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摘要

霉菌毒素是由真菌天然⽣成的次⽣代谢物。霉菌毒素种类繁多，可污染多种⽔果、⾕物和粮⻝。由于具有较⾼的

化学稳定性且可耐受不同形式的分解，许多此类物质都具有致癌性、雌激素活性和体内免疫毒性作⽤。因此，全

世界出台了多种法规，强制执⾏霉菌毒素的取样和测定⽅法，并规定了特定霉菌毒素的允许限值。由于被真菌天

然污染的⻝品类商品复杂多样，多种霉菌毒素的分析极具挑战性且⾮常耗时。因此，找到可根据相关霉菌毒素和

商品的规定浓度快速灵敏地进⾏筛选的⼯具⾄关重要。我们迫切需要开发出能够检测多种霉菌毒素的⽅法，⽽LC-

MS在这⼀领域扮演着重要的⻆⾊。然⽽，由于主要霉菌毒素的化学和物理性质不同，样品制备便成为了最具挑战

性的任务。

鉴于⻝品和饲料被各种霉菌毒素天然污染的频率，需要针对管制霉菌毒素的简单且灵敏的检测⽅法。在本应⽤纪

要中，开发了⼀种简单、灵敏且经济有效的⽅法⽤于加⼯⽟⽶提取物中12种管制霉菌毒素的定量分析。仅使⽤⼀

种样品制备程序就能够提取出所有分析物并使⽤ACQUITY QDa检测器轻松进⾏检测。⽆需额外耗时的样品制备过

程，使⽤单⼀检测器便可完成多种霉菌毒素的快速筛选。
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优势

通过单个⽅法检测多种霉菌毒素。■

可在规定限值⽔平检测复杂⾕类原料⻝品中的12种霉菌毒素。■

简介

霉菌毒素是由真菌天然⽣成的次⽣代谢物。霉菌毒素种类繁多，可污染多种⽔果、⾕物和粮⻝。由于具有较⾼的

化学稳定性且可耐受不同形式的分解，许多此类物质都具有致癌性、雌激素活性和体内免疫毒性作⽤。因此，全

世界出台了多种法规，强制执⾏霉菌毒素的取样和测定⽅法，并规定了特定霉菌毒素的允许限值。

脱氧雪腐镰⼑菌烯醇(DON)、烟曲霉毒素(B1和B2)、⻩曲霉毒素(B1、B2、G1和G2)、赭曲霉毒素A和⽟⽶⾚霉烯

酮的最⾼允许浓度在欧盟委员会法规1881/2006和1126/2007中进⾏了规定。最近，建议2013/165⼜提供了T2和

HT2毒素总量的推荐浓度。除此之外，法规401/2006还对分析⽅法中取样和分析⽅法作出了相关规定。对于另⼀

种常与DON结合污染⾕物的镰⼑菌毒素——雪腐镰⼑菌烯醇(NIV)，虽然⽬前尚⽆相关规定，但本研究中仍然关注

了这种霉菌毒素的存在。

由于被真菌天然污染的⻝品类商品复杂多样，多种霉菌毒素的分析极具挑战性且⾮常耗时。因此，找到可根据相

关霉菌毒素和商品的规定浓度快速灵敏地进⾏筛选的⼯具⾄关重要。我们迫切需要开发出能够检测多种霉菌毒素

的⽅法，⽽LC-MS在这⼀领域扮演着重要的⻆⾊。然⽽，由于主要霉菌毒素的化学和物理性质不同，样品制备便

成为了最具挑战性的任务。

鉴于⻝品和饲料被各种霉菌毒素天然污染的频率，需要针对管制霉菌毒素的简单且灵敏的检测⽅法。本研究的⽬

的是使⽤免疫亲和净化⽅法和质谱检测开发出⼀种简单、准确的⽅法，对加⼯⽟⽶中的多种霉菌毒素进⾏定量分

析。

实验

UPLC条件
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LC系统： ACQUITY UPLC I-

Class

运⾏时间： 12 min

⾊谱柱： CORTECS C18, 1.6 μ

m, 2.1 x 100 mm

流动相A： 2 mM醋酸铵，含 

0.1%甲酸的⽔溶液

流动相B： 2 mM醋酸铵，含 

0.1%甲酸的甲醇溶液

流速： 0.4 mL.min-1

进样体积： 10 μL

梯度

时间(min) %A %B

初始 99 1

7 50 50

10 1 99

11.5 1 99

11.6 99 1
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时间(min) %A %B

14 99 1

MS条件

MS系

统：

ACQUITY

QDa

电离

模式

：

ESI±

脱溶

剂⽓

温度

：

600 

°C

⽑细

管电

压：

缺省

(0.8 

kV)

采样

速率

：

缺省(5 

Hz)

SIR通

道：

⻅表1

样品制备

将10克研磨后的样品经⾼速提取后与40 mL⽔混合，然后再加⼊60 mL⼄醇。过滤提取物，取5 mL样品在氮⽓下
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浓缩⾄⼤约2 mL。加⼊磷酸盐缓冲液(5 mL)，将所得溶液上样⾄VICAM Myco6in1+ Immunoaffinity⾊谱柱(

IAC)。⽤10 mL⽔清洗⾊谱柱，然后对毒素进⾏洗脱，⾸先使⽤甲醇(3 mL)，接下来使⽤⽔(2 mL)。将洗脱液在温

和的氮⽓流中蒸发⾄⼲，然后复溶于0.2 mL 10:90 v/v甲醇:流动相A溶液中。

标准品制备

使⽤Myco6in1+ IAC制备空⽩⾕物⻝品样品（未加标）。所得洗脱液⽤混合的霉菌毒素标准品进⾏基质加标，以得

到5个点的校准曲线，所有校准曲线上中点范围与每种霉菌毒素的允许浓度相等。其余点平均分布，使得其中两个

标准品的浓度在相关霉菌毒素的允许限值之下，另两个在允许限值之上。接着，将这些标准品蒸发⾄⼲，并复溶

于10:90 v/v甲醇:流动相A溶液中。 

结果与讨论

Waters ACQUITY QDa检测器的缺省源条件为所有12种霉菌毒素分析物的分析提供了最佳性能。各个质量数、锥

孔电压和电喷雾电离模式的鉴定结果如表1所⽰。
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表1. 12种霉菌毒素及其实验参数。

全部12种霉菌毒素在相关的校准范围内都获得了良好的线性。每种分析物在⾊谱峰中⾄少都获得了12个数据点。

图1显⽰了线性情况的⼀个例⼦，如图所⽰，AFG1和DON展⽰了规定限值的差异及所需的校准范围。由于⻩曲霉

毒素的规定限值较低，AFG1的校准曲线在0.125到4.0 μg.kg-1的范围内；⽽DON的校准曲线则在94.0到1500 μ

g.kg-1的范围内。在这些不同校准范围内所观察到的所有分析物良好的线性表明，即使是较为复杂的基质，该仪器

也能在宽泛的动态范围内表现出优异的稳定性。
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图1.基质匹配校准曲线⽰例，1A为⻩曲霉素G1，其对应的校准范围为0.125到4 µg.kg-1，1B为脱氧雪腐镰⼑菌烯醇

，其对应的校准范围为94.0到1500 µg.kg-1

⾊谱所得结果的例⼦如图2所⽰，在此例中，⽟⽶⻝品中的霉菌毒素含量被加标⾄规定限值。每种分析物的测定都

表现出令⼈满意的灵敏度，并且获得了出⾊的信噪⽐(S/N)。所有四种⻩曲霉毒素以及其他⼋种霉菌毒素都可以通

过配备质谱检测器的液相⾊谱仪轻松检出。
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图2.加标⾄所⽰浓度（欧盟规定限值）的加⼯⽟⽶⻝品样品。在法律允许的浓度范围内，⾊谱分离所得的峰（已归

⼀化）表现出优异的信噪⽐。

结论

在本应⽤纪要中，开发了⼀种简单、灵敏且经济有效的⽅法⽤于加⼯⽟⽶提取物中12种管制霉菌毒素的定量分析

。仅使⽤⼀种样品制备程序就能够提取出所有分析物并使⽤ACQUITY QDa检测器轻松进⾏检测。⽆需额外耗时的

样品制备过程，使⽤单⼀检测器便可完成多种霉菌毒素的快速筛选。

特⾊产品

ACQUITY UPLC I-Class PLUS系统 <https://www.waters.com/134613317>
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ACQUITY QDa质谱检测器 <https://www.waters.com/134761404>

LC-MS/MS分析专⽤Vicam Myco6in1+⾊谱柱 <https://vicam.com/multi-analyte-test-kits/myco6in1>
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