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牛奶及乳粉中黄曲霉毒素 M1 的液相色谱 - 质谱检测比较研究

刘明理 1，曹进 1*，张庆生 1，李晓瑜 2

（1. 中国食品药品检定研究院，北京 100050；2. 国家食品药品监督管理总局，北京 100050）

摘要　目的：建立测定牛奶和乳粉中黄曲霉毒素 M1 的液相色谱 - 质谱检测方法，并与国家标准方法比较。

方法：采用 ACQUITY UPLC HSS T3 色谱柱（50 mm×2.1 mm，1.8 μm），以 0.1% 甲酸水溶液 - 乙腈为流动

相进行梯度洗脱，流速 0.3 mL·min-1；采用电喷雾离子源进行正离子模式监测，多反应监测模式（MRM）定

量分析，毛细管电压 3.2 kV，离子源温度 150 ℃ ；结果：在均满足日常检测的情况下，本方法较国家标准方

法回收率提高 10% 以上，检出值准确性提高 5% 以上。测定结果显示采集的市售牛奶和乳粉中均未检出

黄曲霉毒素 M1，牛奶质控样品（3.03±0.70）μg·kg-1 测定结果为（3.05±0.08）μg·kg-1（n=5），乳粉阳性样

品（1.00±0.25）μg·kg-1 测定结果为（1.10±0.02）μg·kg-1（n=5）。结论：牛奶及乳粉中黄曲霉毒素 M1 的

检测可以通过简单制备后进行测定，为日常检测提供了简便可行的方法。
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Comparative study on determination of aflatoxins M1 in milk and 
its powder by liquid chromatography-mass spectrometry
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Abstract　Objective：To develop a method for the determination of alfatoxin M1 in milk and its powder，and to 
compare it with current national standard method．Methods：The samples were separated on a nACQUITY UPLC HSS 
T3 column（50 mm×2.1 mm，1.8 μm）with a mobile phase of acetonitrile and water containing 0.1% formic acid 
in a gradient elution at a flow rate of 0.3 mL·min-1．Multiple-reaction monitoring（MRM）scanning was employed 
for quantification with switching electrospray ion source polarity in positive mode．The capillary voltage was set at 
3.2 kV，and the ion source temperature was maintained at 150 ℃．Results：Both methods could cope with routine test，
while the new developed method had by 10% higher recovery rate than the standard method，and the accuracy of target 
results was promoted by 5%．Aflatoxin M1 was not detected in both commercially available milk and milk powder，
while the results of the determination of quality controled samples in milk with（3.05±0.08）μg·kg-1（n=5），

and in milk powder with（1.10±0.02）μg·kg-1（n=5）were（3.03±0.70）μg·kg-1and（1.00±0.25）μg·kg-1， 
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respectively．Conclusion：Alfatoxin M1 in milk and its powder could be determined after simple treatment and the 
method provided a simple and easy way for routine tests．
Keywords：aflatoxins M1；liquid chromatography-mass spectrometry；electrospray ionization（ESI）；multiple-
reaction monitoring（MRM）；milk；milk podwer

国家标准方法［7］进行了比较，方法较为简单，回收率

可实现 90% 以上，同时由于现有标准方法中没有考

虑黄曲霉毒素 M1 结合物的状态，可能会存在漏检的

情况，本研究对这一现象也进行了探讨。

1　实验材料

Xevo TQ-S 超高效液相色谱 - 三重四极杆质谱

仪及 Masslynx 质谱软件（Waters 公司）；ACQUITY 
UPLC HSS T3（2.1 mm×50 mm，1.8 μm；填料：十八烷

基硅烷键合硅胶；WATERS 公司）；KQ-700DE 型超

声波清洗器（昆山市超声仪器有限公司）；CF16RXII
离心机（HITACHI 公司）；Microsep Advance 20 mL，
3 kDa 超滤离心管（Pall 公司）；黄曲霉毒素 M1（批

号 10141，Romer 公司），免疫亲和柱（Romer 公司）；

试剂甲酸为分析纯，乙腈为质谱级。实验所用水均

为 Milli-QIntegral 3 纯水机制备的超纯水（电阻率 
18.2 MΩ·cm）。样品为市售鲜奶、全脂奶粉各 3 份，

另牛奶质控样品 1 份［经多家实验室协作测试，均值

为（3.03±0.70）μg·kg-1］，乳粉阳性样品 1 份［检测

均值为（1.00±0.25）μg·kg-1］。

2　实验部分

2.1　色谱 - 质谱条件

色谱柱：WATERS ACQUITY UPLC HSS T3（2.1 mm× 
50 mm，1.8 μm）；流动相：0.1%（v/v）甲酸水溶液 

（A）- 乙 腈（B），梯 度 洗 脱（0.0~5.0 min，100% A；

5.1~7.0 min，90%B；7.1~8.5 min，100%A）；流速： 
0.3 mL·min-1；柱温：室温；进样量：3 μL；分析时间：

9 min。
离子化模式：电喷雾正离子模式（ESI+）；扫描模

式：MRM 多离子反应监测；毛细管电压：3.2 kV；锥孔

电压：40 V；离子源温度：150 ℃ ；偏转电压：70 V；锥

孔气流量：150 L·h-1；脱溶剂气温度：500 ℃ ；脱溶

剂气流量：1 000 L·h-1；定量离子对：m/z 329.0>273.5
（碰撞能量 20 V）；定性离子对：m/z 329.0>259.5（碰

撞能量 25 V）。

2.2　样品前处理

2.2.1　方法 1　取黄曲霉毒素 M1 的样品（牛奶或乳

黄曲霉毒素（aflatoxins）是二氢呋喃香豆素的一

类衍生物质，主要在湿热的环境下，由黄曲霉和寄生

曲霉产生，此外在一定条件下，曲霉属的黑曲霉、灰绿

曲霉、赭曲霉等，青霉属的桔青霉、展青霉、指状青霉

等，毛霉，镰孢霉，根霉，链霉菌等也能产生黄曲霉毒

素。该类毒素［1-2］已鉴定出包括黄曲霉毒素 B1、B2、

G1、G2、M1、M2、P1、Q、H1、GM、B2a 和毒醇等 20 余种

物质，其中常关注的黄曲霉毒素主要有 4 种，即黄曲

霉毒素 B1、B2、G1、G2，其中黄曲霉毒素 B1 被认为是

主要的有毒物质，1993 年世界卫生组织已将该类物

质划为 1 类致癌物，有证据显示可对人及动物肝脏

组织产生破坏，严重可导致肝癌甚至死亡。黄曲霉

毒素 B1 主要存在于粮油污染、大米、小麦、坚果、乳

等农产品中，另外由于饲料的污染，也会移行到动物

体内，摄入黄曲霉毒素 B1 后在体内经羟基化代谢的

产物，一部分从尿和乳汁排出，一部分存在于动物的

可食部分，如乳、肝、蛋类、肾、血和肌肉中，其中以乳

最为常见。另外，研究发现黄曲霉毒素 B1、B2 等毒

素经过代谢后还产生黄曲霉毒素 M1 和 M2 等代谢产

物。黄曲霉毒素 M1 的毒性和致癌性与黄曲霉毒素

B1 的基本相似，由于乳及其制品是人类、特别是婴儿

的主要食品，因此对相关毒素和代谢产物的检测和

监测，可以为尽早发现风险提供预警数据［2］。常用

测定黄曲霉毒素［3-6］的方法有薄层色谱法、高效液相

色谱法、微柱法、酶联免疫吸附法、免疫亲和净化荧

光分光光度法以及金标免疫层析等。其中高效液相

色谱法主要通过提取、净化、衍生化、测定等步骤，在 
GB 5413.37-2010《食品安全国家标准　乳和乳制品

中黄曲霉毒素 M1 的测定》［7］主要利用免疫亲和柱进

行净化，再利用荧光检测或者质谱检测，但是，由于操

作步骤较为烦琐，因此对目标物的回收率影响较大，

直接造成了测定结果的准确性，一般在微量或者痕量

水平，其回收率为 70%~80%，某些情况会在 60% 左

右。其他文献显示［8-17］，在检测过程中方法主要针对

的都是游离状态的黄曲霉毒素。本文建立了简单地

针对牛奶及乳粉中黄曲霉毒素 M1 的测定方法，并与
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粉），按 GB 5413.37-2010《食品安全国家标准　乳和

乳制品中黄曲霉毒素 M1 的测定》的“6.1”及“6.2”
项下方法提取净化处理后，备用。

2.2.2　方法 2　牛奶：称取 5 g（精密称定至 0.01 g）
混匀的样品，置于 50 mL 具塞离心管中，加入甲酸 
3 mL，37 ℃水浴加热 10 min，加入乙腈 10 mL，放置

10 min，8 000 r·min-1 离心 20 min 后，取上清液于 
50 mL 量瓶中，以乙腈 - 水（70∶30）稀释定容至 
50 mL，备用。乳粉：称取 5 g（精密称定至 0.01 g）样

品，置于 250 mL 烧杯中，加入温水 20 mL，溶解混匀，

加入甲酸 10 mL，37 ℃水浴加热 10 min，加入乙腈 
15 mL，放置 10 min，定量转移至 50 mL 离心管中， 
8 000 r·min-1 离心 20 min 后，转移上清液于 100 mL
量瓶中，以乙腈 - 水（70∶30）稀释定容至 100 mL， 
备用。

2.3　空白基质溶液的配制

取黄曲霉毒素 M1 阴性的样品（牛奶或乳粉），按

“2.2”项方法制备空白基质溶液。

2.4　系列对照品溶液的制备

取黄曲霉毒素M1 对照品适量，参考GB 5413.37- 2010
《食品安全国家标准　乳和乳制品中黄曲霉毒素 M1

的测定》的系列浓度 0.5、0.8、1.0、2.0、4.0、6.0、8.0 
ng·mL-1，以甲醇及空白基质溶液分别配制溶剂对照

品溶液和基质匹配对照品溶液。

2.5　空白试验

不称取样品，按照“2.2”项下步骤操作，进行空

白试验，未见干扰检测的物质出现。

3　方法学考察

3.1　标准曲线的比较

研究比较了“2.2”项下处理方法 1 及方法 2，通
过 2 种方法分别制备空白基质溶液，配制基质匹配对

照品溶液进行标准曲线的制作，同时配制以甲醇溶剂

直接溶解获得的溶剂对照品溶液制作标准曲线，并比

较两类标准曲线的差异。在线性范围内相关系数均

在 0.999 以上，结果表明，以处理方法 1 及方法 2 制

得的基质匹配对照品溶液所制作的标准曲线，在各自

线性范围内的斜率值，采用方法 2 制得的基质匹配对

照品溶液所制作的标准曲线较采用溶剂制备的溶剂

对照品溶液制作的标准曲线的斜率值小大约 30%，

采用方法 1 制得的基质匹配对照品溶液所制作的标

准曲线较采用溶剂制备的溶剂对照品溶液获制作的

标准曲线的斜率值小大约 20% 左右，在整个线性范

围内，按照各点的测定残差评价，实际曲线会产生弯

曲，整个线性范围拟合的相关系数不能很好地判断出

线性关系，在低浓度，当采用处理方法 1 和方法 2 制

备基质匹配对照品溶液时均需要制订小范围的线性

关系用于准确计算；其中采用方法 1 的范围为 0.0~ 
30 μg·kg-1，采用方法 2 范围为 0.01~20 μg·kg-1，在上

述范围内，拟合曲线获得结果较为准确。

3.2　线性关系

按“2.2.1”和“2.2.2”的方法 1 及方法 2 分别制

备的 2 套系列基质匹配对照品溶液，进样测定；分

别以各分析物的峰面积（y）和对应的质量浓度（x， 
μg·kg-1）进行线性回归计算，得到的线性方程和相

关系数（表 1）。采用方法 1 和方法 2 的牛奶及乳粉

线性范围均为 0.01~500 μg·kg-1。黄曲霉毒素 M1

在线性范围内按照常规判断均呈现良好的线性关系

（r=0.999）。但是以上所述按照残差分析可以看到，

二者均存在两段式线性关系。

表 1　黄曲霉毒素 M1 的线性方程、相关系数、线性范围

Tab. 1　Regression equations，correlation coefficients， 

linear ranges of aflatoxin M1

处理方法

（extractive
method）

回归方程

（regression
equation）

r
线性范围

（linear range）/
（μg·kg-1）

1 Y=524 865X+1 313 0.999 4 0.01~500

2 Y=383 690X+583 0.999 0 0.01~500

3.3　检出限与定量限

取以方法 1 及方法 2 分别制备的基质匹配对照

品溶液适量，分别用空白基质溶液稀释后测定，以信

噪比（S/N）为 3 时对应的溶液浓度为方法检出限，以

信噪比（S/N）为 5~10 时对应的溶液浓度为方法定量

限，以实际可鉴别信号（即目视法）为准。见表 2。
表 2　黄曲霉毒素 M1 的检出限和定量限（n=5）

Tab. 2　LOD and LOQ for of aflatoxin M1

处理方法

（extractive method）
检出限

（LOD）/（μg·kg-1）

定量限

（LOQ）/（μg·kg-1）

1 0.01（RSD=5%） 0.1（RSD=5%）

2 0.01（RSD=3%） 0.05（RSD=2%）

3.4　加标回收率及重复性

取阴性牛奶和乳粉，分别添加 3 个水平的对照

品溶液之后，按照“2.2”中方法 1 及方法 2 的步骤
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进行提取制备，分成两组系列加标回收待测液，以

供比较采用方法 1 和方法 2 的提取回收率。加标

水平分别为 0.05、0.5、1.5 μg·kg-1；每个加标水平

平行制备 6 次进行测定，以便评价方法准确度。该

方法的平均加标回收率和相对标准偏差（RSD）结

果表明：采用方法 1，牛奶中 3 个水平的回收率在

75%~85%，RSD 为 10%~17%（n=6）；乳粉中 3 个水

平的回收率在 70%~83%，RSD 为 10%~20%（n=6）；

采用方法 2，牛奶中３个水平的回收率在 90%~95%，

RSD 为 8%~15%（n=6）；乳粉中３个水平的回收率

在 91%~93%，RSD 为 8%~16%（n=6）。所得结果均

可以满足日常样品分析要求，但是方法 2 由于步骤较

少，明显回收率结果较好。

3.5　稳定性和日内、日间精密度

进行样品稳定性和日间精密度的检查。采用回

收率实验中配制的 3 个浓度水平，通过处理方法 1 和

方法 2 制得供试溶液，分别于 0、1、2、4、10、15、24、
48 和 72 h 进行测定，结果表明供试溶液均可以在 
72 h 内保持稳定。方法 1：0.05、0.5、1.5 μg·kg-1 ３

个浓度水平，日内精密度试验（1 d 内 2 次）的峰面

积的 RSD 在 10%~20%（n=5）之间，日间精密度试

验（连续 2 d）的峰面积的 RSD 在 10%~15%（n=5）
之间。方法 2：３个浓度水平，日内精密度试验 

（1 d 内 2 次）的峰面积的 RSD 在 8%~16%（n=5）之

间，日间精密度试验（连续 2 d）的峰面积的 RSD 在

10%~15%（n=5）之间。

4　实际样品测定

依法处理市售牛奶、乳粉及质控样品，进行测定，

测定结果显示采集的市售牛奶和乳粉中均未检出黄

曲霉毒素 M1，牛奶质控样品（3.03±0.70）μg·kg-1，采用

方法 1 得到的值为（2.91±0.12）μg·kg-1（n=5），采
用方法 2 得到的值为（3.05±0.08）μg·kg-1（n=5）；

乳粉阳性样品如上所述，采用方法 1 得到的值为

（0.92±0.05）μg·kg-1（n=5），采用方法 2 得到的值

为（1.10±0.02）μg·kg-1（n=5）。从检测结果可以看

到，牛奶质控样品虽然是通过添加方式制备的，但是

基体中的蛋白还是可能会与黄曲霉毒素 M1 形成配

合物或者结合物，如采用方法 1 可能会存在漏检的 
现象。

5　讨论

5.1　方法 2 中提取条件的选择和优化

牛奶及乳粉中存在大分子蛋白质、脂肪、糖及其

他分子物质，对于检测主要的干扰来自于上述物质，

在进行条件选择时，考虑了相关物质的清除效率，同

时也考察了相关物质共存的干扰，对于牛奶及乳制

品，主要的干扰源来自于蛋白质的影响，而脂质成分

在相关转移稀释中影响较小，其中包括可能吸附和配

合物的形成在结果显示上均没有较大的影响。而在

相关的国家标准中样品处理，即方法 1，没有考虑蛋

白质结合黄曲霉毒素的影响，某种程度上检测的是游

离、弱结合状态或者未包埋情况下的黄曲霉毒素，研

究发现，除加温外，加大基体酸的含量，可以有效地

游离出处于结合或者配合状态的黄曲霉毒素，相关

的检测可以发现，本次实验在方法 2 通过加酸量的

比较，在对应制备情况下，可以有效地释放出黄曲霉

毒素 M1。在乳阳性样品的检测中，采用方法 1 得到

（0.92±0.05）μg·kg-1（n=5），回收率 75%；方法 2 得

到（1.10±0.02）μg·kg-1（n=5），回收率 93%；再比较

多家均值结果（1.00±0.25）μg·kg-1（n=10），回收率

在 70%~85% 之间，结果存在不同。由于该阳性结果

均值的获得是基于方法 1，因此说明在阳性样品检测

时，可能的黄曲霉毒素 M1 的结合状态影响了物质的

检出，同时，方法的回收率说明了现有国标方法存在

物质损失。

5.2　空白基质溶液的日常处理

为便于日常检测，对于空白基质溶液，考虑到可

能存在黄曲霉毒素的污染，同样摸索了针对未知样品

检测时的处理方法，即样品在上述处理过程中，同时

加入少量的碳酸氢钠，以消除未知样品中可能存在

的微量黄曲霉毒素。通过微量加标的方式进行了验

证，表明在少量碳酸氢钠存在的情况下，可以消除微

量黄曲霉毒素，另通过添加的方式进行了基质抑制率

的评价，结果显示上述处理获得的空白样品抑制率为

30%~35%，与实际检测样品的抑制率相似，说明处理

方式不带来额外的离子抑制。在利用未知样品进行

空白制备时，加入甲酸的量需要进行调整，以消除少

量碳酸氢钠的影响。一般而言，在牛奶或乳粉中添加

1 μg·kg-1 水平的黄曲霉毒素 M1，对应 5 g 样品中加

入 0.005 g 碳酸氢钠固体，样品处理中增加 0.5 mL 甲

酸进行中和。

5.3　方法间的差异

方法比较了免疫亲和色谱净化富集和酸提取方

法之间的差异，可以看到 2 种处理方法均满足测定要

求，但是回收率水平上，方法 2 存在较好的优势，在重
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复性测定计算阳性样品的平均回收率，校准后，可以

发现，实测水平下，以方法 1 及方法 2 进行样品处理

的的结果存在一定的差异。为研究可能的毒素与蛋

白配合关系，将阴性牛奶和奶粉进行已知量添加后，

如法处理，分别测定，并进行回收率校准后，可以看到

采用方法 2 较采用方法 1 在重复性接近一致的水平

上（95% 置信水平），由方法 2 处理样品的测定值高

于由方法 1 处理样品的测定值，具有显著性差异，说

明黄曲霉毒素 M1 存在与蛋白质之间的吸附或者配

合作用，而方法 1 则不能完全地反映出基质和黄曲

霉毒素 M1 之间兼容性的情况。根据不同添加水平

的研究，可以看到这种现象在高浓度水平（1 μg·kg-1

以上），结果反映较为明显。按照现有的结果，进行结

合率的初步计算，可以看到表观的结合率在 5%~10%
范围波动，提示现有免疫亲和的方法需要考虑样品提

取步骤的全面性。

5.4　质谱条件的选择

质谱条件的选择对于 2 个处理方法获得供试溶

液基本一致，采用方法 2 的离子抑制率大于方法 1 的

离子抑制率，这是由于净化效果上，方法 2 减少了步

骤，存在较多共存物质的干扰，但是在响应强度上，

2 个方法得到的离子响应水平接近，采用基质空白

的检测方式，可以较好地消除基质干扰的影响。图 1
显示了牛奶按照方法 2 处理后，基质添加标准物质 

（0.5 μg·kg-1）及检出限（添加，0.01 μg·kg-1）分离情

况和测定结果。
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图 1　黄曲霉毒素 M1 对照品溶液（A）和检出限（B）MRM 色谱图

Fig. 1　Chromatograms of reference substance solution of aflatoxin M1 （A） and its detection limit（B） in MRM mode

5.5　小结

方法比较的结果显示，经过较高浓度酸进行提取的

过程可以满足一般检测，但是考虑到样品所含宏观物质

和微观物质的干扰，免疫亲和净化仍然是测定黄曲霉毒

素的一个较好方法，如果对国标中提取步骤进行改进，使

相关毒素可以有效释放，将提高检测的准确性，并可以有

效地对相关产品中黄曲霉毒素的代谢产物进行测定。
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