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超高效液相色谱-串联质谱法测定动物源性 
食品中游离棉酚 

贾丽华, 王建山*, 王一欣, 林  芳, 赵俊楠, 李  涛 
(陕西省食品药品监督检验研究院, 西安  710065) 

摘  要: 目的  建立超高效液相色谱-串联质谱测定动物源性食品中游离棉酚的方法。方法  样品经高速匀浆后用

乙腈提取后, 经乙腈饱和正己烷去脂, 用XSelect HSS T3柱(2.1 mm×100 mm, 2.5 µm), 以含0.1%(V/V)甲酸溶液和乙

腈作为流动相进行梯度洗脱, 采用电喷雾电离(electrospray ionization, ESI)和多离子检测模式(multiple reaction 

monitoring, MRM)进行检测, 基质匹配外标法定量。结果  在 0.01~0.10 mg/L 范围内线性良好（r2＞0.999）, 本方

法的定量限为 10 µg/kg。游离棉酚在 10~100 µg/kg 添加浓度范围内, 回收率为 83.3%~89.2%, 相对标准偏差为

3.9%~7.2%。结论  该方法准确性强, 重复性好, 灵敏度高, 可用于动物源性食品中游离棉酚的测定和确证。 
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Determination of free gossypol in animal-origin food by ultra performance 
liquid chromatography-tandem mass spectrometry 

JIA Li-Hua, WANG Jian-Shan*, WANG Yi-Xin, LIN Fang, ZHAO Jun-Nan, LI Tao 
(Shaanxi Institute for Food and Drug Control, Xi’an 710065, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of free gossypol in animal-origin food by ultra 

performance liquid chromatography-tandemmass spectrometry. Methods  Samples were extracted with acetonitrile 

after high-speed homogenizationand the supernatant was degreased with n-hexane. The liquid was performed on 

XSelect HSS T3 (2.1 mm×100 mm, 2.5 µm)with t h e  gradient elution of 0.1% (V/V) formic acid aqueous solution (A) 

and acetonitrile solution (B). The sample was detectedby electrospray ionization (ESI) with multiple reactions 

monitoring (MRM), and quantified by matrix matched with external standard method. Results  Within the range of 

0.01~0.10 mg/L, the linearity was good (r2＞0.999).The quantitative limit of the method was 10 µg/kg. The recoveries 

rate of free gossypol in the range of 10-100 μg/kg was 83.3%–89.2% and relative standard deviation(RSD) was 

3.9%–7.2%. Conclusion  This method is simple, fastandreliable, which can be used for rapid screening and 

confirmation of free gossypol in animal-origin foods. 
KEY WORDS: free gossypol; ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry; animal-origin 

foods 
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1  引  言 

棉酚是棉类植物的种子、根皮及茎秆等色腺体中的一

种黄色有毒多酚物质 [1], 分子式为 C30H30O8, 分子量为

518.55, 其主要以游离棉酚(free gossypol , FG)和结合棉酚

(bound gossypol, BG) 2 种形式存在[2]。我国是世界上棉花种

植的主要国家之一, 由棉花所产生的副产品资源也极为丰

富。棉籽饼粕和棉籽壳是棉花加工业的主要副产品, 由于其

蛋白含量很高, 其中棉饼和棉粕中蛋白含量 40%左右, 因此, 
成为饲喂牲畜的重要饲料资源, 广泛用于喂养牛、羊、猪、

鸡等动物, 添加量可占动物日粮总重的 10%~30%[3]。由于棉

花源性的饲料中含有棉酚, 在脱毒不完全的情况下, 其中所

含的棉酚会在动物体内残留[4]。结合棉酚无毒性, 而游离棉

酚的活性基团活性羟基和活性醛基由于未被结合, 易发生

化学反应, 而且排泄缓慢, 在动物体内组织器官中具有蓄积

效应, 毒性较大。目前, 棉酚的检测方法主要有比色法[5]、

薄层色谱法[6]、分光光度法[7]、毛细管电泳法[8]、液相色谱

法[9,10]和高效液相色谱—质谱联用法[11,12], 检测基质也主要

针对饲料[13]、油[14]、动物血浆[12]方面的研究, 针对动物源

性食品的研究较少。 
液相色谱-质谱联用法具有专一性强、灵敏度高等优

点 , 因此本研究采用超高效液相色谱 -串联质谱法 (ultra 
performance liquid chromatography-tandem mass 
spectrometry, UPLC-MS/MS)测定动物源性食品中游离棉

酚, 以期为进一步研究棉酚在动物源性体内食品的残留量, 
从而进一步开展风险评估、采取控制措施等工作提供有力

的技术支撑, 更好地为监管服务, 保障人民的食品安全。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 
QTRAP™ 5500 LC/MS/MS 系统(美国 SCIEX 公司); 

IKA T25 高速分散机、IKA MS3 basic 型涡旋仪[艾卡(广州)
仪器设备有限公司]; LYNX4000 高速冷冻离心机（美国赛

默飞世尔有限公司）; KQ-500DE 型数控超声波清洗器(昆
山市超声仪器有限公司); BS223S 型电子分析天平(德国塞

多利斯公司); Synergy 型超纯水仪(美国密理博公司)。 
棉酚对照品(纯度≥95%, 美国 Sigma aldrich 公司)。 
乙腈、正己烷、甲酸(色谱纯, 美国 Honeywell 公司); 无

水硫酸钠(分析纯, 国药集团化学试剂有限公司), 0.22 μm 有

机系滤膜(天津津滕公司); 实验室用水为超纯水。 
样品共 40 批, 包含: 猪肉、猪肝、鸡肉、鸡肝 4 个品

种, 购于陕西西安市和新疆乌鲁木齐市各农贸市场。 

2.2  实验方法 
2.2.1  样品前处理 

称取 5.00 g(精确至 0.01 g)已捣碎样品于 50 mL 离心管

中, 加入 5 g 无水硫酸钠, 加入 10 mL 乙腈溶液, 10000 r/min
匀浆提取 1min。另取一 50 mL 离心管加入 10 mL 乙腈溶液, 
洗涤匀浆刀头 10 s, 洗涤液移入上一离心管中, 涡旋混匀器

上震荡 1 min, 超声 15 min, 于 4000 r/min 离心 5 min, 上清

液转移至 25 mL 比色管中, 用乙腈定容至 25 mL, 摇匀, 取  
5 mL 上清液于 50 mL 离心管中, 于 40 ℃水浴下氮气吹干, 
加入1 mL初始流动相充分溶解残渣, 加入5 mL乙腈饱和正

己烷溶液, 涡旋和 2 min, 5000 r/min 离心 5 min, 弃去正己烷

层后, 过 0.22 μm 微孔滤膜, 供测定。 
2.2.2  液相色谱-串联质谱条件 

(1) 液相色谱条件 
沃特世 XSelect HSS T3色谱柱(2.1 mm×100 mm, 2.5 μm), 

流动相: 0.1%(V/V, 下文同)甲酸(A)-乙腈(B), 流速: 0.3 mL/min, 
进样体积: 5 μL, 柱温: 40 ℃。液相色谱梯度洗脱程序: 0~    
3.0 min, 40%~80% B; 3.0~6.0 min, 80%~90% B; 6.0~8.5 min, 
90% B; 8.5~9.5 min, 90%~40% B; 9.5~14 min, 40%B。 

(2) 质谱条件 
离子源: 电喷雾电离(electrospray ionization, ESI)(-); 离

子源接口电压: 5500 V; ESI 离子源参数: 气帘气: 35 psi; 源温

度: 550 ℃; 雾化气(GAS1): 55 psi; 辅助气(GAS2): 60 psi。扫

描模式 : 多反应监测模式 (multiple reactions monitoring, 
MRM)。 
2.2.3  基质标准溶液的配制 

准确量取棉酚标准品, 用乙腈溶解稀释成 1 mg/L 的
标准储备液, 于 –18 ℃避光保存, 备用。分别用不同的空

白基质稀释成 0.01、0.02、0.04、0.06 和 0.10 mg/L 的基质

匹配标准工作溶液。将所得的标准工作溶液按 2.2.2 节的

条件测定, 以进样质量浓度为 X 轴、响应值为 Y 轴绘制标

准工作曲线。 

3  结果与分析 

3.1  仪器条件优化 
3.1.1  色谱条件优化 

分别以 0.1%（V/V）甲酸-乙腈, 0.1%（V/V）甲酸-甲
醇, 0.05%（V/V）氨水-乙腈, 水-乙腈, 5 mmoL/L 甲酸铵-
乙腈为流动相, 考察了不同色谱条件下棉酚的分离情况, 
从实验结果可以发现不含甲酸的流动相条件较含有甲酸的

流动相条件棉酚的离子响应更好, 棉酚的保留在含有甲酸

的流动相条件下保留更强。这是由于棉酚是在负离子模式

下进行检测, 使用含有 0.1%甲酸的流动相可能会抑制棉酚

的离子化, 由于棉酚结构中含有多羟基, 在碱性溶液中羟

基易电离, 使得化合物在溶液中的极性增强, 在反相色谱

柱上保留减弱, 因此在溶液中添加 0.1%甲酸可以抑制棉酚

羟基的电离, 增强棉酚在色谱柱上的保留。保留时间的增

长有助于棉酚与干扰杂质的分离, 提高检测的灵敏度, 因
此本实验选择 0.1%甲酸-乙腈作为流动相。棉酚标准品多
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反应监测色谱图如图 1 所示。 
 

 
 

图 1  棉酚标准品 MRM 色谱图 
Fig.1  MRMchromatogramsof gossypol standard 

 
3.1.2  质谱条件优化 

根据棉酚的性质, 配制 100 μg/L 的标准调谐液, 在
ESI 负离子模式下进行质谱条件优化。以分子量-H 作为母

离子, 寻找确定母离子, 对此母离子进行子离子扫描。选

取丰度最强的子离子作为定量离子, 丰度第二强的作为定

性离子, 同时对去簇电压、碰撞能量进行优化。最终确定

的质谱条件如表 1 所示。 
 

表 1  棉酚的定性离子对、定量离子对、去簇电压和碰撞能量 
Table 1  Qualitative ion pairs, quantitative ion pairs, 
declustering potential and collision energyofgossypol 

组分名称 离子对(m/z) 去簇电压/V 碰撞能量/eV 

棉酚 
517.2/230.9* 

80 
43 

517.2/259.0 53 

注: *为定量离子。 
 

3.2  前处理条件优化 
3.2.1  提取条件优化 

本实验选择了实验室和文献报道中常用的丙酮-水、

乙腈、水、甲醇作为提取剂提取[13], 所有的提取操作均在

添加标准溶液混合均匀并放置 1 h 后进行, 分别考察代表

性基质: 肉(猪肉)、内脏(猪肝)的提取率, 结果表明仅有丙

酮-水和乙腈为提取剂时回收率均能达到 80%, 测试其他

提取溶剂提取率均不到 70%, 另外由于使用乙腈相较于丙

酮水更易于进行后续的净化浓缩操作, 因此本方法选择乙

腈作为提取剂。 
3.2.2  提取方式的选择 

分别比较了超声、涡旋、匀浆 3 种提取方式对 3 种考

察基质的提取效率。经实验发现, 匀浆的提取回收率明显

优于超声和涡旋 2 种方式, 原因是对于动物源性食品来说, 
高速匀浆可破碎动物源性食品中的组织细胞, 有助于提取

液充分与棉酚接触, 可以使提取更充分, 因此本实验最终

确定以高速匀浆作为提取方式。 

3.3  净化方式的优化 

在前期的实验阶段, 选择将提取液经氮吹之后使用

流动相定容后直接进样, 发现样品的重复性不好, 保留时

间的重复性差, 相对标准偏差(relative standard deviation, 
RSD)为 35.2%。原因可能是由于动物组织中含有一定量的

油脂, 氮吹无法将油脂除去, 油脂的存在导致方法的重复

性变差, 由于棉酚具有较强的极性, 在非极性溶剂中的溶

解性差, 而油脂为非极性部分, 根据相似相容原理, 选择

使用乙腈饱和的正己烷溶液对样品中的油脂进行净化, 实
验结果表明经过正己烷去脂的样品的保留时间的仪器精密

度良好(RSD=3.2%), 回收率也能达到 80%, 因此本实验选

择将氮吹后的样品使用正己烷去脂。 

3.4  基质效应 
采用相对响应值法考察基质效应的影响, 即通过计

算基质标准曲线斜率和标准溶液曲线斜率之比, 来评价基

质效应的程度。计算公式如下:  
ME=(k2/k1)×100%. 

式中: ME 为基质效应, %; k1 为空白溶液标曲斜率; k2 为基

质标曲斜率。 
一般来说, 当 ME 在 80%～120%之间时, 表明基质效

应在可接受范围内, 在实际检测中可以忽略基质效应; 反
之则应考虑基质效应对实际检测的影响, 在实际检测中应

采用基质加标曲线代替原来溶剂配制的标准曲线。分别以

纯溶剂、空白肉基质(猪肉)、空白内脏基质(猪肝)为溶剂配

制 3 条标准曲线供 UPLC-MS/MS 分析。2 种基质对棉酚

的 ME 分别为猪肉(126.3%) 和内脏(131.3%), 表明样品基

质溶液对待测物的离子化效率存在着明显的基质增强效应, 
因此需使用基质标曲定量, 以降低基质影响。 

3.6  线性范围和定量限 
棉酚在0.01~0.10 mg/L浓度范围内呈现良好的线性关系, 

相关系数均大于 0.9998。其中猪肉: Y=6936.05139X–32.76, 
r2=0.9998; 猪肝 : Y=7210.63775X–96.87, r2=0.9999; 鸡肉 : 
Y=7956.43185X–107.51, r2=0.9999; 鸡肝: Y=8127.39436X–10.38, 
r2=0.9999; 在该测定条件下, 棉酚的保留时间约为 6.85 min。
在空白基质中添加棉酚的定量限(limit of quantitation, LOQ)
为(S/N≥10) 10 μg/kg。 

3.7  回收率及精密度实验 
采用标准加入法, 在猪肉、鸡肉、猪肝和鸡肝添加 3

个不同浓度(LOQ、2 倍 LOQ、10 倍 LOQ)添加水平下, 进
行棉酚的回收率实验, 各个浓度进行 6 个样品平行试验, 
计算结果见表 2。可知本方法在空白基质中平均回收率在

83.3%~89.2%之间, 精密度在 3.9%~7.2%之间。结果符合

GB/T 27404-2008《实验室质量控制规范食品理化检测》[15]
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的要求, 可用于动物源性食品中游离棉酚的测定。 
 

表 2  回收率实验结果 
Table 2  Resultsofrecovery test 

基质 添加水平/(μg/kg) 平均回收率/% RSD/%

猪肉 
10 85.7 6.8 
20 88.6 7.1 

100 87.4 5.1 

猪肝 
10 83.3 4.9 
20 88.8 6.8 

100 87.9 4.9 

鸡肉 
10 89.8 5.8 
20 89.1 5.4 

100 89.2 6.8 

鸡肝 
10 85.8 7.2 
20 83.8 5.4 

100 87.3 3.9 
 

3.8  实际样品测定 
用本方法对在新疆与陕西收集的 40 份典型样品进行

测试, 其中在 2 份猪肉和 3 份猪肝样品中均检出游离棉酚, 
含量水平在 30～50 μg/kg 之间, 检出率为 20%, 阳性样品

的色谱图如图 2 所示。5 份检出的样品均购买自新疆的农

贸市场。分析其原因可能是新疆是我国的棉花的主要产区, 
当地饲养者使用未脱毒或未脱毒完全的棉籽作为饲料, 动
物不能完全代谢棉酚, 在体内蓄积残留。目前, 我国尚未

针对动物体内棉酚的残留量制定限量, 其危害性有待于进

一步评估。 
 

 
 

图 2  样品中棉酚的 MRM 色谱图 
Fig.2  MRMchromatogramsof gossypol in sample 

 

4  结  论 

本研究采用乙腈对动物源性食品进行匀浆提取, 通过正

己烷进行脱脂净化, 经超高效液相色谱-串联质谱法测定, 建
立了动物源性食品中游离棉酚的测定方法。该方法准确性强, 
重复性好, 灵敏度高, 可为监管部门提供有力技术支撑。 
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