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摘要

分析多种真菌毒素通常⾯临挑战，如不同化合物响应不均衡、LC系统中的残留，以及基质效应。这些因素不利于

验证实验，并会显著影响⽅法性能。为应对这些挑战，沃特世开发了采⽤MaxPeak™⾼性能表⾯(HPS)技术的

ACQUITY Premier系统和分析柱。在本研究中，我们成功将以前分析多种真菌毒素的LC-MS/MS⽅法转移到新的

ACQUITY Premier系统上，并观察到与传统UPLC相⽐，伏⻢菌素的残留显著降低近80%。此外，在线性、精密度

、峰形和保留时间稳定性⽅⾯也具有优异的性能。

优势

与传统的UHPLC系统相⽐，ACQUITY Premier系统和⾊谱柱有效地减少了伏⻢菌素的残留■

使⽤ACQUITY Premier系统不需要向流动相或清洗溶液中添加⾦属螯合剂■

使⽤ACQUITY Premier系统可以减少清洗循环次数，从⽽提升分析通量■

具有良好的线性、精密度、峰形和保留时间重现性，性能满⾜SANTE/12089/2016的指导原则■

简介

我们以前开发了⼀种基于“稀释-上样”样品前处理步骤的UPLC-MS/MS⽅法来分析受管制的真菌毒素，之后⼜将

该⽅法扩展到更多天然毒素的测定中1,2。 分析多种真菌毒素的⽅法通常⾯临挑战。毒素化合物的化学多样性会导
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致响应不均衡以及LC系统中某些类别化合物的残留问题。此外，各种⻝品和饲料产品的复杂性往往会引起明显的

基质效应。这些挑战不利于验证实验，并会显著影响⽅法性能。

在样品前处理⽅案中加⼊有效的净化步骤可以减少不必要的共萃取物引⼊UPLC-MS/MS系统的含量，从⽽减轻基

质效应的影响并增强⽅法稳定性3。此外，还可以通过使⽤⾼灵敏度串联四极杆质谱仪来缓解基质效应，如Xevo™ 

TQ-Absolute质谱仪，它可以应⽤更⾼的样品稀释倍数（最⾼可达100倍）。

使⽤现代LC模块时，经常会有少量样品或分析物被滞留在湿流路中，导致连续⾊谱图中出现意外或额外的（⻤

）峰。这通常被称为“残留”，是液相⾊谱中⼀道颇为棘⼿的难题，其数值可达3~20%（⾼浓度标准品/样品进样

后空⽩进样的峰⾯积百分⽐）。我们通过不同的研究分析了伏⻢菌素B2 (FB2)的残留情况，并当做案例研究来⽐较

使⽤不同的进样系统和配置来减少流路中残留分析物含量的各种策略4。 FB2和类似化合物的化学性质可能会导致

重现性差，并且出现潜在的假阳性结果。因此，将残留量减少到可接受的⽔平⼗分重要。通常采⽤的⽅法是添加

螯合剂，如向流动相或样品稀释剂中添加⼄⼆胺四⼄酸(EDTA)或柠檬酸。然⽽，螯合剂会引起离⼦抑制，并且很

难从LC系统中去除。

为应对这些挑战，沃特世开发了采⽤MaxPeak HPS技术的ACQUITY Premier系统和分析柱5。 HPS由⾼度交联层

组成，内含亚⼄基桥硅氧烷基团，可提供⼀道⾼效的屏障，减少分析物与流路中⾦属表⾯不需要的相互作⽤。

本研究将之前分析多种毒素所开发的⽅法转移到新的ACQUITY Premier UPLC系统中，并进⾏了对⽐研究，以评

估MaxPeak HPS技术是否可以减少由于⾦属螯合⽽部分吸附在不锈钢表⾯的真菌毒素残留。此外还根据SANTE指

导原则评估了系统灵敏度、保留时间重现性、峰形和整体⽅法性能6。

实验

样品和标样制备

根据之前的研究步骤萃取⼩⻨、燕⻨和全⻨⾯粉样品1,2。简⽽⾔之，取5.0 g均质样品置于50 mL塑料离⼼管中

，使⽤20 mL79:20:1的⼄腈:⽔:⼄酸(v/v/v)在⾃动涡旋器上萃取10分钟。在>5000 g的转速下离⼼6分钟后，使⽤

直径13 mm的1.2 µm玻璃纤维针式过滤器滤出部分上清液，然后⽤⽔按1:5的⽐例直接稀释到液相⾊谱样品瓶中（

即，100 µL萃取物与400 µL⽔混合），使总稀释倍数为20倍。在进⾏LC-MS/MS分析之前，向每个样品瓶中加⼊

10 µL含有13C标记内标的内标混合物。

通过连续稀释混标储备液制备包含⽬标分析物的溶剂校准曲线标样，保持溶剂成分为⽔:⼄腈95:5 (v/v)。向每个
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500 µL校准标样中加⼊10 µL内标溶液。

液相⾊谱条件

⾊谱系统： 标准ACQUITY UPLC I-Class PLUS和

ACQUITY Premier UPLC（配备⼆元溶剂管理器）

⾃动进样器： 流通针式(FTN)进样器，配备15 µL进样针和50 µL 

HSP扩充定量环(P/N: 700012825)，安装在进样阀

端⼝6与APH之间。

⾊谱柱： 标准系统：ACQUITY UPLC BEH C18 1.7 µm (P/N: 

186002352)

Premier系统：ACQUITY Premier BEH C18 1.7 µm 

(P/N: 186009453)

流动相： ⽔相：1 mM⼄酸铵⽔溶液 + 0.3%⼄酸 + 0.1%甲酸

(v/v)

有机相：甲醇 + 0.3%⼄酸 + 0.1%甲酸(v/v)

洗针溶剂： ⽔:甲醇:⼄腈:异丙醇:丙酮

20:20:20:20:20 + 0.1%甲酸（体积⽐）

密封清洗溶剂： ⽔:甲醇80:20 (v:v)

柱温： 40 °C

样品温度： 15 °C

进样体积： 5 µL

流速： 0.40 mL/min
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图1.本研究中使⽤的配置（从左⾄右：ACQUITY Premier、ACQUITY I-Class Plus和Xevo TQ-S micro）。
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表1.UPLC梯度

质谱条件

质谱系统： Xevo TQ-S micro

电离模式： ESI+/-（极性切换）

采集模式： 多重反应监测(MRM)

⽑细管电压： +0.75/-0.3 kV

锥孔⽓流速： 50 L/h

脱溶剂⽓温度： 600 °C
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脱溶剂⽓流速： 1100 L/h

离⼦源温度： 150 °C

分辨率： MS1单位，MS2单位

数据采集和处理： waters_connect™定量软件(v. 1.1)

注：优化后的MRM通道、锥孔电压和碰撞能量的完整列表详⻅之前的研究7。

结果与讨论

减少残留

Tamura及其同事通过实验证实，伏⻢菌素中游离的羧基可以与样品流路中的⾦属形成螯合物，导致随后的进样中

产⽣分析物残留8。

我们通过实验评估了真菌毒素在两套系统中的残留情况：将⼀组由3个溶剂空⽩样、1个顶级校准品和6个溶剂空⽩

样组成的进样序列执⾏多次，然后通过峰⾯积百分⽐(CO [A%])和信噪⽐⽐率(S/N r/r)计算残留4。

图2报告了不同⽇期两次重复实验的结果。在该图中，残留值达到LLOQ以上的空⽩进样⽤红⾊突出显⽰，残留值

在LLOQ的65%以内的⽤⻩⾊突出显⽰，低于LLOQ的⽤绿⾊突出显⽰（视为可接受）。可以注意到，在标准

ACQUITY I-Class以及⼤多数其他供应商的UHPLC系统上，进样⾼度浓缩的标准品或⾼度污染的样品（本研究为

2000 µg/kg FB2）后，通常需要2⾄3次空⽩进样才能将FB2的⽔平降⾄定量下限(LLOQ = 15 µg/kg)以下。相⽐之

下，在ACQUITY Premier系统中，FB2的响应值在第1个后续空⽩样中就与LLOQ相当甚⾄更低，⽽第2个空⽩样中

的FB2已⽆法定量。由此可以减少同⼀序列中清洗循环的次数和/或持续时间，从⽽提⾼ACQUITY Premier的分析

通量。此外，重复实验所得的值⾮常接近，进⼀步增加了结果的可信度。 
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图2.在标准ACQUITY I-Class和ACQUITY Premier系统上进⾏的两个实验的FB2残留值。S/N = 信噪⽐

；CO (A%) = 以峰⾯积百分⽐表⽰的残留；CO (µg/g) = 以FB2 ppb表⽰的残留；S/N r/r = 信噪⽐⽐

率；ND = 未检出；NA = 不适⽤。颜⾊编码：红⾊ = 残留值 > LLOQ；⻩⾊ = 残留值在LLOQ的

65%以内；绿⾊ = 残留值 < LLOQ。

图3为ACQUITY Premier系统上顶级标准品与后续溶剂空⽩样进样的FB2迹线和峰⾯积的对⽐图。

在标准ACQUITY I-Class系统上，2000 µg/kg标准品进样后的后续空⽩样进样中，伏⻢菌素B1 (FB1)的残留值分别

为30、14、8 µg/kg和未检出。⽽在ACQUITY Premier系统上，第1个后续空⽩样的残留就已低于LLOQ，第2个空

⽩样进样没有检测到峰。

因此，使⽤ACQUITY Premier系统的优势显⽽易⻅，它能显著减少真菌毒素的残留，⽽这得益于HPS技术，该技

术作为⼀个有效的屏障，可减少⾦属表⾯对分析物的吸附。
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图3.ACQUITY Premier系统上，⾼纯标准品（上）、第1次后续空⽩样进样（中）和第2次后续空⽩样进样（下）中
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的伏⻢菌素B2峰⾯积和信噪⽐(S/N)。

总体性能⽐较

通过设置分析序列来复制常规⻝品和饲料检测实验室中的典型序列，使⽤两种配置对⾕物样品供试品以及添加了

12种已知浓度的管制真菌毒素的样品进⾏了分析（图4）。评估了两套系统的⼀般⽅法性能，如精密度、灵敏度、

线性和峰形。

图4.分析序列重复单元。

在这两套系统上，所有真菌毒素都获得了很好的线性，决定系数(R2) > 0.99，残差在±20%以内。两套系统的定量

下限(LLOQ)相当，尽管在ACQUITY Premier上观察到⼀些化合物的峰⾯积和信噪⽐略⾼。表2报告了LLOQ和⽅法

线性范围，图5显⽰了两种代表性真菌毒素在LLOQ⽔平下的峰响应和信噪⽐对⽐。
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表2.12种管制真菌毒素的⽅法定量下限(LLOQ)和

线性范围。
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图5.⻩曲霉毒素B1 (0.75 µg/kg)和伏⻢菌素B2 (15 µg/kg)在ACQUITY I-Class（左）和ACQUITY 

Premier（右）上的峰响应和信噪⽐。⻩⾊迹线表⽰⼿动修改的峰积分。

我们计算了供试品和加标样品在重复性条件下重复测定三次的相对标准偏差(RSD%)，所有分析物在两套系统上的

值均低于10%。保留时间的重现性⾮常好，所有分析物在同⼀序列中的保留时间偏差均低于0.006分钟。此外，两

套系统上所得的峰形相似，例如图6所⽰15种⾕物样品中FB2的⾊谱迹线。可以看到，两套系统上的⾼斯峰都⽆拖

尾。
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图6.两种不同的系统配置下⾕物样品中伏⻢菌素B2的⾊谱迹线

结论

我们成功将之前使⽤内标校正分析多种真菌毒素的⽅法转移到新的ACQUITY Premier系统上，并且只对液相⾊谱

条件做了细微修改。⽤该⽅法对⼀组包含不同批次多个重复样的⻝品样品进⾏典型的常规分析时获得了同等的性

能。根据SANTE指导原则，所有分析物均观察到⾮常好的线性、准确度、精密度、峰形和保留时间重现性。

ACQUITY Premier系统的主要优势在于HPS技术，能够使伏⻢菌素的残留显著降低近80%。得益于该技术，我们

⽆需在流动相和洗针溶液中添加⾦属螯合剂，并且由于同⼀序列中需要的清洗循环次数更少，因此还能提⾼分析通

量。
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