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同位素内标法—超高效液相色谱/串联质谱法测定
六堡茶中苦参碱和氧化苦参碱残留量
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摘要:目的:以广西六堡茶为例,建立超高效液相色谱—

质谱/质谱(UPLCＧMS/MS)分析方法测定苦参碱和氧化

苦参碱残 留 量.方法:样 品 经 乙 腈 水 溶 液(８０％ 乙 腈 ＋
０．２％氨水)超声提取,流动相为０．１％甲酸—水和０．１％甲

酸—甲醇溶液,梯度洗脱,内标法定量.结果:苦参碱和

氧化苦参碱在０．１~８０．０ng/mL质量浓度范围内呈线性,

相关系数均＞０．９９９６,检出限均为１．０μg/kg,定量限均

为３．０μg/kg,满足茶叶中苦参碱和氧化苦参碱残留量的

监管判定 要 求.通 过 加 标 验 证,回 收 率 均 为 ９２．０％ ~
１０４．７％,相对标准偏差(RSD)均＜５．４％.结论:试验方

法 结 合 净 化 管 净 化 (１４７．７ mg PSA,１５．１ mg GCB,

８８７．２mg硫酸 镁),以 Kinetex ２．６μm Biphenyl１００Å
色谱柱(１００mm×３．０mm)分离,解决了苦参碱和氧化苦

参碱提取回收率低、前处理复杂的问题,使苦参碱和氧化

苦参碱出峰良好,抗干扰性强.

关键词:六堡茶;苦参碱;氧化苦参碱;UPLCＧMS/MS
Abstract:Objective:TakingGuangxiLiupaoteaasanexample,

an UPLCＧMS/MSanalysis method withresidualamountsof

matrineandOxymatrinewasestablished．Methods:Theprepared

samplesweresubjectedtooptimizedacetonitrileaqueoussolution

(８０％acetonitrile＋０．２％ammoniawater)ultrasonicextraction,

mobilephase:formicacidwaterandformicacidmethanol(both

０．１％),gradientelution,andinternalstandardmethodquantification．

Results:Itwaslinearintherangeof０．１~８０．０ng/mL,r was

greaterthan ０．９９９ ６,the detectionlimits of matrine and

oxymatrinewere１．０μg/kg,andthequantitativelimitswere

３．０μg/kg,whichmettheregulatorydeterminationrequirements

fortheresidueofmatrineandoxidativematrineintea．Through

thespikeverification,therecoveryrate wasintherangeof

９２．０％~１０４．７％,andtherelativestandarddeviation(RSD)was

lessthan５．４％．Conclusion:Methodcombinedwithpurification

tubepurification (１４７．７ mgPSA,１５．１ mg GCB,８８７．２ mg

magnesiumsulfate),using Kinetex ２．６μm Biphenyl１００ Å

chromatographiccolumn(１００mm×３．０mm)separationsolves

theproblemsoflowextractionrecoveryrateandcomplexpreＧ

treatmentofmatrineandoxymatrine,sothatthesymmetrical

peakshapeandstrongantiＧinterferenceabilityofmatrineand

oxymatrine．

Keywords:Liupaotea;matrine;oxymatrine;UPLCＧMS/MS

六堡茶为黑茶的一种,以“红、浓、陈、醇”著称.与其

他茶树一样,六堡茶茶树每年也会受小绿叶蝉、茶尺蠖、

茶毛虫、茶丽纹象甲等虫害的侵袭[１－３].茶园中常用苦

参碱、印楝素、鱼藤酮、藜芦碱等植物源农药防治小绿叶

蝉、茶尺蠖等虫害[４－７],植物源农药已成为茶园病虫害绿

色防控的新趋势[８－１０].其中苦参碱和氧化苦参碱属于喹

９８
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诺里西啶类生物碱,为高效、广谱植物源杀虫剂[１１],联合

使用更具速效和持久毒杀效果[１２－１５].但一定剂量的苦

参碱和氧化苦参碱会导致神经、肝损伤等[１６].

GB/T１９６３０—２０１９中有机产品可以施用苦参碱和

氧化苦参碱等植物源农药,但 GB２７６３—２０２１中却未对

茶叶中苦参碱和氧化苦参碱的施用残留量及检测方法做

出任何规定.目前,有关苦参碱检测的研究较多,而氧化

苦参碱的研究却鲜见报道[１７],主要涉及的检测技术有GC
技术[１８]、LC技术[１９]、GC/MS技术[２０－２１]、HPLCＧMS/MS
技术等[２２－２３],多采用外标法或基质外标法为主要定量方

法,且多数方法回收率不高[２４－２６].

研究拟结合苦参碱和氧化苦参碱的性质,通过优化

色、质谱条件及样品前处理过程,采用同位素内标法定

量,建立 UPLCＧMS/MS法测定六堡茶中苦参碱和氧化苦

参碱残留量的测定方法,为茶叶中苦参碱和氧化苦参碱

残留量检测以及风险评估提供依据.

１　材料与方法

１．１　材料与仪器

１．１．１　材料与试剂

甲醇、甲 酸、乙 腈、甲 酸 铵:色 谱 纯,美 国 MREDA
公司;

浓氨水、无水硫酸钠:化学纯,北京化工厂;

QEChERS提 取 盐 (１．５ g NaAc,６ g MgSO４ )、

QuEChERS净 化 管 １(１５．１ mg GCB,１４７．７ mgPSA,

８８７．２mgMgSO４)、QuEChERS净化管２(２００mgGCB,

４００ mg C１８,４００ mg PSA,１２００ mg MgSO４):美 国

Agilent公司;

０．２μm 滤膜:美国Pall公司;

苦参碱、氧化苦参碱标准物质:纯度≥９８．９％,美国

Cerilliant公司;

苦参碱ＧD３、氧化苦参碱ＧD３:纯度≥９８％,加拿大 Trc
公司;

六堡茶样品:不同年份、不同季节的六堡茶１６批次

(２０１２年春茶、２０１２年秋茶、２０１２年老树茶、２０１４年夏

茶、２０１４年秋茶、２０１６年社前茶、２０１６年明前茶、２０１８年

春茶、２０１８年秋茶、２０２０年春茶、２０２０年秋茶、２０２０年老

茶婆、２０２０年金花茶、２０２２年春茶、２０２２年秋茶、２０２２年

老茶婆),市售.

１．１．２　主要仪器设备

超高效液相色谱—串联质谱仪:TSQEndura型,美

国 ThermoFisher公司;

涡旋混合器:IKA型,欧莱博科学仪器有限公司;

超声波清洗器:DQＧ１１０E型,瑞莱博科技有限公司;

离心机:Allegra６４型,美国Beckman公司;

氮吹仪:TTLＧDC型,联泰科技发展有限公司.

１．２　方法

１．２．１　标准溶液配制

(１)标准储备液:以甲醇为溶剂分别配制苦参碱、氧
化苦 参 碱、苦 参 碱ＧD３、氧 化 苦 参 碱ＧD３ 标 准 储 备 液

(１mg/mL),于－１８℃避光保存.
(２)混合标准使用液:取苦参碱和氧化苦参碱标准储

备液,用５０％的甲醇溶液(含０．１％甲酸)配制,得到质量

浓度分别为１０,１００μg/L的苦参碱和氧化苦参碱混合标

准使用液.
(３)内标使用液:取苦参碱ＧD３和氧化苦参碱ＧD３标准

储备液,用５０％甲醇溶液(含０．１％甲酸)配制,得到苦参

碱ＧD３质量浓度为１０μg/mL,氧化苦参碱ＧD３质量浓度为

１μg/mL.
(４)混合标准工作溶液:分别吸取１０μg/L的混合标

准使用液１０,５０,１００μL及１００μg/L的混合标准使用液

５０,１００,２００,５００,８００μL 于 样 品 瓶 中,加 内 标 使 用 液

１０μL,用含０．１％甲酸的甲醇溶液(V甲酸 ∶V甲醇 为１∶１)

定容至１．０mL,混匀.配制的混合标准工作溶液质量浓

度分别为０．１,０．５,１．０,５．０,１０．０,２０．０,５０．０,８０．０μg/L.

其中苦参碱ＧD３质量浓度为１００μg/L,氧化苦参碱ＧD３质

量浓度为１０μg/L.

１．２．２　样品前处理　称取０．５g(精确至０．０１g)试样于

５０mL玻璃离心管中,加入５０μL内标混合使用液,加入

１０mL含０．２％氨水的乙腈水溶液(V氨水 ∶V乙腈 为４∶１),

涡旋６０s,超声１０min,加入５g无水 Na２SO４,再次涡旋

２min,离心５min(９５００r/min,４℃).吸取５．０mL上清

液于 QuEChERS净化管 １ 中,涡旋 ２ min,离心 ５ min
(５０００r/min,４℃).将２．００mL上述液体转移至另一支

１０mL 玻 璃 离 心 管 中,氮 吹 近 干 (４０ ℃ 水 浴),加 入

１．０mL含０．１％ 甲 酸 的 ５０％ 甲 醇 溶 液 溶 解 残 渣,涡 旋

１min,过０．２２μm 滤膜,上机测定.

１．２．３　 液 相 色 谱 条 件 　 色 谱 柱 为 Kinetex ２．６μm
Biphenyl１００Å(１００mm×３．０mm)或等效柱;柱温３５℃;

流动相 A泵为水相 (０．１％甲酸),B泵为甲醇相 (０．１％甲

酸),流速０．３５mL/min;进样量５μL;洗脱程序见表１.

表１　 流动相配比及洗脱条件

Table１　Mobilephaseratioandelutionconditions

保留时间/min 流动相 A/％ 流动相B/％

０．０ ９５ ５

１．０ ６０ ４０

６．０ １５ ８５

６．１ ５ ９５

８．０ ５ ９５

８．１ ９５ ５

１１．０ ９５ ５

０９
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１．２．４　质谱条件　电离方式为电喷雾离子源正离子模

式,多反应监测模式采集;电喷雾电压５５００V;气帘气压

力２０７kPa;辅助气压力４８３kPa;雾化气压力３４５kPa;离
子源温度５００℃;碰撞气６mL/min;离子对、保留时间等

参数见表２.

１．２．５　线性范围测定　按优化后的参数和条件对标准工

作液系列进行测定,以苦参碱标准溶液中待测组分峰面

积与相应氧化苦参碱内标物峰面积的比值为纵坐标,苦
参碱标准溶液中待测组分浓度与相应氧化苦参碱内标物

浓度的比值为横坐标,绘制内标—校准工作曲线.

表２　去簇电压、离子对及碰撞能量值†

Table２　Declusteringvoltage,ionpairs,andcollisionenergyvalues

化合物 保留时间/min 母离子(m/z) 产物离子(m/z) 驻留时间/ms 去簇电压/V 碰撞能量/eV

苦参碱 ２．７６ ２４９．２ １４８．３∗ １００．０ １００．０ ４２

１５０．３ １００．０ １００．０ ４２

苦参碱ＧD３ ２．７５ ２５２．２ １５１．３ １００．０ ９０．０ ４７

氧化苦参碱 ２．９５ ２６５．２ ２４７．３∗ １００．０ ８９．０ ３５

１４８．２ １００．０ ８９．０ ４０

氧化苦参碱ＧD３ ２．９３ ２６８．２ ２５０．３ １００．０ ８０．０ ３９

　　　　†　“∗”为定量离子.

１．２．６　定量限及检出限测定　向基质中添加一定浓度的

目标物及内标物,以３倍信噪比(S/N＝３)对应的目标物

浓度计算检出限,以１０倍信噪比(S/N＝１０)对应的目标

物浓度计算定量限.

１．２．７　回收率和精密度测定　向基质中定量添加目标物

及内标物,按建立的方法测定６次,并计算方法回收率和

精密度.

２　结果与分析

２．１　前处理条件优化

２．１．１　提取溶剂选择　因苦参碱和氧化苦参碱为碱性水

溶性化合物[２３],考虑茶叶基质(含鞣酸等酸性物质)的特

殊性,仅对中性和碱性提取体系进行考察.分别对水复

溶＋１％氨水乙腈提取、水复溶＋含０．２％氨水的乙腈水

溶液(V氨水 ∶V乙腈 为４∶１)提取和直接用含０．２％氨水的

乙腈水溶液(V氨水 ∶V乙腈 为４∶１)提取３种方式进行回收

率考察.试验发现,直接用８０％乙腈水溶液(含０．２％氨

水)对茶叶样品进行提取的回收率最高,可能是水的前期

参与会使茶叶溶出大量的酸性物质,这些酸性物质会与

苦参碱发生反应[２５],导致回收率较低;但直接用８０％乙

腈水溶液(含０．２％氨水)提取时,因过量的氨水可以中和

茶叶基质中的酸性物质,保护了苦参碱,从而有利于提取

效率的提升.当直接用８０％乙腈水溶液(含０．２％氨水)

提取时,苦参碱回收率为９３．８％~１０３．７％,氧化苦参碱回

收率为９２．０％~１０４．７％,结果均满意.

２．１．２　 净 化 方 法 优 化 　 分 别 选 用 无 水 硫 酸 钠 和

QuEChERS盐为提取盐,用８０％乙腈水溶液(含０．２％
氨水)对 加 标 样 品 进 行 提 取,选 择 QuEChERS 净 化

管１、QuEChERS净化管２进行净化,考察净化方式对

回收率的影响.由表３可知,当以无水硫酸钠为提取盐

表３　净化方法对回收率的影响

Table３　Effectofdifferentpurificationmethodson

recoveryrate ％

净化方法 苦参碱 氧化苦参碱

QuEChERS提取盐＋QuEChERS净化管２ ３３ ２０

无水硫酸钠＋QuEChERS净化管２ ４２ ２８

无水硫酸钠＋QuEChERS净化管１ ８６ ８５

QuEChERS提取盐＋QuEChERS净化管１ ９３ ８７

QuEChERS净化管１净化时,苦参碱和氧化苦参碱的回

收率较好,其余组合回收率均较低,可能是 QuEChERS
净化管２中大量的石墨化炭黑(GCB)对苦参碱和氧化苦

参碱有较强的吸附[２４],导致苦参碱和氧化苦参碱的回收

率偏低.

２．２　仪器条件优化

２．２．１　 色 谱 条 件 优 化 　 分 别 以 ０．１％ 甲 酸 水—甲 醇、

０．１％甲酸水—０．１％甲酸—甲醇、０．１％甲酸水—０．１％甲

酸—乙腈、５mmol/L甲酸铵溶液(含０．１％甲酸)—０．１％
甲酸—甲醇为流动相,考察不同配比的流动相对目标物

的洗脱效果,结果见表４.由表４可知,以甲醇为主体的

流动相使得苦参碱和氧化苦参碱的响应值和分离效果均

较好,且甲酸浓度增加后,响应效果更显著;甲酸铵的存

在同样能得到较高的响应值和较好的分离效果,但从配

制便捷的角度考虑,优先选择０．１％甲酸水—０．１％甲酸—

甲醇为流动相.

２．２．２　质谱条件优化　按试验条件进样分析,进一步验

证所选离子对的响应值和稳定性,最终确定了４种目标

物的离子对,苦参碱和氧化苦参碱及内标物溶液的 MRM
色谱图如图１所示.
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表４　流动相对苦参碱和氧化苦参碱响应值的影响

Table４　Effectsofdifferentflowphasesontheresponse
valuesofmatrineandoxymatrine

流动相 苦参碱 氧化苦参碱

０．１％甲酸水—甲醇 １．７５５×１０５ ２．１７１×１０５

０．１％甲酸水—０．１％甲酸—甲醇 １．９２７×１０５ ２．４２０×１０５

０．１％甲酸水—０．１％甲酸—乙腈 １．０１９×１０５ １．２８９×１０５

５mmol/L甲酸铵溶液(含０．１％
甲酸)—０．１％甲酸—甲醇

１．９０４×１０５ ２．６４４×１０５

２．３　方法的校准曲线和检出限

由表５可知,苦参碱和氧化苦参碱在０．１~８０．０ng/mL
质量浓度范围内线性关系良好,相关系数均＞０．９９９６.以

３倍信噪比(S/N＝３)对应的加标量为检出限,１０倍信噪

比(以S/N＝１０)对应的加标量为定量限,测得苦参碱和氧

化苦参碱的检出限均为１．０μg/kg,定量限均为３．０μg/kg.

２．４　方法的精密度和加标回收率

茶叶样品按５个浓度水平加标,分别测定６次,其回

收率及相对标准偏差见表６.由表６可知,苦参碱的相对

图１　苦参碱、氧化苦参碱及内标物的 MRM 色谱图

Figure１　Multireactionmonitoringchromatogramsofmatrine,oxymatrineandtheirisotope
internalstandardsolutions(５０ng/mL)

表５　校准曲线及线性范围

Table５　Calibrationcurveandlinearrange

目标物 出峰时间/min 回归方程 相关系数 线性范围/(ngmL－１)

苦参碱　　 ２．７６ Y＝４．３１３４９x＋０．１８０６３ ０．９９９６７ ０．１~８０．０

氧化苦参碱 ２．９５ Y＝０．６４０３８x＋０．００１２０ ０．９９９６１ ０．１~８０．０

标准偏差为１．７％~４．８％,回收率为９３．８％~１０３．７％;氧
化苦参碱的相对标准偏差为 ２．１％ ~５．３％,回收率为

９２．０％~１０４．７％;均满足 GB/T２７４０４—２００８的要求,说
明试验方法准确可靠.

２．５　样品测试

对采购的１６种不同年份、不同季节的六堡茶进行测

定,结果显示,苦参碱和氧化苦参碱均未检出,说明在苦

参碱和氧化苦参碱类生物类农药考察中,六堡茶具有较

高的安全性.

３　结论

通过对色谱、质谱条件及样品前处理过程的不断优

化,建立了一种内标法测定六堡茶中苦参碱和氧化苦参

碱残留量的方法.该方法缩短了茶叶中苦参碱和氧化苦

参碱的前处理周期,提高了检测效率,且该方法具有良好

的线性范围和较高的回收率,灵敏度、准确度、精密度均

满足 GB/T２７４０４—２００８要求.对市售六堡茶进行摸底,

结果显示六堡茶中均未检出苦参碱和氧化苦参碱.后续
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表６　精密度及回收率结果

Table６　Precisionandrecoverymeasurementresults(n＝６)

目标物 本底值/(μgkg－１) 加入量/(μgkg－１) 平均检出量/(μgkg－１) 回收率/％ 相对标准偏差/％

苦参碱　　 ０．０ １ ０．９４ ９４．０ ４．０

０．０ ５ ５．１２ １０２．４ ３．２

０．０ １０ １０．３７ １０３．７ ４．８

０．０ ５０ ４６．８８ ９３．８ １．７

０．０ １００ １０３．０１ １０３．０ ２．９

氧化苦参碱 ０．０ １ ０．９２ ９２．０ ４．２

０．０ ５ ５．２３ １０４．６ ４．９

０．０ １０ ９．８２ ９８．２ ５．３

０．０ ５０ ５２．３４ １０４．７ ３．８

０．０ １００ １０２．４５ １０２．４ ２．１

将以六大茶类为研究对象,确认该方法在六大茶类中的

适用性,同时对市售六大茶类在施用苦参碱和氧化苦参

碱杀虫剂的安全性进行考察,以期该方法有更广泛的适

用性.
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