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超高效液相色谱-串联质谱法同时检测地龙药材中 4 种
黄曲霉毒素含量及阳性结果确证
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摘要：建立超高效液相色谱-串联质谱法同时测定地龙药材中黄曲霉毒素 B1、B2、G1、G2 的含量，并对阳性结果进

行确证. 样品经 70% 甲醇提取、免疫亲和柱净化、超高效液相色谱柱分离、三重四极杆质谱检测，并采用离子峰

度比进行阳性结果确证. 结果表明，4 种黄曲霉毒素的线性关系良好（r>0.999 5），回收率在 91.2%~95.6% 范围内.
黄曲霉毒素 B1、B2、G1、G2 的检出限分别为 0.10、0.038、0.11、0.038 µg/kg. 方法专属性好，灵敏度高，准确性好，

可以进行最终阳性检出的判定. 15 批地龙药材中 6 批黄曲霉毒素确证阳性检出, 证明地龙药材较易被黄曲霉毒

素污染.
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Simultaneous Determination of Four Aflatoxins in Pheretima by Ultra
Performance Liquid Chromatography Tandem Mass Spectrometry and

Confirmation of Positive Results
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Abstract：A method for simultaneous determination of aflatoxins B1, B2, G1, and G2 in pheretima was been established by
ultra  performance  liquid  chromatography  tandem  mass  spectrometry  (UPLC-MS/MS),  and  the  positive  results  was
confirmed.  The samples  were  extracted  by 70% methanol,  purified  by a  immunoaffinity  columns,  separated  by UPLC-
MS/MS, detected by triple quadrupole mass spectrometry, and confirmed by ion peak ratio. The results showed that the
linear  relationship  of  the  four  aflatoxins  were  good  (r>0.999  5),  and  the  recoveries  ranged  from 91.2% to  95.6%.  The
limits of detection for aflatoxin B1,  B2,  G1,  and G2 were 0.10, 0.038, 0.11, 0.038 µg/kg, respectively.  The method has a
good specificity, high sensitivity, good accuracy, and can be used to determine the final positive detection. Aflatoxin were
positively  detected  in  6  out  of  15  batches  of pheretima,  which  proved  that  the Pheretima were  more  susceptible  to
contamination by aflatoxins.
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黄曲霉毒素（aflatoxins, AF）是一种毒性极强的

剧毒物质，被各个国家的癌症研究机构列为Ⅰ类致

癌物. 黄曲霉毒素主要是由黄曲霉、寄生曲霉产生

的次生代谢产物，是一组化学结构类似的化合物[1-2]，

主要包括 AFB1、AFB2、AFG1、AFG2，多存在于土壤、

动植物、各种坚果中[3]，在湿热环境下出现黄曲霉毒

素污染的概率最高. 黄曲霉毒素的危害性在于对人

及动物肝脏组织的慢性毒性作用，长期积累可导致

肝癌甚至死亡[4-5]. 各国药典均对黄曲霉毒素在中药

材或中草药中的限量作了规定，如《欧洲药典》规定

AFB1、AFB2、AFG1、AFG2 总量在中草药中的限量

不得高于 4 µg/kg，《美国药典》规定 AFB1、AFB2、

AFG1、AFG2 总量在中草药中的限量不得高于 20
µg/kg，《中华人民共和国药典》规定其总量在中药材

中的限量不得高于 10 µg/kg[6].
地龙药材标准收载在《中华人民共和国药典》

2020 版一部[7]. 采收时需要及时剖开腹部，除去内脏

和泥沙. 由于地龙生长在土壤环境中，故其被 AF 污

染的风险较大. 目前 AF 测定的方法主要有液相色

谱-柱后碘衍生化法或光化学衍生化法-荧光检测器

以及酶联免疫法，但以上方法均存在假阳性的误判

可能性，当超出标准限值时均需要采用质谱检测器

进行阳性确证[8]. 本研究采用超高效液相色谱-串联

质谱法（UPLC-MS/MS）同时测定不同产地多批次

地龙药材中 AFB1、AFB2、AFG1、AFG2 的含量，并

对阳性结果进行确证，从而准确的判定检出情况，

为地龙药材中 AF 污染情况提供参考.

 1　试验部分

 1.1　仪器和试剂

BT125D 型电子天平（北京赛多利斯仪器天平

有限公司），TDL-5-A 型离心机（上海安亭科学仪器

厂），AB SCIEX QTRAP® 5500 型超高效液相色谱-
三重四极杆质谱（美国 AB SCIEX 公司）. 超高压液

相色谱柱（岛津科技有限公司），免疫亲和柱（青岛普

瑞邦生物工程有限公司，规格：3 mL，批号：2J1J24-4）.
AF 混 合 对 照 品 溶 液 ： AFB1、 AFB2、 AFG1、

AFG2 标示质量浓度分别为 1.04、0.38、1.08、0.38
µg/mL，批号：610001-202006，来源于中国食品药品

检定研究院. 氯化钠和醋酸铵（国药集团化学试剂有

限公司，分析纯），甲醇和乙腈（Flsher Scientific，色
谱纯），纯化水为自制.

本次收集到不同产地和批次的地龙药材共

15 批，基本信息如表 1 所列.
 
 

表 1    地龙药材样品基本信息 

Table 1　Basic informations of Pheretima samples

药材编号 样品名称 产地

DL1 广地龙 海南文昌

DL2 广地龙 广东肇庆

DL3 广地龙 广东韶关

DL4 广地龙 广东韶关

DL5 广地龙 广西玉林

DL6 广地龙 广西北海

DL7 沪地龙 湖北襄阳

DL8 沪地龙 河南濮阳

DL9 沪地龙 河南安阳

DL10 沪地龙 浙江嘉兴

DL11 沪地龙 河南焦作

DL12 沪地龙 浙江金华

DL13 沪地龙 江西赣州

DL14 沪地龙 江西九江

DL15 沪地龙 江西宜春
 

 1.2　仪器工作条件

 1.2.1　色谱条件

色谱柱：Shim-pack  XR-ODS， 3.0  mm×75  mm
（1.8 µm）；以 10 mmol/L 醋酸铵溶液为流动相 A，甲

醇为流动相 B；柱温：25 ℃；流速：0.3 mL/min. 按表 2
中的程序进行梯度洗脱.
 
 

表 2    梯度洗脱程序 

Table 2　Gradient elution procedure

时间/min 流动相A/% 流动相B/%

0~4.5 65~15 35~85

4.5~6 15~0 85~100

6~6.5 0~65 100~35

6.5~10 65 35
 

 1.2.2　质谱条件

离子源：电喷雾离子源（ESI 源）；监测模式：正

离子扫描下的多反应监测模式（MRM）；喷雾压强：

0.21 MPa；干燥气流速：8 L/min；干燥气温度：550 ℃；

毛细管电压：5 500 V；三重四极杆离子对及相关电

压参数设定如表 3 所列.
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 1.3　标准曲线绘制

分别精密量取 AF 混合对照品溶液 100、50、25
µL 于 10 mL 容量瓶中，用甲醇稀释至刻度，摇匀，

即得标准曲线溶液 1、2、3. 分别精密量取 1 mL 标

准曲线溶液 2、0.1 mL 标准曲线溶液 1 于 10 mL 容

量瓶中，用甲醇稀释至刻度，摇匀，即得标准曲线溶

液 4、5. 精密量取 1 mL 标准曲线溶液 4 于 10 mL
容量瓶中，用甲醇稀释至刻度，摇匀，即得标准曲线

溶液 6.
 1.4　供试品溶液制备

取供试品粉末约 15 g（过四号筛网），精密称定，

置于均质瓶中，加入氯化钠 3 g、70% 甲醇溶液 75
mL，12 000 r/min 高速搅拌 2 min，4 500 r/min 离心

5 min，取上清液 15.0 mL，置于 50 mL 量瓶中，用水

稀释至刻度，摇匀，4 500 r/min 离心 10 min，取续滤

液 20.0 mL. 通过免疫亲合柱，流速 3 mL/min，用 20
mL 水洗脱，洗脱液弃去，使空气进入免疫亲合柱，

将水挤出，再用适量甲醇洗脱，收集洗脱液，置于

2 mL 量瓶中，加甲醇稀释至刻度，摇匀，用微孔滤膜

（0.22 µm）滤过，取续滤液，即得.

 2　结果与讨论

 2.1　免疫亲和柱技术和质谱测定法的优势

免疫亲和柱技术是利用抗原、抗体之间高度特

异性结合对目标物进行净化富集的一种实验技术，

预置在柱体内的特异性抗体选择性结合样本中的

待测物，杂质不被结合流出柱外，柱上结合的目标

物再被洗脱液洗脱，从而实现目标物的高效净化和

浓缩[9].
质谱法是使待测化合物产生气态离子，再按质

荷比（m/z）将离子分离、检测的分析方法，检测限可

达 10−15~10−12 mol 数量级. 相比较液相色谱法，测试

样品需要的量较少，其检测灵敏度也大幅度提高，

且其较好的专属性可以作为液相色谱检出情况的

进一步确证，大大降低误判阳性检出的情况[10-13].
 2.2　线性范围和检出限

分别精密吸取 1.3 项下系列混合对照品溶液 5
µL，注入液相色谱仪，测定峰面积，以进样质量浓度

（ng/mL）为横坐标，峰面积为纵坐标，绘制标准曲线.
结果如表 4 所列，4 种黄曲霉毒素的线性关系良好

（r>0.999 5）.
取不含 AF 的样品 15 g，加入 0.15 mL 标准曲

线溶液 1，余下操作同 1.4 项下供试品溶液制备，

1.2 项下仪器工作条件测定，以信噪比（S/N）为 3 作

为 4 种黄曲霉毒素的检出限（limit  of  detection，
LOD），结果如表 4 所列，AFB1、AFB2、AFG1、AFG2

的 LOD 分别为 0.10、0.038、0.11、0.038 µg/kg，表
明方法灵敏度较高.

 
 

表 4    回归方程、线性范围和检出限
 

Table 4　Regression equations, linear ranges and limits of detection

组分名称 回归方程 r 线性范围/（ng/mL） LOD/（µg/kg） S/N

AFB1 y=33 600x –1 360 0.999 9 0.104～10.400 0.10 4.5

AFB2 y=30 900x – 4 880 0.999 8 0.038～3.800 0.038 3.1

AFG1 y=26 150x – 6 340 0.999 8 0.108～10.800 0.11 4.2

AFG2 y=21 200x + 2 920 0.999 8 0.038～3.800 0.038 3.3
 

 2.3　精密度考察

取 5 µL 1.3 项下标准曲线溶液 1，在 1.2 项下仪

器条件及测定方法下分别连续进样 6 次，测定各组

分的色谱峰面积.  测试结果：AFB1、AFB2、AFG1、

 

表 3    质谱条件

Table 3　Conditions of mass spectrometer

序号 组分名称
母离子/

（m/z）

子离子/

（m/z）

碎裂电

压/V

碰撞能

量/eV

1 AFB1 313.1 285.1* 160 34

241.0 207 51

2 AFB2 315.1 287.1* 189 37

259.1 200 39

3 AFG1 329.1 243.1* 163 38

311.1 180 31

4 AFG2
331.1 313.1* 185 35

245.1 188 42

注：*定量离子对
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AFG2 色谱峰面积相对标准偏差（RSD) 分别为 1.3%、

2.2%、1.8% 和 2.2%，表明仪器的精密度良好.
 2.4　稳定性试验

取 1.3 项下标准曲线溶液 1，分别于 0、4、８、

16、18、24 h 按 1.2 项下仪器条件进样 5 µL，记录所

测各组分峰面积.  测试结果：AFB1、AFB2、AFG1、

AFG2 色谱峰面积 RSD 分别为 2.6%、2.2%、2.5%
和 2.3%，结果表明在 24 h 内测定结果稳定.
 2.5　重复性和回收率试验

由于 15 批次地龙药材中仅部分检出 AFB1、

AFB2，故在加标回收试验中进行方法的重复性考察.
称取不含 AF 的地龙药材（编号：DL1）粉末约 15 g，
各 6 份，分别精密加入 AF 混合对照品溶液 75 µL，
其余操作同 2.1.2 项下供试品溶液制备，按 2.2 项下

条件分别测定各组分的色谱峰面积，结果如表 5 所

列. 由表 5 可见，AFB1、AFB2、AFG1、AFG2 的平均

回收率分别为 95.6%、93.4%、93.2%、91.2%，加标

测定值的 RSD 分别为 1.9%、2.0%、1.7% 和 2.6%，

表明该方法的回收率满足要求，方法的重复性良好.
 2.6　样品测定

取 15 批次地龙药材，按照 1.4 项下方法制备供

试品溶液，1.2 项下仪器条件进行测定，结果如表 6
所列，结果表明在 6 批地龙样品中检测出 AFB1 和

AFB2，质谱总离子流图如图 1 所示.
 
 

表 6    样品测定结果 

Table 6　Determination results of samples
/(µg/kg)

样品

编号

AFB1质

量分数

AFB2质

量分数

AFG1质

量分数

AFG2质

量分数

总质量

分数

DL1 / / / / /

DL2 / / / / /

DL3 / / / / /

DL4 6.8 0.53 / / 7.33

DL5 / / / / /

DL6 / / / / /

DL7 7.8 0.35 / / 8.15

DL8 6.5 0.31 / / 6.81

DL9 4.3 0.24 / / 4.54

DL10 / / / / /

DL11 / / / / /

DL12 / / / / /

DL13 3.1 0.43 / / 3.53

DL14 2.5 0.31 / / 2.81

DL15 / / / / /

注：“/”：未检出
 

 2.7　阳性结果确证

中药组成成分相较于西药组成成分复杂多样，

三重四极杆质谱是以母离子及子离子组成的离子

对进行检测，由于样品基质成分的复杂性，单个离

子对出现干扰的情况在试验过程中偶有发生. 然而

一个化合物在质谱检测器的离子源中被固定碰撞

电压击碎产生的多个碎片离子之间具有相对固定

的比例，故采用离子对峰面积的比值进行比较更具

有专属性，UPLC-MS/MS 法通常采用离子峰度比对

结果进一步确证阳性检出，即：如果样品检出色谱

峰的保留时间与对照品一致，并且在扣除背景后的

 

表 5    方法的重复性和回收率试验结果

Table 5　Experimental results of repeatability and
recovery of method

添加质

量分数

加入质

量/ng

实测质

量/ng

回收

率/%

平均回收

率/%
RSD/%

AFB1

(5 µg/kg)

78.00 74.21 95.14 95.6 1.9
78.00 73.11 93.73
78.00 75.53 96.83
78.00 76.52 98.10
78.00 72.99 93.58
78.00 75.23 96.45

AFB2

(2 µg/kg)

28.50 26.12 91.65 93.4 2.0
28.50 25.23 90.77
28.50 26.78 93.96
28.50 27.01 94.77
28.50 27.32 95.86
28.50 26.55 93.16

AFG1

(5 µg/kg)

81.00 77.44 95.60 93.2 1.7
81.00 75.26 92.91
81.00 75.36 93.04
81.00 74.82 92.37
81.00 76.35 94.26
81.00 73.78 91.09

AFG2

(2 µg/kg)

28.50 25.15 91.05 91.2 2.6
28.50 26.22 92.00
28.50 25.47 89.37
28.50 25.11 88.11
28.50 27.01 94.77
28.50 26.28 92.21
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质谱图中，所选择的监测离子对均出现，而且所选

择的监测离子对峰面积比与对照品的监测离子对

峰面积比一致，则可判定样品中存在该真菌毒素.
经计算本试验检出的 6 批阳性样品的离子峰度比

AFB1 分别为 75.3%、75.2%、75.1%、75.3%、75.2%、

75.1%，相对平均偏差均小于 0.2%.  AFB2 分别为

85.0%、85.1%、85.1%、85.2%、85.3%、85.0%，相对

平均偏差均小于 0.2%. 均在允许偏差±20% 内，确证

样品阳性检出.

 3　结论

由多批次样品检验情况可以初步得出，地龙药

材中黄曲霉毒素的污染主要为黄曲霉毒素 B1 和 B2.
地龙药材在产地初加工过程中需去除泥沙，而泥沙

为黄曲霉毒素污染的重要来源，如果泥沙去除不净、

保存不当、遇湿热环境，则黄曲霉毒素含量容易超

标[14-17]. 因此地龙药材的黄曲霉毒素监测检验非常

必要[18-21]. 试验结果表明，UPLC-MS/MS 法操作简

便、专属性好、灵敏度高、重复性好，能够对地龙药

材的阳性结果作出准确判定，故将在中药材的黄曲

霉毒素污染检测中发挥重要作用.
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图 1　样品测定图谱

（a）对照品质谱总离子流图，（b）样品质谱总离子流图

Fig. 1　Total ion flow diagrams of samples
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