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分散固相萃取—超高效液相色谱—四极杆/飞行
时间质谱法测定禽肉中松香酸类物质
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摘要:目的:建立超高效液相色谱—四极杆/飞行时间质

谱法(UPLCＧQＧTOF/MS)测定禽肉中松香酸类物质.方

法:样品使用乙腈提取,盐析分层后,上清液由 C１８固相萃

取剂净化,UPLCＧQＧTOF/MS电 喷 雾 负 离 子 模 式 测 定.

结果:３种松香酸类物质在１０~５００μg/L质量浓度范围

内线性关系 良 好,相 关 系 数 R２ ＞０．９９８,平 均 回 收 率 为

８７．８％~９８．５％,相对标准偏差(RSDs)为１．９９％~６．７１％
(n＝６);方 法 检 出 限(LODs)为 １０μg/kg,方 法 定 量 限

(LOQs)为２０μg/kg.结论:试验方法操作简便,快捷,回

收率和灵敏度高,精密度好,能够满足禽肉中３种松香酸

类物质的检测需求.

关键词:分散固相萃取;超高效液相色谱—四极杆/飞行

时间质谱;禽肉;松香酸

Abstract: Objective: An ultra performance liquid

chromatographyＧquadrupole/timeＧofＧflight mass spectrometry
(UPLCＧQＧTOF/MS ) method was established for the

determinationofabieticacidsinpoultry．Methods:Thesamples

wereextractedwithacetonitrile,thensaltedoutandstratified．

ThesupernatantwaspurifiedbyC１８solidphaseextractantand

finallydeterminedbyUPLCＧQＧTOF/MSinESInegativemode．

Results: Abietic acid compounds exhibited a good linear

relationshipintheconcentrationrangeof１０~５００μg/L with

goodcorrelationcoefficientR２＞０．９９８．Theaveragerecoveriesof

threeabieticacidcompounds wereexperiments,theaverage

recoveryrate was ８７．８％ ~ ９８．５％ with relative standard

deviations(RSDs,n＝６)of１．９９％~６．７１％,atthespikedlevel

of２０,４０,２００μg/kg．Thelimitsofdetection (LODs)were

１０μg/kgandthemethodlimitsofquantification (LOQs)were

２０μg/kg．Conclusion:Thismethodwasconvenientoperation,

rapid,highrecoveryandsensitivityandgoodprecisionthatcould

meetthedeterminationrequirementsofthreeabieticacidsin

poultry．

Keywords:dispersivesolidphaseextraction;UPLCＧQＧTOF/MS;

poultry;abieticacid

松香是一种天然树脂,由松树的含油树脂加工制得,

通过进一步分离纯化可以得到松香酸类化合物,主要为

松香酸、脱氢松香酸和海松酸,被应用于药品、包装材料、

油墨和涂料等工业领域[１].同时,松香酸也可以被应用

于皮肤病治疗中,对治疗不同类型的银屑病有一定的成

效[２].松香还具有较好的黏附性,可用于畜禽脱毛,但畜

禽表皮和肌肉中可能残留.有研究显示,松香酸能抑制

水蚤和虹鳟鱼等生物的生长发育[３],对人体肺泡细胞、上

皮细胞、成纤维细胞、红细胞和多核白细胞具有毒性作

用[４－５].GB２７６０—２０１４规定,松香酸甘油酯可作为添加

剂使用,但松香不允许使用,因此建立对松香酸类物质的
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相关检测方法,对保障消费者的健康安全尤其重要.

目前,有关禽肉中违法添加物的检测方法主要集中

于液相色谱法[６－８]、气相色谱法[９]、液相色谱—串联质谱

法[１０－１４]、气相色谱—质谱法[１５]和酶联免疫法[１６]等.其

中色谱法选择性低,检出限高,对于基质复杂的样品,分
离难度大,容易影响分析结果;酶联免疫法灵敏度高、且
有较强的特异性[１７－１８],但操作过程繁琐,对于多组分化

合物的检测存在一定的局限性;质谱法具有高通量、选择

性高、灵敏度高的特点.研究拟以分散固相萃取技术为

基础,建立高分辨四极杆/飞行时间质谱法测定禽肉中的

松香酸类物质,利用基质曲线校正结果,准确定性定量,

以期为 禽 肉 中 违 法 添 加 物 的 分 析 筛 查 技 术 研 究 提 供

依据.

１　材料与方法

１．１　材料与试剂

禽肉:市售;

松香酸、脱氢松香酸、海松酸标准品:纯度≥９６．０％,

上海安谱实验科技股份有限公司;

氨水、甲酸铵、甲酸、乙腈、乙酸乙 酯、甲 醇:HPLC
级,美国赛默飞公司;

十八烷基键合硅胶(C１８)、NＧ丙基乙二胺(PSA)、石
墨化碳黑(GCB)、氨丙基键合硅胶(NH２)固相萃取剂、中
性氧化铝(CNW)、氯化钠、无水硫酸镁:分析纯,上海安谱

实验科技股份有限公司.

１．２　仪器与设备

高分辨质量飞行时间质谱仪:API５６００＋型,美国 AB
SCIEX公司;

液相色谱系统:LCＧ３０AD型,日本岛津公司;

超纯水系统:MilliＧQAdvantageA１０型,法国默克密

理博公司;

高速离心机:４kＧ１５型,德国西格玛公司;

多管漩涡振荡器:MultiReax型,德国海道夫公司;

色 谱 柱:XbridgeBEH C１８ (１００ mm ×４．６ mm,

２．５μm),沃特世科技(上海)有限公司.

１．３　试验方法

１．３．１　标准溶液的配制　准确称取松香酸、脱氢松香酸

和海松酸标准品,用乙腈溶解并定容,单标储备液质量浓

度为１０００mg/L,混合标准液质量浓度为１０mg/L.用

空白基质液稀释成各级质量浓度为１０,２０,５０,１００,２００,

５００μg/L的标准曲线.

１．３．２　前处理条件优化　称取５．０g搅碎后的样品,分别

加入１０mL水和１０mL乙腈,涡旋振荡３０s,分别加入无

水硫酸镁４g和氯化钠１g,涡旋震荡２０min,于高速离心

机中以８０００r/min的速度离心１０min.移取１mL上层

乙腈相于２mL离心管中,分别加入１００mgC１８固相萃取

剂,涡旋振摇２min,再以１２０００r/min速度离心５min,

取上清液过０．２２μm 有机滤膜,待测.

１．３．３　检测条件

(１)色谱条件:流动相 A 相为乙腈,B相为０．１％氨

水,流速０．５mL/min;进样体积１０μL;柱温４０ ℃;梯度

洗脱程序:０~２ min,５％ A;２~１１ min,５％~９５％ A;

１１~１６min,９５％ A;１６~１６．５min,９５％~５％ A;１６．５~
２０min,５％ A.

(２)质谱条件:采用电喷雾电离(电离源)和大气压化

学电离(校正源)复合源测定,负离子模式;一级(TOF)扫
描质量 范 围 ５０~１０００ Da;二 级 扫 描 质 量 范 围 ５０~
１０００Da;校正液流速０．５mL/min;气帘气２４１．３kPa;雾

化气３１０．３kPa;加热辅助气３４４．７kPa;脱溶剂气温度

５００℃;离子源喷射电压－４５００V;去簇电压－９０V;碰
撞能量(－６０±１５)eV;TOFＧIDAＧMS监测模式;每１０个

样品进行一次自动校正,以确保系统在批内的精准质量

数稳定.

１．３．４　基质效应　对试验所选样品进行批量测定,选择

空白样品,处理后制得基质液,分别用空白基质液和乙腈

配制等浓度标准溶液,以丰度比例为评判依据,考察基质

效应.

１．３．５　加标回收试验　通过低浓度加标,以１０倍信噪比

为基准,测得方法的定量限.向阴性样品中加入混合标

准溶液,使样品质量分数为定量限的１,２,１０倍,做６组平

行试验,进行测定后,统计结果,计算回收率和相对标准

偏差.

２　结果与讨论

２．１　色谱条件优化

负模式条件下,流动相使用乙腈－０．１％氨水、乙腈－
水、乙腈－５mmol/L甲酸铵和乙腈－０．１％甲酸４种不同

的体系,考察松香酸、脱氢松香酸和海松酸３种化合物的

母离子丰度.结果发现,乙腈－０．１％氨水作为流动相时,

３种化合物的母离子丰度最高,是其他３种流动相的３倍

以上,这是由于海松酸、松香酸和脱氢松香酸均含有羧基

结构,因此在离子化过程中,容易失去质子,形成稳定的

[M－H]－ 负离子.负模式下乙腈－０．１％氨水体系所得

的丰度仍为正模式下的３倍左右.因此,最终选择乙腈

－０．１％氨水体系为流动相,负模式条件下测定,通过调节

梯度洗脱程序,使同分异构体松香酸和海松酸达到基线

分离(见图１).

２．２　质谱条件及参数

ESI负模式下,扫描海松酸、松香酸和脱氢松香酸的

一级 母 离 子 [M－ H]－ ,获 得 m/z２９９．２０１７ 和 m/z
３０１．２１７３(松香酸、海松酸互为同分异构体).调节去簇

电压(DP)和碰撞电压(CE)优化母离子及二级碎片离子
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图１　３种目标物的提取离子流色谱图

Figure１　Extractionionchromatogramofthree

compounds

的丰度以达到最佳.由于离子的精确质量分数即可用于

定性,因此使用母离子定性定量,丰度较高的二级碎片辅

助参考定性.具体质谱参数见表１.

表１　脱氢松香酸、松香酸和海松酸的质谱参数

Table１　Massspectrometryparametersofdehydroabietic

acid,abieticacidandpimaricacid

化合物
母离子理论

值(m/z)

母离子实测

值(m/z)

主要二级碎

片(m/z)

误差

(×１０－６)

脱氢松香酸 ２９９．２０１７ ２９９．２０１０ １１５．９４５５

６１．９５５２

－２．３

松香酸　　 ３０１．２１７３ ３０１．２１７２ ７６．９７３４

１７８．９０４１

－０．５

海松酸　　 ３０１．２１７３ ３０１．２１７２ ８５．０３３１

１７８．９０４２

－０．５

２．３　提取溶剂的选择

试验初期对比了甲醇、乙腈和乙酸乙酯的提取效果,

以１００μg/L的加标水平的回收率为判定依据.由图２可

知,甲醇对脱氢松香酸、松香酸和海松酸３种化合物的提

取率较低,只有５０％左右,可能是由于甲醇与水混溶后,

在加入盐的情况下未析出,导致提取液杂质较多,且基质

效应严重,而乙酸乙酯回收率与甲醇的相当,可能是由于

乙酸乙酯极性较低,目标化合物具有羧基结构,可与水形

成氢键,因此与乙酸乙酯具有一定的极性差异,导致提取

不充分.乙腈对３种化合物均有较好的回收率,提取分

层后,杂质也较少,因此最终选择乙腈为提取溶剂.

２．４　固相萃取剂的选择

为了选择合适的固相萃取剂进行净化,选择１００mg
的C１８、GCB、NH２、PSA和中性氧化铝５种不同类型的固

相萃取剂进行对比,探究其对脱氢松香酸、松香酸和海松

酸３种化合物回收率的影响.由图３可知,由于目标物

含有羧基极性基团,NH２、PSA中的N能对极性基团产

图２　不同溶剂的回收率结果

Figure２　Recoveryresultsfordifferentsolvents(n＝６)

图３　不同固相萃取剂的回收率结果

Figure３　Recoveryresultsfordifferentsolidphase
extractants(n＝６)

生较强的吸附,而中性氧化铝则具有较高的活性,对极性

基团也有较强的吸附,回收率均低于２０％,因此不能使用

此３种固相萃取剂进行净化.而GCB的回收率可以达到

７０％以上,C１８的能达到９０％以上,由于 GCB对含有平面

结构的化合物也有一定的吸附,因此回收率仍不够理想,

C１８为烷基结构,与目标物之间的极性作用力不强,因此吸

附也较少.最终选择C１８为固相萃取剂.

２．５　提取时间的选择

对比１０,１５,２０,２５,３０min下不同提取时间对目标物

回收率的影响.一般在目标物受热不分解的情况下,提
取时间越长,回收率越高,当提取时间为２０min时,脱氢

松香酸、松香酸和海松酸的回收率均在９０％以上.当涡

旋时间＞２０min时,回收率的上升趋势减小,为了节省时

间,提高效率,选择２０min为最适提取时间.

２．６　基质效应

由于禽肉搅碎后,组织中大量的蛋白质、脂肪、氨基

酸等杂质会被释放,可能会产生严重的基质效应.分别

使用鸡、鸭、鹅３种空白基质液和乙腈,配制１００μg/L脱

氢松香酸、松香酸和海松酸的混合标准溶液,通过仪器测

定丰度,计算出基质标准丰度值与纯溶剂标准的丰度值

比值,以评判基质效应.由表２可知,不同基质中,脱氢
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表２　基质效应试验结果

Table２　Resultsformatrixeffectexperiment ％

化合物 鸡 鸭 鹅

脱氢松香酸 ８０．９ ６９．１ ６７．６

松香酸　　 ８２．１ ７２．６ ７０．７

海松酸　　 ８３．０ ７２．１ ７１．１

松香酸、松香酸和海松酸的丰度均为抑制,且抑制程度小

于纯溶剂标准的９０％,说明基质负效应明显,因此使用基

质曲线进行定量计算.

２．７　线性参数及方法灵敏度

使用不同禽类的空白基质液配制混合标准曲线,用
仪器测得丰度.以质量浓度为横坐标,母离子丰度为纵

坐标进行方程拟合,曲线方程及拟合的相关系数见表３.

由表３可知,曲线方程的相关系数较大,说明方程线性良

好,通过信噪比的３,１０倍,测得方法检出限和定量限分

别为１０,２０μg/kg.方法的定量能力和灵敏度可满足一

般样品的测定要求.

表３　基质曲线方程及灵敏度数据

Table３　Matrixcurveequationandsensitivitydata

化合物 基质 曲线方程 R２ 检出限/(μg􀅰kg－１) 定量限/(μg􀅰kg－１)

脱氢松香酸 鸡 Y＝１６９５．３X＋９９８７．３ ０．９９９４ １０ ２０

鸭 Y＝１３１８．３X＋７１１２．３ ０．９９９４ １０ ２０

鹅 Y＝８２９．９６X＋１８８９．４ ０．９９９９ １０ ２０

松香酸　　 鸡 Y＝１６７１．８４X＋６６７４．１ ０．９９９３ １０ ２０

鸭 Y＝１２８９．７X＋５６３２．９ ０．９９９０ １０ ２０

鹅 Y＝８０８．２４X＋９８９．３３ ０．９９８３ １０ ２０

海松酸　　 鸡 Y＝１９５１．６X＋１２０９８ ０．９９９６ １０ ２０

鸭 Y＝１５４３．５X＋７８９２．１ ０．９９８９ １０ ２０

鹅 Y＝９３７．４２X＋２６４５ ０．９９９１ １０ ２０

２．８　方法回收率及精密度

选择基质影响最严重的鹅肉进行加标回收试验,选

取阴性样品,以方法定量限的１,２,１０倍浓度进行加标.

由表４可知,不同水平的平均回收率为８７．８％~９８．５％,

相对标准偏差(RSD)为１．９９％~６．７１％,说明方法回收率

及精密度适用于一般禽肉中脱氢松香酸、松香酸和海松

酸的测定.

表４　回收率及相对标准偏差结果

Table４　Resultsofrecoveryrateandrelativestandard

deviation(n＝６)

化合物
添加水平/

(μg􀅰kg－１)

平均回收率/

％

相对标准偏差/

％

脱氢松香酸 ２０ ８７．８ ６．７１

４０ ８１．２ ３．６９

２００ ９２．８ ２．４１

松香酸　　 ２０ ８８．１ ３．７２

４０ ９１．１ ２．２３

２００ ９７．３ ２．０４

海松酸　　 ２０ ９８．５ １．９９

４０ ９４．８ ４．３０

２００ ９８．１ ２．９４

２．９　方法的实际应用

随机选择市售的３０个禽肉样品进行测定,每个样品

６次平行,鸡、鸭、鹅各１０个,所有基质均未检出海松酸.

１个鹅肉检出松香酸,含量为０．５８mg/kg,对阳性样品再

次检测后,含量与此检测相比,偏差均小于５％,说明其可

能是由松香酸甘油酯分解产生,根据含量可排除非法使

用松香的风险.

３　结论

采用乙腈对禽肉中的脱氢松香酸、松香酸和海松酸

进行了提取,使用 C１８固相萃取剂进行净化,同时使用基

质曲线对定量结果进行校正,回收率达到９０％以上;在优

化的梯度洗脱条件下,３种化合物在１０min内完全出峰,

同分异构体松香酸和海松酸完全基线分离,且峰型良好;

结合高分辨飞行时间质谱测得所有离子的相对分子质

量,对目标物准确定性定量;方法学数据表明,回收率、检

出限、精密度均适用于一般禽肉样品的测定.

试验针对不同的禽肉基质,分别配制基质曲线进行

定量,虽然能准确定量,但处理过程仍较繁琐,且不同禽

肉的部位,基质组成不一样,造成的基质效应程度也可能

不一样.后续建议通过前处理衍生、同位素稀释或微萃

取等处理手段来降低基质效应的影响.
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