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超声辅助液液萃取-超高效液相色谱-串联质谱法
测定米粉、河粉中的米酵菌酸 

罗  兰*, 秦威振, 王  甫, 任  燕, 林启辉 

(深圳市龙华区疾病预防控制中心, 深圳  518109) 

摘   要 : 目的   建立 超声 辅 助液 液萃 取 - 超 高效液 相 色谱 - 串联 质 谱法 (ultra performance liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry, UPLC-MS/MS)快速测定米粉、河粉中米酵菌酸(bongkrekic acid, BA)

的方法。方法  称取适量已匀浆好的样品, 加入乙腈超声提取、离心后取上清液, 过 0.22 μm 的微孔滤膜, 经

Thermo Hypersil GOLD C18 柱(2.1 mm×100 mm, 1.9 μm)分离, 以 0.2%甲酸-乙腈为流动相。采用电喷雾离子源

(electrospray ionization, ESI)负离子多反应监测模式检测, 外标法定量。结果  在优化的条件下, 米酵菌酸在

0.5~100 ng/mL 范围内线性关系良好, 相关系数大于 0.999, 米粉和河粉中米酵菌酸的检出限均为为 0.01 μg/kg, 

定量限均为 0.03 μg/kg, 样品加标回收率为 81.0%~90.4%, 相对标准偏差≤5.5%。结论  该方法快速、灵敏、

准确, 可应用于米粉、河粉中的米酵菌酸的测定。 
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Determination of bongkrekic acid in rice noodles and chow fun by ultra 
performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry  

with ultrasonic assisted liquid-liquid extraction 

LUO Lan*, QIN Wei-Zhen, WANG FU, REN Yan, LIN Qi-Hui 

(Shenzhen Longhua District Center for Disease Control and Prevention, Shenzhen 518109, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of bongkrekic acid (BA) in rice noodles and 

chow fun by ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry (UPLC-MS/MS) with ultrasonic 

assisted liquid-liquid extraction. Methods  The homogenized sample were weighed a proper amount. After 

ultrasonic extraction with acetonitrile and centrifugation, the supernatant was obtained and passed through 0.22 μm 

microporous membrane, then separated with Thermo Hypersil GOLD C18 column (2.1 mm×100 mm, 1.9 μm) using 

0.2% formic acid and acetonitrile as mobile phase, detected by the electrospray ionization (ESI) negative ion multiple 

reaction monitoring mode, and quantified by external standard method. Results  Under the optimized conditions, 

bongkrekic acid had a good linear relationship in the range of 0.5-100 ng/mL, and the correlation coefficient was 

greater than 0.999. The limits of detection of bongkrekic acid in rice noodles and chow fun were 0.01 µg/kg and the 

limits of quantitation were 0.03 µg/kg. The average recoveries for bongkrekic acid were 81.0%-90.4% with relative 
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standard deviations no more than 5.5%. Conclusion  The proposed method is rapid, sensitive and accurate, which is 

suitable for the determination of bongkrekic acid in rice noodles and chow fun samples. 

KEY WORDS: ultrasonic assisted; liquid-liquid extraction; ultra performance liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry; bongkrekic acid; rice noodles; chow fun 
 
 
 

0  引  言 

米酵菌酸(bongkrekic acid, BA)是唐菖蒲伯克霍尔德

氏菌(椰毒假单胞菌酵米面亚种)的主要毒性代谢产物[1]。

BA 可损伤人的肝脏、脑、肾脏等实质性器官, 人误食了被

此菌污染的谷物和椰子发酵制品、银耳、薯类等可引起中

毒和死亡[2‒4]。近年来, BA 导致的食物中毒事件时有发生, 

2018 年在广东省的河源和东莞发生米粉/河粉中毒事件致

10 人中毒, 5 人死亡; 2020 年黑龙江鸡西市发生“酸汤子”中

毒事件致 9 人中毒, 8 人死亡; 2020 年深圳市发生河粉中毒

事件致 2 人中毒, 1 人死亡[5‒6]。BA 毒性大, 致死率高达

40%~100%[4], 通过查阅文献发现, BA 中毒只发生在中国

和印尼等亚洲国家, 非洲仅报道了一例中毒事件[7], 关于

BA 相关流行病学、毒理学以及检测方法报道很少, 因此, 

有必要建立一种能快速、准确鉴定 BA 的检测方法。 

目前, 针对 BA 常用的检测方法包括荧光层析法[8]、

液相色谱法[9‒11]、液相色谱-质谱联用法[5,12‒16]。荧光层析

法抗干扰能力差 , 不适合检测基质复杂的样品; 液相色

谱法与液相色谱-质谱联用法相比较, 液相色谱法灵敏度

较低, 对于浓度低的样品需要富集, 增加了检测的时长, 

选择性较差, 抗干扰能力不强。液相色谱-串联质谱法是

目前测定 BA 的主流方法。常用的米酵菌酸前处理技术有

固相萃取法[5,12‒14,17‒19]和液液萃取法[15,20]。固相萃取耗时

较长, 操作步骤烦琐, 如果使用全自动固相萃取, 则需购

置较为昂贵的前处理仪器[21‒22]。使用液液萃取法比使用

固相萃取法更能缩短前处理的时间 , 提高检测效率 , 但

目前应用液液萃取法对米粉、河粉中的 BA 进行前处理的

研究相对较少。 

本研究建立了超声辅助液液萃取-超高效液相色谱-串

联质谱法测定米粉、河粉中 BA 的分析方法, 以期为准确

鉴别米粉和河粉中的 BA 提供可靠的方法。 

1  材料与方法 

1.1  仪  器 

TSQ Endura 超高效液相色谱-串联质谱仪、LP 涡旋振

荡仪(美国 Thermofisher 公司); Avanti JXN-26 冷冻高速离

心机(美国 Bechman Coulter 公司); Milli-Q 超纯水仪(美国

Millipore 公司)。 

1.2  标准品及主要试剂 

米酵菌酸标准品(纯度 97.2%, 美国 Sigma-Aldrich 公

司); 甲酸、甲醇、乙腈(HPLC 级, 中国迪马科技公司); 氨

水(AR 级, 广东省化学试剂工程技术研究开发中心)。 

1.3  样  品 

用于建立检测方法的米粉和河粉样品均来源于 2021

年深圳市风险监测项目抽检的样品, 在深圳地区 11个行政

区(龙华、南山、罗湖、福田、宝安、光明、盐田、龙岗、

光明新区、坪山新区、大鹏新区)的农贸市场和超市随机采

集米粉和河粉样品。样品经粉粹、混匀, 在分析之前均储

存在-18 ℃的冰箱中。阳性样品来源于 2020 年深圳市疑似

误食变质米粉中毒事件中采集的样品。 

1.4  样品前处理方法   

米粉和河粉样品: 准确称取 5.00 g 已粉粹、匀浆好的

样品于 50 mL离心管中, 加入 15 mL乙腈, 涡旋振荡 2 min, 

超声 80 W提取 20 min, 以 14000 r/min 4 ℃离心 10 min, 取

上清液过 0.22 μm 聚四氟乙烯(poly tetra fluoroethylene, 

PTFE)滤膜后进行分析。 

1.5  色谱-质谱分析条件   

液相色谱条件 : Thermo Hypersil GOLD 色谱柱    

(2.1 mm×100 mm, 1.9 μm); 流动相 A 为含 0.2%甲酸水溶液; 

B 为乙腈; 流速 : 0.3 mL/min; 柱温 : 40 ℃; 进样体积:    

5 μL。梯度洗脱程序见表 1。 
 

表 1  液相色谱梯度洗脱程序 
Table 1  Gradient elution procedure of liquid chromatography 

时间/min 流动相 A/% 流动相 B/% 

0.00 90 10 

3.00 1 99 

5.50 1 99 

5.60 90 10 

9.00 90 10 

 
质谱条件 : 离子源为电喷雾电离源 (electrospray 

ionization, ESI); 扫描模式为负离子扫描模式; 检测方式为

选择反应监测 (selective reaction monitor, SRM); 鞘气    

30 Arb; 辅气 5 Arb; 离子传输管温度 300 ℃; 蒸发温度

350 ℃; 循环时间为 0.5 s。SRM 参数见表 2。 
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表 2  选择反应监测参数 
Table 2  Parameter of selective reaction monitor 

分析物 
保留时间

/min 
母离子 
(m/z) 

子离子 
(m/z) 

碰撞能
CE/eV 

米酵菌酸 4.07 485.1 
441.2* 10 

397.2 18 

注: *表示定量离子。  

 

1.6  标准曲线的绘制  

在装有米酵菌酸标准品(0.5 mg)的安瓿瓶中少量多次

加入乙腈 , 分次转移至 10 mL 容量瓶中定容 , 配制成     

1 μg/mL 的标准储备液, -20 ℃冷冻避光保存。分别移取适

量的标准储备液用乙腈稀释定容, 配成 0.5、1.0、5.0、10.0、

100 ng/mL 的标准工作溶液, 临用现配。 

2  结果与分析 

2.1  实验条件的优化 

为了得到最佳的实验条件, 本实验对影响实验结果

的一系列参数条件进行了优化 , 包括萃取试剂种类及用

量、超声提取时间及超声功率、色谱以及质谱条件等。其

中萃取试剂种类及用量、超声提取时间及超声功率、色谱

条件均采用 5.0 ng/mL 的 BA 进行优化实验, 质谱条件根据

仪器操作要求, 采用 1.0 μg/mL 的 BA 进行优化实验[13]。 

2.1.1  样品萃取条件的优化   

BA 是一种脂溶性的酸性化合物, 易溶于乙醚、甲

醇、氯仿、乙腈等有机溶剂和碱性水溶液[2]。本实验比较

了甲醇、乙腈以及 0.1%氨水溶液对 BA 提取效率的影响, 

进行 3 次平行实验, 结果发现, 乙腈做萃取试剂时, 米粉

和河粉空白加标样品中 BA 的回收率高于 80%; 甲醇做萃

取试剂时米粉和河粉样品中 BA 的回收率低于 60%; 氨水

溶液做萃取试剂粘度大 , 难以过膜 , 因此本研究选择乙

腈做萃取试剂。同时本实验优化了萃取溶剂的用量。考

虑到米粉和河粉的发泡性和吸水性, 分别加入 5、15、20、

30、35 mL 乙腈到米粉和河粉空白加标样品中; 实验结果

表明, 米粉和河粉样品中加入 15 mL 乙腈时, BA 的峰面

积达到最大值, 随着萃取溶剂乙腈用量的增大, BA 的峰

面积减小。因此, 本实验选择 15 mL 作为米粉和河粉的萃

取溶剂用量。 

超声有利于萃取溶剂的分散, 可以使样品和萃取溶

剂充分混合; 机械振动和超声空化效应可以提高萃取速度

和反应效率, 缩短提取时间[23]。本研究考察了超声萃取时

间和超声萃取功率对萃取效果的影响。分别采用 1、10、

20、30、40 min 进行超声萃取。萃取时间为 1~20 min, BA

峰面积随时间的增长而增加, 当萃取时间超过 20 min, BA

的峰面积减小, 因此, 本实验选择 20 min 作为超声萃取的

时间。实验也考察了萃取功率对实验结果的影响。分别用

40、60、80、100、150 W 进行萃取, 萃取功率为 40~80 W

时 , BA 峰面积随超声功率的增加而增加 , 超声功率为

80~150 W, BA 峰面积随功率增加而减小, 超声功率过大, 

有可能导致待测物降解或异化, 因此本研究选择 80 W 作

为最佳超声功率。 

2.1.2  色谱条件的优化   

在相同的梯度条件下, 本研究分别比较了 0.1%氨水-

乙腈、0.05%甲酸-乙腈、0.2%甲酸-乙腈 3 种流动相对 BA

色谱峰的影响。实验结果表明, BA 在 0.1%氨水-乙腈中色

谱峰变形严重, 峰形宽, 而在酸性流动相中 BA 的响应值

比在碱性流动相中响应值更高, 且使用浓度为 0.2%的甲酸

比使用 0.05%的甲酸, BA 峰形更好(图 1)。 

流动相中甲酸的浓度对 BA 的峰面积强度具有重要的

影响。实验考察了甲酸的浓度从 0.02%、0.05%、0.1%、0.2%、

0.5%到 1%逐渐增加时, BA 峰形和峰面积强度的变化。半

峰宽随甲酸浓度的增加而减小, 甲酸浓度为 0.2%时, BA峰

形最好, 峰面积强度最大, 当甲酸浓度大于 0.2%, BA 的半

峰宽变大, 峰面积强度减小。故本研究采用 0.2%甲酸-乙腈

做流动相, 甲酸浓度高于文献报道[13-14]。 

 

 

 
 
 

注: 1: 0.1%氨水-乙腈; 2: 0.2%甲酸-乙腈; 3: 0.05 %甲酸-乙腈。 

图 1  不同组成的流动相对米酵菌酸色谱行为的影响 

Fig.1  Effects of different mobile phase on chromatography of bongkrekic acid 
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2.1.3  质谱条件的优化   

BA 是含有 3 个羧基的脂肪酸, 容易失去质子带上负

电荷[3], 故本研究选择 ESI 负离子模式检测。同时本研究

也对质谱条件做了相应的优化。离子传输管温度优化范围

250~400 ℃, 蒸发温度优化范围 300~400 ℃, 进样浓度为

100 ng/mL 时, BA 信号强度随温度升高而升高, 在离子传

输管温度为 300 ℃, 蒸发温度为 350 ℃时, 响应最强。随

着蒸发温度的升高, 信号强度有所下降, 背景噪音增大, 

因此, 本研究选择离子传输管最佳温度 300 C, 蒸发温度

350 ℃。在此温度下, 对鞘气、辅气的气流大小也进行了

优化。实验结果表明, 鞘气 30 Arb, 辅气 5 Arb 时, 响应最

强。在此条件下, 用 SRM 模式扫描, 选择定量、定性子离

子, 并对碰撞能量 CE 进行了优化。实验结果见表 2 和图 2。 

2.2  线性方程、 相关系数、检出限 

在 最 佳 实 验 条 件 , 米 粉 中 BA 的 线 性 方 程 为

Y=-11417.9+11293.7X, 线性范围为 0.5~100 ng/mL, 相关系

数 为 0.9992; 河 粉 中 BA 的 线 性 方 程 为

Y=-10932.4+11307.5X, 线性范围为 0.5~100 ng/mL, 相关系

数为 0.9990。方法线性关系较好。用 3 倍信噪比计算检出

限(S/N=3), 用 10 倍信噪比计算定量限(S/N=10)。米粉和河

粉中 BA 的检出限为 0.01 μg/kg, 定量限为 0.03 μg/kg, 方

法灵敏度较高。 

2.3  准确度、精密度实验   

为了验证方法的准确性和精密度, 对米粉和河粉进

行了加标回收实验和精密度实验。使用 1.3 中的样品, 运

用 1.4 的前处理方法处理将好的米粉和河粉空白样品进

行加标回收实验, 加标浓度为 1.0、10.0、50.0 ng/mL, 米

粉中 BA 的平均回收率均在 84.2%~90.4%, 河粉中 BA 的

平均回收率均在 81.0%~83.8%范围内, 对加标后不同浓

度的样品进行 6 次平行测定 , 相对标准偏差 (relative 

standard deviation, RDS)小于等于 5.5% (表 3), 方法精密

度较好。 
 

 
 

注: 1: BA 的总离子流色谱图; 2: BA 的母离子与定量子离子; 3: BA 的母离子与定性子离子。 

图 2  米酵菌酸的 SRM 图 

Fig.2  SRM chromatography of bongkrekic acid 
 

表 3  精密度、回收率实验结果(n=6) 
Table 3  Experimental results of precisions and recoveries (n=6) 

基质 
加标量

/(ng/mL) 
测定值

/(ng/mL) 
平均回收率

/% 
RSD/% 

米粉 

1.0 0.865 86.5 5.1 

10.0 8.42 84.2 3.2 

50.0 45.2 90.4 2.2 

河粉 

1.0 0.810 81.0 5.5 

10.0 8.31 83.1 4.1 

50.0 41.9 83.8 0.4 

2.4  基质效应   

基质效应是影响复杂基质质谱检测结果准确性的

重要因素[24]。本研究分别取空白米粉和河粉样品, 按照

1.4 的方法处理, 在提取液中加入 BA 标准溶液, 配制成    

10 ng/mL 的基质配制标准溶液, 平行测定 3 次, 测得的

色谱峰面积与 10 ng/mL 的 BA 标准溶液峰面积相比较, 

考察样品的基质效应 , 实验结果表明 , 米粉和河粉中

BA 的基质抑制效应在 90.0%~96.5%之间, 没有明显的

基质效应。 



6066 食 品 安 全 质 量 检 测 学 报 第 12 卷 
 
 
 
 
 

2.5  实际样品测定  

2020 年深圳市发生 3 起疑似米酵菌酸食物中毒事

件 , 实验室在其中 1 起中毒事件的血液和米粉样本中

检测出了米酵菌酸 , 另 2 起疑似米酵菌酸中毒事件的

样本中未检出米酵菌酸 , 结合临床症状 , 排除了米酵

菌酸中毒。米粉样品的检测图谱见图 3, 米粉中 BA 的

保留时间为 4.1 min, 4.2 min 有一小峰出现 , 据参考文

献 [13]报告 , 推断其为异米酵菌酸(iso-BA)。BA 在日照

条件下会降解生成 iso-BA, 中毒样品中一般是 BA 和

iso-BA 共存。  

 

 
 

图 3  中毒米粉样品的 SRM 图 

Fig.3  SRM chromatography of poisonedrice noodles 
 
 

3  结  论 

椰毒假单胞菌可利用任何有机物快速生长繁殖, 在温

度和湿度适宜的条件下即可产生大量的 BA。BA 通过抑制

线粒体腺嘌呤核苷酸转位酶而产生毒性作用, 致死率高[25]。

本研究建立了适用于快速测定米粉和河粉中 BA 的超声辅

助液液萃取-超高效液相色谱-串联质谱法。该方法简化了样

品前处理的过程, 使用乙腈一步萃取净化, 超声辅助加速了

萃取速率。并对影响实验结果的萃取条件、色谱条件以及质

谱条件进行了优化, 在优化的条件下进行了方法指标的测

试和实际样品测定, 结果表明该方法具有灵敏度高、稳定性

好、操作简便等优点, 具有较高的应用价值。此外, 实验中

发现部分标准品和实际样品有 BA 和 iso-BA 共存的现象, 

iso-BA 与 BA 分子量相同, 母离子相同, 但在液相色谱柱上

的保留时间有差别, 在 C18 柱上, BA 先于 iso-BA 出峰。在以

后的实验研究中, 可同时研究测定 BA 和 iso-BA, 二者互为

佐证, 提高检测结果的可靠性。 
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