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摘要：建立了基于超高效液相色谱⁃四极杆⁃飞行时间质谱（ＵＰＬＣ⁃Ｑ⁃ＴＯＦ ／ ＭＳ）的 １８ 种真菌毒素非靶向筛查方法。
真菌毒素标准物质用 ＨＳＳ Ｔ３ 色谱柱进行色谱分离后在 ＵＰＬＣ⁃Ｑ⁃ＴＯＦ ／ ＭＳ ＭＳＥ 模式下分别用正、负离子模式采

集，获取 ＭＳ 和 ＭＳ ／ ＭＳ 的信息，记录对应保留时间、加合物离子、碎片离子精确质量数等信息，设置保留时间偏移

为 ０􀆰 ３ ｍｉｎ，加合物离子和碎片离子的精确质量匹配容差为 ５×１０－６，在 ＵＮＩＦＩ 中建立 １８ 种真菌毒素的数据库。 在

稻谷、小麦基质中，以筛查检出限（ＳＤＬ）作为主要参数对筛查方法进行了验证。 １８ 种真菌毒素分为有最大限量和

无最大限量两种类型，结果有最大限量的真菌毒素均能在其限量水平被准确筛查，无最大限量的真菌毒素其 ＳＤＬ
的范围为 ２～８００ μｇ ／ ｋｇ。 基质效应考察表明，稻谷中有 １４ 种真菌毒素有中等基质效应，小麦中有 １１ 种真菌毒素有

中等基质效应。 样品经乙腈提取后用 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 萃取盐包和 ＨＬＢ 净化柱净化，用建立的方法对 ２５ 批稻谷、小麦

进行筛查，结果 ２ 批稻谷中检出 ４ 种真菌毒素，２ 批小麦中检出 ２ 种真菌毒素。 该方法能准确筛查 ＳＤＬ 水平以上的

真菌毒素，具有高通量、简便、快捷、准确等特点，可实现无标准品情况下对稻谷、小麦中多种真菌毒素的定性筛查。
关键词：超高效液相色谱⁃四极杆⁃飞行时间质谱；真菌毒素；稻谷；小麦；数据库；筛查与确证
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　 　 真菌毒素（ｍｙｃｏｔｏｘｉｎｓ）是一类由产毒真菌在

特定的生长环境下产生的有毒次级代谢产物，其对

谷物作物的污染严重威胁了农产品的质量与安

全［１］。 部分真菌毒素具有强毒性等特点，有些毒素

会在饲用动物体内发生结构转化，以结构类似物存

在于食品中，危害人类健康［２］。
　 　 目前发现的数百种真菌毒素中，约 １２ 种真菌毒

素被认为具有严重的健康危害［３］，国际癌症研究机

构（ ＩＡＲＣ）已将黄曲霉毒素列为Ⅰ类致癌物，将赭曲

霉毒素等列为Ⅱ类致癌物［２］，食品安全组织及多个

国家均制定了比较严格的最大残留限量标准和检测

方法。 但是法规覆盖的真菌毒素种类和数量有限，评
估各类真菌毒素在食品的生产、加工及流通等环节的

暴露风险迫在眉睫。
　 　 随着检测技术的不断更新，目前液相色谱⁃串联

质谱 （ ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ） 被认为是残留检测首选的方

法［４－９］。 虽然 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 具有较高的灵敏度和选择

性，但在处理的物质种类繁多时，方法的设置繁琐且

费时［１０］；并且为了准确定性和定量，必须获得各种

高浓度的真菌毒素对照品及对应的同位素内

标［１１－１３］，有些标准品如黄曲霉毒素类（黄曲霉素 Ｂ１

等）因纯度高、毒性大，不免会对实验者及实验环境

造成一定的危害；而且由于靠预先设定的对照品来

进行定性，无法获取对照品以外的真菌毒素残留

信息。
　 　 随着质谱技术的发展，近年来现代液相色谱⁃质
谱联用仪的性能改进以及有助于提升分析效率的软

件工具的开发促进了残留检测技术的发展。 高分辨

质谱（ＨＲＭＳ）能够在全扫描模式下采集选定质量范

围内的全部信息［１４，１５］，因此能分析几乎无限数量的

污染物。 它们还支持通过回顾性数据分析来查找在

测定时未予考虑的污染物［１６］。 并且具有高分辨率、
高灵敏性等数据采集特性［１］， ＨＲＭＳ 也可以对没有

参考标准的化合物进行定性筛查分析［１７］。
　 　 本文建立了包含 １８ 种真菌毒素的 ＵＰＬＣ⁃Ｑ⁃
ＴＯＦ ／ ＭＳ 高分辨质谱数据库，以稻谷和小麦作为研

究对象，通过 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 萃取盐包结合 ＨＬＢ 净化

柱的前处理方法进行筛查研究，确定每种真菌毒素

在稻谷、小麦中的筛查检出限（ＳＤＬ），最后将该方法

应用于部分市售稻谷及小麦的真菌毒素筛查。 本方

法可实现无标准品情况下对真菌毒素的定性筛查，
具有高通量、简便、快捷、准确等特点。
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１　 实验部分

１．１　 仪器与试药

　 　 ＳＹＮＡＰＴ Ｇ２ ＭＳ 四极杆⁃飞行时间高分辨质谱

仪、ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ 超高效液相色谱仪、ＭａｓｓＬｙｎｘ
Ｖ４􀆰 ２ 工作站、ＵＮＩＦＩ 科学信息学系统（美国 Ｗａｔｅｒｓ
公司）； Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ 超纯水纯化系统（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公

司）； ＳＢ ２５⁃１２ ＤＴＮ 超声波清洗机（宁波新芝生物

科技股份有限公司）。

表 １　 １８ 种真菌毒素标准品和混合标准溶液
Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ａｎｄ ｍｉｘｅｄ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ １８ ｍｙｃｏｔｏｘｉｎｓ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ａｂｂｒｅｖｉａｔｉｏｎ
Ｃｏｎｃ． ｏｆ

ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ／
（μｇ ／ ｍＬ）

Ｐｕｒｉｔｙ ｏｆ
ｓｔａｎｄａｒｄ

ｓｕｂｓｔａｎｃｅ ／ ％

Ｃｏｎｃ． ｉｎ ｍｉｘｅｄ
ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

／ （μｇ ／ Ｌ）
Ｓｏｕｒｃｅ

Ａｆｌａｔｏｘｉｎ Ｂ１ （黄曲霉素 Ｂ１） ＡＦＢ１ １０ － ５．０ Ｗｅｌｃｈ
Ａｆｌａｔｏｘｉｎ Ｂ２ （黄曲霉素 Ｂ２） ＡＦＢ２ １０ － ５．０
Ａｆｌａｔｏｘｉｎ Ｇ１ （黄曲霉素 Ｇ１） ＡＦＧ１ １０ － ５．０
Ａｆｌａｔｏｘｉｎ Ｇ２ （黄曲霉素 Ｇ２） ＡＦＧ２ １０ － ５．０
Ｏｃｈｒａｔｏｘｉｎ Ａ （赭曲霉素） ＯＴＡ ５０．４ － １５．１ Ｓｉｇｍａ
Ｓｔｅｒｉｇｍａｔｏｃｙｓｔｉｎ （杂色曲霉毒素） ＳＴ ５０．１ － １０．０ Ｒｏｍｅｒ
ＨＴ⁃２ ｔｏｘｉｎ （ＨＴ⁃２ 毒素） ＨＴ⁃２ １００．４ － ５０．２
Ｔ⁃２ ｔｏｘｉｎ （Ｔ⁃２） Ｔ⁃２ １００．４ － １０．０ Ａｌｔａ
Ｆｕｍｏｎｉｓｉｎｓ Ｂ１ （伏马毒素 Ｂ１） ＦＢ１ １００．３ － １００．３
Ｆｕｍｏｎｉｓｉｎｓ Ｂ２ （伏马毒素 Ｂ２） ＦＢ２ ９９．９ － ９９．９
Ｄｅｏｘｙｎｉｖａｌｅｎｏｌ ３⁃ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ ＤＯＮ⁃３Ｇ １０．０ － ２０００．０
（脱氧雪腐镰刀菌烯醇⁃３⁃葡萄糖苷）
Ａｃｅｔｙｌ⁃ｄｅｏｘｙｎｉｖａｌｅｎｏｌ （１５⁃乙酰基脱氧雪腐镰刀菌烯醇） １５⁃ＡＣＤＯＮ ９９．９ － ７９９．２
Ｐａｔｕｌｉｎ （展青霉素） ＰＡＴ １００．０ － １０００．０
Ｄｅｏｘｙｎｉｖａｌｅｎｏｌ （脱氧雪腐镰刀菌烯醇） ＤＯＮ － ９９．６２ ５０００．０ Ｆｅｒｍｅｎｔｅｋ
Ｎｉｖａｌｅｎｏｌ （雪腐镰刀菌烯醇） ＮＩＶ － １００ ４０００．０
Ｚｅａｒａｌｅｎｏｎｅ （玉米赤霉烯酮） ＺＥＮ － ９９．２４ ３００．０
Ｃｉｔｒｉｎｉｎ （桔青霉素） ＣＩＴ － １００ １００．０
　 Ｃｏｎｃ．： ｍａｓｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ．

　 　 真菌毒素标准品溶液和标准品见表 １， ＱｕＥＣｈ⁃
ＥＲＳ 萃取盐包购自美国安捷伦公司，Ｏａｓｉｓ Ｐｒｉｍｅ
ＨＬＢ 净化柱购自美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司，实验用水为

Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ 超纯水。 甲醇、乙腈 （质谱纯） 购自德国

Ｍｅｒｃｋ 公司，乙酸、甲酸、乙酸铵（质谱纯）购自阿拉

丁试剂公司。
１．２　 色谱⁃质谱分析条件

１．２．１　 ＵＰＬＣ 条件

　 　 色谱柱为Ｗａｔｅｒｓ ＨＳＳ Ｔ３ Ｃ１８ 柱（１００ ｍｍ×２􀆰 １
ｍｍ， １􀆰 ８ μｍ），柱温 ４０ ℃，流动相 Ａ 为含 １％ （体
积分数）乙酸和 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 乙酸铵的水溶液，流动相

Ｂ 为甲醇，流速：０􀆰 ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ。 梯度洗脱程序：０ ～
２􀆰 ０ ｍｉｎ， １０％ Ｂ； ２􀆰 ０ ～ ３􀆰 ０ ｍｉｎ， １０％ Ｂ ～ ２０％ Ｂ；
３􀆰 ０ ～７􀆰 ０ ｍｉｎ， ２０％ Ｂ～２４％ Ｂ； ７􀆰 ０～１０􀆰 ５ ｍｉｎ， ２４％
Ｂ～３０％ Ｂ； １０􀆰 ５～１３􀆰 ５ ｍｉｎ， ３０％ Ｂ～６０％ Ｂ； １３􀆰 ５ ～

１５􀆰 ０ ｍｉｎ， ６０％ Ｂ～ ７０％ Ｂ； １５􀆰 ０ ～ １８􀆰 ０ ｍｉｎ， ７０％ Ｂ
～７５％ Ｂ； １８􀆰 ０ ～ １８􀆰 １ ｍｉｎ， ７５％ Ｂ ～ ９５％ Ｂ； １８􀆰 １ ～
２１􀆰 ９ ｍｉｎ， ９５％ Ｂ； ２１􀆰 ９～２２􀆰 ０ ｍｉｎ， ９５％ Ｂ～１０％ Ｂ。
样品进样量为 ３ μＬ。
１．２．２　 Ｑ⁃ＴＯＦ ／ ＭＳ 条件

　 　 ＥＳＩ 正离子模式：毛细管电压 ３􀆰 ００ ｋＶ，锥孔电

压 ４０ Ｖ，离子源温度 １１０ ℃，脱溶剂气温度 ４５０ ℃，
锥孔气流速 ５０ Ｌ ／ ｈ，脱溶剂气流速 ８００ Ｌ ／ ｈ。 ＥＳＩ 负
离子模式：毛细管电压 ３􀆰 １０ ｋＶ，锥孔电压 ４０ Ｖ，离
子源温度 １１０ ℃，脱溶剂气温度 ４５０ ℃，锥孔气流速

５０ Ｌ ／ ｈ，脱溶剂气流速 ８００ Ｌ ／ ｈ。 ＬｏｃｋＳｐｒａｙ 溶液：
亮氨酸脑啡肽（正离子 ｍ／ ｚ ５５６􀆰 ２７７ １，负离子 ｍ／ ｚ
５５４􀆰 ２６１ ５）；采集模式：ＭＳＥ 模式，质量扫描范围：
ｍ／ ｚ ５０～１ ２００；扫描时间 ０􀆰 ２５ ｓ；低碰撞能量（ＬＥ）
关闭，高碰撞能量（ＨＥ）为 ３ ～ ４０ ｅＶ。 数据采集由

ＭａｓｓＬｙｎｘ Ｖ４􀆰 ２ 工作站完成。
１．３　 数据库的构建

１．３．１　 混合标准溶液的制备

　 　 按表 １ 所示质量浓度配制混合标准溶液。
１．３．２　 数据库信息采集

　 　 在 ｗｗｗ．ｃｈｅｍｓｐｉｄｅｒ． ｃｏｍ 网站上检索真菌毒

素，下载对应的．ｍｏｌ 的文件，将列有各个真菌毒素

化合物名称的 ｅｘｃｅｌ 表格和其结构式的．ｍｏｌ 文件导

入 ＵＮＩＦＩ 软件，ＵＮＩＦＩ 会根据导入的结构式自动生
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１８ 种真菌毒素非靶向筛查数据库及确证方法

成一份包含分子式、质量数的初步数据库。
　 　 在上述色谱⁃质谱条件下，ＵＰＬＣ⁃Ｑ⁃ＴＯＦ ／ ＭＳ 用

ＭＳＥ 模式对表 １ 所示浓度的 １８ 种真菌毒素混合标

准溶液进行采集，获得化合物的保留时间、加合物精

确质量数等信息。 在 ＭＳ ／ ＭＳ 模式下，得到不同碰

撞能量产生的主要碎片离子的精确质量数。 最后将

两次数据采集的保留时间、加合物精确质量数和碎

片离子的精确质量数录入数据库。
１．４　 样品前处理

　 　 准确称取 ５􀆰 ０ ｇ 样品于 ５０ ｍＬ 聚丙烯具塞离心

管中，加入 １０ ｍＬ １０％ （ ｖ ／ ｖ）甲酸水溶液，涡旋混

匀，再加入 １０ ｍＬ 乙腈，振荡提取 ２５ ｍｉｎ，加入

ＱｕＥＣｈＥＲＳ 萃取盐包（含 ４ ｇ 硫酸镁、１ ｇ 氯化钠、１
ｇ 柠檬酸钠、０􀆰 ５ ｇ 柠檬酸二钠盐），振荡 ５ ｍｉｎ，以
４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 的转速离心 ５ ｍｉｎ，取上清液 ２􀆰 ５ ｍＬ 加

至 Ｏａｓｉｓ Ｐｒｉｍｅ ＨＬＢ 小柱上，用柱塞杆稍加施压，滤
液弃去 ０􀆰 ５ ｍＬ 左右，取续滤液，用 ０􀆰 ２２ μｍ 有机滤

膜过滤，进样分析。
１．５　 ＵＮＩＦＩ 筛查条件

　 　 选取加合物（包括［Ｍ＋Ｈ］ ＋、［Ｍ＋ＮＨ４］
＋、［Ｍ－

Ｈ］ －和［Ｍ＋ＣＨ３ＣＯＯ］ －）作为目标质量，低能量通道

质谱报告强度阈值 １００，高能量通道质谱报告强度

阈值 ２０；绝对保留时间漂移 ０􀆰 ３ ｍｉｎ；测得离子质量

数与数据库中的离子理论质量数匹配容差 ５×１０－６。

２　 结果与讨论

２．１　 真菌毒素名单确定及其监管限量

　 　 根据中华人民共和国粮食行业标准 ＬＳ ／ Ｔ ６１３３⁃
２０１８《粮油检验 主要谷物中 １６ 种真菌毒素的测定

液相色谱⁃串联质谱法》 ［１８］ 中发布的主要谷物中 １６
种真菌毒素的名单，结合欧盟关于食品污染物最大

限量的法规 ＥＣ Ｎｏ． １８８１ ／ ２００６［１９］，并考虑到数据库

未来的应用范围，增加了现行检测标准监管较少的

桔青霉素和展青霉素［２］，确定了构建数据库的 １８ 种

真菌毒素名单，见表 １。
　 　 真菌毒素有多种监管限量，具体取决于特定真

菌毒素、被分析基质、监管机构和目标消费者。 参考

中华人民共和国国家标准 ＧＢ ２７６１⁃２０１７《食品安全

国家标准 食品中真菌毒素限量》 ［２０］ 和 ＥＣ Ｎｏ．
１８８１ ／ ２００６［１９］，在稻谷、小麦基质中被监管的真菌毒

素有 ７ 种，被监管的最大限量（ｍａｘｉｍｕｍ ｌｅｖｅｌｓ，
ＭＬｓ）具体数据见表 ２。

表 ２　 本研究中涉及的真菌毒素的最大限量
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｍａｘｉｍｕｍ ｌｅｖｅｌｓ （ＭＬｓ） ｏｆ ｍｙｃｏｔｏｘｉｎｓ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

Ｍｙｃｏｔｏｘｉｎ
ＭＬｓ ｏｆ ｍｙｃｏｔｏｘｉｎｓ ／ （μｇ ／ ｋｇ）

ＧＢ ２７６１⁃２０１７
Ｒｉｃｅ Ｗｈｅａｔ

ＥＣ Ｎｏ． １８８１ ／ ２００６
Ｒｉｃｅ Ｗｈｅａｔ

ＡＦＧ１ ｎｏｎｅ ｎｏｎｅ ｔｏｔａｌ： ４．０ ｔｏｔａｌ： ４．０
ＡＦＧ２ ｎｏｎｅ ｎｏｎｅ
ＡＦＢ１ １０ ５．０
ＡＦＢ２ ｎｏｎｅ ｎｏｎｅ
ＯＴＡ ５．０ ５．０ ３．０ ３．０
ＤＯＮ ｎｏｎｅ １０００ １２５０ １７５０
ＺＥＮ ｎｏｎｅ ６０ １００ １００

２．２　 数据采集条件的优化

　 　 将 １８ 种真菌毒素混合标准溶液完成数据采集

后获得的相关数据信息录入 ＵＮＩＦＩ 数据库（见表

３），总离子流图见图 １。
　 　 在数据库的建立中，为了获得精确的加合物离

子质量数和主要碎片离子质量数，我们在ＭａｓｓＬｙｎｘ
中选择 ＭＳ ／ ＭＳ 模式，根据不同真菌毒素的结构特

性，为每一个真菌毒素设立一组碰撞电压，记录加合

物离子的精确质量数和主要碎片离子的精确质量

数。 如 ＡＦＧ１，考察了在碰撞能量（ＣＥ）分别为 １０、
２０、２５ ｅＶ 的情况下，加合物离子和碎片离子的分布

和响应，选择 ２０ ｅＶ 为其最佳碰撞能量，并记录加合

物离子的精确质量数为 ３２９􀆰 ０６５ ５，主要碎片离子的

精确质量数为 ３１１􀆰 ０５２ ５、２４３􀆰 ０６５ ９和２８３􀆰 ０５４ ４，且
该碎片离子的响应为加合物离子响应的 １０％ 以上。
　 　 确定特定碰撞能量下的加合物离子和子离子之

后，用于样品筛查的色谱⁃质谱图需要在 ＭａｓｓＬｙｎｘ
中选择分辨率模式下的 ＭＳＥ 模式采集。 ＭＳＥ 的特

点是能够获得包含所有成分的 ＭＳ 及 ＭＳ ／ ＭＳ 数据

信息［２１］。 因此我们在 ＭＳＥ 模式下同时开启低能量

和高能量采集通道，高能量通道中设置了梯度碰撞

能量，为 ３～４０ ｅＶ，涵盖了在 ＭＳ ／ ＭＳ 模式下每一个

真菌毒素的碰撞能量。
　 　 其中 １１ 种真菌毒素用正离子模式采集，７ 种真

菌毒素用负离子模式采集。 如果均以正离子或者负

离子的模式采集会导致部分真菌毒素的响应达不到

最佳状态。 另外引入碎片离子这一维度信息，减少

了假阳性的产生。
２．３　 筛查方法的设置

　 　 将包含有色谱、质谱信息的原始数据导入

ＵＮＩＦＩ 科学信息学系统，基本筛查流程见图 ２。
　 　 由于真菌毒素类筛查方法尚未给出明确指南，
我们借鉴欧盟ＳＡＮＴＥ ／ １１８１３ ／ ２０１７指南《食品和饲
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表 ３　 １８ 种真菌毒素精确质量数据库
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｄａｔａｂａｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘａｃｔ ｍａｓｓ ｏｆ ｔｈｅ １８ ｍｙｃｏｔｏｘｉｎｓ

Ｎｏ． Ｃｏｍｐｏｕｎｄ
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｆｏｒｍｕｌａ

ＣＡＳ Ｎｏ． Ｉｏｎ ｍｏｄｅ
Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ
ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ
ｉｏｎ （ｍ／ ｚ）

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ
ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ
ｉｏｎ （ｍ／ ｚ）

Ｐｒｏｄｕｃｔ ｉｏｎｓ （ｍ／ ｚ）
ｔＲ ／
ｍｉｎ

ｍ／ ｚ ｅｒｒｏｒ ／
１０－６

１ ＡＦＧ１ Ｃ１７Ｈ１２Ｏ７ １１６５⁃３９⁃５ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ ３２９．０６５５８ ３２９．０６５５ ３１１．０５２５， ４３．０６５９， ２８３．０５４４ １３．９１ －０．２４
２ ＡＦＧ２ Ｃ１７Ｈ１４Ｏ７ ７２４１⁃９８⁃７ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ ３３１．０８１２３ ３３１．０８０１ ３１３．０６７３， ２８５．０７０１， ２４５．０８４２ １３．５５ －３．４１
３ ＡＦＢ１ Ｃ１７Ｈ１２Ｏ６ １１６２⁃６５⁃８ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ ３１３．０７０６６ ３１３．０６９９ ２８５．０７１６， ２７０．０４７７， ２４２．０５１６ １４．５５ －２．４３
４ ＡＦＢ２ Ｃ１７Ｈ１４Ｏ６ ７２２０⁃８１⁃７ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ ３１５．０８６３１ ３１５．０８５１ ２８７．０９００， ２５９．０５５１， ２４１．０７７７ １４．２７ －３．８４
５ ＳＴ Ｃ１８Ｈ１２Ｏ６ １６３３９１⁃７６⁃２ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ ３２５．０７０６６ ３２５．０７０６ ３１０．０４７５， ２８１．０４４３ １７．５２ －０．１８
６ ＯＴＡ Ｃ２０Ｈ１８ＣｌＮＯ６ ３０３⁃４７⁃９ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ ４０４．０８９５４ ４０４．０８８３ ３５８．０７８３， ２３９．００５２， １６６．１９４４ １６．７１ －３．０７
７ Ｔ⁃２ Ｃ２４Ｈ３４Ｏ９ ２１２５９⁃２０⁃１ ［Ｍ＋ＮＨ４］ ＋ ４８４．２５４１１ ４８４．２５６５ ２４５．１１３５， ３０５．１３５４ １６．２２ ４．９４
８ ＦＢ１ Ｃ３４Ｈ５９ＮＯ１５ １１６３５５⁃８３⁃０ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ ７２２．３９５７５ ７２２．３９９０ ３３４．３０８６， ３５２．３２２２ １５．７９ ４．５０
９ ＦＢ２ Ｃ３４Ｈ５９ＮＯ１４ １１６３５５⁃８４⁃１ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ ７０６．４００８３ ７０６．４０３４ ３３６．３１９８， ３３６．３２６３， ３１８．３１７１ １７．５２ ３．６４
１０ ＣＩＴ Ｃ１３Ｈ１４Ｏ５ ５１８⁃７５⁃２ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ ２５１．０９１４０ ２５１．０９２２ ２０５．０８２８， １９１．０６９２ １４．５５ ３．１９
１１ １５⁃ＡＣＤＯＮ Ｃ１７Ｈ２２Ｏ７ ８８３３７⁃９６⁃６ ［Ｍ＋ＮＨ４］ ＋ ３５６．１７０４３ ３５６．１７０１ ３２１．１３３１， ２７９．０９４４ １２．０５ －０．９２
１２ ＤＯＮ Ｃ１５Ｈ２０Ｏ６ ５１４８１⁃１０⁃８ ［Ｍ＋ＣＨ３ＣＯＯ］ － ３５５．１３９８５ ３５５．１４０９ ２９５．１１５８， ２６５．１０３３， ２４７．０９６８ ４．９５ ２．９６
１３ ＮＩＶ Ｃ１５Ｈ２０Ｏ７ ２３２８２⁃２０⁃４ ［Ｍ＋ＣＨ３ＣＯＯ］ － ３７１．１３４７５ ３７１．１３５３ ３１１．１０５０， ２８１．０９７４ ３．３６ １．４８
１４ ＺＥＮ Ｃ１８Ｈ２２Ｏ５ １７９２４⁃９２⁃４ ［Ｍ－Ｈ］ － ３１７．１３９４５ ３１７．１３８２ ２７３．１４６４， １７５．０３６４， １４９．０５６１ １７．０８ －３．９４
１５ ＤＯＮ⁃３Ｇ Ｃ２１Ｈ３０Ｏ１１ １３１１８０⁃２１⁃７ ［Ｍ＋ＣＨ３ＣＯＯ］ － ５１７．１９２６５ ５１７．１９０５ ４５７．１６９４， ４２７．１６２５ ５．１０ －４．１６
１６ ＨＴ⁃２ Ｃ２２Ｈ３２Ｏ８ ２６９３４⁃８７⁃２ ［Ｍ＋ＣＨ３ＣＯＯ］ － ４８３．２２３５５ ４８３．２２４９ ５９．０１１１， １４１．０１４３ １５．５０ ２．７９
１７ ３⁃ＡＣＤＯＮ Ｃ１７Ｈ２２Ｏ７ ５０７２２⁃３８⁃８ ［Ｍ＋ＣＨ３ＣＯＯ］ － ３９７．１５０４０ ３９７．１５１６ ３３７．１３２５， ３０７．１１９８， １７３．０５６９ １１．９４ ３．０２
１８ ＰＡＴ Ｃ７Ｈ６Ｏ４ １４９⁃２９⁃１ ［Ｍ－Ｈ］ － １５３．０１９３２ １５３．０１８９ １０９．０３２９ ２．８７ －２．９４

图 １　 １８ 种真菌毒素的总离子流色谱图
Ｆｉｇ． １　 Ｔｏｔａｌ ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ （ＴＩＣ） ｏｆ ｔｈｅ １８ ｍｙｃｏｔｏｘｉｎｓ

图 ２　 数据库的筛查流程图
Ｆｉｇ． ２　 Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｐｒｏｃｅｓｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄａｔａ ｌｉｂｒａｒｙ

料中农药残留分析的方法验证和质量控制程序》 ［２２］

中关于高分辨质谱筛查结果的鉴定与确证方法，必
须满足以下 ４ 个条件的前三条：第一，目标峰信噪比

≥３；第二，至少两个测得的质量数（其中一个是碎

·０７·
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１８ 种真菌毒素非靶向筛查数据库及确证方法

片离子）与理论质量数质量偏差不超过 ５×１０－６；第
三，在基质匹配条件下，加合物离子和碎片离子的提

取色谱图保留时间重合（ ±０􀆰 １ ｍｉｎ）；第四，试样与

标准溶液中离子相对丰度的偏差最好不超过 ３０％。
但指南中也提到，第四个指标匹配离子相对丰度的

偏差的要求不那么严格，可能随实验方法和仪器的

稳定性不同而发生偏移，需具体情况具体分析，但应

作为指示值，超过 ３０％ 应进一步调查并判断。
　 　 使用 ＵＮＩＦＩ 数据库进行自动筛查时，所设置的

筛查条件直接影响筛查结果。 筛查结果需要同时满

足保留时间和精确质量数两个条件。 通过积分参数

的设置进行色谱峰识别，并将“已识别”的目标组分

与数据库中指定的保留时间进行匹配。 色谱系统虽

然有较好的稳定性，但由于基质等原因会造成样品

的保留时间与数据库中用标准品录入的保留时间之

间会有一定的偏差，因此我们将保留时间窗口设置

为 ０􀆰 ３ ｍｉｎ。 在质谱方面，需要通过严格的质量数

范围来筛选目标，同时考虑仪器分辨率的稳定性和

筛查的准确性，加合物离子和碎片离子的质量数匹

配容差设为 ５×１０－６。 此外，在进行加合物精确质量

数匹配时，筛选候选项中的所有同位素，识别同位素

的匹配情况，以避免产生假阴性结果。 用真菌毒素

混合标准溶液验证设置的筛查方法，结果显示能将

目标物全部准确标识，没有发生错配的现象。
　 　 以 ３⁃ＡＣＤＯＮ 为例，通过与数据库比对预期保

留时 间 （ １１􀆰 ９４ ｍｉｎ ） 和 预 期 的 精 确 质 量 数

（３３７􀆰 １３２ ５、３０７􀆰 １１９ ８、１７３􀆰 ０５６ ９），就能在混合物

中筛出 ３⁃ＡＣＤＯＮ 并做标识。 在色谱通道中，找到

了加合物离子（ｍ／ ｚ ３９７􀆰 １５１ ９） 和特征碎片离子

（ｍ／ ｚ ３３７􀆰 １３１ ２、３０７􀆰 １２１ ０）对应的色谱峰，该色谱

峰的保留时间如图 ３ 所示，加合物离子的保留时间

（１１􀆰 ８４ ｍｉｎ）和碎片离子的保留时间（１１􀆰 ８４ ｍｉｎ）
完全一致。 ＵＮＩＦＩ 软件给出了低、高两个碰撞能量

通道的质谱图，３⁃ＡＣＤＯＮ 在高碰撞能量通道中，２
个主要碎片离子（ｍ／ ｚ ３３７􀆰 １３１ ２５、３０７􀆰 １２０ ９７）与

数据库中的碎片离子的精确质量数偏差分别为 ３􀆰 ７
×１０－６和 ３􀆰 ８×１０－６。 符合 ＳＡＮＴＥ ／ １１８１３ ／ ２０１７ 指南

中的要求“至少两个测得的质量数（其中一个是碎

片离子）与理论质量数质量偏差不超过 ５×１０－６”。
此外 软 件 给 出 了 碎 片 离 子 （ ｍ／ ｚ ３０７􀆰 １２０ ９７、
１７３􀆰 ０６２ ７１）可能的结构，如图 ４ 所示。
２．４　 筛查方法学验证

　 　 由于本方法侧重于定性筛查，因此重点验证筛

图 ３　 ３⁃ＡＣＤＯＮ 的筛查分析色谱图
Ｆｉｇ． ３　 ３⁃ＡＣＤＯＮ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ

　 ａ． ３⁃ＡＣＤＯＮ ［Ｍ＋ＣＨ３ＣＯＯ］ － ｍ／ ｚ ３９７􀆰 １５１９； ｂ． ｆｒａｇｍｅｎｔ ｉｏｎ
ｍ／ ｚ ３３７􀆰 １３１２； ｃ． ｆｒａｇｍｅｎｔ ｉｏｎ ｍ／ ｚ ３０７􀆰 １２１０．
　 Ａｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎ ｍｏｄｅ： ＭＳＥ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｍｏｄｅ； ｍａｓｓ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｗｉｎ⁃
ｄｏｗ：±５×１０－６ ．

图 ４　 ３⁃ＡＣＤＯＮ 的低能量和高能量通道筛查质谱图
Ｆｉｇ． ４　 ３⁃ＡＣＤＯＮ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒａ ｉｎ ｌｏｗ

ｅｎｅｒｇｙ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｅｎｅｒｇｙ ｃｈａｎｎｅｌｓ
　 ａ． ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｔｉｍｅ： １１􀆰 ８４３７ ｍｉｎ， ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ ｅｎｅｒｇｙ ｃｌｏｓｅｄ （ ｌｏｗ
ｅｎｅｒｇｙ）； ｂ． ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｔｉｍｅ： １１􀆰 ８４３７ ｍｉｎ， ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ ｅｎｅｒｇｙ ｏｆ ３－
４０ ｅＶ （ｈｉｇｈ ｅｎｅｒｇｙ） ．

查方法的准确性与稳定性。 本文参考 ＳＡＮＴＥ ／
１１８１３ ／ ２０１７ 指南，以筛查检出限作为主要验证参

数［２２］。 在稻谷、小麦基质中，１８ 种真菌毒素中有 ７
种真菌毒素规定了 ＭＬｓ， １１ 种尚未规定，按照 ＳＤＬ
的定义“目标物在至少 ９５％ 的样本中被检测到的最
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低浓度（不一定符合 ＭＳ 鉴定标准）” ［２２］，我们把

ＳＤＬ 的水平分成两类，一类是已有 ＭＬｓ 的真菌毒

素，由于这类真菌毒素其限量浓度高低不一，我们无

法用绝对的数值去评估，因此这类真菌毒素以 ０􀆰 ５
倍、１ 倍、２ 倍、４ 倍 ＭＬｓ 作为筛查浓度，做筛查方法

学验证；另一类是没有规定 ＭＬｓ 的真菌毒素，则以

本方法中高分辨质谱能做到的至少 ９５％ 的样品中

可以检测到的最低浓度作为 ＳＤＬ。 其中 ＭＬｓ 是综

合参考 ＧＢ ２７６１⁃２０１７ 与 ＥＣ Ｎｏ． １８８１ ／ ２００６，若针对

同一个真菌毒素有不同的限量规定，则选取较低的

ＭＬｓ 作为本文的依据。
　 　 选取 ２５ 份稻谷、小麦，精密量取混合标准溶液

０􀆰 ５、１􀆰 ０、２􀆰 ０、４􀆰 ０ ｍＬ 添加至 ５ ｇ 样品中，经样品前

处理后进行筛查检测。 通过对检测结果的分析，确
定小麦和稻谷中 １８ 种真菌毒素的 ＳＤＬ，结果见表 ４
和表 ５。

表 ４　 １８ 种真菌毒素在稻谷中的加标水平、检出个数及确定的筛查检出限
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｓｐｉｋｅｄ ｌｅｖｅｌｓ， ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｎｕｍｂｅｒｓ ａｎｄ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔｓ （ＳＤＬｓ） ｏｆ ｔｈｅ １８ ｍｙｃｏｔｏｘｉｎｓ ｉｎ ｒｉｃｅ

Ｎｏ． Ｃｏｍｐｏｕｎｄ
Ｌｅｖｅｌ １

Ｃｏｎｔｅｎｔ ／
（μｇ ／ ｋｇ）

Ｎｕｍｂｅｒ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ∗

Ｌｅｖｅｌ ２
Ｃｏｎｔｅｎｔ ／
（μｇ ／ ｋｇ）

Ｎｕｍｂｅｒ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ∗

Ｌｅｖｅｌ ３
Ｃｏｎｔｅｎｔ ／
（μｇ ／ ｋｇ）

Ｎｕｍｂｅｒ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ∗

Ｌｅｖｅｌ ４
Ｃｏｎｔｅｎｔ ／
（μｇ ／ ｋｇ）

Ｎｕｍｂｅｒ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ∗

ＳＤＬ ／
（μｇ ／ ｋｇ）

１ ＡＦＧ１ ０．５ １３ １．０ ２４ ２．０ ２５ ４．０ ２５ １．０
２ ＡＦＧ２ ０．５ １８ １．０ ２４ ２．０ ２５ ４．０ ２５ １．０
３ ＡＦＢ１ ０．５ １９ １．０ ２４ ２．０ ２４ ４．０ ２５ １．０
４ ＡＦＢ２ ０．５ １８ １．０ ２４ ２．０ ２４ ４．０ ２５ １．０
５ ＯＴＡ １．５ １９ ３．０ ２４ ６．０ ２４ １２．０ ２５ ３．０
６ ＤＯＮ ５００．０ １９ １０００ ２４ ２０００ ２５ ４０００ ２５ １０００
７ ＺＥＮ ３０ ２５ ６０ ２５ １２０ ２５ ２４０ － ＜３０
８ ＳＴ １．０ ２０ ２．０ ２４ ４．０ ２４ ８．０ － ２．０
９ Ｔ⁃２ １．０ － ２．０ １６ ４．０ ２１ ８．０ ２４ ８．０

１０ ＣＩＴ １０．０ － ２０．０ １５ ４０．０ １８ ８０．０ ２４ ８０．０
１１ ＦＢ１ １０．０ １６ ２０．０ ２４ ４０．０ ２４ － － ２０．０
１２ ＦＢ２ １０．０ １５ ２０．０ ２４ ４０．０ ２４ － － ２０．０
１３ ＮＩＶ ４００．０ １８ ８００．０ ２４ １６００ ２５ － － ８００．０
１４ ＤＯＮ⁃３Ｇ ２００．０ － ４００．０ ２１ ８００．０ ２４ １６００ ２４ ８００．０
１５ ＨＴ⁃２ ５．０ － １０．０ １８ ２０．０ ２２ ４０．０ ２５ ４０．０
１６ ３⁃ＡＣＤＯＮ ４０．０ ２１ ８０．０ ２４ １６０ ２５ ３２０ － ８０．０
１７ １５⁃ＡＣＤＯＮ ７９．９ － １５９．８ １７ ３１９．６ １９ ６３９．２ ２４ ６３９．２
１８ ＰＡＴ １００．０ － ２００．０ １５ ４００．０ ２３ ８００．０ ２４ ８００．０
　 －： Ｔｈｅｒｅ ｉｓ ｎｏ ｎｅｅｄ ｆｏｒ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ． ∗ ｉｎ ２５ ｓａｍｐｌｅｓ．

表 ５　 １８ 种真菌毒素在小麦中的加标水平、检出个数及确定的筛查检出限
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｓｐｉｋｅｄ ｌｅｖｅｌｓ， ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｎｕｍｂｅｒｓ ａｎｄ ＳＤＬｓ ｏｆ ｔｈｅ １８ ｍｙｃｏｔｏｘｉｎｓ ｉｎ ｗｈｅａｔ

Ｎｏ． Ｃｏｍｐｏｕｎｄ
Ｌｅｖｅｌ １

Ｃｏｎｔｅｎｔ ／
（μｇ ／ ｋｇ）

Ｎｕｍｂｅｒ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ∗

Ｌｅｖｅｌ ２
Ｃｏｎｔｅｎｔ ／
（μｇ ／ ｋｇ）

Ｎｕｍｂｅｒ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ∗

Ｌｅｖｅｌ ３
Ｃｏｎｔｅｎｔ ／
（μｇ ／ ｋｇ）

Ｎｕｍｂｅｒ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ∗

Ｌｅｖｅｌ ４
Ｃｏｎｔｅｎｔ ／
（μｇ ／ ｋｇ）

Ｎｕｍｂｅｒ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ∗

ＳＤＬ ／
（μｇ ／ ｋｇ）

１ ＡＦＧ１ ０．５ １５ １．０ ２４ ２．０ ２５ ４．０ ２５ １．０
２ ＡＦＧ２ ０．５ １６ １．０ ２４ ２．０ ２５ ４．０ ２５ １．０
３ ＡＦＢ１ ０．５ １８ １．０ ２４ ２．０ ２５ ４．０ ２５ １．０
４ ＡＦＢ２ ０．５ １６ １．０ ２５ ２．０ ２４ ４．０ ２５ １．０
５ ＯＴＡ １．５ ２０ ３．０ ２４ ６．０ ２５ １２．０ ２５ ３．０
６ ＤＯＮ ５００．０ ２０ １０００ ２４ ２０００ ２５ ４０００ ２５ １０００
７ ＺＥＮ ３０ ２５ ６０ ２５ １２０ ２５ ２４０ － ＜３０
８ ＳＴ １．０ ２１ ２．０ ２４ ４．０ ２５ ８．０ － ２．０
９ Ｔ⁃２ １．０ － ２．０ １９ ４．０ ２２ ８．０ ２４ ８．０

１０ ＣＩＴ １０．０ － ２０．０ １４ ４０．０ １９ ８０．０ ２４ ８０．０
１１ ＦＢ１ １０．０ １６ ２０．０ ２４ ４０．０ ２５ － － ２０．０
１２ ＦＢ２ １０．０ １６ ２０．０ ２４ ４０．０ ２４ － － ２０．０
１３ ＮＩＶ ４００．０ １８ ８００．０ ２５ １６００ ２５ － － ８００．０
１４ ＤＯＮ⁃３Ｇ ２００．０ － ４００．０ ２２ ８００．０ ２４ １６００ ２５ ８００．０
１５ ＨＴ⁃２ ５．０ － １０．０ １９ ２０．０ ２４ ４０．０ ２５ ２０．０
１６ ３⁃ＡＣＤＯＮ ４０．０ １９ ８０．０ ２５ １６０ ２５ ３２０ － ８０．０
１７ １５⁃ＡＣＤＯＮ ７９．９ － １５９．８ １９ ３１９．６ ２２ ６３９．２ ２４ ６３９．２
１８ ＰＡＴ １００．０ － ２００．０ １６ ４００．０ ２１ ８００．０ ２４ ８００．０
　 －： Ｔｈｅｒｅ ｉｓ ｎｏ ｎｅｅｄ ｆｏｒ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ． ∗ ｉｎ ２５ ｓａｍｐｌｅｓ．
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１８ 种真菌毒素非靶向筛查数据库及确证方法

　 　 由表 ４ 和表 ５ 可知，对于已有 ＭＬｓ 的真菌毒

素，ＡＦＢ１、ＡＦＢ２、ＡＦＧ１、ＡＦＧ２、ＯＴＡ、ＤＯＮ 均可在稻

谷、小麦基质中在其各自的 ＭＬｓ 水平实现 ９５％ 的样

品被筛查出，其中 ＺＥＮ 在 ０􀆰 ５ 倍 ＭＬｓ，即 ３０ μｇ ／ ｋｇ
的水平也能被准确筛查，则其 ＳＤＬ 小于 ＭＬｓ （６０
μｇ ／ ｋｇ）。 对于目前没有规定 ＭＬｓ 的真菌毒素，以
ＳＴ 毒素为例，在加标水平分别是 １􀆰 ０、２􀆰 ０、４􀆰 ０、８􀆰 ０
μｇ ／ ｋｇ 处，统计能达到筛查标准的样品数量。 在稻

谷基质中，在加标水平为 １􀆰 ０ μｇ ／ ｋｇ 处能被准确筛

查到的样品数为 ２１ 个，我们查看未被筛查到的 ４ 个

样品数据信息，发现信噪比基本在 １０ 左右，保留时

间基本一致，但是加合物离子的实测精确质量数与

理论精确质量数偏差大于 ５×１０－６，因此未被本法识

别。 当其加标水平增大到 ２􀆰 ０ μｇ ／ ｋｇ 时，在稻谷基

质中，能被准确筛查到的样品数为 ２４ 个，符合筛查

条件，也满足了色谱峰信噪比≥３，加合物离子和碎

片离子提取色谱峰保留时间一致。 同样的，当含量

达到 ４􀆰 ０ μｇ ／ ｋｇ 时，在稻谷基质中，能被准确筛查到

的样品数依然为 ２４ 个。 鉴于在上述 ３ 种浓度条件

下的筛查结果，可以认为 ＳＴ 毒素在稻谷基质上的

ＳＤＬ 为 ２􀆰 ０ μｇ ／ ｋｇ，最高水平 ８􀆰 ０ μｇ ／ ｋｇ 的数据不

必统计，在表格中以“ －”表示。 同理，对于 Ｔ⁃２ 毒

素，当 ２􀆰 ０、４􀆰 ０ μｇ ／ ｋｇ 均达不到筛查要求时，对于最

低水平 １􀆰 ０ μｇ ／ ｋｇ 的数据也不做统计，在表格中以

“－”表示。 最终确定没有 ＭＬｓ 的真菌毒素的 ＳＤＬ
数据见表 ４ 和表 ５，最低的 ＳＤＬ 为 ２􀆰 ０ μｇ ／ ｋｇ，为 ＳＴ
毒素；最高的 ＳＤＬ 为 ８００􀆰 ０ μｇ ／ ｋｇ，为 ＮＩＶ、ＤＯＮ⁃
３Ｇ、ＰＡＴ。
　 　 考虑到样品本身会有真菌毒素污染，在做筛查

检出限验证之后，对空白样品进行了一次筛查，１ 份

稻谷中检出 ＡＦＧ１、ＡＦＧ２、ＦＢ１、ＳＴ， １ 份稻谷中检出

ＦＢ１、ＳＴ， ２ 份小麦中检出 ＦＢ１、ＯＴＡ（见 ２􀆰 ６ 节）。
由于受限于样品被污染的多样性、基质效应和仪器

检测灵敏度等因素的制约，我们无法获得绝对不含

１８ 种真菌毒素的空白稻谷、小麦样品，样品本底的

污染会影响被监控真菌毒素 ＳＤＬ 的准确性。 为减

少制约因素带来的误差，采用的措施如下：选用 ２５
批稻谷、小麦样品，均为 １ 年内新粮，储存条件良好，
减少被真菌毒素污染的几率；对 ２􀆰 ６ 节所述样品进

行 ３ 倍体积进样（１０ μＬ），结果仍与 ２􀆰 ６ 节结果一

致，即同样的 １ 份稻谷中检出 ＡＦＧ１、ＡＦＧ２、ＦＢ１、
ＳＴ， １ 份稻谷中检出 ＦＢ１、ＳＴ，同样的 ２ 份小麦中检

出 ＦＢ１、ＯＴＡ，其他真菌毒素均未检出。
　 　 最后的 ＳＤＬ 认定以稻谷中 ＳＴ 毒素为例，当加

标水平为 ２􀆰 ０ μｇ ／ ｋｇ 时，在统计数量过程中，２５ 批

中检出 ２４ 批，则有 ９５％ 的样品被筛查到，但其中包

含了 ２ 批本底受污染的样品，其检出的真菌毒素是

本底和混合标样两个浓度的叠加，考虑到此种情况，
计算时扣掉 ２ 批本底受污染的样品。 剩下的 ２３ 批

可认为是未被 １８ 种真菌毒素污染的样品，结果 ２３
批中检出 ２２ 批，依然可达到 ９５％。
２．５　 基质效应

　 　 在稻谷、小麦提取净化后，可能会有一些共同提

取物对目标真菌毒素的离子化效率产生影响，造成

目标物的信号响应增强或抑制。 针对定性筛查方

法，相关指南并没有给出基质效应的评价方法，由于

基质效应会增强或者抑制离子信号，可能会造成假

阴性或者假阳性的可能，因此我们对定性筛查的基

质效应做初步考察。
　 　 选取自身受真菌毒素污染相对较低的 ３ 批稻

谷、小麦样品作为空白基质，按照 １􀆰 ４ 节进行提取净

化，获得空白基质提取液。 用空白基质提取液和稀

释液分别配制表 ４ 中 ４ 个质量浓度的混合标准溶

液，同法分析。 ＭＥ＝（基质匹配校准曲线的斜率－标
准曲线斜率） ／标准曲线斜率×１００％，当 ｜ＭＥ ｜ ＜２０％
时，弱基质效应，可以忽略；２０％ ≤ ｜ ＭＥ ｜ ≤５０％，中
等基质效应； ｜ ＭＥ ｜ ＞ ５０％，强基质效应。 如图 ５ 所

示，在小麦基质中，有 ７ 种真菌毒素 ｜ ＭＥ ｜ ＜２０％，是
弱基质效应，有 １１ 种真菌毒素 ２０％ ＜ ｜ＭＥ ｜ ＜５０％，是
中等基质效应；在稻谷基质中，有 ４ 种真菌毒素 ｜ＭＥ
｜ ＜２０％，是弱基质效应，有 １４ 种真菌毒素 ２０％ ＜ ｜ＭＥ
｜ ＜ ５０％，是中等基质效应。 对于有 ＭＬｓ 的真菌毒

素，虽然最高的基质抑制达 ４６％，但其在限量浓度水

平，提取离子色谱图中目标物的信噪比大于 ３，且加

合离子和其中一个碎片离子精确质量数与数据库质

量偏差≤５×１０－６，其限量浓度达到了筛查检出限的

水平，可避免假阴性的可能；对于没有 ＭＬｓ 的真菌

毒素，其中 １５⁃ＡＣＤＯＮ、ＤＯＮ⁃３Ｇ、桔青霉素及展青

霉素的基质抑制超过 ４５％，表 ４ 和表 ５ 显示，它们的

ＳＤＬ 则较其他真菌毒素高。 可能的原因是本文中

的净化方法以尽量满足全部目标物的提取而牺牲了

各个真菌毒素的回收率，这种为了获得提取的普适

性而降低针对性的操作，在非靶向筛查中较为常

见［２３，２４］。
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图 ５　 稻谷、小麦中 １８ 种真菌毒素的基质效应
Ｆｉｇ． ５　 Ｍａｔｒｉｘ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ １８ ｍｙｃｏｔｏｘｉｎｓ ｉｎ ｒｉｃｅ ａｎｄ ｗｈｅａｔ

图 ６　 水稻中 ＳＴ 的筛查分析色谱图
Ｆｉｇ． ６　 ＳＴ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｆｏｒ ｒｉｃｅ

　 ａ． ＳＴ ［ Ｍ ＋ Ｈ ］ ＋ ｍ／ ｚ ３２５􀆰 ０７０５； ｂ． ｆｒａｇｍｅｎｔ ｉｏｎ ｍ／ ｚ
３１０􀆰 ０４５５； ｃ． ｆｒａｇｍｅｎｔ ｉｏｎ ｍ／ ｚ ２８１􀆰 ０４３６．
　 Ａｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎ ｍｏｄｅ： ＭＳＥ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｍｏｄｅ； ｍａｓｓ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｗｉｎ⁃
ｄｏｗ：±５×１０－６ ．

图 ７　 水稻中 ＳＴ 的筛查分析质谱图
Ｆｉｇ． ７　 ＳＴ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒａ ｆｏｒ ｒｉｃｅ

　 ａ． ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｔｉｍｅ： １７􀆰 ４７８０ ｍｉｎ， ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ ｅｎｅｒｇｙ ｃｌｏｓｅｄ （ ｌｏｗ
ｅｎｅｒｇｙ）； ｂ． ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｔｉｍｅ： １７􀆰 ４７８０ ｍｉｎ， ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ ｅｎｅｒｇｙ： ３－
４０ ｅＶ （ｈｉｇｈ ｅｎｅｒｇｙ） ．

２．６　 实际样品检测

　 　 采用本文建立的方法对市售 ２５ 批稻谷、小麦进

行了 １８ 种真菌毒素的分析筛查验证，各筛查出 ２ 份

阳性样品，１ 份稻谷中检出 ＡＦＧ１、ＡＦＧ２、ＦＢ１、ＳＴ， １
份稻谷中检出 ＦＢ１、ＳＴ； ２ 份小麦中检出 ＦＢ１、ＯＴＡ，
其他真菌毒素均未检出。 以一份检出 ＳＴ 的稻谷样

品为例，将样品采集的数据与数据库中的保留时间、
加合物离子和碎片离子的精确质量数进行比对，ＳＴ
的提取离子色谱图和质谱图分别见图 ６ 和图 ７。 在

色谱图中，系统通过数据库标识了筛查出来的组分

名字和保留时间，在高能量通道，可以观测到提取的

碎片离子（ｍ／ ｚ ３１０􀆰 ０４５ ５、２８１􀆰 ０４３ ６）对应的色谱

峰，其保留时间（１７􀆰 ４８ ｍｉｎ、１７􀆰 ４７ ｍｉｎ）和 ＳＴ ［Ｍ＋
Ｈ］ ＋加合物离子的保留时间（１７􀆰 ４７ ｍｉｎ）一致。 在

质谱图的低能量通道，有［Ｍ＋Ｈ］ ＋加合物离子峰的

精确质量数 ３２５􀆰 ０７０ ４７，与其理论精确质量数偏差

为 ０􀆰 ６×１０－６。 在质谱图的高能量通道，有特征碎片

离子 ｍ／ ｚ ２８１􀆰 ０４３ ６０，与理论精确质量数偏差为

２􀆰 ４×１０－６，因此加合物离子与碎片离子测得精确质

量数与理论精确质量数均在 ５×１０－６以内。 另外ｍ／ ｚ
２８１􀆰 ０４３ ６０ 这个碎片离子相对丰度与标准溶液相对

丰度的偏差均大于 ３０％。 可能影响碎片离子相对丰

度偏差的因素主要包括仪器设备的稳定性、样品基

质的影响及目标碎片离子较低的响应 （ Ｓ ／ Ｎ ＜
１５） ［１６］。 指南中指出，由于精确质量测量的附加因
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素，对匹配离子相对丰度偏差的要求不那么严格，但
应作为指示值，超过 ３０％ 应进一步调查并仔细判

断。 因此后续可通过调整前处理的方式尝试样品浓

缩来提高信号的响应，再对离子相对丰度的偏差进

行评估。 筛查结果表明，超过了 ＳＤＬ 浓度的真菌毒

素一定能检出，这对于可疑物质的风险控制较为有

利。 但同时，我们认为检出不代表一定超出 ＭＬｓ，
对于检出的真菌毒素的浓度具体是多少，还需 ＬＣ⁃
ＭＳ ／ ＭＳ 进行定量。

３　 结论

　 　 本研究采用超高效液相色谱⁃四极杆⁃飞行时间

高分辨质谱仪建立了真菌毒素非靶向筛查数据库，
并针对稻谷及小麦基质进行筛查方法的开发和验

证，最后将该方法应用于市售稻谷及小麦中真菌毒

素的筛查。 可实现无标准品情况下对真菌毒素的定

性筛查。 该法具有高通量、简便、快捷、准确等特点，
适用于稻谷、小麦中多种真菌毒素的定性检测，同时

也降低了检测人员被多品种、高浓度真菌毒素标准

品危害的几率，为粮谷中的真菌毒素筛查检测提供

新思路与新方法，也为监管提供技术支持。
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