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摘要：本研究通过优化液相色谱条件和质谱条件，并结合碳酸氢钠溶液提取稀释的方法法有效克服了基质效应的干扰，建立了

中草药中赭曲霉毒素 A 的超高效液相色谱-串联质谱法快速检方法。试样经碳酸氢钠溶液提取，超声波提取，再经过免疫亲和柱净化

后，用 C18 液相色谱柱分离，多级反应选择离子正离子模式检测。经方法学验证，赭曲霉毒素 A 质量浓度在 0.1~50.0 μg/L 范围内呈

现良好的线性关系，r>0.99；样品在 1.0、2.0 和 10.0 μg/kg 三个添加水平下的回收率为 78.5%~98.0%；相对标准偏差为 2.6%~11.8%；

方法检出限为 1.0 μg/kg。将该方法应用于实际 8 批样品的检测，结果显示 8 批样品中检出 1 批的赭曲霉毒素 A 检测结果呈阳性(7.3 

μg/kg)。实际样品检测结果表明，本方法可实现中草药中赭曲霉毒素 A 灵敏、准确的定性定量分析。 
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Abstract: A rapid method for the determination of ochratoxin A in Chinese medicinal plants using ultra-high performance liquid 

chromatography tandem mass spectrometry (UHPLC-MS/MS) was established in this study. For this method, the conditions required for liquid 

chromatography (LC) and mass spectrometry (MS) were optimized and the matrix effects were overcome by extraction using sodium 

bicarbonate solution and dilution procedure. The ultrasonic-assisted extraction of ochratoxin A from the sample was carried out using sodium 

bicarbonate solution, followed by an immunoaffinity column clean-up procedure. The analytes were separated on a C18 LC column and 

detected on a mass spectrometer operating in the positive ion multiple reaction monitoring (MRM) mode. The method used in the present study 

was validated. Ochratoxin A concentration showed good linearity in the range of 0.1~50.0 µg/L, with an r-value>0.99. The average recoveries 

ranged between 78.5% and 98.0% at spike levels of 1.0, 2.0, and 10.0 µg/kg. The relative standard deviations (RSDs) were between 2.6% and 

11.8%, and the limit of detection was 1.0 µg/kg. The validated method was applied for the detection of ochratoxin A in eight batches of samples, 

and the results showed one positive result per batch (7.3 μg/kg). The results of the real sample test indicate that this method can be used for the 

sensitive and accurate determination of ochratoxin A in Chinese medicinal plants. 

Key words: ochratoxin A; ultra-high performance liquid chromatography tandem mass spectrometry (UHPLC-MS/MS); Chinese 
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赭曲霉毒素A（Ochratoxins A）是赭色曲霉属和

几种青霉属真菌产生的一种毒素。研究表明该毒素可

损害动物的肾脏和肝脏，有致畸和致癌作用，被国际 
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检测 

癌症研究机构定位2B类致癌物。WHO/FAO食品添加

剂和污染物联合专家委员会专门制定了赭曲霉毒素A
的暂定每周最大耐受剂量，而欧盟则评估了普通人群

膳食暴露水平，另外，国际食品法典制定了食品中赭

曲霉毒素A的限量及良好操作规范，以降低赭曲霉毒

素A对人体健康的危害[1]。欧盟将其在谷物产品中的最

大残留限量修订为3.0 μg/kg[2]。2010年欧盟增加了香

辛调味料和甘草中赭曲霉毒素A的限量，分别不能超
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过15~30 μg/kg和20 μg/kg[1]。2011年，我国规定谷物及

其制品限量指标为5.0 μg/kg[3]。我国是中草药的发源

地，目前大约有12000种药用植物，中草药是中医预防

治疗疾病所使用的独特药物，也是中医区别于其他医

学的重要标志，中草药在我国得到了人们广泛的认同

与应用。但是，中草药如果保存不当，也会产生赭曲

霉毒素A[4]。如甘草、橙花、姜黄、干姜和人参等中草

药中赭曲霉毒素A的污染较多，特别是甘草污染水平

普遍比较高，抽样显示50%的样品含量超过5.3 
μg/kg[4]。如果服用了含有赭曲霉毒素A的中草药，不

但达不到治病的目的，还可能给身体健康带来严重的

后果，因此建立一种快速准确的检测方法是非常有必

要的。目前,国内外检测赭曲霉毒素A的方法主要高效

液相色谱法(HPLC)[5~16]、也有赭曲霉毒素A的高效液

相色谱-串联质谱法(LC-MS/MS)的研究报道[17~18]，但

鲜有利用超高效液相色谱串联质谱快速检测中草药中

赭曲霉毒素的研究报道，本研究建立了中草药中赭曲

霉毒素的超高效液相串联质谱快速确证方法，该方法

快速准确、灵敏度高，非常适合中草药中赭曲霉毒素

A的快速检测。 

1  实验部分 

1.1  仪器与试剂 

API 5500超高效液相色谱仪串联质谱仪；Turbo 
Vap LV 氮吹浓缩仪； IKA MS3 迷你振荡器；

KQ-5200DE水浴超声波仪等实验室常用设备。赭曲霉

毒素A，含量99.0%；乙酸铵、甲酸、乙腈、甲醇均为

色谱纯；实验用水为超纯水，碳酸氢钠，磷酸二钠，

磷酸氢二氢钾，氯化钠，氯化钾均为分析纯。PBS缓
冲溶液：称取0.27 g磷酸二氢钾，1.42 g磷酸氢二钠，8 
g氯化钠，0.2 g氯化钾，加去离子水约800 mL充分搅

拌溶解，然后加入磷酸调pH至7.0，最后定容到1000 
mL。30 g/L碳酸氢钠溶液：30 g碳酸氢钠，加去离子

水溶解然后定容到1000 mL。 
配制标准溶液时，甲醇溶解并定容，配制成质量

浓度均为100 μg/mL标准储备液，再根据需要稀释成适

当浓度的标准工作液，保存于4 ℃下，有效期为6个月。 

1.2  前处理方法 

1.2.1  提取 
准确称取2.00±0.01 g样品于100 mL比色管中，加

入80 mL 30 g/L碳酸氢钠溶液，超声提取15 min，用30 
g/L碳酸氢钠溶液定容到100 mL。以12000 rpm离心5 
min，取5 mL上清液与30 mL PBS缓冲液充分混匀，用

玻璃纤维滤纸过滤至滤液澄清，收集滤液于干净的容

器中备用。 
1.2.2  净化 

将上述滤液全部过免疫亲和柱，流速约为1滴~2
滴/s，然后用10 mL PBS缓冲液淋洗免疫亲和柱、20 mL
水分两次淋洗免疫亲和柱，流速不超过5 mL/min，再

用细微的真空抽滤5~10 s。接着用1.5 mL甲醇分3次洗

脱，收集洗脱液于干净的玻璃试管中，于40 ℃水浴氮

气吹至近干，用0.5 mL流动相溶解残渣，上机待测。 

1.3  测定方法 

1.3.1  色谱条件 
色谱柱：shin-packXR-ODS 2.0 mm×100 mm，3.0 

μm，流动相：溶剂A是5 mmol/L乙酸铵(含有0.1%甲

酸)，溶剂B为乙腈，梯度洗脱，在0~0.5 min内溶剂A
体积分数90%保持0.5 min，在0.5~2.0 min内溶剂A体积

分数从90%线性减少到15%，然后保持1.0 min，在3.0
至4.0 min内溶剂A体积分数从15%线性增加到90%，然

后保持1.5 min。流速0.2 mL/min，柱温40 ℃，进样量

10 µL。 
1.3.2  质谱条件 

离子源：电喷雾离子源(ESI)；扫描方式：正离子

扫描；检测方式：多反应选择离子检测；电喷雾电压：

5500 V；雾化气：22 MPa，气帘气：30 MPa，辅助加

热气：60 MPa；碰撞气：Medium，四种气体均为氮

气；离子源温度：500 ℃；碰撞能量、去簇电压见表1。 
表1 赭曲霉毒素A部分质谱参数 

Table 1 LC-MS/MS parameters for the determination of 

ochratoxin A (OTA) 

测定物质
母离子

/(m/z) 

特征碎片离子 

/(m/z) 

碰撞能量

/ev 

去簇电压

/ev 

OTA 404.2 
239.1* 31 100 

358.1 19 100 

注：*标注的特征碎片离子是用来进行定量分析的离子对。 

2  结果与讨论 

2.1  色谱条件的优化 

对色谱柱的选择，比较了 shin-packXR-ODS2.0 
mm×100 mm，3.0 μm 与 EclipsePlusC18 100 mm×2.1 
mm，3.5 μm。采用 shin-packXR-ODS2.0mmid×100mm，

3.0 μm 液相色谱柱进行色谱分离时，该组分的出峰时

间稳定、分离度和峰形较好，且耐受性更好。本研究

比较了乙腈-水溶液、乙腈-乙酸铵溶液（含有 0.1%甲

酸）和甲醇-乙酸铵溶液（含有 0.1%甲酸）3 种体系对
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赭曲霉毒素 A 的分离效果的影响，结果发现乙腈-水
溶液、乙腈-乙酸铵（含有 0.1%甲酸）体系中因为乙

腈的洗脱能力较强，可以使赭曲霉毒素 A 完全分离出

来，可见这2种体系对赭曲霉毒素A的分离效果良好。

但是，乙腈-水溶液体系中，质谱离子化效率较低，影

响质谱的灵敏度，故而不选用乙腈-水溶液作为流动

相。在甲醇-乙酸铵溶液（含有 0.1%甲酸）体系中，

甲醇相对乙腈的洗脱能力较弱，对赭曲霉毒素 A 的分

离效果较差，并且，甲醇粘度较高导致柱压较高，影

响色谱柱寿命，故而也不选用甲醇-乙酸铵溶液（含有

0.1%甲酸）作为流动相。质谱检测采用正离子模式进

行检测时，通常使用有一定酸度的流动相，以使被分

析物容易质子化带上正电荷，加强离子化效率，从而

提高检测的灵敏度。选用乙腈-乙酸铵溶液（含有 0.1%
甲酸）体系时，赭曲霉毒素 A 得到良好的分离，并且

可以有效改善峰形；同时可以大大提高质谱的离子化

效率，从而提高检测的灵敏度，使其有较强的质谱响

应值。进一步优化了乙酸铵缓冲液的浓度，以 5 
mmol/L 乙酸铵缓冲液和乙腈作为流动相，流速为 0.2 
mL/min 时，目标分析物的分离效果较好，色谱峰形好。

为得到赭曲霉毒素 A 良好的分离效果，对 5 mmol/L
乙酸铵（A）-乙腈（B）为流动相的洗脱条件进行了

优化。为了获得更好的分离效果，需采用梯度洗脱，

通过实验不断调整乙腈与乙酸铵的比例。最终，确定

梯度洗脱程序见 2.3.1。 

2.2  质谱条件的优化 

根据赭曲霉毒素A的分子质量和分子结构，选择电

喷雾离子源正离子扫描模式注射进样，将1.0 μg/mL标
准溶液用标准进样方式,进样量为7 μL/s，以蠕动泵连续

注射入质谱仪，在正离子模式下先进行一级质谱分析

（Q1扫描），得到准分子离子峰[M+1]即m/z 404.2，优

化去簇电压。对m/z 404.2进行二级质谱分析，得到碎片

离子信息m/z 239.1、358.1、341.1，优化碰撞电压,然后

对离子源温度、雾化气、气帘气等进行优化。再以多

反应监测（MRM）正离子模式优化去簇电压、碰撞电

压、碰撞室入口及出口电压等质谱参。分别选择丰度

较强的2个子离子为特征离子m/z 239.1、358.1，且m/z 
239.1有最大峰度，故选择m/z 239.1为定量离子，选择

m/z 358.1为定性离子。以母离子与子离子组成监测离子

对，进行定性和定量分析。 

2.3  样品前处理条件的选择 

在实际的实验过程中，萃取溶液的选择直接关系

实验回收率的高低。为了获得理想的实验回收率，增

加实验结果的可靠性，所以必须选择萃取效率高而且

基质干扰尽可能小的提取溶液。赭曲霉毒素A易溶于甲

醇和水。根据赭曲霉毒素A溶解性能，可选用不同比例

的甲醇-水作为提取溶液，也可单独选用水溶液或甲醇

作为提取溶液。实验证明，田七、土茯苓等中草药样

品采用甲醇-水溶液或甲醇萃取，基质干扰很大，即使

使用免疫亲和柱净化，仍然无法消除基质干扰，严重

影响实验结果。因此选用水溶液作为提取溶液，而赭

曲霉毒素A在弱碱性条件下，溶解性会更好，所以30 g/L
碳酸氢钠溶液作为最终的萃取溶剂。实验表明，中草

药样品采用30 g/L碳酸氢钠溶液提取率高，并且杂质干

扰小。免疫亲和柱利用抗原抗体特异性可逆结合的特

性的原理,根据抗原抗体的高选择性,将样品提取液过

免疫亲和柱,而非目标化合物则沿柱流下，最后用洗脱

液洗脱目标化合物，从复杂样品中高效提取到纯净的

目标化合物。另外免疫亲和柱与C18固相萃取柱进行比

较，实验表明免疫亲和柱过柱时间短、操作方便，并

且杂质干扰小。 

2.4  方法的检测限、回收率、重复性及线性范

围 

表2 赭曲霉毒素 A 的标准曲线和线性范围 

Table 2 Standard curve and linear range of ochratoxin A 

药物 
线性范围

/(μg/L)
标准曲线 相关系数

赭曲霉毒素 A 0.1~50 y=5.05e+005x+-1.7e+004 1.0000

 
图1 标准曲线 

Fig.1 Standard curve 

在以上确定的测定条件下，配制标准系列(n=6),
分析化合物的浓度比为X轴，以分析化合物的峰面积比

为Y轴绘制标准曲线，见图1。结果表明，赭曲霉毒素

A浓度在0.1~100 μg/L范围内时，线性关系良好，其相

关系数和回归方程见表2。 

在空白样品中添加赭曲霉毒素A标准溶液，进行3
个水平浓度添加回收试验，每个浓度做6个重复。在本
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方法所确定的实验条件下，回收率和变异系数分别在

78.5%~98.0%，2.6%~11.8%之间。本方法对中草药中

赭曲霉毒素A的检测低限均为1.0 μg/kg。见表3，图谱

见图2~11。 
表3 5种空白样品的测定及基质添加回收实验结果 

Table 3 Content and average spike recoveries of ochratoxin A 

in five blank samples (n=6) 

样品名称 添加水平 平均回收率 相对标准偏差 
 /(μg/kg) /% /% 

田七 

1.0 78.5 11.8 

2.0 85.4 9.8 

10.0 88.7 11.2 

土茯苓 

1.0 82.5 10.1 

2.0 86.2 8.5 

10.0 90.0 6.3 

山药 

1.0 89.2 6.1 

2.0 91.6 8.5 

10.0 90.3 4.3 

麦芽 

1.0 92.7 5.1 

2.0 95.4 3.5 

10.0 91.8 3.3 

薏米 
1.0 95.2 3.6 

2.0 96.8 5.6 

10.0 98.0 2.6 

 
图2 田七空白样品的重构离子色谱图 

Fig.2 Reconstructed ion chromatogram of Tianqi blank 

samples 

 

图3 田七空白样品加标1.0 μg/kg的重构离子色谱图 

Fig.3 Product ion spectrum of Tianqi blank extracts at a spike 

level of 1.0 μg/kg 

 

图4 土茯苓空白样品的重构离子色谱图 

Fig.4 Reconstructed ion chromatogram of Tuckahoe blank 

samples 
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图5 土茯苓空白样品加标1.0 μg/kg的重构离子色谱图 

Fig.5 Product ion spectrum of Tuckahoe blank extracts at a 

spike level of 1.0 μg/kg 

 

图6 山药空白样品的重构离子色谱图 

Fig.6 Reconstructed ion chromatogram of Yam blank samples 

 

图7 山药空白样品加标1.0 μg/kg的重构离子色谱图 

Fig.7 Product ion spectrum of Yam blank extracts at a spike 

level of 1.0 μg/kg 

 

图8 麦芽空白样品的重构离子色谱图 

Fig.8 Reconstructed ion chromatogram of malt blank samples 
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图9 麦芽空白样品加标1.0μg/kg的重构离子色谱图 

Fig.9 Product ion spectrum of malt blank extracts at a 

spike level of 1.0 μg/kg 

 
图10 薏米空白样品的重构离子色谱图 

Fig.10 Reconstructed ion chromatogram of barley blank 

samples 

 

图11 薏米空白样品加标1.0 μg/kg的重构离子色谱图 

Fig.11 Product ion spectrum of barley blank extracts at a spike 

level of 1.0 μg/kg 

 
图12 阳性可疑样品的重构离子色谱图 

Fig.12 Reconstructed ion chromatograms of a suspected 

positive sample 
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2.5  样品测定结果 

采用本实验建立的方法测定了市场上采购的8个常

用中草药样品，分别为田七、土茯苓、山药、丹参、

薏米、西洋参、百合、莲子。结果在所有被分析的样

品中，田七、土茯苓、山药、薏米、西洋参、百合、

莲子7个样品未发现OTA，丹参样品结果为7.3 μg/kg。 

3  结论 

本文建立了中草药中赭曲霉毒素A的超高效液相

串联质谱快速确证方法，该方法适合中草药中赭曲霉

毒素A的快速定量定性分析。目前高速匀质提取结合超

声波辅助提取、免疫亲和柱净化和超高效液相串联质

谱联用方法检测中草药中赭曲霉毒素A的方法报道较

少。免疫亲和柱净化样品中赭曲霉毒素A，样品前处理

简单，免疫亲和层析净化效果好，对赭曲霉毒素A的选

择性富集强，对样品组分具有高效保留能力。在1.0~10 
μg/kg的添加水平范围内的平均回收率为78.5%~ 
98.0%；相对标准偏差为2.6%~11.8%；方法检测低限等

指标满足国内外检测的相关要求。 
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