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黄曲霉毒素（ａｆｌａｔｏｘｉｎｓ）是由黄曲霉和寄生曲霉中
某些产菌毒株产生的双呋喃环类毒素，是迄今发现的毒

性最大的真菌毒素，常见有Ｂ１，Ｂ２，Ｇ１，Ｇ２４种，其中以黄
曲霉毒素Ｂ１的毒性最大、致癌性最强，其毒性相当于氰
化钾的１０倍、砒霜的６８倍，已被世界卫生组织（ＷＨＯ）
的癌症研究机构（ＩＡＲＣ）划定为Ⅰ类致癌物，是一种毒
性极强的剧毒物质犤１－４犦。中药材及其制剂在储存过程中

常会发生霉变，产生很多对人体有害的真菌毒素犤５－６犦，

２０１５年版《中国药典牗一部牘》已规定了部分中药材品种
黄曲霉毒素 Ｂ１的限量不得超过 ５μｇ／ｋｇ、黄曲霉毒素
Ｂ１，Ｂ２，Ｇ１，Ｇ２的总量不得超过１０μｇ／ｋｇ犤７犦。

目前，文献报道的黄曲霉毒素检测方法主要有薄

层色谱（ＴＬＣ）法犤８犦、酶联免疫（ＥＬＩＳＡ）法犤９犦、高效液相色

谱（ＨＰＬＣ）法犤１０－１１犦、液相色谱－串联质谱（ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）
法犤１２－１３犦等。样品的前处理方面，现行《中国药典》执行的

标准为免疫亲和柱净化法联用色谱技术，由于免疫亲和

柱填料大多采用进口填料，单根免疫亲和柱售价约为

１００元，若长期使用则相关检测成本较高。ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ
法专属性好、灵敏度高、抗干扰强，能有效排除假阳性的干

扰，适合在复杂基质下同时筛查痕量的多种黄曲霉毒素。

ＱｕＥＣｈＥＲＳ（ｑｕｉｃｋ，ｅａｓｙ，ｃｈｅａｐ，ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ，ｒｕｇｇｅｄ，
ｓａｆｅ）是由美国农业部的化学家 ＡＮＡＳＴＡＳＳＩＡＤＡＳ等于
２００３年提出的一种快速样品前处理技术犤１４－１５犦，用于农

药残留的检测。该方法具有分析快速、回收率高、精确度

和准确度好、使用溶剂量少、污染少、操作简便等优点，

近年来主要用于农产品和食品的各项检测中，但在药品

·质量研究·

ＱｕａｌｉｔｙＲｅｓｅａｒｃｈ

ＱｕＥＣｈＥＲＳ超高效液相色谱－串联质谱法检测中药
饮片中黄曲霉毒素

孙夏荣，葛晓明，王建花
（江苏省南京市食品药品监督检验院，江苏 南京 ２１１１９８）

摘要：目的 建立检测中药饮片中黄曲霉毒素的 ＱｕＥＣｈＥＲＳ净化样品结合超高效液相色谱 －串联质谱法。方法 色谱柱采用 Ａｇｉｌｅｎｔ

ＥｃｌｉｐｓｅＸＤＢＣ１８ＲＲＨＤ柱（５０ｍｍ×２．１ｍｍ，１．８μｍ），流动相为 ２ｍｍｏＬ／Ｌ乙酸铵溶液（含０．１％甲酸）－乙腈牗梯度洗脱牘，采用电喷雾

离子源模式（ＥＳＩ）、动态多反应监测（ＤＭＲＭ）正离子扫描下采集数据。结果 ４种黄曲霉毒素在相应测定范围内线性关系良好，相关系

数均大于０．９９，在低、中、高不同浓度加标水平下，平均回收率为８８．４７％～１０８．０６％（ｎ＝６）。结论 该方法简便快速、选择性好、灵敏

度高，适用于中药饮片中黄曲霉毒素的快速检测。

关键词：超高效液相色谱 －串联质谱法；ＱｕＥＣｈＥＲＳ；黄曲霉毒素；中药饮片
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序号

１
２
３
４

化合物

ＡＦＢ１
ＡＦＢ２
ＡＦＧ１
ＡＦＧ２

模式

＋
＋
＋
＋

相对保留时间（ｍｉｎ）

３．６２
３．４２
３．１６
２．９３

母离子相对分子质量

３１３．１
３１５．１
３２９．１
３３１．１

碎裂电压（Ｖ）

１７１
１７０
１５１
１０１

定性离子相对分子质量

２４１．０
２５９．０
３１１．０
２５７．０

定量离子对分子质量

２８５．０
２８７．０
２４３．０
２４５．１

时间（ｍｉｎ）

０
４．５
５．０

Ａ（％）

６５
１５
５

Ｂ（％）

３５
８５
９５

时间（ｍｉｎ）

６．５
７．０
１０．０

Ａ（％）

５
６５
６５

Ｂ（％）

９５
３５
３５

表２ 黄曲霉毒素的质谱离子参数

表１ 流动相梯度洗脱程序

的检测中应用较少。本研究中采用基于 ＱｕＥＣｈＥＲＳ原
理的样品前处理的快速提取方法，结合超高效液相色谱

牗ＵＰＬＣ牘－ＭＳ／ＭＳ法，建立中药饮片中４种黄曲霉毒素
（ＡＦＢ１，ＡＦＢ２，ＡＦＧ１，ＡＦＧ２）的检测方法，提供一种不使用
免疫亲和柱的黄曲霉毒素的检测思路，为药品的监管提

供有效的技术支撑。现报道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器
Ａｇｉｌｅｎｔ６４７０型三重四极杆串联质谱联用仪，包括

电喷雾离子化源（ＥＳＩ）、ＭａｓｓＨｕｎｔｅｒ数据处理系统（美
国安捷伦公司）；ＣＰＡ２２５Ｄ型电子天平（德国 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ
公司，精度为十万分之一）；涡旋混匀器（德国维根公

司）；Ｘ－３０Ｒ型冷冻离心机（德国 Ｂｅｃｋｍａｎ公司）；
Ｍｉｌｌｉ－Ｑ型超纯水系统（美国默克公司）；Ｎ－ＥＶＡＰ
２４型氮吹仪（美国 Ｏｒｇａｎｏｍａｔｉｏｎ公司）；ＫＱ－２５０Ｂ型
超声波清洗器（昆山市超声仪器有限公司，功率为

２５０Ｗ，频率为 ３０ｋＨｚ）。
１．２ 试药

甲醇、乙腈（色谱纯，Ｈｏｎｅｙｗｅｌｌ公司）；甲酸、乙酸铵
（色谱纯，Ａｌａｄｄｉｎ公司）；无水硫酸镁（分析纯，国药集团
化学试剂有限公司）；氯化钠（分析纯，南京化学试剂

股份有限公司）；水为超纯水；黄曲霉毒素混合对照

品 （批 号 为 ６１０００１－２０１８０４），ＡＦＢ１，ＡＦＢ２，ＡＦＧ１，
ＡＦＧ２含量分别为 ０．９３，０．３０，０．９３，０．３５μｇ／ｍＬ，均
购自中国食品药品检定研究院；陈皮、大枣、柏子仁均

为市售样品或抽样样品。

２ 方法与结果

２．１ 液相色谱及质谱条件
２．１．１ 液相色谱条件

色谱柱：ＡｇｉｌｅｎｔＥｃｌｉｐｓｅＸＤＢＣ１８ＲＲＨＤ柱（５０ｍｍ×
２．１ｍｍ，１．８μｍ）；流动相：２ｍｍｏＬ／Ｌ乙酸铵溶液（含
０．１％甲酸，流动相Ａ）－乙腈（流动相Ｂ），按表１进行梯度
洗脱；流速：０．３ｍＬ／ｍｉｎ；柱温：３０℃；进样量：２μＬ。

２．１．２ 质谱条件

离子源模式牗ＥＳＩ牘：正离子模式；毛细管电压４０００；
雾化器流速：９Ｌ／ｍｉｎ；干燥器温度：３２５℃；雾化器压
力：４０ｐｓｉ（１ｐｓｉ＝６．８９ｋＰａ）；鞘气温度：３５０℃；鞘气流
量：１１Ｌ／ｍｉｎ；扫描模式：动态多反应离子监测
（ＤＭＲＭ）。相关质谱采集参数见表２。
２．２ 溶液制备

分别精密量取黄曲霉毒素混合对照品 １ｍＬ，置
２０ｍＬ容量瓶中，用 ７０％甲醇溶液稀至刻度，摇匀，作
为标准贮备液。精密量取标准贮备液适量，用７０％甲醇
溶液稀释成每 １ｍＬ含 ＡＦＢ１，ＡＦＧ１０．０９３，０．４６５，
０．９３０，１．８６０，３．７２０，９．３００ｎｇ，ＡＦＢ２ ０．０３０，０．１５０，
０．３００，０．６００，１．２００，３．００ｎｇ，ＡＦＧ２ ０．０３５，０．１７５，
０．３５０，０．７００，１．４００，３．５０ｎｇ的混合标准系列溶液。取
供试品粉末 ２ｇ（过 ３号筛），精密称定，置 ５０ｍＬ离心
管中，加入 ８０％乙腈溶液（含 ０．１％甲酸）２０ｍＬ，超声
１０ｍｉｎ，离心５ｍｉｎ（离心速率１００００ｒ／ｍｉｎ），取上清液，
再加入 ０．５ｇ氯化钠和 ２ｇ无水硫酸镁，充分涡旋振荡
２ｍｉｎ，离心 ５ｍｉｎ（离心速率 ６０００ｒ／ｍｉｎ），取上清液
１ｍＬ用５０℃氮气吹干，快速加入２ｍｍｏＬ／Ｌ乙酸铵溶
液（含 ０．１％甲酸）－乙腈（６５∶３５，Ｖ／Ｖ）１ｍＬ，过微孔
滤膜（０．２２μｍ），取滤液，供ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ分析。
２．３ 方法学考察

线性关系考察：取６个不同质量浓度的混合标准系列
溶液，分别进样，记录峰面积。以质量浓度（Ｘ，ｎｇ／ｍＬ）
为横坐标、峰面积为纵坐标（Ｙ）绘制标准曲线。结果见
表３。

精密度试验：取同一质量浓度的混合标准系列溶液

（ＡＦＢ１，ＡＦＧ１０．９３０ｎｇ／ｍＬ；ＡＦＢ２０．３００ｎｇ／ｍＬ；ＡＦＧ２
０．３５０ｎｇ／ｍＬ），进样６次。测定结果见表３，各组分峰面
积的 ＲＳＤ均在１．８０％～３．５２％（ｎ＝６），表明仪器精密
度良好。

重复性试验：精密称取空白样品２ｇ（过３号筛），共
６份，加入标准贮备液 ０．１ｍＬ，按供试品溶液制备方法
制备，按拟订条件进样测定。结果见表３，上述各组分峰
面积的 ＲＳＤ＜４．００％（ｎ＝６），表明方法重复性良好。

稳定性试验：取重复性试验项下供试品溶液 １份，
置室温，分别于 ０，４，８，１２，２４ｈ时依法进样测定。结果
见表 ３，各组分峰面积的 ＲＳＤ＜５．００％（ｎ＝５），表明供
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化合物名称

ＡＦＢ１
ＡＦＢ２
ＡＦＧ１
ＡＦＧ２

线性回归方程

Ｙ＝１８５５．４３Ｘ＋７８．８１
Ｙ＝１４２３．５０Ｘ＋８．５４１
Ｙ＝１２１３．４６Ｘ＋１３５．７６
Ｙ＝３３０．３６Ｘ＋６．７８

相关系数牗ｒ２牘

０．９９９７
０．９９８５
０．９９７５
０．９９８７

ＬＯＤ（μｇ／ｋｇ）

０．１０
０．１０
０．２０
０．１０

ＬＯＱ（μｇ／ｋｇ）

０．３０
０．３０
０．６０
０．３０

精密度 ＲＳＤ（％）

１．８
３．０
３．５
３．３

重复性 ＲＳＤ（％）

１．５２
２．７５
１．９３
３．２０

稳定性 ＲＳＤ（％）

４．１８
３．９３
３．５４
４．７３

回收率（％）

９２．２０～１０７．４３
８９．１４～１０８．０６
９２．３１～１０３．７８
８８．４７～１０６．１２

表３ 黄曲霉毒素方法学考察结果（ｎ＝６）

２．４ ２．６ ２．８ ３．０ ３．２ ３．４ ３．６ ３．８ ４．０
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ＦＥ
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ＨＧ

４

２

０

６
４
２
０

１

０．８

０．６

１
０．８
０．６

１．ＡＦＢ１ ２．ＡＦＢ２ ３．ＡＦＧ１ ４．ＡＦＧ２
Ａ，Ｃ，Ｅ，Ｇ．定性离子 Ｂ，Ｄ，Ｆ，Ｈ．定量离子

图１ 黄曲霉毒素定性和定量离子对的 ＤＭＲＭ图
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Ｂ
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试品溶液在２４ｈ内稳定性良好。
检测限与定量限确定：将混合标准系列溶液加入空

白样品溶液中，依法制备供试品溶液并进样测定。以信噪

比（Ｓ／Ｎ）为３∶１确定各组分的检测限（ＬＯＤ），当 Ｓ／Ｎ
为１０∶１确定各组分的定量限（ＬＯＱ）。结果见表３。

准确度试验：取空白样品 ２ｇ，精密称定，共 １８份，
每６份按低、中、高３种质量浓度水平分别精密加入标
准贮备液０．０５，０．１０，０．５０ｍＬ，依法制备供试品溶液并
进样测定，计算回收率。结果见表３。
２．４ 样品含量测定

对１０批市售样品进行测定，结果在２批样品中检
出ＡＦＢ１，其余均未检出。详见图１和图２。
３ 讨论

３．１ 色谱条件优化
曾考察不同比例的甲醇 －水系统、乙腈 －水系统、

乙酸铵－乙腈系统等多个流动相体系进行梯度洗脱。结
果显示，在 ２ｍｍｏＬ／Ｌ乙酸铵溶液的流动相体系下，各

化合物的响应值最高、峰形较好，且加入一定量的甲酸

可进一步提高各化合物的离子化效率，故选取２ｍｍｏＬ／Ｌ
乙酸铵溶液（含０．１％甲酸）－乙腈系统为流动相。
３．２ 质谱条件优化

本试验中对影响离子化效率的干燥器温度、鞘气温

度、鞘气流量、雾化器压力、毛细管电压、碰撞能量等条

件均进行了优化，最终选择电喷雾正离子扫描模式，得

各化合物最佳的质谱条件。

３．３ 样品前处理优化
提取溶剂选择：曾考察不同提取溶剂对４种黄曲霉

毒素的提取效率，比较了甲醇、乙腈、不同比例的酸化甲

醇水溶液（含０．１％甲酸）、不同比例的酸化乙腈水溶液
（含 ０．１％甲酸），结果发现，不同类型的提取溶剂对黄
曲霉毒素的提取效率存在差异。当提取溶剂为 ８０％乙
腈溶液（含 ０．１％甲酸）时，提取效率最高，各化合物回
收率均超过８５％，且选择高有机相比例的提取溶剂，可
明显缩短氮吹时间，节约试验时间。因此，确定 ８０％乙
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腈溶液（含０．１％甲酸）为提取溶剂。
提取方式选择：曾考察超声波提取、涡旋振荡提取

２种方式对提取效率的影响，结果无显著性差异。从试
验操作的方便性考虑，宜采用超声波提取。此外，进一步比

较了不同超声时间（２，５，１０，２０，３０ｍｉｎ）对提取结果的影
响。结果显示，样品超声处理１０ｍｉｎ和２０ｍｉｎ与３０ｍｉｎ
相比，回收率无显著差异，故选择超声处理１０ｍｉｎ。

盐析剂和复溶溶剂选择：ＱｕＥＣｈＥＲＳ方法中盐析剂
对黄曲霉毒素的回收率也有一定影响。经比较发现，

０．５ｇ氯化钠和 ２ｇ无水硫酸镁能促进提取液分层，回
收效率最高。曾考察样品在氮吹蒸干后不同的复溶溶剂

对试验的影响，比较甲醇、乙腈、２ｍｍｏＬ／Ｌ乙酸铵溶液
（含 ０．１％甲酸）－乙腈（６５∶３５，Ｖ／Ｖ）的复溶溶液，结
果直接采用甲醇或乙腈作为复溶溶液，会出现溶剂效

应。故最终选择２ｍｍｏＬ／Ｌ乙酸铵溶液（含０．１％甲酸）－
乙腈（６５∶３５，Ｖ／Ｖ）作为复溶溶液，也作为流动相的初
始比例溶液。

３．４ 方法评价
本研究中建立了基于 ＱｕＥＣｈＥＲＳ原理的样品前处

理方法，结合 ＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ技术，建立中药饮片中 ４
种黄曲霉毒素（ＡＦＢ１，ＡＦＢ２，ＡＦＧ１，ＡＦＧ２）的检测方法。该
方法快速简便、操作性强、灵敏度高，为中药饮片中快速

检测４种黄曲霉毒素提供了新的研究思路和参考。
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