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LC-MS/MS和 GICA 检测小麦中呕吐毒素

质量分数及分布规律

李小芳  张 嘉  刘丽强  李 丁  匡 华  胥传来  郭玲玲*
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摘要：脱氧雪腐镰刀菌烯醇（deoxynivalenol， DON）通常被称为呕吐毒素，主要由禾谷镰刀菌产生，具有神经毒

性、免疫毒性、胚胎毒性、致畸性和致癌性。DON主要污染小麦，不仅会导致小麦品质下降，还会直接或间接危

害人体健康。分别通过液相色谱-串联质谱（LC-MS/MS）法和胶体金免疫层析（GICA）法检测小麦中的DON质

量分数，通过加标回收试验评估 2 种方法的准确度及稳定性，2 种方法的回收率分别为 92.98%~97.43% 和

104.53%~108.92%，且相对标准偏差（RSD）均小于 10%。分别用 2种方法检测天然污染小麦加工后各部分的

DON质量分数。磨粉加工后，面粉与全麦粉中 DON质量分数的平均比值为 0.56，麸皮与全麦粉中 DON质量分

数的平均比值为 1.55。结果表明，小麦经磨粉加工后，面粉中 DON质量分数与全麦粉相比显著降低，而麸皮中

DON 质量分数与全麦粉相比显著升高，因此小麦加工时将麸皮最大化分离可以有效降低面粉中 DON 质量

分数。

关键词：呕吐毒素；小麦磨粉加工；分布规律；液相色谱-串联质谱；胶体金试纸条；胶体金免疫层析

Determination of Mass Fraction and Distribution Pattern of Deoxynivalenol in 

Wheat by LC-MS/MS and GICA

LI Xiaofang ZHANG Jia LIU Liqiang LI Ding KUANG Hua 

XU Chuanlai GUO Lingling*

(School of Food Science and Technology, Jiangnan University, Wuxi 214122, China)

Abstract: Deoxynivalenol (DON), also known as vomitoxin, is produced by Fusarium graminearum. It is 

neurotoxic, immunotoxic, embryotoxic, teratogenic, and carcinogenic. DON mainly contaminates wheat, 

which not only leads to the quality deterioration of wheat but also jeopardizes the health of human beings 

directly or indirectly. Liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) and gold 

immunochromatographic assay (GICA) were employed to determine the mass fraction of DON in wheat. The 

accuracy and stability of the two methods were evaluated by the spiked recovery test, and the recovery of the 

two methods was 92.98%~97.43% and 104.53%~108.92%, respectively, with the relative standard deviations 

(RSD) less than 10%. Then, the two methods were used to determine the mass fraction of DON in each part 

of naturally polluted wheat after processing. After milling and processing, the mass fraction ratio of DON in 

flour to whole wheat flour averaged 0.56, and that of DON in bran to whole wheat flour averaged 1.55. The 

results showed that the mass fraction of DON in flour was significantly lower than that in whole wheat flour 

after milling and processing of wheat, while the mass fraction of DON in bran was significantly higher than 

that in whole wheat flour. Therefore, the separation of bran from wheat after processing to the maximal 
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extent can effectively reduce the mass fraction of DON in flour.
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DON 属于单端孢霉烯族毒素，是禾谷镰刀菌

繁殖过程中的次级代谢产物［1-2］。DON 性质稳定，

耐热、耐酸、耐储藏，主要污染小麦、大麦、燕麦、玉

米等谷物及其制品，同时在乳及乳制品、蛋中均有

残留［3］。DON 具有神经毒性与免疫毒性，人类或

牲畜摄入过量 DON 污染的食物时，会造成呕吐、

腹痛腹泻、头痛头晕，甚至会导致死亡。同时，

DON 还具有胚胎毒性、致畸性和致癌性，对人类

及动物健康构成了巨大的威胁，被国际癌症研究

机构（IARC）归为第 3 类致癌物质［4-7］。小麦作为

人类三大主要食物来源之一，极易受到镰刀菌属

等真菌污染［8-9］。在 2009—2011 年，欧洲、美洲和

亚 洲 地 区 谷 物 的 DON 污 染 率 达 到 59%；在

2008—2009 年，饲料的 DON 污染水平为 1 670.2 

μg/kg，污染发生率为 92.5%［10-11］。

鉴于 DON 的广泛污染性，世界上大部分国家

或地区都制定了 DON 限量标准［12］。我国食品中

DON的限量标准为 1 000 μg/kg；欧盟对食品中 DON

的限量为 200 μg/kg；加拿大对食品中 DON 的限量

为 600 μg/kg；日本对 DON 的限量为 1 100 μg/kg；美

国和俄罗斯对 DON的限量为 1 000 μg/kg［13-14］。

目前 DON 的检测方法很多，主要包括理化检

测和免疫学检测。理化检测包括高效液相色谱法

（HPLC）［14］、液相色谱-质谱联用法（LC ‐MS）［15-17］

等，这类方法检测限低、灵敏度高、定量准确、重现

性好，但前处理复杂、检测时间长、操作复杂、所需

试剂多。免疫学检测方法利用抗原抗体反应的原

理，具有高通量快速检测的优点，主要包括酶联免

疫吸附测定（ELISA）法［18］、胶体金免疫层析试纸条

快速检测法［19］等，这类方法操作简单、特异性强、检

测时间短、成本低，可以用于现场大量样品的检测，

但其准确度和灵敏度与理化检测相比稍低［20-21］。

小麦中 DON 超标事件屡次发生，已成为关系

粮食安全的重要问题。有研究表明，在小麦加工

过程中 DON 质量分数会明显降低［22］，为了研究小

麦加工过程中 DON 的具体流向，明确 DON 在麦

粒中的分布特性，分别建立了用于检测小麦中

DON 质量分数的 LC-MS/MS 法和 GICA 法，并以

天然污染小麦为原料，经磨粉加工后，分别用 2 种

方法检测小麦加工后各部分的 DON 质量分数，分

析小麦加工前后 DON 的分布情况，为减少小麦加

工制品中 DON 的污染提供思路，对保障人体健康

具有重要意义。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

天然污染的小麦样品编号为 1、2、3、4、5；

DON 标准品（CAS：51481‐10‐8）：北京百灵威科技

有限公司；无污染全麦粉：北京国家粮食和物资储

备局科学研究院；样品垫、硝酸纤维素膜（NC 膜）、

聚氯乙烯底板（PVC 底板）、吸水垫：上海金标生物

科技有限公司；抗 DON 单克隆抗体及 DON 包被

抗原：作者所在实验室制备；牛血清白蛋白、氯金

酸、柠檬酸三钠、叠氮化钠（NaN3）：上海 Sigma ‐

Aldrich 公司；羊抗鼠抗体 IgG：上海康成生物工程

公司；其余试剂均为分析纯。

1.2　仪器与设备

实验室小麦磨粉机：6FY‐1820型，四川盛新来

机械设备有限公司；高速粉碎机：JFSD‐70型，上海

嘉定粮油仪器有限公司；免疫亲和柱：BTR235Q

型，北京博尔西科技有限公司；磁力搅拌器：Eco‐

stir 型 ，北京大龙兴创实验仪器公司 ；氮吹仪 ：

ND100 ‐1 型，杭州瑞诚仪器有限公司；超纯水系

统：Aquelix 5 型，上海默克密理博设备有限公司；

超高效液相-三重四级杆复合线性离子阱质谱仪：

5500 QTRAP 型，美国 SCIEX 公司 ；三维喷点平

台：BioDot‐XYZ3060 型，上海百道贸易有限公司；

切条机：CM4000 型，上海百道贸易有限公司；手

持式胶体金定量读数仪 ：GIC-H1 型 ，基因科技

（上海）股份有限公司。

1.3　样品制备

取 1 kg小麦用高速粉碎机全部粉碎过 20目筛

得到全麦粉。再取 1 kg 相同的小麦，润麦后用实

验室小麦磨粉机磨粉，分别获得麸皮及面粉。麸

皮继续用高速粉碎机粉碎后过 20 目筛得到麸皮

粉，将全麦粉、麸皮粉、面粉分别混合均匀进行前

处理操作［23］。
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1.4　LC‐MS/MS法

1.4.1 标准样品配制  

以甲醇为溶剂制备 1 mg/mL的 DON标准储备

液，并用甲醇稀释制得 DON标准中间液，质量分数

分别为 1.0、10.0、100.0 μg/kg，于-20 ℃避光保存。

1.4.2 色谱检测条件  

ACQUTITY BEH C18色谱柱（100 mm×2.1 mm×

1.7 μm），柱温 40 ℃，流动相 A 为水，流动相 B 为乙

腈，流量 0.3 mL/min，进样体积 2 μL。DON 梯度洗

脱条件如表 1所示。

1.4.3 质谱检测条件  

采用负离子模式（ESI-）；电喷雾电压（IS）

-4 500 V；离子源温度（TEM）350.0 ℃ ；碰撞室射

入 电 压（EP）-10.0 V，碰 撞 室 射 出 电 压（CXP）

-13.0 V。 DON 质 谱 采 集 参 数 ：保 留 时 间 为

3.32 min；去 簇 电 压（DP）-80 V；母 离 子 m/z 为

294.94；定量离子 m/z 为 264.90，碰撞能量 16 V；定

性离子 1 的 m/z 为 247.00，碰撞能量 26 V；定性离

子 2 的 m/z 为 138.20，碰撞能量 16 V［24-25］。DON 的

定量离子提取离子色谱图和总离子流图见图 1。

1.4.4 LC-MS/MS法的标准曲线建立  

取 1 mg/mL 的 DON 母液，分别配制 10、20、

40、80 μg/L 的标准工作液，按照仪器条件进样。

以 DON 标准工作液质量浓度为横坐标，峰面积为

纵坐标，建立 DON 标准曲线。

1.4.5　LC-MS/MS法检测实际样品　

分别称取 1 g 全麦粉、麸皮及面粉于 50 mL 离

心管中，加入 20.0 mL 乙腈溶液（乙腈与水体积比

84∶16），置于摇床上振荡 20 min，12 000 r/min 离

心 10 min，收集上清液，取 10 mL于 45 ℃下用氮气

吹干，加入 5 mL 水溶解，待免疫亲和柱内原有液

体流尽后，取 1 mL样液移入免疫亲和柱，待样液再

次流尽后，分别用 5 mL PBS缓冲液与 5 mL超纯水

先后淋洗免疫亲和柱，淋洗结束后，用 2 mL甲醇洗

脱 ，收 集 洗 脱 液 ，最 后 用 0.22 μm 有 机 滤 膜 过

滤［26-27］。收集滤液进样，得到样品峰面积，根据标

准曲线方程计算实际样品中 DON的质量分数。

1.5　GICA 法

1.5.1 胶体金合成  

采用柠檬酸三钠还原法，先将 495 mL超纯水加

到三角烧瓶中，然后加入 5 mL质量浓度为 4 g/L的氯

金酸溶液，用磁力搅拌器快速搅拌并加热至沸腾，迅

速加入现配的 10 g/L柠檬酸三钠溶液，持续磁力搅

拌并加热至溶液颜色变为酒红色，4 ℃保存备用［28］。

1.5.2 胶体金标记 DON 抗体  

金纳米粒子与抗 DON单克隆抗体通过静电相

互作用进行标记，将抗体与 6 mL 金纳米粒子溶液

混匀，用 0.1 mol/L 的 K2CO3将溶液 pH 调至 8.0，轻

微振荡 1 h。未结合抗体的金纳米粒子用 0.3 mL质

量浓度为 100 g/L的 BSA溶液阻断 2 h，然后将混合

物于 8 000 r/min 离心 1 h，最后将底部金标抗体用

0.6 mL缓冲液（包括 50 g/L蔗糖、50 g/L PEG 6000、

0.2 g/L NaN3、1 g/L 吐温、0.02 mol/L PBS，pH 7.4）

复溶并在 4 ℃保存备用［29-30］。

1.5.3 胶体金免疫层析试纸条组装  

试纸条主要由 5 部分组成。PVC 底板在试纸

表 1　DON 梯度洗脱条件

Table 1　Gradient elution conditions of DON

时间/

min

0   

1.00

6.00

7.00

7.10

10.00

流量/

（mL/min）

0.30

0.30

0.30

0.30

0.30

0.30

流动相 A

体积分数/%

95

95

5

5

95

95

流动相 B

体积分数/%

5

5

95

95

5

5
图 1　DON 定量离子提取离子色谱图和总离子流图

Fig. 1　Extracted ion chromatogram and total ion chromatogram 

of  DON
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条最底部，吸水垫贴在 PVC 底板上端，NC 膜贴在

PVC 底板中间，金标垫贴在 NC 膜下端，样品垫贴

在 PVC 底板下端，见图 2（a）。为了准确检测 DON

质量分数，设置了双检测线（T1线和 T2线）胶体金

免疫层析试纸条，T1 线和 T2 线分别由 2 个不同质

量浓度的包被抗原喷到 NC 膜下端构成，质控线

（C 线）由羊抗鼠抗体喷到 NC 膜上端构成［31-32］。

1.5.4 胶体金免疫层析试纸条检测原理  

胶体金免疫层析试纸条是一种快速定性、定

量检测技术，其检测原理是抗原与目标分析物竞

争结合金标抗体。胶体金免疫层析试纸条检测原

理如图 2（b）所示，样液滴加到样品孔后，沿 NC 膜

流向吸水垫，当样液流经金标垫时，金标抗体释放

并与样液中目标分析物 DON 结合，剩余金标抗体

被固定在 NC 膜上的包被抗原（T 线）捕获。当样

液中含有目标分析物 DON 时，剩余金标抗体减

少，被包被抗原捕获的量也相应减少，T 线颜色强

度降低；而当样液中没有目标分析物时，释放的金

标抗体都被包被抗原捕获，则 T 线上会出现清晰

的红色条带，因此可以通过建立颜色强度与目标

分析物质量浓度之间的线性关系进行定量分析。

此外，固定在 C 线上的羊抗鼠抗体可同时捕获金

标抗体以及与目标分析物结合的金标抗体，因此

C 线始终显示红色条带，否则视为无效。

1.5.5 GICA 法的标准曲线建立  

取 1 mg/mL 的 DON 母液，用 PBS 分别配制 0、

5、10、20、40、80 μg/L 的标准工作液，分别取 100 μL

加入胶体金免疫层析试纸条的样品孔，孵育 15 min

后用试纸条读数仪读取 C 线、T1 线及 T2 线的显色

强度值，以 DON 质量浓度为横坐标，以（T1 线显色

强度值+T2线显色强度值）/C 线显色强度值得到的

Q1值为纵坐标建立检测 PBS中 DON 质量浓度的标

准曲线。

1.5.6 胶体金免疫层析试纸条检测判定  

胶体金免疫层析试纸条可以进行定性和定量

检测。实际样品检测时，在前处理将样品基质稀

释 80 倍，此时基质效应对胶体金免疫层析试纸条

的影响很小，因此可以直接用 PBS 中 DON 的标准

曲线来检测实际样品中的 DON 质量分数。定性

检测时，当试纸条 T1线和 T2线均与阴性样品有明

显色差时，样品中所含最低 DON 质量分数定义为

裸眼可视最低检测限（vLOD）；当试纸条 T1 线和

T2线均消失时，样品中所含最低 DON 质量分数定

义为消线值（cut‐off）。定量检测时，将含有不同

DON 质量分数的试纸条用读数仪读取 T 线显色强

度，根据标准曲线方程，计算样品的 DON 质量分

数，将抑制阴性样品信号 10% 的 DON 质量分数定

义为最低检测限（cLOD）。

1.5.7　GICA 法检测实际样品　

分别称取 1 g 全麦粉、麸皮及面粉于 15 mL 离

心管中，加入 4 mL 甲醇溶液（甲醇与水体积比

70∶30），12 000 r/min 离心 10 min，取 1 mL 上清液，

用含 10 g/L ON ‐870 的 PBS 稀释液稀释 20 倍，取

100 μL加入样品孔，孵育 15 min后将试纸条插入试

纸条读数仪，读取 C 线、T1 线及 T2 线的显色强度

值，由标准曲线方程计算样品中 DON质量分数［33］。

图 2　胶体金免疫层析试纸条示意图

Fig. 2　Schematic diagram of the strip of gold immunochromatographic assay

93



Journal of Food Science and Biotechnology 总第  296 期  | 2024 年  11 月  | 食品与生物技术学报

1.6　检测方法准确度判定

为评估 LC-MS/MS 法和 GICA 法的准确度及

稳定性，对空白全麦粉进行 3 个水平（500、1 000、

2 000 μg/kg）的加标回收试验，每个添加质量分数

分别用这 2 种方法检测，对比这 2 种检测方法的测

量值、回收率及 RSD。

2　结果与讨论

2.1　不同检测方法的标准曲线及灵敏度

2.1.1 LC-MS/MS法的标准曲线  

如图 3 所示，在 LC-MS/MS 法检测 DON 的标

准曲线中，横坐标为 DON 质量浓度（10、20、40、

80、160 μg/L），纵坐标为峰面积。此标准曲线方

程为 y = 1 295.5x + 3 504.6，相关系数 R2 = 0.999 2，

定量限（LOQ）为 2 μg/L，线性范围为 2~160 μg/L。

实际样品中 DON 检测范围为 40~3 200 μg/kg。

2.1.2 GICA 法的标准曲线  

GICA 法可以定性和定量检测目标物。PBS中

DON 的测定结果见图 4（a），当 DON 质量浓度大于

10 μg/L 时，裸眼可以看出试纸条有明显色差，当

DON 质量浓度大于 40 μg/L，裸眼可以看出 T 线消

线，因此 GICA 法定性检测 PBS 中 DON 的 vLOD 和

cut‐off 分别为 10 μg/L 和 40 μg/L。按照 1.5.5 的方法

建立 PBS中 DON 质量浓度的标准曲线。如图 4（b）

所 示 ，标 准 曲 线 方 程 为 y = 0.934 + 3.575/（1 +

（x 8.838）1.181），相关系数 R2 = 0.999 3，线性关系较

好，cLOD为 1.72 μg/L，线性范围为 2.73~28.60 μg/L。

采用 GICA 法定性检测实际样品时，DON 的

vLOD 和 cut‐off 分别为 800 μg/kg 和 3 200 μg/kg，

定性方法可以快速检测样品中的 DON 质量分数

是否大于 800 μg/kg。定量检测时，样品中 DON 质

量分数是通过 PBS 中 DON 的标准曲线方程计算

得出，实际样品中 DON 的 cLOD 为 137.60 μg/kg，

检测范围为 218.40~2 288.00 μg/kg。

2.2　不同 DON 检测方法的比较

为了评估 LC-MS/MS法和 GICA 法的性能，在

空白全麦粉中分别添加 500、1 000、2 000 μg/kg 的

DON，分别用 LC-MS/MS 法和 GICA 法进行检测。

如表 2 所示，LC-MS/MS 法和 GICA 法的 RSD 分

别 为 1.75%~3.17% 和 3.16%~5.22% ，均 小 于

10%，表明 2 个检测方法比较稳定。LC-MS/MS 法

和 GICA 法的回收率分别为 92.98%~97.43% 和

104.53%~108.92%，两 者 回 收 率 范 围 均 在

90%~110%，说明 2 个检测方法准确度高，具有可

靠性。LC-MS/MS 法相较于 GICA 法的准确度更

高，但是前处理比较复杂，所用试剂较多，且需要

专业人员操作，价格比较昂贵，检测周期长，不适

用于现场检测。虽然 GICA 法的灵敏度和准确度

比 LC-MS/MS 法低，但是可以满足我国食品安全

标准中 DON 的限量要求，并且 GICA 法检测速度

快、试纸条及读数仪方便携带、检测成本低、不需

图 4　GICA 检测 DON 的标准曲线

Fig. 4　Standard curve for the detection of DON by GICA

图 3　LC-MS/MS检测 DON 的标准曲线

Fig. 3　Standard curve for the detection of DON by LC-MS/MS 
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要专业人员操作，且前处理步骤简单快速，可以减

少工作人员接触有毒试剂的概率。当仅需判定待

测样品中 DON 是否超标时，使用 GICA 法更便捷；

当需出具检测报告时，应使用 LC-MS/MS 法。相

较于 LC-MS/MS 法，GICA 法在小麦样品的 DON

抽检、大量样品筛查和现场监督方面具有更大优

势，可以满足日益增长的粮食质量安全现场快速

检测需求。

2.3　加工后各部分 DON 质量分数分析

全麦粉、麸皮及面粉中 DON 的质量分数见

表 3。LC-MS/MS法与 GICA 法检测的小麦加工过

程中各部分 DON 质量分数基本一致，进一步证实

了 2个检测方法的可靠性。全麦粉中 DON 质量分

数为 796.41~2 180.56 μg/kg。比较制粉前后各部

分中 DON 的质量分数可知，麸皮与全麦粉中 DON

质量分数的比值为 1.26~1.84，平均为 1.55；面粉与

全麦粉中 DON 质量分数的比值为 0.40~0.73，平均

为 0.56。小麦磨粉加工后，麸皮中 DON 质量分数

升高，表明 DON 在小麦表皮中分布更多［34］。与全

麦粉相比，面粉中 DON 质量分数降低，这与巩性

涛等［22］的研究结果基本一致，表明磨粉加工是降

低小麦中 DON 质量分数的有效措施。

3　结论

为研究小麦加工过程中 DON 的分布规律，建

立了 2种 DON检测方法并进行了比较，确定了不同

检测方法的适用范围，其中 GICA 法更适用于市场

快速检测以及大量样品的筛查。以天然污染小麦

为原料，通过磨粉加工得到面粉及麸皮，分别用

LC-MS/MS法及GICA法测定DON质量分数。天然

污染的小麦通过磨粉加工分别得到副产物麸皮和

主要产物面粉，经检测，加工后麸皮中 DON 质量分

数升高，而面粉中DON质量分数降低。制粉加工过

程对各部分中 DON 质量分数有明显影响，因为

DON的污染程度一般由外至里逐步降低。因此，通

过磨粉加工可最大限度将小麦表层麸皮和胚乳分

离，从而使较多 DON 集中在麸皮等副产物中，可以

有效降低面粉中 DON质量分数。今后需对 DON质

量分数变化机理进一步深入研究。

表 2　LC‐MS/MS法与 GICA 法的加标回收率与精密度  （n=5）

Table 2　Spiked recovery and precision of LC-MS/MS and GICA （n=5）

添加质量分数/（μg/kg）

500

1 000

2 000

LC‐MS/MS法

测量值/（μg/kg）

479.67±15.20

974.27±17.04

1 859.67±51.64

回收率/%

95.93

97.43

92.98

RSD/%

3.17

1.75

2.78

GICA 法

测量值/（μg/kg）

522.67±20.66

1 089.20±56.84

2 166.87±68.45

回收率/%

104.53

108.92

108.34

RSD/%

3.95

5.22

3.16

表  3　小麦磨粉加工后麸皮和面粉中 DON 质量分数的比较

Table 3　Comparison of DON mass fraction in bran and flour after milling

样品

1

2

3

4

5

检测方法

LC‐MS/MS法

GICA 法

LC‐MS/MS

GICA 法

LC‐MS/MS

GICA 法

LC‐MS/MS

GICA 法

LC‐MS/MS

GICA 法

全麦粉

DON 质量分数/

（μg/kg）

1 686.54

1 726.25

796.41

826.35

2 180.56

2 063.45

1 213.12

1 086.41

1 542.35

1 334.23

麸皮

DON 质量分数/

（μg/kg）

2 404.33

2 616.39

1 082.00

1 152.92

3 547.31

3 256.40

1 558.25

1 366.81

2 722.86

2 456.34

比值

1.43

1.52

1.36

1.40

1.63

1.58

1.28

1.26

1.77

1.84

面粉

DON 质量分数/

（μg/kg）

986.96

1 038.86

408.24

441.93

1 466.03

1 380.09

840.09

788.34

686.65

531.74

比值

0.56

0.60

0.51

0.53

0.67

0.67

0.69

0.73

0.45

0.40

注：比值为麸皮或面粉与全麦粉中 DON 质量分数的比值。
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