
Chin J Pharmacoepidemiol, Jul. 2023, Vol. 32, No.7780

https://ywlxbx.whuznhmedj.com/

DOI: 10.19960/j.issn.1005-0698.202307008
基金项目：江苏省药品监督管理局药品监管科学研究计划项目（202210）；东部战区疾病预防控制中心自主科研项目

（2023YQFH03）

通信作者：朱渊，博士，副主任药师，Email：dreamzy215@sina.com

UPLC-MS/MS法快速测定六神曲中的
7种真菌毒素

王俊虎1，齐  永1，吕瑞辰1，陆年宏1，朱  渊2

1. 中国人民解放军东部战区疾病预防控制中心（南京 210019）

2. 江苏省食品药品监督检验研究院（南京 210019）

【摘要】目的  建立快速测定六神曲中 7 种真菌毒素残留的超高效液相色谱 - 串

联质谱方法。方法  色谱柱为 Waters ACQUITY UPLC HSS T3 色谱柱（100 mm×2.1 mm，

1.8 μm），流动相为乙腈 - 含 0.1 % 甲酸的 5 mmol· L-1 甲酸氨溶液，梯度洗脱，流速

为 0.4 mL·min-1，柱温为 30℃。采用电喷雾离子源，正离子模式，工作模式为多反应

监测模式。结果  该方法专属性好，7 种真菌毒素在各自的线性范围内线性关系良好，

相关系数 r 在 0.9987~0.9995 之间，平均回收率为 84.7%~108.0%，RSD 为 2.8%~5.8%

（n=6）。实际样测定中，10 批样品中共有 2 批检出黄曲霉毒素 B1，含量分别为 1.24，

2.35 μg·kg-1，其余毒素均未检出。结论  该方法快速、简便、回收率高，适用于六神曲

中真菌毒素的质量监测。
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【Abstract】Objective  A method for the rapid determination of 7 mycotoxin 
contaminants in Liushenqu was established using ultra performance liquid chromatography-
tandem mass spectrometry(UPLC-MS/MS). Methods  An Waters ACQUITY UPLC HSS T3 
(100 mm×2.1 mm, 1.8 μm) column was used as the stationary phase at 30℃. Mobile phase was 
acetonitrile and 5 mmol · L-1 ammonium formate solution (contained 0.1% formic acid) with 
gradient elution at a flow rate of 0.4 mL·min-1. Mass spectrometry was performed by using an 
ESI source in a multiple reaction monitoring positive ion mode. Results  The method had a 
good specificity. The developed method provided a good linearity for the 7 mycotoxins with 
their respective linear rangers. The correlation (r) ranged from 0.9987 to 0.9995. The average 
recoveries ranged from 84.7% to 108.0% with relative standard deviation (RSDs) of  2.8% to 
5.8% (n=6). Among 10 samples which were selected for analysis, aflatoxin B1 was detected from 
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2 samples at concentration of 1.24 μg·kg-1 and 2.35 μg·kg-1. Other mytocoxins were not detected. 
Conclusion The determinantion method is rapid, simple, and has high recovery rate. It is 
applicable for quality detection of mycotoxins in Liushenqu.

【Keywords】Liushenqu; Mycotoxin; UPLC-MS/MS; Rapid determination

六神曲又名六曲、神曲，被誉为中药第一曲，

最早收载于唐代的《药性论》[1]，是由苦杏仁、赤

小豆、青蒿、苍耳、辣蓼药 5 种药材加入面粉和

麦麸混合后，再经发酵而制成的曲剂 [2]。六神曲具

有健脾和胃、消食调中等功效 [3]，是中药中重要的

健胃消食药，尤其善于消米食 [4]。现代研究发现六

神曲可以促进胃泌素、胆碱酯酶等的分泌增加，

降低血清中一氧化氮的含量，从而增强肠胃消化

功能 [5]。此外，现代研究还发现六神曲具有抗菌活

性和修复肠道溃疡、增强平滑肌收缩等功能 [4]。

真菌毒素是真菌在生长过程中产生的有毒有

害的次生代谢产物，存在于中药材、食品、农作

物和饲料等中 [6]。目前报道的真菌毒素共有 400

多种，其中典型的有黄曲霉毒素、伏马菌素、脱

氧雪腐镰刀菌烯醇、赭曲霉毒素、玉米赤霉烯酮

等，这些毒素对人体有致畸、致癌、致突变等毒

性 [7-8]。中国药典 2020 年版规定了桃仁、地龙等

24 种中药材中黄曲霉毒素 B1 和黄曲霉毒素 B1、

B2、G1、G2 四种毒素总量的限度要求 [9]。《食

品安全国家标准 食品中真菌毒素限量 》（GB 

2761-2017）规定了食品中黄曲霉毒素 B1、黄曲

霉毒素 M1、脱氧雪腐镰刀菌烯醇、展青霉素、

赭曲霉毒素 A 和玉米赤霉烯酮的限量指标 [10]。《饲

料卫生标准》（GB 13078-2017）规定了黄曲霉

毒素 B1 在不同饲料中的限量要求。《饲料卫生

标准饲料中赭曲霉素 A 和玉米赤霉烯酮的允许

量》（GB 13078.2-2006）规定配方饲料中玉米

赤霉烯酮和赭曲霉素 A 限量要求。《配合饲料

中脱氧雪腐镰刀菌烯醇允许量》（GB 13078.3-

2007）规定了配方饲料中脱氧雪腐镰刀菌烯醇的

限量要求。六神曲在制备过程中需要经过发酵

工艺，而发酵过程中可能会滋生真菌。已有文

献报道 [11] 从六神曲中分离得到黄曲霉菌、青霉

菌、黑曲霉菌、枝孢霉等真菌。混入的真菌在生

长和代谢过程中很可能产生真菌毒素，从而污染

六神曲，带来安全风险。韩凤等 [12] 在六神曲中

检测到黄曲霉毒素 G2，石柳 [13] 在六神曲中检测

到黄曲霉毒素 B1、玉米赤霉烯酮和赫曲霉毒素

A，但目前关于六神曲中其他真菌毒素检测的文

献报道较少，因此亟需建立六神曲中多种真菌毒

素的检测方法并评估其污染状况。本文选择了毒

性较强，可对人体健康造成重大危害，且中药和

食品等行业法律法规重点关注的黄曲霉毒素 B1、

B2、G1、G2、伏马菌素 B1 和脱氧雪腐镰刀菌烯

醇 7 种毒素作为监测指标，评价六神曲中真菌毒

素的暴露水平。

目前，真菌毒素的检测方法主要有酶联免疫

吸附法、薄层色谱法、液相色谱荧光检测器法、

液相色谱 - 串联质谱法（LC-MS/MS）等 [14]。其

中 LC-MS/MS 法因灵敏度高、快速、专属性强特

别适合于真菌毒素的高通量检测 [15]。本文采用超

高效液相色谱 / 串联质谱法（UPLC-MS/MS）建

立起一种快速、高选择性的检测方法，能够同时

测定 7 种真菌毒素，并应用该方法实际评估了六

神曲样品的真菌毒素污染水平，为六神曲的质量

监控和风险评估提供了科学依据。             

1 仪器与试药

1.1 仪器
Waters UPLC Xevo TQ-S 超 高 效 液 相 色 谱 -

质谱联用仪，含有超高效液相色谱仪、电喷雾离

子化源和三重四级杆质量分析器（美国沃特世公

司）；METTLER AE-200 型万分之一电子天平和

METTLER XS105DU 型十万分之一电子天平（瑞

士梅特勒 - 托利多公司）；SK5200HP 型超声波

提取器（上海科导公司）；MILLI-Q 超纯水制备

仪（美国密理博公司）。

1.2 试药
黄曲霉毒素混合对照品（批号：352733，黄

曲霉毒素 B1、B2、G1、G2 浓度分别为 0.9，0.3，0.9，

0.3 μg·mL-1） 购 自 Organic Standards Solutions 

International（O2Si）公司；黄曲霉毒素 M1 对照

品（批号：O3430095，浓度：10.5 μg·mL-1）购

自安谱公司；脱氧雪腐镰刀菌烯醇对照品（批

号：349508，浓度：200 μg·mL-1）购自 O2Si 公

司；伏马菌素 B1 对照品（批号：SZBE295XV，
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浓度：50 μg·mL-1）购自 Sigma 公司；甲醇和乙

腈购自默克公司，均为色谱纯；甲酸购自 Anaqua 

Chemical Supply 公司，为质谱纯；水为 Milli-Q 制

备的超纯水；Oasis PRiME HLB 柱（3 cc/60 mg）

固相萃取小柱购自 Waters 公司；QuEChERS 提取

盐包（包括 4 g 硫酸镁，1 g 氯化钠，1 g 柠檬酸钠，

0.5 g 柠檬酸氰二钠）购自安谱公司。

六神曲样品购自本地中药材市场 ( 样品 1：产

地安徽，批号：20180521；样品 2：产地安徽，

批 号：20180711； 样 品 3： 产 地 安 徽， 批 号：

20190507；样品 4：产地福建，批号：20190315；

样品 5：产地福建，批号 20181107；样品 6：产

地广东，批号 20180311；样品 7：产地广东，批号：

20190120；样品 8：产地广东，批号：20190215；

样品 9：产地四川，批号：20180316；样品 10：

产地四川，批号：20190718)。

2 方法与结果

2.1 色谱-质谱条件
2.1.1 色谱条件	

色谱柱：Waters ACQUITY UPLC HSS T3 色谱

柱（100 mm×2.1 mm，1.8 μm）；流动相：乙腈

(A)- 含 0.1% 甲酸的 5mmol·L-1 甲酸氨溶液 (B)，

梯度洗脱程序见表 1；流速：0.4 mL·min-1，柱温：

30℃，进样量：5 μL。

表1 梯度洗脱程序

Table 1.  Gradient elution procedure

时间（min） 流动相A（%） 流动相B（%）

0~1 10 90

1~2 10~50 90~50

2~3.2 50~70 50~30

3.2~4 70~75 30~25

4~4.5 75~100 25~0

4.5~5 100 0

5~5.2 100~10 0~90

表2  真菌毒素的质谱参数

Table 2.  Parameters and fragment ions for mycotoxin

化合物名称 母离子（m/z） 子离子（m/z） 驻留时间（s） 锥孔电压（V） 碰撞能量（eV）

黄曲霉毒素B2 315.3 259.2* 0.1 20 30

287.3 0.1 20 25

黄曲霉毒素B1 313.2 241.2* 0.1 20 35

285.3 0.1 20 24

黄曲霉毒素G1 329.3 243.2* 0.1 20 26

311.2 0.1 20 20

黄曲霉毒素G2 331.4 245.2* 0.1 20 30

313.4 0.1 20 24

黄曲霉毒素M1 329.3 259.1* 0.1 20 22

273.1 0.1 20 15

脱氧雪腐镰刀菌烯醇 297.2 203.2* 0.1 20 22

249.2 0.1 20 10

伏马菌素B1 722.5 334.4* 0.1 20 35

352.4 0.1 20 35

注：*为定量离子对

2.1.2 质谱条件
离子源：电喷雾电离源；离子模式：正离

子 模 式； 毛 细 管 电 压：3.5 kV； 离 子 源 温 度：

150℃；脱溶剂气温度：350℃；脱溶剂气流速：

650 L·h-1；扫描方式：多反应检测模式；其余检

测离子参数见表 2。

2.2 溶液的制备
2.2.1 对照品溶液		

取 7 种真菌毒素对照品适量，精密称定，

加 甲 醇 制 成 标 准 溶 液 储 备 液（ 黄 曲 霉 毒 素 B1

浓 度 为 18 ng·mL-1， 黄 曲 霉 毒 素 B2 浓 度 为

6 ng·mL-1，黄曲霉毒素 G1 浓度为 18 ng·mL-1，

黄 曲 霉 毒 素 G2 浓 度 为 6 ng·mL-1， 黄 曲 霉 毒

素 M1 浓 度 为 21 ng·mL-1， 脱 氧 雪 腐 镰 刀 菌 烯

醇 浓 度 为 4 000 ng·mL-1， 伏 马 菌 素 B1 浓 度 为
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1 000 ng·mL-1），于棕色试剂瓶中 -18℃避光保存，

测定当天用流动相稀释得到系列标准曲线，现配

现用。

2.2.2 样品的处理	
取已均质后的六神曲供试品 1 g，精密称定，

置 50 mL 的离心管中，加入 5 mL 水和 10 mL 的 

0.1 % 甲酸乙腈，超声（功率：250 W，频率：

40 kHz）10 min， 加 入 提 取 盐 包（EN 法）， 大

力振摇 1 min，离心（6 000×g ）5 min，取提取

液 2 mL 上样 Oasis PRiME HLB 柱（无需活化直

接上样）接收流出液，取流出液 1 mL 于 50℃下

旋转蒸干，用流动相溶解旋蒸后的残渣并定容至

1 mL，再经过 0.22 μm 的微孔滤膜过滤，即得。

2.2.3 空白样品溶液
取经检测不含有 7 种真菌毒素的六神曲 1 g，

按“2.2.2”项下方法进行前处理，得到空白样品溶液。

2.3 方法专属性
上述色谱 - 质谱条件下，对照品的 7 种真菌

毒素的 MRM 定量离子图见图 1，空白样品的 7 种

真菌毒素的 MRM 定量离子图见图 2。从图中可

知 7 种真菌毒素分离良好，空白样品的图谱表明

样品基质成分不干扰真菌毒素的检测。
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图2  空白样品溶液的多反应监测色谱图

Figure 2.  Representative extract ions chromatograms of multiple-reaction monitoring of blank sample
注：A.伏马菌素B1；B.黄曲霉毒素G2；C.黄曲霉毒素M1；D.黄曲霉毒素G1；E.黄曲霉毒素B2；F.黄曲霉毒素B1；G.脱氧雪腐镰刀菌烯
醇；H.总离子流图

2.4 线性关系考察  
取“2.2.1”项下的对照品溶液用流动相依次

稀释，得到标准工作溶液，分别精密吸取系列标

准工作溶液 10 µL，按“2.1”项下试验条件测定，

以待测化合物的峰面积作为纵坐标（Y）, 以标准

曲线的浓度为横坐标（X，ng·mL-1），绘制线形

回归方程，得线性回归方程，见表 3。

2.5 定量限和检测限测定
将真菌毒素混合对照品溶液用流动相稀释，

按“2.1”项下试验条件测定，以信噪比（S/N）

=3 确定检测限，以信噪比（S/N）=10 确定定量限，

结果见表 3。

2.6 回收率试验  
精密称取六神曲空白样品，取约 1 g，按照低、

相
对

丰
度

（
%

）

A

B

C

F

G
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表3  7种真菌毒素的线性回归方程、线性范围、相关系数（r）、检测限、定量限、回收率（n=18）

Table 3.  Linear equation, linear range, correlation coefficient (r), LOD, LOQ and recovery 

of 7 mycotoxin contaminants（n=18）

化合物名称 线性方程 r
线性范围

（ng·mL-1）

检测限

（μg·kg-1）

定量限

（μg·kg-1）

平均回收率

（%）

RSD

（%）

黄曲霉毒素B1 Y=1.29×105X－6.91×102 0.9993 0.018⁓1.8 0.0030 0.011 103.2 4.3

黄曲霉毒素B2 Y=1.1×106X－1.99×103 0.9992 0.006⁓0.6 0.0004 0.001 108.0 4.1

黄曲霉毒素G1 Y=4.77×105X+1.05×103 0.9995 0.018⁓1.8 0.0010 0.003 92.8 4.5

黄曲霉毒素G2 Y=9.53×104X+4.23×101 0.9991 0.006⁓0.6 0.0050 0.016 90.1 2.8

黄曲霉毒素M1 Y=2.29×105X+6.79×102 0.9994 0.021⁓2.1 0.0020 0.005 84.7 3.6

脱氧雪腐镰刀

菌烯醇

Y=1.15×102X+7.80×101 0.9987 4~400 2.5000 8.000 89.3 5.8

伏马菌素B1 Y=2.32×104X-3.86×103 0.9994 1⁓100 0.0140 0.045 94.2 4.3

3 讨论

3.1 检测方法的选择
真菌毒素的检测方法主要有酶联免疫吸附

法（ELISA）、薄层色谱法（TLC）、液相色谱

荧光检测器法（LC-FLD）、液相色谱 - 串联质

谱法等（LC-MS/MS）[14]。酶联免疫吸附法（ELISA）

操作简单，检测时间短，但检测结果受试剂盒

差异、仪器灵敏度等条件的影响较大，重复性

较差、假阳性率较高。薄层色谱法（TLC）对仪

器设备要求较低，但灵敏度较低，专属性较差，

假阳性率和假阴性率较高。液相色谱荧光检测

器法（LC-FLD）采用免疫亲和柱纯化和柱后碘

衍生或柱后光衍生相结合的方法，其灵敏度较

高，但其前处理复杂、对人员的操作要求较高、

检测成本高，不适合大批量药材的检测要求。

液相色谱 - 串联质法（LC-MS/MS）前处理简单，

灵敏度高，检测时间短，专属性强，可同时进

行定性和定量测定，一次进样可同时检测多种

真菌毒素，整个分析时间仅有几分钟，特别适

合大批量中药材中真菌毒素污染情况的快速、

准确和高通量筛查。

3.2 色谱质谱条件
本文测定的 7 种真菌毒素在质谱方法优化过

程中，将真菌毒素的混标标准储备液利用针泵直

接进质谱测定，同时比较正离子和负离子模式下

的响应值。结果各真菌毒素在正离子模式下的响

应值明显高于负离子模式，因此选择显示正离子

模式作为电离模式。正离子模式下通过针泵直接

进样优化了离子源的参数，使响应值达到最优。

设置最优离子源参数后，利用针泵分别优化了 7

种真菌毒素的子离子碎片和碰撞能量参数，选择

了其中响应值最高的子离子作为各待测组分的检

测定量离子对，选择响应值次高的子离子作为待

测组分的定性离子对，最终建立了本文中真菌毒

素检测的多反应检测模式方法。

在正离子电离模式下，液相流动相中添加酸

性缓冲盐体系既可增加电离环境中的氢质子，提

高待测组分的电离效率，增强响应值，又可以

改善色谱峰形和分离度，提高分离效果。试验

中分别考察了乙腈 -5 mmol·L-1 甲酸铵体系、

乙 腈 -0.1% 甲 酸 体 系 和 乙 腈 - 含 0.1% 甲 酸 的

5 mmol·L-1 甲酸氨体系。结果显示在乙腈 -0.1%

甲酸体系下，脱氧雪腐镰刀菌烯醇和伏马菌素 B1

中、高 3 个浓度水平加入真菌毒素混合对照品适量

（每个浓度水平制备 6 份样品），按照“2.2”项

下的试验方法制备供试品溶液，再按“2.1”项下

试验条件测定，用外标法计算各真菌毒素的回收率

和其 RSD，结果见表 3。结果表明，7 种真菌毒素

的平均回收率为 84.7%~108.0%，RSD 为 2.8%~5.8%

（n=6）。因此本方法回收率好，准确性高。

2.7 实际样品测定  
取 10 批六神曲制剂，按照“2.2”项下的试

验方法制备供试品溶液，再按“2.1”项下试验条

件测定，用外标曲线法定量，计算样品中真菌毒

素的含量。结果 10 批样品中共有 2 批检出黄曲

霉毒素 B1，含量分别为 1.24，2.35 μg·kg-1（n=3），

其余毒素均未检出。



Chin J Pharmacoepidemiol, Jul. 2023, Vol. 32, No.7786

https://ywlxbx.whuznhmedj.com/

的响应值很强，但 5 种黄曲霉毒素的响应值很低；

在乙腈 -5 mmol·L-1 甲酸铵体系下，黄曲霉毒素

的响应值很强，但伏马菌素 B1 和脱氧雪腐镰刀

菌烯醇的响应值很低，基本无质谱信号；而在乙

腈 - 含 0.1% 甲酸的 5 mmol·L-1 甲酸氨体系下，

伏马菌素 B1、脱氧雪腐镰刀菌烯醇和 5 种黄曲霉

毒素的响应值均较高，且各组分峰形良好，分离

度好。同时研究分别对甲醇和乙腈系统进行了对

比，结果显示两者均能得到良好的峰形，但甲醇

条件下，脱氧雪腐镰刀菌烯醇的响应值较低，且

色谱柱压力较高，故选择乙腈 - 含 0.1% 甲酸的

5 mmol·L-1 甲酸氨体系作为梯度洗脱的流动相。

3.3 样品前处理
六神曲为 6 种中药材经过发酵等工艺制成的

曲剂，样品中基质复杂，干扰成分较多，因此

需选择适宜的方法进行前处理净化。QuEChERS

（Quick、Easy、Cheap、Effective、Rugged and 

Safe）方法为一种基于固相萃取和基质固相分散

技术的预处理方法，一般分为两步法，第一步采

用缓冲盐体系萃取样品溶液，第二步加入固体附

剂填料与基质中的杂质相互作用，吸附杂质从而

达到除杂净化的目的 [16]。因为其前处理简单、

快速、廉价、回收率高等特点广泛应用于谷物等

农产品和中药材中的质量检测等。本文考察了

QuEChERS 方法对于 7 种真菌毒素的回收率，结

果显示第一步加入缓冲盐体系萃取样品溶液时，

各待测组分的回收率良好，但第二步加入 PSA

和 C18 吸附剂去除杂质后，脱氧雪腐镰刀菌烯醇

和伏马菌素 B1 的回收率很低，因此并不能采用

QuEChERS 两步法进行前处理净化。本文考虑采

用 QuEChERS 方法结合固相萃取柱的方法进行前

处理，样品经 QuEChERS 方法第一步萃取后，萃

取液直接过 Oasis PRiME HLB 柱净化，结果显示

7 种真菌毒素的回收率均较好，因此本文最终选

定了 QuEChERS 结合 Oasis PRiME HLB 柱的试验

前处理方法。

3.4 结果分析
实际样品检测中有 2 批六神曲样品检出了黄

曲霉毒素 B1，含量分别为 1.24，2.35 μg·kg-1，

这揭示了六神曲发酵曲剂中存在着被黄曲霉毒素

污染的风险，而目前关于六神曲的真菌毒素检测

并没有相应的标准和法规，因此使用不加真菌毒

素风险监控的六神曲存在健康风险。本文建立了

一种快速、高效、准确性高的检测方法，可同时

检测六神曲中 7 种真菌毒素，为六神曲中真菌毒

素风险监控方法的建立提供了科学依据。
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