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真菌毒素是由产毒真菌在适宜的环境条件下产生的有毒次生

代谢产物，中药材在种植、运输及储存等过程中易产生一些真菌

毒素，如黄曲霉毒素、伏马毒素、赭曲霉毒素、呕吐毒素、玉米

赤霉烯酮等，黄曲霉毒素被世界卫生组织（WHO）划定为Ⅰ类致

癌物，是一种毒性极强的，对人和动物肝脏组织有破坏作用，严

重时，可导致肝癌甚至死亡。主要的黄曲霉毒素有四种：黄曲霉

B1、B2、G1和G2，以黄曲霉毒素B1最为多见。2020版中国药典对

中药材的黄曲霉毒素制定了限量标准，其中黄曲霉毒素B1不得高

于5 μg/kg，黄曲霉B1、B2、G1和G2总量不得高于10 μg/kg。本文

以水蛭为基质，根据2020版中国药典2351通则，建立了中药材中

黄曲霉毒素的定量方法，为真菌毒素的检测提供一套完整的解决

方案。

方法特点

1.  提供一套完整的样品前处理方法、液相方法和质谱方法，节省

了检测工作者的方法开发时间

样品前处理

遵照中国药典2351通则中黄曲霉毒素的前处理方法，准确称

取试品粉末约 15 g（过二号筛），加入氯化钠3 g，精密加入70%

甲醇溶液 70 mL，高速搅拌2 min（搅拌速度大于11000 r/min），

离心5 min，精密量取上清液15 mL，用水稀释至 50 mL，摇匀，离

心10 min，精密量取上清液20 mL，通过免疫亲和柱。流速每分钟

3 mL，用水20 mL洗脱，弃去洗脱液，使空气进入柱子，再用2 mL
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甲醇洗脱，收集洗脱液，过0.22 μm微孔滤膜，滤液进行LC-MS/MS

分析 。
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液相条件

色谱柱：Phenomenex Kinetex C18 (100mm×2.1 mm, 1.7 μm)

柱温：25 ℃

进样体积：5 μL

流动相：A为水含10 mM乙酸铵，B为甲醇

流速：0.3 mL/min

 ExionLC™ AC系统+ SCIEX Triple Quad™ 3500 LC-MS/MS系统
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2.专属性

对空白基质样本中黄曲霉毒素提取离子流图的考察表明，4种

黄曲霉毒素的出峰位置无干扰，专属性良好（图3）

表1. 液相梯度洗脱，液相总运行时间为10 min

质谱条件

SCIEX Triple Quad™ 3500 LC-MS/MS系统

离子源为ESI源；

扫描方式为MRM采集模式 ，正离子扫描；

IS电压：5500 V； 气帘气CUR：35 psi；

雾化气GS1：50 psi； 辅助气：65 pis；

离子源温度为650 ℃； 碰撞气：8 psi

各化合物质谱参数见附表

实验结果

1. 4种黄曲霉毒素的提取离子色谱图（图2）

图2. 4种黄曲霉毒素提取离子色谱图

图3. 4种黄曲霉毒素在空白基质中的提取离子色谱图

图4. 4种黄曲霉毒素的线性曲线

3.  定量限和线性范围

用 7 0 % 甲 醇 稀 释 配 制 系 列 标 准 曲 线 ， 浓 度 为

0.04ng/ mL~10ng/ mL，以峰面积对浓度做标准曲线，在线性范围

内线性关系良好，相关系数大于0.99，标曲各点准确度在91.2%-

112.7%之间。图4为黄曲霉毒素标准曲线和相关系数。黄曲霉毒

素B1和B2在3500上的定量限为0.1 μg/kg，黄曲霉毒素G1和G2的定

量限为0.3 μg/kg，最低定量下限样品连续进样6针，RSD<10%。

Time (min) %A %B

0 65 35

4.5 15 85

6.0 0 100

6.5 65 35

10 65 35
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4.  提取回收率

对样品进行前处理，3个浓度，6次重复样本，方法回收率在

80%~120%之间，方法精密度RSD<5%，可满足药典的方法学验证

要求。

表2. 加标回收率测试结果

附表：4种黄曲霉毒素保留时间及质谱参数
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序号 名称
加标回收率

0.3 μg/kg

加标回收率

1 μg/kg

加标回收率

5 μg/kg

1 黄曲霉毒素B1 84.72 82.3 82.49

2 黄曲霉毒素B2 88.12 96.02 91.02

3 黄曲霉毒素G1 112.8 112.73 104.1

4 黄曲霉毒素G2 117.71 109.86 117.75

No. Compound RT(min) Q1 Q3 DP CE

1
黄曲霉毒素B1

Aflatoxin B1
3.48

313.1 285.1 95 32

313.1 241.1 95 50

2
黄曲霉毒素B2

Aflatoxin B2
3.27

315.1 287.1 113 41

315.1 259.1 113 35

3
黄曲霉毒素G1

Aflatoxin G1
3.02

329.1 243.2 110 33

329.1 311.1 110 30

4
黄曲霉毒素G2

Aflatoxin G2
2.84

331.1 245.1 115 39

331.1 313.1 115 30

结论

本文针对中药材中黄曲霉毒素的检测方法，遵从2351通则，

利用SCIEX Triple Quad™ 3500 LC-MS/MS系统进行检测，灵敏度、重

现性和回收率良好，完全满足药典规定的检测需求，可用于多种

中药材中黄曲霉毒素的检测工作。


