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［摘　要］　建立了高效液相色谱－串联质谱（ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）测定熟制鸡肉制品中金刚烷胺的分

析方法。样品用乙腈提取，ＰＸＣ小柱净化，经Ｃ１８色谱柱分离，以电喷雾离子源（ＥＳＩ）在正离子多反

应监测（ＭＲＭ）模式下进行测定，内标法定量。金刚烷胺的检出限为 ０．０５μｇ／ｋｇ，定量限为

０．１５μｇ／ｋｇ，在０．３～１５０μｇ／Ｌ范围内线性关系良好，相关系数ｒ２为０．９９９２。对于４种不同的熟制

鸡肉制品，在４个加标水平下的平均回收率范围为８７．２％～９４．８％，批内精密度（ｎ＝６）为６．７％～

１０．０％，批间精密度（ｎ＝３）为８．５％～１３．６％。该方法灵敏度高，准确性好，适用于熟制鸡肉制品中

金刚烷胺残留量的测定。
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ｔｒｏｍｅｔｒｙ（ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）

　　金刚烷胺是最早用于抑制流感病毒的抗病毒

药，在抑制人流感病毒方面，金刚烷胺具有价格低

廉，效果明显等特点。２０１２年 １２月我国爆发“速

生鸡”事件，曝光鸡在饲养过程中被违规喂食金刚

烷胺抗病毒药物，该药物滥用不仅造成鸡肉风味和

品质的下降，更会导致细菌耐药性的发生和药物残

留，并通过食物链影响人类健康和破坏生态平衡，

造成严重不良后果。农业部在２００５年发布第５６０

号公告中，明确规定抗病毒药物为禁用兽药［１］。由

于熟制鸡肉制品大多经过油炸工序且包裹面粉，基

质比较复杂，检测难度较大，因此建立一种简单、实

用、准确、高效的测定熟制鸡肉制品中金刚烷胺含

量检测方法，具有重要意义。

目前，文献报道的金刚烷胺测定方法主要有荧

光分光光度法［２］
%

气相色谱法［３－５］、液相色谱

法［６－９］、液相色谱 －串联质谱法（ＨＰＬＣ－ＭＳ／

ＭＳ）［１０－１１］，荧光分光光度法干扰因素较多，测量精

密度差，气相色谱法需衍生后检测，液相色谱法灵

敏度较低且无法提供结构信息，ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法

可提供待测物的结构信息，具有较高的灵敏度和选

择性。本文采用ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法，对前处理过程

中固相萃取柱的实验条件及各影响因素进行了较

为深入的探讨，采用优化的方法对熟制鸡肉制品中

金刚烷胺的含量进行了实际检测和验证。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂　超高效液相色谱仪（日本岛津

公司）；３２００三重四极杆质谱仪，配有电喷雾离子

源（ＥＳＩ）（美国ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司）；ＰＸＣ固相

萃取小柱（１５０ｍｇ，６ｍＬ，迪马公司）；ＴｕｒｂｏＶａｐＬＶ

浓缩工作站为美国 Ｂｉｏｔａｇｅ公司；ＳＡ３００振荡器（日

本Ｙａｍａｔｏ公司）；固相萃取装置（天津海洋玻璃仪

器厂）；涡旋混匀器（美国 ＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＩｎｄｕｓｔｒｉｅｓ公

司）；真空泵（津腾公司）。

金刚烷胺标准品（ＴｏｒｏｎｔｏＲｅｓｅａｒｃｈＣｈｅｍｉｃａｌｓ

公司，纯度９９．５％）；金刚烷胺内标标准品（Ｔｏｒｏｎｔｏ

ＲｅｓｅａｒｃｈＣｈｅｍｉｃａｌｓ公司，纯度９９．５％）；所用溶剂

或其他试剂均为分析纯或色谱纯；所用水为超

纯水。

标准溶液的配制：准确称取１０ｍｇ金刚烷胺标

准品，用甲醇溶解并完全转移至１０ｍＬ容量瓶中，

用甲醇定容至刻度，配制成１０００ｍｇ／Ｌ储备液，于

４℃条件下储存。

内标溶液的配制：准确称取１０ｍｇ金刚烷胺内

标标准品，用甲醇溶解并完全转移至１０ｍＬ容量瓶

中，用甲醇定容至刻度，配制成１０００ｍｇ／Ｌ储备液，

于４℃条件下储存。

１．２　样品的提取与净化　称取 ２ｇ（精确至

０．０１ｇ）样品至５０ｍＬ塑料离心管中，加入适量内

标溶液，加入１０ｍＬ乙腈，在振荡器上振荡２０ｍｉｎ，

高速离心５ｍｉｎ（１５０００ｒ／ｍｉｎ）。将上清液转移至装

有１０ｍＬ５％三氯乙酸溶液的塑料离心管中，混匀

后将样品溶液加载至预先用５ｍＬ甲醇和１０ｍＬ水

活化过的ＰＸＣ固相萃取小柱上。待样品溶液全部

过柱后，分别用５ｍＬ水和５ｍＬ甲醇淋洗，弃去全

部流出液，用真空泵减压抽干，然后用５ｍＬ氨水 －

甲醇 －乙酸乙酯（５＋４７．５＋４７．５，Ｖ／Ｖ／Ｖ）溶液洗

脱，收集洗脱液于氮吹管中，向其中加入２０μＬ甲

酸，５０℃氮气吹干，用１ｍＬ乙腈 －水（２５＋７５，Ｖ／

Ｖ）溶液溶解残渣，过０．２μｍ水系滤膜，供液相色

谱－串联质谱测定。

１．３　液相色谱与质谱条件　色谱柱：ＡｔｌａｎｔｉｓＴ３色

谱柱（１５０ｍｍ×２．１ｍｍ，３μｍ）；流速０．２ｍＬ／ｍｉｎ；

进样量 ２０μＬ；柱温 ４０℃；流动相 Ａ：甲酸 －水

（１＋９９９，Ｖ／Ｖ）溶液；流动相 Ｂ：乙腈。梯度洗脱条

件为：初始流动相 Ａ为 ９８％，４ｍｉｎ后变为 ９６％，

５ｍｉｎ后降为６０％，８ｍｉｎ后降为５０％，８．１ｍｉｎ升至

９８％，保持至１３ｍｉｎ。

离子源：电喷雾离子源；扫描方式：正离子扫
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描；检测方式：多反应监测（ＭＲＭ）；电喷雾电压

（ＩＳ）：５３００Ｖ；雾化气（ＮＥＢ）压力：０．５ＭＰａ；气帘气

（ＣＵＲ）压力：０．３５ＭＰａ；辅助气（ＡＵＸ）压力：

０．７ＭＰａ；辅助气温度（ＴＥＭ）：５００℃；碰撞室出口

电压（ＣＸＰ）：３．２Ｖ；金刚烷胺及金刚烷胺内标定量

离子对、定性离子对、碰撞能量、去簇电压、保留时

间，见表１所示。金刚烷胺及内标的ＭＲＭ色谱图见

图１。
表１　金刚烷胺及内标的质谱实验条件

组分名称 监测离子对（ｍ／ｚ） 定量离子对（ｍ／ｚ） 碰撞气能量（ＣＥ）／ｅＶ 去簇电压（ＤＰ）／Ｖ 保留时间／ｍｉｎ

金刚烷胺
１５２．２／１３５．２

１５２．２／１０７．１
１５２．２／１３５．２

２５ ４０

３７ ４０
７．７５

金刚烷胺内标
１５８．３／１１２．２

１５８．３／１４１．２
１５８．３／１４１．２

２６ ４０

３７ ４０
７．７５

图１　金刚烷胺（Ａ）及内标（Ｂ）的ＭＲＭ色谱图（空白基质添加，浓度均为０．３μｇ／ｋｇ）

２　结果与分析
２．１　提取条件的选择　参考文献报道的实验条
件，分别使用甲醇 －１％三氯乙酸（５０＋５０，Ｖ／Ｖ）、
乙腈－１％三氯乙酸（５０＋５０，Ｖ／Ｖ）、甲醇 －５％三
氯乙酸（５０＋５０，Ｖ／Ｖ）、乙腈 －５％三氯乙酸（５０＋
５０，Ｖ／Ｖ）、甲醇和乙腈作为提取液，空白基质添加
０．１５μｇ／ｋｇ，通过回收率来对比提取效果，结果如
图２。可见，采用乙腈提取的回收率最高，因而本方
法选择乙腈作为提取液。

图２　提取液对金刚烷胺回收率的影响

２．２　净化条件的选择　实验采用空白样品加标的
方式，考察了三种固相萃取柱小柱 ＨＬＢ、ＭＣＸ和
ＰＸＣ的净化效果和回收率情况，结果表明，采用
ＭＣＸ和 ＰＸＣ的净化效果具有较好的样品净化效
果，可除去熟制鸡肉制品样品中大量的脂肪、蛋白

质等干扰物。而ＰＸＣ小柱的回收率比 ＭＣＸ高，因
而实验选择ＰＸＣ为净化柱。
２．３　洗脱液的选择　取 ２５ｍＬ提取液，加入
０．１μｇ／ｍＬ金刚烷胺标准１００μＬ，混匀后分别取出
５ｍＬ过ＰＸＣ固相萃取小柱，待样液全部过柱后，分别
用５ｍＬ水和５ｍＬ甲醇淋洗小柱，抽干，分别用５ｍＬ
５％氨水甲醇、５％氨水甲醇－乙酸乙酯（４∶１）、５％氨
水甲醇－乙酸乙酯（１∶１）、５％氨水甲醇－乙酸乙酯
（１∶４）这４种洗脱液进行洗脱，比较它们的响应值，
结果如图３所示，５％氨水甲醇－乙酸乙酯（１∶１）响
应值最高，因此本方法选择５％氨水甲醇－乙酸乙酯
（１∶１）为洗脱液。

进一步对洗脱溶液用量进行了优化和选

择，分别用 ３、４、５、６、７、８ｍＬ的 ５％氨水甲醇
－乙酸乙酯（１∶１）洗脱液洗脱，比较它们的响
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图３　洗脱液的对金刚烷胺响应的影响

应值，结果表明，用 ５ｍＬ洗脱液即可洗脱完
全，因而实验选择洗脱溶液用量为 ５ｍＬ。
２．４　甲酸加入量的选择　实验发现，洗脱液浓缩
定容后测定，金刚烷胺的响应明显降低。而在洗脱

液中加入一定体积的甲酸，再进行浓缩，则目标物

响应良好。实验考察了洗脱液中加入不同含量的甲

酸条件下金刚烷胺的回收率。取５０ｍＬ洗脱液，加
入０．１μｇ／ｍＬ金刚烷胺标准２００μＬ，混匀后分别取
出５ｍＬ添加０、１０、２０、３０、４０、５０μＬ的甲酸，然后进
行吹干，定容，液相色谱串联质谱测定，比较其响应

值，结果如图４所示，在洗脱液中加入２０μＬ甲酸响
应值最高，因而实验选择甲酸加入量为２０μＬ。
２．５　方法的检出限、线性范围及回收率　在优化条
件下，用阴性样品按１．２项制作空白基质，配制浓
度分别为０．３、１．５、３．０、６．０、１５．０、３０．０、６０．０、

图４　甲酸含量对金刚烷胺响应的选择

１５０．０μｇ／Ｌ的金刚烷胺基质标准工作液，上机测
试。以金刚烷胺的质量浓度Ｘ（μｇ／Ｌ）为横坐标，以
金刚烷胺与内标的峰面积比Ｙ为纵坐标，绘制标准
曲线，得到线性回归方程 Ｙ＝１．５６Ｘ＋０．０１８２及相
关系数ｒ２＝０．９９９２，线性范围为０．３～１５０μｇ／Ｌ。

根据６个空白熟制鸡肉制品样品的基线噪音值
求其平均值，按信噪比Ｓ／Ｎ＝３计算检出限（ＬＯＤ），
信噪比Ｓ／Ｎ＝１０计算定量限（ＬＯＱ），得鸡肉中金刚
烷胺的ＬＯＤ为０．０５μｇ／ｋｇ、ＬＯＱ为０．１５μｇ／ｋｇ。

选取鸡腿肉、鸡胸肉、鸡翅、鸡皮这４种常见熟
制鸡肉制品，在重复性条件下分别进行０．１５、０．３０、
０．７５、１．５０μｇ／ｋｇ四个水平的加标回收率实验，每个
水平平行测定６次，并重复３批次，结果见表２。结果
表明，本方法的平均回收率范围为８７．２％～９４．８％，
批内精密度（ｎ＝６）为６．７％ ～１０．０％，批间精密度
（ｎ＝３）为８．５％～１３．６％。

表２　熟鸡肉制品中金刚烷胺的回收率、批内精密度及批间精密度
基质 添加浓度／（μｇ·ｋｇ－１） 平均回收率／％ 批内精密度（ｎ＝６）／％ 批间精密度（ｎ＝３）／％

鸡腿肉

０．１５ ９２．６ １０．０ １３．１
０．３０ ９３．９ ９．５ １１．４
０．７５ ９２．１ ９．９ １０．９
１．５０ ８８．３ ７．６ ８．５

鸡胸肉

０．１５ ８９．６ ８．２ １２．８
０．３０ ９１．３ ８．９ １０．３
０．７５ ９３．２ ９．８ １１．１
１．５０ ８７．２ ６．７ ９．３

鸡翅

０．１５ ９２．７ ８．０ １３．６
０．３０ ９４．３ ９．８ １２．１
０．７５ ９３．６ ９．３ １０．８
１．５０ ８９．１ ６．８ １０．６

鸡皮

０．１５ ９４．８ ８．４ １１．８
０．３０ ９４．８ ８．３ １２．２
０．７５ ９３．３ ９．５ ９．８
１．５０ ８９．５ ６．９ １０．５
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３　讨论与小结
本文针对目前研究较少的熟制鸡肉品，建立了

其中金刚烷胺检测的高效液相色谱－串联质谱法。
先前报道的金刚烷胺检测方法［１１－１２］，大多检测生

鸡肉样品，基质较为简单、单一，且方法定量限在

１．０～４．０μｇ／ｋｇ之间。本文方法在优化的条件下
定量限为０．１５μｇ／ｋｇ，相较上述方法［１３－１４］具有更

高的灵敏度。

样品前处理的改进是本文技术创新的重点，针

对熟制鸡肉制品的特性，选择固相萃取的前处理方

式，对样品的提取条件、净化参数等进行了详细的

考察和优化，发现影响熟制鸡肉品中金刚烷胺回收

率的关键因素为乙腈提取和洗脱液浓缩前甲酸的

加入量，通过该实验条件的选择和优化，使得本方

法具有较低的检出限，并获得良好的回收率和精密

度。本文所建立的方法具有较高的灵敏度和准确

度，适用于各种熟制鸡肉制品中金刚烷胺的测定。
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