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直接萃取-超高效液相色谱串联质谱法测定小麦及
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摘  要: 目的  建立直接萃取-超高效液相色谱-串联质谱方法(ultra performance liquid chromatography-tandem 

mass spectrometry, UPLC-MS/MS)测定小麦及其制品中多种真菌毒素的方法。方法  取 2 g 样品用 10 mL 80%

乙腈水(含 1%甲酸)溶液提取, 经超声提取、离心和氮吹复溶后, 采用电喷雾离子源(electronspray ionization, 

ESI)进行正负离子同时测定, 小麦粉基质标准曲线外标法定量。结果  7 种真菌毒素在一定的质量浓度范围内

线性关系良好, 决定系数(r2)大于 0.998, 定量限为 0.40~7.70 μg/kg, 3 个水平下的加标回收率为 77.9%~109.2%, 

相对标准偏差为 0.9%~9.0% (n=6)。结论  该方法精密度良好, 灵敏度高, 适用于小麦及制品中真菌毒素的测

定及高通量筛查。 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of multiple mycotoxins in wheat and its 

products by direct extraction-ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry (UPLC-MS/MS). 

Methods  Samples (2 g) were extracted with 10 mL 80% acetonitrile-water solution (containing 1% formic acid). 

After ultrasonic extraction, centrifugation, nitrogen blow-drying and reconstitution, the analytes were detected using 

an electrospray ionization (ESI) source in both positive and negative ion modes. Quantification was performed using 

the external standard method calibrated with a wheat flour matrix-matched standard curve. Results  The linear 

relationship of the 7 kinds of mycotoxins was good within a certain mass concentration range, with a determination 

coefficient (r2) greater than 0.998. The limits of quantitation were 0.40–7.70 μg/kg. The spiked recovery rates at the 3 

levels were 77.9%–109.2%, and the relative standard deviations were 0.9%–9.0% (n=6). Conclusion  The method 

has excellent precision and high sensitivity, it is suitable for the determination and high-throughput screening of 

mycotoxins in wheat and its products. 
KEY WORDS: mycotoxins; wheat and its products; direct extraction; ultra performance liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry 
 
 

0  引  言 

小麦作为我国三大主粮之一, 种植面积约 3.46 亿亩, 
占全国耕地总面积的 22%~30%[1]。2024 年全国小麦总产量

是 14009.9 万吨[2], 小麦安全生产对国家粮食安全和人民

健康至关重要。然而, 小麦赤霉病、茎基腐病等病害的发

生[3–5], 间接导致真菌毒素污染问题突出, 其中以脱氧雪腐

镰刀菌烯醇(又名呕吐毒素, deoxynivalenol, DON)、黄曲霉

毒素(aflatoxins, AFs)、赭曲霉毒素(ochratoxin A, OTA)等最

为常见[6–7]。真菌毒素是由曲霉属、镰刀菌属、青霉属等丝

状真菌在适宜的温湿度条件下, 产生的具有强毒性的次级

代谢产物[8]。这些毒素具有热稳定性强、毒性高的特点, 可
通过食物链累积, 损害人体的免疫系统、神经系统, 导致氧

化应激诱导细胞发生癌变, 干扰正常新陈代谢, 甚至损害人

体生命健康[9–11]。研究证实, 粮食中真菌毒素常以复合污染

形式存在, 如朱佐银等[12]发现高达 87.76%的粮食样品受 2
种以上毒素联合污染, Zhao 等[13]也证实不同地区小麦中存

在多种毒素共存现象, 因此建立高效、准确、多毒素同时检

测的方法, 对于全面评估小麦及小麦粉的真实污染状况、科

学预警真菌复合污染风险及监管筛查具有重要的现实意义。 
在小麦真菌毒素的分析中, 由于样品中的复杂基质

和低目标物浓度形成了基质效应, 易对分析过程造成干

扰。因此, 在仪器分析前, 须对目标毒素进行有效提取、

分离和净化浓缩处理, 保证检测的准确性。目前, 国内外

常用的真菌毒素前处理方法主要包括免疫亲和柱法

(immunoaffinity column, IAC)[14]、固相萃取法、液-液萃取

法和 QuEChERS 技术等[15–16]。其中免疫亲和柱法基于抗体

和抗原特异性吸附, 选择性好但成本高, 且不能重复使用; 
固相萃取法和液-液萃取法简便但前处理时间较长, 消耗

有机溶剂较多; QuEChERS 法较简单, 但难以同时满足多

种真菌毒素的提取效率需求。本研究在液-液萃取技术基础

上, 优化萃取溶剂的比例, 减少有机溶剂的使用, 简化除

杂步骤, 以期实现 7 种真菌毒素的同时检测。 
真菌毒素的检测技术主要包括薄层色谱法[17]、酶联免

疫吸附法[18]、气相色谱法[19]和液相色谱法等。目前, 大部

分检测机构的实验室常用液相色谱-荧光/紫外检测法结合

柱后衍生系统 [20–21], 但该方法存在局限性 : 一方面 , 前
处理及上机操作烦琐 , 需要匹配免疫亲和柱 , 不同毒素

需匹配不同检测器, 检测周期长、效率低; 另一方面, 复
杂基质易产生杂峰干扰 , 导致假阳性结果, 影响数据可

靠性。GB 5009.209—2016《食品安全国家标准 食品中玉

米赤霉烯酮的测定》和 GB 5009.111—2016《食品安全国

家标准 食品中脱氧雪腐镰刀菌烯醇及其乙酰化衍生物的

测定》等采用同位素内标法定量的液相色谱-串联质谱法
(liquid chromatography-tandem mass spectrometry, 
LC-MS/MS), 虽然提高了灵敏度和抗基质干扰, 但同样存

在前处理复杂, 且成本较高的问题, 难以满足大批量样品

中多种真菌毒素的快速筛查需求。 
超 高 效 液 相 色 谱 - 串 联 四 极 杆 质 谱 法 (ultra 

performance liquid chromatography-tandem mass 
spectrometry, UPLC-MS/MS)多应用于中药和食品中多种

真菌毒素的筛查[22–23], 对粮谷中的多真菌毒素筛查是目前

的研究趋势[24]。本研究针对现有真菌毒素的前处理技术成

本高、效率低、难以满足大批量筛查的问题, 采用直接萃

取的前处理方法, 以小麦中 7 种常见真菌毒素为目标物, 
结合 UPLC-MS/MS 的高选择性与灵敏度, 建立基于小麦

粉基质标准曲线外标法定量的真菌毒素检测技术, 以满足

小麦真菌毒素污染的快速筛查与复合污染风险防控需求。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

25 份小麦样品来自本单位收集的小麦资源, 5 份市售
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小麦粉购自当地超市。 
甲醇、乙腈、甲酸(色谱纯, 美国赛默飞世尔科技公

司); 乙二胺-N-丙基硅烷(primary secondary amine, PSA)
净化粉末、C18 净化粉末(天津博纳艾杰尔科技有限公司); 
纯净水(杭州娃哈哈集团有限公司); 0.22 μm 微孔滤膜(上
海 安 谱 实 验 科 技 股 份 有 限 公 司 ); 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)、脱氧雪腐镰刀菌烯醇(deoxynivalenol, 
DON)、赭曲霉毒素 A (ochratoxinA, OTA)、玉米赤霉烯酮

(zearalenone, ZEN)(质量浓度100 μg/mL, 坛墨质检科技股份

有限公司)。 

1.2  仪器和设备 

H-class 超高效液相色谱仪(美国 Waters 公司); Triple 
Quad 5500+质谱仪(美国 AB Sciex 公司); TGL-16A 冷冻离

心机(湖南平凡科技有限公司); BE-2600 多管涡旋混合器

(海门市其林贝尔仪器制造有限公司); JYS-M01 多功能粉

碎磨(九阳股份有限公司); MFV-24 氮吹浓缩仪(广州得泰

仪器科技有限公司); YP20002 电子天平(精度 0.01 g, 上海

佑科仪器仪表有限公司); 多功能净化柱(深圳逗点生物技

术有限公司); Acquity UPLC BEH C18色谱柱(2.1 mm×50 mm, 
1.7 μm, 美国 Waters 公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  溶液配制 
将 7 种真菌毒素标准品用乙腈配制成 AFB1, AFB2, 

AFG1, AFG2 混合储备液, 质量浓度为 100 μg/L; DON,  

OTA 和 ZEN 混合储备液, 质量浓度为 500 μg/L, 置于 4 ℃
冰箱暂存, 使用前用小麦基质溶液稀释成适当浓度的工作

液用于上机分析。 
1.3.2  样品前处理 

取 500 g 小麦样品经多功能粉碎磨粉碎, 过 20 目实验

筛, 混匀后密封于样品盒中备用。小麦粉直接混合取样。

称取 2 g 粉碎的小麦样品于 50 mL 离心管中, 加入 10 mL 
80%乙腈水溶液(含 1%甲酸), 混匀后超声提取 40 min, 
8000 r/min 离心 5 min, 转移 2 mL 上清液, 45 ℃氮吹至近干, 
用初始流动相复溶至 1 mL, 过 0.22 μm 有机滤膜后待上机。 
1.3.3  仪器条件 

(1)液相色谱条件 
Waters Acquity UPLC BEH C18色谱柱(2.1 mm×50 mm, 

1.7 μm); 进样量 2 μL, 柱温 35 ℃, 流动相: A 相为 0.1%甲

酸水溶液, B 相为 0.1%甲酸甲醇, 流速为 0.3 mL/min, 梯度

洗脱条件见表 1。 
(2)质谱条件 
电喷雾离子源(electrospray ionization, ESI), 正离子模

式(ESI+)喷雾电压为 5500 V, 负离子模式(ESI–)喷雾电压为

–4500 V; 离子源温度 350 ℃, 气帘气 35 psi, 离子源气体

Gas Ⅰ和 Gas Ⅱ分别设置为 50 psi 和 55 psi, 检测方式用多反

应监测(multi-reaction monitoring, MRM), 正负离子同时扫

描。具体质谱参数见表 2。 

1.4  数据处理 

数据采集用 AB SCIEX Analyst Version 1.7 工作站, 
样品重复采集 3 次, 图谱数据处理用 SCIEX OS Version 2.2 工

作站, 采用 Origin 2022 进行数据分析和图表绘制。 
 

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

流动相 
时间/min 

0 2.0 6.0 8.0 10.0 12.0 12.1 16.0 

水(0.1%甲酸)/% 75 75 45 45 20 20 75 75 

甲醇(0.1%甲酸)/% 25 25 55 55 80 80 25 25 
 

表 2  7 种真菌毒素的质谱参数 
Table 2  Mass spectrum parameters of 7 kinds of mycotoxins 

名称 保留时间
/min 

化学式 去簇电压 
/V 

母离子(m/z) 定量离子 碰撞电压
/V 

定性离子 碰撞电压
/V 

DON 0.81 C15H20O6 100 296.9 [M+H]+ 249.1 17 231.1 20 

AFB1 5.17 C17H12O6 155 313.1 [M+H]+ 285.1 33 241.3 52 

AFB2 4.55 C17H14O6 155 315.1 [M+H]+ 287.2 37 259.1 41 

AFG1 4.04 C17H12O7 150 329.1 [M+H]+ 243.2 38 215.2 44 

AFG2 3.34 C17H14O7 157 331.1 [M+H]+ 245.1 42 189.1 58 

OTA 10.19 C20H18ClNO6 –80 402.1 [M-H]– 358.1 –29 211.0 –38 

ZEN 10.66 C18H22O5 –139 317.1 [M-H]– 175.2 –34 131.1 –39 



第 13 期 李雯雯, 等: 直接萃取-超高效液相色谱串联质谱法测定小麦中真菌毒素 53 
 
 
 
 
 

2  结果与分析 

2.1  色谱和质谱的条件优化 

乙腈和甲醇是常用流动相的有机相, 本研究比对了

甲醇/水和乙腈/水的分离效果, 采用乙腈/水作为流动相时, 
目标真菌毒素的保留时间比较靠前, 但 DON 的响应较差, 
综合多种真菌毒素的响应值和分离效果, 最终选择甲醇/
水。向流动相中加入适当甲酸可以促进真菌毒素目标物的

电离, 有利于改善峰型和灵敏度 [25]。最终确定流动相为

0.1%甲酸甲醇和 0.1%甲酸水溶液。 
7 种真菌毒素利用针泵分别在正负离子模式下进行母

离子扫描(Q1 scan)和子离子扫描, 确定每一种化合物的母

离子和子离子的质荷比, 每个目标化合物各选择 2~3 个子

离子作为定性和定量离子, 并对每对离子对的去簇电压和

碰撞电压进行优化 , 获得最佳响应值 , 优化后的 MRM
色谱图如图 1。经过对比 ESI+和 ESI–不同模式下, 各种真

菌毒素的响应和峰型, OTA 和 ZEN 用 ESI–模式扫描的响应

和灵敏度高于 ESI+模式, DON、AFB1、AFB2、AFG1、AFG2

用 ESI+模式扫描的响应和灵敏度高于 ESI–模式, 故 OTA
和 ZEN 用 ESI–模式, 其他真菌毒素用 ESI+模式。 

 

 
 

图 1  7 种真菌毒素的 MRM 色谱图 
Fig.1  MRM chromatograms of the 7 kinds of mycotoxins 

 
2.2  前处理条件优化 

前处理方式的选择对真菌毒素的提取至关重要, 既
要达到净化的目的, 又需兼顾不同真菌毒素的提取效果。

本研究对比了多功能净化柱法(与免疫亲和柱特异性相比, 
该柱可适配多种真菌毒素)、QuEChERS 法和溶剂直接萃取

法的实验操作和回收率(图 2), 其中, 多功能提取柱法需要

活化、洗脱等, 步骤烦琐且成本较高; QuEChERS 法使用了

PSA 和 C18 等净化材料, 该法结果显示 OTA 和 ZEN 的提

取效果较差; 而溶剂直接萃取法步骤简单, 成本较低, 回
收率在可接受范围。综合考虑最终建立溶剂直接萃取法处

理真菌毒素样品。 
 

 
 

图 2  不同样品前处理方式对 7 种真菌毒素的回收率影响 
Fig.2  Effects of different sample pretreatment methods on the 

recovery rates of 7 kinds of mycotoxins 
 

乙腈和甲醇是常用的有机提取溶剂, 但甲醇易将小

麦粉中的淀粉、蛋白质等杂质也溶解出来 , 导致基质干

扰较多 [26], 故本研究选择乙腈作为有机提取溶剂。研究

选取了不同提取溶剂-乙腈比例(70%/80%)和不同超声时

间(30 min/40 min)两个实验参数, 图 3 对比了 7 种真菌毒素

在不同前处理组合条件下回收率的变化情况, 70%乙腈作

为提取溶剂时 , 提取 7 种毒素目标物的平均回收率为

85.5%和 84.1%, 80%乙腈作为提取溶剂时, 平均回收率高

于 90%。以 80%乙腈作为提取溶剂时, 超声 40 min 时的

提取效率最高, 7 种真菌毒素的回收率为 79.4%~105.7%。 

 

 
 

注: A. 70%乙腈超声 30 min; B. 70%乙腈超声 40 min; C. 80%乙腈

超声 30 min; D. 80%乙腈超声 40 min; E. 90%乙腈超声 30min; F. 
90%乙腈超声 40 min。 

图 3  不同溶剂比例和超声时间对 7 种真菌毒素的回收率影响 
Fig.3  Effects of different solvent ratio and ultrasonication time on 

the recovery rates of 7 kinds of mycotoxins 



54 食品安全质量检测学报 第 17 卷 
 
 
 
 
 

因 OTA 结构中含有羧基基团, 在前处理中通过降低提取

溶剂的 pH, 可以更好的促进毒素离子化, 提高基团的稳定

性, 因此本研究在提取溶剂中添加了 1%甲酸。综合多种真

菌毒素的回收率水平, 最终选择 80%乙腈(含 1%甲酸)作为

提取溶剂, 超声 40 min 作为提取处理条件。 

2.3  基质效应 

基质效应是指液相色谱 -质谱分析中 , 样品基质中

的共流出物干扰目标物离子化效率, 导致出现离子增强

或离子抑制现象 [ 2 7 ] ,  从而影响方法准确性。目前 
GB 5009.22—2016《食品安全国家标准 食品中黄曲霉毒素

B 族和 G 族的测定》等检测标准中, 液相色谱-串联质谱法

多采用同位素内标定量减少基质效应, 但每种真菌毒素同

位素内标不统一, 且成本较高, 本方法考察了多种真菌毒

素的基质效应。分别用小麦粉空白样品基质和初始流动相

配制标准溶液, 上机进行测试, 按公式基质效应/%= (基质

标准曲线斜率/溶剂标准曲线斜率–1)×100%[28], 计算基质

效应数值, 结果见图 4。其中, OTA 的基质效应值为–36.9%, 
AFB1的基质效应为 22%, 这 2 种真菌毒素存在中等基质效

应, 其余真菌毒素的 |基质效应 |均小于 20%, 为弱基质效

应。因此, 本研究采用空白基质溶液配制标准曲线可完全

消除由基质效应引起的结果偏差的问题, 大福降低实验成

本, 同时满足方法准确度要求。 

2.4  方法学验证 

2.4.1  线性关系、检出限和定量限 
在优化后的仪器条件下, 在合适的线性范围下, 以小

麦粉空白样品基质标准溶液的质量浓度为横坐标(X, μg/L), 
以对应的特征离子色谱峰的峰面积为纵坐标(Y), 绘制每种

目标物的基质标准曲线。具体线性关系等结果如表 3 所示。

结果显示, 7 种真菌毒素标准曲线的线性良好, r2 均大于

0.99858。以基线噪声的 3 倍(S/N=3)确定方法检出限(limit 
of detection, LOD)为 0.12~2.32 μg/kg, 以基线噪声的 10 倍

(S/N=10)确定方法定量限 (limit of quantitation, LOQ)为
0.40~7.70 μg/kg, 7 种真菌毒素的定量限均低于欧盟

(European Union, EU) 、国际食品法典委员会 (Codex 

Alimentarius Commission, CAC)和我国的真菌毒素限量法

规标准[29–30]。 

 
 

图 4  不同真菌毒素的基质效应 
Fig.4  Matrix effects of different mycotoxins 

 
2.4.2  回收率及精密度 

在不含待测毒素的空白小麦粉样品中, 添加 3 个不同

浓度水平的真菌毒素混合标液, 其中 AFB1、AFB2、AFG1、

AFG2 加标浓度分别为 2、4、10 μg/kg; DON 加标浓度为

20、40、100 μg/kg; OTA和ZEN的加标浓度为 8、16、40 μg/kg, 
每个浓度测试 6次平行, 计算目标物的平均回收率和相对标

准偏差(relative standard deviation, RSD), 见表 4。本方法的

加标回收率在 77.9%~109.2%之间, RSDs 在 0.9%~9.0%之

间, 结果良好, 符合 GB/T 27404—2026《实验室质量控制

规范 食品理化检测》对实验室质控的要求。 

2.5  实际样品测定 

收集 30 份小麦和小麦粉样品, 按本研究处理后测定真菌

毒素含量, 其中5份小麦粉样品全部未检出, 25份小麦样品中4
份有检出, 检出结果见表 5。同样样品参照 GB 5009.111—2016
《食品安全国家标准 食品中脱氧雪腐镰刀菌烯醇及其乙酰

化衍生物的测定》进行了复测, 结果一致。DON 检出率为

13.3%, ZEN 检出率为 3.3%, 检出含量均未超过GB 2761—2017 
 

表 3  7 种真菌毒素的线性关系、LODs 和 LOQs 
Table 3  Linear relationships, LODs and LOQs of 7 kinds of mycotoxins 

化合物 线性方程 线性范围/(μg/L) 决定系数(r2) LODs/(μg/kg) LOQs/(μg/kg)

AFB1 Y=4.179e4X–6596.3749 1~50 0.99962 0.12 0.40 

AFB2 Y=3.5030e7X–1595.2865 1~50 0.99934 0.12 0.40 

AFG1 Y=3.2734e7X–7111.0780 1~50 0.99858 0.12 0.40 

AFG2 Y=1.0903e7X+2784.9404 1~50 0.99971 0.27 0.89 

DON Y=1.6906e6X+13917.0718 2~200 0.99938 2.32 7.70 

OTA Y=1.3610e7X–5906.7884 2~200 0.99984 0.30 1.00 

ZEN Y=8.3838e6X–890.2178 2~200 0.99979 0.40 1.30 
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表 4  加标回收率和精密度 
Table 4  Additive recoveries and precision  

目标物 
 

加标浓度 
/(μg/kg) 

平均回收率 
/% 

RSDs/% 加标浓度 
/(μg/kg) 

平均回收率 
/% 

RSDs/
% 

加标浓度 
/(μg/kg) 

平均回收率
/% 

RSDs/% 

AFB1 2 100.0  7.1  4  93.3  3.2  10 91.5  5.0 

AFB2 2 94.2 7.1 4 86.3 4.8 10 89.9 2.7 

AFG1 2 109.2 4.5 4 101.7 5.1 10 98.9 2.5 

AFG2 2 95.8 9.0 4 95.8 7.9 10 102.5 2.0 

DON 20 107.0 3.6 40 93.4 2.8 100 83.1 0.9 

OTA 8 98.3 3.6 16 101.5 3.7 40 93.3 3.3 

ZEN 8 77.9 2.4 16 85.9 2.6 40 78.0 3.2 

 
表 5  实际样品测定结果(μg/kg) 

Table 5  Determination results of actual samples (μg/kg) 

化合物 样品 1 样品 2 样品 3 样品 4 限量 

DON 14.0 312 70.0 35.0 1000 

ZEN 6.00 ND ND ND 60 

注: ND 为未检出。 

 
《食品安全国家标准 食品中真菌毒素限量》对小麦和小麦

粉中真菌毒素的限量规定。其中小麦中检出率最高的为

DON, 这与文献[31–34]等的研究结果一致, 在小麦及小麦

粉的储藏过程中, 要注意对 DON 的重点防控。 

3  结  论 

本研究建立了直接萃取-UPLC-MS/MS 检测小麦及小

麦粉中 7 种常见真菌毒素的分析技术。对比常见的小麦真

菌毒素检测技术, 该方法避免了免疫亲和柱法和同位素内

标法成本高的问题, 解决了 QuEChERS 法对 OTA、ZEN
提取效率低的问题, 在保证检测灵敏度与准确性的前提

下, 该方法更符合大批量筛查检测需求和基层实验室的

设备条件。 
但研究也存在局限性, 如仅考察了小麦及小麦粉单

一基质的检测效果, 未对其他粮食品种开展研究, 且实际

样品应用数量有限, 未对全国不同产区的基质差异进行系

统性考察, 未来将收集多种粮食作物, 涵盖不同产区样品, 
提高方法的适用性。为了进一步研究小麦真菌毒素的变化

情况, 下一步将在此基础上, 以新收获小麦为研究对象, 
模拟不同储藏方式和初始毒素含量下, 小麦中不同真菌毒

素含量的变化规律, 为小麦的科学储藏和真菌毒素复合防

控提供参考依据, 保障小麦质量安全。 
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