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　　摘要：建立了玉米酒糟粕中多种真菌毒素类物质（黄曲霉毒素Ｂ１、黄曲霉毒素Ｂ２、黄曲霉毒素Ｇ１、黄曲霉毒素Ｇ２、

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、玉米赤霉烯酮）的离子阱 －飞行
时间质谱检测法。样品经乙腈超声提取，提取液经ＱｕＥＣｈＥＲＳ吸附剂净化，以Ｃ１８色谱柱（１５０ｍｍ×４．６ｍｍ，３．５μｍ）

分离，乙腈和０．１％乙酸为流动相梯度洗脱，正负模式同时扫描；以保留时间和化合物精确分子离子质量对真菌毒素
进行识别。结果表明，１０种化合物在一定浓度范围内线性关系良好，相关系数大于０．９８。定量限（Ｓ／Ｎ≥１０）为３～
２０μｇ／ｋｇ。３种水平的加标平均回收率为５１．６％～１１１．３％，相对标准偏差（ＲＳＤ）为４．１％ ～１４．７％。该方法利用精
确质量数匹配和自建标准谱库检索，实现快速筛查，并使用多级特征碎片离子进行确证，具有简便、快速、高效、准确等

优点，适用于玉米酒糟粕中多种真菌毒素类物质的快速筛查和测定。
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　　玉米是干法生产燃料乙醇的主要原料，玉米酒糟是现代
化燃料乙醇工厂干法生产燃料乙醇过程中，用玉米籽实与精

选酵母混合发酵生产乙醇和二氧化碳后，剩余的发酵残留物

通过低温干燥形成的共生产品。在燃料乙醇生产中，淀粉发

酵得到乙醇，但玉米颗粒中的剩余部分（胚乳、胚芽）仍保留

着包括能量、蛋白和磷在内的许多初始营养价值，可回收并重

新组合成各种动物饲料组分。我国已成为全球最大的玉米酒

糟蛋白饲料进口国。然而营养变异和真菌毒素污染是玉米和

玉米酒糟面临的主要问题，给食品工业、饲料工业和畜牧业生

产带来了一系列不容忽视的问题。

真菌毒素是由真菌产生的次生代谢产物，常见真菌毒素

有黄曲霉毒素、镰刀菌毒素、玉米赤霉烯酮类、伏马菌素等。

黄曲霉素是一类毒性极强的物质，具有强致癌性和强免疫抑

制性，天然污染的黄曲霉毒素主要有黄曲霉毒素 Ｂ１、黄曲霉
毒素Ｂ２、黄曲霉毒素Ｇ１、黄曲霉毒素Ｇ２，其中花生、玉米污染
最为严重。玉米赤霉烯酮（ＺＥＮ）是由镰刀菌产生的一种类雌
激素真菌毒素，广泛存在于霉变的玉米、高粱、小麦、大麦等粮

食作物中，能刺激雌激素受体转录，降低家畜的耗料量，导致

其生长下降，也是玉米酒糟质量安全的主要问题，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、玉米赤霉酮等［１］。为了保护人们身体健康，很多国

家包括中国制定了粮谷和饲料中一部分真菌毒素的限量。欧

盟已经规定了所有饲料原料、饲料、饲料添加剂、辅助性饲料

里面的黄曲霉毒素含量不能超过 ２０μｇ／ｋｇ。我国 ＧＢ
１３０７８—２００１《饲料卫生标准》规定，玉米花生饼（粕）中黄曲
霉毒素Ｂ１限量为５０μｇ／ｋｇ。

目前对于粮谷和饲料中真菌毒素的检测方法主要有免疫

法、薄层色谱法（ＴＬＣ）、高效液相色谱法 ＨＰＬＣ）、气相色谱 －
质谱法（ＧＣ－ＭＳ）及高效液相色谱 －质谱法（ＨＰＬＣ－ＭＳ）
等［２－６］。然而离子阱飞行时间串联质谱（ＬＣＭＳ－ＩＴ－ＴＯＦ）
兼具离子阱和高分辨飞行时间质谱的检测能力，能够进行分

子量的精确测定，同时还能提供多级质谱碎片离子信息，使被

测化合物的筛查和确证更加简便化。真菌毒素的样品前处理

技术包括液－液萃取和固相萃取，最常用的小柱是免疫亲和
柱［７］和Ｍｙｃｏｓｅｐ２２６萃取柱［８－９］。这些小柱虽然操作方便快

捷，但是价格昂贵，增加了分析成本。分散固相萃取样品前处

理方法（ＱｕＥＣｈＥＲＳ）是近几年发展起来的样品前处理方法，
由于前处理简单、快速、高效，适用于各种分子结构和极性化

合物的提取净化，广泛应用于水果、蔬菜中多种农药残留的检

测。但这种方法在真菌毒素分析中使用很少。本研究基于

ＱｕＥＣｈＥＲＳ原理的快速提取方法，结合离子阱 －飞行时间
质谱技术，免去繁琐的 ＳＰＥ净化步骤，只需 １步提取浓缩
就可实现玉米酒糟粕中 １０种真菌毒素类物质的快速筛查
和定量测定，以期为玉米和玉米酒糟粕的进出口检测提供

依据。
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１　材料与方法

１．１　仪器、试剂与材料
液相色谱－离子阱 －飞行时间串联质谱（日本岛津公

司）；工作站 ＬＣＭＳｓｏｌｕｔｉｏｎＶ３．６；ＳＫ－１涡旋混匀器（常州
澳华仪器有限公司）；Ｓｉｇｍａ２－１６Ｐ高速离心机（德国 Ｓｉｇｍａ
公司）；ＴｕｒｂｏＶａｐⅡ全自动氮吹浓缩仪（美国 Ｃａｐｌｉｐｅｒ公
司）。

黄曲霉毒素 Ｂ１、黄曲霉毒素 Ｂ２、黄曲霉毒素 Ｇ１、黄曲霉
毒素Ｇ２、α－玉米赤霉醇、β－玉米赤霉醇、玉米赤霉烯酮、
α－玉米赤霉烯醇、β－玉米赤霉烯醇和玉米赤霉酮购于美国
ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司和德国 Ｄｒ．Ｅｈｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒ公司，纯度≥９５％。
Ｎ－丙基乙二胺吸附剂（ＰＳＡ）、十八烷基键合硅胶吸附剂
（Ｃ１８－封端）和石墨化炭黑吸附剂（ＧＣＢ）均为４０～６０μｍ，购
于北京艾杰尔有限公司。甲醇、乙腈为色谱纯（德国 Ｍｅｒｃｋ
公司）。其余试剂均为分析纯，试验用水为超纯水（美国

Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ超纯水仪制备）。
１．２　标准溶液配制

分别称取１ｍｇ上述标准品，置于１０ｍＬ棕色容量瓶中，
用甲醇溶解并定容配制成１００μｇ／ｍＬ的标准储备液，转入棕
色样品瓶中，－１８℃下避光保存。试验时用甲醇稀释上述标
准储备液，配制成不同浓度的混合标准使用液，４℃下保存。

试样制备：取样品约５００ｇ，用粉碎机粉碎，装入洁净容器
内作为试样，密封并标明标记，室温下保存。

１．３　样品前处理
称取５ｇ均匀试样（精确至０．０１ｇ）于５０ｍＬ塑料离心管

中，加入１０ｍＬ水涡旋混匀并浸泡１０ｍｉｎ，再加入２ｇ氯化钠
和１５ｍＬ１％乙酸乙腈，涡旋混匀后，振荡提取 １５ｍｉｎ，
６０００ｒ／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ；取上清液至另一刻度离心管中，再用
１０ｍＬ１％乙酸乙腈溶液重复上述提取操作，合并提取液并定
容至２５ｍＬ。取１０ｍＬ提取液，加入２ｇ无水硫酸镁、１００ｍｇ
Ｃ１８粉末和５０ｍｇＰＳＡ粉末，涡旋混匀２ｍｉｎ，６０００ｒ／ｍｉｎ离心

３ｍｉｎ；取５ｍＬ上清液，４０℃下氮气吹至近干，用２ｍＬ甲醇－
水混合溶液（等体积）溶解残渣，过０．２２μｍ滤膜待测。
１．４　色谱条件

色谱柱：ＡｇｉｌｅｎｔＣ１８柱（４．６ｍｍ×１５０ｍｍ，３．５ｍ）。流动
相Ａ为０．１％乙酸水溶液，流动相 Ｂ为乙腈，梯度洗脱程序：
０～５ｍｉｎ，９０％ Ａ～６０％ Ａ；５．１～１３ｍｉｎ６０％ Ｂ～３０％ Ｂ，保
持２ｍｉｎ；１５．１～１８ｍｉｎ３０％ Ｂ～９０％ Ｂ。柱温为４０℃。进
样体积为１０μＬ。
１．５　质谱条件

离子源：ＥＳＩ，正负离子同时扫描；扫描范围：ＭＳ１ｍ／ｚ
２００～４００，ＭＳ２ｍ／ｚ５０～４００，ＭＳ３ｍ／ｚ５０～４００；加热模块温
度：２００℃；ＣＤＬ温度：２００℃；雾化气流速：１．５Ｌ／ｍｉｎ；干燥气
体压力：１００ｋＰａ；离子源电压：正离子模式 ＋４．５ｋＶ，负离子
模式－３．５ｋＶ；检测器电压：１．６ｋＶ；质量数校准方法：自动调
谐优化电压，外标法校准质量数。数据采集系统为 ＬＣＭＳ
ｓｏｌｕｔｉｏｎＶ３．６。

２　结果与分析

２．１　质谱条件和色谱条件的优化
黄曲霉毒素类物质易在正离子模式下电离，形成［Ｍ＋

Ｈ］＋准分子离子，玉米赤霉烯酮类物质在正离子模式下形成
［Ｍ－Ｈ］－准分子离子；因此充分利用离子阱飞行时间串联质
谱快速正负极转换功能，对样品同时进行正负离子模式扫描，

实现１次进样得到所有化合物的质谱信息，节省分析时间。
同时优化质谱的离子源温度、干燥气流、检测器电压，使所有

目标化合物都有良好的响应信号。

流动相考察了水－甲醇、０．１％乙酸－甲醇、０．１％甲酸 －
乙腈、５ｍｍｏｌ／Ｌ乙酸胺－乙腈、０．１％乙酸－乙腈等体系对色
谱峰形以及质谱强度的影响。比较发现，选择０．１％乙酸 －
乙腈作为流动相，梯度洗脱时，各化合物的离子化效率高且分

离效果好，１０种真菌毒素类物质的保留时间和多级质谱碎片
离子见表１。

表１　１０种真菌毒素类物质的保留时间和多级质谱碎片离子

序号 化合物
保留时间

（ｍｉｎ） 分子式
扫描

模式

理论质量

（ｍ／ｚ）
主要碎片离子

（ｍ／ｚ）

４ 黄曲霉毒素Ｇ２ ９．３２ Ｃ１７Ｈ１４Ｏ７ ＋ ３３１．０８１１ ＭＳ２：３０３．０８４８，３１３．０６９２（１００）；ＭＳ３：２８５．０７２８，２４５．０７７９
３ 黄曲霉毒素Ｇ１ ９．９０ Ｃ１７Ｈ１２Ｏ７ ＋ ３２９．０６５６ ＭＳ２：３０１．０７４７，３１１．０５４７（１００）；ＭＳ３：２８３．０５５３，２４３．０６４３
２ 黄曲霉毒素Ｂ２ ９．９４ Ｃ１７Ｈ１４Ｏ６ ＋ ３１５．０８６３ ＭＳ２：２８７．０９０７（１００）；ＭＳ３：２７２．０６９７，２５９．０６０４
１ 黄曲霉毒素Ｂ１ １０．５４ Ｃ１７Ｈ１２Ｏ６ ＋ ３１３．０７０７ ＭＳ２：２８５．０７５８（１００）；ＭＳ３：２７０．０５０７，２４２．０５４４
５ β－玉米赤霉醇 １１．４８ Ｃ１８Ｈ２６Ｏ５ － ３２１．１７０７ ＭＳ２：３０３．１５９２，２７７．１８１７（１００）；ＭＳ３：２５９．１６８３，２３３．１５４７
８ α－玉米赤霉烯醇 １１．６８ Ｃ１８Ｈ２４Ｏ５ － ３１９．１５５１ ＭＳ２：３０１．１４６３，２７５．１６５６（１００）；ＭＳ３：２３１．１３９９，１７７．０９２６
６ β－玉米赤霉烯醇 １２．７７ Ｃ１８Ｈ２４Ｏ５ － ３１９．１５５１ ＭＳ２：３０１．１４８２，２７５．１６６９（１００）；ＭＳ３：２３１．１３７０，１７７．０９０７
７ α－玉米赤霉醇 １２．４９ Ｃ１８Ｈ２６Ｏ５ － ３２１．１７０７ ＭＳ２：３０３．１５９７，２７７．１８１７（１００）；ＭＳ３：２５９．１６９２，２３３．１５４０
９ 玉米赤霉酮 １４．５８ Ｃ１８Ｈ２４Ｏ５ － ３１９．１５５１ ＭＳ２：３０１．１４７０，２７５．１６７３（１００），ＭＳ３：２５７．１５０７，２１５．１４４３，１６３．０７９５
１０ 玉米赤霉烯酮 １４．８２ Ｃ１８Ｈ２２Ｏ５ － ３１７．１３９４ ＭＳ２：２９９．１３０４，２７３．１４９７（１００）；ＭＳ３：１６１．０６２３，１４９．０６５２

２．２　提取方法优化
真菌毒素类物质多属于弱极性或中等极性，易溶于甲醇、

乙腈、丙酮、三氯甲烷等有机溶剂。文献报道常用的提取溶剂

有甲醇水溶液（８０∶２０，Ｖ∶Ｖ）或乙腈水溶液（８６∶１４，Ｖ∶Ｖ）。
由于玉米酒糟粕属于干性样品，本研究中先加水将样品充分

浸泡，再用１％乙酸乙腈提取，以保证提取溶剂与样品充分接

触，提高回收率。加入过量氯化钠，具有盐析作用，使乙腈与

水分层，同时降低基质中亲水性成分的溶解度，减少杂质

干扰。

２．３　净化条件的优化
文献报道的真菌毒素类物质基本上采用免疫亲和柱和多

功能净化柱净化，本研究则采用分散固相萃取进行净化，对
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Ｃ１８、ＰＳＡ、ＧＣＢ等填料的净化效果进行比较。结果表明，石墨
化炭吸附剂能有效去除基质中色素的影响；ＰＳＡ吸附剂能去
除样品基质中的脂肪酸。Ｃ１８吸附剂可以去除样品中的油脂
和其他非极性干扰物，对目标化合物的吸附量不大。通过优

化试验，发现加入５０ｍｇＰＳＡ和１００ｍｇＣ１８混合吸附剂的净化
效果较好，能满足大部分化合物的回收率要求（图１）。

２．４　基质效应
本研究用离子抑制率，即基质空白添加中监控离子响应强

度比标准溶液中相应监控离子响应强度减少的百分比，来表述

样品基质对监控离子响应强度的抑制作用。试验结果显示，本

试验条件下黄曲霉毒素Ｂ１、α－玉米赤霉醇、β－玉米赤霉醇和
玉米赤霉酮的基质抑制效应较严重，抑制率为 ４８．５％ ～
７３９％，而其他物质的基质抑制效应较小，低于２０％。尝试
改变流动相比例或梯度等方法来消除基体效应，结果发现还

是无法避免共流出杂质产生的严重基质抑制效应。因此本研

究采用空白基质配标来消除基体效应。

２．５　定性筛查及确证
在本研究条件下，对实际样品进行正负离子扫描，将所获

得的总离子流图应用高精度的质量提取，得到各化合物的分

子特征离子提取色谱图。图２为空白玉米酒糟粕中添加１０
种真菌毒素类物质的离子提取色谱图，通过检索精确质量谱

库，得到每种化合物与精确质量谱库中化合物的匹配度，结果

表明１０种真菌毒素类的匹配度均较高。因此，根据保留时
间、精确质量即可对多种化合物进行定性筛查，筛查出的阳性

样品再经二级谱图扫描，通过二级特征碎片离子标准数据库

检索进行确证。

２．６　方法的线性关系及定量限
采用空白基质配制不同浓度的混合标准溶液进行测定，

以各组分的峰面积对质量浓度绘制标准曲线，求得线性回归

方程和线性相关系数（表２）。以１０倍信噪比（Ｓ／Ｎ≥１０）对
应的空白样品添加质量浓度作为方法的定量限（ＬＯＱ），经样
品添加试验确定玉米酒糟粕中１０种真菌毒素类的定量限为
３．０～２０μｇ／ｋｇ。
２．７　回收率与精密度试验

在空白玉米酒糟粕样品中，添加低、中、高３种浓度水平的
混合标准溶液进行添加回收试验，平行测定６次，计算回收率
和相对标准偏差。结果表明，１０种真菌毒素类化合物的平均
回收率为５１．６％～１１１．３％，相对标准偏差（ＲＳＤ）为４．１％ ～
１４．７％（表２）。
２．８　实际样品分析

应用本方法对１２４个玉米酒糟粕样品进行真菌毒素的筛
查与测定。结果发现，在玉米酒糟粕中玉米赤霉醇类毒素有

相当水平的检出，其中玉米赤霉烯酮检出率最高，含量为

２３～６４６μｇ／ｋｇ，α－玉米赤霉醇、β－玉米赤霉醇的含量分别
为２２～５０、３０～８３μｇ／ｋｇ。黄曲霉毒素的检出率相对较低，黄

曲霉毒素总量一般低于２０μｇ／ｋｇ。图３、图４分别为玉米赤
霉烯酮阳性样品的提取离子流图和多级质谱图。

３　结论

建立了玉米酒糟粕样品中１０种真菌毒素类化合物的液
相色谱－离子阱－飞行时间串联质谱筛查方法。样品经乙腈
提取，ＱｕＥＣｈＥＲＳ技术净化，通过离子阱－飞行时间质谱的精
确质量数匹配和二级特征碎片离子标准谱库检索，可实现对

不同真菌毒素类化合物的同时定性筛查和定量分析。该方法

前处理过程简便、灵敏度高、选择性好，能满足日常检测要求，

可为玉米酒糟粕中真菌毒素的检测和监控提供技术保障，对

严格控制其产品质量具有重要意义。
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表２　玉米酒糟粕样品中１０种真菌毒素类化合物的
线性范围、相关系数、定量限、平均回收率及精密度

序号 化合物
线性范围

（ｎｇ／ｍＬ）
决定系

数ｒ２
定量限

（μｇ／ｋｇ）
添加水平

（μｇ／ｋｇ）

平均回

收率（％）
（ｎ＝６）

精密度

（％）
（ｎ＝６）

１ 黄曲霉毒素Ｇ２ ２．５～１００ ０．９９１ ５ ５ ６５．９ ８．３
１０ ７７．４ １０．１
５０ ８３．３ ７．５

２ 黄曲霉毒素Ｇ１ ７．５～１００ ０．９９７ １５ １５ ５６．３ ９．２
５０ ６７．９ １０．２
１００ ９７．２ ８．４

３ 黄曲霉毒素Ｂ２ ２．５～１００ ０．９９０ ５ ５ ６０．３ ９．０
１０ ７９．８ ８．８
５０ ９２．３ ６．３

４ 黄曲霉毒素Ｂ１ ２．５～１００ ０．９８９ ５ ５ ５１．６ ９．８
１０ ６２．４ １１．４
５０ ８０．２ １４．７

５ β－玉米赤霉醇 ５～２００ ０．９８９ １０ １０ ６１．１ １２．０
５０ ８９．６ １１．８
１００ ８６．１ ８．５
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５０ １０５．６ ６．７
１００ １１１．３ １０．８
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