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高效液相色谱一串联质谱法测定猪尿中秋水仙碱

顾蓓丽

(上海市食品研究所, 上海 200235)

摘 要:提出了猪尿中秋水仙碱的液相色谱一串联质谱检测方法 �采用pH 8.0 磷酸盐缓冲溶液
碱化 5 m L 尿样 ,用乙酸乙醋提取两次 ,合并提取液 ,于 40 � 吹氮蒸干 ,用 2 m IJ流动相溶解残渣 �

在色谱分离中选用 Sun fire C1 8色谱柱 ,流动相为甲醇一2 m m ol �L一�乙酸按溶液(含 0. 1% 甲酸)混

合溶液(40 + 60 ),流量为 �.2 m L �m in 一�,进样量为 10 衅J�质谱测定中采用电喷雾正离子模式离

子化 �多反应监测模式测定秋水仙碱 ,外标法定量 �猪尿中秋水仙碱在 1一50 阳 �L一�内呈线性 ,刚

定下限(10 5/N )为 0.2 拼g �L一�,方法的回收率为90 % 一100 % ,相对标准偏差(�一6) 小于9.�% �
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H PL C一M S/M S D eterm ination of C olehiein in P ig U rine
G U B e i一11

(Sh angh u i人如ni�下Pal F ood R esearc h In�zitute , Sh angh ai 200235 , Ch ina)

A bstra ct: C olehiein in pig urine w as determ ined by H P IC in hyphenation w ith tandem M S/ M S. T he pig

urin e sa m p le wa s a lk alified w ith p H 8. 0 p ho sph ate b u ffe r �o lu tion an d ex tra eted tw iee w ith eth ylaee ta te. T h e

eom b in ed ex traets w ere b lo w n w ith n itro g en to dr � ess at 4 O C . T h e resid ue w as tak en u p w ith 2 m l o f the m ob lle

phase , w hieh 15 a m ixed solution ofm ethanoland Z ~ 01 �L 一�N H �()A e solution eontaining 0. 1% (by volum e) of
form ie aeid , m ix ed in th e ratio o f 4 0 to 60 . S un fire C ls eh rom atog raPh ie eo lurnn an d th e mo b ile p ha se m en tion ed

abo ve w ere u sed in th e H P叹 sepa ratio n , w ith 10 拜L o f sam p le so lu tion in tro d u eed and flo w- rate of mo b ile ph ase o f

0. 2 m IJ �m in一�. T h e ion ization mo de of E S I+ an d M R M mo d e o f d eteetion w ere ado pted in M S / M S d eterm ina tion ,

w ith q ua ntifieatio n by ex tern al stan d ard m etho d. L in ear rela tion ship betw een values o f p eak area an d ma ss

eo neen tra tion o f co leh iein in the ra n ge o f l一 50 � g �L 一1 wa s o btained , a nd valu e of lo w er lim it of de te rm in atio n

(105/N ) of0.2 拼g �L一�w as found. V alues of reeovery w ere found in the range of 90% 一100 % , w ith R SD �s (n -

6) less than 9.0% .

K eyw o川 s: H P LG M S/M S ; Co lehiein ; P ig urine

秋水仙碱是从百合科植物秋水仙中提取的一种

有机胺类生物碱 ,化学名为 N一(5 , 6 , 7 , 9一四氢一1 , 2 ,

3 , 10一四甲氧基一9一氧一苯并[a]庚间三烯并庚间三烯-

7一基)乙酞胺 ,分子式为 C Z:H Z:N O 6 ,相对分子质量

39 9.44 �秋水仙碱的作用主要是抑制或破坏纺锤体

微管的形成 ,主要用于治疗急性痛风 ;亦可抑制细胞

的有丝分裂 ,有抗肿瘤作用;也可用于诱发基因突
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变 �秋水仙碱的毒性较大 ,常见恶心 �呕吐 �腹泻 �腹

痛 �胃肠反应是严重中毒的前驱症状 ,肾脏损害可见

血尿 �少尿 �对骨髓有直接抑制作用 �引起粒细胞缺

乏 �再生障碍性贫血 �因此 ,为了确保消费者的身体

健康 ,我国明文规定秋水仙碱属于 10 种禁止猪使用

的兽药之一 ,欧盟也将其列人禁止在食品动物使用

的兽药及其它化合物清单中 �秋水仙碱主要以原药

的形式从尿液中排出 ,因此 ,检测尿样时只要检测原

药秋水仙碱即可川 �目前 ,对于检测秋水仙碱的常

用方法有高效液相色谱法(H PI JC )以及高效液相色
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谱一质谱联用法(H PL C-- M S) 仁�3��H PL C 灵敏度低 ,

特异性差,在定性方面存在不足 �本工作用 H P LC--

M S/ M S 方法 ,对猪尿中的秋水仙碱进行检测 �

1 试验部分

1.1 仪器与试剂

Q ua ttr o M icr �液相色谱一串联质谱仪 ,配有电

喷雾(E SI)离子源 �

秋水仙碱标准储备溶液:100 m g �L一�,称取秋

水仙碱标准品 10 .0 m g 于 100 m L 容量瓶中 ,用少

量甲醇溶解后 ,并稀释至刻度 �

乙睛 �乙酸乙醋 �正己烷均为色谱纯 ,其它试剂

为分析纯 ,试验用水为超纯水 �

1.2 仪器工作条件

色谱条件:S im fir e C 18色谱柱 (2 . 1 ~ x

100 m m , 3. 5 om ), 柱温 30 0C ;流动相为甲醇与

2 m m ol �L一�乙酸钱溶液(含 0. 1% 甲酸)以体积比

40 比60 混合的溶液 ,流量 0.2 m L �m in一�;进样量
10 拼L �

质谱条件:电喷雾离子源 ,正离子扫描模式 ,毛

细管电压 3.0 kV ,锥孔电压 4o V ,萃取电压 3.O V ,

透镜能量 0.I V ,离子源温度 120 � ,脱溶剂气温度

35 0 � ,锥孔气流量 50 L �h一, , 脱溶剂气流量

50 o L �h一�, 光 电倍增器 电压 650 V , 滞 留时间

�.3 5 �采用多反应监测(M R M )模式检测 ,定量离子

对为m /2 400.1/310.1 ,碰撞能量25 V ;定性离子对

分别为 加/2 400 . 1/326. 1 , 碰撞 能量 25 V ;m /z

400.1/358.1 ,碰撞能量 ZO V �

1.3 试验方法

移取猪尿试样 5.00 m L 于 50 m L 塑料离心管

中 ,加入 pH 8.0 的磷酸盐缓冲溶液 2 m L ,混匀 ,加

人乙酸乙醋 20 m L 振荡提取 10 m in , 以 4 oOO r �

m in 一�转速离心 5 m in ,将上清液置于 50 m L 塑料离

心管 ,再取乙酸乙醋 10 m L 振荡提取 10 m in ,离心 ,

合并两次上清液 ,在 40 �C 下用氮气吹干 ,用流动相

定容至 2 m L , 加入正 己烷 2 m L , 涡旋 2 m in , 以

4 000 r �m in一�转速离心 3 m in ,弃去正己烷层 ,经

0.22 拜m 滤膜过滤后 ,在仪器工作条件下测定 �

2 结果与讨论

2.1 检测条件优化

2 .1. 1 提取溶剂

采用乙醚 �乙酸乙酷 �甲醇 �二氯甲烷等作为提

取溶剂进行比较 ,结果表明:尿液采用甲醇提取回收

率最高 , 回收率为 90 % ,二氯甲烷提取回收率为

88 % ,乙酸乙醋提取回收率为 85 % , 乙醚提取回收

率最低为 10 % ,但甲醇提取液中杂质较多 ,二氯甲

烷毒性较大 ,因此 ,试验选择提取溶剂为乙酸乙醋 �

2.1.2 流动相

采用甲醇与缓冲溶液 �乙睛与缓冲溶液 �水与甲

醇等混合溶液作为流动相进行了试验 ,结果表明:由

于乙睛是疏质子溶剂 ,选用乙睛与缓冲溶液作流动

相 ,当采用电喷雾质谱正离子模式进行测定时,待测

物的质谱相应值可能会受到一定的抑制 ,导致灵敏

度下降;在水相中加人酸性介质,有利于被测组分的

离子化 ,从而提高检测灵敏度 �因此 ,采用甲醇与

2 ~ ol �L一�乙酸钱一甲酸(99 .9十0.1) 溶液以体积

比40 比6�混合的溶液作流动相时 ,不仅能提高灵

敏度 ,而且能有效地改善色谱峰的拖尾现象 �图 1

为 1. �拜g �L一�秋水仙碱标准溶液和尿样加

1.0 滩 �L一�秋水仙碱标准的 M R M 质谱图 �

-~ - 工- 一 ,一孟- - - - - 刁~ 一- - -

0 1.0 2 刀 3乃 4 .0 5 刀

(a ) 秋水仙碱标准品

0 1 0 2 刀 3 ,0 4 刀 5刃

(b) 加标猪尿样品

图 1 秋水仙碱标准品和加标猪尿样品质谱图(M R M 模式)

F ig . 1 M as s sp ee tra (u n d e r M R M m o d e ) o f eo leh iein e s sran d a rd

a n d pig u r in e sa m p le w ith sta n d ard ad d ed

2.1.3 质谱条件

根据秋水仙碱的分子式和结构特征 ,选择 E SI+

电离方式 ,并确定其质荷比(m /z) 应为 400 �通过直

接注射进样方式进行调谐 ,进行子离子扫描并优化

碰撞能 ,优化后得到的质谱条件见 1.2节 �图 2 为秋
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水仙碱的子离子扫描图�
3 10 .0 9

表1 空白样品加入秋水仙碱标准溶液测得的回收率及

精密度试验结果(n= 6)

Ta b. 1 Res ul ts of n既�, e口叨d P啾ision tes ts by addition

of col chi ein s如旧di 川ds to blallk , �nP le

3 58 .13 40 0 刀8 标准加入量

尸/ (产g �L一l)

测定值

尸/ (拜g �L一1)

回收率

/ %

R SD 日内

/%

R S I�日间

/%

2 50 29 0 33 0 3 70 4 10

m / z

图2 秋水仙碱子离子扫描图

F ig. 2 Io nie m ass speetrum of eolehieine

2.2 标准曲线与检出限

移取一定量的秋水仙碱标准溶液 ,加人空白基

质溶液 ,配制成质量浓度为 0. 5 , 1 , 2 , 5 , 10 , 20 ,

50 四 �L一�秋水仙碱标准溶液 ,按仪器工作条件进

行测定�以秋水仙碱质量浓度(户对其相应的峰面

积(y )进行线性回归 ,秋水仙碱质量浓度在 1一

50 拜g �L一�范 围 内呈线性 , 线性 回归方程 y -

23.2 尸+ 2.4 ,相关系数为 0.999 0 �并以 10 倍的信
噪比计算测定下限为 0.2 拌g �L一��

2.3 回收试验

分别在空白猪尿样品 s m 工J中加人秋水仙碱标

准溶液 ,使其质量浓度分别为 �.2 , 1 , 10 林g �L一�,

按工作条件处理样品并进行测定 ,结果见表 1 �

本工作建立了猪尿中秋水仙碱的高效液相色谱

一串联质谱检测方法 �通过实验室内部精密度和添
加回收试验 ,证明本方法回收率高 �精密度好 �检出
限低 ,该方法可应用于食品安全监测 �

参考文献:

�1]

�2 �

�3�

赵建波 ,张丽慧 ,邱相君 ,等.高效液相色谱一质谱检测

血浆秋水仙碱及其药动学研究[J �.杭州师范学院学
报:医学版 , 2007, 27(6):349一352.

何纯莲 ,李谷才 ,任凤莲 ,等.超临界流体萃取一高效液

相色谱法测定百合中秋水仙碱[J�.天然产物研究与开
发 , 2003 , 15(l):5一8.

陈晓红 ,仇佩虹 ,金米聪 ,等.高效液相色谱一质谱联用

法同时测定体液中麻黄碱和秋水仙碱 �J �.分析化学 ,

200 6 , 42 (10 ) :7 90一792 , 8 06 .

写 J巴叮 芝 � 洲二 � 之 写 之 � 心 写之 与之 � 咬 川二之 � 之 嘴 之 � 之 写己 与 �之 � 产竺� 之 � 别巴 写之 � 迁月二之 写之 ~ 己 � 曰绝代别绝� 之 � 理竺, 曰巴 , J泛 � 产竺减二已 � 之 ~ 之 勺 之 写之 � 之 � 之 ~ 二之 写之 与峨竺 � 之 ,二己 与戒, 二己 写之 � J注

(上接第915 页)

须避免使用易挥发的酸性物质 ,如盐酸等 ,以减少实

验室空气对样品的污染 �压好的样片应放入干燥器

中保存并尽快测定 �氯的测定结果随测量时间的增

加而不断变化 ,如果还同时测定原煤中其他元素的

含量 ,在测量方式上 ,不能采用优化测定顺序模式 ,

应首先测定氯 �

3) 预抽真空时间和照射时间的长短,对其测定

结果都有影响 ,分析方法的测量时间不能随意改变 �
氯在压样过程中极易沾污 ,易出汗的操作者须多加

注意 �操作间应装配空调 ,工作人员应戴手套操作 �
大批量样品应计算好每测定一个样品所需的时间 ,

放置在样品交换器上的样品不宜过多 ,以避免空气

污染 �结果表明:本方法与国家标准方法(G B/T

3558一1996) 相比 ,具有污染少 �操作简便 �准确度

高 �精密度好等特点 ,是准确快速测定煤中氯的理想

方法 ,可满足各种煤样品中氯的测定 �
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