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摘要!目的!建立超高效液相色谱+串联质谱%

L̂ _W.

)\

$

)\

&检测蜂蜜中苦参碱与氧化苦参碱的分析方法!

方法!采用液液萃取前处理技术"蜂蜜样品经水溶解后加

入无水硫酸钠"用碱性乙腈萃取"以乙腈和
$7#Q

甲酸+

(//=2

$

_

乙酸铵缓冲液为流动相"用
X4@

D

1F8NX_XW

色

谱柱分离"采用电喷雾正离子扫描"多反应监测%

)Z)

&

模式测定"外标法定量!结果!在
#

"

#$$4

J

$

/_

质量浓

度范围内"苦参碱与氧化苦参碱线性关系良好"相关系数

H

"

#

$7''+

!苦参碱和氧化苦参碱的检出限为
$7#

#

J

$

M

J

"

定量限为
$7!

#

J

$

M

J

!在
#

"

#$

"

#$$

#

J

$

M

J

加标水平下"苦

参碱和氧化苦参碱的平均回收率分别为
'$7'Q

"

'(7#Q

和
+$7'Q

"

+,7!Q

"相对标准偏差均
%

#$Q

%

*f*

&!将该

方法应用至
,(

种市售蜂蜜检测中发现"洋槐蜂蜜中苦参

碱和氧化苦参碱的检出率和含量相对较高!结论!该方

法准确#快速#灵敏度好"适用于大批量样品的测定"可成

为蜂蜜中苦参碱和氧化苦参碱残留的常规检测技术!

关键词!苦参碱'氧化苦参碱'液液萃取'超高效液相色

谱+串联质谱法'蜂蜜
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苦参碱和氧化苦参碱主要从豆科植物苦参中提取%

因具有消炎)抗病毒)抗过敏)抗心律失常等作用%常被应

用于药学和医学领域*

#P!

+

&在病虫防治方面%苦参碱和

氧化苦参碱是一类植物生物碱杀虫剂%具有触杀)胃毒作

用%对人畜低毒*

,

+

&苦参碱在中国被允许用于柑橘)仁果

类水果以及瓜类)芸薹属类蔬菜%是一种新型的相对安全

的生物农药%但近一年来%欧盟国家曾多次通报中国出口

蜂蜜中检出氧化苦参碱%产品被拒绝入境&根据欧盟

!

-W

#第
!'*

(

"$$(

号规定%对于未经批准的物质%其最大

残留限度一律设为
#$

#

J

(

M

J

&据相关研究*

(P:

+显示%苦

参碱与氧化苦参碱是天然植物内源性成分%在与苦参同

属豆科槐属植物中广泛存在%如中国西北地区广泛分布

的狼牙刺)西藏地区的砂生槐等蜜源植物均含有高含量

的苦参碱与氧化苦参碱%因此部分蜂蜜中的苦参碱和氧

化苦参碱可能是一种内源性成分而非农药残留&

目前%关于苦参碱和氧化苦参碱的检测方法研究多

集中于其作为含量较高的原料和药物使用方面%如苦参

作物*

+P'

+

)中药饮片*

#$

+

)复方苦参汤*

##

+

)抗妇炎胶囊*

#"

+

等%主要有液相色谱法和液相色谱'质谱法&在作为生

物农药使用方面%可采用液相色谱串接质谱仪测定有机

茶叶)蔬菜)水果)鱼肉及土壤中苦参碱和氧化苦参碱含

量*

#!P#*

+

%相比于液相色谱法%高效液相色谱'质谱联用

法灵敏度高%抗干扰能力强%更适用于蜂蜜中低含量的内

源性成分*

#:

+

)生物农药等目标物的检测&目前%关于蜂蜜

中苦参碱和氧化苦参碱检测的研究尚未见报道&

研究拟采用液液萃取结合超高效液相'串联质谱法

建立一种蜂蜜中苦参碱和氧化苦参碱含量的检测方法%

为蜂蜜中苦参碱和氧化苦参碱的风险评估提供依据%为

中国蜂蜜质量安全提供技术支持&

#

!

材料与方法
#7#

!

材料与试剂

乙腈)甲醇)甲酸"色谱纯%上海安谱实验科技股份有

限公司$

氨水)乙酸铵)氯化钠)无水硫酸镁"分析纯%国药集

团化学试剂有限公司$

无水硫酸钠"分析纯%天津市致远化学试剂有限

公司$

苦参碱!

WV\

号
(#'.$".+

%纯度
''7+:Q

#)氧化苦参

碱!

WV\

号
#*+!:.(".+

%纯度
'+7',Q

#标准品"北京坛墨

质检科技股份有限公司$

蜂蜜"共
,(

种%根据名称及蜜源进行分类%其中百花

蜜
#!

种%洋槐蜜
##

种%土蜂蜜
+

种%枇杷蜜
!

种%椴树蜜

"

种%柑橘蜜
"

种%紫云英蜜
"

种%野菊花蜜
"

种%荆条蜜

#

种%山乌桕蜜
#

种%市售&

#7"

!

仪器与设备

超高效液相色谱'串联质谱仪"

k0A8F@;8K=>̀ .\

/19F=

型%美国
k0A8F@

公司$

电子分析天平"

&\V"",@

型%赛多利斯科学仪器!北

京#有限公司$

高速离心机"

>b#*.k\

型%长沙市湘仪仪器有限

公司$

多管旋涡混合器"

',($**

数显型%美国
>02I=

B

@

公司$

多通道平行浓缩仪"

)*,

型%北京莱伯泰科仪器有限

公司$

超纯水机制备系统"

)1221.̀

型%美国
)1221

D

=F8

公司&

#7!

!

试验方法

#7!7#

!

样品前处理
!

蜂蜜搅拌均匀%取试样
#7$$

J

于

#(/_

离心管中%加入
!/_

超纯水涡旋振荡使蜂蜜充分

溶解%加入
*7$/_$7#Q

氨水'乙腈%加入无水硫酸钠

#7(

J

%涡旋振荡
(/14

%使
$7#Q

氨水'乙腈与样品溶液充

分萃取%

#$$$$F

(

/14

离心
(/14

%准确吸取
!7$/_

上清

液氮吹至近干%

'$Q

乙腈(水溶液!含
$7#Q

甲酸#定容至

#7$/_

%过
$7""

#

/

有机滤膜%上机测试&

#7!7"

!

标准溶液的配制

!

#

#标准储备溶液"准确称取一定量的苦参碱和氧化

苦参碱标准品用甲醇溶解%分别配制成
#$$$

#

J

(

/_

标

准储备溶液%再准确量取一定量的
#$$$

#

J

(

/_

标准溶

液%用甲醇稀释成
#$

#

J

(

/_

的中间液%再将
#$

#

J

(

/_

的中间液稀释成
#

#

J

(

/_

的混合标准使用溶液%于
,]

冷藏保存&

!

"

#纯溶剂标准溶液"分别移取一定体积的
#

#

J

(

/_

的混合标准使用溶液%用
'$Q

的乙腈(水溶液!含
$7#Q

甲

酸#定容%配制质量浓度分别为
#

%

(

%

#$

%

"$

%

($

%

+$

%

#$$4

J

(

/_

的标准工作液&

!

!

#基质标准溶液"用空白基质蜂蜜样品按前处理制

得空白基质溶液%采用空白基质溶液配制成
#

%

(

%

#$

%

"$

%

($

%

+$

%

#$$4

J

(

/_

的基质匹配标准工作液&

#7!7!

!

质谱条件
!

电喷雾离子源!

-\X

#%正离子模式扫

描$离子源温度
#($]

$喷雾电压
"7$M<

$多重反应监测

模式!

)Z)

#$加热气温度
($$]

$脱溶剂气
#$$$_

(

?

$苦

参碱)氧化苦参碱特征离子对及碰撞能量参数见表
#

%选

用信号较高的离子为定量离子对%苦参碱的定量离子对

为
",'7"

&

#,+7"

%定性离子对为
",'7"

&

##$7"

%氧化苦参

碱的定量离子对为
"*(7"

&

"$(7"

%定性离子对为
"*(7"

&

#,+7"

&

(%

安全与检测
\VR->[ UXY\̂ -W>XSY

总第
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年
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月
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表
#

!

苦参碱和氧化苦参碱的质谱参数h

>0I28#

!

)0@@

D

0F0/8A8F@C=F/0AF148043=H

B

/0AF148

化合物 分子量 电离模式 母离子!

G

(

4

#子离子!

G

(

4

# 碰撞能量(
<

锥孔电压(
<

苦参碱
!!

",+7!*

*

)gN

+

g

",'7"

#,+7"

'

,$ ($

##$7" ," ($

氧化苦参碱
"*,7!*

*

)gN

+

g

"*(7"

"$(7"

'

!+ *$

#,+7" ,$ *$

!!!!!!!!

h

!'

为定量离子&

#7!7,

!

色谱条件
!

X4@

D

1F8NX_XW

色谱柱!

#($ //c

"7#//c!

#

/

#$流动相
V

相为
$7#Q

甲酸'

(//=2

(

_

乙酸铵溶液%

&

相为乙腈$柱温
!(]

$进样量
(7$

#

_

$梯度

洗脱程序"

$

"

"7$/14

%

#$Q V

$

"7$

"

!7$/14

%

#$Q

"

+$Q

V

$

!7$

"

*7$/14

%

+$Q V

$

*7$

"

*7(/14

%

+$Q

"

#$Q V

$

*7(

"

#$7$/14

%

#$Q V

&

"

!

结果与分析
"7#

!

仪器条件优化

"7#7#

!

质谱条件
!

结果显示%正离子模式!

-\X

g

#下%合成

了准分子离子*

)gN

+

g

%苦参碱和氧化苦参碱的响应灵

敏度高%通过改变碰撞能量可观察到信号较强的子离子%

故采用
)Z)

模式%对确定的子离子的碰撞能进行优化%

以获得最佳的质谱参数&

"7#7"

!

色谱柱选择
!

结果显示
W

#+

柱中%需要较高比例的

水相才能获得一定的保留%然而较高比例的水相不利于

样品杂质组分的分离和洗脱%同时高比例水相不利于目

标物蒸发电离%导致目标物的
-\X.)\

灵敏度下降&

NX_XW

色谱柱采用极性较强的固定相%提高了极性化合

物的保留%采用
NX_XW

色谱柱测定苦参碱和氧化苦参碱%

获得了满意的保留效果%且目标物峰型较好%因此选择

NX_XW

柱为分离色谱柱&

"7#7!

!

色谱条件
!

结果显示%在
$7#Q

甲酸中%目标物峰严

重拖尾%且响应信号低&在
$7#Q

甲酸中加入
(//=2

(

_

的

乙酸铵%峰型可得到明显改善%且响应信号增强%可能由

于生物碱测定中碱基与色谱柱中阴离子硅醇官能团相互

作用导致的拖尾效应*

#,

+

%加入缓冲盐可降低其相互作用%

明显 改 善 目 标 化 合 物 峰 型&故 采 用
$7#Q

甲 酸'

(//=2

(

_

乙酸铵缓冲液和乙腈进行梯度洗脱%并在

#$/14

内完成单个样品的分析测试%采用优化好的色谱

条件%样品基质对目标物检测干扰小%峰型良好%标准品)

阳性样品及阴性样品的
)Z)

图谱见图
#

&

"7"

!

提取条件优化

"7"7#

!

提取溶剂和盐析剂
!

液液萃取中%常用的萃取溶

剂有正己烷)乙酸乙酯)乙腈等%正己烷和乙酸乙酯的极

性较弱%对极性化合物的提取效果较差%乙腈对极性或非

极性化合物的提取率较高%乙腈虽能与水互溶%但在水相

体系中加入适量盐就能促使乙腈与水分离%使得目标物

被富集于乙腈层中&根据苦参碱和氧化苦参碱易溶于极

性溶剂的性质%选用乙腈体系作为萃取溶剂&

蜂蜜中含果糖和葡萄糖%在一定浓度下%其本身也能

促使乙腈和水分离*

#+

+

%因此%蜂蜜水'乙腈体系在不加盐

的情 况 下 也 能 相 分 离&考 察 无 盐)

Y0W2

)

Y0

"

\S

,

)

)

J

\S

,

)

6̀-W?-Z\

试剂!

,

J

无水
)

J

\S

,

)

#

J

Y0W2

)

$7(

J

柠檬酸氢二钠和
#

J

柠檬酸钠#对回收率的影响%结

果见表
"

&若直接采用乙腈萃取%苦参碱和氧化苦参碱的

回收率较低%由表
"

可知%除加入
6̀-W?-Z\

盐析剂后目

标物的回收率分别为
(*7:Q

%

(,7,Q

外%其他几种盐析剂

的回收率未超过
($Q

&采用酸性乙腈提取时%加入

)

J

\S

,

的回收率最高%其中苦参碱和氧化苦参碱的回收

率分别为
:+7!Q

%

:*7$Q

&采用碱性乙腈提取时%苦参碱

图
#

!

标准溶液#不同样品的
)Z)

色谱图

R1

J

6F8#

!

)Z)9?F=/0A=

J

F0/@=CA?8@A0430F3@=26A1=404331CC8F84A@0/

D

28@=26A1=4

)%

$

<=27!+

"

Y=7:
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表
"

!

不同萃取体系及盐种类的回收率

>0I28"

!

Z89=K8F18@=C31CC8F84A8HAF09A1=4@

B

@A8/@043@02A@

D

8918@ Q

盐析剂种类
乙腈

苦参碱 氧化苦参碱

#Q

甲酸'乙腈

苦参碱 氧化苦参碱

$7#Q

氨水'乙腈

苦参碱 氧化苦参碱

无盐
!*7$ !(7* ,"7: ,"7$ +'7! !(7'

Y0W2 "#7' ""7+ !!7$ !*7! '*7' #+7'

Y0

"

\S

,

!#7+ ",7" ,#7! !:7! ''7# +!7$

)

J

\S

,

,,7: ,#7' :+7! :*7$ +:7$ (+7+

6̀-W?-Z\ (*7: (,7, *+7" *(7, '"7, ,+7!

的回收率明显升高%未加盐和不同盐析剂下的回收率

均
&

+$Q

%其中
Y0

"

\S

,

的回收率最高达
''7#Q

&盐析剂

种类对苦参碱的影响较小%但对氧化苦参碱的影响较大&

不加盐情况下氧化苦参碱回收率为
!(7'Q

%加入
Y0W2

后

回收率降低%可能是
Y0W2

抑制氧化苦参碱从水相中转移

至乙腈中%其他几 种 盐 的 回 收 率 依 次 为
Y0

"

\S

,

&

)

J

\S

,

&

6̀-W?-Z\

%

Y0

"

\S

,

的回收率达
+!7$Q

&苦参

碱和氧化苦参碱为碱性化合物%萃取溶剂中加入碱能促

使目标物化合物以分子形式存在%增加其在乙腈中的溶

解度%从而提高回收率&比较
$7#Q

%

$7"Q

%

$7(Q

%

#7$Q

%

"7$Q

氨水'乙腈对目标物提取效果的影响%发现氨水浓

度对回收率无显著影响%综合考虑%以
$7#Q

氨水'乙腈

作为萃取溶剂%并采用
Y0

"

\S

,

作为盐析剂&

"7"7"

!

蜂蜜质量与加水量
!

蜂蜜含糖量一般为
*$Q

"

+$Q

%黏稠度较大&如直接用有机试剂提取%提取样品易

呈现胶质状%目标物可能会被蜂蜜中糖分吸附%进而导致

提取效果较差*

#'

+

%故先用适量水溶解蜂蜜%使其成为均相

体系&为保证试验参数一致%增加水量同时增加溶剂用

量&由图
"

可知%加水稀释影响目标物的提取%其中对氧

化苦参碱的影响大于苦参碱%当
G

蜂蜜
lP

水
%

#l

!

!

J

(

/_

#时%样品中氧化苦参碱的回收率较低%继续加大

水量%二者回收率均降低&加水量过多%目标物在水中溶

解量增加难以萃取完全&因此%采用
#

J

蜂蜜加
!/_

水

进行溶解&

图
"

!

蜂蜜质量与加水体积比例对回收率的影响

R1

J

6F8"

!

Z89=K8F18@=C31CC8F84A

D

F=

D

=FA1=4@=C?=48

B

/0@@043G0A8FK=26/8

"7"7!

!

萃取溶剂用量
!

由图
!

可知%随着萃取溶剂用量

的提高%回收率增加%当萃取溶剂用量为
*/_

时%回收率

无明显增加%且溶剂用量继续提高会增加糖在萃取剂乙

腈中溶解%故采用
*/_$7#Q

氨水'乙腈进行萃取&

"7"7,

!

盐析剂用量
!

由图
,

可知%随着
Y0

"

\S

,

用量的增

加%回收率提高%当
Y0

"

\S

,

加入量
&

#7(

J

时%二者回收

率无明显增加%故盐析剂用量选
#7(

J

&

"7!

!

基质效应

基质效应采用基质标准曲线斜率(溶剂标准曲线斜

率评估*

"$

+

%基质效应
%

#$$Q

表明存在基质抑制%基质效

应
&

#$$Q

表明存在基质增强%基质效应为
+$Q

"

#"$Q

%

通常认定基质效应对定量检测的影响可被接受&由表
!

图
!

!

萃取剂用量对回收率的影响

R1

J

6F8!

!

Z89=K8F18@=C31CC8F84A0/=64A@

=C8HAF09A1=4@=2K84A

图
,

!

盐析剂用量对回收率的影响

R1

J

6F8,

!

Z89=K8F18@=C31CC8F84A0/=64A@=C

@02A14

J

.=6A0

J

84A

*&

安全与检测
\VR->[ UXY\̂ -W>XSY

总第
",'

期
$

"$""

年
:

月
$



可知%苦参碱和氧化苦参碱的基质效应分别为
'#7(Q

%

+'7'Q

%均存在一定的基质抑制%但处于可被接受的范围

内%常规检测可采用溶剂配制标准工作曲线进行定量分

析&同时%试验发现流动相的组成和比例对基质效应有

影响%适当提高溶剂极性%如适当提高流动相中水相比例

能一定程度降低基质干扰%后续可考虑优化流动相比例

降低基质效应的影响&这可能由于样品中某些极性化合

物与目标物出峰时间相近%干扰目标物电离%适当提高水

相比例%有助于杂质与目标物的分离%降低了其对样品分

析的干扰&

"7,

!

方法学验证

"7,7#

!

线性关系)检出限和定量限
!

由表
,

可知%苦参碱

和氧化苦参碱的线性关系良好%相关系数均达到
$7'''

以

上%符合定量要求%定量限为
$7!

#

J

(

M

J

&

"7,7"

!

回收率和精密度
!

由表
(

可知%苦参碱的加标回

收率为
'$7'Q

"

'(7#Q

%相对标准偏差为
"7'+Q

"

*7:+Q

%氧化苦参碱的回收率为
+$7'Q

"

+,7!Q

%相对标

准偏差为
,7,(Q

"

(7$*Q

%平均回收率和
Z\T

均符合

b&

(

>":,$,

'

"$$+

附录
R

的要求%说明该方法的准确性

和重复性良好&

表
!

!

蜂蜜中苦参碱和氧化苦参碱的基质效应

>0I28!

!

)0AF1H8CC89A@=C/0AF148043=H

B

/0AF14814?=48

B

化合物 基质标准曲线方程 相关系数
H

" 基质标准曲线斜率 溶剂标准曲线斜率 基质效应(
Q

苦参碱
!!

0f#:'*7:#QP'"7(', $7''+( #:'*7:# #'*,7,' '#7(

氧化苦参碱
0f!#"#7++Qg#,+'7'" $7''+, !#"#7++ !,:"7+! +'7'

表
,

!

标准曲线方程#相关系数#检出限和定量限

>0I28,

!

_1480F8

O

60A1=4@

"

9=FF820A1=49=8CC19184A@

%

H

"

&

043_ST@043_S̀ @=C0402

B

A8@

化合物 溶剂标准曲线方程 相关系数
H

" 检出限(!

#

J

,

M

J

P#

# 定量限(!

#

J

,

M

J

P#

#

苦参碱
!!

0f#'*,7,'Qg((#7!!+ $7'''( $7# $7!

氧化苦参碱
0f!,:"7+!QP,:"7!"! $7'''* $7# $7!

表
(

!

阴性蜂蜜样品的加标回收率和相对标准偏差

>0I28(

!

\

D

1M83F89=K8F18@043Z\T=C0402

B

A8@14

I204M?=48

B

%

*f*

&

添加浓度(

!

#

J

,

M

J

P#

#

苦参碱

平均回

收率(
Q

相对标准

偏差
Z\T

(

Q

氧化苦参碱

平均回

收率(
Q

相对标准

偏差
Z\T

(

Q

# '$7' *7:+ +!7, (7$*

#$ ',7: ,7'+ +,7! ,7*'

#$$ '(7# "7'+ +$7' ,7,(

"7(

!

实际样品测定

采用试验建立的定性和定量分析方法对收集到的

,(

批次蜂蜜进行测定%结果见表
*

&由表
*

可知%同一样

品中一般苦参碱和氧化苦参碱同时检出%土蜂蜜和百花

蜂蜜虽有检出%但含量较低%其中洋槐蜜
##

份%检出
:

份%

检出率为
*!7*Q

%且检出样品的含量相对较高%苦参碱含

量最 高 达
(+7,$

#

J

(

M

J

%氧 化 苦 参 碱 含 量 最 高 达

'!7#:

#

J

(

M

J

%考虑内源性成分可能性大%因为狼牙刺)砂

生槐类植物中含苦参碱和氧化苦参碱*

*P:

+

%洋槐与这两

类植物同属豆科植物%花期和地理分布相近%洋槐蜜源容

易遭受狼牙刺)砂生槐蜜源的影响%导致洋槐蜜中检出苦

参碱和氧化苦参碱&

!

!

结论
建立了液液萃取结合

L̂ _W.)\

(

)\

检测蜂蜜中苦

表
*

!

蜂蜜样品中苦参碱和氧化苦参碱含量分布h

>0I28*

!

T1@AF1I6A1=4=C/0AF148043=H

B

/0AF1489=4A84A@

1431CC8F84A?=48

B

@0/

D

28@

类别
样品

批次

检出

批次

苦参碱含量(

!

#

J

,

M

J

P#

#

氧化苦参碱含量(

!

#

J

,

M

J

P#

#

百花蜜
!

#! ( $7+*

"

,7*: $7,#

"

"7::

洋槐蜜
!

## : (7*(

"

(+7,$ #!7('

"

'!7#:

土蜂蜜
!

+ ( $7:$

"

!7!" #7+!

"

*7(+

枇杷蜜
!

! # #$7:' (7+(

椴树蜜
!

" # *7:: ##7"*

柑橘蜜
!

" # $7++ $7:#

紫云英蜜
" $

( (

野菊花蜜
" $

( (

荆条蜜
!

# $

( (

山乌桕蜜
# $

( (

!

h

!

0(1表示未检出&

参碱和氧化苦参碱的分析方法&结果表明%该方法前处

理简单%灵敏度高%回收率稳定%将该方法用于市售蜂蜜

的测定%成功检测出蜂蜜中苦参碱和氧化苦参碱含量%方

法可靠性高%快速准确%适用于蜂蜜样品的批量检测%可

以成为蜂蜜中苦参碱和氧化苦参碱残留的常规检测技

术&如何进一步提高氧化苦参碱的回收率是值得研究的

问题%同时%后期将增加样本的种类和数量%系统地研究

苦参碱)氧化苦参碱与蜜源的关系%为蜂蜜中苦参碱和氧

!&

$

<=27!+

"
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荆辉华等!蜂蜜中苦参碱与氧化苦参碱的快速检测



化苦参碱的风险评估提供更为充分的依据&
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