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液相色谱 -串联质谱法与气相色谱 -串联质谱法
测定茶叶中苦参碱残留量

陈红平, 刘 � 新, 汪庆华, 蒋 � 迎, 王川丕

(中国农业科学院茶叶研究所 � 农业部茶叶质量监督检验测试中心, 浙江 � 杭州 � 310008)

摘 � 要: 建立了茶叶中苦参碱残留检测的两种前处理方法, 比较了液相色谱 -串联质谱 ( LC - M S /M S)与气

相色谱 -串联质谱 ( GC- M S /M S)检测茶叶中苦参碱残留量分析方法的适用性。结果表明, 在添加标准样品

10~ 100 �g /kg 3个水平时, 两种前处理方法的回收率和精密度无显著差别; GC - M S /M S和 LC - M S /M S回

收率分别为 81% ~ 85% 、 82% ~ 86% , 相对标准偏差 ( RSD )分别为 4� 6% ~ 11�5% 和 2�9% ~ 4�2% 。结果表明

两种样品前处理方法以及 LC- M S /M S与 GC - M S /M S检测均能满足茶叶中苦参碱残留量的测定, 但采用前

处理方法二, LC - M S /M S检测茶叶中苦参碱残留更具优势。
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Determ ination o fM atrine Residue in T eaU s ing L iqu id Chrom atography- Tandem

M ass Spectrom etry or Gas Chrom atography- Tandem M ass Spectrom etry

CHEN H ong�p ing, LIU X in, WANG Q ing�hua, JIANG Y ing, WANG Chuan�p i

( T eaQua lity and Superv ision Testing Center(M in istry o fAg ricu lture), T ea Research Institute, Ch inese

Academy of Agr icultural Sciences, H angzhou� 310008, Ch ina)

Abstrac:t Tw o preparation m ethods w as developed for the determ ination of m atrine residue in tea

samp les by liquid chrom atography- tandem m ass spectrom etry( LC - M S /M S ) and gas chrom atogra�
phy- tandem m ass spectrom e try( GC - M S /M S), respect ively. And com parison o f the app licab ility

betw een in LC - M S /M S and GC- M S /M S w as carried ou.t A t the spiked levels of 10- 100 �g /kg,

no sign if icant d ifferences ex isted betw een the recoveries and the relat ive standard dev iations( RSDs) of

tw o m ethods. In both m ethods, the recover ies w ere 81% - 85% for GC - M S /MS and 82% - 86%

fo r LC - M S /M S, w ith RSD s of 4�6% - 11�5% and 2�9% - 4�2% , respectively. Bo th m ethods

w ere accurate, re liab le and sensitiv ity, and w as su itable for the determ ination of m atrine residue in

tea. W ith the second samp le preparation, them atrine residue in tea cou ld be detected by LC- MS /M S

w ith more advantages.

Key words: matrine; tea; liquid chrom atography- tandem m ass spectrom etry; gas chrom atography-

tandem m ass spectrom etry

苦参碱是一种高效广谱植物源杀虫剂, 对 2~ 3龄茶毛虫具有速效性和持久性
[ 1]

, 对茶尺蠖 2龄幼

虫和茶假眼小绿叶蝉低龄若虫有显著的毒杀作用
[ 2- 3 ]
。苦参碱属低毒植物源农药, 对人体伤害较小,

因此在我国无公害生态茶园、有机茶园大面积推广使用
[ 4]
。但是, 研究表明高剂量的苦参碱对小鼠生

殖细胞有损伤作用, 能诱发精子畸变
[ 5]
。苦参碱在茶叶中的滥用导致食品安全隐患, 茶叶中苦参碱残

留风险评估以及最大残留限量值 (MRL)的制定势在必行。然而, 茶叶中苦参碱残留检测方法还未见报

道, 这使得茶叶中苦参碱残留检测工作难以开展, 风险评估也难以进行。

目前测定苦参碱的方法主要有薄层扫描法 ( TLC )
[ 6]
、高效液相色谱法 (H PLC )

[ 7 - 8]
、毛细管电泳法

( CE )
[ 9- 10 ]

、气相色谱 -质谱法 (GC- M S)
[ 11 ]
、液相色谱 -质谱法 ( LC - M S)

[ 12 - 13]
等。TLC法样品用
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量大, 分离步骤繁琐, 分析时间较长, 抗干扰能力差, 因而难以满足茶叶中苦参碱检测; HPLC灵敏

度不理想, 且苦参碱在 H PLC中出峰时间短, 茶叶基质干扰较大。 LC - M S和 GC - M S由于灵敏度较

低, 难以满足茶叶中苦参碱残留的痕量分析。目前, 茶叶中苦参碱的测定方法尚未建立, 本文主要通

过优化前处理方法, 比较 LC - M S /M S与 GC - M S /M S检测茶叶中苦参碱残留量分析方法的适用性, 建

立了茶叶中苦参碱残留检测方法, 为开展茶叶中苦参碱残留日常检测工作以及风险评估提供依据。

1� 实验部分

1�1� 仪器与试剂
V arian 450 GC- 300 M S气相色谱串联质谱联用仪 (美国 V arian公司 ) ; W aters UPLC�API 3200 M S

(美国W aters公司与美国应用生物系统公司 ) ; IKA T18高速均质仪 (德国 IKA公司 ) ; Buchi R215旋转

蒸发仪 (瑞士 Buchi公司 ) ; pH计 (瑞士 M ettler公司 ); 高速冷冻离心机 (上海卢湘仪离心机仪器有限

公司 )。

三氯甲烷、石油醚、二氯甲烷、乙腈 (色谱级, 美国 Ted ia公司 ) ; 甲酸铵、甲酸、氨水、无水硫

酸钠 (分析纯, 杭州长征化学试剂有限公司 ) ; 娃哈哈纯净水 (杭州娃哈哈有限公司 ) ; 苦参碱 (纯度

99�7% , 购于美国 S igm a公司 )。

苦参碱标准溶液与校正溶液: 称取苦参碱固体标准样品 0�020 0 g (按标准样品纯度折算 ), 用甲醇

定容至 100 mL, GC - M S /M S检测的标准样品采用三氯甲烷稀释至所需浓度, LC - M S /M S检测的标准

样品采用甲醇稀释至所需浓度; 校正溶液采用空白样品经 � 1�3 方法处理后, 分别采用所需浓度的

苦参碱标样定容至 2 mL。

实验样品包括绿茶、乌龙茶、红茶以及普洱茶, 样品来自抽检样品或茶叶公司送检样品。

1�2� 仪器条件
1�2� 1� GC- MS /MS条件 � 色谱柱 VF�5 m s毛细管柱 ( 30 m ! 0�25 mm ! 0�25 �m ), 柱流速 1�0 mL /

m in, 柱箱起始温度 80 ∀ , 保持 1 m in, 以 20 ∀ /m in升温至 280 ∀ , 保留 9 m in, 进样口温度 250 ∀ ,

不分流进样, 进样量 1 �L, 连接杆温度 280 ∀ ; E I源, 轰击能量 70 eV, 离子源温度 230 ∀ , EDV电

压 1 000 V。MRM参数见表 1。

1�2� 2� UPLC- MS /MS条件 � 色谱柱 BEH C18 ( 2�1 mm ! 100 mm, 1�7 �m ), 柱温 30 ∀ , 流动相 A:

乙腈 (含 1% 甲酸和 0�5%甲酸铵 ) , 流动相 B: pH 9�5水 (加入 1% 甲酸, 再用氨水调至 pH 9�5) ; 以体

积比为 1 #9的流动相 A -流动相 B等梯度洗脱, 流速 0�25 mL /m in, 进样量 5 �L; 大气压电喷雾离子

源 ( ES I), 正离子模式, 离子源温度 500 ∀ , 雾化气 25 mL /m in, 气帘气 55 mL /m in。MRM参数见表 1。

表 1� GC- M S /M S和 LC - M S /M S M RM参数

Table 1� GC - M S /M S and LC- M S /M S param e ters of mu lti�reac tion�m on itor ing m ode

In strum ent Ion izat ion Precursor ion (m /z ) Daughter ion(m /z) DP voltU /V C ollision energy# Dw ell tim e t /m s

GC - MS /MS E I 248�2 205�2* , 137�0, 150�1 - 15, 8, 8 100

LC - M S /M S ES I( + ) 249�3 148�2* , 176�2, 150�2 64�6, 64�6, 61�8 43�2, 45�2, 43�8 100

� * quan titat ive ion; # the un it is � eV in GC- MS /MS and � V in LC- M S /MS

1�3� 样品前处理
1�3� 1� 方法一 � 提取: 茶叶干样 15�0 g, 药用粉碎机粉碎后过 2�0 mm筛, 取 2�0 g于 100 m L敞口烧

瓶中, 加入 2 mL氨水后静置 30 m in, 加入 30 mL三氯甲烷, 18 000 r /m in均质 2 m in, 提取液经无水硫

酸钠过滤于 100 mL鸡心瓶中, 再用 15 mL三氯甲烷洗涤茶叶样品 2次后, 过滤, 合并滤液, 在水浴温

度 40 ∀ , 气压 0�014 M Pa下旋转蒸发浓缩至近干, 2 mL二氯甲烷 - 石油醚 ( 1 # 9, 体积比 )定容,

备用。

净化: C18固相小柱用 5 mL二氯甲烷 -石油醚 ( 1 # 9)活化, 2 mL备用液上样后, 用 4 mL二氯甲

烷 -石油醚 ( 1 #9)分两次洗涤鸡心瓶后加入固相小柱中, 去除前 6 mL淋洗液; 再用 6 mL二氯甲烷 -

石油醚 ( 9 #1), 分 3次洗涤鸡心瓶后加入固相小柱, 用 50 mL鸡心瓶接收洗脱液, 再用 20 mL二氯甲

烷 -石油醚 ( 9 #1)洗脱固相小柱, 合并淋洗液, 旋转蒸发浓缩近干。GC - M S /M S采用三氯甲烷定容至 2
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mL, LC- MS /M S采用甲醇定容至 2 mL, 过 0�22 �m有机膜待上机 (相当于最后茶叶进样量为 1 g)。

1�3� 2� 方法二 � 茶叶干样 15�0 g, 药用粉碎机粉碎后过 2�0 mm筛, 取 2�0 g于 100 mL敞口烧瓶中,

加入 50 m L水 (用甲酸调至 pH 3�5), 75 ∀ 水浴加热 45 m in, 抽滤后滤液用氨水调至 pH 9�5, 转移至
250 mL分液漏斗中, 100 mL三氯甲烷萃取 1次, 剧烈摇晃 1 m in后, 静置 30 m in, 待水相与三氯甲烷

相基本分层后, 取三氯甲烷相以 5 000 r /m in离心 10 m in, 去除上层水分, 在滤纸上加入 10 g无水硫酸

钠, 三氯甲烷相经无水硫酸钠过滤于 150 m L鸡心瓶中, 旋转蒸发浓缩至近干。以下操作同 � 1�3�1 。

2� 结果与讨论

2�1� 色谱 -质谱条件优化

苦参碱沸点 223 ∀ ( 800 Pa), 因此, 气相色谱进样口温度 250 ∀ 能够使苦参碱处于汽化状态。GC-

M S /MS在 MRM检测模式下具有强大的定性功能, 因此, GC的柱箱升温程序无需进一步优化, 为节约

分析时间, 本实验采用 20 ∀ /m in的速率直接从起始温度 80 ∀ 升至 280 ∀ 。苦参碱在全离子扫描模式

下得到 4个丰度较高的碎片离子: m /z 248�2、 247�2、 150�1、205�1。分别对其进行子离子扫描, 并优

化碰撞能量, 得到MRM参数为: m /z 248�2 /150�1( 8 eV )、m /z 248�2 /137�0( 8 eV )、m /z 248�2 /205�2
( 15 eV ), 各离子对驻留时间均为 100 m s。苦参碱 GC - M S /M S色谱图及质谱图分别见图 1及图 2。

� �

图 2� 苦参碱的 GC- M S /M S M RM质谱图

F ig�2� M ass spectrum of m atr ine by

GC - M S /M S unde rM RM mode

图 1� 空白茶叶基质中苦参碱标准样品的 GC- M S /M S提取离子流图 ( 20 �g /kg)

F ig� 1� Ex traction ion chroma tog ram of m atr ine in negative tea samp le by GC- M S /M S ( 20�g / kg)

� � 本文比较了 BEH C18和 BEH H ilic两种适用于

pH 1�0~ 12的色谱柱, 由于 BEH H ilic填料为改性

C18, 对极性化合物具有较好的保留, 因此苦参碱

在 UPLC- M S /M S上表现峰形展宽, 且出现分叉现

象; 而 BEH C18峰形具有较好的对称, 半峰宽为

0�2+ 0�02 s, 因此, 本文选用 BEH C18 ( 2�1 mm !
100 mm, 1�7 �m )色谱柱。甲醇 - 水或乙腈 - 水

是 H PLC检测生物碱的常用流动相
[ 14- 15]

, 实验比

较了这两种流动相对苦参碱保留时间以及串联质

谱响应值的影响, 发现两者对苦参碱的灵敏度不

存在显著差异, 本文采用乙腈 - 水 ( 1 # 1, 体积

比 )为流动相。加入 1% 甲酸和 0�5% 甲酸铵有利
于碱性目标化合物在 ESI正离子模式下离子化,

提高离子化效率, 从而增加 UPLC - MS /M S灵敏

度, 因而在流动相中加入了 1%甲酸和 0�5% 甲酸
铵。用氨水将流动相酸碱度调至 pH 9�5, 可以避
免由于苦参碱碱基与色谱柱硅羟基相互作用引起的拖尾现象, 改善苦参碱峰形。苦参碱在 ESI电离源

作用下, 产生 [M + 1]
+
准分子离子峰 m /z 249�3, 对 m /z 249�3进行子离子扫描, 分别得到 m /z 148�2、

176�2、150�2, 优化后相对应的 DP电压为 64�6、 61�8、 64�2 V; CE能量为 43�2、43�8、 45�2 V。苦

参碱的 LC- M S /M S色谱图见图 3。

2�2� 前处理条件优化
茶叶样品与中药材均属于水分较低的植物样品, 因此, 本文前处理 �方法一 参考了中华人民共

和国药典中苦参碱含量测定前处理方法
[ 16]
。由于苦参碱与咖啡碱均属于碱性水溶性化合物, 因此, 前
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处理 �方法二 参考了 GB /T 8312- 2002
[ 17]
。两种前处

理方法的提取溶剂和净化方式有所不同, 前者的提取溶

剂是三氯甲烷, 净化方式为固相萃取; 后者提取溶剂是

水, 净化方式为液液萃取。

前处理 �方法一  采用 C18固相小柱, 考察了不同

体积比的二氯甲烷 -石油醚混合液 ( 1 #9、 3 #7、 9 #1)

作为洗脱剂时对苦参碱回收率和净化效果的影响。分别

采用各自比例淋洗液 5 mL活化 C18固相小柱后, 加入 2

mL 50 �g /L标样样品 (溶剂为二氯甲烷 -石油醚各自比

例的混合溶剂 )。当采用 1 #9的二氯甲烷 -石油醚, 在

前 8 mL淋洗液中无苦参碱流出, 且此时收集液颜色很

深; 采用 3 #7的混合液时, 前 8 mL淋洗液中有 46% 苦

参碱流出, 且颜色较深; 采用 9 #1比例时, 在前 10 mL

淋洗液中有 95%苦参碱流出, 在第 11~ 20 mL淋洗液中

共有约 3�5% 苦参碱流出。本实验采用 1 # 9的二氯甲

烷 -石油醚淋洗固相小柱后, 去除淋洗液, 再用 9 #1比

例淋洗固相小柱, 收集淋洗液 26 mL, 此时淋洗液呈透

明状, 颜色很浅甚至无色, 在添加标准样品 10、50、 100

�g /kg水平时, 淋洗液回收率为 95% ~ 99%。

样品前处理 �方法二  中取茶叶干样 2�0 g于 100

mL敞口烧瓶中, 加入 50 m L水 (用甲酸将水调至 pH

3�5) , 75 ∀ 下水浴加热 45 m in。此方法中茶叶干样取样

量不宜过大, 当茶叶干样取样量为 5�0 g时, 在最后甲

醇定容步骤, 定容液在 2 h后有明显白色粉末析出, 经

图 3� 空白茶叶基质中苦参碱标准样品的 LC-

M S /M S提取离子流图 ( 10 �g /kg )

F ig�3� Ex traction ion chrom a tog ram s of m atr ine in

negative tea sam ple by LC - M S /M S ( 10 �g /kg)

HPLC- M S /M S确认白色粉末为咖啡碱, 咖啡碱粉末可

能对 H PLC泵以及色谱柱造成伤害。因此本文取样量为

2�0 g。采用 pH 3�5甲酸水溶液作为提取溶液, 有利于提

高苦参碱提取效率。

2�3� 方法的线性范围与检出限
苦参碱标准样品 10 000 �g /kg用空白基质液体 (三氯

甲烷定容 )分别稀释为 0�5、 1�0、 5�0、 10�0、 50、 100、

200、500、1 000、 2 000 �g /kg 10个水平, GC - MS /M S

进样分析, 以定量离子丰度 ( Y )为纵坐标, 样品含量 (X,

�g /kg)为横坐标, 建立标准曲线。线性方程为 Y =

4 003 125X + 73 380, r值为 0�999 95, 线性范围为 10~

2 000 �g /kg, LC - M S /M S标准曲线建立时则将空白基质

液体的定容溶剂改为甲醇, 得到相应的线性方程为 Y =

94 697X + 14 267, r值为 0�999 91, 线性范围为 1~ 1 000

�g /kg。进样 10 �g /kg时, GC - M S /MS信噪比 S /N =

12、LC - M S /MS的 S /N = 87, 以信噪比 S /N = 3时计算检出限 ( LOD )分别为 2�5、0�4 �g /kg, 以添加

农药标准测得的定量下限 ( LOQ )分别为 10、2 �g /kg。

2�4� 方法的准确度、精密度与回收率
选择茶叶空白样品, 取 2�0 g加入 100 mL敞口烧瓶中, 分别加入 10、 50、 100 �g /kg 3个水平的标

准样品 2 mL, 每个水平重复测定 7次, 计算各水平的回收率和相对标准偏差 ( RSD )。 �方法一  和
�方法二  在各个加标水平上的回收率无显著差异, 分别在 82% ~ 86% 和 81% ~ 85% 范围内; GC- MS /
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M S和 LC- M S /M S结果也无显著差异, 回收率分别为 81% ~ 85% 和 82% ~ 86% (见表 2)。在方法的精

密度方面, 采用 GC - M S /M S和 LC - M S /M S测定时, 两者 RSD相差较大, 分别为 4�6% ~ 11�5% 和
2�9% ~ 4�2% ; GC- MS /M S测定时, 随着样品中苦参碱含量降低, 其 RSD增大, 在添加苦参碱标准样

品水平为 100、 50、 10 �g /kg时, RSD分别达 4�6% ~ 5�2%、 6�4% ~ 7�1% 、10�8% ~ 11�5% ; 而 LC -

M S /M S在 3个水平上均有较好的重复性。

表 2� GC- M S /M S、LC - M S /M S法的回收率及相对标准偏差

Table 2� Sp iked recoveries and RSDs o f GC - M S /M S and LC- M S /M S

M ethod

Recovery R /% � ( RSD sr /% )

Added 10 �g /kg Added 50 �g /kg Added 100 �g /kg

E xtract ion

m ethod 1

E xtract ion

m ethod 2

E xtract ion

m ethod 1

E xtract ion

m ethod 2

Extract ion

m ethod 1

Extraction

m ethod 2

GC- MS /MS 83( 11�5) 81( 10�8) 85( 7�1 ) 84( 6�4 ) 85( 4�6 ) 85 ( 5�2)

LC - M S /M S 82( 4�2 ) 82( 3�7 ) 86( 2�9 ) 85( 3�4 ) 82( 3�2 ) 83 ( 3�5)

2�5� 方法比较

综合分析方法的操作、成本、环保、效率与灵敏度、可靠性等, 比较 �方法一  与 �方法二  ,
LC- M S /M S与 GC - M S /M S在茶叶中苦参碱残留检测的适用性 (表 3)。前处理 �方法二  成本远低于

�方法一  , 而 LC - MS /M S分析方法在灵敏度、精密度上均优于 GC - M S /M S, 因此, 采用 �方法二  

进行前处理, LC - M S /M S分析方法更满足茶叶中苦参碱残留的测定要求。

表 3� LC - M S /M S与 GC- M S /M S法的比较

Tab le 3� Compar ison of app licab ility be tw een LC - M S /M S and GC- M S /M S

M ethod M an ipu lat ion Cost Environm ental p rotection E ff iciency Sens itiv ity R eliab il ity

Extract ion m ethod 1 + + + + + + +

Extract ion m ethod 2 + + + + + + + +

LC- M S /MS + + + + + + + + +

GC - MS /MS + + + + + + +

� � +  m eans � recomm endat ion ; � + +  m ean s � m ore recomm endation 

3� 结 � 论

本文考察了茶叶中苦参碱残留量检测的两种前处理方法, 研究了水和三氯甲烷两种提取溶剂以及

液液萃取 ( LLE )和固相萃取 ( SPE )净化方法对苦参碱检测方法的准确度、精密度和回收率的影响。结

果表明应用 LC - M S /M S与 GC - MS /M S检测方法均能满足茶叶中苦参碱残留分析要求, 但采用 �方法
二  进行前处理时, LC- M S /M S检测茶叶中苦参碱残留在操作、成本、分析时间、方法稳定性以及可

靠性更具优势。
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