
玉米赤霉烯酮(Zearalenone，ZON)又称 F-2 毒

素，是由镰刀菌产生的一种类雌激素样真菌毒素，

具有遗传毒性、能致癌、导致 DNA 收敛和染色体失

常等危害[1]。在动物及人体内，ZON 可以代谢为α-

玉米赤霉烯醇(α-Zearalenol，α-ZOL)和β- 玉米

赤霉烯醇(β-Zearalenol，β-ZOL)及其他产物，而
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在植物体内 ZON 主要代谢为α-ZOL[2-4]。
国内外报道的 ZON 及其代谢产物检测方法

主要有液相色谱法(HPLC)[3-9]、气相色谱质谱联用

(GC-MS)[10]、毛细管电泳法 (CE)[11]、薄层色谱法

(TLC) [12]、液相色谱质谱联用法(HPLC-MS) [13]等。
其中单独测定 ZON 时，HPLC 使用最为广泛。高

效液相色谱 - 串联质谱法(HPLC-MS/MS)由于其

具有检测灵敏度高、定性定量兼顾和可多组分同

时检测等优点，因此近年来成为多种真菌毒素同
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摘 要 ： 建 立 了 粮 油 食 品 中 α- 玉 米 赤 霉 烯 醇 和 玉 米 赤 霉 烯 酮 的 高 效 液 相 色 谱 - 串 联 质 谱

(HPLC-MS/MS)检测方法。样品用三氯甲烷提取，经氢氧化钠溶液和二氯甲烷反萃取净化，定量浓缩后采用

HPLC-MS/MS 测定。两种目标化合物的线性范围为 0.2～100 ng/mL，相关系数(r)大于 0.99，α- 玉米赤霉烯醇

和玉米赤霉烯酮的检出限分别为 1.5μg/kg 和 1.0 μg/kg，不同样品基质加标回收率范围为 70.6%～98.9%，

相对标准偏差(RSD, n=6)不大于 10%。该方法具有灵敏度高、重现性好和成本相对较低等特点，适用于粮油食

品中 α- 玉米赤霉烯醇和玉米赤霉烯酮的测定。
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Abstract: A method was established for the determination of α-zearalenol and zearalenone in cereal

and oil food by high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry (HPLC-MS/MS). Sam-

ples were extracted by chloroform, purified by sequence back extraction using sodium hydroxide solution and

dichloromethane, quantitatively concentrated and measured by HPLC-MS/MS. The linear ranges of two target

compounds were over 0.2～100 ng/mL and the correlation coefficient (r) ＞0.99. The detection limits of

α-zearalenol and zearalenone were 1.5μg/kg and 1.0μg/kg, respectively. The mean recoveries of two target

compounds ranged from 70.6% to 98.9% with RSD＜10% (n=6). This method is sensitive, reproducible and

suitable for determination of traceα-zearalenol and zearalenone in cereal and oil food.
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表 1 α- 玉米赤霉烯醇(α-ZOL)和玉米赤霉烯酮(ZON)监测离子、去簇电压及碰撞能量

化合物名称 母离子(m/z) 子离子(m/z) 去簇电压(V) 碰撞能量(eV)

α-ZOL 319 275a -160 -15

301 -160 -30

ZON 317 175a -150 -25

273 -150 -25

注：a 定量离子

时测定研究的热点[14-18]。真菌毒素检测中一个十

分关键的步骤是样品提取液的净化，它将直接影

响到分析结果的准确性。目前文献报道的净化技

术大多采用固相萃取的方法，这种净化方法虽然

操作简便，但是成本较高，尤其是通常使用的免疫

亲和柱价格更是昂贵，使一般实验室很难接受。本

文通过参考文献[19]，采用经典的液液萃取方法

对样品进行提取和净化，经 HPLC-MS/MS 分离和

检测，实现了粮油食品中 α-ZOL 和 ZON 快速准

确测定。

1 实验部分
1.1 仪器和试剂

Agilent 1200 高效液相色谱仪(HPLC)、6410B

三 重 四 级 杆 串 联 质 谱 仪 ( 美 国 Agilent 公 司 )；

BT124S 电子分析天平，感量 0.1mg(德国 Sartorius

公司)；PL602 电子分析天平，感量 0.01 g(梅特勒

托利多仪器 (上海) 有限公司)；RVO6-ML 全自动

旋转蒸发仪(德国 IKA 公司)；HSC-24B 氮吹仪(天

津市恒奥科技发展有限公司)；NR 常温振荡提取

器 (日本 TAITEC 公司)；VORTEX3000 涡旋混匀

器(德国 WIGGENS 公司)；125 mL 分液漏斗(天津

天玻玻璃仪器有限公司)。
HPLC 级乙腈(赛默飞世尔(中国)有限公司)；

分析纯二氯甲烷、三氯甲烷、无水硫酸钠、氯化钠、
一水合柠檬酸(国药集团化学试剂有限公司)；α-

玉米赤霉烯醇(α-ZOL)、玉米赤霉烯酮(ZON)，纯

度≥99%(国家标准物质研究中心)；0.22μm 有机

滤膜(天津津腾实验设备有限公司)。
1.2 溶液配制

饱和氯化钠溶液：称取 36 g 氯化钠容于 100

mL 水中。2%氢氧化钠溶液：称取 20 g 氢氧化钠

用水溶解并定容至 1 L。106 g/L 柠檬酸溶液：称取

106 g 一水合柠檬酸用水溶解并定容至 1 L。50%

乙腈溶液：取 500 mL 乙腈和 500 mL 水混合。
标准储备液：分别准确称取 α-ZOL 和 ZON

标准物质适量(精确至 0.0001 g)用乙腈溶解，配制

成浓度为 1000 mg/L 的标准储备液。0～4℃避光

保存，有效期为 6 个月。
标准工作液：分别准确量取 α-ZOL 和 ZON

标准储备液适量(精确至 0.0001 g)，于一组容量瓶

中，用 50%乙腈溶液至刻度，配制成浓度为 1.0

ng/mL、5.0 ng/mL、10 ng/mL、25 ng/mL、50 ng/mL

的标准工作液。此溶液现用现配。
1.3 HPLC-MS/MS 分析条件

1.3.1 HPLC 条件
色谱柱：ZORBAX SB-C18 (Rapid Resolution

HT 100 mm×2.1 mm，1.8μm)。柱温：40℃。流

动相 A：10%乙腈(v/v)水溶液；流动相 B：乙腈(色谱

纯)；梯度洗脱程序：0～5 min，流动相 B 由 50%～
75%；5～5.1 min，流动相 B 由 75%～100%；5.1～
10.1 min， 流 动 相 B 保 持 为 100% ；10.1～10.2

min，流动相 B 由 100%～50%；10.2～18 min，流

动相 B 保持为 50%。流速：0.3 mL/min。进样量：

20μL。
1.3.2 质谱条件

电离方式：电喷雾电离；扫描方式：负离子扫

描；检测方式：多反应监测(MRM)；离子源温度：

350℃；干燥气流量：10 L/min；监测离子、去簇电

压及碰撞能量等见表 1。

1.4 样品前处理

1.4.1 提取
称取样品 10 g(精确至 0.01 g)于 100 mL 具塞

锥形瓶中。固体加入 50 mL 三氯甲烷，植物油脂

等液体样品加入 35 mL 三氯甲烷，盖紧塞子，于

振荡提取器上室温振荡(180 r/min)提取 30 min。
1.4.2 净化

使用中速滤纸过滤提取液并用三氯甲烷定容

至 50 mL。吸取 25.0 mL 提取液至 125 mL 分液漏

斗中，加入 5 mL 饱和氯化钠溶液，混匀。加入 25

mL 2%氢氧化钠溶液，剧烈振荡 1 min，静置分层，

弃去三氯甲烷层。用 25 mL 三氯甲烷重复萃取一

次，弃去三氯甲烷层。加入 25 mL 106g/L 柠檬酸

溶液，混匀。加入 25 mL 二氯甲烷，剧烈振荡 1
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图 1 10μg/L 标准工作液中 α-ZOL(a、b)和 ZON(c、d)特征离子质量色谱图

min，静置分层。将二氯甲烷层溶液通过装有 5 g

无水硫酸钠的漏斗。用 25 mL 二氯甲烷重复萃取

一次，操作同上。用 5 mL 二氯甲烷冲洗无水硫酸

钠，合并二氯甲烷萃取液至浓缩瓶中，40 ℃以下

于旋转蒸发仪上浓缩至近干。残留物用 5 mL 二氯

甲烷溶解并转移至玻璃离心管中，于 40 ℃以下用

氮气吹干，残留物用 1.0 mL 50%乙腈溶液溶解，

于漩涡混合器上漩涡混匀后，过 0.22 μm 有机滤

膜，供 HPLC-MS/MS 测定。

1.5 定性和定量

1.5.1 定性分析
按照 1.3 的分析条件对标准工作液和样品进

行测定，当样品目标化合物的色谱峰与标准工作

液色谱峰保留时间偏差±5%范围内、定性离子对

的相对丰度符合欧盟关于食品中污染物的确认要

求 [20]， 则 可 判 定 样 品 中 存 在 相 应 的 化 合 物。
α-ZOL 和 ZON 标准工作液多反应监测(MRM)色

谱图见图 1。

1.5.2 定量分析
按浓度由小到大的顺序，按照 1.3 的分析条

件依次对标准工作液进行测定，以浓度为横坐标，

峰面积为纵坐标，绘制标准工作曲线。同时按相同

条件对样品测定液进行测定，利用标准工作曲线

对样品中目标化合物按照外标法进行定量。高浓

度样品应适当稀释，保证被测组分在标准工作曲

线范围内。

2 结果与讨论
2.1 质谱条件的优化

对扫描方式、离子源温度和干燥气温度等进

行了优化，确定出最佳的质谱条件。对α-ZOL 和

ZON 去簇电压、碰撞能量等进行了优化，同时参

考文献[15-16]筛选出最佳的定性和定量离子对。
2.2 色谱条件的优化

2.2.1 流动相的选择
比较了甲醇和水、乙腈和水作为流动相的洗脱

效果，发现两者相当。由于使用窄径色谱柱分离，甲

醇和水作为流动相时系统压力较高，对系统易造成

损害，因此选择了乙腈和水系统作为流动相。
2.2.2 洗脱方式的选择

对于α-ZOL 和 ZON，采用 50%乙腈等度系

统和梯度洗脱时分离效果相当，等度洗脱时分析

时间较长，同时梯度洗脱可有效除去极性较弱的

杂质，因此选择了梯度洗脱的方式。
2.2.3 色谱柱的选择

比较了 50 mm、100 mm 和 150 mm 3 种不同

规格的窄径 C18 色谱柱，发现 100 mm 分离效果较

好，且分析较短，4 min 之内 α-ZOL 和 ZON 便可

得到良好的分离，因此选择了 100 mm×2.1 mm

(粒径 1.8μm)的 C18 色谱柱作为分析柱。
2.3 前处理条件的优化

2.3.1 提取溶剂的选择
在空白玉米样品中加入一定浓度的 α-ZOL

和 ZON 标准物质，比较了三氯甲烷、乙腈、无水乙

醚 3 种提取溶剂的提取效率。结果发现：三氯甲烷

和乙醚对 α-ZOL 与 ZON 提取效率较高且相当，
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表 2 不同基质空白样品中 α-ZOL 和 ZON 添加回收率及精密度(n=6)

食品名称 化合物 添加浓度(μg/kg) 回收率范围(%) 相对标准偏差(RSD)(%)

玉米 α-ZOL 6.0 76.4~96.5 9.04

12.0 77.2~92.3 6.44

60.0 75.3~95.6 8.58

ZON 3.0 76.3~98.3 9.26

6.0 82.3~98.6 6.80

60.0 84.3~97.6 5.92

大豆 α-ZOL 6.0 79.4~98.5 8.36

12.0 83.2~97.3 6.04

60.0 80.3~98.9 7.85

ZON 3.0 78.3~98.9 8.92

6.0 85.5~97.9 5.76

60.0 85.9~98.4 5.52

大米 α-ZOL 6.0 78.4~96.9 8.09

12.0 82.4~96.3 5.91

60.0 81.3~94.9 6.39

ZON 3.0 77.3~97.9 8.83

6.0 84.5~96.9 5.53

60.0 84.6~97.4 5.05

大豆油 α-ZOL 6.0 70.9~88.4 8.06

12.0 71.3~89.8 8.44

60.0 71.9~90.4 7.56

ZON 3.0 71.5~90.3 8.24

6.0 72.8~89.9 7.37

60.0 72.7~89.5 7.69

玉米色拉油 α-ZOL 6.0 71.4~90.5 8.37

12.0 73.3~91.8 8.04

60.0 73.9~92.6 7.35

ZON 3.0 72.8~91.3 8.01

6.0 72.6~90.1 7.50

60.0 73.5~90.5 7.57

乙腈稍差，考虑到乙醚挥发性高，操作过程中不易

控制，因此选择了三氯甲烷作为提取溶剂。
2.3.2 提取时间的选择

在空白玉米样品中加入一定浓度的 α-ZOL

和 ZON 标准物质，以三氯甲烷为提取溶剂，在室

温振荡条件下提取，比较了 10 min、20 min、30

min、45 min、60 min 的提取效果。结果发现：随着

提取时间的增加，α-ZOL 与 ZON 的提取效率不

断提高，30 min 以后提取效率达到最高，以后不

再增加，因此确定 30 min 作为提取时间。
2.3.3 萃取剂的选择

α-ZOL 和 ZON 在弱碱性水溶液中的溶解性

高于有机溶剂，因此选择氢氧化钠作为第一次萃

取的溶液，以除去脂类和色素等脂溶性的杂质。在

空白玉米样品中加入一定浓度的 α-ZOL 和 ZON

标准物质，用三氯甲烷室温下振荡提取 30 min，

以二氯甲烷为反萃取溶剂，对 0.5%、1%、2%和

3% 4 种浓度的氢氧化钠的萃取效率进行了比较。

结果发现氢氧化钠的浓度为 2%时较为合适。
2.3.4 反萃取溶剂的选择

在空白玉米样品中加入一定浓度的α-ZOL 和

ZON 标准物质，用三氯甲烷室温振荡提取 30 min，

以 2%氢氧化钠为萃取剂，比较了分别以二氯甲烷、
三氯甲烷、乙腈、甲醇作为反萃取溶剂时的萃取效

率。结果发现二氯甲烷与三氯甲烷反萃取的效率最

高，且两者相当，考虑到二氯甲烷沸点更低便于旋蒸

浓缩，因此选择二氯甲烷作为反萃取溶剂。
2.4 线性关系、检出限、回收率及精密度

配制了 0.20 ng/mL、0.50 ng/mL、1.0 ng/mL、5.0
ng/mL、10 ng/mL、20 ng/mL、50 ng/mL、100 ng/mL 等

浓度的α-ZOL 和 ZON 混合标准溶液上机测定，结

果发现 0.50～50 ng/mL 2 个化合物线性范围良好，

线性回归方程分别为 Y=183.72X-11.04(r2=0.999)

和 Y=337.59X+21.21(r2=0.998)；以定性离子的信噪

比≥3 时 确 定 2 个 化 合 物 的 检 出 限 分 别 为

1.5μg/kg 和 1.0μg/kg。
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在玉米、大豆、大米、大豆油、玉米色拉油等空

白样品中加入 3 倍检出限、6 倍检出限和 30 倍检

出限左右浓度的 α-ZOL 和 ZON 标准物质，按照

优化后的前处理和仪器分析条件进行回收率与精

密度实验，结果见表 2。由表 2 可以看出，2 个化合

物的不同水平加标回收率在 70%～100%之间，相

对标准偏差(RSD)在 5%～10%之间，满足准确定

量分析的要求。
2.5 实际样品测定

在市场上采集了吉林省内生产的玉米、大豆、
大米、大豆油和玉米色拉油等样品各 3 份，按照建

立 的 分 析 方 法 对 15 份 样 品 进 行 了 α-ZOL 和

ZON 残留量的测定。其中 1 份明显发霉玉米检出

了 α-ZOL 和 ZON， 含 量 分 别 为 12.1μg/kg 和

220.3μg/kg，另有 1 份大米仅检出了 ZON，含量

为 5.0μg/kg，其他样品均未检出。

3 结 论
本文利用 HPLC-MS/MS 仪器建立的粮油食

品中 α-ZOL 和 ZON 检测方法，灵敏度高、重现

性好、准确可靠，能够满足粮油食品中痕量污染物

的检测要求。经典的液液萃取和净化方法，降低了

检测成本，有利于本方法的推广和应用。
利用本方法对采集自吉林省内生产的玉米等

15 份样品测定的结果表明，1 份发霉玉米样品检

出了较高含量的 α-ZOL 和 ZON，1 份大米样品

检测含量较低的 ZON，其他样品均未检出。这可

能是由于北方气温和空气湿度相对较低，在贮藏

和加工条件适宜的情况下，粮油食品中一般不会

发生α-ZOL 和 ZON 的污染。
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