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UPLC-MS/MS柱前衍生对食用菌中
麦角甾醇含量的影响
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摘要：［目的］提高麦角甾醇在电喷雾电离源的响应，并探究麦角甾醇的丹磺酰化衍生方法。［方法］以丹磺酰氯为衍生

试剂，4-二甲氨基吡啶（DMAP）为催化剂，采用响应面试验优化衍生化条件。采用 C18色谱柱分离，0.15% 甲酸—甲醇溶

液等度洗脱，离子源为 ESI 源，多反应监测模式检测，并同时测定 10 种食用菌中麦角甾醇含量。［结果］最佳的衍生条件

为反应温度 36 ℃，反应时间 25 min，DMAP 质量浓度 8 µg/mL。麦角甾醇衍生后的线性范围为 25~2 000 ng/mL，检出限

为 13.4 ng/mL，定量限为 149 ng/mL，灵敏度较衍生前提高了 51.94 倍。10 种食用菌中，香菇中的麦角甾醇含量最高，为

（4.21±0.083） mg/g。［结论］试验方法操作简单，具有较高的灵敏度和准确性。
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Abstract: ［［Objective］］ To improve the responsiveness of ergosterol in electrospray ionization mode and to investigate the ergosterol 

derivatization through dansylation. ［［Methods］］ With dansyl chloride as the derivatizing agent and 4-dimethylaminopyridine (DMAP) as the 

catalyst, this paper carries out a response surface test to optimize derivatization conditions. The samples are separated on a C18 column 

utilizing isocratic elution with a 0.15% formic acid-methanol solution as the mobile phase. Multiple reaction monitoring is performed using 

an ESI source. The ergosterol content in 10 edible fungi is assessed. ［［Results］］ The optimal derivatization conditions are the reaction 

temperature of 36 ℃ , the reaction time of 25 min, and the DMAP mass concentration of 8 µg/mL. The derivatized ergosterol exhibits a broad 
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linearity range of 25~2 000 ng/mL. The detection limit is 13.4 ng/mL, while the quantification limit is 149 ng/mL, with the sensitivity 51.94 

times higher than the pre-derivatization state. Among the 10 edible fungi, shiitake mushrooms exhibit the highest ergosterol content, which 

is (4.21±0.083) mg/g. ［［Conclusion］］ This method is characterized by its ease of operation, high sensitivity, and accuracy.

Keywords: ergosterol; derivatization; dansylation; ultra-high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry; edible fungi

食用菌被广泛食用和种植［1］，是人类健康饮食的重要

组成部分［2］。麦角甾醇是一种 5，7-二烯氧化甾醇，结构类

似于胆固醇，具有结构稳定、专一性强等特点［3］，是真菌细

胞甾醇含量中最高的一种，也是真菌细胞膜的重要组成

成分之一［4］，且麦角甾醇为脂溶性维生素 D2的主要来源。

麦角甾醇具有多种生物活性，如免疫调节［5］、抗炎［6］、抗肿

瘤［7］等，长期摄入可增强机体的抵抗力。

食用菌中含有丰富的麦角甾醇，其检测方法包括气

相色谱—质谱联用法［8］、高效液相色谱法［9］、高效液相色

谱—质谱联用法等。其中，高效液相色谱法的应用较为

广泛［10］，但是单一色谱法易被干扰、分离，且麦角甾醇具

有热稳定性差和结构多样性的特点，可能导致结构改变

和分析不准确［11］。质谱检测具有高灵敏度、高分离能力

等优点［12-14］。袁阳蕾等［15］使用高分辨质谱法分析了保健

食品中 22 种非法添加化合物，该方法快速、准确。目前，

质谱采用的电离源主要有化学电离（EI）源、电喷雾电离

（ESI）源、大气压化学电离（APCI）源和大气压光电离

（APPI）源等［16-18］。由于麦角甾醇的极性低，导致其在

ESI源的响应远小于 APCI源，而 ESI源为使用最为广泛的

电离源［19］。因此，为提高麦角甾醇在 ESI 源中的电离效

率，需对麦角甾醇进行衍生。麦角甾醇的衍生位点为醇

羟基，而醇类物质的衍生试剂主要包括酰卤类化合物、硅

烷类化合物、酸酐类化合物和硼酸类化合物等［20］。其中

最常用的衍生试剂为以丹磺酰氯为代表的磺酰卤化合

物。丹磺酰氯的活性强，具有反应活性高、反应时间短和

衍生效率高等优点，是一种高效衍生化试剂。其次，丹磺

酰氯衍生化后可在目标分子中引入二甲胺基部分，二甲

胺基极易结合 H+，从而提高待测物的离子化效率，并增强

质谱响应［21］。丹磺酰基还具有显著的紫外吸收和荧光特

性，在其他检测器上也有良好的响应，适用的检测器范围

较宽。Lee 等［22］使用丹磺酰氯对 14 种晚期糖基化终末产

物（AGEs）进行了衍生，衍生后引入的二甲胺基结构可以

增强 AGEs 在 ESI 源中的电离强度，显著提高检测灵敏

度，检测限为 1.0~43.3 ng/mL。程聪等［23］使用丹磺酰氯对

丁香酚进行衍生，提高了其在 ESI源中的离子化效率和检

测灵敏度。研究拟使用丹磺酰氯作为衍生试剂，4-二甲氨

基吡啶（DMAP）为催化剂，利用响应面试验优化麦角甾醇

衍生条件，采用 UPLC-MS/MS 法对衍生前后的麦角甾醇

进行分析，并测定 10 种食用菌中的麦角甾醇含量，旨在为

食用菌中麦角甾醇的测定提供依据。

1　材料与方法

1.1　材料与仪器

麦角甾醇、丹磺酰氯（DNSCl）、4-二甲基氨基吡啶

（DMAP）、碳酸钠（Na2CO3）、碳酸氢钠（NaHCO3）、三乙

胺、吡啶：分析纯，上海阿拉丁生化科技股份有限公司；

二氯甲烷、乙腈、丙酮、乙酸乙酯、正己烷、甲醇等：色

谱级，上海阿拉丁生化科技股份有限公司；

香菇、平菇、杏鲍菇、猴头菇等：市售；

质谱仪：X-500B 型，美国 SCIEX 公司；

高频数控超声波清洗器：KQ-3000TDE 型，昆山市超

声仪器有限公司；

冷冻干燥机：Free Zone 2.5 plus 型，美国 Labconco

公司；

旋转蒸发器：RE-52AA 型，上海亚荣生化仪器厂。

1.2　试验方法

1.2.1　麦角甾醇标准品衍生　采用 Qiu 等［24］的方法。

1.2.2　衍生催化剂筛选　分别使用 DMAP、三乙胺、吡

啶、Na2CO3和 NaHCO3作为衍生反应的催化剂，二氯甲烷

为反应溶剂，40 ℃反应 30 min，考察衍生催化剂对麦角甾

醇衍生效率的影响。

1.2.3　反应溶剂筛选　分别使用丙酮、乙腈、二氯甲烷、

乙酸乙酯、正己烷作为衍生反应溶剂，8 µg/mL DMAP 为

催化剂，40 ℃反应 30 min，考察反应溶剂对麦角甾醇衍生

效率的影响。

1.2.4　单因素试验　

（1） 催化剂质量浓度对麦角甾醇衍生效率的影响：分

别使用 2，4，6，8，10 µg/mL 的 DMAP 作为催化剂，二氯甲

烷作为反应溶剂，40 ℃反应 30 min，考察催化剂质量浓度

对麦角甾醇衍生效率的影响。

（2） 反应温度对麦角甾醇衍生效率的影响：使用

8 µg/mL 的 DMAP 作为催化剂，二氯甲烷作为反应溶剂，

分别于 30，40，50，60，70 ℃反应 30 min，考察反应温度对

麦角甾醇衍生效率的影响。

（3） 反应时间对麦角甾醇衍生效率的影响：使用

8 µg/mL 的 DMAP 作为催化剂，二氯甲烷作为反应溶剂，

40 ℃分别反应 0，15，30，45，60 min，考察反应时间对麦角

甾醇衍生效率的影响。

1.2.5　麦角甾醇衍生效率测定　麦角甾醇使用 DNSCl进

行衍生反应，过 0.22 µm 滤膜，进行 UPLC-MS/MS 分析。

采用电喷雾正离子模式，通过多反应监测模式测定衍生

产物的峰面积，并以峰面积作为定量依据评估麦角甾醇
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衍生效率。

1.2.6　响应面试验　在单因素试验基础上，以衍生物峰

面积为响应值，反应温度、反应时间和催化剂质量浓度为

自变量，采用 Design-Expert 13 进行 Box-Behnken 试验优

化麦角甾醇衍生条件。

1.2.7　 UPLC-MS/MS 分 析　 所 用 柱 为 C18（50 mm×
2.0 mm，4 µm），采用 ESI 源，正离子扫描模式，MS 全扫

描，多反应监测（MRM）模式，进样量 5 μL，柱温 55 ℃，流

速 0.3 mL/min，流动相为 0.15% 甲酸—甲醇溶液。ESI+模

式下，MS 参数：去簇电压 60 V，碰撞能 35 V，离子喷雾电

压+5 500 V，质量范围 m/z 50~700。将离子源的气体 1 和

气体 2 设置为 3.45×10 ⁵ Pa，气帘气体为 2.41×10 ⁵ Pa，界

面加热器温度为 500 ℃。

1.2.8　方法学验证　

（1） 线性范围：制备质量浓度为 25~2 000 ng/mL 的系

列标准工作液，按 1.2.7 的方法进行检测，以待测物质量浓

度为横坐标，峰面积为纵坐标绘制标准曲线。

（2） 检出限和定量限：分别在信噪比（S/N）为 3，10

时，测定麦角甾醇及其衍生物的检出限（LOD）和定量限

（LOQ）。

（3） 精密度：配制线性范围内标准工作液，按 1.2.7 的

方法重复测定 6 次，计算相对标准偏差 RSD。

（4） 重复性：重复称取同一批香菇冻干粉末 6 份，制

备样品溶液，按 1.2.7 的方法测定峰面积，并计算相对标准

偏差 RSD。

（5） 加标回收率：称取 9 份食用菌冻干粉末，分别按

50%，100%，150% 3 个水平添加标准品，每个添加量重复

3 次，按 1.2.7 的方法测定峰面积，并计算回收率和相对标

准偏差 RSD。

1.2.9　样品准备　参照刘威良等［25］的方法并稍作修改。

将食用菌研磨后，冷冻干燥 24 h。准确称取 1.00 g 食用菌

冻干粉末，加入 40 mL NaOH-甲醇溶液，70 ℃皂化 70 min，

立即冷却至室温，用石油醚萃取皂化液 3 次，合并醚层，

40 ℃旋转蒸发至近干，用三氯甲烷定容。按 1.2.1的方法进

行衍生化，使用乙腈定容，过 0.22 μm滤膜，上机测定。

1.3　数据处理

各试验平行 3 次，结果以平均值±标准差表示。使用

GraphPad Prism 9.0 软件进行数据统计分析，并采用单因

素方差分析进行显著性检验，显著性水平为 P<0.05。

2　结果与分析

2.1　衍生条件优化

2.1.1　催化剂的选择　DNSCl 与伯胺、仲胺反应迅速，但

与醇类反应慢［26］。由图 1（a）可知，DMAP 作为催化剂的

衍 生 效 率 远 高 于 其 他 催 化 剂 ，分 别 为 三 乙 胺 、吡 啶 、

Na2CO3、NaHCO3 的 2.11，2.83，4.16，10.28 倍。 DMAP 有

助于催化醇和胺等物质的磺酰化和酰化反应，其衍生机

理如图 2 所示，DMAP 结构中的吡啶环可以取代丹磺酰氯

结构中的氯离子，形成 N-磺酰基吡啶鎓阳离子，亲电性强

同时又是一个容易离去基团，从而催化麦角甾醇的丹磺

酰化反应［27］。此外，DMAP 为有机碱，在有机溶剂中溶解

度高，能够形成均相反应体系，具有较高的催化效率。综

上，DMAP 为麦角甾醇衍生反应的高效催化剂，与 Schorr

等［28］的结论类似。

2.1.2　反应溶剂的选择　由图 1（b）可知，使用丙酮、乙酸

乙酯和正己烷作为反应溶剂时，衍生效率明显低于乙腈和

二氯甲烷。以二氯甲烷作为反应溶剂时，衍生效率约为正

己烷的 7 倍。因此，最佳的反应溶剂为二氯甲烷。Peng

等［29］研究表明，质子溶剂存在阻碍甾醇衍生反应，因此在

衍生过程中应尽量避免甲醇、水等质子溶剂的存在。

2.2　单因素试验

由图 3 可知，衍生效率随催化剂质量浓度的升高呈先

上升后下降趋势。当催化剂质量浓度为 8 µg/mL 时，衍生

效果最佳。随着反应温度的升高，衍生效率先上升后下

降，当反应温度为 40 ℃时衍生效率最高。这可能是由于

温度过高会导致产物分解。随着反应时间的增加，衍生

小写字母不同表示差异显著（P＜0.05）

图 1　催化剂种类和反应溶剂对麦角甾醇峰面积的影响

Figure 1　Effects of catalyst type and reaction solvent on ergosterol peak area
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效率呈上升趋势，且在 30 min 时达最高。继续延长反应

时间，衍生效率下降，可能是由于产物长时间处于高温条

件下而降解。综上，选择催化剂质量浓度为 8 µg/mL，反

应温度为 40 ℃，反应时间为 30 min。

2.3　响应面试验

2.3.1　响应面试验设计及结果　基于单因素试验结果，

以峰面积作为响应值，反应温度、反应时间和催化剂质量

浓度为关键因素，根据 Box-Benhnken（BBD）进行三因素

三水平响应面试验优化麦角甾醇衍生条件。试验因素水

平表见表 1，试验设计及结果见表 2。

2.3.2　回归模型方程的建立及方差分析　采用 Design-

Expert 13 软件进行二次多项式拟合，得回归方程：

Y=292 400-23 875A-21 051B+23 950C+26 875AB-
23 875AC-10 625BC-50 777.5A2-52 677.5B2-88 677.5C2。

（1）

由表 3 可知，二次回归方程模型具有高度显著性（P<
0.000 1）；失 拟 项 P＝0.672 8>0.05，不 显 著 ；R 2

Adj＝

0.959 6，证实了方程预测值与实测值之间具有良好的一

致性，表明该二次回归模型能够准确反映试验数据的变

化规律。一次项 A、B、C，交互项 AB 和二次项 A2、B2、C2均

字母不同表示差异显著（P<0.05）

图 3　各因素对麦角甾醇峰面积的影响

Figure 3　Effects of factors on ergosterol peak area

表 1　响应面因素水平表

Table 1　Factors and levels of response surface test

水平

-1

0

1

A 反应温

度/℃
30

40

50

B 反应时间/

min

15

30

45

C 催化剂质量浓度/

（µg·mL-1）

6

8

10

表 2　响应面试验设计及结果

Table 2　Design and results of response surface test

试验号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

A

-1

1

-1

0

0

0

0

0

1

0

-1

-1

1

0

0

1

0

B

1

1

0

-1

0

0

0

-1

0

0

0

-1

0

1

0

-1

1

C

0

0

1

-1

0

0

0

1

-1

0

-1

0

1

1

0

0

-1

峰面积

161 200

170 700

219 600

128 800

274 800

312 500

302 600

211 500

134 000

293 600

137 500

260 900

120 600

152 000

278 400

162 900

111 800

图 2　DMAP 催化麦角甾醇衍生机理

Figure 2　Derivatization mechanism of DMAP-catalyzed 

ergosterol
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对响应值影响极显著（P<0.01），交互项 AC 对响应值影

响显著（P<0.05），表明麦角甾醇衍生过程与各因素并非

简单的线性关系。各衍生条件对衍生效率的影响程度依

次为催化剂质量浓度>反应温度>反应时间。

由图 4 可知，AB、AC 交互作用等高线图呈椭圆形，

BC 交互作用等高线图为近圆形，表明反应温度和反应时

间、反应温度和催化剂质量浓度两两交互作用对麦角甾

醇衍生效率影响显著（P＜0.05），与表 3的分析一致。

采用 Design-Expert 13 软件分析最优条件为反应温度

36.38 ℃，反应时间 25.34 min，催化剂质量浓度 8.41 µg/mL，

此条件下生成的衍生物峰面积为 302 500。根据实际操

作，将最佳工艺修整为反应温度 36 ℃，反应时间 25 min，

催化剂质量浓度 8 µg/mL，测得衍生物峰面积为 299 433

（n=3），与预测值接近，证实了该模型的可靠性。

2.4　麦角甾醇衍生前后的 UPLC-MS/MS分析

由图 5 可以确定准确质量的物质有麦角甾醇衍生物

（m/z 630.39）和麦角甾醇（m/z 379.33）。化合物的母离子

在一定的碰撞能量下会产生对应的子离子峰［30］，麦角甾

醇衍生物及麦角甾醇的特征碎片离子分别为 m/z 252.06，

69.06。

由图 6 可知，麦角甾醇衍生物及麦角甾醇分别在

1.61，6.10 min 出峰，麦角甾醇衍生物色谱图基线平稳，峰

形尖锐。正离子模式（［M+H］+）下，衍生后的麦角甾醇

的检测灵敏度显著高于未衍生的，是由于衍生后的麦角

甾醇含有丹磺酰基，其中的 N 原子带有孤对电子，易与 H+

结合，提高了离子化效率［31］。未衍生化的麦角甾醇的低

强度归因于其电离效率差。Wang 等［32］使用丹磺酰氯对

生物胺进行衍生，衍生后可准确、高效地对章鱼中的生物

胺进行检测。

表 3　回归方程方差分析†

Table 3　Analysis of variance of regression equation

来源

模型

A

B

C

AB

AC

BC

A²

B²

C²

残差

失拟项

纯误差

总和

平方和

7.99×1010

4.56×109

3.55×109

4.59×109

2.89×109

2.28×109

4.52×108

1.09×1010

1.17×1010

3.31×1010

1.44×109

4.21×108

1.02×109

8.13×1010

自由度

9

1

1

1

1

1

1

1

1

1

7

3

4

16

均方

8.87×109

4.56×109

3.55×109

4.59×109

2.89×109

2.28×109

4.52×108

1.09×1010

1.17×1010

3.31×1010

2.05×108

1.41×108

2.54×108

F 值

43.24

22.22

17.27

22.36

14.08

11.11

2.20

52.90

56.93

161.33

0.55

P 值

<0.000 1

0.002 2

0.004 3

0.002 1

0.007 1

0.012 5

0.181 6

0.000 2

0.000 1

<0.000 1

0.672 8

显著性

**

**

**

**

**

*

**

**

**

不显著

† *差异显著（P<0.05）；**差异极显著（P<0.01）。

图 4　各因素交互作用对峰面积的影响

Figure 4　Effect of interaction between various factors on peak area
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2.5　方法学验证

2.5.1　线性范围、检出限和定量限　通过线性回归分析

得 到 标 准 曲 线 方 程 Y=264.82X+6 909.7，R2=0.999 3。

当质量浓度为 25~2 000 ng/mL 时，质量浓度与峰面积呈

良好的线性相关性，符合分析方法学的规范要求。

试验发现，麦角甾醇衍生前后的检出限分别为 696.0，

13.4 ng/mL，衍生后提高了 51.94 倍，表明使用 DNSCl衍生

可提高 MS 检测麦角甾醇的灵敏度。衍生后的定量限也

从 7 740 ng/mL 降至 149 ng/mL。

2.5.2　精密度和重复性　试验发现，麦角甾醇峰面积的

相对标准偏差（RSD）为 1.01%，证明了分析方法具有优异

的精密度。麦角甾醇的平均含量为 4.06 mg/g，RSD 为

1.55%（n=6），表明分析方法重复性良好。

2.6　实际样品测定

由图 7 和表 4 可知，10 种食用菌中香菇的麦角甾醇含

量最高，为（4.21±0.083） mg/g，为其他食用菌的 1.67~

21.24 倍 。 不 同 食 用 菌 的 平 均 加 标 回 收 率 为 92.67%~

102.74%，RSD 值 为 1.69%~5.12%，说 明 该 方 法 回 收 率

良好。

3　结论

以丹磺酰氯为衍生试剂，4-二甲氨基吡啶为催化剂，

成功解决了麦角甾醇在电喷雾电离源中响应低的问题，

并将麦角甾醇检测灵敏度提高了约 51.94 倍。麦角甾醇

的最佳衍生条件为反应温度 36 ℃，反应时间 25 min，催化

剂质量浓度 8 µg/mL。采用化学衍生结合 UPLC-MS/MS

法测定了 10 种食用菌中的麦角甾醇含量，其中，香菇中麦

图 5　麦角甾醇衍生前后质谱图及碰撞解离机理

Figure 5　Mass spectra and collision-induced dissociation mechanism of ergosterol before and after derivatization

图 6　麦角甾醇衍生前后色谱图

Figure 6　Chromatograms of ergosterol after and before derivatization

41



安全与检测  SAFETY & INSPECTION 总第  284 期  | 2025 年  6 月  |

角甾醇含量最高，为（4.21±0.083） mg/g。该方法通过化

学衍生改变了麦角甾醇结构，提高了其在电喷雾电离源

中的电离效率，且具有灵敏度高、重现性良好等优点。后

续可进一步拓展该衍生化方法的适用范围，验证在其他

植物甾醇检测中的适用性。
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样品
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金针菇

平菇

杏鲍菇

黑木耳

海鲜菇

双孢菇

秀珍菇

猴头菇

银耳

麦角甾醇含量/

（mg·g-1）

4.21±0.083

1.08±0.034

0.30±0.020

2.04±0.093

0.20±0.011

1.50±0.091

0.75±0.013

0.50±0.018
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0.37±0.013

平均回收

率/%
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101.96

100.79

100.10

98.48

102.74

100.04

92.67

RSD/%
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4.62

1.69

2.13

5.12

2.83

4.99
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