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［摘　 要］ 　 建立了 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 结合高效液相色谱 －串联质谱测定乳粉中黄曲霉毒素 Ｂ１（ａｆｌａｔｏｘｉｎ Ｂ１，

ＡＦＢ１）和黄曲霉毒素 Ｍ１（ａｆｌａｔｏｘｉｎ Ｍ１，ＡＦＭ１）的检测方法。 乳粉用水复溶，乙腈提取，十八烷基键合硅

胶和无水硫酸镁净化，在 ＩｎｅｒｔＳｕｓｔａｉｎ － Ｃ１８柱（２． １ ｍｍ ×１５０ ｍｍ，３ μｍ）上分离，乙酸铵溶液 －甲醇为流

动相，梯度洗脱，电喷雾正离子模式扫描，多反应监测，基质添加外标曲线定量。 乳粉中 ＡＦＢ１ 和 ＡＦＭ１

在 ０． ０８ ～２０ μｇ ／ ｋｇ 范围内线性关系良好，ｒ ＞ ０． ９９９。 检出限为 ＡＦＭ１０． ０２ μｇ ／ ｋｇ，ＡＦＢ１０． ０３ μｇ ／ ｋｇ，定
量限均为 ０． ０５ μｇ ／ ｋｇ。 在定量限的 １、５ 和 １０ 倍添加浓度下，平均回收率为 ９１． ５％ ～１００． ７％ 。 本方法

便捷高效、重现性好、结果准确，可以为日常检测乳粉中黄曲霉毒素提供技术参考。
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Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ａ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ａｆｌａｔｏｘｉｎ Ｂ１ ａｎｄ Ｍ１ ｉｎ ｍｉｌｋ ｐｏｗｄｅｒ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｂｙ ＱｕＥＣｈＥＲＳ
ｃｏｍｂｉｅｄ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ （ ＨＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ）． Ｍｉｌｋ
ｐｏｗｄｅｒ ｗａｓ ｒｅｄｉｓｓｏｌｖｅｄ ｗｉｔｈ ｗａｔｅｒ， ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ， ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｔ ｗａｓ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｂｙ ｏｃｔａｄｅｃｙｌ ｂｏｎｄｅｄ
ｓｉｌｉｃａ ｇｅｌ ａｎｄ ａｎｈｙｄｒｏｕｓ ｍａｇｎｅｓｉｕｍ ｓｕｌｆａｔｅ． Ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｓｅｐａｒａｔｅｄ ｂｙ ＩｎｅｔＳｕｓｔａｉｎ － Ｃ１８（２． １ ｍｍ ×１５０ ｍｍ，
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３ μｍ） ｕｓｉｎｇ ａｍｍｏｎｉｕｍ ａｃｅｔａｔｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ － ｍｅｔｈａｎｏｌ ａｓ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ， ａｎｄ ｅｌｕｔｅｄ ｉｎ ａ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｍａｎｎｅｒ． Ｔｈｅｎ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｒａｙ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｉｏｎ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ａｎｄ ｍｏｎｉｔｏｒｅｄ ｂｙ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｍｏｄｅ， ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ
ｍａｔｒｉｘ － ａｄｄｅｄ ｅｘｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ ｍｅｔｈｏｄ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＡＦＢ１ ａｎｄ ＡＦＭ１ ｉｎ
ｍｉｌｋ ｐｏｗｄｅｒ ｗｅｒｅ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ０． ０８ ～ ２０ μｇ ／ ｋｇ， ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ（ ｒ） ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ０． ９９９．
Ｔｈｅ ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ０． ０２ μｇ ／ ｋｇ ｆｏｒ ＡＦＭ１ａｎｄ ０． ０５ μｇ ／ ｋｇ ｆｏｒ ＡＦＢ１， ａｎｄ ｔｈｅ ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ
０． ０５ μｇ ／ ｋｇ． Ａｔ １，５ ａｎｄ １０ ｔｉｍｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ， ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｗｅｒｅ ９１． ５％ ～ １００． ７％ ．
Ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ ｃｏｎｖｅｎｉｅｎｔ， ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ， ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｌｅ ａｎｄ ａｃｃｕｒａｔｅ， ｗｈｉｃｈ ｃａｎ ｐｒｏｖｉｄｅ ｔｅｃｈｎｉｃａｌ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｆｏｒ ｄａｉｌｙ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｆｌａｔｏｘｉｎ ｉｎ ｍｉｌｋ ｐｏｗｄｅｒ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｍｉｌｋ ｐｏｗｄｅｒ； ａｆｌａｔｏｘｉｎ Ｂ１ ａｎｄ Ｍ１； ＱｕＥＣｈＥＲＳ； ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ － ｔａｎｄｅｍ
ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ

　 　 黄曲霉毒素天然存在于自然界中，在湿度大雨

水偏多地区的饲料中往往能检测出黄曲霉毒素含

量超标。 在所有已分离出的结构相似的黄曲霉毒

素中，黄曲霉毒素 Ｂ１（ａｆｌａｔｏｘｉｎ Ｂ１， ＡＦＢ１）对人类和

动物畜禽的毒害影响最大， １ μｇ 便能引起肝脏癌

变［１ － ２］，各国对食品中黄曲霉毒素都进行了严格控

制。 大量研究数据表明，进入哺乳动物体内的

ＡＦＢ１ 会有一部分在酶的作用下被羟化为毒性仅次

于 ＡＦＢ１ 的黄曲霉毒素 Ｍ１（ａｆｌａｔｏｘｉｎ Ｍ１， ＡＦＭ１） ［３］，
并积蓄在动物乳汁中。 我国奶类产量在 ２０１９ 年居

世界第四位，面对日益增长的乳品产量及层出不穷

的乳品中黄曲霉毒素含量超标事件，我国于 ２０１７
年规定了 ＡＦＢ１ 与 ＡＦＭ１ 在婴幼儿食品及乳品中的

限量标准为 ０． ５ μｇ ／ ｋｇ。 可见，能够简单准确、高效

快速的检测乳粉中 ＡＦＢ１ 与 ＡＦＭ１ 在确保消费者健

康方面至关重要。
近年来，检测不同食品基质中真菌毒素的各种

方法随着检测仪器的进步而迅速发展，包括液相色

谱法［４ － ５］、液相色谱 － 串联质谱法［６ － ７］、酶联免疫

吸附法［８ － ９］等。 其中高效液相色谱法需要大量试剂

且灵敏度相对较低，酶联免疫法存在酶不稳定性问

题，而高效液相色谱 －串联质谱法（Ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ
ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，
ＨＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ）在分离及筛选待测物方面都有很

好的效果，该技术结合了液相和质谱的优点，稳定

可靠、灵敏度高、高效快速［１０ － １１］。 前处理方法中，
ＱｕＥＣｈＥＲＳ 技术经过不断优化，只需经过提取、盐

析和净化 ３ 个步骤则可将待测物从样品基质中转

移出来。 目前报道的对乳粉中黄曲霉毒素的研究

多集中在 ＡＦＭ１ 的测定上。 曲斌等［１２］ 检测生鲜牛

乳中 ＡＦＭ１ 以 Ｓａｍｐｌｉ Ｑ 萃取剂萃取，用 ９００ ｍｇ 硫

酸镁和 １５０ ｍｇ 十八烷基键合硅胶吸附剂（Ｃ１８）对

萃取液净化并浓缩后，上机检测。 于建玉等［１３］ 选

择用 ５０ ｍｇ 胺丙基键合硅胶 （ ＮＨ２ ） 和 ５０ ｍｇ
Ｎ －丙基乙二胺（ｐｒｉｍａｒｙ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ａｍｉｎｅ， ＰＳＡ）吸

附牛奶提取液中的干扰杂质，建立了检测牛乳中

ＡＦＭ１ 方法，说明 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 技术在乳品中黄曲霉

毒素检测方面的可行性。 因此，本研究选择在优化

ＱｕＥＣｈＥＲＳ 技术结合高效液相色谱 － 串联质谱的

基础上，对乳粉中 Ｂ１ 与 Ｍ１ 的同时检测方法进行研

究，以期为乳粉中黄曲霉毒素残留的检测提供

参考。
１　 材料与方法

１． １　 材料与试剂　 婴幼儿配方乳粉（西安银桥乳业

集团有限公司）；乙酸铵（色谱纯，比利时 Ａｃｒｏｓ 公司）；
氯化钠、无水硫酸镁（使用前 ２００ ℃烘干 １２ ｈ）（分析

纯，北京伊诺凯科技有限公司）；十八烷基键合硅胶吸

附剂（Ｃ１８）、Ｎ －丙基乙二胺（ＰＳＡ）（德国 ＣＮＷ 科技公

司）；Ｃ１８柱（２． １ ｍｍ ×１５０ ｍｍ，３ μｍ）（上海技尔商贸有

限公司）；甲酸（质谱级，美国Ｆｉｓｈｅｒ 公司）、甲醇、乙腈、
正己烷（色谱纯，美国 Ｆｉｓｈｅｒ 公司）；ＡＦＢ１、ＡＦＭ１ 标准

溶液（３ ｍｇ ／ Ｌ，纯度≥９８％，上海安谱实验科技股份有

限公司）；乳粉中 ＡＦＢ１、ＡＦＭ１ 质控样品（中检科（北
京）实验室能力评价有限公司）。
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１． ２　 仪器　 Ｍｉｌｌｉ －Ｑ 去离子水发生器（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ
公司）；ｍｓ２０５ ｄｕ 型精密电子天平（十万分之一，上海

梅特勒 －托利多仪器公司）；Ｈ１７５０Ｒ 型离心机（湖南

湘仪离心机仪器公司）；ＳＴＭ －１８ －１４ 型马弗炉（河南

三特炉业科技有限公司）；ＶＯＲＴＥＸ －５ 型涡旋振荡器，
（海门市其林贝尔仪器制造有限公司）；ＳＴＶ －１００ 型多

管涡旋振荡器（杭州茂丰仪器有限公司）；ＤＣ － ２４ －
ＲＴ 型 ２４ 位水浴加热氮吹仪（上海安谱实验科技股份

有限公司）；ＫＱ －７００ＤＶ 型超声波清洗器（昆山超声仪

器有限公司）；ＨＰＬＣ － ＭＳ ８０４５ 型高效液相色谱 －串

联质谱仪（日本岛津公司）。
１． ３　 样品来源　 从北京市超市采购的乳粉样品，选
择无黄曲霉毒素残留且基质背景较为干净的样品，
最终确定以西安银桥牌乳粉样品作为空白样品。
１． ４　 标准溶液配制　 各取浓度为 ３ ｍｇ ／ Ｌ 的 ＡＦＢ１ 与

ＡＦＭ１ 标准溶液 １ ｍＬ 于 １０ ｍＬ 容量瓶内，甲醇稀释并

定容，标准工作液浓度为 ３００ μｇ ／ Ｌ，保存于 －１８ ℃恒

温环境中，所用容量瓶为棕色且保存过程中注意避光。
使用前静置至常温，并用甲醇稀释至目标浓度。
１． ５　 样品前处理

１． ５． １ 　 样品提取 　 称取 ２ ｇ 乳粉样品（精确至

０ ００１ ｇ）于 ２５ ｍＬ 离心管中，３ ｍＬ 超纯水溶解。 涡

旋 １ ｍｉｎ， １０ ｍＬ 乙腈提取， 振荡 １０ ｍｉｎ， 超声

１０ ｍｉｎ，１０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ８ ｍｉｎ。
１． ５． ２　 样品净化　 取上述上清液至另一装有 ４ ｇ
无水硫酸镁和 １ ｇ 氯化钠离心管中，涡旋 １ ｍｉｎ，振
摇 １０ ｍｉｎ，１００００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ８ ｍｉｎ。 取全部上清液

至含 ４０ ｍｇ Ｃ１８和 ４５０ ｍｇ 无水硫酸镁离心管中，涡
旋 １ ｍｉｎ 振荡 １０ ｍｉｎ，１００００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ８ ｍｉｎ，全部

上清液于 ４０ ℃ 下氮吹至干，１ ｍＬ 初始流动相定

容，过 ０． ２２ μｍ 有机相滤膜，待测。
１． ６　 仪器分析条件

１． ６． １ 　 色 谱 条 件 　 ＩｎｅｒｔＳｕｓｔａｉｎ － Ｃ１８ 色 谱 柱

（２． １ ｍｍ × １５０ ｍｍ，３ μｍ）；柱温： ２８ ℃；流速：
０． ２ ｍＬ ／ ｍｉｎ；进样量：５ μＬ；流动相：Ａ 为 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
乙酸铵，Ｂ 为甲醇溶液；梯度洗脱程序：０ ～ ５ ｍｉｎ，
３０％ ～１００％ Ｂ；５ ～ ５． ５ ｍｉｎ，１００％ Ｂ；５． ５ ～ ６ ｍｉｎ，
３０％ Ｂ；６ ～ ９ ｍｉｎ，３０％ Ｂ。

１． ６． ２　 质谱条件　 电喷雾离子源（ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｒａｙｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ，
ＥＳＩ）；多反应监测（ｍｕｌｔｉ － ｒｅａｃｔｉｏｎｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ，ＭＲＭ）模式；
正离子模式；雾化器流量：３ Ｌ ／ ｍｉｎ；干燥器流量：
１０． ０ Ｌ ／ ｍｉｎ； 加 热 器 流 量： １０ Ｌ ／ ｍｉｎ； 接 口 温 度：
３００ ℃；接口电压：４． ０ ｋＶ；其他质谱采集参数见表 １。

表 １　 ＡＦＭ１ 与 ＡＦＢ１ 的质谱分析条件参数

Ｔａｂ １　 Ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｉｃ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｆｏｒ Ｍ１ ａｎｄ Ｂ１

化合物
母离子
（ｍ ／ ｚ）

子离子
（ｍ ／ ｚ）

碰撞能量
／ ｅＶ

保留时间
／ ｍｉｎ

ＡＦＭ１ ３２９． １５ ２２９． ２０∗ ／ ２７３． ２ － ３５． ０ ６． ７

ＡＦＢ１ ３１２． ２７ ２４１． １０∗ ／ ２６９． ０ － ３５． ０ ７． １

∗为定量离子

１． ７　 基质匹配外标曲线 　 各称取 ６ 份 ２ ｇ 阴性乳

粉样品（精确至 ０． ００１ ｇ）于离心管中，分别加入

ＡＦＢ１ 和 ＡＦＭ１ 的标准工作液，使样品中质量浓度分

别为 ０． ０８、０． ５、１、５、１０、２０ μｇ ／ ｋｇ，经过 １． ４ 项和 １． ５
项的前处理，用 １． ６ 项条件检测。 以所得 ＡＦＢ１ 和

ＡＦＭ１ 的色谱峰面积为纵坐标，所添加质量浓度为横

坐标分别绘制基质添加外标曲线，进行定量分析。
１． ８　 数据处理 　 本研究数据采用 Ｅｘｃｅｌ 和 Ｏｒｉｇｉｎ
８． ５ 进行数据处理。
１． ９　 方法准确度与精密度　 采用标准添加法，分别

准确称取空白乳品样品 ２ ｇ 并添加一定体积的黄曲霉

毒素，使乳粉中 ＡＦＭ１ 与 ＡＦＢ１ 的含量分别为 ０． ０５、
０ ２５、０． ５０ μｇ ／ ｋｇ 三个不同浓度，按上述样品前处理方

法处理后进行测定，一日内每种毒素的每个添加浓度

取６ 个平行样品进行测定，重复测定３ ｄ，基质匹配外标

法定量，计算回收率和批内、批间相对标准偏差（ＲＳＤ）。
２　 结果与分析

２． １　 色谱条件的建立　 高效液相色谱 － 串联质谱

法既能做定性检测又能做定量检测，已成为国内实

验室日常使用的检测技术。 黄曲霉毒素具有较好

的脂溶性，最常采用的分析柱为 Ｃ１８色谱柱，为选择

最佳色谱柱分离条件，本研究选用高纯度、高比表

面积的硅胶材料、具有很强惰性、化学性质稳定的

ＩｎｅｒｔＳｕｓｔａｉｎ － Ｃ１８（２． １ ｍｍ ×１５０ ｍｍ，３ μｍ）。 因此，
本研究将上述溶液进行组合来选出最佳流动相体

·１４·
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系。 结果表明，甲醇 － ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 乙酸铵溶液做流

动相时分离效果和灵敏度最好。 在确定流动相成

分后，对高效液相色谱的洗脱条件、流速及色谱柱

柱温进行优化，确定了 １． ６ 项的梯度洗脱条件，在
２８ ℃时以 ２． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ 的流速完成仪器检测，图 １ｂ
为 ５ μｇ ／ Ｌ 的浓度水平下 ＡＦＢ１ 与 ＡＦＭ１ 的色谱图。

图１　 ＡＦＢ１ 与ＡＦＭ１ 的ＨＰＬＣ －ＭＳ／ ＭＳ图（质量浓度５ μｇ／ Ｌ）

（ａ）等度洗脱色谱图；（ｂ）梯度洗脱色谱图

Ｆｉｇ １　 ＨＰＬＣ －ＭＳ ／ ＭＳ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ

ＡＦＢ１ａｎｄ ＡＦＭ１（５ μｇ ／ Ｌ）

（ａ） Ｉｓｏｃｒａｔｉｃ ｅｌｕｔｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ；

（ｂ） Ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ

２． ２　 质谱条件的优化　 由于 ＡＦＢ１ 和 ＡＦＭ１ 的化

学结构及相对分子质量相似，用高效液相色谱法得

到的 ＡＦＢ１ 和 ＡＦＭ１ 色谱峰为重叠状态，分离度较

差，因此，选择 ＨＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ 法并优化其质谱条

件。 考虑到乳粉样品不易挥发以及 ＡＦＢ１ 和 ＡＦＭ１

属极性化合物的特性，本研究选择离子源为 ＥＳＩ
源。 将浓度为 ５ μｇ ／ Ｌ 的 ＡＦＢ１ 和 ＡＦＭ１ 标准溶液

分别通过流动注射泵打进质谱分析系统，进行

ＥＳＩ ＋ 和 ＥＳＩ － 离子模式扫描，发现目标待测物在正

离子模式下自身所带氧原子易获得质子，得到

［Ｍ ＋ Ｈ］ ＋ 结构响应最高，其在负离子模式下较难

失去氢离子且响应度较差，故选择在 ＥＳＩ ＋ 扫描模

式下优化 ＡＦＢ１ 和 ＡＦＭ１ 的质谱检测条件，获得它

们的母离子分别为 ３１３ 和 ３２９。 在多反应模式下，
优化 ＡＦＢ１ 和 ＡＦＭ１ 的雾化器流量、干燥器流量、接
口电流、加热块温度、检测器电压、加热器流量等质

谱参数，使所有参数均为最优检测参数以得到更高

的质谱响应。 随后将上述所得母离子打碎，寻找丰

度较强、适合用于定量定性的碎片离子作子离子

（图 ２、图 ３）。

图 ２　 二级碎片离子扫描图

（ａ） Ｍ１（ｂ） Ｂ１

Ｆｉｇ ２　 Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｉｏｎｓｃａｎ

（ａ） Ｍ１（ｂ） Ｂ１
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中国兽药杂志 ２０２２ 年 １１ 月第 ５６ 卷第 １１ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

图 ３　 特征离子色谱图

（ａ） Ｍ１（ｂ） Ｂ１

Ｆｉｇ ３　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ

（ａ） Ｍ１（ｂ） Ｂ１

２． ３　 提取方法的优化 　 ＡＦＢ１ 和 ＡＦＭ１ 均属于极

性分子，呈弱酸性。 因此，要根据乳粉样品基质与

黄曲霉毒素具体的理化性质，选择合适的提取溶剂

把黄曲霉毒素从复杂的样品基质中提取出来，同时

要做到避免对共萃物的萃取。 根据国内外参考文

献，本研究选择用乙腈、乙腈 － 水（Ｖ ∶ Ｖ ＝ ４ ∶ １）、乙
腈 － ０． １％甲酸溶液（Ｖ ∶ Ｖ ＝ ８５ ∶ １５）、甲醇、甲醇 －
水（Ｖ∶ Ｖ ＝ ４ ∶ １）、甲醇 － ０． １％ 甲酸溶液 （ Ｖ ∶ Ｖ ＝
８５∶ １５）分别提取乳粉样品中黄曲霉毒素并比较其

回收率，结果见图 ４ａ，在 ５ μｇ ／ ｋｇ 的添加量水平下，
乙腈回收率最高。 对乙腈用量进一步优化，结果见

图 ４ｂ，选取 １０ ｍＬ 乙腈提取乳粉样品最合适。
２． ４　 净化方式的优化　 根据 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 前处理技

术，首先用 ４ ｇ 无水 ＭｇＳＯ４ 和 １ ｇ ＮａＣｌ 的盐类初步

净化，随后采用 Ｃ１８、ＰＳＡ 和无水硫酸镁分别处理乳

粉并通过改变各吸附剂的用量来选出回收率最高

的组合。 在 ５ μｇ ／ ｋｇ 添加量下，使用 ２０、４０、６０ ｍｇ
的 ＰＳＡ、Ｃ１８分别与 ４５０ ｍｇ 无水硫酸镁组合净化乳

粉样品，所得回收率结果见图 ５。 对 Ｃ１８用量优化，
Ｃ１８在 ４０ ｍｇ 时回收率最高，当用量大于 ６０ ｍｇ 时，
回收率变低。 对 ＰＳＡ 用量优化，结果显示随着 ＰＳＡ
用量的增多样品回收率只在 ５６％ ～ ６２％ 范围内波

动，并无明显变化。 之后进一步优化无水硫酸镁用

量，结果发现在 ３００ ｍｇ 以及 ６００ ｍｇ 添加量时回收

率比 ４５０ ｍｇ 的回收率低，因此本研究最终采用

４０ ｍｇ Ｃ１８和 ４５０ ｍｇ 无水硫酸镁为乳粉中 ＡＦＢ１ 和

ＡＦＭ１ 的净化方案，回收率更好（图 ５）。

图 ４　 提取液对乳粉中 ＡＦＭ１ 与 ＡＦＢ１ 回收率的影响

（ａ）甲醇、甲醇水、甲酸 －甲醇水、乙腈、乙腈水、甲酸 －乙腈水

对回收率的影响； （ｂ） 乙腈用量对回收率的影响

Ｆｉｇ ４　 Ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ＡＦＭ１ ａｎｄ ＡＦＢ１ ｉｎ ｍｉｌｋ ｐｏｗｄｅｒ

ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｓｏｌｖｅｎｔｓ

（ａ）Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｍｅｔｈａｎｏｌ、ｍｅｔｈａｎｏｌ ｗａｔｅｒ、ｆｏｒｍｉｃ

ａｃｉｄ －ｍｅｔｈａｎｏｌ ｗａｔｅｒ、ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ、ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ ｗａｔｅｒ、

ｆｏｒｍｉｃ ａｃｉｄ － ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ ｗａｔｅｒ ｏｎ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ

（ｂ） Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ ｄｏｓａｇｅ ｏｎ ｒｅｃｏｖｅｒｙ

２． ５　 基质效应测定　 乳粉样品溶液中常常带有大

量基质成分，会在一定程度上对仪器分析黄曲霉毒

素过程产生干扰，形成基质效应，影响仪器定量。
当前有两种基质效应的评价方式：一种是得到待测

物在空白溶剂中的响应值或峰面积及其在样品基

质中的响应值或峰面积，通过响应值或峰面积的比

值来评价［１４］，一种是通过分别绘制空白溶剂标准

工作液和基质添加标准溶液的标准曲线，比较两线

性方程的斜率比值来评价［１５］。 本研究结合实验室

实际环境选择采用第二种评价方法，所得结果为正

时，表现出基质增强，结果为负时，表现出基质抑

制，计算公式如式（１）所示，数据如表 ２ 所示。
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图 ５　 吸附剂质量对乳粉中 ＡＦＢ１ 与 ＡＦＭ１

回收率的影响（ｎ ＝３）

Ｆｉｇ ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｄｓｏｒｂｅｎｔ ｑｕａｌｉｔｙ ｏｎ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ ｏｆ

ＡＦＢ１ ａｎｄ ＡＦＭ１ ｉｎ ｍｉｌｋ ｐｏｗｄｅｒ（ｎ ＝３）

基质效应（％） ＝ 基质添加标准曲线斜率
溶剂标准曲线斜率

－１æ

è
ç

ö

ø
÷ ×１００ （１）

表 ２　 基质效应评估结果（ｎ ＝３）

Ｔａｂ ２　 Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｍａｔｒｉｘ ｅｆｆｅｃｔ（ｎ ＝３）

化合物 溶剂曲线方程 基质添加曲线方程
基质效
应结果

ＡＦＢ１ Ｙ ＝ ２９８８１． ３ｘ － ２６７． ３９２ Ｙ ＝ ２６８３３． ４ｘ － ３７． ７８７６ － １０． ２％

ＡＦＭ１ Ｙ ＝ ２４８８８． ２ｘ － ３９５． ４７２ Ｙ ＝ ２０９７６． ５ｘ － ３９５． ４７２ － １５． ７％

　 　 可得计算结果为 ＡＦＢ１ 基质效应为 － １０． ２％ ，
ＡＦＭ１ 基质效应为 － １５． ７％ ，表明乳粉基质对 ＡＦＢ１

与 ＡＦＭ１ 的检测结果表现出抑制效应。 为减弱基

质效应，故采用基质添加外标法定量。
２． ６　 线性关系及灵敏度　 以 １． ７ 项绘制的基质添

加标准曲线评估乳粉中 ＡＦＢ１ 与 ＡＦＭ１ 的线性定量

关系，经过本研究前处理方法优化及仪器条件测定

后，结果表明 ＡＦＢ１ 与 ＡＦＭ１ 在 ０． ０８ ～ ２０ μｇ ／ ｋｇ范围

内呈线性关系。 以 ３ 倍信噪比（Ｓ ／ Ｎ）为检出限，１０
倍信噪比（Ｓ ／ Ｎ）为定量限，见表 ３，检出限均低于国

家标准检出限，ｒ 都大于 ０ ９９９，表明本方法灵敏度

较高，可用于实际样品检测。

表 ３　 乳粉中 ＡＦＢ１ 与 ＡＦＭ１ 的线性回归方程、检出限及定量限

Ｔａｂ ３　 Ｌｉｎｅａｒ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｅｑｕａｔｉｏｎ、ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｌｉｍｉｔ ｏｆ ＡＦＢ１ ａｎｄ ＡＦＭ１ ｉｎ ｍｉｌｋ ｐｏｗｄｅｒ

化合物
加标浓度

／ （μｇ·ｋｇ － １）
线性范围

／ （μｇ·ｋｇ － １）
回归方程 ｒ

检出限

／ （μｇ·ｋｇ － １）
定量限

／ （μｇ·ｋｇ － １）

ＡＦＢ１ ５ ０． ０８ ～ ２０ Ｙ ＝ ２６８３３． ４ｘ － ３７． ７８７６ ０． ９９９９ ０． ０３ ０． ０５

ＡＦＭ１ ５ ０． ０８ ～ ２０ Ｙ ＝ ２０９７６． ５ｘ － ３９５． ４７２ ０． ９９９５ ０． ０２ ０． ０５

２． ７ 　 准确度和精密度 　 使用阴性乳粉为空白

样品，分别选择添加定量限的 １ 倍、５ 倍和 １０ 倍

的黄曲霉毒素，按前述方法进行加标回收率测定。
结果见表 ４，乳粉中 ＡＦＭ１ 的平均添加回收率在

９１． ５％ ～１００． ７％之间，相对标准偏差在 ３． ８％ ～９． ６％
之间；乳粉中 ＡＦＢ１ 的平均添加回收率在 ９１． ７％ ～
９９ ８％之间，相对标准偏差在 ３． ２％ ～ ９． ３％ 之间，
表明方法准确度良好。

表 ４　 准确度和精密度实验结果

Ｔａｂ ４　 Ａｃｃｕｒａｃｙ ａｎｄ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ

化合物
加标量

／ （μｇ·ｋｇ －１）

批内（ｎ ＝ ６）

回收率 ／ ％ 批内 ＲＳＤ ／ ％
批间

ＲＳＤ ／ ％

ＡＦＭ１

０． ０５ ９１． ５、９２． ２、９６． ８ ６． ６、７． ３、３． ８ ８． ７

０． ２５ ９９． ６、９６． ６、９２． １ ４． ５、７． ２、８． ５ ７． ９

０． ５０ １００． ７、９５． ９、９２． １ ８． ７、５． ０、６． ２ ９． ６

ＡＦＢ１

０． ０５ ９５． １、９４． ８、９１． ７ ５． ６、６． １、３． ９ ７． ４

０． ２５ ９４． ２、９５． ７、９８． ５ ３． ２、５． ２、６． ７ ５． ４

０． ５０ ９９． ８、９２． ８、９１． ９ ６． ２、７． ７、４． １ ９． ３

·４４·
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２． ８　 质控样品分析　 将本方法应用于检测乳粉中

ＡＦＢ１ 以及 ＡＦＭ１ 的质控样品。 通过对有具体特性

值及不确定度的质控样品的检测，以达到对检测方

法验证的目的。 所用 ＡＦＢ１ 质控样指定值及不确定

度为 ０． ６７２ ± ０． ０１１９ μｇ ／ ｋｇ，能力评定标准差为

０ １１３ μｇ ／ ｋｇ；ＡＦＭ１ 质控样指定值及不确定度为

０ ８１１ ± ０． ０１０８ μｇ ／ ｋｇ， 能 力 评 定 标 准 差 为

０． １７３ μｇ ／ ｋｇ。 每个质控样品重复测定 ３ 次，取 ３
次结果平均值得： ＡＦＢ１ 检测值为 ０． ５５８ μｇ ／ ｋｇ，采
用稳健统计值的统计方式计算 Ｚ 值为 － １． ０；ＡＦＭ１

检测值为 ０． ７１１ μｇ ／ ｋｇ，计算 Ｚ 值为 １． ６。 ｜ ｚ ｜均小

于 ２． ０，表明检测结果为满意结果，证明本方法检测

乳粉中 ＡＦＢ１ 和 ＡＦＭ１ 的可靠性。 图 ６ 为所检测质

控样品的 ＡＦＢ１ 和 ＡＦＭ１ 多反应监测色谱图。

图 ６　 乳粉质控样品中 ＡＦＢ１ 和 ＡＦＭ１ 的 ＭＲＭ 色谱图

Ｆｉｇ ６　 ＭＲＭ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ＡＦＢ１ ａｎｄ ＡＦＭ１ ｉｎ ｍｉｌｋ

ｐｏｗｄｅｒ ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌ ｓａｍｐｌｅｓ

３　 讨论与小结

３． １　 色谱条件的建立　 实验室在进行各类样品基

质中黄曲霉毒素的检测时通常选择以乙腈［１６］ 或甲

醇［１７］ 作流动相中的有机相，以水［１８］ 或缓冲盐溶

液［１９］作水相，有时会在流动相中加入挥发性酸［２０］

以增强黄曲霉毒素的离子化效应，提高仪器检测的

响应度。 本研究比较了 ５ μｇ ／ Ｌ 浓度的 ＡＦＢ１ 和

ＡＦＭ１ 混合标准溶液在乙腈与甲醇两种有机相下的

色谱行为，结果发现乙腈虽然有很好的提取效果但

在淋洗过程中会造成回收率损失。 本研究还对比

了水和 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 乙酸铵及 ０． １％ 甲酸洗脱待测物

的区别，发现用水做流动相时，所得色谱峰顶端分

叉，仪器响应值低，加入甲酸后并不能有效改善峰

形且待测物响应值没有明显提高。 用乙酸铵缓冲

盐溶液做流动相时，待测物分离度和响应值得到改

善，色谱峰峰形左右对称。 考虑到洗脱方式的影

响，比较了使用甲醇 － ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 乙酸铵（１∶ １）等度

洗脱和梯度洗脱的响应值和分离度，结果表明使用

１． ６ 项的梯度洗脱条件能把待测物很好分离，实现

８ ｍｉｎ 内快速出峰。 随后优化了流动相流速，观察

了在 １． ０、２． ０、３． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ 的流速下待测物色谱峰

峰形、出峰时间及色谱柱柱压的变化，结果显示流

速为 ２． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ 满足残留检测要求。 同时优化柱

温条件 ２８ ℃时 ＡＦＢ１ 与 ＡＦＭ１ 在仪器响应度最高，
避免了其他方法相对较高的柱温对色谱柱的损耗。
３． ２　 提取方式的优化　 国内外的研究报道中实验

室普遍选择将黄曲霉毒素转移到甲醇或乙腈等易

于检测的有机溶剂中［２１ － ２２］，或用它们和水的混合

溶液为提取剂来提取黄曲霉毒素［２３］。 由于乳粉含

水量在 ２． ５％ ～５％之间，为使黄曲霉毒素与提取溶

剂更充分融合，本研究在提取之前选择先用水浸润

复溶乳粉，之后比较用乙腈、乙腈 － 水 （ Ｖ ∶ Ｖ ＝
４∶ １）、乙腈 － ０． １％甲酸溶液（Ｖ∶ Ｖ ＝ ８５∶ １５）、甲醇、
甲醇 － 水 （ Ｖ ∶ Ｖ ＝ ４ ∶ １）、甲醇 － ０． １％ 甲酸溶液

（Ｖ∶ Ｖ ＝ ８５∶ １５）分别提取乳粉样品中黄曲霉毒素的

回收率，实验发现用甲醇提取乳粉时上层清液会变

浑浊不清并直接影响后续氮吹定容，最终优化乙腈

用量选取 １０ ｍＬ 乙腈提取乳粉样品，ＡＦＢ１ 与 ＡＦＭ１

的提取回收率为 ８５％ ～１００％ 。
３． ３　 净化方式的优化　 黄曲霉毒素的前处理技术

有很多，大多数实验室普遍选择的专一性好、抗干

扰能力强的免疫亲和柱进行净化［２４］，但免疫亲和

柱价格昂贵且有保质期限制，还需要保存于特定的

低温环境中，在进行前处理净化时需消耗大量时

间。 另一常见的固相萃取法［２５］ 存在操作复杂、需
要 大 量 试 剂 等 问 题。 ＱｕＥＣｈＥＲＳ （ ｑｕｉｃｋ ｅａｓｙ
ｃｈｅａｐ，ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｒｕｇｇｅｄ ａｎｄ ｓａｆｅ）技术作为新兴的样

品前处理手段已逐渐被应用到食品添加剂、生物毒

素、激素及其他越来越多的不同领域［２６ － ２８］。 因此

本研究选择采用 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 技术代替免疫亲和柱

的使用进行方法优化。 为了进一步提高萃取效率

及回收率，参考国内外文献［２９ － ３０］，考虑在提取上清

液中加入 ４ ｇ 无水 ＭｇＳＯ４ 和 １ ｇ ＮａＣｌ 的盐类与水

充分作用进行初步净化，促进水和乙腈的分离，以

·５４·
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利于 ＡＦＭ１ 与 ＡＦＢ１ 向有机溶剂中转移。 对于乳粉

中通常会存在的脂肪、糖类以及蛋白质等干扰物

质，有文献报道用 Ｃ１８和 ＰＳＡ 吸附去除乳粉中的酯

类、碳水化合物、色素及脂肪酸等干扰物，但是在实

验中发现，加入 ＰＳＡ 并不能有效提高方法回收率，
而 Ｃ１８和无水硫酸镁组合时所得回收率最高。 同时

考察 Ｃ１８和无水硫酸镁的用量，最终确定了用 ４０ ｍｇ

Ｃ１８ 和 ４５０ ｍｇ 无水硫酸镁净化乳粉中 ＡＦＢ１ 和

ＡＦＭ１，比本文参考文献更节约试剂的使用。
本研究建立了 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 净化与高效液相色

谱 － 串联质谱法结合对乳粉中 Ｂ１、Ｍ１ 同时进行检

测的方法。 本研究对提取液、净化条件等方面进行

优化，最终选取乙腈作为提取液， ４０ ｍｇ Ｃ１８ 和

４５０ ｍｇ无水硫酸镁净化提取液，方法定量限为

０． ０５ μｇ ／ ｋｇ，回收率在 ９１． ５％ ～ １００． ７％之间，使用

本方法可以弥补现行国标不能同时检测乳粉中 Ｍ１

和 Ｂ１ 的缺陷。 而且本方法检测乳粉中黄曲霉毒素

简单快速、回收率和重现性好，结果准确可靠，可为

日常检测乳粉中黄曲霉毒素提供技术支持。
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