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摘要：采用改良的 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 方法，结合超高效液相色谱⁃串联质谱（ＵＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ）建立了银耳和木耳中米酵菌

酸含量测定的分析方法。 对 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 方法的提取、净化条件进行了优化，发现提取液中乙酸含量对米酵菌酸的

提取效率影响很大，最终采用 ５％ （ｖ ／ ｖ）乙酸乙腈为提取溶剂，盐析分层，再用 ２００ ｍｇ Ｃ１８ 分散固相萃取净化。 对

ＵＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 分析条件也进行了优化，以含 ０􀆰 ０１％ （ｖ ／ ｖ）甲酸、０􀆰 ０５％ （ｖ ／ ｖ）氨水的水溶液和甲醇为流动相，在
Ｗａｔｅｒｓ ＨＳＳ Ｔ３ 柱（１００ ｍｍ×２􀆰 １ ｍｍ， １􀆰 ８ μｍ）上分离，以电喷雾电离、多反应监测负离子模式进行检测。 在优化

好的条件下，银耳和木耳中米酵菌酸检测的基质效应分别为－６􀆰 ３％ 和－１１􀆰 ５％，表明该方法具有很好的净化效果，样
品基质不会对米酵菌酸的检测产生影响。 进一步对方法学进行了考察，在 １～２００ μｇ ／ Ｌ 范围内，线性方程回归系数

的平方（Ｒ２）大于 ０􀆰 ９９９，以信噪比的 ３ 倍和 １０ 倍计算的方法检出限和定量限分别为 ０􀆰 １５ μｇ ／ ｋｇ 和 ０􀆰 ５ μｇ ／ ｋｇ。 银

耳中 ３ 种添加水平 ０􀆰 ５、１０、５０ μｇ ／ ｋｇ 下的加标回收率为 ９２􀆰 ４％ ～１０２􀆰 ６％，日内和日间相对标准偏差（ＲＳＤ）分别为

４􀆰 ３％ ～４􀆰 ９％ 和 ３􀆰 ２％ ～３􀆰 ５％；木耳的加标回收率为 ８９􀆰 ６％ ～１０２􀆰 ３％，日内和日间 ＲＳＤ 分别为 ２􀆰 ４％ ～９􀆰 ５％ 和 ３􀆰 ６％ ～
４􀆰 １％，表明该方法具有很好的准确度和精密度。 最后，将该方法应用于实际样品中米酵菌酸的分析，取得了很好的

效果。 该工作为银耳和木耳中米酵菌酸的风险防控提供了一种有效的检测技术。
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（ＬＯＤ） ａｎｄ ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ （ＬＯＱ） ｗｅｒｅ ０􀆰 １５ μｇ ／ ｋｇ ａｎｄ ０􀆰 ５ μｇ ／ ｋｇ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ
ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｉｎ ｓａｍｐｌｅｓ ｓｐｉｋｅｄ ｗｉｔｈ ０􀆰 ５， １０， ａｎｄ ５０ μｇ ／ ｋｇ ＢＡ ｉｎ ｔｒｅｍｅｌｌａ ｒａｎｇｅｄ ｆｒｏｍ
９２􀆰 ４％ ｔｏ １０２􀆰 ６％， ａｎｄ ｔｈｅ ｉｎｔｒａ⁃ｄａｙ ａｎｄ ｉｎｔｅｒ⁃ｄａｙ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎｓ （ＲＳＤｓ） ｗｅｒｅ
４􀆰 ３％－ ４􀆰 ９％ ａｎｄ ３􀆰 ２％ － ３􀆰 ５％， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｆｏｒ ａｕｒｉｃｕｌａｒｉａ ａｕｒｉｃｕｌａｒ， ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ
ｒａｎｇｅｄ ｆｒｏｍ ８９􀆰 ６％ ｔｏ １０２􀆰 ３％， ａｎｄ ｔｈｅ ｉｎｔｒａ⁃ｄａｙ ａｎｄ ｉｎｔｅｒ⁃ｄａｙ ＲＳＤｓ ｗｅｒｅ ２􀆰 ４％ － ９􀆰 ５％ ａｎｄ
３􀆰 ６％－４􀆰 １％， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅｓｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｓｅｄ ｍｅｔｈｏｄ ｈａｓ ｓａｔｉｓｆａｃｔｏｒｙ ｓｅｎ⁃
ｓｉｔｉｖｉｔｙ， ａｃｃｕｒａｃｙ， ａｎｄ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ． Ｆｉｎａｌｌｙ， ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｓｈｏｗｅｄ ｇｏｏｄ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｗｈｅｎ ａｐｐｌｉｅｄ
ｔｏ ｔｈｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒｅａｌ ｓａｍｐｌｅｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｏｔｈｅｒ ｒｅｐｏｒｔｅｄ ｍｅｔｈｏｄｓ， ｔｈｅ ＬＯＤ ａｎｄ ＬＯＱ ｏｆ
ｏｕｒ ｐｒｏｐｏｓｅｄ ｍｅｔｈｏｄ ｗｅｒｅ ｌｏｗｅｒ， ｗｉｔｈ ｓａｔｉｓｆａｃｔｏｒｙ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ａｎｄ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ． Ｔａｋｅｎ ｔｏｇｅｔｈｅｒ，
ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ａｎ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｆｏｒ ｔｈｅ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ａｎｄ ｒｉｓｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ ＢＡ
ｉｎ ｔｒｅｍｅｌｌａ ａｎｄ ａｕｒｉｃｕｌａｒｉａ ａｕｒｉｃｕｌａｒ．

引用本文：邹攀，段圣省，胡西洲，郑丹，夏珍珍，夏虹，彭西甜． 改良的 ＱｕＥＣｈＥＲＳ⁃超高效液相色谱⁃三重四极杆质谱法检测银耳和木

耳中米酵菌酸． 色谱，２０２１，３９（１２）：１３６８－１３７３．
ＺＯＵ Ｐａｎ， ＤＵＡＮ Ｓｈｅｎｇｘｉｎｇ， ＨＵ Ｘｉｚｈｏｕ， ＺＨＥＮＧ Ｄａｎ， ＸＩＡ Ｚｈｅｎｚｈｅｎ， ＸＩＡ Ｈｏｎｇ， ＰＥＮＧ Ｘｉｔｉａｎ． Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｏｎｇｋｒｅｋｉｃ ａｃｉｄ
ｉｎ ｔｒｅｍｅｌｌａ ａｎｄ ａｕｒｉｃｕｌａｒｉａ ａｕｒｉｃｕｌａｒ ｂｙ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ＱｕＥＣｈＥＲＳ ｍｅｔｈｏｄ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｕｌｔｒａ⁃ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａ⁃
ｐｈｙ⁃ｔｒｉｐｌｅ ｑｕａｄｒｕｐｏｌｅ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，２０２１，３９（１２）：１３６８－１３７３．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ＱｕＥＣｈＥＲＳ； ｕｌｔｒａ⁃ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃ⁃
ｔｒｏｍｅｔｒｙ （ＵＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ）； ｂｏｎｇｋｒｅｋｉｃ ａｃｉｄ； ｔｒｅｍｅｌｌａ； ａｕｒｉｃｕｌａｒｉａ ａｕｒｉｃｕｌａｒ

　 　 米酵菌酸（ｂｏｎｇｋｒｅｋｉｃ ａｃｉｄ， ＢＡ）是一种脂溶

性细菌毒素，是由食品中常见的致病菌椰毒假单胞

菌产生的，谷物、发酵的米面制品、银耳和木耳等食

品最易受到该病菌的污染［１］。 研究表明，米酵菌酸

对线粒体腺嘌呤核苷酸转移酶（ａｄｅｎｉｎｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
ｔｒａｎｓｌｏｃａｓｅ， ＡＮＴ）的活性产生抑制，从而破坏线粒
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体中三磷酸腺苷（ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ， ＡＴＰ）的
合成，导致细胞的凋亡［２，３］。 因此，人体摄入经米酵

菌酸污染的食品后，可能会损伤肝、肾、心、脑等重要

器官的细胞，很容易导致食物中毒［４］。 ２０２０ 年黑龙

江鸡西市的“酸汤子”、２０１５ 年莫桑比克的椰子制

品、２０１４ 年云南文山汤圆等食物中毒事件都导致了

严重的死亡事件，经查这些食物中毒都是由米酵菌

酸引起的［１］。 银耳和木耳是我国传统的食用菌，其
营养价值丰富，深受我国消费者的喜爱。 然而，银耳

和木耳在储藏和泡发过程中易受米酵菌酸的污染，
给食品安全造成了极大的威胁［５，６］。 因此，建立银

耳和木耳中米酵菌酸快速、高效的分析方法具有重

要的意义。

图 １　 米酵菌酸的化学结构
Ｆｉｇ． １　 Ｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｂｏｎｇｋｒｅｋｉｃ ａｃｉｄ

　 　 米酵菌酸是一种共轭的不饱和脂肪酸（见图

１），常见的检测方法有高效液相色谱⁃紫外检测

法［７，８］和高效液相色谱⁃质谱法［１，４，６，９，１０］。 与传统的

紫外检测器相比，超高效液相色谱⁃串联质谱法

（ＵＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ）检测灵敏度高和准确度更好，其
在多反应监测模式下可以通过目标物的保留时间、
母离子质荷比以及碎裂反应对目标分析物进行定

性，分析方法具有更好的特异性，可以大大减少基质

的干扰，降低假阳性分析结果的出现［１１］。 此外，米
酵菌酸在样品中的浓度很低，银耳和木耳基质复杂，
采取适当的样品前处理技术对其进行提取净化非常

有必要。 目前，应用最广泛的米酵菌酸前处理方法

是固相萃取（ＳＰＥ），其主要采用混合模式阴离子交

换固相萃取柱，通过混合模式的反相和阴离子交换

作用实现米酵菌酸的萃取富集［１，４，７，８］。 ＳＰＥ 方法的

结果稳定，回收率较高，然而 ＳＰＥ 的上样、清洗、解
吸等步骤较为繁琐，耗时较长，ＳＰＥ 柱的成本也较

高。 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 方法由美国农业部 ２００３ 年首次提

出，其具有快速、简单、便宜、有效和安全的特点，在
食品农药残留分析中展现了极大的应用前景［１２－１４］。
近年来，ＱｕＥＣｈＥＲＳ 方法在食品中真菌毒素如黄曲

霉毒素、赭曲霉毒素、玉米赤霉烯酮、伏马毒素等的

分析中同样取得了很好的效果［１５－１７］。 到目前为止，
尚未检索到 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 方法用于银耳和木耳中米

酵菌酸的检测。
　 　 因此，本文采用改良的 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 前处理方

法，对提取溶剂、提取方式、净化材料等进行了详细

的优化，结合 ＵＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 的分离检测，建立了

银耳和木耳中米酵菌酸的快速分析方法，旨在为食

品中米酵菌酸的监测和风险防控提供一种有效的检

测技术。

１　 实验部分

１．１　 仪器、试剂及材料

　 　 ＬＣ⁃３０ＡＤ 液相色谱仪（日本 Ｓｈｉｍａｄｚｕ 公司），
Ｑｔｒａｐ ４５００ 三重四极杆质谱仪（ＡＢ ＳＣＩＥＸ 公司）；
数据采集由 Ａｎａｌｙｓｔ＠ 工作站完成，数据处理由 Ｍｕｌ⁃
ｔｉＱｕａｎｔ 分析软件完成。 ＴＤＬ⁃６Ｃ 台式大容量离心

机（上海安亭科学仪器厂）；ＭＳ ３ 型涡旋仪（德国

ＩＫＡ 公司）；Ｔ２５ 型匀浆搅拌器（德国 ＩＫＡ 公司）；
ＫＱ⁃５００Ｂ 型超声波清洗器（昆山超声仪器有限公

司）；氮吹仪（美国 Ｏｒｇａｎｏｍａｔｉｏｎ 公司）；Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ 超

纯水处理仪（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司）；ＭＥ２０３Ｅ 型电子

天平（上海梅特勒⁃托利多仪器有限公司）。
　 　 米酵菌酸标准品（纯度大于 ９９％，上海宏叶生

物科技有限公司）；色谱纯甲醇、乙腈（德国默克公

司），色谱纯甲酸（Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司），色谱纯

乙酸（美国 ＪＴ． Ｂａｋｅｒ 公司）。 石墨化炭黑 ＧＣＢ
（１２０～４００ 目）、Ｃ１８（５０ μｍ）和 ＰＳＡ（４０ ～ ６０ μｍ）
购自天津博纳艾杰尔科技有限公司。 尼龙针头过滤

器（０􀆰 ２２ μｍ）购自天津市津腾实验设备有限公司。
所有的银耳和木耳样品购自湖北省菜市场和超市。
１．２　 标准溶液的制备

　 　 标准储备液：将 ０􀆰 １ ｍｇ 的米酵菌酸标准品溶

于 １０ ｍＬ 甲醇中得到 １０ ｍｇ ／ Ｌ 的标准储备液，置于

－２０ ℃冰箱保存。 再吸取 １０ ｍｇ ／ Ｌ 米酵菌酸标准

溶液 １ ｍＬ 置于 １０ ｍＬ 容量瓶中，用甲醇定容至 １０
ｍＬ，得到 １ ｍｇ ／ Ｌ 的标准储备液，置于 ４ ℃冰箱保存

备用。
　 　 标准溶液：使用银耳和木耳样品提取净化后的

溶液和 ５０％ （ｖ ／ ｖ）甲醇水溶液分别配制 １􀆰 ０、２􀆰 ０、
５􀆰 ０、１０􀆰 ０、５０􀆰 ０、１００􀆰 ０ 和 ２００􀆰 ０ μｇ ／ Ｌ 的基质标准

溶液和溶剂标准溶液。
１．３　 样品前处理

　 　 称取 ２􀆰 ０ ｇ 干燥粉碎的银耳样品于 ５０ ｍＬ 离心
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管中，加入 １０ ｍＬ 水和 １０ ｍＬ ５％ （ｖ ／ ｖ）乙酸乙腈，
涡旋提取 １ ｍｉｎ，加入 ６􀆰 ０ ｇ 无水硫酸镁和 １􀆰 ５ ｇ 醋

酸钠，涡旋 １ ｍｉｎ， ４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，取 ８ ｍＬ
上清液加入到装有 ２００ ｍｇ Ｃ１８ 和 ９００ ｍｇ 无水硫酸

镁的 １０ ｍＬ 离心管中，涡旋净化 １ ｍｉｎ 后离心，收集

５ ｍＬ 上清液，氮气吹干，用 １ ｍＬ ５０％ （ｖ ／ ｖ）甲醇水

溶液复溶，经 ０􀆰 ２２ μｍ 的尼龙滤膜过滤后，ＵＨＰＬＣ⁃
ＭＳ ／ ＭＳ 分离检测。
１．４　 分析条件

　 　 色谱条件　 色谱柱：Ｗａｔｅｒｓ ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ＠
ＨＳＳ Ｔ３ 柱（１００ ｍｍ×２􀆰 １ ｍｍ， １􀆰 ８ μｍ） （Ｗａｔｅｒｓ，
爱尔兰）； 流动相： Ａ 为含 ０􀆰 ０１％ （ ｖ ／ ｖ） 甲酸和

０􀆰 ０５％ （ｖ ／ ｖ）氨水的水溶液，Ｂ 为甲醇。 色谱线性梯

度程序：０～３ ｍｉｎ， ４０％ Ｂ～９０％ Ｂ； ３～３􀆰 ５ ｍｉｎ， ９０％
Ｂ； ３􀆰 ５１～５􀆰 ５０ ｍｉｎ， ４０％ Ｂ。 流速：０􀆰 ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ；柱
温：４０ ℃；样品室温度：１５ ℃；进样体积：５ μＬ。
　 　 质谱条件 　 离子源：电喷雾（ＥＳＩ）；扫描方式：
多反应监测（ＭＲＭ）负离子扫描模式；离子化电压

（ ＩＳ）： －４ ５００ Ｖ； 离 子 源 温 度： ５５０ ℃； 气 帘 气

（ＣＵＲ）： １７２􀆰 ４ ｋＰａ（２５ ｐｓｉ）；喷雾气（ＧＳ１）： ３７９􀆰 ２
ｋＰａ（５５ ｐｓｉ）；辅助加热气（ＧＳ２）： ３７９􀆰 ２ ｋＰａ （５５
ｐｓｉ）；碰撞气：Ｍｅｄｉｕｍ。 定量离子对 ｍ／ ｚ ４８５􀆰 ３ ＞
４４１􀆰 ０，碰撞电压为－１４􀆰 ６ Ｖ；定性离子对 ｍ／ ｚ ４８５􀆰 ３
＞３９７􀆰 １，碰撞电压为－２３􀆰 ６ Ｖ。

２　 结果与讨论

２．１　 色谱⁃质谱条件的优化

　 　 米酵菌酸是长链的不饱和三元羧酸，在电喷雾

质谱的负离子模式下具有较高的灵敏度。 首先对质

谱条件进行了优化，在 Ｑ１ 全扫模式下对母离子进

行了扫描，发现［Ｍ－Ｈ］ －（ｍ／ ｚ， ４８５􀆰 ３）的响应值最

高。 随后，在子离子扫描模式下对定性和定量离子

进行了扫描，发现母离子会连续产生两个［ＣＯ２］的
中性丢失，产生 ｍ／ ｚ 为 ４４１􀆰 ０ 和 ３９７􀆰 １ 的子离子，
与文献［９］的报道一致。 进一步对定性和定量离子

对的碰撞电压进行了优化，选择灵敏度更高的 ｍ／ ｚ
４８５􀆰 ３＞４４１􀆰 ０ 为定量离子对，碰撞电压为－１４􀆰 ６ Ｖ；
ｍ／ ｚ ４８５􀆰 ３ ＞ ３９７􀆰 １ 为定性离子对，碰撞电压为 －
２３􀆰 ６ Ｖ。
　 　 对液相色谱条件进行了优化，当水相采用纯水

时，米酵菌酸的峰形很差，流动相中加入 ０􀆰 ０１％ 甲

酸和 ０􀆰 ０５％ 氨水可以有效地改善米酵菌酸的峰形。
同时，对有机相的起始比例从 １０％ 到 ５０％ 进行了考

察，发现 ４０％ 的甲醇作为起始比例，３ ｍｉｎ 内升到

９０％，米酵菌酸的保留时间为 ２􀆰 ５ ｍｉｎ，保留时间较

短，同时样品基质对分离没有干扰。 最后，对进样体

积和柱温等条件进行了优化，优化好的色谱条件如

１􀆰 ４ 节所述，米酵菌酸的多反应监测色谱图见图 ２。

图 ２　 ２０ μｇ ／ Ｌ 米酵菌酸的多反应监测色谱图
Ｆｉｇ． ２　 ＭＲＭ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｂｏｎｇｋｒｅｋｉｃ ａｃｉｄ ａｔ ２０ μｇ ／ Ｌ

２．２　 样品前处理条件的优化

　 　 为了获得较高的回收率，我们优化了一系列可

能影响萃取效率的条件：净化材料的用量、提取方

式、提取溶剂乙酸含量等。 我们以空白加标的银耳

样品（２０ μｇ ／ Ｌ）对改进的 ＱｕＥＣＨＥＲｓ 方法进行了

优化，每个条件平行处理 ３ 次。
２．２．１　 样品与水比例的优化

　 　 对于水含量很低的样品，为了提高目标物的提

取效率，通常会往样品中加入一定量的水［１８］。 银耳

和木耳晒干后含水量很低，泡发不充分会影响样品

的提取效果，本实验考察了水加入量对米酵菌酸提

取的影响，在 ２􀆰 ０ ｇ 银耳中分别加入了 ４、５、６、８ 和

１０ ｍＬ 水，结果显示，当水加至 １０ ｍＬ 时能够使银耳

充分泡发。 因此我们选择加入 １０ ｍＬ 的水。
２．２．２　 提取方式的优化

　 　 由于银耳基质复杂，且加水泡发后体积膨大，需
要一个合适的提取方式来提取目标物。 我们分别采

用不同的提取方式：超声、涡旋和匀浆提取 ２ ｍｉｎ，
考察了 ３ 种方法对样品中米酵菌酸提取效率的影

响。 结果表明，涡旋提取的回收率为 ８９􀆰 ５％，匀浆提

取的为 ７４􀆰 １％，但超声提取的回收率较前两者低，为
４６􀆰 ５％。 考虑到匀浆提取搅拌头每次匀浆后需清

洗，加大了工作量和时长，因此我们选择涡旋提取。
２．２．３　 提取溶剂的优化

　 　 乙 腈 有 很 好 的 细 胞 穿 透 性， 是 最 常 用 的

ＱｕＥＣｈＥＲＳ 提取溶剂，而本实验的目标物米酵菌酸
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有 ３ 个羧酸，加入适量的乙酸能破坏银耳基质中金

属离子与米酵菌酸之间的络合作用，同时会使得米

酵菌酸的羧基质子化，极性变弱，增大了米酵菌酸在

乙腈中的溶解度。 我们考察了不同乙酸含量的乙

腈，如图 ３ 所示，当提取液为纯乙腈时，米酵菌酸回

收率不到 １０％，随着乙酸的体积分数从 ０％ 增加到

５％，回收率快速增加，５％ 的乙酸提取时回收率可以

达到 ９０％ 以上；当乙酸的体积分数继续增加至 １０％，
回收率降低，过高的酸性可能会影响米酵菌酸的稳

定性。 因此我们选择的提取溶剂是含 ５％ 乙酸的

乙腈。

图 ３　 乙酸的体积分数对银耳中米酵菌酸回收率的影响（ｎ＝３）
Ｆｉｇ． ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｖｏｌｕｍｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ ｏｎ ｔｈｅ

ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ ｂｏｎｇｋｒｅｋｉｃ ａｃｉｄ ｉｎ ｔｒｅｍｅｌｌａ （ｎ＝３）

２．２．４　 吸附剂的优化

　 　 本实验选取了 ３ 种常用的 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 吸附剂：
ＰＳＡ、Ｃ１８ 和 ＧＣＢ，考察了吸附剂种类和用量对米酵

菌酸萃取效率的影响。 在实验过程中，我们发现虽

然 ＧＣＢ 有去除银耳提取液中色素等干扰物的能力，
但同时它会吸附疏水的米酵菌酸，从而减少回收率；
而 ＰＳＡ 是碱性的，会与酸性的米酵菌酸相互作用而

降低回收率。 Ｃ１８ 极性较弱，可以除去一部分的脂

类干扰物，因此本实验中我们比较了不同用量的

Ｃ１８ 吸附剂，当吸附剂含量由 １００ ｍｇ 增至 ２００ ｍｇ
时，回收率逐渐增加，由 ６１􀆰 １％ 升至 ７０􀆰 １％；当吸附

剂继续增至 ２５０ ｍｇ，回收率缓慢降为 ６６􀆰 ３％。 因此

我们选择 ２００ ｍｇ 的 Ｃ１８ 净化银耳提取液。
２．３　 方法学考察

２．３．１　 基质效应

　 　 在 ＨＰＬＣ⁃ＭＳ 分析中，样品中的基质可能会增

强或抑制分析物的离子化效率，进而影响其在仪器

上的响应信号，引起实验结果的偏差，因此需要对本

实验进行基质效应评估。 本研究采用以下公式［１９］

评价方法的基质效应：

基质效应＝ 基质标准曲线的斜率
溶剂标准曲线的斜率

－１æ

è
ç

ö

ø
÷ ×１００％

　 　 一般来说，基质效应在－２０％ ～ ２０％ 为弱基质效

应；在－５０％ ～ －２０％ 和 ２０％ ～ ５０％ 为中等基质效应；
小于－５０％ 或大于 ５０％ 则为强基质效应。 结果表

明，银耳和木耳中米酵菌酸的基质效应分别为 －
６􀆰 ３％ 和－１１􀆰 ５％，由此可见，经过 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 提取

净化后，样品的基质效应较弱，样品基质对分析物的

影响较小。
２．３．２　 线性关系、检出限和定量限

　 　 由于本实验中银耳和木耳样品的基质效应很

弱，因此，我们采用溶剂标准曲线对该实验的线性关

系、检出限、定量限以及精密度等进行了考察，验证

该方法在实际应用中的可行性。
　 　 溶剂标准曲线是 ５０％ （ｖ ／ ｖ）甲醇水溶液配制成

１～２００ μｇ ／ Ｌ 的一系列浓度的标准溶液，按 １􀆰 ４ 节方

法测定，米酵菌酸在 １ ～ ２００ μｇ ／ Ｌ 的范围内的线性

方程为 ｙ＝ ２ ９３７􀆰 ６ｘ＋８ ２０４􀆰 ２（ｙ 为峰面积，ｘ 为米酵

菌酸的质量浓度（μｇ ／ Ｌ）），线性关系良好，回归系

数的平方（Ｒ２）大于 ０􀆰 ９９９。 以信噪比的 ３ 倍和 １０
倍计算方法的检出限和定量限分别为 ０􀆰 １５ μｇ ／ ｋｇ
和 ０􀆰 ５ μｇ ／ ｋｇ。
２．３．３　 回收率和精密度

　 　 为了评估该方法的准确性，我们分别在银耳和

木耳样品基质中添加了 ＬＯＱ（０􀆰 ５ μｇ ／ ｋｇ）、中（１０
μｇ ／ ｋｇ）、高（５０ μｇ ／ ｋｇ）３ 个浓度的目标分析物，同
时配制 ６ 组平行样品进行试验，得到的检测结果用

以计算日内相对标准偏差（ＲＳＤ）；以连续 ６ 天单独

配制的样品进行实验，得到的检测结果用以计算日

间 ＲＳＤ。 结果如表 １ 和表 ２ 所示，银耳方法的加标

回收率在 ９２􀆰 ４％ ～１０２􀆰 ６％ 之间。 日内 ＲＳＤ 在 ４􀆰 ３％
～４􀆰 ９％，日间 ＲＳＤ 的范围在 ３􀆰 ２％ ～３􀆰 ５％；木耳方法

的加标回收率在 ８９􀆰 ６％ ～ １０２􀆰 ３％ 之间。 日内 ＲＳＤ
在 ２􀆰 ４％ ～９􀆰 ５％，日间 ＲＳＤ 的范围在 ３􀆰 ６％ ～ ４􀆰 １％。
以上结果表明该方法的重现性较好。
２．３．４　 在实际样品分析中的应用

　 　 为了考察方法的普适性，我们将该方法应用于

武汉市场上 １０ 种银耳和 １０ 种木耳中米酵菌酸的检

测。 在这 １０ 种银耳中未检测到阳性样品，而木耳中

检出一个阳性样品，含量为 ２１􀆰 ４８ μｇ ／ ｋｇ。 说明方

法具有普适性，可应用于银耳和木耳中米酵菌酸的

检测。
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检测银耳和木耳中米酵菌酸

表 １　 米酵菌酸在银耳和木耳样品中低、中、高水平下的加标回收率和 ＲＳＤ （ｎ＝６）
Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｐｉｋｅｄ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ａｎｄ ＲＳＤｓ ｏｆ ｂｏｎｇｋｒｅｋｉｃ ａｃｉｄ ｉｎ ｔｒｅｍｅｌｌａ ａｎｄ ａｕｒｉｃｕｌａｒｉａ ａｕｒｉｃｕｌａｒ ｓａｍｐｌｅ

ｓｐｉｋｅｄ ａｔ ｌｏｗ， ｍｅｄｉｕｍ， ａｎｄ ｈｉｇｈ ｌｅｖｅｌｓ （ｎ＝６）

Ｓａｍｐｌｅ
０．５ μｇ ／ ｋｇ

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／ ％ ＲＳＤ ／ ％
１０ μｇ ／ ｋｇ

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／ ％ ＲＳＤ ／ ％
５０ μｇ ／ ｋｇ

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／ ％ ＲＳＤ ／ ％
Ｔｒｅｍｅｌｌａ １０２．６ ４．７ ９８．６ ４．９ ９２．４ ４．３
Ａｕｒｉｃｕｌａｒｉａ ａｕｒｉｃｕｌａｒ ８９．６ ７．７ ９５．６ ２．４ １０２．３ ９．５

表 ２　 米酵菌酸测定的日内、日间精密度（ｎ＝６）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｉｎｔｒａ⁃ｄａｙ ａｎｄ ｉｎｔｅｒ⁃ｄａｙ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎｓ ｏｆ ｂｏｎｇｋｒｅｋｉｃ ａｃｉｄ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ （ｎ＝６）

Ｓａｍｐｌｅ
Ｉｎｔｒａ⁃ｄａｙ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ／ ％

０．５ μｇ ／ ｋｇ １０ μｇ ／ ｋｇ ５０ μｇ ／ ｋｇ
Ｉｎｔｅｒ⁃ｄａｙ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ／ ％

０．５ μｇ ／ ｋｇ １０ μｇ ／ ｋｇ ５０ μｇ ／ ｋｇ
Ｔｒｅｍｅｌｌａ ４．７ ４．９ ４．３ ３．５ ３．３ ３．２
Ａｕｒｉｃｕｌａｒｉａ ａｕｒｉｃｕｌａｒ ７．７ ２．４ ９．５ ４．１ ３．７ ３．６

２．３．５　 方法比较

　 　 对本文建立的方法与文献报道的方法进行了比

较。 米酵菌酸分子含有 ３ 个羧酸根，文献通常采用

有机溶剂提取后混合型阴离子交换柱富集净

化［６，７，２０］。 从样品前处理过程来看，本文的 ＱｕＥＣｈ⁃
ＥＲＳ 方法较为简单，避免了 ＳＰＥ 方法繁琐的提取、
上样、清洗和解吸过程，样品提取净化成本低，基质

效应弱，结合 ＵＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 进行检测，进一步提

高了检测结果的准确度和灵敏度。 同时，与其他检

测方法［６，７，２０］相比，本方法的检出限和定量限更低

（０􀆰 １５ μｇ ／ ｋｇ 和 ０􀆰 ５ μｇ ／ ｋｇ），其他方法的检出限和

定量限最低分别为 ０􀆰 ５ μｇ ／ ｋｇ 和 ２ μｇ ／ ｋｇ。 同时，
本方法的回收率和精密度与其他方法相当，在实际

样品大批量分析中具有很好的应用潜能。

３　 结论

　 　 本文将 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 方法结合 ＵＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ
用于银耳和木耳中米酵菌酸的检测，样品前处理过

程快速、简单、有效，同时具有灵敏度高、准确度好的

优点，为食品中米酵菌酸的风险防控提供了一种有

效的检测技术。
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