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摘要 本研究旨在开发一种快速尧准确且环境友好的检测方法袁用于测定苹果及苹果脯中的展青霉素渊PAT冤遥 PAT是由扩
展青霉产生的真菌毒素袁具有致畸尧致癌尧免疫毒性尧神经毒性和遗传毒性等危害遥果脯加工过程中可能存在 PAT污染的问
题袁 建立高效检测方法对保障食品安全至关重要遥 传统检测方法操作复杂尧 耗时长且有机溶剂消耗量大遥 本研究采用
QuEChERS提取技术结合超高效液相色谱-串联质谱渊UPLC-MS/MS冤技术袁优化提取溶剂渊乙腈冤尧盐析剂渊无水硫酸镁和氯
化钠冤和复溶溶剂渊1%乙腈水溶液冤的选择袁以提高检测效率和灵敏度遥 通过优化质谱和液相条件袁确定了最佳色谱柱
渊BEH C18冤和梯度洗脱程序遥 方法学验证显示袁检出限为 0.4 滋g/kg袁定量限为 0.8 滋g/kg袁线性范围 0.1~12.5 滋g/L和 3.2~
400 滋g/L袁相关系数 R2均大于 0.999遥日内和日间精密度的相对标准偏差均小于 5.5%袁加标回收率在 98%以上袁表明该方法
准确性和精密度良好遥 结果表明袁QuEChERS-UPLC-MS/MS方法可有效检测苹果及苹果脯中的 PAT袁灵敏度和准确性高袁
并可为其它水果制品的 PAT污染控制提供技术支持遥此外袁研究发现苹果脯加工中的糖煮步骤显著降低了 PAT含量袁表明
高温处理对 PAT降解有重要作用遥 未来可进一步探讨不同加工条件对 PAT含量的影响及其在其它食品基质中的应用遥
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展青霉素 渊Patulin袁PAT冤 的产生与扩展青霉
渊Penicillium expansum冤有关袁这种真菌通常在水
果表面或内部生长遥当水果受到昆虫取食尧机械损
伤尧表皮伤痕或形状缺陷等不良影响时袁更容易受
到扩展青霉的侵染袁从而形成 PAT遥 PAT的毒性主
要源于其分子中的内酯和半缩醛结构袁 可能导致
多种急性尧亚急性和慢性毒副作用袁如恶心尧呕吐尧
抽搐尧呼吸困难等袁且对肝脏尧肾脏和肠道屏障造
成损伤[1-2]遥 1987年袁国际癌症研究机构渊Interna鄄
tional agency for research on cancer袁IARC冤将
PAT归类为 3类致癌物[3]遥 基于 PAT的生殖毒性
和致癌性袁 联合国粮食及农业组织和世界卫生组
织食品添加剂联合专家委员会 渊Joint FAO/WHO
expert committee on food additives袁JECFA冤袁对
PAT的暂定每日最大耐受摄入量设定为 0.4 滋g/kg
bw/d[4]遥

果脯在中国有着悠久的历史和独特的风味袁
备受消费者青睐遥目前袁果脯的加工技术仍以传统

加工方式为主袁 加工技术的落后和层次配套技术
缺乏袁导致果脯产品仍存在较高的食品安全风险[5-7]遥
某葡萄脯尧 无花果脯尧 龙眼脯尧 李脯中被检测出
PAT污染高达 415袁49袁277袁194袁40 滋g/kg袁且在苹
果制品中污染尤其严重袁PAT可达 19 622 滋g/kg[8]袁
远超过食品法典委员会渊Codex alimentarius com鄄
mission袁CAC冤规定的限量渊<50 滋g/kg冤[9]遥果脯中的
PAT污染问题可能造成潜在的健康风险遥

传统 PAT检测方法主要依赖液-液萃取法和
固相萃取法 渊Liquid-liquid extraction and solid
phase extraction冤袁 然后通过色谱和质谱技术检
测 [10]遥 虽然这些方法在灵敏度和准确性方面取得
一定进展袁但是仍存在操作复杂尧耗时长和有机溶
剂消耗量大的局限性遥 QuEChERS渊Quick袁 easy袁
cheap袁 effective袁 rugged袁 safe冤 方法是一种基于
盐析分配和分散固相萃取的快速样品前处理技

术袁因操作简便尧成本低廉尧效率高和安全性好而
被广泛应用于农药残留尧兽药残留尧食品添加剂和
真菌毒素等检测[3袁11-14]遥然而袁针对苹果和苹果脯中
PAT的 QuEChERS检测方法尚未得到充分优化和
验证遥

本研究通过优化提取溶剂尧 盐析剂和复溶溶
剂的选择以及质谱和液相条件袁 建立一种适用于
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苹果和苹果脯中 PAT的快速尧准确尧灵敏且环境
友好的检测方法袁进一步提高检测效率和灵敏度袁
以期为水果和水果制品中 PAT 的有效监控提供
技术支持遥

1 材料与方法
1.1 材料与试剂

富士苹果渊产地院山东烟台冤购买于物美超市
渊学清路店冤遥 PAT 和 13C7-PAT 同位素内标 渊跃
99%冤袁青岛普瑞邦生物工程有限公司曰无水硫酸
镁渊MgSO4冤尧氯化钠渊NaCl冤尧乙酸钠渊CH3COONa冤尧
柠檬酸钠渊C6H5Na3O7冤尧柠檬酸氢二钠渊C6H6Na2O7窑
1.5H2O冤尧乙酸乙酯渊Ethyl acetate袁EA冤均为分析纯
级袁 国药集团化学试剂有限公司曰 乙腈渊Acetoni鄄
trile袁ACN冤渊分析纯级冤袁上海泰坦科技股份有限公
司曰乙腈渊色谱纯级冤袁美国赛默飞世尔科技有限公
司曰乙酸渊Acetic acid袁AA冤渊色谱纯级冤袁上海麦克
林生化科技有限公司曰焦亚硫酸钠渊食品级冤袁潍坊
成阳化工有限公司曰柠檬酸渊食品级冤袁日照金禾博
源生化有限公司曰白砂糖渊食品级冤袁南京甘汁园股
份有限公司曰MycosepTM 228展青霉素固相净化柱
渊5 mL冤袁上海泰坦科技股份有限公司曰超纯水渊实
验室一级水冤由 Milli-Q超纯水机制备遥
1.2 仪器与设备

ACQUITY I -CLASS 超高效液相色谱仪 -
Xevo TQ-S三重四极杆质谱仪 揖配有电喷雾离子
源渊ESI冤及 Masslynx 4.1 数据处理系统铱袁美国沃
特世公司曰ACQUITY UPLC HSS T3 色谱柱渊1.8
滋m袁2.1 mm伊100 mm冤尧ACQUITY UPLC BEH C18
色谱柱渊1.7 滋m袁2.1 mm伊100 mm冤袁美国沃特世公
司曰NM32LA氮气发生器袁 英国 Peak Scientific公
司曰VORTEX-5旋涡混合器袁海门市其林贝尔仪器
制造有限公司曰KQ-500E超声波清洗机袁 昆山市
超声仪器有限公司曰UGC-12WF水浴氮吹仪袁北京
优晟联合科技有限公司曰CR21GIII高速冷冻离心
机袁日本日立公司曰JYL-C010料理机袁九阳股份有
限公司曰DHG-9240A鼓风干燥箱袁 上海精宏实验
设备有限公司曰0-35玻璃浮计袁 河北省武强县同
辉仪表厂遥
1.3 方法

1.3.1 色谱条件 色谱柱 院ACQUITY UPLC R

BEH C18色谱柱渊2.1 mm伊100 mm袁1.7 滋m冤曰进样
量 1 滋L曰柱温 40 益曰流动院A相为水袁B相为乙腈曰
流速 0.40 mL/min曰洗脱梯度为院0~2 min渊1%~15%
B 相冤袁2~4 min渊15%~20% B 相冤袁4~6 min渊1% B
相冤遥
1.3.2 质谱条件 离子源院 电喷雾电离源渊Elec鄄
tron spray ionization袁ESI冤曰 扫描模式院 负离子模
式曰采集模式院多反应监测渊Multiple reaction mon鄄
itoring袁MRM冤曰毛细管电压院-2.4 kV曰脱溶剂气温
度院550 益曰脱溶剂气流速院900 L/h曰锥孔气流速院
150 L/h曰质谱检测条件见表 1遥

1.3.3 PAT标准曲线的绘制 采用内标法进行定

量分析遥 准确称取 0.0010 g PAT标准品用乙腈定
容至 10 mL袁配制质量浓度为 100 mg/L的 PAT标
准储备溶液袁采用逐级稀释的方法袁配制不同质量
浓度的标准溶液分别为 400袁200袁100袁50袁25袁
12.5袁6.25袁3.125 滋g/L袁 现用现配遥 准确移取 0.2
mL 13C7-PAT同位素内标渊25 mg/L冤用乙腈定容至
1 mL袁配制质量浓度为 5 mg/L的 13C7-PAT同位素
内标工作液袁 分别加入 13C7-PAT同位素内标工作
液至标准溶液中袁 使标准溶液中 13C7-PAT同位素
内标质量浓度均为 100 滋g/L遥 标准溶液过 0.22
滋m尼龙滤膜后袁 注入棕色样品瓶中进行 UPLC-
MS/MS 检测遥 以标准工作曲线的浓度为自变量
渊x冤袁以 PAT的峰面积比渊PAT的峰面积/13C7-PAT
内标的峰面积冤为因变量渊y冤袁计算标准工作曲线
的线性相关系数 R2评价线性关系袁 标准曲线为 y
= 0.8744x+4.0970袁R2=0.9992遥
1.3.4 样品的前处理及检测 将苹果样品洗净尧
去皮尧去核袁切成约 3 cm伊3 cm小块袁用料理机粉
碎遥

苹果脯样品院将苹果去皮袁去除腐烂部位袁去
核袁切成 4瓣遥 称取水 1 200 g袁边加热边缓缓加入
白砂糖 1 000 g袁 并不断搅拌使白砂糖完全溶解袁
使初始糖液浓度达到 27 毅B佴遥加入 4 g焦亚硫酸钠

化合物 离子化方式 母离子渊m/z冤 子离子渊m/z冤
PAT ESI- 153 109*/81

13C7-PAT ESI- 160 115*/86

表 1 PAT检测的质谱条件
Table 1 Mass spectrometry conditions for PAT detection

注院*为定量离子遥
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渊食品级冤袁7.5 g柠檬酸渊食品级冤袁搅拌使其溶解遥
加入 1 000 g苹果块袁小火煮制 1 h袁至苹果块呈半
透明状袁糖液浓度达到 24 毅B佴遥将煮制完成的果块
置于糖煮液中浸泡 24 h袁捞出苹果块沥干糖液遥将
苹果块置于鼓风干燥箱网架上袁 在 70 益的热风
下袁干燥 24 h袁冷却至室温遥 将苹果脯切成 1 cm伊
1 cm的小块袁置于料理杯中袁加入液氮浸没苹果脯
块袁使其全部冻结袁轻轻振荡袁待液氮挥干后袁用料
理机粉碎遥

准确称取 1.00 g粉碎后的样品于 50 mL聚丙
烯离心管中袁加入 40 滋L 5 mg/L PAT标准工作液
和 20 滋L 5 mg/L的 13C7-PAT同位素内标标准工
作液遥 然后在样品中加入 10 mL超纯水袁 涡旋 1
min袁再加入 10 mL乙腈袁涡旋 1 min遥随后袁在溶液
中加入 4 g MgSO4袁1 g NaCl袁涡旋 2 min袁于 4 益袁
10 000伊g下离心 10 min袁收集全部上清液袁将上
清液过 228多功能净化柱袁 弃去初始 1 mL净化
液袁收集后续部分遥 移取 5 mL净化液袁在 40 益下
氮吹吹干袁用 0.5 mL初始流动相复溶袁涡旋 2 min
充分溶解遥 通过 0.22 滋m尼龙滤膜袁装入棕色液相
小瓶袁待 UPLC-MS/MS检测遥

按式渊1冤计算样品中 PAT 的含量袁计算结果
保留 3位有效数字遥

X = 籽伊V
m 伊 f 渊1冤

式中院X 为样品中 PAT的含量袁滋g/kg曰籽为由
标准曲线计算所得的样品提取液中 PAT的含量袁
滋g/L曰V 为最终定容体积袁mL曰m为样品的称样量袁
g曰f为稀释倍数遥
1.3.5 方法学评价 方法验证所采用的分析方法

根据欧盟委员会 SANTE/11312/2021 指南进行验
证袁包括检出限渊Limit of detection袁LOD冤尧定量限
渊Limit of quantification袁LOQ冤尧精密度尧准确度和
线性范围[15]遥
1.3.5.1 灵敏度 方法的灵敏度以 LOD 和 LOQ
进行衡量遥LOD是指在适当的置信水平下袁分析方
法能够从样品中检测到被测组分的最小量或最小

浓度袁 即能够断定样品中被测组分的量或浓度确
实高于空白中的最低量遥 LOQ则指样品中被测物
能被定量测定的最低量遥本研究采用 UHPLC-MS/
MS 方法袁通过信噪比渊Signal to noise ratio袁S/N冤

来确定 LOD和 LOQ袁具体以 3倍 S/N对应的浓度
为 LOD袁以 10倍 S/N对应的浓度为 LOQ[16]遥

稀释一系列低浓度的 PAT 基质匹配标准溶
液袁 分别添加适量 13C7-PAT标准工作液使其浓度
为 100 滋g/L袁注入 UHPLC-MS/MS系统袁采用内标
法进行定量遥通过 MassLynx 4.1软件袁获得 S/N比
值袁 并找到对应 3倍和 10倍 S/N比值的 PAT浓
度袁 平行测定 3 次袁 最终取平均值作为 LOD 和
LOQ的确定依据遥
1.3.5.2 精密度 精密度是衡量分析方法在特定

条件下袁 对同一被测物进行多次测定的结果与平
均值之间偏离程度的关键指标[17]遥 在本研究中袁为
了全面评估所建立方法的精密度袁选取了低尧中尧
高 3个不同浓度点的样品袁 并分别进行日内精密
度和日间精密度试验袁 采用相对标准偏差渊Rela鄄
tive standard deviation袁RSD冤作为精密度的度量遥
日内精密度是通过在 1 d内不同时间点进行重复
测定来完成的袁每个浓度点每隔 3 h进样 1次袁共
进行 6次测定渊n=6冤遥日间精密度试验则是通过在
连续 6 d内的相同时间段进行 1 次进样测定袁同
样每个浓度点重复 6次渊n=6冤遥此试验旨在评估不
同日期尧可能变化的试验条件下袁方法的稳定性和
重复性遥
1.3.5.3 准确度 准确度是指在一定条件下袁多
次测定的平均值与真实值之间相符的程度袁 通常
通过回收率来表示方法的准确性[18]遥 经测定不含
PAT的苹果和苹果脯为空白基质袁 分别加入适量
PAT标准溶液袁使样品中 PAT的理论终浓度达到
10袁50袁250 滋g/kg遥 这一浓度范围的选择旨在覆盖
实际样品中可能出现的 PAT浓度袁以便全面评估
方法的准确性遥每个样品进行 3次重复测定袁以确
保结果的可靠性遥采用内标法进行定量分析袁通过
实测浓度除以理论浓度来计算回收率遥
1.3.5.4 线性范围 线性范围是评估分析方法定

量能力的关键指标袁 指方法能够准确定量的浓度
区间袁在这个区间内袁方法需同时满足准确度尧精
密度和线性的要求[19]遥 以目标样品中预期的浓度
范围选择工作曲线浓度范围遥 配制 1 000 mg/L
PAT水溶液作为母液袁 采用逐级稀释的方法配制
400袁200袁100袁50袁25袁12.5袁6.4袁3.2袁1.6袁0.8袁0.4袁
0.2袁0.1 滋g/L的系列标准溶液遥 每个浓度点进行 3
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保留时间
Time/min

保留时间
Time/min
渊a冤PAT

渊b冤13C7-PAT
图 1 PAT和 13C7-PAT的质谱图

Fig.1 Mass spectrogram of PAT and 13C7-PAT

次平行测定遥利用内标法进行定量袁依据所得数据
进行线性回归计算袁从而确定 PAT的线性浓度范
围遥
1.4 数据处理

试验结果以野平均值依标准误差冶表示袁所有试
验均重复 3次袁采用 GraphPad Prism 8作图遥试验
数据采用 IBM SPSS 22 软件对数据进行单因素
方差分析袁满足方差齐性假设和正态分布假设时袁
采用 Tukey法进行检验遥若 P<0.05袁则认为两组数
据存在显著差异袁并在图中以不同字母表示遥

2 结果与分析
2.1 检测方法优化

2.1.1 质谱条件优化 针对 PAT的结构特性袁选

择 ESI源负离子渊ESI-冤模式进行质谱参数的调谐遥
ESI-模式的选择也有助于降低样品基质中产生的
背景信号袁减少基质干扰袁提高检测的选择性和灵
敏度[20]遥 配制质量浓度为 500 滋g/L的 PAT及其同
位素标记物为 13C7-PAT的标准溶液袁 并通过注射
泵将溶液直接输送至质谱仪进行分析遥 以获得最
大的质谱信号响应为目标袁对质谱参数进行优化袁
包括毛细管电压尧碰撞能量和锥孔电压等遥

结果显示袁PAT和 13C7-PAT在 m/z 153和 m/z
160处分别展现出最大的响应强度遥 PAT的分子
式为 C7H6O4袁其精确分子质量为 154.0266 u袁在负
离子模式下袁m/z 153 对应 PAT失去 1 个氢原子
渊H+冤形成[M-H]-的分子离子峰遥C7-PAT是 PAT的
同位素标记物袁其中 7个碳原子被 C13同位素替换
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注院a和 b为苹果样品曰c和 d为苹果脯样品遥
图 2 HSS T3色谱柱对苹果和苹果脯样品中 PAT和 13C7-PAT的分离情况

Fig.2 Separation of PAT and 13C7-PAT in apple and dried apple samples by HSS T3 column

渊13C7H6O4冤袁 其精确分子质量为 161.0501 u袁m/z
160同样对应 13C7-PAT失去 1个氢原子渊H+冤形成
的 [M-H]-分子离子峰遥 因此袁m/z 153和 m/z 160
被确定为 PAT和 13C7-PAT的母离子遥

进一步袁 采用子离子扫描模式 渊Daughter-
scan冤来确定用于定量和定性的离子碎片遥 如图 1
所示袁m/z 153和 m/z 160的母离子在碰撞室内产
生的离子碎片中袁m/z 153的主要碎片离子为 m/z
109 和 m/z 81袁m/z 160 的主要碎片离子为 m/z
115 和 m/z 86袁与 Desmarchelier 等 [21]报道的 PAT
和 13C7-PAT的主要碎片离子一致遥 PAT的离子碎
片主要是由于其结构中的六元内酯环和五元呋喃

环发生断裂所致袁具体包括 PAT内酯环的断裂形
成 m/z 109碎片袁 以及内酯环和呋喃环的共同断
裂产生 m/z 86碎片渊图 1a冤遥 相似的袁13C7-PAT断

裂规则与 PAT一致 渊图 1b冤遥 具体 PAT 和 13C7-
PAT的质谱检测参数如表 1所示遥
2.1.2 液相条件优化 为消除基质效应和样品中

杂质的干扰袁 采用内标法对苹果和苹果脯样品进
行前处理袁PAT加标浓度为 100 滋g/kg遥 PAT易溶
于水是一种中等极性化合物袁 故选择了 2种反相
色谱柱对分离效果进行探究袁 分别为 Acquity U鄄
PLC HSS T3 色谱柱和 Acquity UPLC BEH C18
色谱柱遥 HSS T3 色谱柱因其高强度硅胶颗粒
渊High stength silica袁HSS冤袁 在低 pH值条件下稳
定性更好袁 对水溶性和极性较大的小分子化合物
有较强的保留性遥而 BEH C18色谱柱则适用于各
种分子质量的化合物袁且在 pH 1~12之间均保持
了优异的柱稳定性[18袁22]遥

图 2和图 3分别显示了 HSS T3和 BEH C18
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保留时间
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注院a和 b为苹果样品曰c和 d为苹果脯样品遥
图 3 BEH C18色谱柱对苹果和苹果脯样品中 PAT和 13C7-PAT的分离情况

Fig.3 Separation of PAT and 13C7-PAT in apple and dried apple samples on BEH C18 column

对苹果和苹果脯样品中 PAT和 13C7-PAT的色谱
分离情况遥 结果表明袁HSS T3 色谱柱中 PAT 和
13C7-PAT 的保留时间较长袁 为 2.5 min袁 而 BEH
C18色谱柱为 2.2 min遥 这可能是因为 HSS T3色
谱柱在处理高比例水相时袁 对极性化合物有更好
的保留能力遥 虽然 HSS T3和 BEH C18色谱柱均
能实现色谱峰峰形对称尧尖锐袁但 HSS T3色谱柱
在苹果和苹果脯样品中对 PAT的分离效果不佳袁
存在较多杂质峰遥 相比之下袁BEH C18色谱柱能
更好地分离 PAT和其它杂质袁显著减少了色谱图
中的杂质干扰渊图 3冤遥 因此选择 BEH C18色谱柱
进行后续的定量研究遥

进一步在 BEH C18色谱柱中对梯度洗脱条

件进行优化袁首先使用 1%~100%乙腈渊B相冤梯度
洗脱程序[20]袁该梯度不能有效分离 PAT和杂质袁导
致 PAT峰形周围杂质峰较多袁并且 PAT出峰时间
为 1.64 min袁出峰时间较快袁表明流动相洗脱强度
过强遥因此减缓了乙腈比例的升高速率袁减少了流
动相洗脱强度袁从而增强了 PAT在色谱柱中的保
留以及与杂质的分离效果遥 优化后的液相条件见
1.3.2节袁在此流动相条件下 PAT的出峰时间延后
至 2.23 min渊图 4冤袁实现了基线分离和较大的信噪
比遥 与国标叶食品安全国家标准 食品中展青霉素

的测定曳渊GB 5009.185要2016冤方法相比袁该方法
更适用于苹果和苹果脯样品袁分析时间大幅减少袁
梯度洗脱时间减少了 53.4%[23]遥
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注院a和 b分别为优化前 PAT检测的苹果样品和苹果脯样品曰c和 d分别为优化后 PAT检测苹果样品和苹果脯样品遥
图 4 梯度洗脱条件对苹果和苹果脯样品中 PAT分离的影响

Fig.4 Effect of gradient elution conditions on PAT separation in apple and dried apple samples

2.2 提取方法优化

本研究采用 QuEChERS提取技术袁 旨在优化
苹果和苹果脯中 PAT的提取过程遥 相较于传统提
取技术袁QuEChERS以其操作简便尧 成本低廉尧效
率高及环境友好性脱颖而出袁 显著减少了样品和
有机溶剂的使用量袁并缩短了样品制备时间[12]遥 多
项研究已证实袁QuEChERS 技术在提高目标化合
物的回收率和分离效果方面具有显著优势 [13]遥
QuEChERS 方法的核心步骤包括 2 个主要环节院
首先袁通过盐析提取实现水层与有机层渊如乙腈冤

的有效分离袁 促进水层和有机层之间的平衡曰其
次袁通过固相萃取步骤袁利用多孔吸附剂清除样品
中的基质干扰物袁以提高分析的特异性和灵敏度遥
基于原始的 QuEChERS方法进行了改进袁 以适应
苹果和苹果脯中 PAT的提取需求遥 在苹果尧苹果
脯加标 200 滋g/kg的水平下袁以 PAT的回收率渊%冤
作为评价指标袁对提取溶剂尧盐析剂以及复溶剂进
行提取方法的优化遥
2.2.1 提取溶剂的选择 PAT的结构中含有不稳
定的不饱和内酯环袁其在碱性环境下易被破坏袁而
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溶剂类型
Type of solvents

注院ACN. 乙腈曰EA. 乙酸乙酯曰AA. 乙酸曰 不同字母表示组别
间具有显著性差异渊P约0.05冤遥

图 5 不同提取溶剂对 PAT提取的影响
Fig.5 Effect of different solvents on the extraction

of PAT

在酸性环境下则相对稳定遥因此袁在不使用缓冲溶
液的情况下袁通过添加 1%乙酸来调节提取溶剂的
pH值袁以增强 PAT的结构稳定性遥 首先袁选择乙
腈作为提取溶剂袁 乙腈是 QuEChERS方法中最常
用的提取剂袁并且在使用乙腈作为提取剂时袁产生
的亲脂性干扰物相对较少 [24-27]遥 此外袁为了增加
PAT的靶向提取效率袁 选择比了乙腈极性更低的
乙酸乙酯作为提取溶剂[9袁28]遥

如图 5所示袁为乙腈尧乙酸乙酯和含 1%乙酸
的乙腈尧乙酸乙酯提取溶剂的 PAT回收率遥 在苹
果样品中袁使用乙酸乙酯尧含 1%乙酸的乙腈和含
1%乙酸的乙酸乙酯作为提取溶剂时袁PAT的回收
率分别为 78.84%袁88.96%袁76.02%袁其中乙腈的提
取效率最高袁达到 94.09%遥 而在苹果脯样品中袁使
用乙腈尧乙酸乙酯和含 1%乙酸的乙酸乙酯作为提
取溶剂时袁PAT的回收率没有显著差异袁 分别为
88.55%袁81.20%袁90.12%遥 然而袁含 1%乙酸的乙腈
提取效率最低袁仅为 75.49%遥 总体来说袁加入 1%
乙酸有助于保持 PAT的结构稳定性袁而本研究采
用负离子模式检测 PAT袁 乙酸的加入可能会影响
PAT失去 H+的离子化效率袁从而降低质谱响应的
灵敏度袁影响回收率[28]遥 综合以上结果袁选择乙腈
作为 PAT提取溶剂遥
2.2.2 盐析剂的选择 在 QuEChERS 提取过程
中袁 提取液中残留的水分会降低净化柱的除杂效
能遥 因此为了促进有机相与水相的分离以及待测
物向有机相的转移袁 需要通过添加盐析剂来降低
有机溶剂在水中的溶解度遥无水 MgSO4和 NaCl是
QuEChERS方法中常用的盐析剂遥 无水 MgSO4具
有较强的结合水能力袁 能够显著降低混合提取液
中水的含量袁并且无水 MgSO4与水混合时会放热袁
这个过程中可以吸收样品中的水分袁 减少样品中
残留的水分袁从而提高提取效率遥 而 NaCl能够降
低有机相的溶解度袁加速有机相和水相的分层遥无
水 MgSO4与 NaCl的质量比通常为 4 颐1[13]遥 另外其
它盐析剂也被考虑在内袁 例如院MgSO4尧NaCl与乙
酸钠渊CH3COONa冤和柠檬酸钠渊C6H5Na3O7冤尧柠檬
酸 氢 二 钠 渊C6H6Na2O7窑1.5H2O冤 的 组 合 [12袁21]遥
CH3COONa尧C6H5Na3O7 和 C6H6Na2O7窑1.5H2O 的应
用有助于维持样品基质的 pH值在 5~5.5袁以更好
的保护碱不稳定样品[13]遥

因此袁 本研究比较了 3种盐析剂组合对苹果
和苹果脯中 PAT回收率的影响袁分别为盐析剂 1 颐
4 g MgSO4+1 g NaCl袁 盐析剂 2 颐 4 g MgSO4+1 g
CH3COONa袁 盐析剂 3 颐 4 g MgSO4+1 g NaCl+1.0 g
C6H5Na3O7+0.5 g C6H6Na2O7窑1.5H2O袁以苹果尧苹果
脯加标 200 滋g/kg后以 PAT的回收率渊%冤作为评
价指标对盐析剂进行选择遥如图 6所示袁苹果样品
中使用盐析剂 1 的 PAT 回收率最高 袁 达到
92 . 67%遥 在苹果脯样品中袁 盐析剂 1和盐析剂 2
的 PAT回收率相近袁 分别为 88.55%和 81.4%袁而
盐析剂 3的回收率最低袁为 76.59%遥 表明乙酸盐
和柠檬酸盐的加入可能增强了基质效应袁 降低了
PAT的离子化效率和质谱响应遥 而 MgSO4作为脱
水剂与 NaCl协同作用可以更好的增加水相的离
子强度袁提高 PAT的回收率[29]遥 因此袁本研究选择
4 g MgSO4和 1 g NaCl 的组合作为最优盐析剂袁
以确保 PAT提取的高效性和准确性遥
2.2.3 复溶剂的选择 在样品浓缩后袁 复溶溶剂
用于溶解所得残渣遥 复溶剂的选择应与 PAT具有
良好的相容性袁以便有效溶解目标化合物遥 PAT作
为一种中等极性化合物袁根据野相似相溶冶原理袁
高尧 中等极性的溶剂对 PAT的溶解能力较强袁其
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复溶剂类型
Type of re-dissolution solutions

注院不同字母表示组别间具有显著性差异渊P约0.05冤遥
图 7 不同复溶剂对 PAT提取的影响

Fig.7 Effect of different re-dissolution solutions
on the extraction of PAT

盐析剂类型
Type of salt precipitants

注院 盐析剂 1院4 g MgSO4+1 g NaCl袁 盐析剂 2院4 g MgSO4+1 g
CH3COONa袁 盐析剂 3院4 g MgSO4+1 g NaCl+1 g C6H5Na3O7窑
2H2O+0.5 g C6H6Na2O7窑1.5H2O曰不同字母表示组别间具有显著
性差异渊P约0.05冤遥

图 6 不同盐析剂对 PAT提取的影响
Fig.6 Effect of different salt precipitants

on the extraction of PAT

中水尧乙腈和乙酸溶液是 PAT的常用溶剂[27袁29]遥 因
此本研究使用初始流动相渊体积分数 1%的乙腈水
溶液冤尧乙酸和水作为复溶溶剂袁以苹果尧苹果脯加
标 200 滋g/kg PAT的回收率渊%冤为评价指袁以确定
最佳的复溶溶剂遥

如图 7所示袁 在苹果样品中袁 使用初始流动
相尧乙酸和水作为复溶溶剂袁对 PAT 的回收率无
显著影响渊P跃0.05冤袁回收率分别为 95.82%袁92.67%袁
87.83%遥 然而袁在苹果脯样品中袁以水作为复溶溶
剂时袁PAT的回收率显著下降袁与使用初始流动相
作为复溶溶剂相比下降了 17.40%遥 这可能是因为
使用初始流动相作为溶剂能够减少样品基质对分

析物的干扰袁减少色谱峰的拖尾现象袁从而提高分
离效率遥 因此选择初始流动相作为 PAT复溶剂遥
2.3 方法学评价

2.3.1 线性关系尧 检测限和定量限分析 在食品

样品中袁成分的多样性可能会影响 PAT的分配效
率遥为了校正这种基质效应并补偿潜在的变异性袁
本研究采用稳定的同位素内标渊13C7-PAT冤来增强
检测的准确性遥因此袁本研究采用稳定同位素稀释
和 UPLC-MS/MS对 PAT检测方法的线性关系尧检
测限尧定量限进行验证遥

以 1 000 mg/L PAT水溶液作为母液袁采用逐
级稀释的方法制备系列标准溶液渊0.1~400 滋g/L冤遥
以 PAT 标准质量浓度为横坐标袁PAT 峰面积与
13C7-PAT内标的峰面积比值为纵坐标袁 绘制标准
曲线并进行线性回归计算遥结果显示袁PAT在 0.1~
12.5 滋g/L和 3.2~400 滋g/L的质量浓度范围内具有
良好的线性关系袁标准曲线方程分别为 y = 1.2423x+
0.0506渊R2=0.9990冤和 y = 0.9767x+2.0432渊R2=
0.9995冤遥 该线性范围覆盖了大多数水果制品中
PAT的检出含量袁 可满足多种果脯制品分析的要
求[8袁30]遥

方法的灵敏度通过 LOD和 LOQ来评估遥 本
方法的 LOD为 0.4 滋g/kg袁LOQ为 0.8 滋g/kg袁 满足
一般食品中 PAT 含量的检测需求 渊10~50 滋g/
kg冤 [8袁30]遥 与 Sadok等[28]利用 UPLC-ESI-MS/MS对
蜂蜜中 PAT的检测方法相比袁 其中 PAT的 LOD
和 LOQ分别为 1.49 滋g/kg和 4.95 滋g/kg袁 本方法
的 LOD和 LOQ更低袁 显示出更高的灵敏度遥 同
时袁本方法也优于叶食品安全国家标准 食品中展

青霉素的测定曳渊GB 5009.186要2016冤中使用的同
位素稀释-液相色谱-串联质谱法袁 其中 LOD 和
LOQ分别为 6 滋g/kg和 20 滋g/kg[23]袁进一步证明了
本方法在灵敏度方面的优势遥
2.3.2 准确度分析 通过标准品加入法来验证方
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加工过程
Processing steps

图 8 苹果脯加工过程 PAT含量变化
Fig.8 Changes in PAT content during processing

of dried apple

法的准确性袁以经测定不含 PAT的苹果和苹果脯
为空白基质袁分别加入了高尧中尧低 3个浓度水平
的 PAT标准品袁即 250袁50袁10 滋g/kg袁以模拟实际
样品中可能遇到的 PAT浓度范围 [30]袁从而评估方
法在实际应用中的有效性遥 加标试验中以实测浓
度除以理论浓度得到回收率袁 加标量尧 回收率及
RSD值总结于表 2中遥结果显示袁在 3个浓度水平
下袁PAT 的回收率范围为 98.41%~110.60%袁RSD
值范围为 1.12%~6.62%遥 与 Duncan等[9]的研究相
比袁该研究使用 10袁50袁100 滋g/L PAT进行加标试
验袁回收率范围为 66%~100%袁RSD值范围为 2%~
5%袁本方法显示出更高的准确性遥 此外袁Fan等[31]

使用 QuEChERS法结合超高效液相色谱-串联质
谱对多种水果渊枣子尧香瓜尧葡萄尧葡萄干尧枸杞子冤
中 PAT进行加标回收率试验袁结果显示回收率范
围为 88.3%~97.4%袁RSD 范围为 5.4%~6.8%遥 与
Sadok等[3]在红色水果渊草莓尧覆盆子尧红醋栗尧酸樱
桃冤 中测定 PAT的加标回收率 96.73%~109.29%
和 RSD值范围 5.8%~10.4%相比袁 本方法同样展
现出优越性遥总体而言袁本方法的回收率处于可接
受的范围内渊一般为 80.0%~120.0%冤袁符合方法学
验证中对准确度的要求[15袁32]袁证明了本方法的准确
性和可靠性遥
2.3.3 精密度分析 为了评估方法的精密度袁对
低尧 中尧 高 3个浓度水平的 PAT标准品进行了 6
次重复测定遥结果如表 3所示袁本方法测得日内精
密度 RSD范围为 0.29%~2.97%袁日间精密度 RSD
范围为 1.66%~5.33%遥 精密度的评估对于复杂基
质或含量较低的样品更加重要袁 因为这些样品结
果更容易受到操作和仪器变异性的影响遥 一般认
为 RSD值小于 10%通常是可接受的[19]袁表明分析
结果具有较好的一致性和可靠性遥 本方法的 RSD
值均低于 5.33%袁 满足了方法验证中对精密度的
要求袁 也证明本方法在不同试验条件下都能保持
较高的稳定性和重复性遥
2.4 加工过程中苹果脯 PAT含量变化检测

利用所开发的方法对苹果脯在加工过程中

PAT含量的变化进行分析遥如图 8所示袁糖煮过程
对 PAT含量影响显著袁糖煮后的苹果块中 PAT含
量相比糖煮前下降了 93%袁 由 39.17 滋g/kg 降至
2.53 滋g/kg遥 进一步糖渍处理 24 h后袁PAT的浓度

降至最初样品的 5.70%袁而糖渍前尧后 PAT的浓度
变化不显著渊P>0.05冤遥 在糖煮过程中袁温度达到
103 益袁而在干燥过程中温度为 70 益袁表明在加热
条件下袁PAT含量的下降更为明显袁尤其是糖煮步
骤袁是 PAT含量减少的关键环节遥 这可能是因为
在高温环境下袁 焦亚硫酸钠对 PAT的降解作用遥
在水溶液中袁亚硫酸氢根与 PAT的内酯环发生不

样品
PAT添加量/
渊滋g/kg冤 回收率/% 相对标准

偏差/%
苹果 10 98.41 5.58
苹果 50 100.11 2.17
苹果 250 105.37 2.05
苹果脯 10 110.60 6.62
苹果脯 50 103.10 3.57
苹果脯 250 99.84 1.12

表 2 PAT的加标回收率和相对标准偏差
Table 2 The recovery rate and standard deviation of PAT

质量浓度/
渊滋g/L冤

日内精密

度 RSD/%
质量浓度/
渊滋g/L冤

日间精密

度 RSD/%
6.39 依 0.17 2.43 6.38 依 0.34 5.33
48.59 依 0.14 0.29 49.53 依 0.82 1.66

401.42 依 11.91 2.97 403.97 依 9.48 2.35
6.39 依 0.17 2.43 6.38 依 0.34 5.33

表 3 方法的精密度

Table 3 Precision of method
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可逆的加成反应袁伴随着开环袁最终导致 茁-磺酸
的产生[33]遥

3 结论与讨论
本研究建立了一种苹果和苹果脯中 PAT的

提取和检测方法遥通过对不同有机提取溶剂尧盐析
剂和复溶溶剂的比较袁 确立了乙腈为最佳有机提
取溶剂袁4 g MgSO4+1 g NaCl为最佳盐析剂袁初始
流动相渊1%乙腈水溶液冤为最佳复溶溶剂遥 通过对
质谱条件和液相条件的优化袁 获得了 ESI-模式下
PAT最优的质谱检测条件和 BEH C18色谱柱上
最佳的液相分离效果袁实现准确的定性和定量遥经
过方法学评价袁在质量浓度范围 0.2~12.5 滋g/L和
3.2~400 滋g/L内 PAT线性良好袁 相关系数均可达
到 0.999遥 该方法的 LOD和 LOQ分别为 0.4 滋g/kg
和 0.8 滋g/kg袁能够满足实际样品中 PAT的检测需
求遥 日内和日间精密度的 RSD均小于 5.33%袁且
PAT加标回收率在 98%以上遥 该方法可快速尧便
捷尧稳定尧灵敏的检测苹果和苹果脯中 PAT含量袁
为水果及其产品中 PAT的形成控制提供参考遥
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Determination of Patulin in Apples and Dried Apple by QuEChERS Combined
with Ultra-Performance Liquid Chromatography-Tandem Mass Spectrometry

LIN Mengyi袁 ZHANG Guoqing袁 ZHU Yuchen袁 CHEN Fang*

渊National Engineering Research Center for Fruit and Vegetable Processing袁 College of Food Science
and Nutritional Engineering袁 China Agricultural University袁 Beijing 100083冤

Abstract This study aims to develop a rapid袁 accurate袁 and environmentally friendly detection method for patulin
渊PAT冤 in apples and apple products. PAT袁 a mycotoxin produced by Penicillium expansum袁 poses significant health
risks袁 including teratogenicity袁 carcinogenicity袁 immunotoxicity袁 neurotoxicity袁 and genotoxicity. Given the potential for
PAT contamination during apple product processing袁 establishing an efficient detection method is crucial for food safety.
Traditional methods are complex袁 time-consuming袁 and involve high consumption of organic solvents. In this study袁 the
QuEChERS extraction combined with ultra-performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry 渊UPLC-MS/MS冤
was aolopted袁 to optimise the selection of extraction solvent 渊acetonitrile冤袁 salting-out agents 渊anhydrous magnesium sul鄄
fate and sodium chloride冤袁 and reconstitution solvent 渊1% acetonitrile in water冤袁 thereby enhancing detection efficiency
and sensitivity. The optimal chromatographic conditions were determined using a BEH C18 column with gradient elution.
Method validation revealed a limit of detection of 0.4 滋g/kg袁 a limit of quantification of 0.8 滋g/kg袁 and linear ranges of
0.1-12.5 滋g/L and 3.2-400 滋g/L袁 with correlation coefficients 渊R2冤 exceeding 0.999. The intraday and interday precision袁
expressed as relative standard deviation袁 was less than 5.5%袁 and the recovery rates were above 98%袁 indicating good
accuracy and precision. The results demonstrate that the QuEChERS-UPLC-MS/MS method effectively detects PAT in ap鄄
ples and apple products with high sensitivity and accuracy袁 and it can be applied to control PAT contamination in other
fruit products. Additionally袁 the study found that the sugar-boiling step in apple product processing significantly reduced
PAT levels袁 suggesting that high-temperature treatment plays an important role in PAT degradation. Future research could
further explore the impact of different processing conditions on PAT levels and the application of this method in other
food matrices.
Keywords patulin曰 dried apple曰 QuEChERS曰 high-performance liquid chromatography曰 mass spectrometry
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