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质谱法测定油茶籽油中的３种甾醇
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liquidchromatographyＧtimeofflightmassspectrometry
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摘要:目的:为准确测定油茶籽油中的βＧ谷甾醇、菜籽甾

醇、菜油 甾 醇 含 量.方法:建 立 超 高 效 液 相 色 谱—四 极

杆/飞行时间质谱测定方法.样品以６Ｇ酮胆甾烷醇为内

标物,５０mL乙醇加热回流提取３０min,离心分层后,样

液经 XbridgeBEHC１８(１００mm×４．６mm,２．５μm)色谱

柱洗脱分离,大气压化学电离源(APCI)电离和正离子模

式分析测试.结果:３种甾醇在０．１~１０．０mg/L 的质量

浓度范围内 具 有 良 好 的 线 性 关 系,相 关 系 数 R２ 均 大 于

０．９９９２,本底值０．５,１．０,２．０,１０．０倍添加水平的回收率为

８４．５％ ~９９．５％,相 对 标 准 偏 差 (RSDs)为 ３．９２％ ~
７．４４％,方 法 检 出 限 均 为 １．０ mg/kg,方 法 定 量 限 为

３．０mg/kg.结论:该方法操作简单、溶剂消耗少且环保、

回收率及重现性好,可用于准确测定油茶籽油中的３种

甾醇.

关键词:超高效液相色谱—四极杆/飞行时间质谱;大气

压化学电离;油茶籽油;βＧ谷甾醇;菜籽甾醇;菜油甾醇

Abstract:Objective:Inthisstudy,ultra performanceliquid

chromatographyＧhighresolutionquadrupoletimeofflightmass

spectrometer(UPLCＧQＧTOF/MS)wasestablishedtodetermine

βＧsitosterol,brassicasterol,andcampesterolincamelliaoleifera

seed oil．Methods: Using ６Ｇketocholestanol as the internal

standardand performingsampleextraction by heatingitfor

３０minandrefluxingitwith５０mLethanol．Aftercentrifugation

andlayering,threesterolswereseparatedbyXbridgeBEH C１８

(１００mm ×４．６mm,２．５μm)Chromatographiccolumnelution．

Finally,ionized by atmospheric pressure chemicalionization

sourceandanalyzedbypositiveionmode．Results:Theinternal

standardcurvesofthethreesterolsshowedanobservablelinear

relationshipin therange of０．１~ １０．０ mg/L,whilethe

correlationcoefficientR２ wasbothgreaterthan０．９９９２．The

averagerecoveriesat０．５,１．０,２．０,and１０．０timesofbackground

valuewereintherangeof８４．５％~９９．５％．Therelativestandard

deviation(RSDs)wasrangedfrom３．９２％to７．４４％．Moreover,

thelimits ofdetection were １．０ mg/kg and thelimits of

quantitation were３．０ mg/kg,respectively．Conclusion:The

methodwassimpleinoperation,lowinsolventconsumption,and

toxicity．Ithadgoodrecoveriesandreproducibilitythatcouldbe

appliedfortheaccuratedeterminationofthreesterolsincamellia

oleiferaseedoil．

Keywords:UPLCＧQＧTOFＧMS;APCI;camelliaoleiferaseedoil;

βＧsitosterol;brassicasterol;campesterol

油茶是一类山茶科山茶属的常绿小乔木或灌木[１].

油茶籽压榨后所得茶油成分与橄榄油相似,含有９０％的

不饱和脂肪酸[２].油茶籽油中含有大量的多酚,甾醇等

活性成分,具有极强的抗氧化作用[３－４],因此有降低血

脂、预防心脑血管疾病等作用[５].而油茶籽油中的甾醇,

主要有βＧ谷甾醇、菜籽甾醇、菜油甾醇等,具体结构式见

图１.有研究表明,βＧ谷甾醇可减轻幽门螺杆菌感染性胃

炎小鼠胃组织炎症[６],也具有降脂抗肿瘤等作用[７].由

于油茶籽油中含有大量的甾醇,因此被作为健康食用油
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图１　３种甾醇的化学结构

Figure１　Chemicalstructureofthreesterols

而得到广泛的推广.

　　目 前 对 于 植 物 油 中 的 甾 醇 测 定 方 法 主 要 集 中 在

HPLC法[８－９]、GC 法[１０－１２]、HPLCＧMS/MS法[１３]和 GCＧ

MS及 GCＧMS/MS法[１４－１５],其中,色谱法由于检测器选

择性较低,谱图容易受杂质影响,而且分离难度大,因此

通常需要在前处理中对样品进行皂化,耗时耗力,且影响

回收率.而质谱法中,气相色谱质谱法的报道相对较多,

相比于与非质谱检测器联用,具有更高的选择性,也能在

短时间内实现多种化合物测定.研究拟以加热回流为提

取手段,无需对样品进行皂化,利用高分辨飞行时间质谱

精确分子量进行测定,内标法定量,以期为建立植物油中

甾醇类物质的测定及相关指纹图谱提供参考.

１　材料与方法

１．１　仪器与设备

飞行 时 间 质 谱 仪:Triple TOF ５６００＋ 型,美 国

ABsciex公司;

超高效液相色谱仪:UPLCＧ２０AD型,日本岛津公司;

高速离心机:４kＧ１５型,德国西格玛公司;

多管漩涡振荡器:MultiReax型,德国 Heidolph公司;

数显恒温电热板:DBＧ６B型,常州润华电器有限公司.

１．２　材料与试剂

油茶籽油:市售;

甲酸、乙腈、乙醇:色谱纯,美国赛默飞世尔公司;

βＧ谷甾醇、菜 籽 甾 醇、菜 油 甾 醇、６Ｇ酮 胆 甾 烷 醇:纯

度≥９５．０％,上海安谱实验科技股份有限公司.

１．３　标准溶液的配制

１．３．１　标准储备液　分别称取１０mg３种甾醇及内标,无

水乙醇溶解并定容至１０mL容量瓶,配制成１０００mg/L
的标准储备溶液.

１．３．２　内标工作液　将６Ｇ酮胆甾烷醇标准储备液,用无

水乙醇稀释成质量浓度为１．０mg/L的标准内标工作液.

１．３．３　标准工作液　取上述标准储备液加入内标液配制

０．１０,０．２５,０．５０,１．０,２．５,５．０,１０．０mg/L的工作曲线,其
中内标质量浓度为１．０mg/L.

１．４　样品处理条件

称取０．５g油茶籽油样品于２５０mL圆底烧瓶中,加
入５０mL内标工作液,涡旋混匀,连同圆底烧瓶重新称

重.控制 电 热 套 温 度,在 乙 醇 微 沸 条 件 下,加 热 回 流

３０min,冷却至室温后,用无水乙醇补足失重,涡旋混匀,

取２mL溶液于离心管中,以１２０００r/min离心１０min,

取上清液过０．２２μm 有机滤膜,待测定.

１．５　仪器条件

１．５．１　色谱条件　色谱柱:XbridgeBEHC１８(１００mm×

４．６mm,２．５μm);色谱柱柱温:４０℃;进样量:１０μL;流动

相 A 为 乙 腈,B 为 ０．１％ 甲 酸 水 溶 液;流 动 相 流 速:

０．５mL/min;梯度洗脱程序:０．０~２．０min,８０％ A;２．０~
１５．０ min,８０％ ~１００％ A;１５．０~３５．０ min,１００％ A;

３５．０~３６．０ min,１００％ ~８０％ A;３６．０~４０．０ min,

８０％ A.

１．５．２　 质 谱 条 件 　 离 子 源:大 气 压 化 学 电 离 源

(Atmosphericpressurechemicalionization,APCI);扫描

方式:正离子;离子源温度:３５０℃;离子源电压:４０００V.

四极杆质量扫描范围:５０~１０００Da;去簇电压 DP:９０V,

碰撞能量 CE:３０,４０,５０eV;全信息串联质谱模式检测,

灵敏 度 模 式;扫 描 时 间 间 隔:５０ ms;校 正 液 流 速 为

０．５mL/min,每１０个样品进行一次自动校正,以确保系

统在批内的精准质量数稳定.

１．６　回收率试验设计

通过初步测定批量样品,选择３种甾醇含量较低的

样品进行加标回收试验,对含量较高的化合物,按照其测

得的本底值的０．５,１．０,５．０倍进行添加,含量相对较低的,

按照本低值的１．０,２．０,１０．０倍进行添加,在优化后的方法

下进行６次平行测定,计算相对标准偏差以评价试验重

复性.

１．７　方法的应用

使用优化后的方法,对样品进行测定,每个样品平行

测定６次,记录相应平均回收率及相对标准偏差.

１．８　数据分析及绘图

待测定化合物信息由AnalystTF１．６软件采集,根据

TOFＧMS和IDAＧMS高分辨质谱获得化合物的准确分子

量,采用 PeakView２．０,MasterView２．０和 MultiQuant３．０
等软件进行定性定量分析处理.

２　结果与讨论

２．１　提取条件的优化

２．１．１　提取溶剂体积的选择　试验初期对提取溶剂体积
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进行优化,由于油茶籽油均为阳性样品,且含量较大,因
此难以使用本底值相当的浓度进行加标.为了考察对应

的提取效率,试验选择含量较高的样品为对象,以不同提

取溶剂体积对同一样品最终测得的含量为判定依据,对
提取溶剂体积进行优化,结果如图２所示.随着提取溶

剂体积 的 增 大,３ 种 甾 醇 测 得 的 含 量 均 在 增 加,在

５０mL时,基本提取充分,体积继续增大,测得的含量基

本持平,最终选择５０mL为提取溶剂体积.

图２　提取溶剂体积对提取含量的影响

Figure２　Effectsofsolventvolumeonextractioncontent

２．１．２　加热回流时间的选择　试验对最佳的加热回流时

间进行探讨,３种甾醇的沸点均较高,因此具有一定的热

稳定性,可长时间加热提取,但长时间加热不但检测成本

增加,还会导致乙醇蒸发过多,随时间的推移,提取液中

目标物浓度过大,乙醇和油两相之间平行系数发生变化,

而导致提取率下降.试验使用５０mL的提取液,分别对

同一样品提取１５,２０,２５,３０,３５min,结果发现,βＧ谷甾醇

在提取２５min时,提取含量基本达到最大,但菜籽甾醇和

菜油甾醇在３０min时的提取含量明显要比２５min时的

高,因此,综合考虑,最终选择提取时间为３０min,详细结

果见图３.

２．２　质谱条件的确定

根据３种甾醇的化学结构分析可知,其结构中主要

含有烃基,使用不同的离子源,不同的模式电离,可能会

产生不同的母离子.试验分别对比了３种甾醇在电喷雾

电离源(ESI)和大气压化学电离源(APCI)下的母离子响

应强度.结果发现,３种甾醇在 ESI和 APCI源的负模式

下,均没有响应,主要是因为３种甾醇的羟基较稳定,没

图３　提取时间对提取含量的影响

Figure３　Effectsofextractedtimeonextractioncontent

能失去 H＋ 而产生相应的[M－H]－ 母离子.而在正模式

下,３种甾醇在 ESI源中可失去羟基(－OH),从而生成

[M－OH]＋ 形态的母离子,但响应很低,难以用于实际测

定,同样,在 APCI源的正模式下,所产生的[M＋H]＋ 母

离子响应也很低,说明这两种母离子均不稳定.而 APCI
源的正模式下也同样产生了[M－OH]＋ 形态的母离子,

其响应则较高,可满足分析要求,因此最终选择 APCI源

的正模式进行电离.

在流动相中加入质子 H＋ ,可在离子化过程中与羟基

结合,使离子化平衡向右移,增强母离子响应.试验对比

了乙腈—水和乙腈—０．１％甲酸水溶液体系作为流动相对

母离子响应的影响,结果发现,当使用乙腈—０．１％甲酸水

作为流动相时,３种甾醇母离子的响应比乙腈—水体系要

高３０％左右,因此,最终选用乙腈—０．１％甲酸水作为流

动相.所测得３种甾醇及内标物６Ｇ酮胆甾烷醇的质谱信

息见表１.由于无法完全确定子离子的归属,因此选择母

离子进行定性定量,其余信息辅助定性.３种甾醇标准品

提取离子流色谱图见图４.

２．３　甾醇质谱裂解途径分析

３种甾醇均先由 C—O 键开始断裂,在丢失羟基后,

由于氧原子(O)的电负性较强,因此 C—O 键中的电子对

被 O吸引带走,使该位置的碳原子(C)失去一个电子而带

一个单位正电荷,得到[M－OH]＋ 形态的母离子.由于

３种甾醇的结构相似,因此在质谱中的裂解途径也相似,

且得到的碎片子离子具有较大的交集.从IDAＧMS采

集得到的子离子质荷比可知,在APCI源的电离模式下,

表１　３种甾醇的质谱信息

Table１　Massspectralinformationofthreesterols

化合物 分子式 理论值 (m/z) 实测值 (m/z) 子离子(m/z) 误差(×１０６)

βＧ谷甾醇 C２９H５０O ３９７．３８２８８ ３９７．３８３１３ １６１．１３２５１;１３５．１１６８２ ０．６

菜籽甾醇 C２８H４６O ３８１．３５１５８ ３８１．３５１９０ ６９．０７００１;１４７．１１６８１ ０．８

菜油甾醇 C２８H４８O ３８３．３６７２３ ３８３．３６７６２ １６１．１３２５３;１４７．１１６８１ －０．２

６Ｇ酮胆甾烷醇 C２７H４６O２ ３８５．３４６４９ ３８５．３４６６６ ３６７．３３６９０;１５９．１１６８８ ０．４
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图４　３种甾醇及内标物标准品提取离子流色谱图

Figure４　Extractedionchromatogramofthreesterolsandinternalstandard

３种甾醇所产生的二级碎片质荷比均较小,主要为 m/z
１６１,１３５,１４７,６９,在碰撞能量的轰击下,多元环逐步碎

裂,逐级产生出不同质荷比的碎片,而其他烷基则以中性

碎片的形式在四极杆中丢失.由图５可知,３种甾醇的碎

片存在互为同分异构体的情况,因此在高通量检测时,若
要单独分析单个化合物的裂解机理,应对组分进行色谱

分离,以出峰时间作为辅助定性依据.

２．４　标准曲线和检出限

按照１．３的方法配制对应浓度的标注曲线,其中含内

标质量浓度为１．０mg/L,于优化后的仪器条件测定,将质

量浓度和仪器软件积分后得到的峰面积记录于 Excel软

件,并拟合得到线性方程,３种甾醇的相关系数R２均大于

０．９９９２,说明在此仪器条件下,３种甾醇线性较好,可准确

定量.由于样品均为阳性,因此以信噪比的３倍(S/N＝
３)和１０倍(S/N＝１０),结合稀释倍数,计算得到方法检

出限(LOD)为１．０mg/kg,定量限(LOQ)为３．０mg/kg,经
批量测定样品含量后,该定量限可满足一般样品中３种

甾醇含量的测定.

图５　甾醇的质谱裂解途径

Figure５　Massspectrometryfragmentationpathwayofsterol
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表２　３种甾醇的线性方程、检出限(LOD)和定量限(LOQ)

Table２　Linearequation,Limitofdetection(LOD)andquantitation(LOQ)forthreesterols

化合物 浓度范围/(mgL－１) 线性方程 相关系数R２ 检出限/(mgkg－１) 定量限/(mgkg－１)

βＧ谷甾醇 ０．１~１０．０ Y＝１．１７５１X＋０．１２０９ ０．９９９６ １．０ ３．０

菜籽甾醇 ０．１~１０．０ Y＝１．５６０１X＋０．２２１９ ０．９９９９ １．０ ３．０

菜油甾醇 ０．１~１０．０ Y＝１．３３４１X＋０．１６６７ ０．９９９２ １．０ ３．０

２．５　回收率与精密度试验

对批量样品进行测定,选择３种甾醇含量较低的样

品,经６次测定后,以结果平均值为基准进行不同水平的

标准添加,考察３种甾醇的回收率.由于油茶籽油中,

βＧ谷甾醇含量普遍较高,而菜籽甾醇和菜油甾醇含量相对

较低,因此分别采用不同倍数水平进行加标,根据测定结

果,最终决定βＧ谷甾醇的添加水平为０．５,１．０,５．０倍,菜籽

甾醇和菜油甾醇的添加水平则为１．０,２．０,１０．０倍.如

表３所示,在日内重复６组平行样品下,３种甾醇的回收

率为８４．５％~９９．５％,相对标准偏差(RSD)为３．９２％~
７．４４％,说明方法回收率高,重复性好,可用于准确测定油

茶籽油中的３种甾醇含量.

表３　加标回收率和相对标准偏差

Table３　Recoveryrateandrelativestandarddeviation(n＝６)

化合物 本底值/(mgkg－１) 添加水平/(mgkg－１) 测得值/(mgkg－１) 回收率/％ RSD/％

βＧ谷甾醇 ９８．１ ５０．０ ４５．１ ９０．２ ７．４４

１００．０ ９４．８ ９４．８ ６．７１

５００．０ ４９４．５ ９８．９ ４．６７

菜籽甾醇 １１．５ １０．０ ８．５ ８４．５ ６．７６

２０．０ １８．１ ９０．５ ３．６９

１００．０ ９４．６ ９４．６ ４．１１

菜油甾醇 ３３．６ ２０．０ １８．０ ９０．１ ５．２２

４０．０ ３６．６ ９１．６ ６．４１

２００．０ １９９．０ ９９．５ ３．９２

２．６　实际样品测定

随机选择１０个油茶籽油样品进行测定,结果如表４
所示,βＧ谷甾醇含量均远高于菜籽甾醇和菜油甾醇,而不

同样品中,βＧ谷甾醇和菜油甾醇含量差异较大,但菜籽甾

醇含量差异较少.

表４　不同样品中３种甾醇含量

Table４　Contentsofthreesterolsindifferentsamples
mg/kg

样品编号 βＧ谷甾醇 菜籽甾醇 菜油甾醇

１ ８８４ ３６．０ １４６

２ ９８．１ １１．５ ３３．６

３ ２２３ ２２．５ ９３．６

４ １７６ １４．７ ５２．１

５ １９３ １８．９ ７６．９

６ ３３８ ２３．９ １０８

７ ５８８ ３２．１ １３３

８ ４３０ ２７．６ １１９

９ １８２ １６．７ ８４．７

１０ ４４２ ２９．４ １２５

３　结论

研究以蒸馏回流的方式提取油茶籽油中的３种甾

醇,优化提取条件后,提取率高,同时结合超高效液相色

谱分离,飞行时间质谱准确测定分子量,能准确定性定

量,且回收率试验数据表明,方法回收率高,重现性好,可

用于批量测定油茶籽油中３种甾醇含量.

针对植物油脂中的中低极性活性物的测定,使用大

气压化学电离源可获得较好的响应.研究只针对甾醇进

行研究,通过丢失一分子的羟基,可形成相对稳定的母离

子,获得较好响应,对于其他不含羟基的化合物,在大气

压化学电离源中的离子化机理仍有待进一步研究.
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