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基质辅助激光解析电离飞行时间质谱快速定量有机
小分子化合物应用研究

张 培 １，陈 丹 ２
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摘要：目的 建立运输暂养水体中小分子化合物孔雀石绿残留量的基质辅助激光解析电离飞行时间质谱（ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ／ＭＳ）快速定量
分析法。方法 在暂养殖水体中加入内标物，与 α－氰基－４－羟基肉桂酸基质混合后，采用线性阳离子检测模式检测，以内标法定量。
结果 样品在５ｓ内完成测定，孔雀石绿质量浓度在２．５～２００ｎｇ／ｍＬ范围内与峰面积线性良好，ｒ２＝０．９９８８；检测限（ＬＯＤ）为０．８ｎｇ／ｍＬ，
定量限（ＬＯＱ）为 ２．５ｎｇ／ｍＬ；在 １０，１２５，２００ｎｇ／ｍＬ３个添加水平下，平均回收率为 １０２．８２％ ～１１３．４３％，ＲＳＤ低于 ８．２０％（ｎ＝６）。
结论 该方法灵敏度、准确度与精密度均高，抗干扰能力强，适用于运输暂养水中孔雀石绿残留量的检测。

关键词：基质辅助激光解析电离飞行时间质谱；孔雀石绿；运输暂养水；有机小分子
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基质辅助激光解析电离飞行时间质谱（ＭＡＬＤＩ－
ＴＯＦ／ＭＳ）技术是软电离方式的质谱，具有快速、高灵敏
度、高通量、耗用试剂较少及抗污染等优点，广泛应用于

蛋白质组学、基因组学等生命科学领域犤１－３犦，已用于甘

油三酯犤４犦、脂肪醇聚氧乙烯醚犤５犦等大分子的检测。传统

基质自身的质谱碎片干扰小分子物质的检测，且ＭＡＬＤＩ－
ＴＯＦ／ＭＳ质谱信号重复性差，限制了其在小分子物质

的定性定量检测的应用。随着新型基质和内标法的引入，

ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ／ＭＳ技术的应用也逐步向小分子领域拓
展犤６－９犦。孔雀石绿是一种有毒的三苯甲烷类有机小分子化

合物，可用作治理鱼类、鱼卵的寄生虫、真菌或细菌感染，

且针对水产品水霉病有特效，常用于鲜活水产品贮运、流

通环节犤１０犦。孔雀石绿有潜在的致癌、致畸、致突变作用，有

高度毒性、高残留等副作用 犤１１犦。美国食品药物管理
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局（ＦＤＡ）未认可其在养殖业中的使用；我国在农业行业标
准《ＮＹ５０７１－２００２无公害食品鱼药使用准则》也将孔雀
石绿列为禁用药物。目前，关于孔雀石绿的检测方法有酶

联免疫法犤１２犦、液相色谱法犤１３－１４犦、液相色谱质谱法犤１５－１７犦。免

疫法简便快速，但定量准确度低，且有假阳性或假阴性

风险；液相色谱法及液相色谱质谱法虽有较好的定量准

确度，但前处理复杂，耗时较长，且需消耗大量有机试

剂。本研究中采用 ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ／ＭＳ快速定量孔雀石
绿在养殖水中的含量，只需 ５ｓ即可获得定量结果，探
讨了 ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ／ＭＳ在小分子快速定量方面有潜在
的应用价值。现报道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器
基质辅助激光解析电离飞行时间质谱（德国Ｂｒｕｋｅｒ

公司）；涡旋混合器（美国 ＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＩｎｄｕｓｔｒｉｅｓ公司）；
ＭＳ１０４ＴＳ／０２型电子天平（梅特勒－托利多仪器＜上海＞
有限公司，精度为万分之一）。

１．２ 试药
α－氰基－４－羟基肉桂酸、２，５－二羟基苯甲酸、

芥子酸牗德国 Ｂｒｕｋｅｒ公司牘；石墨烯（南京先锋纳米材料
有限公司）；丙酮、三氟乙酸（优级纯，国药集团化学试剂

有 限 公 司 ）；Ｄ５－孔 雀 石 绿 （１００ｍｇ／Ｌ，批 号 为
Ｓ０３９３３９），孔雀石绿（１００ｍｇ／Ｌ，批号为１ＳＴ７３０３），均购
自美国ＦｉｒｓｔＳｔａｎｄａｒｄ公司。
２ 方法与结果

２．１ 质谱条件
光源：氮激光；波长：３３７ｎｍ；检测模式：线性阳离子；

采集范围：２０～１０００Ｄａ。采用仪器配置的 ＤａｔａＥｘｐｌｏｒｅｒ
４．０软件对质谱图进行基线改正和默认平滑处理，根据
所得峰高比值从标准曲线计算出运输暂养水中的孔雀

石绿的残留量。

２．２ 溶液制备
基质：按丙酮－水－三氟乙酸（８５∶１５∶１，Ｖ／Ｖ／Ｖ）

配制Ｔａ８５溶液，用涡旋机涡旋１ｍｉｎ，超声处理５ｍｉｎ，待
用。取已配制好的Ｔａ８５溶液作为溶剂，配制合适质量浓
度的α－氰基－４－羟基肉桂酸溶液。

供试液：精确吸取孔雀石绿标准品（１００ｍｇ／Ｌ）１．０ｍＬ，
置１００ｍＬ容量瓶中，加水稀释至刻度，得 １．０ｍｇ／Ｌ标
准中间溶液；精确吸取 Ｄ５－孔雀石绿（１００ｍｇ／Ｌ）标准
品 １．０ｍＬ，置 １００ｍＬ容量瓶中，加水稀释至刻度，
得 １．０ｍｇ／Ｌ内标中间溶液。精确吸取标准中间溶液
（１．０ｍｇ／Ｌ），用水逐级稀释，配制成系列质量浓度
（２．５，５０，１００，１５０，２００ｎｇ／ｍＬ）的标准工作溶液，同时
加入内标中间溶液（１．０ｍｇ／Ｌ），使内标工作溶液质量
浓度均为５０ｎｇ／ｍＬ，临用临配。

样品：待测运输暂养水样经 ０．２２μｍ有机滤膜过
滤，加入 Ｄ５－孔雀石绿同位素内标物，使每 １ｍＬ样品
溶液中含有内标物 ５０ｎｇ，涡旋混合 １ｍｉｎ。将混合好的
样品溶液与基质溶液各取 ２００μＬ，涡旋混合 １ｍｉｎ，微
量移液器精确移取 ２μＬ点在进样板的进样区域，进样
板上的样品在常温下自然挥发结晶，上机测试。

２．３ 方法学考察
线性范围、检测限与定量限考察：为了解决分析物

与基质混合不均匀，分析物在进样板区域各位置分布不

均匀造成的质谱信号不稳定、重复性差的问题，采用同

位素稀释技术。精密吸取内标工作溶液适量，加入标准

工作溶液中，使每１ｍＬ混合标准工作溶液中含有内标
物 ５０ｎｇ。将配制的 ２．５，５０，１００，１５０，２００ｎｇ／ｍＬ孔雀
石绿工作溶液上机测定，以目标物和内标物的峰高比值

为纵坐标牗Ｙ牘、孔雀石绿溶液浓度牗Ｘ牘为横坐标绘制标
准曲线。结果孔雀石绿质量浓度在 ２．５～２００ｎｇ／ｍＬ
范围内与峰面积线性关系良好，线性方程为 Ｙ＝
０．０２５９Ｘ＋０．００４６，ｒ２＝０．９９８８。在空白暂养水中添
加不同质量浓度的孔雀石绿标准溶液，依法处理样

品。信噪比牗Ｓ／Ｎ牘为３时，孔雀石绿的检测限（ＬＯＤ）为
０．８ｎｇ／ｍＬ；Ｓ／Ｎ为１０时，孔雀石绿的定量限（ＬＯＱ）为
２．５ｎｇ／ｍＬ。

加样回收试验：采用在空白运输暂养水中添加标准

溶液的方法进行回收率试验，分别按低、中、高质量浓度

（１０，１２５，２００ｎｇ／ｍＬ）水平进行加样回收试验，平行测
定６次，计算回收率。结果见表１。

精密度试验：取孔雀石绿工作溶液（质量浓度为

５０ｎｇ／ｍＬ）适量，按拟订检测条件连续进样 ６次。结果
的 ＲＳＤ为０．５３％（ｎ＝６），表明仪器精密度良好。
２．４ 目标化合物含量测定

检测实验室抽检的流通领域的２个多宝鱼、３个黑
鱼、２个鳜鱼的运输暂养水，按本研究中已优化的条件
进行检测，同时检测质控样品。结果显示，７个运输暂养
水中均未检出目标化合物，质控样品的回收率等指标均

能达到药物残留分析要求，结果准确、可靠。

３ 讨论

基质是ＭＡＬＤＩ电离过程中必不可少的一种能量传
递体，其主要作用是吸收激光的能量，并转移到样品分

子上，使样品分子获得能量而电离。由于不同类型的样

表１ 阴性暂养水中孔雀石绿加样回收试验结果（ｎ＝６）

加入量（ｎｇ／ｍＬ）

１０
１２５
２００

测得量

１１．３４３
１４１．５５０
２０５．６４０

回收率（％）

１１３．４３
１１３．２４
１０２．８２

ＲＳＤ（％）

５．０７
８．２０
５．２４
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品电离所需能量不同，即不同样品需不同的基质。本研

究中选择 α－氰基 －４－羟基肉桂酸、芥子酸、２，５－二
羟基苯甲酸、氧化石墨烯作为基质考察孔雀石绿的电离

效果。结果表明，基质为 α－氰基－４－羟基肉桂酸时，
孔雀石绿的电离效果最佳，且基质的碎片离子均不干扰

孔雀石绿的检测，因此选择 α－氰基－４－羟基肉桂酸
基质分析孔雀石绿。

不同质量浓度的基质导致样品电离程度也不同。质

量浓度太低，样品所需能量不足，无法发生电离，信号太

弱，无法测定目标物质；质量浓度太高，基质与样品会出

现共结晶现象，形成许多干扰峰，使目标峰受到干扰，影

响样品检测结果，也会使样品打得太碎，使目标物质发生

不可预测的电离。本研究中选择１，１．４，１．８，２，３ｍｇ／ｍＬ
的 α－氰基 －４－羟基肉桂酸溶液优化基质浓度。结果
表明，α－氰基－４－羟基肉桂酸质量浓度为１．８ｍｇ／ｍＬ
时，孔雀石绿的响应度最高且不受基质干扰。故选择

α－氰基－４－羟基肉桂酸质量浓度为１．８ｍｇ／ｍＬ。
本研究中建立了应用 ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ／ＭＳ技术快速

定量检测运输暂养水中有机小分子孔雀石绿残留量的

方法，其灵敏度、准确度与精密度均高，抗干扰能力强，

适用于运输暂养水中孔雀石绿残留量的检测，且不需要

前处理复杂样品，不使用流动相及色谱柱，一个样品可

在５ｓ内完成检测。
综上所述，ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ／ＭＳ在小分子分析检测领

域有诸多优势，可为运输暂养水体中孔雀石绿残留量的

风险评估提供一种快速、高效的分析手段，但现有辅助

离子化的基质适用范围较窄，不能很好地满足其他小分

子化合物的离子化需求，有待开发具有广谱适用性的小

分子基质。
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