
ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 法同时测定活血止痛胶囊 ／片中 １６ 种真菌毒素及污染状况
分析

史　 达１， 　 陈　 洁２， 　 张　 玲１， 　 胡紫艳１， 　 曹　 玉１∗

（１． 南京市食品药品监督检验院， 江苏 南京 ２１１１９８； ２． 南京医科大学药学院， 江苏 南京 ２１１１１２）

收稿日期： ２０２３⁃０１⁃１２
基金项目： 江苏省市场监督管理局 ２０２０ 年度科技计划项目 （ＫＪ２０７５６４）
作者简介： 史　 达 （１９８９—）， 女， 主管药师， 研究方向为中药分析及质量评价。 Ｔｅｌ： １８９５１７８２９１７， Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｓｈｉｄａｓｔａｒ＠ １６３．ｃｏｍ
∗通信作者： 曹　 玉 （１９８１—）， 男， 副主任中药师， 研究方向为中药分析及质量评价。 Ｔｅｌ： （０２５） ８９６３６１５０， Ｅ⁃ｍａｉｌ： ２３５８０３０５＠

ｑｑ．ｃｏｍ
网络出版日期： ２０２３⁃０３⁃２１
网络出版地址： ｈｔｔｐ： ／ ／ ｋｎｓ􀆰 ｃｎｋｉ􀆰 ｎｅｔ ／ ｋｃｍｓ ／ ｄｅｔａｉｌ ／ ３１􀆰 １３６８􀆰 Ｒ􀆰 ２０２３０３２０􀆰 １７１２􀆰 ００６􀆰 ｈｔｍｌ

摘要： 目的　 建立 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 法同时测定活血止痛胶囊 ／片中黄曲霉毒素 Ｂ１、 Ｂ２、 Ｇ１、 Ｇ２、 Ｍ１、 Ｍ２， 伏马毒素 Ｂ１、
Ｂ２、 Ｂ３， 赭曲霉毒素 Ａ， 玉米赤霉烯酮， 脱氧雪腐镰刀菌烯醇， Ｔ⁃２ 毒素， ＨＴ⁃２ 毒素， 桔青霉毒素， 杂色曲霉毒素的

含量， 并对其污染状况进行分析。 方法　 以亲水⁃亲脂 ＨＬＢ 固相萃取柱净化作为前处理方式， 分析采用 Ａｇｉｌｅｎｔ ＲＲＨＤ
Ｅｃｌｉｐｓｅ Ｐｌｕｓ Ｃ１８色谱柱 （２􀆰 １ ｍｍ×５０ ｍｍ， １􀆰 ８ μｍ）； 流动相乙腈⁃水 （０􀆰 １％ 甲酸⁃２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甲酸铵）， 梯度洗脱； 体积

流量 ０􀆰 ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ３５ ℃； 电喷雾电离源 （ＥＳＩ）， 正负离子模式， 动态多反应离子检测 （ＤＭＲＭ） 模式。 结果　
１６ 种真菌毒素在各自范围内线性关系良好 （Ｒ２＞０􀆰 ９９９ ２）， 平均加样回收率 ８１􀆰 ７％ ～ １１８􀆰 ０％ ， ＲＳＤ ０􀆰 ９％ ～ １３􀆰 １％ 。 ４０
批样品中检出黄曲霉毒素 Ｂ１、 Ｇ１， 伏马毒素 Ｂ１、 Ｂ２， 赭曲霉毒素 Ａ， 杂色曲霉毒素， 检出率分别为 ２０％ 、 ３２􀆰 ５％ 、
５７􀆰 ５％ 、 ２５％ 、 ４２􀆰 ５％ 、 ２７􀆰 ５％ ， 其中黄曲霉毒素 Ｂ１ 含量最高， 为 １０􀆰 ２６ μｇ ／ ｋｇ。 结论　 活血止痛制剂中真菌毒素残

留较严重， 对人体产生危害的潜在风险较高。
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　 　 活血止痛胶囊 ／片均由三七、 土鳖虫等 ６ 味药材组成，
具有活血散瘀、 消肿止痛的功效［１］ 。 真菌毒素是真菌产生

的具有生物体内蓄积效应的有害次生代谢物， 具有人体造

血系统、 免疫系统、 生殖系统等毒性以及致癌和致畸作

用［２⁃４］ 。 据已有文献研究， 处方中三七与土鳖虫均有玉米赤

霉烯酮、 黄曲霉毒素、 伏马毒素、 杂色曲霉毒素等真菌毒

素残留现象［５⁃９］ 。 同时， 活血止痛胶囊及活血止痛片制备工

艺均为全粉入药， ２０２０ 年版 《中国药典》 通则 “９３０５ 中

药中真菌毒素测定指导原则” 规定， 处方中含有易污染的

药材及生粉投料的中成药品种应注意相关真菌毒素的测定。
２０２０ 年版 《中国药典》 仅对处方中土鳖虫规定黄曲霉

毒素限度， 活血止痛胶囊规定项下及活血止痛片剂执行标

准［１０］均未规定真菌毒素残留限度。 目前较为成熟的测定方

法有液相色谱法［１１］ 、 酶联免疫法［１２］ 及液相色谱质谱联用

法［１３⁃１５］ ； 真菌毒素常用的前处理方法包括 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 净

化［１３］ 、 液液萃取［１６］ 、 固相萃取［１７］ 、 免疫亲和净化［１８］ 等。
本实验通过对比 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 净化、 固相萃取净化、 免疫亲

和柱净化这 ３ 种前处理方法， 建立高效液相色谱⁃串联质谱

（ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ） 法准确、 灵敏、 快速筛查活血止痛胶囊和活

血止痛片剂中 １６ 种真菌毒素， 以期为合理评价活血止痛制

剂质量及为该类中成药安全监管提供数据支撑与技术参考。
１　 材料

１􀆰 １　 仪器　 Ａｇｉｌｅｎｔ １２９０ 液相色谱仪、 Ａｇｉｌｅｎｔ ６４７０ 三重四

级杆质谱 （美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司）； ＣＰＡ２２５Ｄ 十万分之一电子

天平 （德国 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ 公司）； Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ 纯水仪 （美国 Ｍｅｒｃｋ
公司）； ＫＱ⁃２５０Ｂ 型超声波清洗器 （昆山市超声仪器有限

公司， 功率 ２５０ Ｗ， 频率 ３０ ｋＨｚ）； 涡旋混匀器 （德国

Ｗｉｇｇｅｎｓ 公司）； Ｎ⁃ＥＶＡＰ２４ 型氮吹仪 （美国 Ｏｒｇａｎｏｍａｔｉｏｎ
公司）； Ｏａｓｉｓ Ｐｒｉｍｅ ＨＬＢ 固相萃取柱、 Ｏａｓｉｓ ＨＬＢ 固相萃取

柱 （美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司）。
１􀆰 ２　 试剂与药物　 黄曲霉毒素 Ｂ１、 Ｂ２、 Ｇ１、 Ｇ２ 对照品溶液

（２５ μｇ ／ ｍＬ）， 黄曲霉毒素 Ｍ１、 Ｍ２ 对照品溶液（１０ μｇ ／ ｍＬ），
伏马毒素对照品溶液 （５０ μｇ ／ ｍＬ）， ＨＴ⁃２ 毒素对照品溶液

（１００ μｇ ／ ｍＬ）， Ｔ⁃２ 毒素对照品溶液 （１００ μｇ ／ ｍＬ）， 杂色

曲霉毒素对照品溶液 （５０ μｇ ／ ｍＬ）， 脱氧雪腐镰刀菌烯醇

对照品溶液 （ １００ μｇ ／ ｍＬ）， 赭曲霉毒素 Ａ 对照品溶液

（１０ μｇ ／ ｍＬ）， 玉米赤霉烯酮对照品溶液 （ １００ μｇ ／ ｍＬ），
桔青霉毒素对照品溶液 （１００ μｇ ／ ｍＬ）， 真菌毒素六合一复
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合免疫亲合柱 （黄曲霉毒素、 赭曲霉毒素、 玉米赤霉烯

酮、 脱氧雪腐镰刀菌烯醇、 伏马毒素、 Ｔ⁃２ 毒素， ６ ｍＬ），
均购自青岛普瑞邦生物工程有限公司。 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 试剂 １
（ ＭｇＳＯ４ ６ ｇ、 ＣＨ３ＣＯＯＮａ １􀆰 ５ ｇ， 货 号 ５９８２⁃５７５５ ）、
ＱｕＥＣｈＥＲＳ 试剂 ２ （ ＰＳＡ ８００ ｍｇ 、 ＭｇＳＯ４ １ ２００ ｍｇ， 货号

５９８２⁃６６６６）、 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 试剂 ３ （ＰＳＡ ４００ ｍｇ、 ＭｇＳＯ４ １ ２００
ｍｇ， 货号 ５９８２⁃５０５８）、 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 试剂 ４ （Ｃａｒｂｏｎ Ｓ ９０ ｍｇ、
Ｃ１８ ３００ ｍｇ、 ＰＳＡ ３００ ｍｇ、 ＳｉＯ２ ３００ ｍｇ、 ＭｇＳＯ４ ９００ ｍｇ， 货

号 ５６１０⁃２０５６）、 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 试剂 ５ （ ＰＳＡ １５０ ｍｇ、 Ｃ１８ ＥＣ
１５０ ｍｇ、 ＭｇＳＯ４ １ ２００ ｍｇ， 货 号 ５９８２⁃５１５６） 购 自 美 国

Ａｇｉｌｅｎｔ 公司。 甲醇、 乙腈为色谱纯 （美国 Ｈｏｎｅｙｗｅｌｌ 公

司）； 甲酸、 甲酸铵、 乙酸铵为色谱纯 （上海阿拉丁生化

科技股份有限公司）； 水为超纯水 （实验室自制）。 活血止

痛胶囊、 活血止痛片均为市售， 共 ４０ 批， 来源于 ６ 家生产

企业， 具体见表 １。

表 １　 样品信息

序号 名称 生产企业 批号

１～６ 活血止痛胶囊 南京中山制药有限公司 １９０５０６、１９０９１５、２０１００８、１９０３２８、１８１２０７、２００６２２
７～１２ 活血止痛胶囊 珠海安生凤凰制药有限公司 １８０４０１１０、２００８０１２３、１９０６０１１８、１９０８０１２０、１８１２０１２９、１９０６０１１６
１３～１８ 活血止痛胶囊 江西百神昌诺药业有限公司 ２００５０４、１８１２０４、２００５０２、２００６０４、２００８０４、２１０１０１
１９～２５ 活血止痛片 江西桔王药业有限公司 ２０１１０２６、２００６０５、２００８１０、２００８０７、２０１２０１、２００９１２３、１９０２２８
２６～３１ 活血止痛片 合肥今越制药有限公司 １９０６０３、１８１００９、２０１００４、１９０４０３、２１０３０５、２０１２０２
３２～４０ 活血止痛片 江苏万高药业股份有限公司 ２００３２３３、２０１００７３、２００８０７４、１９０２２４１、１９０６１１１、１９０６０６１、１８１１１０１、２１０１２３４、２００８０６４

２　 方法与结果

２􀆰 １　 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 条件

２􀆰 １􀆰 １　 色谱 　 Ａｇｉｌｅｎｔ ＲＲＨＤ Ｅｃｌｉｐｓｅ Ｐｌｕｓ Ｃ１８ 色谱柱 （２􀆰 １
ｍｍ× ５０ ｍｍ， １􀆰 ８ μｍ）； 流动相水 （含有 ０􀆰 １％ 甲酸和 ２
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甲酸铵， Ａ） ⁃乙腈 （ Ｂ）， 梯度洗脱 （ ０ ～ ３ ｍｉｎ，
９０％ Ａ； ３～ ８ ｍｉｎ， ９０％ ～ ６０％ Ａ； ８ ～ １２ ｍｉｎ， ６０％ ～ ３０％ Ａ；
１２～ １４ ｍｉｎ， ３０％ ～ １０％ Ａ； １４ ～ １５ ｍｉｎ， １０％ Ａ； １５ ～ １５􀆰 １

ｍｉｎ， １０％ ～９０％ Ａ； １５􀆰 １ ～ １８ ｍｉｎ， ９０％ Ａ）； 体积流量 ０􀆰 ３
ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ３５ ℃； 进样量 ３ μＬ。
２􀆰 １􀆰 ２　 质谱　 电喷雾离子源 （ＥＳＩ）， 正、 负离子扫描； 离

子源温度 ３５０ ℃； 毛细管电压 ３ ５００ Ｖ （＋）、 ２ ５００ Ｖ （－）；
鞘气体积流量 １２ Ｌ ／ ｍｉｎ， 温度 ３５０ ℃； 雾化器压力 ４５ ｐｓｉ
（１ ｐｓｉ ＝ ６􀆰 ８９５ ｋＰａ）； 采集模式， 动态多反应离子监测模式

（ＤＭＲＭ）。 其他质谱参数见表 ２， ＭＲＭ 色谱图见图 １。
表 ２　 各真菌毒素质谱参数

真菌毒素 电离模式 母离子 ｍ ／ ｚ 子离子 ｍ ／ ｚ 裂解电压 ／ Ｖ 碰撞能量 ／ Ｖ
黄曲霉毒素 Ｂ１ ＋ ３１３􀆰 １ ２８５􀆰 １∗ ／ ２４１􀆰 ０ １４５ ２５ ／ ４１
黄曲霉毒素 Ｂ２ ＋ ３１５􀆰 １ ２８７􀆰 １∗ ／ ２５９􀆰 １ １４０ ２９ ／ ３３
黄曲霉毒素 Ｇ１ ＋ ３２９􀆰 １ ３１１􀆰 １ ／ ２４３􀆰 １∗ １２５ ２９ ／ ２５
黄曲霉毒素 Ｇ２ ＋ ３３１􀆰 １ ２５７􀆰 １ ／ ２４５􀆰 １∗ １３０ ３０ ／ ３３
黄曲霉毒素 Ｍ１ ＋ ３２９􀆰 １ ２７３􀆰 １∗ ／ ２５９􀆰 ０ １００ ２５ ／ ２５
黄曲霉毒素 Ｍ２ ＋ ３３１􀆰 １ ２８５􀆰 １ ／ ２７３􀆰 １∗ １２０ ２５ ／ ２５
赭曲霉毒素 Ａ ＋ ４０４􀆰 ２ ２３９􀆰 １∗ ／ １０２􀆰 ０ １０５ ２４ ／ ９４
玉米赤霉烯酮 － ３１７􀆰 ２ ２７３􀆰 １∗ ／ １３１􀆰 ０ １５０ ２０ ／ ３３
伏马毒素 Ｂ１ ＋ ７２２􀆰 ４ ３５２􀆰 ４ ／ ３３４􀆰 ４∗ １６５ ４５ ／ ４１
伏马毒素 Ｂ２ ＋ ７０６􀆰 ４ ３３６􀆰 １∗ ／ ３１８􀆰 ４ １７０ ４１ ／ ４５
伏马毒素 Ｂ３ ＋ ７０６􀆰 ４ ３３６􀆰 ３∗ ／ ３１８􀆰 ３ １６０ ３３ ／ ４１
Ｔ⁃２ 毒素 ＋ ４８９􀆰 ２ ３８７􀆰 ２ ／ ２４５􀆰 ３∗ １００ ２９ ／ ３６
ＨＴ⁃２ 毒素 ＋ ４４２􀆰 ２ ２６３􀆰 １∗ ／ ２１５􀆰 ２ ８０ ９ ／ ９

脱氧雪腐镰刀菌烯醇 ＋ ２９７􀆰 ２ ２４９􀆰 １∗ ／ ２３１􀆰 １ ９５ ９ ／ ９
桔青霉毒素 ＋ ２５１􀆰 ２ ２３３􀆰 ０∗ ／ ２０５􀆰 ０ １００ １７ ／ ２９

杂色曲霉毒素 ＋ ３２５􀆰 ３ ３１０􀆰 １ ／ ２８１􀆰 ０∗ １３５ ３３ ／ ３３

　 　 注：∗表示定量离子。

２􀆰 ２　 溶液制备

２􀆰 ２􀆰 １　 对照品溶液 　 精密吸取黄曲霉毒素 Ｂ１、 Ｂ２、 Ｇ１、
Ｇ２， 黄曲霉毒素 Ｍ１、 Ｍ２， 伏马毒素 Ｂ１、 Ｂ２、 Ｂ３， 赭曲霉

毒素 Ａ， 玉米赤霉烯酮， Ｔ⁃２ 毒素， ＨＴ⁃２ 毒素， 脱氧雪腐

镰刀菌烯醇， 桔青霉毒素， 杂色曲霉毒素对照品溶液适量，
置于 ２０ ｍＬ 量瓶中， 乙腈稀释至刻度， 制成含黄曲霉毒素

Ｂ１、 Ｂ２、 Ｇ１、 Ｇ２、 Ｍ１、 Ｍ２， 桔青霉毒素 ８０ ｎｇ ／ ｍＬ， 伏马毒

素 Ｂ１、 Ｂ２、 Ｂ３， Ｔ⁃２ 毒素 ８００ ｎｇ ／ ｍＬ， 玉米赤霉烯酮 ２００
ｎｇ ／ ｍＬ， 赭曲霉毒素 Ａ、 杂色曲霉毒素 １６０ ｎｇ ／ ｍＬ， ＨＴ⁃２ 毒

素、 脱氧雪腐镰刀菌烯醇 ２ ０００ ｎｇ ／ ｍＬ 的贮备液， 密封， 在

－２０ ℃ 下保存。 精密吸取 ０􀆰 ５ ｍＬ， 置于 １０ ｍＬ 量瓶中，
５０％ 乙腈稀释至刻度， 逐级稀释， 即得 （含黄曲霉毒素 Ｂ１、
Ｂ２、 Ｇ１、 Ｇ２、 Ｍ１、 Ｍ２， 桔青霉毒素 ０􀆰 １、 ０􀆰 ２、 ０􀆰 ４、 １、 ２、
４ ｎｇ ／ ｍＬ， 伏马毒素 Ｂ１、 Ｂ２、 Ｂ３， Ｔ⁃２ 毒素 １、 ２、 ４、 １０、
２０、 ４０ ｎｇ ／ ｍＬ， 玉米赤霉烯酮 ０􀆰 ２５、 ０􀆰 ５、 １、 ２􀆰 ５、 ５、 １０
ｎｇ ／ ｍＬ， 赭曲霉毒素 Ａ、 杂色曲霉毒素 ０􀆰 ２、 ０􀆰 ４、 ０􀆰 ８、 ２、
４、 ８ ｎｇ ／ ｍＬ， ＨＴ⁃２ 毒素、 脱氧雪腐镰刀菌烯醇 ２􀆰 ５、 ５、
１０、 ２５、 ５０、 １００ ｎｇ ／ ｍＬ， 编号 Ｓ１～ Ｓ６）。
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１． 黄曲霉毒素 Ｂ１ 　 ２． 黄曲霉毒素 Ｂ２ 　 ３． 黄曲霉毒素 Ｇ１ 　 ４． 黄曲霉毒素 Ｇ２ 　 ５． 黄曲霉毒素 Ｍ１ 　 ６． 黄曲霉毒素 Ｍ２ 　 ７． 赭曲霉毒素 Ａ

８． 玉米赤霉烯酮　 ９． 伏马毒素 Ｂ１ 　 １０． 伏马毒素 Ｂ２ 　 １１． 伏马毒素 Ｂ３ 　 １２． Ｔ⁃２ 毒素　 １３． ＨＴ⁃２ 毒素　 １４． 脱氧雪腐镰刀菌烯醇　 １５．

桔青霉毒素　 １６． 杂色曲霉毒素

图 １　 各真菌毒素 ＭＲＭ 色谱图

２􀆰 ２􀆰 ２　 供试品溶液

２􀆰 ２􀆰 ２􀆰 １　 ＱｕＥＣｈＥＲＳ⁃ＨＬＢ 净化法 　 取本品约 ５ ｇ， 精密称

定， 置于 ５０ ｍＬ 离心管中， 精密加入提取液 （８０％ 乙腈⁃
１５％ 水⁃５％ 甲酸） ２０ ｍＬ， 涡旋振荡 ２ ｍｉｎ， 加入 ＱｕＥＣｈＥＲＳ
提取试剂盒 （含 ＰＳＡ １５０ ｍｇ、 Ｃ１８ １５０ ｍｇ、 ＭｇＳＯ４ １ ２００ ｍｇ）
涡旋振荡 ５ ｍｉｎ， １０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ。 精密量取上清液

５ ｍＬ， 加水稀释至 １０ ｍＬ， 摇匀， １０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，
精密量取 ３ ｍＬ， 缓慢通过已处理好的 Ｏａｓｉｓ ＨＬＢ 固相萃取

柱 （３ ｍＬ ／ １５０ ｍｇ， 依次用甲醇、 水各 ３ ｍＬ 洗脱） 直至有

适量空气通过， 收集洗脱液， 用 ３ ｍＬ 含 ０􀆰 ２％ 甲酸的乙腈

洗脱， 收集合并洗脱液， ４０ ℃ 氮气缓慢吹至近干， 加入

５０％ 乙腈 （含 ０􀆰 ２％ 甲酸） 定容至 １􀆰 ５ ｍＬ， ０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤

膜过滤， 取续滤液， 即得。
２􀆰 ２􀆰 ２􀆰 ２　 Ｐｒｉｍｅ ＨＬＢ ⁃ＩＡＣ 净化法 　 取本品约 ５ ｇ， 精密称

定， 置于 ５０ ｍＬ 离心管中， 精密加入提取液 （８０％ 乙腈⁃
１５％ 水⁃５％ 甲酸） ２０ ｍＬ， 涡旋振荡 ２ ｍｉｎ， １０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离

心 ５ ｍｉｎ。 精密量取上清液 ５ ｍＬ， 缓慢通过 Ｏａｓｉｓ Ｐｒｉｍｅ ＨＬＢ
固相萃取柱， １ ｍＬ 乙腈洗脱柱子， 接净化液加 ＰＢＳ 磷酸缓

冲液配方 （８􀆰 ０ ｇ ＮａＣｌ、 ｌ． ２ ｇ Ｎａ２ＨＰＯ４、 ０􀆰 ２ ｇ ＫＨ２ＰＯ４、
０􀆰 ２ ｇ ＫＣｌ， 加 ９９０ ｍＬ 水溶解， 盐酸调节 ｐＨ 值至 ７􀆰 ０， 再加

水稀释至 １ ０００ ｍＬ） 稀释至 ４０ ｍＬ， 稀释液以重力自然速

度通过免疫亲合柱， ２０ ｍＬ 水洗脱， 弃去洗脱液， 使空气

进入柱子， 将水挤出柱子后再用 １􀆰 ５ ｍＬ 乙腈 （含 ０􀆰 ２％ 甲

酸）、 ０􀆰 ５ ｍＬ 水依次洗脱 （乙腈洗脱时稍作停留）， 收集洗

脱液， ０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤膜过滤， 取续滤液， 即得。
２􀆰 ２􀆰 ２􀆰 ３　 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 净化法　 取本品约 ５ ｇ， 精密称定， 置

于 ５０ ｍＬ 离心管中， 精密加入提取液 （８０％ 乙腈⁃１５％ 水⁃

５％ 甲酸） ２０ ｍＬ， 涡旋振荡 ２ ｍｉｎ， 加入 ６ ｇ ＭｇＳＯ４、 １􀆰 ５ ｇ
ＣＨ３ＣＯＯＮａ 涡旋振荡 ２ ｍｉｎ， １０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ， 精密

吸取上清液 １０ ｍＬ， 置于 ５０ ｍＬ 离心管中， 加入 ＱｕＥＣｈＥＲＳ
提取试剂 （ＰＳＡ １５０ ｍｇ、 Ｃ１８ １５０ ｍｇ、 ＭｇＳＯ４ １ ２００ ｍｇ）， 涡

旋 ５ ｍｉｎ， １０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ， 取上清液 ５ ｍＬ， ４０ ℃
氮气缓慢吹至近干， ５０％ 乙腈 （含 ０􀆰 ２％ 甲酸） 定容至

１ ｍＬ， ０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤膜过滤， 取续滤液， 即得。
２􀆰 ２􀆰 ３　 基质效应　 取未检出 １６ 种真菌毒素的活血止痛胶

囊 （批号 １９０３２８） 作为空白基质， 按 “２􀆰 ２􀆰 ２􀆰 １” 项下方

法制备空白基质溶液， 将 “２􀆰 ２􀆰 １” 项下贮备液分别用空白

基质溶液、 ５０％ 乙腈逐级稀释， 以各真菌毒素质量浓度为

横坐标 （Ｘ）， 峰面积为纵坐标 （Ｙ） 进行回归， 分别以空

白基质、 ５０％ 乙腈制备标准曲线的斜率的比值对基质效应

（ＭＥ） 进行评估［１７，１９］ ， 以 ＭＥ＞１００％ 为基质增强效应， ＭＥ
＜１００％ 为基质抑制效应， ＭＥ ８５％ ～ １１５％ 为基质效应不明

显。 结果， 黄曲霉毒素 Ｂ２、 Ｔ⁃２ 毒素、 脱氧雪腐镰刀菌烯

醇毒素均有明显的基质抑制效应， 而黄曲霉毒素 Ｍ１、 黄曲

霉毒素 Ｍ２、 伏马毒素 Ｂ１、 伏马毒素 Ｂ３、 ＨＴ⁃２ 毒素存在明

显基质增强效应， 见图 ２。
２􀆰 ３　 方法学考察

２􀆰 ３􀆰 １　 线性关系考察　 取 “２􀆰 ２􀆰 ３” 项下基质空白溶液适

量， 按 “２􀆰 ２􀆰 １” 项下方法制备对照品溶液 Ｓ１ ～ Ｓ６， 在

“２􀆰 １” 项条件下进样测定。 以对照品质量浓度为横坐标

（Ｘ）， 峰面积响应值为纵坐标 （Ｙ） 进行回归， 并以 Ｓ ／ Ｎ ＝
１０ 时的质量浓度为定量限， Ｓ ／ Ｎ＝ ３ 时的质量浓度作为检测

限， 结果见表 ３， 可知各真菌毒素在各自范围内线性关系

良好。
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图 ２　 各真菌毒素基质抑制效应 （Ａ）、 基质增强效应 （Ｂ）

表 ３　 各真菌毒素线性关系

真菌毒素 回归方程 Ｒ２ 线性范围 ／ （ｎｇ·ｍＬ－１） 检测限 ／ （μｇ·ｋｇ－１） 定量限 ／ （μｇ·ｋｇ－１） 基质效应 ／ ％
黄曲霉毒素 Ｂ１ Ｙ＝ １３ ５５６Ｘ－１１７􀆰 ４２ ０􀆰 ９９９ ７ ０􀆰 １～４􀆰 ０ ０􀆰 １２ ０􀆰 ３６ ９６􀆰 ６
黄曲霉毒素 Ｂ２ Ｙ＝ ９ １３０􀆰 ８Ｘ－１１７􀆰 ７６ ０􀆰 ９９９ ９ ０􀆰 １～４􀆰 ０ ０􀆰 １１ ０􀆰 ３４ ７６􀆰 ３
黄曲霉毒素 Ｇ１ Ｙ＝ ６ ２５８􀆰 ４Ｘ＋１６１􀆰 ６５ ０􀆰 ９９９ ９ ０􀆰 １～４􀆰 ０ ０􀆰 １１ ０􀆰 ３９ ９４􀆰 １
黄曲霉毒素 Ｇ２ Ｙ＝ ３ ５２６􀆰 ３Ｘ－３７􀆰 ３８９ ０􀆰 ９９９ ９ ０􀆰 １～４􀆰 ０ ０􀆰 １２ ０􀆰 ３７ ９７􀆰 ６
黄曲霉毒素 Ｍ１ Ｙ＝ ６ １５４􀆰 ３Ｘ＋１８８􀆰 ４０ ０􀆰 ９９９ ５ ０􀆰 １～４􀆰 ０ ０􀆰 １４ ０􀆰 ３３ １３３􀆰 ６
黄曲霉毒素 Ｍ２ Ｙ＝ ４ ７１７􀆰 ３Ｘ－２７􀆰 ７２９ ０􀆰 ９９９ ９ ０􀆰 １～４􀆰 ０ ０􀆰 １１ ０􀆰 ３６ １１７􀆰 ４
赭曲霉毒素 Ａ Ｙ＝ ６２５􀆰 ９６Ｘ＋１２􀆰 ０２７ ０􀆰 ９９９ ７ ０􀆰 ２～８􀆰 ０ ０􀆰 １６ ０􀆰 ５２ １０７􀆰 １
玉米赤霉烯酮 Ｙ＝ １７􀆰 ０２３Ｘ－０􀆰 ３２０ ４２ ０􀆰 ９９９ ８ ０􀆰 ２５～１０ ０􀆰 ３２ １􀆰 ０ ９８􀆰 ８
伏马毒素 Ｂ１ Ｙ＝ ３２􀆰 ２６９Ｘ－１􀆰 ７０７ ５ ０􀆰 ９９９ ６ １～４０ １􀆰 ８０ ３􀆰 ８ １２９􀆰 ５
伏马毒素 Ｂ２ Ｙ＝ ４５􀆰 ９９２Ｘ＋５􀆰 １０４ ３ ０􀆰 ９９９ ９ １～４０ １􀆰 ７０ ３􀆰 ６ １１３􀆰 ２
伏马毒素 Ｂ３ Ｙ＝ ２９􀆰 ３０８Ｘ＋７􀆰 ６０８ ８ ０􀆰 ９９９ ７ １～４０ １􀆰 ８４ ３􀆰 ９ １２３􀆰 ０
Ｔ⁃２ 毒素 Ｙ＝ ５３８􀆰 １９Ｘ＋５􀆰 ０９２ ２ ０􀆰 ９９９ ９ １～４０ １􀆰 ３６ ４􀆰 ０ ６８􀆰 ３
ＨＴ⁃２ 毒素 Ｙ＝ ５３􀆰 ９９３Ｘ－８０􀆰 ４９２ ０􀆰 ９９９ ２ ２􀆰 ５～１００ ４􀆰 ５２ ８􀆰 ９ １２２􀆰 ６

脱氧雪腐镰刀菌烯醇 Ｙ＝ ７７􀆰 ０１１Ｘ－５􀆰 ３１４ ３ ０􀆰 ９９９ ９ ２􀆰 ５～１００ ４􀆰 ００ ９􀆰 ６ ６３􀆰 ２
桔青霉毒素 Ｙ＝ ２５ ３４１Ｘ⁃３７５􀆰 ０４ ０􀆰 ９９９ ６ ０􀆰 １～４􀆰 ０ ０􀆰 １１ ０􀆰 ３２ ９４􀆰 ５

杂色曲霉毒素 Ｙ＝ ３ ８０２􀆰 ５Ｘ＋１ ０５０􀆰 ９ ０􀆰 ９９９ ９ ０􀆰 ２～８􀆰 ０ ０􀆰 ３６ ０􀆰 ７５ １０９􀆰 ３

２􀆰 ３􀆰 ２　 精密度试验　 取 “２􀆰 ３􀆰 １” 项下对照品溶液 Ｓ２， 在

“２􀆰 １ “项条件下进样测定 ６ 次， 测得黄曲霉毒素 Ｂ１、 Ｂ２、
Ｇ１、 Ｇ２、 Ｍ１、 Ｍ２， 伏马毒素 Ｂ１、 Ｂ２、 Ｂ３， 赭曲霉毒素 Ａ，
玉米赤霉烯酮， 脱氧雪腐镰刀菌烯醇， Ｔ⁃２ 毒素， ＨＴ⁃２ 毒

素， 桔青 霉 毒 素， 杂 色 曲 霉 毒 素 峰 面 积 ＲＳＤ 分 别 为

２􀆰 ３９％ 、 ２􀆰 ６８％ 、 ４􀆰 ７６％ 、 ２􀆰 ７０％ 、 ５􀆰 ２８％ 、 ３􀆰 ８４％ 、
２􀆰 １２％ 、 ５􀆰 ８７％ 、 ４􀆰 ３６％ 、 ７􀆰 ９１％ 、 ７􀆰 ２９％ 、 ５􀆰 ７７％ 、
３􀆰 ８２％ 、 ３􀆰 ７７％ 、 ４􀆰 １１％ 、 ３􀆰 ４８％ ， 表明仪器精密度良好。
２􀆰 ３􀆰 ３　 稳定性试验 　 精密称取本品 （批号 １９０３２８） ５ ｇ，
按 “２􀆰 ２􀆰 ２􀆰 １” 项下方法制备供试品溶液， 室温下于 ０、 ２、
４、 ８、 １２、 ２４ ｈ 在 “２􀆰 １” 项条件下进样测定， 测得黄曲霉

毒素 Ｂ１、 Ｂ２、 Ｇ１、 Ｇ２、 Ｍ１、 Ｍ２， 伏马毒素 Ｂ１、 Ｂ２、 Ｂ３，
赭曲霉毒素 Ａ， 玉米赤霉烯酮， 脱氧雪腐镰刀菌烯醇， Ｔ⁃２
毒素， ＨＴ⁃２ 毒素， 桔青霉毒素， 杂色曲霉毒素峰面积 ＲＳＤ
分别为 ２􀆰 ３９％ 、 １􀆰 ６７％ 、 ２􀆰 ８７％ 、 ２􀆰 ９３％ 、 １􀆰 ７２％ 、 １􀆰 ４１％ 、
５􀆰 １８％ 、 ９􀆰 ３２％ 、 ８􀆰 ３１％ 、 １１􀆰 ０６％ 、 ９􀆰 ３２％ 、 ９􀆰 ０５％ 、
１􀆰 ９７％ 、 ３􀆰 ５８％ 、 ８􀆰 １１％ 、 ６􀆰 １３％ ， 表明溶液在 ２４ ｈ 内稳定

性良好。

２􀆰 ３􀆰 ４　 重复性试验 　 精密称取本品 （批号 １９０３２８） ５ ｇ，
平行 ６ 份， 按 “２􀆰 ２􀆰 ２􀆰 １” 项下方法制备供试品溶液， 在

“２􀆰 １” 项条件下进样测定， 测得黄曲霉毒素 Ｂ１、 Ｂ２、 Ｇ１、
Ｇ２、 Ｍ１、 Ｍ２， 伏马毒素 Ｂ１、 Ｂ２、 Ｂ３， 赭曲霉毒素 Ａ， 玉米

赤霉烯酮， 脱氧雪腐镰刀菌烯醇， Ｔ⁃２ 毒素， ＨＴ⁃２ 毒素，
桔青霉毒素， 杂色曲霉毒素含量 ＲＳＤ 分别为 １􀆰 ７８％ 、
１􀆰 ８８％ 、 ３􀆰 １１％ 、 ４􀆰 ８５％ 、 ３􀆰 ８９％ 、 １􀆰 ８８％ 、 ６􀆰 ２０％ 、
５􀆰 ５０％ 、 １０􀆰 ７６％ 、 ８􀆰 ４６％ 、 ６􀆰 ３９％ 、 ３􀆰 ８１％ 、 １􀆰 ２２％ 、
７􀆰 ９３％ 、 ３􀆰 ９１％ 、 ２􀆰 ３３％ ， 表明方法重复性良好。
２􀆰 ３􀆰 ５　 加样回收率试验 　 精密称取本品 （批号 １９０３２８）
５ ｇ， 按低、 中、 高质量浓度水平分别精密加入对照品溶液

５０、 １２５、 ５００ μＬ， 平行 ３ 份， 按 “２􀆰 ２􀆰 ２􀆰 １” 项下方法制

备供试品溶液， 在 “２􀆰 １” 项条件下进样测定， 计算回收

率， 结果见表 ４。
２􀆰 ４ 　 样 品 含 量 测 定 　 取 ４０ 批 样 品， 各 ２ 份， 按

“２􀆰 ２􀆰 ２􀆰 １” 项下方法制备供试品溶液， 在 “２􀆰 １” 项条件下

进样测定， 以基质匹配标准曲线法测定含量。 结果， 检出

黄曲霉毒素 Ｂ１、 Ｇ１、 伏马毒素 Ｂ１、 Ｂ２、 赭曲霉毒素 Ａ、 杂
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　 　 　 表 ４　 各真菌毒素加样回收试验结果 （ｎ＝３）

真菌毒素
低质量浓度 中质量浓度 高质量浓度

平均回收率 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％ 平均回收率 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％ 平均回收率 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％
黄曲霉毒素 Ｂ１ １０９􀆰 ９ ２􀆰 ５ １０８􀆰 ８ １􀆰 ９ ９２􀆰 ５ １􀆰 １
黄曲霉毒素 Ｂ２ １０８􀆰 ９ １􀆰 ９ １０２􀆰 １ ３􀆰 ３ １０６􀆰 ０ １􀆰 ３
黄曲霉毒素 Ｇ１ １０５􀆰 １ ３􀆰 ５ １１１􀆰 ６ ２􀆰 ６ ９３􀆰 ３ ２􀆰 ３
黄曲霉毒素 Ｇ２ １１２􀆰 ４ ２􀆰 ８ １１０􀆰 ３ ２􀆰 ４ １０４􀆰 ６ ０􀆰 ９
黄曲霉毒素 Ｍ１ ８９􀆰 ５ ３􀆰 ３ １０２􀆰 ４ ２􀆰 ５ ９６􀆰 ４ ４􀆰 ５
黄曲霉毒素 Ｍ２ ８７􀆰 ０ ８􀆰 ３ ８８􀆰 ９ １􀆰 ３ １０５􀆰 ４ ３􀆰 ４

赭曲霉毒素 Ａ １０６􀆰 ０ １３􀆰 １ １１７􀆰 ７ １１􀆰 ２ ９８􀆰 ８ ５􀆰 ３

玉米赤霉烯酮 ８１􀆰 ７ ８􀆰 ３ ９６􀆰 １ ７􀆰 ２ ８０􀆰 ２ ７􀆰 ６
伏马毒素 Ｂ１ ９３􀆰 ６ ４􀆰 ５ １１１􀆰 ４ １􀆰 ７ ９２􀆰 ３ １􀆰 ５
伏马毒素 Ｂ２ ９８􀆰 ４ ９􀆰 ９ １１１􀆰 １ ４􀆰 １ ９１􀆰 ４ ２􀆰 ３
伏马毒素 Ｂ３ ９０􀆰 ０ ２􀆰 ８ １０９􀆰 ７ ３􀆰 ２ ８５􀆰 ７ ８􀆰 ９

Ｔ⁃２ 毒素 １１５􀆰 ２ ３􀆰 ３ ９５􀆰 ０ ８􀆰 ５ １１５􀆰 ６ ４􀆰 ３

ＨＴ⁃２ 毒素 １１０􀆰 ６ ８􀆰 １ ８９􀆰 ６ ６􀆰 ７ ９９􀆰 ０ １􀆰 ８

脱氧雪腐镰刀菌烯醇 １１１􀆰 ６ ４􀆰 ４ ８４􀆰 ８ ３􀆰 ３ １１８􀆰 ０ ３􀆰 ３

桔青霉毒素 １００􀆰 ５ ５􀆰 １ １０１􀆰 ４ ５􀆰 ０ １１３􀆰 ２ ９􀆰 ３

杂色曲霉毒素 １１１􀆰 ８ ２􀆰 ６ １１０􀆰 ９ ５􀆰 ０ ８９􀆰 ７ １􀆰 ５

色曲霉毒素， 检出率分别为 ２０％ 、 ３２􀆰 ５％ 、 ５７􀆰 ５％ 、 ２５％ 、
４２􀆰 ５％ 、 ２７􀆰 ５％ ， 其中黄曲霉毒素 Ｂ１、 Ｇ１ 检出量分别为

１􀆰 ９６～１０􀆰 ２６、 ２􀆰 １６～２０􀆰 ４１ μｇ ／ ｋｇ， 伏马毒素 Ｂ１、 Ｂ２ 检出量

分别为 ２２􀆰 ４５～８１２􀆰 ２、 １２􀆰 ５２ ～ ９１３􀆰 ８ μｇ ／ ｋｇ， 赭曲霉毒素 Ａ
检出量为 ２􀆰 ７５ ～ １２􀆰 ５０ μｇ ／ ｋｇ， 杂色曲霉毒素检出量为

２􀆰 ９９～３２􀆰 ７８ μｇ ／ ｋｇ， 表明真菌毒素残留较严重， 存在潜在

用药安全隐患。
３　 讨论

３􀆰 １　 色谱条件、 提取溶剂选择　 乙腈较甲醇洗脱能力强，
柱效更高， 甲酸铵较乙酸铵各真菌毒素响应更好， 加入

０􀆰 １０％ 甲酸可明显提高部分毒素离子化效率， 故最终选择

乙腈⁃甲酸铵 （２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， ０􀆰 １０％ 甲酸） 作为流动相。 甲醇

虽比乙腈有更好的溶解性， 但乙腈具有更好的选择性， 可

有效避免过多提取脂肪、 色素等杂质成分， 并且一定比例

水及甲酸可使部分水溶性、 酸敏感性真菌毒素 （伏马毒素、
赭曲霉毒素） 有更好响应， 同时还可使样品保持较高渗透

性， 故最终选择 ８０％ 乙腈⁃１５％ 水⁃５％ 甲酸系统作为提取

溶剂。
３􀆰 ２　 净化方式优化 　 活血止痛胶囊 ／片存在基质效应， 同

位素内标能够最大程度减少基质效应的干扰， 但其定制繁

琐， 价格昂贵， 而合适的提取净化方式也能有效减少基质

效应， 本实验参考文献 ［１３⁃１４］， 比较不同净化方式选择

最优去除干扰物方式， 发现仅以 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 提取净化活血

止痛基质， 伏马毒素、 脱氧雪腐镰刀菌烯醇、 赭曲霉毒素

Ａ 和 ＨＴ⁃２ 毒素回收率较差， 但加入 ＰＳＡ、 ＭｇＳＯ４ 试剂后有

助于水相与有机相分层， 而加入 ｃａｒｂｏｎ Ｓ、 ＳｉＯ２ 等可导致黄

曲霉毒素、 伏马毒素、 杂色曲霉毒素、 赭曲霉毒素 Ａ 等响

应值偏低， 并且过多 ＰＳＡ 也会影响伏马毒素回收率， 最终

选择 ＰＳＡ １５０ ｍｇ、 Ｃ１８ １５０ ｍｇ、 ＭｇＳＯ４ １ ２００ ｍｇ 为提取试

剂。 进一 步 研 究 不 同 净 化 方 式 组 合， 发 现 基 质 经 过

ＱｕＥＣｈＥＲＳ 提取并过 Ｏａｓｉｓ ＨＬＢ 固相萃取柱净化或者直接通

过 Ｏａｓｉｓ Ｐｒｉｍｅ ＨＬＢ 固相萃取柱与免疫亲合柱串联净化可满

足目标真菌毒素回收率要求， 但免疫亲合柱中不含有杂色

曲霉毒素、 ＨＴ⁃２ 毒素和桔青霉毒素等抗体导致该部分毒素

回收率较差［２０⁃２４］ 。 考虑到活血止痛胶囊 ／片中杂色曲霉毒素

有较高的检出率， 因此本实验为合理考察活血止痛胶囊 ／片
中 １６ 种真菌毒素残留情况， 最终选择更经济、 适合高通量

真菌毒素筛查的 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 提取组合 Ｏａｓｉｓ ＨＬＢ 固相萃取柱

净化作为提取净化方式。
４　 结论

本实验采用 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 法， 从 ４０ 批活血止痛胶囊 ／片
中检出黄曲霉毒素 Ｂ１、 Ｇ１， 伏马毒素 Ｂ１、 Ｂ２， 赭曲霉毒素

Ａ， 杂色曲霉毒素， 提示该类中药品种存在潜在的真菌毒

素污染风险， 患者口服用药后有较大安全隐患， 故应加强

其来源药材、 加工、 储存等环节的监管。 另外， 该方法快

速简便， 准确灵敏， 可为合理评价活血止痛胶囊 ／片中真

菌毒素残留风险提供技术支撑， 并为安全监管提供参考

依据。
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