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基于通过型固相萃取-超高效液相色谱三重四级杆/复合线性离子阱

质谱法测定调味酱中蟾蜍色胺
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摘 要：目的　建立通过型固相萃取 -超高效液相色谱三重四级杆/复合线性离子阱质谱法（UHPLC-QTRAP-MS/
MS）测定调味酱中蟾蜍色胺含量的检测方法。方法　样品匀浆后加入一定量的纯水和 5% 氨化乙腈超声提取。盐

包盐析后，取上清液调节有机相比例及 pH，通过 PRiME HLB 固相萃取小柱进行净化，净化液用纯水稀释离心后，

UHPLC-QTRAP-MS/MS 检测。同时结合线性离子阱采集的二级谱图与建立的标准谱库进行匹配分析。结果　蟾

蜍色胺在 0. 2~50. 0 ng/mL 浓度范围内线性关系良好，相关系数>0. 999，方法检出限为 0. 4 μg/kg，加标水平为 5. 0、

50. 0、200 μg/kg 时，回收率范围为 99. 5%~106. 5%，相对标准偏差为 1. 9%~4. 3%。结论　该方法方便快捷，无须内

标，抗干扰能力强，线性离子阱采集的二级质谱对样品进行二次辅助定性，可适用于应急事件调味酱中蟾蜍色胺含

量的测定。
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Determination of bufotenine in sauces by ultra performance liquid chromatography-triple 
quadrupole/linear ion trap mass spectrometry with pass-through solid phase extraction

SUN Wenfang1， XU Jie1， ZHU Feng2， YANG Wen1， LIU Xiangping1， CHEN Huimin3

（1. Nanjing Center for Disease Control and Prevention， Jiangsu Nanjing 210003， China；2. Jiangsu 
Provincial Center for Disease Control and Prevention, Jiangsu Nanjing, 210009, China；3. SCIEX 

Anylytical Intrument Trading Co. , Ltd, Shanghai 200335, China）

Abstract： Objective　To establish a method for determination of bufotenine in sauces by ultra-high performance liquid 
chromatography-linear ion trap mass spectrometry （UHPLC-QTRAP-MS/MS） with pass-through solid phase extraction.
Methods　Samples were homogenized， extracted with water and ammoniated acetonitrile via ultrasonication.  After salting 
out， the supernatant was taken to adjust the organic phase ratio and pH， then purified by PRiME HLB solid phase 
extraction column.  After dilution and centrifugation with pure water， the purified liquid was detected by UHPLC-QRAP-

MS/MS.  UHPLC-QTRAP-MS/MS technique automatically triggered an enhanced product ion scan （MRM-IDA-EPI） 
mode， collecting secondary mass spectra of suspected target compounds for comparison with standard spectra， thereby 
further identifying positive samples. Results　 Under optimized conditions， bufotenine can be effectively separated and 
showing good linearity in the concentration range from 0. 2 to 50. 0 ng/mL with correlation coefficients exceeding 0. 999.  
The method’s detection limit was 0. 4 μg/kg， with an average recovery rate between 99. 5% to 106. 5% for spiked levels of 
5. 0， 50. 0 and 200 μg/kg.  A relative standard deviation from 1. 9% to 4. 3%. Conclusion　 It was a simple and rapid 
method， with secondary mass spectrometry collected by a linear ion trap， meeting the requirements for detecting 
bufotenine content in sauces.
Key words： Bufotenine； sauce； ultra-high performance liquid chromatography-linear ion trap mass spectrometry； pass-

through solid phase extraction
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基于通过型固相萃取-超高效液相色谱三重四级杆/复合线性离子阱质谱法测定调味酱中蟾蜍色胺——孙文芳，等

蟾蜍色胺是一种与血清素相关的色胺类物质，

含有吲哚环，属于吲哚类的生物碱［1］，结构与二甲基

色胺、脱磷酸裸盖菇素和 5-甲氧基二甲基色胺类似

（图 1），作用于中枢神经系统时有致幻性，主要作用

是产生对色幻视，可引起副交感神经兴奋、出汗、恶

心、呕吐、气急、瞳孔放大、轻度呼吸障碍等症状［2-3］。

除此之外，也有研究表明蟾蜍色胺具有抗炎镇痛的

特性［1］，其存在于某些蟾蜍皮肤（得名于蟾蜍属）、蘑

菇、植物和哺乳动物中［2-4］。在本市一起公共卫生应

急事件处置中，用于制作菜肴的自制调味酱送检样

品中筛出蟾蜍色胺，因此有必要建立调味酱中蟾蜍

色胺的快速定性定量检测方法，为类似公共卫生应

急事件处置的定性定量确证提供技术支持。

由于蟾蜍色胺小分子和强极性的特点，已报道的蟾

蜍色胺的检测技术主要为色质联用技术。RAISANEN
和 KARKKAINEN［5］和 MISHRAKI-BERKOWITS 等［6］

分别采用衍生气相色谱法及氨化二氯甲烷作为提取

剂直接检测蟾蜍色胺及其结构类似物；BLACKLEDGE
和 PHELAN［7］等利用气相-红外光谱仪鉴定 4-羟基-N，

N-二甲基色胺及蟾蜍色胺；MARTIN 等［8］和刘磊琦等［9］

均用固相萃取 -液相色谱质谱联用法分析了血尿及

蘑菇中的蟾蜍色胺；BAMBAUER 等［10］建立了固相

萃取-亲水液相色谱-高分辨质谱联用法检测尿液中

蟾蜍色胺等多种蘑菇毒素的方法。相较于气相色

谱法，液相色谱质谱联用法灵敏度高、抗干扰能力

强，更适用于调味酱这种复杂基质中残留物质的检

测［7］。三重四级杆/复合线性离子阱质谱具有增强

二级碎片离子定性功能，可建立增强子离子扫描

（EPI）谱库，弥补一部分三重四级杆分辨率低的缺

点，通过多能级图谱检索进行补充定性［8］。

目前，蟾蜍色胺的检测基质主要为植物和人体

生物样本［3-6］。尚无报道针对调味酱中蟾蜍色胺的

检测方法。由于方法针对应急事件处置，且调味酱

中富含大量色素、蛋白质和油脂，优先采用较为便

捷的通过式固相萃取法和分散固相萃取法净化处

理［7，9］。PRiME HLB 固相萃取小柱具有高效吸附、

去除样品中蛋白与磷脂类物质和降低基质干扰的

作用，常用于动物源性食品中残留检测的样品前处

理［10-11］。本研究通过碱性有机试剂萃取，盐析除水

后调节酸度及有机溶剂含量，PRiME HLB 小柱净

化，基于超高效液相色谱-线性离子阱质谱（UHPLC-

QTRAP-MS/MS）技术，采用自动触发增强子离子扫

描（Multiple Reaction Monitoring-Information Dependent 
Acquisition-Enhanced Product Ion，MRM-IDA-EPI）模

式，将可疑目标化合物的二级质谱图与标准谱库比

对，通过保留时间、二级碎片比对结果对可疑样品

进行定性确证。该方法无须内标，简单快捷、稳定

有效，满足应急事件调味酱中蟾蜍色胺的定性定量

检测要求。

1　材料与方法

1. 1　主要仪器与试剂

LC-30A 超高效液相色谱系统（岛津公司，日本），

配有 QTRAP 4500 三重四级杆 -线性离子阱复合型

质谱仪（AB SCIEX 公司，美国）；LYNX6000 高速离

心机（赛默飞公司，美国）；Centrifuge5418 高速离心机

（Eppendorf 公司，德国）；UP500H 超声波清洗器（垒

君达超声仪器有限公司，中国）；Milli-Q 超纯水装置

（Millipore 有限公司，美国）。

蟾蜍色胺标准溶液（100 μg/mL，购自阿尔塔科

技有限公司）；Oasis PRiME HLB 固相萃取小柱（3cc，
60 mg）购自 Waters 公司。QuEChERs 净化管 1（含

PSA 50 mg、硫酸镁 150 mg），QuEChERs 净化管 2
（含 PSA 50 mg、GCB 50 mg、C18 50 mg 及硫酸镁

150 mg）均购自 Agilent 公司。QuEChERs 净化管 3
（含 C18 25 mg 及硫酸镁 150 mg）、盐析试剂包（含

4 g 硫酸镁及 1 g 氯化钠）均购自安谱公司。乙腈、

甲醇（均为色谱纯）均购自 Merck 公司，甲酸（色谱

纯）购自 Sigma-Aldrich 公司，氨水（分析纯）购自国

药集团化学试剂有限公司，实验用水为 Milli-Q 超

纯水。

1. 2　标准溶液的配制

取一定量的 100 μg/mL 蟾蜍色胺标准溶液，用

40% 乙腈水溶液配制成 1 μg/mL 浓度的标准储备

液，置于冰箱-18 ℃保存。取标准储备液用 40% 的

乙腈水溶液稀释得蟾蜍色胺浓度为 0. 2、0. 5、1. 0、
2. 0、5. 0、10. 0、20. 0、50. 0 ng/mL 的系列标准溶液。

以待测物质量浓度为横坐标，以待测物峰面积为纵

坐标绘制标准曲线。

1. 3　试验方法

1. 3. 1　样品前处理

称取经匀浆的样品 2. 0 g 于 50 mL 离心管中，加

入纯水 2 mL，分散均匀后加入 5% 氨化乙腈 8 mL。

图 1　蟾蜍色胺化学结构式

Figure 1　Chemical structure of bufotenine
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涡旋 1 min 后超声提取 10 min。加入硫酸镁 4. 0 g
及氯化钠 1 g，混匀冷却后在 4 ℃下 12 000 r/min 离

心 5 min（离心半径为 15. 4 cm）。取 2. 0 mL 上清液，

加入纯水 0. 5 mL 及 50 μL 甲酸，混匀后全部通过

Oasis PRiME HLB 固相萃取小柱（3cc/60 mg），收集

所有滤液并混匀。取滤液 1 mL，加入纯水 1 mL，混
匀后，12 000 r/min 离心 5 min（离心半径为 7. 7 cm），

上清液待 LC-MS/MS 检测。

1. 3. 2　分析条件

1. 3. 2. 1　液相色谱分析条件

色 谱 柱 ：phenomenex Kinetex F5（50×3. 0 mm，

2. 6 μm），流动相：A 为 0. 1%（v/v）甲酸水，B 为 0. 1%
（v/v）甲酸甲醇。梯度洗脱程序：0~2 min，5% B；2~
6 min，5%~90% B；6~8 min，90%B；8~8. 1 min，90%~
5% B；8. 1~10 min，5% B。流速：0. 3 mL/min，柱温：

35 ℃，进样体积：1 μL。
1. 3. 2. 2　质谱条件

多反应监测（Multiple reaction monitoring，MRM）-

信息依赖扫描（Information dependent acquisition，IDA）-

增强离子扫描（Enhanced Product Ion scan，EPI）模

式。MRM 参数：气帘气（Curtain gas）：20 psi；雾化气

（gas 1）：50 psi；辅助气（gas 2）：50 psi；离子源温度

（TEM）：550 ℃；电喷雾电压（IS）：5 500 V；碰撞气

（CAD）：High。优化后的质谱参数见表 1。

IDA 参数：启动 EPI 阈值为 1000 CPS，动态背

景扣除模式；EPI 参数：扫描速度 10 000 Da/S，扫描

范围 m/z 50~300 Da，动态填充阱集时间，EPI 碰撞

能量（CE）：（35±15）eV。

筛查质谱库建立参数：气帘气（Curtain gas）：

20 psi；雾化气（gas 1）：16 psi；辅助气（gas 2）：0 psi；离
子源温度（TEM）：0 ℃；电喷雾电压（IS）：5 500 V。EPI
扫描速度 10 000 Da/s，扫描范围为 m/z 50~300 Da，
动态填充阱集时间，去簇电压（DP）为 60 V，EPI 碰

撞能量（CE）为（35±15）eV。

2　结果

2. 1　质谱条件优化

将待测化合物配制成 100 ng/mL 的标准溶液，

在正离子模式（ESI+）下通过针泵注入质谱，确定母

离子，再选择离子丰度相对较高、干扰较小的两个

子离子，优化其去簇电压和碰撞电压，获得待测物

质的质谱参数。

2. 2　色谱条件的优化

蟾蜍色胺是一种吲哚类生物碱［1］，水溶性较强，

在反相色谱柱上不易保留，本研究选择 BEH C18 色

谱柱和 F5 色谱柱进行试验，结果表明蟾蜍色胺在

F5 色谱柱上保留效果更好。因为 F5 色谱柱的氟基

团具有高电负性，能够产生偶极矩及氢键作用，有

助于增强极性化合物的保留能力，而普通 C18 色谱

柱保留较弱，因此最终选择 phenomenex Kinetex F5
色谱柱（50×3. 0 mm，2. 6 μm）作为分析柱。

通常，降低样品进样溶液的有机相比例或者减

小进样量，可以改善溶剂效应。结合前处理相关步

骤，对不同乙腈含量的进样溶液及进样量不同时对

溶剂效应的影响进行比较。结果表明 40% 乙腈进

样 1 μL 均未表现出溶剂效应，乙腈含量 50% 及进

样 2 μL 以上时，峰渐渐展宽直至出现双峰，故最终

选择进样溶液体系为 40% 乙腈；进样体积为 1 μL。
比较了水-甲醇、0. 1% 甲酸水-甲醇、0. 1% 甲酸

水 -0. 1% 甲酸甲醇和 0. 1% 甲酸水 -0. 1% 甲酸乙腈

几种流动相体系。结果发现，流动相不含甲酸时，蟾

蜍色胺保留时间较长，峰形展宽，在流动相添加一定

量甲酸后，可能因蟾蜍色胺分子得到完全离子化，因

此具有稳定的保留时间和较好峰型。相较于甲醇，乙

腈洗脱能力较强，蟾蜍色胺无法在色谱柱上得到有效

保留。因此最终选择 A 相为 0. 1% 甲酸水，B 相为

0. 1% 甲酸甲醇，梯度洗脱的模式。色谱图见图 2。
2. 3　前处理条件的优化

2. 3. 1　样品提取溶液的选择

调味酱直接用甲醇或甲醇-乙腈（1∶1，v/v）混合

溶液进行提取，基质可充分分散，但回收率均在

50% 以下。直接用乙腈提取却往往难以完全分散，

导致萃取不完全。最终采用先加入少量水分散样

品基质，再加入乙腈的方法进行提取。

对比酸性的 1% 甲酸乙腈和碱性的 5% 氨化乙

腈提取液对提取效率的影响。5% 氨化乙腈作为提

取液时回收率接近 100%，而 1% 甲酸乙腈作为提取

液时回收率为 75%。可能因为蟾蜍色胺结构中的

叔氨基在酸性条件下易于形成离子态，使部分残留

于水相中，而碱性乙腈则可保持叔氨基以分子态的

形式存在，使乙腈完全提取基质中的蟾蜍色胺，因

此最终选择 5% 氨化乙腈作为提取溶剂。各种提取

试剂的考察结果见图 3。
2. 3. 2　盐析条件的选择

由于不同调味酱含盐量差异较大，为保持盐析

条件的一致性及提取液的 pH，排除使用针对酸性

表 1　蟾蜍色胺的质谱参数

Table 1　Mass spectrometry parameters for bufotenine
化合物

蟾蜍色胺

母离子/(m/z)
205.1

子离子/(m/z)
160.0*

58.0
DP/V

40
40

CE/eV
21
30

注：*定量离子
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缓冲体系的醋酸盐和柠檬酸盐盐析试剂包，选择了

不含 pH 缓冲能力的 4 g 硫酸镁及 1 g 氯化钠作为

盐析试剂包，对水分进行彻底去除，使蟾蜍色胺完

全提取至乙腈层。

2. 3. 3　净化条件的选择

调味酱基质复杂多样，含有大量油脂、色素和

盐分，前处理过程中会产生油脂分层及乳化现象，

因此对净化条件进行了探索。相较于 SPE 固相萃取

法前处理步骤较多，通过式固相萃取法及 QuEChERs
法更能满足应急检测对方法的便捷性及时效性的

要求。PRiME HLB 固相萃取小柱在碱性条件下会

对目标化合物产生吸附，回收率较低；使用到的几

种 QuEChERs 净化管中净化材料主要为硅胶骨架，

均不适用于碱性样品体系，因此净化前用 50 μL 甲

酸调节 pH 至酸性。

考察了常用的 3 种 QuEChERs 净化管：1（含

PSA 50 mg、硫酸镁 150 mg），2（含 PSA 50 mg、GBC 
50 mg、C18 50 mg 及硫酸镁 150 mg），3（含 C18 25 mg
及硫酸镁 150 mg）及 Waters PRiME HLB 固相萃取

小柱（60 mg/3 cc）对回收率的影响。结果表明，净化

管 2 回收率较低，为 80%；使用净化管 1 和 3，净化

后用水稀释会出现乳化现象，脂质部分去除不完全。

由于 PRiME HLB 固相萃取小柱无须纯乙腈作

为提取液，利用 PRiME HLB 固相萃取小柱的通过

模式进行样品净化时，对提取液溶剂为纯乙腈和

80% 乙腈净化后的效果进行比较。纯乙腈样品提

取液过柱后，稀释时发生乳化，离心后可见油脂层。

而 80% 乙腈样品提取液过柱后，净化液清澈且不随

稀释倍数产生浑浊乳化，得到较好的除脂效果。因

此取盐析除水后的乙腈提取液按照 4∶1 的比例加

入纯水，最终满足上柱净化溶液为 80% 乙腈溶液。

综合比较以上前处理结果并考虑色谱柱耐用

性，最终选择将乙腈提取液稀释至乙腈含量为 80%
时，直接通过 Waters PRiME HLB 固相萃取小柱进

行净化。前处理方法对回收率的影响见图 4。

2. 3. 4　基质效应

通过对比处理后的空白基质加标曲线与空白

溶剂加标曲线的斜率比值来评价基质效应（Matrix 
effect，ME）。基质效应计算公式为 ME=（基质匹配

注：提取溶剂 1：甲醇；提取溶剂 2：甲醇-乙腈(1∶1，v/v)；提取溶剂 3：
乙腈[含 1%(v/v)甲酸]；提取溶剂 4：乙腈[含 5%(v/v)氨水]

图 3　不同提取溶剂对回收率的影响

Figure 3　Effect of different extraction solutions on the recoveries

图 4　不同前处理方法对回收率的影响

Figure 4　Effect of different pretreatment methods on the recoveries

注：a. 水-甲醇；b. 0.1% 甲酸水(v/v)溶液-甲醇；c. 0.1% 甲酸水(v/v)溶
液-0.1% 甲酸甲醇(v/v)溶液；d. 0.1% 甲酸水(v/v)溶液-0.1% 甲酸乙腈

(v/v)溶液

图 2　采用不同流动相时目标物的提取离子流色谱图

Figure 2　Extracted ion chromatography of the target com ⁃
pounds obtained using different mobile phase
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标准曲线斜率/溶剂标准曲线斜率 -1）×100%。当

∣ME∣<20% 时为弱基质效应。结果表明，在溶液萃

取及色谱分离的基础之上，基质干扰性成分可得到

有效去除或进行色谱区分，阴性空白调味酱未净化

前基质效应为 5. 9%，表现出弱基质效应，净化之后

基质效应为 0. 5%，基质效应得到进一步消除，因此

无需使用内标校正或基质曲线，即可准确定量。

2. 3. 5　滤膜过滤的影响

对高速离心和亲水 PTFE 滤膜过滤对回收率的

影响进行比较，结果表明，用亲水 PTFE 进行过滤

后，标准品浓度会下降 85%，而高速离心处理后回

收率没有变化，因此采用进样前 12 000 r/min 高速

离心的处理方式。

2. 4　方法学考察

2. 4. 1　线性回归方程及检测限

按照方法 1. 2 配制标准曲线并进行线性回归。

结果表明在 0. 2~50. 0 ng/mL 范围内，线性关系良

好，相关系数大于 0. 999。按照取样量为 2 g 时，最

终定容体积为 20 mL，采用向阴性样品中添加标准

物质的方法，分别以 3 倍和 10 倍信噪比（S/N）计算

出方法的检出限和定量限。线性方程、相关系数及

检测限、定量限见表 2。

2. 4. 2　加标回收率和精密度

选用不含待测物的阴性样品为空白基质。准

确称量 2. 0 g，各添加 3 个不同浓度水平的蟾蜍色

胺 ，添 加 水 平 分 别 为 5. 0、50. 0、200 μg/kg，按 照

1. 3. 1 前处理方法进行回收率实验。同时平行测定

6 组，用于考察方法精密度，结果见表 3。结果表

明，加标水平为 5. 0、50. 0、200 μg/kg 时，回收率范围

为 99. 5%~106. 5%，相对标准偏差为 1. 9%~4. 3%。

2. 5　筛查质谱库和筛查方法的建立

筛查质谱库的建立：将蟾蜍色胺 100 ng/mL 标

准溶液通过针泵直接进样，按 1. 3. 2. 2 建立筛查质

谱库的质谱条件，收集子离子质谱图（图 5a），建立

相应质谱库。

筛查方法的建立：设置待测化合物的 MRM 离子

对，当 MRM 采集信号强度大于设定阈值时（IDA），

出现色谱峰，触发在线增强子离子扫描模式（EPI），

同时得到预设 MRM 及对应通道母离子的增强二级

离子扫描质谱图。

软件在对应的谱库中搜索与目标谱图对应的

标准谱图，得到相应匹配度，达到二次定性的功能。

MRM 采集的信号中，定性离子和定量离子的丰度

比可作为定性分析的根据，与增强二级离子扫描质

谱图匹配结果相互印证，可有效降低假阳性结果。

需要注意的是，因为蟾蜍色胺与脱磷酸裸盖菇素等

其他色胺类化合物具有极为相似的碎片及二级扫

描质谱图，本方法分析条件下，蟾蜍色胺与脱磷酸

裸盖菇素的保留时间差异大于一般色谱定性时间

偏差 2. 5% 的要求，但筛查结果仅作为提示进一步

确证的方向，或降低假阳性的可能，最终必须通过

标准品对筛查结果进行确认。

由于蟾蜍色胺的母离子质荷比 205 Da，也是常

见的邻苯二甲酸酯碎片离子［12］。经验证，流动相中

存在可产生 205 Da 碎片的邻苯二甲酸酯类化合物，

其再次碎裂产生的碎片与蟾蜍色胺的碎片并不相

同，不会对定量方法产生影响，但是会对 EPI 采集

的二级离子扫描图产生干扰。因此用正匹配（Fit
值）作为匹配判断条件比反匹配（Refit 值）、Purity 值

更合理。尤其是浓度低于 0. 5 ng/mL 时，Fit 值也无

法达到理想的匹配度，需要采取人工匹配的方式进

行判定。以阳性样品为例，采用建立的 MRM-IDA-

EPI 扫描模式进行检测，谱库检索图见图 5b。
2. 6　实际样品测定

应用本法对应急事件中采集的调味酱样品进

行检测，检出送检调味酱中蟾蜍色胺的浓度在 145~
217 μg/kg。所有检出样品的 EPI 图谱跟自建的标

准图谱正匹配值（Fit 值）均大于 60%。同时也发现，

同一份调味酱样品，如果只取油脂部分，蟾蜍色胺的

检出浓度会大幅降低，因此要注意取样时的均匀性。

3　小结

本文建立了一种采用通过型固相萃取-超高效液

表 2　蟾蜍色胺的线性范围、线性方程、相关系数、方法检出限和方法定量限

Table 2　Linear range, linear equation, correlation coefficient, detection limits of the method and quantification limit of the 
method for bufotenine

化合物

蟾蜍色胺

线性范围/(μg/L)
0.2~50.0

标准曲线

y=7.639 9×104x-339
r

0.999 9
LOD/(μg/kg)

0.4
LOQ/(μg/kg)

1.3
注：LOD：检出限；LOQ：定量限

表 3　加标回收率和精密度结果（n=6）
Table 3　Recoveries and RSD of the bufotenine at three spiked 

level （n=6）
化合物

蟾蜍色胺

加标水平/(μg/kg)
5.0

50.0
200

平均回收率/%
99.5

106.5
104.7

RSD/%
4.3
3.3
1.9

注：RSD 表示相对标准差
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相色谱三重四级杆/复合线性离子阱质谱法（UHPLC-

QTRAP-MS/MS）对应急事件调味酱中蟾蜍色胺定

性定量检测的方法。该方法简单快速，净化效果

好，无需使用内标溶液或基质曲线进行校正，重现

性及精密度均满足调味酱中蟾蜍色胺含量快速检

测的要求。此外，本方法采用 MRM-IDA-EPI 模式，

通过与自建标准图谱进行检索比对，可进一步对结

果进行定性，排除假阳性，适用于公共卫生突发应

急事件检测的要求。
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