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高效液相色谱-质谱联用法检测鱼油和南极磷虾油
中氧化三甲胺 

于  杰, 王  丹, 高  翔, 孟  静, 薛长湖, 王玉明* 

(中国海洋大学食品科学与工程学院, 青岛  266003) 

摘   要 : 目的   建立高效液相色谱-质谱联用法(high performance liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry, HPLC-MS/MS)测定鱼油和南极磷虾油中氧化三甲胺(trimethylamine-N-oxide, TMAO)含量的定

量分析方法, 并对 5种不同类型的鱼油和 6种南极磷虾油中 TMAO的含量进行测定。方法  用乙醚作为鱼油

和南极磷虾油的溶剂, 以生理盐水和氢氧化钠溶液分别萃取鱼油和南极磷虾油中的 TMAO, 超滤离心后通

过 HPLC-MS/MS的多反应监测模式(MRM)检测 TMAO; 利用所建立的方法测定不同类型的鱼油和不同加工

工艺的南极磷虾油中 TMAO的含量。结果  TMAO在 5~250 μg/mL范围内线性关系良好, 鱼油及南极磷虾

油中 TMAO回收率在 83.5%~111.8%之间。市售鱼油中未检测到 TMAO的存在。不同加工工艺制备的南极磷

虾油中 TMAO含量存在差异。结论  所建立的 HPLC-MS/MS测定 TMAO的方法快速准确, 灵敏度高, 可用

于鱼油及南极磷虾油中 TMAO含量的分析测定。 

关键词: 氧化三甲胺; 高效液相色谱-质谱联用法; 鱼油; 南极磷虾油 

Determination of trimethylamine-N-oxide in fish oil and Antarctic krill oil by 
high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry 

YU Jie, WANG Dan, GAO Xiang, MENG Jing, XUE Chang-Hu, WANG Yu-Ming* 

(College of Food Science and Engineering, Ocean University of China, Qingdao 266003, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for determination of trimethylamine-N-oxide (TMAO) in fish oil 

and Antarctic krill oil by high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry (HPLC-MS/MS), and 

determine the TMAO content in 5 types of fish oils and 7 kinds of Antarctic krill oils. Methods  Fish oils and 

Antarctic krill oils were dissolved by diethyl ether, and then TMAO was extracted by normal saline and sodium 

hydroxide solution respectively. The content of TMAO was determined by multiple-reaction monitoring (MRM) 

mode after ultra-filtration. TMAO content in various fish oils and Antarctic krill oils were determined by the 

established method. Results  TMAO had a good linearity in range of 5~250 μg/mL. The recoveries of TMAO in fish 

oil and Antarctic krill oil were 83.5%~111.8%. TMAO was not detected in commercial fish oil. TMAO content 

among Antarctic krill oil made with different extracting techniques were different. Conclusion  The established 

method for TMAO detection is rapid, accurate and sensitive, which is suitable for monitoring of TMAO content in 
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fish oil and Antarctic krill oil. 

KEY WORDS: trimethylamine-N-oxide; high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry; fish 

oil; Antarctic krill oil 
 
 
 

1  引  言 

氧化三甲胺(trimethylamine-N-oxide, TMAO), 广泛存

在于水产品中, 且在海产品中含量较高[1], 在水产品中具

有稳定蛋白结构、调节渗透压等多种生理功能[2]。近期研

究表明, 人体内过高的 TMAO会对健康产生不利影响[3]。

直接摄食 TMAO能增加 ApoE缺失小鼠粥样硬化斑块面积, 

促进动脉粥样硬化的进程[4]。前期研究发现, 摄食 TMAO

可加剧高脂饮食小鼠的糖耐受损和脂肪组织炎症[5]。血清

中 TMAO水平与人体缺血性心衰、心血管疾病成明显相关

关系[6,7]。因此, 水产食品中 TMAO的安全问题, 也日益引

发人们的关注。 

TMAO 为极性分子, 可溶于水和甲醇,微溶于乙醇,不

溶于乙醚[8]。以海产品为原料的加工产品如鱼油、虾油中

可能含有 TMAO。鱼油作为传统保健品原料, 通常采用不

同的深加工方式, 对鱼油中二十碳五烯酸(eicosapentaenoic 

acid, EPA)、二十二碳六烯酸(docosahexaenoic acid, DHA)

含量进行富集来满足人们的需求。南极磷虾油作为新型的

海洋功能脂质, 富含磷脂、ω-3 多不饱和脂肪酸等活性成

分, 对于降低血脂, 防治糖尿病等有积极作用[9,10]。鱼油和

南极磷虾油的制备均具有不同的加工工艺, 因而可能对产

品中 TMAO的含量产生影响。但目前对于鱼油和南极磷虾

油中 TMAO含量的测定尚未见报道。作为市场上的热销产

品, 对鱼油和南极虾油中的TMAO的提取和检测具有重要

意义。TMAO的检测方法主要有分光光度法、气相色谱法、

离子色谱法、液相色谱-质谱联用法等[11], 其中, 液质联用

法具有较高的灵敏度和准确度。本研究在前期工作的基础

上建立高效液相色谱-质谱联用法(high performance liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry, HPLC-MS/MS)
测定鱼油和南极磷虾油中TMAO的分析方法, 定量分析不

同形式鱼油和不同加工工艺的南极磷虾油中 TMAO 的含

量。本方法的建立为鱼油和虾油产品中 TMAO含量的检测

提供了方法和依据。 

2  材料与方法 

2.1  材料与试剂 

三文鱼油、乙酯型鱼油(EPA+DHA<20%)由实验室制

备; 甘油三酯型鱼油 1(EPA+DHA=30%)、甘油三酯型鱼油

2(EPA=40%, DHA=30%)(舟山新诺佳生物工程有限责任公

司); 甘油三酯型鱼油 3(EPA=10%, DHA=70%)(宜宾汇海源

生物科技有限公司)。 

新工艺南极磷虾油、未煮虾南极磷虾油、南极磷虾粉

虾油 A和 B、黄色南极磷虾粉虾油、红色南极磷虾粉虾油

均由实验室制备。 

二水合氧化三甲胺(纯度>99%, 北京中生瑞泰科技有

限公司); 甲醇(色谱纯, 默克股份两合公司); 甲酸铵(纯

度>99%, Sigma-Aldrich公司); 98%甲酸(分析纯, 国药全国

化学试剂有限公司); 其余试剂均为国产分析纯。 

2.2  仪器与设备 

BT125D 型分析天平(赛多利斯科学仪器有限公司); 

离心机(上海力申科学仪器有限公司); Agilent 1260型快速

高分离液相色谱、 Agilent 6410 型质谱仪、 Agilent 

ZORBAX SB-Phenyl色谱柱(250 mm×4.6 mm, 5 μm)(美国

Agilent公司); 超纯水系统(美国 Millipure公司)。 

2.3  鱼油及南极磷虾油加工工艺 

三文鱼油通过鱼粉经蒸煮压榨后离心分离制得, 乙

酯型鱼油(DHA+EPA<20%)为天然甘油三酯型鱼油经转酯

工艺制得。 

新工艺南极磷虾油和未煮虾南极磷虾油均以实验室

购买的冷冻南极磷虾为原料, 不同工艺制备虾粉后乙醇提

取获得虾油; 南极磷虾粉虾油 A、B 以鲜活南极磷虾为原

料, 不同料液比的乙醇提取获得虾油; 黄色南极磷虾粉虾

油、红色南极磷虾粉虾油以鲜活南极磷虾为原料, 通过乙

醇法提取虾油。具体工艺见表 1。 

2.4  鱼油和南极磷虾油样品前处理 

鱼油样品: 称取不同鱼油各 1 g, 每种样品一式 3 份, 

溶解于 10 mL乙醚中, 振荡溶解后加入 10 mL生理盐水涡

旋振荡, 静置分层后取下层水相。按相同的方法重复萃取

两次后进行合并。3500 r/min, 4 ℃超滤离心 45 min后于

4 ℃保存。 

虾油样品: 称取不同南极磷虾油各 1 g, 每种样品一

式 3份, 溶解于 20 mL乙醚中, 振荡溶解后加入 5 mL超纯

水涡旋振荡, 待样品中出现明显磷脂乳化层后, 加入 1 mL

的 0.5 mol/L的氢氧化钠溶液, 静置 30 min分层后取下层

水相。按相同的方法重复萃取两次后进行合并。3500 r/min, 

4 ℃超滤离心 45 min后于 4 ℃保存。 

2.5  液相色谱和质谱条件 

2.5.1  色谱条件 

Agilent ZORBAX SB-Phenyl 柱(250 mm×4.6 mm, 5 

μm); 柱温 30 ℃; 流速 0.8 mL/min; 流动相 A 为 10 

mmol/L甲酸铵, 流动相 B含有 5 mmol/L甲酸铵、0.1%甲 
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表 1  不同工艺来源的南极磷虾油 
Table 1  Antarctic krill oil extracted with different techniques 

 虾粉情况 虾油的提取方法 

新工艺南极磷虾油 
冷冻南极磷虾为原料, 打浆后不添加水快速蒸熟, 

离心脱水 
实验室采用 95%乙醇料液比 1:10 (m:V)为溶剂提取, 浓缩精制 

未煮虾南极磷虾油 
冷冻南极磷虾为原料, 未经过蒸煮, 直接将解冻

后的磷虾于烘箱中 95 ℃干燥 3 h 
实验室采用 95%乙醇料液比 1:10 (m:V)为溶剂提取, 浓缩精制 

南极磷虾粉虾油 A 鲜活南极磷虾为原料, 船上蒸煮后离心脱水干燥 实验室采用 95%乙醇料液比 1:10 (m:V)为溶剂提取, 浓缩精制 

南极磷虾粉虾油 B 鲜活南极磷虾为原料, 船上蒸煮后离心脱水干燥 实验室采用 95%乙醇料液比 1:3 (m:V)为溶剂提取, 浓缩精制 

黄色南极磷虾粉虾油 
鲜活南极磷虾为原料, 船上蒸煮后离心脱水干燥

(虾粉颜色偏黄) 
实验室采用 95%乙醇料液比 1:10 (m:V)为溶剂提取, 浓缩精制 

红色南极磷虾粉虾油 
鲜活南极磷虾为原料, 船上蒸煮后离心脱水干燥

(虾粉颜色偏红) 
实验室采用 95%乙醇料液比 1:10 (m:V)为溶剂提取, 浓缩精制 

 
 

酸、25%甲醇; 进样体积为 5 μL; 洗脱梯度程序: 0~5 min

流动相 B 为 0%, 0.5~3.5 min 流动相 B 由 0%升至 100%, 

3.5~11.5 min流动相 B维持在 100%, 11.5~14.5 min流动相

B由 100%降至 0%。 

2.5.2  质谱条件 

电喷雾电离源(ESI 源), 正离子检测模式, 多反应监

测(MRM)模式(m/z 76~58), 干燥气温度 350 ℃, 干燥气流

速度 10 L/min, 雾化气压力 50 psi, 毛细管电压 3500 V, 碎

裂电压 100 V, 碰撞能量 20 eV。 

2.6  方法学实验 

2.6.1  线性关系考察 

精确称取 73.98 mg 二水合氧化三甲胺, 用超纯水定

容至 100 mL 容量瓶,梯度稀释制成 250、100、40、20、5 

μg/mL的标准溶液。 

2.6.2  检测限和定量限的测定 

按照配制 TMAO 标准溶液的方法, 将标准溶液浓度

不断稀释, S/N=3和 S/N=10分别作为检测限和定量限。 

2.6.3  TMAO 回收率实验 

鱼油样品: 精密称取含有 5、10、20 mg TMAO的二

水合氧化三甲胺加入 1 g鱼油中, 每个加标样品一式 3份。

TMAO的提取操作同 2.4中所述。萃取液稀释 5倍后 4 ℃

保存, HPLC-MS/MS检测。回收率(%)=(加标鱼油中 TMAO

质量－鱼油中 TMAO质量)/加入 TMAO质量×100%。 

虾油样品: 精密称取含有 5、10、20 mg TMAO的商

品二水合氧化三甲胺加入 1 g 南极磷虾油中, 每个加标样

品一式 3 份。TMAO 的提取操作同 2.4 中所述, 稀释 5 倍

后 4 ℃保存, HPLC-MS/MS检测。回收率(%)=(加标磷虾油

中 TMAO质量－磷虾油中 TMAO质量)/加入 TMAO质量

×100%。 

2.6.4  精密度实验 

按照 2.6.1配制标准溶液的方法, 取 20、40、100 μg/mL

浓度的溶液, 连续进样 3 次并代入标准曲线, 记录各组的

峰面积并计算标准偏差(RSD)。 

3  结果与分析 

3.1  标准曲线 

按 2.6中色谱和质谱条件进样分析。以峰面积(Y)对浓

度 (X)进行回归处理得标准曲线线性回归方程为

Y=51298X+431916, r为 0.9923, TMAO含量在 5~250 μg/mL

内具有良好的线性关系(如图 1)。 
 

 
 

图 1  TMAO 标准曲线 

Fig. 1  Standard curve of TMAO 
 

3.2  检测限和定量限 

将标准溶液不断进行稀释后按照色谱峰高是基线噪

音 3倍即 S/N=3计算检测限, 色谱峰高是基线噪音的 10倍

即 S/N=10计算定量限。测定检测限为 1 ng/mL, 定量限为

10 ng/mL, 符合一般检测要求。 

3.3  鱼油和虾油中 TMAO 回收率 

从表 2可知, 鱼油中 TMAO加标量为 5、10、20 mg
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时的平均回收率分别为 111.8%、103.8%、83.5%。南极磷

虾油在相同加标量的情况下回收率分别为 108.6%、96.5%、

87.6%。此方法提取鱼油和南极磷虾油中的 TMAO具有较

好的可行性和适用性。 

 
表 2  鱼油和南极磷虾油中 TMAO 加标回收率 

Table 2  TMAO standard addition recoveries of fish oil and 
Antarctic krill oil 

品种 加标量 (mg) 测定值(mg) 回收率(%) 

鱼油 

5 5.59±0.029 111.8 

10 10.38±0.027 103.8 

20 16.69±0.109 83.5 

南极磷虾油 

5 7.53±0.057 108.6 

10 11.75±0.101 96.5 

20 19.61±0.152 87.6 

 

3.4  精密度实验 

按配制溶液连续进样 3 次后, 相同浓度下峰面积的

RSD为 1.3%、1.7%和 2.1%, 精密度满足分析要求。 

3.5  鱼油和南极磷虾油中 TMAO 含量的测定 

如表 3所示, 不同类型的鱼油中TMAO含量存在一定

的差异。市售 3种鱼油中未检测到 TMAO。三文鱼油和乙

酯型鱼油(DHA+EPA<20%)样品中均含有微量的 TMAO, 

分别为 0.090 mg/g和 0.087 mg/g。 

 
表 3  不同类型鱼油中 TMAO 含量(n=3) 

Table 3  TMAO content in different kinds of fish oil (n=3) 

类别 TMAO含量(mg/g)

三文鱼油 0.090±0.0003 

乙酯型鱼油(DHA+EPA<20%) 0.087±0.0003 

甘油三酯型鱼油 1(DHA+EPA=30%) N.D. 

甘油三酯型鱼油 2(DHA=30%, EPA=40%) N.D. 

甘油三酯型鱼油 3(DHA=70%, EPA=10%) N.D. 

注: N.D.表示未检出。 

 
不同加工工艺来源制备的虾油中 TMAO 的含量存在

较大差别。由表 4 可知, 新工艺法制备虾粉后萃取的南极

磷虾油中 TMAO 含量为 6.85 mg/g, 比未煮虾制备的虾粉

所提取的虾油 TMAO含量低。高料液比提取的南极磷虾粉

虾油 B中 TMAO含量为 3.63 mg/g, 明显低于低料液比提

取的南极磷虾粉虾油 A 中 TMAO 含量。相同提取工艺制

备的黄色和红色南极磷虾粉虾油中TMAO含量相近, 分别

为 7.63 mg/g和 8.15 mg/g。 

表 4  不同工艺来源南极磷虾油中 TMAO 含量(n=3) 
Table 4  TMAO content in Antarctic krill oil extracted with 

different techniques (n=3) 

类别 TMAO含量(mg/g) 

新工艺南极磷虾油 6.85±0.04 

未煮虾南极磷虾油 19.83±0.12 

南极磷虾粉虾油 A 18.79±0.10 

南极磷虾粉虾油 B 3.63±0.01 

黄色南极磷虾粉虾油 7.63±0.05 

红色南极磷虾粉虾油 8.15±0.04 

    

4  讨论与结论 

本研究首次建立了鱼油及南极磷虾油中 TMAO 的高

效液相色谱串联质谱的检测方法, 方法稳定、可靠,线性、

准确性及精密度均良好。同时对不同加工工艺的鱼油及南

极磷虾油中 TMAO含量进行了检测, 发现市售 ω-3多不饱

和脂肪酸鱼油中均未检测到TMAO存在, 初加工的鱼油中

含有少量 TMAO。不同加工工艺制备的南极磷虾油中

TMAO含量存在一定的差异。 

湿重的虾肉中 TMAO含量约为 30~90 mmol/kg, 而湿

重的硬骨鱼肉中含量约为 10~70 mmol/kg[1]。Ted等[12]通过

毛细管电泳法检测了多种鱼类加工副产品中 TMAO含量。

姜城子等[13,14]前期通过离子色谱法和液相色谱-质谱联用

的方法检测了青岛地区多种水产品中的 TMAO 含量,所测

水产品中均有 TMAO的存在。水产品中含有较多的水分和

蛋白质, 多经三氯乙酸、乙腈等前处理沉淀蛋白后, 直接

测定水产品中 TMAO 含量[15]。而鱼油和南极磷虾油为脂

溶性物质, 并不适用于此类提取方法。由于 TMAO具有易

溶于水不溶于乙醚的特性[16], 因此, 使用乙醚溶解鱼油和

南极磷虾油后, 用生理盐水萃取其中的 TMAO并用液相色

谱-质谱联用的方法进行定量。而南极磷虾油中磷脂含量高, 

萃取过程中磷脂吸水膨胀产生明显的乳化现象影响回收率

和定量。实验发现南极磷虾油萃取过程中添加 0.5 mol/L

的氢氧化钠溶液乳化层消失, 因此通过添加氢氧化钠溶液

来消除乳化对准确定量产生的影响。 

鱼油的提取工艺主要有压榨法、溶剂法和超临界流体

萃取法等[17]。经检测, 经过深加工的市售鱼油中均未检出

TMAO, 而实验室制备的三文鱼油和乙酯型鱼油中含有少

量 TMAO, 分别为 0.090 mg/g和 0.087 mg/g。文献报道, 加

热温度、时间和 pH都对 TMAO的分解产生一定的影响[18], 

因此经过精制可以完全脱除粗制鱼油中的 TMAO。 

本研究对比两种冷冻南极磷虾为原料制备的虾油发

现, 烘箱干燥制备虾粉后提取的虾油比蒸煮法制备虾粉提

取的虾油 TMAO含量高。由于新工艺法制备的南极磷虾油

采取的是匀浆蒸煮后离心脱水的加工工艺, 据此推测, 采
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用新工艺制备虾粉过程中 TMAO随水分脱除。不同料液比

提取的南极磷虾粉虾油, 乙醇用量越多, TMAO 含量也相

对较高。相同加工工艺制备的黄色南极磷虾粉虾油和红色

南极磷虾粉虾油中TMAO含量相近, 表明虾粉氧化程度并

不会影响虾油中 TMAO的含量。 

本方法适用于鱼油和虾油中 TMAO 的检测。同时测

定了 5 种不同类型鱼油和 6 种南极磷虾油中 TMAO 的含

量。鱼油制备时的深加工技术、虾粉制备工艺、提取溶剂

的用量等都可能对鱼油和南极磷虾油中 TMAO 的含量造

成差异。本研究为未来评价鱼油和虾油质量标准的评价提

供了参考。 
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