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摘要　目的：采用改良ＱｕＥＣｈＥＲＳ前处理技术，建立了超快速液相色谱串联质谱（ＵｌｔｒａＨｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅＬｉｑｕｉｄＣｈｒｏｍａ
ｔｏｇｒａｐｈｙＴａｎｄｅｍＭａｓｓＳｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＵＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ）检测中药三七中 ２６种真菌毒素含量的分析方法。方法：样品用
ＱｕＥＣｈＥＲＳ方法进行前处理，经１５％甲酸乙腈溶液提取，用混合净化填料净化除杂，采用基质匹配标准曲线结合同位素内
标法进行定量分析。结果：在低、中、高３个添加水平下，２６种真菌毒素的平均加标回收率为８０１％～１１６２％（ｎ＝５），平
均回收率范围为２６种真菌毒素在各自的线性范围内线性关系良好，相关系数（ｒ２）≥０９９，检出限和定量限分别为００５～
６２５μｇ／ｋｇ和０２～２００μｇ／ｋｇ。结论：该法简单、快速、实用性强，适用于三七中２６种真菌毒素的定量分析。
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　　近年来，中药中真菌毒素安全性问题引起了国
内外的高度重视。真菌毒素是真菌的有毒代谢产

物，可通过直接摄取、吸入以及皮肤接触进入人体及

牲畜体内，引起严重的慢性毒性，包括肝、肾毒性、致

癌性、致突变性及致畸性等。研究较多且感染范围

较广的真菌毒素主要包括黄曲霉毒素、赭曲霉毒素、

伏马毒素、玉米赤霉烯酮、单端孢霉烯族类等［１２］，近

年来新的真菌毒素种类也在不断被发现，如恩镰孢

菌素类［３］。

目前单个或单类真菌毒素检测方法较为成

熟［４５］，主要采用免疫亲和净化前处理方法联合液相

色谱或液质联用检测技术。而真菌毒素高通量检

测，由于不同真菌毒素产自不同真菌的代谢途径，化

学结构不同，理化性质差异大，且含量低，通常为

μｇ／ｋｇ级别的痕量检测，检测难度较大。目前主要
采用灵敏度高、专属性强的液质联用技术进行检测，

液相串联三重四级杆质谱（ＬＣＭＳ／ＭＳ）技术可采用
多反应监测模式，通过采集母离子与对应子离子对，
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有效排除干扰，同时灵敏度高于其他全扫描高分辨

质谱，是目前最常用的真菌毒素高通量检测方法。

前处理方面主要采用固相萃取柱、分散固相萃取方

法进行净化富集，其中 ＱｕＥＣｈＥＲＳ方法以其多种净
化填料组合高效去除多种杂质，且操作简便快速的

特点，成为目前应用较多的方法。

目前高通量真菌毒素方法率先在食品领域中研

究，研究基质多为食品与饲料［６１０］。近年来研究发

现中药在种植、加工、流通与贮存中均存在感染真菌

毒素的风险。但中药基质富含各种次生代谢产物，

基质干扰更多，无法直接套用食品方法。三七是一

味重要的传统中药，可“散瘀止血，消肿定痛”，既具

缩短出血和凝血时间又兼具抗血小板凝聚和溶栓的

作用，被临床和日常保健大量应用［１１１２］。但三七种

植在温暖潮湿的南方，在种植、贮存及运输中易霉

变，为进一步研究三七真菌毒素的安全性，本课题组

以三七为基质，利用ＱｕＥＣｈＥＲＳ前处理技术［１３］并进

行改良，联合液质技术首次建立了三七中２６种真菌
毒素检测方法。可同时检测黄曲霉毒素类、赭曲霉

毒素类、伏马毒素类、单端孢霉烯类、青霉素类及恩

镰孢菌素类多种真菌毒素，且操作简便，准确，快速、

为探索其他中药基质中真菌毒素高通量检测方法提

供了借鉴。

１　仪器与试药
１１　仪器　液相色谱三重四极杆串联质谱仪（型
号：ＮｅｘｅｒａＸ２ＬＣＭＳ８０６０，供应商：日本岛津公司）；
高速离心机（型号：５８１０Ｒ，供应商：德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ
公司）；组织粉碎机（型号：Ｇｅｎｏｇｒｉｎｄｅｒ１５００，美国
ＳＰＥＸ公司）；氮吹仪（型号：ＮＥＶＡＰＴＭ１１２，供应
商：美国Ｏｒｇａｎｏｍａｔｉｏｎ公司）；分析天平（型号：Ｓｔａｔｏ
ｒｉｕｓＣＰ２２５Ｄ，供应商：美国梅特勒托利多仪器有限
公司）；ＭｉｌｌｉＱ纯水仪（型号：ＭｉｌｌｉＱ，供应商：美国
密理博公司），ＶＡ２２ＭＦＤ超声仪（型号：ＶＡ２２ＭＦＤ，
德国ＷＩＧＧＥＮＳ公司）。
１２　试剂　甲醇、乙腈、甲酸、甲酸铵、醋酸铵（色谱
纯，购于德国Ｍｅｒｃｋ公司）；无水硫酸镁、氯化钠（分
析纯，购于上海凌峰化学试剂有限公司），Ｃ１８、ＧＣＢ、
ＰＳＡ净化填料均购于天津博纳艾杰尔公司；真菌毒
素标准品、同位素内标１３Ｃ１５脱氧雪腐镰刀菌烯醇
（１ｍｇ／Ｌ）、１３Ｃ１８玉米赤霉酮（１ｍｇ／Ｌ）（纯度均大于
９８％，均购于美国Ｓｉｇｍａ公司）。
１３　分析样品　实验用三七样品分别取自广西省
百色市、云南省红河自治州石屏县三七种植基地各

１８批，依次编号为广西０１，广西０２……广西１８，云

南０１、云南０２……云南１８。
２　方法与结果
２１　ＬＣＭＳ／ＭＳ色谱质谱条件　色谱条件：采用
粒径为２７μｍ的安捷伦 Ｐｏｒｏｓｈｅｌｌ１２０ＥＣＣ１８的色
谱柱 （规格：１５０ｍｍ×３０ｍｍ）；采用正负离子２
种采集模式。正离子模式：流动性 Ａ相为甲醇，Ｂ
相为０５％甲酸２ｍｍｏｌ／Ｌ甲酸铵水溶液，梯度洗
脱条件：０～２ｍｉｎ：２０％ Ａ，２～１５ｍｉｎ：２０％Ａ～
１００％ Ａ；１５～１８ｍｉｎ：１００％ Ａ；负离子模式：Ａ
相为乙腈，Ｂ相为水，梯度洗脱条件：０～２ｍｉｎ：
１０％ Ａ，２～１５ｍｉｎ：１０％ Ｂ～１００％ Ａ。流速
０４５ｍＬ／ｍｉｎ，进样量：５μＬ。

质谱条件：ＥＳＩ源，多反应监测模式（ＭＲＭ），正、
负２种模式进行扫描，相关参数为：离子源接口温
度：３００℃，接口电压：４０００Ｖ，雾化气流速：
３０Ｌ／ｍｉｎ；干燥气流量：１００Ｌ／ｍｉｎ，加热气流量：
１００Ｌ／ｍｉｎ；２６种毒素的质谱参数见表１，总离子流
图见图１。

表１　２６种真菌毒素质谱参数

真菌毒素
母离

子

定量

离子

碰撞

电压

（ｅＶ）

定性

离子

碰撞

电压

（ｅＶ）
黄曲霉毒素Ｂ１（ＡＦＢ１） ３１３０２４１０ －３８ ２８５１ －２５
黄曲霉毒素Ｂ２（ＡＦＢ２） ３１５１２８７１ －３５ ２５９１ －４０
黄曲霉毒素Ｇ１（ＡＦＧ１） ３２９１２４３１ －３５ ２１５１ －３５
黄曲霉毒素Ｇ２（ＡＦＧ２） ３３１１２４５１ －４０ ３１３１ －３３
黄曲霉毒素Ｍ１（ＡＦＭ１） ３２９１２７３１ －２５ ２５９２ －２５
黄曲霉毒素Ｍ２（ＡＦＭ２） ３３１１２７３１ －２３ ２５９３ －２３
赭曲霉毒素Ａ（ＯＴＡ） ４０４１２３９０ －２３ １０２１ －６６
赭曲霉毒素Ｂ（ＯＴＢ） ３７００２０５０ －２２ １０３０ －１４
赭曲霉毒素Ｃ（ＯＴＣ） ４３２１２３９１ －２８ ３５８０ －１８
伏马毒素Ｂ１（ＦＢ１） ７２２４３３４３ －４１ ３５２３ －３７
伏马毒素Ｂ２（ＦＢ２） ７０６４３３６３ －３７ ３１８３ －３９
伏马毒素Ｂ３（ＦＢ３） ７０６６３３６３ －３６ ６８８５ －３０
脱氧雪腐镰刀菌烯醇（ＤＯＮ） ２９７１２４９１ －１２ ２３１１ －１４
Ｔ２毒素（Ｔ２） ４８４３３０５１ －１６ ２４５１ －１６
ＨＴ２毒素（ＨＴ２） ４４２２２６３１ －１８ ２１５３ －１６
恩镰孢菌素Ａ（ＥＮＮＡ） ６９９５２１０２ －２０ ２２８２ －２０
恩镰孢菌素Ａ１（ＥＮＮＡ１） ６８５５２１０２ －３０ ２２８２ －３２
恩镰孢菌素Ｂ（ＥＮＮＢ） ６５７３１９６１ －３０ ２１４２ －３２
恩镰孢菌素Ｂ１（ＥＮＮＢ１） ６７１５１９６１ －３２ ２１０１ －３０
桔青霉素（ＣＩＴ） ２５１２２３３１ －１７ ２０５１ －２６
１３Ｃ１５脱氧雪腐镰刀菌烯醇
（１３Ｃ１５ＤＯＮ）

３１２２２６３１ －１４ ２１６３ －１８

玉米赤霉酮（ＺＡＮ） ３１９１２０５３ ２４ ２７５１ ２２
玉米赤霉烯酮（ＺＥＮ） ３１７１１７４９ ２０ １３０８ ２９
α玉米赤霉醇（αＺＡＬ） ３２１１２７７１ ２３ ３０３４ ２１
α玉米赤霉烯醇（αＺＥＬ） ３１９１１７３８ ２７ ２７５１ ２２
β玉米赤霉醇（βＺＡＬ） ３２１１３０３４ ２２ ２７７１ ２２
β玉米赤霉烯醇（βＺＥＬ） ３１９１２７５１ ２２ １６０１ ３２
１３Ｃ１８玉米赤霉烯酮（１３Ｃ１８ＺＥＮ）３３５１２９０４ １９ １８５１ ２５
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图１　２６种真菌毒素和２种同位素内标的总离子流图
　　注：Ａ．正离子模式总离子流图，出峰顺序：１ＤＯＮ，ＩＳ１１３Ｃ１５ＤＯＮ，２ＡＦＭ２，３ＡＦＧ２，４ＡＦＭ１，５ＡＦＧ１，６ＡＦＢ２，７ＡＦＢ１，８ＣＩＴ，９ＨＴ２，

１０ＦＢ１，１１ＯＴＢ，１２Ｔ２，１３ＦＢ３，１４ＦＢ２，１５ＯＴＡ，１６ＯＴＣ，１７ＥＮＮＢ，８ＥＮＮＢ１，１９ＥＮＮＡ，２０ＥＮＮＡ１；Ｂ．负离子模式总离子流图，出峰顺序：

１βＺＡＬ，２βＺＥＬ，３αＺＡＬ，４αＺＥＬ，５ＺＡＮ，６ＺＥＮ，ＩＳ２１３Ｃ１８ＺＥＮ

２２　对照品溶液的制备　取 ２６种真菌毒素标准
品，分别用乙腈稀释成浓度为每１Ｌ含１００ｍｇ的单
个标准贮备液，再用乙腈配制成每１Ｌ含１ｍｇ的混
合标准工作液。再取１３Ｃ１５脱氧雪腐镰刀菌烯醇、

１３

Ｃ１８玉米赤霉酮２种同位素内标标准品，用乙腈配
制成质量浓度为每１Ｌ含２０μｇ的混合内标标准工
作液。

２３　供试品溶液的制备　称取三七粉末（过三号
筛）约２ｇ，置５０ｍＬ离心管中，加入１０μＬ混合内标
溶液，放置１ｈ待内标溶液挥干，加水 １５ｍＬ放置
５ｍｉｎ，加１５％甲酸乙腈溶液１０ｍＬ匀浆２ｍｉｎ，加硫
酸镁氯化钠混合盐包５ｇ（４∶１），震摇３０ｍｉｎ，离心，
吸取上清液６ｍＬ至离心管中，加入１５ｇ混合净化
填料（ＧＣＢ∶ＰＳＡ∶Ｃ１８∶ＭｇＳＯ４＝３０∶１５０∶３００∶９００），剧
烈振摇５ｍｉｎ，离心，取上清液２ｍＬ于４０℃氮气吹
至约近干，加入２０％甲醇溶液稀释至１ｍＬ，涡旋混
匀，过０２２μｍ微孔滤膜，取续滤液，即得。
２４　专属性考察　取经预先测定，不含上述真菌毒
素的三七样品，按照“２３”项下操作，制备空白供试
品溶液；同时在样品中添加“２２”项下的混合标准
工作溶液，按照“２３”项下操作，制备加标供试品溶
液。试验结果表明，样品中其他成分不干扰测定。

２５　线性关系考察　取真菌毒素未污染的三七样
品，按供试品前处理方式制备空白基质溶液，将适量

的２６种真菌毒素标准贮备液和１０μＬ混合内标工
作液混合，配制不同线性范围的系列空白基质标准

溶液，建立了２６种真菌毒素的标准曲线，结果见表
２。２６种真菌毒素在线性范围内线性关系良好，相关
系数（ｒ２）均≥０９９。以定性通道的３倍信噪比（Ｓ／Ｎ）
确定化合物的检出限（ＬＯＤ）、定量通道的１０倍信噪
比确定化合物的定量限（ＬＯＱ），检出限和定量限分别
为００５～６２５μｇ／ｋｇ和０２～２００μｇ／ｋｇ。
２６　中间精密度试验　精密吸取混合对照品溶液
５μＬ，连续进样６此，记录峰面积及，结果各真菌毒
素的峰面积相对标准偏差（ＲｅｌａｔｉｖｅＳｔａｎｄａｒｄＤｅｖｉａ
ｔｉｏｎ，ＲＳＤ）均小于２％，表明仪器精密度良好。
２７　供试品稳定性试验　精密量取同一份添加浓
度为２５倍定量限的加样回收试验供试品溶液，分别
在０、６、１２、１８、２４ｈ进样，测定峰面积，ＲＳＤ均小于
４１％。试验结果表明，供试品溶液在２４ｈ内稳定。
２８　重复性实验　采用加样方法进行重复性试验，
按“２８”项下制备添加浓度为２０μｇ／ｋｇ的瓜蒌皮和
提取物供试品溶液，一式６份，进样分析，２６种真菌
毒素的重复性结果（日内精密度）见表３。
２９　回收率实验　取各真菌毒素贮备液配制成混
标（混标浓度根据２６种毒素的定量限扩大２５倍进
行配制），分别以１倍、５倍和２５倍定量限作为添加
浓度进行回收实验，分别在一天和连续的５ｄ进行
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回收实验，２６种生物毒素的平均回收率范围为
８０１％～１１６２％，ＲＳＤ范围为 ０２％～６６％。见
表３。

２１０　样品测定结果　采用建立的 ＵＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ
方法对３６份三七样品进行分析，样品测定结果见
表４。

表２　２６种真菌毒素线性范围、相关系数、检出限及定量限

真菌毒素 线性范围（μｇ／Ｌ） 基质校正曲线 ｒ２ 检测限（μｇ／ｋｇ） 定量限（μｇ／ｋｇ）

ＡＦＢ１ ０２５～１２５ ｙ＝３０３５２７ｘ＋１３３２３ ０９９７ ００５ ０２
ＡＦＢ２ ０２５～１２５ ｙ＝９８９９７ｘ＋０９１０３ ０９９７ ００５ ０２
ＡＦＧ１ ０２５～１２５ ｙ＝１３６８３６ｘ＋１０３９２ ０９９８ ００５ ０２
ＡＦＧ２ ０２５～１２５ ｙ＝６４６４８ｘ＋０８３３１ ０９９９ ００５ ０２
ＡＦＭ１ ０２５～１２５ ｙ＝３１４９２３ｘ＋３４７０２ ０９９７ ０２５ ０８
ＡＦＭ２ ２５～６２５ ｙ＝１０９５６０ｘ＋５９１８５ ０９９７ ０５ １６
ＯＴＡ ０２５～１２５ ｙ＝１２８２７７ｘ－０７０９９３ ０９９８ ００５ ０２
ＯＴＢ ０２５～１２５ ｙ＝１３９８７９ｘ＋０５９３１ ０９９６ ００５ ０２
ＯＴＣ １２５～６２５ ｙ＝６１８２１ｘ－８０３４５ ０９９５ ００５ ０２
ＦＢ１ ６２５～３１２５ ｙ＝２２８９８ｘ＋７２７１２ ０９９１ ０３ １０
ＦＢ２ ６２５～３１２５ ｙ＝２２７２２ｘ＋１４６４３ ０９９７ ０３ １０
ＦＢ３ １２５～６２５ ｙ＝３６１３８ｘ＋２７１６９ ０９９１ ０３ １０
ＤＯＮ ６２５～３１２５ ｙ＝０７２６９ｘ＋１０５９１ ０９９３ ５０ １２５
Ｔ２ １２５～６２５ ｙ＝２２８１８ｘ＋１６３０６ ０９９９ ０６ ２０
ＨＴ２ ６２５～３１２５ ｙ＝０４６９７ｘ＋１２９４９ ０９９８ ６２５ ２００
ＥＮＮＡ ０２５～１２５ ｙ＝１４８４５７ｘ＋５１６９０ ０９９９ ００５ ０２
ＥＮＮＡ１ ０２５～１２５ ｙ＝１４３５８９ｘ＋６３０９４ ０９９６ ００５ ０２
ＥＮＮＢ ０２５～１２５ ｙ＝０７２０６ｘ＋６２８７６１ ０９９６ ００５ ０２
ＥＮＮＢ１ ０２５～１２５ ｙ＝１０３０５ｘ＋６９４０１ ０９９５ ００５ ０２
ＣＩＴ ０２５～１２５ ｙ＝０７９０６ｘ－０４３９４ ０９９３ ０２５ ０８
ＺＡＮ ０２５～１２５ ｙ＝３４６０４ｘ－１７８７４ ０９９９ ０２５ ０８
ＺＥＮ ０２５～１２５ ｙ＝０７７６２ｘ＋３６５３８１ ０９９８ ００５ ０２
αＺＡＬ １２５～１２５ ｙ＝３３７３３６ｘ＋３６４０４ ０９９９ １２５ ４０
αＺＥＬ ０２５～１２５ ｙ＝２３８２１ｘ＋０１２９１ ０９９９ ０２５ １０
βＺＡＬ ２５～１２５ ｙ＝４８２４０ｘ＋３８０９４ ０９９８ １２５ ４０
βＺＥＬ ０２５～１２５ ｙ＝０７５７９ｘ＋０８８１３ ０９９７ ０２５ ０８

表３　２６种真菌毒素精密度、回收率和稳定性（ｎ＝６）

真菌毒素
日内精密度（回收率（％）／ＲＳＤｉ）

低 中 高

日间精密度（回收率（％）／ＲＳＤｒ）
低 中 高

ＡＦＢ１ ９８４／０２ １００７／２８ １０５９／３７ ９３５／５１ １００７／２１ １０４５／４０
ＡＦＢ２ ９７９／４１ １０３７／３２ １０４９／２７ ９６８／３７ １０１１／４７ １０３２／２８
ＡＦＧ１ ８７３／２３ １０４１／４７ １０３５／３８ ８８１／１９ １００６／５３ １０１８／３２
ＡＦＧ２ ９２４／１３ １０６５／０８ １０００／４０ ９２９／５０ １０１６／３２ ９７９／６０
ＡＦＭ１ ９８５／２７ １０１９／０９ １０２１／１６ ９５６／３６ ９７６／２０ １００５／２４
ＡＦＭ２ ８９３／２６ １０１７／３２ １０２５／２８ ８９６／３９ １００６／２９ １０１６／３２
ＯＴＡ ９４５／１６ １０８６／２１ １１５８／５０ ９２０／４９ １０００／５６ １１００／４９
ＯＴＢ １００３／３６ １００１／３９ １０６７／０７ ９６３／４３ ９８１／３３ １００５／５７
ＯＴＣ ９９９／０３ １０１２／５２ １１００／２７ ９９０／３７ ９７６／４７ １０７２／４４
ＦＢ１ ８４２／４４ ８９２／３１ ８２８／１１ ８５２／６３ ８１２／２７ ８１９／３６
ＦＢ２ ８３５／４４ ８９５／２３ ８１１／１３ ８３７／６０ ８６４／４４ ８３３／４９
ＦＢ３ ８９３／３９ ８４５／３９ ８３３／４１ ８４０／４９ ８１０／４０ ８０６／４３
ＤＯＮ １００３／１５ ９９６／２１ １０１３／１９ ９６８／２２ ９９６／３１ ９９１／１９
Ｔ２ １０５１／２６ １０１３／１５ １０２４／５３ １０４７／４５ ９１４／４９ ９７９／６０
ＨＴ２ １０５２／０８ １００５／２４ １１２８／２０ １０２０／２１ ９６６／５１ １０６４／３１
ＥＮＮＡ １０４２／２９ ９８５／１７ １１３７／２１ １００９／４７ ９５９／３２ １０９７／５３
ＥＮＮＡ１ １０２０／３５ ９９０／１４ １１０３／５０ １０２３／４３ ９５５／４３ １０７６／６６
ＥＮＮＢ ９２９／４７ ９７８／２１ ９１３／２６ ８７７／５３ ９５８／３８ ９８１／５３
ＥＮＮＢ１ １００７／２６ ９５２／１７ ８６０／４５ ９４９／４８ ９１７／２０ ９６４／５４
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续表３　２６种真菌毒素精密度、回收率和稳定性（ｎ＝６）

真菌毒素
日内精密度（回收率（％）／ＲＳＤｉ）

低 中 高

日间精密度（回收率（％）／ＲＳＤｒ）
低 中 高

ＣＩＴ １１６２／５０ １０８３／４９ １０５３／４０ １０６４／５３ １０５３／４３ １００４／５７
ＺＡＮ ９５０／２２ ９９３／０９ １０１３／１６ １００７／３２ ９６８／２０ １００３／３４
ＺＥＮ １０５８／２９ １０４６／２７ ９７８／３９ １０３３／４２ １０２９／２８ １０２１／５０
αＺＡＬ １０４５／３６ １０７０／４９ １０２９／１７ １０３２／４６ １００２／４７ １０９２／２８
αＺＥＬ ８４４／４７ ９７７２０４ １０４４／４３ ８２０／５０ １００２／４２ １０１０／３２
βＺＡＬ ８６８／２６ ９２８／３２ １０９５／２９ ８５０／４３ ９４７／３３ １０３８／３９
βＺＥＬ １００８／５１ １０９１／０４ １１０９／３２ １００８／４９ １０４８／３５ ９８４／２８

表４　三七样品检测结果

编号 检出真菌毒素 编号 检出真菌毒素 编号 检出真菌毒素 编号 检出真菌毒素

广西０１ － 广西１０ － 云南０１ － 云南１０ －
广西０２ － 广西１１ 恩镰孢菌素Ｂ：１１μｇ／ｋｇ 云南０２ － 云南１１ －
广西０３ － 广西１２ － 云南０３ 恩镰孢菌素Ｂ１：０９μｇ／ｋｇ 云南１２ －
广西０４ － 广西１３ － 云南０４ － 云南１３ －
广西０５ － 广西１４ － 云南０５ － 云南１４ －
广西０６ － 广西１５ － 云南０６ － 云南１５ －
广西０７ － 广西１６ － 云南０７ － 云南１６ －
广西０８ － 广西１７ － 云南０８ － 云南１７ 伏马菌素Ｂ２：１２μｇ／ｋｇ
广西０９ － 广西１８ － 云南０９ － 云南１８ －

　　注：“－”为未检出

３　讨论
３１　检测真菌毒素种类的选择　目标真菌毒素均
为毒性大，食品和饲料中污染面广，关注度高的真菌

毒素。黄曲霉类毒素是目前发现的毒性最强的一类

真菌毒素，具有强烈的致癌性，不仅造成严重的肝损

伤，引发肝癌以外，也被发现会诱导肾癌、胰腺癌和

结肠癌的产生［１５］。赭曲霉类毒素具有多种慢性毒

性，如致癌性、生长生殖毒性、神经毒性及免疫毒性

等［１６］。玉米赤霉烯酮类毒素最主要的毒性是生长

生殖毒性，长期大剂量下摄入会致癌，并具有相对突

出的免疫毒性［１７］。同样，Ｔ２毒素、ＨＴ２毒素、伏马
类毒素和脱氧雪腐镰刀菌烯醇都是受到广泛关注的

真菌毒素［１８２０］，粮谷中污染情况严重，国内外食品、

药品法规都相继增加了相应的标准限度。桔青霉素

急性毒性属于高毒［２１］，恩镰孢菌素为近年来研究热

点，饲料中普遍检出［２］。

３２　色谱和质谱条件的优化　目标真菌毒素种类
不同，理化性质差异较大，三七基质干扰不同。通过

对每种真菌毒素通过质谱全扫描确定了采集模式，

并通过比较２种模式下基质干扰情况，确定６种玉
米赤霉烯酮类真菌毒素在负模式下采集，其他２０种
真菌毒素均在正离子模式下采集。

流动相系统比较了甲醇和乙腈２种有机相系
统，结果显示正离子模式下，甲醇系统中的基质干扰

分离度优于乙腈系统，最终选择甲醇作为正离子扫

描模式流动相。为了改善离子化效率，提高分析灵

敏度，比较了甲酸、乙酸、甲酸铵和乙酸铵等改性剂，

结果乙酸和乙酸铵表现不如甲酸和甲酸铵，而甲酸

铵在较高浓度下（５ｍｍｏｌ／Ｌ）出现抑制离子化效率
的现象。经试验，在添加０５％甲酸和２ｍｍｏｌ／Ｌ甲
酸铵的情况下，甲酸用于提高电喷雾正模式下部分

真菌毒素的离子化效率，添加甲酸铵可以改善峰形，

抑制质谱电离中［Ｍ＋Ｋ］＋和［Ｍ＋Ｎａ］＋峰，获得了
最好的分离效果。在负离子模式下，采用乙腈流动

相能改善峰形，在保证满意的分离度前提下，缩短洗

脱时间。最终，正离子模式下选择 ０５％甲酸，
２ｍｍｏｌ／Ｌ甲酸铵水溶液及甲醇溶液作为流动相；负
离子模式下，选择水和乙腈作为流动相。

由于三七基质中存在较多皂苷类等大极性的干

扰物质，梯度洗脱中先采用较大比例的水进行杂质

干扰的去除，同时为保护质谱进样环境，进样前２分
钟采用废液切换模式。

３３　前处理条件优化
由于为痕量分析且同时分析多种不同种类的真

菌毒素，需要完全提取真菌毒素同时尽量减少基质

干扰，以达到准确分析的目的，需对前处理过程中的

提取效率、净化干扰杂质进行重点优化。ＱｕＥＣｈ
ＥＲＳ方法是一种新型的通用型前处理方法，２００３年
发表运用在多种农药残留检测前处理方法，该方法

具有快速、简便、廉价、有效、耐用、安全以及回收率
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高的优点，可作为高通量真菌毒素检测的前处理方

法［２２２４］。对提取和净化操作中的提取方式、提取溶

剂、净化填料的组合和配比进行改良和优化。

３３１　提取方式　常规提取方式有超声提取法、液
液萃取法及震荡提取法等，由于真菌毒素污染可同

时出现在药材表面与内部，研究中采用了匀浆法提

取，可快速达到完全提取的目的。

３３２　提取溶剂优化　比较了乙腈和甲醇２种通
用型提取溶剂，甲醇相对于乙腈具有较好的溶解度，

而乙腈具有更好的选择性，可以避免提取更多脂肪、

色素等杂质，且乙腈的提取效率更好，因采用乙腈作

为提取溶剂。

待测真菌毒素中伏马菌素类、桔青霉素、赭曲霉

毒素类等毒素具有羧基集团，水溶性强，对酸敏感

性。常规乙腈水系统提取条件下，上述真菌毒素的

回收率低于１０％。故提取溶剂采用加入甲酸的方
式，提高其稳定性，增加提取效率。通过对加入甲酸

的浓度进行了考察，结果显示随着乙腈溶剂中甲酸

浓度的提高，能够使赭曲霉毒素Ａ、赭曲霉毒素Ｂ和
伏马菌素回收率逐渐上升，说明提取溶剂酸度对于

酸敏感性毒素的提取效率影响大，经研究，发现

１５％甲酸乙腈为最合适比例，各毒素的回收率均达
到８０％以上。
３３３　净化填料优化　ＱｕＥＣｈＥＲＳ法常用净化填
料包括：十八烷基硅烷键合硅胶（Ｃ１８）、Ｎ丙基乙二
胺（ＰＳＡ）、石墨化碳碳黑（ＧＣＢ）和中性氧化铝等。
考察中发现中性氧化铝对改善回收率无明显影响。

根据三七基质特点，本次研究中选择ＰＳＡ、ＧＣＢ、Ｍｇ
ＳＯ４、Ｃ１８作为净化材料。经试验，ＧＣＢ虽有助于除去
较多的色素，但其特殊的平面结构对玉米赤霉烯酮

类毒素回收率影响大，故减小其使用量。考察发现

Ｃ１８量不足或者过量时，ＨＴ２，ＯＴＡ及 ＯＴＢ的回收率
为３０％～６０％；而 ＰＳＡ有助于除去脂肪酸等杂质，
但过多ＰＳＡ会对 ＦＢ１、ＦＢ２以及 ＦＢ３的回收率有一
定的影响，确定 ＰＳＡ的最佳使用量均为１５０ｍｇ，最
终优化得到的填料配比为：ＧＣＢ３０ｍｇ，ＰＳＡ１５０ｍｇ，
Ｃ１８３００ｍｇ，ＭｇＳＯ４９００ｍｇ时，各真菌回收率均达到
８０％以上。
３３　回收率与精密度　目标真菌毒素回收全部满
足８０％～１２０％，相对偏低的主要为伏马菌素类，在
中、高浓度下的回收率相比低浓度下偏低，但仍达到

８０％以上。
３４　基质效应　对样品的基质效应进行了考察：比
较真菌毒素的基质校正标准曲线的斜率与纯溶剂配

制的混合标准曲线的斜率，基质效应（％）＝［（基质
校正标准曲线斜率／混合标准曲线的斜率）－１］×
１００％。结果显示大部分真菌毒素为基质抑制效应，
少数真菌毒素如伏马菌素类呈现基质增强效应。部

分毒素的基质效应可达５０％～８０％。说明基质干扰
明显，主要是 ＱｕＥＣｈＥＲＳ前处理为通用型前处理，
虽能将目标真菌毒素全部提取，但同时提取的干扰

物也非常多，尽管采用了混合填料净化，但因为真菌

毒素含量低，基质干扰仍较为明显，因此必须采用基

质校正标准曲线进行准确定量。

伏马菌素类基质增强效应的原因可能是与真菌

毒素共流出物中含有质子供体化合物，使得该类毒

素均为基质增强效应。

３５　三七检测结果分析　２个省份种植基地生产
的３６批三七样品中仅有３批样品分别检出恩镰孢
菌素Ｂ、Ｂ１和伏马菌素 Ｂ２，且检出量均较低，约为
１μｇ／ｋｇ。美国２００１年颁布的《工业指南：人类食物
和动物饲料中伏马菌素限值》规定玉米粉中伏马菌

素的限度为２０００μｇ／ｋｇ，欧盟颁布的食品中真菌毒
素限量标准（ＥＣ）Ｎｏ１８８１／２００６中规定伏马菌素的
限度为１０００μｇ／ｋｇ。与该限度比较，三七中检出的
伏马菌素Ｂ２远远低于参考限度。

有关恩镰孢菌素 Ｂ、Ｂ１的毒性研究目前尚不成
熟，目前研究发现是恩镰孢菌素具有细胞毒性；但需

要但同时也发现恩镰孢菌素具有杀菌抗炎的功效，

一定程度上属于抗菌素和抗生素［２５２７］。体外细胞

实验表明ＥＮＮＢ体外对肝细胞毒性大［２９３０］，但仍需

进一步体内实验的验证。因此目前尚不能说明三七

检出恩镰孢菌素 Ｂ、Ｂ１是否具有一定的风险。待将
来恩镰孢菌素毒性研究深入后再进一步评价。

本次研究采用改良 ＱｕＥＣｈＥＲＳ前处理技术，建
立了ＵＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ同时检测三七中２６种真菌毒
素的方法。可快速完成中药三七中２６种常见真菌
毒素的定性和定量分析，具有操作简单、实用性强的

特点，也为其他中药基质中多种真菌毒素含量的同

时检测提供技术借鉴。
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