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摘要
本应用简报介绍了一种简便的样品前处理方法，结合 Agilent 1290 Infinity II LC 和 
Agilent 6470A 三重四极杆液质联用系统对食品基质中的多类生物碱进行高通量测
定。采用基质匹配校准标样进行校正，发现在稀释的面包、牛奶、葡萄酒和米粉提
取基质中，18 种生物碱在 0.50–50.0 µg/L 浓度范围内具有非常好的线性。考虑到 
10 倍的稀释倍数，这相当于基质中 5.0–500 µg/kg。所有分析物的线性回归系数均
大于 0.995。在 0.5 µg/L 的最低校准浓度下（相当于样品中 5.0 µg/kg），所有分析
物的信噪比 (S/N) 均大于 10。在浓度为 5、50 和 250 µg/kg 的四种不同基质中，
分析物回收率范围为 90%–110%，相应的相对标准偏差在 2.3%–7.9% 之间。结果
表明，该方法具有很高的灵敏度、准确度和精密度。这种简单的样品前处理与快速 
LC/MS/MS 检测相结合的方法可以用于食品基质中多类生物碱残留的高通量筛查。

应用 UHPLC/MS/MS 高通量检测食品
中多类有毒生物碱
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前言
生物碱是一类具有含氮杂环结构的天然碱
性物质。它们通常表现出很高的生物活
性，是中药的主要成分。生物碱存在于 
一些植物中，意外摄入可能会造成有害
影响[1]。根据欧盟法规 2016/239 (EU)，
某些婴幼儿谷类食品中的莨菪烷生物碱 
（包括阿托品和东莨菪碱）的最大残
留限量 (MRL) 低至 1 µg/kg[2]。在欧盟  
No. 37/2010 (EU) 法规中，把秋水仙碱列
入了禁止清单[3]。中国允许在所有动物源
性食品基质中使用阿托品，并且未规定 
MRL，国内也没有其它法规对食品基质
中生物碱的含量进行限制[4]。然而，含生
物碱的杂草意外混入农作物或家畜意外摄
入含生物碱的杂草可能增加公众的暴露风
险。因此，建立灵敏可靠的方法对食品基
质中的生物碱进行常规监测至关重要。事
实上，生物碱的物理化学性质差异很大，
并且还涉及许多复杂的基质。开发一种可
靠的方法来同时监测多种生物碱面临着较
大的挑战。现有的报道主要集中在具有相
似化学性质的生物碱的同时检测 [5,6]。本
应用简报提供了一种简单的样品前处理方
法，结合快速 LC/MS/MS 方法，实现对
牛奶、葡萄酒、面包和米粉等 4 种食品
基质中的 5 类共 18 种生物碱的同时高通
量测定。

实验部分

标样制备和样品前处理步骤
所有 5 类共 18 种生物碱化合物均购自安
谱科技公司（中国上海），用甲醇配制为 
1.0 g/L 的储备液，于 –20 °C 下保存。然
后用相应的基质提取物稀释储备液，得到
校准标样溶液。

将固体样品 (2.0 g) 加入 50 mL 离心管
中，然后加入 5 mL 水进行水化。再加入 
10 mL 乙腈，接着加入 5 mL Na2EDTA-
Mcllvaine 缓冲液 (pH 3)。将离心管充分涡
旋混合 2 分钟，然后在 7500 rpm 的转速

下离心 5 分钟。收集上清液，经 0.22 µm 
膜过滤后，用 LC/MS 进行分析。液体样
品（如牛奶和葡萄酒）遵循相同的萃取程
序，只是省去初始水化步骤。

液相色谱系统
Agilent 1290 Infinity II 液相色谱仪，配备
如下模块：

• Agilent 1290 Infinity II 二元泵，内置
脱气机

• Agilent 1290 Infinity II 自动进样器，
带针座反冲功能

• Agilent 1290 Infinity II 高容量柱温箱

参数 值

色谱柱 Agilent ZORBAX Eclipse Plus C18 (3.0 × 50 mm, 1.8 µm)

流动相 A：0.1% 甲酸水溶液；B：甲醇

流速 0.50 mL/min

柱温 40 °C

进样量 2.0 µL

梯度

时间 (min) %A %B 
0 90 10 
1 80 20 
7 20 80 
9 90 10 
10 90 10

液相色谱条件

质谱条件

参数 值

MS Agilent 6470A 三重四极杆液质联用系统

离子源 安捷伦喷射流 ESI

电离模式 正离子

毛细管电压 3500 V

喷嘴电压 500 V

雾化气压力 N2 (35 psi)

干燥气 (N2) 温度 300 °C

干燥气流速 8 L/min

鞘气 (N2) 温度 400 °C

鞘气流速 12 L/min

采集模式 MRM
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结果与讨论
生物碱在酸性条件下很容易被质子化。
因此，实验选择  ES I  正离子电离下的 
MRM 扫描模式。实验中考察了不同的
流动相组合，包括水/甲醇、水/乙腈、
0.1% 甲酸/甲醇和 0.1% 甲酸/乙腈。大
多数生物碱在甲醇中比在乙腈中的响应
更好。在酸化水中，色谱峰更窄、更
对称且强度更高；而在非酸化水中，
观察到峰拖尾且强度较低。因此，最
终选择酸化的水/甲醇作为二元流动相。
然后，在所选流动相条件下对 MRM 参数
进行了优化。表 1 列出了得到的参数。

对于那些色谱上未能得到理想分离的化合
物，通过其特征 MRM 离子对可实现对化
合物的准确定量。图 1 显示了来自不同
类别的 18 种生物碱的典型 MRM 叠加色
谱图。

表 1. 用于高灵敏度检测的优化 MRM 参数

分析物 保留时间 (min) 母离子 (m/z) 子离子 (m/z) 碎裂电压 (V) 碰撞能量 (V)

毒扁豆碱 2.250 275.8 219.2, 162.2* 110 7, 22*

东莨菪碱 1.898 303.8 137.9, 156.1* 120 23, 15*

秋水仙碱 4.771 399.9 358.1, 309.9* 135 22, 32*

士的宁 2.368 334.9 156.1, 184.1* 135 55, 44*

可的松 5.307 360.9 162.9, 121.2* 135 25, 36*

伪麻黄碱 1.719 166 148.1, 133.0* 80 10, 20*

喜树碱 5.262 348.8 305.0, 249.0* 135 25, 33*

安妥 3.912 202.8 185.8, 144.1* 135 20, 20*

阿托品 2.554 290 124.1, 93.0* 135 26, 35*

新乌头碱 4.906 632.1 571.8, 105.0* 135 35, 60*

次乌头碱 5.059 616.2 556.6, 105.3* 135 50, 50*

10,11-二甲氧基番木鳖碱 2.594 394.9 243.6, 323.9* 135 46, 46*

荷叶碱 4.122 295.8 265.1, 249.9* 135 15, 17*

鬼臼毒素 5.532 414.8 246.6, 397.1* 135 10, 5*

10-羟基喜树碱 4.773 364.8 320.5, 235.7* 135 30, 33*

乌头碱 5.119 646.2 586.6, 105.3* 135 45, 50*

钩吻碱 2.171 322.8 70.1, 235.8* 135 32, 37*

茄碱 4.965 868.5 98.3, 398.1* 135 92, 92*

* 定量离子
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图 1. 不同类别的 18 种生物碱在浓度为 50 µg/L 时的叠加 MRM 色谱图
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样品前处理优化和方法性能 

实验考察了以甲醇和乙腈作为萃取溶剂时
的效果。结果表明，乙腈可提供更高的回
收率。此外，还考察了所需的萃取溶剂体
积。如图 2 所示，随着萃取体积从 5 mL 
增加到 10 mL，各种生物碱的回收率均
有所提高，大部分化合物的绝对回收率大
于 60%。当体积从 10 mL 增加到 15 mL 
时，两种化合物的回收率下降，而其它化
合物的回收率继续增加。考虑到萃取会导
致实际样品被稀释而影响灵敏度，因而
选择 10 mL 萃取溶剂进行目标化合物的 
萃取。

由于生物碱在酸性条件下易溶于水，并以
阳离子形式存在。为达到酸性 pH 值，在
萃取溶剂中加入 Na2EDTA-Mcllvaine 缓冲
液。如图 3 所示，大多数化合物在 pH 值
为 3 和 4 时的绝对回收率要高于 pH 值为 
5 时的回收率。因此，萃取时选择 pH 3 
的缓冲液。

利用在基质和纯溶剂中得到的线性响应斜
率的比值来评估基质效应。结果发现，基
质，尤其是面包，对可的松和鬼臼毒素的
影响较为严重（图 4）。

图 2. 萃取溶剂体积对回收率的影响
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图 3. 萃取溶剂的 pH 对各个分析物回收率的影响
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图 4. 生物碱检测的基质效应。注：采用相对斜率评估基质效应
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因而，为降低基质效应带来的定量偏差， 
采用基质匹配校准曲线进行定量分析。结
果表明，生物碱类化合物在 0.5–50 µg/L 范
围内表现出出色的线性，线性回归相关
系数 (R2) 均高于 0.995。在 0.5 µg/L（考
虑到方法的  10 倍稀释，相当于样品中 
5.0 µg/kg）的最低校准浓度下，18 种生
物碱的信噪比均大于 10。因此，18 种生
物碱的定量限 (LOQ) 统一为 5.0 µg/kg。

在 3 种添加浓度（5、50 和 250 µg/kg）
下对 4 种基质的样品进行加标实验，每种
基质一式六份，分析加标样品，评估分析
方法的回收率和精密度。相应的进样溶液
浓度分别为 0.5、5.0 和 25 µg/L。从表 2 
可以看出，所有基质在各浓度下的回收率
均在 82%–119% 之间，%RSD 在 2.3%–
7.9% 之间，表明该方法的准确度和精密度
均满足定量分析的要求。

表 2. 不同食品基质中 3 个加标水平下生物碱的平均回收率和相对标准偏差 (n = 6) 一览表

分析物 加标浓度 (µg/kg)

葡萄酒 牛奶 米粉 面包

回收率 (%) RSD (%) 回收率 (%) RSD (%) 回收率 (%) RSD (%) 回收率 (%) RSD (%)

毒扁豆碱

0.5 99 4.5 112 2.3 113 2.7 101 5.7

5 112 3.7 116 4.3 101 3.5 112 6.2

50 100 4.8 105 4.8 116 3.7 109 4.5

东莨菪碱

0.5 99 3.8 111 6.8 110 3.7 92 2.5

5 117 3.1 119 4.4 90 2.8 114 3.6

50 97 3.8 104 4 119 3.1 110 4

秋水仙碱

0.5 85 4.5 112 3.5 83 2.6 88 2.8

5 110 4.8 117 3.4 107 3.3 112 3.8

50 101 2.5 103 3 119 3.9 107 3.3

士的宁

0.5 86 3.2 90 4 103 2.5 111 4.3

5 86 3.4 118 4.9 96 4.8 116 4.8

50 103 4.2 107 2.4 116 4.6 107 3.3

可的松

0.5 92 3.4 117 4.5 103 3.5 106 4.8

5 102 4.4 96 4 100 2.6 105 2.4

50 94 6.3 99 3.8 119 2.4 110 4.8

伪麻黄碱

0.5 91 3.2 110 2.4 113 6.8 96 2.5

5 101 2.4 118 2.9 95 2.5 112 4.9

50 99 3.8 106 7.1 118 5.6 109 7.3

喜树碱

0.5 109 5.1 104 3 96 3.2 103 4.9

5 112 5 118 2.8 111 7.6 109 3.8

50 97 5 103 2.9 117 6.4 106 5.2

安妥

0.5 100 2.5 108 7.4 110 3.5 88 4.3

5 115 4.3 112 2.6 114 5.6 112 4.9

50 98 3.9 104 6 110 5.6 105 2.7

阿托品

0.5 82 2.8 111 2.6 110 7.3 92 4.9

5 106 5.6 115 3.3 103 6.2 115 4.9

50 102 3.4 107 4.5 101 7.1 109 3.4

新乌头碱

0.5 91 6.6 110 3 109 3 102 4.5

5 106 3.5 112 4.4 98 4.3 101 2.7

50 93 2.9 104 4.3 117 4.7 105 2.3

次乌头碱

0.5 88 3.8 112 2.7 107 3.6 95 2.8

5 118 2.9 99 4.8 92 2.5 108 2.4

50 102 2.7 100 4.2 112 7.1 103 4.7
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分析物 加标浓度 (µg/kg)

葡萄酒 牛奶 米粉 面包

回收率 (%) RSD (%) 回收率 (%) RSD (%) 回收率 (%) RSD (%) 回收率 (%) RSD (%)

10,11-二甲氧基番木鳖碱 

0.5 86 3.7 105 3.6 109 7 106 2.9

5 105 5.1 101 4.2 103 5.2 116 3.5

50 103 4.7 108 5.5 119 3.7 108 3.3

荷叶碱

0.5 91 2.4 117 3.6 112 2.9 97 4.7

5 117 6.3 115 5.3 98 2.5 114 4.3

50 96 5.6 104 4.4 117 3.5 109 3.2

鬼臼毒素

0.5 83 6.5 108 6.5 110 7.9 85 2.4

5 106 3.3 109 2.4 99 4.4 111 3.1

50 101 6.4 94 6.5 107 2.7 109 3.6

10-羟基喜树碱

0.5 86 4.4 93 2.8 83 6.6 106 3.5

5 113 6.3 110 2.4 96 3.5 103 3.9

50 90 2.7 102 5.7 114 2.7 105 3.1

乌头碱

0.5 89 5.1 105 5.3 107 6.3 90 3.4

5 116 2.9 111 2.9 93 5.9 111 2.7

50 100 3.6 103 2.6 119 4.6 105 3.5

钩吻碱

0.5 91 4.1 107 2.9 113 5.5 92 2.8

5 115 2.4 119 4.3 107 6.7 115 2.8

50 100 2.6 105 3.2 119 3.7 107 2.6

茄碱

0.5 97 3.2 101 4.2 89 6.1 115 2.7

5 106 3 104 2.7 93 2.9 92 6.7

50 89 2.8 102 3 104 2.3 106 5.5

结论
本应用简报提供了一种简单前处理结合 
UHPLC/MS/MS 方法，能够同时测定葡
萄酒、牛奶、面包和米粉中的 18 种生物
碱。该方法具有出色的线性、较高的灵敏
度、优异的准确度和精密度，并且操作简
便、性能可靠，有望用于食品中这些生物
碱的常规监测。
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