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摘 　 要:目的 　 建立超高效液相色谱-高分辨质谱法同时测定茶叶中 15 种吡咯里西啶类生物碱( PAs)的分析方

法。 方法　 以甲醇甲酸水溶液作为提取溶剂,经超声提取,采用阳离子交换(MCX)固相萃取柱净化,以 4. 0
 

mmol / L
甲酸铵溶液(含 0. 1%甲酸)和甲醇为流动相梯度洗脱,HSS

 

T3 柱(50
 

mm× 2. 1
 

mm,1. 7
 

μm)分离,在正离子模式下

采用高分辨质谱全扫描-数据非依赖性采集模式(Full
 

MS / DIA)。 结果 　 基于数据采集结果,将吡咯里西啶类生物

碱分为 3 类,筛选出 3 类不同的特征结构碎片离子。 15 种吡咯里西啶类生物碱在 0. 5 ~ 200
 

μg / L 的范围内线性关

系良好(R2 >0. 99),检出限和定量限分别为 0. 35 ~ 4. 69
 

μg / kg 和 1. 18 ~ 11. 17
 

μg / kg。 采用该方法对 20 例市售茶叶

样品进行分析,1 例菊花茶样品检出千里光碱,其余均低于方法检测低限。 结论 　 本方法灵敏度高、重现性好,可满

足茶叶中 15 种吡咯里西啶类生物碱的测定要求。
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Abstract:
  

Objective 　 To
 

establish
 

an
 

analysis
 

method
  

for
 

simultaneous
 

determination
 

of
 

15
 

kinds
 

of
 

pyrrolizidine
 

alkaloids
 

( PAs)
 

in
 

tea
 

by
 

ultra-high
 

performance
 

liquid
 

chromatography-high
 

resolution
 

mass
 

spectrometry.
 

Methods 　
Formic

 

acid
 

aqueous
 

solution
 

and
 

methanol
 

were
 

used
 

as
 

extraction
 

solvent.
 

After
 

the
 

ultrasonic
 

extraction
 

and
 

MCX
 

solid
 

phase
 

extraction
 

purification,
 

the
 

analytes
 

were
 

separated
 

with
 

HSS
 

T3
 

chromatographic
 

column
 

( 50
 

mm × 2. 1
 

mm,
1. 7

 

μm)
 

using
 

4. 0
 

mmol / L
 

ammonium
 

formate
 

solution (0. 1%
 

formic
 

acidinclusive)
 

and
 

methanol
 

as
 

mobile
 

phase
 

for
 

gradient
 

elution.
 

Finally,
 

the
 

eluents
 

were
 

determined
 

by
 

full
 

scan / data
 

independent
 

acquisition
 

( Full
 

MS / DIA)
 

of
 

high
 

resolution
 

mass
 

spectrometry
 

in
 

positive
 

mode.
 

Results 　 Depending
 

on
 

the
 

comprehensive
 

data,
 

the
 

characteristic
 

structural
 

fragment
 

ions
 

of
 

3
 

kinds
 

of
 

PAs
 

were
 

screened
 

out.
 

Good
 

linearities
 

in
 

the
 

range
 

of
 

0. 5-200
 

μg / L
 

were
 

observed
 

for
 

15
 

kinds
 

of
 

PAs
 

( R2 > 0. 99 ) ,
 

the
 

limits
 

of
 

detection
 

( LODs )
 

and
 

the
 

limits
 

of
 

quantification
 

( LOQs )
 

were
 

0. 35-4. 69
 

μg / kg
 

and
 

1. 18-11. 17
 

μg / kg,
 

respectively.
 

In
 

this
 

study,
 

20
 

commercial
 

tea
 

samples
 

were
 

analyzed
 

using
 

this
 

method,
 

and
 

Jacobine
 

was
 

detected
 

in
 

1
 

camomile
 

tea
 

sample,
 

all
 

the
 

other
 

measured
 

values
 

were
 

lower
 

than
 

the
 

LODs
 

in
 

the
 

method.
 

Conclusion　 This
 

method
  

has
 

high
 

sensitivity
 

and
 

stability,
 

can
 

meet
 

the
 

simultaneous
 

detection
 

requirements
 

of
 

15
 

kinds
 

of
 

PAs
 

in
 

tea.
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ultra-high
 

performance
 

liquid
 

chromatography-quadrupole / orbitrap
 

high
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pyrrolizidine
 

alkaloids;
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screening

　 　 吡咯里西啶类生物碱 ( Pyrrolizidine
 

alkaloids,
PAs)是一类含氮碱性有机化合物,是有花植物为防

御食草性动物而产生的一种次生代谢产物,广泛存

在于植物草药中 [ 1-2] 。 PAs 具有三致毒性,即致癌、
致畸和致突变 [ 3-4] ,其主要危害的部位是肝脏,食

用被其污染的食品可能引起肝窦梗阻综合征,从
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而导致急性或慢性疾病 [ 5] 。 过去的几十年中,全

球范围内人或牲畜的 PAs 中毒病例均有报道 [ 6] ,
各国风险评估机构对 PAs 的每日摄入量也都有限

制,其中最严格的是奥地利,规定在最终产品中不

得检出 PAs[ 7-8] 。 在瑞士和德国,植物药草中建议

成年人每日最大 PAs 摄入量为 1
 

μg,如果使用期

限超过 6 周,则每日最大摄入量降低至 0. 1
 

μg [ 9] 。
2013 年,德国联邦风险评估研究所 ( Bundesinstitut

 

für
 

Risikobewertung,
 

BfR) 开展的茶叶产品中吡咯

里西啶类生物碱含量研究,对茶叶、花草茶、药茶

当中的吡咯里西啶类生物碱进行了检测,发现部

分茶叶、花草茶产品当中的 PAs 含量较高 [ 10] 。 虽

然 BfR 表示,本次检出的 PAs 含量较高的产品不

会对人体造成急性损害,但如果长期食用会危害

儿童、孕妇以及哺乳期妇女的健康。 且尚没有国

家颁布关于茶叶中 PAs 的限量标准及相应检测方

法标准。
目前,PAs 的检测方法主要包括薄层色谱法

( Thin-layer
 

chromatography,
 

TLC ) [ 11-12] 、 免 疫 分 析

法 [ 13-15] 、 核 磁 共 振 法 ( Nuclear
 

magnetic
 

resonance
 

spectroscopy
 

NMRS ) [ 16] 、 气 相 色 谱 法 ( Gas
 

chromatography,
 

GC ) [ 17] 、 液 相 色 谱 法 ( High
 

performance
 

liquid
 

chromatography,
 

HPLC ) [ 18] 和液

相色谱串联质谱法 ( Liquid
 

chromatography-tandem
 

mass
 

spectrometry,
 

LC-MS / MS ) [ 19-20] 等方法。 其中

TLC 对复杂基质中 PAs 的痕量分析的灵敏度和选

择性较差;免疫分析法虽具有快速、特异性强等特

点,但是大多数的抗体只能用于检测目标物结构类

似物,方法的适用范围严重受限;NMRS 可用于 PAs
的结构鉴定,但不能进行定量分析。 除此之外,由

于生物碱高温易分解,因此需要进行繁琐的衍生化

操作才可用于 GC 分析,而且 PAs 没有特征性紫外

吸收光谱,简单采用 HPLC 的紫外检测器也具有局

限性。 LC-MS / MS 因其高选择性和高灵敏度 [ 19] ,逐
步成为近年来的常用分析方法。

本研究利用超高效液相色谱-四极杆 / 静电场轨

道阱高分辨质谱( UPLC-Q-Orbitrap
 

HRMS) ,在正离

子模 式 下 采 用 全 扫 描-数 据 非 依 赖 性 采 集 ( Full
 

scan / data
 

independent
 

acquisition, Full
 

MS / DIA ) 模

式,根据 PAs 的质谱断裂规律,得到 PAs 特征结构

碎片离子,其将特征离子与样品提取液中扫描所得

离子进行对比,可筛查出吡咯里西啶类生物碱及其

结构类似物。 本研究通过保留时间、一级精密质量

和特征结构碎片离子进行定性,利用一级精密质量

进行定量,以保证测定结果的准确性 [ 21] 。 本研究经

过便捷的样品前处理过程和高效的净化方式,使得

该方法能够准确、高效同时测定易污染茶叶的 15 种

吡咯里西啶类生物碱,可为保障我国茶叶安全提供

技术参考。 更可依据特征结构碎片,实现 PAs 及其

结构类似物的高通量筛查,为我国食品安全的风险

预警提供技术支持。

1　 材料与方法

1. 1　 主要仪器和试剂

超高效液相色谱-四极杆 / 静电场轨道阱高分辨

率质 谱 仪 ( UPLC-Q-Orbitrap
 

HRMS, 美 国 Thermo
 

Fisher
 

Scientific 公司,超纯水制备仪(美国 Millipore
公司) ,分析天平(瑞士 Mettler

 

Toledo 公司) ,高速冷

冻离心机(美国 Beckman
 

Coulter 公司) ,针式氮吹仪

(天津恒奥科技有限公司) ,超声波清洗器( 江苏昆

山超声仪器有限公司) ,多功能旋涡混合仪 ( 德国

IKA 公司) 。
15 种吡咯里西啶类生物碱:千里光宁碱 ( CAS

号:130-01-8) 、毛果天芥菜碱 ( CAS 号:303-34-4) 、
野百合碱 ( CAS 号:315-22-0) 、野百合碱 N-氧化物

( CAS 号: 35337-98-5) 、 倒千里光碱 ( CAS 号: 480-
54-6) 、千里光菲灵碱 ( CAS 号: 480-81-9) 、兰蓟定

( CAS 号: 520-68-3) 、 兰 蓟 定 N-氧 化 物 ( CAS 号:
41093-89-4) 、芝麻菜叶千里光碱( CAS 号:40158-95-
0) 、欧天芥菜碱( CAS 号:570-19-4) 、欧天芥菜碱 N-
氧化物 ( CAS 号:65582-53-8) 、天芥菜碱 ( CAS 号:
303-33-3) 、天芥菜碱 N-氧化物 ( CAS 号: 6209-65-
0) 、 千 里 光 碱 ( CAS 号: 6870-67-3) 、 春 千 里 光 碱

( CAS 号:72755-25-0)标准品( 纯度 > 97%) ,分别购

自美国 Chroma
 

Dex 公司和德国 PhytoLab 公司;乙

腈、甲醇均为色谱纯( 美国 Thermo
 

Fisher 公司) ,甲
酸为分析纯(百灵威科技有限公司) ,甲酸铵为色谱

纯(美国 Sigma 公司) 。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 试样制备

将茶叶样品干燥后研磨成粗粉后,进行细磨,
过 250 目筛,称取分析试样后,其余部分储存于样品

瓶中常温避光密封保存并标记( >100
 

g) 。
1. 2. 2　 标准溶液的配制

分别称取 10
 

mg(精确至 0. 01
 

mg)标准品,用甲

醇溶解并定容,混匀,配制成质量浓度为 1
 

000
 

μg / mL
混合标准储备液,- 20

 

℃ 避光保存。 取混合标准储

备液 1
 

mL 于 10
 

mL 容量瓶中,用甲醇定容至刻度,
混匀,配制成质量浓度为 100

 

μg / mL 的混合标准中

间液,-4
 

℃ 避光保存,备用。
1. 2. 3　 样品前处理

称取分析试样 1
 

g(精确至 0. 01
 

g) 置于 10
 

mL
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聚丙 烯 离 心 管 中, 加 入 5
 

mL 甲 酸 甲 醇 水 溶 液

(1 ∶79. 5 ∶19. 5,V / V / V) ,涡旋振荡 10
 

min 后超声提

取 15
 

min,离心 10
 

min(4
 

℃ ,10
 

000
 

r / min) ,将上清

液全部取出,转移至 10
 

mL 聚丙烯离心管。 重复提

取 1 次,合并上清液,充分混合。 以 5
 

mL 甲醇和

5
 

mL 超纯水活化 MCX 固相萃取小柱,将全部上清

液通过活化后的 MCX 固相萃取小柱,用 5
 

mL 甲醇

和 5
 

mL 超纯水淋洗后,用 5
 

mL 氨化甲醇洗脱,收集

全部洗脱液,涡旋振荡 1
 

min,混匀,过 0. 22
 

μm 微

孔滤膜,待测。
1. 2. 4　 仪器条件

色谱: UPLC
 

HSS
 

T3 柱 ( 2. 1
 

mm
 

×
 

50
 

mm,
1. 7

 

μm) ,柱温 40
 

℃ 。 流动相 A 为 4. 0
 

mmol / L 甲

酸铵溶液 ( 含 0. 1% 甲酸) ,流动相 B 为甲醇,流速

0. 3
 

mL / min。 梯度洗脱程序:0 ~ 2
 

min,95%A;2 ~ 5
 

min,

95% ~50%A;5 ~ 9
 

min,50% ~ 0% A;9 ~ 13
 

min,0% A;
13 ~ 15

 

min,0% ~ 95%A;进样体积 5. 0
 

μL。
质 谱: 采 用 电 喷 雾 离 子 源 ( Electron

 

spray
 

ionization,ESI) ,正离子扫描模式,离子传输管温度

350
 

℃ ,鞘气压力 275
 

kPa,喷雾电压 3. 5
 

kV,离子源

温度 350
 

℃ ,毛细管温度 320
 

℃ 。 定性定量采集模

式为 Full
 

MS / DIA,分辨率为 70
 

000
 

FWHM,DIA 扫

描时间为 0 ~ 15
 

min,分辨率为 17
 

500
 

FWHM,自动

增益控制的目标值设定为 50×105 ,最大注入时间为

120
 

ms; 信 息 列 表 分 为 125. 000
 

00、 175. 000
 

00、
225. 000

 

00、 275. 000
 

00、 325. 000
 

00、 375. 000
 

00、
425. 000

 

00、475. 000
 

00、525. 000
 

00、575. 000
 

00,隔
离窗口范围设为 50. 0

 

Da,归一碰撞能 ( Normalized
 

collision
 

energy,NCE)设为 35、45、60,15 种吡咯里西

啶类生物碱的质谱参数见表 1。

表 1　 15 种吡咯里西啶类生物碱的质谱参数

Table
 

1　 Mass
 

spectrometric
 

parameters
 

for
 

15
 

PAs

序号 化合物 加和离子 理论值 实际值
质量误差

/ ppm
保留时间

/ min
碎片离子

1 千里光宁碱 [ M+H] + 336. 180
 

54 336. 181
 

15 1. 81 5. 1 94. 065
 

88,120. 080
 

47,138. 091
 

67
2 毛果天芥菜碱 [ M+H] + 412. 232

 

97 412. 233
 

76 1. 92 6. 0 120. 080
 

99,220. 133
 

13
3 野百合碱 [ M+H] + 326. 159

 

81 326. 160
 

49 2. 08 2. 7 94. 065
 

67,
 

120. 080
 

47,
 

138. 091
 

66,
 

149. 023
 

35
4 野百合碱 N-氧化物 [ M+H] + 342. 154

 

72 342. 155
 

40 1. 99 4. 0 94. 065
 

81,
 

119. 072
 

355,
 

137. 083
 

76,
 

236. 127
 

72
5 倒千里光碱 [ M+H] + 352. 175

 

46 352. 176
 

06 1. 70 4. 6 94. 065
 

18,
 

120. 080
 

36,
 

138. 091
 

47
6 千里光菲灵碱 [ M+H] + 334. 164

 

89 334. 165
 

53 1. 91 4. 8 94. 065
 

72,
 

120. 080
 

39,
 

138. 091
 

26
7 兰蓟定 [ M+H] + 398. 217

 

32 398. 217
 

53 0. 53 5. 4 120. 080
 

35,
 

220. 133
 

51
8 兰蓟定 N-氧化物 [ M+H] + 414. 212

 

24 414. 212
 

80 1. 36 5. 5 120. 080
 

89,
 

220. 133
 

33,
 

254. 138
 

604
9 芝麻菜叶千里光碱 [ M+H] + 350. 159

 

81 350. 160
 

71 2. 57 3. 8 94. 066
 

24,
 

120. 080
 

56,138. 091
 

90
10 欧天芥菜碱 [ M+H] + 330. 191

 

11 330. 191
 

74 1. 91 4. 2 138. 091
 

67,
 

156. 101
 

20,
 

172. 096
 

82,
 

256. 117
 

98
11 欧天芥菜碱 N-氧化物 [ M+H] + 346. 186

 

03 346. 186
 

08 2. 22 4. 4 138. 091
 

46,
 

156. 102
 

05,
 

254. 138
 

61
12 天芥菜碱 [ M+H] + 314. 196

 

19 314. 196
 

84 2. 07 4. 9 120. 081
 

12,
 

138. 091
 

42,
 

156. 101
 

96
13 天芥菜碱 N-氧化物 [ M+H] + 330. 191

 

11 330. 191
 

77 2. 00 5. 0 98. 984
 

79,
 

138. 091
 

46,
 

156. 101
 

94
14 千里光碱 [ M+H] + 352. 175

 

46 352. 176
 

12 1. 87 4. 1 94. 064
 

99,
 

120. 080
 

31,
 

138. 090
 

47
15 春千里光碱 [ M+H] + 336. 180

 

54 336. 181
 

43 2. 65 5. 2 94. 065
 

15,
 

120. 080
 

57,
 

138. 092
 

01

2　 结果与分析

2. 1　 色谱条件的优化

2. 1. 1　 色谱柱的选择

本研究对比了 BEH
 

C18 色谱柱和 HSS
 

T3 色谱

柱的分离效果。 以 15 种 PAs 的色谱峰分离效果为

考察指标,结果表明,两种型号色谱柱均可实现不

同种类吡咯里西啶类生物碱色谱峰的分离,但对于

同分异构体的分离,两种型号色谱柱的分离效果有

很大差别。 以欧天芥菜碱和天芥菜碱 N-氧化物两

个同分异构体为目标物,HSS
 

T3 柱对吡咯里西啶类

生物碱的同分异构体的分离表现出更高的分离度,
见图 1A ~ B,而 BEH

 

C18 色谱柱无法实现,见图 1C。
除此之外,较 BEH

 

C18 色谱柱而言,采用 HSS
 

T3 色

谱柱,所有目标化合物均有较高响应强度。 由于吡

咯里西啶类生物碱的同分异构体的分离对于其在

食品中的研究和结构类似物的筛查具有重要意义,
因此采用 HSS

 

T3 色谱柱。 15 种 PAs 的提取离子流

图见图 2。
2. 1. 2　 流动相的优化

流动相、pH 值、流速等均会影响目标化合物的

峰面积响应强度。 为保证吡咯里西啶类生物碱定

性结果的准确性,本研究考察了甲醇和乙腈作为有

机流动相时,目标化合物的峰面积响应强度和峰

型,及各目标化合物的分离度。 分别以甲醇-水、乙
腈-水作为流动相,以千里光宁碱 ( Senecionine) 、毛

果天芥菜碱( Lasiocarpine) 、欧天芥菜碱( Europine)
为目标化合物,比较其峰面积响应值、峰型及分离

度。 结果显示,当流动相为甲醇-水时,目标化合物

有较高的峰面积响应值。 因此选取甲醇-水作为流

动相。
理论上,酸性环境有利于吡咯里西啶类生物碱
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图 1　 不同型号色谱柱分离效果对比图

Figure
 

1　 The
 

effect
 

on
 

separation
 

by
 

different
 

column

图 2　 15 种生物碱的提取离子色谱图(加标浓度 50
 

μg / kg)
Figure

 

2　 Extracted
 

ion
 

chromatogram
 

of
 

15
 

PAs
 

( adding
 

concentration
 

50
 

μg / kg)

生成[ M+H] + 离子,从而提高离子化的效率 [ 21] 。 甲

酸-甲酸铵缓冲溶液通常被添加到流动相中,以提高

吡咯里西啶生物碱的峰面积响应值。 因此,本研究

以千里光宁碱、毛果天芥菜碱、欧天芥菜碱为目标

化合物,分别以不同浓度甲酸和甲酸铵作为流动相

缓冲体系,对比其峰面积响应值。 结果显示,当甲

酸浓度达到 0. 1%时,3 种目标物均显示出较高的峰

面积响应值,之后随甲酸浓度的提高,响应值随之

降低,见图 3。 该结论与 DZUMAN 等 [ 22] 的结果一

致,由于生物碱是碱性物质,适量加入甲酸可帮助

其形成分子离子[ M+H] + ,随着甲酸浓度的提高,流
动相的 pH 值降低,使生物碱在溶液中倾向于以分

子状态存在,而不利于生成[ M+H] + ,导致目标物峰

面积响应值降低。
除此之外,本研究还考察了流动相中甲酸铵浓

度对目标物峰面积响应值的影响。 结果发现,甲酸

铵浓度为 4. 0
 

mmol / L 时目标物峰面积响应值最佳,
但当浓度进一步升高时响应值逐渐降低,见图 4。
此结果与 KACZYNSKI 等 [ 23] 的研究结果一致,由于

过高浓度甲酸铵会产生竞争性抑制电离,降低吡咯

里西啶类生物碱的离子化效率。 为实现 15 种吡咯

里西啶类生物碱的同时检测,均衡目标物的质谱响

应值,最终选择 4. 0
 

mmol / L 甲酸铵溶液 ( 含 0. 1%
甲酸)和甲醇作为流动相。
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图 3　 不同甲酸浓度下千里光宁碱、毛果天芥菜碱、
欧天芥菜碱的峰面积(n = 6)

Figure
 

3　 Peak
 

area
 

of
 

senecionine,
 

lasiocarpine,
 

europine
 

in
 

different
 

formic
 

acid
 

concentration
 

(n = 6)

图 4　 不同甲酸铵浓度下千里光宁碱、毛果天芥菜碱、
欧天芥菜碱的峰面积(n = 6)

Figure
 

4　 Peak
 

area
 

of
 

senecionine,
 

lasiocarpine,
 

europine
 

in
 

different
 

ammonium
 

formate
 

solvent
 

concentration
 

(n = 6)

2. 2　 质谱条件的选择

为了获得准确的化合物碎片离子信息,本研究

以千里光宁碱(m / z
 

336. 180
 

54) 为研究对象,分别

对 Full
 

MS / dd-MS2 和 Full
 

MS / DIA 两种二级扫描模

式进行了评估。 与 dd-MS2 相比,DIA 采集模式不会

预先筛选前体离子,可以获得更丰富的碎片离子信

息,特别是响应相对较低的碎片离子的扫描灵敏度和

响应强度均可得到显著提高。 虽然 DIA 模式扫描范

围更广,能够采集到的复杂的质谱裂解碎片,但是为

了消除基质干扰,对 Orbitrap 的三个不同分辨率设置

(17
 

500、35
 

000 和 70
 

000
 

FWHM)进行了评估。 结果

表明,高分辨率设置( R = 70
 

000
 

FWHM)是全扫描模

式 的 最 佳 参 数。 因 此, 在 DIA 模 式 下 使 用

17
 

500
 

FWHM 分辨率来准确测量碎片离子。 为了

获得更加丰富的碎片离子,本研究采用 Full
 

MS / DIA
扫描模式,设置低、中、高 3 种 NCE,见表 1。
2. 3　 样品前处理的优化

2. 3. 1　 提取溶剂的考察

根据国内外的文献报道 [ 22,
 

24-25] ,本研究比较了

乙腈、甲醇、水 3 种不同提取溶剂对 15 种 PAs 的提

取效果,进行了 5
 

μg / kg 浓度加标回收试验,6 组平

行,并比较其回收率,分别采用甲醇、乙腈、水为提

取溶剂从花茶中提取目标化合物,见图 5。 当甲醇

为提取溶液时,毛果天芥菜碱、野百合碱 N-氧化物

等 9 种生物碱回收率均超过 50%。 当乙腈为提取溶

液时,除野百合碱以外,其余 14 种目标物回收率均

在 40%以下。 当纯水为提取溶液时,千里光宁、兰

蓟定等 4 种生物碱回收率达到 50%以上。 由于生物

碱为碱性物质,提取效果受溶剂极性及 pH 值环境

影响较大 [ 23,
 

26] ,因此,本研究采用甲醇-水溶液作为

提取溶剂,并考察了 80%、60%、40%甲醇-水溶液对

15 种 PAs 的提取效率,见图 6。 研究发现,以甲醇

和水(80 ∶20,V / V)为提取溶液对花茶中的 PAs 提取

效率最高,回收率结果均在 60%以上。 考虑到提取

效率和同时检测要求,同时为增强离子化效率,在

提取溶液中添加 1% 甲酸, 采用甲酸甲醇水溶液

(1 ∶79. 5 ∶19. 5,V / V / V)作为提取溶剂。

图 5　 15 种 PAs 在不同种类提取溶剂下的回收率(n = 6)
Figure

 

5　 The
 

recovery
 

of
 

15
 

PAs
 

in
 

different
 

extract
 

solvent
 

(n = 6)

2. 3. 2　 提取溶剂体积的考察

本实验分别考察了 2、5、10、20
 

mL 的甲酸甲醇

水溶液( 1 / 79. 5 / 19. 5,
 

V / V / V)对 15 种 PAs 的提取

效率的影响,进行了 5
 

μg / kg 浓度加标回收试验,6
组平行,并比较其回收率。 结果显示,当提取溶剂

体积达到 5
 

mL 时,15 种 PAs 的回收率均在 70%以

上,见图 7。 除此之外,实验还考察了提取次数对目

标化合物提取效率的影响,发现 2 次提取时,15 种

生物碱的回收率最优,提取次数为 3 次时的效果无

较大提升, 考虑到实验效率与成本, 本方法采用

5
 

mL 提取溶剂,提取 2 次并混合提取液。
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图 6　 15 种 PAs 在不同甲醇 / 水比例的提取溶剂下的

回收率(n = 6)
Figure

 

6　 Recoveries
 

of
 

15
 

PAs
 

in
 

extract
 

solvents
 

with
 

different
 

methanol / water
 

ratios
 

(n = 6)

图 7　 15 种 PAs 在不同体积提取溶剂下的回收率(n = 6)
Figure

 

7　 The
 

recovery
 

of
 

15
 

PAs
 

in
 

different
 

volumes
 

of
 

extraction
 

solvent
 

(n = 6)

2. 3. 3　 净化方式的考察

由于茶叶样品基质复杂,提取液中含有大量干

扰物质,若直接进入仪器,会导致仪器污染,因此选

择适合的净化方式至关重要。 参考文献中的常用

前处 理 方 法 包 括, 液 液 萃 取 法、 固 相 萃 取 法、
QuEChERS 法。 液液萃取法,虽无需复杂设备,但试

剂消耗量大,且在萃取过程中 PAs 损失较多,回收

率较低 [ 21] ;固相萃取法,溶剂使用量较少,操作简

单,适用范围广,对生物碱有富集作用,广泛应用于

食品及药草中 PAs 的分析 [ 23] ;QuEChERS 法,常被

用于食品中目标化合物的净化,净化效果好,但对

于绝大多数目标化合物的回收率影响较大 [ 27] 。 为

实现 15 种 PAs 的同时提取和净化,本研究评估了

采用商品化 QuEChERS 试剂包和 MCX 固相萃取柱

的净化效果,同时与直接氮吹至干复溶后的各目标

物回收率进行了比较分析。 MCX 固相萃取柱采用

5
 

mL 甲醇,5
 

mL 纯水活化,5
 

mL 超纯水和 5
 

mL 甲

醇淋洗,均抽干,用 5
 

mL 氨化甲醇洗脱。 结果表明,
采用 MCX 固 相 萃 取 柱 的 净 化 效 果 优 于 商 品 化

QuEChERS 试剂包,15 种 PAs 的回收率均在 70%以

上,见图 8。 由于采用阳离子交换能够更好地分离

碱性化合物, QuEChERS 试剂包中 N-丙基乙二胺

( PSA)和 C18 去除掉脂肪、有机酸和部分色素,但其

去除杂质的效果较弱,且净化后样液颜色仍呈黄黑

色。 因此,本研究选择采用 MCX 固相萃取柱对茶叶

中 15 种吡咯里西啶类生物碱进行净化和富集。

图 8　 不同净化方式对 15 种 PAs 回收率的影响(n = 6)
Figure

 

8　 The
 

effect
 

on
 

recovery
 

of
 

15
 

PAs
 

in
 

different
 

purification
 

method
 

(n = 6)

2. 4　 标准曲线、线性范围、检出限及定量限

采用本研究方法,15 种 PAs 在 0. 5 ~ 200
 

μg / L
范围内线性关系良好,相关系数 R2 均> 0. 99。 在空

白茶叶基质中添加低水平浓度的标准品,经前处理

过程后, 以信噪比为 3
 

( S / N = 3 ) 和信噪比为 10
 

( S / N = 10)时分别确认茶叶基质中 15 种 PAs 的方

法检出限 ( LOD) 及定量限 ( LOQ ) 。 茶叶中 15 种

PAs 的检出限及定量限分别为 0. 35 ~ 4. 69
 

μg / kg 和

1. 18 ~ 11. 17
 

μg / kg,见表 2。
2. 5　 实际样品的检测

采用本研究建立的方法对市售 20 例茶叶产品

(4 例绿茶、10 例花茶、3 例红茶、3 例白茶)中 15 种

吡咯里西啶类生物碱进行定性筛查和定量分析,结
果显示其中 1 例菊花茶样品检测出千里光碱,其余

化合物在样品中测定值均低于方法检测低限。
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表 2　 15 种 PAs 的线性范围、线性方程、检出限及定量限

Table
 

2　 Linear
 

ranges,
 

calibration
 

curves,LODs
 

and
 

LOQs
 

of
 

15
 

PAs
化合物 线性方程 R2 线性范围 / ( μg / L) LODs / ( μg / kg) LOQs / ( μg / kg)
千里光宁碱 Y = 111

 

703
 

0X-105544 0. 997
 

9 0. 5 ~ 200 1. 20 4. 50
毛果天芥菜碱 Y = 573

 

893
 

0X-617917 0. 993
 

0 0. 5 ~ 200 1. 92 6. 56
野百合碱 Y = 951

 

610X-725
 

735 0. 993
 

3 0. 5 ~ 200 1. 60 3. 21
野百合碱 N-氧化物 Y = 154

 

663
 

0X-619
 

480 0. 994
 

6 0. 5 ~ 200 4. 69 11. 17
倒千里光碱 Y = 301

 

088
 

0X-119
 

082
 

0 0. 992
 

8 0. 5 ~ 200 4. 00 10. 28
千里光菲灵碱 Y = 483

 

238X+214
 

268 0. 999
 

5 0. 5 ~ 200 2. 24 8. 96
兰蓟定 Y = 339

 

376
 

0X-644
 

762 0. 994
 

3 0. 5 ~ 200 1. 28 4. 00
兰蓟定 N-氧化物 Y = 519

 

291
 

0X-561
 

521 0. 995
 

2 0. 5 ~ 200 1. 24 4. 12
芝麻菜叶千里光碱 Y = 138

 

537
 

0X-505
 

466 0. 991
 

4 0. 5 ~ 200 0. 35 1. 18
欧天芥菜碱 Y = 240

 

445
 

0X-229
 

575 0. 991
 

3 0. 5 ~ 200 2. 24 8. 96
欧天芥菜碱 N-氧化物 Y = 201

 

830
 

0X-338
 

062 0. 999
 

7 0. 5 ~ 200 0. 43 1. 42
天芥菜碱 Y = 612

 

135
 

0X-823
 

138 0. 997
 

5 0. 5 ~ 200 3. 49 11. 06
天芥菜碱 N-氧化物 Y = 563

 

572
 

0X-656
 

770 0. 994
 

8 0. 5 ~ 200 0. 64 2. 24
千里光碱 Y = 180

 

106
 

0X-478
 

134 0. 993
 

9 0. 5 ~ 200 2. 48 7. 60
春千里光碱 Y = 112

 

555
 

0X-117
 

361 0. 998
 

1 0. 5 ~ 200 1. 20 4. 50

3　 结论

本研究采用甲醇甲酸水溶液提取,经 MCX 固相

萃取柱净化,建立茶叶中 15 种吡咯里西啶类生物碱

( PAs)的超高效液相色谱-高分辨质谱的定性定量

分析方法。 本方法基于完整的数据采集结果,将吡

咯里西啶类生物碱分为三类,筛选出三类不同的特

征结构碎片离子,可用于茶叶中 15 种 PAs 的同时

测定,并可筛查未知吡咯里西啶类生物碱及其结构

类似物。 采用该方法灵敏度更高,
 

且前处理操作简

单,
 

方法学评价和实际样品测定结果良好,
 

可满足

同时测定茶叶中 15 种吡咯里西啶类生物碱的检测

要求,并可依据特征结构碎片,有望实现吡咯里西

啶类生物碱类化合物及其结构类似物的高通量

筛查。
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摘 　 要:目的 　 建立一种基于 X 射线荧光光谱仪(XRF)结合快速基本参数法快速测定不同食品样品中砷、铅、

镉元素的分析方法。 方法 　 样品粉碎过筛后,压片制备,用 XRF 结合基本参数法进行定量分 析 和 快 速 筛 查 分

析。 结果 　 XRF 方法的 As、Cd、Pb 检出限分别为:0. 07、0. 06、0. 07
 

mg / kg。 在国标 GB
 

2762—2017 规定的食品

限量浓度水平,As、Cd、Pb 的 XRF 检测结果和电感耦合等离子体质谱法检测结果相比相对相差值均小于 25% 。

针对谷物、豆类、肉制品、水产品样品的 XRF 快速检测,除个别食品类别外,As、Cd 和 Pb 元素的假阳性率和假阴

性率均小于 5% 。 结论 　 该方法具有操作简单、检测快速、灵敏度高等特点,适用于食品中砷、镉和铅的现场、快

速筛查分析。

关键词:食品安全;重金属;X 射线荧光光谱;Fast
 

FP 算法

中图分类号:R155　 　 文献标识码:A　 　 文章编号:1004- 8456(2021)06- 0790- 07
DOI:10. 13590 / j. cjfh. 2021. 06. 026


