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第 ３８ 卷第 ７ 期 ２０１９ 年 ７ 月

Ｖｏｌ． ３８， Ｎｏ． ７ Ｊｕｌｙ ２０１９

　 ∗昆明市卫生科技人才培养项目暨“十百千”工程培养计划［２０１８⁃ ｓｗ（后备）⁃２０］和昆明市卫生计生科研项目（２０１７⁃１２⁃０６⁃００３）资助．

Ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｋｕｎｍｉｎｇ Ｈｅａｌｔｈ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｔａｌｅｎｔｓ Ｔｒａｉｎｉｎｇ Ｐｒｏｊｅｃｔ （２０１８⁃ ｓｗ（ｒｅｓｅｒｖｅ）⁃２０） ａｎｄ ｔｈｅ Ｋｕｎｍｉｎｇ Ｈｅａｌｔｈ ａｎｄ

Ｆａｍｉｌｙ Ｐｌａｎｎｉｎｇ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｐｒｏｊｅｃｔ （２０１７⁃１２⁃０６⁃００３） ．

　 ∗∗通讯联系人，Ｅ⁃ｍａｉｌ：４４１０８４７７９＠ ｑｑ．ｃｏｍ

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ，Ｅ⁃ｍａｉｌ：４４１０８４７７９＠ ｑｑ．ｃｏｍ

李文廷， 李洁， 申颖，等．普洱茶中 ＨＴ⁃２ 毒素假阳性结果的分析［Ｊ］ ．环境化学，２０１９，３８（７）：１６９１⁃１６９３．
ＬＩ Ｗｅｎｔｉｎｇ， ＬＩ Ｊｉｅ， ＳＨＥＮ Ｙｉｎｇ， ｅｔ ａｌ． Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｆａｌｓｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＨＴ⁃２ ｔｏｘｉｎ ｉｎ Ｐｕ⁃ｅｒｈＴｅａ［Ｊ］ ．Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２０１９，３８（７）：
１６９１⁃１６９３．

普洱茶中 ＨＴ⁃２ 毒素假阳性结果的分析∗

李文廷１　 李　 洁１　 申　 颖１　 范忠吉２　 梅金丹２　 欧利华１∗∗

（１． 昆明市疾病预防控制中心， 昆明， ６５０２２８；　 ２． 大理大学公共卫生学院， 大理， ６７１０００）

摘　 要　 普洱茶叶样品采取有机溶剂（甲醇 ／水 ／甲酸 ７０∶２９∶１ 溶液）提取，提取液通过 ＰｒｉｂｏＦａｓｔＲＭｕｌｔｉ⁃Ｔｏｘｉｎ
ＩＡＣ 免疫亲和净化柱及 Ｍ２２６ 多功能净化柱对比净化，利用超高液相色谱串联质谱的多反应监测模式进行测

定分析，采用内标法定量，通过基质加标回收实验、质控已知样实验进行验证．ＨＴ⁃２ 毒素的回归方程有良好的

线性关系，相关系数为 ０．９９９５，３ 个不同加标水平回收率为 ８５．３％—９２．６％，相对标准偏差为 ４．２４％—５．６１％．
１７４ 件云南普洱茶叶中，通过免疫亲和柱净化处理的检测结果为未检出，通过多功能净化住净化处理的检测

结果有 ５２ 件确认为假阳性样品，含量范围为 ０．５２—１４．２７ μｇ·ｋｇ－１，假阳性率为 ２９．８％．
关键词　 ＨＴ⁃２ 毒素，假阳性，普洱茶，超高效液相色谱⁃串联质谱．

Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｆａｌｓｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＨＴ⁃２ ｔｏｘｉｎ ｉｎ Ｐｕ⁃ｅｒｈＴｅａ

ＬＩ Ｗｅｎｔｉｎｇ１ 　 　 ＬＩ Ｊｉｅ１ 　 　 ＳＨＥＮ Ｙｉｎｇ１ 　 　 ＦＡＮ Ｚｈｏｎｇｊｉ２ 　 　 ＭＥＩ Ｊｉｎｄａｎ２ 　 　 ＯＵ Ｌｉｈｕａ１∗∗

（１． Ｋｕｎｍｉｎｇ Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ Ｄｉｓｅａｓｅ Ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ Ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ， Ｋｕｎｍｉｎｇ，６５０２２８， Ｃｈｉｎａ；
２． Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｐｕｂｌｉｃ Ｈｅａｌｔｈ， Ｄａｌｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｄａｌｉ， ６７１０００， Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｂｙ ｏｒｇａｎｉｃ ｓｏｌｖｅｎｔ （ｍｅｔｈａｎｏｌ⁃ｗａｔｅｒ⁃ｆｏｒｍｉｃ ａｃｉｄ ７０∶ ２９∶ １ ｓｏｌｕｔｉｏｎ）， ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｂｙ
ＰｒｉｂｏＦａｓｔ ＲＭｕｌｔｉ⁃Ｔｏｘｉｎ ＩＡＣ ｉｍｍｕｎｏａｆｆｉｎｉｔｙ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｃｏｌｕｍｎ， ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ａｎｄ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｍｕｌｔｉ⁃ｒｅａｃｔｉｏｎ
ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｏｆ ｕｌｔｒａ⁃ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ， ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ｉｎｔｅｒｎａｌ
ｓｔａｎｄａｒｄ ｍｅｔｈｏｄ， ｔｈｒｏｕｇｈ ｓｔａｎｄａｒｄ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ， ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ ｋｎｏｗｎ ｓａｍｐｌｅｓ ｔｏ ｖｅｒｉｆｙ ｔｈｅ
ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ． Ｔｈｅ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｅｑｕａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＴ⁃２ ｔｏｘｉｎ ｈａｓ ａ ｇｏｏｄ ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｗｉｔｈ ａ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｏｆ
０．９９９５． Ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅｓ ａｔ ｔｈｒｅｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｖｅｌｓ ａｒｅ ８５．３％ — ９２．６％， ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎｓ ａｒｅ
４．２４％ —５．６１％． Ａｍｏｎｇ ｔｈｅ １７４ Ｙｕｎｎａｎ Ｐｕ⁃ｅｒｈ ｔｅａｓ， ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｂｙ ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｏａｆｆｉｎｉｔｙ ｃｏｌｕｍｎ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｅｒｅ ｎｏｔ ｄｅｔｅｃｔｅｄ， ａｎｄ ５２ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ａｓ ｆａｌｓｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｂｙ ｔｈｅ ｍｕｌｔｉ⁃ｆｕｎｃｔｉｏｎ
ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ， ｗｉｔｈ ａ ｆａｌｓｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒａｔｅ ｏｆ ２９． ８％， ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｒａｎｇｅｄ ｏｆ ０． ５２—
１４．２７ μｇ·ｋｇ－１ ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： ＨＴ⁃２ ｔｏｘｉｎ， ｆａｌｓｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ， Ｐｕ⁃ｅｒｈ Ｔｅａ， ｕｌｔｒａ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ
ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ （ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ）．

近年来，消费者对普洱茶饮用的安全性备受关注，由于普洱的发酵工艺特殊性，在生产制作和存储过程中，存在真菌

毒素污染的可能．ＨＴ⁃２ 毒素为 Ｔ⁃２ 毒素的水解脱乙酰基基团产物，这两种毒素对动物均具有较强的毒性．ＨＴ⁃２ 毒素的检

测方法主要有酶联免疫吸附法、免疫亲和净化⁃高效液相法、免疫亲和柱色谱⁃酶联免疫吸附法、液相色谱⁃串联质谱法．由
于茶叶中复杂基质如茶多酚和茶色素的存在，样品前处理过程中存在净化效果不理想的问题，目标分析物具有多种形态

的性质以及仪器分析软件存在缺陷问题因素的存在，无论使用何种检测方法，真菌毒素的测定结果均可能产生“假阳性”
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结果．
本文利用 ２０１８ 年国家食品安全风险监测工作数据，通过超高液相色谱串联质谱对 １７４ 件在售云南普洱茶进行 ＨＴ⁃２

毒素的检测分析，经过样品基质干扰的考察，样品的净化效果研究以及仪器分析软件进行定性定量验证，对普洱茶 ＨＴ⁃２
毒素出现假阳性结果进行分析并确认，提供更为科学准确的实验数据．

１　 材料与方法（Ｍａｔｅｒｉａｌｓ ａｎｄ ｍｅｔｈｏｄｓ）
１．１　 实验材料

检测普洱茶样品由云南各州市疾病预防控制中心进行采集提供，昆明市、普洱市及西双版纳州分别为 ２６ 件，德宏州

为 ２８ 件，大理市为 ２４ 件，其余各位 ４ 件，共计 １７４ 件．
１．２　 仪器与试剂

超高效液相⁃串联质谱联用仪（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ １２９０ Ｉｎｆｉｎｉｔｙ Ⅱ⁃美国 ＡＢ ＳＣＩＥＸ ＱＴＲＡＰ ４５００），十万分之一

分析天平（瑞士 Ｍｅｔｔｌｅｒ Ｔｏｌｅｄｏ， ＸＳ２０５ＤＵ）； 数控超声波清洗器（昆山市超声仪器有限公司，ＫＱ⁃５００ＤＥ）； 纯水处理终端

机（德国 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ，Ａｒｉｕｍ ｐｒｏ Ｄ１）；ＰｒｉｂｏＦａｓｔ ＲＭｕｌｔｉ⁃Ｔｏｘｉｎ ＩＡＣ 免疫亲和柱及 ＰｒｉｂｏＦａｓｔ ＲＭ２２６ 多功能净化住均为（美国

Ｐｒｉｂｏｌａｂ）；智能台式高速冷冻离心机（湖南赫仪器装备有限公司，３Ｈ１６ＲＩ）．
标准物质 ＨＴ⁃２ 毒素（Ｃ２２ Ｈ３２ Ｏ８）、同位素内标１３ Ｃ２２ ⁃ＨＴ⁃２（ １３ Ｃ２２ Ｈ３２ Ｏ８）及质控样（Ｌｅｖｅｌ ＃ ＭＴ⁃Ｃ⁃９９９９Ｉ）均购自美国

Ｐｒｉｂｏｌａｂ；色谱纯甲醇、乙腈购自美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ；实验中所用水均为一级纯水．
１．３　 分析方法

色谱条件　 Ｗａｔｅｒｓ ＨＳＳ Ｔ３ Ｃ１８ 色谱柱 （柱长 ５０ ｍｍ，柱内径 ２．１ ｍｍ，填料粒径 １．８ μｍ）， 柱温设定 ４０ ℃， 流动相 Ａ
相为乙腈，Ｂ 相为 ０．２％甲酸水溶液，洗脱程序为梯度洗脱，流速为 ０．３ ｍＬ·ｍｉｎ－１，样品进样体积 １５ μＬ， 检测分析时间为

８．０ ｍｉｎ．
质谱条件　 电喷雾离子源（ＥＳＩ），正离子模式，多重反应监测模式（ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ， ＭＲＭ），离子源温度

５５０ ℃，离子喷雾电压（ｉｏｎｓｐｒａｙ ｖｏｌｔａｇｅ）为 ５５００．０ Ｖ，气帘气为 ３０ ｐｓｉ，雾化气为 ５５ ｐｓｉ，辅助气为 ５５ ｐｓｉ．
１．４　 标准溶液的配制

移取一定体积 ＨＴ⁃２ 毒素标准液于 １０ ｍＬ 容量瓶中，用 ２０％乙腈水溶液定容至刻度，得标准储备液，浓度为

２．０ μｇ·ｍＬ－１，移取一定体积同位素标准溶液于 ５ ｍＬ 容量瓶中，２０％乙腈水溶液稀释定容至刻度，充分混合后得同位素内

标工作液，浓度为 ０．２ μｇ·ｍＬ－１，分别避光储存于－２０ ℃条件下．
１．５　 样品前处理

精确称取 ２ ｇ（精确到 ０．０１ ｇ）试样于 ５０ ｍＬ 样品管中，加入 ２０ ｍＬ 甲醇 ／水 ／甲酸（７０∶２９∶１）水溶液，涡旋 １ ｍｉｎ，加入

２０ μＬ 同位素内标工作液，置于超声波振荡器中超声提取 ２０ ｍｉｎ，再置于多功能涡旋振荡器上提取 ３０ ｍｉｎ，１００００ ｒ·ｍｉｎ－１

离心 ５ ｍｉｎ，收集上清液，如溶液出现浑浊，用玻璃纤维滤纸过滤，收集滤液．
取 １０ ｍＬ 上清液通过 ＰｒｉｂｏＦａｓｔＲＭｕｌｔｉ⁃Ｔｏｘｉｎ ＩＡＣ 免疫亲和净化柱，分别用 ２０ ｍＬ ０．５％吐温⁃水溶液、１０ ｍＬ 水依次淋

洗免疫亲和柱，弃去全部流出液，加入 ２ ｍＬ 甲醇⁃乙酸（９８∶２）洗脱亲和柱，排干后再重复操作 １ 次，收集全部洗脱液至

１０ ｍＬ样品管中，在 ５０ ℃下用氮气缓缓地将洗脱液吹至近干，加入 ０．５ ｍＬ ２０％的乙腈水溶液溶解残留物，过 ０．２２ μｍ 滤

膜待测分析．

２　 结果与讨论（Ｒｅｓｕｌｔｓ ａｎｄ ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ）
２．１　 质谱条件的优化

Ｔ⁃２ 和 ＨＴ⁃２ 毒素及其内标在正离子模式扫描下响应值最高而且稳定，所以选择正离子模式检测．用 ＭＲＭ 模式再分

别优化其对应的锥孔电压（ＤＰ）、碰撞能量（ＣＥ）等质谱条件，得到样品检测的质谱参数，如表 １ 所示．

表 １　 ＨＴ⁃２ 及同位素内标的质谱参数

Ｔａｂｌｅ １　 Ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｆｏｒ ＨＴ⁃２ ａｎｄ ｉｓｏｔｏｐｅ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ

真菌毒素 母离子（ｍ ／ ｚ） 子离子 （ｍ ／ ｚ） 驻留时间 ／ ｍｓ 锥孔电压 ／ Ｖ 碰撞能 ／ ｅＶ

ＨＴ⁃２ ４２５．３ ２６３．０∗ ５０ ７５ ３５

２４５．０ ７５ ３３

１３Ｃ２２⁃ＨＴ⁃２ ４４７．２ ２７８．１ ５０ ７３ １４

　 　 备注： ∗为定量离子．

２．２　 流动相的选择

以乙腈⁃甲酸作为流动相洗脱， 目标分析物的离子化效率较强，质谱信号响应强度较高，梯度洗脱模式为：０—
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１．０ ｍｉｎ，８０％ Ｂ； １． ０—２． ５ｍｉｎ， ８０％ Ｂ —４０％Ｂ；２． ５—４． ５ ｍｉｎ， ４０％ Ｂ —０％Ｂ； ４． ５—５． ５ ｍｉｎ， ０％ Ｂ； ５． ５—７． ０ ｍｉｎ，
０％ Ｂ—８０％ Ｂ； ７．０—８．０ ｍｉｎ，８０％ Ｂ．
２．３　 线性关系及检出限

在 ５．３２—１９９．５０ μｇ·Ｌ－１范围内配制 ６ 个不同浓度的标准溶液，同时加入定量的同位素内标混合溶液，选取优化的质

谱参数，通过乙腈⁃甲酸水系统的洗脱进行实验，以 ＨＴ⁃２ 毒素峰面积为纵坐标，质量浓度为横坐标绘制标准曲线，相关系

数为 ０．９９９５，线性方程为 ｙ＝ ７２．０８８ｘ＋６７．５０２．以 ３ 倍信噪比计算检出限（ＬＯＤ）为 ０．２０ μｇ·ｋｇ－１， １０ 倍信噪比计算定量限

（ＬＯＱ）为 ０．６０ μｇ·ｋｇ－１，检测限满足痕量分析实验要求．
２．４　 加标回收率、精密度及准确度

在同一份茶叶样品中添加 ３ 个水平为 １０、３０ ｇ、５０ μｇ·ｋｇ－１标准溶液进行 ＨＴ⁃２ 毒素的加标回收实验，每个水平平行

测定 ６ 次计算方法的回收率和精密度，ＨＴ⁃２ 毒素平均回收率在 ８５．３％—９２．６％之间，相对标准偏差（ＲＳＤ）在 ４．２４％—
５．６１％之间，结果显示本方法具有良好的准确度和精密度．

准确称取 ５．０ ｇ 含 ＨＴ⁃２ 毒素质控样 ３ 份， 按照样品前处理方法进行处理并检测分析， 检测均值为 １８６ μｇ·ｋｇ－１，参考

值为 ２１５ μｇ·ｋｇ－１，满足检测最低要求 １００ μｇ·ｋｇ－１，实验表明普洱茶样品按照此方法处理具有较高的提取净化效率，准确

度较好．
２．５　 实际样品检测

１７４ 件普洱茶样品经实验分析，利用 ＰｒｉｂｏＦａｓｔ ＲＭｕｌｔｉ⁃Ｔｏｘｉｎ ＩＡＣ 免疫亲和柱净化的样品未有中有 ＨＴ⁃２ 毒素检出，但
采用 ＰｒｉｂｏＦａｓｔ ＲＭ２２６ 多功能净化住净化的样品出现 ＨＴ⁃２ 毒素假阳性结果，含量范围为 ０．５２—１４．２７ μｇ·ｋｇ－１，假阳性率

为 ２９．８％，因此需要进一步分析以排除样品中假阳性结果．
２．６　 假阳性确证

经过免疫亲和柱净化的样品并没有 ＨＴ⁃２ 毒素的检出，而经多功能净化住及滤头净化的样品，通过假阳性样品谱图

与标准谱图信息的对比以，基质加标回收及质控样的验证，质控样的相关谱图信息与标准品谱图一致，而假阳性样品的

谱图信息与标准品谱图有较大差异，假阳性样品的定性定量离子与标准品不一致，离子丰度比大于 ７８％，保留时间偏差

为 ３．７２％，确证为 ＨＴ⁃２ 毒素假阳性结果．

３　 结论（Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ）
茶叶中复杂基质对 ＨＴ⁃２ 毒素的干扰应经过免疫亲和柱净化消除，通过两对或多对离子对同时定性确认，并利用保

留时间及相对丰度的偏差结合分析，提高普洱茶中 ＨＴ⁃２ 毒素检测结果的准确性．




