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超高效液相色谱-串联质谱法同时测定水果中
9种真菌毒素
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摘　要：利用超高效液相色谱-串联质谱法建立水果中 9 种真菌毒素同时检测的方法。实验对提取溶剂、净化方式及

色谱质谱条件进行优化。样品经 10 mmol/L 柠檬酸-乙腈溶液提取，再加入氯化钠盐析，离心后上清液采用 C18 吸

附剂进行净化处理，以 ACQUITY UPLC BEH C18 色谱柱分离，采用电喷雾正离子电离，多反应监测模式测定，以

空白基质匹配标准溶液外标法定量。结果表明，9 种真菌毒素在 5 min 内完成色谱分离分析，在各自浓度范围内呈

良好线性关系（R2>0.999），方法的检出限（S/N=3）为 0.004~1.676 μg/kg，定量限（S/N=10）为 0.014~5.587 μg/kg。
以桃、樱桃为基质，在低、中、高 3 个添加浓度水平下，9 种真菌毒素的加标回收率在 84.5%~113.2% 之间，相对标准

偏差为 0.7%~4.0%（n=6）。将该方法用于分析实际水果样品（草莓、樱桃、葡萄、苹果、梨）中 9 种真菌毒素的

污染状况，结果发现小粒、易腐的樱桃和葡萄中共检出白僵菌素、展青霉素、链格孢菌毒素共计 7 种毒素，含量

在 ND（未检出）~12.47 μg/kg 之间。所建方法稳定、准确、灵敏、快速，能够满足水果样品中多组分真菌毒素残

留分析的需求。
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Simultaneous Determination of 9 Mycotoxins in Fruits by Ultra-
performance Liquid Chromatography-Tandem Mass Spectrometry

NI Yang1,2,3，YANG Junjun1,2,3，SHI Lei1,2,3，ZHANG Yingying1,2,3，XIONG Rong1,2,3, *

（1.Institute of Forestry and Pomology, Beijing Academy of Agriculture and Forestry Sciences, Beijing 100093, China；
2.Beijing Engineering Research Center for Deciduous Fruit Trees, Beijing 100093, China；

3.Inspection and Testing Laboratory of Fruits and Nursery Stocks (Beijing) Ministry of Agriculture
and Rural Affairs, Beijing 100093, China）

Abstract： An  ultra-performance  liquid  chromatography-tandem  mass  spectrometry  method  was  developed  for  the
simultaneous determination of 9 mycotoxins in fruit.  Sample extraction, purification conditions and instrument conditions
were optimized.  The samples were ultrasonic extracted with 10 mmol/L citric acid acetonitrile  solution and salted out  by
adding NaCl.  After centrifugation,  the supernatant was cleaned up by C18 sorbent and separated on an ACQUITY UPLC
BEH  C18 column.  The  analytes  were  detected  in  the  multiple  reaction  monitoring  mode  after  being  ionized  by  an
electrospray  positive  ion.  Quantitative  analysis  was  performed  by  the  external  standard  method  using  matrix-matched
calibration  curves.  The  results  showed  that  all  the  9  mycotoxins  were  well  separated  in  5  min.  The  coefficients  of  
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determination (R2) were greater than 0.999, suggesting good linearity of the method in the mass concentration range. The
method  limits  of  detection  (3S/N)  and  limits  of  quantification  (10S/N)  were  0.004~1.676  μg/kg  and  0.014~5.587  μg/kg,
respectively. The recovery experiments were performed with peach and cherry samples at three spiked levels (low, medium
and  high)  were  84.5%~113.2%  with  the  relative  standard  deviations  were  0.7%~4.0%  (n=6).  This  method  was  used  to
analyze the contamination status of 9 mycotoxins in fruit samples (strawberry, cherry, grape, apple and pear). The results
showed  that  beauvericin,  patulin  and Altenuene toxins  were  found  in  cherry  and  grape  samples,  and  their  contents  were
ranged from ND (not detected) ~12.47 μg/kg. The method is proved to be stable, accurate, sensitive and rapid, and can meet
the requirements for the analysis of 9 mycotoxins residues in a variety of fruit samples.

Key words：QuEChERS；ultra-performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry；fruit；mycotoxins

 

水果是我国居民餐桌上的重要组成部分，其在

整个生长周期以及采后加工、贮运销售过程中，尤其

在反季节销售模式下的贮藏期间，易受真菌侵染而产

生并积累具有毒性的次级代谢产物[1]。目前，主要污

染水果的真菌毒素有链格孢菌毒素（Alternaria toxins，
ATs）、展青霉素（Patuline，PAT）、赭曲霉毒素 A（Och-
ratoxine A，OTA）、橘青霉素（Citrinine，CIT）等[2−8]，

大多具有细胞毒性、胚胎毒性、致畸性、致癌性等多

种毒性，可在人体内富集，给人类健康造成极大危

害。此外，一直以来，人们在鲜食果品中存在一定的

误区，认为去除水果腐烂变质部位即可保证食用的安

全性，但研究证明，周围看似健康的部位同样会受真

菌侵染并产生毒素[9]，如链格孢菌可使水果内部变质

而外观无明显变化，且不能通过冲洗等方式去除毒

素[3]；OTA 化学结构稳定，即使在高温高压条件下也

难以完全分解[10]；PAT 是青霉属、曲霉属等 60 余种

真菌的次级代谢产物，这些真菌广泛污染果蔬、粮油

及发酵食品，且在冷藏条件下、加工过程中稳定存

在[11−12]，致使毒素污染的范围难以控制，危害难以

防控。

鉴于真菌毒素的危害，很多国家和机构都制定

了相应的限量标准和分析检测方法，我国在 GB
2761-2017《食品安全国家标准 食品中真菌毒素限

量》中明确规定，PAT 在以苹果、山楂为原料的制品

和饮料类食品中限量值为 50 μg/kg[13]。GB 5009.185-
2016《食品安全国家标准 食品中展青霉素的测定》分

别以液相色谱-串联质谱法（liquid chromatography-
tandem mass spectrometry，LC-MS/MS）和高效液相

色谱法（ high  performance  liquid  chromatography，
HPLC）检测苹果、山楂及其制品中的 PAT 含量，使

用 LC-MS/MS 法，不同试样采用不同前处理方法的

检出限（limit  of detection，LOD）和定量限（limit  of
quantification，LOQ）分别为 1.5~6 μg/kg、5~20 μg/kg；
使用 HPLC 法液体试样的 LOD 为 6  μg/kg、LOQ
为 20 μg/kg，固体、半流体试样的 LOD 为 12 μg/kg、
LOQ 为 40 μg/kg[14]。此外，SN/T 4259-2015《出口水

果蔬菜中链格孢菌毒素的测定》使用 LC-MS/MS 同

时检测 4 种 ATs，适用于苹果、梨、葡萄、猕猴桃、柑

桔等样品，方法的测定低限均为 10 μg/kg[15]。

在对真菌毒素检测技术的探索中，基于抗体的

免疫化学方法已发展得较为完善，准确的快速定性检

测体系已基本建成[16−19]。而在精准定量检测方面，超

高效液相色谱法（ultra-performance liquid chromato-
graphy，UPLC）、HPLC 等作为主流色谱技术的代

表，尤其与质谱联用，凭借强大的分离能力和较好的

灵敏度、准确性，已经发展成为真菌毒素检测领域最

为可靠的定性定量分析方法。然而，上述方法前处理

操作繁琐，难以满足大批量样品的快速检测，QuECh-
ERS 作为一项新兴的高效提取净化方法，因其操作

简单、适用性广、提取净化效率高等优点，近年来也

应用于水果中真菌毒素的检测。曾有研究使用

QuEChERS 方法结合 UPLC-MS/MS 或 HPLC-MS/
MS 分别对红枣[5]、苹果[20]、葡萄[21]、柑橘[22]、芒果[23]

中的 ATs 进行检测，其中，苹果中 5 种 ATs 的 LOQs 为

0.02~1.0 μg/kg，其余水果中多种ATs 的LODs 为 0.11~
12.4 μg/kg。张晓男等[4] 对 QuEChERS 进行改进，采

用新型除水剂 4A 型分子筛，建立了 UPLC-MS/MS
同时检测苹果及其制品中 ATs、PAT、OTA 共 7 种

毒素的定量分析方法，各毒素 LODs 和 LOQs 分别

为 0.02~1.80 μg/kg、1~5 μg/kg。
前期主要针对单一水果中多种 ATs 开展检测方

法的研究，由于水果在生长发育、采收加工、贮运销

售过程中，受多种毒素复合污染的潜在风险较大。因

此，本研究综合利用 QuEChERS 方法和 UPLC-
MS/MS 技术的优势，对提取溶剂、净化方式及色谱

质谱条件进行优化，建立适用于多种水果中多种真菌

毒素的检测分析方法，快速富集和净化水果中 9 种

真菌毒素，在保证较高回收率的情况下，简化前处理

步骤，相比已有方法具有检出限低、分析时间短、适

用范围广等优势，实现水果中多种真菌毒素的快速定

性定量检测，以期为监测、评估水果中多组分真菌毒

素的污染风险和确证检测提供技术支持。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

9 种真菌毒素标准溶液及其浓度见表 1　北京

曼哈格生物科技有限公司；甲酸、乙腈　色谱纯，美

国 Thermo Fisher Scientific 公司；乙酸、柠檬酸、乙

酸铵　分析纯，上海麦克林生化科技有限公司；无水

硫酸镁、氯化钠　分析纯，现代东方（北京）科技发展

有限公司；超纯水　电阻率大于 18.2 MΩ·cm，Milli-
Q 超纯水机制备；微孔过滤膜　尼龙 13 mm×0.22 μm，
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迪马科技有限公司；ACQUITY UPLC BEH C18 色谱

柱（ 2.1  mm×100  mm， 1.7  μm）、ACQUITY  UPLC
HSS T3 色谱柱（2.1 mm×100 mm，1.8 μm）、ACQUITY
UPLC BEH HILIC 色谱柱（2.1 mm×100 mm，1.7 μm）

　美国 Waters 公司；十八烷基硅烷键合硅胶（C18，

60  μm） 、乙二胺 -N-丙基硅烷化硅胶（ primary
secondary amine，PSA，60 μm）　日本岛津公司；桃、

樱桃、苹果、梨、草莓、葡萄等样品　北京市各大超市。

ACQUITY UPLC I-Class 液相色谱仪、Xevo TQ-
S 质谱仪（配有电喷雾离子（electrospray ionization，
ESI）源及 Masslynx4.1 数据处理系统）　美国 Waters
公司；GL-20G-II 型高速冷冻离心机　上海安亭科学

仪器厂；FE20 型实验室 pH 计　瑞士 Mettler Toledo
公司；BSA224S-CW 型电子天平　感量 0.1 mg，德国

Sartorius 公司；PL2002 型电子天平　感量 0.01  g，
瑞士 Mettler Toledo 公司；Milli-Q 超纯水仪　美国

Millipore 公司；ZD-85 型气浴恒温振荡器　常州国

华电器有限公司；QL-8BB 型旋涡混合器　海门市其

林贝尔仪器制造有限公司；L18-Y915S 型食品粉碎

机　九阳股份有限公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   溶液配制　混合标准溶液：分别移取一定体积

的 9 种真菌毒素标准溶液于 10 mL 容量瓶中，加入

适量甲醇稀释并定容至刻度线，得到混合标准工作溶

液，其中 PAT 质量浓度为 500 μg/L，其余 8 种真菌

毒素质量浓度均为 100 μg/L。
空白基质溶液：另取经检测不含 9 种真菌毒素

的样品，按照 1.2.2 节进行样品前处理，制备空白基

质溶液待用。

基质混合标准溶液：分别移取一定体积的 9 种

真菌毒素标准溶液于 10 mL 容量瓶中，加入适量空

白基质溶液稀释并定容至刻度线，配制不同质量浓度

的系列基质混合标准工作溶液。其中，PAT 的标准

工作曲线浓度为 5、10、50、100、250、500 μg/L，其
余 8 种真菌毒素的标准工作曲线浓度均为 1、5、10、
20、50、100 μg/L。

10 mmol/L 柠檬酸-乙腈溶液：称取 1.92 g（精确

到 0.1 mg）柠檬酸于 1 L 容量瓶，加入乙腈溶解并定容。 

1.2.2   样品前处理　参考文献 [4, 24] 中的前处理条

件进行优化，具体如下：称取 10 g（精确到 0.01 g）匀
浆试样置于 50 mL 离心管中，加入 15 mL 10 mmol/L
柠檬酸 -乙腈溶液置于气浴恒温振荡器中振荡

10 min，再加入烘干后的 3.0 g 氯化钠，涡旋振荡 1 min，
5000 r/min 离心 5 min。吸取 6 mL 有机相置于内含

300 mg 无水硫酸镁、200 mg C18 的 10 mL 离心管中，

涡旋振荡 0.5 min，常温静置 5 min 后，过 0.22 μm 有

机滤膜于样品瓶中，待测分析。

加标阴性样品前处理：选取经检测不含 9 种真

菌毒素的样品，在 50 mL 离心管中称取 10 g（精确

到 0.01 g）匀浆试样，分别加入低、中、高 3 个浓度水

平的混合标准溶液（具体添加量详见表 4），按照上述

方法进行样品前处理。 

1.2.3   色谱条件　色谱柱：ACQUITY UPLC BEH
C18 柱（2.1×100 mm，1.7 μm）；柱温：40 ℃；进样量：

2  μL；流速：0.2  mL/min；流动相：A 为乙腈，B 为

0.05% 甲酸-水溶液；梯度洗脱程序：0~0.5 min、90%
B； 0.5~1.0  min、 90%~40%  B； 1.0~3.0  min、 40%~
10% B；3.0~4.0 min、10% B；4.0~8.0 min、90% B。 

1.2.4   质谱条件　离子源：ESI；扫描方式：正、负离

子同时扫描；毛细管电压：2.5 kV；离子源温度：150 ℃；

锥孔电压：30 V；脱溶剂气温度：350 ℃；脱溶剂气流

量：650 L/h；碰撞气：高纯氩气；检测模式：多反应监

测（multiple reaction monitoring，MRM）。 

1.2.5   定性定量方法　结合质谱扫描所得质量数，采

用两个碎片子离子进行定性和定量，以响应较强、稳

定较好的子离子的质荷比（m/z）作为定量离子，响应

次强、干扰少的子离子作为定性离子。 

1.3　数据处理

通过 Waters Masslynx 仪器配置工作站系统进

行数据采集及定性、定量分析，利用 Excel 软件进行

数据分析及图形绘制。 

2　结果与分析 

2.1　质谱条件的优化

混合标准溶液直接进样，根据化合物的性质，先

对 9 种目标物进行 Q1 MS Scan 母离子全扫，确定一

级质谱碎片离子母离子质荷比（m/z）并优化锥孔电

压，得到目标物的母离子和质谱参数。发现 PAT 在

负离子模式下响应值高，分子离子峰为 [M-H]-；而其

它 8 种化合物在正离子模式下响应值高，其中

BEA 分子离子峰为 [M+NH3]
+，ALT、TeA、AOH、

AME、TEN、OTA 和 CIT 均为 [M+H]+。其次在 Q2
MS/MS daughter Scan 子离子扫描模式下进行二级

质谱扫描，每个化合物选择两对特征离子对，以响应

较强、稳定较好的碎片离子的质荷比作为定量离子，

响应次强、干扰少的子离子作为定性离子，优化碰撞

能量，确定质谱参数，9 种真菌毒素 MRM 质谱参数

见表 1。 

2.2　色谱条件的优化

本研究比较了 CQUITY  UPLC  BEH  C18 柱、

ACQUITY  UPLC  HSS  T3 柱和 ACQUITY  UPLC
BEH HILIC 柱对目标物的分离效果。结果发现，使

用 HSS T3 柱时，ALT 和 TeA 峰形较差，响应值较

低；使用 BEH HILIC 柱时，ALT、PAT、TeA 三种化

合物均不出峰；而 BEH C18 柱能够在 5 min 内较好

地分离 9 种化合物，且峰型更加对称，故选定 BEH
C18 柱作为分析色谱柱。

以纯水、甲酸、乙酸铵 3 种水相和甲醇、乙腈两

种有机相的 6 组配比作为流动相，分别测定 9 种真

菌毒素的色谱峰分离及峰形情况，比较不同流动相体

系对真菌毒素的分离效果。实验结果表明，以纯水、
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乙酸铵 2 种水相分别和甲醇、乙腈 2 种有机相组合

时，OTA、ALT、CIT 和 TeA 峰形较差，且丰度和灵

敏度较低。为提高各化合物响应强度，在水相中加入

低浓度甲酸后，发现 9 种真菌毒素峰形对称性得到

明显改善，并且响应值增强。甲醇-甲酸水作为流动

相时，TeA 和 ALT 峰形严重拖尾，而乙腈-甲酸水作

为流动相时则无此现象，因此，最终以乙腈-甲酸水作

为流动相体系。进一步优化甲酸浓度（0.01%、

0.05%、0.1%），当流动相为乙腈-0.05% 甲酸水时，

9 种真菌毒素的色谱峰形和响应强度最好，保留时间

稳定，色谱条件优化后的 MRM 色谱图见图 1。 

2.3　提取剂的选择

大多数真菌毒素易溶于有机溶剂，乙腈和甲醇

是目前最常用的两种提取溶剂[25]，甲醇比乙腈具有更

好的溶解性，易将样品中的酸、酚、脂肪、色素等物

质提取出来，致使提取液中杂质较多，不利于后续的

盐析和净化[26]。由于降低提取溶剂 pH 能提高部分

毒素的稳定性和回收率[4, 26−27]，因此本实验比较了乙

腈、10 mmol/L 柠檬酸-乙腈[4]、10% 甲酸-乙腈[26] 和

0.1% 乙酸-乙腈[27]4 种提取溶剂对 9 种真菌毒素提

取效果的影响。

结果如图 2 所示，采用纯乙腈提取时，BEA 回收

率为 136.7%，TeA 回收率为 76.4%，其余 7 种真菌

毒素回收率为 81.6%~104.1%。对乙腈进行 3 种不

同程度的酸化后，BEA 回收率分别降低为 90.6%、

85.8%、 86.8%， TeA 回收率分别提高为 90.7%、

78.7%、86.5%。以 10% 甲酸-乙腈为提取溶剂时，

PAT 回收率最低，为 74.2%。采用 10 mmol/L 柠檬

酸-乙腈、0.1% 乙酸-乙腈提取时，9 种真菌毒素的回

收率分别为 86.0%~97.9%、81.5%~92.5%，考虑到柠

檬酸更为经济环保，因此选用 10 mmol/L 柠檬酸-乙
腈溶液作为提取溶剂。 

2.4　净化剂的选择

在毒素提取的过程中，水果样品中的色素、有机

酸、糖类物质、酚类物质等组分也被部分提取，这不

仅会影响痕量目标物的检测，也会对色谱、质谱系统

造成污染，为降低基质效应，需要对提取液进行净化[25]。

参考 QuEChERS 技术中的净化方法，选择常用的

PSA 和 C18 吸附剂，C18 作为非极性吸附剂能够吸附

基质中的非极性物质，有效去除样品中的脂质、糖类

等有机化合物；PSA 是一种碱性吸附剂，在结构上有

两个氨基，可以通过氢键结合去除基质中的碳水化合

物、有机酸、色素等。本研究比较了不同用量的

PSA 和 C18 净化对毒素回收率的影响。

结果如图 3 所示，在 100~400 mg 用量下的 PSA
对 AOH、TeA、OTA 和 CIT 均有不同程度的吸附，

其回收率为 22.8%~68.4%；而 C18 的净化效果较好，

当用量为 200 mg 时，9 种真菌毒素的回收率最佳，

为 88.5%~108.9%。张晓男等[4]、王玉娇等[28] 在研究

干/鲜果品中多种真菌毒素的提取方法时，也发现经

C18 吸附剂净化后，多种真菌毒素的回收率分别在

75.6%~111.8% 和 77.5%~103.7% 之间，结果较为满

意。因此，本实验选用 200 mg C18 进行净化处理。 

2.5　基质效应

为评价基质效应，采用基质标与溶剂标曲线斜

率的比值考察了 9 种目标毒素在 5 种水果中的信号

增强/抑制程度（signal suppression/enhancement, SSE），
SSE 值大于 1.2 表示存在基质增强效应，小于 0.8 表

示存在基质抑制效应，在 0.8~1.2 之间则视为基质效

应影响不大[26]。测定结果如表 2 所示，在 5 种水果

样品中，PAT、ALT、AME 和 AOH 基质抑制效应明

显（<0.8），TEN、TeA 基质增强效应明显（>1.2）；
CIT 仅在樱桃样品中基质抑制效应明显；而 BEA 和

OTA，在 5 种水果样品中的基质效应尚在可接受范

围内（0.8~1.2）。因此本实验采用空白基质外标曲线

法进行定量，以补偿基质效应。 

2.6　方法学验证 

2.6.1   方法的线性关系、LODs 和 LOQs　取空白桃

样品，按照 1.2.2 进行样品前处理，配制一系列浓度

的基质混合标准工作液，上机测定后，分别以 9 种真

菌毒素的色谱峰面积为纵坐标（Y），对应的质量浓度

为横坐标（X），进行线性回归分析，计算回归方程和

 

表 1    9 种真菌毒素检测质谱参数

Table 1    Mass spectrometric parameters for 9 mycotoxins

真菌毒素 缩写 标液浓度（μg/mL） 保留时间（min）
m/z

锥孔电压（V） 碰撞能量（eV）
母离子 子离子

展青霉素（Patuline） PAT 100 2.30 153.0 81.0*/108.9 −15 −11；−7

白僵菌素（Beauvericin） BEA 100 4.89 801.4 244.2*/262.2 30 35；20

交链孢烯（Altenuene） ALT 10 3.09 293.1 239.1*/257.0 30 20；15

细交链孢菌酮酸（Tenuazonic Acid） TeA 100 3.46 198.2 125.0*/139.0 30 18；20

交链孢酚（Alternariol） AOH 99.9 2.89 259.0 185.0*/213.0 30 28；25

交链孢酚单甲醚（Alternariol Monomethyl Ether） AME 100 3.50 273.1 128.0/258.0* 30 35；35

腾毒素（Tentoxin） TEN 100 3.04 415.1 256.0/312.1* 30 20；20

赭曲霉毒素A（Ochratoxine A） OTA 10 3.52 404.1 239.1*/358.1 30 25；20

橘青霉素（Citrinine） CIT 100 3.14 251.2 191.1*/205.2 30 25；20

注：*为定量离子。
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相关系数，并根据信噪比（S/N）确定 LOD（S/N=3）和

LOQ（S/N=10），结果见表 3。PAT 的曲线浓度范围

与其它毒素不同，主要考虑了 PAT 的限量水平、仪

器响应值等因素。各目标物在各自质量浓度范围内，

峰面积与质量浓度呈现良好的线性关系，R2 在 0.9991~

0.9999 之间。PAT 的 LOD 和 LOQ 分别为 1.676、

5.587 μg/kg，满足 GB 2761-2017[13] 和 GB 5009.185-

2016[14] 规定的测定要求。其它 8 种真菌毒素的 LODs

为 0.004~0.122  μg/kg，LOQs 为 0.014~0.406  μg/kg，

相关毒素均低于 SN/T 4259-2015[15] 中制定的 LODs，

表明本方法具有较好的灵敏度和良好的定性定量分

析能力。
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图 1    9 种真菌毒素的 MRM 色谱图

Fig.1    The MRM chromatograms of 9 mycotoxions
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图 2    不同提取剂对 9 种真菌毒素回收率的影响

Fig.2    Effects of different extractants on the recovery
of 9 mycotoxins

注：1. 乙腈；2.  10 mmol/L 柠檬酸-乙腈；3.  10% 甲酸-乙腈；
4. 0.1% 乙酸-乙腈。
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图 3    净化剂对 9 种真菌毒素回收率的影响

Fig.3    Effects of different purification reagents on the recovery
for 9 mycotoxins

 

 

表 2    9 种真菌毒素的基质效应

Table 2    Matrix effects of 9 mycotoxins

样品
SSE值

PAT BEA TEN OTA ALT AME AOH CIT TeA

桃 0.70 0.96 1.39 1.09 0.75 0.76 0.72 0.83 1.46
樱桃 0.65 0.91 1.32 1.00 0.68 0.70 0.65 0.77 1.36
葡萄 0.68 0.93 1.27 0.93 0.73 0.65 0.76 0.87 1.28
苹果 0.73 0.87 1.21 0.92 0.66 0.68 0.72 0.82 1.29
柑橘 0.59 0.85 1.36 1.13 0.71 0.63 0.69 0.81 1.31
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2.6.2   回收率与精密度　选取空白桃和樱桃样品为

本底，对 9 种真菌毒素进行低、中、高 3 个浓度水平

的加标回收实验，在优化的实验条件下，每个加标水

平重复测定 6 次，分别计算加标回收率和相对标准

偏差（relative standard deviation，RSD），结果见表 4。
在 2 种水果基质中，各毒素在低水平添加量下的平

均回收率为 84.5%~106.5%，RSDs 为 0.8%~4.0%；在

中水平添加量下的平均回收率为 85.9%~113.2%，

RSDs 为 1.1%~2.9%；在高水平添加量下的平均回收

率为 86.1%~111.3%，RSDs 为 0.7%~3.3%，符合 GB/T

27404-2008[29]《实验室质量控制规范 食品理化检

测》的技术要求，表明本方法具有良好的准确度和精

密度。
 

2.7　实际样品测定

采用本研究建立的方法对从超市购买的草莓

（10 份）、樱桃（5 份）、葡萄（10 份）、苹果（10 份）、梨

（10 份）共计 45 份样品进行检测，结果发现 3 份样品

中检出真菌毒素，分别为樱桃样品 2 份、葡萄样品

1 份，阳性率为 6.67%，所检测到的真菌毒素有

PAT（检出率 6.67%）、ALT（检出率 6.67%）、TeA（检

出率 4.44%）、AOH（检出率 2.22%）、AME（检出率

2.22%） 、 TEN（ 检 出 率 2.22%） 和 BEA（ 检 出 率

2.22%）。如表 5 所示，有 2 份樱桃样品共检出

PAT、ALT、TeA 和 BEA 4 种真菌毒素，1 份葡萄样

品中检出 PAT、ALT、TeA、AOH、AME 和 TEN
6 种真菌毒素。
 
 

表 5    市售水果中真菌毒素的检测结果
Table 5    Detection results of mycotoxins in commercial fruits

样品 PAT
（μg/kg）

ALT
（μg/kg）

TeA
（μg/kg）

AOH
（μg/kg）

AME
（μg/kg）

TEN
（μg/kg）

BEA
（μg/kg）

樱桃1 7.33 0.28 ND ND ND ND ND
樱桃2 11.35 12.47 1.53 ND ND ND 1.83
葡萄1 6.18 1.78 9.05 2.31 0.46 1.17 ND

注：ND为未检出。

PAT 和 ATs 是水果中污染最为广泛、危害最大

的重点毒素，其产毒真菌是樱桃和葡萄采后贮藏过程

中的主要病原菌[30−31]，同样广泛污染蔬菜、粮食、油

料等作物，在草莓、樱桃、葡萄、苹果、梨、桃等果品

中均有检出[2−5, 32]。据报道，新鲜水果中很少有 PAT
产生，由青霉、曲霉等引起的腐烂水果样品中，PAT
阳性率和检出浓度较高[33−34]。链格孢菌可在水果贮

运过程中的低温潮湿环境下生长，易于含水量和水分

活度高的水果中增殖，浆果类水果的毒素检出率较

高[12, 32]。本次超市抽检的小粒、易腐的樱桃和葡萄

中，部分样品均含有 PAT 和 ALT，而 9 种真菌毒素

在草莓、苹果、梨样品中均未检出，可能与水果的新

鲜程度、包装形式及贮藏条件等因素有关。 

3　结论
本研究建立了 QuEChERS 前处理方法结合

UPLC-MS/MS 技术同时测定水果中 9 种真菌毒素

的分析方法。实验优化了色谱质谱条件，使 9 种毒

素拥有较合适的出峰时间、较好的峰形和较高的响

 

表 3    9 种真菌毒素的线性范围、LODs 和 LOQs（n=6）
Table 3    Linear range, LODs and LOQs of 9 mycotoxins (n=6)

真菌毒素 线性范围（μg/L） 线性方程 R2 LOD（μg/kg） LOQ（μg/kg）

PAT 5~500 y=1.567x+9.088 0.9996 1.676 5.587
BEA 1~100 y=51525x+145557 0.9991 0.011 0.036
TEN 1~100 y=28502.2x−9701.1 0.9998 0.021 0.071
OTA 1~100 y=58099.6x−80489.7 0.9999 0.004 0.014
ALT 1~100 y=3042.5x+8282.8 0.9999 0.008 0.026
AME 1~100 y=5133.1x−1272.5 0.9999 0.016 0.054
AOH 1~100 y=7200.3x−13125 0.9997 0.033 0.110
CIT 1~100 y=15756.1x+21228.4 0.9992 0.026 0.087
TeA 1~100 y=7062.3x+6883.9 0.9999 0.122 0.406

 

表 4    9 种真菌毒素的加标回收率和 RSDs （n=6）
Table 4    Recoveries and RSDs of 9 mycotoxins (n=6)

序号 真菌毒素

桃 樱桃

添加量
（μg/kg）

回收率
（%）

RSD
（%）

添加量
（μg/kg）

回收率
（%）

RSD
（%）

1 PAT
5.0 87.3 3.9 5.0 84.5 3.9

10.0 86.6 2.7 10.0 85.9 2.7
20.0 93.2 2.0 20.0 89.3 2.0

2 BEA
0.5 92.3 0.8 0.5 90.6 0.8
2.0 94.8 1.8 2.0 91.3 1.8
5.0 91.2 1.3 5.0 92.5 1.3

3 TEN
0.5 91.6 2.9 0.5 89.5 2.9
2.0 89.8 1.5 2.0 89.1 1.5
5.0 93.7 0.7 5.0 94.3 0.7

4 OTA
0.5 92.7 2.5 0.5 88.3 2.5
2.0 91.3 1.2 2.0 93.1 1.2
5.0 94.3 2.0 5.0 96.1 2.0

5 ALT
0.5 90.5 4.0 0.5 106.5 4.0
2.0 90.9 2.4 2.0 113.2 2.4
5.0 91.8 3.3 5.0 111.3 3.3

6 AME
0.5 96.8 1.4 0.5 90.1 1.4
2.0 93.2 1.7 2.0 89.8 1.7
5.0 93.7 1.4 5.0 91.8 1.4

7 AOH
0.5 98.2 1.8 0.5 91.6 1.8
2.0 88.2 1.6 2.0 93.3 1.6
5.0 94.1 1.2 5.0 87.9 1.2

8 CIT
0.5 91.8 3.5 0.5 88.7 3.5
2.0 86.1 1.1 2.0 90.0 1.1
5.0 93.9 1.0 5.0 86.1 1.0

9 TeA
0.5 93.5 1.8 0.5 86.9 1.8
2.0 91.9 2.9 2.0 93.6 2.9
5.0 94.1 2.8 5.0 91.6 2.8
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应值，并通过优化提取溶剂、净化方法等前处理条件

有效减少样品的基质干扰。建立的检测方法中，9 种

真菌毒素在 5 min 内完成色谱分离分析，在各自质量

浓度范围内线性关系良好（R2>0.999），检出限低，灵

敏度高。桃和樱桃样品中低、中、高 3 个添加浓度水

平的加标回收率在 84.5%~113.2% 之间，RSDs 为

0.7%~4.0%（n=6），结果较为满意。与以往单一水果

种类中以 ATs 为主的检测方法相比，本方法操作简

单、快速、毒素种类多、适用范围广，方法学验证及

实际样品检测结果表明其灵敏度高、精密度好、实用

性强，可以实现 9 种真菌毒素的有效分离和准确定

量测定，满足水果中痕量毒素定量分析的要求，对监

测、评估水果中多组分真菌毒素的污染风险评估和

确证检测具有参考意义。

实际样品测定结果显示，有 2 份樱桃样品共检

出 PAT、ALT、TeA 和 BEA 4 种毒素，1 份葡萄样品

检出 PAT、ALT、TeA、AOH、AME 和 TEN 6 种毒

素，其余样品中均无毒素检出。实验结果表明售价较

高、货架期较短的小粒、易腐类水果，在贮藏、销售

过程中，存在真菌毒素混合污染的安全隐患，应给予

持续关注。目前针对水果中的真菌毒素限值标准相

关甚少，我国仅对苹果、山楂及其制品中的 PAT 规

定了限值和测定方法，有必要健全水果中的真菌毒素

限量标准及检测标准。
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