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实验技术与方法
高效液相色谱;串联质谱测定蝙蝠蛾被毛孢菌丝体中的褪黑素含量
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摘$要!目的$建立测定蝙蝠蛾被毛孢菌丝体中褪黑素含量的高效液相色谱;串联质谱方法$ 方法$样品中褪黑

素以甲醇为提取溶剂!以超声波为提取方式进行提取$ 采用色谱柱 6,4+OEP4K>P>0<S;!9 "!)" OOs:’* OO!

) "O#!流动相为甲醇 ["’!a甲酸水"*"o:"#!流速 "’* O3(O<?!柱温 :" f$ 用串联离子阱质谱在电喷雾电离正离

子"Y7\l#;二级质谱"j7(j7#模式进行质谱测定$ 结果$方法的线性范围为 !" b%"" "B(NB!基质加标工作曲线

线性方程为 Ck!"%":’9![9)#)’9)!相关系数 9k"’555 %$ 方法的检出限为 "’) "B(NB!定量限为 %’" "B(NB!平均

回收率为9!’5%a!相对标准偏差 g!"a$ 结论$本方法选择性高%快速!可以应用于蝙蝠蛾被毛孢菌丝体粉末中

褪黑素检测!也可为其他复杂体系中褪黑素的测定提供依据$
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$$褪黑素$O43>KE?<?%是一种吲哚类色胺"化学名
称为 J;乙酰;);甲氧基色胺"广泛地存在于动植物
中"有研究表明褪黑素具有改善睡眠障碍’抗氧化
作用’抗肿瘤’免疫调节等作用 )!* ( 其测定方法主
要有&高效液相紫外检测法 )%* ’高效液相荧光检测
法 )&* ’高效液相;质谱法 ):* ’气相色谱法 ))* ’气相色
谱;质谱法 )** ’化学发光法 )#* ’伏安法和安培法 )9*

等( 国内对药用植物褪黑素研究已有报道 )5 [!"* (
由于在实际样品中复杂的基质往往影响测定结果
的准确度和重复性"因此本文研究建立了测定复杂
基质蝙蝠蛾被毛孢菌丝体中褪黑素的液相色谱;串
联质谱方法(

!$材料与方法
!’!$材料
!’!’!$样品

蝙蝠蛾被毛孢菌丝体粉"购于智得冬虫夏草真
菌开发有限公司(
!’!’%$仪器与试剂

G<??<B>? -@8Dcj/D-@;j7 液相色谱串联离
子阱质谱仪$6,4+OE;G<??<B>?B公司"美国%’超纯水
仪’Y_Y-/旋转蒸发仪’离心机’超声波清洗器’A
A;% 恒温水浴锅(

甲醇$色谱纯"美国 G<0,4+%"褪黑素对照品$纯
度 55’)a"批号 "9!%"!:"/=B0I=+B‘4+O>?L%"标准
储备液&精确称取褪黑素标准品 !"’"" OB于 !"" O3
棕色容量瓶中"甲醇定容至刻度"配制浓度为
"’!" OB(O3褪黑素标准储备溶液"避光储存于% b
: f冰箱中#褪黑素标准使用液&用空白蝙蝠蛾被毛
孢菌丝体基质提取液来稀释标准储备液"配制不同
浓度褪黑素标准系列溶液并储存于棕色容量瓶中(
!’%$方法
!’%’!$样品前处理

将蝙蝠蛾被毛孢菌丝体低温冷冻干燥后粉碎
过 9" 目筛$此步由智得冬虫夏草真菌开发有限公
司完成%"准确称取蝙蝠蛾被毛孢菌丝体粉 )’""" B"

加入 *" O3甲醇"涡旋混匀"超声$超声功率 %)" C%

提取 *" O<? 后": f"9 """ +(O<? 离心 ) O<?( 取上
清液")" f减压浓缩至 % O3"过 "’%% "O微孔滤膜
后"备用(
!’%’%$仪器条件

质谱条件&正离子扫描模式"喷雾电压 : Nd"鞘
气流速 :) /+I"辅助气流速 !" /+I"毛细管温度
&)" f"扫描模式 j7(j7"褪黑素碰撞能量百分比
为 &9a(

色谱条件&色谱柱6,4+OEP4K>P>0<S;!9$!)" OOs

:’* OO") "O%"流动相为甲醇;"’!a甲酸水 $*"o
:"%"流速 "’* O3(O<?"进样量 !" "3"柱温 :" f(

%$结果与讨论
%’!$样品前处理的选择

通过空白基质加标的方法比较了液液萃取’超
声波提取以及回流提取前处理方法"结果表明"超
声波提取简单’方便’提取率高( 而文献中有报道
使用 @!9

)&"5*和 A-P)!!*固相萃取小柱进行净化"经
实验结果发现两种固相萃取小柱的洗脱液发生不
同程度乳化现象"破乳后过 "’%% "O微孔滤膜后测
定褪黑素"其含量有损失( 因此"采用超声提取浓
缩后直接测定的处理方法(
%’%$质谱条件优化

在用 Ac-@;j7(j7 进行检测时"使用 Y7\$ l%
模式时组分的响应值比 Y7\$ [%模式明显增强"灵
敏度提高( 对质谱条件进行优化"先通过全离子扫
描方式观察总离子流质谱图得到分子离子峰"然后
通过逐级增加碰撞能量得到碎片离子"以甲醇为溶
剂时碰撞能量为 &)a"当以蝙蝠蛾被毛孢菌丝体空
白基质为溶剂时碰撞能量需加至 &9a( 以甲醇为
溶剂的褪黑素标准品"结果表明"褪黑素的分子离
子峰为)jlA* l$%&&’&%"其 j7(j7 质谱图见图
!"碎片离子 $质荷比 6(L%有 %!*’%’!5!’!’!#:’%"
其中 6(L!#:’% 是由于发生麦氏重排产生"为主要
的碎片离子( 但是"因为样品中成分组分复杂"以
不含目标物的基质溶液作为溶剂时"出现其他的碎
片峰 %")’& 和 !95’&"其 j7(j7 质谱图见图 %"为了
确定是否是因为基质影响产生"我们对其进行三级
质谱分析"其 j7&见图 &"结果表明 6(L!#:’% 仍为
主要的碎片离子"因此可以选择离子 6(L%!*’% 和
6(L!#:’% 作为辅助定性离子和定量离子(

图 !$褪黑素$!"" ?B(O3"甲醇%对照品 j7(j7 图
G<B=+4!$j7(j7 014SK+=OE.0K>?F>+F O43>KE?<?

$!"" ?B(O3"j42A%

%’&$色谱条件优化
色谱柱的选择&褪黑素的测定一般选用 @!9反相
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图 %$褪黑素$!"" ?B(O3"空白基质%对照品 j7(j7 图
G<B=+4%$j7(j7 014SK+=OE.0K>?F>+F O43>KE?<?

$!"" ?B(O3"O>K+<H%

图 &$褪黑素$!"" ?B(O3"空白基质%对照品 j7& 图

G<B=+4&$j7& 014SK+=OE.0K>?F>+F O43>KE?<?

$!"" ?B(O3"O>K+<H%

色谱柱"因此为了获取最佳的效果"研究选取了 & 种
不同的色谱柱 DP+<FB46j@!9 $ !"" OOs%’! OO"
&’) "O%’6,4+OEP4K>P>0<S;!9$!)" OOs:’* OO"
) "O%’6,4+OEP4K>P>0<S;!9 $ %)" OO s:’* OO"
) "O%"结果发现 DP+<FB46j@!9 $!"" OOs%’! OO"
&’) "O%柱色谱峰峰形扭曲变形"出峰时间较短#
6,4+OEP4K>P>0<S;!9$%)" OOs:’* OO") "O%柱色
谱峰峰展宽"出峰时间较长#而 6,4+OEP4K>P>0<S;!9
$!)" OOs:’* OO") "O%柱峰形较好"峰尖锐"出
峰时间适宜(

流动相的选择&文献中报道使用甲醇;水 )&* ’甲
醇;"’)aJ>A% c2:

)!%* ’乙腈;醋酸缓冲盐 )!&* 等做为
褪黑素的流动相"由于缓冲盐质谱损害较大"而本
仪器使用乙腈效果并不好"因此选用甲醇;水作为流
动相"为了减轻色谱脱尾现象"在水中加入 "’!a甲
酸( 通过进行流动相不同配比"不同流速和梯度程
序选取最佳条件获得良好的分离和峰形( 结果以
甲醇;"’!a甲酸水$*"o:"%为最佳条件(

色谱柱柱温的选择&为了优化色谱峰形"研究
选取了不同柱温进行分析"结果发现在 :" f时"色
谱峰更加尖锐"拖尾现象减轻( 综合上述不同条

件"发现以 6,4+OEP4K>P>0<S;!9$!)" OOs:’* OO"
) "O%"流动相为甲醇;"’!a甲酸水$*"o:"%"流速
"’* O3(O<?"柱温 :" f时为最佳色谱条件"保留时
间为 :’%* O<?"色谱图见图 :(

图 :$褪黑素对照品$!"" ?B(O3%色谱图
G<B=+4:$@,+EO>KEB+>O1, E.0K>?F>+F O43>KE?<?$!"" ?B(O3%

%’:$线性关系
用空白蝙蝠蛾被毛孢菌丝体基质提取液配制

褪黑素系列标准溶液"其浓度范围为 !" b%"" ?B(
O3( 在 !’%’% 实验条件下依次进样"进样量 !" "3"
以被分析物的峰面积$C%为纵坐标"褪黑素浓度为
横坐标$!%"用加权$Mk!(D% %最小二乘法进行线
性回归"计算得线性回归方程为&Ck!"%":’9![
9)#)’9)"线性相关系数为&9k"’555 %( 褪黑素标
准曲线见图 )(

图 )$褪黑素标准曲线
G<B=+4)$j43>KE?<? 0K>?F>+F S=+R4

%’)$准确度和精密度实验
采用加样回收率实验验证方法测定准确度和

精密度"准确称取蝙蝠蛾被毛孢菌丝体粉加入褪黑
素标准品"添加水平分别是 !"’%)’)" ?B按照 !’%
方法进行样品处理与测定"对各加标水平分别进行
* 次平行测定"其平均回收率分别为 ##’!"a’
9!’:5a’ 9)’"%a# EBK 分 别 为 %’59a’ :’&&a’
!’**a( 结果表明该方法回收率高"精密度好"稳定
可靠(
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%’*$方法的检出限’定量限
以信噪比为 & 时的空白基质提取液加标的含量

为方法的检出限"以信噪比为 !" 时的空白基质提取
液加标的含量为方法的定量限( 用于计算检出限
和定量限的空白基质加标水平分别为 ! 和 !" "B(
NB"计算得到方法的定性检出限为 "’) "B(NB"定量
检出限为 %’" "B(NB(
%’#$加标回收率结果

以已知褪黑素含量的蝙蝠蛾被毛孢菌丝体为
基础"进行高’中’低三个浓度加标回收实验( 采用
加样回收率实验"取样品 )’""" B"称取 * 份"按照表
! 中所示加入褪黑素标准品"按照 !’% 方法进行样
品处理与测定"计算回收率和相对标准偏差$EBK%(

表 !$加样回收率实验结果$$ k*%

6>I34!$M4SER4+LE.O43>KE?<?

样品褪黑素
含量$ ?B%

褪黑素标准品
加入量$ ?B%

日内 日间

平均回
收率$a%

EBK
$a%

平均回
收率$a%

EBK
$a%

!5’5* !" ##’!" %’59 #)’&9 &’)#
!5’5* %) 9!’:5 :’&& #5’:% )’99
!5’5* )" 9)’"% !’** 9%’#! %’!%

%’9$样品中褪黑素含量测定
选取 5 组不同培养条件下的蝙蝠蛾被毛孢菌丝

体用 !’% 方法进行处理测定"结果发现有 ) 组可以定
量测定褪黑素"其含量范围为 %’!* b!5’5* "B(NB"另
有 % 组可检出褪黑素但无法定量"有 % 组样品未检出
褪黑素(

&$结论
本文方法可以用来快速检测蝙蝠蛾被毛孢菌

丝体中褪黑素的含量"并且分析了复杂基质中褪黑
$$

素定性方法"同时建立了测定蝙蝠蛾被毛孢菌丝体
中褪黑素的高效液相色谱;串联质谱方法(
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关于绿色食品标签标识有关问题的复函
卫办监督函%%"!&&!:" 号

中国绿色食品发展中心’
你中心(关于绿色食品标签标注问题的请示)"中绿科0%"!%1!!9 号#收悉$ 经研究!现答复如下’
根据(预包装食品标签通则)"‘P##!9 [%"!!#:U!U!" 规定!预包装食品"不包括进口预包装食品#应标

示产品所执行的标准代号$ 标准代号是指预包装食品产品所执行的涉及产品质量%规格等内容的标准!可
以是食品安全国家标准%食品安全地方标准%食品安全企业标准!或其他相关国家标准%行业标准%地方标
准$ 按照(绿色食品标志管理办法)"农业部令 %"!% 年第 * 号#规定!企业在产品包装上使用绿色食品标志!
即表明企业承诺该产品符合绿色食品标准$ 企业可以在包装上标示产品执行的绿色食品标准!也可以标示
其生产中执行的其他标准$

专此函复$
卫生部办公厅 农业部办公厅
二〇一三年二月十六日$


