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分散固相萃取-液相色谱-串联质谱法测定饼干中的 

6 种玉米赤霉醇类化合物 
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摘要：建立了一种简单、快速测定饼干中 6种玉米赤霉醇类化合物（α-玉米赤霉醇、-玉米赤霉醇、α-玉米赤霉烯醇、-玉米赤

霉烯醇、玉米赤霉酮和玉米赤霉烯酮）的分散固相萃取净化-液相色谱串联质谱分析方法。样品加入同位素内标后，经水分散，以 1%

甲酸乙腈（V/V）提取，混合吸附剂（PSA、C18和MgSO4）分散净化，氮吹浓缩后用 1 mL 30%乙腈水溶液（V/V）复容，经正已烷

（乙腈饱和）除脂后采用色谱分离，串联四极杆电喷雾离子源负模式及多反应监测模式检测，内标法定量。6种玉米赤霉醇类化合物

在 0.20 ~ 50.0 µg/L 范围内线性关系良好，相关系数均大于 0.996，方法的检出限为 0.03~0.11 μg/kg，定量限为 0.11 ~0.31 μg/kg，回收

率为 70.9%~107.1%，日内精密度（n=6）为 0.4%~11.4%，日间精密度（n=5）小于 12%。该方法具有净化效果好、定量准确、灵敏

快速的特点，适用于饼干中 6 种玉米赤霉醇类化合物的定量分析检测。 
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Abstract: A simple and rapid analytical method was established for the determination of six zeranols (α-zearalanol, β-zearalanol, 

α-zearalenol, β-zearalenol, zearalanone, and zearalenone) in biscuits by dispersive solid phase extraction (d-SPE) coupled with high performance 

liquid chromatography-tandem mass spectrometry (HPLC-MS/MS). After the addition of the isotopic internal standard, the sample was 

dispersed in water, and zeranols were extracted using a solvent mixture of acetonitrile/formic acid (99:1). Subsequently, the sample was mixed 

with sorbents PSA, C18, and MgSO4 to conduct d-SPE. The solution was concentrated under a nitrogen stream and reconstituted in a 30% 

acetonitrile (v/v) solution. After being defatted with n-hexane, the sample was separated and analyzed by HPLC-MS/MS. Negative electrospray 

ionization was used on a quadrupole mass spectrometer operating under multiple reaction monitoring (MRM) mode. The quantitation was 

carried out using the internal standard method. The calibration curves of the zeranols were linear in the range 0.20-50.0 µg/L with correlation 

coefficients higher than 0.996. The limits of detection (LODs) and the limits of qualification (LOQs) of the method varied from 0.03 to 0.11 

μg/kg and from 0.11 to 0.31 μg/kg, respectively. The mean recoveries of the zeranols ranged from 70.9% to 107.1%, with intraday precisions (n 

= 6) and interday precisions (n = 5) less than 12%. This method provides good purification and accurate quantification, and is sensitive, rapid, 

and suitable for the identification and quantification of the six zeranols in biscuits. 
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玉米赤霉醇类化合物可由玉米赤霉烯酮在动植

物体内代谢转化而成，或由禾谷镰刀菌等菌种直接产

生，同时在许多高等植物体内作为调控生长激素存在
[1~2]，这些物质具有多种结构类似的衍生物，主要包括

α-玉米赤霉醇、β-玉米赤霉醇、α-玉米赤霉烯醇、β-

玉米赤霉烯醇、玉米赤霉酮和玉米赤霉烯酮等，它们

存在于霉变的玉米、高梁、小麦、大麦等粮食作物中。

动物实验表明，这类物质对促性腺激素结合受体等有

抑制作用，具有较强的生殖毒性和致畸作用，对哺乳

动物生殖系统具有显著的影响[3~4]。为了保护消费者的

身体健康，俄罗斯、罗马尼亚等国家制定了食品中的

玉米赤霉烯酮残留限量为 30~1000 µg/kg，我国也规定

小麦及小麦粉中不得超过 60 µg/kg [5]。小麦粉是饼干

的基础原料，但由于玉米赤霉醇类化合物耐热性较

强，即使饼干经过高温烘烤，玉米赤霉醇类化合物也

不一定被破坏。鉴于我国农产品真菌毒素污染严重，

而饼干品类繁多，消费群体逐年递增，因此，建立饼

干中常见玉米赤霉醇类化合物的高通量快速检测方

法具有重要意义。 

国内外关于玉米赤霉醇类化合物的检测方法主要

包括薄层色谱法（TLC）[6]，胶体金免疫层析法（ICA）
[7]、气相色谱-质谱法（GC-MS）[8]、液相色谱法（LC）
[9]，液相色谱-质谱联用法（LC-MS/MS）[10-17]和液相色

谱-飞行时间质谱法（LC-TOF-MS）[18]等。TLC、ICA

和LC的方法灵敏度和选择性较差；GC-MS法需要衍

生，操作繁琐；LC-TOF-MS法虽然定性准确，但仪器

不普及，且定量欠准确；LC-MS/MS法采用MRM模式

检测，灵敏度高，抗干扰能力强，国际上多采用此法

进行监测和确证，相关研究主要集中在粮谷和动物源

性食品基质，尚未见针对饼干基质的研究。在样品前

处理净化方面，主要有液-液萃取法（LLE）[10~11]、加

压流体萃取法（PLE）[12]、固相萃取法（SPE）[13~14, 18]、

分散固相萃取法（d-SPE）[15]、免疫亲和柱（IAC）[16]

及凝胶净化系统（GPC）[17]。其中，LLE处理后的基质

干扰去除较差；PLE和GPC需要专门的前处理设备，操

作繁琐；SPE一般是商品化的产品，不能进行优化，且

需活化、淋洗和洗脱等多步操作；IAC虽然专属性强，

但价格昂贵；d-SPE是一种简单、快速、稳定的净化方

法，目前已广泛应用于多种复杂食品基质的净化。饼

干富含碳水化合物、蛋白质、油脂和多种添加剂，基

质复杂多样，本研究基于分散固相萃取技术和液相色

谱-质谱联用技术的优点，通过比较选择提取剂，设计

正交试验确定分散吸附剂配比，优化仪器参数和条件，

建立了分散固相萃取净化和高效液相色谱-串联质谱

法，实现了饼干中6种玉米赤霉醇类化合物的分析测

定。 

1  实验部分 

1.1  仪器与试剂 

1200 高效液相色谱仪，美国 Agilent 公司；

4000Qtrap 三重四极杆质谱仪，美国 AB SCIEX 公司；

Milli-Q 去离子水发生器，美国 Millipore 公司；3K15

高速离心机，美国 sigma 公司；MS3 basic 漩涡混合器，

德国 IKA 公司；Turbo LV 浓缩工作站，美国 Biotage

公司。 

6 种玉米赤霉醇类化合物标准品：α-玉米赤霉醇

（α-zearalanol，α-ZAL）、β-玉米赤霉醇（β-zearalanol，

β-ZAL）、α-玉米赤霉烯醇（α-zearalenol，α-ZEL）、β-

玉米赤霉烯醇（β-zearalenol，β-ZEL）、玉米赤霉酮

（zearalanone，ZAN）和玉米赤霉烯酮（zearalenone，

ZEN）纯度均大于 99%，均购自德国 Dr. Ehrenstorfer

公司；内标物 α-玉米赤霉烯醇-d4（α-zearalenol-d4，

α-ZEL-d4）纯度大于 98%，购自加拿大 Wellington 

Labortories；乙腈、甲醇（均为 HPLC 级），德国 Merck

公司；甲酸（HPLC 级），美国 sigma 公司；N-丙基乙

二胺（PSA）、C18、无水硫酸镁（MgSO4），美国 Agilent

公司；超纯水（18.2 MΩ），实验室自制。 

6 种玉米赤霉醇类化合物用甲醇溶解，配成单标

储备液，再用甲醇配成 10 mg/L混标储备液。临用时

用流动相稀释成所需浓度的工作液，每个浓度工作液

均含 2.5 µg/L α-ZEL-d4 内标物。 

内标物 α-ZEL-d4 用甲醇配制和逐级稀释成 50 

µg/L的内标工作液。 

分析样品：威化饼干、苏打饼干、高纤饼干等饼

干样品均购于本地不同市场。 

1.2  仪器条件 

1.2.1  色谱条件  
色谱柱：Welch XB-C18 色谱柱，50 mm×2.1 mm，

5 µm；流动相：A为水，B为乙腈，梯度洗脱程序为：

0.0~3.0 min，20%~80% B；3.0~7.0 min，80% B；7.0~7.1 

min，80%~20% B；7.1~12.0 min，20% B；流速：0.3 

mL/min；进样量：20 μL；柱温：30 ℃。 

1.2.2  质谱条件 

电喷雾负离子模式（ESI-）；电喷雾电压-4500 V；

离子源温度 500 ℃；雾化气 50 psi：辅助气60 psi；气

帘气：20 psi；检测模式：多反应监测（MRM）模式；

6 种待测物和同位素内标的监测离子对（m/z）及去簇

电压、碰撞电压等参数见表 1，每个离子对的驻留时间
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均为 50 ms。 

表 1 6 种玉米赤霉醇类化合物的质谱 MRM 模式优化参数 

Table 1 MRM optimized parameters of six zeranols 

No. Analyte 
Precursor ion 

/(m/z) 

Daughter ion 

/(m/z) 

Declustering 

potential 

/V 

Collision 

energy 

/V 

1 α-ZAL 321.2 277.3*,303.4 -66 -32,-30 

2 β-ZAL 321.2 277.3*,303.3 -57 -30,-30 

3 α-ZEL 319.2 275.3*,301.3 -63 -27,-27 

4 β-ZEL 319.2 275.3*,301.3 -58 -30,-30 

5 ZAN 319.2 275.3*,205.3 -78 -29,-33 

6 ZEN 317.3 273.2*,175.3 -55 -28,-35 

7 α-ZEL-d4 323.2 279.3*,305.3 -64 -27,-27 

注：*quantitative ion。 

1.3  样品的提取与净化 

称取粉碎后的饼干样品 2.00 g（精确至0.01 g）

于 50 mL配盖离心管中，加入 50 μL内标工作液，混

匀，加入 4 mL超纯水，充分涡旋分散，然后加入 10 mL 

1%甲酸乙腈（V/V）、5 g 无水硫酸钠，涡旋提取 2 min，

4 000 r/min 离心 5 min，收集上清液；离心残渣再用

10 mL 1%甲酸乙腈（V/V）重复萃取一次，合并上清液

于另一个 50 mL配盖离心管中，加入混合吸附剂（200 

mg PSA、50 mg C18、1000 mg MgSO4），涡旋 2 min，

4 000 r/min 离心 5 min，收集上清液，氮吹浓缩至干，

加入 1.0 mL 30%乙腈水溶液（v/v），涡旋复溶，加入 3 

mL正已烷（乙腈饱和），涡旋 2 min，4 000 r/min 离

心 5 min，下层清液过 0.22 μm 滤膜后，供 LC-MS/MS

测定。 

2  结果与讨论 

2.1  提取条件的选择 

食品中玉米赤霉醇类物质多采用乙腈或乙腈水溶

液作为提取剂。饼干含水量低，提取前先加水分散，

使样品溶胀，有利于削弱目标分析物与基质的相互作

用，提高提取效率，实现短时间涡旋高效提取。不同

的饼干含水量不尽相同，需要选择一个合适的加水量，

既能实现不同种类饼干的良好分散，又可以不必加入

大量的无水硫酸钠进行盐析促提。考察样品量为 2 g，

通过实验比较了加入超纯水体积分别为 2、4、6、8、

10 mL（即质量体积比分别为 1、2、3、4、5 倍）对 6

种玉米赤霉醇类化合物的分散情况和提取效率，发现

加入 1 倍体积超纯水时样品分散情况差，提取效率低；

加入 2 倍超纯水时样品可以实现良好的分散，而加入

超纯水过多会影响提取溶剂与样品的有效接触，导致

提取效率低下，综合考虑样品分散情况与提取效率，

加入 4 mL水的分散提取效果最佳。 

玉米赤霉醇类化合物分子结构上有 2 个酚羟基，

呈现弱酸性，在提取剂中添加适量的酸能有效地抑制

其离子化，增加其在有机溶剂中的配比，提高提取效

率，同时能减少后续净化时 PSA 对玉米赤霉醇类化合

物的吸附。实验以添加了 2.5 μg/kg玉米赤霉醇类化合

物的饼干为样品，比较了在乙腈中分别加入 0%、1%、

2%、3%、4%和 5%（V/V）的甲酸对提取效果的影响。

结果表明（如图 1 示），加入 1%甲酸的整体提取效果

最好，回收率在 71%~78%。因此，本研究选用 1%甲

酸乙腈（V/V）作为提取剂。 

 
图 1 在乙腈中加入甲酸对 6 种玉米赤霉醇类化合物提取效率的

影响 

Fig.1 Effect of adding formic acid to acetonitrile on the 

extraction efficiency of the six zeranols 

2.2  净化条件的优化 

为了进一步去除提取液中的干扰杂质，本实验采

用分散固相萃取进行净化。分散固相萃取常用的吸附

剂主要有 PSA、GCB、C18与无水 MgSO4等。PSA 是

高纯硅胶基质的极性吸附剂，根据极性作用或弱阴离

子交换作用，可去除基体中的有机酸、脂肪酸和极性

色素等杂质；C18可以去除提取液中的脂类、糖类等亲

脂型杂质；无水 MgSO4具有较强的吸水干燥能力，可

以减少亲水型杂质；GCB吸附色素作用良好，但 GCB

也可吸附带苯环官能团的物质，导致玉米赤霉醇类这

种二羟基苯甲酸内酯类药物的回收率降低。基于此，

本研究选择三因素四水平正交实验来优化确定 PSA、

C18 与无水 MgSO4 的最优水平（见表 2）。通过在阴性

饼干样品中添加2.5 μg/kg 玉米赤霉醇类化合物进行实

验，综合 6 种玉米赤霉醇类化合物的平均回收率作直

观分析，如表 3 所示。根据极差 R 大小，可判断影响

因素的主次顺序，极差 R 越大，表示该因素的水平变

化对试验结果的影响越大，因素越重要。从表 3 极差

app:ds:optimize%20parameters
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分析可知，对净化效果影响最大的是因素 PSA。而均

值 K1、K2、K3、K4 分别是四个水平所对应的试验结果

的平均值，由 K 值大小可以判断各因素的最优水平，

K 值越大，相应的水平越佳。因此，正交实验的结果

表明采用含 200 mg PSA、50 mg C18和 1000 mg无水

MgSO4 进行 d-SPE分散净化可获得理想的实验结果。 

表 2 正交实验因素水平表（mg） 

Table 2 Factors and the levels of the orthogonal experiment 

Factors PSA C18 无水 MgSO4 

Level 1 100 25 400 

Level 2 200 50 700 

Level 3 400 75 1000 

Level 4 600 100 1500 

表 3 正交实验的直观分析结果 

Table 3 Results of the orthogonal experiment 

Factors PSA C18 无水 MgSO4 

K1 55.0 53.7 55.2 

K2 64.3 58.8 55.8 

K3 55.8 57.3 59.6 

K4 51.6 57.0 56.1 

R 12.7 5.1 4.4 

2.3  仪器条件的确定 

玉米赤霉醇类化合物结构上的酚羟基在质谱电

离时易失去质子，故多采用负离子模式进行检测。采

用注射泵直接进样方式，以 5 µL/min 流速将 100 μg/L

玉米赤霉醇类化合物标准溶液注入电喷雾离子源中；

并同时开启液相色谱，以乙腈-水溶液（50:50，V/V）

为流动相，设定流速为 500 μL/min。在此条件下获得

6 种目标化合物的准分子离子峰，参考欧盟

2002/657/EC 指令，对准分子离子进行二级质谱扫描，

选择丰度较高的两个碎片离子为定性定量离子，并对

各个离子对的质谱参数如去簇电压、碰撞能、碰撞池

出口电压等参数进行优化，使仪器的灵敏度、稳定性

和分离效率均处于最佳状态。经优化，确定仪器参数

如“1.2.2”和表 1 所述。 

在流动相选择方面，由于采用负离子模式检测，

在流动相中加入酸将不利于 6种玉米赤霉醇类化合物

分子失去质子，因此选择乙腈-水为流动相。进一步优

化了梯度洗脱程序及流速（如“1.2.1”所述），通过

对 6 种目标待测物的各标准溶液进行 LC-MS/MS 测

定，确定 6 种目标待测物在 50 mm 的 C18 色谱柱上

洗脱顺序 β-ZAL、β-ZEL、α-ZAL、α-ZEL、ZAN 和

ZEN。6 种玉米赤霉醇类化合物在一次液相色谱进样

中未能实现完全分离，但是通过质谱的选择离子监测

模式可以实现各化合物间的良好分离，且 6种待测物

峰形对称尖锐，信噪比高。图 2 为空白饼干添加 6 种

玉米赤霉醇类化合物及内标物的定量离子色谱图。 

 

 

 

 

图 2 空白饼干样品添加 6种目标化合物的 MRM 色谱图（2.5μ

g/kg，含内标物） 

Fig.2 MRM chromatograms of a blank biscuit sample spiked 

with the six analytes and internal standards (2.5 g/kg) 

2.4  线性范围与检出限 
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在优化条件下，对 6 种待测物的系列混合标准工

作液（均含有 2.5 µg/L内标）进行 HPLC- MS/MS 分

析，记录各目标物定量离子峰面积（A）和内标的色谱

峰面积 Ai，以 A和 Ai 的比值 y 对相应的目标物质量浓

度（x, µg/L）进行回归分析，得到 6种玉米赤霉醇类化

合物的线性方程（如表 4 示）。结果表明 6 种玉米赤霉

醇类化合物在 0.20~50.0 µg/L 范围内具有良好的线性

关系，相关系数（R2）均大于 0.996。根据仪器的检出

限（LOD，S/N=3）及定量下限（LOQ，S/N=10），结

合样品的前处理过程，计算得到方法检出限和方法定

量限（见表 4），分别为 0.03~0.11 μg/kg 和 0.11~0.31 

μg/kg，表明方法具有较高的灵敏度。 

2.5  方法回收率与精密度 

为验证方法的准确度，按本实验方法对空白饼干

样品进行了 0.3、0.6、3.0g/kg三个水平的加标回收实

验（n=6）；采用中间添加水平的样品连续测定 5 d，考

察方法的日间精密度。结果见表 5，6 种玉米赤霉醇类

化合物的平均回收率为 70.9%~107.1%，日内相对标准

偏差（RSD，n=6）在 0.4%~11.4%之间，日间精密度

在 6.7%~11.6%之间，显示了良好的准确性和重现性。 

表 4 6 种玉米赤霉醇类化合物的线性方程、相关系数、检出限

和定量限 

Table 4 Linear equations, correlation coefficients (R2), LODs, 

and LOQs of the six zeranols 

Analytes Linear equation R2 LOD/(μg/kg) LOQ/(μg/kg) 

α-ZAL y=0.436x+0.2186 0.9981 0.04 0.12 

β-ZAL y=0.315x+0.0973 0.9991 0.08 0.26 

α-ZEL y=0.1707x+0.0828 0.9981 0.03 0.11 

β-ZEL y=0.1412x+0.0423 0.9990 0.11 0.31 

ZAN y=0.2903x+0.2217 0.9960 0.05 0.12 

ZEN y=0.2277x+0.1635 0.9968 0.04 0.17 

表 5 空白饼干样品中 6 种玉米赤霉醇类化合物的加标回收率及精密度 

Table 5 Recoveries and repeatabilities for six zeranols in biscuits 

Analytes 

Intra-day RSD/(%, n=6)  Inter-day RSD/(%, n=5) 

0.3 g/kg 0.6 g/kg 3.0 g/kg 0.6 g/kg 

Recovery 

R/% 

RSD 

sr/% 

Recovery 

R/% 

RSD 

sr/% 

Recovery 

R/% 

RSD 

sr/% 

Recovery 

R/% 

RSD 

sr/% 

α-ZAL 83.4 6.6 86.2 5.7  92.8 0.4 85.7 6.7 

β-ZAL 81.7 9.3 89.4 6.8  96.4 3.6 90.2 7.5 

α-ZEL 76.9 11.2 84.1 7.7  90.6 2.5 82.5 11.6 

β-ZEL 80.8 9.8 85.3 9.6  100.3 3.4 85.9 10.2 

ZAN 72.0 10.3 83.0 8.2  107.1 4.8 84.4 7.8 

ZEN 70.9 11.4 78.9 7.3  104.9 6.1 80.6 8.4 

2.6  实际样品的测定 

 
图 3 饼干阳性样品的 MRM 色谱图 

Fig.3 MRM chromatogram of a biscuit sample 

采用本方法对从市场购买的 109 份饼干样品进行

分析，其中 28 个样品检出 ZEN，含量在 1.2~9.0 μg/kg 

之间；所有样品均未检出其余 5 种目标化合物。由此

可见，饼干中残留的玉米赤霉醇类化合物主要是 ZEN。

图 3 为一阳性饼干样品的 MRM 色谱图。 

3  结论 

建立了一种检测饼干中6 种玉米赤霉醇类化合物

的分析方法，饼干样品经复水分散之后，用 1%甲酸乙

腈（V/V）快速提取，混合吸附剂（PSA、C18 与无水

MgSO4）进行 d-SPE净化，以高效液相色谱-串联质谱

仪 MRM模式测定，内标法定量。实际样品分析表明

本方法具有净化效果好、定量准确、灵敏快速的特点，

适用于饼干中 6 种玉米赤霉醇类化合物的快速确认和

准确定量分析。 
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