
     2011, Vol. 32, No. 14 食品科学 ※分析检测194

液相色谱 -串联质谱法同时检测花生油中

4种黄曲霉毒素

赵晓娟 1，冼燕萍 2，罗海英 2，钱 敏 1，白卫东 1 ,*
(1.仲恺农业工程学院轻工食品学院，广东 广州      510225；2.广州市质量监督检测研究院，广东 广州      510110)

摘   要：建立同时测定花生油中 4种黄曲霉毒素(包括黄曲霉毒素 B1、B2、G1、G2)的液相色谱 -串联质谱法(liquid

chromatography-tandem mass spectrometry，LC-MS/MS)。该方法经甲醇 -水、三氯甲烷依次提取样品，以 C18柱

分离，流动相为乙腈 -0.1%甲酸溶液(梯度洗脱)，采用电喷雾正离子多反应监测(multiple reaction monitor，MRM)

模式检测。结果表明：标准曲线在 0.0～20.0μg/kg进样范围内线性良好；用本法测定 4种黄曲霉毒素的回收率在

70.8%～108.0%(低加标水平)、82.4%～104.5%(中和高加标水平)之间，相对标准偏差在 5.7%～9.7%之间。运用所

建立的方法对市售 19种不同品牌和批次的花生油中的黄曲霉毒素进行分析，结果显示该方法选择性强、灵敏度高，

适用于花生油中 4种黄曲霉毒素的定性、定量测定。
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Abstract：A liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) method was established for simultaneous

determination of 4 aflatoxins in peanut oil including aflatoxins B1, B2, G1 and G2. The sample preparation was achieved by

sequential extraction with aqueous methanol solution and chloroform. The analytes were separated on a C18 column using a

mobile phase composed of acetonitrile and 0.1% aqueous formic acid solution and detected using electrospray ionisation (ESI)-

MS/MS in positive ion mode with multiple reaction monitoring (MRM). The linear range of aflatoxins determination was

from 0.0 to 20.0μg/kg. The recovery rates for four aflatoxins were from 70.8% to 108.0% at 1.0μg/kg and from 82.4% to

104.5% at 10.0 and 20.0μg/kg, and the relative standard deviations from 5.7% to 9.7%. The developed method proved highly

selective and sensitive in determining 19 commercial peanut oil samples, thus being suitable for qualitative and quantitative

analysis of four aflatoxins in peanut oil.
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黄曲霉毒素(aflatoxin，AF)是黄曲霉、寄生曲霉等

产生的次生代谢物[1-2]，是一组化学结构类似的二氢呋喃

香豆素的衍生化合物，最为重要的包括黄曲霉毒素 B 1、

B 2、G 1、G 2、M 1、M 2等，其中黄曲霉毒素M 1和M 2

经动物代谢产生并残留于牛奶及其制品中，黄曲霉毒素

B1、B 2、G1和 G2易污染多种农作物、食品及饲料，常

存在于各种霉变的坚果特别是花生和核桃及其制品中。

199 3 年黄曲霉毒素被世界卫生组织(w or ld  h e a l t hy
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organiza t iom，WHO)的癌症研究机构( internat ional

agency for research on cancer，IARC)划定为Ⅰ类致癌

物。黄曲霉青毒素 B 1为毒性及致癌性最强的物质之一。

黄曲霉毒素对人和动物健康的危害主要与其抑制蛋白质

的合成有关[3]，引起人的中毒表现主要是损害肝脏，发

生肝炎、肝硬化、  肝坏死等。因此，世界各国对主

要食品中黄曲霉毒素的总量，尤其是 AFB 1的含量规定

了允许限量值。我国也明确规定了食品中真菌毒素的限

量，其中规定玉米、花生及及其制品中 AFB 1的允许限

量值为 20μg/kg [4]。

黄曲霉毒素在花生及粮食中广泛而微量地存在，建

立准确灵敏、快速简便的检测方法是黄曲霉毒素研究的

重要方面。目前，黄曲霉毒素的检测方法主要包括酶

联免疫法(enzyme-linked immunosorbent assay，ELISA)

等快速筛选法[5-7]，薄层色谱扫描法(thin layer chromatog-

raphy scan，TLCS)、高效液相色谱法(high-performance

liquid chromatography，HPLC)和液相色谱 -串联质谱法

(liquid chromatography-tandem mass spectrometry，LC-

MS/MS)等确证检测法[8-13]，以及免疫传感器阵列等其他

新方法[14-18]。ELISA法适用于大批量样品的快速筛选，

具有检测速度快、特异等优点，但缺点是检测结果易

出现假阳性，且不能准确定量；薄层色谱法(TLC)是测

定黄曲霉毒素的经典方法，属于定性和半定量方法，为

提高薄层色谱法的精度而建立的TLCS法在确证新发现的

霉菌毒素和检测方法学研究等方面曾经具有一定的优越

性，但是该法操作烦琐、灵敏度低、定量不够准确，

近年来应用较少；HPLC结合紫外或荧光检测器具有灵

敏度高、检测限低、自动化程度高等优点，近年来在

黄曲霉毒素检测中得到了广泛的应用，但该法需进行柱

前或柱后衍生处理，操作繁杂，不适宜多种不同类霉

菌毒素的同时检测；LC-MS/MS法是近几年兴起的新技

术，能够提供结构信息，且检出限低、灵敏度高、线

性范围宽、简便快捷，是多组分霉菌毒素检测的理想

方法。

本研究拟建立测定花生油中 4种黄曲霉毒素(包括黄

曲霉毒素 B 1、B 2、G 1、G 2)的 LC-MS/MS法，并对方

法的可靠性进行评价。运用所建立的方法对市售 19种不

同品牌和批次的花生油中的黄曲霉毒素进行分析。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

黄曲霉毒素B1、B2、G1、G2标准品    美国Alexis公

司；甲醇、乙腈、甲酸(均为色谱纯)    美国 Fisher公司；

三氯甲烷、正己烷等为国产分析纯；花生油    市购。

1.2 仪器与设备

1200高效液相色谱仪    美国 Agilent公司；API

4000 Q-trap三重四级杆串联质谱仪(配有电喷雾离子源

(ESI)    美国ABI公司；MTN-2800W水浴氮吹仪    天津奥特

赛恩斯仪器有限公司；MS3 digital涡旋振荡器    德国

I K A 公司。

1.3 方法

1.3.1 色谱条件

色谱柱：Waters C18柱(150mm× 4.6mm，5μm)；

流动相：乙腈 -0 . 1% 甲酸溶液，梯度洗脱，梯度洗脱

表见表 1；流速：0.5mL/min；柱温：30℃；进样量：

2 0μL。

                    时间 /min 0.00 7.00 12.00 12.01 20.00

乙腈 20 90 90 20 20
流动相体积分数/%

0.1%甲酸溶液 80 10 10 80 80

表 1 流动相梯度洗脱

Table 1   Mobile phase gradients for HPLC analysis

1.3.2 质谱条件

电喷雾离子源(electrospray ionization，ESI)正离子模

式；电喷雾电压 5500V；离子源温度 500℃；多反应监

测(multiple reaction monitor，MRM)，4种待测物的定性

离子对和定量离子对见表 2；碰撞气、雾化气、气帘气、

碰撞气能量、聚焦电压和碰撞室出口电压均为最优。

毒素 定性离子对(m/z) 定量离子对(m/z)

AFB1
313.1/284.6

313.1/284.6
313.1/241.2

AFB2
314.9/287.1

314.9/287.1
314.9/259.2

AFG1
329.0/243.2

329.0/243.2
329.0/283.1

AFG2
331.1/245.1

331.1/245.1
331.1/216.7

表 2  4 种待测物的定性离子对和定量离子对

Table 2   Qualitative and quantitative ion pairs and quantitative ion

pairs of four aflatoxins

1.3.3 样品处理

称取 1.0g花生油样品于离心管中，加入 5mL正已烷

溶解。再用 5mL甲醇 -水(55:45，V/V)萃取，4000r/min

离心 5min，吸取甲醇 -水层至第二个离心管中，将原离

心管中的样品用甲醇 -水再萃取一次，合并甲醇 -水于

第二个离心管中。用 10mL三氯甲烷萃取两次，合并三

氯甲烷(20mL)，置于水浴氮吹浓缩至干。用乙腈 -0.1%

甲酸溶液(2:8，V/V)定容至 1.0mL，经 0.22μm滤膜后，

用于 LC-MS/MS测定。

2 结果与分析

2.1 前处理方法的选择
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黄曲霉毒素难溶于水，不溶于石油醚、己烷和乙

醚等非极性溶剂，但易溶于甲醇、丙酮和三氯甲烷等

带极性的有机溶剂。一般使用这几种有机溶剂的水溶液

作为提取剂[19-20]。提取剂中的水可以增强有机溶剂在样

品中的渗透能力，提高萃取效率。应根据不同食品基

质的性质来选择合适的提取剂。大部分文献和标准均是

使用甲醇 -水或乙腈 -水作为提取剂[2,11,21]，但考虑到乙

腈比甲醇毒性大，而且价格昂贵，故本研究选择甲醇 -

水作为花生油中黄曲霉毒素的提取剂。甲醇 -水比例(55:

45，V/V)的确定以及样品的前处理过程以文献[19]标准

为基础，并经过适当的调整与优化(见 1.3.3节)。

2.2 标准曲线与线性范围

取不同水平的黄曲霉毒素标准溶液，按 1.3节建立

的仪器条件进行 LC-MS/MS测定，20.0μg/kg的标准品

的提取离子流色谱图(extracted ion chromatography，XIC)

如图 1所示。计算不同标准水平下的峰面积，以黄曲霉

毒素标准品水平 /(μg/kg)为横坐标、峰面积为纵坐标绘

制标准曲线。直线几乎通过原点，故通过原点进行线

性回归。标准曲线在 0～20.0μg/kg的进样水平范围内线

性良好。线性方程及相关系数见表 3。

毒素 回归方程 相关系数 r

AFB1 y＝ 4.13× 104x 1.0000

AFB2 y＝ 1.27× 104x 0.9994

AFG1 y＝ 4.35× 104x 0.9993

AFG2 y＝ 1.18× 104x 1.0000

注：标准品添加量 20 .0μg/kg。

表 3 黄曲霉毒素的线性方程和相关系数

Table 3   Linear regression equations and correlation coefficient of

fours aflatoxins

毒素 加标水平 /(μg/kg) 平均回收率 /% RSD/%

1.0 108.0 9.3

AFB1 10.0 86.9 7.9

20.0 100.5 7.2

1.0 73.4 9.7

AFB2 10.0 85.3 6.7

20.0 103.5 7.3

1.0 70.8 9.0

AFG1 10.0 82.4 7.5

20.0 104.5 6.2

1.0 89.5 8.6

AFG2  10.0 83.9 6.5

20.0 104.0 5.7

表 4  16号样品中黄曲霉毒素的加标回收率和精密度结果 (n=6)

Table 4   Average recovery rates and relative standard deviations for

aflatoxins in sample No. 16 spiked at 3 levels (n = 6)

2.3 加标回收率和方法精密度

取 16号样品(AFB1阳性)作为代表性样品，添加低、

中、高 3个不同水平的混合标准溶液，按照 1.3节建立

的仪器条件进行加标回收率实验。每个加标水平取 6个

平行样，其回收率与精密度数据见表 4。图 2为 16号样

品的提取离子流色谱图，图 3为 16号加标样品的色谱图。

从表 4可以看出，用本检测方法进行加标回收实验

时，在低加标水平条件下，4种黄曲霉毒素的平均回收

率在 70.8%～108.0%之间，相对标准偏差在 8.6%～9.7%

之间；在中、高加标水平下，平均回收率在 82 .4%～

104.5%之间，相对标准偏差在 5.7%～7.9%之间，表明

此方法的准确度和精密度均较高。

2.4 样品测定

图 2  16号样品的提取离子流色谱图

Fig.2   Chromatograms of aflatoxins in blank sample No. 16
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Fig.3   Chromatograms of aflatoxins in spiked sample No. 16
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Fig.1   Ion chromatograms of four aflatoxin standards in MRM mode
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样品号
                    检测结果 /(μg/kg)

AFB1 AFB2 AFG1 AFG2

1 5.0 1.4 — —

2 3.8 1.2 — —

3 1.9 — 0.3 —

4 4.8 1.5 0.2 —

5 4.4 1.1 — —

6 0.6 0.2 0.2 —

7 5.6 1.2 0.3 —

8 3.5 1.0 0.2 —

9 1.0 0.2 — —

10 1.1 0.4 — —

11 1.6 — — —

12 5.1 1.4 0.2 —

13 4.2 0.8 0.3 —

14 6.2 1.9 — —

15 18.5 4.4 0.5 —

16 1.3 — — —

17 3.3 1.0 — —

18 1.4 — — —

19 0.4 0.2 — —

注：“—”表示未检出。

表 5 花生油样品黄曲霉毒素的检测结果

Table 5   Analytical results of aflatoxins in 16 commercial peanut iol

sample

运用所建立的方法对市售19种不同品牌和批次的花

生油中的黄曲霉毒素进行分析，检测结果见表 5。

由表 5可以看出，所有 19种花生油样品均受到不

同程度的黄曲霉毒素的污染，尤其是黄曲霉毒素B1的污

染最为广泛，在所有样品中均有检出，其含量为 0.4～

18.5μg/kg。该含量值均在GB 2761— 2005《食品中真

菌毒素限量》规定的 20μg/kg的允许限量值范围内，因

此消费者可以放心食用。该检测结果表明，尽管样品

中几种黄曲霉毒素的含量较低，通过本检测方法可灵

敏、准确地对其含量进行定量。

3 结  论

本研究建立了同时检测花生油中 4 种黄曲霉毒素

(AFB1、AFB2、AFG1、AFG2)含量的液相色谱 -串联质

谱法，并对不同品牌和批次的多种市售花生油样品进行

了分析。实验结果表明，本检测方法可以实现黄曲霉

毒素与样品基质的良好分离，检测灵敏度高、选择性

好、结果准确，适用于花生油中 4 种黄曲霉毒素的定

性、定量测定。
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