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桑椹中 １１ 种真菌毒素的检测分析∗

李文廷１　 张瑞雨１　 师　 真１　 冉亚莉１　 胡　 琳２　 蒋孟圆２∗∗

（１． 昆明市疾病预防控制中心， 昆明， ６５０２２８；　 ２． 云南民族大学民族药资源化学国家民委⁃教育部重点实验室， 昆明， ６５０５００）

摘　 要　 为确认新鲜桑椹在存储及食用过程中是否产生 １１ 种已知的真菌毒素，本文建立一种用超高效液相

色谱⁃串联质谱法同步、便捷测定桑椹中真菌毒素的分析方法．桑椹样品以 ７０％的甲醇水溶液超声提取，经多

功能净化柱净化，以乙腈和 ０．２％氨水溶液进行梯度洗脱，经串联三重四极杆质谱多反应模式的负离子监测方

式检测， 综合内标法及外标法定量．研究结果表明，１１ 种真菌毒素在相应范围内具有良好的线性关系，相关系

数均在 ０．９９８ 以上，通过加标回收实验，回收率范围 ７０．６％—１０４．３％，相对标准偏差 ０．７４％—７．２７％，检出限

０．０２—０．１０ μｇ·ｋｇ－１，定量限 ０．０７—０．３３ μｇ·ｋｇ－１，真菌毒素质控样的检测值在参考值允许范围内．实验桑椹样

品在短时间的储藏中均未检出 １１ 种真菌毒素．
关键词　 桑椹， 真菌毒素， 高效液相色谱⁃串联质谱， 快速检测．

桑椹俗称葚、桑枣、桑椹子等，是多年生木本植物桑的成熟果实．日常生活中，新鲜桑椹在食用过程中放置一段时间

后，就经常容易滋长出霉菌，时间越长现象越严重，为此，本研究主要对新鲜桑椹在短时间内食用及存储过程中是否产生

真菌毒素进行研究分析．
真菌毒素是由真菌产生的具有毒性的次生代谢物，近年来在谷物、蔬菜、水果、畜牧产品以及中药材中均发现了真菌

毒素的存在．目前真菌毒素的检测方法主要有薄层色谱法、酶联免疫吸附法、气相色谱法、免疫亲和柱净化高效液相色谱

法，但均只检测单一类的真菌毒素．超高效液相色谱串联质谱法具较高的灵敏度及较好准确性，成为同时检测多种真菌

毒素的主要方法．
本研究通过内标法（ １３Ｃ⁃ＤＯＮ，脱氧雪腐镰刀菌烯醇同位素内标）和外标法结合定量，采用负离子扫描模式，同时测

定桑椹中 １１ 种真菌毒素，为桑椹的安全健康食用提供科学的实验数据．

１　 材料与方法

１．１　 仪器

Ｕｌｔｉｍａｔｅ ３０００ 型超高效液相色谱仪串联质谱仪， 配有电喷雾离子源； ＫＱ⁃５００ＤＥ 型数控超声波清洗器（昆山市超声

仪器有限公司）； ＸＳ２０５ＤＵ 型分析天平（十万分之一， 瑞士 Ｍｅｔｔｌｅｒ Ｔｏｌｅｄｏ 公司）； Ａｒｉｕｍ ｐｒｏ Ｄ１ 纯水处理终端机（德国

Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ 公司）； ＰｒｉｂｏＦａｓｔ Ｍ２２６ 多功能净化柱（１５ ｍｍ×８５ ｍｍ，美国 Ｐｒｉｂｏｌａｂ 公司）； ３Ｈ１６ＲＩ 型智能台式高速冷冻离心机

（湖南赫仪器装备有限公司）．
１．２　 试剂

１２ 种标准品： 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）、玉米赤

霉烯酮（ＺＥＮ）、脱氧雪腐镰刀菌烯醇（ＤＯＮ）、３⁃乙酰化脱氧雪腐镰刀菌烯醇（３⁃ＡＤＯＮ）、１５⁃乙酰化脱氧雪腐镰刀菌烯醇

（１５⁃ＡＤＯＮ）、伏马毒素 Ｂ１（ＦＢ１）、伏马毒素 Ｂ２（ＦＢ２）、伏马毒素 Ｂ３（ＦＢ３）及１３Ｃ⁃脱氧雪腐镰刀菌烯醇同位素（ １３Ｃ⁃ＤＯＮ）均
购自（美国 Ｐｒｉｂｏｌａｂ 公司）； 质控样购自（美国 Ｒｏｍｅｒ Ｌａｂｓ Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ Ｇｍｂｈ 公司）； 甲醇、乙腈购自（色谱纯， 美国 Ｓｉｇｍａ⁃
Ａｌｄｒｉｃｈ 公司）； 实验室所用水为去离子水．
１．３　 实验方法

实验材料　 桑椹购自昆明市区内农贸市场及水果店， 提前将 ２ 份新鲜桑椹冰箱冷藏存储４８ ｈ，２ 份室温敞口放置

４８ ｈ，让其产生较明显的霉菌．实验分析时另购买桑椹同时进行实验．
标准溶液的配制　 用乙腈将 １１ 种真菌毒素的单标标准溶液稀释为 １ μｇ·ｍＬ－１的混合标准储备液， １３Ｃ⁃ＡＤＯＮ 稀释
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为 ２５０ μｇ·Ｌ－１， 由于各种真菌毒素的响应程度不同， 配制成不同浓度的标准系列溶液， 使用时用初始比例的流动相溶液

配制成标准工作液， 每个标准工作液中均含有 ２０ μＬ １３Ｃ⁃ＤＯＮ 的内标物质．
样品溶液的制备　 分别精确称取经粉碎均匀后的桑椹样品 ５．０ ｇ， 置于 ５０ ｍＬ 具塞离心样品管中， 加入 １０ ｍＬ ７０％

甲醇水溶液， 于超声仪上超声提取 １ ｈ，离心 ５ ｍｉｎ （１００００ ｒ·ｍｉｎ－１）， 量取 ５ ｍＬ 上清液通过 Ｍ２２６ 多功能净化柱净化．准
确量取 ２ ｍＬ 净化后的样品溶液， 用氮吹仪浓缩至干， 最后用初始比例的流动相溶解并定容至 １ ｍＬ， 经 ０．２２ μｍ 微孔滤

膜过滤，待测备用．
液相色谱条件　 色谱柱为 Ｗａｔｅｒｓ Ａｃｑｕｉｔｙ ｕｐｌｃ ｈｓｓ Ｔ３ Ｃ１８柱 （２．１ ｍｍ ×１００ ｍｍ， １．８ μｍ）， 流动相 Ａ 为乙腈， Ｂ 为

０．２％氨水溶液， 流速为 ０．３ ｍＬ·ｍｉｎ－１， 柱温为 ４０ ℃， 进样体积为 ５ μＬ， 运行 ６．０ ｍｉｎ．
质谱条件　 离子源： 电喷雾离子源（ＥＳＩ）； 离子源温度： ６００ ℃；扫描方式： 负离子扫描；离子喷雾电压： －４５００．０ Ｖ；

气帘气压力： ２５ ｐｓｉ； 雾化气压力： ５５ ｐｓｉ； 辅助气压力： ５５ ｐｓｉ； 检测模式： 多反应监测（ＭＲＭ）模式．由 Ｑ１ ＭＳ 全扫描模

式确定 １２ 种化合物的母离子（Ｍ１－）ｍ ／ ｚ，ＭＳ２ 碎片离子扫描模式确定各碎片离子的信息， 选取峰值相对较高的 ２ 个碎

片离子作为定量和定性离子， 并通过 ＭＲＭ 扫描模式优化质谱锥孔电压及碰撞能．具体参数见表 １．

表 １　 １２ 种真菌毒素的 ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 测定参数

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

ＤＯＮ １．９３ ２９５．０
１３７．９∗ １００ ６０ ２１

２６５．１ １００ ６０ １４

３⁃ＡＤＯＮ ２．６１ ３３７．０
３０７．１∗ １００ ５５ １３

１７３．０ １００ ５５ １３

１５⁃ＡＤＯＮ ２．５３ ３３７．０
１５０．０∗ １００ ６１ ２０

２１９．０ １００ ６１ １４

１３Ｃ⁃ＡＤＯＮ １．９２ ３１０．０
２７９．１ １００ ５９ １５

１４４．９ １００ ５９ ２３

ＦＢ１ ０．９１ ７２０．２
１５７．０∗ １００ １４０ ４２

５６２．３ １００ １４０ ３５

ＦＢ２ ０．９１ ７０４．２
５４６．２∗ １００ １１０ ３４

１５７．１ １００ １１０ ４０

ＦＢ３ ０．９０ ７０４．２
１５６．９∗ １００ １１０ ４０

５４６．３ １００ １１０ ３５

ＡＦＢ１ ３．４４ ３１０．９
２６７．１∗ １００ ５０ ４０

１８２．９ １００ ５０ ４５

ＡＦＢ２ ３．２３ ３１３．０
２１４．０∗ １００ ７０ ４４

２４１．９ １００ ７０ ３７

ＡＦＧ１ ３．２０ ３２７．０
２３９．８∗ １００ ４０ ３０

２８３．１ １００ ４０ １４

ＡＦＧ２ ３．００ ３２８．９
２８４．９∗ １００ ４２ １４

２４２．８ １００ ４２ ２６

ＺＥＮ ２．０５ ３１７．０
１７５．０∗ １００ １１０ ３１

１３０．９ １００ １１０ ３６

　 　 注： ∗为定量离子．

２　 结果与讨论

２．１　 流动相比例的选择

采用梯度洗脱方式进行分离检测．梯度洗脱程序为：０—０．５ ｍｉｎ， ５％Ａ—３０％Ａ； ０．５—３．０ ｍｉｎ， ３０％Ａ—６０％Ａ； ３．０—
３．５ ｍｉｎ， ６０％Ａ—９５％Ａ； ３．５—４．５ ｍｉｎ， ９５％Ａ； ４．５—５．０ ｍｉｎ， ９５％Ａ—２０％Ａ； ５．０— ６．０ ｍｉｎ， ５％Ａ．按照上述最佳条件下

得到 １１ 种真菌毒素的多反应监测 ＭＲＭ 色谱图．
２．２　 方法的线性关系、检出限及定量限

由于 １１ 种真菌毒素在质谱 ＭＲＭ 模式下响应程度不同， 将 １１ 种真菌毒素分别配制成不同浓度的混合标准系列溶

液， 以定量离子碎片离子峰的峰面积为纵坐标， 标准物质的质量浓度为横坐标， 绘制标准系列曲线， 实验表明， １１ 种真

菌毒素在负离子模式下均呈良好的线性关系，具体数据见表 ２．各真菌毒素标准溶液线性范围的最低浓度点稀释并进样

测定， 以 ３ 倍信噪比（Ｓ ／ Ｎ）所对应的浓度计算检出限（ＬＯＤ）， 以 １０ 倍信噪比（Ｓ ／ Ｎ）所对应的浓度计算定量限（ＬＯＱ），
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具体结果见表 ２．

表 ２　 １１ 种真菌毒素的线性方程、线性范围、相关系数、检出限及定量限

真菌毒素 线性方程
线性范围 ／
（μｇ·Ｌ－１）

相关系数
检出限 ／

（μｇ·ｋｇ－１）
定量限 ／

（μｇ·ｋｇ－１）

ＤＯＮ Ｙ＝ ２．４６×１０５Ｘ＋２４１８．５８ ０．０５—１５．００ ０．９９９４ ０．０５ ０．１５

３⁃ＡＤＯＮ Ｙ＝ １．６２×１０５Ｘ＋２１７４．６９ ０．０５—１５．００ ０．９９９６ ０．０５ ０．１５

１５⁃ＡＤＯＮ Ｙ＝ ３．２１×１０４Ｘ＋３８０．２６ ０．０５—１５．００ ０．９９８ ０．０５ ０．１５
ＦＢ１ Ｙ＝ ３．９６×１０３Ｘ－３５４８．３２ ０．１—２０．００ ０．９９９４ ０．１ ０．３３
ＦＢ２ Ｙ＝ １．２６×１０４Ｘ－１５７８．３６ ０．１—２０．００ ０．９９８ ０．１ ０．３３
ＦＢ３ Ｙ＝ １．５４×１０４Ｘ－２４２６．５４ ０．１—２０．００ ０．９９８ ０．１ ０．３３
ＡＦＢ１ Ｙ＝ ２．８７×１０４Ｘ－７５４６．３２ ０．５—１５．００ ０．９９９１ ０．０５ ０．１５
ＡＦＢ２ Ｙ＝ ２．６３×１０４Ｘ－１４８７５．２１ ０．５—１５．００ ０．９９９４ ０．０２ ０．０７
ＡＦＧ１ Ｙ＝ ３．５４×１０５Ｘ－４３２５．１２ ０．５—１５．００ ０．９９９３ ０．０５ ０．１５
ＡＦＧ２ Ｙ＝ ３．５９×１０４Ｘ－１３４２．３２ ０．５—１５．００ ０．９９９３ ０．０２ ０．０７

ＺＥＮ Ｙ＝ ４．５９×１０５Ｘ－１５６４．３２ ０．１—２０．００ ０．９９９７ ０．０５ ０．１５

２．３　 加标回收率和精密度

分别称取 １８ 份 ５．０ ｇ 新鲜桑椹样品， 根据 １１ 种真菌毒素的标准线性范围， 进行添加 １．０、２．０、５．０ μｇ·ｋｇ－１不同浓度

的加标回收实验，每个浓度进行 ６ 个水平测定， 按照“１．４．２”前处理条件处理并测定，同时测定相对标准偏差，加标回收

率范围为 ７０．６％—１０４．３％， 相对标准偏差范围为 ０．７４％—７．２７％．
２．４　 稳定性和准确度

混合标准溶液在放置 ０、５、１２、２８、４８ ｈ 后分别进样 ５ μＬ， 由各真菌毒素峰面积计算相对标准偏差， 黄曲霉毒素 Ｂ１为

０．７９％、黄曲霉毒素 Ｂ２为 ０．６８％、黄曲霉毒素 Ｇ１为 ０．７４％、黄曲霉毒素 Ｇ２为 ０．８１％、玉米赤霉烯酮为 １．７６％、脱氧雪腐镰刀

菌烯醇为 １．８９％、３－乙酰化脱氧雪腐镰刀菌烯醇为 ２．２１％、１５⁃乙酰化脱氧雪腐镰刀菌烯醇为 ２．３４％、伏马毒素 Ｂ１ 为

３．５７％、伏马毒素 Ｂ２为 ３．６４％、伏马毒素 Ｂ３为 ４．２１％．实验数据表明 １１ 种真菌毒素在 ４８ ｈ 内处于稳定状态．
分别准确称取不同浓度的真菌毒素质控样 ５．０ ｇ 各 ３ 份进行处理并进行检测（结果见表 ３）． 实验结果表明，检测值

均在质控样标准证书参考值允许范围内， 样品提取效率较高，实验数据准确度良好．

表 ３　 准确度实验结果（μｇ·ｋｇ－１）
真菌毒素 ＤＯＮ ＦＢ１ ＦＢ２ ＦＢ３ ＡＦＢ１ ＡＦＢ１ ＺＥＮ

检测平均值 ７９１ ６１３ １４０ ９０ ３．９ ９．０ ８６

参考值±扩展不确定度 ８２１±６４ ６６７±７８ １５６±２１ ８９±２２ ４．３±１．４ ８．８±３．１ ８７±７

３　 结论

通过对桑椹样品进行实验分析，均未检测出 １１ 种真菌毒素，实验数据表明日常食用的新鲜桑椹在短期储存内不易

滋长已知的 １１ 种真菌毒素，但亦要做好存储工作．该超高效液相色谱⁃串联质谱法测定 １１ 种真菌毒素的线性关系良好，
加标回收率较好，样品前处理便捷，准确度及灵敏度较高，适于桑椹中多种真菌毒素的检测．




