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高效液相色谱-串联质谱法测定甘蔗中的 

3-硝基丙酸含量 

岳亚军*, 黄  婷 

(深圳市罗湖区疾病预防控制中心, 深圳  518020) 

摘  要: 目的  建立高效液相色谱-串联质谱法(high liquid chromatography-tandem mass spectrometry, HPLC- 

MS/MS)检测甘蔗中的 3-硝基丙酸含量。方法  样品经乙腈提取, 经 Sep-pak氨基柱固相萃取净化, 再经 Merck 

seQuantTM Zic-Hilic(150 mm×2.1 mm, 5 μm)色谱柱分离, 以 10 mmol/L甲酸铵-0.1%甲酸和乙腈为流动相进行梯

度洗脱, 采用电喷雾负离子(electrospray ionization, ESI-)模式进行 HPLC-MS/MS 测定。结果  3-硝基丙酸在

0.005~0.1 mg/L浓度范围内呈良好的线性关系, 工作曲线的回归方程为 Y=4.48X+46.72, 相关系数为 0.9994, 该

方法的检出限为 0.0036 mg/kg, 定量限为 0.0119 mg/kg。在 0.02、0.08和 0.1 mg/kg加标水平下, 3-硝基丙酸的

平均回收率为 80.0%~96.8%, 相对标准偏差为 1.90%~8.69%(n=6)。结论  本方法快捷、灵敏度高、结果准确, 可

适用于甘蔗中的 3-硝基丙酸的检测。 
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Determination of 3-nitropropionic acid in sugarcane by high liquid 
chromatography-tandem mass spectrometry 

YUE Ya-Jun*, HUANG Ting 

(Luohu Center for Disease Control and Prevention, Shenzhen 518020, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of 3-nitropropionic acid (3-NPA) in sugarcane 

by high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry (HPLC-MS/MS). Methods  Samples were 

extracted with acetonitrile, cleaned by solid phase extraction column of Sep-pakan NH2, separated by the column of 

Merck seQuantTM Zic-Hilic (150 mm×2.1 mm, 5 μm) with 10 mmol/L ammonium formate-0.1% formic acid and 

acetonitrile as mobile phase for gradient elution, and detected by HPLC-MS/MS with the mode of electrospray 

ionization (ESI-). Results  3-NPA had a good linear relationship in the range of 0.005~0.1 mg/L with the correlation 

coefficient of 0.9994, and the regression equation was Y=4.48X+46.72. The  limit of detection was 0.0036 mg/kg, 

and the limit of quantification was 0.0119 mg/kg. The average recoveries spiked at 3 levels of 0.02, 0.08 and 0.1 

mg/kg were 80.0%~96.8% with relative standard deviations of 1.90%~8.69% (n=6). Conclusion  The established 

method is rapid, sensitive and accurate, which is suitable for the determination of 3-nitropropionic acid in sugarcane. 

KEY WORDS: 3-nitropropionic acid; solid phase extraction; high performance liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry 
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1  引  言 

3-硝基丙酸(3-nitropropionic acid, 3-NPA)是由病原菌

节菱孢菌和米曲霉菌等所产生的毒性代谢产物, 主要来源

于霉变的甘蔗。3-NPA是白色结晶化合物, 溶于甲醇、水、

乙腈及丙酮等溶剂。3-NPA 是一种强烈的嗜神经毒素[1-4], 

会损害中枢神经系统[5-7]。食用变质的甘蔗会引起呕吐、腹

泻甚至抽搐、昏迷, 重症患者往往留有后遗症[8,9]。 

中国是甘蔗生产大国, 广泛种植于福建、广东和海南

等南方热带地区。甘蔗中毒容易发生在我国北方各省冬春

季节, 2、3月份为发病高峰期。春天的甘蔗多为冬季的存

货 , 由于储存不当甘蔗极易变质 , 食用后会导致中毒。

3-NPA对小鼠的半致死量(half lethal dose, LD50)为 50 mg/kg 
[10,11], 但国家标准还未确定 3-NPA对人的致死量。 

目前 3-NPA 检测方法主要包括薄层色谱法[12]、气相

色谱法、气相色谱-串联质谱法及高效液相色谱法[13-15]等。

薄层色谱法灵敏度不高, 只能半定量; 气相色谱法需要衍

生, 操作较为繁琐; 甘蔗基质复杂、干扰成分多, 若 3-NPA

与干扰成分不能有效分离, 则会影响回收率, 且对仪器造

成污染。在WST 10-1996《变质甘蔗食物中毒诊断标准及

处理原则》[16]的附件中有薄层色谱法, 但还没限值规定。

本研究旨在优化固相萃取技术和前处理条件以提取和富集

甘蔗中的 3-NPA, 采用高效液相色谱-串联质谱仪对 3-NPA

进行测定, 以期为甘蔗中的 3-硝基丙酸(3-NPA)的定性定

量检测提供参考。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂  

Agilent 1200 series LC-MS/MS Triple Quad (QQQ) 
6410B 型液质联用仪(美国安捷伦公司), 3K30 型高速低温

离心机(美国 Sigma公司)。Turbo Vap Ⅱ定量浓缩仪(美国

Biotage公司)。Sep-pak氨基柱(500 mg/3 mL, Waters公司)。 

甲醇、甲酸(Merck, 色谱纯)、乙腈(TEDIA, 色谱纯)、

甲酸铵(Alfa Aesar, 色谱纯)、氨水(分析纯, 广东光华化

学)。3-NPA(纯度 97.0%, Sigma公司)。 

新鲜甘蔗(购于海南)、盒装甘蔗汁(购自杨协成(上海)

有限公司)。 

2.2  实验方法 

2.2.1  标准溶液的配制 

3-NPA 标准储备液的配制: 称取标准品 10.0 mg, 用

甲醇溶解后转移至 10 mL 棕色容量瓶中, 用甲醇定容, 配

制成质量浓度为 1.0 mg/mL的标准储备液, 于 4 ℃条件下

保存。 

3-NPA 标准使用液的配制: 取上述标准储备液 10 μL

置于 10 mL 容量瓶中。用 95%乙腈定容, 配制成 1000 

ng/mL的标准使用液。 

2.2.2  仪器条件 

(1)色谱条件   

Merck seQuantTM Zic-Hilic色谱柱 (150 mm×2.1 mm, 

5 μm)。流速为 0.4 mL/min, 流动相 A: 10 mmol/L甲酸铵

-0.1%甲酸水, 流动相B: 95%乙腈; 柱温 40 ℃; 进样体积 5 

μL; 梯度洗脱见程序表 1。 
 
 

表 1  梯度洗脱程序 
Table 1  Gradient elution program 

时间(min) 流动相 A(%) 流动相 B(%) 

0.00 5.00 95.00 

4.00 95.00 5.00 

4.1 5.00 95.00 

7.00 5.00 95.00 

 

(2)质谱条件   

多重态反应监测 (multiple reaction monitoring , 

MRM)。干燥气温度 350 ℃, 干燥气流量 10 L/min, 雾化器

压力 38.0 psi; 3-NPA的母离子、子离子及其他参数如表 2; 

3-NPA的一级质谱图和二级质谱图见图 1~2。 

 
表 2  3-NPA 的 MRM 质谱参数 

Table 2  MRM parameters of mass spectrometry of 3-NPA 
 

物质 
离子模式 母离子

(m/z) 
子离子 
(m/z) 

碰撞能量
(eV) 

碎片电压
(V) 

3-NPA (ESI-) 118.0 46.0 5.0 70.0 

 
2.2.3  样品前处理 

(1)提取   

取 2 g 甘蔗汁于 50 mL 离心管中, 加入 10 mL乙腈

溶液, 振摇 30 min后离心 10 min。取上清液, 过滤。 

(2)净化   

氨基固相萃取柱用 3 mL 95%乙腈活化后, 取 5 mL试

样溶液过柱, 4 mL 10%甲醇水溶液淋洗, 再用 3 mL 10%氨

水甲醇洗脱, 收集洗脱液, 用氮气吹扫仪将洗脱液于 55 ℃

水温中吹干, 用 95%乙腈水溶液定容至 1 mL。待上机检测。 

(3)定性及定量 

在 2.2.2 仪器条件下测定基质加标溶液及样品溶液。

目标化合物以保留时间和特征离子定性。要求被测样品溶

液中的目标化合物与标准溶液中目标化合物的保留时间及

相对离子丰度保持一致(偏差小于±20%)。以标准溶液浓度

对特征离子峰面积绘制标准曲线, 外标法定量。样品中待

测 3-NPA的含量按下述公式计算:  

X=
1000




C V
m

×f 
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图 1  3-NPA的一级质谱图 

Fig. 1  Primary mass spectrogram of 3-NPA 

 
 

 
 
 

图 2  3-NPA的二级质谱图 

Fig. 2  Secondary mass spectrogram of 3-NPA 
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式中 : X—样品中 3-NPA 的含量 (mg/kg); C—测定液中

3-NPA 的浓度(ng/mL); V—待测样品定容体积(mL), f—样
品提取液浓缩倍数(f=2)。 

2.2.4  基质加标工作曲线的配制 

(1)甘蔗   

取 6份 2 g捣碎后的甘蔗于 50 mL的离心管中, 加入

10 mL乙腈提取。分别加入 1000 ng/mL标准工作液 0、10、

20、40、80和 100 μL, 加入 1 g NaCl, 振荡 30 min, 于 10000 

r/min离心机中离心 10 min, 取 5 mL上清液, 过柱后上机

测定, 制成浓度为 0、10、20、40、80、100 μg/L的工作曲

线。另取 2 g氧化后红色的甘蔗作为样品, 仪器测定。 

(2)甘蔗汁   

另取甘蔗饮料作为样品, 重复上述实验。 

2.3  实际霉变样品的检测 

对 5 份新鲜甘蔗、5 份氧化后质地是红色的甘蔗和 5

份盒装甘蔗饮料分别进行检测。 

3  结果与分析 

3.1  色谱条件的优化 

选择不同的色谱柱(BEH C18柱和 HILIC柱), BEH C18

柱对极性较弱物保留较强, 不适合分离极性物质。甘蔗中

其他非极性杂质会在 C18中保留。3-NPA 具有较强的酸性

和极性, 在 BEH C18柱上保留较弱, 因此不选择 BEH C18

柱。Merck seQuantTM Zic-Hilic (150 mm×2.1 mm, 5 μm)可以

直接分离极性和亲水型化合物, 其多价硅胶上共价键合着

两性离子官能团, 因此会选择性地保留目标物, 具有很好

的选择性和稳定性。 

3.2  样品洗脱溶剂的选择 

标准工作液经 Sep-pak氨基柱提取后 3-NPA的回收率

为 21% 。这个值偏低, 原因可能是流出液中携带有 3-NPA, 

洗脱液中的氨水可能破坏 3-NPA 的结构, 导致回收率偏

低。针对以上可能原因, 可以设计以下实验。 

3.2.1  分步截留收集液中 3-硝基丙酸的回收率 

收集上样流出液、淋洗流出液和前 5 mL洗脱液、后

5 mL洗脱液和 1 μg/mL的标准工作液上机测定。测定结果

是上柱液和清洗液都不出峰, 可认为是目标物固定在氨基

柱上, 没有流失, 即回收率是 100%。而前 5 mL洗脱液、

后 5 mL洗脱液中有目标物的峰型, 但回收率不高, 分别是

20%、19.5%。则认为可能是氨水破坏了 3-NPA。 

3.2.2  不同浓度的氨水甲醇溶液洗脱后对 3-硝基丙酸回收

率的影响 

取 0、5%、10%、15%、20%的氨水-甲醇溶液分别作

为洗脱液, 按照 3.2.1的步骤处理后得出结果。 

通过每个浓度液的峰型, 计算出相对回收率, 并用其

来表示不同浓度的氨水甲醇对 3-NPA的洗脱效率。经计算, 

每个浓度的氨水-甲醇溶液对应的相对回收率分别为 0、

44.8%、69.5%、60.3%和 17.1%。氨水-甲醇溶液的浓度为

10%时对 3-NPA 的洗脱效率最高, 损失最少, 相对回收率

是 69.5%。当氨水-甲醇溶液浓度大于 10%时, 3-NPA的相

对回收率呈逐渐下降趋势。 

3.2.3  不同浓度的氨水-甲醇溶液浸泡标准工作液后对 3-

硝基丙酸的损耗 

取 3 mL的 5%、10%、15%、20%和 25%的氨水-甲醇

溶液分别浸泡 1 mL的标准工作液 5 min后, 氮吹至干, 用

1 mL的 95%乙腈定容, 上机检测。根据 1 mL标准液的峰

面积, 可计算出相应的回收率。  

氨水-甲醇含量为 5%和 10%时对 3-NPA的浸泡损失最

少, 损耗量为 42.9%、45.1%。随着氨水浓度的升高, 3-NPA

的损失越高。结合 3.2.2的实验结果, 10%的氨水-甲醇溶液

对目标物的洗脱效率最高, 所以最终选择 10%的氨水-甲

醇溶液作为洗脱液。 

3.3  方法回收率和精密度 

由于 3-NPA是难以提取且易分解的物质, 因此选择低

温高速离心法来净化提取液并且采用 10%的氨水-甲醇溶

液作为洗脱液使其损失最少。按照 2.2.3进行提取、净化和

浓缩, 获得不同浓度下的色谱峰面积, 以质量浓度(X, μg/L)

对峰面积(Y)进行线性拟合。线性范围是 0.005~0.1 mg/L, 

线性方程为 Y=4.48X+46.72, 线性相关系数 r为 0.9994。以

信噪比 S/N=3 计算检出限 (limit of detection, LOD),以

S/N=10计算定量限(limit of quantification, LOQ)。该方法的

LOD、LOQ为 0.0036 mg/kg和 0.0119 mg/kg。 

取 6支 50 mL离心管, 其中 3支离心管分别加入 2 g

甘蔗残渣, 另外 3 支离心管分别加入 2 g 甘蔗汁, 分别加

入 1000 ng/mL 3-NPA标准溶液 20、80、100 μL, 进行提取、

净化、浓缩等操作, 上机检测, 每个加标样品重复进样 6

次。计算平均回收率及相对标准偏差(n=6), 结果见表 3。 

3.4  实际样品检测   

实验结果表明, 3种甘蔗样品中 3-NPA的含量由高到

低为: 霉变甘蔗﹥甘蔗汁﹥新鲜甘蔗(见表 4)。盒装甘蔗饮

料样品中 3-NPA含量较低, 可能是因为饮料中甘蔗汁浓度

被稀释不高的原因; 新鲜甘蔗中 3-NPA 的含量在 0.005 

mg/kg 左右, 可能是 3-NPA 在新鲜甘蔗中的本底水平; 霉

变甘蔗的 3-NPA含量最高, 是新鲜甘蔗的几十倍。 

4  结  论 

本研究应用高效液相色谱 -串联质谱法对甘蔗中

3-NPA进行测定, 在 5份氧化甘蔗中检出有 3-NPA, 判断其

为 3-NPA且含量超出定量限, 食用会引起中毒。3-NPA具

有酸性, 洗脱液中的氨水可能会与其发生酸碱反应, 导致

工作液过固相萃取小柱后损耗较多。通过对色谱柱、洗脱 
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表 3  方法回收率及精密度(n=6) 
Table 3  Recoveries and RSD (n=6) 

样品 加标水平(mg/kg) 平均测定值(mg/kg) 平均回收率(%) RSD(%) 

甘蔗 

0.02 0.01601 80.0 6.96 

0.08 0.07204 90.0 8.69 

0.1 0.08961 89.60 4.0 

甘蔗汁 

0.02 0.01666 83.31 4.89 

0.08 0.07316 91.45 3.70 

0.1 193.67 96.83 1.90 

 
表 4  样品分析结果 

Table 4  Results of samples 

新鲜甘蔗 3-NPA含量(mg/kg) 盒装甘蔗饮料 3-NPA含量(mg/kg) 霉变甘蔗 3-NPA含量(mg/kg) 

0.0054 0.0050 0.091 

0.0032 0.0081 0.010 

0.0044 0.0080 0.12 

0.0044 0.0079 0.13 

0.0050 0.0087 0.12 

 
溶剂的优化, 最终确定用 10%的氨水-甲醇溶液作为洗脱

液, 以 ZIC-HILIC 色谱柱分离样品。另外, 甘蔗含糖量高, 

基质复杂, 可采用基质匹配工作曲线来消除基质效应。 

3-NPA 来源于霉变的甘蔗, 过量食用会引起食物中

毒。本研究所建方法准确可靠、灵敏度高, 能为甘蔗食品

中 3-NPA 的检测及有关食物中毒和临床救治提供技术参

考。 
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