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　 　 摘要:　 选择 ６￣磷酸海藻糖(Ｔ６Ｐ)和海藻糖(Ｔｒｅ)在超高效液相色谱 ＵＰＬＣ 分离中的最佳色谱柱ꎮ 对 Ｔ６Ｐ 和

Ｔｒｅ 在 Ｃ１８柱、Ｋｉｎｅｔｅｘ Ｈｉｌｉｃ 柱、Ｔ３ 柱、Ｌｕｎａ􀅸ＮＨ２ 柱、Ｃｏｇｅｎｔ ｄｉａｍｏｎｄ Ｈｙｄｒｉｄｅ 柱和 ＢＥＨ Ａｍｉｄｅ 柱 ６ 种色谱柱中的色

谱行为进行对比研究ꎮ 结果表明ꎬＴ６Ｐ 和 Ｔｒｅ 在 Ｌｕｎａ􀅸ＮＨ２ 柱和 Ｔ３ 柱中分离效果较好ꎬ分别建立 Ｌｕｎａ􀅸ＮＨ２ 柱和

Ｔ３ 柱的 ＵＰＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ 检测方法ꎬ其检出限分别为１.２５~５􀆰 １０ μｇ / Ｌ和 １２.７５~１５􀆰 ６２ μｇ / Ｌꎬ定量限分别为３􀆰 ７５~１５􀆰 ６０
μｇ / Ｌ和３８􀆰 ２５~５２􀆰 ０３ μｇ / Ｌꎬ回收率分别为７１􀆰 ５％~ ８５􀆰 ７％和８２􀆰 ８％~ ９５􀆰 ６％ꎬ相对标准差分别为３􀆰 ８％~ ８􀆰 ５％和

２􀆰 ７％~３􀆰 ３％ꎬＬｕｎａ􀅸ＮＨ２ 柱的灵敏度高ꎬＴ３ 色谱柱的回收率高、稳定性好ꎮ ２ 种色谱柱均满足禾谷镰刀菌中 Ｔ６Ｐ
和 Ｔｒｅ 同时检测的要求ꎮ
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(１.Ｃｅｎｔｒａｌ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｚｈｅｎｊｉａｎｇ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ ｉｎ Ｈｉｌｌ Ａｒｅａ ｏｆ Ｊｉａｎｇｓｕ Ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ Ｊｕｒｏｎｇ ２１２００９ꎬＣｈｉｎａꎻ ２.Ｚｈｅｎｊｉａｎｇ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ ａｎｄ
Ｒｕｒａｌ Ｂｕｒｅａｕꎬ Ｚｈｅｎｊｉａｎｇ ２１２４００ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ３.Ｃｅｎｔｒａｌ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｊｉａｎｇｓｕ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ Ｎａｎｊｉｎｇ ２１００１４ꎬ Ｃｈｉｎａ)

　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｔｈｅ ｂｅｓｔ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｃｏｌｕｍｎ ｏｆ ｔｒｅｈａｌｏｓｅ￣６￣ｐｈｏｓｐｈａｔｅ (Ｔ６Ｐ) ａｎｄ ｔｒｅｈａｌｏｓｅ (Ｔｒｅ) ｉｎ ｕｌｔｒａ￣ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒ￣
ｍｏｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ(ＵＰＬＣ) ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｗａｓ ｓｅｌｅｃｔｅｄ. Ｔｈｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｂｅｈａｖｉｏｒｓ ｏｆ Ｔ６Ｐ ａｎｄ Ｔｒｅ ｉｎ ｓｉｘ ｋｉｎｄｓ ｏｆ
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｃｏｌｕｍｎｓ (Ｃ１８ ｃｏｌｕｍｎꎬ Ｋｉｎｅｔｅｘ ＨＩＬＩＣ ｃｏｌｕｍｎꎬ Ｔ３ ｃｏｌｕｍｎꎬ Ｌｕｎａ􀅸ＮＨ２ ｃｏｌｕｍｎꎬ Ｃｏｇｅｎｔ ｄｉａｍｏｎｄ ｈｙｄｒｉｄｅ
ｃｏｌｕｍｎ ａｎｄ ＢＥＨ Ａｍｉｄｅ ｃｏｌｕｍｎ) ｗｅｒｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ Ａｍｉｎｏ ｃｏｌｕｍｎ ａｎｄ Ｔ３ ｃｏｌｕｍｎ ｗｅｒｅ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｆｏｒ ｔｈｅ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｔ６Ｐ ａｎｄ Ｔｒｅ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔ. ＵＰＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ Ｔ６Ｐ ａｎｄ Ｔｒｅ ｉｎ Ｆｕｓａｒｉ￣
ｕｍ ｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ ｗｅｒｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ Ｌｕｎａ􀅸ＮＨ２ ｃｏｌｕｍｎ ａｎｄ Ｔ３ ｃｏｌｕｍｎꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔｓ ｏｆ Ｌｕｎａ􀅸
ＮＨ２ ｃｏｌｕｍｎ ａｎｄ Ｔ３ ｃｏｌｕｍｎ ｗｅｒｅ １􀆰 ２５－５􀆰 １０ μｇ / Ｌ ａｎｄ １２􀆰 ７５－１５􀆰 ６２ μｇ / Ｌꎬ ｔｈｅ ｌｉｍｉｔｓ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ３􀆰 ７５－１５􀆰 ６０
μｇ / Ｌ ａｎｄ ３８􀆰 ２５－５２􀆰 ０３ μｇ / Ｌꎬ ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｗｅｒｅ ７１􀆰 ５％－８５􀆰 ７％ ａｎｄ ８２􀆰 ８％－９５􀆰 ６％ꎬ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎｓ

(ＲＳＤ) ｗｅｒｅ ３􀆰 ８％－８􀆰 ５％ ａｎｄ ２􀆰 ７％－３􀆰 ３％ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.
Ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｂｙ Ｌｕｎａ􀅸ＮＨ２ ｃｏｌｕｍｎ ｈａｓ ｈｉｇｈ
ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｂｙ Ｔ３ ｃｏｌｕｍｎ ｈａｓ
ｈｉｇｈ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ ａｎｄ ｇｏｏｄ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ. Ｌｕｎａ􀅸ＮＨ２ ｃｏｌｕｍｎ
ａｎｄ Ｔ３ ｃｏｌｕｍｎ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
ｏｆ Ｔ６Ｐ ａｎｄ Ｔｒｅ ｉｎ Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ.

９９２１



Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｕｌｔｒａ￣ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ￣ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ(ＵＰＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ)ꎻ Ｆｕｓａｒｉｕｍ
ｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍꎻ ｔｒｅｈａｌｏｓｅ￣６￣ｐｈｏｓｐｈａｔｅꎻ ｔｒｅｈａｌｏｓｅꎻ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｃｏｌｕｍｎ

　 　 禾谷镰刀菌(Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ)是小麦、玉米

等农作物中最常见的病原菌[１￣５]ꎬ该菌致病ꎬ不仅导致

农作物产量下降ꎬ同时产生呕吐毒素ꎬ严重影响农产品

的品质和安全性[６￣８]ꎮ 海藻糖(ＴｒｅｈａｌｏｓｅꎬＴｒｅ)的生物合

成途径对真菌的致病力有至关重要的作用ꎬ据报道ꎬ禾
谷镰刀菌中敲除海藻糖合成途径的相关基因ꎬ禾谷镰

刀菌将丧失海藻糖合成能力ꎬ继而无法产生孢子ꎬ呕吐

毒素合成能力下降８６％[９￣１０]ꎮ ６￣磷酸海藻糖(Ｔｒｅｈａｌｏｓｅ￣
６￣ｐｈｏｓｐｈａｔｅꎬＴ６Ｐ)是 Ｔｒｅ 生物合成的中间体ꎬ是植物和

真菌中必不可少的信号代谢物[１１￣１４]ꎬ对禾谷镰刀菌中

Ｔ６Ｐ 和 Ｔｒｅ 进行定量检测ꎬ可以为禾谷镰刀菌生长和海

藻糖合成途径研究提供支撑ꎮ
Ｔｒｅ 属于糖类化合物ꎬ有较为成熟的检测方法ꎮ

Ｔ６Ｐ 属于酸性强糖ꎬ在微生物中含量极低ꎬ目前主要

采用气质联用(ＧＣ￣ＭＳ) [１０]和液质联用(ＬＣ￣ＭＳ) [１５￣１６]

２ 种方法检测ꎬＧＣ￣ＭＳ 需要衍生反应ꎬ前处理复杂ꎬ检
测时间长ꎬＬＣ￣ＭＳ 检测时间短ꎬ样品前处理简单ꎬ但主

要采用单级杆质谱扫描ꎬ母离子定性和定量检测ꎬ假
阳性概率较大[１７]ꎮ 另外ꎬ由于 Ｔ６Ｐ 具有强酸性质ꎬ为
强极性难保留和难分离的化合物ꎬ需采用亲水模式分

离ꎬ对色谱柱要求较高ꎬ据报道 Ｄｉｏｎｅｘ ＩｏｎＰａｃ ＡＳ１１￣
ＨＣ ｃｏｌｕｍｎ (２５０.０ ｍｍ×２􀆰 ０ ｍｍꎬ９􀆰 ０ μｍ) [１６]、ＳＩＥＬＣ
Ｐｒｉｍｅｓｅｐ ＳＢ ｃｏｌｕｍｎ (４.６ ｍｍ× １５０􀆰 ０ ｍｍꎬ ５􀆰 ０
μｍ) [１７]、Ｗａｔｅｒｓ Ａｃｑｕｉｔｙ ＢＥＨ ａｍｉｄｅ ｃｏｌｕｍｎ (３.０ ｍｍ×
１００􀆰 ０ ｍｍꎬ １􀆰 ７ μｍ) [１５]、 ＺＩＣ￣ＨＩＬＩＣ ＨＰＬＣ ｃｏｌｕｍｎ
(２.１ ｍｍ×１５０􀆰 ０ ｍｍꎬ３􀆰 ５ μｍ) [１８]和 ＡＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ
ＢＥＨ Ｃ１８ (２.１ ｍｍ×５０􀆰 ０ ｍｍꎬ１􀆰 ７ μｍ) [１９]均可用于

检测磷酸糖ꎬ除 Ｗａｔｅｒｓ Ａｃｑｕｉｔｙ ＢＥＨ ａｍｉｄｅ ｃｏｌｕｍｎ 可

以达到较大的分离度ꎬ具有较好的分离效果ꎬ其他色

谱柱均不同程度存在分离度低、色谱响应值低、色谱

峰拖尾、色谱柱使用寿命短等问题ꎮ 本研究根据 Ｔ６Ｐ
的强极性亲水性质ꎬ重新对色谱柱进行筛查ꎬ选择合

适的色谱柱ꎬ并建立同时检测禾谷镰刀菌中的 Ｔ６Ｐ 和

Ｔｒｅ 的 ＵＰＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ 方法ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 仪器与试剂

Ａｇｉｌｅｎｔ １２９０ 型 ＵＰＬＣ 系统ꎬＡＢｓｃｉｅｘ ４５００ 质谱

检测器ꎬ电子天平(ＸＰ１０５ＤＲ 型ꎬ赛多利斯科学仪器

有限公司产品)ꎬＡＷＬ￣０２０Ｉ￣Ｐ 型超纯水系统(艾科

浦仪器有限公司产品)ꎬＫＱ￣２５０Ｅ 型超声波清洗器

(昆山禾创超声仪器有限公司产品)ꎬＨ２０５０Ｒ 型医

用离心机(湖南湘仪实验室仪器开发有限公司产

品)ꎬＤＷ￣８６Ｌ８２８Ｊ 型超低温冰箱(海尔生物医疗股

份有限公司产品)ꎬ涡旋混匀器(江苏海门其林贝尔

仪器有限公司产品)ꎮ
甲醇和乙腈(色谱纯ꎬ美国默克公司产品)ꎬ乙

酸铵(纯度≥９８％ꎬ德国 ＣＮＷ 公司产品)ꎮ Ｔ６Ｐ 和

Ｔｒｅ 购自 ｓｉｇｍａ￣ａｌｄｒｉｃｈ 贸易有限公司ꎬ质谱用水为屈

臣氏蒸馏水ꎮ
１.２　 分析条件

色谱柱: Ａｇｉｌｅｎｔ Ｃ１８ 色谱柱 (５０.０ ｍｍ× ２􀆰 １
ｍｍꎬ１􀆰 ７ μｍ)、 Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘꎬ Ｋｉｎｅｔｅｘ Ｈｉｌｉｃ 色谱柱

(１００􀆰 ０ ｍｍ×２􀆰 １ ｍｍꎬ１􀆰 ７ μｍ)、Ｗａｔｅｒｓ Ａｃｑｕｉｔｙ ＵＰ￣
ＬＣ ＨＳＳ Ｔ３ Ｃｏｌｕｍｎ (１００􀆰 ０ ｍｍ×３􀆰 ０ ｍｍꎬ１􀆰 ７ μｍ)、
Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ ｌｕｎａ􀅸ＮＨ２ １００ Å (１００􀆰 ０ ｍｍ×２􀆰 ０ ｍｍꎬ
３􀆰 ０ μｍ )、 Ｃｏｇｅｎｔ ｄｉａｍｏｎｄ Ｈｙｄｒｉｄｅ 色 谱 柱

(１５０􀆰 ０ ｍｍ×２􀆰 １ ｍｍꎬ２􀆰 ２ μｍ )和 ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ
ＢＥＨ Ａｍｉｄｅ (２􀆰 １ ｍｍ×１００􀆰 ０ ｍｍꎬ１􀆰 ７ μｍ)ꎬ柱温 ４０
℃ꎬ进样体积 １ μｌꎬ流动相、洗脱梯度和流速根据色

谱柱特性确定ꎮ
离子源:电喷雾离子源ꎻ扫描方式:负离子切换扫

描ꎻ检测方式:质谱多反应监测(ＭＲＭ)ꎻ气帘气压力:
４０ ｋＰａꎻ电喷雾电压:－４ ５００ ｋＰａꎻ离子源温度:５５０
℃ꎻ雾化气压力:６５ ｋＰａꎻ加热辅助气压力:６５ ｋＰａꎻ驻
留时间: ４０ ｍｓꎮ 其他优化的质谱条件见表 １ꎮ

表 １　 Ｔ６Ｐ 和 Ｔｒｅ 的质谱多反应监测质谱参数

Ｔａｂｌｅ １　 Ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｉｃ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｔｒｅｈａｌｏｓｅ￣６￣ｐｈｏｓｐｈａｔｅ(Ｔ６Ｐ) ａｎｄ ｔｒｅｃｈａｌｏｓｅ(Ｔｒｅ) ｉｎ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｍａｎｉｔｏｒｉｎｇ(ＭＲＭ)

化合物 分子式
母离子
(ｍ / ｚ)

子离子
(ｍ / ｚ)

去簇电压
(Ｖ)

碰撞能
(Ｖ)

Ｔ６Ｐ Ｃ１２Ｈ２３Ｏ１４Ｐ ４２１.２ ２４１.１ꎬ７９.１∗ －１１０ －３５ꎬ－３５

Ｔｒｅ Ｃ１２Ｈ２２Ｏ１１ ３４１.０ １７８.８∗ꎬ１１８.９ －９５ －１９ꎬ－２５
２ 个子离子同时定性ꎬ带∗号为定量离子ꎮ
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１.３　 样品制备

将供试 ＰＨ￣１ 禾谷镰刀菌(由江苏省农业科学

院食品质量安全检测研究所提供)置于绿豆汤液体

培养基中ꎬ在 ２８ ℃、１４０ ｒ / ｍｉｎ条件下培养 ７ ｄꎬ过滤

去除菌丝后ꎬ离心浓缩成为 １ ｍｌ １×１０５个的孢子液

备用ꎮ 将孢子液接种于马铃薯液体培养基中ꎬ每瓶

接种 １ ｍｌꎬ２８ ℃、１４０ ｒ / ｍｉｎ震荡培养 ７ ｄ 后ꎬ过滤取

菌丝ꎬ采用去离子水清洗 ３ 次后ꎬ烘干ꎬ－２０ ℃储存

待测ꎮ
准确称取菌丝样品 ０􀆰 ０４ ｇ 于 １５ ｍｌ 离心管中ꎬ

加入 ４ ｍｌ 去离子水ꎬ浸泡 １ ｈ 后ꎬ采用高速匀浆机

(上海沪析实业有限公司产品)匀浆ꎬ加入 ４ ｍｌ 甲醇

后ꎬ－８０ ℃冷冻ꎬ用超声波清洗机(南京先欧仪器制

造有限公司产品)超声解冻破壁 ３０ ｍｉｎꎬ离心ꎬ取上

清液ꎬ待测ꎮ
１.４　 测定指标

１.４.１　 线性范围　 Ｗａｔｅｒｓ Ａｃｑｕｉｔｙ ＵＰＬＣ ＨＳＳ Ｔ３ 色

谱柱检测时ꎬＴ６Ｐ 的质量浓度为 ３１􀆰 ２５ μｇ / Ｌ、６２􀆰 ５０
μｇ / Ｌ、 １２５􀆰 ００ μｇ / Ｌ、 ２５０􀆰 ００ μｇ / Ｌ、 ５００􀆰 ００ μｇ / Ｌ、
１ ０００􀆰 ００ μｇ / Ｌꎬ Ｔｒｅ 的质量浓度为 ３􀆰 ９ μｇ / Ｌ、７􀆰 ８
μｇ / Ｌ、 １５􀆰 ６ μｇ / Ｌ、 ３１􀆰 ３ μｇ / Ｌ、 ６２􀆰 ５ μｇ / Ｌ、 １２５􀆰 ０
μｇ / Ｌ、２５０􀆰 ０ μｇ / ＬꎻＰｈｅｎｏｍｅｎｅｘ ｌｕｎａ􀅸ＮＨ２ 柱检测

时ꎬＴ６Ｐ 和 Ｔｒｅ 的质量浓度均为 ３􀆰 ９ μｇ / Ｌ、 ７􀆰 ８
μｇ / Ｌ、 １５􀆰 ６ μｇ / Ｌ、 ３１􀆰 ３ μｇ / Ｌ、 ６２􀆰 ５ μｇ / Ｌ、 １２５􀆰 ０
μｇ / Ｌ、２５０􀆰 ０ μｇ / Ｌꎬ按照优化后的色谱条件ꎬ对每个

点重复测定 ３ 次ꎮ 以质量浓度为横坐标ꎬ以峰面积

为纵坐标ꎬ绘制标准曲线ꎬ以标准曲线的第一个和最

后一个点的质量浓度作为线性范围ꎮ
１.４.２　 检出限与定量限　 考虑仪器的背景噪音ꎬ采

用基线噪音分析方法ꎬ取标准曲线最低质量浓度试

样测出的信号与噪声信号进行比较ꎬ将信噪比３ ∶ １
时相应的质量浓度确定为检出限ꎬ将信噪比１０ ∶ １
时相应的质量浓度确定为定量限[２０]ꎮ
１.４.３　 准确度与精密度 　 分别在试样中加入 Ｔ６Ｐ
和 Ｔｒｅ 的标准工作液ꎬ在重复性测定条件下对每个

添加质量浓度测定 ６ 次ꎬ计算回收率和相对标准偏

差(ＲＳＤ)ꎮ 回收率＝(实际浓度－试样原始浓度) /标
样浓度×１００％ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 Ｔ６Ｐ 色谱柱的筛选

Ｔ６Ｐ 具有亲水性ꎬ为强酸性糖ꎬ极性较强ꎮ 色谱

柱需同时适合检测糖类和强极性物质ꎮ 未经过衍生

分离糖类的常用色谱柱有氨基柱和酰胺柱ꎬ这些类

型的色谱柱稳定性、寿命以及分离重现性等方面性

能均不佳[２１￣２２]ꎻＰｈｅｎｏｍｅｎｅｘꎬＫｉｎｅｔｅｘ Ｈｉｌｉｃ 柱采用强

极性材料作为固定相ꎬ能对极性物质产生氢键、静电

作用ꎬ表现出较强的保留特性ꎬ适合极性和亲水化合

物的检测[２３]ꎻＣｏｇｅｎｔ ｄｉａｍｏｎｄ Ｈｙｄｒｉｄｅ 亲水柱适合糖

类、有机酸等高级化合物ꎬ是 ＭｉｃｒｏＳｏｌｖ 公司推荐的

专用磷酸糖分离色谱柱ꎮ Ａｇｉｌｅｎｔ Ｃ１８ 柱为疏水反向

色谱柱ꎬ极性较强的样品保留较弱ꎬ但蒋卫杰等[１９]

利用 Ｃ１８ 柱实现了 Ｔ６Ｐ 的色谱分离ꎻＷａｔｅｒｓ Ａｃｑｕｉｔｙ
ＵＰＬＣ ＨＳＳ Ｔ３ 色谱柱采用三官能团键合和封端技

术ꎬ可以耐受 １００％水相ꎬ对极性化合物有良好的保

留ꎮ 本研究考虑到 Ｔ６Ｐ 的亲水性质ꎬ并参考文献

[１５] ~ [１９] ꎬ筛选出如表 ２ 所示的 ６ 种不同类型的

色谱柱进行 Ｔ６Ｐ 的测定ꎮ

表 ２　 Ｔ６Ｐ 色谱柱的筛选

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｃｏｌｕｍｎｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｔ６Ｐ

序号 色谱柱　 　 分离模式 适宜分析物质　 　 　 选择依据　 　 　

１ Ｃ１８柱(Ａｇｉｌｅｎｔ Ｃ１８柱) 反向模式 分析弱极性物质 参考文献[１９]

２ Ｈｉｌｉｃ 柱(ＰｈｅｎｏｍｅｎｅｘꎬＫｉｎｅｔｅｘ Ｈｉｌｉｃ 柱) 亲水模式 分离极性、亲水性的小分子目标物 分离原理适合ꎬ参考文献[１８]

３ Ｄｉａｍｏｎｄ ￣Ｈｙｄｒｉｄｅ 柱(Ｃｏｇｅｎｔ ｄｉａｍｏｎｄ Ｈｙｄｒｉｄｅ 柱) 亲水模式 极性化合物
分离原理适合ꎬ色谱柱厂家推荐

４ Ａｍｉｄｅ 柱(ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ ＢＥＨ Ａｍｉｄｅ 柱) 亲水模式 反向色谱不能保留的极性酸、碱和
中性化合物

分离原理适合ꎬ参考文献[１５]

５ Ｌｕｎａ􀅸ＮＨ２柱(Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ ｌｕｎａ􀅸ＮＨ２柱) 亲水模式 极性化合物 分离原理适合

６ Ｔ３柱(Ｗａｔｅｒｓ Ａｃｑｕｉｔｙ ＵＰＬＣ ＨＳＳ Ｔ３柱) 反向亲水相互模式 极性化合物 分离原理适合

　 　 根据表 ２ 中色谱柱不同的分离机理ꎬ选择适合 Ｔ６Ｐ 分离的色谱柱的流动相和检测条件ꎬ比较 Ｔ６Ｐ

１０３１吴琴燕等:ＵＰＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ 法检测禾谷镰刀菌中 ６￣磷酸海藻糖和海藻糖的色谱柱选择



在 ６ 种色谱柱上的保留情况ꎬ如表 ３ 所示ꎬ采用 Ｈｉｌ￣
ｉｃ 柱和 Ｄｉａｍｏｎｄ ￣Ｈｙｄｒｉｄｅ 柱时ꎬＴ６Ｐ 未出峰ꎬ说明磷

酸糖极性太强ꎬ在 Ｈｉｌｉｃ 和 Ｄｉａｍｏｎｄ ￣Ｈｙｄｒｉｄｅ 色谱柱

上出现强保留ꎬ这 ２ 种色谱柱不适合 Ｔ６Ｐ 的检测ꎮ
Ａｍｉｄｅ 柱检测柱压大ꎬＴ６Ｐ 的色谱峰严重拖尾ꎬ色谱

柱使用 ２００ 个样品后ꎬＴ６Ｐ 出现强保留ꎬ该色谱柱无

法继续用于检测 Ｔ６Ｐꎬ磷酸基团对 Ａｍｉｄｅ 柱损耗较

大ꎮ Ｃ１８ 柱的 Ｔ６Ｐ 保留较弱ꎬＴ６Ｐ 在 ２ ｍｉｎ 左右无

规则流出ꎬ与检测原理相符ꎬ疏水反向色谱柱不适合

极性物质分离ꎮ Ｌｕｎａ􀅸ＮＨ２ 柱和 Ｔ３ 柱ꎬＴ６Ｐ 的保

留效果较好ꎬ５０ μｇ / Ｌ的 Ｔ６Ｐ 通过 Ｌｕｎａ􀅸ＮＨ２ 柱检

测响应强度约为３.５×１０４ ｃｐｓꎬ而 １ ０００ μｇ / Ｌ的 Ｔ６Ｐ
利用 Ｔ３ 柱检测时响应值只有１×１０４ ｃｐｓꎬＴ６Ｐ 利用

Ｔ３ 色谱柱检测响应强度远低于 Ｌｕｎａ􀅸ＮＨ２ 柱(图
１)ꎻＴｒｅ 利用 Ｌｕｎａ􀅸ＮＨ２ 柱和 Ｔ３ 柱这 ２ 种色谱柱检

测时ꎬ响应值无显著差异(图 ２)ꎮ

表 ３　 Ｔ６Ｐ 检测过程色谱柱的选择和 ＵＰＬＣ 条件优化

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｕｍｍａｒｙ ｏｆ ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｃｏｌｕｍｎｓ ａｎｄ ＵＰＬＣ ｃｏｎｔｉｏｎｓ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ Ｔ６Ｐ

序号 谱柱　 　 　 　 流动相　 　 　 　 　 梯度　 　 　 流速
(ｍｌ / ｍｉｎ) 结果　 　 　 　 　

１ Ｃ１８ 柱 Ａ: ５ ｍｍｏｌ / Ｌ 乙酸铵ꎻＢ:乙腈 考察各种梯度 ０.２０ 无规则峰ꎬ低响应

２ Ｈｉｌｉｃ 柱 Ａ: ５ ｍｍｏｌ / Ｌ 乙酸铵ꎻＢ:乙腈 考察各种梯度 ０.４０ 强保留ꎬ无峰

３ Ｄｉａｍｏｎｄ ￣Ｈｙｄｒｉｄｅ 柱 Ａ: ５ ｍｍｏｌ / Ｌ 乙酸铵ꎻＢ:乙腈 考察各种梯度 ０.４０ 强保留ꎬ无峰

４ Ａｍｉｄｅ 柱 Ａ:２０％乙腈(包含 ０.１％氨水ꎬ体积分数)ꎻ
Ｂ:８０％乙腈(包含 ０.１％氨水ꎬ体积分数)

考察各种梯度 ０.１３ Ｔ６Ｐ 拖尾峰严重ꎬ系统压力高

５ ｌｕｎａ􀅸ＮＨ２ 柱 Ａ:体积分数为 ０.０１％氨水ꎻＢ:乙腈 ７０％ Ａ 等度洗脱 ０.４０ Ｔ６Ｐ 出峰

６ Ｔ３ 柱 Ａ: ５ ｍｍｏｌ / Ｌ 乙酸铵ꎻＢ:乙腈 ０~３ ｍｉｎ １００％ Ａꎬ
３~５ ｍｉｎ １０％ Ａꎬ
５~８ ｍｉｎ １００％ Ａ

０.２５ Ｔ６Ｐ 出峰

Ｌｕｎａ􀅸ＮＨ２ 柱 Ｔ６Ｐ 质量浓度为 ５０ μｇ / ＬꎬＴ３ 色谱柱 Ｔ６Ｐ 质量浓

度为１ ０００ μｇ / Ｌꎬ虚线离子对为４２１.２ / ２４１􀆰 １ꎬ实线离子对４２１.２ /
７９􀆰 １ꎮ
图 １　 Ｔ６Ｐ 标准溶液的 ＭＲＭ 色谱图

Ｆｉｇ.１　 ＭＲＭ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ Ｔ６Ｐ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

２.２　 色谱质谱中流动相的优化

质谱检测过程中水相含量高ꎬ不利于液滴雾化

和脱溶剂化ꎬ通常需要降低流速ꎬ增加脱溶剂化气流

和温度ꎬ来获得较好的离子化效率ꎮ 本研究中ꎬ在脱

溶剂化气流和温度较高的情况下ꎬ Ｔ３ 柱采用了

１００％的水相影响了 Ｔ６Ｐ 的离子化效率ꎬ是其检测响

应强度远低于 Ｌｕｎａ􀅸ＮＨ２ 柱的主要原因ꎬ降低流速

使 Ｔ６Ｐ 色谱峰拖尾严重ꎬ因此考虑在流动相中添加

氨水ꎬ可以适当的增强离子化效率ꎮ 本研究使用

Ｔｒｅ 质量浓度为 ５０ μｇ / Ｌꎬ虚线离子对为 ３４１.０ / １７８.８ꎬ实线离子

对 ３４１.０ / １１８.９ꎮ
图 ２　 Ｔｒｅ 标准溶液的 ＭＲＭ 色谱图

Ｆｉｇ.２　 ＭＲＭ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ Ｔｒｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

０􀆰 ０１％氨水为水相ꎬ发现 Ｔ６Ｐ 的响应提高了 １０ 倍

(图 ３)ꎬ但是其响应值仍远低于 Ｌｕｎａ􀅸ＮＨ２ 柱ꎮ Ｔ３
色谱柱的 ｐＨ 适应范围为２~８ꎬ水相中加入 ０􀆰 ０１％氨

水后ꎬｐＨ 值接近 ８ꎬ靠近 Ｔ３ 柱的极限值ꎬ但其使用

寿命仍远长于 Ｌｕｎａ􀅸ＮＨ２ 柱ꎮ Ｌｕｎａ􀅸ＮＨ２ 柱的氨

基容易流失ꎬ造成柱效下降ꎬ １ 根色谱柱检测磷酸

糖平均寿命为２００~ ３００ 个样品ꎬＴ３ 柱使用寿命长ꎬ
响应值较低ꎬ因此需综合考虑检测成本、样品中 Ｔ６Ｐ
的含量ꎬ选择合适的色谱柱进行测定ꎮ
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Ｔ６Ｐ 质量浓度为１ ０００ μｇ / Ｌꎬ离子对为 ４２１􀆰 ２ / ７９􀆰 １ꎮ
图 ３　 氨水对 Ｔ６Ｐ 响应值的影响

Ｆｉｇ.３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ａｍｍｏｎｉａ ｏｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｖａｌｕｅ ｏｆ Ｔ６Ｐ

２.３　 线性范围与检出限

如表 ４ 所示ꎬＴ６Ｐ 和 Ｔｒｅ 通过 Ｌｕｎａ􀅸ＮＨ２ 柱时ꎬ
在４.２５~２５０􀆰 ００ μｇ / Ｌ的线性范围内呈现良好的线性

关系ꎬ通过 Ｔ３ 柱时在３１.２５~ １ ０００.００ μｇ / Ｌ的范围

内呈现良好的线性关系ꎻ另外ꎬ通过 Ｌｕｎａ􀅸ＮＨ２ 柱

的检出限为１.２５~ ５􀆰 １０ μｇ / Ｌꎬ远低于 Ｔ３ 柱(１２.７５~
１５􀆰 ６３ μｇ / Ｌ)ꎻ Ｌｕｎａ 􀅸 ＮＨ２ 柱的定量限为 ３.７５~
１５􀆰 ６０ μｇ / Ｌꎬ也低于 Ｔ３ 柱(３８.２５~５２􀆰 ０３ μｇ / Ｌ)ꎬＬｕ￣
ｎａ􀅸ＮＨ２ 柱的灵敏度高于 Ｔ３ 柱ꎬ２ 种色谱柱的决定

系数均在 ０􀆰 ９９ 以上ꎬ均符合实际分析的要求ꎮ

表 ４　 Ｔ６Ｐ 和 Ｔｒｅ 的标准曲线、线性范围、决定系数、检出限和定量限

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅꎬ ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅꎬ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔꎬ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｌｉｍｉｔ ｏｆ Ｔ６Ｐ ａｎｄ Ｔｒｅ

色谱柱　 　 　 　 化合物 标准曲线方程　 　 线性范围
(μｇ / Ｌ)

决定系数
(Ｒ２)

检测限
(μｇ / Ｌ)

定量限
(μｇ / Ｌ)

Ｌｕｎａ􀅸ＮＨ２ 柱 Ｔ６Ｐ Ｙ＝ １ ２４７.６０ｘ＋７ ９２０.４０ ４.２５~２５０.００ ０.９９２ ４４ １.２５ ３.７５

Ｔ３ 柱 Ｔ６Ｐ Ｙ＝ １１９.３５ｘ－２ ４７１.３０ ３１.２５~１ ０００.００ ０.９９０ ０２ １５.６３ ５２.０３

Ｌｕｎａ􀅸ＮＨ２ 柱 Ｔｒｅ Ｙ＝ ２８４.７３ｘ＋７ ４５２.１４ ４.２５~２５０.００ ０.９９９ ４５ ５.１０ １５.６０

Ｔ３ 柱 Ｔｒｅ Ｙ＝ ７４.５６ｘ－６９２.２０ ３１.２５~１ ０００.００ ０.９９９ ４２ １２.７５ ３８.２５

２.４　 回收率和精密度

准确称取禾谷镰刀菌 ４０ ｍｇꎬ添加一定质量浓

度的标准品溶液后ꎬ每个质量浓度 ４ 次重复ꎬ计算该

方法的回收率和相对标准差ꎬ结果 (表 ５) 表明ꎬ利
用 Ｌｕｎａ􀅸ＮＨ２ 和 Ｔ３ ２ 种色谱柱ꎬ在 ３ 个加标水平

下ꎬＴ６Ｐ 的回收率分别为７１.５％~ ８５􀆰 ７％和８３􀆰 ７％~
９５􀆰 ６％ꎬ相对标准差为３􀆰 ８％~６􀆰 ２％和２􀆰 ７％~３􀆰 ３％ꎻ
Ｔｒｅ 的回收率分别为 ７２􀆰 ４％~ ８２􀆰 ３％ 和 ８２􀆰 ８％~

８４􀆰 ８％ꎬ相对标准差为４􀆰 ５％~８􀆰 ５％和２􀆰 ８％~３􀆰 ２％ꎻ
与 Ｌｕｎａ􀅸ＮＨ２ 柱相比ꎬ Ｔ３ 柱的回收率高ꎬ相对标准

差低ꎬ说明 Ｔ３ 柱的稳定性优于 Ｌｕｎａ􀅸ＮＨ２ 柱ꎮ 利

用 Ｌｕｎａ􀅸ＮＨ２ 和 Ｔ３ ２ 种色谱柱检测出禾谷镰刀菌

ｐＨ￣１ 中 Ｔ６Ｐ 含量分别为 ５２􀆰 ６ μｇ / ｇ和 ６０􀆰 ５ μｇ / ｇꎬ
Ｔｒｅ 含量为 ４􀆰 ４ ｍｇ / ｇ和 ５􀆰 ４ ｍｇ / ｇꎬ２ 种色谱柱检测禾

谷镰刀菌 ｐＨ￣１ 中 Ｔ６Ｐ 和 Ｔｒｅ 含量无显著差异ꎬ均可

用于检测禾谷镰刀菌 ｐＨ￣１ 中 Ｔ６Ｐ 和 Ｔｒｅ 含量ꎮ

表 ５　 回收率和精密度试验结果

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ａｎｄ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ

色谱柱　 　 　 　 化合物 　 加标量(μｇ / ｋｇ) 回收率(％) 相对标准差(％)

Ｌｕｎａ􀅸ＮＨ２ Ｔ６Ｐ １０.０、８０.０、２５０.０ ７１.５、７９.２、８５.７ ５.４、６.２、３.８

Ｔ３ 柱 Ｔ６Ｐ ６２.５、５００.０、１ ０００.０ ８５.９、９５.６、８３.７ ３.０、２.７、３.３

Ｌｕｎａ􀅸ＮＨ２ Ｔｒｅ １０.０、８０.０、２５０.０ ７２.４、８０.２、８２.３ ８.５、４.５、５.６

Ｔ３ 柱 Ｔｒｅ １０.０、８０.０、２５０.０ ８２.８、８３.２、８４.８ ３.２、２.８、３.０

３　 结 论

本研究根据 Ｔ６Ｐ 的亲水性和强极性特点ꎬ对 ６
种不同类型色谱柱进行筛查ꎬ确定了 Ｌｕｎａ􀅸ＮＨ２ 柱

和 Ｔ３ 柱同时适合 Ｔ６Ｐ 和 Ｔｒｅ ２ 种化合物 ＵＰＬＣ￣ＭＳ /
ＭＳ 检测ꎬ分别建立利用 ２ 种色谱柱同时检测禾谷镰

刀菌中 Ｔ６Ｐ 和 Ｔｒｅ 的方法ꎬ发现 Ｌｕｎａ􀅸ＮＨ２ 柱的灵

敏度高ꎬＴ３ 柱的回收率高、稳定性好ꎮ 利用 ２ 种色

３０３１吴琴燕等:ＵＰＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ 法检测禾谷镰刀菌中 ６￣磷酸海藻糖和海藻糖的色谱柱选择



谱柱检测出禾谷镰刀菌 ｐＨ￣１ 中 Ｔ６Ｐ 含量分别为

５２􀆰 ６ μｇ / ｇ和 ６０􀆰 ５ μｇ / ｇꎬＴｒｅ 含量分别为 ４􀆰 ４ ｍｇ / ｇ和
５􀆰 ４ ｍｇ / ｇꎬ均差异不显著ꎮ 该方法也可以被借鉴于

其他真菌的相关研究和应用中ꎮ
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