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高效液相色谱-串联质谱法
测定紫苏籽油中 11 种酚类化合物
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摘 要 基于新型富集材料磁性羧基化多壁碳纳米管与高效液相色谱-串联质谱，建立了紫苏籽油中 11 种酚

类化合物同时分离与检测的方法。对影响富集分离效果的重要因素，如流动相、流动相中酸的添加量、流速、

进样量及碰撞能量等条件进行了详细优化。在优化条件下，11 种酚类化合物线性关系良好，相关系数为
0． 993 ～0． 999，检出限( LOD，S /N =3) 和定量限( LOQ，S /N = 10) 分别在 0． 02 ～ 0． 70 ng /mL，0． 06 ～ 2． 0 ng /mL

范围内，以 50 和 500 ng /mL 添加浓度水平进行方法学验证，回收率为79． 6% ～ 121． 5%，相对标准偏差为
0． 06% ～ 13． 2%。将本方法应用于紫苏籽油样品的分析，其含量在 7． 32 ～ 68． 6 ng /g之间。结果表明，本方法

操作简单、准确可靠，适用于紫苏籽油等植物油中酚类化合物定量分析。
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1 引 言
紫苏( Perillafrutescen( L) Brit． ) 又名赤苏、香苏等，为唇形科一年生草本植物，是我国传统的药食两

用植物。紫苏籽油是由紫苏籽经烘焙、压榨和精炼获得食用油［1］，具有防止动脉粥样硬化、降血脂、抗
氧化、抗衰老、抑菌、抗肿瘤、平喘等作用［2 ～ 7］。然而，其作用的分子机理尚不清楚［7］。目前紫苏籽油化
学成分认识仅限于脂肪酸( 主要 α-亚麻酸［8］) ，挥发物［6］，紫苏籽和果渣中迷迭香酸、芹黄素和木犀草素
等［9］。酚类化合物具有抗氧化作用，预防心血管疾病，抑菌、抗癌和解毒护肝［10 ～ 13］。因此，建立一种灵
敏的紫苏籽油中酚类成分同时测定方法对紫苏籽油功能解析与评价具有重要意义。
目前，关于多酚类化合物的检测已有很多报道，陈磊等［14］采用高效液相色谱法检测黄酒中多酚类

成分; 吕海涛等［15］以乙酸乙酯为提取剂，建立了苹果中酚类成分定量分析方法; 张甜等［16］采用固相萃

取-高效液相色谱测定烟草样品中多酚; 胡秋芬等［17］采用微柱液相色谱法测定金银花中的多酚类化合
物。由于植物油中多酚类物质含量底，样品基质复杂，酚类化合物分析需对样品进行富集和纯化［18］，因
此建立有效的前处理技术尤为重要。目前多采用液液萃取、固相萃取等技术，存在费时、费力、有机溶剂
量大等缺点［19］，多壁碳纳米管因其独特的物理结构，巨大的比表面积而备受关注［20 ～ 22］。作为固相萃取
吸附剂，多壁碳纳米管具有优异的富集性能，并且通过对其表面进行羧基化修饰和磁性化，使得材料更

加稳定，不易聚集，能够均匀分散在基质样品中，实现酚类物质的高选择性纯化富集，操作过程快速简

单，仅需外加磁场即可分离［23］。
本研究以磁性羧基化多壁碳纳米管材料为基础，建立了植物油中天然酚类组分富集-高效液相色谱

串联质谱分析方法，优化了如流动相、流动相中酸的添加量、流速、进样量及碰撞能量等条件，并应用于
紫苏籽油中多酚成分的测定，为全面认识紫苏籽油中酚类组分，开展紫苏籽油的品质与营养功能评价提

供了必要基础。
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2 实验部分
2． 1 仪器与试剂
液相色谱质谱 TSQ三重四级杆( 美国 Thermo公司) ; HQ-60 旋涡混合器( 北方同正生物技术发展公

司) ; BF-2000 型氮气吹干仪( 北京八方世纪科技有限公司) ; Milli-Q 超纯水仪( 美国 Millipore 公司) ;
KQ-600B型超声波清洗器( 昆山市超声仪器有限公司) 。
紫苏籽油: 从主产区收集代表性紫苏籽，采用实验室物理压榨方式获得紫苏籽油。
对羟基乙醇、肉桂酸、3，4-二羟基苯甲酸、对香豆酸、香草酸、咖啡酸、阿魏酸、丁香酸、芹黄素、木犀

草素、槲皮素、甲酸( Sigma 公司) ; 甲醇( 色谱纯，Merck 公司) ; 醋酸( 优级纯，国药集团化学试剂有限公
司) 、FeCl3·6H2O( 分析纯，国药集团化学试剂有限公司) ; 石油醚、乙二醇、无水乙醇( 分析纯，西陇化工
股份有限公司) ; 乙酸钠( 分析纯，天津市德恩化学试剂有限公司) ; 正己烷( HPLC纯，安徽时联特种溶剂
股份有限公司) ; 羧基化多壁碳纳米管( 南京先丰纳米材料科技有限公司，长度约 30 μm，直径 ＜ 8 nm，
COOH 含量: 3． 86% ) ; 实验用水为 Milli-Q 超纯水，其它试剂为分析纯。
2． 2 HPLC-MS /MS分析条件
2． 2． 1 液相色谱条件 Hypersil Gold C18液相色谱柱( 100 mm ×2． 1 mm i． d．，3 μm) ，柱温: 30℃ ; 流速:

表 1 HPLC梯度洗脱程序
Table 1 Gradient elution program of HPLC
时间

Time ( min)
0． 01% ( V /V) 醋酸-甲醇( % )

Acetic acid-Methanol
0． 01% ( V /V) 醋酸-水( % )

Acetic acid-H2O

0 5 95
7 35 65
9 50 50
14 60 40
20 95 5
25 5 95
30 5 95

0． 2 mL /min; 进样量: 10 μL; 流动相:
A为 0． 01% ( V /V) 醋酸-甲醇溶液，
B为0． 01% ( V /V) 醋酸-水溶液; 流动
相洗脱程序见表 1。
2． 2． 2 质谱条件 质谱条件: 电喷
雾 离 子 源 ( ESI ) ; 多 反 应 监 测
( MＲM) ; 负离子模式扫描; 毛细管电
压: 3 kV; 毛细管温度: 270℃ ; 气帘气
( N2 ) : 30 units; 辅 助 气 ( N2 ) :

5 units; 碰撞气( Ar) : 1． 5 mTorr; 扫
描时间: 0． 1 s; 酚类化合物的质谱参数条件见表 2。

表 2 酚类化合物的质谱参数条件
Table 2 LC-MS /MS parameters for phenolic compounds

编号
No．

化合物
Compound

保留时间
Ｒetention
time ( min)

母离子
Parent ion
( m/z)

子离子
Product ion
( m/z)

碰撞能
Collision energy
( eV)

1 对羟基乙醇 2-( 4-Hydroxyphenyl) ethanol，HPE 7． 25 137 106 20
2 肉桂酸 Cinnamin acid，CIA 14． 74 147 103 5
3 3，4-二羟基苯甲酸 3，4-dihydroxybenzoic acid，DBA 5． 62 153 109 9
4 对香豆酸 Coumaric acid，COA 10． 62 163 119 20
5 香草酸 Vanillic acid，VA 8． 57 167 123 15
6 咖啡酸 Caffeic acid，CAA 8． 67 179 135 10
7 阿魏酸 Ferulic acid，FA 10． 95 193 134 11
8 丁香酸 Syringic acid，SYA 8． 92 197 182 10
9 芹黄素 Apigenin，AP 16． 42 269 117 20
10 木犀草素 Luteolin，LU 14． 96 285 133 20
11 槲皮素 Quercertin，QU 14． 22 301 151 15

2． 3 混合标准溶液的配制
准确称取标准品对羟基乙醇、肉桂酸、3，4-二羟基苯甲酸、对香豆酸、香草酸、咖啡酸、阿魏酸、丁香

酸、芹黄素、木犀草素、槲皮素各 10． 0 mg，分别用甲醇溶解，定容至 10． 0 mL，即得 1． 0 mg /mL单一标准
品储备液，4℃避光保存。分别移取 0． 1 mL 单一标准品混合，制备 10． 0 μg /mL 混合标准贮备液，使用
时用甲醇稀释成不同浓度梯度的系列标准工作液。
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2． 4 实验步骤
准确称取 0． 50 g紫苏籽油样于 10 mL试管中，加入 4． 0 mL 正己烷，增加样品流动性，使目标物更

快地由样品转移到萃取剂中。充分混匀后，加入 5． 0 mg磁性纳米材料，涡旋提取 2 min 后，在试管外壁
加磁铁，静置 10 s，待液体呈透明状，将液体倒出。加入 1． 0 mL石油醚淋洗杂质，涡旋 15 s，再次在试管
外壁加磁铁，静置 10s，待液体透明，将液体倒出。选择乙醇为洗脱溶剂，加入 3． 0 mL 0． 02% ( V /V) 甲
酸-乙醇，超声 6 min，过 0． 22 μm 有机膜，氮吹浓缩，200 μL 初始流动相比例定容，进样 10 μL 进行
LC-MS /MS检测。

3 结果与讨论
3． 1 流动相的选择
在高效液相色谱条件中流动相的选择至关重要。考察了甲醇-水、乙腈-水作为流动相的分离效果。

结果表明，11 种酚类化合物在甲醇-水体系获得较好分离，通过调整梯度洗脱程序，峰形和分离度基本
达到要求。因此，本研究选择甲醇-水体系为流动相。针对部分目标物存在峰拖尾现象，加入少量酸调
节溶液 pH值，可使单个酚类的电离受到抑制，以中性分子的形态存在，极性减弱，增强在固定相上的
保留［11］。
3． 2 酸添加量优化
反相色谱柱填料表面由于存在残余的羟基，具有一定的酸性，而部分酚类化合物具有弱酸性，能够

与残余硅羟基发生强的静电作用力，产生次级保留效应，洗脱被推迟，产生拖尾现象。由于酸性环境能
够抑制硅羟基的电离，流动相中添加少量酸，可改善峰形，为了获得准确的定量分析结果，考察了酸添加

量的影响。
采用醋酸调节流动相的酸性。对比了在水相中加入 0． 5%，0． 2%，0． 1%，0． 05%和 0． 01% ( V /V)

醋酸的出峰情况发现，在水相中加入 0． 01% ( V /V) 醋酸，效果最好，响应值最高; 利用同样的浓度梯度
优化了甲醇相中醋酸添加量，结果发现，同样在 0． 01% ( V /V) 的效果最好。可能的原因是: 有机相和水
相中加入相同浓度的醋酸，保证了在梯度洗脱过程中，两种流动相混合时，保持恒定的醋酸浓度，pH 值
不发生变化，同时，这样可使基线更加平稳，容易平衡梯度，降低目标物在分离过程中受干扰因素。因
此，流动相为 0． 01% ( V /V) 醋酸-甲醇和 0． 01% ( V /V) 醋酸。
3． 3 流速和进样量选择
流速和进样量对提高目标化合物的分离效果非常重要。当流速为 200 μL /min 的效果优于

250 μL /min; 考察了进样量分别为 5，10 和 20 μL的分离效果。当进样量为 10 μL，目标物出峰情况良
好，未出现前沿峰和拖尾峰。因此，本研究的流速选定 200 μL /min，进样量为 10 μL。
3． 4 质谱条件优化
选取负离子模式监测，以［M － H］"为母离子，选取离子丰度最强的碎片为子离子，通过优化锥孔电

压、碰撞能量等参数，信号强度明显改善。质谱条件见表 2。采用 C18色谱柱，以 0． 01%醋酸-甲醇和
0． 01% 醋酸溶液进行梯度洗脱( 梯度洗脱程序见表 1) ，11 种酚类化合物在 30 min 内可实现良好分离，
保留时间见表 2，目标物混合标准溶液的 SＲM色谱图见图 1。
3． 5 方法评价
配制 10，50，100，200，500 和 1000 ng /mL 的混合标准溶液，在优化的 HPLC-MS /MS 条件下进样检

测，每个浓度重复进样 3 次，以目标物平均峰面积( Y) 对标准溶液浓度( x，ng /mL) 进行线性回归。根据
信噪比( S /N) 3 倍和 10 倍分别确定目标物的检出限( LOD) 和定量限( LOQ) ，结果见表 3。11 种酚类化
合物都有较宽的线性范围，在各相应的线性范围内，线性关系良好( Ｒ2≥0． 993 ) ; LOD 为 0． 02 ～ 0． 70
ng /mL，LOQ为 0． 07 ～ 2． 00 ng /mL; 准确度和精密度结果见表 4，2 个加标水平的回收率为 79． 61% ～
121． 52%，ＲSD ＜15%，可以满足实际样品的测定需要。
将本方法与前期报道中食用油中酚类化合物定量分析方法相比，从表 5 可见，本方法分析时间短，

线性范围宽，检出限低，能满足实际样品测定的需要。

2061 分 析 化 学 第 43 卷



50

t （min）
10 15 20 25 3050

2鄄(4鄄Hydroxyphenyl)ethanol

100

0

50

t （min）
10 15 20 25 3050

Cinnamin acid

100

0

50

t （min）

Ab
un

da
nc
e(

%
)

10 15 20 25 3050

3,4鄄Dihydroxybenzoic acid

100

0

50

t （min）
10 15 20 25 3050

Coumaric acid

100

0

50

t （min）
10 15 20 25 3050

Vanillic acid

100

0

50

t （min）
10 15 20 25 3050

Caffeic acid

100

0

50

t （min）
10 15 20 25 3050

Ferulic acid

100

0

50

t （min）
10 15 20 25 3050

Syringic acid

100

0

50

t （min）
10 15 20 25 3050

Apingenin

100

0

50

t （min）
10 15 20 25 3050

Luteolin

100

0

50

t （min）
10 15 20 25 3050

Quercertin

100

0

Ab
un

da
nc
e(

%
)

Ab
un

da
nc
e(

%
)

Ab
un

da
nc
e(

%
)

Ab
un

da
nc
e(

%
)

Ab
un

da
nc
e(

%
)

Ab
un

da
nc
e(

%
)

Ab
un

da
nc
e(

%
)

Ab
un

da
nc
e(

%
)

Ab
un

da
nc
e(

%
)

Ab
un

da
nc
e(

%
)

图 1 11 种酚类化合物多反应监测色谱图
Fig． 1 Multiple reaction monitoring ( MＲM) chromatograms of 11 phenolic compounds

表 3 LC-MS /MS方法学验证
Table 3 LC-MS /MS method validation

化合物
Compounds

线性范围
Linear range
( ng /mL)

回归方程
Linear equation

相关系数
Correlation coefficient

Ｒ2

检出限
LOD
( ng /mL)

定量限
LOQ
( ng /mL)

HPE 2． 0 ～ 2000 y = 16． 46x － 159． 5 0． 997 0． 70 2． 00
CIA 0． 40 ～ 4000 y = 1311x + 2450 0． 999 0． 12 0． 40
DBA 0． 90 ～ 8000 y = 268． 6x + 5907 0． 999 0． 28 0． 90
COA 0． 07 ～ 4000 y = 13157 + 40390 0． 999 0． 02 0． 07
VA 0． 23 ～ 4000 y = 4527x + 87389 0． 998 0． 07 0． 21
CAA 0． 25 ～ 4000 y = 6963x + 14697 0． 998 0． 16 0． 25
FA 0． 06 ～ 4000 y = 4711x + 40963 0． 999 0． 02 0． 06
SYA 0． 50 ～ 4000 y = 5012x － 34894 0． 999 0． 14 0． 48
AP 0． 32 ～ 2000 y = 1008x + 7618 0． 998 0． 10 0． 32
LU 0． 50 ～ 2000 y = 613． 3x + 3448 0． 996 0． 15 0． 50
QU 0． 09 ～ 2000 y = 1065x + 8516 0． 993 0． 03 0． 09

3． 6 实际样品分析
采用本方法对紫苏籽油实际样品进行检测，每个样品重复测定 3 次，检测结果见图 2，11 种酚类化

合物含量分别为: 对羟基乙醇8 ． 00ng / g、肉桂酸19． 0 ng /g、3，4-二羟基苯甲酸7 ． 32ng / g、对香豆酸
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表 4 回收率和精密度实验结果
Table 4 Ｒecovery and precision of the method

化合物
Compounds

日内精密度
Intra-day precision
( ＲSD%，n = 5)

50 ng /mL 500 ng /mL

日间精密度
Inter-day precision
( ＲSD%，n = 3)

50 ng /mL 500 ng /mL

回收率
Ｒecovery
( %，n = 3)

50 ng /mL 500 ng /mL
HPE 1． 4 0． 06 9． 1 5． 6 112． 7 ± 8． 9 83． 8 ± 5． 6
CIA 5． 4 6． 6 0． 61 3． 7 87． 1 ± 7． 4 119． 7 ± 5． 7
DBA 10． 0 2． 3 13． 2 2． 3 121． 5 ± 9． 7 112． 9 ± 1． 9
COA 8． 0 0． 41 5． 1 0． 52 98． 8 ± 6． 5 114． 9 ± 0． 6
VA 1． 1 4． 9 2． 9 3． 7 112． 2 ± 2． 01 108． 9 ± 5． 4
CAA 1． 2 2． 6 1． 6 0． 96 93． 1 ± 1． 6 107． 9 ± 2． 5
FA 9． 0 1． 2 3． 8 3． 5 96． 0 ± 9． 3 115． 8 ± 3． 0
SYA 6． 1 6． 1 6． 5 4． 9 91． 4 ± 8． 9 107． 1 ± 5． 1
AP 7． 9 1． 1 8． 7 0． 75 79． 6 ± 8． 2 101． 2 ± 0． 9
LU 0． 13 1． 2 0． 28 2． 2 101． 3 ± 0． 3 99． 3 ± 1． 8
QU 4． 7 2． 0 8． 2 4． 8 91． 2 ± 9． 2 103． 2 ± 3． 3

表 5 本方法与已报道文献方法比较
Table 5 Comprison of detection results obtained by this method and literature methods

样品
Sample

分析物
Analytes

前处理方法
Sample

pretreatment

检测技术
Determination
technique

分析时间
Analysis
time

线性范围
Linearity
range

检出限
Detection
limit

参考文献
Literatures

茶油
Camellia oil

阿魏酸、肉桂酸、芹黄素等 23 种
23 phenolic compounds including
FA，CIA，AP etc．

SPE HPLC-UV 65 0． 059 ～ 9． 115
μg /g

0． 041 ～ 0． 271
μg /g ［24］

橄榄油
Olive oil

木犀草素、松脂醇等 7 种
7 phenolic compounds including LU，
pinoresinol etc．

LLE ＲＲLC-ESI-
TOF-MS 32 0． 36 ～ 19． 64

μg /mL
0． 001 ～ 0． 032
μg /mL ［25］

亚麻籽油
Flaxseed oil

阿魏酸、对香豆酸、咖啡酸等 10 种
10 phenolic compounds including
FA，COA，CAA etc．

SPE HPLC-ESI-
TOF /MS 35 2． 0 ～ 10

μg /mL
0． 10 ～ 0． 49
μg /mL ［26］

橄榄油
Olive oil

咖啡酸、对香豆酸、芹黄素等 10 种
10 phenolic compounds including-
CAA，COA，AP etc．

SPE ＲP-HPLC-UV 50 0． 05 ～ 40
μg /mL

0． 035 ～ 0． 067
μg /mL ［27］

紫苏籽油
Perilla oil

咖啡酸、肉桂酸、阿魏酸等 11 种
11 phenolic compounds including-
CAA，CIA，FA etc．

MSPE HPLC-MS /MS 30 0． 06 ～ 8000
μg /mL

0． 02 ～ 1． 85
μg /mL

本方法
This method
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图 2 紫苏籽油中酚类化合物的含量( ng /g)
Fig． 2 Contents of phenolic compounds in purple perilla
seed oils ( ng /g)

46． 5 ng /g、香草酸 68． 6 ng /g、咖啡酸 32． 8 ng /g、阿
魏酸 55． 7 ng /g、丁 香 酸 22． 4 ng /g、芹 黄 素
43． 3 ng /g、木犀草素 7． 96 ng /g和槲皮素 13． 4 ng /g;
其中，香草酸、阿魏酸、对香豆酸、芹黄素、咖啡酸等
含量较高，是紫苏籽油主要的潜在营养成分。

4 结 论
通过对流动相、流动相中酸的添加量、流速、进

样量及质谱条件的优化和考察，建立了基于磁固相

萃取技术 LC-MS /MS 检测紫苏籽油种 11 种酚类化
合物的分析方法。本方法前处理操作简单，环境友
好，实现了高灵敏度、高分析速度、低成本的目标，结
果稳定、准确，为全面认识紫苏籽油中酚类组成，开展紫苏籽油的品质、营养功能评价提供了必要基础。
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Simultaneous Determination of 11 Phenolic Compounds in
Perilla oil by High Performance Liquid Chromatography-

Tandem Mass Spectrometry

WU Ｒao1，2，MA Fei1，5，ZHANG Liang-Xiao* 1，4，5，LI Pei-Wu* 1，3，4，5，ZHANG Wen1，5，ZHANG Qi1，3，LI Guang-Ming1，2，5
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Abstract A new separation and analysis method was developed to simultaneously detect 11 phenolic
compounds in edible oil based on the multi-walled carbon nanotube modified with carboxyl ( MWCNTs-COOH)
and high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry ( HPLC-MS /MS ) ． Experimental
conditions，including mobile phase，addictive acids，flow rate as well as injection parameters，were fully
optimized． Under the optimal conditions， 11 phenolic compounds showed good linearity over tested
concentration ranges with the correlation coefficients from 0． 993 to 0． 999． The limits of detection ( LOD) and
limits of quantitation ( LOQ) were in the range of 0． 02 － 0． 70 ng /mL and 0． 06 － 2． 0 ng /mL，respectively．
The average recoveries of two concentration levels ranged from 79． 6% to 121． 5% with the relative standard
deviations ( ＲSD) from 0． 06% to 13． 2% ． This method was employed to detect 11 phenolic compounds in
Perilla oils． The content ranges of phenolics in perilla oils were from 7． 32 ng /g to 68． 6 ng /g． The results
indicated that the method was accurate and reliable，and suitable for the analysis of phenols in edible oils．
Keywords Perilla oil; Phenolic compounds; Multi-walled carbon nanotube modified with carboxyl; Liquid
chromatography-tandem mass spectrometry
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