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摘要： 目的　 建立 ＱｕＥＣｈＥＲＳ⁃ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 法测定陈香露白露片 （陈皮、 川木香等） 中黄曲霉毒素 Ｂ１、 Ｂ２、 Ｇ１、 Ｇ２，
赭曲霉毒素 Ａ， 玉米赤霉烯酮， 伏马毒素 Ｂ１、 Ｂ２， Ｔ⁃２ 毒素， 脱氧雪腐镰刀菌烯醇的含量。 方法　 该药物的分析采用

Ｂｏｌｔｉｍａｔｅ Ｃ１８色谱柱 （２􀆰 １ ｍｍ×１００ ｍｍ， ２􀆰 ６ μｍ）； 流动相 ［０􀆰 １％ 甲酸＋２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甲酸铵］ ⁃ ［甲醇⁃乙腈 （１ ∶ １） ］，
梯度洗脱； 体积流量 ０􀆰 ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ３０ ℃； ＥＳＩ 离子源， 正负离子模式， 多反应模式检测。 结果　 １０ 种真菌毒素

在各自范围内呈良好的线性关系 （ ｒ＞０􀆰 ９９８ ３）， 平均加样回收率 ８０􀆰 ７％ ～ １０９􀆰 ６％ 。 结论　 该方法简便快速， 准确灵

敏， 可用于陈香露白露片的质量控制。
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　 　 陈香露白露片由陈皮、 川木香等 ９ 种药材组成， 具有

健胃和中、 理气止痛的功效［１］ ， 因处方中陈皮易发霉变

质， 而且所有药材均为生粉入药， 故根据 ２０２０ 年版 《中国

药典》 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检测［２］ 。
真菌毒素是产毒真菌产生的有毒代谢物， 对人体有致

畸、 致癌、 致突变作用［３⁃６］ ， 较为成熟的相关检测方法有气

相色谱法［７］ 、 液相色谱法［８］ 、 液质联用法［９］ 。 其中， 液质

联用法以其高灵敏度、 高选择性、 多目标物同时检测的优

点， 成为了目前常用手段。 在前处理方面， 大多采用固相

萃取柱［１０⁃１２］ 、 分散固相萃取［１３⁃１５］ 净化， 其中 ＱｕＥＣｈＥＲＳ 法

以其快速、 简便、 廉价、 有效、 耐用、 安全、 回收率高等

优点， 正越来越多地应用于真菌毒素的检测。 因此， 本实

验采用 ＱｕＥＣｈＥＲＳ⁃ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 联用技术测定陈香露白露片

中黄曲霉毒素 Ｂ１、 Ｂ２、 Ｇ１、 Ｇ２， 赭曲霉毒素 Ａ， 玉米赤霉

烯酮， 伏马毒素 Ｂ１、 Ｂ２， Ｔ⁃２ 毒素， 脱氧雪腐镰刀菌烯醇

的含量， 以期为评价该制剂安全性提供参考依据。
１　 材料

１􀆰 １　 仪器 　 ＬＣ⁃３０ＡＤ 超高效液相色谱仪 （日本岛津公

司）； Ｔｒｉｐｌｅ Ｑｕａｄ ４５００ 三重四极杆质谱仪 （美国 ＡＢ ＳＣＩＥＸ
公司）； ＳＫ８２００ＨＰ 超声波清洗器 （上海科导超声仪器有限

公司）； ３⁃３ＯＫ 台式高速离心机 （德国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公

司）； ＶＩＢＲＡＸ ＶＸＲ 振荡器 （德国 ＩＫＡ 集团）； ＴＴＬ⁃ＤＣＩＩ 型

氮吹仪 （北京同泰联科技发展有限公司）； ＸＰ２６ 电子分析

天平 （瑞士梅特勒⁃托利多公司）； ２４ ＵＶ 超纯水器 （德国

默克密理博公司）。
１􀆰 ２　 材料　 黄曲霉毒素 Ｂ１、 Ｂ２、 Ｇ１、 Ｇ２， 赭曲霉毒素 Ａ，
玉米赤霉烯酮， 伏马毒素 Ｂ１、 Ｂ２， Ｔ⁃２ 毒素， 脱氧雪腐镰

刀菌烯醇对照品， 纯度均大于 ９５％ ， 购于青岛普瑞邦生物

工程有限公司。１３Ｃ１８ ⁃玉米赤霉烯酮 （２５ μｇ ／ ｍＬ）、１３Ｃ１５ ⁃脱氧

雪腐镰刀菌烯醇 （２５ μｇ ／ ｍＬ） 标准溶液均购于美国 Ｒｏｍｅｒ
Ｌａｂｓ 公司。 陈香露白露片共 ２０ 批， 由广西壮族自治区花红

药业集团股份公司提供， 批号分别为 ２０１９０４０２、 ２０１９０７０５、
２０１９０９２２、 ２０１９１００１、 ２０１９１１０６、 ２０２００１０２、 ２０２００３０１、
２０２００５０２、 ２０２００５２２、 ２０２００６３０、 ２０２００７０１、 ２０２００７１５、
２０２００７２４、 ２０２００８１７、 ２０２０１１０１、 ２０２０１１０３、 ２０２０１１０５、
２０２０１１０６、 ２０２０１１０９、 ２０２０１１１４。 流动相所用甲醇、 乙腈

均为色谱纯， 购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司； 其余试剂均为

分析纯； 水为自制超纯水。
２　 方法与结果

２􀆰 １　 分析条件

２􀆰 １􀆰 １　 色谱条件　 Ｂｏｌｔｉｍａｔｅ Ｃ１８色谱柱 （２􀆰 １ ｍｍ×１００ ｍｍ，
２􀆰 ６ μｍ）； 流动相 ［０􀆰 １％ 甲酸＋２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甲酸铵］ （Ａ） ⁃
［甲醇⁃乙腈 （１ ∶ １） ］ （Ｂ）， 梯度洗脱 （０～ ２􀆰 ０ ｍｉｎ， ９５％
Ａ； ２􀆰 ０～２􀆰 １ ｍｉｎ， ９５％ ～ ６０％ Ａ； ２􀆰 １～ ７􀆰 ０ ｍｉｎ， ６０％ ～ ４５％
Ａ； ７􀆰 ０～１０􀆰 ０ ｍｉｎ， ４５％ ～ １０％ Ａ）； 体积流量 ０􀆰 ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ；
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柱温 ３０ ℃； 进样量 １ μＬ。
２􀆰 １􀆰 ２　 质谱条件　 电化学喷雾 ＥＳＩ 离子源； 正、 负离子模

式， 多反应监测 （ＭＲＭ） 模式采集； 离子源温度 ５５０ ℃；

气帘压力 ２５ ｐｓｉ （１ ｐｓｉ ＝ ０􀆰 １３３ ｋＰａ）； 雾化器压力 ４５ ｐｓｉ；
辅助加热器压力 ５５ ｐｓｉ。 质谱参数见表 １， ＭＲＭ 色谱图见

图 １。
表 １　 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 去簇电压 ／ Ｖ 碰撞能 ／ ｅＶ
黄曲霉毒素 Ｂ１ ＋ ３１３􀆰 １ ２４１􀆰 ０∗ ／ ２８５􀆰 １ １４０ ５０ ／ ４０
黄曲霉毒素 Ｂ２ ＋ ３１５􀆰 １ ２５９􀆰 １∗ ／ ２８７􀆰 １ １４０ ３５ ／ ４０
黄曲霉毒素 Ｇ１ ＋ ３２９􀆰 １ ２４３􀆰 １∗ ／ ３１１􀆰 １ １４０ ３５ ／ ３０
黄曲霉毒素 Ｇ２ ＋ ３３１􀆰 １ ３１３􀆰 １∗ ／ ２４５􀆰 １ １４０ ３３ ／ ４０
赭曲霉毒素 Ａ － ４０２􀆰 １ ３５８􀆰 １∗ ／ ２１１􀆰 ０ －１１０ －２８ ／ －３８
玉米赤霉烯酮 － ３１７􀆰 ２ １７５􀆰 １∗ ／ １３１􀆰 ２ －１５０ －３２ ／ －３８

１３Ｃ１８ ⁃玉米赤霉烯酮 － ３３５􀆰 １ ２９０􀆰 ２∗ ／ １８５􀆰 ２ －１５０ －４０ ／ －４８
伏马毒素 Ｂ１ ＋ ７２２􀆰 ３ ３３４􀆰 ４∗ ／ ３５２􀆰 ４ １００ ５３ ／ ４９
伏马毒素 Ｂ２ ＋ ７０６􀆰 ４ ３３６􀆰 １∗ ／ ３１８􀆰 ４ １００ ４９ ／ ５２
Ｔ⁃２ 毒素 ＋ ４８９􀆰 ２ ２４５􀆰 ２∗ ／ ３８７􀆰 １ １５０ ２９ ／ ３６

脱氧雪腐镰刀菌烯醇 ＋ ２９７􀆰 １ ２４９􀆰 １∗ ／ ２３１􀆰 １ １２０ １７ ／ １８
１３Ｃ１５ ⁃脱氧雪腐镰刀菌烯醇 ＋ ３１２􀆰 ２ ２６３􀆰 １∗ ／ ２４６􀆰 ０ １２０ １７ ／ １８

　 　 注： ∗为定量离子。

注： １ 为黄曲霉毒素 Ｂ１， ２ 为黄曲霉毒素 Ｂ２， ３ 为黄曲霉毒素 Ｇ１， ４ 为黄曲霉毒素 Ｇ２， ５ 为赭曲霉毒素 Ａ， ６ 为玉米赤霉

烯酮， ７ 为１３Ｃ１８ ⁃玉米赤霉烯酮， ８ 为伏马毒素 Ｂ１， ９ 为伏马毒素 Ｂ２， １０ 为 Ｔ⁃２ 毒素， １１ 为脱氧雪腐镰刀菌烯醇， １２ 为１３

Ｃ１５ ⁃脱氧雪腐镰刀菌烯醇。

图 １　 各真菌毒素 ＭＲＭ 色谱图

２􀆰 ２　 对照品溶液制备　 精密称取黄曲霉毒素 Ｂ１、 Ｂ２、 Ｇ１、
Ｇ２， 赭曲霉毒素 Ａ， 玉米赤霉烯酮， 伏马毒素 Ｂ１、 Ｂ２， Ｔ⁃２

毒素对照品适量， 加甲醇制成质量浓度为 ５ μｇ ／ ｍＬ 的单标

贮备液； 精密称取脱氧雪腐镰刀菌烯醇对照品适量， 加甲
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醇制成质量浓度为 ５００ μｇ ／ ｍＬ 的单标贮备液， 置于－２０ ℃
冰箱中备用； 精密量取１３Ｃ１８ ⁃玉米赤霉烯酮、１３Ｃ１５ ⁃脱氧雪腐

镰刀菌烯醇标准溶液适量， 加甲醇制成质量浓度分别为 ４０、
４ μｇ ／ ｍＬ 的混合内标溶液， 置于 － ２０ ℃ 的冰箱中备用，
即得。
２􀆰 ３　 供试品溶液制备　 取片剂 ５０ 片， 研细， 精密称取２ ｇ，
置于 ５０ ｍＬ 离心管中， 精密加入混合内标溶液 １００ μＬ， 待

溶剂挥干后精密加入乙腈⁃１０％ 甲酸 （９ ∶ １） ２０ ｍＬ， 超声

处理 １０ ｍｉｎ， 加入 ４ ｇ 无水 ＭｇＳＯ４、 １ ｇ ＮａＣｌ， 涡旋 ２ ｍｉｎ，
１０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ， 精密量取上清液 ５ ｍＬ 至 １０ ｍＬ 离

心管中， 加入 １００ ｍｇ Ｃ１８、 ３００ ｍｇ 无水 ＭｇＳＯ４， 涡旋 ２ ｍｉｎ，
１０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ， 取上清液至 １０ ｍＬ 离心管中，
４０ ℃氮 气 吹 至 近 干， 加 入 初 始 流 动 相 定 容 至 １ ｍＬ，
０􀆰 ２２ μｍ微孔滤膜过滤， 取续滤液， 即得。

２􀆰 ４　 基质效应　 以基质标准曲线的斜率与溶剂标准曲线的

斜率的比值来评价基质效应， 发现黄曲霉毒素 Ｂ１、 Ｂ２、
Ｇ１、 Ｇ２， 赭曲霉毒素 Ａ， 玉米赤霉烯酮， 伏马毒素 Ｂ１、 Ｂ２，
Ｔ⁃２ 毒素， 脱氧雪腐镰刀菌烯醇分别为 ６７􀆰 ３％ 、 ７０􀆰 ５％ 、
８１􀆰 ４％ 、 ８４􀆰 ５％ 、 ８８􀆰 ６％ 、 ６８􀆰 ９％ 、 １２６􀆰 １％ 、 １３１􀆰 ０％ 、 ５８􀆰 ６％ 、
６５􀆰 ８％ ，大部分有明显的基质效应， 故需采用基质标准曲线

法进行定量分析。
２􀆰 ５　 线性关系考察 　 取空白样品， 按 “２􀆰 ３” 项下方法处

理， 制备空白基质液， 用以配制混合系列标准工作液， 在

“２􀆰 １” 项条件下进样测定。 以各真菌霉素峰面积为纵坐标

（Ｙ）， 质量浓度为横坐标 （Ｘ） 进行回归， 再分别以各组分

３、 １０ 倍基线噪音时所对应的质量浓度为检出限、 定量限，
结果见表 ２， 可知各真菌毒素在各自范围内呈良好的线性

关系。
表 ２　 各真菌毒素线性关系

真菌毒素 回归方程 ｒ 线性范围 ／ （ｎｇ·ｍＬ－１） 检出限 ／ （μｇ·ｋｇ－１） 定量限 ／ （μｇ·ｋｇ－１）
黄曲霉毒素 Ｂ１ Ｙ＝ １０ ２４６Ｘ⁃９７３􀆰 ４２ ０􀆰 ９９９ ２ ０􀆰 ５～１０ ０􀆰 ３ １􀆰 ０
黄曲霉毒素 Ｂ２ Ｙ＝ ７ ０６２􀆰 ８Ｘ＋２７６􀆰 ６ ０􀆰 ９９８ ９ ０􀆰 ５～１０ ０􀆰 ３ １􀆰 ０
黄曲霉毒素 Ｇ１ Ｙ＝ ５ ６８９􀆰 ９Ｘ－７０７􀆰 ８６ ０􀆰 ９９９ ６ ０􀆰 ５～１０ ０􀆰 ３ １􀆰 ０
黄曲霉毒素 Ｇ２ Ｙ＝ ５ ４６３􀆰 ８Ｘ＋３９６􀆰 ３３ ０􀆰 ９９８ ３ ０􀆰 ５～１０ ０􀆰 ３ １􀆰 ０
赭曲霉毒素 Ａ Ｙ＝ ２ ９３０􀆰 ７Ｘ＋１ ３８３􀆰 ８ ０􀆰 ９９９ ４ ０􀆰 ５～１０ ０􀆰 ３ １􀆰 ０
玉米赤霉烯酮 Ｙ＝ ０􀆰 ７８６ ４Ｘ＋２􀆰 ５２３ ３ ０􀆰 ９９８ ９ ０􀆰 ５～１０ ０􀆰 ３ １􀆰 ０
伏马毒素 Ｂ１ Ｙ＝ ６５９􀆰 ６３Ｘ－１ ４６７􀆰 ２ ０􀆰 ９９８ ６ ５～１００ ３􀆰 ２ １０􀆰 ７
伏马毒素 Ｂ２ Ｙ＝ ９１７􀆰 ８１Ｘ－２ ０４４􀆰 ８ ０􀆰 ９９９ ６ ５～１００ ３􀆰 ０ １０􀆰 ０
Ｔ⁃２ 毒素 Ｙ＝ １ ６６０􀆰 ３Ｘ＋５ ２２４􀆰 ２ ０􀆰 ９９９ ６ ５～１００ ２􀆰 ７ ９􀆰 ０

脱氧雪腐镰刀菌烯醇 Ｙ＝ ０􀆰 ８１７ ５Ｘ－１􀆰 ２０２ ４ ０􀆰 ９９９ ８ ５０～１ ０００ ３０􀆰 ６ １０１􀆰 ９

２􀆰 ６　 方法学考察　 取空白样品， 加入一定量对照品溶液，
按 “２􀆰 ３” 项下方法分别制备低、 中、 高水平供试品溶液

（黄曲霉毒素 Ｂ１、 Ｂ２、 Ｇ１、 Ｇ２， 赭曲霉毒素 Ａ， 玉米赤霉

烯酮添加水平为 １、 ５、 １０ μｇ ／ ｋｇ， 伏马毒素 Ｂ１、 Ｂ２， Ｔ⁃２
毒素添加水平为 １０、 ５０、 １００ μｇ ／ ｋｇ， 脱氧雪腐镰刀菌烯醇

添加水平为 １００、 ５００、 １ ０００ μｇ ／ ｋｇ）， 每个水平平行 ６ 份。
取中水平 １ 份， 在 “２􀆰 １” 项条件下进样测定 ６ 次， 计算精

密度 ＲＳＤ； 另取 １ 份， 于 ０、 ４、 ８、 １２、 ２４ ｈ 在 “２􀆰 １” 项

条件下进样测定， 计算稳定性 ＲＳＤ； 另取 ６ 份， 在 “２􀆰 １”
项条件下进样测定， 计算重复性 ＲＳＤ； ３ 种水平各取 ６ 份，
在 “２􀆰 １” 项条件下进样测定， 计算回收率。 结果， １０ 种

真菌毒素精密度 ＲＳＤ 为 ０􀆰 ７％ ～ ２􀆰 ２％ ， 稳定性 ＲＳＤ 为

１􀆰 ３％ ～３􀆰 ３％ ， 重复性 ＲＳＤ 为 ０􀆰 ９％ ～ ２􀆰 ８％ ， 平均加样回收

率为 ８０􀆰 ７％ ～１０９􀆰 ６％ ， 均符合相关要求。
２􀆰 ７　 样品含量测定　 以建立的方法对 ２０ 批样品进行测定，
发现有 ２ 批检出黄曲霉毒素 Ｂ１， 质量分数分别为 ０􀆰 ６、
０􀆰 ７ μｇ ／ ｋｇ； 有 １ 批 检 出 赭 曲 霉 毒 素 Ａ， 质 量 分 数 为

３􀆰 ３ μｇ ／ ｋｇ； 其余真菌毒素均未检出。
３　 讨论

３􀆰 １　 前处理考察

３􀆰 １􀆰 １　 提取条件　 比较不同比例的乙腈⁃水系统， 发现 ９ ∶
１ 时回收率最高。 进一步比较了不同 ｐＨ 值对回收率的影

响， 发现随着甲酸加入， 伏马毒素 Ｂ１、 Ｂ２ 的回收率显著提

高， 当以乙腈⁃１０％ 甲酸 （９ ∶ １） 为提取溶剂时， 各真菌毒

素回收率均大于 ８０％ 。
３􀆰 １􀆰 ２　 净化方式　 比较了 ＧＣＢ、 ＰＳＡ、 Ｃ１８与无水 ＭｇＳＯ４ 作

为净化材料对回收率的影响， 发现当加入 ＧＣＢ 时， 玉米赤

霉烯酮回收率明显下降； 当加入 ＰＳＡ 时， 伏马毒素 Ｂ１、 Ｂ２

和赭曲霉毒素 Ａ 回收率也明显下降； 仅用 Ｃ１８与无水 ＭｇＳＯ４

作为净化材料时， 有最好的净化效果， 回收率最高， 最优

净化材料为 １００ ｍｇ Ｃ１８和 ３００ ｍｇ 无水 ＭｇＳＯ４。
３􀆰 ２　 色谱条件考察　 比较了甲醇、 乙腈、 甲醇⁃乙腈 （１ ∶
１） 系统， 发现在甲醇⁃乙腈 （１ ∶ １） 系统下各组分有较适

宜的出峰时间， 可在较短时间内完成分析测定。 水相加入

甲酸时， 正离子模式组分的响应值明显提高， 但其体积分

数过高时， 负离子模式组分的响应值会降低； 当加入甲酸

铵时， 情况则相反。 由于本实验是正负离子同时采集， 为

兼顾所有组分， 最终以 ０􀆰 １％ 甲酸＋２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甲酸铵作为水

相， 此时各真菌毒素响应值最高。
３􀆰 ３　 质谱条件考察 　 分别取各真菌毒素单标液， 分别在

正、 负离子模式下进行母离子扫描， 选取各自响应值最高

的模式进行采集。 二级质谱分析时， 选取响应值高而稳定

的 ２ 个子离子分别作为定性、 定量离子， 通过仪器自动优

化最佳的去簇电压和碰撞能量， 使响应值最高。
４　 结论

本实验建立的方法简便快速， 准确灵敏， 经方法学验

证， 各项指标均满足分析要求， 可作为陈香露白露片中黄

曲霉毒素 Ｂ１、 Ｂ２、 Ｇ１、 Ｇ２， 赭曲霉毒素 Ａ， 玉米赤霉烯酮，
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伏马毒素 Ｂ１、 Ｂ２， Ｔ⁃２ 毒素， 脱氧雪腐镰刀菌烯醇 １０ 种真

菌毒素含量的快速测定方法。
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基于 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 通路研究孕育丹糖浆防治大鼠多囊卵巢综合征不孕症的

机制
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摘要： 目的　 观察孕育丹糖浆对多囊卵巢综合征 （ＰＣＯＳ） 大鼠卵巢组织中 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路表达的影响， 探讨其防

治多囊卵巢综合征不孕症的可能机制。 方法　 大鼠随机分为正常组、 模型组、 枸橼酸氯米芬组及孕育丹糖浆低、 中、
高剂量组， 每组 １０ 只， 除正常组外各组均采用来曲唑诱导建立 ＰＣＯＳ 模型， 每天于同一时间点灌胃给药 １ 次， 持续

１２ ｄ， 给药最后 ５ ｄ 每天进行阴道涂片， 观察大鼠动情周期。 ＥＬＩＳＡ 法检测血清雌二醇 （Ｅ２）、 睾酮 （Ｔ）、 卵泡刺激

素 （ＦＳＨ）、 黄体生成素 （ＬＨ） 水平， ＨＥ 染色观察卵巢及卵泡形态， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测卵巢组织 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、 ｐ⁃Ａｋｔ、
ＶＥＧＦ 蛋白表达， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测卵巢组织 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、 ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ 表达。 结果　 与模型组比较， 孕育丹糖浆给药后

不仅可以改善 ＰＣＯＳ 大鼠卵泡发育及性激素水平 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 还可降低血管内皮生长因子 （ＶＥＧＦ） 水平，
上调 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、 ｐ⁃ＡＴＫ、 ＶＥＧＦ 蛋白和 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、 ＶＥＧＦ ｍＲＮＡ 表达 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 孕育丹糖浆可能是

通过激活 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路来改善 ＰＣＯＳ 大鼠卵巢功能， 提高卵泡质量， 增加排卵率， 从而提高妊娠率。
关键词： 孕育丹糖浆； 多囊卵巢综合征； 不孕症； ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路
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