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固相萃取-超高效液相色谱-串联质谱法快速测定

香辛料中 21 种新兴真菌毒素含量 

许  嘉, 王银会, 王  硕* 

[北京市朝阳区疾病预防控制中心(北京市朝阳区卫生健康监督所), 北京  100020] 

摘  要: 目的  建立一种基于固相萃取前处理的超高效液相色谱-串联质谱法快速分析香辛料中传统真菌毒

素和交链孢酚单甲醚等 5 种新兴真菌毒素(共 21 种真菌毒素)含量的方法。方法  样品提取液由分散固相萃取

净化, 经 HSS T3 柱分离, 以含 0.1%甲酸和 5 mmol/L 乙酸铵的水溶液与含 0.1%甲酸和 3 mmol/L 乙酸铵的甲

醇混合液为流动相进行梯度洗脱, 采用电喷雾电离技术进行正负离子模式的快速切换, 同时运用多反应监测

模式进行数据采集, 并结合外标法进行定量分析。结果  21 种真菌毒素在一定的浓度范围内均呈现良好的线

性关系, 相关系数(r)均不低于 0.99。检出限为 0.10~6.00 µg/kg, 定量限为 0.30~22.00 µg/kg。目标物的平均回

收率为 78.5%~100.5%, 相对标准偏差为 1.50%~7.98%。结论  该方法具有优异的准确性和精密度, 可用于香

辛料中多种真菌毒素的快速、准确检测。 
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Rapid determination of the content of 21 kinds of emerging mycotoxins in 
spices by solid-phase extraction combined with ultra performance liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry 

XU Jia, WANG Yin-Hui, WANG Shuo* 
  [Chaoyang District Center for Disease Prevention and Control (Chaoyang District Institute of Health Supervision), 

Beijing 100020, China] 

ABSTRACT: Objective  To establish a rapid method for the determination of 21 kinds of mycotoxins in spices, 

including conventional mycotoxins and 5 kinds of emerging mycotoxins such as alternariol monomethyl ether by 

solid-phase extraction pretreatment coupled with ultra performance liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry. Methods  Sample extracts were purified by dispersive solid-phase extraction, separated on an HSS T3 

column. Gradient elution was performed using a mobile phase consisting of aqueous solution containing 0.1% formic 
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acid and 5 mmol/L ammonium acetate, and methanol solution containing 0.1% formic acid and 3 mmol/L ammonium 

acetate. Electrospray ionization was adopted with rapid switching between positive and negative ion modes. Multiple 

reaction monitoring mode was used for data acquisition, and external standard method was applied for quantitative 

analysis. Results  All 21 kinds of mycotoxins showed good linear relationships within a certain concentration range, 

and the correlation coefficients (r) were all no less than 0.99. The limits of detection were 0.10–6.00 µg/kg, and the 

limits of quantitation were 0.30–22.00 µg/kg. The average recovery rates of the target substances were 78.5% to 

100.5%, and the relative standard deviations were 1.50% to 7.98%. Conclusion  The method has excellent accuracy 

and precision, and can be used for rapid and accurate detection of many mycotoxins in spices. 
KEY WORDS: solid-phase extraction; emerging mycotoxins; high-throughput screening; ultra performance liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry 
 
 

0  引  言 

真菌毒素是曲霉、青霉和镰刀菌等产毒真菌产生的有

毒次生代谢产物[1], 广泛污染谷物及食品, 特别是在收获

前、仓储和运输过程中易产生毒素[2–4], 是食品和农产品中

最具危害性的化学污染物之一 [5] 。此外 , 链格孢属

(Alternaria)等真菌产生的新兴真菌毒素, 能生成多种有毒

次生代谢产物[6]。这些毒素会导致致癌、致畸、肝肾毒性

及免疫抑制等严重疾病[7–8]。 
香辛料在生长、采收、储存及加工过程中极易受到产

毒真菌的污染, 导致黄曲霉毒素(aflatoxins, AFs)、赭曲霉

毒 素 (ochratoxins, OTs) 和 脱 氧 雪 腐 镰 刀 菌 烯 醇

(deoxynivalenol, DON)、伏马菌素(fumonisins, FBs)等污染[9]。

虽然香辛料低水分活度不易滋生微生物, 但若干燥前已受

污染或储存条件不当, 毒素仍会积累并持久存在, 严重威

胁产品质量和消费者安全[10]。香辛料基质复杂, 含有丰富

的色素(如辣椒红素和姜黄素)、脂溶性精油及辛辣成分, 这
些物质在检测过程中会产生显著的基质效应, 干扰检测结

果的准确性[11]。 
当前, 真菌毒素的检测技术主要包括高效液相色谱

法(high performance liquid chromatography, HPLC)[12]、液相

色 谱 - 串 联 质 谱 法 (liquid chromatography-tandem mass 
spectrometry, LC-MS/MS)[13–14] 以 及 酶 联 免 疫 吸 附 法

(enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA)[15–16]。其中, 
超高效液相色谱 -串联质谱法 (ultra performance liquid 
chromatography-tandem mass spectrometry, UPLC-MS/MS)
凭借其高分离效率、选择性和灵敏度, 已成为复杂基质中

同时分析多种真菌毒素的首选技术[17–19]。然而, 传统的前

处理方法对于香辛料这种复杂基质的净化效果常不理想, 
影响定量的准确度[20]。此外, 常规净化吸附剂如 C18 或 N-
丙基乙二胺(primary secondary amine, PSA), 可能对某些特

定结构的毒素(如一些链格孢毒素)产生过强吸附, 导致回

收率偏低[21]。特别是现有针对香辛料的多毒素检测方法通

常覆盖的毒素种类有限, 大多在 10~15 种左右, 对于链格

孢 酚 (alternariol monomethyl ether, AME) 、 交 链 孢 酚

(alternariol, AOH)、腾毒素(tenuoxin, TEN)等新兴链格孢毒

素的检测鲜有报道[22], 导致香辛料中潜在的真菌毒素污染

风险被系统性低估。 
为突破传统前处理方法在香辛料中存在较强的基质

抑 制 效 应 , 本 研 究 提 出 “ 水 化 – 酸 化 协 同 提 取 ” 
PSA/C18/Z-Sep+模块化分散固相萃取(dispersive solid-phase 
extraction, d-SPE)净化体系, PSA 主要去除脂肪酸、有机酸和

糖类等极性干扰物[23]; C18 有效吸附脂类和非极性色素[24]; 
Z-Sep+对磷脂和长链脂肪酸具有极强的吸附作用[25], 结合

高灵敏度质谱检测, 以期实现 21 种真菌毒素(包括链格孢

毒素)的高效分析, 为香辛料中 21 种新兴真菌毒素的含量

测定提供方法参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂   

香辛料为市售。辣椒粉、姜黄、胡椒, 辣椒粉的产地

主要为四川、新疆、河南省等; 姜黄的产地主要为四川、

云南、福建省等; 胡椒的产地为主要为海南、云南省等。 
真菌毒素标准物质 : 黄曲霉毒素 B1 (aflatoxin B1, 

AFB1)、黄曲霉毒素 B2 (aflatoxin B2, AFB2)、黄曲霉毒素

G1 (aflatoxin G1, AFG1)、黄曲霉毒素G2 (aflatoxin G2, AFG2)、
赭曲霉毒素 A (ochratoxins A, OTA)、赭曲霉毒素 B 
(ochratoxins B, OTB)、脱氧雪腐镰刀菌烯醇(deoxynivalenol, 
DON)、3-乙酰基脱氧雪腐镰刀菌烯醇(3-acetyldeoxynivalenol, 
3-ADON) 、 15- 乙 酰 基 脱 氧 雪 腐 镰 刀 菌 烯 醇

(15-acetyldeoxynivalenol, 15-ADON) 、 雪 腐 镰 刀 菌 烯 醇

(nivalenol, NIV)、伏马毒素 B1 (fumonisins B1, FB1)、伏马毒

素 B2 (fumonisins B2, FB2)、伏马毒素 B3 (fumonisins B3, 
FB3)、T-2 毒素(T-2 toxin, T-2)、HT-2 毒素(HT-2 toxin, HT-2)、
桔 青 霉 素 (citrinin, CIT) 、交 链 孢 酚 单 甲 醚 (alternariol 
monomethyl ether, AME)、交链孢酚(alternariol, AOH)、细交

链孢菌酮酸(tenuazonic acid, TeA)、腾毒素(tenuoxin, TEN)、
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交链孢霉烯(altenuene, ALT)标准品(质量浓度均为 1 mg/mL)、
PSA、C18(上海安谱实验科技有限公司); 乙腈、甲醇(色谱

纯, 美国 Thermo Fisher Scientific 公司); 甲酸、乙酸铵、柠

檬酸钠(分析纯, 中国 Sigma-Aldrich 公司); Z-Sep+(美国

Phenomenex公司); 无水 MgSO4(分析纯, 上海瀚思化工厂); 
NaCl(分析纯 , 广州化学试剂厂 ); 实验用水为超纯水

(Milli-Q 系统制备)。 

1.2  仪器与设备 

ACQUITY UPLC H-Class 超高效液相色谱系统、

ACQUITY UPLC HSS T3 色谱柱(2.1 mm×150 mm, 1.8 μm) 
(美国 Waters 公司); TSQ Altis 三重四极杆质谱仪(配有

H-ESI 加热电喷雾离子源, 美国 Thermo Fisher Scientific 公

司); A 11 basic Analytical mill 高速粉碎机(德国 IKA 公司); 
Vortex-Genie 2 涡旋振荡器(美国 Scientific Industries 公司); 
5810R 冷冻离心机(德国 Eppendorf 公司); N-EVAP-34 氮气

吹扫仪(美国 Organomation 公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  样品的提取    
样品经高速粉碎机粉碎并过 0.5 mm 标准筛后, 精确

称取 2.00 g (±0.05 g)均质样品于 50 mL 聚丙烯离心管中。

加入 10.0 mL 乙腈-水-甲酸(79:20:1, V:V:V)提取溶剂, 并迅

速加入 4 g 无水 MgSO4 与 1 g NaCl。立即密闭管盖, 涡旋

振荡 5 min, 确保充分混合提取。随后以 4000 r/min 离心 5 min, 
促使乙腈相与水相清晰分离。 
1.3.2  样品的净化 

取 6.0 mL 上清液, 置于盛有 1200 mg 无水 MgSO₄、
400 mg PSA、400 mg C18 和 200 mg Z-Sep+的 15 mL d-SPE
净化管中。涡旋振荡 10 min, 4000 r/min 离心 5 min。精密

量取 4.0 mL 上清液, 于 40 ℃下氮吹至近干。残渣用 1.0 mL
初始流动相(水:甲醇=90:10, V:V)复溶, 经 0.22 μm 尼龙滤

膜过滤后, 转移至进样瓶待测。 
1.3.3  标准溶液的配备 

真菌毒素混合标准储备液的制备: 精确称量各真菌

毒素标准品, 用甲醇进行稀释, 配制成 5 组不同质量浓度

的中间液, 第 1 组: AFB1、AFB2、AFG1、AFG2 的质量浓

度为 0.1 µg/mL, 标准系列为 0.5~20.0 µg/mL; 第 2组: OTA、

OTB 的质量浓度为 0.2 µg/mL, 标准系列为 1~50 µg/mL; 第
3 组: T-2、HT-2、CIT、AME、AOH、TeA、TEN、ALT
的质量浓度为 0.4 µg/mL, 标准系列为 2~100 µg/mL; 第
4 组: DON、3-ADON、15-ADON、NIV的质量浓度为 2 µg/mL, 
标准系列为 10~500 µg/mL; 第 5 组: FB1、FB2、FB3 的

质量浓度为 4 µg/mL, 标准系列为 20~500 µg/mL, –18 ℃
保存。 

基质匹配标准工作溶液的制备: 以预实验确认不含

目标真菌毒素为空白样品基质, 按照上述 1.3.1 和 1.3.2 方

法进行处理, 得到空白基质溶液。使用该空白基质溶液配

制系列浓度的基质匹配标准工作溶液。 
1.3.4  空白试验  

除不称取试样外, 均按 1.3.1 和 1.3.2 步骤进行。 
1.3.5  仪器条件 

(1)色谱条件 
色谱分析在配备 ACQUITY UPLC HSS T3 色谱柱

(2.1 mm×150 mm, 1.8 μm)的系统上进行, 具体参数为: 柱
温 40 °C; 流动相 A(水, 含 0.1%甲酸和 5 mmol/L 乙酸铵)与
B(甲醇, 含 0.1%甲酸和 3 mmol/L乙酸铵); 流速 0.3 mL/min; 
进样量 5 μL。梯度洗脱程序见表 1。 

 
表 1  液相色谱梯度洗脱程序 

Table 1  Gradient elution program of liquid chromatography  

时间 /min 流速 /(mL/min) A/% B/% 

0 0.30 95 5 

2 0.30 90 10 

10 0.30 30 70 

12 0.30 5 95 

14 0.30 5 95 

15 0.30 95 5 

19 0.30 95 5 

 
(2)质谱条件 
采用电喷雾电离(electron spray ionization, ESI)技术进

行正负离子模式的快速切换 , 同时运用多反应监测

(multi-reaction monitoring, MRM)模式进行数据采集, 其参

数包括: 喷雾电压(±3.0 kV/ −2.5 kV)、离子源温度(150 °C)、
脱溶剂气温度(500 °C)与流量(800 L/h)以及锥孔气流量(50 
L/h)。各化合物的质谱参数见表 2。 

1.4  数据处理 

本研究采用 ACQUITY UPLC H-Class+Empower 3 工

作站导出数据, 使用 WPS 2019 Excel 表格进行批量数据处

理, 使用 Origin 2022 绘制色谱图。 

2  结果与分析 

2.1  仪器工作条件的优化 

研究显示, 在流动相中添加 0.1% (V:V)甲酸、乙酸铵

缓冲盐能促进正离子模式下分析物的质子化, 并改善色谱

峰形[26–27]。本研究旨在评估 4 种流动相组合的分离效果, 
关键变量为: A/B 相中是否添加 0.1%甲酸, 以及 B 相中乙

酸铵的浓度(5 mmol/L 或 3 mmol/L)。结果显示, 乙酸铵缓

冲盐在水相较高浓度有利于负离子模式下毒素形成稳定加

合物并增强信号, 而有机相较低浓度可抑制正离子模式下

加合物的竞争, 峰形与保留时间稳定性显著改善。并且加 
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表 2  香辛料 21 种真菌毒素 MRM 参数 
Table 2  MRM parameters for 21 kinds of mycotoxins in spices 

化合物 模式 母离子 
(m/z) 

子离子 
(m/z) 

碰撞 
能量/eV 

锥孔 
电压/V

保留时间
/min 

AFB1 ESI+ 313.1 
285.1* 20 

30 8.5 
241.1 40 

AFB2 ESI+ 315.1 
287.1* 20 

30 8.3 
209.1 35 

AFG1 ESI+ 329.1 
243.1* 30 

35 8.1 
200.1 45 

AFG2 ESI+ 331.1 
245.1* 30 

35 7.9 
217.1 40 

OTA ESI+ 404.1 
239.1* 20 

40 10.1 
221.1 35 

OTB ESI+ 370.1 
205.1* 20 

35 9.8 
187.1 30 

CIT ESI+ 201.1 
233.1* 20 

20 8.4 
205.1 30 

DON ESI+ 297.1 
249.1* 15 

20 2.8 
203.1 20 

3-ADON ESI+ 339.1 
231.1* 20 

30 3.5 
203.1 30 

15-ADON ESI+ 339.1 
201.1* 20 

30 3.8 
231.1 20 

NIV ESI- 313.1 
247.1* 15 

20 2.5 
175.1 20 

FB1 ESI+ 722.4 
352.2* 40 

60 6.8 
334.2 50 

FB2 ESI+ 706.4 
336.2* 40 

60 7.1 
318.2 50 

FB3 ESI+ 706.4 
336.2* 40 

60 7.4 
318.2 50 

T-2 ESI+ 484.3 
305.2* 20 

40 11.2 
245.2 30 

HT-2 ESI+ 442.3 
203.2* 20 

35 10.8 
215.1 30 

TeA ESI+ 320.1 
281.1* 20 

35 10.5 
203.1 35 

AME ESI+ 272.1 
207.1* 15 

20 6.5 
228.1 20 

AOH ESI− 207.1 
215.1* 20 

20 7.8 
187.1 30 

TEN ESI− 413.1 
271.1* 20 

35 8.0 
141.1 35 

ALT ESI− 167.1 
123.1* 15 

20 9.7 
95.1 20 

注: *为定量离子。 

入 0.1% (V:V)甲酸后目标化合物的峰形显著改善目标化

合物的峰形, 获得更高的响应强度, 因此选用 A 相: 水
(含 0.1%甲酸和 5 mmol/L 乙酸铵)和 B 相甲醇(含 0.1%甲

酸和 3 mmol/L 乙酸铵)为流动相, 见图 1。 
 

 
 

注: 1. NIV; 2. DON; 3. 3-ADON; 4. 15-ADON; 5. AME; 6. FB1;  
7. FB2; 8. FB3; 9. AOH; 10. AFG2; 11. TEN; 12. AFG1;  

13. AFB2; 14. CIT; 15. AFB1; 16. ALT; 17. OTB; 18. OTA;  
19. TeA; 20. HT-2; 21. T-2。 

图 1  21 种真菌毒素总离子流色谱图(20 µg/L) 
Fig.1  Total ion chromatogram of 21 kinds of mycotoxins (20 µg/L) 

 

2.2  提取方法的优化 

2.2.1  提取溶液的选择 
研究显示, 乙腈、甲醇及其水混合体系在酸化的条件

下能对复杂基质样品表现出优异的提取性能[28–29], 本研究

系统比较了 4 种溶剂体系: 甲醇-水(70:30, V:V)、甲醇-水
-2%甲酸(79:20:1, V:V:V)、乙腈-水(70:30, V:V)、乙腈-水-2%
甲酸(79:20:1, V:V:V)。结果显示, 在甲醇-水体系中, 各目

标化合物的回收率为 41.8%~65.3%, 相对标准偏差(relative 
standard deviation, RSDs)为 9.5%~13.5%; 在甲醇-水-2%甲

酸 体 系 中 , 回 收 率 提 升 至 68.9%~98.9%, RSDs 为

5.5%~9.5%; 在乙腈-水体系中 , 回收率为 43.8%~69.2%, 
RSDs 为 8.5%~13.0%; 在乙腈-水-2%甲酸(79:20:1, V:V:V)
体系中, 所有化合物回收率均达 85.9%~104.0%, RSDs 为

4.6%~7.2%。研究结果印证了酸化处理的关键作用: 酸性条

件的引入能有效抑制目标物与基质组分的相互作用, 从而

显著提高回收率。进一步对比发现, 以乙腈为有机相的酸化

溶剂其效能优于甲醇体系, 这是因为乙腈在沉淀蛋白质的

同时, 其与 2%甲酸构成的混合溶剂在极性与质子化能力上

达到了最佳协同, 从而实现了最完全的萃取。鉴于乙腈-水
-2%甲酸(79:20:1, V:V:V)混合液能使所有目标物获得最高且

最稳定的回收率, 故将其确定为最终提取方案, 见表 3。 
2.2.2  固体萃取柱的选择 

本研究采用 d-SPE 进行净化, Z-Sep+作为一种新型混

合型吸附剂, 其独特的ZrO₂/SiO₂键合相能通过路易斯酸作

用高效吸附磷脂和色素等极性基质干扰物, 尤其适用于色

素丰富的复杂样品[30–31]。实验发现, 仅使用 PSA 时目标物
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回收率偏低为 45.6%~88.6%, RSDs 为 6.4%~13.5%; 引入 C18

后回收率有所改善 , 提升至 68.9%~94.6%, RSDs 降至

4.7%~9.3%, 。继续添加 Z-Sep+ 100 mg 时溶液转为浅黄色, 增
至 200 mg 后变为无色透明, 所有化合物的回收率均达到

87.9%~102.6%, RSDs 控制在 3.7%~6.2%, 表明色素去除效果

显著。最终确定采用1200 mg无水MgSO4, 400 mg PSA, 400 mg 
C18, 200 mg Z-Sep+的组合作为最优d-SPE净化条件, 在保证良

好回收率的同时实现了有效的基质净化, 结果详见表 4。 
 

表 3  提取溶剂对香辛料中多种真菌毒素回收率的影响 
Table 3  Effects of the extraction solvent on the recovery rates of 

multiple mycotoxins from spices 

化合物 
回收率/% 

甲醇-水 甲醇-水-2%甲酸 乙腈-水 乙腈-水-2%甲酸

AFB1 43.8  69.5  43.8  99.0  

AFB2 55.8  75.6  55.8  98.6  

AFG1 48.2  75.6  65.1  92.1  

AFG2 51.9  68.9  59.6  100.6  

OTA 57.6  78.1  63.2  103.2  

OTB 41.8  76.4  59.8  97.6  

CIT 53.9  75.9  60.3  85.9  

DON 51.7  68.9  60.1  87.9  

3-ADON 49.8  69.8  59.6  98.5  

15-ADON 50.6  77.6  58.2  89.7  

NIV 65.3  72.6  56.9  97.6  

FB1 55.7  74.6  60.9  95.6  

FB2 48.6  71.9  51.6  100.6  

FB3 57.9  72.8  54.9  103.6  

T-2 60.3  74.6  60.8  95.6  

HT-2 49.6  70.9  63.9  98.4  

TeA 48.6  75.4  68.5  96.2  

AME 52.9  71.6  61.9  104.0  

AOH 54.6  98.9  69.2  97.6  

TEN 53.1  69.9  65.3  100.8  

ALT 49.8  71.5  59.7  96.8  
 

2.3  方法学参数 

2.3.1  基质效应 
本研究选用经预先筛查 21 种真菌毒素含量均低于方

法检出限的姜黄、辣椒粉及胡椒作为空白基质, 用于基质

匹配标准曲线建立及加标回收实验。采用基质匹配标准曲

线与纯溶剂标准曲线斜率比值法评价 21 种真菌毒素的基质

效应, 并依据以下标准划分: |基质效应|≤20%为弱基质效应, 
20%<|基质效应|≤50%为中等基质效应, |基质效应|>50%为

强基质效应。结果表明, 不同香辛料基质对目标物离子化

影响显著。胡椒中因挥发油和麻味物质含量较高, 总体表

现为离子抑制, 其中 DON、NIV、FB1 和 FB2 信号抑制较

强。辣椒粉因含大量辣椒红素和辣椒碱等脂溶性成分, 后

出峰化合物普遍出现信号增强, 为 3 种基质中基质增强最

显著者。姜黄基质的基质效应整体最弱且最为均衡。为确

保定量准确性, 所有样品均采用对应种类香辛料的基质匹

配标准曲线进行外标法定量, 结果见表 5。 
表 4  吸附剂对香辛料中多种真菌毒素回收率的影响 

Table 4  Effects of the adsorbent on the recovery rates of multiple 
mycotoxins from spices 

化合物

回收率/% 

1200 mg 无水
MgSO4, 400 mg 

PSA 

1200 mg 
无水 MgSO4,  
400 mg PSA,  
400 mg C18 

1200 mg 无水 MgSO4, 
400 mg PSA,  
400 mg C18,  

200 mg Z-Sep+ 
AFB1 65.1 70.2 89.9 

AFB2 69.5 75.3 98.5 

AFG1 68.8 77.5 96.8 

AFG2 75.6 81.6 99.3 

OTA 86.4 92.6 87.9 

OTB 81.9 88.6 95.6 

CIT 86.9 89.4 89.7 

DON 74.5 90.6 91.6 

3-ADON 73.6 91.5 93.6 

15-ADON 65.3 94.2 99.4 

NIV 81.6 89.6 97.8 

FB1 45.6 90.5 89.9 

FB2 52.6 94.6 96.2 

FB3 88.6 86.5 100.9 

T-2 68.5 77.9 95.6 

HT-2 69.1 69.8 100.7 

TeA 70.2 88.5 102.6 

AME 71.6 68.9 99.5 

AOH 75.6 72.5 97.6 

TEN 77.2 76.5 89.9 

ALT 65.8 77.8 91.6 
 

2.3.2  精密度与准确度 
本研究使用空白基质匹配标准溶液来绘制校准曲线, 

以消除基质干扰。在所测浓度范围内, 所有 21 种真菌毒素

的校准曲线均显示出良好的线性关系, 其相关系数(r)均大

于 0.99。检出限(信噪比≥3)和定量限(信噪比≥10)分别为

0.10~6.00 µg/kg 和 0.30~22.00 µg/kg。本研究灵敏度完全符

合国家标准对真菌毒素限量的检测要求, 详细结果列于表 6。 
2.3.3  回收率与精密度 

在空白姜黄、辣椒粉和胡椒 3 种香料基质中进行 3 个加

标浓度水平(低、中、高)的加标回收实验进行评估, 每个浓度

水平平行测定 6 次(n=6), 具体为: 低浓度(1~20 μg/kg)、中浓

度(5~200 μg/kg)、高浓度(15~400 μg/kg), 21 种目标真菌毒素

在 3 种香料基质中的平均加标回收率为 78.5%~100.5%, RSDs
为 1.50%~7.98%, 准确度与精密度完全满足国家标准对多真

菌毒素分析方法的要求, 见表 7。 
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表 5  不同真菌毒素在 3 种基质中的基质效应(%) 
Table 5  Matrix effects of different mycotoxins in 3 kinds of matrices (%) 

化合物 
|基质效应|/% 

化合物 
|基质效应|/% 

胡椒 辣椒粉 姜黄 胡椒 辣椒粉 姜黄 

AFB1 13 19 10 FB1 45 40 27 

AFB2 15 17 10 FB2 43 49 15 

AFG1 14 13 10 FB3 37 31 19 

AFG2 13 15 10 T-2 25 37 18 

OTA 17 27 10 HT-2 23 28 23 

OTB 15 18 10 TeA 21 28 17 

CIT 28 26 16 AME 15 29 11 

DON 49 37 21 AOH 20 24 22 

3-ADON 23 29 19 TEN 22 25 16 

15-ADON 27 31 18 ALT 13 14 11 

NIV 45 46 25     
 

表 6  21 种化合物的线性范围与线性方程、检出限与定量限 
Table 6  Linear ranges and linear equations, limits of detection and limits of quantitation of 21 kinds of compounds 

化合物 线性范围 
/(µg/kg) 

辣椒粉 姜黄 胡椒 检出限 
/(µg/kg) 

定量限 
/(µg/kg) 线性方程 相关系数(r) 线性方程 相关系数(r) 线性方程 相关系数(r) 

AFB1 0.5~20.0 Y=1982.58X 
+296.5 0.9955  Y=1962.75X 

+306.5 0.9952 Y=2002.41X 
+276.5 0.9960  0.10 0.30 

AFB2 0.5~20.0 Y=2998.65X 
+458.62 0.9944  Y=2968.66X 

+468.62 0.9941 Y=3028.64X 
+438.62 0.9949  0.12 0.35 

AFG1 0.5~20.0 Y=19685.47X 
+6984.85 0.9923  Y=19488.61X 

+6994.85 0.9920 Y=19882.32X 
+6964.85 0.9928  0.15 0.40 

AFG2 0.5~20.0 Y=6985.69X 
+698.87 0.9915  Y=6915.83X 

+708.87 0.9912 Y=7055.55X 
+678.87 0.9920  0.15 0.40 

OTA 1~50 Y=17859.65X 
–8569.45 0.9945  Y=17681.05X 

–8579.45 0.9942 Y=18038.25X 
–8549.45 0.9950  0.30 1.00 

OTB 1~50 Y=1587.56X 
–852.69 0.9950  Y=1571.68X 

–862.69 0.9947 Y=1603.44X 
–832.69 0.9955  0.30 1.00 

CIT 2~100 Y=2667.96X 
+2278.65 0.9941  Y=2641.28X 

+2288.65 0.9938 Y=2694.64X 
+2258.65 0.9946  0.60 2.00 

DON 10~500 Y=20569.68X 
+12578.65 0.9980  Y=20363.98X 

+12588.65 0.9977 Y=20775.38X 
+12558.65 0.9985  3.00 10.00 

3-ADON 10~500 Y=4287.56X 
+789.56 0.9965  Y=4244.68X 

+799.56 0.9962 Y=4330.44X 
+769.56 0.9970  3.50 12.00 

15-ADON 10~500 Y=1556.84X 
+489.65 0.9946  Y=1541.27X 

+499.65 0.9943 Y=1572.41X 
+469.65 0.9951  3.50 12.00 

NIV 10~500 Y=13254.87X 
+4269.54 0.9943  Y=13122.32X 

+4279.54 0.9940 Y=13387.42X 
+4249.54 0.9948  4.00 15.00 

FB1 20~500 Y=21795.21X 
+6358.59 0.9958  Y=21577.26X 

+6368.59 0.9955 Y=22013.16X 
+6338.59 0.9963  5.00 20.00 

FB2 20~500 Y=3382.69X 
+130.58 0.9948  Y=3348.86X 

+140.58 0.9945 Y=3416.52X 
+110.58 0.9953  5.50 22.00 

FB3 20~500 Y=20596.85X 
+10546.89 0.9951  Y=20390.88X 

+10556.89 0.9948 Y=20802.82X 
+10526.89 0.9956  6.00 20.00 

T-2 2~100 Y=3824.32X 
–1287.56 0.9951  Y=3786.08X 

–1297.56 0.9948 Y=3862.56X 
–1267.56 0.9956  0.50 2.00 

HT-2 2~100 Y=1558.26X 
–486.58 0.9976  Y=1542.68X 

–496.58 0.9973 Y=1573.84X 
–466.58 0.9981  0.60 2.50 

TeA 2~100 Y=6575.58X 
+3548.36 0.9938  Y=6509.82X 

+3558.36 0.9935 Y=6641.34X 
+3528.36 0.9943  1.50 5.00 

AME 2~100 Y=19634.25X 
+6589.15 0.9977  Y=19437.91X 

+6599.15 0.9974 Y=19830.59X 
+6569.15 0.9982  1.80 6.00 

AOH 2~100 Y=735.89X 
+527.48 0.9973  Y=728.53X 

+537.48 0.9970 Y=743.25X 
+507.48 0.9978  0.50 2.00 

TEN 2~100 Y=5188.87X 
+5143.21 0.9974  Y=5137.98X 

+5153.21 0.9971 Y=5239.76X 
+5123.21 0.9979  0.50 2.00 

ALT 2~100 Y=3739.56X 
+3475.56 0.9971  Y=3702.16X 

+3485.56 0.9968 Y=3776.96X 
+3465.56 0.9974  0.60 2.50 
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表 7  21 种化合物的加标浓度、平均回收率和 RSDs (n=6) 
Table 7  Spiked concentration, average recovery rates and RSDs for the 21 kinds of compounds (n=6)  

真菌毒素 加标量 
/(µg/kg) 

辣椒粉 姜黄 胡椒 

平均回收率/% RSDs/% 平均回收率/% RSDs/% 平均回收率/% RSDs/%

AFB1 

1 85.6 6.81 87.3 6.12 88.9 5.91 

5 84.9 5.88 86.2 5.18 87.6 4.98 

15 79.6 4.11 81.3 3.51 82.9 3.21 

AFB2 

1 86.5 7.78 88.2 7.98 89.8 7.68 

5 82.9 4.95 84.6 4.35 86.2 4.05 

15 84.6 4.35 86.3 3.75 87.9 3.45 

AFG1 

1 85.6 4.44 87.3 3.84 88.9 3.54 

5 91.4 4.97 93.1 4.37 94.7 4.07 

15 78.5 4.76 80.2 4.16 81.8 3.86 

AFG2 

1 91.8 4.71 93.5 4.11 95.1 3.81 

5 92.3 6.55 94.0 5.95 95.6 5.65 

15 81.6 4.82 83.3 4.22 84.9 3.92 

OTA 

1 96.3 4.16 98.0 3.56 99.6 3.26 

5 95.8 4.72 97.5 4.12 99.1 3.82 

15 93.6 5.76 95.3 5.16 96.9 4.86 

OTB 

1 93.6 4.38 95.3 3.78 96.9 3.48 

5 91.6 7.51 93.3 6.91 94.9 6.61 

15 92.1 6.81 93.8 6.21 95.4 5.91 

CIT 

5 85.9 5.85 87.6 5.25 89.2 4.95 

50 92.4 3.85 94.1 3.25 95.7 2.95 

150 94.3 4.89 96.0 4.29 97.6 3.99 

DON 

20 83.9 2.40 85.6 1.80 87.2 1.50 

200 92.7 5.78 94.4 5.18 96.0 4.88 

400 87.6 7.32 89.3 6.72 90.9 6.42 

3-ADON 
20 97.2 2.78 98.9 2.18 100.5 1.88 

200 84.6 4.18 86.3 3.58 87.9 3.28 
400 89.4 7.18 91.1 6.58 92.7 6.28 

15-ADON 
20 94.6 4.85 96.3 4.25 97.9 3.95 

200 93.2 3.59 94.9 2.99 96.5 2.69 
400 88.3 7.33 90.0 6.73 91.6 6.43 

NIV 

20 92.8 5.85 94.5 5.25 96.1 4.95 

200 92.3 4.36 94.0 3.76 95.6 3.46 

400 87.6 6.40 89.3 5.80 90.9 5.50 

FB1 

20 93.6 4.05 95.3 3.45 96.9 3.15 

200 94.1 6.34 95.8 5.74 97.4 5.44 

400 89.1 5.40 90.8 4.80 92.4 4.50 

FB2 

20 85.6 4.89 87.3 4.29 88.9 3.99 

200 92.4 3.89 94.1 3.29 95.7 2.99 

400 81.1 4.89 82.8 4.29 84.4 3.99 

FB3 

20 89.4 5.85 91.1 5.25 92.7 4.95 

200 94.2 3.37 95.9 2.77 97.5 2.47 

400 85.3 3.35 87.0 2.75 88.6 2.45 
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表 7(续) 

真菌毒素 加标量 
/(µg/kg) 

辣椒粉 姜黄 胡椒 

平均回收率/% RSDs/% 平均回收率/% RSDs/% 平均回收率/% RSDs/%

T-2 

5 88.1 4.88 89.8 4.28 91.4 3.98 

50 85.4 4.56 87.1 3.96 88.7 3.66 

150 83.6 4.40 85.3 3.80 86.9 3.50 

HT-2 

5 87.6 2.83 89.3 2.23 90.9 1.93 

50 90.2 4.89 91.9 4.29 93.5 3.99 

150 87.6 4.65 89.3 4.05 90.9 3.75 

TeA 

5 92.4 3.35 94.1 2.75 95.7 2.45 

50 91.1 4.78 92.8 4.18 94.4 3.88 

150 87.6 6.76 89.3 6.16 90.9 5.86 

AME 

5 94.1 3.16 95.8 2.56 97.4 2.26 

50 88.3 5.82 90.0 5.22 91.6 4.92 

150 89.5 7.40 91.2 6.80 92.8 6.50 

AOH 

5 93.5 2.88 95.2 2.28 96.8 1.98 

50 87.5 6.85 89.2 6.25 90.8 5.95 

150 87.5 5.56 89.2 4.96 90.8 4.66 

TEN 

5 92.4 3.85 94.1 3.25 95.7 2.95 

50 86.6 6.81 88.3 6.21 89.9 5.91 

150 85.9 6.56 87.6 5.96 89.2 5.66 

ALT 

5 92.7 5.83 94.4 5.23 96.0 4.93 

50 91.6 3.87 93.3 3.27 94.9 2.97 

150 89.6 5.56 91.3 4.96 92.9 4.66 
 

2.3.4  实际样品结果 
共检测市售辣椒粉、姜黄、胡椒各 15 件, 辣椒粉中

有 5 件检出 AFB1, 其中最大值为 10.91 µg/kg; 4 件检出

OTA, 最大值为 27.29 µg/kg; 1 件检出 DON, 检测值为

25.56 µg/kg; 1 件检出 FB1, 检测值为 23.73 µg/kg; 2 件检出

AOH, 最大值为3.56 µg/kg; 1件检出TeA, 检测值为6.87 µg/kg, 
其他真菌毒素未检出。姜黄中有 1 件检出 AFB1, 检测值为

0.56 µg/kg; 2 件检出 AOH, 最大值为 2.94 µg/kg; 1 件检出

AME, 检测值为 7.98 µg/kg, 其他真菌毒素未检出。15 件

胡椒中 21 种真菌毒素未检出。 

3  结  论 

本 研 究 建 立 了 香 辛 料 中 21 种 真 菌 毒 素 的

UPLC-MS/MS 同步测定方法。针对香辛料“高色素、高油

脂、低水分”的极端复杂基质特性, 本研究创新性地构建了

PSA/C18/Z-Sep+模块化 d-SPE 净化体系, 有效去除辣椒红

素、姜黄素、精油及酚类干扰物, 同时最大限度保留目标

分析物, 显著提升了方法的选择性和抗基质干扰能力。该

方法实现了香辛料中传统真菌毒素与新兴毒素的真正同步

高通量筛查, 分析周期短、净化效果好, 为辣椒粉、姜黄、

胡椒等香辛料的大规模市场监管、新兴毒素暴露评估提供

了高效、可靠的技术支撑。 
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