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固相萃取⁃超高效液相色谱⁃串联质谱法检测婴幼儿
奶粉中的 ７ 种链格孢霉毒素

邢家溧１，　 张子庚２，　 郑睿行１∗，　 徐晓蓉１，　 毛玲燕１，　 承　 海１，　 沈　 坚１

（１． 宁波市产品食品质量检验研究院（宁波市纤维检验所）， 浙江 宁波 ３１５０４８；
２． 中国计量大学生命科学学院， 浙江 杭州 ３１００１８）

摘要：婴幼儿奶粉配料中的植物油易受到链格孢霉菌污染，因而链格孢霉毒素（ＡＴｓ）成为该类食品的重点检测对

象。 该研究建立了超高效液相色谱⁃串联质谱法快速检测婴幼儿奶粉中链格孢酚、链孢酚单甲醚、交链孢霉烯、细交

链孢菌酮酸、腾毒素、交链孢毒素Ⅰ、细格菌素 ７ 种 ＡＴｓ 的方法。 通过参数优化确定最佳的质谱与色谱条件，选取

ＢＥＨ⁃Ｃ１８色谱柱，以 ０􀆰 １％ 甲酸水溶液⁃乙腈为流动相，然后分别对提取条件（提取剂比例及提取方式）以及固相萃取

条件（萃取小柱、洗脱液种类及体积、上样液 ｐＨ）进行优化，确定使用乙腈⁃水（８４ ∶１６， ｖ ／ ｖ）为前两次提取剂，乙腈⁃
甲醇⁃水（４５ ∶１０ ∶４５， ｖ ／ ｖ ／ ｖ）为第三次提取剂，水平摇匀 ３０ ｍｉｎ 为最佳提取方式，以 ｐＨ ５􀆰 ５ 的一级水复溶上样，经
ＨＬＢ 小柱净化，１０ ｍＬ 甲醇洗脱，不浓缩直接过 ０􀆰 ２２ μｍ 滤膜后直接进行色谱分离，色谱分离后以电喷雾正负离子

交替多反应监测模式分析。 在最佳优化分析条件下，７ 种 ＡＴｓ 在 ０􀆰 ５ ～ ２００ μｇ ／ Ｌ范围内线性关系良好，判定系数

（Ｒ２）＞０􀆰 ９９０ ３，检出限为 ０􀆰 １５～０􀆰 ６４ μｇ ／ ｋｇ，定量限为 ０􀆰 ５４～ ２􀆰 ２４ μｇ ／ ｋｇ。 在 ３ 个不同加标水平下，７ 种 ＡＴｓ 的平

均回收率为 ７９􀆰 １％ ～１１４􀆰 ３％， ＲＳＤ≤８􀆰 ８７％。 将该方法用于 ６０ 份实际婴幼儿奶粉样品的测定分析，结果显示一段

奶粉和二段奶粉中未发现毒素；三段奶粉中只有 １ 份样品被检出，检出毒素为腾毒素，其含量为 ４􀆰 ９７ μｇ ／ ｋｇ。 该方

法准确、快速、简便、灵敏度高，重复性与稳定性良好，可用于婴幼儿奶粉 ７ 种 ＡＴｓ 的实际测定。
关键词：固相萃取；超高效液相色谱⁃串联质谱法；链格孢霉毒素；婴幼儿奶粉

中图分类号：Ｏ６５８　 　 　 文献标识码：Ａ　 　 　 文章编号：１０００⁃８７１３（２０２２）０２⁃０１５６⁃０９

Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｖｅｎ Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ｔｏｘｉｎｓ ｉｎ ｉｎｆａｎｔ ｍｉｌｋ ｐｏｗｄｅｒ
ｂｙ ｓｏｌｉｄ ｐｈａｓｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｃｏｕｐｌｅｄ ｗｉｔｈ ｕｌｔｒａ⁃ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ

ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ
ＸＩＮＧ Ｊｉａｌｉ１， ＺＨＡＮＧ Ｚｉｇｅｎｇ２， ＺＨＥＮＧ Ｒｕｉｈａｎｇ１∗， ＸＵ Ｘｉａｏｒｏｎｇ１，

ＭＡＯ Ｌｉｎｇｙａｎ１， ＣＨＥＮＧ Ｈａｉ１， ＳＨＥＮ Ｊｉａｎ１

（１． Ｎｉｎｇｂｏ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｐｒｏｄｕｃｔ ａｎｄ Ｆｏｏｄ Ｑｕａｌｉｔｙ Ｉｎｓｐｅｃｔｉｏｎ （Ｎｉｎｇｂｏ Ｆｉｂｒｅ Ｉｎｓｐｅｃｔｉｏｎ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ）， Ｎｉｎｇｂｏ
３１５０４８， Ｃｈｉｎａ； ２． Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ， Ｃｈｉｎａ Ｊｉｌｉａｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｈａｎｇｚｈｏｕ ３１００１８， Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ｔｏｘｉｎ ｉｓ ａ ｇｅｎｅｒａｌ ｔｅｒｍ ｆｏｒ ａ ｃｌａｓｓ ｏｆ ｔｏｘｉｃ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｂｙ Ａｌｔｅｒ⁃
ｎａｒｉａ， ｗｈｉｃｈ ｗｉｄｅｌｙ ｅｘｉｓｔｓ ｉｎ ｓｏｉｌ， ｇｒａｉｎ， ｖｅｇｅｔａｂｌｅｓ， ａｎｄ ｆｒｕｉｔｓ． Ｔｈｉｓ ｍｙｃｏｔｏｘｉｎ ｉｓ ｅｘｔｒｅｍｅｌｙ
ｈａｒｍｆｕｌ ｔｏ ｈｕｍａｎ ｈｅａｌｔｈ． Ｉｔ ｉｓ ｗｅｌｌ ｋｎｏｗｎ ｔｈａｔ ｉｎｆａｎｔ ｍｉｌｋ ｐｏｗｄｅｒ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｖｅｇｅｔａｂｌｅ ｏｉｌ ｉｓ
ｅａｓｉｌｙ ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｅｄ ｂｙ Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ａｌｔｅｒｎａｔａ． Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ｔｏｘｉｎｓ ｈａｖｅ ｔｈｕｓ ｂｅｃｏｍｅ ａｎ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇｌｙ
ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｆｏｃｕｓ ｉｎ ｆｏｏｄ． Ｒａｐｉｄ ａｎｄ ａｃｃｕｒａｔｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ｔｏｘｉｎ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｉｎ ｆｏｏｄ ｉｓ ｏｆ



　 第 ２ 期 邢家溧，等：固相萃取⁃超高效液相色谱⁃串联质谱法检测婴幼儿奶粉中的 ７ 种链格孢霉毒素

ｇｒｅａｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｆｏｒ ｆｏｏｄ ｓａｆｅｔｙ． Ｔｈｉｓ ｒｅｑｕｉｒｅｓ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｔｏ ｐｕｒｉｆｙ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｔｏｘｉｎｓ ａｎｄ
ｍａｘｉｍｉｚｅ ｔｈｅ ａｃｃｕｒａｃｙ ａｎｄ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ａｎａｌｙｓｉｓ． Ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ， ａ ｒａｐｉｄ ｍｅｔｈｏｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ
ｏｎｌｉｎｅ ｓｏｌｉｄ ｐｈａｓｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ／ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｕｌｔｒａ⁃ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｔａｎｄｅｍ
ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ （ｏｎｌｉｎｅ ＳＰＥ ＵＰＬＣ ＭＳ ／ ＭＳ） ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｓｅｖｅｎ Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ｔｏｘ⁃
ｉｎｓ （ ａｌｔｅｒｎａｒｉｏｌ ｍｏｎｏｍｅｔｈｙｌ ｅｔｈｅｒ， ａｌｔｅｎｕｅｎｅ， ｔｅｎｕａｚｏｎｉｃ ａｃｉｄ， ａｌｔｅｒｎａｒｉｏｌ， ｔｅｎｔｏｘｉｎ， ａｌｔｅ⁃
ｎｕｓｉｎ， ａｎｄ ａｌｔｅｒｔｏｘｉｎ Ⅰ） ｉｎ ｉｎｆａｎｔ ｍｉｌｋ ｐｏｗｄｅｒ． Ｆｉｒｓｔ， ｔｈｅ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ａｎｄ ｃｈｒｏｍａｔｏ⁃
ｇｒａｐｈｉｃ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ． Ａ ＢＥＨ⁃Ｃ１８ ｃｏｌｕｍｎ （５０ ｍｍ×２􀆰 １ ｍｍ， １􀆰 ７ μｍ） ｗａｓ ｓｅｌｅｃｔ⁃
ｅｄ， ｗｉｔｈ ０􀆰 １％ ｆｏｒｍｉｃ ａｃｉｄ ａｑｕｅｏｕｓ ｓｏｌｕｔｉｏｎ⁃ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ ａｓ ｔｈｅ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ． Ｔｈｅｎ， ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃ⁃
ｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ （ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ａｇｅｎｔ ｒａｔｉｏ ａｎｄ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ） ａｎｄ ｔｈｅ ｓｏｌｉｄ ｐｈａｓｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ
ｐｒｏｃｅｓｓ （ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｃｏｌｕｍｎ， ｔｙｐｅ ａｎｄ ｖｏｌｕｍｅ ｏｆ ｔｈｅ ｅｌｕｅｎｔ， ａｎｄ ｐＨ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅ ｌｏａｄｉｎｇ ｓｏｌｕ⁃
ｔｉｏｎ） ｗｅｒｅ ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ． Ｏｎｅ ｇｒａｍ ｏｆ ｍｉｌｋ ｐｏｗｄｅｒ （ａｃｃｕｒａｔｅ ｔｏ ０􀆰 ０１ ｇ） ｗａｓ ｗｅｉｇｈｅｄ ｉｎｔｏ ａ ５０ ｍＬ
ｔｉｐ ａｎｄ ｂｏｔｔｏｍ ｐｌｕｇ ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ ｔｕｂｅ． Ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ⁃ｗａｔｅｒ （８４ ∶１６， ｖ ／ ｖ） ｗａｓ ｓｅｔ ａｓ ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ
ａｇｅｎｔ ｆｏｒ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｔｗｏ ｃｙｃｌｅｓ， ａｎｄ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ⁃ｍｅｔｈａｎｏｌ⁃ｗａｔｅｒ （４５ ∶１０ ∶４５， ｖ ／ ｖ ／ ｖ） ｗａｓ ｓｅｔ ａｓ
ｔｈｅ ｔｈｉｒｄ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ａｇｅｎｔ． Ｈｏｒｉｚｏｎｔａｌ ｓｈａｋｉｎｇ ｆｏｒ ３０ ｍｉｎ ｗａｓ ｔｈｅ ｂｅｓｔ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ． Ｔｈｅ
ｓａｍｐｌｅ ｗａｓ ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅｄ ａｔ ９ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ ｆｏｒ １０ ｍｉｎ， ａｎｄ ｔｈｅ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｍａｎｙ ｔｉｍｅｓ
ｗａｓ ｍｉｘｅｄ ａｎｄ ｂｌｏｗｎ ｗｉｔｈ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｔ ４０ ℃． Ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅ ｗａｓ ｒｅｄｉｓｓｏｌｖｅｄ ｉｎ ｆｉｒｓｔ⁃ｏｒｄｅｒ ｗａｔｅｒ
（ｐＨ ５􀆰 ５）， ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｏｎ ａｎ ＨＬＢ ｃｏｌｕｍｎ， ａｎｄ ｓｕｃｃｅｓｓｉｖｅｌｙ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｗｉｔｈ ６ ｍＬ ｍｅｔｈａｎｏｌ ａｎｄ ６
ｍＬ ｆｉｒｓｔ⁃ｏｒｄｅｒ ｗａｔｅｒ （ｐＨ ５􀆰 ５） ． Ｔｈｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｗａｓ ｔｈｅｎ ｌｏａｄｅｄ ｏｎｔｏ ｔｈｅ ｃｏｌｕｍｎ， ａｎｄ ｔｈｅ ＳＰＥ
ｗａｓ ａｄｊｕｓｔｅｄ ｔｏ ｅｎｓｕｒｅ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｗａｔｅｒ ｓａｍｐｌｅ ｆｌｏｗｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｃｏｌｕｍｎ ａｔ ｔｈｅ ｒａｔｅ ｏｆ １
ｍＬ ／ ｍｉｎ ｓｏ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｃｏｌｕｍｎ ｄｉｄ ｎｏｔ ｄｒｙ ｕｐ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｐｒｏｃｅｓｓ ｂｅｆｏｒｅ ｔｈｅ ｅｎｄ ｏｆ ｓａｍｐｌｅ
ｌｏａｄｉｎｇ． Ｔｈｅ ｃｏｌｕｍｎ ｗａｓ ｒｉｎｓｅｄ ｗｉｔｈ １２ ｍＬ ｏｆ ｆｉｒｓｔ⁃ｏｒｄｅｒ ｗａｔｅｒ． Ａｆｔｅｒ ｌｅａｃｈｉｎｇ， ｔｈｅ ｎｅｇａｔｉｖｅ
ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｗａｓ ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ ｆｏｒ ａｐｐｒｏｘｉｍａｔｅｌｙ ５ ｍｉｎ， ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ ｅｌｕｔｉｏｎ ｗｉｔｈ １０ ｍＬ
ｍｅｔｈａｎｏｌ， ａｎｄ ｔｈｅ ｅｌｕｔｅｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｗａｓ ｄｉｒｅｃｔｌｙ ｔｅｓｔｅｄ ａｆｔｅｒ ｐａｓｓｉｎｇ ｔｈｒｏｕｇｈ ａ ０􀆰 ２２ μｍ ｆｉｌｔｅｒ
ｍｅｍｂｒａｎｅ， ｗｉｔｈｏｕｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ａｎａｌｙｔｅｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｒａｙ ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ
（ＥＳＩ） ｗｉｔｈ ａｌｔｅｒｎａｔｉｎｇ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ａｎｄ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｉｏｎｓ． Ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ， ｔｈｅ
ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｖｅｎ Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ｔｏｘｉｎｓ ｗｅｒｅ ｇｏｏｄ ｉｎ ｔｈｅ ｍａｓｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｒａｎｇｅ ｏｆ
０􀆰 ５－２００ μｇ ／ Ｌ， ｗｉｔｈ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ ｏｆ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ （Ｒ２） ＞０􀆰 ９９０ ３． Ｔｈｅ ｌｉｍｉｔｓ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ
ｌｉｍｉｔｓ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ０􀆰 １５－０􀆰 ６４ μｇ ／ ｋｇ ａｎｄ ０􀆰 ５４－２􀆰 ２４ μｇ ／ ｋｇ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒ⁃
ｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｖｅｎ Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ｔｏｘｉｎｓ ｗｅｒｅ ７９􀆰 １％ －１１４􀆰 ３％， ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎｓ
ｗｅｒｅ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ ８􀆰 ８７％ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ． Ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ａｐｐｌｉｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ
ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ６０ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ ｉｎｆａｎｔ ｍｉｌｋ ｐｏｗｄｅｒ， ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｎｏ ｔｏｘｉｎ ｗａｓ
ｆｏｕｎｄ ｉｎ ｓｔａｇｅ ｏｎｅ ｏｒ ｓｔａｇｅ ｔｗｏ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｌｋ ｐｏｗｄｅｒ． Ｏｎｌｙ ｏｎｅ ｓａｍｐｌｅ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔａｇｅ ｔｈｒｅｅ ｏｆ ｍｉｌｋ
ｐｏｗｄｅｒ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ， ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｔｅｎｔｏｘｉｎ， ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｗａｓ ４􀆰 ９７ μｇ ／ ｋｇ． Ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ
ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ ａｃｃｕｒａｔｅ， ｒａｐｉｄ， ｓｉｍｐｌｅ， ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ， ｒｅｐｅａｔａｂｌｅ， ａｎｄ ｓｔａｂｌｅ． Ｉｔ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ
ｐｒａｃｔｉｃａｌ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｖｅｎ Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ｔｏｘｉｎｓ ｉｎ ｉｎｆａｎｔ ｍｉｌｋ ｐｏｗｄｅｒ．

引用本文：邢家溧，张子庚，郑睿行，徐晓蓉，毛玲燕，承海，沈坚． 固相萃取⁃超高效液相色谱⁃串联质谱法检测婴幼儿奶粉中的 ７ 种链

格孢霉毒素． 色谱，２０２２，４０（２）：１５６－１６４．
ＸＩＮＧ Ｊｉａｌｉ， ＺＨＡＮＧ Ｚｉｇｅｎｇ， ＺＨＥＮＧ Ｒｕｉｈａｎｇ， ＸＵ Ｘｉａｏｒｏｎｇ， ＭＡＯ Ｌｉｎｇｙａｎ， ＣＨＥＮＧ Ｈａｉ， ＳＨＥＮ Ｊｉａｎ． Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｖｅｎ
Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ｔｏｘｉｎｓ ｉｎ ｉｎｆａｎｔ ｍｉｌｋ ｐｏｗｄｅｒ ｂｙ ｓｏｌｉｄ ｐｈａｓｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｃｏｕｐｌｅｄ ｗｉｔｈ ｕｌｔｒａ⁃ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｔａｎｄｅｍ
ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，２０２２，４０（２）：１５６－１６４．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｓｏｌｉｄ ｐｈａｓｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ （ＳＰＥ）； ｕｌｔｒａ⁃ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｔａｎｄｅｍ
ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ （ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ）； Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ｔｏｘｉｎｓ （ＡＴｓ）； ｉｎｆａｎｔ ｍｉｌｋ ｐｏｗｄｅｒ
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色 谱 第 ４０ 卷

　 　 链格孢霉菌广泛存在于泥土和各种农作物里，
是污染谷物、油籽与果蔬的一种极为常见的条件致

病菌和腐生丝状真菌［１］。 由于该菌能在潮湿、低温

的环境下生长繁殖，环境适应能力较强，可以产生大

量的次级代谢产物，这类代谢产物统称链格孢霉毒

素（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ｔｏｘｉｎｓ， ＡＴｓ），因此即使是冷藏运输

的农产品也可能受到 ＡＴｓ 的污染［２］。 现今已有诸

多研究表明 ＡＴｓ 对人与动物均具有急慢性毒性以

及三致效应（致癌、致畸、致突变）等风险存在，对人

畜的健康造成了损害。 研究表明约有 ７０ 余种 ＡＴｓ
具有明显毒性，欧洲食品安全局（Ｅｕｒｏｐｅａｎ Ｆｏｏｄ
Ｓａｆｅｔｙ Ａｕｔｈｏｒｉｔｙ， ＥＦＳＡ）在 ２０１１ 年对 ＡＴｓ 的结构

进行了细致的描述［３］，此外在 Ｇｅｏｒｇ 等［４］ 的研究中

可知，链格孢霉毒素由于结构的不同，大体上可分为

６ 种不同的类型：（１）二苯并吡喃酮类及其衍生物，
主要毒素包括交链孢烯（ａｌｔｅｎｕｅｎｅ， ＡＬＴ）、交链格

孢酚单甲醚（ａｌｔｅｒｎａｒｉｏｌ ｍｏｎｏｍｅｔｈｙｌ ｅｔｈｅｒ， ＡＭＥ）
和链格孢酚（ａｌｔｅｒｎａｒｉｏｌ， ＡＯＨ）； （２）四氨基酸衍生

物类，代表毒素为细交链格孢菌酮酸（ ｔｅｎｕａｚｏｎｉｃ
ａｃｉｄ， ＴｅＡ）和异细交链孢菌酮酸（ ｉｓｏ⁃ＴｅＡ）； （３）二
萘嵌苯醌类及其衍生物，包括交链孢毒素Ⅰ（ａｌｔｅｒ⁃
ｔｏｘｉｎ Ⅰ， ＡＴＸ⁃Ⅰ）、ＡＴＸ⁃Ⅱ、ＡＴＸ⁃Ⅲ等一类衍生物

毒素，是少数链格孢霉的代谢物；（４）丙三羧酸酯类

化合物，是一系列长链氨基多元醇，即互隔交链孢霉

（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ａｌｔｅｒｎａｔａ，ＡＡＬ） 毒素，又可分为 ＡＡＬ⁃
ＴＡ、ＡＡＬ⁃ＴＢ、ＡＡＬ⁃ＴＣ、ＡＡＬ⁃ＴＤ 和 ＡＡＬ⁃ＴＥ 几大类，
其中 ＡＡＬ⁃ＴＡ 的毒性最强；（５）包括腾毒素（ ｔｅｎｔｏｘ⁃
ｉｎ， Ｔｅｎ）在内的环形四肽结构；（６）其他结构：细格

菌素（ａｌｔｅｎｕｓｉｎ， ＡＬＳ）等。 近年来，与 ＡＴｓ 相关的

食品安全事件时常发生［５］，婴幼儿是受全社会关注

的一种特殊群体，而婴幼儿奶粉是有益于婴幼儿生

长发育的首选食品。 植物油在婴幼儿奶粉中占比很

高，又因其易被链格孢霉菌污染，因此对婴幼儿的健

康产生了威胁［６］。 目前已报道的关于 ＡＴｓ 检测的

主要基质为柑橘［７］、番茄［８］、苹果［９］、麦芯粉［１０］、啤
酒［１１］、豌豆［１２］、向日葵籽［１３］ 等，且同时检测的 ＡＴｓ
种类也不超过 ６ 种，关于婴幼儿奶粉中 ＡＴｓ 的检测

方法相对较少，因此建立婴幼儿奶粉中典型 ＡＴｓ 的

检测方法具有重要的意义。
　 　 目前我国有关 ＡＴｓ 的标准只有 １ 项行业标

准［１４］，并且该标准仅涉及 ４ 种 ＡＴｓ，应用范围只限

于部分果蔬，尚不涵盖婴幼儿奶粉中 ＡＴｓ 的检测。
现有研究涉及的 ＡＴｓ 的检测技术主要有薄层色谱

法［１５］、酶联免疫吸附法［１６］、气相色谱（ＧＣ） ［１７］ 以及

气相色谱⁃串联质谱法（ＧＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ） ［１８］、液相色谱

（ＬＣ） ［１９］ 和液相色谱⁃串联质谱法（ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ） ［２０］

等。 薄层色谱法灵敏度较低，实验操作繁琐且重复

性较差；ＧＣ 和 ＧＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 经常用于分离和检测易

挥发和热稳定的毒素［２１］，因为 ＡＴｓ 相对来说较为

稳定且挥发性较差，所以 ＧＣ 和 ＧＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 在 ＡＴｓ
检测方面的应用受到了限制；ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 适用性非

常广泛，因为其同时具备质谱的高灵敏度与 ＬＣ 的

高分离性，能够对 ＡＴｓ 准确地定量定性，可以补充

ＬＣ 技术的不足［２２］。 考虑到奶粉基质组成十分复

杂，不利于提取，所以选取固相萃取前处理技术净化

ＡＴｓ，可以更有效地将干扰组分和分析物分离［２３］。
基于此，本研究拟开发一种固相萃取结合超高效液

相色谱⁃串联质谱技术（ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ）同时准确检

测婴幼儿奶粉中 ７ 种 ＡＴｓ 的分析方法。

１　 实验部分

１．１　 材料与试剂

　 　 从国内各大企业和当地市场收集了 ６０ 份婴幼

儿奶粉样本，其中一段（０ ～ ６ 月龄）、二段（６ ～ １２ 月

龄）、三段（１２～３６ 月龄）各 ２０ 份，密封，－２０ ℃保存

使用。
　 　 ＡＴｓ 标准品：ＡＯＨ、ＡＭＥ、ＡＬＴ、Ｔｅｎ、ＴｅＡ、ＡＬＳ、
ＡＴＸ⁃Ⅰ，购自上海安谱实验科技股份有限公司，纯
度均大于 ９８％；甲醇、乙腈、甲酸均为色谱纯，购自德

国 Ｍｅｒｃｋ 公司。
１．２　 仪器与设备

　 　 ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ Ｉ⁃ＣＬＡＳＳ 超高效液相色谱⁃
Ｗａｔｅｒｓ ＸｅＶＯ ＴＱ⁃ＸＳ 串联质谱仪，配有电喷雾离子

源（美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司）； ＴＧＬ⁃２０Ｍ 高速台式冷冻离

心机（上海卢湘仪离心机仪器有限公司）； Ｖｏｒｔｅｘ ３
自动漩涡混合器（德国 ＩＫＡ 公司）； Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ 型超纯

水机，电阻率为 １８􀆰 ２ ＭΩ·ｃｍ（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公

司）； ＫＳ⁃３００ＥＩ 超声波清洗机（宁波科生设备有限

公司）； ＳＷ２２ 振荡水浴锅（德国 Ｊｕｌａｂｏ 公司）； ＡＨ⁃
３０ 全自动均质器（睿科仪器有限公司）； ０􀆰 ２２ μｍ
有机滤膜（北京捷盛依科科技有限公司）； ＭＥ２０４Ｅ
电子天平（实际分度值为 ０􀆰 ０００ １ ｇ）和 ＦＥ２８ ｐＨ 酸

度计 （上海梅特勒⁃托利多仪器有限公司）； Ｎ⁃
ＥＶＡＰ１１２ 氮吹仪（上海庆开实验设备有限公司）；
ＨＬＢ 小柱 ６ ｍＬ （上海安谱实验科技股份有限

公司）。
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　 第 ２ 期 邢家溧，等：固相萃取⁃超高效液相色谱⁃串联质谱法检测婴幼儿奶粉中的 ７ 种链格孢霉毒素

１．３　 ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 条件

　 　 色谱条件：ＢＥＨ Ｃ１８色谱柱（５０ ｍｍ×２􀆰 １ ｍｍ，
１􀆰 ７ μｍ），柱温为 ４０ ℃；流动相体系为（Ａ） ０􀆰 １％
（ｖ ／ ｖ）甲酸水溶液和（Ｂ）乙腈；梯度洗脱程序：０ ～
５􀆰 ０ ｍｉｎ， １０％ Ｂ ～ ９５％ Ｂ； ５􀆰 ０ ～ ７􀆰 ０ ｍｉｎ， ９５％ Ｂ；
７􀆰 ０～７􀆰 ５ ｍｉｎ， ９５％ ～ １０％ Ｂ； ７􀆰 ５ ～ １０􀆰 ０ ｍｉｎ， １０％
Ｂ。 流速：０􀆰 ４ ｍＬ ／ ｍｉｎ；进样量：３ μＬ。
　 　 质谱条件：采用多反应监测（ＭＲＭ）模式对 ７ 种

ＡＴｓ 进行分析；数据采集和处理采用 ＭａｓｓＬｙｎｘＴＭ

４􀆰 ２ 软件完成；离子源参数为：正负离子开关扫描；
毛细管电压 １􀆰 ０８ ｋＶ；射频透镜 １（ＲＦ ｌｅｎｓ １）和 ＲＦ
ｌｅｎｓ ２ 的电压均为 １５􀆰 ０ Ｖ；离子源温度 １５０ ℃；脱溶

剂温度 ６００ ℃；脱溶剂气体流量 １ ０００ Ｌ ／ ｈ；锥孔反

吹气流量 １５０ Ｌ ／ ｈ，其他质谱参数见表 １。

表 １　 ７ 种链格孢霉毒素的质谱测定参数
Ｔａｂｌｅ １　 Ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｉｃ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｖｅｎ Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ｔｏｘｉｎｓ （ＡＴｓ）

Ｔｏｘｉｎ Ａｂｂｒｅｖｉａｔｉｏｎ
Ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ

ｍｏｄｅ
Ｐａｒｅｎｔ

ｉｏｎ （ｍ／ ｚ）
Ｄａｕｇｈｔｅｒ
ｉｏｎ （ｍ／ ｚ）

Ｄｗｅｌｌ
ｔｉｍｅ ／ ｓ

Ｃｏｎｅ
ｖｏｌｔａｇｅ ／ Ｖ

Ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ
ｅｎｅｒｇｙ ／ ｅＶ

Ｔｅｎｔｏｘｉｎ Ｔｅｎ ＥＳＩ＋ ４１５．４ １９９．２∗ ０．０１２ ２５ １３
１７１．２ １８

Ａｌｔｅｒｎａｒｉｏｌ ｍｏｎｏｍｅｔｈｙｌ ｅｔｈｅｒ ＡＭＥ ＥＳＩ＋ ２７３．２ ２５８．２ ０．０１２ ２５ ２５
１２８．１∗ ４０

Ａｌｔｅｒｎａｒｉｏｌ ＡＯＨ ＥＳＩ＋ ２５９．２ ２１３．２ ０．０１２ ２５ ２５
１８５．１∗ ３０

Ｔｅｎｕａｚｏｎｉｃ ａｃｉｄ ＴｅＡ ＥＳＩ＋ １９８．２ １２５．１∗ ０．０１２ ２５ １５
１５３．１ １２

Ａｌｔｅｎｕｅｎｅ ＡＬＴ ＥＳＩ＋ ２９３．２ ２５７．２∗ ０．０１２ ２５ １２
２７５．４ ８

Ａｌｔｅｎｕｓｉｎ ＡＬＳ ＥＳＩ＋ ２９１．２ ２５５．２ ０．０１２ ２５ １８
１９９．２∗ ３０

Ａｌｔｅｒｔｏｘｉｎ Ⅰ ＡＴＸ⁃Ⅰ ＥＳＩ－ ３５１．３ ３１５．２∗ ０．０．１２ ２５ ８
３３３．３ １０

　 ∗ Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｉｏｎ．

１．４　 标准溶液的制备

　 　 标准储备液：分别准确称量 ＴｅＡ、ＡＭＥ、ＡＯＨ、
Ｔｅｎ、ＡＬＴ、ＡＬＳ 和 ＡＴＸ⁃Ⅰ标准品 ０􀆰 ００１ ｇ 溶于 １０
ｍＬ 乙腈中，配制成 １００ ｍｇ ／ Ｌ 的标准混合液，取 １００
ｍｇ ／ Ｌ 的标准混合液 １００ μＬ 用乙腈溶解并定容至

１０ ｍＬ，得到 １ ｍｇ ／ Ｌ 的混合标准储备液，密封后置

于－２０ ℃保存。
　 　 标准工作液：用乙腈⁃水（１ ∶１， ｖ ／ ｖ）溶液将标准

储备液逐级稀释配制成 ０􀆰 ５、１、２、５、１０、２０、５０、１００、
２００ μｇ ／ Ｌ 的 ７ 种 ＡＴｓ 的混合标准溶液。
　 　 基质标准工作液：用空白基质溶液逐级稀释 １
ｍｇ ／ Ｌ 的混合标准储备液，制备成 ０􀆰 ５、１、２、５、１０、
２０、５０、１００ 与 ２００ μｇ ／ Ｌ 的基质标准工作液。
１．５　 链格孢霉毒素的提取

　 　 分别称取奶粉 １ ｇ（精确到 ０􀆰 ０１ ｇ）于 ５０ ｍＬ 尖

底具塞离心管内，加入标准储备液 ５０ μＬ，配制成待

测奶粉样品。 加入 １５ ｍＬ 乙腈⁃水（８４ ∶１６， ｖ ／ ｖ）溶
液，加入 ０􀆰 ３ ｍＬ 甲酸，水平摇匀 ３０ ｍｉｎ，在 ９ ５００
ｒ ／ ｍｉｎ 下离心 １０ ｍｉｎ，取上清液，沉淀重复提取 ３
次。 最后一次提取时加入 １５ ｍＬ 乙腈⁃甲醇⁃水（４５ ∶
１０ ∶４５， ｖ ／ ｖ ／ ｖ）和 ０􀆰 ３ ｍＬ 甲酸，水平摇匀 ３０ ｍｉｎ，
９ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 下离心 １０ ｍｉｎ，多次提取的上清液混合

后于 ４０ ℃ 氮吹，之后重悬于 １２ ｍＬ 一级水 （ ｐＨ
５􀆰 ５）中。
１．６　 链格孢霉毒素的富集

　 　 用 ＨＬＢ 固相萃取小柱萃取，依次用 ６ ｍＬ 甲醇

和 ６ ｍＬ 一级水（ｐＨ ５􀆰 ５）活化，之后将待测液加入

小柱中，调整固相萃取仪，确保水样以 １ ｍＬ ／ ｍｉｎ 的

速度流过柱子，在上样结束之前要确保整个过程小

柱都不能干，用 １２ ｍＬ 一级水淋洗小柱，淋洗结束

后继续负压抽滤 ５ ｍｉｎ 左右，最后用 １０ ｍＬ 甲醇洗

脱，振荡混匀 １ ｍｉｎ，取 １ ｍＬ 混匀液过 ０􀆰 ２２ μｍ 有

机滤膜，待测。

２　 结果与讨论

２．１　 仪器条件的优化

２．１．１　 色谱条件的优化

　 　 在实际测定过程中，色谱柱的选择对目标物的

分离、识别与检测十分重要，因为 ＢＥＨ Ｃ１８具有较低

的次级相互作用，ｐＨ 承受能力强，柱效更高，峰形更

好［２４］，因此采用 ＢＥＨ Ｃ１８（５０ ｍｍ × ２􀆰 １ ｍｍ， １􀆰 ７
μｍ）分离 ７ 种 ＡＴｓ。
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　 　 水⁃甲醇和水⁃乙腈都是 ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 常用的

流动相体系［２５］，而且甲酸和甲酸铵的引入一般可以

增强靶向响应并改善靶峰［２６］。 在我们之前的研究

中，甲酸、乙腈被用作萃取剂，为了保持一致性，本实

验采用了 ３ 种流动相体系：水⁃乙腈、０􀆰 １％ 甲酸水溶

液⁃乙腈、０􀆰 １％ 甲酸水溶液 （含 ０􀆰 ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ 甲酸

铵） ⁃乙腈进行了比较。 结果表明，甲酸的引入增强

了 ７ 种靶向 ＡＴｓ 的反应；而甲酸铵的引入使靶向

ＴｅＡ 的反应减弱，并出现峰形拖尾，因此，选择

０􀆰 １％ 甲酸水溶液⁃乙腈作为流动相体系。
　 　 由于 ７ 种 ＡＴｓ 极性的不同，而且极性相差较

大，如 ＡＬＴ 的极性特别强， ＡＭＥ 的极性相对很

弱［２０］，为了兼顾 ７ 种毒素可以同时出现良好的峰

形，流动相需要有较大的梯度变化，本实验通过不断

调整，选取最佳的洗脱顺序，可以同时获得不同 ＡＴｓ
的灵敏度和稳定性。 因为 ＥＳＩ 扫描检测需要流动相

流速较低，所以设置流速为 ０􀆰 ４ ｍＬ ／ ｍｉｎ。 ７ 种 ＡＴｓ
几乎都在 ４０ ℃左右稳定［２７］，不会发生反应，因此，
最终选取柱温为 ４０ ℃。
　 　 结果显示，优化条件下各种 ＡＴｓ 分离效果明

显，峰形较好（见图 １）。

图 １　 优化条件下（ａ）６ 种链格孢霉毒素的正离子图和
（ｂ）ＡＴＸ⁃Ⅰ的负离子图

Ｆｉｇ． １　 （ａ） Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｓｉｘ ＡＴｓ ａｎｄ
（ｂ） ｎｅｇａｔｉｖｅ ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ＡＴＸ⁃Ⅰ ｕｎ⁃
ｄｅｒ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

　

１． ＡＬＴ； ２． ＡＬＳ； ３． ＴｅＡ； ４． ＡＯＨ； ５． Ｔｅｎ； ６． ＡＭＥ； ７． ＡＴＸ⁃Ⅰ．

２．１．２　 质谱条件的优化

　 　 因为多反应监测模式可以相当大程度地排除外

界干扰，提高信噪比，有助于对目标化合物的定量分

析，所以本研究选取多反应监测扫描，并对 ７ 种 ＡＴｓ

在 ＥＳＩ＋ 和 ＥＳＩ－ 模式扫描时进行优化，结果发现

ＡＴＸ⁃Ⅰ在 ＥＳＩ－ 模式扫描时响应值较高，其他 ＡＴｓ
在 ＥＳＩ＋模式扫描时响应值高，因此选取正负离子交

替扫描。 锥孔电压、碰撞电压、离子源温度、脱溶剂

气体温度、碰撞气体流量和每种毒素的定性、定量离

子通过流动注射泵的连续进样进行测定，优化质谱

条件，达到每种靶物质的最佳电离效率。 分别用

ＥＳＩ＋和 ＥＳＩ－模式对毒素进行扫描，寻找响应值较高

的母体离子。 进一步改变碰撞电压，进行二次质谱

扫描，寻找信号强、稳定性好的子离子。

图 ２　 （ａ）提取剂比例和（ｂ）提取方式对婴幼儿奶粉中 ７ 种
链格孢霉毒素回收率的影响（ｎ＝５）

Ｆｉｇ． ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ （ａ） ｅｘｔｒａｃｔａｎｔ ｒａｔｉｏ ａｎｄ （ｂ） ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ
ｍｅｔｈｏｄ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｖｅｎ ＡＴｓ ｉｎ ｉｎ⁃
ｆａｎｔ ｍｉｌｋ ｐｏｗｄｅｒ （ｎ＝５）

　

２．２　 提取溶剂比例的优化

　 　 由于婴幼儿奶粉结构复杂，相对来说难以处理，
多次提取有利于增加 ＡＴｓ 的回收率［２８］。 而且 ＴｅＡ
的酸性和极性较强，因此将提取剂酸化有利于提高

ＴｅＡ 的提取率［２９，３０］。 本研究根据相关文献［３１］ 报道

考察了前两次提取剂，即乙腈⁃水（１００ ∶０， ５０ ∶５０， ８４
∶１６， ｖ ／ ｖ）溶液以及第三次提取中乙腈⁃甲醇⁃水（５０
∶２５ ∶２５， ４５ ∶１０ ∶４５， ｖ ／ ｖ ／ ｖ）溶液（加入甲醇是因为

其有利于苯醌类 ＡＴｓ 的提取［３２］ ）。 实验结果如图

２ａ 所示，当采用乙腈⁃水（５０ ∶５０， ｖ ／ ｖ）时，提取液过

于混浊，离心不成形，回收率过低；采用纯乙腈提取

·０６１·
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时，ＡＯＨ 和 ＡＬＳ 的回收率相对较低，两种毒素的回

收率仅在 ５０％ 左右，由此可知，水的体积比例不可

过高或过低，适量水的加入会提高萃取效果；当采用

乙腈⁃水（８４ ∶１６， ｖ ／ ｖ）＋乙腈⁃甲醇⁃水（４５ ∶１０ ∶４５， ｖ ／
ｖ ／ ｖ）时，提取效果更好，回收率为 ８０􀆰 ２％ ～ ９６􀆰 １％，
可以看出甲醇比例高出一定范围可能会影响 ＡＴｓ
的回收。 因此，选取乙腈⁃水（８４ ∶１６， ｖ ／ ｖ） ＋乙腈⁃甲
醇⁃水（４５ ∶１０ ∶４５， ｖ ／ ｖ ／ ｖ）进行提取。
２．３　 提取方式的优化

　 　 分别比较了均质（１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ， ５ ｍｉｎ）、涡旋

振荡（３００ ｒ ／ ｍｉｎ， ３０ ｍｉｎ）、超声波（４０ ℃， ３００ Ｗ，
３０ ｍｉｎ）和水平摇匀（４０ ℃， ３０ ｍｉｎ）４ 种提取方式

对 ７ 种 ＡＴｓ 回收率的影响。 如图 ２ｂ 所示，使用均

质提取时，ＴｅＡ 的回收率过低，仅为 ５０􀆰 ４％，这可能

是因为婴幼儿奶粉成糊状，容易粘在均质器头上，造
成基质损失过大，进而影响对 ＡＴｓ 的提取；涡旋振

荡提取时，回收率在 ６２􀆰 ５％ ～ ９１􀆰 ２％ 之间；超声波提

取时，超声时间短会导致提取 ＡＴｓ 不充分，而超声

时间长又会导致奶粉样品沉积在离心管底部，致使

提取剂和样品接触不充分，造成个别毒素回收率较

低，７ 种毒素的回收率范围为 ６３􀆰 １％ ～ ９０􀆰 ６％；而水

平摇匀回收率好于其他 ３ 种提取方式，在 ７９􀆰 １％ ～
９３􀆰 ２％ 之间。 Ｍａｒｉｎａ 等［３１］ 同样采取水平摇匀的方

法提取婴幼儿食品中的 ＡＴｓ，提取效果较好，检出限

为 ０􀆰 ０５～ １􀆰 ２５ μｇ ／ ｋｇ，加标回收率为 ８３％ ～ １０８％。
这可能是因为在水平摇匀过程中，基质中的 ＡＴｓ 不

易被破坏。
２．４　 固相萃取条件的优化

　 　 优化固相萃取条件时，用标准溶液分别对固相

萃取小柱和洗脱液条件进行优化，最后采用实际的

基质样品萃取液进行确证。 取一定体积的 ＡＴｓ 混

合标准储备液，用乙腈稀释成 ５０ μｇ ／ Ｌ 的混合标准

溶液，用于对条件的优化；在确证的基质样品中加入

５０ ｎｇ 的 ＡＴｓ 混合标准，保持一致，对以下固相萃取

条件进行系统优化［３３］。
２．４．１　 固相萃取小柱的选择

　 　 对比了 ＨＬＢ 小柱、Ｃ１８小柱和 ＰＳＡ 小柱的净化

效果，如图 ３ 所示，ＰＳＡ 小柱对 ＴｅＡ 净化效果差，回
收率仅为 ４３􀆰 ６％，推测原因是 ＰＳＡ 填料可以去除有

机酸［３４］； ＨＬＢ 小柱效果略好于 Ｃ１８小柱，回收率在

７３􀆰 １％ ～９２􀆰 ８％ 之间，且 ＨＬＢ 小柱适用性强，在上样

过程中，小柱干涸不影响分离效果，易于操作［３５，３６］。
因此选取 ＨＬＢ 小柱进行净化。

图 ３　 不同固相萃取小柱对 ７ 种链格孢霉毒素
回收率的影响（ｎ＝５）

Ｆｉｇ． ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＳＰＥ ｃｏｌｕｍｎｓ ｏｎ ｔｈｅ
ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｖｅｎ ＡＴｓ （ｎ＝５）

２．４．２　 洗脱液种类及用量的选择

　 　 根据文献［３３］ 得知，甲醇、乙腈、甲醇＋乙腈洗脱

小柱均在文献中被提及。 由此本研究分别选用 １０
ｍＬ 甲醇、１０ ｍＬ 乙腈、５ ｍＬ 甲醇＋５ ｍＬ 乙腈作为洗

脱液（如图 ４ａ），结果表明，测定后未发现明显差异。
但考虑到使用甲醇时 ＡＴｓ 的回收率为 ７６􀆰 ８％ ～
９３􀆰 ２％，效果略好于其他两种洗脱液，所以选取甲醇

洗脱 ＨＬＢ 小柱。 考虑到洗脱液的用量可能不足以

将 ＡＴｓ 完全洗脱出来，本研究分别选取了 ６、８、１０
和 １２ ｍＬ 的甲醇洗脱液进行比较，结果如图 ４ｂ 所

示，当甲醇添加量为 ６ ～ １０ ｍＬ 时，７ 种 ＡＴｓ 的回收

率均呈现上升趋势；当甲醇添加量为 １０ ｍＬ 时，７ 种

ＡＴｓ 的回收率最好，在 ８０􀆰 ６％ ～ ９２􀆰 ２％ 之间；当甲醇

添加量为 １２ ｍＬ 时，７ 种 ＡＴｓ 的回收率变化不大，
说明甲醇洗脱几乎已达到饱和。 综上所述，选取 １０
ｍＬ 甲醇为洗脱液。
２．４．３　 提取后水的 ｐＨ 的优化

　 　 因为 ＡＴｓ 需要酸化提取才会更加完全，但过度

酸化会抑制回收率［８］，所以本研究在 ３ 次萃取之后，
针对氮吹复溶的样品水溶液的 ｐＨ（４、４􀆰 ５、５、５􀆰 ５、
６）进行了考察，如图 ５ 所示，结果发现提取效果差

异不是特别明显，但是 ｐＨ ５􀆰 ５ 时，ＡＴｓ 的回收率稳

定性相对较高，所以选取 ｐＨ ５􀆰 ５ 的水进行复溶，回
收率为 ７８􀆰 ９％ ～９２􀆰 ３％。 同时为了与其保持一致，利
于上样时样品更好的萃取保留，同样选择 ｐＨ ５􀆰 ５ 的

水进行活化。
２．４．４　 浓缩条件的选择

　 　 实验发现，若洗脱之后在 ４０ ℃氮吹后再次使用

１ ｍＬ 甲醇复溶，如图 ６ 所示，ＡＯＨ、ＡＭＥ 回收率过

低，仅为 ２０％ 左右，可能这 ２ 种毒素在奶粉基质中经

固相萃取后再氮吹复溶会导致毒素流失，影响回收

·１６１·



色 谱 第 ４０ 卷

图 ４　 （ａ）洗脱液种类和（ｂ）甲醇用量对婴幼儿奶粉中 ７ 种
链格孢霉毒素回收率的影响（ｎ＝５）

Ｆｉｇ． ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ （ａ） ｅｌｕｅｎｔ ｔｙｐｅ ａｎｄ （ｂ） ｍｅｔｈａｎｏｌ
ｄｏｓａｇｅ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｖｅｎ ＡＴｓ ｉｎ
ｉｎｆａｎｔ ｍｉｌｋ ｐｏｗｄｅｒ （ｎ＝５）

　

图 ５　 水的 ｐＨ 值对 ７ 种链格孢霉毒素回收率的影响（ｎ＝５）
Ｆｉｇ． ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｗａｔｅｒ ｐＨ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ

ｔｈｅ ｓｅｖｅｎ ＡＴｓ （ｎ＝５）

率；而不复溶时 ７ 种 ＡＴｓ 的回收率为 ７７􀆰 ４％ ～
９１􀆰 １％，即除 ＡＯＨ、ＡＭＥ 外，其他毒素复溶与否无显

著性差异。 因此选择在经 １０ ｍＬ 甲醇洗脱之后不

浓缩，即振荡混匀后直接吸取 １ ｍＬ 洗脱液过 ０􀆰 ２２
μｍ 滤膜后测定。
２．５　 方法评价

２．５．１　 基质效应（ＭＥ）
　 　 在 ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 分析中，洗脱化合物对电喷

图 ６　 是否复溶对奶粉中 ７种链格孢霉毒素回收率的影响（ｎ＝５）
Ｆｉｇ． ６　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｒｅｄｉｓｓｏｌｕｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ

ｓｅｖｅｎ ＡＴｓ ｉｎ ｍｉｌｋ ｐｏｗｄｅｒ （ｎ＝５）

雾界面电离效率的影响表现为造成离子增强或抑

制［３７］。 据报道，基质效应在 ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 方法分

析 ＡＴｓ 时很常见［３８］，通常通过比较标准溶液和相

同浓度的阴性加标样品的响应来研究。 本实验为了

检测空白样品基质对目标化合物的响应值是否增强

或抑制，分别用溶剂和基质空白液配制 ７ 种 ＡＴｓ 的

标准混合液，质量浓度为 ５０ μｇ ／ Ｌ，并进一步对实验

结果进行比较。
　 　 根据测定的 ７ 种 ＡＴｓ 的回收率值，将 ＭＥ 值分

为 ３ 组（低于 ８０％、８０％ ～ １２０％ 和高于 １２０％）。 ＭＥ
值在 ８０％ ～１２０％ 之间为低基质效应，可以忽略。 当

ＭＥ 值超过 １２０％ 时，说明存在基质增强作用［３９］。
同时，ＭＥ 值低于 ８０％ 说明存在基质抑制作用。 ＭＥ
的计算公式如下［４０］：

ＭＥ＝
Ａ２－Ａ１

Ａ１
×１００％

其中：Ａ１ 为毒素标准品在特定浓度的纯溶剂（初流

动相）中的平均峰面积；Ａ２ 为基质空白溶液中相同

浓度每种毒素标准品的平均峰面积。

表 ２　 链格孢霉毒素在婴幼儿奶粉样品基质中的基质效应
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｍａｔｒｉｘ ｅｆｆｅｃｔｓ （ＭＥｓ） ｏｆ ｔｈｅ ＡＴｓ ｉｎ ｉｎｆａｎｔ ｍｉｌｋ

ｐｏｗｄｅｒ ｓａｍｐｌｅ ｍａｔｒｉｘｅｓ
Ｔａｒｇｅｔ ａｎａｌｙｔｅ ＭＥ ／ ％

ＴｅＡ ９１．２±２．４
ＡＭＥ １３２．６±１．８
ＡＯＨ ７３．５±２．１
ＡＬＴ １４５．５±３．１
Ｔｅｎ ７８．２±２．２
ＡＬＳ １５８．７±３．８
ＡＴＸ⁃Ⅰ １２３．４±１．２

　 　 如表 ２ 所示，ＴｅＡ 的 ＭＥ 值在 ８０％ ～１００％ 之间，
说明 ＴｅＡ 的基质作用较小；Ｔｅｎ 和 ＡＯＨ 的 ＭＥ 值

低于 ８０％，表现出基质抑制效应。 相反 ＡＭＥ、ＡＬＴ、
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ＡＬＳ 和 ＡＴＸ⁃Ⅰ的 ＭＥ 值高于 １２０％，表现出基质增

强效应。 根据表 ２ 所呈现的实验结果，本研究采用

基质匹配的方法对基质效应进行补偿，最大程度上

抵消基质效应的影响。
２．５．２　 线性范围与检出限

　 　 在线性关系研究中，所有标准工作溶液均在 １．３
节色谱⁃质谱条件下测定。 以 ｘ 代表质量浓度、ｙ 代

表峰面积进行线性回归分析，用基质空白标准工作

溶液做校准曲线。 结果如表 ３ 所示，每种毒素在 ０．５
～２００ μｇ ／ Ｌ 内都有良好的线性关系，判定系数（Ｒ２）
均大于 ０􀆰 ９９０。 以各目标化合物信噪比（Ｓ ／ Ｎ）分别

为 ３ 和 １０ 计算检出限（ＬＯＤ）和定量限（ＬＯＱ）， ７
种 ＡＴｓ 的 ＬＯＤ 为 ０􀆰 １５ ～ ０􀆰 ６４ μｇ ／ ｋｇ，ＬＯＱ 为 ０􀆰 ５４
～２􀆰 ２４ μｇ ／ ｋｇ。

表 ３　 婴幼儿奶粉中 ７ 种链格孢霉毒素的线性范围、线性方程、Ｒ２ 和检出限和定量限

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅｓ， ｌｉｎｅａｒ ｅｑｕａｔｉｏｎｓ， ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ ｏｆ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ （Ｒ２）， ＬＯＤｓ， ａｎｄ ＬＯＱｓ ｏｆ
ｔｈｅ ｓｅｖｅｎ ＡＴｓ ｉｎ ｉｎｆａｎｔ ｍｉｌｋ ｐｏｗｄｅｒ

Ｔｏｘｉｎ Ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅ ／ （μｇ ／ Ｌ） ｌｉｎｅａｒ ｅｑｕａｔｉｏｎ Ｒ２（ｎ＝ ９） ＬＯＤ ／ （μｇ ／ ｋｇ） ＬＯＱ ／ （μｇ ／ ｋｇ）
ＴｅＡ ０．５－２００ ｙ＝ １３１７６．９ｘ－１７５８．４５ ０．９９５８ ０．６４ ２．２４
ＡＭＥ ０．５－２００ ｙ＝ ２４０１．３７ｘ＋３５６．２７５ ０．９９２８ ０．４８ １．５９
ＡＯＨ ０．５－２００ ｙ＝ ２０７８．１ｘ－１８００．１８ ０．９９７９ ０．３７ １．１３
ＡＬＴ ０．５－２００ ｙ＝ ３９１６５．８ｘ－１１５６４．９ ０．９９９６ ０．３２ １．２２
Ｔｅｎ ０．５－２００ ｙ＝ １４３６８．３ｘ－５７８２．４ ０．９９８２ ０．１５ ０．５４
ＡＬＳ ０．５－２００ ｙ＝ ４８１６．０８ｘ＋７６６．４７８ ０．９９０３ ０．４３ １．４３
ＡＴＸ⁃Ⅰ ０．５－２００ ｙ＝ ２５６２．１８ｘ－３７６６．９ ０．９９４５ ０．２１ ０．７３

　 ｙ： ｐｅａｋ ａｒｅａ； ｘ： ｍａｓｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ， μｇ ／ Ｌ．

表 ４　 婴幼儿奶粉中 ７ 种链格孢霉毒素的添加回收率和
精密度（ｎ＝５）

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ａｎｄ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｖｅｎ Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ
ｔｏｘｉｎｓ ｓｐｉｋｅｄ ｉｎ ｉｎｆａｎｔ ｍｉｌｋ ｐｏｗｄｅｒ （ｎ＝５）

Ｔｏｘｉｎ Ｓｐｉｋｅｄ ／ （μｇ ／ ｋｇ） Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／ ％ ＲＳＤ ／ ％
ＴｅＡ ２．２ ８７．７ ４．３４

４．４ ９２．６ ５．１０
２２．０ ９４．２ ６．２１

ＡＭＥ １．６ ８９．９ ６．３３
３．２ ９６．３ ７．１３

１６．０ １１４．３ ５．１１
ＡＯＨ １．１ ８６．４ ４．６７

２．２ １００．２ ５．８１
１１．０ ９４．１ ３．６８

ＡＬＴ １．２ ７９．１ ６．５４
２．４ ８８．４ ５．４９

１２．２ ８２．６ ７．１３
Ｔｅｎ ０．５ ９３．１ ４．９８

１．０ ８７．４ ４．１７
５．０ １０６．１ ３．１６

ＡＬＳ １．４ ８６．６ ３．６９
２．８ ８５．７ ４．６４

１４．０ ８０．５ ５．２１
ＡＴＸ⁃Ⅰ ０．７ ９１．１ ６．３４

１．４ ９３．４ ５．２９
７．０ １０６．２ ８．８７

２．５．３　 样品回收率和精密度结果分析

　 　 按 １􀆰 ５ 节和 １􀆰 ６ 节的操作制备婴幼儿奶粉样

品，参照 ＧＢ ／ Ｔ ２７４０４⁃２００８［４１］，分别以 １ 倍、２ 倍和

１０ 倍定量限进行三水平加标试验，在一天内每个添

加浓度重复进样 ５ 次，测定样品的回收率与精密度。
结果如表 ４ 所示，７ 种 ＡＴｓ 的平均回收率为 ７９􀆰 １％

～１１４􀆰 ３％， ＲＳＤ≤８􀆰 ８７％。
２．５．４　 实际样品的测定

　 　 按照上述方法对实际婴幼儿奶粉样品（一段、
二段、三段各 ２０ 个样品）进行检测，结果表明，未在

一段（０～６ 月龄）和二段（６～１２ 月龄）奶粉中检测出

真菌毒素；三段奶粉中只有 １ 个样品检测出 Ｔｅｎ，浓
度为 ４􀆰 ９７ μｇ ／ ｋｇ。 这是因为奶粉中易受污染的植

物油占比较小，所以奶粉受 ＡＴｓ 的污染程度相对果

蔬类产品和小麦类产品较小。 而随着婴儿年龄的增

长，其奶粉选用原料种类较多，被 ＡＴｓ 污染的几率

也随之升高。

３　 结论

　 　 本文采用固相萃取技术富集婴幼儿奶粉中 ７ 种
ＡＴｓ，并结合 ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ，定性定量测定婴幼儿

奶粉中的 ＡＴｓ，建立了一种高效检测 ７ 种 ＡＴｓ 的检

测方法。 该方法操作简便，高效灵敏，快速准确，其
检出限、线性关系、回收率和重现性等方法学指标均

能满足 ＡＴｓ 的测定，可适用于实际样品检测。 本研

究开发的方法为检测更多种类的 ＡＴｓ 提供了技术

支持，同时还为婴幼儿奶粉中典型链格孢霉毒素安

全限量标准的制订提供理论依据，此外，本研究对于

评估婴幼儿奶粉的食品安全风险、保护婴幼儿健康

也具有十分重要的理论和现实意义。
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