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摘要:目的:建立式固相萃取结合超高效液相色谱—串联

质谱法(UPLCＧMS/MS)检测鸡蛋中胆酸、去氧胆酸和去

氢胆酸的方法.方法:样品经甲醇提取,PRiME HLB净

化后,经 C１８色谱柱(１００mm×２．１mm,３．０μm)分离,甲

醇—０．１％氨水溶液(体积分数)为流动相,梯度洗脱,负离

子扫描和选择反应监测模式(SRM)检测,外标法定量.

结果:胆酸(CA)、去氧胆酸(DCA)、去氢胆酸(DHCA)在

０．５~５００．０ng/mL质量浓度范围内呈良好的线性关系,

相关 系 数 ＞０．９９９.CA、DCA 和 DHCA 的 检 出 限 为

１．０μg/kg,定 量 限 为 ３．３μg/kg.在 加 标 水 平 为 １~
１０μg/kg,CA、DCA 和 DHCA 加 标 回 收 率 为９３．７％~
１０２．５％,RSD为１．８％~９．２％.对随机抽取的３０批次鸡

蛋进行检测,２８批次样品检出胆酸.结论:该方法快速,

灵敏度和准确度高,可作为鸡蛋中胆酸类药物及其衍生

物的检测方法.

关键词:胆酸;去氧胆酸;去氢胆酸;鸡蛋;超高效液相色

谱—串联质谱

Abstract:Objective:ThepretreatmentmethodofthroughＧtype

solidＧphaseextraction wasimprovedtobecoupled withultra

performanceliquidchromatographytandem massspectrometry

fordetectionofcholicacid,deoxycholicacidanddehydrochloricin

eggs．Methods:Thesampleswereextractedby methanoland

purifiedby PRiME HLB,thenseparatedon C１８ (１００ mm ×

２．１mm,３．０μm)columnwithmethanol－０．１％ ammoniaasthe

mobilephaseforgradientelution．Meanwhile,thesampleswere

quantifiedbyexternalstandardwithnegativeionselectreaction

monitoring(SRM)mode．Results:Theresultsshowedthatthe

linearrelationshipsofcholicacid(CA),deoxycholicacid(DCA)

anddehydrochloricacid(DHCA)weregoodintherangefrom

０．５ng/mLto５００ng/mL(R２＞０．９９９)．Thedetectionlimitsand

quantitativelimitsofCA,DCAandDHCA were１．０μg/kgand

３．３μg/kg．TheaveragerecoveryofCA,DCAandDHCAfrom

１．０~１０μg/kgwere９３．７％~１０２．５％,withtheRSDof１．８％~

９．２％．３０batchesofrandomlyselectedeggsweretested,and

cholicacidwasdetectedinall２８batchesofsamples．Conclusion:

Thismethodisrapidwithhighsensitivity,accuracy,anditcanbe

usedasa methodforthe determination ofcholicacid and

derivativeresiduesineggs．

Keywords:cholicacid;deoxycholicacid;dehydrochloricacid;

egg;ultra performance liquid chromatographyＧtandem mass

spectrometry

胆酸及其衍生物是一种具有类固醇结构的有机酸,有

极强的乳化作用,在免疫调节、糖脂代谢、抗菌、促进动物

生长和促进脂溶性维生素代谢等方面发挥信号分子作

用[１－２].中国于２０１４年将胆酸批准用于饲料,２０２２年农

业农村部第６１４号公告,将胆酸适用范围扩大至产蛋鸡.

研究表明,膳食胆酸会诱导大鼠产生糖脂代谢紊乱,一定

量的去氧胆酸钠对鼻黏膜细胞有损伤作用,可抑制食管细

胞的增殖能力[３－５],摄入膳食胆酸改变了结肠细胞更新规

律,并抑 制 了 辐 射 后 DNA 受 损 伤 的 大 肠 上 皮 细 胞 的

凋亡[６].

目前,饲用胆酸研究集中于胆酸提升生长性能和功
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效研究[７－８],而胆酸及其衍生物检测方法主要以动物胆

汁和 中 成 药 为 研 究 对 象,通 常 有 HPLCＧELSD 法[９]、

HPLCＧCAD 法[１０] 和 HPLCＧMS/MS 法[１１]. HPLCＧ
ELSD法专属性强,HPLCＧCAD法定量准确,适用于样品

中高含量胆酸定量检测,但色谱法灵敏度低,易出现假阳

性问题,不能实现痕量检测.文献[１２]报道了液质联用

法测定鸡蛋中的药物残留,却未见鸡蛋中胆酸及其衍生

物残留的相关研究.药物残留的前处理方式有液液萃

取、固相萃取和 QuEChERS法等[１３－１５],通过式固相萃取

是一种新型样品净化方式,已被广泛应用于食品基质.

研究拟以 鸡 蛋 为 研 究 对 象,以 胆 酸 (CA)、去 氧 胆 酸

(DCA)和去氢胆酸(DHCA)为目标物,样品经甲醇提取

后,采用PRiMEHLB净化,以建立 UPLCＧMS/MS法检

测鸡蛋中的胆酸及其衍生物的方法,以期为鸡蛋中胆酸

及其衍生物的快速筛查和确证提供依据.

１　材料与方法

１．１　材料

对照品 CA(CAS:８１Ｇ２５Ｇ４)、DCA(CAS:８３Ｇ４４Ｇ２)和

DHCA(CAS:８３Ｇ４４Ｇ２):含量均＞９８％,上海安谱科学仪

器有限公司;

PriMEHLB固相萃取柱:６０mg/３mL,美国 Waters
公司;

甲醇、乙腈、甲酸:色谱纯,上海安谱科学仪器有限公司;

氨水:分析纯,国药集团化学试剂有限公司;

水为超纯水.

１．２　仪器与设备

超 高 效 液 相 色 谱—串 联 质 谱 联 用 仪:Vanquish
UPLCＧTSQQuantis型,配 HESI,美国 ThermoScientific
公司;

分析天平:SECURA２２５DＧ１CN 型,精度为０．０１mg,

德国Sartorius公司;

分析天平:ME２０４E型,精度为０．１mg,瑞士 Mettler
Toledo公司;

高速冷冻离心机:JXNＧ２６型,美国 BeckmanCoulter
公司;

平行浓缩仪:M６４型,北京莱伯泰科仪器股份有限公司.

１．３　方法

１．３．１　 标 准 溶 液 配 制 　 分 别 精 密 称 取 CA、DCA 和

DHCA约１０mg,甲醇溶解并定容至１０mL,混匀,配制成

质量浓度为１．０ mg/mL 的标准储备液,用２０％甲醇—

０．１％氨水溶液(体积分数)稀释为标准系列溶液.

１．３．２　样品前处理　鸡蛋均质后,精密称取２g(精确至

０．１mg)至５０mL离心管中,加入１０mL甲醇,振荡提取

１５min,１００００r/min离心３min,重复提取１次,合并上

清液.取３ mL 上清液过 PriME HLB 固相萃取柱,取

２mL上清液４５℃氮吹至近干,残渣用１．０mL体积分数

为２０％甲醇—０．１％氨水溶液复溶,过０．２２μm 微孔滤膜,

供 UPLCＧMS/MS测定.

１．３．３　液相色谱条件及质谱条件优化　选取 C８和 C１８色

谱柱(５０mm×２．１mm,３．０μm),比较不同色谱柱的分离

效果;对比研究不同流动相体系对目标化合物的分离度

和响应度,并研究目标化合物的溶剂效应,梯度洗脱程

序:０~０．５ min,８０％ A;０．５~１．０ min,８０％~１０％ A;

１．０~４．０min,１０％ A;４．０~４．１min,１０％~０％ A;４．１~

７．０min,９０％ A;柱温３０℃;流速０．２mL/min;进样体积

５μL.在 可 加 热 电 喷 雾 离 子 源 (HESI)下,喷 雾 电 压

２５００V;离子传输管温度３５０℃;鞘气压４．５８L/min;辅

助气压７．９７L/min,反吹气１．５L/min,通过标准物质优

化胆酸类药物质谱参数.

１．３．４　方法学研究　采用标准添加法,在空白鸡蛋基质

中添加适量浓度的胆酸及其衍生物混合标准溶液,经前

处理后测定,以胆酸及其衍生物峰面积信噪比S/N≥３
的最低浓度为检出限,峰面积信噪比S/N≥１０的浓度为

定量限.在空白鸡蛋中添加３个不同浓度的胆酸及其衍

生物混合标准溶液进行回收率试验,每个浓度进行３个

样品平行试验,重复３次,计算批间 RSD.

１．３．５　样品测定　应用试验建立的方法对市售３０批次

鸡蛋样品进行胆酸类药物及其衍生物检测.

２　结果与分析

２．１　色谱条件优化

选 取 Thermo Hypersil GOLD C８ (１００ mm ×

２．１mm,３ μm ) 和 Thermo Hypersil GOLD C１８

(１００mm×２．１mm,３μm)比较２种不同类型色谱柱对

胆酸及其衍生物的响应值和分离效果的影响.结果表

明,在以水—甲醇为流动相,梯度洗脱的条件下,C８色谱

柱保留能力较 C１８色谱柱的弱,ThermoHypersilGOLD

C８(１００mm×２．１mm,３μm)色谱柱的分离度较差,而

ThermoHypersilGOLDC１８(１００mm×２．１mm,３μm)色

谱柱的峰形较好,分离度高,响应度高,能够实现快速高

效检 测 目 的,因 此 选 择 Thermo HypersilGOLD C１８

(１００mm×２．１mm,３μm)色谱柱.

当甲醇为有机流动相时,响应度约为乙腈的２倍,因
此选择甲醇为有机流动相.当无机流动相为０．１％氨水

溶液时,胆酸化合物的响应度约为甲醇—０．１％甲酸水溶

液的１０倍,当无机流动相中氨水浓度逐步增加时,胆酸

化合物的响应度逐步减低,因此选择的最佳流动相为甲

醇—０．１％氨水溶液(体积分数)为流动相.

试验还比较了甲醇、５０％甲醇水溶液—０．１％氨水溶

液(体积分数)、２０％甲醇水溶液—０．１％氨水溶液(体积分

数)溶解混合标准溶液的溶剂效应.结果表明,以甲醇为
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溶剂的DHCA出现２个色谱峰,以５０％甲醇—０．１％氨水

溶液(体积分数)为溶剂的CA出现严重拖尾峰,因此选择

２０％甲醇—０．１％氨水溶液(体积分数)为溶剂溶解标准品

和复溶溶剂.

２．２　质谱条件优化

分别将１．０μg/mL的CA、DCA、DHCA标准品溶液经

过流动泵直接输入质谱仪,通过相对分子质量进行SIM 扫

描,切换正负离子扫描模式扫描,结果表明 CA、DCA 和

DHCA在ESI－ 模式下具有最高响应的[MＧH]－ 准分子离

子峰.CA具有类固醇结构,具有１个羧基和３个羟基,

DCA和 DHCA 是由羟基去氢离子或去氧离子形成,在

ESI－ 模式下 CA、DCA、DHCA 侧 链 的 羧 基 脱 氢 电 离 为

RＧCOO－ .分别确定 CA、DCA、DHCA 母离子的 m/z 为

４０７．４５,３９１．４５,４０１．３５,通过SRM 优化扫描,确定碰撞电压

和透镜电压等质谱参数,在最优质谱参数条件下SRM 扫

描得到多个子离子,选择响应最强的２个子离子作为定量

定性依据,得到了优化后的质谱条件.胆酸及其衍生物的

质谱检测参数见表１,在最优色谱条件和质谱条件下,胆酸

类及其衍生物标准溶液定量离子色谱图如图１所示.

表１　胆酸类药物质谱参数

Table１　MSparametersofcholicacidanalytes

化合物 定性离子对 定量离子对
碰撞电

压/eV

透镜电

压/V

CA ４０７．４５＞３４３．３７５ ４０７．４５＞３４３．３７５ ３３．２２ １９１

４０７．４５＞２８９．２９２ ３８．２８ １９１

DCA ３９１．４５＞３４５．３７５ ３９１．４５＞３４５．３７５ ３３．０１ １８１

３９１．４５＞３４３．３７５ ３８．５７ １８１

DHCA ４０１．３５＞３３１．３２１ ４０１．３５＞３３１．３２１ ２３．０４ １５９

４０１．３５＞２４９．２３８ ２９．８５ １５９

图１　胆酸类药物及衍生物定量离子质量色谱图

Figure１　Quantitativeionchromatogramofcholicacidanalytes

２．３　前处理条件优化

选择乙腈、甲醇、１％甲酸—乙腈(体积分数)、０．１％氨

水—乙腈(体积分数)、甲醇—乙腈(V甲醇 ∶V乙腈 为１∶１)

作为提取剂,比较提取效果.结果表明,上述提取剂提取

DHCA时,回收率均符合要求.当以乙腈、１％甲酸—乙

腈(体积分数)、０．１％氨水—乙腈(体积分数)作为提取剂

时,CA和 DCA 回收率≤３０％;当以甲醇—乙腈(V甲醇 ∶

V乙腈 为１∶１)为提取剂时,CA 和 DCA 回收率≤５０％;当

以甲醇为提取剂时,CA和 DCA回收率符合要求,因此选

择甲醇为鸡蛋中胆酸及衍生物的提取剂.

鸡蛋基质复杂,含有丰富的蛋白质和脂肪,净化处理

可有效提高其检测准确度.试验选用 PRiME HLB固相

萃取柱净化提取液,净化后溶液透明清澈,氮吹后无明显

干物质,表明除杂明显,净化效果明显.PRiME HLB固

相萃取柱可去除鸡蛋提取液中９５％以上的蛋白和磷脂等

基质干扰物,相比传统 HLB固相萃取柱,PRiMEHLB固

相萃 取 柱 无 需 活 化、平 衡、淋 洗 等 步 骤,净 化 时 间 由

５０min缩短至５min,大大提高了检验效率.复溶溶剂选

择２０％甲醇—０．１％氨水溶液(体积分数),可有效减少溶

剂效应,且不会溶解脂类物质,有效减少了基质干扰.

２．４　方法学研究

２．４．１　线性范围　分别精密量取混合标准使用液,用

２０％甲醇—０．１％氨水溶液(体积分数)稀释成质量浓度分

别为１,２,５,１０,２０,５０ng/mL的混合标准工作液,以特征

定量离子质量色谱峰面积为纵坐标,标准溶液质量浓度

为横坐 标,绘 制 标 准 曲 线.由 表 ２ 可 知,CA、DCA 和

DHCA在质量浓度为０．２~５００．０ng/mL范围内线性关

系良好,R２＞０．９９９.

２．４．２　检出限和定量限　采用标准添加法,在空白鸡蛋

基质中添加适量浓度的胆酸及其衍生物混合标准溶液,

经前处 理 后 测 定,以 胆 酸 及 其 衍 生 物 峰 面 积 信 噪 比

S/N≥３的最低浓度为检出限,峰面积信噪比S/N≥１０

表２　胆酸类药物线性方程及相关系数

Table２　Linearequationandcorrelationcoefficient

ofcholicacidanalytes

化合物
线性范围/

(ng􀅰mL－１)
回归方程 R２

CA ０．２~５００．０ Y＝２３９１．５５X－４９０９．９４ ０．９９９７

DCA ０．２~５００．０ Y＝５２２６．４８X－１２３４３．６ ０．９９９７

DHCA ０．２~５００．０ Y＝５４７１．２３X－１４２２６．２ ０．９９９６

０４
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的浓度为定量限.结果表明,CA、DCA 和 DHCA 的检出

限为１．０μg/kg,定量限为３．３μg/kg.

２．４．３　精密度和准确度　在空白鸡蛋中添加３个不同浓

度的胆酸及其衍生物混合标准溶液进行回收率试验,计

算 RSD,结果见表３.由表３可知,CA为１~１０μg/kg浓

度范围 内 回 收 率 为 ９３．７％ ~９９．１％,RSD 在 ３．５％ ~

９．２％;DCA 在 １~１０ μg/kg 浓 度 范 围 内 回 收 率 为

９５．４％~１０２．５％,RSD 为 ３．４％ ~６．６％;DHCA 在 １~

１０μg/kg浓度范围内回收率为９５．７％~９８．５％,RSD 为

１．８％~３．７％;加标回收率和 RSD均符合中国兽药残留

检测技术规范要求.

表３　不同浓度胆酸类药物加标回收率和精密度

Table３　Averagerecoveriesandprecisionsofcholic

acidanalytes(n＝６)

化合物

１．０μg/kg

回收

率/％

RSD/

％

３．０μg/kg

回收

率/％

RSD/

％

１０．０μg/kg

回收

率/％

RSD/

％

CA ９３．７ ９．２ ９８．５ ６．２ ９９．１ ３．５

DCA ９５．４ ４．８ ９７．３ ６．６ １０２．５ ３．４

DHCA ９５．７ ３．７ ９５．８ １．８ ９８．５ ２．７

２．４．４　实际样品测定　应用试验建立的方法对市售的

３０批次鸡蛋样品进行胆酸类药物及其衍生物的检测,结

果表明:鸡蛋中未检出 DCA 和 DHCA,２８批次样品中均

检出CA,１５批次样品中CA含量＜１０．０μg/kg,最低含量

为１．０６μg/kg,１３批次样品中 CA 含量＞１０．０μg/kg,最

高含量为１２８μg/kg.

３　结论

研究建立了 UPLCＧMS/MS同时测定鸡蛋中胆酸及

其衍生物的检测分析方法,该方法前处理简单高效,灵敏

度和准确度高,可为鸡蛋中胆酸、去氧胆酸和去氢胆酸提

供定量定性方法.研究将胆酸及其衍生物的检测范围扩

展至鸡蛋基质,通过检测发现不同鸡蛋中胆酸含量存在

较大差异,高含量胆酸鸡蛋中胆酸来源是内源性还是饲

料添加后残留仍需进一步研究.
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