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中药材中黄曲霉毒素的测定 液相色谱串联质谱法 

1 范围 

本标准规定了中黄曲霉毒素 B1、黄曲霉毒素 B2、黄曲霉毒素 G1、黄曲霉毒素 G2（以下简称 AFT 

B1、AFT B2、AFT G1 和 AFT G2）的测定方法。 

本标准适用于柏子仁、决明子、陈皮、莲子、薏苡仁、地龙、螟蚣、马钱子、蝉蜕、松香、当归

等动植物类中药材及饮片中 AFT B1、AFT B2、AFT G1 和 AFT G2 的高效液相色谱-串联质谱法测定。 

2 规范性引用文件 

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文

件，仅该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用

于本文件。 

GB/T 6682 分析实验室用水规格和实验方法 

3 原理 

用甲醇-水溶液提取试样中的 AFT B1、AFT B2、AFT G1 和 AFT G2，固相净化柱法或免疫磁珠法

净化，净化液浓缩、定容和过滤后经液相色谱分离，高效液相色谱-串联质谱检测，同位素内标法定量。 

4 试剂和材料 

除非另有说明，本方法所用试剂均为分析纯，水为 GB/T 6682 规定的一级水。 

4.1 试剂 

4.1.1 乙腈（CH3CN）：色谱纯； 

4.1.2 甲醇（CH3OH）：色谱纯； 

4.1.3 乙酸铵（CH3COONH4）：色谱纯； 

4.1.4 氯化钠（NaCl）； 

4.1.5 磷酸氢二钠（Na2HPO4）； 

4.1.6 磷酸二氢钾（KH2PO4）； 

4.1.7 氯化钾（KCl）； 

4.1.8 盐酸（HCl）。 

4.2 试剂配制 
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4.2.1 磷酸盐缓冲溶液（PBS 溶液）：称取 8.0 g 氯化钠、1.2 g 磷酸氢二钠、0.2 g 磷酸二氢钾、0.2 g 氯

化钾，加水 900 ml 使溶解，用盐酸调节 pH 值至 7.0±0.1，加水稀释至 1000 ml，混匀。 

4.2.2 乙酸铵溶液（5 mmol/L）：称取 0.39 g 乙酸铵，用水溶解后加水稀释至 1000 ml，混匀。 

4.2.3 乙腈+甲醇溶液（50：50）：取 500 ml 乙腈加入 500 ml 甲醇，混匀。 

4.3 标准物质 

4.3.1 AFT B1 标准品（C17H12O6，CAS：1162-65-8）：纯度≥98%，浓度为 25 μg/ml，或其他经国家认

证并授予标准物质证书的标准物质。 

4.3.2 AFT B2 标准品（C17H14O6，CAS：7220-81-7）：纯度≥98%，浓度为 25 μg/ml，或其他经国家认证

并授予标准物质证书的标准物质。 

4.3.3 AFT G1 标准品（C17H12O7，CAS：1165-39-5）：纯度≥98%，浓度为 25 μg/ml，或其他经国家认证

并授予标准物质证书的标准物质。 

4.3.4 AFT G2 标准品（C17H14O7，CAS：7241-98-7）：纯度≥98%，浓度为 25 μg/ml，或其他经国家认证

并授予标准物质证书的标准物质。 

4.3.5 同位素内标混合标准溶液 13C17-AFT B1（C17H12O6，CAS：157449-45-0）、13C17-AFT B2（C17H14O6，

CAS：157470-98-9）、13C17-AFT G1（C17H12O7，CAS：157444-07-9）和 13C17-AFT G2（C17H14O7，CAS：

157462-49-7）：纯度≥98%，浓度为 0.5 μg/ml。 

4.4 标准溶液的配制 

4.4.1 混合标准工作液（2.5 μg/ml）：分别移取 25 μg/ml AFT B1（4.3.1）、AFT B2（4.3.2）、AFT G1

（4.3.3）和 AFT G2（4.3.4）各 1 ml 至 10 ml 容量瓶中，用甲醇定容。此溶液浓度约为 2.5 μg/ml。该溶

液在-20 ℃下避光保存。有效期 3 个月。 

4.4.2 混合标准工作液（100 ng/ml）：准确移取混合标准工作液（4.4.1）400 μl 至 10 ml 容量瓶中，用

甲醇定容。此溶液浓度为 100 ng/ml。该溶液在-20 ℃下避光保存。有效期 1 个月。 

4.4.3 混合同位素内标工作液（50 ng/ml）：准确移取同位素内标混合标准溶液（4.3.5）1 ml 至 10 ml

容量瓶中，用甲醇定容至 10 ml。在-20 ℃下避光保存。有效期 1 个月。 

4.4.4 标准系列工作溶液：准确移取混合标准工作液（4.4.2）20 μl、50 μl、100 μl、200 μl、500 μl、1000 

μl 至 10 ml 容量瓶中，分别加入 200 μl 混合同位素内标工作液（4.4.3），用初始流动相定容至刻度，配

制浓度点为 0.2 ng/ml、0.5 ng/ml、1 ng/ml、2 ng/ml、5 ng/ml、10 ng/ml 的系列标准溶液。 

5 仪器和设备 

5.1 高速粉碎机； 

5.2 分析天平：感量为 0.1 mg； 

5.3 涡旋震荡器； 
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5.4 离心机：转速≥4000 r/min； 

5.5 pH 计； 

5.6 固相萃取装置（带真空泵）； 

5.7 黄曲霉毒素专用型固相净化柱（以下简称固相净化柱）； 

5.8 磁棒和磁棒套或含有磁棒套的全自动净化仪； 

5.9 高效液相色谱-串联质谱仪：配备电喷雾离子源； 

5.10 微孔滤头：带 0.22 μm 微孔滤膜； 

5.11 筛网：二号筛； 

5.12 超声波清洗机； 

5.13 匀浆仪； 

5.14 玻璃纤维滤纸。 

6 实验方法 

警示：整个分析操作过程应在指定区域内进行。该区域应避光（直射阳光）、具备相对独立的操

作台和废弃物存放装置。在整个实验过程中，操作者应按照接触剧毒物的要求采取相应的保护措施。 

6.1 样品制备 

取出具有代表性的样品适量，用高速粉碎机粉碎至全部过筛网，使其粒径小于 850 μm，充分混合

均匀，储存于洁净的样品袋中密封保存，供检测用。 

6.2 样品提取 

准确称取 5 g 试样（精确到 0.01 g）于 50 ml 离心管中，加入 50 μl 混合同位素内标工作液（4.4.3）

振荡混合后静置 30 min，加入 25 ml 70%甲醇溶液，涡旋混匀，超声 15 min，在 4000 r/min 下离心 10 min

（或均质后玻璃纤维滤纸过滤），上清液（或滤液）用固相净化柱或免疫磁珠法净化。 

6.3 样品净化 

6.3.1 免疫磁珠法净化 

移取 10 ml 上清液（或滤液）于 50 ml 离心管中，加入 8 ml 磷酸盐缓冲溶液（PBS 溶液）（4.2.1），

加入 10 mg 黄曲霉毒素免疫磁珠，涡旋振荡反应 5 min，磁吸分离，磁珠转移至 10 ml 离心管中，加入

1 ml 甲醇（4.1.2）涡旋振荡洗脱 1 min，磁吸分离，收集洗脱的净化液，经 0.22 um 滤膜过滤后到进样

瓶中，供高效液相色谱-串联质谱仪测定。 

注 1：使用不同厂商的免疫磁珠时在操作方面可能有所不同，应按照其使用说明要求进行操作。 

注 2：全自动免疫磁珠净化仪可优化操作参数后使用。 

6.3.2 黄曲霉毒素固相净化柱和免疫磁珠同时使用（针对松香、当归、荆芥等复杂基质） 
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6.3.2.1 固相净化柱法 

移取 10 ml 上清液（或滤液），按固相净化柱操作说明进行净化，收集全部净化液。  

6.3.2.2 免疫磁珠法 

移取全部上述净化液，加入 8 ml 磷酸盐缓冲溶液（PBS），混匀，按 6.3.1 处理。 

6.4 仪器参数与测定条件 

6.4.1 液相色谱参考条件： 

a） 色谱柱：C18 柱（柱长 100 mm，柱内径 2.1 mm，填料粒径 1.7 μm，或相当者）； 

b） 流动相：A 相：5 mmol/L 乙酸铵溶液（4.2.2）；B 相：乙腈-甲醇溶液（50+50，4.2.3）；梯

度洗脱程序见表 1； 

c） 流速：0.3 ml/min； 

d） 柱温：40 ℃； 

e） 进样量：10 μl。 

表 1 流动相梯度洗脱程序 

时间（min） 流动相 A（%） 流动相 B（%） 

0 68 32 

0.5 68 32 

3.0 55 45 

4.0 55 45 

4.2 0 100 

4.8 0 100 

5.0 68 32 

7.0 68 32 

6.4.2 质谱参考条件： 

a） 离子源：电喷雾离子源（ESI）； 

b） 监测方式：多反应监测（MRM）； 

c） 离子源控制条件：参见表 2； 

d） 离子选择参数：参见表 3。 

表 2 离子源控制条件 

电离方式 ESI+ 

毛细管电压（V） 1800 

喷雾电压（V） 5500 
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离子源温度（℃） 550 

气帘气压力（psi） 35 

离子源辅助气 1 压力（psi） 50 

离子源辅助气 2 压力（psi） 60 

表 3 离子选择参数表 

序号 Compounds Parent ion Daughter ion CE （eV） DP 

1 AFT B1 313.1 
241.0* 57 92 

285.1 31 64 

2 AFT B2 315.1 
259.1* 43 44 

287.1 37 52 

3 AFT G1 329.1 
243.1* 37 104 

311.1 29 74 

4 AFT G2 331.0 
313.1* 35 110 

245.1 38 100 

5 13C17-AFT B1 330.0 
255.0 51 60 

301.0 34 60 

6 13C17-AFT B2 332.0 
303.0 35 60 

273.0 42 60 

7 13C17-AFT G1 346.0 
257.0 36 60 

299.0 36 60 

8 13C17-AFT G2 348.0 
259.0 42 60 

301.0 39 60 

注：*定量离子 

6.5 仪器测定 

进样之前色谱柱需要平衡至少 15 min，重复进标准溶液，当峰面积变化±10％以内，保留时间±5％

以内，方可正式开始进样。 

6.6 定性和阳性样品确认 

试样中目标化合物色谱峰的保留时间和标准相应化合物色谱峰的保留时间相比较，变化范围应在

±2.5％以内。 

目标化合物选择 1 个母离子，2 个子离子，在同一检测批次，样品谱图中目标化合物监测离子的相

对丰度与浓度接近的标准溶液谱图中对应的监测离子的相对丰度进行比较，偏差不超过表 4 规定的范围，
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则可判定为样品中存在对应的目标化合物。 

表 4 定性时相对离子丰度的最大允许偏差 

相对离子丰度/% >50 >20~50 >10~20 ≤10 

允许的相对偏差/% ±20 ±25 ±30 ±50 

7 结果计算 

试样中 AFT B1、AFT B2、AFT G1 和 AFT G2 的含量按下式计算: 

 

𝑋 =
𝑐 × 𝑉1 × 𝑉3 × 1000

𝑉2 ×𝑚 × 1000
······················································（1） 

式中： 

X——试样中 AFT B1、AFT B2、AFT G1 或 AFT G2 的含量，单位为微克每千克（μg/kg）； 

c——进样溶液中 AFT B1、AFT B2、AFT G1 或 AFT G2 按照内标法由标准曲线计算出的浓度，单

位为纳克每毫升（ng/ml）； 

V1——试样提取液体积，单位为毫升（ml）； 

V2——用于净化分取的样品体积，单位为毫升（ml）； 

V3——样品经净化洗脱后的最终定容体积，单位为毫升（ml）； 

1000——换算系数； 

m——试样的称样量，单位为克（g）。 

计算结果保留三位有效数字。 

8 精密度 

在重复性条件下获得的两次独立测定结果的绝对差值不超过算数平均值的 20%。 

9 检出限与定量限 

本方法 AFT B1、AFT B2、AFT G1 和 AFT G2 的检出限为 0.04 μg/kg，AFT B1、AFT B2、AFT G1

和 AFT G2 定量限为 0.1 μg/kg。 
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附 录 

串联质谱法图谱 

1. 黄曲霉毒素 B1离子扫描图见图1。 

 

 

图 1 黄曲霉毒素 B1 离子扫描图 

2. 黄曲霉毒素 B2离子扫描图见图2。 

 

图 2 黄曲霉毒素 B2 离子扫描图 

 +Q1: 0.414 min from Sample 1 (AFT B1) of 20240424.wiff (Turbo Spray IonDrive), Centroided Max. 1.1e9 cps.
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3. 黄曲霉毒素 G1 离子扫描图见图 3。 

 

图 3 黄曲霉毒素 G1 离子扫描图 

4. 黄曲霉毒素 G2离子扫描图见图4。 

 

图 4 黄曲霉毒素 G2 离子扫描图 

  

 +Q1: 0.234 min from Sample 5 (AFT G1) of 20240424.wiff (Turbo Spray IonDrive), Centroided Max. 1.3e9 cps.
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5. 黄曲霉毒素 
13
C-B1、

13
C-B2、

13
C-G1、

13
C-G2离子扫描图见图5。 

 

 

图 5 黄曲霉毒素 13C-B1、13C-B2、13C-G1、13C-G2 离子扫描图 

  

 +Q1: 1.471 min from Sample 7 (AFT C13) of 20240424.wiff (Turbo Spray IonDrive), Centroided Max. 7.3e8 cps.
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6. 四种黄曲霉毒素和同位素的串联质谱TIC图见图6。 

 
图6 四种黄曲霉毒素和同位素的串联质谱 
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