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超高效液相色谱-串联质谱法快速测定 
蘑菇中 5 种鹅膏肽类毒素 

邹  淼, 李延升, 韩晓鸥, 华正罡* 
(辽宁省疾病预防控制中心, 沈阳  110172) 

摘   要 : 目的   建立超高效液相色谱 -串联质谱法 (ultra performance liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry, UPLC-MS/MS)快速测定鲜蘑菇中 α-鹅膏毒肽、β-鹅膏毒肽、γ-鹅膏毒肽、二羟鬼笔毒肽和羧基

二羟鬼笔毒肽 5 种强毒性鹅膏肽类毒素的检测方法。方法  样品经充分粉碎后, 加入 10%甲醇超声提取后, 离

心上清液过 0.22 μm 微孔滤膜, 用 Waters Xselect CSH C18 (2.1 mm×100 mm, 1.7 µm)色谱柱分离, 外标法定量。

结果  在优化条件下, 该方法中 5种强毒性鹅膏肽类毒素的最低检出限均为 0.02 mg/kg, 定量限为 0.06 mg/kg, 

平均回收率为 78.2%~103.5%, 相对标准偏差为 3.1%~7.6%。结论  本方法简便、快速、准确, 回收率好, 适

用于因鹅膏肽类毒素引起的食物中毒快速应急检测。 
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Rapid determination of 5 kinds of amanita peptide toxins in  
mushrooms by ultra performance liquid  

chromatography-tandem mass spectrometry 

ZOU Miao, LI Yan-Sheng, HAN Xiao-Ou, HUA Zheng-Gang* 
(Center for Disease Control and Prevention of Liaoning Province, Shenyang 110172, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the rapid determination of 5 kinds of highly toxic amanita 

peptide toxins including α-amanitin, β-amanitin, γ-amanitin, phalloidin and phallacidinin in mushrooms by ultra 

performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry (UPLC-MS/MS). Methods  After thorough 

crushing of the sample, 10% methanol was added for ultrasonic extraction. The supernatant was centrifuged and 

passed through a 0.22 μm microporous membrane using Waters Xselect CSH C18 (2.1 mm×100 mm, 1.7 µm) 

chromatographic column separation, quantitative analysis using external standard method. Results  Under 

optimized conditions, the lowest limits of detection and limits of quantification of 5 kinds of highly toxic peptide 

toxins in this method were 0.02 mg/kg and 0.06 mg/kg, respectively. The average recovery rates were 

78.2%–103.5%, and the relative standard deviations were 3.1%–7.6%. Conclusion  This method is simple, fast, 

accurate, with good recovery rate, and is suitable for rapid emergency detection of food poisoning caused by 

amanita peptide toxins. 
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0  引  言 

我国的蘑菇种类丰富, 其中不乏一些不可食用的毒

蘑菇, 毒蘑菇又称毒覃、毒菌等, 已记载的有 400 余种[1–2], 
由毒蘑菇引发的中毒事件也是频频出现, 致死率较高, 约
90%以上的蘑菇中毒死亡事件是由能引起肝肾功能衰竭的

多肽类蘑菇毒素造成的[3–6]。致死的多肽类蘑菇毒素主要有

鬼笔毒肽和鹅膏毒肽, 前者主要包括二羟鬼笔毒肽和羧基

二羟鬼笔毒肽, 后者主要包括 β-鹅膏毒肽、α-鹅膏毒肽和 γ-
鹅膏毒肽, 小鼠的半数致死量(median lethal dose, LD50)分
别为 1.5~3 mg/kg 和 0.3~0.7 mg/kg[7–8]。鹅膏肽类毒素因其

化学性质稳定, 耐高温和耐酸碱, 日常的烹饪方法无法破

坏其结构及毒性, 一旦误食, 必将经消化道进入肝脏, 造
成不可逆损伤, 引发多器官衰竭而死亡[9–11]。因此, 建立高

效、快速、准确的方法应急检测因鹅膏肽类毒素引起的食

物中毒具有重要意义。 
现有的鹅膏肽类毒素检测方法有薄层层析法[12]、高

效液相色谱法[13–15]、液相色谱-串联质谱法[16–20]等。近年

来 , 随着质谱技术的不断发展 , 鹅膏肽类和鬼笔肽类毒

素的检测方式以色谱质谱联用为主, 且多采用酸性条件

(5 mmol/L 甲酸铵作为水相流动相)进行测定, 其样品前处

理方式包括溶剂提取、亲水亲脂平衡(hydrophile-lipophile 
balance, HLB)或固相萃取(solid phase extraction, SPE)净化, 
或直接提取后置换溶剂进样等[21–23]。在酸性条件下, 鹅膏

肽类毒素 [M+Na]+峰响应较强 , 干扰 [M+H]＋峰定量 , 且
HLB 及 SPE 法需要活化平衡, 前处理时间较长, SPE 柱所

需经济成本高, 而此两类毒素作为剧毒物质, 发生急性中

毒时需以最快速度分析和确证, 因此不宜采用 HLB、SPE, 
或提取后还需置换试剂等耗时长的前处理方式。因此本研

究通过开发一种在弱碱性流动相条件下, 提取后即可直接

测定的 5 种鹅膏肽类毒素(α-鹅膏毒肽、β-鹅膏毒肽、γ-鹅
膏毒肽、二羟鬼笔毒肽和羧基二羟鬼笔毒肽)的快检方法—
超高效液相色谱 -串联质谱法 (ultra performance liquid 
chromatography-tandem mass spectrometry, UPLC-MS/MS), 
以期为因鹅膏肽类毒素引起的食物中毒快速应急定性、定

量检测提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与设备 

Xevo TQS 超高效液相色谱质谱联用仪、Waters 
Xselect CSH C18 (2.1 mm×100 mm, 1.7 µm)(美国 Waters 公

司); BS 300S 电子天平(精度 0.001 g, 北京赛多利斯天平

有限公司); 8010 G 研磨仪(美国 WARING 公司); ST16R 高

速台式冷冻离心机(美国 Thermo Fisher Scientific 公司); 
KQ-500DE 超声波清洗器(昆山市超声仪器公司); Vortex 
genie2 多用途漩涡混合器(美国 Scientific Industries 公司); 
0.22 µm 微孔滤膜(美国 PALL 公司)。 

1.2  材料与试剂 

蘑菇: 市售。 
甲醇(质谱纯, 美国 Thermo Fisher Scientific 公司); 氨

水(化学纯, 国药集团化学试剂有限公司); α-鹅膏毒肽、β-
鹅膏毒肽、γ-鹅膏毒肽、羧基二羟鬼笔毒肽、二羟鬼笔毒

肽(纯度均大于 97%, 德国 Dr. Ehrenstorfer 公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  标准溶液的配制 
混合标准中间液(2000 ng/mL): 分别准确移取 5 种标

准品各 100 μL, 用甲醇稀释至 1.0 mL, 摇匀。 
标准系列工作液: 分别准确移取适量的混合标准中

间液至 5 个 10 mL 容量瓶中, 用 10%甲醇溶液稀释并定容, 
混匀, 此标准系列中各化合物的质量浓度依次为 10、20、
50、100、200 ng/mL。 
1.3.2  样品前处理 

将新鲜蘑菇剪成小块, 放入研磨仪充分粉碎后, 准确称

取 1 g 于 50 mL 离心管中, 加入 10%甲醇水混合溶液 10 mL, 
涡旋混匀后, 超声提取 30 min, 10000 r/min 离心 10 min, 上
清液过 0.22 µm 滤膜后测定。 
1.3.3  色谱条件 

色谱柱: Waters Xselect CSH C18 (2.1 mm×100 mm, 
1.7 µm); 柱温: 40 ℃; 进样量: 10 μL; 流量: 0.3 mL/min; 流
动相: A: 0.02% (V:V)氨水, B: 甲醇, 梯度洗脱条件见表 1。 

 

表 1  梯度洗脱条件 
Table 1  Gradient elution conditions 

时间/min A/% B/% 

 0.0 90 10 

 6.0 60 40 

10.0 10 90 

13.0 90 10 
 

1.3.4  质谱条件 
电 离 方 式 : 电 喷 雾 离 子 源 正 离 子 (electro spray 

ionization, ESI+), 离子源温度: 150 ℃, 毛细管电压: 1.5 kV, 
脱溶剂气温度: 500 ℃, 锥孔反吹气流量: 50 L/h, 脱溶剂气

流量: 1000 L/hr。5 种鹅膏肽类毒素质谱参数见表 2。 

1.4  数据处理 

每份样品重复测定 3 次, 取平均值表示最终结果。通
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过 Xevo TQS 仪器所配置的工作站进行数据采集处理, 使
用 Office Excel 2007 统计分析数据及绘制图形。 

 

表 2  5 种鹅膏肽类毒素质谱参数 
Table 2  Parameters of mass spectra of 5 kinds of amanita 

peptide toxins 

化合物 母离子  子离子 
锥孔电

压/V 
碰撞 

能量/eV 

β-鹅膏毒肽 920.5   86.1* 50 66 
 259.2 58 48 

α-鹅膏毒肽 919.5   86.2* 60 76 
 259.2 60 48 

γ-鹅膏毒肽 903.5   86.2* 56 76 
 243.2 56 38 

羧基二羟鬼笔

毒肽 
847.4  157.2* 68 62 

  86.2 68 67 

二羟鬼笔毒肽 789.4  157.2* 72 60 
  86.2 72 80 

注: *为定量子离子。 
 

2  结果与分析 

2.1  仪器条件优化 

2.1.1  色谱条件优化 
5 种鹅膏肽类毒素为环状多肽类化合物, 具有较强

的极性 , 易电离 , 以往的检测多采用(250 mm×4.6 mm, 
5 mm)的 C18 柱在酸性条件下测定[24], 分析时间较长, 本
研究尝试使用 Xselect CSH C18 (2.1 mm×100 mm, 1.7 µm)
及 ZORBAX SB C18 (2.1 mm×100 mm, 1.8 µm)色谱柱对 5
种化合物进行分离。结果表明 , 使用 ZORBAX SB C18 
(2.1 mm× 100 mm, 1.8 µm)色谱柱时, 2 种鬼笔毒肽色谱峰

拖尾, 且各毒素分离度不佳, 而 Xselect CSH C18 (2.1 mm× 
100 mm, 1.7 µm)色谱柱由于采用了高强度硅胶 HSS 及表

面带电杂化 CSH 颗粒填料, 对易电离的强极性化合物有

更好的分离效果, 完美解决以上问题。关于流动相, 以往

的研究多采用 5 mmol/L 乙酸铵水溶液-甲醇体系 [25–27], 
本研究比对了 0.02%氨水与 5 mmol/L 乙酸铵水溶液作为

水相时, 5 种鹅膏肽类毒素的响应、分离度与峰型。结果

表明, 在 5 mmol/L 乙酸铵水溶液作为水相时, 2 种鬼笔毒

肽色谱峰基本重叠, 3 种鹅膏毒肽分离度也不理想, 而在

0.02%氨水-甲醇体系下, 各化合物的灵敏度、峰形更好, 分
离度能满足分析要求, 因此, 本研究选用 Xselect CSH C18 
(2.1 mm×100 mm, 1.7 µm)为色谱柱, 在 0.02%氨水-甲醇体

系下对 5 种鹅膏肽类毒素进行测定。5 种鹅膏肽类毒素的

多反应监测(multiple reaction monitoring, MRM)提取离子

流图见图 1。 
 
 

 
 
 

图 1  5 种鹅膏肽类毒素的 MRM 提取离子流图 
Fig.1  MRM chromatograms of 5 kinds of amanita peptide toxins 
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2.1.2  质谱条件优化 
5 种鹅膏肽类毒素的分子结构中均含有羟基、羰基和

胺基等化学基团, 易电离成正离子, 比较正负两种模式下

各化合物的响应, 发现正离子模式下 5 种鹅膏肽类毒素的

[M+H]＋峰响应明显增高, 而负离子模式下仅能产生较弱

的[M-H]-峰。在流动相选取方面, 本研究比对了弱酸性流

动相 (5 mmol/L 甲酸铵水溶液 -甲醇 )及弱碱性流动相

(0.02%氨水-甲醇)下各化合物的响应, 发现 5 种化合物都

存在[M+Na]＋峰, 并且在酸性流动相下[M+Na]＋峰响应较

高, 使[M+H]＋峰比例降低, 影响[M+H]＋峰的准确定量及

检测灵敏度, 而在碱性条件下, [M+Na]＋峰响应明显减弱, 
[M+H]＋峰比例增加 , 响应增强 , 可有效降低[M+Na]＋峰

的干扰, 保证定量的准确性。因此, 本研究选用 ESI+进行

全扫描, 选用 0.02%氨水-甲醇作为流动相, 同时对质谱

条件进行优化 , 选取合适的锥孔电压和碰撞能量 , 获得

更高的离子化效率。5 种鹅膏肽类毒素经优化后的测定条

件见表 2。 

2.2  提取试剂优化 

对于蘑菇中毒等突发公共卫生事件来说, 快速定性、

定量尤为重要。本研究中蘑菇样品可以直接提取离心后进

样, 满足了快速筛查和确证的要求。在选择提取试剂上, 
由于鹅膏肽类毒素化学性质稳定, 在甲醇、乙腈和水溶液

中都有较好的溶解度[28–30], 因此本研究比对了纯水、甲醇, 
水-甲醇(体积比 9:1)、水-甲醇(体积比 1:9)、乙腈的提取效

率。结果表明, 使用乙腈提取时, 对于蘑菇基质来说, 它的

选择性及响应强度远低于纯水或甲醇 , 而纯水的提取平

均回收率为 80.2%, 甲醇的提取平均回收率为 87.7%, 水-
甲醇(体积比 9:1)及水-甲醇(体积比 1:9)的提取平均回收

率均与甲醇相当, 结果见图 2。为了使提取液离心后可直

接上机测定 , 规避溶剂效应影响 , 本研究选择与初始流

动相配比相同的水-甲醇(体积比 9:1)作为提取试剂, 省去

后续置换溶剂的烦琐步骤, 节约、高效, 使应急检测更加

便捷、快速。 

2.3  基质效应 

基质效应(matrix effect, ME)是指样品中一种或多种

与待测物共同提取出来的物质对待测物响应值抑制或增强

的现象, ME 值可按照式(1)量化评估。 

ME/%= %1001 ×







−

纯溶剂中待测物峰面积

积基质溶液中待测物峰面   (1) 

ME 正值表示基质增强 , 负值则表示基质抑制 , 当
ME 的绝对值低于 20%时, 则表示基质效应在可接受范围

内。本研究中, α-鹅膏毒肽、β-鹅膏毒肽、γ-鹅膏毒肽、二

羟鬼笔毒肽和羧基二羟鬼笔毒肽的 ME 分别为–12.3%、

–9.2%、–10.5%、–8.4%、–11.3%, 此 5 种鹅膏肽类毒素存在

轻微基质抑制效应, 对定量没有显著影响, 可以忽略不计。 
 

 
 
 

图 2  不同提取试剂提取效率 
Fig.2  Extraction efficiencies of different extraction reagents 

 

2.4  方法学评价 

2.4.1  线性范围和检出限 
将 10~200 ng/mL 标准系列工作液在本研究条件下测

定, 以 5 种鹅膏肽类毒素的峰面积(Y)为纵坐标, 以各化合

物的质量浓度(X, ng/mL)为横坐标, 绘制标准曲线, 各曲

线线性关系良好, 相关系数在 0.9990~0.9993 范围内, 以
3 倍信噪比对应的 5 种鹅膏肽类毒素含量作为方法检出

限 , 得到最低检出限均为 0.02 mg/kg, 最低定量限均为

0.06 mg/kg, 满足实验测定要求, 见表 3。 
2.4.2  准确度和精密度 

选取 3 组蘑菇阴性样品, 每组 6 份, 加入混合标准中

间液后, 混匀后静置, 使其充分混合, 然后按照本研究方

法进行样品处理, 上机测定, 结果见表 4。5 种鹅膏肽类毒

素的平均回收率为 78.2%~103.5%, RSDs 为 3.1%~7.6%, 回
收率和精密度均满足实际样品测定要求。 

 

表 3  5 种鹅膏肽类毒素的线性范围、标准曲线、相关系数、检出限及定量限 
Table 3  Linear range, standard curve, correlation coefficients, limits of detection and limits of quantitative of 5 kinds of  

amanita peptide toxins 

化合物 线性范围/(ng/mL) 标准曲线方程 相关系数 检出限/(mg/kg) 定量限/(mg/kg) 

β-鹅膏毒肽 10~200 Y=23.2X–11.3382 0.9993  0.02 0.06 

α-鹅膏毒肽 10~200 Y=19.6758X+10.2218 0.9991  0.02 0.06 

γ-鹅膏毒肽 10~200 Y=37.3607X–29.9215 0.9990 0.02 0.06 

羧基二羟鬼笔毒肽 10~200 Y=44.6176X–89.2901 0.9991 0.02 0.06 

二羟鬼笔毒肽 10~200 Y=229.636X–112.77 0.9992 0.02 0.06 
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表 4  加标回收率与相对标准偏差(%, n=6) 
Table 4  Spiked recoveries and the relative standard deviations (%, n=6) 

化合物 
0.1 mg/kg 0.5 mg/kg 2 mg/kg 

平均回收率 RSDs 平均回收率 RSDs 平均回收率 RSDs 
β-鹅膏毒肽 78.2 4.0 81.8 4.1  79.4 4.0 
α-鹅膏毒肽 91.8 4.4 91.6 6.6  88.3 6.1 
γ-鹅膏毒肽 82.2 6.0 83.4 5.3  84.8 7.6 

羧基二羟鬼笔毒肽 93.2 5.1 97.4 4.9 103.5 6.0 
二羟鬼笔毒肽 83.4 6.7 86.2 3.1  82.9 4.5 

注: 相对标准偏差(relative standard deviation, RSD)。 
 

3  结  论 

本研究采用 Waters Xselect CSH C18 色谱柱, 10%甲醇

水溶液提取, 弱碱性流动相, 建立 UPLC-MS/MS 同时测定

蘑菇中 5 种鹅膏肽类毒素的快检方法。与其他方法相比, 
本研究选用合适配比的甲醇-水既保证了提取效率, 又与

初始流动相配比相同, 可以直接上机测定, 能有效避免溶

剂效应影响, 省去提取后置换溶剂或使用 SPE 柱的烦琐步

骤, 为中毒应急检测节约前处理时长。且本研究选用弱碱

性流动相, 使各化合物的[M+H]+峰响应明显增强, 有效降

低[M+Na]＋峰带来的干扰, 既高效便捷又具有良好的回收

率和精密度, 适用于蘑菇中毒事件中 5 种鹅膏肽类毒素的

快速筛查和确证。 
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