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混合型固相萃取⁃高效液相色谱⁃串联质谱法
测定稻米中 ３ 种谷维素
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摘要：建立了利用高效液相色谱⁃串联质谱结合混合型阴离子交换固相萃取柱测定稻米中 ３ 种谷维素（环木菠萝烯

醇阿魏酸酯（ＣＡ⁃ＦＡ）、２４⁃亚甲基环木菠萝烯醇阿魏酸酯（２４ＭＣＡ⁃ＦＡ）和菜油甾醇阿魏酸酯（Ｃａｍｐ⁃ＦＡ））含量的分

析方法。 实验通过优化 ３ 种谷维素的多反应监测（ＭＲＭ）质谱参数，比较了在不同流动相中的分离度以及响应强

度，同时考察了不同提取条件、净化条件对 ３ 种谷维素提取率和净化效果的影响，再结合外标法定量，实现了对稻

米中 ３ 种谷维素的定量分析。 实验结果表明，采用 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 乙酸铵水溶液为流动相 Ａ，甲醇 ∶乙腈 ＝ １ ∶１（ｖ ／ ｖ）为
流动相 Ｂ，梯度洗脱，３ 种谷维素在 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｅｃｌｉｐｓｅ ＸＤＢ⁃Ｃ８ 色谱柱（１５０ ｍｍ×２􀆰 １ ｍｍ， ３􀆰 ５ μｍ）上基本分离且响

应强度和峰形最佳；提取条件经正交实验优化后可得：料液比为 １ ∶２０（ｇ ／ ｍＬ）、提取溶剂为甲醇、浸泡时间为 １２ ｈ、
超声温度为 ４０ ℃以及超声时间为 ２０ ｍｉｎ 时，３ 种谷维素提取率最高；对混合型阴离子交换固相萃取柱的上样溶剂

以及洗脱溶剂优化后，样品基质效应为 １􀆰 ６％ ～ １０􀆰 ８％。 在各优化条件下，３ 种谷维素在各自的线性范围内线性良

好，相关系数（ｒ２）均≥０􀆰 ９９８ ３，检出限（ＬＯＤ）为 ０􀆰 ５～１􀆰 ０ μｇ ／ Ｌ，定量限（ＬＯＱ）为 ２􀆰 ０～３􀆰 ５ μｇ ／ Ｌ。 在稻米样品本底

浓度 ２、５ 和 １０ 倍的加标水平下 ３ 种谷维素的平均回收率为 ８６􀆰 １％ ～１１０􀆰 ６％，相对标准偏差（ＲＳＤ）为 ０􀆰 ９％ ～３􀆰 ２％。
该方法可快速准确测定稻米中 ３ 种谷维素的含量，为后续稻米中谷维素类化合物测定及鉴定奠定基础。
关键词：高效液相色谱⁃串联质谱；混合型固相萃取；谷维素；稻米
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ｉｎ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ０􀆰 ５－１􀆰 ０ μｇ ／ Ｌ， ａｎｄ ｌｉｍｉｔｓ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ２􀆰 ０－３􀆰 ５ μｇ ／ Ｌ．
Ａｃｃｕｒａｃｙ ａｎｄ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｏｎ ｒｉｃｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｓｐｉｋｅｄ ａｔ ｔｈｒｅｅ ｌｅｖｅｌｓ （２，
５， ａｎｄ １０ ｔｉｍｅｓ ｔｈｅ ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ）， ｗｉｔｈ ｔｈｒｅｅ ｒｅｐｌｉｃａｔｅｓ． Ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ
ｏｆ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｏｒｙｚａｎｏｌｓ ｒａｎｇｅｄ ｆｒｏｍ ８６􀆰 １％ ｔｏ １１０􀆰 ６％， ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎｓ （ＲＳ⁃
Ｄｓ） ｗｅｒｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ０􀆰 ９％ ａｎｄ ３􀆰 ２％． Ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｓｈｏｗｅｄ ｇｏｏｄ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｗｈｅｎ ａｐｐｌｉｅｄ ｔｏ ｔｈｅ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒｅａｌ ｓａｍｐｌｅｓ． Ｉｎ ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ， ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ｍｅｔｈｏｄ ｃａｎ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｔｈｅ
ｔｈｒｅｅ ｏｒｙｚａｎｏｌｓ ｉｎ ｒｉｃｅ ｑｕｉｃｋｌｙ ａｎｄ ａｃｃｕｒａｔｅｌｙ， ａｎｄ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ
ｏｆ ｏｒｙｚａｎｏｌ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｉｎ ｒｉｃｅ．

引用本文：李洪艳，杨欢，马晨怡，张琬悦，徐清宇，陈铭学，马有宁． 混合型固相萃取⁃高效液相色谱⁃串联质谱法测定稻米中 ３ 种谷维

素． 色谱，２０２２，４０（８）：７４６－７５２．
ＬＩ Ｈｏｎｇｙａｎ， ＹＡＮＧ Ｈｕａｎ， ＭＡ Ｃｈｅｎｙｉ， ＺＨＡＮＧ Ｗａｎｙｕｅ， ＸＵ Ｑｉｎｇｙｕ， ＣＨＥＮ Ｍｉｎｇｘｕｅ， ＭＡ Ｙｏｕｎｉｎｇ． Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｏｒｙｚａ⁃
ｎｏｌｓ ｉｎ ｒｉｃｅ ｂｙ ｍｉｘｅｄ⁃ｍｏｄｅ ｓｏｌｉｄ⁃ｐｈａｓｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｃｏｕｐｌｅｄ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅ⁃
ｔｒｙ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，２０２２，４０（８）：７４６－７５２．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ （ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／
ＭＳ）； ｍｉｘｅｄ⁃ｍｏｄｅ ｓｏｌｉｄ⁃ｐｈａｓｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ； ｏｒｙｚａｎｏｌ； ｒｉｃｅ

　 　 稻米被誉为“天然营养素包”之一，富含人体所

需的各种营养素及生理活性物质，如纤维素、矿物

质、脂肪、谷维素和维生素 Ｅ 等［１，２］。 谷维素大约在

６０ 年前首次在稻米中被发现，它是植物甾醇或三萜

醇的阿魏酯混合物［３，４］，稻米中约 ８５％ 的谷维素主

要由 ３ 种化合物组成，分别是 ２４⁃亚甲基环木菠萝烯

醇阿魏酸酯（２４ＭＣＡ⁃ＦＡ）、环木菠萝烯醇阿魏酸酯

（ＣＡ⁃ＦＡ）和菜油甾醇阿魏酸酯（Ｃａｍｐ⁃ＦＡ） ［５］。 谷

维素由于表现出较强的生物活性使得其在化妆品行

业、营养和药物领域有着巨大的应用潜力［６］，如治

疗高血压、消除脸部黑色素沉积、调节植物神经等作

用［７－９］。
　 　 现今谷维素类化合物的提取及测定主要集中在

稻米米糠油方面的研究，而对稻米籽粒中谷维素类
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化合物的提取及测定的研究较少。 因此，测定稻米

中 ３ 种谷维素含量的方法研究，对于稻米制品以及

稻米中谷维素类化合物的应用具有重要意义。
　 　 目前谷维素检测方法主要为紫外分光光度

法［１０］、高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）和高效液相色谱⁃串
联质谱法（ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ） ［１１］ 等。 其中紫外分光光

度法操作简便，但由于样品中的杂质会在检测波长

３１５ ｎｍ 处出现较强吸收峰而导致测定结果偏

高［１２］； ＨＰＬＣ 重复性高，但由于谷维素为混合物，
ＨＰＬＣ 很难测定单一的谷维素含量［１３］，如王英瑛

等［１４］利用 ＨＰＬＣ 测定谷维素片中的谷维素时发现

所有谷维素组分均在同一时间出峰，不利于单一谷

维素的定量分析；ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 利用液相色谱的分

离功能和质谱的鉴定功能对样品进行分离、分析和

鉴定，能精确测定谷维素含量，如 Ｗａｒａｋｓａ 等［１５］ 采

用 ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 技术实现了营养补充剂中 ＣＡ⁃
ＦＡ、Ｃａｍｐ⁃ＦＡ、２４ＭＣＡ⁃ＦＡ 以及 β⁃谷甾醇阿魏酸酯

（β⁃Ｓｉｔ⁃ＦＡ）４ 种谷维素的含量测定。 提取方法有溶

剂萃取法［１６，１７］、分子印迹法［１８］和超声辅助法［１９］ 等。
溶剂萃取法和分子印迹法操作时间较长，且溶剂萃

取法所得谷维素纯度不高；超声辅助溶剂提取时可

缩短实验时间并且有助于谷维素提取效率的提高，
如王玉莹等［２０］利用超声辅助乙醇提取米糠油中的

谷维素时，发现谷维素的提取效率相对于传统溶剂

提取法高 １４􀆰 ３１％ 左右。 稻米样品基质复杂，含有

淀粉、蛋白质、脂类、糖类等成分，对目标物容易造成

干扰，因此上机前需要提取净化［２１］。 常见的净化方

法有固相萃取、吸附法、液液萃取、膜富集法等。 吸

附法洗脱过程时间长，成品中也容易有溶剂残留；膜
富集法由于目标化合物和基质中其他分子之间的大

小差异太小，无法使用多孔膜实现进一步分离，所以

只能实现目标化合物的初步富集［１６］；固相萃取法应

用最为广泛，其发展与吸附剂的性能密切相关，混合

型固相萃取柱具有两种不同色谱分离基质（反相和

离子交换），可以通过疏水性或离子作用实现选择

性保留，从而获得更干净的提取物。
　 　 为此本研究对稻米中 ３ 种谷维素 ＣＡ⁃ＦＡ、
２４ＭＣＡ⁃ＦＡ 和 Ｃａｍｐ⁃ＦＡ 提取条件和质谱条件以及

流动相种类等进行优化后，再利用混合型阴离子交

换固相萃取柱净化样品溶液以消除杂质对目标物的

干扰。 综上，本文建立了适用于稻米中 ３ 种谷维素

的检测方法，以期在实际样品的检测中得以应用，并

为进一步研究稻米中谷维素的变化规律和鉴别提供

技术手段。

１　 实验部分

１．１　 仪器与试剂

　 　 ＬＣ⁃２０ＡＤＣＲ 液相色谱仪 （ Ｓｈｉｍａｄｚｕ，日本）；
ＡＢ Ｓｃｉｅｘ ＱＴＲＡＰ ５５００ 三重四极杆质谱仪（ＳＣＩＥＸ，
美国）； ＫＱ⁃３００ＴＥＤ 型高频数控超声仪（昆山市超

声仪器有限公司）；十万分之一天平（Ｍｅｔｔｌｅｒ Ｔｏｌｅ⁃
ｄｏ，美国）； Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ 超纯水仪 （Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，美国）；
ＭＳ３ ｂａｓｉｃ 漩涡振荡器、高速匀浆机（ ＩＫＡ，德国）；氮
吹仪（Ｏｒｇａｎｏｍａｔｉｏｎ，美国）； Ｐｒｉｍｏ Ｒ 台式离心机

（Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，德国）；Ｏａｓｉｓ ＭＡＸ 固相

萃取柱（Ｗａｔｅｒｓ，美国）。
　 　 甲醇、乙腈、异丙醇（色谱级）购于德国 Ｍｅｒｃｋ
公司；氨水、甲酸、乙酸铵（色谱级）购于美国 Ｓｉｇｍａ⁃
Ａｌｄｒｉｃｈ 公司；标准品：２４ＭＣＡ⁃ＦＡ 购于中国北京百

威灵科技有限公司（纯度≥９５％）； ＣＡ⁃ＦＡ 购于日本

和光纯药株式会社（纯度≥９９􀆰 ４％）； Ｃａｍｐ⁃ＦＡ 购

于加拿大 Ｔｏｒｏｎｔｏ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃｈｅｍｉｃａｌ 公司（纯度

≥９６％）；实验室用水为 Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ 超纯水。 用于分析

的稻米均由中国水稻研究所富阳基地种植所得。
１．２　 标准溶液的配制

　 　 标准溶液的配制：用异丙醇配制 Ｃａｍｐ⁃ＦＡ 质

量浓度为 １００􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ， ＣＡ⁃ＦＡ 和 ２４ＭＣＡ⁃ＦＡ 质量

浓度为 １ ０００􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ 的标准储备液，于－２０ ℃保

存。 分别吸取一定量的标准储备液，用甲醇配制成质

量浓度 １􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ 的混合标准溶液，置于－２０ ℃保存。
１．３　 样品前处理

１．３．１　 超声提取

　 　 称取约 ２􀆰 ５ ｇ 样品于 １００􀆰 ０ ｍＬ 离心管中加入

５０􀆰 ０ ｍＬ 甲醇，１ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 匀浆 １ ｍｉｎ，常温条件下

浸泡 １２ ｈ，静置完毕后在超声温度为 ４０ ℃条件下超

声 ２０ ｍｉｎ，以 ４ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，取 １０􀆰 ０ ｍＬ
上清液氮吹至近干，用 ３０％ 甲醇水溶液（含 １％ 氨

水）定容至 ５􀆰 ０ ｍＬ，待净化。
１．３．２　 固相萃取柱净化

　 　 将上述溶液转移至依次用 ５􀆰 ０ ｍＬ 甲醇和 ５􀆰 ０
ｍＬ １％ 氨水溶液活化后的 ＭＡＸ 固相萃取柱，再分

别用 ５􀆰 ０ ｍＬ １％ 氨水溶液和 ５􀆰 ０ ｍＬ 甲醇淋洗，最
后用 ５􀆰 ０ ｍＬ 含 ４％ 甲酸的甲醇溶液洗脱，收集洗脱

液，并用甲醇定容至 １０􀆰 ０ ｍＬ，取上清液，过 ０􀆰 ２２
μｍ 有机滤膜，滤液供 ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 测定。
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１．４　 色谱条件和质谱条件

１．４．１　 色谱条件

　 　 色谱柱为 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｅｃｌｉｐｓｅ ＸＤＢ⁃Ｃ８（１５０ ｍｍ×
２􀆰 １ ｍｍ， ３􀆰 ５ μｍ），流动相 Ａ 为 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 乙酸铵，
流动相 Ｂ 为甲醇 ∶ 乙腈 ＝ １ ∶ １ （ ｖ ／ ｖ）；流速：０􀆰 ３５
ｍＬ ／ ｍｉｎ；柱温：４５ ℃；进样量：２􀆰 ０ μＬ。 梯度洗脱程

序：０ ～ ３􀆰 ０ ｍｉｎ， ２０％ Ｂ ～ ９５％ Ｂ； ３􀆰 ０ ～ １４􀆰 ０ ｍｉｎ，
９５％ Ｂ； １４􀆰 ０ ～ １４􀆰 １ ｍｉｎ， ９５％ Ｂ ～ ２０％ Ｂ； １４􀆰 １ ～
２０􀆰 ０ ｍｉｎ， ２０％ Ｂ。
１．４．２　 质谱条件

　 　 电离模式：电喷雾电离、负离子模式（ＥＳＩ－）；气
帘气压力（ＣＵＲ）： ２１０ ｋＰａ；喷雾电压（ ＩＳ）： －４ ５００
Ｖ；离子源温度（ＴＥＭ）： ４５０ ℃；雾化气压力（ＧＳ１）：
３１０ ｋＰａ；辅助加热气压力（ＧＳ２）： ２４０ ｋＰａ。 多反

应监测（ＭＲＭ）模式采集，Ａｎａｌｙｓｔ １􀆰 ６􀆰 ３ 软件系统

处理数据，相关质谱参数及离子信息见表 １。
表 １　 ３ 种谷维素在多反应监测模式下的质谱参数

Ｔａｂｌｅ １　 ＭＳ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｏｒｙｚａｎｏｌｓ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ
ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ （ＭＲＭ） ｍｏｄｅ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ
Ｐａｒｅｎｔ
ｉｏｎ

（ｍ／ ｚ）

Ｐｒｏｄｕｃｔ
ｉｏｎ

（ｍ／ ｚ）

Ｄｅｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ
ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ／ Ｖ

Ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ
ｅｎｅｒｇｙ ／

ｅＶ
Ｃａｍｐｅｓｔｅｒｙｌ ｆｅｒｕｌａｔｅ ５７５．４ ５６０．４∗ －５０．４５ －５１．４６
（Ｃａｍｐ⁃ＦＡ） １９３．０ －５０．４５ －４９．２５
Ｃｙｃｌｏａｒｔｅｎｙｌ ｆｅｒｕｌａｔｅ ６０１．４ ５８６．６∗ －５６．８６ －５５．６０
（ＣＡ⁃ＦＡ） １７５．０ －５６．８６ －５５．８９
２４⁃Ｍｅｔｈｙｌｅｎｅｃｙｃｌｏａｒｔｅｎｙｌ ６１５．５ ６００．５∗ －６３．４５ －５６．６４
ｆｅｒｕｌａｔｅ （２４ＭＣＡ⁃ＦＡ） １７５．３ －６３．４５ －５８．２８

∗ Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｉｏｎ．

２　 结果与讨论

２．１　 色谱条件的优化

　 　 谷维素是弱极性化合物，且 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｅｃｌｉｐｓｅ
ＸＤＢ⁃Ｃ８ 色谱柱由硅胶键合辛烷基形成固定相，辛
烷基极性大于十八烷基，且小于酰胺基团，因此更适

用于分析弱极性化合物，故选择 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｅｃｌｉｐｓｅ
ＸＤＢ⁃Ｃ８ 色谱柱作为 ３ 种谷维素的分离柱。 谷维素

在甲醇、乙腈中均有良好的溶解性，所以选取甲醇和

乙腈作为流动相 Ｂ 探讨 ３ 种谷维素分离度及色谱

峰的变化。 如图 １ａ 所示，当流动相 Ｂ 为乙腈时，色
谱峰表现出较明显的劈叉、峰宽展宽以及不对称现

象，且 ２４ＭＣＡ⁃ＦＡ 色谱峰不明显；如图 １ｂ 可知，当
流动相 Ｂ 为甲醇时，色谱峰劈叉现象有所改善，峰
形对称且尖锐，且 ３ 种谷维素均出现明显色谱峰。
根据 Ｃａｍｐ⁃ＦＡ 和 ＣＡ⁃ＦＡ 在乙腈中分离度为 Ｒｓ ＝
１􀆰 ０５、Ｃａｍｐ⁃ＦＡ 和 ２４ＭＣＡ⁃ＦＡ 在甲醇中的 Ｒｓ ＝

图 １　 不同流动相 Ｂ 对 ３ 种谷维素分离度及色谱峰的影响
Ｆｉｇ． １　 Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ Ｂ ｏｎ ｔｈｅ

ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｐｅａｋｓ ｆｏｒ
ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｏｒｙｚａｎｏｌ

　

　 ａ． ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ； ｂ． ｍｅｔｈａｎｏｌ； ｃ． ｍｅｔｈａｎｏｌ ∶ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ ＝ １ ∶ １
（ｖ ／ ｖ） ．

１􀆰 １８ 可知，单独选择一种溶剂作为流动相 Ｂ 不能有

效地分离 ３ 种谷维素，因此尝试将甲醇和乙腈按一

定比例混合。 如图 １ｃ 所示，当甲醇和乙腈以体积比

１ ∶１ 混合作为流动相 Ｂ 时，３ 种谷维素相邻色谱峰

之间的分离度分别为 Ｒｓ１ ＝ １􀆰 ２１、Ｒｓ２ ＝ １􀆰 ２９，表明 ３
种谷维素实现基本分离，故选择甲醇 ∶乙腈＝ １ ∶１（ｖ ／
ｖ）为流动相 Ｂ。
２．２　 前处理条件的优化

２．２．１　 提取条件的优化

　 　 Ｋｕｍａｒ 等［２２］ 采用超声结合甲醇提取米糠中 ３

·９４７·
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种谷维素时，可获得较好的提取效果，但缺乏对提取

效率影响因素的系统探讨。 因此，设计 ５ 因素 ４ 水

平 Ｌ１６（４５）的正交实验考察各因素对谷维素提取效

率的影响。 称取 ２􀆰 ５ ｇ 样品，分别在不同料液比（即
样品质量与提取液的体积比， ｇ ／ ｍＬ）（１ ∶１５、１ ∶２０、１
∶２５、１ ∶３０）、提取液（８５％、９０％、９５％、１００％ 甲醇）、浸
泡时间（６、９、１２、１５ ｈ）、超声温度（３５、４０、４５、５０ ℃）

和超声时间（２０、３０、４０、５０ ｍｉｎ）的条件下提取。
　 　 由表 ２ 极差 Ｒ 的大小可知，各因素对 ３ 种谷维

素提取效率的影响依次为：提取液甲醇体积分数＞
浸泡时间＞料液比＞超声时间＞超声温度。 以 ３ 种谷

维素提取效率作为参考指标，５ 个因素的最优提取

组合为料液比 １ ∶２０ （ｇ ／ ｍＬ）、甲醇体积分数 １００％、
浸泡时间 １２ ｈ、超声温度 ４０ ℃以及超声时间 ２０ ｍｉｎ。

表 ２　 正交实验结果
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ

Ｎｏ．
Ｓｏｌｉｄ⁃ｌｉｑｕｉｄ ｒａｔｉｏ ／

（ｇ ／ ｍＬ）
φ（Ｍｅｔｈａｎｏｌ） ／

％
Ｓｏａｋ
ｔｉｍｅ ／ ｈ

Ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ／ ℃

Ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃ
ｔｉｍｅ ／ ｍｉｎ

Ｃａｍｐ⁃ＦＡ ／
（ｍｇ ／ ｋｇ）

２４ＭＣＡ⁃ＦＡ ／
（ｍｇ ／ ｋｇ）

ＣＡ⁃ＦＡ ／
（ｍｇ ／ ｋｇ）

１ １ ∶１５ ８５ ６ ３５ ２０ ０．３６ ２．６６ １．１０
２ １ ∶１５ ９０ ９ ４０ ３０ ０．４２ ３．４６ １．４２
３ １ ∶１５ ９５ １２ ４５ ４０ ０．５３ ５．１０ １．９３
４ １ ∶１５ １００ １５ ５０ ５０ ０．５２ ３．４５ １．３１
５ １ ∶２０ ８５ ９ ４５ ５０ ０．３０ ２．３０ ０．９１
６ １ ∶２０ ９０ ６ ５０ ４０ ０．５８ ４．５６ １．８０
７ １ ∶２０ ９５ １５ ３５ ３０ ０．５０ ３．９４ １．５５
８ １ ∶２０ １００ １２ ４０ ２０ ０．６３ ６．１６ ２．２４
９ １ ∶２５ ８５ １２ ５０ ３０ ０．２８ ３．２４ １．３４

１０ １ ∶２５ ９０ １５ ４５ ２０ ０．３８ ３．８２ １．５６
１１ １ ∶２５ ９５ ６ ４０ ５０ ０．５０ ３．５０ １．３７
１２ １ ∶２５ １００ ９ ３５ ４０ ０．５０ ３．２２ １．２５
１３ １ ∶３０ ８５ １５ ４０ ４０ ０．２９ ２．３１ ０．９５
１４ １ ∶３０ ９０ １２ ３５ ５０ ０．４７ ３．６８ １．４７
１５ １ ∶３０ ９５ ９ ５０ ２０ ０．４９ ３．１９ １．２５
１６ １ ∶３０ １００ ６ ４５ ３０ ０．５６ ４．３０ １．６３
Ｋ１ ５．５６ ４．０１ ５．７３ ５．１７ ５．９６
Ｋ２ ６．３７ ５．９０ ４．６７ ５．８５ ５．６６
Ｋ３ ５．２４ ５．９６ ６．７７ ５．８３ ５．７５
Ｋ４ ５．１５ ６．４４ ５．１４ ５．５ ４．９４
Ｒ １．２２ ２．４３ ２．０９ ０．６５ １．０２

图 ２　 不同甲醇体积分数的上样溶剂对 ３ 种谷维素

穿透率的影响（ｎ＝３）
Ｆｉｇ． ２　 Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｌｏａｄｉｎｇ ｓｏｌｖｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｖｏｌｕｍｅ ｆｒａｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｍｅｔｈａｎｏｌ ｏｎ ｔｈｅ ｐｅｎｅ⁃
ｔｒａｂｉｌｉｔｙ ｒａｔｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｏｒｙｚａｎｏｌｓ （ｎ＝３）

　

２．２．２　 净化条件的优化

　 　 ＭＡＸ 萃取柱适合分离纯化弱酸性化合物，鉴于

谷维素弱酸、弱极性的特点，采用 ＭＡＸ 萃取柱净化

提取液。 首先用 ５􀆰 ０ ｍＬ 甲醇和 １％ 氨水活化 ＭＡＸ
萃取柱，以 ３０％、４０％、５０％、８０％ 甲醇水溶液（含 １％
氨水）作为上样溶剂分别配制 ５􀆰 ０ ｍＬ 质量浓度为

１００ μｇ ／ Ｌ 的混合标准溶液上样，通过 ３ 种谷维素的

穿透率，考察甲醇体积分数对 ３ 种谷维素在 ＭＡＸ
萃取柱穿透率的影响。 结果如图 ２ 所示，当上样液

为 ３０％ 甲醇水溶液（含 １％ 氨水）时，３ 种谷维素穿

透率均＜１％，随着甲醇体积分数的增加，穿透率逐渐

升高，为确保 ３ 种谷维素能完全吸附于 ＭＡＸ 萃取

柱，确定上样溶剂为 ３０％ 甲醇水溶液（含 １％ 氨水）。
　 　 同时为保证 ３ 种谷维素能被完全洗脱，考察含

１％、２％、４％、５％ 甲酸的甲醇洗脱液对回收率的影

响。 由图 ３ 结果表明，３ 种谷维素的回收率随着甲

酸体积分数的增加表现为先升高后下降的趋势，当
甲酸体积分数为４％ 时，３种谷维素几乎被完全洗

·０５７·
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图 ３　 不同甲酸体积分数的洗脱液对 ３ 种谷维素
回收率的影响（ｎ＝３）

Ｆｉｇ． ３　 Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ｅｌｕｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｖｏｌｕｍｅ
ｆｒａｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｆｏｒｍｉｃ ａｃｉｄ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ
ｏｆ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｏｒｙｚａｎｏｌｓ （ｎ＝３）

　

表 ３　 ３ 种谷维素的线性方程、线性范围、相关系数、检出限和定量限

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｌｉｎｅａｒ ｅｑｕａｔｉｏｎｓ， ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅｓ， ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ （ｒ２）， ＬＯＤｓ ａｎｄ ＬＯＱｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｏｒｙｚａｎｏｌｓ
Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｌｉｎｅａｒ ｅｑｕａｔｉｏｎ Ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅ ／ （μｇ ／ Ｌ） ｒ２ ＬＯＤ ／ （μｇ ／ Ｌ） ＬＯＱ ／ （μｇ ／ Ｌ）

Ｃａｍｐ⁃ＦＡ ｙ＝ ２．４５×１０５ｘ＋１．２１×１０４ １．０－５００．０ ０．９９９１ ０．５ ２．０
ＣＡ⁃ＦＡ ｙ＝ ２．３１×１０５ｘ＋６．３３×１０３ １．０－５００．０ ０．９９９２ ０．５ ２．０
２４ＭＣＡ⁃ＦＡ ｙ＝ ４．２４×１０４ｘ－９．４４×１０３ ５．０－１０００．０ ０．９９８３ １．０ ３．５
ｙ： ｐｅａｋ ａｒｅａ； ｘ： ｍａｓｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ， μｇ ／ Ｌ．

脱，回收率为 ９５􀆰 ５％ ～１００􀆰 ４％。 因此选用含 ４％ 甲酸

的甲醇为洗脱液。
２．３　 基质效应

　 　 基质效应是指在样品测定过程中，由于待测物

以外其他物质的存在或其他物理、化学因素直接或

间接影响离子化效果，从而影响待测物响应强度的

现象［２３］。 本实验采用 １􀆰 ３ 节前处理方法分别制备

未净化的样品溶液和净化后的样品溶液，分别以甲

醇、未净化的样品溶液和净化后的样品溶液为溶剂，
配制溶剂标准曲线和基质标准曲线，通过公式 ＭＥ＝
（基质标准曲线的斜率 ／溶剂标准曲线的斜率－１） ×
１００％计算 ３ 种谷维素的基质效应，以评价基质中杂

质对分析物的影响［２４］。 由图 ４ 可知，未净化前 ＣＡ⁃
ＦＡ 的 ＭＥ 为 ５３􀆰 １％ 表现为基质增强效应，２４ＭＣＡ⁃
ＦＡ 的 ＭＥ 为－２２􀆰 ０％ 表现为基质抑制效应；净化后，
３ 种谷维素 ＭＥ 为 １􀆰 ６％ ～ １０􀆰 ８％，样品的基质效应

减弱，表明样品基质对分析物的影响较小。
２．４　 标准曲线、相关系数、检出限和定量限

　 　 将 ３ 种谷维素配制成系列浓度的标准工作液，
以待测物峰面积为纵坐标，质量浓度（μｇ ／ Ｌ）为横坐

标绘制标准曲线。 结果如表 ３ 所示，Ｃａｍｐ⁃ＦＡ、ＣＡ⁃
ＦＡ 在 １􀆰 ０ ～ ５００􀆰 ０ μｇ ／ Ｌ 和 ２４ＭＣＡ⁃ＦＡ 在 ５􀆰 ０ ～
１ ０００􀆰 ０ μｇ ／ Ｌ 范围内呈良好的线性关系，相关系数

图 ４　 稻米中 ３ 种谷维素在净化前、后的基质效应
Ｆｉｇ． ４　 Ｍａｔｒｉｘ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｏｒｙｚａｎｏｌｓ ｉｎ ｒｉｃｅ

ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

（ｒ２）均≥０􀆰 ９９８ ３。 以 ３ 种谷维素定量离子色谱峰

的信噪比（Ｓ ／ Ｎ）为 ３ 和 １０ 计算检出限（ＬＯＤ）和定

量限（ＬＯＱ）。 结果表明，３ 种谷维素的 ＬＯＤ 为 ０􀆰 ５
～１􀆰 ０ μｇ ／ Ｌ， ＬＯＱ 为 ２􀆰 ０～３􀆰 ５ μｇ ／ Ｌ。

表 ４　 稻米中 ３ 种谷维素的加标回收率及精密度（ｎ＝３）
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｓｐｉｋｅｄ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ａｎｄ ＲＳＤｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ

ｏｒｙｚａｎｏｌｓ ｉｎ ｒｉｃｅ （ｎ＝３）

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ
Ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ ／
（ｍｇ ／ ｋｇ）

Ａｄｄｅｄ ／
（ｍｇ ／ ｋｇ）

Ｆｏｕｎｄ ／
（ｍｇ ／ ｋｇ）

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／
％

ＲＳＤ ／
％

Ｃａｍｐ⁃ＦＡ ０．３ ０．６ ０．９６ １１０．１ ２．６
１．５ １．７６ ９７．６ ２．１
３．０ ３．１７ ９５．５ １．０

ＣＡ⁃ＦＡ ０．５ １．０ １．５８ １０８．５ ０．９
２．５ ２．６５ ８６．１ １．３
５．０ ５．２７ ９５．５ ２．１

２４ＭＣＡ⁃ＦＡ ２．５ ５．０ ８．０３ １１０．６ １．６
１２．５ １４．５２ ９６．２ ３．２
２５．０ ２８．４０ １０３．６ ３．１

２．５　 加标回收率和相对标准偏差

　 　 谷维素在稻米中本底含量相对较高，为进一步

验证该方法测定稻米中 ３ 种谷维素的可行性，所以

选择 ３ 种谷维素本底含量较少的稻米品种（扬粳

７２２）进行加标回收试验。 加标水平为稻米中 ３ 种谷

维素本底含量的 ２、５ 和 １０ 倍，经 １􀆰 ３ 节步骤前处

理，每个水平重复测定 ３ 次。 由表 ４ 结果可知，３ 种

谷维素的平均回收率为 ８６􀆰 １％ ～ １１０􀆰 ６％，相对标准

偏差为 ０􀆰 ９％ ～３􀆰 ２％，表明本方法具有良好的准确度

·１５７·
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和精密度。
２．６　 在实际样品分析中的应用

　 　 为了验证本研究建立方法的适用性，实验最后

采用建立的分析方法测定不同稻米中 ３ 种谷维素的

含量，分析结果见表 ５。 在 ７ 份稻米样品中均检测

到 ３ 种谷维素，其含量为 １􀆰 ６８ ～ ４２􀆰 ５１ ｍｇ ／ ｋｇ。 因

此，该方法对稻米中谷维素类化合物含量的测定具

有参考作用。
表 ５　 实际样品中 ３ 种谷维素的含量测定结果

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｏｒｙｚａｎｏｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ａｃｔｕａｌ ｓａｍｐｌｅｓ
Ｎｏ． Ｓｐｅｃｉｅｓ Ｓａｍｐｌｅ ｎａｍｅ Ｃａｍｐ⁃ＦＡ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ） ２４ＭＣＡ⁃ＦＡ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ） ＣＡ⁃ＦＡ ／ （ｍｇ ／ ｋｇ）
１ ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ Ｉｎｄｉｃａ ｒｉｃｅ Ｚｈｏｎｇｚａｏ ３９ １．６８ １７．１９ ３．０８
２ Ｈｕａｎｇｈｕａｚｈａｎ ２．９２ ２５．５７ ５．５０
３ ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ Ｊａｐｏｎｉｃａ ｒｉｃｅ Ｊｉａ ６７ ２．０６ １７．１９ ９．２８
４ Ｉｎｄｉｃａ Ｈｙｂｒｉｄ ｒｉｃｅ Ｚｈｏｎｇｚｈｅｙｏｕ ８ ５．５７ ４２．５１ ８．９５
５ Ｈｕａｚｈｅｙｏｕ １ ３．０７ ２５．４８ ５．３９
６ Ｊａｐｏｎｉｃａ Ｈｙｂｒｉｄ ｒｉｃｅ Ｊｉａｙｏｕ ５ ２．４９ ２４．７０ ６．８９
７ Ｉｎｄｉｃａ Ｊａｐｏｎｉｃａ Ｈｙｂｒｉｄ Ｙｏｎｇｙｏｕ １５４０ ３．９０ ３２．４９ ６．４４

３　 结论

　 　 本研究建立了高效液相色谱⁃串联质谱联用结

合混合型阴离子交换固相萃取柱测定稻米中 ３ 种谷

维素的分析方法。 对前处理方法与色谱条件进行了

优化，并进行了系列方法学验证。 该方法具有操作

简单、重复性强等特点，适合批量、快速检测稻米样

品中 ３ 种谷维素的含量，并对谷维素类化合物的检

测及应用具有一定参考价值。
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