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液相色谱1串联质谱法测定饲料中黄曲霉毒素的研究
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摘要!建立了液相色谱$串联质谱法测定饲料中(种黄曲霉毒素"包括黄曲霉毒素)#%)!%K#%K!%B#%B!#的

方法&试样中的黄曲霉毒素经Z’\乙腈溶液超声提 取 后$用 正 己 烷 脱 脂$过 霉 菌 毒 素 多 功 能 固 相 萃 取 柱 净

化$氮气吹至干$用流动相溶解后进行液相色谱$串联质谱法测定&方法的最低检出限为"8!$5(V5
]#$定量

限均为"8-$5(V5
]#!标准工作液在"8-!#""$5(L

]#的范围内线性良好!加标浓度在#8"!#""$5(V5
]#

范围内$饲料中黄曲霉毒素的回收率在((8#\!#"Z\之 间$批 内 相 对 标 准 偏 差,#,8Z\$能 满 足 相 关 法 规

要求&
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!!霉菌 毒 素"/F9;E;R14A$&又 称 真 菌 毒 素&是

某些霉菌在生长繁殖过程中产生的二次代谢有

毒产物’在 所 有 霉 菌 毒 素 中&黄 曲 霉 毒 素 的 毒

性(致癌性(污染频率均居首位&是已知毒性最强

的天然物质&如黄曲霉毒素)# 敏感动物"鸭雏经

口$的LX-" "̂8!&’/5)V5]#&比氰化钾的毒性

高#"倍’黄曲霉毒素对饲料质量造成严重的影

响&主要表现为致癌性(遗传毒性(致畸性&类激

素中毒和白细胞缺乏症等&还会引起肾中毒(肝

中毒(生殖异常以及抑制免疫反应&给畜牧业发

展和畜产品安全造成极大危害&因此&我国明确

规定了 各 种 饲 料 中 黄 曲 霉 毒 素 )# 的 允 许 限

量值*#+’
然而&要 消 除 霉 菌 毒 素 造 成 的 困 扰 却 不 容

易&其中一个非常重要的原因是这些毒素的浓度

通常很低&难以用常规方法测出’黄曲霉毒素包

括)#()!(K#(K!(B#(B!等多种形式’但是&目

前有关这些毒素的检测方法很少&且以酶联免疫

".L[C*$法和薄层色 谱"PL>$法 等 筛 选 方 法 检

测黄曲霉毒素)# 为主*!$%+&这些方法虽然在一定

程度上解决了黄曲霉毒素的检测方法问题&但由

于无法对样品进行准确的定性和定量分析&且容

易出 现 假 阳 性 等 问 题&不 能 作 为 最 终 的 确 证

方法’
黄曲霉毒 素 的 结 构 式 示 于 图#’目 前 该 类

物质的检测方法主要包括免疫分析法*!+&薄层色

谱法*%+和液相色谱法*’$-+’其中免疫法往往作为

筛选方法&不能作为定性依据%液相色谱法容易

受到杂质干扰&且检测限很难达到要求%气相色

谱$质谱法*(+作为 定 性 方 法&往 往 需 要 衍 生 化 等

步骤&操 作 较 为 繁 琐%高 效 液 相 色 谱$串 联 质 谱

"NYL>$BC#BC$是 一 种 集 高 效 分 离 和 多 组 分

定性(定量于一体的系统&已成为近年来研究黄

曲霉毒素检测的主要方向&并已经应用到黄曲霉

毒素 的 污 染 检 测 中*($&+’本 工 作 采 用 NYL>$
BC#BC法测定饮料中的黄曲霉毒素&对样品前

处理方法(液相色谱条件(质谱条件等进行系统

优化&并对离子抑制效应问题进行初步研究’

图<!黄曲霉毒素的结构式

C(D><!7+*’&F*$24.2F&.F2’4+/.A’!/*$.+M(%4

<!实验部分

<><!主要仪器

J0E@<A*221049@!(&- 液 相 色 谱 仪$B1$
9<;/0AAa70EE<;/19<;三重四极杆质谱仪&配有

B0AALF4RG’8"软件%C15/0%V#Z冷冻离心机%

BC! /141A?0V@<漩 涡 混 匀 器%B.PPL.QeC$
!"’电 子 天 平%氮 吹 仪%J0E@<A固 相 萃 取 装

置等’

<>=!主要材料与试剂

黄曲 霉 毒 素 标 准 品 购 自+@</@4E@V公 司&
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其中黄 曲 霉 毒 素)#!)!!K#!K! 标 准 品 含 量+
&&8"\"黄曲霉毒素B#"B! 为#"/5#L]#的标

准溶液"装量为#8"/L$乙腈%色谱纯"购自美

国 B@<9V公 司&实 验 用 水 为 /1221$a超 纯 水&其

他试剂均为分析纯&P>$B#("多功能净化柱%购

自美国P<12;5F公司$

<>B!标准溶液

<>B><!标准溶液!分别精密称取-8"/5黄曲

霉毒素)#!)!!K#!K! 对照品"置于#""/L棕色

量瓶 中"用 甲 醇 溶 解 并 稀 释 至 刻 度"即 为-"
/5#L]#的标准 品 储 备 液"置 于]#Zk冰 箱 中

保存$分别吸取"8!"/L上述标准品储备液和

黄曲霉毒素 B#!B! 标准溶液各#支"置于同一

#"/L棕色量瓶中"用甲醇溶解并稀释至刻度"
即为#8"/5#L]#的 混 合 标 准 品 工 作 液"冷 藏

保存$

<8B8=!基质标准曲线的制备!吸取一定量的上

述混合标准品工作液"添加空白样品洗脱液"氮

气吹干后"用H’"8#\甲 酸 溶 液(lH’乙 腈(̂

#l#的溶 液 稀 释 成 浓 度 为"8-!#8"!!8"!’8"!

#"8"!!"8"!#""$5#L
]#的标准系列工作溶液$

<>G!仪器条件

<>G><!色 谱 条 件!色 谱 柱%J0E@<A*E204E1A
T>#Z柱’%8"//_#-"//_%8"$/(&柱 温%%
k&流动相%乙腈’*(和"8#\甲 酸 溶 液’)(&流

速"8%/L#/14]#&进样量!"$L$流动相洗脱

梯度%"/14*%"\’’("’8"/14*’-\’’("

#’8""/14*#""\’’("#-8""/14*#""\
’’("#-8"#/14*%"\’’($

<8G8=!质谱条件!.C[正离子电离源&毛细 管

电压%8"VG&萃取电压!G&离子源温度#!"k&
脱溶剂温度 为%Z"k&脱 溶 剂 气 和 锥 孔 气 均 为

H!"其中脱溶剂气流速--"L#?]#"锥孔气流速

-"L#?]#&碰 撞 气 为 高 纯 氩 气"碰 撞 室 的 压 力

"8%Y0$采用多反应 监 测’BQB(模 式"母 离 子

’a#()子离子’a%(对均设为单位分辨"各离子对

的驻留时间’T3@22E1/@(均为"8#A"选择离子监

测条件列于表#$

表<!767监测模式下黄曲霉毒素的监测条件

?$8*’<!?A’+,.(-(Q’"767&+%"(.(+%4/+2!/*$.+M(%4

霉菌毒素名称 保留时间)/14 定性离子对)’<)F( 定量离子对)’<)F( 锥孔电压)G 碰撞能量)@G

黄曲霉毒素)# #%8(%
%#%8##!’#8"

%#%8##!Z-8#
%#%8##!’#8# %&

%!

!"

黄曲霉毒素)! #%8#’
%#-8##!-&8#

%#-8##!Z,8"
%#-8##!-&8# ’’

!Z

!’

黄曲霉毒素K# #!8-#
%!&8"#!’%8#

%!&8"#!Z%8#
%!&8"#!’%8# ’"

!(

!’

黄曲霉毒素K! ##8&Z
%%#8"#!’-8#

%%#8"#!Z-8"
%%#8"#!’-8# ’!

%!

!!

黄曲霉毒素 B# #!8"!
%!&8##!,%8#

%!&8##!’%8"
%!&8##!,%8# ’"

!!

!-

黄曲霉毒素 B! ##8#(
%%#8"#!,%8#

%%#8"#%#%8"
%%#8"#!,%8# %(

!#

#Z

<>K!样品处理

<>K><!试样提取!称取’-n"8"!(5试样于-"
/L离心管中"准确加入!-/LZ’\乙腈溶液进

行提取"涡 旋 混 匀!/14"置 于 超 声 波 清 洗 器 中

超声提 取!"/14"中 间 振 荡!!%次&取 出"于

Z"""<#/14]#离心#"/14"倾出上清液至分液

漏斗中"加#-/L正己烷脱脂#次"待静止分层

后"取下层溶液备用$

<8K8=!试 样 净 化!取 P>$B#("多 功 能 净 化

柱"置于固相萃取装置上"准确量取-8""/L下

层溶液"控制流速!/L#/14]#左右"抽干"收集

流 出 液"在 (" k 下 氮 气 吹 干$用 #8" /L

!’! 质 谱 学 报!!!!!!!!!!!!!!!!!第%#卷!



H !"8#\甲酸溶液"lH!乙腈"̂ #l#的溶液溶

解残渣#涡旋%"A#经"8!!$/滤膜过滤后#上机

测定$

=!结果与讨论

=><!质谱定性定量分析

黄曲霉毒素属于脂溶性化 合 物#弱 极 性#以

H!乙腈"lH!水"̂ -"l-"的 溶 液 为 基 准 流 动

相#采用%P&三 通 方 式#对(种 黄 曲 霉 毒 素 的 质

谱条件进行优化#在正离子模式下进行全扫描#
以选择合适的准分子离子峰和电离方式$黄曲

霉 毒 素 的 准 分 子 离 子 为 正 电 离 模 式 下 获 得 的

’B‘N(‘#结合基质空白和基 质 标 准 溶 液 的 离

子扫描图#优化锥孔电压)锥孔气)碰撞能量等仪

器参数#将各监测离子的强度调谐至最大#从而

相应地确定了各待测物在多反应监测模式下信

号采集的特征离子对$霉菌毒素的子离子扫描

图示于图!$

=>=!液相色谱条件

由于电喷雾质谱的电离是溶液状态电离#因
此流动相的组成和配比不但影响目标化合物的

色谱 行 为#还 会 影 响 到 目 标 化 合 物 的 离 子 化 效

率#从而影响灵敏度$实验选择 J0E@<A*E204E1A
T>#Z柱!%8"//_#-"//_%8"$/"和 J0E@<A
AF//@E<F>#Z柱!!8#//_#-"//_%8-$/"
为分离柱#在正离子模式下#流动相中加入"8#\
甲酸溶液#有利于化合物的离子化$比较了!种

色谱柱的分离效果#发现都能将被测药物与杂质

较好 的 分 离 开#而 J0E@<A*E204E1AT>#Z 柱 比

J0E@<AAF//@E<F>#Z柱 效 果 更 佳#因 此 选 用 前

者作为分离柱$经过优化#确定了流动相比例和

梯度条件#优化后的色谱条件见<8G8<$在此条

件下#各组分的色谱行为良好#减少了样品的分

析时间#达到了快速检测的目的$在该流动相条

件下#被测物 容 易 得 到 N‘ 而 离 子 化#在 很 大 程

度上 提 高 了 检 测 的 灵 敏 度$从 加 标 样 品 的

BQB色谱图!图%"可见#在待测物出峰的位置

没有杂质干扰$

=>B!样品前处理条件

目前#霉菌毒素的提取方法 主 要 以 甲 醇)乙

腈以及它们与水配制成一定浓度的混合溶液作

为提取剂$本 实 验 在 参 考 相 关 文 献’,(的 基 础

上#选择乙腈*水溶液作为提取液#比较了Z"\)

Z’\)Z(\)&"\乙腈*水溶液的提取效率#并 对

提取方法)提取时间等条件进行了研究$经过比

较发现#采用Z’\乙腈*水溶液作提取液对各个

霉菌毒素的总体提取效果最佳$
固相萃取净化方法是复杂基质中痕 量 检 测

进行净化时经常采用的方法#对不同净化柱的净

化效果进行了比较$先后比较了Q;/@<B72E1$
C@D&!!(型清洗柱*-/L)Q;/@<BF9;C@D&!!(
型清洗柱*-/L和P<12;5FP>$B#("多功能净

化柱#根据各自的性能和厂家提供的方法优化了

CY.净化条件$通过比较#%种多功能净化柱均

能达到较好的净化效果#P>$B#("更加稳定#因

此#选择P>$B#("作为饲料中黄曲霉毒素的净

化柱$

=>G!线性方程和检测限

取<8B8=绘制标准曲线所用的系列溶液#按

<8G建立的 仪 器 条 件 进 行 测 定$采 用 空 白 样 品

中添加目标化合物的方法#按<8K8<样品处理方

法进行 处 理 和 检 测#以%倍 信 噪 比 为 定 量 限

!LIX"#以#"倍 信 噪 比 为 检 测 限!LIa"#得 到

本方法霉菌毒 素 的LIX和LIa$分 别 以 选 定

的定量离子峰面积0对含量D!$5+L
]#"做标准

曲线#所得线性方程和线性相关系数列于表!$

=>K!离子抑制的影响

为了考察基质离子抑制对定量结果的影响#
在#8")-8"和-"$5+V5

]#的添加水平下#采用

空白样品洗脱液加标和纯标准溶液进行比较#结
果表明在进行痕量分析时#样品基质对待测药物

的离子 化 影 响 较 大#离 子 化 效 率 在’"\!,&\
之间$采用空白样品洗脱液添加标准品作为对

照溶液#可以有效降低离子抑制对检测结果的影

响#从而有效提高定量的准确性$

=>L!加标回收率和精密度试验

取豆粕)鱼粉)猪浓 缩 料)花 生 粕)鸡 预 混 合

饲料)鸡配合饲料作为代表性样品#添加适量混

合标 准 工 作 液#使 黄 曲 霉 毒 素 的 加 标 浓 度 在

#8"!#""$5+V5
]#之间#按<8K的方法处理后#

进行仪器分析$每个浓度点取-份样品#求其平

均回收率#并计算批内相对标准偏差$
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图=!霉菌毒素子离子扫描图

C(D>=!)$FDA.’2(+%4&$%4+/$%$*:.’4

表=!黄曲霉毒素的线性方程!相关系数和检测限!定量限")PL#

?$8*’=!?A’&$*(82$.(+%&F2#’4$&+2’*$.(+%&+’//(&(’%.$%"@V)$@V\+/!/*$.+M(%4

霉菌毒素名称 回归方程 3! 检测限!"$5#V5]#$ 定量限!"$5#V5]#$

*+)# 0 #̂-(2,D]#%8" "8&&&Z "8! "8-

*+)! 0 #̂%Z2#D‘#%8- "8&&&Z "8! "8-

*+K# 0 #̂##2(D‘,#8- "8&&&- "8! "8-

*+K! 0 #̂!%2&D],8#! "8&&&( "8! "8-

*+B# 0 #̂#,2%D‘!(8% "8&&&, "8! "8-

*+B! 0 Ẑ&2#!D]#"8!- "8&&&& "8! "8-

!!实验结果表明%本方法建立的检测方法中%(
种黄曲霉毒素的回收率在((8#\!#"Z\之间%
批内相对标准偏差,#,8Z\&表%’’分别列出

了豆 粕’鸡 配 合 饲 料 中 霉 菌 毒 素 加 标 浓 度 为

-8"!#""$5#V5
]#时的回收率结果&
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图B!多反应监测模式下空白加标样品的离子色谱图!浓度=T>T!D"@]<#

C(D>B!5A2+-$.+D2$-4+/!/*$.+M(%48:767-+"’(%4,(S’"4$-,*’4!=T>T!D"@]<#

表B!豆粕中霉菌毒素的添加回收率试验!)PK#

?$8*’B!6’4F*.+/2’&+#’2:’M,’2(-’%.(%4+:8’$%-’$*!)PK#

添加浓度!"$5#V5]#$ 测定参数!\
霉菌毒素名称

*+)# *+)! *+K# *+K! *+B# *+B!

#8"
平均回收率 &Z8, Z-8# ,-8Z #"Z Z%8! ((8#

QCX -8( ’8& %8# #,8Z %8’ (8!

!"
平均回收率 #"! Z#8Z #"Z &,8’ &"8" Z’8Z

QCX #%8# #!8, ##8’ #"8! ,8" Z8"

#""
平均回收率 &!8( &"8# ,"8" ,!8% Z,8! Z"8%

QCX #"8& ##8, -8& (8, &8# #’8!

表G!鸡配合饲料中霉菌毒素的添加回收率试验!)PK#

?$8*’G!6’4F*.+/2’&+#’2:’M,’2(-’%.(%/+2-F*$/’’"!)PK#

添加浓度!"$5#V5]#$ 测定参数!\
霉菌毒素名称

*+)# *+)! *+K# *+K! *+B# *+B!

#8"
平均回收率 &Z8, Z-8# ,-8Z #"Z Z%8! ((8#

QCX -8( ’8& %8# #,8Z %8’ (8!

-8"
平均回收率 ,Z8’ Z,8( Z!8" ,"8! ,!8’ ,’8’

QCX -8’ &8# ’8% ’8- #"8% (8%

-"
平均回收率 ,"8’ Z-8Z &Z8" Z"8" Z!8, &%8(

QCX #’8( #"8- ##8Z #"8" #-8’ ##8&

#""
平均回收率 ,%8% Z"8Z &#8" ,,8# ,’8" &(8#

QCX !8Z ,8& -8# (8# (8’ #-8%
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=>R!样品分析

应用建立的分析方法!对("份 随 机 采 集 到

的大豆粕"玉米蛋白饲料"鱼粉"玉米酒糟蛋白饲

料#XXKC$和仔鸡配合饲料等样品进行测定!结

果发现这些样品中普遍存在黄曲霉毒素污染!尤

其以黄曲霉毒素)# 的污染最为严重!检出率达

到(Z8’\!浓度范围为!8-!’-8!$5%V5
]#!部

分饲料的检测结果列于表-&该检测结果表明!
本方法能满足我国对饲料中黄曲霉毒素污染进

行监控的需要&

表K!部分实际样品中黄曲霉毒素的检测结果

?$8*’K!6’4F*.+/.’4.(%D’M,’2(-’%.4(%"(//’2’%./’’"4

霉菌毒素名称
测定值’#$5%V5]#$

玉米蛋白饲料 豆粕 鱼粉 XXKC 仔鸡饲料

黄曲霉毒素)# Z8"Z ’-8! %8-! %&8, ##8%

黄曲霉毒素)! ( ( ( ( (

黄曲霉毒素K# %8-# ( ( ( (

黄曲霉毒素K! ( ( ( ( (

黄曲霉毒素 B# ( ( ( %8-! !#8-

黄曲霉毒素 B! ( ( ( ( (

B!结!论

本方法建立了液相色谱$串联质谱法同时测

定饲料中(种黄曲霉毒素的方法!有效缩短了检

测时间!扩展了检测毒素种类!节约了检测成本&
在本实验的仪器条件下!被测样品中的各组分与

样品基质均实现了较好分离!出峰时间合适!检

测灵敏 度 较 高&实 验 表 明!该 方 法 条 件 易 于 控

制!结果准确"加标回收率稳定"重现性好!适用

于饲料中(种黄曲霉毒素的定性"定量测定&
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