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实验技术与方法
超高效液相色谱-四级杆1静电场轨道阱高分辨质谱法

测定尿液中的毒蕈碱

贺巍巍!赵云峰!陈达炜!吴永宁
!国家食品安全风险评估中心 卫生部食品安全风险评估重点实验室"北京$’&&&!’#

摘$要!目的$采用超高效液相色谱-四级杆1静电场轨道阱高分辨质谱建立固相萃取法快速分析尿液中毒蕈碱
残留的检测方法" 方法$样品直接经固相萃取柱富集和净化!以 8II P% 色谱柱+!0’ MMm’&& MM!’0. &M,为分

析柱!含 &0’‘甲酸的乙腈及含 &0’‘甲酸和 , MM@C1[甲酸铵的水溶液作为流动相 )#N进行梯度洗脱分离!外标

法定量" 采用正离子采集模式对样品进行快速筛查!DTITI 采集模式定量分析" 结果$毒蕈碱在 &0&+ h+ &O1[

范围内呈良好的线性关系!回归系数+(,大于 &0###!该方法的检出限和定量限分别为 &0&! 和 &0&+ &O1[" 以空白

尿液样品进行 &0&+#&0’ 和 &0+ &O1[% 个水平的加标回收试验!毒蕈碱的平均回收率范围在 "%0!‘ h#"0#‘之间!

?3H为 !0+‘ h’&0!‘" 结论$本方法简单#灵敏#准确!适用于尿液中毒蕈碱残留的快速筛查和分析测定!可满足

临床中毒分析和法医鉴定的检测需求"

关键词!超高效液相色谱-四级杆1静电场轨道阱高分辨质谱法& 固相萃取& 毒蕈碱& 尿液& 食物中毒& 检测

中图分类号!*’++$$文献标志码!)$$文章编号!’&&,-.,+/#!&’/$&%-&%’,-&+
!"#%’&0’%+#&12342563!&’/0&%0&&.

!1*10&)+,*)%+%2&;(.,0)+1)+/;&,+;0)+164 ;<*0, ’102%0&,+.1<)G;)-./0%&,*%:0,’/4 2%;0
(*,:10%-A1<1.*0%(*,*).2)1<-%06)**0,’/):/01(%<;*)%+&,(((’1.*0%&1*04

8UAE<-RE<" 78)Z]B>-5E>O" (8U9\=-RE<" AV]@>O-><>O
#kEJ[=?@F=D@FJ@5G@@H I=5EDJ*<KL )KKEKKME>D@5T<><KDFJ@58E=CD6" (6<>=9=D<@>=C(E>DEF5@FG@@H

I=5EDJ*<KL )KKEKKME>D" NE<2<>O’&&&!’" (6<>=$
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$$自然界中的有毒蘑菇种类繁多"我国的毒蘑菇
#包括怀疑有毒的$多达 ,!’ 种"归属于 %# 个科,

’’! 个属 )’* + 我国因误食毒蘑菇引起的食物中毒事

件和中毒死亡现象频发"值得关注 )!-%* + 毒蕈碱为
季铵盐类生物碱"是丝盖伞属和杯伞属真菌的主要
毒性成分"在部分粉褶蕈属和小菇属的真菌中也发
现有此成分+ 毒蕈碱结构与神经递质乙酰胆碱相
似"是一种非选择性的蕈毒碱型乙酰胆碱受体激动
剂 ),* + 误食含毒蕈碱成分的毒蘑菇后约 / 6 以内即
可发病"产生剧烈恶心,呕吐,腹部绞痛,腹泻及精
神错乱"出汗,发冷,肌肉抽搐,脉搏减慢,呼吸困难



超高效液相色谱-四级杆1静电场轨道阱高分辨质谱法测定尿液中的毒蕈碱!!!贺巍巍"等 !%’+$$ !

或牙关紧闭"头晕眼花"神志不清等症状及体
征 ),-+* + 尽管因误食含毒蕈碱的毒蘑菇很少致命"

但快速发现和识别毒蘑菇的中毒因子"开展临床中
毒治疗以及法医鉴定至关重要+ 尿液,血浆或血清
是蘑菇中毒最有价值的生物样品材料"而尿液与血
浆或 血 清 相 比" 具 有 更 长 的 最 佳 检 测 时 间
#"! 6$ )/-.* + 另外"摄入的毒蕈碱能迅速以原型成
分排泄到尿液中 )#-’!* + 因此"尿液是快速发现和识
别毒蕈碱中毒较为合适的生物样品材料+

目前"毒蕈碱在蘑菇和尿液中的检测方法主要
有毛细管电泳-质谱联用法#(U-TI$ )’!* "气相色谱-

质谱联用法#:(-TI$ )’%*和高效液相色谱-质谱联用
法#8_[(-TI$ )’&-’! "’,-’+*等+ 鉴于毒蕈碱低分子量,

高极性的结构特点"8_[(-TI 较其他仪器对此类成
分具有更好的灵敏度和选择性+ 然而"在 8_[(-TI
检测分析中"尿液等复杂生物样品往往产生一定的
基质效应"因此"去除干扰和降低基体效应对试验
整体结果至关重要+ 固相萃取柱# I_U$以其高效的
富集能力和净化效果被广泛应用于尿液等生物样
品分析 )’/ -’"* + 本课题组将 I_U应用于尿液样品中
毒蕈碱的富集和净化"建立了尿液中毒蕈碱的超高
效液相色谱-高分辨质谱的检测方法+ 另外"本课题
组在试验中首次发现毒蕈碱在色谱分析过程中存
在明显的溶剂效应"在不同比例的溶剂系统体系下
表现为不同的色谱行为+

’$材料与方法
’0’$主要仪器与试剂

P6EFM@I4<E>D<5<4cÛ=4D<QE四级杆-静电场轨
道阱高分辨质谱系统,\<@>Ê VCD<T=DE%&&& 快速高
效液相色谱系统均购自美国 P6EFM@G<K6EF"固相萃
取装置#美国 IBSE4@$"涡旋混合器"氮吹浓缩仪"
T(b,T)b,8[N,A)b和 A(b固相萃取柱均购自
美国 A=DEFK#/& MO1% MC$+

乙腈,甲醇均为色谱纯"甲酸,甲酸铵均为
8_[(级"毒蕈碱标准品#’’,’%"美国 I<OM="纯度 n
#.‘$"试验用水为超纯水+
’0!$方法
’0!0’$样品前处理

准确移取 &0+ MC的尿液样品于 8[N固相萃取
小柱上#小柱预先用 % MC甲醇和 % MC水淋洗$"待
尿液样品完全通过柱床后"用 ’ MC水淋洗小柱"然
后用 ! MC的乙腈溶液洗脱"收集洗脱液",& f下用
氮气 吹 干& 加 入 &0+ MC水 涡 旋 振 荡 溶 解" 用
&0!! &M水相滤膜过滤"滤液待超高效液相色谱-串
联质谱#V_[(-TI1TI$分析+

’0!0!$标准溶液配制
准确 称 取 毒 蕈 碱 标 准 品 +0& MO#精 确 至

&0’ MO$于 !+ MC容量瓶中"以甲醇定容"配制成
!&& MO1[的标准储备溶液"置于 s’. f贮存+ 用水
逐级稀释标准储备溶液"并配制成 ’ MO1[和
’&& &O1[浓度的标准工作液"置于 , f贮存+
’0!0%$仪器条件

色谱% 色 谱 柱% 8II P% 色 谱 柱 # !0’ MM m
’&& MM"’0. &M$&流动相 )为含 &0’‘甲酸和
, MM@C1[甲酸铵的水溶液"N为含 &0’‘甲酸的乙
腈+ 梯度洗脱程序% & h! M<>" !‘N& ! h+ M<>"
!‘ h+&‘N&+ h/ M<>"+&‘ h’&&‘N&/ h# M<>"
’&&‘ h!‘N+ 进样量 + &C"流速 !&& &C1M<>"柱温
,& f+

质谱%采用 8UIY离子化方式"喷雾电压为
%0+ Lj"毛细管温度 %!+ f"加热器温度 %&& f"鞘
气 %+0!+ T_="辅助气 ’0"+ T_=&DTITI 扫描模式采
用正离子采集"分辨率采用 "& &&& GA8T", \=的
质核比范围"碰撞能量#9(U$+&‘+
’0!0,$方法的线性

以水作为溶剂"将 ’&& &O1[浓度的毒蕈碱标准
工作液逐级稀释配制成 &0&+,&0’,&0!,&0+,’,!,
+ &O1[的系列标准溶液"按本试验的色谱和质谱条
件进行测定+
’0!0+$检出限与定量限

在空白尿液样品中分别添加 &0&’,&0&!,&0&+,
&0’ &O1[, 个水平的毒蕈碱标准溶液"按已建立的
方法测定"以最接近 % 倍信噪比的加标水平进行计
算"% 倍信噪比对应的加标水平为检出限"’& 倍信噪
比对应的加标水平为定量限+
’0!0/$准确度与精密度

以空白尿液样品加标的回收率表示方法的准
确度"以回收率的相对标准偏差#?3H$表示方法的
精密度+ 在 &0&+ h&0+ &O1[范围内添加 % 个不同
浓度#&0&+,&0’ 和 &0+ &O1[$的毒蕈碱标准溶液后"

摇匀"放置 ! 6"按照 ’0!0’ 进行样品前处理"每个浓
度水平 / 份平行样品"分别计算其回收率和相对标
准偏差+
’0!0"$样品的稳定性试验

空白尿液样品收集于健康志愿者"阳性质控样
品通过在空白尿液样品中添加不同浓度 # &0’,
+ &O1[$的毒蕈碱标准溶液制备+ 上述样品均置于
s’. f贮存+ 样品的稳定性试验由阳性质控样品
在不同的储存时间#’,!,%,, 周$下测定毒蕈碱的浓
度变化+
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!$结果与分析
!0’$测定条件的选择
!0’0’$色谱条件优化

色谱柱的优化%本研究考察了 V_[(NU8(’.,
8II P% 和 NU88Y[Y(% 种色谱柱对于毒蕈碱的分
析效果+ 结果显示毒蕈碱分子量较低"水溶性较
好"V_[(NU8(’.,8II P% 和 NU88Y[Y(% 种色谱
柱在各自最优的洗脱程序上对毒蕈碱的保留时间
分别为 ’0!’,!0%! 和 ,0+/ M<>+ 基于 8II P% 柱能
够对毒蕈碱具有一定的保留行为"且保留时间较为
适中"而 8Y[Y(色谱柱虽具有更好的色谱保留"但为
维持稳定的保留时间"往往需要较长的柱平衡时
间+ 因此"综上分析"选择 8II P% 柱作为毒蕈碱的
色谱分离+

流动相的优化%本研究比较了纯水,含 , MM@C1[
甲酸铵和 &0’‘甲酸的水溶液作为流动相 )"以及
乙腈和含 &0’‘甲酸的乙腈作为流动相 N的效果+
结果表明"在 UIYq电离模式下"&0’‘甲酸有利于毒
蕈碱的离子化"提高毒蕈碱的响应值"而在流动相
中加入 , MM@C1[甲酸铵溶液有助于维持流动相梯
度洗脱中 S8值的稳定+ 综上所述"本研究以含
, MM@C1[甲酸铵和 &0’‘甲酸的水溶液作为流动相
)"含 &0’‘甲酸的乙腈作为流动相 N+
!0’0!$毒蕈碱的色谱结果

当测定样品的复溶溶剂与初始流动相差异较
大时"部分化合物 #尤其是早出峰的物质$峰形拖
尾"变宽"甚至开裂"此现象被称为溶剂效应"会严
重影响后期目标化合物的定性和定量+ 本研究发
现毒蕈碱在不同比例的复溶溶剂中具有不同的色
谱结果"即出现不同保留时间的两峰+ 因此"本研

究采用不同比例的溶剂系统对毒蕈碱标准进行溶
解分析测定+ 水,乙腈和甲醇是较为常见的液相分
析溶剂+ 在不同比例的乙腈水或甲醇水溶液#&‘,
!‘,’&‘,!&‘,,&‘,/&‘,.&‘,#&‘$条件下溶解
等量毒蕈碱标准"按仪器分析条件测定"结果如图 ’
所示"在不同比例的乙腈水溶剂下"毒蕈碱具有不
同的色谱保留情况#保留时间随之改变$+ 其中"随
着乙腈或甲醇比例的增加"毒蕈碱在 8II P% 柱上的
保留逐渐从 !0%! 到 ’0+& M<> #乙腈$或 ’0!" M<>
#甲醇$漂移"而当乙腈比例达到 /&‘以上时"毒蕈
碱在 !0%! M<> 上的保留消失"仅出现 ’0+& M<> 的保
留"在甲醇水溶液中毒蕈碱在 !0%! M<> 上的保留一
直存在"但含量逐渐降低+ 同样的现象也发生在
NU88Y[Y(色谱柱上+ 为了确定不同溶剂比例下出
现的色谱峰是由于溶剂效应所引起"而非毒蕈碱在
不同溶剂下所存在的构象问题"本试验进一步通
过’8核磁共振谱 #9T*$研究毒蕈碱在重水,,&‘
重水1氘代甲醇,.&‘重水1氘代甲醇下的结构行为+
毒蕈碱在 % 种不同溶剂情况下展示相同的结构特
征"证实毒蕈碱不存在不同溶剂比例下的构象问
题+ 杨维 )’.*曾在生物样本氨基酸的分析中"也发现
亮氨酸和异亮氨酸在不同溶剂比例下出现两个不
同的保留色谱峰+ 由于溶剂效应而引起的毒蕈碱
保留时间不同"增加了目标化合物的定性识别难
度"容易在分析检测中出现误判+ 因此"为了克服
溶剂效应所出现的两个保留色谱峰行为"本研究选
择水作为毒蕈碱液相分析的溶解和复溶溶剂"主要
是由于毒蕈碱在此溶剂下 8II P% 色谱柱上仅出现
单一保留色谱峰#!0%! M<>$"且较乙腈或甲醇具有
更理想的保留结果"见图 ’ h%+

图 ’$不同比例的乙腈水或甲醇水溶液条件下溶解毒蕈碱在 8II P% 色谱柱上的离子色谱图

G<OBFE’$Y@> 46F@M=D@OF=MK5@FMBK4=F<>E<> 8II P% 4@CBM> B>HEFD6EH<KK@CBD<@> 4@>H<D<@>K5F@MH<55EFE>D

4@>4E>DF=D<@> @5=4ED@><DF<CE1R=DEF@FMED6=>@C1R=DEF
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图 !$不同比例的乙腈水或甲醇水溶液条件下溶解毒蕈碱在 NU88Y[Y(色谱柱上的离子色谱图
G<OBFE!$Y@> 46F@M=D@OF=MK5@FMBK4=F<>E<> NU88Y[Y(4@CBM> B>HEFD6EH<KK@CBD<@> 4@>H<D<@>K5F@MH<55EFE>D

4@>4E>DF=D<@> @5=4ED@><DF<CE1R=DEF@FMED6=>@C1R=DEF

注%=3.&‘重水1氘代甲醇&?3,&‘重水1氘代甲醇&43重水

图 %$毒蕈碱在不同溶剂下的’89T*图谱

G<OBFE%$’89T*KSE4DF=5@FMBK4=F<>E5F@MD6E

H<55EFE>DK@CQE>DK

!0’0%$质谱条件优化
GBCCI4=>,DIYT和 DTITI 是四级杆1静电场轨

道阱高分辨串联质谱#cÛ=4D<QETI1TI$中 % 种常
用的定量扫描模式+ 其中 GBCCI4=> 和 DIYT模式是
以目标化合物的精确母离子进行定量"而 DTITI 模
式是先通过四级杆选择指定目标化合物的母离子"
而后经过高能量碰撞#8(\$池进行碎片裂解"以精
确碎片离子进行定量+ 毒蕈碱的分子量较低"即使
一级质谱全扫描使用了高分辨"但复杂的基质仍对
毒蕈碱的分析产生一定影响"而二级质谱则相较于
一级质谱具有更好的选择性"这与文献所报道的相
符 )’#* "因此"本研究选择 DTITI 作为毒蕈碱的定量
扫描模式+ 在 DTITI 扫描模式下"9(U将会影响化
合物的响应"通过质谱优化获得毒蕈碱的最佳碰撞
能量为 +&‘+ 综合上述优化分析"毒蕈碱的母离子
5<=’",0’+ 先被四级杆采集"而后经 8(\池"在
+&‘碰撞能量下裂解"采集二级质谱图#见图 ,$"获
得二级碎片离子 #5<=’",0’,. "%, ’’+0&"+ /&,
#"0&/+ !" 等$"本研究以毒蕈碱的二级质谱碎片
5<=’",0’,. "% 作为定量离子+

图 ,$毒蕈碱的二级质谱碎片离子图
G<OBFE,$T=KKKSE4DFBM@5D6E5F=OME>D<@> 5@FMBK4=F<>E

!0’0,$样品前处理方法的优化

文献报道毒蕈碱的富集和净化所采用的固相
萃取柱主要有反相 8[N柱 )’,* ,强阴离子交换 T)b
柱 )’+*和弱阳离子交换 b-(A柱等 )’&* + 本研究选择
+ 种固相萃取柱 #8[N,A)b,T)b,A(b和 T(b$
进行预筛选试验"+ 种固相萃取柱的淋洗和洗脱程
序见文献)!&*+ 以 ’&& &O1[的毒蕈碱标准溶液进
行考察 + 种萃取柱对毒蕈碱的吸附性能"结果发现"
8[N柱对于毒蕈碱的吸附效果最好"回收率能达到
#+‘以上"而 A(b柱次之"回收率在 #&‘左右"但
A)b,T)b和 T(b柱对毒蕈碱的吸附效果较差"
回收率低于 "&‘+ 因此"本研究采用8[N柱作为毒
蕈碱的富集和净化+
!0!$方法学验证结果
!0!0’$方法的线性范围,检出限和定量限

采用建立的方法测定"毒蕈碱在 &0&+ h+ &O1[
的浓度范围内呈良好的线性关系"线性方程为 -a
.0/,’%/Eq&&/Is,!/#’0,"相关系数 #($为&0### .+
毒蕈碱在尿液样品中的检出限和定量限分别为
&0&! 和 &0&+ &O1[+ 本研究以超高效液相色谱-高
分辨质谱作为毒蕈碱的分析检测"并采用 DTITI 采
集模式"其精确的分析质量数降低了尿液基质中的
干扰"从而提高了检测信噪比+ 因此"与文献比
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较 )’&-’!* "具有更好的检出限和定量限"能够满足临
床中毒分析和法医鉴定+
!0!0!$方法的精密度和准确度

方法的精密度和加标回收率结果见表 ’+ 毒蕈
碱在尿液 &0&+ h&0+ &O1[的加标浓度范围内的加
标回收率在 "%0!‘ h #"0#‘之间"?3H范围为
!0+‘ h’&0!‘"符合痕量分析的要求+

表 ’$毒蕈碱在尿液样品中的加标回收率试验结果#* a/$

P=?CE’$*EKBCDK@5KS<LEH FE4@QEFJ5@FMBK4=F<>E

<> BF<>EK=MSCEK
加标水平1#&O1[$ 平均回收率1‘ ?3H<‘

&0&+ "%0! ’&0!
&0’ ./0’ +0"
&0+ #"0# !0+

!0%$实际样品测定
采用本文所建立的分析方法"对空白尿液样品

和阳性质控样品进行检测"结果显示空白尿液样品
中未检出毒蕈碱"! 份阳性质控样品检出毒蕈碱的
浓度分别为 &0&./ 和 +0&/ &O1["而在对阳性质控
样品的稳定性试验中"样品在放置时间达 , 周后"毒
蕈碱测定结果未发生明显变化"表明毒蕈碱在尿液
样品中 , 周内保持稳定+

%$小结
本试验建立以固相萃取柱净化的超高效液相

色谱-高分辨质谱检测尿液中毒蕈碱的方法+ 结果
表明"通过高分辨质谱的 DTITI 扫描模式能够快
速进行尿液中毒蕈碱的定性筛查和定量检测"有
效降低了假阳性结果出现的可能性"并对毒蕈碱
的色谱保留行为进行分析+ 本研究建立的方法灵
敏度高"定量限为 &0&+ &O1["能够满足临床中毒
诊断分析+
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