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丹磺酰氯衍生-液相色谱-串联质谱法检测野生菌
鹅膏蕈氨酸和毒蝇母

徐小民，蔡增轩，许娇娇，郑熠斌，陈苘，韩见龙

浙江省疾病预防控制中心理化与毒理检验所，浙江 杭州 310051

摘要：目的 建立丹磺酰氯（DNSCl）衍生-液相色谱-串联质谱（LC-MS/MS）检测野生菌中鹅膏蕈氨酸（IBA）和毒

蝇母（MUS）法，为毒蘑菇中毒事件的病因鉴定提供技术支持。方法 样品用盐酸溶液超声提取 10 min，离心后加

0.38 mL水、0.5 mL 5%NaHCO3溶液和 0.6 mL 30 mmol/L DNSCl丙酮溶液进行双分子DNSCl衍生化，于 60 ℃反应

30 min，经乙腈稀释和沉淀无机盐后，采用Waters XBridgeTM BEH C18色谱柱分离，LC-MS/MS测定 IBA和MUS（多反

应监测模式）。结果 野生菌中 IBA和MUS在 0.5 ~ 250 mg/kg范围内线性关系良好，相关系数分别为 0.997和 0.999；
检出限分别为 0.15 mg/kg和 0.1 mg/kg。在 0.5、10、250 mg/kg水平下 IBA回收率为 84.5%～102.0%，相对标准偏差

（RSD）为 4.7%～8.6%；MUS回收率为 88.6%～95.4%，RSD为 4.9%～7.5%。结论 通过优化提取和双分子DNSCl衍生

化反应等前处理条件，采用LC-MS/MS法可以快速准确测定野生菌中的 IBA和MUS。
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Determination of ibotenic acid and muscimol in wild mushroom by dansyl
chloride derivatization-liquid chromatography-tandem mass spectrometry

XU Xiaomin, CAI Zengxuan, XU Jiaojiao, ZHENG Yibin, CHEN Qing, HAN Jianlong
Department of Physicochemical and Toxicology, Zhejiang Provincial Center for Disease Control and Prevention, Hangzhou,

Zhejiang 310051, China

Abstract: Objective To develop an analytical method of ibotenic acid (IBA) and muscimol (MUS) in wild mushroom
by dansyl chloride (DNSCl) derivatization-liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS), and to provide
technical support for etiological identification of mushroom poisoning events. Methods The sample was extracted with
hydrochloric acid solution, derived by bimolecular DNSCl, diluted and inorganic salts precipitated with acetonitrile. The
extract was separated by a waters XBridgeTM BEH C18 column and measured by LC-MS/MS. Results The limits of
detection for IBA and MUS in wild mushroom were 0.15 mg/kg and 0.1 mg/kg, respectively. Good linear relationship
was obtained for IBA and MUS at the range of 0.5-250 mg/kg with the correlation coefficient of 0.997 and 0.999,
respectively. The average recoveries at three spiking levels were 84.5%-102.0% with relative standard deviations (RSDs,
n=6) of 4.7%-8.6% for IBA. The average recoveries were 88.6%-95.4% with RSDs (n=6) of 4.9%-7.5% for MUS.
Conclusion The optimized sample extraction and bimolecular DNSCl derivatization conditions can achieve rapid and
accurate analysis of IBA and MUS in wild mushroom poisoning sample.
Keywords: wild mushroom; ibotenic acid; muscimol; dansyl chloride; liquid chromatography-tandem mass spectrometry

鹅膏蕈氨酸 （ibotenic acid， IBA） 和毒蝇母

（muscimol，MUS）具有神经毒性［1］，多存在于毒蝇

鹅膏和豹斑鹅膏等鹅膏属毒蘑菇中［2］，中毒症状包

括头晕、紧张、感知改变、肌肉抽搐和四肢麻木等，

重症者可出现昏迷［3］。中毒事件发生时需快速检测

毒素，为病因鉴定和临床救治提供依据［4］。IBA 是一

种氨基酸，MUS 是 IBA 的脱羧衍生物，均为极性小

分子化合物，在反相 C18 柱中分离效果较差，采用

离子对试剂可改善色谱保留能力，但会污染质谱系
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统［5-6］。有研究采用毛细管电泳或亲水作用色谱柱有

效分离 IBA 和 MUS，但 IBA 和 MUS 分子量小，易

受样品基质干扰，并且在用液相色谱-串联质谱

（liquid chromatography - tandem mass spectrometry，
LC - MS / MS） 检测时， IBA （159→113） 或 MUS
（115→98） 均只有一个离子通道，定性确证困

难［7-9］。有研究进一步采用丹磺酰氯 （dansyl chlo⁃
ride，DNSCl）对氨基的单分子衍生化和羧基的乙基

化反应实现了 2 种毒素的准确测定，但 2 步衍生化

反应操作烦琐［10］。本研究拟利用 IBA 或 MUS 异噁

唑环上的羟基与氨基的 DNSCl 反应活性，建立双分

子 DNSCl 一步衍生法，并对样品提取、衍生化反应

和色谱分离条件等进行优化。现报道如下。

1 材料与方法

1.1 仪器与试剂 LCMS-8060 液相色谱-串联四极

杆质谱仪（日本岛津公司）；超纯水装置（美国 Mil⁃
lipore 公司）。 IBA （95%）、MUS （98%）、DNSCl、
碳酸氢钠（NaHCO3）、盐酸和甲酸铵（美国 Sigma-
Aldrich 公司）；丙酮和乙腈（色谱纯，美国 TEDIA
公司）；甲酸（色谱纯，美国 ROE Scientific 公司）。

除非特别说明，试剂和溶剂均为分析纯。野生菌样品

在浙江地区采集得到。

1.2 LC-MS/MS 条件 XBridgeTM BEH C18 色谱柱

（3.0 mm×150 mm，2.5 μm，美国 Waters 公司），柱

温 30 ℃；进样体积 2.0 μL；流速 0.4 mL/min；流动

相：10 mmol/L 甲酸/ 6 mmol/L 甲酸铵水溶液（A）；

乙腈 （B）；梯度洗脱程序：0 ~ 6.0 min，40%B~
90%B； 6.0 ~ 8.5 min， 90% B； 8.5 ~ 9.0 min，
90%B~40%B；9.0 ~ 12.5 min，40%B。

电喷雾离子源正离子模式 （ESI+）；脱溶剂管、

MS 接口和加热块温度分别为 250 ℃、 300 ℃和

400 ℃；接口电压：4 kV；碰撞气：氩气（270 kPa）；
加热气：空气，10 L/min；雾化气和干燥气：氮气，

流速分别为 3 L/min 和 10 L/min。采用多反应监测模

式 （multiple reaction monitoring， MRM），见表 1。
IBA-2DNS 和 MUS-2DNS 的子离子扫描范围均为

m/z 100~700，碰撞能量均为 23 eV。

1.3 样品前处理 新鲜野生菌匀浆，混匀，称取 1 g
样品于 15 mL 具塞试管中，加 9 mL 0.05 mol/L 盐酸

溶液混匀，室温超声提取 10 min，加提取溶剂定容

到 10 mL，混匀，以半径 8.46 cm，10 000 r/min 离

心 2 min，取 0.02 mL 上清液于 2 mL 刻度离心管中，

加 0.38 mL 水、0.5 mL 5%NaHCO3 溶液和 0.6 mL

30 mmol/L DNSCl 丙酮溶液（81 mg DNSCl+9 mL 丙

酮，超声溶解，定容至 10 mL），混匀、密封试管，

于 60 ℃反应 30 min。冷却至室温，加 50 μL 50%
盐酸中和，用丙酮定容至 1.5 mL，混匀。取 0.15 mL
反应液，加 0.85 mL 乙腈混匀，经 0.22 μm 膜过滤

后，LC-MS/MS 测定。

1.4 方法优化试验

1.4.1 优化超声提取时间 分别测定样品超声提取

5、10、20 和 30 min 时 IBA 和 MUS 的回收率，选

择回收率较高时对应的超声提取时间。

1.4.2 优化双分子 DNSCl 衍生化反应条件 分别选

择 NaHCO3 浓度为 1%、2%、3%、4%、5%、6%、

8%、 10% 和 12%，DNSCl 体积为 0.2、 0.3、 0.4、
0.5、0.6 和 0.8 mL，反应时间为 10、20、30、40 和

60 min （分别在室温和 60 ℃），选择 DNSCl 反应效

率较高时对应的反应条件。每个反应条件平行测定 3
次。其他条件同 1.3。
1.4.3 优化色谱分离条件 分别采用 10 mmol/L 甲

酸-乙腈、6 mmol/L 甲酸铵-乙腈和 10 mmol/L 甲

酸/ 6 mmol/L 甲酸铵-乙腈等流动相组合进行色谱分

析。其他条件同 1.2。
1.5 方法学验证

1.5.1 标准曲线绘制 采用 50% 乙腈/水分别配制浓

度为 100 µg/mL 的 IBA 和 MUS 单一标准储备溶液。

用水逐级稀释后配制浓度为 0.1 µg/mL 和 10 µg/mL
的混合标准使用液。吸取适量混合标准使用液，用水

配制成 IBA 和 MUS 浓度均为 0.01～5 µg/mL 混合标

准系列溶液。每个含 300 µL 纯水的 2 mL 离心管中

添加 100 µL 的 0.01～5 µg/mL 混合标准系列溶液

（1～500 ng，相当于野生菌中浓度为 0.5～250 mg/kg），
加 0.5 mL 5% NaHCO3 溶液和 0.6 mL 30 mmol / L
DNSCl 丙酮溶液，混匀、密封试管，之后操作同野

生菌样品。在优化的分析条件下测定，以定量离子对

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。以 3 倍信噪比时的样品添加浓度为方法

检出限，以 10 倍信噪比时的样品添加浓度为方法定

量限。

表 1 IBA 和 MUS 双分子 DNS 衍生化的 MRM 条件

毒素

IBA
MUS

分子量

158
114

衍生产物

IBA-2NDS
MUS-2DNS

母离子

（m/z）
625
581

子离子

（m/z）
391a/346
347a/234

碰撞能量

（eV）
23/20
23/26

注：a表示定量离子。
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1.5.2 基质效应 在 10 mg/kg 的添加水平下评估野

生菌样品（以假褐云斑鹅膏菌为空白基质）的基质效

应。基质效应值=100×（基质中峰面积/纯溶剂中峰面

积）。该值接近 100% 表示无基质效应，大于或小于

100% 表示基质增强或抑制效果。

1.5.3 日内和日间精密度检测 在空白基质中按 0.5、
10 和 250 mg/kg 3 个浓度水平添加，进行日内和日间

精密度检测。每个添加水平进行 6 次平行试验。

2 结 果

2.1 实验条件优化

2.1.1 样品超声提取时间 以 0.05 mmol/L 盐酸溶液

为提取剂，发现超声提取 10 min 后，IBA 和 MUS
的回收率均超过 95%。因此本试验超声提取时间选

择 10 min。
2.1.2 双分子 DNSCl 衍生化反应条件 随着 NaH⁃
CO3 浓度的增加， IBA 和 MUS 响应值先增加后降

低，当 NaHCO3 浓度为 5% 时 （pH=8.5）， IBA 和

MUS 的 DNSCl 反应效率最高，见图 1。DNSCl 体

积增加到 0.6 mL 时，IBA 和 MUS 的 DNSCl 反应效

率最高，见图 2。衍生化温度为 60 ℃时反应效率

明显高于室温；大于 60 ℃时丙酮挥发太快，影响

衍生化反应的稳定性；60 ℃反应 30 min 时，IBA
和 MUS 均达到最大响应值，见图 3。因此选择

NaHCO3 浓度 5%、DNSCl 体积 0.6 mL、反应温度

60 ℃、反应时间 30 min 为双分子 DNSCl 衍生化反

应条件。

2.1.3 色谱分离条件 在 MUS-2DNS 保留时间

8.2 min 前（7.8 min）有一个小的干扰峰。尝试采用

甲酸-乙腈，甲酸铵-乙腈和甲酸/甲酸铵-乙腈等流动

相组合，发现甲酸/甲酸铵-乙腈的组合能有效分离

MUS-2DNS 和干扰峰。在 10 mmol/L 甲酸/6 mmol/L
甲酸铵-乙腈的条件下可以得到基线分离。见图 4。
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图 1 不同 NaHCO3 浓度下 IBA 和 MUS 双分子 DNSCl
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峰
面

积

600 000
500 000
400 000
300 000
200 000
100 000

0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8
DNSCl 体积（mL）

▲IBA-2DNS
■MUS-2DNS

图 2 不同 DNSCl 体积下 IBA 和 MUS 双分子 DNSCl
衍生化反应效率

700 000
600 000
500 000
400 000
300 000
200 000
100 000

0

峰
面

积

10 20 30 40 50 60
反应时间（min）

IBA-2DNS，室温MUS-2DNS，室温IBA-2DNS，60 ℃MUS-2DNS，60 ℃

图 3 不同温度和时间下 IBA 和 MUS 双分子 DNSCl
衍生化反应效率
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图 4 IBA-2DNS、MUS-2DNS 标准溶液（A）和

阳性样品（B）色谱图

2.2 二级质谱条件 IBA-2DNS 和 MUS-2DNS 的产

物离子扫描质谱及碎裂途径见图 5。m/z 625.2 和

581.2 分别为两者的［M+H］ +峰。m/z 234.1 和 170.1
的峰来自于 DNS 衍生化基团。m/z 391.1 和 424.1 的

峰分别属于两者的特征离子 ［M+H-DNS］ +。m/z
346.1 的峰属于 IBA-2DNS 的特征离子［M+H-DNS-
COOH］ +。
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图 5 IBA-2DNS 和 MUS-2DNS 的子离子扫描质谱及碎裂途径

2.3 基质效应检测结果 在最优化条件下，野生菌

样品中 IBA-2DNS 和 MUS-2DNS 的基质效应测定值

分别为 91.9% 和 101.8%，相对标准偏差（RSD，n=
3）小于 4.8%，表现为轻微的基质效应，可采用纯溶

剂标准校正样品中毒素含量。

2.4 方法学参数

2.4.1 线性范围、检出限和定量限 野生菌基质中，

IBA 和 MUS 在 0.5～250 mg/kg 浓度范围内线性关系

良好，线性相关系数分别为 0.997 和 0.999。IBA 和

MUS 的检出限分别为 0.15 mg/kg 和 0.1 mg/kg，定量

限分别为 0.5 mg/kg 和 0.3 mg/kg。
2.4.2 回收率和精密度 IBA 日内平均回收率为

84.5%～102.0%，RSD 为 4.7%～8.6%；日间平均回

收率为 83.8%～109.4%，RSD 为 5.3%～9.1%。MUS
日内平均回收率为 88.6%～95.4%，RSD 为 4.9%～

7.5%；日间平均回收率为 86.9%～96.1%，RSD 为

5.3%～8.8%。见表 2。

表 2 野生菌中 IBA 和 MUS 的平均回收率和精密度（n=6）

毒素

IBA

MUS

加标浓度

（mg/kg）

0.5
10

250
0.5

10
250

日内

回收率

（%）

102.0
84.5
92.7
88.6
95.4
93.4

RSD
（%）

8.6
4.7
5.0
7.5
4.9
5.2

日间

回收率

（%）

109.4
83.8
91.2
86.9
96.1
95.0

RSD
（%）

9.1
5.9
5.3
8.8
5.3
5.5

2.5 中毒样品检测 在 2 起疑似神经毒性蘑菇中毒

事件患者剩余的野生菌中检出 IBA 含量分别为

1 226 mg/kg 和 248 mg/kg，MUS 含量分别为 225 mg/kg
和 71.6 mg/kg。
3 讨 论

本研究通过优化样品提取、双分子 DNSCl 衍生

化反应条件、液相色谱流动相等检测条件，建立了野

生菌中 IBA 和 MUS 的快速测定方法，可为相关中毒

事件的处置提供技术支撑。

IBA 和 MUS 属于极性小分子化合物，若采用甲

醇溶液提取，对后续 DNSCl 衍生化反应效率有影

响［8，11］。本研究发现，采用 0.05 mmol/L 盐酸溶液为

提取剂，结合超声波提取方法，不仅可以避免使用有

机溶剂，还保证了后续 DNSCl 衍生化效率和反应的

稳定性。另外，为避免反应过程中丙酮挥发，需在加

热前用封口膜密封反应管，保证结果的准确性。

有文献报道 NaHCO3-Na2CO3 溶液中的 DNSCl 能

与酚羟基反应，提高酚类物质的 LC-MS/MS 检测灵

敏度［12-14］，脂肪族羟基则没有 DNSCl 反应活性［15］。

通过优化反应体系的 pH 值，实验发现 IBA 或 MUS
异噁唑环上的羟基与氨基一样具有 DNSCl 反应活性，

能形成分子量更大的双分子 DNSCl 反应产物 IBA-
2DNS 和 MUS-2DNS。野生菌基质中含有大量与 IBA
和 MUS 分子量相近的氨基酸或生物胺类，但此类基

质大部分只有单分子 DNSCl 反应活性，可以利用

IBA-2DNS 和 MUS-2DNS 分子量的明显差异消除干

扰。在 0～30 h 内，2 种毒素的衍生产物仪器响应值

变化低于 10%，说明衍生产物在 30 h 内稳定。

对于氨基酸和其他化合物的单分子 DNSCl 反应

产物，只能找到 DNS 的特征离子 （m / z 156.1、
170.1、171.1、234.1）［10］，它们不是被测物的特征片

段。对于双分子 DNSCl 反应产物，可以找到包含被

分析物结构信息的特征离子，定性准确性更高。
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