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液质联用法测定鲜蛋黄中的棉酚 
 

施琦贻 

（上海市食品研究所，上海 200235） 

摘要：采用 HPLC-ESI-MS/MS 联用技术，检测鲜蛋黄中的棉酚残留。样品经丙酮提取后，以 C18 柱为液相分离柱，以甲醇和

1%甲酸为流动相，多反应监测模式测定棉酚，定性定量离子对分别为 517.4/259.3、517.4/231.3。棉酚含量在 1 ng/mL~100 ng/mL 范围

内具有良好的线性关系，测定下限（10 S/N）为 1 ng/mL。以鲜蛋黄为基体，加入 3 种不同浓度水平的棉酚做加标回收试验，回收率

在 85%~100%之间，相对标准偏差（n=6）小于 10%。该方法操作简单，结果准确，重现性好。 
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Abstract: Determination of gossypol in egg yolk samples was studied by using HPLC-ESI-MS/MS.  The sample was extracted with 

acetone and analyzed on a C18 column using methanol and 1% formic acid as mobile phase. The monitoring ions of gossypol were 

517.4/259.3 and 517.4/231.3 in the multiple reaction monitoring mode (MRM). Linear relationship between values of peak area and mass 

concentration of gossypol was obtained in the range of 1 ng/mL~100 ng/mL, with lower limit detection (10 S/N) of 1 ng/mL. Recovery test was 

made by addition of standard gossypol with different concentrations. The recovery was found in the range of 85%-100%. RSD was found to be 

less than 10% (n=6). The method was simple, sensitive, accurate and repeatable. 
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棉酚(gossypol)，是锦葵科植物草棉、树棉或陆地

棉成熟种子、根皮中提取的一种多元酚类物质，经提

纯精制后的棉酚呈嫩黄色，是含有六个羟基的多环醛，

分子式为C30H30O8，相对分子质量为518.56。棉酚是棉

籽油，棉籽饼中的主要有毒物质，在加工生产棉籽油

和棉籽饼时，棉酚是必须被去除的有毒物质。如果农

民使用了未彻底去除棉酚的棉籽饼的劣质饲料，鸡蛋

中可能有棉酚的残留，长期食用会危害到人体健康。 
目前对棉酚的检测，主要是采用高效液相色谱法

[1-3]、紫外分光光度法[4]等。但液相色谱法和分光光度

法的检出限一般为0.1~1 µg/mL，而本文采用的液质联

用法在检测痕量残留时具有很大的优势[5~6]，该法的检

出限为1 ng/mL，能更加灵敏的检测出蛋黄中的棉酚残

留。 

1  实验部分 

1.1  仪器试剂 
分析天平；超声器；离心机；氮吹仪；涡旋振荡

器；液相色谱串联四级杆质谱仪（Waters- Quattro 
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Micro）；0.22 μm 滤膜。甲醇（色谱纯）；甲酸（色

谱纯）；丙酮（优级纯）；棉酚（Dr.Ehrenstorfer，纯

度 98%）；超纯水（美国 Millipore）。 
1.2  仪器条件 

色谱柱：SunfireTmC18 (100 mm×2.1 mm, 3.5 µm)；
柱温：30 ℃；进样量：10 µL；流动相：甲醇-1%甲酸

水溶液(90:10)；流速：0.2 mL/min。 
电喷雾离子源(ESI)负离子扫描模式；毛细管电

压：2.5 kV；二级锥孔电压：3.0 V；离子源温度：120 ℃；

脱溶剂气温度：350 ℃；脱溶剂气流量：500 L/h；锥

孔反吹气流量：50 L/h。定性、定量离子对、滞留时

间、锥孔电压、碰撞能量见表1。 
1.3  样品制备和测定 

表1 棉酚的监测离子对 

Table 1 Monitoring ions of gossypol 

母离子

/(m/z) 

子离子

/(m/z)

滞留时间/s 

Dwell 

锥孔电压/V 

Cone 

碰撞电压/V

Col. Energy 

517.4 
231.3 0.5 50 40 
259.3 0.5 50 35 

注：517.4/231.3 为定量离子对。 

称取搅拌均匀的鲜蛋黄样品 1 g 于离心管中，加
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入丙酮 5 mL，超声提取 10 min，以 4000 r/min 离心 5 
min，收集上清液，重复 3 次，将上清液于 40 ℃氮吹

吹干，用 2 mL 流动相定容，过 0.22 µm 微孔滤膜待测。

同时配置棉酚标准溶液工作曲线，外标法定量。 

2  结果与讨论 

2.1  提取溶剂的选择 
棉酚能溶于大多数有机溶剂，如丙酮、乙醚、氯

仿、甲醇等，较难溶于甘油、环己烷和苯，不溶于石

油醚和水。实验比较了甲醇、乙腈、丙酮等不同溶剂

对蛋黄中棉酚的提取效果，3种溶剂提取回收率均大于

90%，但甲醇和乙腈的极性均大于丙酮，提取液的杂质

较多，较浑浊，故采用丙酮作为提取溶剂。 
2.2  流动相的选择 

棉酚是一种多酚羟基联萘醛类化合物，该结构中

较多的氢键基团使其与C18柱上的残余硅羟基相互作

用，产生吸附，不易洗脱。在流动相中加入 1%甲酸，

降低了 pH 值，抑制了棉酚上的酚羟基的解离，使棉

酚色谱峰峰形良好。负离子模式下一般较少使用酸性

流动相，可能是为了避免产生离子抑制降低灵敏度，

但也有国标法使用甲酸(FA)的案例[7]，因此甲酸对电

离影响较小，而容易产生离子抑制的主要有离子对试

剂三氟乙酸(TFA)。图 1 是浓度 10 ng/mL 的棉酚标准

溶液 MRM 图。 
 

图1 10 ng/mL棉酚的MRM图 

Fig.1 MRM spectrum of gossypol (10 ng/mL) 

2.3  质谱条件的优化 
棉酚的结构中含有较多的酚羟基，有一定的极性，

适合采用电喷雾ESI离子源。酚羟基呈弱酸性，容易先

失去H，故采用负离子模式，并且负离子模式下背景干

扰低。实验将1 µg/mL的棉酚以20 µL/min的速度直接引

入质谱仪，选择棉酚的准分子离子(m/z)517 [M-H]进行

质谱参数扫描，离子对517.4/231.3响应比较高，为定量

离子对；517.4/259.3为定性离子对，见图2，优化后的

质谱条件见1.2。 

 
图2 棉酚的离子扫描图 

Fig.2 Ion scanning spectrum of gossypol 

2.4  标准曲线与检出限 
 

图3 1 ng/mL棉酚的MRM图 

Fig.3 MRM spectrum of gossypol (1 ng/mL) 

吸取一定量的棉酚标准工作液，加入空白基质溶

液，配制成浓度为 1、2、5、10、20、50、100 ng/mL
的棉酚标准工作曲线。以棉酚质量浓度(X)对相应棉酚

峰面积 (Y)进行线性回归，得到线性回归方程
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Y=3.23X+0.0472，相关系数 0.9992，图 3 是 1 ng/mL
棉酚标准溶液的MRM图，其信噪比(S/N)＞10，可将

检出限定为 1 ng/mL。 
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2.5  精密度与回收率 
表2 回收率与精密度测定结果(n=6) 

Table 2 Results of precision and recovery tests(n=6) 

棉酚 
基质含量 

/(ng/mL) 

标准加入 

量/(ng/mL) 

平均测定值

/(ng/mL) 

平均回

收率/%

精密度

RSD%

鲜蛋黄 
0 1 0.85 85 9.6 

0 5 4.5 90 6.5 
0 10 9.6 96 6.0 

分别在 1 g 空白鲜蛋黄样品中加入棉酚标准工作

液，使其含量分别为 1、5、10 ng/mL，按 1.3 节处理

样品并进行检测。所得峰面积和对应浓度的标准品峰

面积之比，即为回收率。按上述方法每个浓度各平行

分析 6 次，计算精密度 RSD%，结果见表 2。图 4 为

阴性样品MRM图，图5为加标浓度10 ng/mL的MRM
图。 

3  结论 

本文建立了应用液质联用法测定鲜蛋黄中的棉

酚残留。根据研究结果, 采用电喷雾负离子模式离子

化、多反应监测模式测定棉酚，定性定量离子对分别

为 517.4/259.3、517.4/231.3 外标法定量。棉酚含量在

1 ng/mL~100 ng/L 范围内具有良好的线性关系，测定

下限（10 S/N）为 1 ng/mL。以鲜蛋黄为基体，加入 3
种不同浓度水平的棉酚做加标回收试验，回收率在

85%~100%之间，相对标准偏差（n=6）小于 10%。该

方法快速简单，结果准确，重现性好。 
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