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摘  要：构建 QuEChERS-超高压液相色谱串联质谱(UPLC-MS/MS)检测粮食中 6 种黄曲霉毒素

（B1、B2、G1、G2、M1、M2）的方法。样品经过乙腈-0.1%甲酸溶液（84∶16）提取后，经 N-

丙基乙二胺（PSA）净化，以 0.1%甲酸-乙腈作为流动相，采用 UPLC-MS/MS 在多反应检测模式

下进行测定，外标法定量。结果显示：6 种毒素标准曲线相关系数均大于 0.99，线性良好，加标

回收率为 80.83%~117.5%，相对标准偏差（RSD）为 1.53%~15.59%。在不同粮食基质中，6 种黄

曲霉毒素的基质效应为 0.81~1.12。该方法的准确度和精确度符合相关标准要求，具有前处理技术

简单、净化效果好、精确度高等优势，适合小麦、大米、玉米、绿豆和红豆样品中 6 种黄曲霉毒

素的定量分析。 
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Abstract: A method based on a QuEChERS sample preparation approach coupled with ultra-performance 

liquid chromatography-tandem mass spectrometry (UPLC-MS/MS) was established to determine six aflatoxins 

(B1, B2, G1, G2, M1, M2) residues in grains. Samples were extracted with acetonitrile –0.1% formic acid 

aqueous solution (84 : 16, v/v), followed by purifying with PSA, and determined by UPLC-MS/MS in 

multiple reaction detection mode with 0.1% formic acid-acetonitrile as mobile phase. The correlation 
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coefficients of the standard curves of the six aflatoxins were all greater than 0.99, showing good linearity. 

The recoveries were 80.83%~117.5%, and the relative standard deviations (RSD) were 1.53%~15.59%. The 

matrix effects of six aflatoxins were 0.81~1.12 in different varieties of grains. The accuracy and precision of 

this method meet the requirements of relevant standards, and have the advantages of simple pretreatment 

technology, good purification effect and high precision determination, which could be suitable for the 

quantitative analysis of six aflatoxins in wheat, rice, corn, mung bean and red bean samples. 

Key words: QuEChERS; UPLC-MS/MS; grains; aflatoxins 

黄曲霉毒素主要分为 B1、B2、G1、G2、M1

和 M2 六种，具有极强的毒性和致癌性[1-2]，粮食、

坚果、饲料中均有可能被污染，严重威胁人类健

康[3]。我国小麦、玉米、豆类等食物中黄曲霉毒

素的限量标准为 5 μg/kg[4]，粮油作物中大多限于

B 和 G 两类黄曲霉毒素的监测，M 类毒素为 AFB1

和 AFB2 的羟基化代谢物，目前仅在乳品中进行

监测[5]，王园梦等[6]发现鲜食核桃贮藏中有大量

AFM1 积累，最高可达 18.88 μg/kg，说明黄曲霉

菌在适宜条件下可在植物样本中分泌 AFM1。王

洁[7]在核桃仁中发现 AFM1 污染，并可以随其深

加工迁移至核桃油和核桃粕。监测粮食样品中

AFM1 和 AFM2，建立粮食中多种黄曲霉毒素快

速、准确的痕量检测方法对确保粮食食品质量安

全尤为重要。 

液相色谱-质谱串联法是目前食品领域真菌

毒素检测最为可靠的定性定量方法，但其检测准

确性和灵敏度受基质效应影响较大[8]。粮食样品

种类繁多，基质复杂，待测毒素与杂质之间相互

干扰产生的基质效应是黄曲霉毒素检测的主要障

碍[9]，由于 QuEChERS 具有操作简单、适用性广、

检测成本低等特点[10]，主要应用于玉米[11]、大米[12]、

乳粉[13]等食品中黄曲霉毒素检测的前处理，且存

在处理基质种类单一、黄曲霉毒素种类较少的问

题。为了监控粮食中黄曲霉毒素的风险因子，本

研究选择小麦、大米、玉米、绿豆和红豆 5 种样

品和 6 种黄曲霉毒素，考察 QuEChERS 法对不同

粮食基质中黄曲霉毒素提取基质效应的影响，并

建立粮食中 6 种黄曲霉毒素的 UPLC-MS/MS 方

法，为我国粮食中黄曲霉毒素的快速检测及污染

风险评估提供技术支持。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂  

实验所用小麦样品：2023 年购买于江苏句容

本地麦农；玉米、大米、绿豆和红豆：本地农贸

市场和拼多多网上商城。 

乙腈、乙酸铵、甲酸（色谱纯）：美国默克公

司；标准品黄曲霉毒素 B1(AFB1)、黄曲霉毒素

B2(AFB2)、黄曲霉毒素 G1(AFG1)、黄曲霉毒素

G2(AFG2)、黄曲霉毒素 M1(AFM1)和黄曲霉毒素

M2(AFM2)：上海源叶生物科技有限公司；质谱

用水为屈臣氏蒸馏水。净化填料乙二胺-N-丙基硅

胶（PSA）、石墨化碳（GCB）和十八烷基硅胶

（C18）：长沙华学生物科技有限公司。 

1.2  仪器与设备 

Agilent 1290 型超高效液相色谱仪-串联质谱

联用仪（ABsciex 4500）：上海爱博才思分折仪器

贸易有限公司；H2050R 型离心机：湖南湘仪实验

室仪器开发有限公司；XP105DR 型电子天平（精

度 0.0001）：美国梅特勒-托利多仪器有限公司。 

1.3  色谱质谱条件 

色谱柱：agilent C18 柱（1.7 μm，50×2.1 mm），

流速 0.25 mL/min，柱温 40 ℃；进样量 1 μL；流

动相 A 为 0.1%甲酸溶液，流动相 B 为乙腈，梯

度洗脱程序为：0~3 min，90 %A；3~5min，90%~ 

10%A；5~7 min，10%A；7~8 min，10%~90%A；

8~10 min，90%A。 

正离子电喷雾多反应监测（MRM）扫描模式；

气帘气：35 psi；电喷雾电压：5 500 V；离子源

温度：450 ℃；雾化气：40 psi，加热器：40 psi，

6 种黄曲霉毒素的质谱参数见表 1。 

1.4  标准溶液的配置 

将 6 种标准溶液用乙腈配成 AFB1、AFB2、 
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表 1  6 种黄曲霉毒素的质谱参数 

Table 1  Mass spectrum parameters of 6 aflatoxins 

化合物 母离子/(m/z) 子离子/(m/z) 去簇电压/kV 碰撞能/kV

AFB1 313.0 285.2*/241.1 80/80 30/50 

AFB2 315.1 287.1*/259. 120/120 35/34 

AFG1 329.1 243.1*/311.1 120/120 37/30 

AFG2 331.1 245.1*/313.1 100/100 40/46 

AFM1 329.1 259.2*/273.1 100/100 33/32 

AFM2 331.0 273.0*/285.1 100/100 32/27 

注：*表示定量离子。 

Note: *indicates quantitative ions. 
 

AFG1、AFG2 浓度为 25 μg/L，AFM1 和 AFM2 浓

度 125 μg/L 的混合标准品储备液，4 ℃冰箱保存。

利用初始流动相将标准品储备液稀释成适当浓度

的标准品工作液，现配现用。 

1.5  样品前处理 

准确称取 2.5 g粉碎小麦样品于 50 mL离心管

中，加入 10 mL 乙腈-0.1%甲酸溶液（84∶16，体

积比），振荡提取 30 min，离心取上清液 2 mL，

加入 40 mg PSA，振荡 5 min，离心取上清液，过

0.22 μm 有机滤膜后待分析。 

1.6  数据处理 

通过 Excel 2021 软件进行数据计算处理、统

计分析及绘图；实验结果用平均值±标准差来表示。 

2  结果与讨论 

2.1  色谱条件优化 

比较了 5 mmol/L 乙酸铵-乙腈、5 mmol/L 乙

酸铵-甲醇和 0.1%甲酸-乙腈 3 种流动相的色谱峰

形和分离效果，发现各组流动相均获得了较好的

分离效果，但 0.1%甲酸-乙腈作为流动相时各毒

素具有更高响应值，因此选用 0.1%甲酸-乙腈作

为流动相进行梯度洗脱，6 种黄曲霉毒素 TIC 离

子流色谱图见图 1。 

2.2  样品前处理优化 

黄曲霉毒素属于极性分子，主要溶解于甲

醇、乙腈和氯仿等有机溶剂[14]，甲醇、乙腈或两

者与水的混合溶液是食品中真菌毒素提取的主要

溶剂[15]。本研究选择乙腈、乙腈-水（84∶16），

乙腈-0.1%甲酸溶液（84∶16）为提取溶剂，提取

剂中添加标准品溶液，使 AFB1、AFB2、AFG1

和 AFG2 浓度为 1.6 μg/L，AFM1 和 AFM2 浓度 

 
 

图 1  6 种黄曲霉毒素 TIC 离子流色谱图 

Fig.1  TIC chromatograms of 6 aflatoxins 

 

为 8 μg/L，考察 3 种提取液对 6 种黄曲霉毒素回

收率的影响。结果如图 2 所示，乙腈、乙腈-水（84∶

16），乙腈-0.1%甲酸溶液（84∶16）3 种提取剂

提取 6 种黄曲霉毒素的回收率分别为 60.5%~ 

79.6%、62.3%~83.8%和 77.7%~85.5%，乙腈-0.1%

甲酸溶液（84∶16）提取时效果较好。因此选择

乙腈-0.1%甲酸溶液（84∶16）为提取剂。 

 

 
 

图 2  3 种提取剂对 6 种黄曲霉毒素回收率的影响 

Fig.2  Effect of three extraction agents on the recovery  
rates of six aflatoxins in wheat 

 
QuEChERS 方法的常用净化剂为 C18、PSA

和 GCB，C18 可去除样品提取液中的脂肪和糖类

物质，PSA 通过氢键结合去除碳水化合物、脂肪、

有机酸和少量色素，GCB 主要去除色素和平面

结构化合物[15]，C18、PSA 和 GCB 对 6 种黄曲

霉毒素的净化结果如图 3 所示，添加 GCB 净化，

6 种黄曲霉毒素的回收率均小于 50%，GCB 对黄

曲霉毒素具有明显的吸附作用。C18 和 PSA 净化

回收率分别为 85.2%~95.8%和 86.2%~101.05%，

添加 PSA 优于 C18，因此采用 PSA 作为净化剂

进行净化。 
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图 3  净化剂质量对小麦中 6 种黄曲霉毒素回收率的影响 

Fig.3  Effect of purifiers on the recovery of six  
aflatoxins in wheat 

 

2.3  基质效益 

基质效应（ME）是 LC-MS 分析时影响结果

准确性的主要因素之一[16]，干扰物与待测组分在

雾滴离子化的过程中产生竞争，影响待测物的离

子化效应，样品前处理过程不能完全去除干扰物

是产生基质效应的主要因素[17]。本研究采用溶剂

标准曲线和基质标准曲线斜率的比值计算 ME

值，ME<0.8 为基质抑制效应；0.8<ME<1.2 表现

为无明显基质效应，ME>1.2 表现为基质增强[18]。 

本研究采用 2.2 节净化方法，选择小麦、玉

米、大米、绿豆和红豆 5 种样品进行基质效应分

析，实验结果如表 2 所示。净化后小麦、玉米、

大米、绿豆和红豆中 6 种黄曲霉毒素的 ME 值维 
 

表 2  6 种黄曲霉毒素在不同样品中的基质效应 

Table 2  Matrix effects of 6 aflatoxins in different samples 

毒素 
样品 

基质 
未净化 

ME 
净化 
ME 

毒素 
样品 

基质 
未净化

ME 
净化
ME

小麦 1.25 1.12 小麦 1.15 1.08

玉米 0.90 0.99 玉米 1.17 0.95

大米 1.18 0.96 大米 1.27 1.09

绿豆 1.22 0.95 绿豆 1.34 1.04

AFB1 

红豆 1.17 1.02 

AFG2 

红豆 1.36 1.09

小麦 1.19 1.11 小麦 0.79 0.90

玉米 0.90 0.98 玉米 0.91 0.93

大米 1.07 0.98 大米 1.31 1.10

绿豆 1.17 1.01 绿豆 0.95 0.96

AFB2 

红豆 1.21 1.07 

AFM1 

红豆 0.80 0.92

小麦 1.27 1.11 小麦 0.81 0.90

玉米 1.27 1.04 玉米 0.72 0.81

大米 1.08 0.96 大米 0.71 0.82

绿豆 1.24 1.09 绿豆 0.66 0.86

AFG1 

红豆 1.35 1.10 

AFM2 

红豆 0.78 0.82

持在 0.8~1.2 之间，PSA 可有效去除有机酸、糖类

杂质，使目标化合物在色谱柱中更好的分离，降

低了基质效应[18]。 

2.4  方法学验证  

采用溶剂配置混合标准工作液，以目标化合

物峰面积为纵坐标（Y），质量浓度为横坐标（X）

绘制标准曲线。线性关系、检出限和定量限见表

3，6 种真菌毒素在线性范围内线性关系良好，

R2>0.99，检出限（LOD）和定量限（LOQ）分别

为 0.14~0.63 μg/L 和 0.47~2.11 μg/L，符合样品衡

量检测要求。 

 
表 3  6 种黄曲霉毒素的线性关系、检出限和定量限 

Table 3  Linear relationships, LOD and LOQ of 6 aflatoxins 

 线性方程 
线性范围/ 

(μg/L) 

相关系 

数(R2) 
检出限/
(μg/L)

定量限/
(μg/L)

AFB1 Y=7 827.2X+1 279.7 0.2~12.5 0.997 4 0.18 0.61 

AFB2 Y=6 440.6X+2 020.6 0.2~12.5 0.997 4 0.14 0.47 

AFG1 Y=5 436.4X+1 652.6 0.2~12.5 0.995 8 0.19 0.65 

AFG2 Y=2 631.9X+217.9 0.2~12.5 0.993 5 0.63 2.11 

AFM1 Y=7 824.7X+572.54 1~62.5 0.998 0 0.29 0.98 

AFM2 Y=8 251.5X+6 332.6 1~62.5 0.997 7 0.21 0.69 

 

在小麦、玉米、大米、绿豆和红豆的空白样

品中，添加高中低 3 种不同浓度水平标准液（AFB1、

AFB2、AFG1 和 AFG2 添加 6.13、1.6 和 0.4 ng/mL，

AFM1 和 AFM2 添加 62.5、16 和 4 ng/mL），每个

水平重复 4 次，6 种毒素的加标回收率为：80.83%~ 

117.50%，相对标准偏差为：1.53%~15.59%，回

收率和精密度符合毒素残留分析方法要求。 

3  结论 

本研究对 6 种黄曲霉毒素的色谱条件和样品

前处理技术进行了优化，建立了 QuEChERS 前处

理技术联合 UPLC-MS/MS 测定 6 种黄曲霉毒素的

检测方法，该方法具有较好的线性关系和准确度，

标准曲线相关系数(R2)>0.99，方法检出限为 0.14~ 

0.63 μg/L，定量限为 0.47~2.11 μg/L，符合痕量分

析检测相关参数要求。建立的 QuEChERS 前处理

方法适合小麦、大米、玉米、绿豆和红豆样品基

质中 6 种黄曲霉毒素的净化除杂，降低样品基质

效应，对样品中 6 种黄曲霉毒素进行三个浓度水

平加标实验，加标回收率为 80.83%~117.5%，相对 
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表 4  6 种黄曲霉毒素精确度及加标回收率 

Table 4  Precision and additive recovery of 6 aflatoxins 

毒素 样品 
加标水平/ 

(μg/L) 
回收率/% 毒素 样品

加标水平/
(μg/L) 

回收率/% 毒素 样品 
加标水平/ 

(μg/L) 
回收率/% 

6.13 114.03±9.73 6.13 102.12±14.90 6.13 110.98±9.30 

1.6 109.17±4.85 1.6 105.63±9.78 1.6 104.58±4.96 小麦 

0.4 117.50±4.08 

小麦

0.4 115.83±10.47

小麦 

0.4 108.33±15.59

6.13 85.43±10.97 6.13 103.92±5.33 6.13 107.29±3.83 

1.6 88.96±5.87 1.6 91.46±6.15 1.6 95.21±2.99 大米 

0.4 82.50±14.72 

大米

0.4 81.67±6.56 

大米 

0.4 109.17±10.47

6.13 95.92±3.78 6.13 97.50±2.73 6.13 106.69±4.00 

1.6 87.08±2.62 1.6 98.54±7.57 1.6 104.17±12.83玉米 

0.4 83.33±8.50 

玉米

0.4 87.50±6.12 

玉米 

0.4 87.50±8.16 

6.13 91.41±5.66 6.13 84.45±11.22 6.13 106.85±5.33 

1.6 91.04±3.08 1.6 82.29±14.36 1.6 107.50±4.54 绿豆 

0.4 80.83±5.14 

绿豆

0.4 80.83±5.14 

绿豆 

0.4 113.33±6.24 

6.13 98.10±10.40 6.13 104.30±2.25 6.13 110.60±2.66 

1.6 82.71±8.93 1.6 107.50±3.57 1.6 113.75±3.10 

AFB1 

红豆 

0.4 80.83±5.14 

AFB2 

红豆

0.4 113.33±5.14 

AFG1

红豆 

0.4 107.50±14.72

6.13 103.05±1.54 62.5 93.23±3.51 62.5 94.63±4.66 

1.6 107.08±13.94 16 93.13±4.36 16 87.13±6.68 小麦 

0.4 115.00±14.72 

小麦

4 91.83±4.59 

小麦 

4 84.58±6.56 

6.13 97.82±8.84 62.5 104.21±2.42 62.5 83.16±7.64 

1.6 104.79±7.68 16 108.96±3.40 16 94.33±3.16 大米 

0.4 109.17±3.12 

大米

4 87.58±4.64 

大米 

4 87.58±10.76

6.13 101.25±12.74 62.5 103.89±3.93 62.5 82.97±2.25 

1.6 95.83±5.31 16 102.52±2.49 16 90.88±1.53 玉米 

0.4 98.33±10.47 

玉米

4 109.12±2.80 

玉米 

4 81.30±12.19

6.13 106.53±3.55 62.5 96.44±6.31 62.5 84.61±13.15

1.6 98.54±8.64 16 93.58±3.48 16 90.71±6.02 绿豆 

0.4 113.33±9.20 

绿豆

4 92.78±2.38 

绿豆 

4 89.92±12.90

6.13 105.38±6.22 62.5 85.71±7.28 62.5 83.37±3.51 

1.6 102.08±2.62 16 85.83±10.31 16 89.06±4.54 

AFG2 

红豆 

0.4 110.67±8.37 

AFM1 

红豆

4 87.04±8.56 

AFM2

红豆 

4 81.75±2.89 

 

标准偏差（RSD）为 1.53%~15.59%，该方法具有

前处理技术简单、适用性强、精确度高和分析时

间短的特点，完全满足粮食中黄曲霉毒素的定量

分析要求。目前，国家尚未建立 M 类黄曲霉毒素

在粮食中的检测方法，未对粮食中 M 类黄曲霉毒

素建立限量要求，因而该方法可用于粮食中 M 类

黄曲霉毒素的监测。 
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