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挥发性铵盐盐析辅助液液萃取结合超高效液相色
谱-串联质谱法测定酱油中 4种黄曲霉毒素 

王东旭*, 王新财, 王凤丽, 胡奇杰, 厉  芬 

(湖州市食品药品检验研究院, 湖州  313000) 

摘  要: 目的  建立基于挥发性铵盐盐析辅助液液萃取结合超高效液相色谱-串联质谱法检测酱油中黄曲霉

毒素 B1、B2、G1、G2 4 种黄曲霉毒素含量的分析方法。方法  酱油样品用乙腈提取, 乙酸铵作为盐析助剂分层, 

提取液加水定容后, 采用 C18反相色谱柱以 5 mmol/L 乙酸铵溶液-甲醇/乙腈为流动相进行梯度洗脱, 采用电喷雾

正离子模式检测, 外标法定量。实验考察了萃取溶剂、盐析助剂及 pH 对萃取效率的影响。结果  最优实验条件

下, 在 0.5~20.0 ng/mL 范围内 4 种黄曲霉毒素线性良好, 相关系数均大于等于 0.999, 检出限为 0.01~0.04 μg/kg, 

定量限为 0.03~0.12 μg/kg; 对空白酱油样品进行 0.8、4.0、8.0 μg/kg 3 个水平的加标实验 , 回收率为

73.2%~94.5%, 相对标准偏差为 0.9%~5.9%。结论  该方法操作简捷、成本低、准确度高, 可满足对酱油中 4

种黄曲霉毒素的快速准确分析要求。 
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Determination of 4 kinds of aflatoxins in soy sauce by volatile salting-out 
assisted liquid-liquid extraction combined with ultra performance liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry 

WANG Dong-Xu*, WANG Xin-Cai, WANG Feng-Li, HU Qi-Jie, LI Fen 

(Huzhou Institute for Food and Drug Control, Huzhou 313000, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish an analytical method for the determination of aflatoxins B1, B2, G1 and G2 in 

soy sauce based on volatile ammonium salt salting-out assisted liquid-liquid extraction combined with ultra 

performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry. Methods  The soy sauce sample was extracted with 

acetonitrile, and ammonium acetate was used as the salting-out aid for stratification, after the extraction solution was 

fixed in volume by adding water, gradient elution was performed using a C18 reverse-phase chromatographic column 

with 5 mmol/L ammonium acetate solution–methanol/acetonitrile as the mobile phase, and electrospray positive ion 

mode detection was adopted, followed by external standard quantification. The effects of extraction solvent, 

salting-out aid and pH on extraction efficiency were investigated. Results  Under the optimal experimental 

conditions, the linearity of the 4 kinds of aflatoxins were good in the range of 0.5‒20.0 ng/mL, the correlation 
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coefficients were all greater than or equal to 0.999, and the limits of detection were 0.01‒0.04 μg/kg, and the limits of 

quantitation were 0.03‒0.12 μg/kg; the standard addition experiments at the 3 levels of 0.8, 4.0 and 8.0 μg/kg were 

performed on the blank soy sauce sample, and the recovery rates were 73.2%‒94.5%, and the relative standard 

deviations were 0.9%‒5.9%. Conclusion  This method is simple, low in cost and high in accuracy, and can meet the 

requirements of rapid and accurate analysis of 4 kinds of aflatoxins in soy sauce. 

KEY WORDS: soy sauce; aflatoxin; salting-out assisted liquid-liquid extraction 
 
 

0  引  言 

酱油拥有独特的风味和多种氨基酸, 同时易于消化

吸收, 深受消费者喜爱[1]。酱油的主要原料为大豆、小麦、

麸皮等农作物, 而农作物在种植和贮存过程中, 容易受到

真菌毒素的污染, 再加上酱油在制作过程中需要酵母菌、

曲霉菌等真菌的参与, 容易受到霉菌毒素的污染, 造成真

菌毒素残留问题[2]。黄曲霉毒素(aflatoxin, AFT)是由黄曲霉

和寄生曲霉次级代谢产生的一组具有二氢呋喃香豆素结构

的化合物[3], 是一种剧毒物质, 具有严重的致癌性、致畸性

和致突变性[4‒5]。目前已报道发现 20 余种黄曲霉毒素, 常

见的主要有黄曲霉毒素 B1 (aflatoxin B1, AFTB1)、黄曲霉毒

素 B2 (aflatoxin B2, AFTB2)、黄曲霉毒素 G1 (aflatoxin G1, 

AFTG1)、黄曲霉毒素 G2 (aflatoxin G2, AFTG2), 其中 AFTB1

毒性最强, 是目前已知毒性最强的化合物之一[6‒8]。因此, 

为了保障酱油食品安全, 我国 GB 2761—2017《食品安全

国家标准  食品中真菌毒素限量》中明确规定了酱油中

AFTB1 的最大限量值不超过 5 μg/kg。 

目前食品中黄曲霉毒素的定量检测主要为高效液相

色谱法和高效液相色谱-串联质谱法[9‒11]。由于食物样品多

样, 成分基质复杂, 而食物中的黄曲霉毒素浓度往往较低, 

因此在仪器分析前需采取适当的样品前处理技术进行富

集和纯化[12]。常见的前处理技术主要有液液萃取法[13‒14]、

固相萃取法[15‒17]、免疫亲和层析法[18‒19]、磁珠免疫净化

法[20‒23]、QuEChERS 法[24‒26]等, 由于酱油等发酵调味品

基质较为复杂, 目前采用的前处理方法以免疫亲和层析

法[27‒28]为主, 但该法检验成本高、操作相对烦琐, 不适合

高通量检测。盐析液液萃取是一种通过向样品溶液与萃取

溶剂混合物中加人适当的无机盐, 促使萃取溶剂更好地从

混合物中分离的萃取方法[29]。该方法具有操作简单快速、

溶剂消耗少、萃取效率高等优点。目前盐析液液萃取法在

蜂蜜、血浆、白酒、水产品、婴幼儿食品、鱼类和肉类等

样品的有毒有害物质残留检测中应用较多[30], 但采用氯化

钠、硫酸镁、碳酸钾等难挥发盐作为盐析剂与质谱联用时, 

提取溶剂中残留的盐会导致较强的离子抑制效应, 降低待

测物的灵敏度, 限制了该方法的广泛使用。近年来挥发性

盐因在离子源中可以电离挥发避免了质谱的污染, 逐步在

血浆、粪便中药物检测得到应用[31], 但针对调味品中真菌

毒素的检测应用还鲜见报道。本研究通过筛选挥发性铵盐

作为盐析剂, 采用盐析辅助液液萃取法结合超高效液相色

谱-串联质谱法(ultra performance liquid chromatography- 

tandem mass spectrometry, UPLC-MS/MS)建立了一种前处

理快速简单、成本低的酱油中黄曲霉毒素的检测方法, 以

期为酱油中黄曲霉毒素的高通量检测提供技术参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

酱油样品购于湖州市超市。实验所用空白酱油样品采

用 GB 5009.22—2016《食品安全国家标准 食品中黄曲霉

毒素 B 族和 G 族的测定》方法测定确证阴性。 

黄曲霉毒素B1、B2、G1、G2混合标准溶液(浓度100 μg/mL, 

青岛普瑞邦生物工程有限公司); 甲醇、乙醇、正丙醇、乙

腈、丙酮(色谱纯, 德国默克公司); 甲酸铵、乙酸铵、氯化

铵、硫酸铵(分析纯, 上海麦克林生化科技有限公司); 实验

用水为超纯水; 0.22 μm 尼龙滤膜针式过滤器(天津市津腾

实验设备有限公司)。 

1.2  仪器与设备 

1260 型高效液相色谱仪、ZORBAX SB-C18 色谱柱

(100 mm×2.1 mm, 1.8 μm)、6470 型三重四极杆串联质谱

仪 (美国安捷伦公司 ); ME204E 型电子分析天平 (精度

0.0001 g, 瑞士梅特勒-托利多仪器有限公司); Genius 3 漩

涡混合器(德国艾卡公司); KQ-500DB 型超声清洗仪(中国

昆山市超声仪器公司); Allegra X-12R 型台式冷冻离心机

(美国贝克曼库尔特公司); Simplicity 型超纯水仪(美国密

理博公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  混合对照品溶液的制备 

AFTB1、AFTB2、AFTG1、AFTG2 混合标准储备液的

配制: 吸取采购的 AFTB1、AFTB2、AFTG1、AFTG2 混合

标准溶液适量, 用乙腈稀释, 配制质量浓度为 1 μg/mL 的

AFTB1、AFTB2、AFTG1、AFTG2 混合标准储备液, ‒20℃

下避光保存。吸取 AFTB1、AFTB2、AFTG1、AFTG2 混合

标准储备液适量, 经空白基质溶液稀释, 配制成质量浓度

分别为 0.5、1.0、5.0、10.0、20.0、50.0 ng/mL 的 AFTB1、

AFTB2、AFTG1、AFTG2 混合标准工作溶液。取 1 mL 标
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准溶液经 0.22 μm 尼龙滤膜过滤后供仪器分析。 

1.3.2  供试品溶液的制备 

称取5.00 g酱油(精确至0.01 g)置于15 mL离心管中, 先

后加入2.0 g乙酸铵和2.0 mL乙腈溶液, 涡旋至乙酸铵固体完

全溶解(约 1 min), 然后 10000 r/min 转速下离心 5 min。移取

全部上层有机层(约 1.4 mL)置于 2.0 mL 容量瓶中, 加水定

容至刻度, 混匀, 过 0.22 μm 尼龙滤膜后进仪器分析。 

1.3.3  标准曲线的绘制 

采取基质加标制备标准曲线: 精密吸取上述混合标

准工作液各 5 μL 进超高效液相色谱-串联质谱仪检测, 测

定定量离子出峰面积, 以进样质量浓度(X, ng/mL)为横坐

标, 定量离子峰面积(Y)为纵坐标, 绘制 4 种黄曲霉毒素基

质标准溶液曲线图。 

1.4  色谱及质谱条件 

ZORBAX SB-C18色谱柱(100 mm×2.1 mm, 1.8 μm); 流

动相A: 甲醇/乙腈混合液(50:50, V:V), 流动相B: 5 mmol/L 乙

酸铵溶液; 梯度洗脱程序: 0.0~0.5 min, 40% A; 0.5~3.0 min, 

40%~60% A; 3.0~4.0 min, 60% A; 4.0~4.2 min, 60%~100% A; 
4.2~5.0 min, 100% A; 5.0~5.5 min, 100%~40% A; 5.5~9.0 min, 
40% A; 流速 0.3 mL/min; 进样体积 5 μL; 柱温 35℃。 

质谱条件 : 电喷雾正离子 (electron spray ionization, 

ESI+)模式扫描, 多反应监测(multiple reaction monitoring, 

MRM)模式检测; 毛细管电压为 3.5 kV; 干燥气温度 300℃; 

干燥气流速 7 L/min; 雾化器压力 45 psi; 鞘流气温度: 

350℃; 鞘流气流速 11 L/min; AFTB1、B2、G1、G2 的有关

质谱参数详见表 1。 

 
表 1  待测物的监测离子对及最佳质谱参数 

Table 1  Monitoring ion pairs and optimal mass spectral 
parameters of the object to be tested 

化合物 电离模式 离子对 碎裂电压/V 碰撞电压/V

AFTB1 ESI+ 313.0>240.8a 155 35 

 ESI+ 313.0>284.9b 155 35 

AFTB2 ESI+ 315.0>287.0a 155 30 

 ESI+ 315.0>259.0b 155 35 

AFTG1 ESI+ 329.0>243.0a 155 30 

 ESI+ 329.0>283.0b 155 25 

AFTG2 ESI+ 331.0>244.9a 155 30 

 ESI+ 331.0>285.0b 155 35 

注: a: 定量离子对; b: 定性离子对。 

 

1.5  数据处理 

试样中 4 种黄曲霉毒素含量按式(1)计算:  

i
i

×
=

C V
X

m
                 (1) 

式(1)中:  

Xi—试样中黄曲霉毒素的含量, μg/kg;  

Ci—样品溶液中黄曲霉毒素的质量浓度, ng/mL;  

V—样品溶液定容体积, mL;  

m—称量样品质量, g。 

1.6  数据统计与分析 

采用 SPSS 26.0 软件对数据进行单因素方差分析

(one-way analysis of variance, ANOVA)、最小显著差异

(least significant difference, LSD)多重比较, 显著水平设为

α=0.05, 以 P<0.05 表示差异具有统计学意义; 使用 Origin 

9.0 进行数据绘图。 

2  结果与分析 

2.1  盐析剂类型的选取 

盐析剂的选取直接影响目标物萃取效率的高低。由于

在盐析液液萃取当中, 过量盐的使用会使得萃取溶剂中带

有盐析剂, 而残留的难挥发盐会在质谱中降低目标物离子

丰度, 并对仪器硬件造成腐蚀和污染。因此本研究选择易

挥发的铵盐作为盐析剂, 分别考察了甲酸铵、乙酸铵、氯

化铵、硫酸铵 4 种铵盐对黄曲霉毒素的提取效率, 结果见

图 1。结果显示, 乙酸铵对 4 种黄曲霉毒素的提取回收率

均优于其他盐类, 且在 AFTB1、G1、G2 提取回收率上具有

显著差异(P<0.05), 因此选用乙酸铵作为盐析剂。 
 

 
 

注: 不同小写字母表示存在显著性差异(P<0.05), 下同。 

图 1  盐析剂类型筛选(n=3) 

Fig.1  Screening of salt out agent type (n=3) 
 

2.2  萃取溶剂类型的选取 

萃取溶剂是影响萃取效率的重要因素之一。在盐析液

液萃取中, 萃取溶剂一般要求密度小于水且与水混溶, 同

时又要在加入盐后与水分层, 因此本研究考察了乙腈、甲

醇、乙醇、正丙醇、丙酮 5 种常见的萃取溶剂。加入盐析

剂乙酸铵后, 发现只有乙腈、正丙醇和丙酮分层, 经过测
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定 4 种目标物的提取回收率, 结果见图 2, 显示乙腈>丙

酮>正丙醇, 且 3 种溶剂均具有显著差异(P<0.05), 因此, 

选取乙腈作为萃取溶剂。 

 

 
 

图 2  溶剂类型筛选(n=3) 

Fig.2  Screening of solvent type (n=3) 
 

2.3  盐析剂质量的优化 

盐析剂质量对盐析效果至关重要。本研究进一步考察

了乙酸铵的用量(0.5、1.0、1.5、2.0、2.5 g)对盐析液液萃

取富集效应和萃取效率的影响, 结果见图 3。研究表明: 不

同乙酸铵用量对盐析后的有机相体积影响较小, 随着乙酸

铵用量由 0.5 g 增加到 2.0 g 时, 提取回收率随乙酸铵用量

增大而提高, 随着乙酸铵用量进一步加大时, 提取回收率

增加并不显著(P>0.05)。因此, 以节约试剂原则确定 2.0 g

为最佳盐析质量。 

 

 
 

图 3  乙酸铵质量筛选(n=3) 

Fig.3  Quality screening of ammonium acetate (n=3) 
 

2.4  萃取溶剂体积的优化 

过低的萃取溶剂体积会导致萃取不完全, 降低萃取效

率, 过高的萃取溶剂体积则降低富集倍数, 浪费有机试剂。

因此, 本研究比较考察了萃取溶剂乙腈的用量(0.8~2.4 mL)

对萃取溶剂与样品溶液分层效果和目标物萃取效率的影响, 

结果见图 4。乙腈用量在 0.8 mL 时, 盐析后有机层体积较

少、吸取误差大, 增加乙腈用量, 不同黄曲霉毒素的提取

回收率稍有差异, AFTG1 在 4 种乙腈用量下并无显著差异, 

而 AFTB1、B2 在乙腈用量在 2.0 mL 以上回收率较 2.0 mL

以下用量差异显著(P<0.05), 乙腈用量继续增加到 2.4 mL

提取回收率差异不显著(P>0.05)。因此, 为节省有机溶剂和

缩短提取时间, 确定 2.0 mL 为最佳萃取体积。 

 

 
 

图 4  乙腈体积条件筛选(n=3) 

Fig.4  Screening of acetonitrile volume condition (n=3) 
 

2.5  样品 pH 的优化 

样品的 pH 同样是影响萃取效率的因素。由于黄曲霉

毒素在碱性条件下不稳定, 因此本研究考察了 pH 分别为

3.0、5.0、7.0 3 种条件下的回收率, 结果见图 5。结果显示, 

pH 为 7.0 时回收率最高, 且与其他 pH 条件下的回收率具

有显著差异(P<0.05)。因此, 前处理中不需要额外调节 pH。 

 

 
 

图 5  样品 pH 条件筛选(n=3) 

Fig.5  Screening of the pH of sample (n=3) 
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2.6  标准曲线、线性范围与检出限 

由于酱油基质效应较强, 通过比较基质标准曲线与

纯溶剂标准曲线的斜率, 测得 4 种黄曲霉毒素基质效应

(matrix effect, ME)在 13%~62%之间, 显示较强的基质抑制

效应, 因此采用基质标准曲线定量。将 5 个浓度黄曲霉毒

素混合对照基质溶液依次进超高效液相色谱-串联质谱仪

测定, 绘制 4 种黄曲霉毒素标准曲线图, 通过仪器软件线

性拟合自动得到线性方程与相关系数, 结果见表 2。由表 2

可知, 4 种目标物线性拟合良好, 相关系数(r2)均大于等于

0.999。AFTB1、B2、G1、G2 对照品(5.0 ng/mL)总离子流色

谱图见图 6。由图 6 可见, 4 种黄曲霉毒素分离完全、峰形对

称、周围无杂峰干扰, 可以满足定量检测要求。依据信噪比

(S/N=3), 通过降低进样浓度得出 4 种黄曲霉毒素的检出限, 

是以 3 倍检出限来确定定量限, 结果见表 2, 4 种黄曲霉毒素

检出限为 0.01~0.04 μg/kg, 定量限为 0.03~0.12 μg/kg, 说明

方法灵敏度较高。 

 
表 2  AFTB1、AFTB2、AFTG1、AFTG2 的回归方程、线性范围、检出限与定量限 

Table 2  Regression equations, linear ranges, limits of detection and limits of quantitation of AFTB1、AFTB2、AFTG1、AFTG2 

分析物 线性方程 相关系数 线性范围/(ng/mL) 检出限/(μg/kg) 定量限/(μg/kg)

AFTB1 Y=63.656832X‒35.219110 0.999 0.5~20.0 0.01 0.03 

AFTB2 Y=312.212971X+134.665507 0.999 0.5~20.0 0.02 0.06 

AFTG1 Y=413.056587X‒6.881921 0.999 0.5~20.0 0.01 0.03 

AFTG2 Y=118.047919X‒4.848404 0.999 0.5~20.0 0.04 0.12 

 

 
 

图 6  AFTB1、B2、G1、G2 混合基质标准溶液色谱图(5.0 ng/mL) 

Fig.6  Chromatograms for the mixed standard solution of AFTB1、

B2、G1、G2 (5.0 ng/mL) 

 

2.7  回收率与精密度实验 

在酱油阴性空白样品中分别加入高、中、低 3 种浓度

的黄曲霉毒素混合标准溶液, 按照已建立的方法重复测定

6 次 , 计算加标回收率和相对标准偏差(relative standard 

deviations, RSDs), 结果见表 3。由表 3 可知, 4 种黄曲霉毒

素的空白基质加标回收率为 73.2%~94.5%, RSDs 在

0.9%~5.9%之间。4 种黄曲霉毒素精密度和回收率均能满足

定量检测要求。 

2.8  样品检测与分析 

为验证所建立方法的实用性和可靠性, 采用该方法

用于实际样品中黄曲霉毒素的筛查。采集当地市场随机抽

取的酱油样品共计 20 批, 1 h 内即可完成所有样品的前处

理, 采用本法检测各批次酱油样品中的 4 种黄曲霉毒素含

量, 结果 4 种黄曲霉毒素均未检出, 表明市面上酱油安全

状况总体良好。 

2.9  与文献方法的比较 

表 4 为本方法与已报道的酱油中黄曲霉毒素检测方

法的比较。由表 4 可知, 本方法具有检出限低和回收率高

等优点。更为重要的是, 本方法的有机试剂用量更少、成

本更低、对环境更友好, 具有较好的应用前景, 可作为一

种简便、快速、高效检测酱油中痕量黄曲霉毒素的新方法。 

 
表 3  精密度及回收率测试结果(n=6) 

Table 3  Results of tests for recoveries and precisions (n=6) 

化合物 
0.8 μg/kg 4.0 μg/kg 8.0 μg/kg 

回收率/% RSDs/% 回收率/% RSDs/% 回收率/% RSDs/% 

AFTG2 73.6 2.6 73.2 1.7 74.9 2.0 

AFTG1 82.4 1.9 83.5 1.1 86.5 0.9 

AFTB2 94.5 5.0 88.6 5.9 91.9 2.7 

AFTB1 83.7 4.3 81.0 1.5 82.8 2.7 
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表 4  本方法与酱油中黄曲霉毒素其他检测比较 
Table 4  Comparison of this method with other methods for determination of aflatoxins in soy sauce 

化合物 前处理方法 检测方法 
5 g 样品有机试

剂消耗量/mL 
回收率/% LODs/(μg/kg) 文献 

AFTB1 液液萃取 HPLC-FD 28 75.9~94.7 0.02 [13] 

AFTB1、AFTB2、

AFTG1、AFTG2 
免疫亲和柱 UPLC-MS/MS 9  79.0~108.6  0.017~0.051 [27] 

AFTB1、AFTB2、

AFTG1、AFTG2 
免疫亲和/净化柱 HPLC-MS/MS 14 / 0.03~0.1 

GB 5009.22—2016 第

一法 

AFTB1、AFTB2、

AFTG1、AFTG2 
液液萃取 UPLC-MS/MS 2 73.2~94.5  0.01~0.04 本研究 

注: 高效液相色谱-荧光检测器法(high performance liquid chromatography-fluorescence detection method, HPLC-FD); 高效液相色谱-串联

质谱法(high performance liquid chromatography-mass spectrometry, HPLC-MS/MS); /为未注明。 

 

3  结  论 

本研究建立了以挥发性铵盐盐析辅助液液萃取结合

超高效液相色谱-串联质谱法检测酱油中 4 种黄曲霉毒素

的检测方法; 该方法采用乙腈作为提取溶剂、挥发性铵盐

乙酸铵为盐析助剂, 采用超高效液相色谱-串联质谱仪在

正离子模式下检测, 基质标准曲线外标法定量, 解决了质

谱中因难挥发盐析剂带来的离子信号抑制问题。同 GB 

5009.22—2016 相比, 该方法检出限达到现有国家标准, 但

有机试剂消耗少, 成本较国家标准方法大大降低, 操作简

单快捷、实用性强, 适用于酱油中黄曲霉毒素污染的高通

量检测。 
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