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分子印迹固相柱净化-超高效液相色谱-串联质谱

法测定小麦粉中玉米赤霉烯酮 

许秀琴*, 凌淑萍, 章  豪 
(宁波市农业科学研究院, 宁波市特色农产品质量安全检测与控制重点实验室, 宁波  315040) 

摘   要 : 目的   建立分子印迹固相柱净化 - 超高效液相色谱 - 串联质谱法 (ultra performance liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry, UPLC-MS/MS)测定小麦粉中玉米赤霉烯酮(zearalenone, ZEN)的分

析方法。方法  小麦粉中的 ZEN 用乙酸乙腈/水提取, 经 ZEN 分子印迹固相柱净化、以 Luna®Omega Polar C18

色谱柱(100 mm×2.1 mm, 3 μm)分离, 乙腈-5 mmol/L 乙酸铵为流动相进行梯度洗脱, 流速 0.5 mL/min, 经

UPLC-MS/MS 测定, 采用电喷雾负离子模式采集的多反应监测模式, 进行定性和定量分析。结果  ZEN 在

1.0~50.0 μg/L 范围内, 峰面积与含量呈线性相关, 决定系数(r2)为 0.9997。在 3.00、6.00、30.00 μg/kg 的加标

水平下, ZEN 在小麦粉中的回收率为 80.2%~95.8%, 最大相对标准偏差为 7.6%, 检出限为 3.0 μg/kg。结论  本

研究建立了一种应用分子印迹固相柱净化法测定小麦粉中 ZEN 的高效分析方法, 该方法可有效地去除小麦粉

基质效应, 并富集浓缩样液中的 ZEN, 具有较高的精密度和准确度, 为制定小麦粉中 ZEN 的测定标准及相关

质量控制规范提供了可靠的技术支持和实验数据支撑。 

关键词: 超高效液相色谱-串联质谱法; 分子印迹固相柱; 玉米赤霉烯酮; 小麦粉 

Determination of zearalenone in Triticum aestivum L powder by molecularly 
imprinted solid-phase column purification-ultra performance liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry 

XU Xiu-Qin*, LING Shu-Ping, ZHANG Hao 
(Ningbo Academy of Agricultural Sciences, Ningbo Key Laboratory of Testing and Control for  

Characteristic Agro-product Quality and Safety, Ningbo 315040, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish an analytical method for the determination of zearalenone (ZEN) in Triticum 

aestivum L powder by molecularly imprinted solid-phase column purification-ultra performance liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry (UPLC-MS/MS). Methods  The ZEN from Triticum aestivum L powder 

samples were extracted with acetonitrile/water containing acetic acid, purified by a ZEN-specific molecularly 
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imprinted solid-phase extraction column method, eluted with the mobile phase of 5 mmol/L ammonium acetate 

solution and acetonitrile, separated on the Luna®Omega Polar C18 column (100 mm×2.1 mm, 3 μm) at a flow rate of 

0.5 mL/min. The analysis was conducted using UPLC-MS/MS and then analyzed in negative ion mode of 

electrospray ionization source with multiple reaction monitoring mode for qualitative and quantitative analysis. 

Results  In the range of 1.0–50.0 μg/L, the peak area of ZEN was linearly correlated with the content, and the 

determinationn coefficient (r2) was 0.9997. Meanwhile, the average recoveries of ZEN in Triticum aestivum L powder 

were 80.2%–95.8% with the maximum relative standard deviations of 7.6% at the spiked concentration of 3.00, 6.00 

and 30.00 μg/kg. The limit of detection was 3.0 μg/kg. Conclusion  This study establishes an efficient detection 

method for ZEN in Triticum aestivum L powder using molecularly imprinted solid-phase extraction purification. This 

method effectively removes matrix interference and enriches ZEN in the sample, demonstrating high precision and 

accuracy. The research results provide reliable technical support and experimental data for establishing detection 

standards and quality control guidelines for ZEN in Triticum aestivum L powder. 
KEY WORDS: ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry; molecularly imprinted 

solid-phase column; zearalenone; Triticum aestivum L powder 
 
 

0  引  言 

玉米赤霉烯酮(zearalenone, ZEN)属于一种由真菌分

泌的大环内酯类毒素化合物[1], 该类物质具有较为复杂的

多环分子结构, 其系统命名为 4-羟基-4-氢-呋喃[-3,2c]-吡
喃-2(6)-酮, 相对分子质量为 318.36, 具体分子结构式如

图 1 所示。ZEN 是一种由镰刀菌属(Fusarium spp.)真菌, 在
田间或储藏过程中产生的一种非甾体类雌激素性真菌毒

素[2]。由于其化学结构与哺乳动物的雌激素相似, ZEN 能

够竞争性地与雌激素受体结合, 从而表现出强烈的雌激素

活性, 干扰内分泌系统[3–4]。长期或高剂量摄入被 ZEN 污

染的食物或饲料, 可导致人畜生殖功能紊乱、免疫抑制、

遗传毒性甚至潜在的致癌风险[5]。 
 

 
 

图 1  ZEN 结构式 
Fig.1  Structure formula of ZEN 

 
小麦作为全球最重要的粮食作物和饲料原料之一 , 

其生长和储存环境极易受到镰刀菌的侵染, 是 ZEN污染的

重灾区[6–8]。世界各国及相关国际组织, 如联合国粮农组

织、世界卫生组织以及中国、欧盟、美国等国家和地区, 均
对食品和饲料中 ZEN 的最高限量做出了严格规定[9–12]。我

国现行的 GB 2761—2017《食品安全国家标准 食品中真菌

毒素限量》, 明确规定小麦粉中 ZEN 的限量为 60 μg/kg。
因此, 发展和优化高灵敏度、高准确性、高效率的 ZEN 检

测技术, 对于保障全球食品供应链安全、维护公众健康、

促进畜牧业可持续发展具有至关重要的现实意义和战略

价值[13–15]。 
目前, ZEN 的主流检测方法主要有超高效液相色谱-

串 联 质 谱 法 (ultra performance liquid chromatography- 
tandem mass spectrometry, UPLC-MS/MS)[16–18]、酶联免疫

吸附法(enzyme linked immunosorbent assay, ELISA)[19–20]、

胶体金免疫层析法 (lateral flow immunochromatographic 
assay, LFIA)[21–22] 、 高 效 液相 色 谱 - 荧 光 检 测 法 (high 
performance liquid chromatography-fluorescence detector, 
HPLC-FLD)[23–24]等。HPLC-FLD 是成熟且应用广泛的经典

定量技术, 经免疫亲和柱(immunoaffinity column, IAC)净
化后, 定量限可达 10.02 μg/kg[25], 适用于准确定量; 在快

速筛查领域, ELISA 凭借操作简便和高通量优势, 回收率

稳定在 85%~110%之间, 适合大批量初筛; LFIA 则以其便

携性实现了 10 min 内的现场定性或半定量检测, 检出限约

为 60 μg/kg[26]。UPLC-MS/MS 凭借其极高的特异性、灵敏

度和强大的多残留同时分析能力, 已成为当前复杂基质中

痕量 ZEN 及其衍生物分析的主流方法。该方法能够有效克

服传统检测手段在复杂基质中灵敏度不足、抗干扰能力弱

的局限性, 广泛应用于谷物、饲料等食品安全领域的日常

监测与风险评估。 
本研究聚焦于应用 UPLC-MS/MS 测定时的基质效应

问题 , 创新性地提出将分子印迹固相萃取 (molecularly 
imprinted polymer-solid-phase extraction, MIP-SPE)技术与

UPLC-MS/MS 联用。MIP-SPE 技术[27–28]通过模拟抗体识别

机制, 可对复杂基质中痕量 ZEN 进行富集、净化, 显著降

低溶液的基质效应并可有效提升 ZEN 测定的灵敏度。本研
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究应用乙酸乙腈/水溶液提取、MIP-SPE 柱萃取净化后, 
UPLC-MS/MS 进行测定。与传统的免疫亲和柱或普通固相

萃取柱相比, MIP-SPE 柱对 ZEN 具有更高的选择性和吸附

容量, 能够更彻底地去除小麦粉中的色素、脂类、蛋白质

等复杂基质成分, 从而显著降低基质效应干扰。该方法既

保留了 UPLC-MS/MS 高特异性、多残留同时分析的优势, 
又通过 MIP-SPE 的前处理强化, 使得在复杂基质中也能够

达到极低的定量限, 从而满足日益严格的国际食品安全法

规对痕量检测的高要求。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

小麦粉来自宁波市的超市、粮仓。 
ZEN 标准溶液、13C7-ZEN 同位素内标标准溶液(7 个

C 原子被 13C 同位素取代)(纯度>99%, 上海安谱科学仪器

公司); 乙酸铵、乙腈、甲醇(色谱纯, 美国莫克公司); 实验

用水为 Mili Q 超纯水仪所制超纯水; 冰乙酸(分析纯, 国药

集团上海有限公司)。 

1.2  仪器与设备 

Acquity UPLC-MS/MS 超高效液相色谱-串联质谱仪

(美国 Waters 公司); SIGMA3K15 离心机(北京博励行有限

公司); Mili Q 超纯水仪(美国 Millipore 公司); KS4000ic 恒

温振荡器、 GENIUS3 旋涡混合器 (德国 IKA 公司 ); 
N-EVAPTM 112 氮吹仪(美国 Organomation 公司); XPE205
十万分之一电子天平(瑞士 Mettler Toledo 公司); ZEN 分子

印迹固相柱 ( 北京普析通用仪器有限公司 ); 色谱柱

Luna®Omega Polar C18 色谱柱(100 mm×2.1 mm, 3 μm)(美
国 Phenomenex 公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  标准溶液的配制 
(1)标准储备液 
准确移取质量浓度为 100.00 mg/L的 ZEN及其内标标

准品溶液 0.10 mL, 以乙腈为稀释剂定容至 10.00 mL 容量

瓶中 , 所得溶液质量浓度为 1.00 mg/L。该储备液置于

–18 ℃低温环境中储存, 有效期为 3 个月。 
(2)标准工作液 
采用起始流动相作为稀释溶剂(乙腈:5 mmol/L乙酸铵

=5:95, V:V), 依次稀释制备质量浓度为 1.0、2.5、5.0、10.0、
25.0、50.0 μg/L 系列的 ZEN 标准工作液系列。各工作液中

添加 20.0 μg/L 的 ZEN 内标溶液, 现配现用。 
1.3.2  样品前处理 

(1)样品提取 
精确称量 5.00 g 小麦粉置于 50 mL 离心管内, 向其中

加入 100 μL 同位素内标溶液。涡旋振荡 1 min, 室温静置

15 min。随后加入 20 mL 提取溶剂(70%乙腈/水含 1%乙酸), 

再次涡旋混合 1 min, 随后进行 30 min 振荡提取。提取完

成后, 以 6000 r/min 的离心速度离心 10 min, 收集 4 mL 上

清液用于后续净化。 
(2)样品净化  
分子印迹固相柱使用前用酸醇溶液(乙酸:甲醇=1:9, 

V:V)淋洗 1 次, 每次 3 mL: 用甲醇 3 mL 活化, 流干; 再
加入 3 mL 乙腈流干; 将预处理得到的提取液 5 mL 加入到

印迹固相柱中, 使上样液缓慢流过柱子(流速约 0.3 mL/min), 
流干; 用超纯水 1 mL 淋洗柱子, 流干; 用酸醇溶液(乙酸:甲
醇=1:9, V:V) 3 mL 洗脱, 收集洗脱液, 40 ℃氮气吹干, 用 1 mL
流动相复溶。复溶后, 过 0.2 μm 的聚四氟乙烯滤膜, 上机测试。 
1.3.3  仪器条件 

(1)液相色谱条件 
进 样 体 积 为 5 μL; 柱 温 设 定 为 40 ℃; 采 用

Luna®Omega Polar C18 色谱柱(100 mm×2.1 mm, 3 μm); 流
动相体系由 5 mmol/L 乙酸铵(A)与乙腈(B)组成, 采用梯度

洗脱模式, 具体洗脱程序见表 1。 
 

表 1  梯度洗脱程序 
Table 1  Gradient elution procedures 

时间/min 流速/(mL/min) A/% B/% 

初始 0.5 95 5 

1.0 0.5 95 5 

2.0 0.5 60 40 

3.0 0.5 30 70 

4.0 0.5 0 100 

6.0 0.5 0 100 

6.1 0.5 95 5 

7.0 0.5 95 5 
 

(2)质谱条件  
质谱采集参数设置如下: 离子源温度为 150 ℃; 毛细

管电压设定为 3.5 kV; 脱溶剂气流量为 1000 L/h; 去溶剂

气 温 度 为 500 ℃; 采 用 多 反 应 监 测 (multi-reaction 
monitoring, MRM)模式进行数据采集, ZEN 电离方式: 电
喷雾负离子源(electrospray ionization negative, ESI–): ZEN
定量离子对 317.1>130.8(碰撞能量: 30.0 V, 锥孔电压: 30.0 V); 
ZEN 定性离子对 317.1>175(碰撞能量: 25.0 V, 锥孔电压: 
30.0 V); ZEN 内标电离方式: ESI–, ZEN 内标定量离子对

335.1>185(碰撞能量: 15.0 V, 锥孔电压: 30 V)。 
1.3.4  添加回收实验 

选用阴性基质样品开展加标回收试验, 设置 3 个浓度

梯度: 3.00、6.00 和 30.00 μg/kg, 各浓度水平进行 3 次重复。

样品经 70%乙腈/水(含 1%乙酸)提取后, 采用分子印迹固

相柱进行净化处理, 随后实施定量检测分析。最终依据检

测结果计算各加标浓度的平均回收率及相对标准偏差

(relative standard deviation, RSD)。 
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1.4  数据处理 

实验数据的采集与分析采用 Waters Masslynx 4.1工作

站软件系统, 数据后期整理利用 WPS 365 工具进行处理。

标准曲线建立时每个校准浓度点执行 3 次重复进样操作, 
线性拟合计算基于 3 次重复检测所得峰面积的算术平均值

进行。 

2  结果与分析 

2.1  样品前处理过程的优化 

2.1.1  提取液的选择 
ZEN 的分子结构包含一个疏水性的大环内酯骨架和

一个具有弱酸性的酚羟基, 这使其整体呈现中等极性。因

此, 纯的非极性溶剂(如四氯化碳)或强极性溶剂(如纯水)
对 ZEN 的溶解度均不理想。中等极性的有机溶剂如甲醇、

乙腈或有机溶剂与水混合来提取样品基质中的 ZEN, 成为

必然选择。本研究考察了 70%乙腈/水含 1%乙酸、乙腈/
水、甲醇/水、甲醇、乙腈对 ZEN 的提取效果, 其 3 次重复

实验平均回收率如图 2 所示。实验结果表明, 提取液的选

择对 ZEN 的加标回收率影响非常显著。小麦粉基质极为复

杂, 含有大量水溶性糖类、蛋白质以及脂溶性脂肪等干扰

物。理想的溶剂应能最大化 ZEN 的溶解, 同时最小化这些

干扰物的共提取。本研究发现, 应用甲醇作为提取液时, 
提取液容易乳化, 导致提取液中含有大量的基质, 对后续

的样品净化工作有很大的影响, 且回收率较低; 而乙腈相

比甲醇, 在提取农药和真菌毒素时, 通常能沉淀更多的蛋

白质和多糖, 共提取的脂类物质也较少, 因此净化效果更

优。水的加入不仅调节了溶剂的整体极性, 更有助于穿透

湿润的植物细胞壁, 促进目标物与有机溶剂的接触。然而, 
不同溶剂及其配比的差异, 都会导致提取效率和基质共提

物量的巨大变化, 进而直接影响样品的提取效率。50%的

乙腈浓度过低 , 导致体系极性过强 , 所以对中等极性的

ZEN 溶解能力不足, 回收率最低; 随着乙腈比例上升, 提
取效率逐渐增大, 当乙腈浓度为 80%时, 回收率达到 91%; 
当使用 70%乙腈/水含 1%乙酸溶液进行提取时, 酸的存在

不仅确保了 ZEN处于易于提取的分子形式, 还有助于破坏

植物细胞壁的某些结构, 进一步促进 ZEN 的释放。结果表

明, 应用 70%乙腈/水含 1%乙酸溶液进行提取, 回收率最

高, 可达到 95%, 故本研究选用 70%乙腈/水含 1%乙酸溶

液作为提取液。 
2.1.2  萃取时间的选择 

本研究采用乙腈、乙酸和水的混合溶液(70%乙腈/水
含 1%乙酸溶液)作为萃取剂, 考察萃取振荡时间对加标样

品提取效率的影响。实验在室温条件下进行, 先对加标样

品进行涡旋混合, 以确保样品与萃取剂充分接触。随后, 
设置不同的提取时间(5、10、15、20、30、45 min), 并对每

个时间点进行 3 次重复实验, 计算其平均回收率, 见图 3。
实验结果显示, 随着提取时间的延长, 萃取效率呈现快速

上升趋势。当提取时间从 5 min 延长至 30 min 时, 回收率

显著提高(P<0.05)。然而, 当提取时间超过 30 min 后, 萃取

效率趋于平台期, 进一步延长时间至 45 min 对回收率的提

升已无明显影响。这一现象可从液-液萃取的动力学机制进

行解释。在萃取初始阶段, 溶剂与样品的接触尚未充分, 
目标组分的浓度差较大, 导致传质动力强, 此时延长萃取

时间可显著提高效率。随着萃取过程的进行, 样品相中目

标组分的浓度逐渐降低, 迁移速率随之减慢。当系统接近

“动态平衡”状态时, 样品相中目标物的溶出速率与萃取相

中目标物的扩散速率趋于一致, 此时继续延长萃取时间已

无法克服热力学限制, 因而回收率不再随时间增加而显著

提升。综合考虑萃取时间对于样品回收率的影响, 本研究

选择提取时间为 30 min。 
 

 
 

注: 不同小写字母表示差异显著(P<0.05)。 
图 2  不同提取溶剂的回收率效果比较(n=3) 

Fig.2  Comparison of recovery rates of different extraction solvents 
(n=3) 

 

 
 

图 3  不同提取时间的提取效果比较(n=3) 
Fig.3  Comparison of extraction effects of different  

extraction times (n=3) 
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2.1.3  流动相体系的选择 
流动相的优化对 ZEN 的测定至关重要, 其组成直接

影响目标物的离子化效率与基质效应控制。因此, 为筛选

并优化 ZEN 的 UPLC-MS/MS 分析方法, 本研究系统考察

不同溶剂与添加剂的组合, 基于色谱分离度、峰形、响应

强度与稳定性等指标进行选择, 以实现对 ZEN 的灵敏、准

确分析。ZEN 分子中的酚羟基使其易于在负离子模式下形

成[M-H]离子, 理论上碱性条件有利于该过程, 但高 pH 流

动相常与色谱柱及质谱仪的兼容性较差, 故实践中多依赖

电喷雾过程中的微环境变化实现去质子化。为缓解基质效

应, 一方面可通过优化梯度程序, 使 ZEN 与早期极性化合

物及晚期非极性脂类在色谱上分离, 从而在清洁窗口出峰; 
另一方面, 选择合适的添加剂如乙酸铵可特异性提升 ZEN
离子化效率, 有效抑制基质干扰。本研究共构建了 4 个备

选体系用于初步筛选, 分别以含 0.1%甲酸或 5 mmol/L 乙

酸铵的水溶液为 A 相, 以甲醇或乙腈为 B 相。在进样质量

浓度为 50 μg/L 的 ZEN 标准溶液分析中, 以乙腈为有机相

的体系获得了更优的峰形和更高的响应值, 如图 4 所示。

进一步对比发现, 采用乙腈-5 mmol/L 乙酸铵水溶液时, 响
应值、分离效果、进样重复性均更佳, 且空白残留更低, 因
而被确定为最终流动相。究其原因, 研究发现乙腈洗脱能

力更强, 可在更低比例下洗脱 ZEN, 其非质子性与甲醇的

质子性亦带来不同的选择性, 对分离 ZEN及其结构类似物

更为有利。乙腈因表面张力低、挥发性高, 有利于电喷雾

离子化, 缓冲盐添加剂乙酸铵具有多重功能: 提供加合离

子、稳定 pH 以改善保留时间重现性、通过离子对作用改

善峰形, 并可能通过形成特异加合物来规避基质抑制, 因
此获得更佳的峰型以及更好的灵敏度。 

 

 
 

图 4  流动相的选择 
Fig.4  Selection of mobile phase 

 
2.1.4  样品稳定性 

ZEN 的分子结构含有 β-树脂酚酸内酯环和酚羟基, 
具有一定的极性, 在酸碱环境中可能发生水解或异构化。

在提取过程中, 乙酸乙腈作为中等极性有机溶剂, 能有效

萃取 ZEN; 尽管 ZEN 在该溶剂中的稳定性低于纯乙腈, 但
基于酸性条件对提取效率的显著提升作用, 实际应用中通

常优先选用酸性溶剂体系。实验研究表明, 将 ZEN 置于含

70%乙腈/水含 1%乙酸溶液中, 于 4 ℃避光保存 7 d, 其降

解率低于 5%; 此外, 进样溶液在 15 ℃下放置 24 h 后进行

分析, 未观察到显著的信号衰减现象。以上结果表明, 该
酸性溶剂体系在常规实验时间范围内可保持 ZEN 的稳定

性, 兼顾提取效率与样品保存的可靠性。 

2.2  基质效应 

小麦粉作为一种复杂的食品基质, 其成分包含蛋白

质、淀粉、纤维素、色素、脂肪、真菌代谢产物及样品前

处理过程中可能引入的杂质。即便经过常规净化处理, 仍
可能存在与 ZEN结构相似或保留时间相近的共流出物, 在
液相系统分离中与 ZEN 一同流出色谱柱。在后续的电喷雾

离子化过程中, 这些共流出物会与目标物竞争液滴表面的

电荷, 不仅减少 ZEN 的有效离子化数量, 还会阻碍雾化液

滴的进一步分裂, 从而引发显著的离子抑制效应。具体而

言, 当大量易电离的基质组分(如磷脂、有机酸、盐类、糖

类及多肽等)与 ZEN 同时进入离子源时, 它们会优先“抢
占”有限的电荷或质子, 导致 ZEN 的离子化效率下降, 检
测信号受到抑制。其中, 小麦粉中富含的磷脂和非极性脂

质被认为是引起离子抑制的主要因素。此外, 提取溶剂中

的添加剂及缓冲盐残留等也可能对检测过程产生干扰。为

有效消除基质效应对定量结果的影响, 本研究采用 ZEN分

子印迹固相柱对样品提取液进行净化。该柱填料能够特异

性识别并吸附 ZEN分子, 同时将绝大多数干扰物质洗脱去

除, 净化效果显著, 可最大程度地降低基质干扰。同时, 在
样品前处理阶段, 本研究通过添加 ZEN同位素内标溶液进

一步校正基质效应。由于同位素内标与 ZEN 的化学性质几

乎完全一致, 其在样品处理及离子化过程中所经历的基质

效应与目标物高度一致。通过计算目标物与内标物的响应

峰面积比值进行定量分析, 可系统校正从提取至检测全过

程中的目标物损失及基质效应的影响。本研究采用基质效

应因子(matrix factor, MF)评估基质干扰程度, 该因子定义

为目标物在基质溶液与纯溶剂中的响应峰面积比值。进一

步地, 通过计算 ZEN 与其同位素内标的 MF 比值, 得到内

标归一化 MF。由于两者在绝对基质效应上相近, 该比值可

有效抵消 ZEN 所受的基质抑制。为评价同位素内标校正策

略的可靠性, 本研究以内标归一化 MF 的 RSD—即变异系

数(variable coefficient, CV)作为衡量指标。CV 越小, 表明

基质对定量结果准确度的影响越低, 方法可靠性越高。本

研究测得 CV 为 3.8%, 低于欧洲药品管理局指导原则所规

定的 15%、免疫亲和柱净化样品的 5.1%、未净化样品的

60%。该结果表明, 分子印迹固相柱的特异性识别与捕获

机制能够高效清除样品中的干扰物质, 最大限度地消除基
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质效应对分析测定的影响, 从而确保了分析方法的精密度

与准确性。 

2.3  仪器条件优化 
在 ESI 正负电离模式下, 应用 1.0 mg/L 的 ZEN 及其内

标标准溶液进行全扫描分析以优化仪器条件。最终结果表明, 
负离子模式下的[M-H]–离子(m/z=317.1)是响应最强的母离

子。这一发现的根本原因在于 ZEN 分子结构中的酚羟基易

于去质子化, 形成酚氧负离子, 其负电荷可以通过共轭效应

在整个苯环上离域, 从而大大分散了电荷, 使得该离子结构

异常稳定。相比之下, 正离子模式下形成的[M+H]+, 其正电

荷主要局域在某个氧原子上, 稳定性相对较差。在质谱分析

中, 离子化过程的效率与产物离子的稳定性密切相关。产物 

离子越稳定, 其生成的趋势就越强, 在离子源中能够存活并

被传输到检测器的数量就越多, 最终表现为更高的信号强

度。同时, 对其他仪器条件如锥孔电压、离子源温度、脱溶

剂气流速、毛细管电压、脱溶剂气温度等参数进行优化。最

终确定锥孔电压为 30 V、离子源温度为 150 ℃、脱溶剂气

流速为 1000 L/Hr、去溶剂温度为 500 ℃。在优化后的碰撞

能量(30 V)下, 对碎片离子进行二级质谱扫描, 选择丰度较

高的两个碎片离子分别作为定性和定量离子, 并优化相应

的碰撞能, 使仪器的灵敏度、稳定性处于最佳状态, 质谱条

件见表 2。在优化完质谱方法后, 对液相方法进行优化。最

终, 本研究选择 5 mmol/L 乙酸铵-乙腈作为流动相, 最终梯

度洗脱程序见表 1。 
 

表 2  MRM 条件 
Table 2  Conditon of MRM 

化合物 保留时间/min 母离子(m/z) 子离子(m/z) 驻留时间/s 锥孔电压/V 碰撞电压/eV 

ZEN 4.86 317.1 130.8* 0.050 30.0 30.0 
ZEN   4.86 317.1 175.0 0.050 30.0 25.0 

ZEN 内标 4.86 335.1 185.0 0.050 30.0 15.0 

 注: *为定量离子。 
 

2.4  定性与定量分析 

采用优化后的质谱条件和表 1 的液相条件, 对质量浓

度为 50 µg/L ZEN 标准溶液与 20 µg/L 的 ZEN 同位素内标

(13C7-ZEN)进行测定, 得到的 ZEN 及其内标色谱图见图 5。如

图 5 所示, ZEN 在 Polar C18色谱柱上的保留时间为 4.86 min。
ZEN 分子中含有两个酚羟基和一个羰基, 这些基团能与色

谱柱的固定相形成氢键, 从而增加其在柱上的保留时间。

通过精细调控流动相的有机相比例、pH 和梯度程序来实现, 
使得 ZEN 能从复杂的样品基质和其他性质相近的霉菌毒

素中有效地分离出来, 获得尖锐、对称的色谱峰, 从而进

行准确定量和定性分析。针对小麦粉基质样品(加标浓度

10.0 µg/kg), 经分子印迹固相柱净化后, 得到加标样品的

色谱图, 见图 6。 
 

 
 

图 5  ZEN 及其内标的标准溶液色谱图 
Fig.5  Chromatograms of standard solutions of ZEN and its  

internal standard 

 
 

图 6  实际样品中 ZEN 及其内标色谱图 
Fig.6  Chromatogram of ZEN and its internal  

standard in samples 
 

由图 6可知, 实验样品中ZEN的出峰时间与标准工作

液相同, 均为 4.86 min, 可作为该物质的确认依据。此外, 
加标基质样品的谱图显示背景噪声及杂质峰极为微弱, 证
明了 MIP-SPE 技术在复杂食品基质净化方面的高效性与

选择性。 

2.5  方法学考察 

2.5.1  线性范围和检出限 
对添加浓度为 3.0 µg/kg 的阳性加标样品进行检测, 

通过色谱谱图计算信噪比(S/N)。鉴于所测得的 S/N 满足

大于 3 的最低检出条件, 据此确立本研究方法的检出限

为 3.0 µg/kg。此检出限远远低于液相色谱法的 15 μg/kg[29]、

酶联免疫法的 8.61 μg/kg[30], 纳米金适配体传感器法的
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10 μg/kg[31]。采用内标法定量, 以不同质量浓度的 ZEN
标准溶液(1.0、2.5、5.0、10.0、25.0、50.0 µg/L)构建标

准工作曲线。将ZEN与内标物峰面积的比值作为Y轴, ZEN
浓度(µg/L)作为 X 轴进行线性拟合。所得线性回归方程为

Y=0.7213X–0.2704, 决定系数 r2 为 0.9997。实验结果表明, 
ZEN 在 1.00~50.00 µg/L 的质量浓度区间内具有良好的线

性响应关系。 
2.5.2  准确度和精密度 

采用加标回收的方法来验证实验的准确度和精密度。

准确称取 5.00 g 样品, 添加 3 个水平的 ZEN 标准物质(分
别为 3.00、6.00、30.00 μg/kg), 进行提取、净化、每个添

加水平平行测定 3 次, 每个浓度重复进样 3 次, 进行定量

分析。研究结果显示: 平均回收率为 80.2%~95.8%, 说明

该方法在不同浓度水平下均具有良好的回收性能, 能有效

反映样品中的真实含量; 精密度 RSDs 在 4.9%~7.6%之间, 
表明实验重复性良好, 数据分散度较小, 符合定量分析方

法的精密度要求。 

2.6  实际样品的检测 

运用本研究所建立的分析方法, 对从市场上采购的

50 批次小麦粉样本进行了检测评估。分析结果表明, 其中

12 批次小麦粉样本中检测到 ZEN 的存在 , 其含量为

3.60~980.00 µg/kg; 其余 38 批次样本中未发现 ZEN 检出。

经调查研究发现, ZEN 含量超标的小麦粉为散装小麦粉, 
究其超标原因是小麦粉储存不当。为验证本方法的可靠性, 
采用 LS/T 6133—2018《主要粮谷中 16 种真菌毒素的测定 
液相色谱串联质谱法》对这 50 批次小麦粉样品进行验证, 
测得的 ZEN 含量为 3.15~920.00 μg/kg, 所得结果稍低于本

研究所得结果。采用 LS/T 6133—2018 测得的回收率在

75.2%~89.6%之间, 精密度 RSDs 在 5.2%~9.8%之间, 其回

收率与精密度均低于本方法。究其原因, LS/T 6133—2018
标准方法的净化步骤存在不足, 未能充分去除谷物基质中

的共提取杂质。这种杂质残留会引发明显的基质效应, 干
扰目标物质谱响应信号的准确性, 从而导致加标回收率低

于预期水平。因此, 本研究建立的方法在准确度和精密度

方面均优于行业标准法。 

3  结  论 

本研究成功建立了一种基于分子印迹固相柱富集、净

化结合 UPLC-MS/MS 法分析小麦粉中 ZEN 的定量检测新

方法。通过对样品前处理过程及液相色谱与质谱分析条件

进行系统优化, 最终构建了以同位素标记 ZEN为内标的定

量分析方案, 显著提高了方法的准确性与可靠性。在提取

溶剂优化过程中, 发现采用含 70%乙腈/水含 1%乙酸作为

提取剂时, ZEN 的提取回收率最高, 可达 95%, 表现出优

异的提取效率。稳定性实验进一步表明, 在 15 ℃条件下保

存 24 h, 目标物的仪器响应未见明显衰减, 说明该方法具

有良好的样品前处理稳定性。针对小麦粉基质组成复杂、

干扰物较多的特点, 本研究引入分子印迹固相柱对提取液

进行选择性净化。通过引入分子印迹固相柱进行选择性净化, 
通过净化柱中的填料对 ZEN 的特异性识别能力, 极大降低

了复杂基质的干扰, 使基质效应 CV 控制在 3.8%以内, 远优

于传统的 ELISA、LFIA 及液相色谱法。该方法不仅在灵敏

度和抗干扰能力上表现出显著优势, 还具备成本低、操作简

便的特点, 展现出极强的推广价值与技术贡献。展望未来, 
该前处理技术具备潜力可拓展应用至粮食、农产品、食品、

饲料等各种复杂基质中真菌毒素的测定, 并有望与实时质

谱监测仪或多重免疫捕获技术结合, 为食品安全风险监测

与控制提供更广阔的技术支持与创新方向。同时也为相关食

品安全限量标准的修订与完善提供了有力的技术支撑, 在
食品安全风险监测与控制领域具有较好的应用前景。 
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