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摘要:目的:建 立 同 时 测 定 咖 啡 中 ３ 种 赭 曲 霉 毒 素 的

QuEChERSＧ超高效 液 相 色 谱—串 联 质 谱 检 测 方 法.方

法:样 品 经 乙 腈—水—甲 酸 (V乙腈 ∶V水 ∶V甲酸 为 ５５∶
４０∶５)超声提取,利用 QuEChERS盐包进行脱水盐析,
过ZanChERSＧMyco１７净化小柱净化.样品采用０．２％甲

酸水—乙 腈 作 为 流 动 相 经 WatersBEH C１８ (１．７μm,

２．１mm×１００mm)色谱柱梯度洗脱分离.电喷雾正离子

模式,多反应监测扫描,内标法定量.结果:３种目标物在

０．１~２０．０ng/mL的质量浓度范围内线性关系良好,相关

系数≥０．９９９４６,方法检出限和定量限分别为０．１~０．２,

０．２~０．７μg/kg.咖啡基质中３个添加水平目标物平均

回收率 为 ７９．０％ ~１０３．３％,相 对 标 准 偏 差 为 １．５％ ~
７．６％.结论:该方法前处理简单,重现性好,分析时间短,
能够适用于不同咖啡基质样品中３种赭曲霉毒素残留的

高通量检测.
关键词:咖 啡;赭 曲 霉 毒 素;QuEChERS;超 高 效 液 相 色

谱—串联质谱法

Abstract:Objective: A new method was developed forthe

simultaneousdeterminationofthreekindsofochratoxinsincoffee

byultraＧhighperformanceliquidchromatographyＧtandem mass

spectrometry (UPLCＧMS/MS) combined with QuEChERS

pretreatment．Methods:Samples wereextractedbyacetonitriＧ

waterＧformicacidsolution (５５∶４０∶５)withultrasonic,salted

outwitha QuEChERSsaltpocket,andthenpurified witha
(ZanChERSＧMyco１７)column．Thechromatographicseparation

wasperformedonan ACQUITY UPLC BEH C１８ (１．７ μm,

２．１mm×１００ mm)columnbygradientelutionusingamobile

phase comprising ０．２％ formic acid aqueous solution and

acetonitrile．Inthe positiveion mode ofelectricspray,the

samplesdetected were used by multiplereaction monitoring
(MRM)modeswithinternalstandard method．Results:Three

targetsubstanceshadagoodlinearrelationshipintherangeof

０．１~２０．０ng/mL,andthecorrelationcoefficientwasgreater

than０．９９９４６．Thedetectionlimitandquantitativelimitwere

０．１~０．２μg/kgand０．２~０．７μg/kg,respectively．Average

recoveriesatthreespikedlevelsin thecoffee matrix were

７９．０％~１０３．３％ witharelativestandarddeviationof１．５％ ~

７．６％．Conclusion:This methodhastheadvantagesofsimple

samplepretreatment,goodreproducibilityandhighefficiency,

andissuitableforthehighＧthroughputdetection of multiple

ochratoxinsindifferentcoffeesamples．

Keywords:coffee;ochratoxins;QuEChERS;UPLCＧMS/MS

据统计[１],中国饮用咖啡的消费者已达３．３亿人,近
年来咖啡消费市场规模保持２０％的年化速度飞速增长.

中国咖啡种植主要分布在温润潮湿的云南、四川及海南

地区.研究[２]表明,咖啡及其产品在采收、加工、贮藏过

程中易受到霉菌的侵染,产生各种真菌毒素.Bessaire
等[３]采集了９个国家咖啡样本,多数样本中含有多种霉
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菌毒素,其中赭曲霉毒素 A 含量最高.饮用咖啡是机体

摄入该毒素的主要途径,因在生产及食用环节难以完全

避免其毒性,已成为危害健康的主要关键风险因素[４－５].

赭曲霉毒素(ochratoxin,OT)是由真菌产生的具有结

构类似的次生代谢产物,常见的有赭曲霉毒素 A(OTA)、
赭曲霉毒素B(OTB)和赭曲霉毒素 C(OTC)等[６－７].其

主要通过侵害动物肝脏与肾脏,具有致癌、致畸等毒副作

用,已被国际癌症研究机构(IARC)列入２B类致癌目录,
危害性仅次于黄曲霉毒素[８].研究[９]表明,OTA和 OTC
在特定条件下可以相互转化,具有协同毒副效应.同时,
代谢的多种真菌毒素的协同作用对人体健康的影响更具

危害性[１０－１１].叶林链等[１２]从肉豆蔻中分离了一株赭曲

霉毒素产毒菌,同时检出了 OTA、OTB两种真菌毒素,说
明在 植 物 源 样 本 中 存 在 不 同 结 构 的 赭 曲 霉 毒 素.

GB２７６１—２０１７对咖啡中赭曲霉毒素 A 限值有明确要

求,但其他赭曲霉毒素类型尚未见相关规定[１３].
近年来,高效液相色谱—串联质谱技术因其强大的分

离能力和较好的灵敏度、准确性,逐步被应用于部分真菌

毒素的定性和定量分析[１４－１８].免疫亲和柱法对真菌毒素

具有高特异性,是目前国家标准检测咖啡赭曲霉毒素 A采

用的前处理方法,但由于采用抗原抗体结合的净化方式,
其前处理过程复杂、使用成本高,检测的真菌毒素种类有

限.相比免疫亲和柱,QuEChERS前处理技术采用提取与

净化结合方式,具有操作简单、快速、价格便宜且选择性好

等优点,可应用于多种真菌毒素的高通量检测[１９－２３].

目前国内有关咖啡及制品中真菌毒素检测的研究较

少[２４],尚 未 见 针 对 咖 啡 中 同 时 检 测 OTA、OTB、OTC
３种类型赭曲霉毒素方法研究及评价的报道.研究拟将

高效液相色谱—串联质谱技术与 QuEChERS技术结合,
采用内标法定量,旨在建立能快速筛查和准确定量咖啡

中３种赭曲霉毒素检测方法,以期为全面监测、评估咖啡

中赭曲霉毒素的污染风险提供依据.

１　材料与方法

１．１　材料与仪器

１．１．１　材料与试剂

OTA、OTC:天津阿尔塔科技有限公司;

OTB:德国 Dr．Ehrenstorfer公司;
１３C２０ＧOTA:北京曼哈格生物科技有限公司;

QuEChERS提取盐包:４g硫酸镁、１．０g氯化钠,美
国 Agilent公司;

净化 柱:SHIMADZU WondaPak QuEChERS 净 化

管,日本SHIMADZU公司;

WatersOasis􀆿 PRime HLB:２００ mg,６ mL,美 国

Waters公司;

ZanChERSＧMyco１７净化小柱:北京科德诺思技术有

限公司;

色谱 柱:ACQUITY UPLC BEH C１８ (２．１ mm ×
１００mm,１．７μm),美国 Waters公司;

乙腈、甲酸、甲醇:德国 MERCK公司;

咖啡生豆、烘焙咖啡豆、速溶咖啡粉:市售.

１．１．２　仪器与设备

质 谱 仪:AB Sciex Triple QuadTM ４５００ 型,美 国

SCTEX公司;

电子天平:XS２０４S型,瑞士梅特勒—托利多公司;

冷冻离心机:５８０４R型,德国Eppendorf公司;

超声波器:SK７２００型,上海科导超声仪器有限公司.

１．２　方法

１．２．１　仪器条件

(１)质谱条件:离子源(ESI);正离子模式;多反应监

测(MRM)扫描;喷雾电压４５００V;离子源温度５５０ ℃;

雾化气为氮气;加热气为氮气;碰撞室入口电压１０V.
(２)色谱条件:ACQUITY UPLCBEH C１８ 色谱柱

(２．１mm×１００ mm,１．７μm);柱 温 ４０ ℃;进 样 体 积

５．０μL;流动相 A为０．１％甲酸水溶液;流动相B为乙腈;

流速０．３mL/min;洗脱程序:０~２．０min,１０％ B;２．０~
３．０min,１０％ ~９０％ B;３．０~３．２ min,９０％ ~１０％ B;

３．２~５．０min,１０％ B.

１．２．２　标准溶液配制

(１) 混 合 标 准 溶 液 (１．０ μg/mL):准 确 吸 取

１００μg/mL 的３种赭曲霉毒素混标１００μL,用乙腈定容

至１０mL,并于－１８℃贮藏备用.
(２)１３C２０ＧOTA内标使用溶液(１０．０μg/mL):准确吸

取１００μg/mL １３C２０ＧOTA 溶液１．０ mL,用乙腈定容至

１０mL,并于－１８℃贮藏备用.

１．２．３　基质标准曲线配制　称取不含３种赭曲霉毒素的

咖啡空白基质样品,按１．２．２的方法处理得到基质溶液,

使用该溶液配制成质量浓度为０．１~２０．０ng/mL的标准

工作曲线溶液.

１．２．４　样品前处理　称取１．０g(精确至０．０１g)咖啡粉碎

样品至５０mL干净离心管中,加入１００ng/mL的１３C２０Ｇ
OTA 内 标 标 准 溶 液 ２００μL 及 １０ mL 乙 腈 提 取 液

(V乙腈 ∶V甲酸 ∶V水 为６５∶５∶３０),分别漩涡超声５min,

加入３．２gQuEChERS盐包,剧烈振摇分散,１００００r/min
离心５min.吸取２mL上清液上ZanChERSＧMyco１７净

化小柱,收集滤液过０．２２μmPTFE滤膜,上质谱测定.

１．２．５　线性关系　以质量浓度为横坐标、峰面积为纵坐

标,将３种赭曲霉毒素系列混合标准曲线溶液分析结果

绘制校准曲线,计算相应线性方程及相关系数.

１．２．６　检出限及定量限　通过测定系列混合标准曲线溶

液,检出限以３倍信噪比(S/N＝３)时对应的目标物浓度

换算,定量限以１０倍信噪比(S/N＝１０)时对应的目标物

浓度换算.
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１．２．７　回收率和精密度测定　分别选取不含３种赭曲霉

毒素的咖啡生豆、烘焙咖啡粉、速溶咖啡粉作为基质,分
别配制含混标溶液２,５,１０μg/kg３个水平的供试品溶液

进行测定,每个水平６个平行,计算各水平目标物回收率

和相对标准偏差.

１．２．８　实际样品测定　采用市售的咖啡生豆(预包装)、
咖啡生豆(散装)、研磨咖啡粉(预包装)、研磨咖啡粉(散
装)、速溶咖啡(预包装)、速溶咖啡(散装)共３０个样品,
主要产地为海南省,按试验建立的方法及 GB５００９．２８—

２０１６进行测定,每种类型５个样品,每个样２个平行.

１．２．９　数据处理　采用SPSS２２．０软件进行数据处理,采

用 Origin８．０软件绘图.

２　结果与分析

２．１　质谱条件优化

分别取质量浓度为２０ng/mL 的 OTA、OTB、OTC
和１３C２０ＧOTA标准溶液上机调谐,依次选择正、负离子模

式扫描一级质谱,比较正、负离子模式的响应情况.结果

发现,４种目标物采用正离子模式响应最好.继续采用正

离子模式扫描二级质谱,同时选择多反应监测模式优化

各目标物的其他参数,筛选最优的定性和定量离子.优

化后的质谱参数见表１.

表１　OTA、OTB、OTC和１３C２０ＧOTA的质谱参数

Table１　MSparametersofOTA,OTB,OTCand１３C２０ＧOTA

化合物 保留时间/min 母离子(m/z) 定量(m/z) 定性(m/z) 碰撞能量/V 去簇电压/V 内标物

OTA ３．５０ ４０４．０ ３５８．０ ２３９．０ ２０/３３ ５０ １３C２０ＧOTA

OTB ３．５１ ３７０．０ ２０５．０ １８７．０ ２８/４８ ５０ １３C２０ＧOTA

OTC ３．３１ ４３２．０ ３５８．０ ２３９．０ ２５/３６ ５０ １３C２０ＧOTA
１３C２０ＧOTA ３．９７ ４２４．０ ３７７．０ / ２３ ５０ /

２．２　色谱柱及流动相的筛选

试验 对 比 了 Waters ACQUITY UPLC BEH C１８

(１．７μm,２．１ mm×１００ mm)、CORTECST３ (２．７μm,

２．１mm×１００mm)、CORTECST３ (１．８μm,２．１ mm×
１００mm)３款类型不同填充粒径的色谱柱和０．２％甲酸

水/甲醇、水/甲醇、０．２％甲酸水/乙腈、水/乙腈４种不同

配比流动相的分离效果.结果显示,采用 WatersBEH
C１８及 CORTECST３色谱柱均能分离４种化合物,其中

WatersBEHC１８色谱柱响应值最高,分离效果最好.李

硕等[２４]采用 UPLCＧMS/MS测定咖啡粉中黄曲霉毒素和

杂色曲霉素,发现C１８色谱柱填料为实心核壳颗粒分离效

果要优于全多孔颗粒.对比４种不同配比流动相,当流

动相中添加甲酸后,峰型对称、信号响应更高,并随着甲

酸浓度的增加,其响应不断增强.其中０．２％甲酸水/乙

腈作为流动相的色谱峰型及信号响应最好.叶林链等[１２]

研究发现,选择乙腈为流动相,不加酸,OTA、OTB的保

留时间会发生漂移,加酸后能改善目标化合物的峰型.
赭曲霉毒素化合物由于含较多羧酸,添加适量的酸可以

使其保持分子形式有利于色谱柱的保留,促进分离[２５].
因此,选择 WatersBEHC１８色谱柱,０．２％甲酸水/乙腈为

流动相.４种化合物质谱总离子流图如图１所示.

２．３　样品前处理条件优化

乙腈作为提取溶剂具有沉淀蛋白的作用,对脂肪及

蛋白含量较高的食品具有较好的选择[２６].通过加标回收

试验考察了６种不同配比提取溶剂１[乙腈—水(V乙腈 ∶
V水 为 ９０∶１０)]、提 取 溶 剂 ２[乙 腈—水 (V乙腈 ∶V水

为７５∶２５)]、提取溶剂３[乙腈—水(V乙腈 ∶V水 为６５∶

图１　OTA、OTB、OTC和１３C２０ＧOTA质谱总离子流图

Figure１　TotalionchromatographyofOTA,OTB,

OTCand１３C２０ＧOTA

３５)]、提取溶剂４[乙腈—水(V乙腈 ∶V水 为５５∶４５)]、提取

溶剂５[乙腈—水—甲酸(V乙腈 ∶V水 ∶V甲酸 为５５∶４０∶

５)]、提取溶剂６[乙腈—水—甲酸(V乙腈 ∶V水 ∶V甲酸 为

５５∶３５∶１０)]的提取效果.由图２可知,溶剂中加入适

量水可以增强乙腈的渗透性,添加无机盐可以促进乙腈

与水相分层,当V乙腈 ∶V水 为６５∶３５时,开始分层,其中

V乙腈 ∶V水 为５５∶４５的分层效果最好,提取效率最高.当

提取液中含有５％甲酸时,OTA、OTB的回收率较高,但

甲酸含量过高,３种目标化合物的回收率均降低.有研

究[２７]表明,体系中加入适当的酸可增强对酸敏感的真菌

毒素的提取效果并降低基质效应.试验中加入适当的酸

及无机盐可以使目标物保留分子形式利于提取及减少乙

腈中水溶性杂质的基质效应,从而获得较高提取效果.

综合 考 虑,选 择 乙 腈—水—甲 酸 (V乙腈 ∶V水 ∶V甲酸 为

５５∶４０∶５)作为提取溶剂.
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图２　提取溶剂对３种化合物回收率的影响

Figure２　Theeffectofextractontherecoveriesof

OTA,OTBandOTC

２．４　净化方式优化

研究[２８]表明,可采用不同类型净化方式去除干扰物

质,提 高 净 化 效 果. 试 验 分 别 选 用 WondaPak
QuEChERS 净 化 管、ZanChERSＧMyco１７ 净 化 小 柱、

PRimeHLB净化柱３种净化方式,以回收率为指标,考察

３种目标化合物的净化情况.由图 ３ 可知,WondaPak
QuEChERS净化管、ZanChERSＧMyco１７净化小柱对３种

目标化合物净化效果较好,其中ZanChERSＧMyco１７净化

小柱净化效果最佳,整 体 回 收 率 为 ８５．５％ ~１０７．５％.

QuEChERS净化管采用的净化剂含有 PSA、GCB、C１８,这
些成分可有效去除脂类、糖类及色素等成分,但会对酸性

及含有苯环的官能团毒素具有吸附作用,可能是导致回

收率偏低的原因.PRimeHLB净化柱能够有效去除蛋

白、盐、磷脂等干扰物,但对咖啡色素的净化效果不明显,
基质干扰大,导致回收率偏低.ZanChERSＧMyco１７净化

小柱采用磁性金属有机骨架(MOFs)材料键合 NH２基

团,相比净化管具有较高的理论塔板数及选择性.因此,
选取ZanChERSＧMyco１７净化方式.

２．５　线性范围、检出限及定量限

GarcíaＧMoraleja等[２９]以 生 咖 啡 豆 为 基 质,建 立 了

UPLCＧMS/MS测定 OTA的方法,检出限及定量限分别

为１．１３,１．４５μg/kg.由 表 ２ 可 知,试 验 方 法 在 ０．１~
２０．０ng/mL的质量浓度范围内３种目标物线性关系良

好,相关系数均＞０．９９９４６,检出限为０．１~０．２μg/kg,定
量限为０．２~０．７μg/kg,其中 OTA 的检出限及定量限分

别为０．２,０．７μg/kg,均 小 于 同 类 方 法 及 GB５００９．９６—

图３　净化方式对３种目标化合物回收率的影响

Figure３　Theeffectofdifferentpurificationmethodson
therecoveriesofOTA,OTBandOTC

２０１６中的检出限和定量限,说明试验方法的灵敏度较高.

２．６　回收率与精密度试验

基质效应是影响检测结果准确性的重要因素,减少

基质效应的影响一般可选择同位素内标法和基质匹配校

正法[３０－３１].鉴于咖啡基质较为复杂,试验选择内标法定

量.分别选取不含目标物的咖啡生豆、研磨咖啡粉、速溶

咖啡粉作为阴性样品,各添加２,５,１０μg/kg３个水平浓

度 OTA、OTB和 OTC混标溶液及内标溶液,按１．２．７的

方法分别计算３种化合物的平均回收率及相对标准偏差

(RSD),每个浓度６个平行,结果见表３.由表３可知,

３种毒 素 的 平 均 回 收 率 为 ７９．０％ ~１０３．０％,RSD 为

１．５％~７．６％,方法准确性和重现性较好,满足检测要求.

２．７　实际样品测定

由表 ４ 可 知,３０ 份 咖 啡 样 品 中 共 检 出 ４ 批 含 有

OTA,含量为０．８２~２．１５μg/kg,均低于标准规定限值

(５．０μg/kg).经比对,除样品 YMS４因检测结果低于标

准方法定量限而无法准确定量外,试验方法测定结果与

标准方法的相对标准偏差均＜１５％,说明该方法测定样

品结果准确可靠.一般来说,咖啡样品中赭曲霉毒素的

污染主要来自生产、运输、贮藏过程中残留毒素的直接接

触及真菌侵染后产生代谢物两个方面,此次检出的４批

样品中,３批来自散装贮藏,可能是由于散装咖啡密封不

严、贮藏条件控制不当而被真菌污染产生毒素所致.生

咖啡豆中 OTA残留量通常会比烘焙咖啡的高,主要原因

是烘焙过程中高温可一定程度上降低 OTA 水平[３２－３３].
试验也发现,生咖啡豆 OTA检出含量要高于研磨咖啡.

表２　３种化合物的线性关系、检出限、定量限

Table２　Linearequation,LODsandLOQsofOTA,OTBandOTC

化合物
线性范围/

(μg􀅰L－１)
回归方程 相关系数

检出限/

(μg􀅰kg－１)

定量限/

(μg􀅰kg－１)

OTA ０．１~２０ y＝２．４２０１３x－０．００３６４ ０．９９９７６ ０．２ ０．７

OTB ０．１~２０ y＝２．３６７０５x－０．００６６９ ０．９９９６３ ０．２ ０．７

OTC ０．１~２０ y＝１１．１２５１３x－０．０１５３８ ０．９９９４６ ０．１ ０．２

４９

安全与检测SAFETY &INSPECTION 总第２６５期|２０２３年１１月|



表３　３种化合物的回收率和RSD
Table３　TherecoveriesandRSDofOTA,OTBandOTC(n＝６)

咖啡基质 化合物
２μg/kg

回收率/％ RSD/％

５μg/kg

回收率/％ RSD/％

１０μg/kg

回收率/％ RSD/％

咖啡生豆 OTA ９３．０ １．５ ９１．５ ２．３ ９２．０ １．５

OTB ９２．５ ５．４ １０３．０ ２．７ ９４．５ ３．７

OTC ９０．０ １．６ ９３．０ １．５ ９９．５ ２．１

研磨咖啡粉 OTA ８３．５ ２．５ ８９．５ ４．０ ９０．０ ３．１

OTB ８８．０ １．６ ９３．５ ２．３ ９０．５ ２．３

OTC ８２．０ ５．２ ８９．０ ４．８ ８３．０ ５．１

速溶咖啡粉 OTA ７９．０ ５．４ ８５．０ ３．３ ８３．５ ７．６

OTB ８２．５ ４．３ ８３．５ ７．６ ８３．５ ４．２

OTC ８０．０ ７．１ ８６．０ ４．９ ８２．５ ２．６

表４　实际样品检测结果†

Table４　Detectionresultsofactualsamples

样品
试验方法/

(μg􀅰kg－１)

标准方法/

(μg􀅰kg－１)

偏差/

％
样品

试验方法/

(μg􀅰kg－１)

标准方法/

(μg􀅰kg－１)

偏差/

％

SDY１ ND ND / YMS２ １．８１(OTA) １．９２(OTA) ５．９

SDY２ ND ND / １．１２(OTB) /

SDY３ ２．１５(OTA) ２．３８(OTA) １０．２ YMS３ ND ND /

SDY４ ND ND / YMS４ ０．８２(OTA) LD /

SDY５ ND ND / YMS５ ND ND /

SDS１ １．２１(OTA) １．３９(OTA) １３．９ SRY１ ND ND /

SDS２ ND ND / SRY２ ND ND /

SDS３ ND ND / SRY３ ND ND /

SDS４ ND ND / SRY４ ND ND /

SDS５ ND ND / SRY５ ND ND /

YMY１ ND ND / SRS１ ND ND /

YMY２ ND ND / SRS２ LD LD /

YMY３ ND ND / SRS３ ND ND /

YMY４ ND ND / SRS４ ND ND /

YMY５ ND ND / SRS５ ND ND /

YMS１ ND ND /

　　　　†　SDY为咖啡生豆(预包装);SDS为咖啡生豆(散装);YMY为研磨咖啡粉(预包装);YMS为研磨咖啡粉(散装);

SRY为速溶咖啡(预包装);SRS为速溶咖啡(散装);ND为未检出;/为无计算值;LD为低于定量限.

　　相关研究[３４]数据显示,咖啡及制品在一些国家或地

区具有较高的赭曲霉毒素检出率及残留量.对实际样品

检测发现,赭曲霉毒素检出率及含量均较低,另外,散装

贮藏方式咖啡检出率高于预包装,说明可能存在真菌污

染导致毒素积累的风险.建议在咖啡生产及销售过程中

应对贮藏条件及方式加以严格控制,防止产毒真菌污染.

３　结论

采用 QuEChERS前处理方法结合内标法定量,通过

优化色谱质谱条件、提取条件和净化条件,建立了可同时

测定咖啡基质中３种赭曲霉毒素的 UPLCＧMS/MS方法.
该方法相较标准方法的免疫亲和柱法更加简便、准确、灵
敏,其分析时间短,适用于咖啡基质中３种赭曲霉毒素的

快速筛查及定量检测.后续可结合微生物学手段明确污

染源,以期为全面监测、评估咖啡中赭曲霉毒素的污染风

险提供依据.
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