用 ESI+模式, ZEN

选用 ESI‒模式。确定母离子质量数后, 进行子离子扫描, 

每个化合物选择 2 对特征离子对, 其中相对丰度高、稳

定性强的子离子作为定量离子, 干扰小、特征性强的子

离子作为定性离子。最后在 MRM 模式下优化相应离子

对的锥孔电压和碰撞能量等质谱参数, 表 1 中浓度水平

4 的 4 种真菌毒素混合标准溶液的定量离子 MRM 图见

图 2。 

2.2  色谱条件的优化 

2.2.1  流动相的选择 

由于质谱分析采用 ESI+和 ESI‒模式同时扫描的方

式进行, 因此流动相的选择需兼顾 ESI+和 ESI‒模式下真

菌毒素的分离效果和灵敏度。液相分离的流动相通常由

有机相和水相组成。采用乙腈作有机相时, 4 种真菌毒素

保留时间均比甲醇靠前 , 但 DON 峰型很差 , 而改用甲

醇作有机相, DON 峰型良好, 因此有机相选择甲醇。以

纯水作为水相时, AFB1 与 OTA 的总离子流图响应值较

低 , 灵敏度较差 , 而水相中添加甲酸或氨水能提高离子

化效率[25‒26], 因此本研究比较了 0.1%氨水、0.2%氨水、

0.1%甲酸、0.5%甲酸作为水相的分离效果, 结果表明无

论是添加甲酸还是氨水, 低浓度时离子化效率更好、灵

敏度更高, 但 OTA 与 ZEN 在 0.1%氨水中保留时间均提

前, 与 DON 和 AFB1 保留时间非常接近, 分离度较差, 

在 0.1%甲酸中, OTA 与 DON、AFB1 能有效分离, 但与

ZEN 保留时间几乎重叠。进一步研究发现, 10 mmol/L

乙酸铵作为水相, ZEN 保留时间不变, 而 OTA 保留时间

提前至 AFB1 附近, 在 10 mmol/L 乙酸铵添加 0.1%甲酸

能够使 OTA 与 AFB1 完全分离, 且能提高 DON、AFB1、

OTA 的响应值。因此综合考虑分离效果和灵敏度, 选择

10 mmol/L 乙酸铵(含 0.1%甲酸)-甲醇作为流动相。流动

相的选择和分离效果, 结果见表 4。 

 
 
 

 
 

 
图 2  4 种真菌毒素标准溶液的 MRM 图 

Fig.2  MRM chromatograms of standard solution of 4 mycotoxions 
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表 4  不同流动相洗脱方式 4 种真菌毒素的分离效果 
Table 4  Separation of 4 mycotoxins by different elution methods  

流动相  分离效果  

有机相  
甲醇  4 种真菌毒素峰型良好  

乙腈  DON 峰型差  

水相  

水  AFB1 与 OTA 灵敏度较低  

0.1%氨水  灵敏度高 , 但 DON 与 OTA, AFB1 与 ZEN 分离度较差  

0.2%氨水  灵敏度较高 , 但 AFB1 与 ZEN 分离度较差  

0.1%甲酸  灵敏度高 , 但 OTA、ZEN 分离度差  

0.5%甲酸  灵敏度较高 , 但 OTA、ZEN 分离度差  

10 mmol/L 乙酸铵  OTA 与 AFB1 灵敏度低 , 且分离度差  

10 mmol/L 乙酸铵(含 0.1%甲酸) OTA 与 AFB1 灵敏度高 , 4 种毒素分离度好  

 
2.2.2  流动相梯度洗脱的优化 

10 mmol/L 乙酸铵(含 0.1%甲酸)-甲醇作为流动相

对 4 种真菌毒素的洗脱能力不同, 因此每种毒素在合适

的保留时间内进行洗脱时所用的有机相比例也不同。

DON 在甲醇比例为 10%时具有最佳的保留时间和峰型, 

继续提高甲醇比例, 峰型逐渐变差。另一方面, AFB1、

ZEN 和 OTA 要求具有较高的有机相才能正常出峰, 纯

甲醇洗脱时, 峰型良好, 但 ZEN 和 OTA 保留时间接近, 

分离度不足, 80%的甲醇能够保证 3 种真菌毒素具有良

好的分离度和峰型, 继续降低甲醇比例至 60%~70%, 虽

然能进一步提高分离度, 但 ZEN 和 OTA 保留时间延长, 

且峰型很差, 甚至不出峰。可见 4 种真菌毒素无法通过

等度洗脱完成分离 , 因此本研究设置梯度洗脱程序 , 在

甲醇比例较低时先进行等度洗脱, 再提高甲醇比例进行

梯度洗脱(表 2), 4 种真菌毒素在 8 min 内可获得理想的

保留时间、分离度和峰型。 

2.3  前处理条件的优化 

由于真菌毒素在不同籽粒、不同部位的分布和含量

差异很大, 因此为了保证试样的代表性和检测结果的准

确性, 本研究试样通过大量样品分取和制备得到。4 种

真菌毒素溶解性各不相同, DON 能溶于水, OTA 微溶于

水, ZEN 和 AFB1 则均不溶于水, 而溶于甲醇和乙腈等有

机溶剂 , 因此小麦中真菌毒素常用的提取液为甲醇 -水

或乙腈-水的混合溶剂 [27‒28]。提取液加入水使试样提取

时分散性更好[29], 也有利于降低免疫亲和柱净化前的稀

释倍数, 因此, 提取液常用的有机相比例为 80%。本研

究对同一小麦粉加标样品分别采用 80%甲醇水溶液和

80%乙腈水溶液进行真菌毒素的提取 , 比较相应的提取

效率, 结果见图 3。通过 80%甲醇水溶液时, ZEN 和 OTA

回收率偏低, 而通过 80%乙腈水溶液进行提取, 4 种的真

菌毒素回收率均超过 90%, 满足测定的技术要求 [30]。此

外 , 实验前处理过程中 , 试样通过提取液提取后 , 在甲

醇水溶液中沉降速度较慢, 提取液过滤速度和净化速度

很慢, 而在乙腈水溶液中能快速分层, 便于过滤和净化, 

因此最终选择 80%乙腈水溶液作为提取液。 

 

 
 

图 3  不同提取液提取后 4 种真菌毒素的回收率(n=3) 

Fig.3  Recoveries of 4 mycotoxins extracted from different extracts 
(n=3) 

 

2.4  复合免疫亲和柱净化条件的优化 

由于提取液是强极性的乙腈水溶液 , 试样提取过

程中除了真菌毒素 , 还有大量干扰物质也被提取 , 这些

干扰物质的存在会影响真菌毒素的分离和定量。现有研

究表明, 使用 C18 固相萃取小柱、HLB 固相萃取小柱净

化时回收率偏低[31], 本研究采用定制的四合一复合免疫

亲和柱 , 通过抗原抗体的高选择性结合特性 , 可以同时

净化提取液中 DON、ZEN、AFB1、OTA 4 种真菌毒素, 且

避免了常规液液萃取中大量有机溶剂的使用。净化前提

取液需要进行稀释 , 降低甲醇含量 , 以避免真菌毒素未

完全吸附而流失。本研究比较了提取液加水进行 3 倍、

5 倍、8 倍稀释方法回收率的差异, 结果发现, 随着稀释

倍数的增加, 能够提高 4 种真菌毒素的回收率, 提取液
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进行 8 倍稀释时(10 mL 提取液+70 mL 水), 4 种真菌毒素

回收率均超过 90%。但稀释倍数进一步增加时, 回收率

上升不明显 , 却增加了大量上柱液 , 降低了净化速度 , 

因此最终选择提取液稀释倍数为 8 倍。 

四合一复合免疫亲和柱的填料高度比单柱高很多 , 

因此需要在洗脱时增加甲醇洗脱液的用量, 但洗脱液用量

过多会增加氮吹时间。本研究比较了甲醇洗脱液用量分别

为 1、2、3 mL 时的洗脱效果, 结果发现当洗脱液为 1 mL

时, 大部分毒素未能洗脱, 当洗脱液达 2 mL 时, 回收率达

到了 90%以上, 洗脱液用量达 3 mL 时, 回收率几乎没有进

一步提高, 而增加的洗脱液用量会增加氮吹时间。因此, 

最终选择洗脱液用量选择为 2 mL。但 2 mL 的洗脱液作为

定容体积仍然较大, 其中的真菌毒素含量较低, 且由于洗

脱液中不含水相, 直接进样分析 DON峰形较差, 因此通过

氮吹浓缩后, 以 1.0 mL 50%的甲醇水溶液复溶后测定, 能

兼顾 4 种真菌毒素峰型和上机浓度。 

2.5  方法的线性范围、回归方程及检出限 

根据 4 种真菌毒素的限量值、常见含量和仪器响应

强弱, 配制不同质量浓度的混合标准工作液。在优化的

前处理方法和仪器条件下, 对表 1 中的系列混合标准工

作液进行测定, 分别以 4 种真菌毒素的峰面积为纵坐标

(Y), 对应的质量浓度为横坐标(X), 进行线性回归分析 , 

计算回归方程和相关系数, 并根据信噪比(S/N)确定检出

限(S/N≥3)和定量限(S/N≥10), 结果见表 5。4 种真菌毒

素线性关系良好 , 相关系数(r)均大于 0.999, 检出限为

0.03~6.50 μg/kg, 定量限为 0.1~20.0 μg/kg, 均达到了国

家标准方法的要求, 表明方法具有较好的灵敏度。 

 
表 5  4 种真菌毒素的线性范围、回归方程、相关系数、检出限及定量限 

Table 5  Concentration ranges, linear regression equations, correlation coefficients, limits of detection and limits of quantitation  
of 4 mycotoxins 

真菌毒素  线性范围/(ng/mL) 回归方程  r 检出限/(μg/kg) 定量限/(μg/kg) 

DON 50.00~2000.00 Y=8.2534X+13.6741 0.9997 6.50 20.0 

ZEN 5.00~200.00 Y=3.7329X‒5.9206 0.9993 0.60 2.0 

AFB1 0.50~20.00 Y=564.0680X‒12.7154 0.9998 0.03 0.1 

OTA 0.50~20.00 Y=308.0510X‒46.9205 0.9999 0.06 0.2 

 

2.6  回收率及精密度实验 

选用空白小麦样品为本底 , 对 4 种真菌毒素进行

低、中、高 3 个浓度水平的加标回收实验, 在优化的实

验条件下, 每个加标水平重复测定 6 次, 分别计算加标

回收率和相对标准偏差(relative standard deviation, RSD), 

结果见表 6。 3 个浓度水平下 , 平均加标回收率为

82.0%~103.0%, RSD 为 5.2%~9.7%。方法的加标回收率

均大于 80.0%, 相对标准偏差均小于 10.0%, 符合 GB/T 

27404—2008《实验室质量控制规范食品理化检测》 [30]

的技术要求, 表明方法具有良好的准确度和精密度。 

2.7  与国家标准方法的对比验证 

以空白小麦粉样品通过加标得到 5 个限量值(DON、

ZEN、AFB1、OTA 分别为 1000、60、5.0、5.0 μg/kg)附

近的不同含量的加标样品, 分别采用本方法和国家标准

法(HPLC 法)测定 4 种真菌毒素含量, 并通过 t 检验和

Kendall 一致性检验比较测定结果的差异性和方法的一

致性, 结果见表 7。通过 SPSS 配对 t 检验可知, 采用本

方法和国标法, 4 种真菌毒素测定结果均没有显著差异

(P>0.05); 继续通过 Kendall 一致性检验可以判断 2 种测

定方法的一致程度 , 由于 Kendall 渐进显著性 P<0.05, 

因此 2 种方法测定结果具有显著的一致性, 且一致性水

平很高 (Kendall 协同系数≥0.9), 可见本方法与国家标

准法测定结果没有显著差异, 2 种方法在测定 4 种真菌毒

素时高度一致。 
 

表 6  方法的加标回收率和精密度(n=6) 
Table 6  Recoveries of standard addition and precisions of the 

method (n=6) 

真菌毒素
加标量
/(μg/kg)

检测结果  
/(μg/kg) 

平均回收率
/% 

RSD
/%

DON 

10.0 10.3±1.0 103.0 9.7

100.0 89.3±7.5 89.3 8.4

1000.0 938.2±48.6 93.8 5.2

ZEN 

5.0 4.2±0.4 84.0 9.5

50.0 45.6±4.0 91.2 8.8

200.0 175.4±13.6 87.7 7.8

AFB1 

0.5 0.41±0.03 82.0 7.3

5.0 4.5±0.3 90.0 6.7

20.0 18.8±1.1 94.0 5.9

OTA 

0.5 0.42±0.04 84.0 9.5

5.0 4.6±0.3 92.0 6.5

20.0 18.7±1.0 93.5 5.3
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表 7  本方法与国家标准法测定结果比较 
Table 7  Comparison of the results between this method and national standard method 

真菌毒素 本方法/(μg/kg) 国标法/(μg/kg) t 值 P 值 Kendall 渐进显著性 Kendall 协同系数 

DON 926.1±210.8 939.6±197.8 ‒0.904 0.417 

0.006 0.998 
ZEN 57.8±15.4 55.7±14.2 1.901 0.130 

AFB1 4.7±1.7 4.8±1.4 -0.310 0.772 

OTA 4.7±1.4 4.8±1.6 ‒1.395 0.235 

 
另外 , 考虑到国家标准方法测定每种真菌毒素时

均需单独前处理和进样分析 , 试剂耗材消耗量大 , 仪器

条件也需要反复切换, 而本方法实现了一次前处理和一

次进样分析 , 不仅减少了试剂消耗 , 测定过程可以节约

四分之三以上的时间, 大大提高了检测效率。 

2.8  实际样品测定 

采用本方法对 2019 年浙江生产的 70 个小麦样品进

行 4 种真菌毒素的检测分析, 结果见表 8。70 个小麦样

品中 4 种真菌毒素污染状况差异较大, 其中 DON 检出率

最高, 达到 90.0%, 检出值为 20.0~3937.5 μg/kg, ZEN 检

出率达 68.6%, 检出值为 2.0~77.8 μg/kg, AFB1 和 OTA 检

出率很低, 分别为 2.9%和 4.3%, 2 种毒素检出值分别为

0.3~0.6 μg/kg 和 0.8~1.2 μg/kg。 

我国食品安全国家标准 GB 2761—2017《食品中真

菌毒素限量》[11]规定了小麦中 DON、ZEN、AFB1、OTA 

4 种主要真菌毒素的限量 , 分别为 1000、60、5.0、     

5.0 μg/kg。70 个小麦样品中, DON 超标最严重, 超标率

达到 41.4%, ZEN 虽然检出率较高但超标率很低, 只有

2.9%, AFB1 和 OTA 均未发现超标样品。可见浙江 2019

年生产的小麦样品, 4 种限量真菌毒素中 DON 污染最普

遍, 超标最严重, 应重点监测和防控; ZEN 检出率也较

高 , 但污染水平较低 , 仅个别样品超过了国家标准限量

要求; ATB1 和 OTA 污染程度相对较轻, 仅在个别样品中

检出 2 种真菌毒素。 

 
表 8  小麦样品中 4 种真菌毒素的检测结果 

Table 8  Detection results of 4 mycotoxins in wheat samples 

真菌毒素  
最低检出值  

/(μg/kg) 
最高检出值  

/(μg/kg) 
检出率

/% 
超标率

/% 

DON 20.0 3937.5 90.0 41.4 

ZEN 2.0 77.8 68.6 2.9 

AFB1 0.3 0.6 2.9 0.0 

OTA 0.8 1.2 4.3 0.0 

 

3  结  论 

本研究建立了一种复合免疫亲和柱净化超高效液

相色谱串联质谱法同时测定小麦中呕吐毒素、玉米赤霉

烯酮、黄曲霉毒素 B1、赭曲霉毒素 A 4 种限量真菌毒素

的分析方法。目前, 小麦中限量真菌毒素的测定大多采

用国家标准方法的 HPLC 或 HPLC-MS/MS 方法, 但多种

毒素均需单独前处理 , 单独进样分析 , 检测效率较低。

本方法通过改进前处理和仪器条件实现了 4 种限量真菌

毒素的同时前处理和同时测定 , 简化了实验流程 , 减少

了试剂消耗, 提高了检测效率。小麦试样中的 4 种限量

真菌毒素通过乙腈水溶液提取, 采用四合一复合免疫亲

和柱净化, 并通过超高效液相色谱串联质谱仪进行分析, 

8.0 min 内可以完成快速测定, 在相应的线性范围内, 线

性关系良好, 相关系数 r 均超过 0.999, 检出限和定量限

均达到了国家标准方法的要求; 4 种毒素的平均加标回

收率为 82.0%~103.0%, 重复测定 RSD 为 5.2%~9.7%, 符

合食品理化测定的技术要求; 通过与国家标准方法的对

比验证, 本方法测定结果与国家标准方法高度一致。本

方法准确度、精密度高、灵敏度好, 适用于小麦及其制

品中 4 种限量真菌毒素的快速测定, 可以满足基层检测

机构对小麦中多种真菌毒素同时测定的要求。 

应用本方法对浙江 2019 年生产的小麦进行 4 种真

菌毒素污染情况的分析，结果表明 4 种真菌毒素污染情

况差异较大，其中呕吐毒素污染最普遍 , 超标最严重 , 

应重点监测和防控。 
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食品加工工艺优化及应用研究 

 

 

随之人类对自身健康的关注及生活水平的提高, 加工食品因保持其原色、原味及食品营养成分的优越性

备受关注。越来越多的新工艺新方法应用于食品加工业, 尤其是多种工艺的综合利用, 对食品行业的发展起

到了巨大的推动作用。 

鉴于此, 本刊特别策划“食品加工工艺优化及应用研究”专题, 主要围绕加工工艺优化(提取工艺优化、配

方优化、纯化优化、制备优化、响应面法优化等)、食品加工的综合利用及评价等问题展开讨论, 计划在 2021

年 2/3 月出版。 

鉴于您在该领域的成就, 学报主编国家食品安全风险评估中心 吴永宁 研究员特邀请您为本专题撰写稿

件, 以期进一步提升该专题的学术质量和影响力, 综述及研究论文均可。请在 2021 年 1 月 30 日前通过网站

或 E-mail 投稿。我们将快速处理并经审稿合格后优先发表。 

同时烦请您帮忙在同事之间转发一下, 希望您能够推荐该领域的相关专家并提供电话和 E-mail。再次感

谢您的关怀与支持！ 

投稿方式(注明专题食品加工工艺优化及应用研究):  

网站: www.chinafoodj.com(备注: 投稿请登录食品安全质量检测学报主页-作者 

登录-注册投稿-投稿栏目选择“2020 专题: 食品加工工艺优化及应用研究”) 

邮箱投稿: E-mail: jfoodsq@126.com(备注: 食品加工工艺优化及应用研究专题投稿) 
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