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多功能柱净化-超高效液相色谱串联质谱法同时 

测定水产品中 11种真菌毒素 
 

李向丽 1，谭贵良 2，梁波 2，刘垚 2 

（1.中山火炬职业技术学院，广东中山 528436）（2.中山市食品药品检验所，广东中山 528437） 

摘要：建立了同步测定水产品中黄曲霉毒素 B1（AFB1）、黄曲霉毒素 B2（AFB2）、黄曲霉毒素 G1（AFG1）、黄曲霉毒素 G2

（AFG2）、黄曲霉毒素M1（AFM1）、赭曲霉毒素 A (OTA)、玉米赤霉烯酮（ZEN）、脱氧雪腐镰刀菌烯醇（DON）、3-乙酰基脱氧雪

腐镰刀菌烯醇（3-AcDON）、15-乙酰基脱氧雪腐镰刀菌烯醇（15-AcDON）、镰刀菌烯酮（Fus-X）等 11 种真菌毒素的超高效液相色

谱-串联质谱分析方法。试样样品以乙腈/水溶液（84+16）提取，MycoSpin 400 多功能柱净化，Waters ACQUITY UPLCTM BEH C18

柱分离，多反应监测(MRM)模式进行定量与定性分析，外标法定量。结果表明，11 种目标物在各自的线性响应范围内线性关系良好，

相关系数(r)≥0.9918，定量限（LOQ）为 0.1~20.0 μg/kg，加标平均回收率（n=3）为 62.8%~115.3%，相对标准偏差（RSD）为 2.6%~19.0%。

该方法前处理简单、净化效果好、灵敏度高、重现性好，适合于水产品中痕量真菌毒素的多残留快速检测。 
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Abstract: A novel method to simultaneously detect 11 kinds of mycotoxins (aflatoxin B1 [AFB1], aflatoxin B2 [AFB2], aflatoxin G1 

[AFG1], aflatoxin G2 [AFG2], aflatoxin M 1 [AFM1], ochratoxin A [OTA], zearalenone [ZEN], deoxynivalenol [DON], 3-acetyldeoxynivalenol 

[3-AcDON], 15-AcDON, and fusarenon-X [Fus-X]) in aquatic products was developed, using ultra-high performance liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry (UPLC-MS/MS) with multiple reaction monitoring (MRM). The samples were extracted with 

acetonitrile-water (84:16, V/V), purified using a multifunctional clean-up column (MycoSpin 400), and separated by a chromatographic column 

(Waters Acquity UPLCTM BEH C18; 100 × 2.1 mm i.d., 1.7 μm) using (0.01% formic acid-0.05% ammonia-H2O)/methanol as mobile phase. 

The quantitative and qualitative analyses were conducted in MRM mode with a mass spectrometer and an external standard. The results 

indicated that 11 mycotoxins showed good linear relationship within their respective linear response ranges, the correlation coefficients 

were > 0.9918, the limit of quantitation (LOQ) was 0.1 to 20.0 μg/kg, and the average recoveries (n = 3) were from 62.8% to 115.3%, with 

values of relative standard deviation (RSD) ranging between 2.6% and 19.0%. The developed method with the facile pretreatment, good 

purification effect, high sensitivity and reproducibility  can be used for rapid detection of trace levels of multiple mycotoxins in aquatic products.  

Key words: ultra-performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry; multifunctional column clean-up; mycotoxins; aquatic 

products 
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真菌毒素（mycotoxins）是由曲霉菌、镰刀菌、

青霉菌等真菌产生的二级代谢产物，目前已发现的真

菌毒素达 300 多种，主要有黄曲霉毒素（AF）、玉米

赤霉烯酮（ZEN）、赭曲霉毒素（OT）、伏马菌素

（fumonisins）和脱氧雪腐镰刀菌烯醇（DON）、雪腐

镰刀菌烯醇（NIV）及各自的衍生物（3-AcDON、

15-AcDON、Fus X、DOM）等单端孢霉烯族化合物几

类。这些真菌毒素已经成为大多数农产品的主要污染

物之一。世界卫生组织（world health organization, 

WHO）将真菌毒素列为食源性疾病的重要根源，很多

国家均制定了食品及饲料中真菌毒素的限量，以保护

消费者的健康。真菌毒素可以直接或间接进入食物链，

最终导致动植物、食品受到毒素污染，人畜进食被其

污染的粮油食品可导致急、慢性中毒症。其中 AFB1

的毒性最强，被国际癌症研究机构规定为 I类致癌物，

其毒性是氰化钾的 10 倍。目前，玉米、花生、小麦等

谷物其制品、水果及其制品以及乳及制品中真菌毒素

含量也已成为各国质检部门检疫检验的重点的项目。 

国内外报道的真菌毒素检测方法主要有：酶联免

疫吸附分析(ELISA)
[1]、薄层色谱法(TIC)

[2]、液相色谱

法 (HPLC)
[3~5]

、液相色谱-串联质谱法(LC-MS/MS) 
[6~10]、气相色谱法(GC)

[11~12]、纳米探针技术[13~15]等。

由于 LC-MS/MS法具有很高的选择性和灵敏度，目前

已被广泛应用于食品中真菌毒素的残留检测。真菌毒

素样品前处理净化技术主要有：液-液萃取、固相萃取、

免疫亲和柱净化和多功能净化柱净化。由于前两者需

耗费大量试剂，操作步骤繁琐且专属性差，采用免疫

亲和柱和多功能净化柱净化则具有良好的专属性和富

集性，已被广泛应用于真菌毒素的残留分析。然而检

测的对象主要是谷物、豆类、水果及其制品，以及牛

奶、猪肉、猪肝、鸡肉和鸡蛋等动物源性食品。对于

后者动物源性食品中检测真菌毒素的种类也还很少，

一般不超过六种。至今鲜见有对水产品类动物源性食

品中真菌毒素检测的研究报道[16]。由于水产品饲料中

越来越多的含有植物成分，如大豆、玉米、小麦等，

这些植物成分会产生真菌毒素污染的危险，进而可能

通过食物链在被喂食的水生生物体内富集。本研究建

立了采用多功能柱净化-超高效液相色谱-串联质谱法

（UPLC-MS/MS）同时测定水产品中 11 种真菌毒素

的方法，为水产品中真菌毒素的风险评价提供了技术

支撑。 

1  材料与方法 

1.1  试剂与材料 

黄曲霉毒素 B1（AFB1）、黄曲霉毒素 B2（AFB2）、

黄曲霉毒素 G1（AFG1）、黄曲霉毒素 G2（AFG2）、黄

曲霉毒素 M1（AFM1）、赭曲霉毒素 A (OTA)、玉米赤

霉烯酮（ZEN）、脱氧雪腐镰刀菌烯醇（DON）、3-乙

酰基脱氧雪腐镰刀菌烯醇（3-AcDON）、15-乙酰基脱

氧雪腐镰刀菌烯醇（15-AcDON）、镰刀菌烯酮（Fus-X）

11 种标准品购于美国 ROMER 公司。甲醇、乙腈、甲

酸均为色谱纯，购自德国 Merck 公司。鲩鱼肉、鲫鱼

肉、南美白对虾等水产品购自中山本地超市。 

1.2  仪器与设备 

ACQUITY
TM

超高效液相色谱仪、WatersXevo
TM

 

TQ MS 三重四极杆串联质谱仪(美国 Waters 公司)；

Mycospin 400 净化柱（美国 ROMER 公司）；高速冷

冻离心机（德国 Sigma 公司）；MILLI-Q 纯水机（美

国 Millipore 公司）。 

1.3  LC-MS/MS 条件 

色谱柱：Waters ACQUITY UPLC
TM 

BEH C18 柱

(100 mm×2.1 mm i.d., 1.7 μm)；柱温：40 ℃；进样体

积：5 μL；流速：0.3 mL/min；流动相：A为 0.01%甲

酸-0.05%氨水-水，B 为甲醇，梯度洗脱程序：0~2.5 

min，90% A和 10% B；2.5~3.5 min，5% A和 95% B；

3.5~5.0 min，5% A和 95% B；5.0~8.0 min，90% A和

10% B。 

质谱条件：离子源为电喷雾离子源(ESI)，扫描方

式为正、负离子扫描；检测方式为多反应监测(MRM)；

毛细管电压：0.5 kV；离子源温度：150 ℃；锥孔反吹

气流速：50 L/h；脱溶剂气温度：550 ℃；脱溶剂气流

速：1000 L/h；碰撞气(氩气)：0.15 mL/min; 离子驻留

时间(Dwell time)：0.025 s。其他质谱参数采集条件见

表 1。 

1.4  溶液的配置 

用乙腈将各真菌毒素标准品配置成500 μg/L的单

标储备液，于-20 ℃冰箱中保存。取适量的各单标储

备液，用流动相配成 20 μg/L的混合工作液，于-20 ℃

条件下保存，有效期 1 个月。 

1.5  样品处理方法 

准确称取样品 2.00 g，捣碎后置于50 mL离心管

中，加入 8 mL乙腈+水溶液（84+16），匀质、提取 5 

min，然后加入 50 μL β葡萄糖醛甙酶混匀，37 ℃水

解 12 h，最后加入 0.1 mol/L高氯酸 5 mL，于 4 ℃下

10000 r/min 离心 10 min，收集上清液，过滤。取1 mL
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滤液过 MycoSpin 400 柱，滤液经过0.22 μm滤膜过滤 后，供 UPLC-MS/MS 分析。 

表 1 11 种真菌毒素UPLC-MS/MS 测定参数 

Table 1 UPLC-MS/MS conditions to detect 11 mycotoxins 

真菌毒素 母离子/(m/z) 子离子/(m/z) 碰撞能量/eV 锥孔电压/V 保留时间/min 

AFB1 313.1 285.0*, 241.0 37.0，23.0 50.0 2.59 

AFB2 315.0 259.0/287.0* 30.0，26.0 50.0 2.52 

AFG1 329.1 243.0*/283.0 25.0, 25.0 40.0 2.43 

AFG2 331.0 245.0*/257.0 30.0，30.0 50.0 2.36 

AFM1 329.0 258.9/273.1* 22.0，18.0 45.0 2.40 

OTA 402.1 166.8/358.1* 30.0，20.0 40.0 2.76 

ZEN 319.0 185.0/187.0* 23.0，19.0 20.0 3.21 

DON 297.0 231.0/249.0* 13.0，10.0 20.0 1.62 

3-AcDON 339.0 137.0/230.8* 18.0，13.0 15.0 2.25 

15-AcDON 339.1 304.0/322.0* 20.0，15.0 20.0 4.51 

Fus-X 355.0 229.02/247.0* 15.0，13.0 15.0 1.95 

注：*为定量离子。 

2  结果与分析 

2.1  流动相种类和比例的选择 

 

图 1 真菌毒素混合标准溶液的 MRM 色谱图 

Fig 1 UPLC-MS/MS MRM chromatograms of mixed standard 

solutions of mycotoxins 

本研究分别考察了水-甲醇、(0.01%甲酸-水)-甲

醇、(0.01%甲酸-0.05%氨水-水)-甲醇作为流动相的效

果。结果表明，水-甲醇作为流动相时峰型较差、响应

能量较低，不利于定量分析；(0.01%甲酸-水)-甲醇作

为流动相时峰型较好、响应能量较高，有利于定量分

析，缺陷是OTA响应较差，出现峰型散开甚至不能检

出；而以(0.01%甲酸-0.05%氨水-水)-甲醇作为流动相

则质谱信号和灵敏度提高，峰形对称，有利于定量分

析。最终采用（0.01%甲酸-0.05%氨水-水）-甲醇作为

流动相。 

由于 11 种真菌毒素的化学性质差异较大，研究

中发现采用等度洗脱很难在短时间内达到基线分离，

因此本实验采用梯度洗脱方式进行分离，试验中逐步

提高了流动相中甲醇的浓度。结果表明，初始甲醇比

例越大，出峰越快，待分析物可在 5 min 内出峰完毕。

在上述优化的色谱和质谱条件下，11 种真菌毒素的多

反应监测(MRM)色谱图见图 1。 

2.2  样品前处理提取溶剂比例的选择 

真菌毒素的提取一般采用极性溶液。乙腈-水体系

是使用最广泛的提取溶剂。研究中比较了不同比例的

乙腈-水溶液的提取效果，乙腈的浓度（体积比）分别

设为 50%、79%、84%、100%。结果发现，随着乙腈

浓度的提高，目标分析物的提取回收率逐步提高，特

别是当乙腈浓度为 84%时，提取回收率最高（见图 2）。

因此，本研究采用乙腈/水 = 84:16 作为提取剂。 

2.3  基质效应对样品添加回收率的影响 

以阴性空白样品提取液作为溶剂，配制 20 μg/L

的混合标准溶液，测定各毒素的峰面积为 A。同时以
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甲醇为溶剂配制 20 μg/L 的混合标准溶液，测定其峰

面积为 B。按照文献报道方法[17]，计算基质效应，基

质效应 ME(%)=B/A×100。结果表明，ME 为 81.2%~ 

115.0%，表示基质效应不明显，由此可见，经过

Mycospin 400 柱净化后，基质对目标物的测定无明显

干扰，可以用外标法定量。 

2.4  方法的线性范围与定量限 

 
图 2 不同浓度提取液的提取效果 

Fig 2 Comparison of extraction effect using different solvent 

systems 

注：1. 乙腈/水 = 50:50；2. 乙腈/水/乙酸 = 79:20:1；3. 乙

腈/水 = 84:16；4. 乙腈 = 100。 

在优化条件下，配制标准溶液系列进样分析。以

定量离子对的响应值（y）及其对应的质量浓度（x）

作线性回归，以考察标准溶液曲线的线性范围和相关

系数。结果表明，11 种组分在 ESI模式下均呈良好的

线性关系，相关系数(r)≥0.9918（表2)。 

根据 11 种真菌毒素在质谱 MRM 模式下响应的

不同，将其配制成不同浓度的混标溶液，在空白样品

中添加目标化合物，按照前面给定的样品前方法进行

处理，上机测定，以 10 倍信噪比(S/N)对应的添加水

平作为方法的定量限(LOQ)，该方法的定量限为 0.1~ 

20.0 μg/kg。 

2.5  方法的回收率与精密度 

以鱼、虾空白作为样品，分别以低、中和高三个

水平作为添加量，计算方法的加标回收率和精密度，

每个浓度做 3 个平行。由表 3 可以看出，11 种真菌毒

素的回收率为 62.8%~115.3%，相对标准偏差(RSD)为

2.6%~19.0%。 

2.6  实际样品分析 

应用本方法对购自当地超市的 15 份水产品样品

（5 份鲩鱼、5份鲫鱼、5 份虾）进行了测定，结果所

有样品均未检出真菌毒素。 

3  结论 

本文采用 MycoSpin 400 多功能净化柱同时净化

水产品样品中的真菌毒素，建立了针对 AFB1、AFB2、

AFG1、AFG2、AFM1、OTA、ZEN、DON、3-AcDON、

15-AcDON 和 Fus-X 等 11 种真菌毒素的 LC-MS/MS

定量分析方法。多功能柱净化柱具有极高的专属性和

净化效果，所建分析方法灵敏度高、结果准确可靠，

获得的目标分析物定量限完全满足国内外的限量要

求，适合于水产品中多种真菌毒素的同时快速检测。 

 

表 2 11 种真菌毒素的线性方程、线性范围、相关系数和定量限 

Table 2 Linear equations, correlations, and LOQ of the analytes 

真菌毒素 回归方程 相关系数(r) 线性范围/(μg/L) 定量限/(μg/kg) 

AFB1 y=767.276x+1062.34 0.9993 0.1~30 0.2 

AFB2 y=845.469x -106.937 0.9991 0.1~30 0.2 

AFG1 y=482.753x +485.959 0.9918 0.1~30 0.2 

AFG2 y=124.417x +97.269 0.9974 0.1~30 0.2 

AFM1 y=233.517x -118.248 0.9997 0.05~20 0.1 

OTA y=1159.3x +1113.66 0.9998 1.0~30 2.0 

ZEN y=32.779x +77.677 0.9999 1.0~100 2.0 

DON y=778.661x -3107.2 0.9995 2.0~100 5.0 

3-AcDON y=586.525x -2537.76 0.9991 5.0~200 10.0 

15-AcDON y=3.1755x +28.562 0.9996 10.0~250 20.0 

Fus-X y=183.496x-646.965 0.9977 5.0~200 10.0 
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表 3 鱼、虾中 11 种真菌毒素的回收率及相对标准偏差（n=3） 

Table 3 Spiked recoveries and RSDs of the analytes in fish and shrimp flesh 

真菌毒素 加标量/(μg/kg) 
鲩鱼  南美白对虾 

回收率/% RSD/% 回收率/% RSD/% 

AFB1 0.2, 2.0, 20.0 79.9, 90.2, 88.5 6.5, 5.1, 12.3  82.3, 80.8, 75.0 9.2, 11.5, 17.3 

AFB2 0.2, 2.0, 20.0 90.3, 97.6, 83.3 10.8, 8.2, 15.9  76.1, 101.6, 80.5 8.3, 9.8, 11.0 

AFG1 0.2, 2.0, 20.0 91.0, 88.5, 77.6 5.8, 7.6, 9.4  83.6, 88.0, 90.7 14.6, 5.5, 8.7 

AFG2 0.2, 2.0, 20.0 92.5, 105.0, 99.1 3.2, 5.8, 7.1  91.6, 98.2, 115.3 10.3, 19.0, 8.5 

AFM1 0.1, 1.0, 10.0 105.6, 80.1, 77.2 13.0, 15.6, 4.2  79.0, 73.5, 83.9 6.2, 8.6, 9.4 

OTA 2.0, 10.0, 50.0 75.0, 79.3, 76.3 8.8, 9.0, 13.7  62.8, 65.0, 78.1 11.2, 8.9, 16.1 

ZEN 2.0, 10.0, 30.0 85.5, 82.4, 79.9 2.6, 10.3, 11.0  92.2, 105.1, 75.7 12.5, 15.3, 10.7 

DON 5.0, 20.0, 50.0 78.0, 75.1, 90.9 11.9, 7.7, 8.9  80.9, 83.1, 76.6 5.1, 6.8, 3.6 

3-AcDON 10.0, 50.0, 150.0 80.2, 89.3, 85.6 15.0, 17.3, 9.8  67.9, 75.5, 81.0 9.3, 7.8, 14.6 

15-AcDON 20.0, 100.0, 200.0 75.7, 73.2, 73.8 7.2, 17.1, 9.8  79.3, 70.0, 63.5 15.9, 11.3, 11.2 

Fus-X 10.0, 50.0, 150.0 83.4, 81.7, 103.2 6.9, 12.1, 10.5  96.7, 84.6, 88.2 9.0, 18.2, 13.5 
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