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摘  要: 目的  通过比较 5 种不同商品化多合一免疫亲和柱的可检测目标毒素种类、回收率和稳定性, 筛选

性能最优的免疫亲和柱 , 建立免疫亲和前处理 -超高效液相色谱 -串联质谱法 (ultra performance liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry, UPLC-MS/MS)测定牛奶中 16 种真菌毒的方法。方法  牛奶样品分

别经 5 种不同多毒素免疫亲和柱进行净化富集, 用优化后的 UPLC-MS/MS, 在多反应监测模式下测定, 同位

素内标法定量, 筛选覆盖牛奶中真菌毒素污染种类全面、回收率和稳定性最佳的免疫亲和柱, 并进行免疫亲和

柱性能评价和方法学验证, 最终将方法应用于实际样品检测。结果  免疫亲和柱 A 对牛奶中 16 种真菌毒素在

低、中、高 3 个添加水平均具有良好的准确度和精密度, 加标回收率在 83.6%~126.8%之间, 相对标准偏差为

0.2%~18.4%。柱 A 内各毒素残留水平低于仪器检出限, 柱容量在 21.8~1317.5 ng 之间。使用免疫亲和柱 A 富

集净化样品, 各目标毒素在线性范围内线性良好, 相关系数均大于 0.99, 定量限为 0.0010~0.2000 ng/g。应用

该方法对牛奶质控样品和实际样品进行检测, 质控样品测定值均在标示范围内; 实际样品中能够检出较低水

平的黄曲霉毒素 M1、去环氧脱氧雪腐镰刀菌烯醇和伏马毒素 B1。结论  本研究验证筛选免疫亲和柱 A 应用

于牛奶中 16 种真菌毒素的测定, 其柱残留和柱容量能够满足牛奶中真菌毒素污染的测定; 经方法学验证该方

法准确可靠、灵敏度高, 适用于牛奶中 16 种真菌毒素的日常检测。 
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ABSTRACT: Objective  To screen the immunoaffinity column with the best performance by comparing the 

detectable target toxin types, recovery rates and stabilities of 5 kinds of different commercial multi-in-one 

immunoaffinity columns, establish a method for the determination of 16 kinds of mycotoxins in milk by 

immunoaffinity pretreatment-ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry (UPLC-MS/MS). 

Methods  The milk samples were purified and enriched by 5 kinds of different multi-toxin immunoaffinity columns 

respectively. The optimized UPLC-MS/MS was used for determination in the multi-reaction monitoring mode and 

quantitation by isotope internal standard method. The immunoaffinity column with comprehensive coverage of the 

mycotoxin pollution types in milk and the optimal recovery rate and stability was screened. The performance 

evaluation and methodological verification of the immunoaffinity column were conducted. Finally, the method was 

applied to actual sample detection. Results  The immunoaffinity column A showed good accuracy and precision at 

low, medium and high addition levels for the 16 kinds of mycotoxins in milk, with the recoveries of spiked samples 

within the range of 83.6%‒126.8%, and the relative standard deviations of 0.2%‒18.4%. The residual levels of each 

toxin in column A were below the limit of detection with a column capacity of 21.8‒1317.5 ng. The purified samples 

were enriched with immunoaffinity column A, and the linearity of each target toxin was good in the linear range, with 

the correlation coefficient greater than 0.99 and the limits of quantification of 0.0010‒0.2000 ng/g. The method was 

applied to the detection of milk quality control sample and actual samples. The measured values of quality control 

samples were within the marked range. Lower levels of aflatoxin M1, de-epoxy-deoxynivalenol and fumonisin B1 

could be detected in actual samples. Conclusion  This study verified that screening immunoaffinity column A is 

applied to the determination of 16 kinds of mycotoxins in milk, and its column residue and column capacity can meet 

the determination of mycotoxin pollution in milk. The method is proved to be accurate, reliable and sensitive by the 

methodology, and is suitable for the daily detection of 16 kinds of mycotoxins in milk. 

KEY WORDS: mycotoxin; milk; immunoaffinity; ultra performance liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry 
 
 

0  引  言 

真菌毒素(mycotoxin)是产毒真菌产生的次级代谢产

物, 在农作物中污染普遍、种类繁多, 主要包括黄曲霉毒

素(aflatoxins, AFs)、脱氧雪腐镰刀菌烯醇(deoxynivalenol, 

DON)及其衍生物、伏马毒素(fumonisins, FBs)、玉米赤霉

烯酮(zearalenone, ZEN)和赭曲霉毒素(orchatoxins, OTs)等, 

真菌毒素毒性复杂, 具有强烈的致癌、致畸、遗传毒性和

靶器官毒性[1‒5]。其中 AFs 是 1 类致癌物, 对人有明确的致

癌作用; OTs 和 FBs 是 2B 类致癌物, 对人很可能有致癌作

用[6]。从农场到餐桌的真菌毒素污染问题威胁人类健康, 

是食品安全热点问题[7‒8]。牛奶具有很高的营养价值, 是人

类摄入蛋白质、维生素、微量元素等营养的重要来源, 也

是生产婴幼儿配方粉、婴幼儿食品的重要原料, 其安全性

一直都是社会关注的焦点[9‒10]。农作物中真菌毒素能够通

过食物链以原型及其代谢物的形式污染牛奶[11]。牛奶中最

受关注的真菌毒素为黄曲霉毒素 B1 (aflatoxin B1, AFB1)和

黄曲霉毒素 M1 (aflatoxin M1, AFM1), 其中 AFM1 是 AFB1

在牛奶中的羟基代谢物, 是牛奶和乳制品中污染率最高的

真菌毒素[12‒14]。国际食品法典委员会(Codex Alimentarius 

Commission, CAC)、欧盟和包括中国在内的许多国家对乳

及乳制品中 AFM1 的限量要求非常严格, 制定了 AFM1 在

牛奶中的最大残留限量(maximum residue limit, MRL)。欧

盟委员会在 Commission Regulation (EC) No.1881/2006 of 

19 December 2006 setting maximum levels for certain 
contaminants in foodstuffs (consolidated version from 
28/11/2019)中规定在成人和婴儿食用的牛奶中 AFM1 的

MRL 分别为 50 和 25 ng/L。我国 GB 2761—2017《食品安

全国家标准  食品中真菌毒素限量》规定乳与乳制品中

AFM1 的限量值为 0.5 μg/kg(乳粉按生乳折算)。此外, 牛奶

和奶制品中也发现了 OTs、ZEN、T-2 毒素、FBs 和

DON[15‒16]。尽管还没有像 AFM1 那样被广泛研究, 但这些

毒素的实际污染情况仍不容忽视。目前牛奶中其他真菌毒

素数据十分匮乏, 亟待建立牛奶中多种真菌毒素同时检测

的高灵敏方法[17‒18]。 

牛奶基质前处理复杂且毒素含量低, 是乳与乳制品

中真菌毒素的检测的难点与挑战, 目前常见的检测方法有

酶联免疫吸附法 (enzyme-linked immunosorbent assays, 

ELISA)[19‒22]、高效液相色谱-荧光检测法(high performance 

liquid chromatography-fluorescence detection, HPLC-FD)[23‒24]、

液相色谱-质谱法(liquid chromatography-mass spectrometry, 
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LC-MS)和高分辨质谱法[25‒27]。其中 ELISA 具有灵敏度高、

特异性强、简单快速等优点, 但此法存在假阳性问题, 因

此多用于快检筛查, 不能作为确证方法。HPLC-FD 对于自

身不能产生荧光的毒素, 需要衍生化生成荧光物质进行检

测, 受毒素本身结构的局限且样品制备烦琐, 因此主要用

于 AFs 和赭曲霉毒素 A (ochratoxin A, OTA)的检测。而

LC-MS 虽然具有定性、定量准确和多种毒素同时测定的优

势 , 但灵敏度较低 , 通过常规的液 -液萃取、固相萃取

(solid-phaseextraction, SPE)等净化策略难以达到满意的灵

敏度。 

免疫亲和柱(immunoaffinity column, IAC)净化技术是

一种特殊的 SPE 净化技术, 利用抗原抗体特异结合原理, 

使真菌毒素会与事先连接在固定相上的特异性抗体结合, 

淋洗去除基质中的杂质, 有机溶剂洗脱目标毒素, 从而富

集浓缩目标毒素, 大大提高方法灵敏度。随着多毒素 IAC

技术的发展, 商业化复合免疫亲和柱相继出现, 能够实现

AFBs、OTA、ZEN 等多类型毒素同时富集。该技术在粮

食检测中使用较为广泛, 常用于检测粮食中 AFB1、黄曲霉

毒素 B2 (aflatoxin B2, AFB2)、黄曲霉毒素 G1 (aflatoxin G1, 

AFG1)、黄曲霉毒素 G2 (aflatoxin G2, AFG2)、OTA、和

ZEN[28], 却极少应用于牛奶中的检测。由于不同品牌制备

免疫亲和柱的工艺不同, 可稳定结合的抗原毒素种类、容

量也不尽相同, 在牛奶基质中的适用性也有待考察。因此, 

本研究通过对 5 种不同多毒素 IAC 的性能考察和比较, 将

IAC 与超高效液相色谱 -串联质谱法 (ultra performance 

liquid chromatography-tandem mass spectrometry, UPLC- 
MS/MS)结合, 用于测定牛奶中多种真菌毒素。从而拓展免疫

亲和柱的应用基质和真菌毒素类型, 提高牛奶中真菌毒素检

测的灵敏度, 解决牛奶中真菌毒素污染监测的技术瓶颈问题, 

为牛奶中真菌毒素暴露的风险评估提供技术支撑。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

巴氏杀菌乳购于当地超市; 复合免疫亲和柱 A(柱容量

未说明, 2 mL)、复合免疫亲和柱 B(柱容量 10~500 ng, 2 mL)、

复合免疫亲和柱 C(柱容量 200~5000 ng, 2 mL)、复合免疫

亲和柱 D(柱容量 100~5000 ng, 2 mL)、复合免疫亲和柱

E(柱容量 100~1000 ng, 2 mL)(市场采购)。 

甲醇、乙腈[色谱纯, 赛默飞世尔科技(中国)有限公司]; 

甲酸 ( 色谱纯 , 美国 Sigma 公司 ); 磷酸盐 (phosphate 

buffered saline, PBS)缓冲液(pH 7.4, 美国 Vicam 公司); 黄曲

霉毒素混和标准溶液(AFB1、AFB2、AFG1、AFG2)(质量浓度

分别为 2.0、0.5、2.0、和 0.5 μg/mL)、AFM1、T-2 毒素和 HT-2

毒素混和标准溶液、DON (100 μg/mL)、去环氧脱氧雪腐镰刀

菌烯醇(de-epoxy-deoxynivalenol, DOM-1) (50 μg/mL)、3-乙酰

基脱氧雪腐镰刀菌烯醇(3-acetyldeoxynivalenol, 3-A-DON)、

15-乙酰基脱氧雪腐镰刀菌烯醇 (15-acetyldeoxynivalenol, 

15-A-DON)、ZEN (100 μg/mL)、玉米赤霉酮(zearalenone, 

ZAN)、α-玉米赤霉烯醇(α-zearalenol, α-ZEL) (10 μg/mL)、β-

玉米赤霉烯醇(β-zearalenol, β-ZEL) (10 μg/mL)、α-玉米赤霉

醇 (α-zearalanol, α-ZAL) (10 μg/mL) 、 β- 玉 米 赤 霉 醇

(β-zearalanol, β-ZAL) (10 μg/mL)、伏马毒素混和标准品

(FB1、FB2 和 FB3) (50 μg/mL)、OTA (10 μg/mL)、赭曲

霉毒素 B (ochratoxin B, OTB) (10 μg/mL)(奥地利 Romer

公司)。 

同位素内标: 13C-黄曲霉毒素 B1 (
13C-AFB1, 0.5 μg/mL)、

13C-黄曲霉毒素 G1 (
13C-AFG1, 0.5 μg/mL)、13C-黄曲霉毒素

B2 (13C-AFB2, 0.5 μg/mL)、13C-黄曲霉毒素 G2 (13C-AFG2, 

0.5 μg/mL)、13C-黄曲霉毒素 M1 (13C-AFM1, 0.5 μg/mL)、
13C-T-2 毒素(25 μg/mL)、13C-HT-2 毒素(25 μg/mL)、13C-

脱氧雪腐镰刀菌烯醇(13C-DON, 25 μg/mL)、13C-3-乙酰基脱

氧雪腐镰刀菌烯醇(13C-3A-DON, 25 μg/mL)、13C-玉米赤

霉烯酮(13C-ZEN, 25 μg/mL)、13C-赭曲霉毒素 A (13C-OTA, 

10 μg/mL)、13C-伏马毒素 B1 (
13C-FB1, 5 μg/mL)、13C-伏马

毒素 B2 (13C-FB2, 5 μg/mL)、13C-伏马毒素 B3 (13C-FB3, 

5 μg/mL)(奥地利 Biopure 公司)。 

1.2  仪器与设备 

Vortex Genie2T 型 旋 涡 混 合 器 ( 美 国 Scientific 

Industries 公司); Millopore Milli-Q 超纯水仪(美国 Millipore

公司 ); ACQUITY UPLC I-Class 超高效液相色谱 -Xevo 

TQ-S 三重四极杆质谱联用仪、CORTECS C18色谱柱(100 mm× 

2.1 mm, 1.6 μm )(美国 Waters 公司); MS304S 万分之一电子

天平(瑞士 Mettler Toledo 公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  标准溶液的配制 

分别移取适量的真菌毒素标准溶液, 加乙腈/水(50:50, 

V:V)稀释至特定浓度, 毒素质量浓度为 80~4000 ng/mL。按

照相同的方法, 准确称取 14 种真菌毒素内标标准品稀释

至 20~1000 ng/mL, 以上储备液置于‒20℃冰箱保存。 

1.3.2  样品前处理 

准确量取空白牛奶样品 10.0 g, 加入混合标准溶液, 

加入内标混合溶液, 涡旋混匀。选取常见的 5 种商品化复

合免疫亲和柱, 分别按其操作指南进行操作。每种免疫亲

和柱操作方法略有差异, 总体过程如下: 将免疫亲和柱放

置室温, 在重力作用下使柱内液体流出, 加入上述待净化

稀释液。在重力作用下, 待净化稀释液以 1 滴/s 的速度通

过免疫亲和柱, 待全部通过后, 加入 5~10 mL 淋洗溶剂以

1~2滴/s的速度通过免疫亲和柱。加入 3 mL甲醇/乙酸(98:2, 

V:V)洗脱溶剂, 柱内停留 30 s~5 min 后, 以 1~2 滴/s 的速度

进行洗脱, 并收集洗脱剂, 在 40℃氮气下吹至近干, 1 mL

初始流动相复溶, 待进样分析。 
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1.3.3  仪器条件 

液相色谱条件: CORTECS C18 色谱柱(100 mm×2.1mm, 

1.6 μm), 柱温 40℃, 进样体积 5 μL。流动相为 0.1%甲酸水

溶液 (A)-乙腈 (B), 流速 0.35 mL/min。梯度洗脱程序 : 

0.0~7.0 min, 10%~60% B; 7.1~8.0 min, 90% B; 8.0~8.1 min, 
90%~10% B; 8.1~10 min, 10% B。 

质谱条件: 采用电喷雾离子源; 毛细管电压 3.0 kV 

(ESI+)/3.5 kV (ESI-); 离子源温度 150℃; 去溶剂温度

500℃; 脱溶剂气流速为 800 L/h; 多反应监测 (multiple 

reaction monitoring, MRM)模式; 优化后的 22 种真菌毒素

母离子、子离子质谱参数见表 1。 

1.3.4  数据处理 

采用 Excel 2019 和 Origin 9.0 软件进行数据分析。 

2  结果与分析 

2.1  仪器条件的优化选择 

将 22 种真菌毒素的标准溶液稀释至 1 μg/mL, 与流动

相通过 combine模式质谱进样分别评估正/负离子模式下该

毒素化合物的电离响应。其中 AFB1、AFG1、AFB2、AFG2、

AFM1、T-2、HT-2、DON、DOM-1、3-A-DON、15-A-DON、

FB1、FB2、FB3、OTA、OTB 及其同位素内标化合物在正 

 
表 1  目标化合物质谱参数 

Table 1  MS parameters of targeted compounds 

真菌毒素 ESI 模式 母离子 保留时间/min 定量离子/定性离子 锥孔电压/V 碰撞电压/eV 

AFB1 ESI+ 313.1 4.22 241.2/285.0 10 34/20 

AFG1 ESI+ 329.0 3.85 243.1/311.1 36 28/20 

AFB2 ESI+ 315.1 3.90 259.1/287.1 8 26/24 

AFG2 ESI+ 331.1 3.53 245.2/313.2 20 18/20 

AFM1 ESI+ 329.1 3.24 243.1/311.1 36 28/20 

T-2 ESI+ 484.3 6.00 185.1/305.2 15 17/15 

HT-2 ESI+ 425.3 4.76 245.1/263.2 13 12/12 

DON ESI+ 297.2 1.38 203.2/249.1 20 16/10 

DOM-1 ESI+ 281.1 1.83 215.0/233.2 12 12/11 

3-A-DON ESI+ 339.1 2.73 203.1/249.1 20 18/10 

15-A-DON ESI+ 339.2 2.65 137.1/321.1 18 10/8 

FB1 ESI+ 722.4 3.94 334.4/352.4 42 40/32 

FB2 ESI+ 706.5 4.76 318.4/336.4 40 38/38 

FB3 ESI+ 706.5 4.44 318.4/336.4 40 38/38 

OTA ESI+ 404.1 6.39 239.0/358.1 21 27/13 

OTB ESI+ 370.0 5.43 187.0/205.0 24 37/23 
13C-AFB1 ESI+ 330.2 4.22 301.2 8 20 
13C-AFB2 ESI+ 332.1 3.90 303.1 42 24 
13C-AFG1 ESI+ 346.1 3.85 257.2 18 24 
13C-AFG2 ESI+ 348.2 3.53 330.1 6 25 
13C-AFM1 ESI+ 346.0 3.24 242.0 58 40 

13C-T-2 ESI+ 508.3 6.00 322.2 15 15 
13C-HT-2 ESI+ 447.0 4.76 278.2 13 10 
13C-DON ESI+ 312.0 1.38 283.0 18 10 

13C-3-A-DON ESI+ 356.1 2.73 330.1 6 25 
13C-FB1 ESI+ 756.5 3.94 356.4 42 40 
13C-FB2

 ESI+ 740.5 4.76 358.4 40 38 
13C-FB3

 ESI+ 740.5 4.44 358.4 40 38 
13C-OTA ESI+ 424.1 6.39 250.1 21 27 

ZEN ESI- 317.2 6.37 175.2/131.1 16 24/29 

ZAN ESI- 319.1 6.32 205.0/275.0 48 22/20 

α-ZEL ESI- 319.1 5.54 159.8/174.1 44 30/28 

β-ZEL ESI- 319.1 5.01 159.8/174.1 44 30/28 

α-ZAL ESI- 321.1 5.41 277.0/303.1 10 25/22 

β-ZAL ESI- 321.1 4.90 277.0/303.1 10 25/22 
13C-ZEN ESI- 335.0 6.37 185.0/290.0 30 24/28 
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离子模式下响应较好; ZEN、ZAN、α-ZEL、β-ZEL、α-ZAL、

β-ZAL 在负离子模式下响应较强, 根据响应和离子稳定性

选择适当的母离子。进一步在不同碰撞能量下, 观察子离

子变化过程, 优化能量电压。在待测目标物中, 极性差异

较大, AFG1和AFM1, α-ZEL和 β-ZEL, α-ZAL和 β-ZAL, FB2

和 FB3 为同分异构体, 且具有相同的离子对, 为了使目标

化合物在一支色谱柱实现分离, 避免相互干扰, 需要优化

流动相梯度实现基线分离。本研究考察了两种色谱柱

ACQUITY UPLC BEH C18 (100 mm×2.1 mm, 1.7 µm)和

CORTECS C18 (100 mm×2.1 mm, 1.6 µm)分别在 0.1%甲酸

水-乙腈、0.1%甲酸水-甲醇两种流动相体系中的分离效果。

结果表明, CORTECS C18 在 0.1%甲酸水-乙腈系统中能使

所有待测物具有更高响应, 并且柱效较高, 使以上同分异

构待测物都实现基线分离, 并获得对称峰型和稳定响应。

最终确定 1.3.3 中的液相色谱条件。22 种真菌毒素化合物

及其同位素内标的质谱参数如表 1 所示。 

2.2  多毒素 IAC 的性能比较 

本方法利用商品化免疫亲和萃取柱扩大其适用范围, 

将其应用于牛奶基质和主要真菌毒素的代谢物的检测。(1)

利用抗体反应环境与牛奶基质相兼容的优势, 可通过大体

积上样提高灵敏度。商品化免疫亲和萃取柱针对粮食基质

开发, 上样前需要通过适当配比极性的溶剂对研磨均匀的

粮食样品进行提取; 用 PBS 稀释提取溶剂, 改变溶剂极性

再上样, 使抗体与毒素能够发挥结合作用。本方法利用牛

奶良好的生物相容性, 无需事先稀释样品调整上样溶液极

性与 pH, 同时利用大体积上样和少量有机溶剂洗脱, 最终

实现高效的富集-浓缩, 大大提高方法灵敏度。(2)目前市面

上多毒素复合免疫亲和柱多声称能够特异性结合 4~7 种主

要真菌毒素, 包括 AFB1、AFB2、AFG1、AFG2、OTA、FB1、

DON、ZEN 和 T-2 等。根据免疫亲和柱抗体与毒素结合的

构效关系原理, 本研究将抗原毒素和与其结构类似的 22

种毒素共同作为考察对象, 考察 5 种免疫亲和柱对牛奶中

22 种毒素的分离富集效果, 从而筛选出更多方法目标毒素, 

扩展免疫亲和柱适用毒素类别。 

本研究通过对牛奶低中高 3 个水平的平行加标实验, 

分析 A、B、C、D、E 5 种 ICA 对 22 种毒素的回收率和重

复性, 如表 2 所示。从结果可以看出, 对于 AFB1、T-2、

DON、ZEN 和 OTA 5 种常见的真菌毒素, A、B、C、D、

E 5 种免疫亲和柱都具有较好的富集效果。对于规定了牛

奶中限量值的 AFM1, 免疫亲和柱 A、D、E 在限量水平

0.5 ng/g 具备良好的方法准确性和稳定性。除了以上毒素, 

免疫亲和柱 A 对还对 AFB2、AFG1、AFG2、HT-2、DOM-1、

3-A-DON、ZAN、FB2、FB3 都具有满意的回收率和精密度

(表 2)。说明免疫亲和柱 A 上的抗体能够特异识别较多类

型的真菌毒素且具有良好、稳定的结合能力, 适用于牛奶

中该 16 种真菌毒素的检测, 16 种真菌毒素的 MRM 色谱图

如图 1 所示。因此, 本研究选择免疫亲和柱 A, 进一步考察

其柱本底和柱容量, 并对方法进行详细验证。 

 
表 2  5 种免疫亲和柱在不同加标水平下的回收率与精密度(n=3) 

Table 2  Recoveries and precision of 5 kinds of immunoaffinity columns at different spiked levels (n=3) 

化合物 
加标水平

/(ng/g) 

A B C D E 

回收率/% RSDs/% 回收率/% RSDs/% 回收率/% RSDs/% 回收率/% RSDs/% 回收率/% RSDs/%

AFB1 0.004 116.3 13.7 96.3 16.5 133.8 19.8 103.8 5.1 103.1 6.0 

0.040 108.5 8.5 94.5 1.1 100.8 2.8 97.4 12.5 94.0 12.4 

0.440 94.9 4.0 104.3 7.6 97.4 4.1 111.8 10.9 101.8 3.4 

AFG1 0.004 113.3 18.4 ND ND 82.5 87.0 ND 141.4 ND ND 

0.040 98.4 2.7 81.9 1.1 109.9 59.0 115.1 33.3 81.5 25.6 

0.440 107.5 14.1 113.4 10.5 121.3 0.4 96.1 6.9 102.1 11.6 

AFB2 0.001 115.0 4.3 135.7 4.0 215.0 16.4 97.8 40.2 141.8 18.2 

0.010 106.5 3.3 115.5 4.3 107.0 17.2 107.4 13.9 142.5 131.2 

0.110 91.8 10.0 37.0 42.7 93.7 0.6 90.6 3.3 93.6 6.0 

AFG2 0.001 96.0 8.8 140.0 20.2 160.0 17.7 ND ND ND ND 

0.010 99.5 16.9 68.5 25.8 84.0 37.0 56.0 22.7 ND ND 

0.110 106.4 2.3 108.3 3.6 104.6 6.8 158.4 14.6 ND ND 

AFM1 0.001 112.0 17.2 27.0 60.6 77.0 40.9 72.0 5.4 ND ND 

0.010 101.5 2.1 106.5 31.2 79.5 25.8 75.0 17.0 103.8 7.1 

0.110 111.3 6.0 51.0 32.1 72.9 37.6 83.3 10.7 152.0 4.7 

T-2 0.2 105.6 7.2 94.4 3.7 189.0 4.6 99.5 46.8 103.6 31.6 

2.0 98.6 1.4 178.1 10.6 232.5 37.3 83.1 12.0 97.8 10.6 

22.0 84.2 0.2 90.2 2.1 90.7 3.0 90.3 5.6 94.2 5.9 

HT-2 0.2 126.8 3.7 300.3 0.5 291.5 23.8 312.3 27.2 135.7 9.7 

2.0 105.0 5.3 104.4 9.5 120.2 19.4 80.4 2.6 130.4 10.0 

22.0 95.5 5.4 117.5 1.2 132.4 7.2 251.7 4.5 267.5 3.6 
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表 2(续) 

化合物 
加标水平

/(ng/g) 

A B C D E 

回收率/% RSDs/% 回收率/% RSDs/% 回收率/% RSDs/% 回收率/% RSDs/% 回收率/% RSDs/%

DON 0.2 95.9 13.6 102.3 10.9 124.9 30.3 372.5 45.8 108.5 8.1 

2.0 101.7 0.4 102.6 0.6 118.4 14.0 114.7 3.3 123.2 6.2 

22.0 111.2 7.3 107.6 8.2 104.6 2.0 122.4 4.9 107.5 4.0 

DOM-1 0.1 90.7 9.57 ND ND 225.3 69.4 ND ND ND ND 

1.0 100.6 4.96 ND ND 133.4 0.3 ND ND 104.6 10.5 

11.0 83.6 7.89 ND ND 173.4 24.4 ND ND 90.1 6.5 

3-A-DON 0.2 95.7 4.58 ND ND 88.8 1.8 ND ND 89.3 8.7 

2.0 90.3 2.71 ND ND 89.8 0.4 ND ND 85.8 1.7 

22.0 87.6 2.88 ND ND 91.7 4.7 ND ND 87.3 7.0 

15-A-DON 0.2 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

2.0 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

22.0 ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

ZEN 0.2 101.2 11.6 100.7 29.4 98.2 42.6 251.9 0.2 180.2 21.0 

2.0 109.7 3.8 109.6 2.4 114.0 6.1 112.5 1.6 112.2 2.7 

22.0 103.0 2.3 102.0 4.9 97.8 3.5 98.3 4.0 98.7 4.2 

ZAN 0.02 106.4 15.7 90.1 104.9 118.0 15.0 146.3 7.0 169.4 11.0 

0.20 111.6 7.5 133.3 0.3 117.9 16.7 121.4 4.0 124.6 13.5 

2.20 110.9 7.4 135.8 4.3 116.3 6.3 105.4 8.2 107.2 5.3 

α-ZEL 0.02 160.0 1.8 148.3 0.7 145.0 1.5 255.5 37.6 264.1 19.2 

0.20 145.6 24.0 160.6 6.7 165.4 13.9 120.2 5.3 182.7 11.7 

2.20 182.4 11.1 167.9 7.9 166.6 2.7 156.4 9.3 156.4 12.5 

β-ZEL 0.02 270.8 39.6 197.8 77.4 193.8 6.0 173.5 43.6 248.4 3.2 

0.20 193.9 22.2 186.1 8.7 238.8 7.0 119.0 12.4 280.1 18.6 

2.20 244.0 17.4 208.7 0.9 231.6 6.4 190.6 2.4 197.4 7.1 

α-ZAL 0.02 204.0 30.8 219.3 19.8 234.3 5.3 176.3 1.0 300.6 3.5 

0.20 166.1 19.6 203.4 8.2 160.8 20.0 111.1 1.9 227.8 5.6 

2.20 253.9 14.7 223.0 7.1 205.0 8.6 192.6 2.9 258.5 10.6 

β-ZAL 0.02 212.3 36.5 241.8 46.1 200.8 0.5 116.5 4.9 178.5 3.2 

0.20 124.7 7.8 119.4 2.3 86.7 21.4 80.9 4.2 240.8 3.1 

2.20 267.3 15.2 228.8 3.9 217.4 7.7 211.5 10.9 225.7 19.1 

FB1 0.1 94.5 1.0 76.9 0.8 91.2 3.1 93.5 1.1 94.1 2.0 

1.0 104.0 9.5 55.2 5.2 94.1 1.7 43.3 26.7 40.6 5.1 

11.0 91.7 5.5 85.2 7.2 67.6 4.5 90.6 5.7 95.5 7.4 

FB2 0.1 113.1 7.1 106.3 21.5 108.5 9.3 94.8 4.7 98.7 10.4 

1.0 112.3 13.9 128.5 25.2 170.9 16.5 86.0 13.6 100.8 13.4 

11.0 92.9 0.2 101.3 3.1 105.7 1.9 100.7 1.5 98.5 2.6 

FB3 0.05 116.2 6.8 111.4 1.5 106.2 14.9 118.1 16.0 88.6 6.6 

0.50 108.3 6.6 118.2 1.9 112.3 5.8 114.5 20.6 65.2 18.1 

5.50 102.7 4.8 108.3 2.7 120.0 8.5 117.7 9.9 83.8 8.8 

OTA 0.02 110.0 10.9 107.8 18.0 84.8 23.8 161.8 9.8 131.3 5.1 

0.20 110.0 10.2 109.4 3.0 105.6 11.7 113.8 1.2 108.3 0.0 

2.20 97.0 1.8 98.8 2.0 94.7 2.1 103.0 12.5 99.5 2.8 

OTB 0.02 ND ND 527.0 2.4 344.0 7.8 246.5 22.7 300.3 8.8 

0.20 ND ND 478.1 8.9 220.8 8.3 289.4 11.4 471.6 10.9 

2.20 ND ND 260.1 4.9 155.2 8.9 176.5 11.6 215.0 21.0 

注: ND 为未检出(小于检出限), 相对标准偏差(relative standard deviations, RSDs), 下同。 

2.3  柱残留和柱容量测试 

免疫亲和净化柱在获得抗体及生产过程中易有抗原

毒素的残留干扰检测结果。本研究将 10 mL PBS 通过免疫

亲和柱 A, 按 1.3.2 操作, 经过淋洗、洗脱, UPLC-MS/MS

检测洗脱液中 16 种毒素残留, 均未检出。为了在实际检测

中避免样本超载, 需验证在牛奶基质中免疫亲和柱吸附量, 

从而确定上样量, 既达到满意的灵敏度又避免发生过载。

由于实际牛奶样品中真菌毒素的含量远低于谷物样品中的

浓度, 因此本研究并未选择产品声称的理论容量进行验证, 

而是选择添加了混合标准溶液的空白牛奶基质, 优先考虑

乳制品中常见的 AFM1 柱容量 , 将混合标准储备液按

AFM1 含量为 2.5 ng/g(限量值 5 倍)添加到牛奶基质中并进

行验证, 此时的 AFM1 测试柱容量为 25 ng, 其他毒素浓度
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如表 3 所示。加标牛奶基质经免疫亲和柱 A 富集, 经洗涤

和洗脱后测定回收率(表 3)。将测试容量用回收率校正后, 

得到实际使用柱容量为 21.8~1317.5 ng。按上样体积换算

后, 柱饱和状态下, 牛奶中的各毒素含量在 2.2~131 ng/g

之间, 对比各国牛奶污染数据[25,29‒30], 该容量已远远超过

正常污染水平, 能够满足污染样品实际检测需要。 

 

 
 

图 1  16 种目标真菌毒素的 MRM 色谱图 

Fig.1  MRM chromatograms of 16 kinds of targeted mycotoxins 
 

2.4  基质效应评价 

待测物在离子源中的离子化反应受样品基质影响 , 

发生响应抑制或增强的现象叫做基质效应(matrix effect, 

ME)。将按 1.3.2 操作 IAC 净化后的空白牛奶基质中加入

16 种毒素混合标准溶液, 混匀后比较各毒素在基质与在初

始流动相溶剂中的响应峰面积比值, 比值小于 100%表明

存在基质抑制作用, 大于 100%表明存在基质增强作用, 越

接近 100%基质效应越小, 反之则基质效应越严重。从表 4

中可以看出 16 种真菌毒素的 ME 范围在 25.3%~127.4%之

间, 对于大多数真菌毒素存在基质抑制效应, 因此采用同

位素内标校正法校正。本方法选择在样品净化前加入同位

素内标, 该策略与净化后在提取液中加入同位素内标相比, 

不但可以校正 ME, 还可以校正富集净化过程中产生的损

失。16 种待测毒素中, DOM-1、15-A-DON 和 ZAN 分别以

结构、性质相似的 13C-DON、13C-3-A-DON 和 13C-ZEN 作

为同位素内标, 其他毒素均以其自身对应的 13C 标记化合

物作为内标, 来校正 ME 和前处理损失。 
 

表 3  免疫亲和柱 A 柱容量 
Table 3  Column capacity of immunoaffinity column A 

目标毒素 容量测试水平/ng 回收率/% 实际柱容量/ng

AFB1 100  66.3   66.3 

AFG1 100  46.4   46.4 

AFB2 25  87.3   21.8 

AFG2 25 102.3   25.6 

AFM1 25  98.2   24.6 

T-2 500  94.4  472.0 

HT-2 5000  17.5  875.0 

DON 5000  12.1  605.0 

DOM-1 5000  10.7  535.0 

3-A-DON 2500  13.4  335.0 

ZEN 5000  13.8  690.0 

ZAN 5000  15.4  770.0 

FB1 500  86.6  433.0 

FB2 2500  16.5  412.5 

FB3 2500  12.1  302.5 

OTA 2500  52.7 1317.5 
 

表 4  方法线性相关系数、线性范围、检出限、定量限和 ME 
Table 4  Linearity correlation coefficients, linearity ranges, LODs and LOQs, and ME 

目标毒素 线性相关系数(r) 线性范围/(ng/mL) LODs/(ng/g) LOQs/(ng/g) MEs/% 

AFB1 0.9994 0.04~4.00 0.0010 0.0020  67.7 

AFG1 0.9985 0.04~4.00 0.0010 0.0020  82.6 

AFB2 0.9918 0.01~1.00 0.0003 0.0010  80.6 

AFG2 0.9961 0.01~1.00 0.0003 0.0010  98.5 

AFM1 0.9939 0.01~1.00 0.0003 0.0010 107.5 

T-2 0.9970   2~200 0.0200 0.0500  71.2 

HT-2 0.9969   2~200 0.1000 0.2000 104.3 

DON 0.9971   2~200 0.0100 0.0500  42.1 

DOM-1 0.9972   1~100 0.0400 0.1000  52.8 

3-A-DON 0.9998   2~200 0.0100 0.0500  78.8 

ZEN 0.9994   2~200 0.0100 0.0200  37.6 

ZAN 0.9983   2~200 0.0100 0.0200  41.5 

FB1 0.9982   1~100 0.0040 0.0100 127.4 

FB2 0.9986   1~100 0.0010 0.0050  32.5 

FB3 0.9963  0.5~50.0 0.0040 0.0100  33.3 

OTA 0.9958  0.2~20.0 0.0010 0.0020  25.3 

注: 检出限(limits of detection, LODs); 定量限(limits of quantitation, LOQs)。 
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2.5  方法学考察 

真菌毒素混合标准储备液经逐级稀释, 添加混合同

位素内标, 制成标准曲线, 同位素稀释法定量。结果如表

4 所示, 各真菌毒素在线性范围内相关系数均大于 0.99。

在空白牛奶中添加 16 种毒素混合内标溶液, 经免疫亲和

柱 A 富集分离, 分别以 3 倍信噪比(S/N=3)和 10 倍信噪比

(S/N=10)时相应的加标量为方法的 LODs 和 LOQs。16

种真菌毒素的 LOQs 在 0.0010~0.2000 ng/g 之间, AFM1

的 LOQ 为 0.0010 ng/g, 低于 AFM1 在牛奶中的限量值

(0.5 ng/g) 500 倍, 能够满足食品安全监测和健康风险评

估的需要。向空白牛奶中添加低、中、高水平的真菌毒

素标准溶液 , 考察本方法的回收率 , 平均添加回收率为

83.6%~126.8%, RSDs 为 0.2%~ 18.4%(图 2)。本研究建立

的方法用于牛奶中 16 种毒素在较宽的含量范围内, 均具

有较好的准确度与精密度。 

2.6  质量控制和实际样品分析 

为进一步验证方法的准确性和适用性, 本研究测定了

3 份市售牛奶实际样品和一种牛奶质控样品(QC-MI-703), 

结果如表 5 所示, AFM1 的测定值为 0.479 µg/kg, 在标示

范围 0.323~0.653 µg/kg 内, 且接近标示值 0.488 µg/kg, 

表明方法准确可靠。采用本方法对 3 份牛奶样品进行测

定, 一个样品检出 AFM1, 含量为 0.001 µg/kg, 远低于

限量值标准 0.5 µg/kg; 两个样品检出 DOM-1, 含量为

0.097 和 0.160 µg/kg; 3 个样品均检出含量较低的 FB1, 

含量分别为 0.020~0.046 µg/kg(表 5)。说明该方法灵敏

度高 , 能够用于检测实际样品中较低含量的真菌毒素

残留。 

 

 
 

图 2  16 种真菌毒素在牛奶中低、中、高 3 个标准添加水平的 

回收率与精密度(n=3) 

Fig.2  Recoveries and precision of 16 kinds of mycotoxins in milk 
spiked at low, medium and high levels of standards (n=3) 

 
表 5  质控样品和实际样品测定结果 

Table 5  Analyzed results of the quality control sample and actual samples 

检出毒素 
质控样品 QC-MI-703 牛奶样品 S1 牛奶样品 S2 牛奶样品 S3 

检测值/(µg/kg) 标示值/(µg/kg) 检测值/(µg/kg) 检测值/(µg/kg) 检测值/(µg/kg) 

AFM1 0.479 0.488 0.001 ND ND 

DOM-1 ND ND 0.160 0.097 ND 

FB1 ND ND 0.031 0.020 0.046 

 

3  结  论 

本研究通过使用商品化 5 种免疫亲和柱对牛奶中多

种真菌毒素进行富集净化, 拓展其基质和目标毒素适用范

围, 并进行回收率和精密度评价。选择对 16 种真菌毒素回

收率和精密满意的免疫亲和柱 A, 评价其柱残留和柱容量, 

开发优化 UPLC-MS/MS 并进行详细的方法学验证, 最终

将其应用于质控样品和真实牛奶样品的检测。结果表明, 

该方法准确、可靠、灵敏度高, 适用于牛奶中多种真菌毒

素的日常监测。 
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