
·方法研究·

高效液相色谱－三重四级杆质谱法同时测定
大米中的伏马毒素 Ｂ１ 、Ｂ２ 、Ｂ３
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摘要：　 目的　 建立高效液相色谱－三重四级杆质谱法同时测定大米中的伏马毒素 Ｂ１、Ｂ２、Ｂ３。 　 方法 　 大米样品经乙

腈：水＝ ５０：５０ 提取，以 Ｍｕｌｔｉｓｔｅｐ＠ ２１１ Ｆｕｍ 柱进行净化，将洗脱液氮吹至干，加 １􀆰 ０ ｍｌ ０􀆰 ２％甲酸 ／乙腈 ＝ ６５：３５ 溶解并定

容， 用 ＬＣ－ＭＳ ／ ＭＳ 检测。 　 结果　 待测组分在 ５～８００ ｎｇ ／ ｍｌ 范围内呈现良好的线性关系，相关系数均大于 ０􀆰 ９９９６，检测

限介于 ０􀆰 ０４５～０􀆰 １０ ｎｇ ／ ｍｌ。 以空白大米粉样品进行加标水平分别为 ２０、１００、４００ ｎｇ ／ ｇ 的回收率实验，回收率在 ９４􀆰 ５％ ～
１１０􀆰 ５％之间。 　 结论　 该方法快速、准确，适用于大米中伏马毒素的测定。
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　 　 伏马毒素（ｆｕｍｏｎｉｓｉｎｓ，ＦＢｓ）是串珠镰刀菌繁殖产

生的一类真菌毒素。 流行病学研究结果表明，摄入受

到伏马毒素污染的谷物可诱发人类食管癌和胎儿神经

管畸形等疾病，并可能引发食道癌和肝癌［１］。 伏马毒

素主要分布在玉米、大米、小麦中，以大米的污染率最

高［２］。 因此，建立大米中伏马毒素的检测方法具有重

要意义。
伏马毒素的检测方法主要有酶联免疫吸附法［３］、

气相色谱法［４］、高效液相色谱法［５－６］、液相色谱－串联

质谱法［７－８］等。 其中酶联免疫吸附法假阳性率高，适
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合作为伏马毒素的初步筛查办法。 气相色谱法需要对

伏马毒素进行衍生后方能检测，过程相对繁琐、检测流

程耗时长。 而液相色谱－串联质谱法具有较高的选择

性和灵敏度，无需水解和衍生，和能够提供相对分子量

信息与结构信息等优点，在测定大米中的 ＦＢ１、ＦＢ２、
ＦＢ３ 具有良好的应用前景。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 仪器与试剂　 美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司 ６４６０ Ｔｒｉｐｌｅ Ｑｕａｄ
液质联用仪（配电喷雾离子源和 ＭａｓｓＨｕｎｔｅｒ 数据分析

系统）、美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司 １２００ 高效液相色谱仪（配

ＤＡＤ 检测器、在线脱气机、自动进样器和二元泵）、美
国 ＯＡ 公司 Ｎ－ＥＩＡＰ３ 氮吹仪、Ｊ２ ＳＣＩＥＮＴＩＦＩＣ 公司的

半自动固相萃取仪、ＳＩＧＭＡ 公司的冷冻高速离心机、

５７３实用预防医学 ２０１７ 年 ３ 月 第 ２４ 卷 第 ３ 期　 Ｐｒａｃｔ Ｐｒｅｖ Ｍｅｄ， Ｍａｒ． ２０１７， Ｖｏｌ．２４， Ｎｏ．３



昆山市超声仪器有限公司的 ＫＱ－５００Ｅ 型超声波清洗

机、上海沪西分析仪器厂有限公司的 ＷＨ－２ 微型漩涡

混合仪、美国 Ｒｏｍｅｒ 公司的 Ｍｕｌｔｉｓｅｐ ２１１ Ｆｕｍ 净化柱；
ＦＢ１、ＦＢ２、ＦＢ３ 标液由新加坡 ＰｒｉｂｏＬａ 公司提供； １３Ｃ３４－
ＦＢ１、 １３Ｃ３４－ＦＢ２、 １３Ｃ３４－ＦＢ３ 标液由美国 Ｒｏｍｅｒ 公司提

供；美国 Ｔｅｄｉａ 公司的乙腈和甲醇（ＨＰＬＣ 级）、Ｓｉｇｍａ
公司的乙酸铵。
１􀆰 ２　 仪器条件

１􀆰 ２􀆰 １　 高效液相色谱仪条件　 色谱柱为 ＺＯＲＢＡＸ Ｅ⁃
ｃｌｉｐｓｅ ＸＤＢ－Ｃ１８ ４􀆰 ６ × ５０ ｍｍ，１􀆰 ８ μｍ；流动相 Ａ 为

０􀆰 ２％甲酸溶液，Ｂ 为乙腈，洗脱梯度为：３５％ ～６０％Ｂ ／ ０
～５ ｍｉｎ，９８％Ｂ ／ ５􀆰 １ ～ ７􀆰 ５ ｍｉｎ，９８％ ～ ３５％Ｂ ／ ７􀆰 ５ ～ ７􀆰 ６
ｍｉｎ，３５％Ｂ ／ ７􀆰 ６～１１ ｍｉｎ；流速为 ０􀆰 ４ ｍｌ ／ ｍｉｎ；进样量为

５ μｌ；柱温为 ３０ ℃。
１􀆰 ２􀆰 ２　 三重四级杆质谱仪条件 　 ＥＳＩ（ ＋），气流温度

（℃）：３５０；气流速度（Ｌ ／ ｍｉｎ）：１０； 雾化气（ｐｓｉ）：３０；鞘
气 Ｎ２ 温度（℃）：３５０；鞘气 Ｎ２ 流速（Ｌ ／ ｍｉｎ）：１２；毛细

管电压（Ｖ）：４ ０００；喷雾电压（Ｖ）：５００，其他质谱参数

见表 １。
１􀆰 ３　 样品处理

１􀆰 ３􀆰 １　 提取　 称取粉碎均质样品 ２􀆰 ００ ｇ 于 ５０ ｍｌ 聚
四氟乙烯离心管中，加入 ２００ μｌ ０􀆰 １ μｇ ／ ｍｌ 的 １３Ｃ３４ －
ＦＢ１、 １３Ｃ３４－ＦＢ２、 １３Ｃ３４－ＦＢ３ 混合内标溶液，加入 １０ ｍｌ
乙腈：水＝ ５０：５０，高速匀质提取 ５ ｍｉｎ，１０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离

心 ８ ｍｉｎ，取上层清液于另一个聚四氟乙烯离心管中，
用 ０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＯＨ 调节 ｐＨ 至 ６～８，待净化。
１􀆰 ３􀆰 ２　 净化　 预先用 ５ ｍｌ 甲醇和 ５ ｍｌ 甲醇 ／水＝ ７５ ／
２５ 活化柱子。 取 ５ ｍｌ 滤液于 ５０ ｍｌ 聚四氟乙烯离心

管中，加入 １４ ｍｌ 甲醇 ／水 ＝ ７５：２５，混匀。 将此溶液全

量通过净化柱，流速控制在 １ ～ ２ ｍｌ ／ ｍｉｎ，再分别用 １０
ｍｌ 甲醇 ／水＝ ７５：２５ 和 ３ ｍｌ 甲醇淋洗净化柱。 用 １０ ｍｌ
甲醇 ／甲酸＝ ９８：２ 洗脱净化柱，收集的洗脱液于 ６０ ℃
下氮吹至干，加入 １􀆰 ０ ｍｌ ０􀆰 ２％甲酸 ／乙腈 ＝ ６５：３５ 溶

解，漩涡混匀 １０ ｓ，过 ０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤膜，待进样。

２　 结果与讨论

２􀆰 １　 高效液相色谱分离条件优化　 通过优化梯度洗

脱比例来实现 ＦＢ１、ＦＢ２、ＦＢ３ 快速分离，待测物在 ４
ｍｉｎ 内实现基线分离，ＦＢ１、ＦＢ２、ＦＢ３ 及其相应内标的

质谱图见图 １、图 ２。
２􀆰 ２　 质谱条件优化 　 伏马毒素为两性结构，实验结

果表明 ＦＢ１、ＦＢ２、ＦＢ３ 在电喷雾正离子模式下能够较

好的离子化，并对比了正离子模式下，水－乙腈，０􀆰 ２％
甲酸－乙腈对离子化效率的影响，实验结果表明，流动

相为 ０􀆰 ２％甲酸－乙腈时 ３ 种伏马毒素响应较好。 在

正离子模式下进行一级质谱扫描，得到各组分母离子，
再选定各个母离子进行二级质谱扫描，得到碎片子离

子，响应高的选定为定量离子，响应次高的为定性子离

子，再分别对定量离子和定性离子的碎裂电压和碰撞

能量进行优化。 质谱参数见表 １。

图 １　 ＦＢ１、ＦＢ２、ＦＢ３ 色谱质谱图

图 ２　 伏马毒素内标物 １３Ｃ３４－ＦＢ１、 １３Ｃ３４－ＦＢ２、
１３Ｃ３４－ＦＢ３ 色谱质谱图

表 １　 ＦＢ１、ＦＢ２、ＦＢ３ 及其内标物的主要质谱参数

化合物
保留时间

（ｍｉｎ）

母离子

（ｍ／ ｚ）

子离子

（ｍ／ ｚ）

驻留时间 ／ ｍｓ

（Ｄｗｅｌｌ）

碎裂电压 ／ Ｖ

（Ｆｒａｇｍｅｎｔｏｒ）

碰撞能量 ／ ｅＶ

（ＣＥ）

ＦＢ１ ２􀆰 １２ ７２２􀆰 １ ３５２􀆰 １ ５０ １８０ ３５
７２２􀆰 １ ３３４􀆰 ２∗ ５０ １９０ ４０

ＦＢ２ ３􀆰 ５７ ７０６􀆰 １ ３３６􀆰 ２∗ ５０ １７５ ４０
７０６􀆰 １ ３１８􀆰 ２ ５０ １７５ ４０

ＦＢ３ ３􀆰 ０６ ７０６􀆰 １ ３５４􀆰 １ ５０ １９０ ３５
７０６􀆰 １ ３３６􀆰 ２∗ ５０ １９０ ４０

１３Ｃ３４－ＦＢ１ ２􀆰 １２ ７５６􀆰 ４ ３７４􀆰 ３ ５０ １９５ ４０
１３Ｃ３４－ＦＢ２ ３􀆰 ５７ ３７６􀆰 ５ ３７６􀆰 ５ ５０ １５５ ４０
１３Ｃ３４－ＦＢ３ ３􀆰 ０６ ７４０􀆰 ４ ３７６􀆰 ５ ５０ １５０ ３５

　 　 注：∗为定量离子。

２􀆰 ３　 净化柱的选择 　 与大米中的碳水化合物、脂肪

酸和蛋白质相比，样品中的伏马毒素含量非常低。 选

择合适的净化柱，能够将真菌毒素与其他杂质分离，有
利于对痕量的真菌毒素进行准确定量。 目前用于净化

伏马毒素的固相萃取小柱主要有复合毒素 Ｍｙｃｏ６ｉｎ１
免疫亲和柱 （美国 Ｖｉｃａｍ 公司） ［９］， Ｍｕｌｔｉｓｔｅｐ＠ ２１１
Ｆｕｍ［１０］， ＭＡＸ 固相萃取小柱［１１］， ＳＡＸ 固相萃取小
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柱［１２］等。 实验对比了 Ｍｙｃｏｓｅｐ ２６６ Ａｆｌｏｚｏｎ 多功能净

化柱（美国 Ｒｏｍｅｒ 公司）、Ｍｙｃｏ６ｉｎ１ 免疫亲和柱（美国

Ｖｉｃａｍ 公司）、Ｍｕｌｔｉｓｅｐ ２１１ Ｆｕｍ 净化柱（美国 Ｒｏｍｅｒ 公
司）三种小柱的净化效果。 其中 Ｍｙｃｏｓｅｐ ２６６ Ａｆｌｏｚｏｎ
多功能净化柱对伏马毒素有保留作用，回收率较差。
Ｍｙｃｏ６ｉｎ１ 免疫亲和柱对伏马毒素的吸附作用不明显，
回收效果较 Ｍｕｌｔｉｓｔｅｐ＠ ２１１ Ｆｕｍ 净化柱差，因此选用

美国 Ｒｏｍｅｒ 公司的 Ｍｕｌｔｉｓｅｐ＠ ２１１ Ｆｕｍ 作为伏马毒素

的净化柱。
２􀆰 ４　 标准曲线和线性范围 　 准确移取适量的 ＦＢ１、
ＦＢ２、ＦＢ３ 混合标准溶液和混合同位素内标溶液，用
０􀆰 ２％甲酸 ／乙腈＝ ６５ ／ ３５ 配制成混合标准序列，每份中

含有 １０ ｎｇ ／ ｍｌ 混合同位素内标。 检测结果表明，ＦＢ１、
ＦＢ３ 在 ５～８００ ｎｇ ／ ｍｌ，ＦＢ２ 在 ２～８００ ｎｇ ／ ｍｌ 范围内线性

良好，相关系数均大于 ０􀆰 ９９９６，见表 ２。
表 ２　 ＦＢ１、ＦＢ２、ＦＢ３ 的回归方程和相关系数

组分 浓度范围（ｎｇ ／ ｍｌ） 回归方程 相关系数

ＦＢ１ ５～８００ ｙ＝ ０􀆰 ８０３１ｘ－０􀆰 ２３３９ ０􀆰 ９９９８

ＦＢ２ ２～８００ ｙ＝ ２􀆰 ５６３４ｘ－０􀆰 ４６０３ ０􀆰 ９９９９

ＦＢ３ ５～８００ ｙ＝ １􀆰 ８１０９ｘ－０􀆰 ６７６４ ０􀆰 ９９９６

２􀆰 ５　 精密度与准确度实验　 分别称取 ９ 份伏马毒素

阴性大米样品于 ５０ ｍｌ 的塑料具塞离心管中，加入一

定量的混合标准溶液及内标混合溶液，配成低、中、高
３ 个水平（２０、１００、４００ ｎｇ ／ ｇ）的加标样品，进行提取和

净化，测得方法回收率和精密度见表 ３。 ＦＢ１、ＦＢ２、ＦＢ３

均具有较好的回收率和精密度，回收率为 ９４􀆰 ５％ ～
１１０􀆰 ５％，ＲＳＤ 为 １􀆰 ２％～４􀆰 ５％。 以信噪比（Ｓ ／ Ｎ ＝ ３）计
算得检出限，检测限介于 ０􀆰 ０４５～０􀆰 １０ ｎｇ ／ ｍｌ。

表 ３　 方法的回收率和精密度

化合物
添加值

（ｎｇ ／ ｇ）

测定值

（ｎｇ ／ ｇ，􀭰ｘ±ｓ）

ＲＳＤ（％）

（ｎ＝３）

回收率

（％）

ＦＢ１ ２０ ２２􀆰 １０±１􀆰 １０ ４􀆰 ５ １１０􀆰 ５

１００ ９７􀆰 ８７±３􀆰 ９５ ４􀆰 ０ ９７􀆰 ９

４００ ３９３􀆰 ８３±４􀆰 ７４ １􀆰 ２ ９８􀆰 ４

ＦＢ２ ２０ ２０􀆰 ２０±１􀆰 １０ ４􀆰 ０ １０１􀆰 ３

１００ ９７􀆰 ８７±３􀆰 ９５ １􀆰 ６ ９８􀆰 １

４００ ３９３􀆰 ８３±４􀆰 ７４ ３􀆰 １ ９４􀆰 ５

ＦＢ３ ２０ ２１􀆰 ３３±０􀆰 ７２ ３􀆰 ４ １０６􀆰 ７

１００ ９４􀆰 ４７±２􀆰 ９０ ２􀆰 ９ ９４􀆰 ５

４００ ３８８􀆰 ６３±４􀆰 ０３ ４􀆰 ０ ９７􀆰 ２

２􀆰 ６　 大米中伏马毒素的测定结果　 从不同商店采购

２７ 份不同品牌大米样品，按照 １􀆰 ３ 方法进行前处理，
测得 １ 份大米受到伏马毒素污染，其中 ＦＢ１ 含量为

７􀆰 ７９ ｎｇ ／ ｇ，ＦＢ２ 含量为 １􀆰 ９０ ｎｇ ／ ｇ，ＦＢ３ 含量为 １􀆰 ７８ ｎｇ ／

ｇ。 其它样本均未检出伏马毒素。

３　 结　 论

建立了高效液相色谱－三重四级杆质谱法同时测

定三种伏马毒素的方法。 对液相分离条件和质谱参数

进行优化，并分别考察了 Ｍｙｃｏｓｅｐ ２６６ Ａｆｌｏｚｏｎ 多功能

净化柱、Ｍｙｃｏ６ｉｎ１ 免疫亲和柱、Ｍｕｌｔｉｓｅｐ＠ ２１１ Ｆｕｍ 三

种小柱的净化效果。 所建立的方法具有操作简单、分
析速度快、选择性佳等优点，并通过加入伏马毒素混合

内标，提高测定的准确度和回收率，为测定食品中的伏

马毒素含量提供方法借鉴。
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