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摘要：建立了浓缩苹果汁中链格孢霉素、链格孢酚、腾毒素、链格孢酚甲醚 ( 种毒素残留量的固相萃取 4超高效液相
色谱 4串联质谱检测方法。样品用水稀释后，用 0/ &!> 固相萃取柱净化，外标法定量。测定时用 >3? @#$ 色谱柱
（+" )) . !/ # ))，#/ ’ !)）分离，乙腈和水梯度洗脱，质谱测定采用多反应监测（ABA）模式。( 种链格孢霉毒素
的测定低限在 #/ " % +/ " !; . C 范围内，加标回收率为 ’’/ $D % ##’/ !D，相对标准偏差均低于 */ ’D。该方法灵敏、稳
定、可靠，可用于浓缩苹果汁样品中 ( 种链格孢霉毒素的检测和确证。
关键词：超高效液相色谱 4串联质谱法；链格孢霉素；链格孢酚；腾毒素；链格孢酚甲醚；浓缩苹果汁
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) ) 链格孢霉（;1’%."*.(*）是一类广泛分布于泥土
和各种农作物里的真菌，能引起冷藏的蔬菜、水果的

腐败，是污染食物最普遍的真菌之一，也是苹果生长

过程中重要的致病菌之一［#］。其有毒代谢产物比

较复杂，达 ’" 多种，统称为链格孢霉毒素。链格孢
霉素（ 5#N’:G’:’，EC2）、链格孢酚（ 5#N’+:5+6"#，

E,?）、腾毒素（ N’:N"T6:）、链格孢酚甲醚（ 5#N’+:5+4
6"# )":")’N7R# ’N7’+，EA3）是 ( 种主要的链格孢
霉毒素，这些毒素具有细胞毒性［!］，对动物有胚胎

毒性和致畸性等［&］，对人体健康危害较大。对浓缩

苹果汁中这些毒素进行检测对于控制产品的质量安

全、维护人们的饮食健康有重要的意义。但我国目
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前还未见有相关的检测方法报道。

! ! 目前食品中链格孢霉毒素的检测方法主要有薄
层色谱法［$］、液 相 色 谱 法［% & ’］、液 相 色 谱!质 谱
法［( & ""］、气相色谱!质谱法［"#］、实时聚合酶链反应

（ "#$%&’()*’ +,)-. (’)+/-#.，012）定量分析［")］

等，但未见同时测定浓缩苹果汁中链格孢霉素、链格

孢酚、腾毒素、链格孢酚甲醚这 $ 种毒素的文献报
道，而且相关方法均为普通高效液相色谱检测，检测

时间较长。本文利用聚苯乙烯!二乙烯基苯共聚物
（03 456）固相萃取柱净化样品，超高效液相色谱!
串联质谱法（7081!93 : 93）同时检测浓缩苹果汁
中 $ 种链格孢霉毒素，建立的方法简便、快速、准确、
稳定。

!" 实验部分

! ! !" 仪器与试剂
! ! ;+<=-/%>9 超高效 液 相 色 谱 仪，配 ?=)//(#
0(’&-’( @A 串联质谱仪、电喷雾电离（ A3B）接口
（美国 C)/’(* 公司）；甲醇、乙腈、正己烷和乙酸乙
酯（均为 D081 级，美国 >A4B; 公司）；超纯水（由
美国 9-$$-"#(’ 公司 9-$$-!? 超纯水净化系统制备）；
03 456 固相萃取柱（%** &E，+ &8；美国 ;E-$’./

公司）；3="’$+$’). AF5B>9 !"( 固相萃取柱（ %**
&E，) &8；美国 3="’$+# 公司）；3="’$+$’). 81!
FD# 固相萃取柱（%** &E，) &8；美国 3="’$+# 公
司）；G)*-* D86 固相萃取柱（+* &E，) &8；美国
C)/’(* 公司）；链格孢霉素、链格孢酚和链格孢酚甲
醚标准品（美国 3-E&) 公司）；腾毒素标准品（英国
;"#$$#*+-’./-H-+ 公司）。
! ! #" 测定条件
! ! # ! !" 超高效液相色谱条件
! ! 色谱柱：6AD 1"( 色谱柱（%* && , #- " &&，
"- ’ !&；C)/’(* 公司）；柱温：)% I；样品室温度：
"% I；流动相：乙腈和水；梯度洗脱程序：在 * . )
&-. 内乙腈由 "%J 线性递增至 ’*J，保持 *- % &-.，
然后在 *- " &-. 内恢复至 "%J，并保持 "- $ &-.；流
速：*- ) &8 : &-.；进样量：%- * !8。
! ! # ! #" 质谱条件
! ! 电喷雾离子源；负离子扫描；多反应监测
（929）模式检测；毛细管电压 ) K5；萃取电压 ) 5；
离子源温度 ""% I；脱溶剂温度 $** I；脱溶剂气流
量 +** 8 : ,；锥孔气流量 %* 8 : ,；碰撞室氩气流量
*- # &8 : &-.；光电倍增器电压 +%* 5。$ 种链格孢霉
毒素的监测离子、锥孔电压、碰撞池电压如表 " 所示。

表 !" $ 种链格孢霉毒素的串联质谱测定参数
"#$%& !" ’( ) ’( *#+#,&-&+. /0+ -1& /02+ !"#$%&’%(’ -0345.

1#&"#.’./ 0)(’./ -#.（! " #） 1#.’ L#$/)E’ : 5 M()E&’./ -#.（! " #）（ +#$$-*-#. ’.’(E% : ’5）
;$/’.=’.’ #/" N "$ #% #$’ N *(!（"(）；##/ N *$（"(）
;$/’(.)(-#$ #%’ N "* $% #") N *(!（##）；"$+ N (’（)*）
>’./#O-. $") N )’ )% "$* N /+!（##）；#’" N #%（"(）
;$/’(.)(-#$ &#.#&’/,%$ ’/,’( #’" N "% )( #%+ N ""!（##）；##( N "*（)*）

! ! <=)./-H-+)/-#. -#.N

! ! %" 样品处理
! ! 称取 % E 浓缩苹果汁试样（精确到 *- *" E），置
于 %* &8 具塞离心管中，加入 #* &8 超纯水，振荡
提取 " &-.。将 03 456 固相萃取柱依次用 + &8
甲醇、"* &8 水活化，取提取液上样；用约 % &8 水洗
涤离心管，洗涤液并入上样液中；再依次用 % &8
水、"* &8 甲醇!水（# 0 (，L : L）淋洗固相萃取柱，减
压抽干 #* &-.；用 "* &8 正己烷淋洗固相萃取小
柱，弃去所有淋洗液，减压抽干 " &-.；用 #* &8 乙
酸乙酯洗脱，收集洗脱液，于 $* I水浴中减压蒸至
近干，再用氮气吹干；用 "- * &8 乙腈!水（"0 "，L : L）
溶解残渣并定容，过 *- # !& 微孔滤膜，滤液待测定。

#" 结果与讨论

# ! !" 样品前处理条件的选择
! ! 链格孢霉毒素检测时多采用文献［+］建立的样

品净化方法。该方法分 1"(柱净化和氨基柱净化两

步，净化过程中需要 ) 次活化固相萃取柱、# 次上
样、$ 次淋洗、# 次洗脱、# 次浓缩，共需要 "* 种溶
剂，操作十分复杂，净化过程不易控制，而且相关报

道多数仅用于检测 ;GD 和 ;9A 残留。也有采用
D86 固相萃取柱净化的报道［’］，但其仅对 ;GD 有
较好的回收率。本文选择 03 456 柱净化样品，对
浓缩苹果汁中 $ 种链格孢霉毒素同时提取、净化。
比较了 ) 种不同净化方法的加标回收率（加标量均
为 "* !E : KE），样品提取均采用本文的方法，每种净
化方法 # 个平行样，结果见表 #。文献报道的两种
净化方法对 ;GD 均能获得较好的回收率，但对其
他 ) 种链格孢霉毒素的回收率均不理想，特别是
;8> 的回收率均不到 )*J；而采用本文所用的 03
456 柱进行提取、净化，$ 种链格孢霉毒素的加标回
收率均能达到 (*J 以上，操作也较简便。

·/#""·
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表 !" # 种样品净化方法对 $ 种链格孢霉毒素的添加回收率
!"#$% !" &%’()%*+%, (- -(.* !"#$%&’%(’ /(0+1, #2 #

3+--%*%1/ ,"45$% 5.*+-+’"/+(1 4%/6(3, !

"#$%#&’&(
"#" )&*

)$+&#%,#%-.
/01 2#.3$&

456 /01
2#.3$&

0/ 786
/01

2#.3$&

9.(’&3’&’ !$ : %，!! : " !& : ’，!$ : " "( : !，’) : ’
9.(’,&),+#. (* : %，#$% : ! #$& : "，### : ) "# : )，##" : !
;’&(#<+& )# : ’，)" : ) (! : #，%) : & ’) : "，"& : *
9.(’,&),+#.
$#&#$’(=-. ’(=’,

)$ : (，($ : * (" : "，(! : & "" : %，#$’ : $

图 !" $ 种链格孢霉毒素的质谱裂解途径
7+89 !" :; -*"84%1/"/+(1 5"/6<"2, (- /6% -(.* !"#$%&’%(’ /(0+1,

+ + 实验中考察了 0/ 786 固相萃取柱的淋洗及洗
脱条件。用 #$ $5 !$! 甲醇溶液淋洗，可有效去除
浓缩果汁中的糖类及有机酸类等极性大的物质，有

效降低色谱分离时的干扰及质谱测定时的样品基质

效应。接着采用正己烷淋洗，可进一步去除脂溶性

杂质。洗脱时考察了甲醇和乙酸乙酯两种溶剂，用

#$ $5 甲醇即可洗脱完全，但有明显的黄色色带同
时被洗脱；而用 !$ $5 乙酸乙酯可洗脱完全，且只
有少量黄色杂质被洗脱，净化效果优于甲醇。

+ + 在 #, * 节所述的样品前处理条件下，链格孢霉
毒素混合标准溶液（均为 % !> ? 5）及浓缩苹果汁样
品的总离子流图如图 # 所示。

图 %" （"）$ 种链格孢霉毒素混合标准溶液、（#）浓缩苹果汁
阳性样品和（ ’）阴性样品的总离子流色谱图

7+89 %" !(/"$ +(1 ’6*(4"/(8*"4, (-（"）/6% -(.*
!"#$%&’%(’ /(0+1, ,/"13"*3 ,($./+(1，（#）
" 5(,+/+)% "55$% =.+’% ’(1’%1/*"/% ,"45$%
"13（ ’）" #$"1> ,"45$%

+ # : ).(’&3’&’；! : ).(’,&),+#.；* : (’&(#<+&；) : ).(’,&),+#. $#&@
#$’(=-. ’(=’,:

! 9 !" 目标物的质谱裂解途径分析
+ + ) 种目标物的母离子与主要裂解碎片的裂解途
径见图 !。95;、9A4 和 9B1 均为二苯并吡喃酮类
化合物，化学结构中均含有较多的羟基，而腾毒素化

·$*##·
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学结构中含有较多的羰基，在质谱检测时均适合采

用负离子电离模式。实验中选择每种毒素丰度较

高、稳定性较好的两个离子碎片作为定量和定性离

子。本研究采用 "#$ 负离子扫描模式，化合物通过
一级电离失去一个氢原子，得到带负电荷的母离子，

然后再通过氩气碰撞，得到子离子碎片。图 # 中列
出的两个子离子碎片即为本实验中选择的定量和定

性离子。

! ! "# 线性关系、测定低限及加标回收率
! ! 配制质量浓度为 #% &、’% &、"&% &、#&% &、’&% & 和
"&&% & !% & ’ 的 $ 种链格孢霉毒素混合标准溶液，按

"% # 节的条件进样检测，以标准溶液中分析物的质
量浓度（!，!% & ’）为横坐标，峰面积（"）为纵坐标
作图，$ 种毒素的线性关系及标准溶液的定量限
（’()）（以信噪比（# $ %）为 "& 计）见表 (。
! ! 取空白样品，按 "% ( 节方法处理后定量添加 $
种毒素混合标准溶液，使溶液中 $ 种毒素的质量浓
度均为 ’% & !% & ’，进样检测。以 # $ % 为 "& 确定样
品检测的定量限，以 # $ % 为 ’ 确定样品检测的检出
限，链格孢霉素、链格孢酚、腾毒素、链格孢酚甲醚的

定量限依次为 "% &、&% )、&% #、&% ’ !% & *%，检出限依
次为 &% ’、&% $、&% "、&% #’ !% & *%。

表 "# $ 种链格孢霉毒素的线性方程、线性范围、相关系数和标准溶液的定量限
"#$%& "# ’&()&**+,- &./#0+,-*，%+-&#) )#-(&*，1,))&%#0+,- 1,&22+1+&-0*（ !），%+3+0* ,2

./#-0+2+1#0+,-（456）,2 07& 2,/) "#$%!&’!(’ 0,8+-*

+,-.,/0/1 20%30445,/ 067815,/ ’5/083 38/%0 &（!% & ’） & ’() &（!% & ’）
9:10/70/0 ! " * + ; ,(-! . ’ ; (() ’ ; & / "&& & ; ++(- ’ ; &
9:103/835,: ! " * (& ; $&&! . "& ; +(+ ’ ; & / "&& & ; ++") $ ; &
<0/1,=5/ ! " * ,$ ; --"! . + ; +-$ # ; & / "&& & ; ++)’ " ; &
9:103/835,: -,/,-01>?: 01>03 ! " * "+- ; &#$! . #& ; ##) ’ ; & / "&& & ; ++’) # ; ’

"：.08* 8308；!：-844 @,/@0/13815,/，!% & ’;

! ! 取空白浓缩苹果汁样品添加 #% &、’% &、"&% &
!% & *% ( 个水平的链格孢霉毒素，每个添加水平重
复测定 ’ 次，$ 种链格孢霉毒素的加标回收率为
--% )A 0 ""-% #A，相对标准偏差（ 2#B）均低于
+% -A（见表 $），表明回收率及重现性良好。

表 $# $ 种链格孢霉毒素的添加回收率及精密度（& % &）
"#$%& $# ’&1,9&)+&* #-: ;)&1+*+,-* 2,) 07& 2,/)

*;+<&: "#$%!&’!(’ 0,8+-*（& % &）

+,-.,/0/1 #.5*0C &（-% & *%） 20@,D03? & A 2#B & A
9:10/70/0 & ; ’ +( ; " + ; $

" ; & +- ; ( , ; +
# ; & "&# ; - ) ; (

9:103/835,: & ; ’ +$ ; , + ; -
" ; & +, ; ) + ; ,
# ; & "&& ; ) + ; (

<0/1,=5/ & ; ’ +, ; ’ ) ; -
" ; & +- ; " - ; $
# ; & +, ; ) , ; +

9:103/835,: & ; ’ +" ; ) - ; +
-,/,-01>?: " ; & +’ ; " , ; "
01>03 # ; & "&# ; " - ; ,

! ! $# 样品测定
! ! 利用该方法测定了 "’ 份浓缩苹果汁样品，其中
" 份检出腾毒素，含量为 "% # !% & *%；" 份检出链格
孢酚、腾毒素、链格孢酚甲醚，含量分别为 "% +、&% ’、
&% ) !% & *%；其余样品中均未检出相关毒素。

"# 结论

! ! 建立了一种浓缩苹果汁中$种链格孢霉毒素残

留检测的方法。该方法主要在样品净化方法上进行

了创新，并利用 EF’+!G# & G# 进行样品检测，提高
了检测效率。该方法简便、灵敏、稳定，可以为其他

样品中链格孢霉毒素的检测提供参考。
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