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龙眼及其制品中44种真菌毒素高通量检测方法的

建立及其膳食暴露风险评估
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570314）（2.海南医学院热带医学院环境科学系，海南海口 570000）

（3.海南省农业科学院农产品加工设计研究所，海南省热带果蔬冷链研究重点实验室，海南海口 571100）

摘要：建立基于 UPLC-MS/MS 测定龙眼及其制品中 44 种真菌毒素的高通量检测方法。样品经 80% 乙腈水溶

液（V/V，含 1% 乙酸）提取，PSA 和 C18 净化。采用 Waters ACQUITY UPLC BEH C18 色谱柱分离，以 φ=0.2% 甲

酸（Formic Acid, FA）-乙腈和水 -乙腈为流动相进行梯度洗脱，在正负离子多反应监测模式下内标法定量。结果表明，

44 种真菌毒素线性关系均良好，R2 ≥ 0.990 41，检出限为 0.003~0.7 μg/kg，定量限为 0.01~2.0 μg/kg ；方法的精密度

RSD（n=6）为 0.7%~9.7%，低、中、高 3 个添加水平的回收率为 70.7%~123.6%。通过对市售 17 批次龙眼及其制

品中 44 种真菌毒素进行检测，阳性率为 100%，其中 15-ADON、Fus X、PAT、TeA 等含量较高，说明在龙眼生长、

贮藏及加工过程中，这 4 类真菌毒素为主要污染毒素。采用风险商（Hazard Quotient, HQ）进行膳食暴露风险评估，

评估结果显示，21 种真菌毒素的风险商值 HQ 为 0~0.012 37，均低于 1，说明没有风险，对人体健康威胁性较小。
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真菌毒素是真菌如曲霉菌、青霉菌、交链孢、

镰刀菌等在温润潮湿的环境下生长产生的一类代谢

产物，通常存在于谷物、水果、饲料等农产品及加

工产品中 [1,2] 。目前已发现的真菌毒素有 400 多种，

毒性较强的有黄曲霉毒素类、赭曲霉毒素类、脱氧

雪腐镰刀菌烯醇类及展青霉素等，具有致癌、致畸

和致突变等危害 [3-5] 。我国仅规定了水果及其制品中

展青霉素的限量为 50 μg/kg [6] ，对于龙眼及其制品

等热带水果中真菌毒素的限量未做要求。龙眼的产

地主要集中在温暖潮湿的南部，如广东、广西、海

南等。由于龙眼属热带水果，在生长、运储和加工

等过程中易受到微生物病原菌的侵染 [7-9] ，产生并积

累各种真菌毒素。据文献报道，目前真菌毒素污染

情况的研究主要集中一些常见的水果及果干，如苹

果、山楂、葡萄干、龙眼干及核桃等，龙眼及其制

品中真菌毒素污染研究较少。Tournas等 [10] 研究发现，

葡萄和苹果在低温贮存时产生交链孢酚单甲醚和链

格孢霉毒素，且随着贮藏时间的延长，毒素逐渐累

积；Wei 等 [11] 从葡萄及其制品等中检出赭曲霉毒素

A，含量为 0~10.14 μg/kg ；王玉娇 [12] 研究发现，桂

圆干（龙眼干）中检出黄曲霉毒素 B2、黄曲霉毒素

G2、玉米赤霉烯酮、白僵菌毒素等，其中黄曲霉毒

素类检出率最高为 46.7%。

目前，真菌毒素的检测方法有高效液相色谱法

（HPLC） [13] 、薄层色谱法（TLC） [14] 、高效液相色谱 -

串联质谱法（HPLC-MS/MS） [15,16] 等。HPLC 法需要

柱后或者柱前衍生，前处理步骤复杂，检测灵敏度

不高；薄层色谱法较单一，不能同时检测多种真菌

毒素，且定量不够准确；HPLC-MS/MS 具有高分辨

率、高灵敏度，可同时检测多种真菌毒素，逐渐成

为真菌毒素主流的分析方法。尽管已经有很多学者

建立了对水果及其制品中真菌毒素的 HPLC-MS/MS
检测方法，但是前处理技术还不够简便，高效液相

压力较小，无法实现短时间内同时检测 40 种以上

真菌毒素，基于此，本文建立了超高效液相色谱 -

串联质谱法（UPLC-MS/MS）检测龙眼及其制品中

多种真菌毒素的高通量检测方法，该方法前处理简

便，在 12 min 内可同时分析 44 种真菌毒素及 18 种

真菌毒素同位素内标，共计 62 种目标物。本文应

用建立的方法对 17 批次龙眼及其制品中 44 种真菌

毒素进行检测，并采用风险商（HQ）对其进行膳食

暴露风险评估，以期服务监管，指导消费者合理饮

食，把控热带果蔬中真菌毒素产生的源头。

1  材料与方法

1.1 仪器与试剂

AB SCIEX Triple Quad 4500 超高效液相色谱 -

串联质谱仪（ESI 电喷雾离子源），美国 AB SCIEX
公司；Mettler XS204 型十万分之一分析天平，美国

Mettler Toledo 公司；Hettich 302R 高速冷冻离心机，

德国 Hettich 公司；BC-1000 多管涡旋混合器，中国

深圳逗点生物技术有限公司；SK8200B 超声仪器，

上海科导超声仪器有限公司。

甲醇、乙腈（LC/MS 级），美国 Merck 公司；

甲 酸（LC/MS 级 ）， 美 国 ACS 公 司；PSA、C18

in longan and its products. The samples were extracted with 80% acetonitrile-water (V/V) solution containing 1% acetic 

acid, and purified by PSA and C18. A Waters ACQUITY UPLC BEH C18 column was used for separation, with 0.2% FA-

acetonitrile and water-acetonitrile as the mobile phase for gradient elution. Quantification was performed using the internal 

standard method under MRM mode with positive and negative electropry ionization. Results showed that a good linear 

relationship was found for the 44 mycotoxins, with the correlation coefficients ≥ 0.990 41, the limit of detection ranging 

within 0.003~0.7 μg/kg, and the limit of quantification being 0.01~2.0 μg/kg. The relative standard deviation (RSD) was 

0.7%~9.7% (n=6), and the recoveries of the 44 mycotoxins at three spiking levels (low, intermediate and high levels) ranging 

within 70.7%~123.6%. The analyses of the 17 batches of longan and its products purchased from market revealed that the 

positive rate was 100%, with the concentrations of mycotoxins like 15-ADON, Fus X, PAT, TeA were relatively higher, 

indicating that they were the main contaminated mycotoxins during the growth, storage and processing processes of longan. 

Hazard Quotient (HQ) was used to assess the dietary exposure risk The assessment results showed that the HQ values of 21 

mycotoxins were 0~0.012 37, which were all lower than 1, indicating no risk and little threat to human health.

Key words: UPLC-MS/MS; mycotoxins; detection; dietary exposure risk assessment
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（粒径 40~60 μm），美国 Agela Technologies 公司；

WatersPRiME HLB（200 mg，6 mL），美国 Waters
公司；44 种真菌毒素标准品和 18 种同位素内标见

表 1（纯度均大于 99.0%），天津阿尔塔有限公司、

青岛 Pribolab 公司、美国 O2Si 公司、美国 CATO 公

司；实验用新鲜龙眼及部分龙眼干购自本地超市和农

贸市场；部分龙眼干及龙眼果酱等购自淘宝商城，产

地主要为海南、广东和福建。粉碎后于-20 ℃保存。

表 1  真菌毒素及同位数内标的质谱参数

Table 1 MS/MS spectrometry parameters for mycotoxins and internal standards

化合物 简写 保留时间 /min 母离子 (m/z) 子离子 (m/z) 碰撞能量 /V 离子源 洗脱程序

Fumonisin B1 FB1 4.54 722.0 334.0/352.0 50/50 + 2

Fumonisin B2 FB2 4.76 706.3 336.2/354.2 45/44 + 2

Fumonisin B3 FB3 4.76 706.4 336.2/318.4 48/47 + 2

13C34-Fumonisin B1 13C34-FB1 4.54 756.6 374.0 50 + 2

13C34-Fumonisin B2 13C34-FB2 4.73 740.5 358.4 50 + 2

13C34-Fumonisin B3 13C34-FB3 4.73 740.5 358.4 50 + 2

Aflatoxin B1 AFB1 5.59 313.0 241.0/269.0 47/40 + 1

Aflatoxin B2 AFB2 5.43 315.0 287.0/259.0 35/40 + 1

Aflatoxin G1 AFG1 4.43 329.0 243.1/311.0 35/30 + 1

Aflatoxin G2 AFG2 5.27 331.1 313.0/245.0 32/40 + 1

Aflatoxin M1 AFM1 5.08 329.0 273.1/259.1 35/30 + 1

Aflatoxin M2 AFM2 4.88 331.0 313.1/285.0 23/33 + 1

13C17-Aflatoxin B1 13C17-AFB1 5.58 330.2 301.1 30 + 1

13C17-Aflatoxin B2 13C17-AFB2 5.42 332.2 303.2 33 + 1

13C17-Aflatoxin G1 13C17-AFG1 5.42 346.1 257.2 36 + 1

13C17-Aflatoxin G2 13C17-AFG2 4.57 348.2 313.1 17 + 1

13C17-Aflatoxin M1 13C17-AFM1 5.07 346.1 288.0 30 + 1

13C17-Aflatoxin M2 13C17-AFM2 4.55 348.2 313.1 17 + 1

Ochratoxine A OTA 7.13 404.0 358.0/239.0 20/33 + 1

Ochratoxine B OTB 6.54 370.0 205.0/187.0 28/48 + 1

Ochratoxine C OTC 7.41 432.0 358.0/239.0 25/36 + 1

Ochratoxine α OTα 4.74 255.0 167.0/211.0 -33/-20 - 2

13C20-Ochratoxine A 13C20-OTA 7.11 424.0 377.2 23 + 1

Deoxynivalenol DON 3.89 297 249.2/231.0 13/18 + 1

Deepoxy-deoxynivalenol DOM 4.28 279.1 249.1/231.1 -14/-22 - 1

Deoxynivalenol-15-acetyl 15-ADON 4.83 339 137.0/321.0 14/13 + 1

Deoxynivalenol-3-acetyl 3-ADON 4.87 339 231.0/203.0 15/17 + 1

Deoxynivalenol-3-glucoside D3G 3.88 503.1 427.1/457.1 -29/-19 - 1

Fusarenone X Fus X 4.34 354.9 136.9/174.9 31/19 + 1

13C15-Deoxynivalenol 13C15-DON 3.90 312 263.0 14 + 1

13C17-3-Acetyldeoxynivalenol 13C17-3-DON 4.87 356 245.0 13 + 1

T-2 Toxin T-2 6.38 489.2 327.2/387.1 29/29 + 1

HT-2 toxin HT-2 5.82 447.1 345.1/285.1 27/28 + 1

13C24-T-2 Toxin 13C24-T-2 6.37 513.2 260.1 36 + 1

Patulin PAT 2.61 152.8 108.9/53 -11/-25 - 1
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化合物 简写 保留时间 /min 母离子 (m/z) 子离子 (m/z) 碰撞能量 /V 离子源 洗脱程序

13C7-Patulin- 13C7-PAT 2.60 160 115 -11 - 1

Sterigmatocystin SMC 6.70 325.1 310.0/281.1 32/50 + 1

13C18-Sterigmatocystin 13C18-SGM 6.69 343.2 327.0 37 + 1

(-)-Citrinin CIT 5.26 249.0 205.0/176.9 -22/-31 - 2

Penicillic acid PCA 4.63 171.0 125.1/153.1 17/12 + 1

Virginiamycin M1 VGM M1 5.95 526.1 508.0/355.3 14/26 + 1

Tentoxin TeN 5.80 415.1 312.2/256.1 23/45 + 1

Tenuazonic TeA 4.92 196.0 112.0/139.0 -28/-25 - 2

Alternariol ALTL 5.68 256.9 214.8/146.9 -35/-42 - 1

Altenuene ALTE 5.32 291.2 202.9/248 -43/-34 - 1

Alternariol monomethyl Ether AME 6.52 270.8 255.9/228 -30/-38 - 1

13C10-Tenuazonic acid 13C10-TeA 4.91 205.9 144.9 -26 - 2

α-Zearalanol α-ZAL 6.08 321.1 277.2/303.2 -30/-28 - 1

β-Zearalanol β-ZAL 5.85 321.1 277.2/303.2 -30/-28 - 1

α-Zearalenol α-ZOL 6.14 319.1 275.1/301.1 -27/-27 - 1

β-Zearalenol β-ZOL 5.89 319.1 275.1/301.1 -27/-27 - 1

Zearalanone ZAN 6.51 319.1 275.1/301.1 -27/-27 - 1

Zearalenone ZEN 6.55 317.1 174.9/273.1 -30/-27 - 1

13C18-Zearalenone 13C18-ZEN 6.54 335.2 185.1 -32 - 1

Diacetoxyscirpenol DAS 5.58 384.2 307/107 14/25 + 1

Neosolaniol NEO 4.52 400.2 305/185.1 16/23 + 1

Gliotoxin GLI 4.74 327 245/215 23/30 + 2

Cyclopiazonic acid CPA 5.77 335 154/180 -39/-35 - 2

13C20-Cyclopiazonic acid 13C20-CPA 5.77 355 145.9 -35 - 2

Verruculogen VER 5.64 534.3 392.1/360 18/33 + 2

Destruxin A DA 5.13 578.4 465.3/437.2 28/39 + 2

Destruxin B DB 5.43 594.4 481.3/453.2 27/39 + 2

素 B1~M2 内标）、100 ng/mL（其他内标）的混合

内标使用溶液。

1.2.2 样品前处理

    称取 2 g 经粉碎均匀的试样于离心管（50 mL）
中，加入 400 μL 混合内标使用溶液，混匀，静置

15 min，加入 10 mL的 80%乙腈水溶液（V/V，含 1%
乙酸），涡旋混匀 10 min，超声提取 10 min，离心

5 min（10 000 r/min），吸取全部上清液至分散固相

萃取管中（200 mg PSA+200 mg C18），立即摇匀并涡

旋 10 min，离心 5 min（10 000 r/min），吸取 5 mL 上

清液，于 40 ℃下氮气吹近干，用 1.0 mL 10% 乙腈

水溶液（V/V）溶解残渣，涡旋 30 s，经有机滤膜

（0.22 μm）过滤后测定，同时做空白试验。

1.2 实验方法

1.2.1 标准工作溶液的配制

分别称取或吸取 44 种真菌毒素标准品适量，

用乙腈配制成质量浓度分别为 400 ng/mL（伏马

毒素 B1~B3，脱氧雪腐镰刀菌烯醇、去环氧脱氧

雪腐镰刀菌烯醇、15- 乙酰基脱氧雪腐镰刀菌烯

醇、3- 乙酰基脱氧雪腐镰刀菌烯醇、脱氧雪腐镰

刀菌烯醇 -3- 葡萄糖苷、镰刀菌烯醇、展青霉素）、

100 ng/mL（赭曲霉毒素 A、B、C、α）、50 ng/mL（黄

曲霉毒素 B1~M2）、200 ng/mL（其他真菌毒素）的

混合标准使用溶液，于 -20 ℃保存。

分别称取或吸取 18 种同位素内标标准品适量，

用乙腈配制成质量浓度分别为 10 ng/mL（黄曲霉毒

续表 1
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1.3 仪器条件

质谱参数：电喷雾ESI源，离子源温度为550 ℃；

电喷雾电压是 4.5 kV（ESI+ 和 ESI-）；雾化气和加

热气均为 50 psi，气帘气为 25 psi ；碰撞室入口电压

为 10 V（ESI+ 和 ESI-）；多反应监测（SRM）扫描

模式。44 种真菌毒素及 18 种真菌毒素同位素内标

质谱参数见表 1，最佳洗脱程序见表 2。

表 2  梯度洗脱程序

Table 2 Gradient elution program

洗脱程序 1 洗脱程序 2

时间
/min

流速
/(mL/min)

A:
纯水
/%

B:
乙腈
/%

时间
/min

流速
/(mL/min)

A:0.2%
甲酸水

/%

B: 乙
腈 /%

0 0.3 95 5 0 0.3 95 5

1 0.3 95 5 1 0.3 95 5

5.5 0.3 20 80 4.5 0.3 5 95

9 0.3 20 80 9 0.3 5 95

10 0.3 95 5 10 0.3 95 5

12 0.3 95 5 12 0.3 95 5

注：色谱柱 Waters ACQUITY UPLC BEH C18（1.7 μm，

2.1 mm×100 mm），柱温 35 ℃，进样量 5 μL。

1.4 提取溶剂的选择

比较 80% 乙腈水溶液（V/V，含 1% 乙酸）、1%
甲酸乙腈溶液（V/V，提取溶剂 2）、80% 乙腈水溶

液（V/V，含 1% 甲酸，提取溶剂 3）、80% 乙腈水

溶液（V/V，含 0.1% 甲酸，提取溶剂 4）4 种提取

溶剂提取效果。以龙眼为基质，通过回收率比较 4
种提取溶剂对 44 种真菌毒素的提取效果及基质干

扰影响，确认最佳的提取溶剂。

1.5 净化方式的选择

比 较 2.0 g 无 水 MgSO4+0.5 g NaCl（ 净 化 方

式 1）、200 mg PSA+200 mg C18（ 净 化 方 式 2）、
WatersPRiME HLB（净化方式 3）、未加净化剂（即

取 5 mL 提取液直接氮吹后复溶，净化方式 4）。以

龙眼为基质，通过回收率比较 4 种净化方式对 44
种真菌毒素的净化效果及基质干扰影响，确认最佳

的净化方式。

1.6 膳食风险评估

本文采用风险商（HQ）法对龙眼及其制品中

部分真菌毒素进行膳食暴露风险评估。HQ 指通过

膳食摄入某有害物质的安全风险的大小，即表示为

通过食用龙眼及其制品摄入真菌毒素每日摄入估计

量 EDI（Estimated Daily Intake）与每日最大耐受摄

入 量 PMTDI（Provisional Maximum Tolerable Daily 
Intake）之比 [17] 。当 HQ ＜ 1 时，表示无风险；当

HQ ＞ 1 时，表示有风险，且 HQ 数值与风险成正比。

  A =
B
D                                                                 （1）

  B =
C×K

E
                                                              （2）

式中：

A——风险商（HQ）；

B——每日摄入估计量（EDI）；

D——每日最大耐受摄入量（PMTDI）；

C——样品中真菌毒素污染的平均含量，μg/kg ；

K——人均日消费量，g/d ；

E——体质量，kg。

2  结果与讨论

2.1 色谱柱的筛选

选择 Waters ACQUITY UPLC BEH C18（2.1 mm×
100 mm, 1.7 μm）、PhenomenexLuna Omega Polar C18
（2.1 mm×100 mm, 1.6 μm）、PhenomenexKinetex 
XB C18（2.1 mm×100 mm, 1.7 μm）、Waters BEH 
HILIC（2.1 mm×100 mm, 2.7 μm） 和 Waters HSS 
T3（2.1 mm×100 mm, 1.7 μm）等 5 款色谱柱，经

过比较，结果显示，Waters ACQUITY UPLC BEH 
C18 色谱柱对 44 种真菌毒素及 18 种同位素内标的

MRM 色谱峰响应及峰型等相对较好，分离效果最

佳。张宇等 [18] 使用 Waters ACQUITY UPLC BEH 
C18（2.1 mm×100 mm, 1.8 μm）分离植物油中 16
种真菌毒素，分离效果、色谱峰型及响应良好；范

楷等 [19] 使用 Agilent Poroshell 120 EC-C18（3.0 mm×
100 mm, 2.7 mm）检测小麦、玉米、稻谷、番茄和

桃等常见农产品中 40 种真菌毒素，各真菌毒素的

峰形区分度良好，3 个添加水平的平均加标回收率

为 71.8%~118.6%。说明 C18 色谱柱适用于 44 种

真菌毒素检测。综合考虑，选择 Waters ACQUITY 
UPLC BEH C18 色 谱 柱。 图 1 为 采 用 Waters 
ACQUITY UPLC BEH C18 色谱柱的 44 种真菌毒

素 MRM 色谱图。
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图 1 （a）44 种真菌毒素 MRM 图，（b）18 种内标 MRM 图，（c）44 种真菌毒素在纯水 - 乙腈流动相体系下的总离子图，

（d）44 种真菌毒素在 0.2% 甲酸水 - 乙腈流动相体系下的总离子图

Fig.1 (a) MRM chromatograms of 44 mycotoxins;(b) MRM chromatograms of 18 internal standards; (c) Ion chromatograms of 

44 mycotoxins at water-acetonitrile mobile phases; (d) Ion chromatograms of 44 mycotoxins at 0.2% FA-acetonitrile mobile phases

2.2 流动相的筛选

考虑水 - 乙腈、0.2% FA 水溶液 - 乙腈、水 -

甲醇、0.2% FA 水溶液 - 甲醇、10 mmol/L 甲酸铵

水溶液 - 乙腈、10 mmol/L 甲酸铵水溶液 - 甲醇等

不同质量浓度和不同梯度的流动相对真菌毒素的峰

型及响应的影响。结果显示，FB1、FB2、FB3 及相

应同位素内标只在 0.2% FA 水 - 乙腈流动相体系下

出峰，在其他流动相条件下无响应或者峰型拖尾；

OTα、CIT、TeA、GLI、CPA、VER、DA 和 DB 及

相应内标采用 0.2% FA 水 - 乙腈的分离效果好，采

用水 - 乙腈时其峰型拖尾、不对称且峰型较宽，说

明这几种毒素在甲酸的加入下，其响应强度和峰型

得到明显改善。其余真菌毒素采用 0.2% FA 水 - 乙

腈和水 - 乙腈的分离效果均好，但水 - 乙腈的响应

强度比0.2% FA水-乙腈更高。流动相采用水-甲醇、

0.2% FA 水溶液 - 甲醇体系时，其峰型及响应强度

a37                      a38                       a39                       a40

a41                      a42                       a43                       a44 

b1                      b2                      b3                      b4

b5                      b6                      b7                      b8

b9                        b10                       b11                      b12
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b17                      b18                          c                           d
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都不及乙腈体系，OTα、TeA、CPA、DON 等及相

应同位素内标拖尾、峰型较差，FB1、FB2、FB3 及

相应同位素内标峰出现分叉峰；流动相中加入甲酸

铵，对大部分的真菌毒素的峰型没有起到明显作用。

赵健等 [20] 测定小麦中伏马毒素 B1 和 B2、T-2、杂色

曲霉毒素 4 种真菌毒素时，以 0.1% 甲酸水 - 乙腈

作为流动相，并发现甲醇 - 水和乙腈 - 水作为流动

相时，伏马毒素 B1 和素 B2 等峰形较差，在流动相

中加入甲酸，其峰型得到明显改善，当有机相为乙

腈时，4 种真菌毒素的灵敏度和峰形均优于甲醇作流

动相；综合考虑，流动相选择水-乙腈和 0.2% FA 水

溶液-乙腈 2 个梯度进行洗脱（见图 1，表 1~ 表 2）。

2.3 提取溶剂的选择

图 2 4 种不同提取剂对 44 种真菌毒素回收率的影响

Fig.2 Effect of 4 different extraction solvents on recovery 

of 44 mycotoxins

根据文献 [20-23] 及国标方法 [24-28] 等，选择 4 种不

同提取溶剂进行提取。根据半箱线图 2，提取溶

剂 1（80% 乙腈水溶液，含 1% 乙酸）回收率为

72.9%~135.3%，回收率均在 1.5 IQR（Interquartile 
Range, IQR）的界限范围内，相对集中，中位线在

100% 范围内，因此提取溶剂 1 的回收率最好，基

质干扰较小；提取溶剂 2（1% 甲酸乙腈溶液）的回

收率 11.7%~150.0%，虽然回收率主要在 1.5 IQR 界

限范围内，但其 1.5 IQR 界限范围较宽，整体回收

率偏差大，整体回收率不好；提取溶剂 3（80% 乙

腈水溶液，含 1% 甲酸）的回收率为 0%~288.8%，

有 2 个离群值，提取溶剂 4（80% 乙腈水溶液，含

0.1% 甲酸）的回收率为 8.4%~344.9%，有 4 个离群

值；提取溶剂 3 和 4 回收率分散，整体回收率较差，

说明基质干扰较大。栾玉静等 [29] 在检测常见的大米、

玉米、水果等样品中 15 种真菌毒素时，采用乙腈 -

水 - 甲酸（79:20:1，V/V/V）提取后，直接用 5% 乙

酸的 50:50（V/V）乙腈水溶液稀释的方法来净化，提

取效果良好，样品低、高 2 个添加水平的回收率为

72.09%~136.58% ；王蒙等 [30] 采用含有 1% 乙酸的乙

腈 -水（80:20，V/V）结合自制固相萃取柱（200 mg 
MCX+200 mg HLB，6 mL）提取检测苹果、樱桃和

番茄等果蔬中痕量真菌毒素，效果良好。说明在提

取体系中使用一定的乙腈水溶液，并含有一定量的

乙酸，真菌毒素提取效果较好。因此，本文选择

80% 乙腈水溶液（含 1% 乙酸）作为提取溶剂。

2.4 净化方式的选择

图 3 4 种不同净化方式对 44 种真菌毒素回收率的影响

Fig.3 Effect of 4 different purification methodson recovery 

of 44 mycotoxins

根据文献 [30-32] 等，选择 4 种不同净化方式进

行试验。根据半箱线图 3，净化方式 2（200 mg 
PSA+200 mg C18）回收率为 72.0%~131.0%，回收

率均在 1.5 IQR 界限范围内，相对集中，中位线在

100% 范围内，因此使用净化方式 2 净化的回收率最

好；净化方式 1 回收率为 23.5%~204.5%，虽然回收

率主要在 1.5 IQR 界限内，但其 1.5 IQR 界限范围较

宽，回收率不好；净化方式3回收率为6.9%~221.3%，

有 4 个离群值，净化方式 4 回收率为 0%~210.2%，

有 2 个离群值，且其 1.5 IQR 界限范围较宽，整体

回收率偏差大，回收率不好。龙眼及其制品中糖、

有机酸等含量较高，PSA 对具有极性的糖等有较

强吸附力，C18 可用于果蔬中有机酸、糖的分析，

PAS 和 C18 的复合使用可有效去除龙眼及其制品中

糖、有机酸等杂质，大大消除基质效应的影响，同

时本文采用同位素内标法定量，显著提高 44 种真

菌毒素的回收率。赵健等 [33] 检测大米中 10 种真菌

毒素时，由于大米含有丰富的糖和蛋白质，样品经

提取液提取后，使用 80 mg PSA 进行净化，净化效

果较好，10 种真菌毒素的回收率在 70%~120% ；瞿
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广胜等 [34] 检测豆腐、豆腐乳、小豆、黄豆等样品中

6 种真菌毒素时，使用净化剂（MgSO4+PSA+C18
为 600 mg+400 mg+200 mg），C18 和 PSA 可以去除

豆类样本基质中脂质和脂肪酸，有效消除基质效应，

其加标回收率为 81.5%~119.6%。说明 PSA 和 C18
可以去除样本中糖类、蛋白质、有机酸等的杂质，

有效降低基质效应的影响。因此，本文选择 200 mg 
PSA+200 mg C18 做净化试验。

表 3  44种真菌毒素的线性范围、相关性、检出限、定量限

Table 3 Linear range, R2, LOD and LOQ of the 44 mycotoxins

化合物 线性范围 /(ng/mL) 线性方程 相关系数 R2 LOD/(μg/kg) LOQ/(μg/kg)

FB1 4~320 y=1.056 30x-0.026 04 0.997 48 0.5 2.0

FB2 4~320 y=0.652 33x+0.003 85 0.997 34 0.5 2.0

FB3 4~320 y=0.834 86x-6.735 78e-4 0.998 23 0.5 2.0

AFB1 0.2~16 y=0.767 23x-0.038 00 0.998 43 0.004 0.01

AFB2 0.2~16 y=2.037 92x-0.091 26 0.998 33 0.01 0.02

AFG1 0.2~16 y=0.713 60x+0.004 64 0.997 47 0.004 0.01

AFG2 0.2~16 y=5.787 44x+0.431 83 0.998 72 0.003 0.01

AFM1 0.2~16 y=1.415 03x-0.137 63 0.997 84 0.01 0.02

AFM2 0.2~16 y=0.905 81x+0.019 11 0.998 47 0.004 0.01

OTA 1~80 y=1.456 05x-0.006 96 0.997 00 0.05 0.2

OTB 1~80 y=2.328 21x-0.011 58 0.997 65 0.02 0.1

OTC 1~80 y=4.888 74x+0.037 94 0.998 00 0.01 0.1

DON 4~320 y=0.841 13x-0.003 58 0.999 25 0.05 0.5

15-ADON 4~320 y=0.563 44x-0.031 06 0.997 50 0.7 2.0

3-ADON 4~320 y=1.382 73x+0.047 57 0.996 49 0.1 0.5

T-2 2~160 y=0.497 71x+0.016 90 0.996 74 0.4 1.0

HT-2 2~160 y=0.148 17x+0.014 41 0.996 30 0.7 2.0

PCA 2~160 y=3.402 34e4x-718.655 88 0.999 85 0.06 0.2

VGM M1 2~160 y=4.917 22e4x-20 035.645 20 0.998 62 0.04 0.1

TeN 2~160 y=4.000 67e4x-22 160.631 99 0.997 33 0.01 0.04

SMC 2~160 y=1.836 28x-0.011 54 0.999 13 0.01 0.04

Fus X 4~320 y=598.736 00x+408.176 80 0.996 30 0.6 2.0

Otα 1~80 y=5 171.820 95x-3 244.499 99 0.998 59 0.1 0.5

D3G 4~320 y=1 372.406 84x+1 546.026 74 0.996 91 0.2 1.0

CIT 2~160 y=2 903.278 21x+782.866 96 0.999 66 0.2 1.0

TeA 2~160 y=1 886.319 43x-867.963 67 0.999 04 0.2 1.0

α-ZAL 2~160 y=1.598 19x-0.008 09 0.997 96 0.03 0.1

β-ZAL 2~160 y=0.999 38x+0.003 94 0.999 29 0.03 0.1

α-ZOL 2~160 y=0.318 06x+0.004 67 0.996 60 0.05 0.1

β-ZOL 2~160 y=0.183 87x+0.002 60 0.997 64 0.04 0.1

ZAN 2~160 y=0.415 93x-0.002 44 0.995 58 0.03 0.1

ZEN 2~160 y=0.221 37x+0.001 78 0.995 31 0.06 0.2

ALTL 2~160 y=7 034.727 77x-6 589.960 30 0.995 67 0.04 0.1
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化合物 线性范围 /(ng/mL) 线性方程 相关系数 R2 LOD/(μg/kg) LOQ/(μg/kg)

ALTE 2~160 y=1 913.789 69x+1 026.315 62 0.996 04 0.1 0.5

DOM 4~320 y=322.866 60x-633.135 14 0.996 37 0.2 0.5

PAT 4~320 y=0.544 21x+0.062 71 0.990 41 0.05 0.2

DAS 20~400 y=6.742 59e4x+1.339 25e6 0.997 45 0.02 0.1

NEO 20~400 y=4.428 71e4x+9.105 39e5 0.996 43 0.02 0.1

AME 10~200 y=9.550 15e4x+8.283 67e5 0.996 85 0.01 0.05

GLI 20~400 y=3 599.215 89x+20 462.287 61 0.997 7 0.8 2.0

VER 20~400 y=1 906.578 01x-28 146.471 77 0.995 56 0.5 2.0

DA 5~100 y=50.694 29x+3.843 44 0.997 59 0.005 0.02

DB 5~100 y=51.851 17x+1.526 32 0.998 26 0.005 0.02

CPA 20~400 y=0.573 30x-0.084 02 0.998 63 0.04 0.1

2.5 线性范围、检出限、定量限、精密度

采用基于 UPLC-MS/MS 最佳方法条件进行方

法学研究，以真菌毒素质量浓度 x 为横坐标，峰面

积 y 为纵坐标建立曲线，线性范围及线性关系等见

表 3。44 种真菌毒素的线性关系均良好，相关系数

R2 ≥ 0.990 41，检出限（Limit of Detection, LOD）

为 0.003~0.7 μg/kg，定量限（Limit of Quantitation, 
LOQ）为 0.01~2.0 μg/kg ；本方法的检出限和定量

限均低于部分标准 GB 5009.240-2016、GB 5009.22-
2016、GB 5009.24-2016、GB 5009.96-2016、GB 
5009.111-2016、SN/T 3136-2012、GB/T 21982-
2008、GB 5009.209-2016、GB 5009.185-2016 等高效

液相色谱 - 串联质谱法规定的检出限及定量限，说

明本实验优化的方法灵敏度较高。通过 6 次重复性

试验，方法的精密度 RSD（n=6）为 0.7%~9.7%，

说明该方法稳定性良好。

2.6 加标回收结果

以龙眼、龙眼干及龙眼果酱空白样品为基质，

按低、中、高 3 个梯度水平的质量浓度点进行加标

实 验， 其 中 FB1~FB3、DON、DOM、15-ADON、

3-ADON、D3G、Fus X、PAT 等 3 个质量浓度点

为 10、20、40 μg/kg，OTA、OTB、OTC、OTα 等

3 个质量浓度点为 2.5、5、10 μg/kg，AFB1~AFM2
等 3 个质量浓度点为 1.25、2.5、5 μg/kg，其他真

菌毒素 3 个质量浓度点为 5、10、20 μg/kg ；每个

样 3 个平行，按照 1.2.2 处理样品，结果见图 4。龙

眼的加标平均回收率为 70.7%~119.8%，龙眼干为

70.8%~117.8%，龙眼果酱为 71.8%~123.6% ；总体

加标平均回收率在 70.7%~123.6% 范围，RSD 为

0.1%~10%，符合样品检测要求。

图 4 3 种样品中 44 种真菌毒素的加标回收实验结果

Fig.4 Experimental results of adding recovery of 44 

mycotoxins from three samples

2.7 样品真菌毒素污染情况分析

对购买的 17 批次龙眼及其制品中 44 种真菌毒

素进行检测，结果见表 4，每个样品均有 20 种以上

真菌毒素不同程度检出，阳性率为 100%。龙眼及

其制品中检出含量较高的真菌毒素为 15-ADON、

Fus X、PAT、TeA 等，潜在风险也较高，其中龙眼

干中检出的15-ADON含量最高为7 473.0 μg/kg，龙眼、

龙眼干及龙眼果酱等每个样品中 44 种真菌毒素总和

的平均含量分别为 2 240.3、2 735.1、387.1 μg/kg。同

时，龙眼制品中检出的真菌毒素种类比新鲜龙眼多，

表明龙眼制品特别是龙眼干比新鲜龙眼更容易受到

真菌感染和霉菌毒素污染。

续表 3
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表 4  龙眼及其制品中44种真菌毒素检出情况

Table 4 The situation of 44 mycotoxins were detected in longan and its products

龙眼及
其制品

阳性
/ 样品总数

阳性 /%
真菌毒素个数

最大值
/(μg/kg)

M1
/(μg/kg) TOP 3

<2.5 μg/kg 0.01~
9.99 μg/kg

10~
99.99 μg/kg >100 μg/kg

龙眼 2/2 100 86 0 0 2 3 639.9 2 240.3 15-ADON

龙眼干 11/11 100 356 73 32 23 7 473.0 2 735.1 15-ADON, Fus X, PAT

龙眼果酱
及其他

4/4 100 130 25 17 4 241.0 387.1 Fus X, 15-ADON, TeA

注 : M1 ：每个样品中 44 种真菌毒素总和的平均含量；TOP 3 ：含量较高的 3 类毒素。

表 5  中国消费者对真菌毒素的膳食暴露风险评估

Table 5 Dietary exposure assessment of mycotocxins consumption for Chinese consumers

化合物 平均值 C/(μg/kg) PMTDI/
[μg/(kg·bw/d)] K/(g/d)

bw/kg EDI/[μg/(kg·bw/d)] HQ

女性 男性 女性 男性 女性 男性

FB1 5.141 2 2.0 0.5 59.0 69.6 0.000 04 0.000 04 0.000 02 0.000 02 

FB2 0.250 0 2.0 0.5 59.0 69.6 0.000 00 0.000 00 0.000 00 0.000 00 

FB3 2.779 4 2.0 0.5 59.0 69.6 0.000 02 0.000 02 0.000 01 0.000 01 

OTA 0.401 5 0.014 0.5 59.0 69.6 0.000 00 0.000 00 0.000 24 0.000 21 

OTB 0.525 9 0.014 0.5 59.0 69.6 0.000 00 0.000 00 0.000 32 0.000 27 

15-ADON 1 459.220 6 1.0 0.5 59.0 69.6 0.012 37 0.010 48 0.012 37 0.010 48 

3-ADON 11.085 3 1.0 0.5 59.0 69.6 0.000 09 0.000 08 0.000 09 0.000 08 

Fus X 446.938 2 1.0 0.5 59.0 69.6 0.003 79 0.003 21 0.003 79 0.003 21 

Otα 1.479 4 0.014 0.5 59.0 69.6 0.000 01 0.000 01 0.000 90 0.000 76 

D3G 16.414 7 1.0 0.5 59.0 69.6 0.000 14 0.000 12 0.000 14 0.000 12 

TeA 11.767 6 1.0 0.5 59.0 69.6 0.000 10 0.000 08 0.000 10 0.000 08 

α-ZAL 0.264 1 0.5 0.5 59.0 69.6 0.000 00 0.000 00 0.000 00 0.000 00 

β-ZAL 0.015 0 0.5 0.5 59.0 69.6 0.000 00 0.000 00 0.000 00 0.000 00 

α-ZOL 0.025 0 0.5 0.5 59.0 69.6 0.000 00 0.000 00 0.000 00 0.000 00 

β-ZOL 0.020 0 0.5 0.5 59.0 69.6 0.000 00 0.000 00 0.000 00 0.000 00 

DOM 58.544 1 1.0 0.5 59.0 69.6 0.000 50 0.000 42 0.000 50 0.000 42 

PAT 96.697 1 0.4 0.5 59.0 69.6 0.000 82 0.000 69 0.002 05 0.001 74 

OTC 0.000 3 0.014 0.5 59.0 69.6 0.000 00 0.000 00 0.000 00 0.000 00 

DON 0.001 5 1.0 0.5 59.0 69.6 0.000 00 0.000 00 0.000 00 0.000 00 

ZAN 0.015 0 0.5 0.5 59.0 69.6 0.000 00 0.000 00 0.000 00 0.000 00 

ZEN 0.030 0 0.5 0.5 59.0 69.6 0.000 00 0.000 00 0.000 00 0.000 00 

2.8 膳食暴露风险评估

据报道，我国居民水果及水果制品的消费量为

0.5 g/d [12] ；根据《中国居民营养与慢性病状况报告

（2020 年）》我国 18 岁及以上居民成年男性和女性

的体重 bw 分别为 69.6 kg 和 59.0 kg。样品中真菌

毒素污染的平均含量 C 为所有样品的真菌毒素污染

值计算所得，其中未检出和小于检出限的样品污染

值按 1/2 检出限计算，小于定量限的样品污染值按

1/2 定量限计算；部分真毒毒素 PMTDI 值尚未被确

立，采用每天 1.0 μg/ (kg.bw) 或与同族（已报道的

PMTDI）相同的 PMTDI [35-38] 来评估分析其膳食暴露

风险。

通过表 5 膳食暴露风险评估结果，龙眼及其制品

中 21 种真菌毒素的 EDI 为每天 0~0.012 37 μg/ (kg.bw)，
中国消费者食用龙眼及其制品而摄入的 21 种真

菌毒素的风险商值 HQ 为 0~0.012 37，HQ 均低于
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1，说明没有风险，对人体健康威胁性较小。15-
ADON、Fus X、PAT、TeA 等，在龙眼及其制品中

平均污染水平高于其他真菌毒素，说明在龙眼生

长、贮藏及加工过程中，这 4 类真菌毒素为主要污

染毒素，应受到关注，同时由多种真菌毒素污染引

起的协同毒性作用也不容忽视。Ji 等 [17] 使用 HQ 法

对龙眼干中展青霉素进行膳食暴露风险评估，结果

显示，21批次龙眼干中19批次样品均检出展青霉素，

最大值为 194.3 μg/kg，平均值为 68.4 μg/kg，HQ 为

0.001 4，对人体健康威胁性较小，本文评估结果与

其一致。通过风险评估结果性别差异分析显示，女

性对 21 种真菌毒素的膳食摄入水平整体高于男性，

但是差别不显著。

3  结论

    本文建立了 UPLC-MS/MS 测定龙眼及其制品中

44 种真菌毒素的高通量检测方法，采用正负离子多

反应监测扫描模式，内标法定量分析。结果表明，44
种真菌毒素的线性关系均良好（R2 ≥ 0.990 41），检出

限为 0.003~0.7 μg/kg，定量限为 0.01~2.0 μg/kg。该

方法的精密度 RSD（n=6）为 0.7%~9.7%，低、中、

高 3 个梯度水平的回收率为 70.7%~123.6%。该方

法的前处理步骤简单、快速，适用于龙眼及其制品

中多种真菌毒素的分析检测。

本文通过建立的 UPLC-MS/MS 法对 17 批次

龙眼及其制品中 44 种真菌毒素进行检测，结果显

示每个样品均有 20 种以上真菌毒素不同程度检出，

阳性率为 100%。龙眼及其制品中检出含量较高的

真菌毒素为 15-ADON、Fus X、PAT、TeA 等，说

明在龙眼生长、贮藏及加工过程中，这 4 类真菌毒

素为主要污染毒素，应受到关注。通过对 21 种真

菌毒素膳食暴露风险评估，结果显示中国消费者食

用龙眼及其制品而摄入的 HQ 为 0~0.012 37，HQ
均低于 1，说明没有风险，对人体健康威胁性较小。

但是仍需加强日常监管，消费者在食用时因尽量选

择保质期新，未存在霉斑的龙眼干等，且在加工过

程中应当采用防霉手段进行处理。
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