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摘要

本文介绍了一个快速、操作简单且经济有效的分析方法，用于定量分析谷类食品中所有

11 种受欧洲严格管制的毒枝菌素。基于 Varga 等人发表的方法 [1]，本文提供了更多实用

信息，以帮助其他实验室快速建立本方法。本方法包含两步溶剂提取程序，采用 Agilent

1290 Infinity 液相色谱系统进行 UHPLC 分离，以及采用高灵敏度 Agilent 6490 iFunnel

三重四极杆液质联用系统进行串联质谱检测。分别采用 13C均匀标记的各毒枝菌素作为

11 种目标化合物的内标，以此来补偿电喷雾离子化的基质效应。与其他方法不同，本方

法的提取净化成本低、耗时短。此外，也无需繁琐地去制备基质匹配的标样。

采用玉米基质的方法验证实验表明，所推荐的两步提取程序基本能够提取完全（回收率

97 - 111%），因此，我们可以在提取后加入内标，并且仅需很少的量。针对加标玉米提取

物的进一步实验表明，内标的使用可以使方法具有良好的准确度，表观回收率在 88 - 105%

之间。我们通过对具有明确浓度的一些基质参考物质进行测定，证实了方法的准确度。

所有毒枝菌素的定量限 (LOQ)均低于欧洲法规针对谷类食品，甚至是谷类婴儿食品要求

的浓度。本方法可实现玉米中所有受管制毒枝菌素的准确定量。分析其他谷类食品也能

获得相似的提取回收率和准确度。本方法适用于多种分析物，除具有高准确度以外，最

大的优势就是它的简便性，因此它对日常检验任务繁忙的实验室具有很大的吸引力。
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前言

毒枝菌素是真菌的次生代谢产物，可对哺乳动物产生急性或慢性

毒性。不良健康影响包括这些毒素导致的免疫抑制、肝毒性、致

突变、致癌和雌激素活性 [2]。在已发现的数百种毒枝菌素中，有

11种常常存在且有毒性，因此被认为是危害健康的主要因素。目

前大约有 100个国家都建立了相关的管理法规。在欧洲，欧委会

法规 (EC) 1881/2006及其修正案规定了以下 11种毒枝菌素在食

品中最高含量：黄曲霉毒素（黄曲霉毒素 B1
、B2

、G1
和 G2

的总

和，以及单独的 AFB1
和黄曲霉毒素M1

）、伏马菌素 B1
和 B2

的

总和、赭曲霉毒素 A (OTA)、棒曲霉素、脱氧雪腐镰刀菌醇

(DON) 和玉米赤霉烯酮 (ZEN) [3]。黄曲霉毒素 M1
和棒曲霉素只

分别在牛奶和苹果中才须考虑，而镰刀菌毒素 T-2 和 HT-2 却在谷

物中频繁被发现，已成为备受关注的公共健康问题。最近，欧盟

委员会建议 2013/165/EU已发布，它针对谷物和谷类产品规定了

指示性含量，据此，我们应该调查那些导致 T-2和 HT-2毒素出现

的因素 [4]。俄罗斯已经开始监管谷物和谷类食品中的 T-2 毒素。

若要确保所规定的最大限量标准得到有效执行，则需要有准确可

靠的分析方法。对于多种残留物和污染物分析，液相色谱联用串

联质谱已被证明是一款强大的工具。结果已表明，LC/MS/MS

可实现不同商品中多种毒枝菌素的同步测定，具有高灵敏度和高

选择性 [5]。然而在复杂基质中，电喷雾过程中的基质效应可能会

影响定量分析的准确性，它将导致分析物信号的抑制或增强。不

仅在不同的商品间，而且在同一类基质的各样品间，基质效应的

大小也无法预测 [6]。

目前可采用一些不同的策略来补偿基质效应，如稀释样品、基质

匹配校准、添加标样，或使用内标。鉴于稀释样品会降低分析方

法的灵敏度，而基质匹配校准的使用也有问题，因为一些毒素普

遍存在于数种基质中（如玉米中的 DON），并且一种商品的基质

效应也会出现变化，从而使这种补偿也不能完全奏效。添加标样

增加了每个样品的分析运行次数，因此时间效率较差。

对于日常检验任务繁忙的实验室，最好是能够使用性质与目标化

合物几乎完全相同但又有所不同的内标。过去，内标经常是单一

化合物或一组化合物的类似物。然而，当我们希望补偿基质效应

时，它的价值就很有限了，因为该效应与保留时间息息相关，而

目标化合物极少与这些类似物共流出。

稳定同位素标记化合物是用于实现这一目的的理想选择，因为它们

具有相同的理化性质（这意味着它们会与目标化合物共流出），

而且由于它们的分子量不同，采用质谱技术仍可分辨它们。此外，

它们并不存在于天然受污染的样品中。由于稳定同位素标记化合

物的加入稀释了分析物同位素丰度的天然分布，故该过程通常称

为稳定同位素稀释分析 (SIDA) [7]。

本文介绍了一个快速、可靠且操作简单的分析方法，采用

UHPLC/MS/MS定量分析谷类食品中黄曲霉毒素（AFB1
、AFB2

、

AFG1
、AFG2

）、伏马菌素（FB1
、FB2

）、OTA、DON和 ZEN，

以及 T-2 和 HT-2 毒素。为确保准确的定量分析，我们在分析中使

用了各目标分析物的 13C均匀标记的同系物作为内标。本方法包

括一个无需进一步净化的两步萃取程序、UHPLC 分离和使用动态

MRM的高灵敏度 MS/MS检测。本方法顺利通过了基于玉米基

质的验证，评估测定的方法性能参数包括线性、基于信噪比

(S/N)的 LOQ，以及重现性。我们通过分析具有明确浓度的一些

测试材料证实了方法的准确度。Varga等人对所有提供的结果进

行了详细发表 [1]。



3

实验部分

试剂与玉米样品

所有试剂和溶剂均为 HPLC 或 LC/MS 级。乙腈和甲醇购自 Baker

公司（Mallinckrodt Baker，代芬特尔，荷兰）超纯水产自配置

0.22 µm膜式终端过滤器滤芯的 Milli-Q Integral水纯化系统

（EMD 密理博，比勒利卡，马萨诸塞州，美国）。甲酸购自 Fluka

公司（Fluka AG，布克斯，瑞士），甲酸铵溶液 (5 M) 购自安捷伦

公司（部件号 G1946-85021）。

LC/MS 毒枝菌素试剂盒（部件号 KIT-001）中包括了所有使用的

毒枝菌素分析标样，购自罗默实验室诊断股份有限公司（图尔恩，

奥地利）。该试剂盒包含未标记的和 13C均匀标记的伏马菌素 B1

和 B2
、镰刀菌毒素（DON、ZEN、T-2 和 HT-2 毒素）、黄曲霉毒

素（AFB1
、AFB2

、AFG1
和 AFG2

）和 OTA 的混合物，以乙腈或

乙腈/水（1:1，v/v）为溶剂。

加标实验需要未受污染的玉米样品。鉴于这个原因，我们从田间

采集玉米样品并目测检查，应不存在霉菌。将玉米粒磨碎，混匀，

然后采用 UHPLC/MS/MS方法分析毒枝菌素。背景污染低于

LOD。各种玉米测试材料，包括一些毒枝菌素的官方参考物质和

核对样品材料，购自欧盟联合研究中心（JRC，赫尔，比利时）、

食品分析能力评价体系（FAPAS，约克，英国）、罗默实验室（图

尔恩，奥地利），以及土耳其安卡拉科学技术研究委员会测试分

析实验室 (TÜBITAK-ATAL)，以核查方法的真实性。对样品进行

前处理并采用 UHPLC/MS/MS方法进行分析，结果与认证值或

公认值进行比较。

溶液与标样

将 500 µL 黄曲霉毒素混合液、50 µL 伏马菌素混合液、50 µL 镰

刀菌毒素混合液和 50 µL OTA 溶液加到 350 µL 超纯水中，制备未

标记毒枝菌素的工作溶液，各毒素的浓度如下：

• AFB1
、AFB2

、AFG1
和 AFG2

，500 ng/mL 

• DON，5000 ng/mL 

• FB1
和 FB2

，2500 ng/mL

• HT-2，5000 ng/mL

• OTA，500 ng/mL

• T-2，500 ng/mL

• ZEN，1500 ng/mL

将 20 µL 标记的黄曲霉毒素混合液、100 µL 标记的伏马菌素混合

液、50 µL 标记的镰刀菌毒素混合液和 5 µL 标记的 OTA 溶液加到

825 µL 乙腈/水（1:1，v/v）中，制备 13C 均匀标记的毒枝菌素工

作溶液，浓度如下：

• (13C17)-AFB1
、(13C17)-AFB2

、(13C17)-AFG1
和 (13C17)-AFG2

，

10 ng/mL

• (13C15)-DON，500 ng/mL

• (13C34)-FB1
和 (13C34)-FB2

，500 ng/mL

• (13C22)-HT-2，500 ng/mL

• (13C20)-OTA，50 ng/mL

• (13C24)-T-2，50 ng/mL

• (13C18)-ZEN，150 ng/mL

储备液和两个工作溶液在 –20 °C下贮藏。
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使用乙腈/水混合溶剂（30:70，v/v）稀释未标记的工作溶液，

制备校准样品，最终浓度范围为黄曲霉毒素、OTA和 T-2毒素

0.005 – 50 ng/mL，DON 和 HT-2 毒素 0.05 – 500 ng/mL，伏马

菌素 0.025 – 250 ng/mL，ZEN 0.015 - 150 ng/mL。将 20 µL 13C

标记的标样工作溶液加入到 80 µL 纯校准溶液中，充分混匀。表 1

列出了进样样品中内标的终浓度。

样品前处理

称取 5 g (± 0.01 g) 磨碎并混匀的玉米样品，置于 50 mL 塑料试管

中，加入 20 mL 提取溶剂 A（乙腈/水，80/20，v/v，包含 0.1%

甲酸），室温下，样品在旋转摇床（Edmund Bühler SM30，黑

欣根，德国）上提取 60 min。以 3500 rpm 的转速离心 5 min 后

（Eppendorf Centrifuge 5804 R，汉堡，德国），将上清液转移到

另一个 50 mL 塑料试管中，然后向残渣中加入 20 mL 提取溶剂 B

（乙腈/水，20/80，v/v，包含 0.1% 甲酸），继续在旋转摇床上

提取 30 min。然后在 3500 rpm 的转速下将试管离心 5 min，并将

上清液与第一次提取液合并。在合并两次提取的上清液时，可能会

产生沉淀，因此，再次在 3500 rpm 的转速下离心 5 min。取 80 µL

终提取液，转移到一个带去活玻璃内插管的 HPLC样品瓶中，加

入 20 µL 13C 标记的工作溶液，充分混匀。即稀释了 10 倍。终溶液

10 ng/mL 的浓度相当于玉米样品中毒素浓度为 100 µg/kg。图 1

为提取过程的框图。

为了评价基质效应，按照上述过程提取空白玉米样品。将 25 µL未

标记的毒枝菌素工作溶液加入 975 µL初始提取液中，充分混匀。

用空白提取液进一步稀释加标提取液，得到 6 个不同的加标浓

度。为了评价提取回收率和表观回收率，以及工作范围、LOQ和

重现性，在提取前于空白玉米样品中加入适量的未标记毒枝菌素

工作溶液。按照上述过程提取样品。我们通过测定目标分析物浓度

已知（认证或公认）的 12 个基质参考物质，评价了方法准确度。
图 1. 玉米样品的样品前处理和提取程序的概览图解

表 1. 进样溶液中 13C 标记内标的浓度

化合物 浓度 (ng/mL) 进样量 (pg)

(13C17)-AFB1 2 6

(13C17)-AFB2 2 6

(13C17)-AFG1 2 6

(13C17)-AFG2 2 6

(13C15)-DON 100 300

(13C34)-FB1 100 300

(13C34)-FB2 100 300

(13C22)-HT-2 100 300

(13C24)-T-2 10 30

(13C18)-ZEN 30 90

(13C20)-OTA 10 30

5.00 g (± 0.01 g) 

UHPLC/MS/MS

1.   20 mL  A  60 min
/ / 80/19.9/0.1 v/v/v

 3500 rpm 5 min

 3500 rpm 5 min

 3 µL

2.  20 mL  B  30 min
/ / 20/79.9/0.1 v/v/v

 3500 rpm 5 min

 80 µL  HPLC 
  20 µL (13C) 
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仪器

采用 Agilent 1290 Infinity UHPLC系统进行分离，该系统包括

Agilent 1290 Infinity 二元泵 (G4220A)、Agilent 1290 Infinity 高效

自动进样器 (G4226A)和 Agilent 1290 Infinity 柱温箱 (G1316C)。

该 UHPLC系统联用配备安捷伦喷射流电喷雾离子源的 Agilent

G6490A三重四极杆质谱仪。采用 Agilent MassHunter工作站

B.06.00 软件进行数据采集和分析。

方法

1290 Infinity UHPLC 分析条件总结于表 2，G6490A 三重四极杆

质谱分析参数列于表 3。采用正离子和负离子电喷雾离子化的动

态MRM 模式进行分析，每个目标化合物使用两个主要的离子对，
13C 标记的内标使用一个离子对。采用MassHunter Optimizer 软

件和已稀释储备液的流动注射来优化原始和标记毒枝菌素的离子

对和分析条件。除了 T-2 和HT-2 毒素的分析采用 [M+NH4]+离子，

对于大多数分析物而言，[M+H]+ 离子是丰度最高的母离子。对

于 ZEN，在负离子模式下采用 [M-H]– 作为母离子可实现最高的

灵敏度。所有离子对和分析条件总结于表 4。为了尽量减少基质

进入雾化室的量，HPLC流路在分析的第 1分钟和从第 7分钟开

始到分析结束转向废液瓶。

表 2. UHPLC 参数

UHPLC 色谱柱 Agilent ZORBAX RRHD Eclipse Plus C18，

2.1 × 100 mm，1.8 µm（部件号 959758-902），30 °C

流动相 A：0.1% 甲酸，5 mM 甲酸铵水溶液

B：0.1% 甲酸，5 mM 甲酸铵甲醇溶液

梯度程序 Min % B

0 30

0.5 30

8.0 100

9.5 100 

9.6 30

后运行时间 2 min

流速 0.35 mL/min

进样量 3 µL

进样针清洗 采用乙腈/水（50/50，v/v）清洗 5 秒

表 3. Agilent G6490A 三重四极杆质谱仪参数

电离模式 配备安捷伦喷射流的正/负电喷雾离子源

扫描类型 动态多反应监测

干燥气温度 140 °C

干燥气流量 16 L/min

雾化器压力 25 psi

鞘气温度 350 °C

鞘气流速 11 L/min

毛细管电压 4000 V（正离子）；3000 V（负离子）

喷嘴电压 0 V

分析周期时间 400 ms

MRM 总数 33

最大MRM 并发数 12

最短驻留时间 39.8 ms

最长驻留时间 196.5 ms

分辨率 单位分辨率
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根据内标校准定量分析毒枝菌素。对于每种毒枝菌素，取相应的

13C标记毒枝菌素作为内标。表观回收率，包括基质效应和提取

步骤的回收率，通过比较加标玉米样品的测得浓度与理论值来计

算。提取回收率通过比较表观回收率与分析提取后加标玉米提取

液的回收率来计算。LOQ 根据加标玉米样品提取液定量离子曲线

的信噪比为 10，以及定性离子曲线的信噪比至少为 3 来计算。按

照同样的方法计算 LOD，但是采用较小响应强度的定性离子对信

噪比为 3 来计算。

表 4. 用于分析原始和 13C 标记毒枝菌素的MRM 离子对和分析条件

化合物 保留时间 母离子 子离子 碰撞能量 碰撞池加速器 极性

黄曲霉毒素 B1 4.49 313.1
285.0 

241.0

21 

41

3 

3
正

黄曲霉毒素 B2 4.24 315.1
287.0 

258.9

21 

29

3 

3
正

黄曲霉毒素 G1 3.93 329.1
243.0 

200.1

25 

41

3 

5
正

黄曲霉毒素 G2 3.65 331.1
313.0 

245.1

21 

25

3 

5
正

脱氧雪腐镰刀菌醇 1.51 297.1
249.0 

203.0

4 

12

3 

3
正

伏马菌素 B1 5.65 722.4
352.4 

334.4

37 

37

3 

3
正

伏马菌素 B2 6.55 706.4
336.4 

318.3

41 

41

3 

3
正

HT-2 毒素 5.46 442.2
263.0 

215.0

9 

13

3 

3
正

赭曲霉毒素 A 6.53 404.1
238.9 

102.1

25 

70

3 

5
正

T-2 毒素 6.03 484.3
305.0 

215.1

8 

9

5 

5
正

玉米赤霉烯酮 6.51 317.1
272.9 

130.9

17 

29

7 

5
负

(13C)-黄曲霉毒素 B1 4.49 330.1 301.1 21 3 正

(13C)-黄曲霉毒素 B2 4.24 332.2 303.0 21 3 正

(13C)-黄曲霉毒素 G1 3.93 346.1 212.2 41 5 正

(13C)-黄曲霉毒素 G2 3.65 348.1 259.1 25 5 正

(13C)-脱氧雪腐镰刀菌醇 1.51 312.2 263.1 4 3 正

(13C)-伏马菌素 B1 5.65 756.5 374.4 37 3 正

(13C)-伏马菌素 B2 6.55 740.5 358.3 41 3 正

(13C)-HT-2 毒素 5.46 464.3 278.1 9 3 正

(13C)-赭曲霉毒素 A 6.53 424.2 250.1 25 3 正

(13C)-T-2 毒素 6.03 508.3 322.1 8 5 正

(13C)-玉米赤霉烯酮 6.51 335.2 290.0 17 7 负
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结果与讨论

UHPLC/MS/MS 方法开发

利用 MassHunter Optimizer软件，在正离子和负离子模式下评

价了所有化合物的离子对。对于大多数化合物，[M+H]+离子是

丰度最高的母离子，而对于 ZEN，以 [M-H]–作为母离子时可以

获得最高的灵敏度。对于 T-2 和 HT-2 毒素，选择 [M+NH4]+离子

作为母离子。由于 ZEN 与 OTA 和 FB2
在相同的时间窗口共流出，

为了能够在单次运行中完成所有化合物的分析，采用了快速极性

切换模式。

使用酸化的流动相来确保稳定的保留时间，并提高伏马菌素的离

子化效率。由于黄曲霉毒素 AFG1
和 AFG2

分别与标记的 AFB1
和

AFB2
享有相同的离子对，所以要优化色谱条件以实现其基线分

离。本方法还可以实现 FB2 
和 FB3

的基线分离。由于 FB3
不受监

管，因此并不包括在方法之中，但是，由于它是 FB2
的异构体，

两者经常共存，故需要将它与 FB2
分开。除了本方法的运行时间

很短外，我们还采用 ZORBAX UHPLC色谱柱最大限度提高色谱

分离度。增大的色谱分离度使基质效应最小化，我们可以进样

3 µL初始提取液，而无需进一步稀释或净化。图 2展示了包括全

部 11种毒枝菌素及其内标的校准样品的色谱图，图 3例举了一

个污染样品中 FB2
和 FB3

的分离。

图 2. 包含所有 11 种毒枝菌素及其内标的校准样品中内标的色谱图，表明此 UHPLC 方法能实现高效分离

图 3. 污染玉米样品中伏马菌素 B3
和伏马菌素 B2

的色谱分离
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通用提取方法的开发

从食物样品中提取毒枝菌素，时常采用酸化乙腈或高乙腈含量的

乙腈/水混合溶剂，或者甚至是类似 QuEChERS的提取方法，使

用盐析步骤和净化。对于大多数目标化合物，这通常会得到高提

取回收率，但伏马菌素是个例外，由于极性较强，它们对极性溶

剂和极性表面具有较高的亲和力。伏马菌素的样品前处理需要更

高极性的提取溶剂并要仔细优化，可以不进行净化。然而，当使

用极性更高的溶剂或水含量较高的乙腈/水混合溶剂提高伏马菌

素的提取回收率时，其他目标化合物如黄曲霉毒素的提取回收率

就会下降。因此，采用了一个两步提取程序，首先采用乙腈/水/

甲酸（80/19.9/0.1，v/v/v）提取 60 min，再采用乙腈/水/甲

酸（20/79.9/0.1，v/v/v）提取 30 min。该提取策略提取回收率

高（玉米样品在 97 - 111% 范围内，见表 6），即使是对于极少

进行样品稀释的伏马菌素。因此，终提取液可以直接进样到

UHPLC/MS/MS系统进行分析，无需进一步处理。对于伏马菌

素，我们观察到随着时间的推移，其纯标样溶液的信号强度有损

失，这很可能是玻璃样品瓶的吸附导致的，所以应特别注意

HPLC 样品瓶和内插管的选择。基质存在时未发现这种现象。

方法性能表征

我们采用模型基质玉米对方法进行验证，因为大多数监管的毒枝

菌素存在于玉米中，并且我们公认玉米是一个复杂的基质，可以

引起严重的基质效应。使用线性工作范围、LOD 和 LOQ 来表征方

法性能。图 4 展示了 DON、AFB1
、OTA 和 ZEN 内标校准的典型

校准曲线。
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图 4. 使用纯溶剂标样对 DON (A)、AFB1 (B)、OTA (C) 和 ZEN (D) 进行内标校准的校准曲线
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获得的所有目标毒枝菌素的线性校准曲线都至少有三个数量级，

覆盖了相关的浓度范围。每种毒枝菌素的相关浓度范围不同，这

取决于当前立法规定的最大限量。本方法可对低至 0.1 µg/kg（谷

类婴儿食品中的最大限量）的 AFB1
进行可靠定量，同时对于有较

高最大限量规定的 DON、伏马菌素和 ZEN，方法定量上限在数

百 µg/kg，因此即使在法规限度以外，我们也可以直接分析而无

需进一步稀释。表 5 列出了方法的 LOQ 和线性范围。图 5 展示了

AFB1
和 OTA 的色谱图，这两个化合物具有最低的法规限度，提

取前加标到空白玉米中。

两种化合物最低的加标浓度是 0.5 µg/kg。这远低于玉米与谷类食

品规定的最高限量，相当于谷类婴儿食品中 OTA 的最高限量，以

及 AFB1
最高限量的 5 倍。外推得到信噪比为 10 时两种化合物的

LOQ 均为谷类婴儿食品中规定的最大限量的约 50%。对于其他所有

的化合物，观察到的 LOQ 均远低于规定的最大限量或指示浓度。

图 5. 空白玉米提取前加标 AFB1
和 OTA 的色谱图，浓度接近谷类婴儿食品的法规限度（根据信号高度，采用峰间噪音算法计算定量离子对的信噪比）

表 5. 玉米基质中毒枝菌素的方法性能参数

线性工作范围

(µg/kg)
LOD 
(µg/kg)

LOQ 
(µg/kg)

黄曲霉毒素 B1 0.05–500 0.02 0.03

黄曲霉毒素 B2 0.25–500 0.04 0.06

黄曲霉毒素 G1 0.05–500 0.03 0.05

黄曲霉毒素 G2 0.25–500 0.06 0.24

脱氧雪腐镰刀菌醇 5.0–5000 1.7 3.2

伏马菌素 B1 12.5–2500 1.4 3.3

伏马菌素 B2 2.5–2500 0.8 2.2

HT-2 毒素 2.5–5000 0.6 2.0

赭曲霉毒素 A 0.25–500 0.13 0.24

T-2 毒素 0.25–500 0.06 0.18

玉米赤霉烯酮 7.5–1500 1.2 2.9
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采用两种不同极性的乙腈/水混合溶剂的通用提取方法，会造成

样品提取液中存在相当多的基质。当根据外部校准计算提取前加

标样品的表观回收率时，我们观察到基质效应使黄曲霉毒素和

DON 的回收率下降，而伏马菌素、OTA、T-2 和 HT-2 毒素的信号

却得到加强。然而，如表 6 所示，当我们根据内部校准计算表观回

收率时，我们可以得到具有良好 RSD 值的优异回收率。总体来说

对于全部加标浓度，所有目标毒枝菌素的表观回收率在 88 - 105%

范围内。通过比较提取前加标玉米样品的表观回收率与提取后加

标样品的结果来计算提取回收率（两者均使用内部校准）。所有

加标浓度的平均提取回收率在 97 - 111% 范围内，我们可以得出结

论，即两步提取程序可以完全提取出玉米中的毒枝菌素，即使是

伏马菌素。完全提取并且表观回收率接近 100%，这也意味着通过

加入 13C标记的内标，电喷雾离子化过程中的基质效应可以得到

有效补偿。因此信号抑制只会降低方法的灵敏度，而不会影响目

标毒枝菌素的准确定量。

表 6. 玉米基质中所有毒枝菌素的表观回收率 (RA) 和提取回收率 (RE)，多达 6 个加标浓度 (n = 3)

浓度 1 浓度 2 浓度 3 浓度 4 浓度 5 浓度 6

0.45 µg/kg 1.5 µg/kg 4.5 µg/kg 15 µg/kg 45 µg/kg 150 µg/kg

RA RE RA RE RA RE RA RE RA RE RA RE

AFB1 104 ± 2 108 ± 4 98 ± 1 108 ± 5 100 ± 7 104 ± 2 109 ± 4 115 ± 4 104 ± 6 106 ± 8 111 ± 7 111 ± 10

AFB2 102 ± 1 111 ± 4 96 ± 1 108 ± 2 95 ± 4 108 ± 4 101 ± 3 108 ± 6 100 ± 6 105 ± 10 102 ± 5 106 ± 10

AFG1 101 ± 4 103 ± 4 97 ± 2 106 ± 8 99 ± 6 111 ± 4 104 ± 5 114 ± 4 105 ± 1 112 ± 8 106 ± 7 110 ± 6

AFG2 107 ± 11 116 ± 16 96 ± 3 109 ± 3 95 ± 5 107 ± 6 101 ± 6 112 ± 8 100 ± 6 109 ± 8 108 ± 9 111 ± 9

T-2 97 ± 3 101 ± 9 100 ± 5 111 ± 10 92 ± 4 108 ± 3 99 ± 2 116 ± 0 100 ± 10 111 ± 14 107 ± 3 109 ± 5

OTA 99 ± 2 95 ± 5 95 ± 11 111 ± 3 85 ± 4 99 ± 6 93 ± 5 106 ± 2 92 ± 2 103 ± 5 97 ± 5 102 ± 6

浓度 1 浓度 2 浓度 3 浓度 4 浓度 5 浓度 6

1.5 µg/kg 5 µg/kg 15 µg/kg 50 µg/kg 150 µg/kg 500 µg/kg

RA RE RA RE RA RE RA RE RA RE RA RE

FB1 < LOQ < LOQ 99 ± 10 105 ± 13 92 ± 6 102 ± 9 96 ± 4 104 ± 2 93 ± 5 103 ± 9 102 ± 4 105 ± 4

FB2 < LOQ < LOQ 89 ± 12 98 ± 18 82 ± 2 94 ± 5 85 ± 4 100 ± 8 88 ± 5 101 ± 12 93 ± 5 98 ± 6

ZEN < LOQ < LOQ 102 ± 10 111 ± 17 95 ± 13 117 ± 12 98 ± 7 110 ± 11 98 ± 8 97 ± 13 104 ± 7 107 ± 8

浓度 1 浓度 2 浓度 3 浓度 4 浓度 5 浓度 6

4.5 µg/kg 15 µg/kg 45 µg/kg 150 µg/kg 450 µg/kg 1,500 µg/kg

RA RE RA RE RA RE RA RE RA RE RA RE

DON 114 ± 6 95 ± 8 98 ± 5 101 ± 4 92 ± 6 102 ± 6 98 ± 3 109 ± 3 94 ± 5 104 ± 7 102 ± 5 107 ± 6

HT-2 97 ± 8 108 ± 12 92 ± 6 107 ± 8 89 ± 1 106 ± 7 97 ± 4 114 ± 5 95 ± 7 107 ± 12 101 ± 6 112 ± 7
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通过对具有明确分析物浓度的、含 11 种测试化合物中的 8 种的基

质参考物质进行分析，证实了方法的真实性。由于没有得到含规

定浓度所有测试毒枝菌素的参考材料，表 7 总结了 5 个不同测试

材料的测定浓度。目前已另外分析了一些基质参考物质，结果见

文献 [1]。总之，测定浓度与基质参考物质的规定值相吻合，表明

该无需任何净化的两步提取程序，以及采用稳定同位素稀释的

UHPLC/MS/MS测定，可以对谷物中的毒枝菌素进行准确定量

分析。

表 7. 基质参考物质的指定值和分析得到的测定值

基质参考物质 分析物 指定值 (µg/kg) 测定值 (µg/kg)

TM_01 ZEN 83 ± 4.5 86 ± 10

TM_02 黄曲霉毒素的总和

AFB1

AFB2

AFG1

AFG2

3.79 ± 1.67

1.87 ± 0.83

0.51 ± 0.23

0.96 ± 0.43

0.52 ± 0.23

4.6 ± 0.2

2.3 ± 0.1

0.6 ± 0.03

1.0 ± 0.1

0.7 ± 0.1

TM_03 FB1

FB2

1,650 ± 53

461 ± 16

1,960 ± 198

496 ± 32

TM_04 DON 1,714 ± 64 1,660 ± 145

TM_05 DON

ZEN

901 ± 55

79 ± 13

908 ± 79

84 ± 10

图 6. 红酒中加标 OTA 的定量和定性离子对的色谱图，其加标浓度为 2 µg/L
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为了证明本方法的可行性，我们将其用于分析了一个加标 2 µg/L

OTA 的红酒样品。过滤后（0.2 µm，再生纤维素），取 3 µL 样品

液直接注入 UHPLC/MS/MS 系统进行分析。测定的 OTA 浓度是

2.01 ± 0.08 µg/L (n = 7)，表明加入内标也可以补偿红酒的基质

效应。图 6 展示了红酒样品中 OTA 的色谱图。

结论

本文建立了一个快速简便的 UHPLC 多目标分析方法，用于对欧洲

监管的谷类食品中所有毒枝菌素进行准确定量分析。它充分利用

了 1290 Infinity 液相色谱系统的低延迟体积，以及在 UHPLC 分

离中可靠地操控高背压的优势，提高了色谱分离度并减少了运行

时间。本方法还得益于 Agilent 6490 三重四极杆液质联用系统固

有的高灵敏度，这对于实现与谷类婴儿食品中 AFB1
和 OTA 法规

限度一致的 LOQ尤为重要。考虑到样品前处理中 10倍的稀释，

该方法就更加有意义。另外，采用本方法还能够在运行中实现正/

负极快速切换，使我们可以利用每个化合物丰度最高的离子化模

式进行分析。由于本方法可以同时分析理化性质差异显著的分析

物，因此它也可以实现更多毒枝菌素的分析。

方法包括一个快速、简便且低成本的两步溶剂提取程序，可以获

得良好的回收率，因此加入的 13C标记内标可以保留在终提取液

中，它们可以补偿电喷雾离子化过程中的基质效应。方法使用玉

米基质成功通过了验证，所有基质效应得到了有效补偿，并提高

了定量分析的准确度。玉米被认为可产生复杂的提取物，引起严

重的基质效应。在玉米基质上运行良好的方法也很可能会应用到

其他谷物和谷类食品分析中。
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同时也采用该方法对加标 OTA的红酒进行了分析。基质效应同

样得到很好补偿，实现了红酒中 OTA的高准确度定量分析，即

使它展现出完全不同的基质特性。

该方法应用每个 13C 标记内标增加的成本从 HT-2 和 T-2 毒素内标

的 0.02 欧元到 FB2
内标的 0.48 欧元不等，对于所有 11 个内标，

每个样品总的追加费用少于 3.80 欧元。原始和 13C 标记的毒枝菌

素可以从罗默实验室诊断股份有限公司（图尔恩，奥地利）的

LC/MS 毒枝菌素试剂盒（部件号 KIT-001）中获得。购买该试剂

盒，并采用 1290/6490联用系统，实验室可以很容易地复制该

方法，仅需应用列出的同样的分析条件。
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