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摘要 � 目的: 建立中药桃仁中黄曲霉毒素 G
2
、G

1
、B

2
、B

1
的 HPLC - MS /MS测定方法。方法:样品经有机溶剂提取及免疫亲和

柱净化后, 以高效液相色谱 -串联三重四极杆质谱进行分析测定。采用 Phenom enex SB- C18 ( 2�0 mm � 50 mm, 4�m )色谱柱,

流动相为甲醇 - 10 mm o l� L- 1醋酸铵溶液, 梯度洗脱,流速 0�5 mL� m in- 1; 质谱条件为电喷雾离子源 ( ES I源 ),正离子模式检

测, 扫描方式为多反应监测 (MRM ) ,黄曲霉毒素 G2、G 1、B2、B1的定量分析离子分别为 m /z 331� 1� 313� 1、m /z 329� 1� 243�1、

m /z 315�0� 287�1、m /z 313� 1� 241� 0。结果:黄曲霉毒素 G
2
、B

2
进样量在 0�375~ 30 pg范围内与峰面积呈良好的线性关系,

黄曲霉毒素 G1、B1进样量在 1� 25~ 100 pg范围内与峰面积呈良好的线性关系, r> 0� 999; 回收率在 88� 5% ~ 103�9%之间。结

论:本法灵敏、快速、准确,专属性强, 可用于中药桃仁中黄曲霉毒素的测定。
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Abstract� Objec tive: To establish anHPLC- M S /M S method for determ ination o f aflatox in G2, G1, B2, B1 in Per�
sicae Semen.Methods: A flatox ins w ere extracted by 70% methano,l purified by an immunoaffin ity co lumn and then

separation w as carried on a K romasil C18 ( 2�0mm � 50 mm, 4 �m ) co lumn w ith a mob ile phase o fm ethanol- 10

mmo l� L- 1 form ic ammonate ( by a g radient program ) at a rate of 0�5 mL� m in
- 1
. A flatox ins w ere ana lysed by

HPLC- trip le quadrupo leM S w ith an ES I ion source inMRM mode, the ion comb inations ofm /z 331�1� 313�1,
m /z 329�1� 243�1, m /z 315�0� 287�1, m /z 313�1� 241�0 w ere used to qualify a flatox in G2, G1, B2, B1, respec�
t ive ly. Results: Good linear relat ionships w ere obta ined w ithin the ranges o f 0�375- 30 pg for aflatox in G2 and B2,

and 1�25- 100 pg for af la tox in G1 and B1. The recoveries w ere betw een 88�5% - 103�9%. Conclusion: Them eth�
od is sensitive, rap id, accurate and specif ic for the determ ination of af la tox ins in trad itional Chinesemedicine Per�
sicae Semen.

Key words: aflatox in G2, G1, B2, B1; HPLC- M S /M S; Persicae Semen; tradit iona lCh inese med icine

桃仁为蔷薇科植物桃 Prunus p ersica ( L. )

Bastsch或山桃 P runus davidiana ( C arr. ) F ranch. 的

干燥成熟种子, 具有活血祛瘀、润肠通便的作用。

按照用药部位来划分, 桃仁属于种子类药材, 易产

生霉变现象, 是 2010年版中国药典中规定需检测

黄曲霉毒素的中药品种之一。目前, 我国关于黄

曲霉毒素的检测集中于食品, 多采用薄层色谱

法
[ 1]
、高效液相色谱法

[ 1]
、酶联免疫试剂盒法

[ 2]
。

中药中黄曲霉毒素检测起步相对较晚, 文献报道

主要应用 HPLC结合荧光检测的方法
[ 3~ 5]
。上述

方法中薄层色谱法定量准确度差,灵敏度低;高效

液相色谱法需衍生化以后测定, 操作烦琐; 酶联免

疫试剂盒法虽灵敏度高, 但重复性和专属性差, 假

阳性率高。因黄曲霉素检测属于痕量检测, 中药

的基质相对复杂, 部分中成药及中药材在检测过

程中甚至出现假阳性结果
[ 5]
。因此对于中药中黄
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曲霉毒素的检测,需要引入 HPLC- M S /M S技术建

立具有灵敏度高,专属性强, 可以排除假阳性的方

法。

本文以桃仁为样品, 建立了采用快速高效液相

-三重四极杆质谱仪检测中药中黄曲霉毒素 G2、

G1、B2、B1的含量测定方法。结果显示该方法操作

简便, 灵敏度高, 专属性强。

1� 仪器与试药
美国应用生物系统 API 5500型三重四极杆串

联质谱仪, 配有电喷雾离子化源 ( ESI源 )和 Ana�
lyst 1�5�1数据处理系统; 美国安捷伦公司 Ag ilent

1200高效液相色谱仪; 德国 IKA T25 dig ita l UL�
TRA - TURRAX高速均质器; Epppendo rf 5810R台

式离心机; 氮气吹干仪 ( N - EVAP
TM
112型, 美国

O rganomat ion A ssoc iates; Inc 公 司 ) ; 分 析 天 平

( BS2202 /TE- 612- L /CP225D型电子天平, 德国

Sartorius公司 )。

黄曲霉毒素原液 (美国 SUPELCO公司提供,

Lo :t LB 33367,黄曲霉毒素 G2、G1、B2、B1浓度分别为

0�3 �g� mL- 1
、1�0 �g� mL- 1

、0�3 �g� mL- 1
、1�0

�g� mL- 1
) ;黄曲霉毒素免疫亲合柱 (A flaTest

@
P, 美

国 V ICAM公司 ); 甲醇为色谱纯, 由 Burdick- Jack�
son公司提供; 氯化钠为分析纯; 试验用水为超纯

水。

样品:桃仁 (批号: 091101; 产地: 山西 ) , 购自上

海华宇药业有限公司, 经上海市食品药品检验所中

药室吴赵云副主任药师鉴定为桃 Prunus p ersica

( L. ) Bastsch的干燥成熟种子。

2� 溶液的配制
2�1� 黄曲霉毒素储备溶液 � 取黄曲霉毒素原液适
量, 加 75%甲醇制成黄曲霉毒素 G2、G 1、B2、B1浓度

分别为 30 ng� mL- 1
、100 ng� mL- 1、30 ng� mL- 1

、

100 ng� mL- 1
的溶液,即得。

2�2� 供试品溶液 � 根据文献 [ 3, 4], 确定供试品溶

液的制备方法为:取桃仁样品粉末 (过 2号筛 ) 15 g,

精密称定,加入氯化钠 3 g、70%甲醇 75 mL, 高速搅

拌 2 m in (搅拌速度大于 12500 r� m in
- 1
) , 离心 5

m in(离心速度 4000 r� m in
- 1
) ,精密吸取上清液 15

mL,用水稀释至 50 mL, 摇匀,离心 5 m in( 4000 r�
m in

- 1
) ,上清液用玻璃纤维滤纸滤过, 取续滤液 20

mL,通过免疫亲合柱 (流速 3 mL� m in
- 1
) , 随后用

水 20mL洗脱 (流速 6mL� m in
- 1
) ,洗脱液弃去,再

用甲醇 1�5 mL洗脱 (流速 1mL� m in
- 1
),收集甲醇

洗脱液,用水稀释至 2mL, 摇匀,取 10 �L注入液相

色谱 -串联质谱系统检测。

3� LC-M S/MS条件

3�1� 色谱条件 � 色谱柱: Phenomenex SB - C18柱

( 2�0 mm � 50 mm, 4 �m ); 流动相: 甲醇 ( A ) -

10mmol� L- 1
醋酸铵溶液 ( B ) , 梯度洗脱 ( 0 ~

4�5 m in, 70% A� 15% A; 4�5 ~ 6 m in, 15% � 0 A;

6~ 6�5m in, 0 A� 70% A; 6�5~ 10 m in, 70% A ); 流

速: 0�5mL� m in
- 1
;注温: 25 � ;进样量: 10 �L。

3�2� 质谱条件 � 离子源为 ES I源; 正离子模式检

测; 扫描方式为多反应监测 ( MRM ); 电喷雾电压:

5�5 kV;离子源温度: 550 � 。用于定性、定量分子
的离子对和相关质谱参数见表 1。

表 1� 黄曲霉毒素 G
2
、G

1
、B

2
、B

1
的质谱参数

Tab 1� M ass spec trom etry param eter s for aflatox in G2, G1, B2, B1

黄曲霉毒素

( aflatoxin)

保留时间

( reten tion tim e) /m in

定量通道 ( qu ant itat ive

tran sit ion, m /z )

碰撞能量 ( collision

en ergy, CE ) /eV

定性通道 ( qual itative

tran sition, m /z )

碰撞能量 ( co llis ion

energy, CE ) /eV

G 2 3�63 331�1� 313�1 33 331�1� 245�1 40

G 1 3�94 329. 1� 243�1 35 329�1� 311�1 30

B
2 4�17 315�0� 287�1 35 315�0� 259�1 40

B1 4�42 313�1� 241�0 50 313�1� 285�0 40

4� 结果
4�1� 线性关系考察 � 将 � 2�1�项下黄曲霉毒素
储备溶液用 70%甲醇适当稀释后制得 6个不同浓

度的黄曲霉毒素工作溶液。取样品 15 g, 6份, 按

� 2�2�项下所述方法制备桃仁供试品溶液, 并于

40 � 氮吹至干,分别精密加入上述系列黄曲霉毒

素工作溶液 2 mL,涡旋混匀, 即得系列基质标准曲

线溶液。精密吸取各基质标准曲线溶液 10 �L, 进

样分析, 记录各待测组分色谱峰面积, 以各成分的

进样量 X ( pg)为横坐标, 峰面积 Y为纵坐标, 进行

回归分析,结果见表 2,对照品色谱图见图 1- A。
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表 2� 黄曲霉毒素 G2、G1、B2、B1的线性回归方程和相关系数

Tab 2� L inear regression equations and correlation coe ff icien ts of aflatoxin G2, G1, B2, B1

黄曲霉毒素

( aflatox in)

线性范围

( lin ear range) /pg

线性回归方程

( equat ion of linear regress ion)

相关系数

( correlat ion coefficien t)

权重系数

( w eigh t coeff icient)

G 2 0�375~ 30 Y = 1�89� 104X - 762 0�9977 1 /X

G 1 1�25~ 100 Y= 3�03� 104X - 5�41� 103 0�9998 1 /X

B2 0�375~ 30 Y= 3�70� 104X - 1�76� 103 0�9996 1 /X

B1 1�25~ 100 Y= 3�57� 104X - 5�10� 103 0�9996 1 /X

图 1� 黄曲霉毒素 (A )、桃仁空白 ( B)及桃仁加黄曲霉毒素 ( C )总离子流色谱图

Fig 1� TIC ch rom atogram s of aflatoxin G 2, G 1, B2, B1 ( A) , b lank Persicae Sem en ( B) , and Pers icae Sem e sp iked aflatoxin G 2, G1, B2, B1 ( C )

1.黄曲霉毒素 G2 ( af latoxin G 2 ) � 2.黄曲霉毒素 G 1 ( aflatox in G1 ) � 3�黄曲霉毒素 B2 ( aflatoxin B2 ) � 4.黄曲霉毒素 B1 ( aflatoxin B1 )

4�2� 精密度试验 � 取基质标准曲线溶液, 连续进样
6次,结果黄曲霉毒素 G2、G1、B2、B1峰面积的 RSD

分别为 0�9%, 1�0%, 1�0% , 1�4% ,精密度良好。

4�3� 方法专属性 � 取经预先测定,不含黄曲霉素素

G2、G1、B2、B1的桃仁样品 (桃仁空白 ), 按照 � 2�2�项
下方法制备桃仁空白供试品溶液,进样,色谱图见图

1- B;同时在桃仁空白 15 g中添加 � 2�1�项下黄曲
霉毒素储备溶液 0�5 mL, 按照 � 2�2�项下方法制备
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桃仁加黄曲霉毒素供试品溶液, 进样, 色谱图见图

1- C。试验结果表明,桃仁中其他成分不干扰上述

4个黄曲霉毒素的测定。

4�4� 重复性试验 � 取桃仁样品粉末 (过 2号筛 ) 15

g共 6份,精密称定, 分别加入 � 2�1�项下黄曲霉毒
素储备溶液 0�5mL, 按照 � 2�2�项下方法制备加样
供试溶液, 进样分析。结果黄曲霉毒素 G2、G1、B2、

B1的加样回收结果的 RSD分别为 2�5%, 1�9% ,

0�9%, 2�6%, 表明重复性良好。

4�5� 稳定性试验 � 取 � 4�4�项下加样供试溶液,分

别在 0, 4, 8, 12, 24, 48 h进样分析,记录峰面积。结

果表明,供试品溶液在 0~ 48 h内,黄曲霉毒素 G2、

G1、B2、B1的 RSD ( n = 6 )分别为 4�8% , 4�8%,

4�1% , 2�8% ,均基本稳定。

4�6� 回收率试验 � 取未检出黄曲霉毒素的桃仁粉
末 (过 2号筛 ) 15 g共 9份,以 3份为一组,每组分别

以低、中、高 3个添加水平精密加入 � 2�1�项下黄曲
霉毒素储备溶液各 0�15, 0�3, 0�5 mL(其中黄曲霉
毒素 G2、B2的加入量分别为 4. 5, 9, 15 ng;黄曲霉毒

素 G1、B1的加入量分别为 15, 30, 50 ng), 按照 � 2�2�
项下方法制备回收率试验用供试溶液。依法测定,

计算回收率及相应 RSD值, 结果表明, 本方法回收

率试验结果良好,见表 3。

表 3� 不同添加水平的回收率试验结果 ( n= 3)

Tab 3� R ecoveries of the assay on d ifferen t levels

黄曲霉毒素 ( af latoxin )
低水平 ( low level) 中水平 (m idd le level) 高水平 ( h igh level)

回收率 ( recovery) /% RSD /% 回收率 ( recovery) RSD /% 回收率 ( recovery) RSD /%

G 2 92�78 2�0 89�52 2�3 88�53 2�0

G 1 103�93 1�7 100�12 0�4 103�52 1�8

B2 101�50 0�5 101�61 4�8 101�28 0�5

B1 97�25 0�7 95�10 0�8 95�64 0�7

4�7� 检测限及定量限 � 倍比稀释低添加水平的回
收率试验用供试溶液, 进样分析, 测得黄曲霉毒素

G2、G1、B2、B1的检测限 (信噪比 3�1)分别为 0�029,

0�012, 0�009, 0�005 �g� kg
- 1
; 定量限 (信噪比 10�

1)分别为 0�095, 0�041, 0�031, 0�017 �g� kg
- 1
。

4�8� 样品测定 � 按拟订方法测定中药桃仁样品,结

果未检出黄曲霉毒素 G2、G1、B2、B1。

5� 讨论

5�1� 在色谱条件优化中曾分别考察了 �甲醇 -水,

� 甲醇 - 0�1%甲酸、� 甲醇 - 10 mmo l� L
- 1
醋酸

铵、�甲醇 - 10mmo l� L- 1
甲酸铵 4种流动相体系,

结果表明加入醋酸铵的流动相体系能更好地保证各

黄曲霉毒素成分在色谱系统中的稳定性和质谱的离

子化效果。试验中还考察了 � 20 � 、� 30 � 、� 35

� 、�40 � 不同柱温, 结果表明柱温变化对分离度

影响不大,故本文选择室温 25 � 。

5�2� 考察了电喷雾电离源 ( ESI)的正、负离子模式

和大气压电离源 ( APC I)源, 结果表明使用 ESI源的

负离子模式下, 4个黄曲霉毒素成分的响应值远远

高于大气压电离源。在每个黄曲霉毒素成分的二级

质谱中各挑选了响应较强,且杂质干扰小的 2对离

子对作为定量与定性离子对。分别对毛细管出口

电压、碰撞池能量等质谱参数进行了优化, 最终确

定黄曲霉毒素 G2、G1、B2、B1质谱条件如 � 3�2�项
所述。

5�3� 黄曲霉毒素 G 2、G1、B2、B1中 B1的毒性最大,目

前欧洲药典、美国药典及中国农业部行业标准中对

黄曲霉毒素的含量限度规定均为: 黄曲霉毒素 B1不

得大于 2 �g� kg
- 1
,黄曲霉毒素 G 2、G1、B2、B1的总

量不得大于 4 �g� kg
- 1
。本文建立的 HPLC- M S /

M S方法的检测限为: 黄曲霉毒素 G2为 0�03 �g�

kg
- 1
,黄曲霉毒素 G 1、B2、B1均为 0�01 �g� kg

- 1
, 远

远小于上述规定,比相关文献报道
[ 3 ~ 5]
的检测限亦

低 1个数量级,灵敏度大大提高。且本法以一级全

扫描质谱图中所得到的化合物的准分子离子作为各

自的母离子,以其峰强度较强的二级碎片离子作为

各自的定性离子, 2对专属离子对同时定性,进一步

增加了专属性,防止了假阳性的误判。

5�4� 基质效应对质谱测定结果的准确性具有较大
的影响。根据基质对检测信号响应值的不同影响,

基质效应又可分为基质增强效应和减弱效应。本实

验亦对此进行了研究: 取 � 4�1�项下以 70%甲醇为

溶剂的黄曲霉毒素工作溶液,不加桃仁基质,直接进

样, 制备无基质标准曲线, 计算 � 4�6�项下加样供试
溶液中的浓度和回收率, 结果黄曲霉毒素 G2、G 1、

B2、B1回收率为 70% ~ 78%。与用桃仁基质制备的
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标准曲线计算结果比较, 桃仁基质对黄曲霉毒素

G2、G1、B2、B1存在基质减弱效应, 表明有基质标准

添加回归计算更准确,值得研究推广,更有意义。

5�5� 参照香港政府化验所的相关规定 (回收率为

50% ~ 120% )和出口商品中农药、兽药及生物毒素

检验方法标准编写的基本规范 ( SN /T001- 1995) ,

规定当添加浓度小于 1 �g� kg
- 1
时回收率范围应

为 50% ~ 120% , 添加浓度为 1~ 10 �g� kg
- 1
时回

收率范围应为 60% ~ 120% , 则采用无基质标准曲

线计算得回收率结果符合规定, 表明如果无空白

基质时,用无基质标准曲线测定样品,准确度亦良

好。后按照 � 4. 6�项下方法制备中药材桂枝和白
芍的加样供试溶液,用无基质标准曲线计算, 其回

收率分别为 67% ~ 77%和 70% ~ 78% , 亦符合上

述规定,表明本法在中药材的黄曲霉毒素检测中

具有推广意义。
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学出版社 温晓萍 (请在汇款附言注明您购书的书名、册数、联系电话、是否要发票等 )。
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