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摇 摇 摘要:摇 为了测定多种粮食样品中的赭曲霉毒素 A(Ochratoxins A, OTA),建立了一种固相萃取鄄高效液相色谱

串联质谱的检测方法。 小麦、玉米、大豆和大米样品经乙腈鄄水(体积比 80 颐 20)提取后,采用氨基固相萃取柱进行

富集和洗脱,高效液相色谱串联质谱法进行检测。 结果表明,不同粮食中赭曲霉毒素 A 在 0郾 5 ~ 10郾 0 滋g / kg线性关

系良好,相关系数( r)为 0郾 999,定量限和检出限分别为 0郾 50 滋g / kg和 0郾 25 滋g / kg,日内和日间精密度的相对标准偏

差(RSD)分别为 1郾 71% ~ 3郾 53% 和 0郾 69% ~ 1郾 58% ,重复性的相对标准偏差为 3郾 72% ~ 5郾 56% ,加标回收率为

83郾 2% ~ 98郾 6% ,相对标准偏差为 2郾 26% ~ 6郾 25% 。
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摇 摇 Abstract:摇 In order to determine the ochratoxin A (OTA) in different grains, a method was developed for the deter鄄
mination of OTA in wheat, corn, soybean, and rice by solid鄄phase extraction (SPE)鄄high performance liquid chromatogra鄄
phy鄄tandem mass spectrometry (LC鄄MS / MS). After extracted by acetonitrile鄄water (80 颐 20, V / V) and purified with
NH2 鄄SPE column, OTA was detected by HPLC鄄MS / MS. The results showed that the linear correlation coefficient ( r) was

greater than 0郾 999 in the range of 0郾 5鄄10郾 0 滋g / kg. The limits
of quantitation (LOQ) and detection (LOD) were 0郾 50 滋g / kg
and 0郾 25 滋g / kg, and the relative standard deviation (RSD) of
repeatability was ranged from 3郾 72% to 5郾 56% . The RSD of in鄄
tra鄄day and inter鄄day precision were ranged from 1郾 71% to
3郾 53% and 0郾 69% to 1郾 58% , respectively. At different spiked
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levels, the recoveries were ranged from 83郾 2% to 98郾 6% , and the RSD was ranged from 2郾 26% to 6郾 25% .
Key words:摇 solid鄄phase extraction; HPLC鄄MS / MS; ochratoxin A; grain

摇 摇 赭曲霉毒素(Ochratoxins)是由曲霉属和青霉属等

部分产毒菌株产生的一组结构类似的有毒代谢物质。
赭曲霉毒素包括 7 种结构类似的化合物,其中以赭曲

霉毒素 A(Ochratoxins A,OTA)毒性最强,分布最广,各
种谷物和豆类受赭曲霉毒素 A 污染较为严重[1鄄2]。 赭

曲霉毒素 A 可溶于极性有机溶剂和稀碳酸氢钠溶液,
微溶于水,赭曲霉毒素 A 的化学名称为 7鄄(L鄄茁鄄苯基丙

氨基鄄羰基)鄄羧基鄄5鄄氯代鄄8鄄羟基鄄3,4鄄二氢化鄄3R鄄甲基

异氧杂奈邻酮(香豆素),分子式为 C2OH18ClNO6,化学

结构中含有一个羧基基团。 动物毒性试验结果表明,
赭曲霉毒素 A 具有免疫抑制毒性、神经毒性、致畸性及

致癌性[3]。 1993 年,国际癌症研究中心已将赭曲霉毒

素 A 列为可能的人类致癌物[4]。 世界各国均重视对赭

曲霉毒素 A 的检测和控制,制定了相关的限量标准。
中国在 2011 年最新颁布的国家食品安全标准《食品中

真菌毒素限量》规定了谷物及其制品中赭曲霉毒素 A
的最高限量值为 5 滋g / kg[5]。

目前,国内外对于粮食中赭曲霉毒素 A 检测的

前处理方法主要是免疫亲和层析柱法[6鄄12]、多功能

净化柱法[13鄄14]和固相萃取法[3, 8, 15]。 免疫亲和层析

柱法因其选择性高,特异性强,样品回收率较高,准
确度高,已被国内外列为标准赭曲霉毒素 A 检测净

化技术[16],但缺点是成本高。 目前国内尚无针对粮

食中赭曲霉毒素 A 的多功能净化柱,需依赖进口,
价格较为昂贵。 固相萃取法是一种相对廉价而有效

的方法,目前国内外也有将其纳为检测标准技术的

例子[17鄄18],但大多存在着前处理复杂,能处理的粮

食种类有限等问题。 因此迫切需要建立一种适用于

多种粮食、灵敏、简单和成本低廉的检测方法。 本研

究根据赭曲霉毒素 A 化学结构,采用氨基固相萃取

柱富集净化,优化洗脱试剂组成,改进流动相组成并

利用高效液相色谱串联质谱法进行分析,以期建立

一种可用于小麦、玉米、大豆和大米等大量粮食样品

中赭曲霉毒素 A 的定量检测方法。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 仪器与试剂

主要仪器有高效液相色谱 LC20A(日本岛津公

司产品)、质谱 AB6500(美国 AB 公司产品)、氨基固

相萃取柱(500 mg,6 ml,上海安谱公司产品)、0郾 22
滋m 有机滤膜(天津津腾公司产品)、固相萃取仪 Vi鄄
siprep 24TM DL(美国 Supelco 公司产品)、电子天平

YP30002(上海佑科仪器公司产品)、 电子天平

BT125D(德国 Sartorius 公司产品)、离心机 5810R
(德国 Eppendorf 公司产品)、氮吹仪 N鄄WVAPTM 112
(美国 Organomation 公司产品)。

赭曲霉毒素 A 标准品,纯度逸99% ,Romer 国际

贸易(北京)有限公司产品;乙腈,分析醇,天津科密

欧化学试剂有限公司产品;甲醇,色谱纯,德国 Mer鄄
ck 公司产品;甲酸,色谱纯,上海安谱公司产品;乙
酸铵,色谱纯,美国 Tedia 公司产品;实验用水为

Milli鄄Q 超纯水,美国 Millipore 公司生产。
1郾 2摇 液相色谱条件

色谱柱为 Waters AtlantisR T鄄3 色谱柱(4郾 6 mm伊
150 mm, 5 滋m)。 流动相:A 为水(含 0郾 1% 甲酸和

5 mmol / L乙酸铵),B 为甲醇。 采用线性梯度洗脱,
0 ~ 3 min,流动相中水相 ( A) 比例由 90% 下降到

10% ;3 ~ 5 min, 保持流动相中水相 (A) 比例为

10% ;5 ~ 7 min,流动相中水相(A)比例由 10%上升

至 90% ;7 ~ 10 min,保持流动相中水相(A)比例为

90% 。 单次样品运行时间总共为 10 min。
1郾 3摇 质谱条件

离子化模式为电喷雾电离正离子模式(ESI+),
多反应监测(MRM),离子源温度 500 益,驻留时间

100 ms,雾化气压 34郾 5 kPa,辅助气压 34郾 5 kPa,喷
雾电压5 500 V,碰撞室射出电压 6 V。 赭曲霉毒素

A 的质谱参数见表 1。

表 1摇 赭曲霉毒素 A 质谱条件参数

Table 1摇 HPLC鄄MS / MS parameters for OTA

化合物
保留时间
(min)

母离子质荷比
(m / z)

特征离子质荷比
(m / z)

碰撞能量
(eV)

OTA 3. 37 404 358. 0*,239. 0 32,20
*定量离子。

1郾 4摇 样品提取与净化

将粮食(小麦、玉米、大豆、大米)样品用粉碎机

粉碎至完全通过 0郾 5 mm 筛。 准确称取 5郾 0 g 样品

于 50 ml 具塞三角瓶中,准确量取并加入 25 ml 乙
腈鄄水(体积比 80 颐 20),置于摇床中 180 r / min 振荡
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30 min,静置 5 min 后,2 500 r / min 离心 5 min,取上

清,待净化。
将氨基固相萃取柱连接在固相萃取仪上,分别

取 5 ml 甲醇和甲醇鄄水(体积比 25 颐 75)活化。 准确

移取 5 ml 待净化的离心上清加入柱中,使上清液以

约 1 s 1 滴的流速通过氨基固相萃取柱,弃过柱液,
分别取 5 ml 甲醇鄄水(体积比 25 颐 75)和甲醇过柱淋

洗,弃淋洗液。
准确量取 10 ml 乙腈鄄甲酸(体积比 85 颐 15)加

入固相萃取柱,洗脱富集在固相萃取柱上的赭曲霉

毒素 A,流速约为 1 s 1 滴,收集全部洗脱液于干净

的玻璃试管中,氮气吹干,残留物加入 1 ml 流动相

溶液,于漩涡混合器上振荡 1 min,过 0郾 22 滋m 有机

滤膜,供 HPLC鄄MS / MS 检测。
1郾 5摇 基质标准曲线的建立

按 GB / T 25220鄄2010[19] 的方法对从市场购买的

小麦、玉米、大米和大豆样品进行检测,取未检出赭曲

霉毒素 A 的 4 种粮食用粉碎机粉碎至完全通过 0郾 5
mm 筛。 分别称取 5郾 0 g 未检出赭曲霉毒素 A 的空白

粮食样品,分别加入 50 ml 具塞三角瓶中,采用方法

1郾 4 提取净化,将赭曲霉毒素 A 标准品用上述空白基

质稀释,分别标定为 0郾 5 滋g / L、1郾 0 滋g / L、2郾 0 滋g / L、
5郾 0 滋g / L、10郾 0 滋g / L的系列标准工作液。
1郾 6摇 方法的精密度、重复性与回收率测定

采用本研究建立的方法对添加赭曲霉毒素 A
的粮食样品进行检测,测定方法的精密度、重复性与

回收率。 日内精密度测定:添加赭曲霉毒素 A 使其

终浓度为 1 滋g / kg,对添加后的 4 种粮食样品进行提

取与净化,1 d 内连续检测 6 次,计算日内精密度;日
间精密度测定:添加赭曲霉毒素 A 使其终浓度为 1
滋g / kg,提取净化后连续检测 3 d;重复性测定:添加

赭曲霉毒素 A 使其终浓度为 1 滋g / kg,重复提取、净
化、检测 6 次;回收率测定:分别在 4 种粮食中添加

赭曲霉毒素 A 使其浓度达到 1 滋g / kg、2 滋g / kg 、5
滋g / kg,每个添加浓度重复 3 次,测定该方法的回收

率和相对标准偏差(RSD)。

2摇 结果与分析

2郾 1摇 液相色谱流动相的选择

由于赭曲霉毒素 A 在 ESI+条件下产生的是[M+
H] +离子,酸性环境的流动相可明显改善谱峰形状,
乙酸铵可提高谱峰强度[20]。 本研究以水(含 0郾 1%甲

酸和 5 mmol / L乙酸铵)和甲醇为液相色谱流动相,赭
曲霉毒素 A 的峰形对称且灵敏度高(图 1)。

图 1摇 赭曲霉毒素 A(OTA)的总离子流图

Fig. 1摇 Total ion chromatogram of ochratoxin A (OTA)

2郾 2摇 方法的线性范围与灵敏度

取未检出赭曲霉毒素 A 的空白粮食样品进行

提取净化,将赭曲霉毒素 A 标准品用空白基质稀

释,分别标定为 0郾 5 滋g / L、1郾 0 滋g / L、2郾 0 滋g / L、5郾 0
滋g / L、10郾 0 滋g / L的系列标准溶液。 以赭曲霉毒素 A
浓度为横坐标(X),峰面积为纵坐标(Y)作线性回

归方程,根据 3 倍信噪比的峰响应值得到方法的检

出限,根据 10 倍信噪比的峰响应值得到线性范围的

下限。 结果显示,线性范围为 0郾 5 ~ 10郾 0 滋g / kg,相
关系数( r)为 0郾 999,检出限(LOD)为 0郾 25 滋g / kg,
定量限(LOQ)为 0郾 50 滋g / kg。
2郾 3摇 优化的赭曲霉毒素 A 洗脱条件

采用静态洗脱的方式,比较不同体积比的乙腈鄄
甲酸对富集赭曲霉毒素 A 的洗脱效果。 结果显示,
随着洗脱试剂中甲酸比例增高,洗脱效率随之增高,
乙腈鄄甲酸体积比为 85 颐 15 时,小麦、玉米、大米和

大豆中的洗脱效率均在 80% 以上。 但是,当乙腈鄄
甲酸体积比为 80 颐 20 时,小麦和玉米中的洗脱效率

仅分别上升了 0郾 4%和 0郾 2% ,而大米和大豆样品的

洗脱效率分别下降了 3郾 0%和 1郾 7% 。 因此,本方法

选择体积比为 85 颐 15 的乙腈鄄甲酸作为洗脱试剂。
2郾 4摇 方法的精密度、重复性与回收率

采用本方法对小麦、玉米、大米和大豆样品中添

加的 OTA 进行检测,结果表明,日内和日间精密度

相对标准偏差分别为 1郾 71% ~ 3郾 53% 和 0郾 69% ~
1郾 58 % ,重复性相对标准偏差为 3郾 72% ~ 5郾 56% ,
加标回收率为 83郾 2% ~ 98郾 6% , 相对标准偏差

(RSD)2郾 26% ~6郾 25% (表 2)。
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表 2摇 不同 OTA 添加水平的添加回收率

Table 2摇 Recoveries of spiked samples with different OTA concen鄄
trations

样品
添加量
(滋g / kg)

回收率
(% )

相对标准偏差
(RSD)(% )

小麦 1 98. 6 6. 25

2 91. 4 4. 87

5 93. 6 2. 56

玉米 1 90. 1 5. 23

2 86. 8 3. 98

5 88. 5 4. 11

大米 1 93. 2 4. 71

2 87. 2 3. 45

5 91. 6 2. 26

大豆 1 89. 6 5. 42

2 83. 2 3. 87

5 87. 1 3. 20

2郾 5摇 不同前处理方法的比较

目前应用于粮食中赭曲霉毒素 A 检测的前

处理方法主要有免疫亲和层析柱法、多功能净化

柱法和固相萃取法等(表 3) 。 比较这些方法后

发现,本方法在粮食中的加标回收率为 83郾 2% ~
98. 6% ,回收率相对较高;本方法的定量限为

0郾 5 滋g / kg,低于多功能净化柱和其他固相萃取

柱,与采用免疫亲和层析柱测定小麦粉中赭曲霉

毒素 A 的定量限一致,仅低于采用免疫亲和层析

柱测定玉米中赭曲霉毒素 A 的定量限 ( 0郾 25
滋g / kg) 。 本方法的检测灵敏度较高,采用的氨基

固相萃取柱价格远低于免疫亲和层析柱和多功

能净化柱,适用于大量粮食样品中赭曲霉毒素 A
的定量分析。

表 3摇 本方法与文献报道方法检测结果的比较

Table 3摇 Comparison of detection results obtained by this method and literature methods

摇 样摇 品 前处理方法 定量限(滋g / kg) 回收率(% ) 参考文献

玉米 免疫亲和柱 0. 25 75. 9 ~ 105. 7 [6]

小麦粉 免疫亲和柱 0. 50 86. 1 ~ 95. 7 [9]

麦类 多功能净化柱 1. 00 60. 0 ~ 85. 0 [13]

面粉 SPE鄄SAX 固相萃取 5. 00 93. 7 [15]

小麦、大米 SPE鄄C18固相萃取 2. 00 81. 5 ~ 97. 6 [8]

小麦、玉米、大米和大豆 SPE鄄NH2 固相萃取 0. 50 83. 2 ~ 98. 6 本方法

3摇 讨 论

赭曲霉毒素 A 具有极大危害性且广泛分布,对
人类健康、食品安全和国际贸易产生了严重的影响。
世界各国纷纷制定了赭曲霉毒素 A 的检测标准和

在食品、饲料等中的限量标准。 中国在赭曲霉毒素

A 检测方面的研究相对落后,虽然已经制定了高效

液相色谱和荧光光度法以及高效液相色谱鄄串联质

谱法等[19,21鄄23],但大多采用免疫亲和层析柱法,该方

法在样品前处理过程中净化时间长,成本较高,无法

满足基层实验室对大量样品的检测需要。 目前,国
内尚未制定利用固相萃取结合高效液相色谱串联质

谱方法检测多种谷物中赭曲霉毒素 A 的国家标准。
摇 摇 本研究用乙腈 颐 水(体积比 80 颐 20)作为提取

剂,离心取上清,经氨基固相萃取柱富集,以乙腈鄄甲

酸(体积比 85 颐 15)洗脱,经高效液相色谱串联质谱

法对来自不同地区的 40 份粮食样品(小麦、玉米、
大米和大豆样品各 10 份)进行了测定,仅在 1 份玉

米样品中检测出赭曲霉毒素 A,含量为 5郾 01 滋g / kg。
应用结果表明,本方法前处理简单,重复性好,回收

率高,灵敏度高,成本低,适用于大量粮食样品中赭

曲霉毒素 A 的定量分析。
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