
!#-("" !
中国食品卫生杂志

:WPS?)?OQ[<S=RQ++QQ;WVTP?S? $&#! 年第 ># 卷第 $ 期

实验技术与方法
超临界萃取9超临界色谱9串联质谱法快速

检测谷物中 -种黄曲霉毒素

宫晓平!董琨!崔璐璐!谢颖!唐殿飞
!张家口市食品药品检验中心"河北 张家口"&’4&&&$

摘"要!目的"建立以超临界萃取9超临界色谱9串联质谱法测定谷物中黄曲霉毒素的方法" 方法"样品以超临界
:Q$9甲醇$!, h$!GFG%为萃取剂萃取!以超临界 :Q$ 和甲醇为流动相梯度洗脱!经 )NA.9]@E1 [:9Y<*:#,色谱柱
$#4& ..i-7( ..!> !.%分离!采用电喷雾离子源正离子模式!多反应监测$X<X%进行检测" 结果"黄曲霉毒素
2B#2$#T##T$ 质量在 &74d$& H/范围内!相关系数均大于 &7!!,!线性关系良好!在大米粉和玉米渣样品中加标回收

率分别为 !$7>fd#&’7!f#!>7&fd#&(7#f#!>7-fd#&-7!f#!$7,fd#&$7$f!相对标准偏差分别为 >7&fd

-7>f#>7$fd-74f#>7&fd-7(f#>7&fd-74f$%k(%&方法定量限为 &7# !/01/" 结论"本方法快速#简单#安全#

准确!可用于检测谷物中黄曲霉毒素 2B#2$#T##T$ 的残留量"
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"" 黄曲霉毒素 #@JB@LF̂AHG" =+5$ 是由黄曲霉
#&$(1/"-))5$,)+65$$*寄生曲霉#&H(+/+$-8-35$$和模式
曲菌#&H%’*-5$$等在合适的温度和湿度条件下产生
的真菌毒素"对人畜有强烈的致病性*致癌性 ( #) ’
常见的有黄曲霉毒素 2#*2$*T#*T$*X#*X$ 等’ 其

中黄曲霉毒素 2# 的毒性和致癌性最强"其毒性比氰
化钾高"也是目前最强的化学致癌物"故各国对其
在食品中的允许量都有严格规定 ( $) ’ 我国规定谷
物及其制品中黄曲霉毒素 2# 的限量指标为 47& d

$& !/01/( >) ’ 目前国标中检测食品中黄曲霉毒素方
法主要有同位素稀释液相色谱9串联质谱法*高效液
相色谱9柱前0柱后衍生法等 ( -) ’ 但前处理方法繁
琐"操作人员存在接触风险"因此对其进行及时*快
速*高效地检测至关重要’

超临界流体既有与气体相当的高渗透力和低
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粘度"又兼有与液体相近的密度和对物质优良的溶
解能力 ( 4) ’ 超临界状态的 :Q$ 具有良好溶解性能
和较大的扩散系数"适合于非极性*相对分子质量
小于 4&& 的成分提取 ( () ’ 具有环保*经济*无溶剂残
留等优点 ( ’) "所以在实际操作中常使用 :Q$ 超临界
流体’ 超临界流体萃取是国际上最先进的物理萃
取技术"是近代化工分离中出现的高新技术"利用
超临界 :Q$ 优良的溶解力"实现将基质与萃取物有
效分离’ 处于超临界状态的 :Q$ 对极性物质的溶
解度很低"常需加入调节剂#夹带剂$"使其改善选
择性或提高待萃取成分的溶解度"从而提高萃取效
果 ( ’) ’ 超临界流体色谱是以超临界流体 :Q$ 做流
动相"依靠流动相的溶剂化能力来进行分离的色谱
过程’

本试验采用超临界萃取9超临界色谱9串联质谱
#)+?9)+:9X)0X)$法"对以大米粉和玉米渣为代表
的谷物中黄曲霉毒素 2B*2$*T#*T$ 进行测定"样品
只需简单粉碎后直接上机"进行超临界流体萃取*

经超临界色谱分离和质谱检测’ 与传统检验方法
比较")+?9)+:9X)0X) 法具有简单*快速*安全*准
确等优点’

#"材料与方法
#7#"主要仪器与试剂

SK̂K‘@[:型超临界流体萃取0色谱系统*,&(&

型串联质谱仪均购自日本岛津"十万分之一精密电
子天平’

黄曲霉毒素 2##)5;z#&-$"#&& !/0.B$*黄曲霉
毒素 2$ # )5;z#&4$" #&& !/0.B$*黄曲霉毒素 T#
#)5;z #&($" #&& !/0.B$*黄曲霉毒素 T$ # )5;z
#&’$"#&& !/0.B$均购自青岛普瑞邦"乙腈*甲醇*异
丙醇*乙醇均为色谱纯"超临界萃取专用空白滤纸
片#日本岛津$’ 玉米中黄曲霉毒素质控样品%黄曲
霉毒素 #-7( !/01/"黄曲霉毒素 2# #>7- !/01/"黄
曲霉毒素 2$ #7$ !/01/均购自北京中检维康’
#7$"方法
#7$7#"标准溶液的配制

精密量取黄曲霉毒素 2#*2$*T#*T$ 标准溶液
# &&& !B至 4& .B容量瓶中"分别加入乙腈稀释至刻
度"摇匀"制成 $ !/0.B的 - 种黄曲霉毒素标准储备
液’ 分别精密量取上述黄曲霉毒素 2#*2$*T#*T$
标准储备液各 # &&& !B至同一 #& .B容量瓶中"用
乙腈稀释至刻度"摇匀"即得浓度均为 $&& H/0.B的
标准品混合储备液’
#7$7$"样品的制备

选取谷物样品用粉碎机粉碎"称取 &74 /"放入

4 .B规格超临界萃取装置的萃取罐中"待上机
测定’
#7$7>"仪器条件

萃取%萃取剂%=为超临界 :Q$"2为甲醇"萃取
剂比例为 !, h$"萃取流速 > .B0.AH"萃取温度-& e"
萃取时背压 =为 #4 X*@"背压 2为#-7, X*@"采取
先静态萃取 - .AH"再动态萃取> .AH进行萃取’

色 谱% 色 谱 柱 为 )NA.9]@E1 [:9Y <* :#,
##4& ..i-7( .." > !.$&流动相%=为超临界
:Q$"2为甲醇"流速 $ .B0.AH"柱温 -& e"梯度洗脱
程序% ’ .AH" $f2& #- d#4 .AH" >&f2& #47# d
#’ .AH"$f2&洗脱时背压 =为 #4 X*@"背压 2为
-& X*@&补偿液%甲醇"补偿液流速 &7# .B0.AH’

质谱%正离子检测模式&电喷雾离子源&离子源
温度 -&& e&脱溶剂管温度 $&& e&加热模块温度
-&& e&雾化气流量 > R0.AH&加热气流量 #4 R0.AH&
干燥气流量 4 R0.AH&其他质谱参数见表 #’

表 #"黄曲霉毒素质谱参数
5@_BK#"X@GGG]KEL‘U.]@‘@.KLK‘FJ@JB@LF̂AH

名称
前体离子
0#*FC$

产物离子
0#*FC$

n# 预四极
偏置电压0p

碰撞能
0p

n> 预四
极偏置
电压0p

黄曲霉毒素 2#

黄曲霉毒素 2$

黄曲霉毒素 T#

黄曲霉毒素 T$

>#>7#&

>#47#&

>$!7#&

>>#7#&

$-#7#& l#(7& l>!7& l$(7&

$,47#&# l#$7& l$47& l>&7&

$4!7#&# l#$7& l>&7& l$’7&
$,’7#& l#(7& l$’7& l>&7&

$->7#&# l#&7& l$’7& l$(7&
$,>7#& l#>7& l$(7& l$&7&

$-47#&# l#&7& l>&7& l$(7&
$#’7#& l#&7& l>’7& l$>7&

注%#表示定量离子

$"结果与分析
$7#"色谱条件的优化

分别采用超临界 :Q$9甲醇*超临界 :Q$9乙醇*
超临界 :Q$9异丙醇和超临界 :Q$9乙腈四种洗脱体
系进行系列探索试验"结果显示当流动相为超临界
:Q$9甲醇*超临界 :Q$9乙醇时四种目标物质均能有
效分离"对两种流动相分别进行方法学验证"发现
流动相为超临界 :Q$9乙醇时目标物质有响应值突
然大幅下降的现象"故最终确定流动相为超临界
:Q$9甲醇’
$7$"基质效应

用甲醇配制混合标准溶液系列"同时用空白大
米粉及玉米渣样品分别按照 #7$7> 中萃取条件进行
萃取"收集萃取液即为空白基质溶液’ 用空白基质
溶液配制同浓度水平的系列基质匹配标准溶液’
分别将上述溶剂标准溶液系列与基质匹配标准溶
液系列按照 #7$7> 中的色谱条件进行测定"以基质
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匹配标准曲线的斜率与纯溶剂配制标准曲线的斜
率之比来评价基质效应"该比值越接近 #7& 说明基
质效应越弱’ 黄曲霉毒素 2#*2$*T#*T$ 在大米粉
和玉米渣中的基质效应比值在 &7!’d#7&$ 范围内"
表明本方法不存在明显的基质效应’
$7>"方法的线性范围和定量限

精密吸取 #7$7# 中的标准品混合储备液 $4*
4&* #$4* $4&* >’4* 4&&* # &&& !B"用乙腈稀释至
#7& .B"摇匀"配制成系列标准曲线工作液 # 4*#&*
$4*4&*’4*#&&*$&& H/0.B$’ 以超临界萃取专用空
白滤纸片为基质"放入 4 .B规格超临界萃取装置的
萃取罐中"分别精密吸取上述系列标准曲线工作液
#&& !B于基质表面"按照本试验选取的 )+?9)+:9
X)0X) 法检测条件进行测定’ 以峰面积为纵坐标"
标准品质量# H/$为横坐标"进行线性回归"各组分
的回归方程及相关系数见表 $’ 结果表明该方法在
试验范围内线性关系良好’

表 $"各组分线性关系测定结果
5@_BK$"XK@GU‘K.KHL‘KGUBLFJ]@‘LA@BBAHK@‘‘KB@LAFH JF‘

K@EN /‘FU]G

目标物质 工作曲线方程 相关系数 /

黄曲霉毒素 2# 4k$4--7’##q#&-$!7’ &7!!! $
黄曲霉毒素 2$ 4k$’’#74(#q##>’’7- &7!!, !
黄曲霉毒素 T# 4k#!$’7-&#q4$’#7,4 &7!!, ,
黄曲霉毒素 T$ 4k,>-7>’-#q#&(-$7$ &7!!! >

""以不含黄曲霉毒素的大米粉和玉米渣为空白

基质"称取 &74 /"放入 4 .B规格超临界萃取罐中"
用乙腈不断稀释标准品混合溶液"取稀释后的标准
品溶液 #&& !B分别于上述空白基质表面"混匀"按
照本试验选取的 )+?9)+:9X)0X) 法检测条件测定"
记录峰面积"在信噪比6#& 时测得最低检测浓度为
&7# !/01/"即定量限为 &7# !/01/’

$7-"方法的准确度和精密度

以空白基质加标回收率表示方法的准确度"以
回收率的相对标准偏差#7D9$表示方法的精密度’
分别以不含黄曲霉毒素的大米粉和玉米渣为空白
基质"称取 &74 /"放入 4 .B规格超临界萃取罐中"
各 #, 份"分别精密吸取浓度为 4*$4*#&& H/0.B的
标准曲线工作液 #&& !B于空白基质表面"混匀"按
照本试验 )+?9)+:9X)0X) 法检测条件提取测定"将
峰面积代入回归方程计算加标回收率’ 结果显示
在 #d$& !/01/加标范围内"大米粉中黄曲霉毒素
2B*2$* T#* T$ 的 回 收 率 范 围 分 别 为 !$7>f d
#&>7’f*!>7&fd#&$7’f*!-7&fd#&>7>f*!$7,f
d#&$7$f"7D9范围分别为 >7&fd-7>f*>7$fd
-7>f*>7&fd>7,f*>7&fd-74f&玉米渣中黄曲霉
毒素 2B*2$*T#*T$ 的回收率范围分别为 !-7>fd
#&’7!f*!>7!fd#&(7#f*!>7-fd#&-7!f*!-7$f
d#&$7#f"7D9范围分别为 >7>fd-7>f*>7!fd
-74f*-7&fd-7(f* >7-fd-74f’ 具体数据见
表 >")+?9)+:9X)0X) 色谱图见图 #’

表 >"大米粉和玉米渣样品回收率测定结果#%k($

5@_BK>"XK@GU‘K.KHL‘KGUBLFJ‘AEK@HZ EF‘H /‘ALG@.]BKG‘KEFaK‘I

目标物质
添加浓度
0#!/01/$

大米粉 玉米渣

平均测定浓度
0#!/01/$

平均回收率
0f

7D9
0f

平均测定浓度
0#!/01/$

平均回收率
0f

7D9
0f

黄曲霉毒素 2#

黄曲霉毒素 2$

黄曲霉毒素 T#

黄曲霉毒素 T$

# &7!$> & !$7> -7> &7!-> - !-7> -7>
4 -7,4, 4 !’7$ >7’ -7,!! > !,7& >7>
$& $&7’>4 - #&>7’ >7& $#74’, > #&’7! >7>
# &7!>& - !>7& -7> &7!>! - !>7! -74
4 -7!>$ - !,7( >74 -7,!# ( !’7, >7!
$& $&74># - #&$7’ >7$ $#7$#, , #&(7# -7-
# &7!-& & !-7& >7, &7!>> ( !>7- -7(
4 -7!>’ # !,7’ >7& -7,!! $ !,7& -7>
$& $&7(4, , #&>7> >7$ $&7!,’ , #&-7! -7&
# &7!$’ ! !$7, -74 &7!-$ & !-7$ -74
4 -7,’# , !’7- >7& -7,,( - !’7’ -7#
$& $&7->> & #&$7$ -74 $&7-#’ , #&$7# >7-

$74"含基质标准物质的检测
用编号为 5<9=#&&& 的玉米黄曲霉毒素质量物

质对方法进行验证"测定结果显示检出黄曲霉毒素
2# 的含量为 #$7!# !/01/"黄曲霉毒素 2$ 的含量
#7#- !/01/"均在定值范围内’ 结果表明本方法结
果可靠’

$7("实际样品检测
应用本试验方法对 #& 份大米粉和 #& 份玉米渣

进行黄曲霉毒素 2#*2$*T#*T$ 的测定"仅有 # 份玉
米渣检出黄曲霉毒素 2##见图 $$"均未检出黄曲霉
毒素 2$*T#*T$"其中检出黄曲霉毒素 2# 的残留量
为 &7-> !/01/’



超临界萃取9超临界色谱9串联质谱法快速检测谷物中 - 种黄曲霉毒素!!!宫晓平"等 !#-!"" !

注%=为大米粉&2为玉米渣

图 #"大米粉## !/01/$和玉米渣#$& !/01/$中黄曲霉毒素 2#*2$*T#*T$ 的回收率 )+?9)+:9X)0X) 色谱图
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图 $"实测样品检出黄曲霉毒素 2# 玉米渣样品的
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>"小结
本试验建立了 )+?9)+:9X)0X) 法测定大米粉

和玉米渣中黄曲霉毒素 2B*2$*T#*T$"提取全程加
入甲醇作为调节剂"极性较大的黄曲霉类物质得到
了良好的分离效果"扩大了超临界技术应用范围"
为其他极性较大物质实现超临界提取分离提供了
参考’ 现行食品安全国家标准 ( -)中第一法#同位素
稀释液相色谱9串联质谱法$与第二法#高效液相色
谱9柱前衍生法$规定当称取样品为 4 /时"黄曲霉
毒素 2#*2$*T#*T$ 的定量限均为 &7# !/01/’ 本方
""

法取样量仅为 &74 /"定量限为 &7# !/01/"与现行食
品安全国家标准比较"本试验方法取样量少"减少
操作人员的接触风险"绿色环保"且灵敏度更高"操
作简单*快速*安全"适用于谷物中黄曲霉毒素 2#*
2$*T#*T$ 的快速定量检测’
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