
现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2017, Vol.33, No.3 
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摘要：建立了固相萃取（SPE）净化结合气相色谱-质谱联用（GC-MS）同时检测植物饮料中 9 种植物毒素（侧柏酮、龙蒿脑、

长叶薄荷酮、黄樟素、甲基丁香酚、香豆素、α-细辛脑、β-细辛脑和山道年）的分析方法。样品高速离心后，采用 HLB 固相萃取小

柱富集净化，洗脱液经氮吹浓缩，以 DB-5MS 色谱柱分离，GC-MS 选择离子监测模式测定。实验表明，9 种植物毒素在 5~1000 μg/L

浓度范围内线性关系良好，相关系数均大于 0.999；方法检出限（S/N=3）为 0.3~1.4 μg/kg，定量限（S/N=10）为 1.0~4.7 μg/kg；阴性

样品的 3 个添加水平的平均回收率在 76.3%~99.7%之间，相对标准偏差（RSD，n=6）小于 8.7%。该方法处理简单，准确高效，适用

于植物饮料中 9 种植物毒素的检测。8 个实际样品的检测结果显示，有 1 个草本饮料样品检出 0.7 mg/kg 甲基丁香酚。 
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Abstract: A sensitive method was established for the simultaneous determination of nine phytotoxins, including thujone, estragole, 

pulegone, safrole, methyl eugenol, coumarin, santonin, and α-and β-asarone, in botanical beverage by solid-phase extraction (SPE) and gas 

chromatography-mass spectrometry (GC-MS). Samples were extracted and purified using hydrophilic lipophilic balanced (HLB) SPE cartridges 

after high-speed centrifugation. Finally, the eluent was concentrated by nitrogen gas blowing and all samples were separated using DB-5MS 

capillary chromatographic column and detected by GC-MS with selected ion monitoring (SIM). The results indicated good linear relationships 

in the range of 5~1000 μg/L for the nine phytotoxins, with correlation coefficient >0.999. The limits of detection (LODs, S/N=3) and 

quantification (LOQs, S/N=10) of the method for the target compounds were in the range of 0.3~1.4 and 1.0~4.7 μg/kg, respectively. The mean 

recoveries of negative samples at three spiked levels were between 76.3% and 99.7%, and the relative standard deviation (RSD, n=6) was <8.7%. 

This method was suitable for the identification and quantification of nine phytotoxins in botanical beverage owing to its simplicity and accuracy. 

Among eight actual samples tested, one sample of herb beverage was found containing 0.7 mg/kg methyl eugenol . 
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植物毒素是植物天然产生的，对人体或动物有毒 
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害作用的一类物质，具有分布广、种类多和含量低等

特点，是人类食源性中毒的重要因素之一。黄樟素、

甲基丁香酚、香豆素、侧柏酮、龙蒿脑、长叶薄荷酮

和山道年等就是常见的广泛存在于多种植物中的植物

毒素，已有研究表明，黄樟素、龙蒿脑、甲基丁香酚

和香豆素都具有致癌性，长叶薄荷酮可引起动物肝组
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织和肺组织细胞的坏死，侧柏酮、山道年也对人体健

康具有一定的危害。我国植物资源丰富，加之药食同

源的观点由来已久，很多植物都被当作原料直接应用

于饮料等食品的加工生产中，而未充分考虑其中的有

害成分。目前，我国植物饮料产业呈现出各类产品已

广泛生产和销售，而相关标准与法规却十分欠缺的现

状，与植物饮料直接相关的 2 项标准中[1,2]，均未提及

植物毒素的限制。而国外对食品中植物毒素的限量已

有明确规定[3]，如欧盟食品安全局（EFSA）规定软饮

料中黄樟素、甲基丁香酚、香豆素和山道年的限量在

1~5 mg/kg 之间，细辛脑的限量更是低至 0.1 mg/kg，
并以此为依据限制我国相关食品的出口。因此，建立

准确、易于推广的相关检测方法，对于保障植物饮料

的质量安全和促进行业发展具有重要意义。 
目前，文献报道的有关植物毒素的检测方法主要

有毛细管电泳法[4]、气相色谱法（GC）[5,6]、气相色谱

-质谱法（GC-MS）[7~9]、液相色谱法（LC）[10,11]及液

相色谱-串联质谱法（LC-MS/MS）[12,13]等，其中，质

谱法因灵敏度高、抗干扰能力强等优势，在植物毒素

的检测中应用最为广泛。有关植物毒素的研究方向多

集中在植物及其制品的成分分析方面[5,7,10,14]，较少关

注植物饮料中多种植物毒素的存在状况，相关的检测

方法暂未见报道。本文选取《欧盟食品中化学污染物

限量规定》限定的 9 种植物毒素为目标物，基于

GC-MS 在易挥发物质定性定量方面的优良性能，应用

固相萃取净化技术实现同步提取、富集和净化，建立

了同时检测植物饮料中侧柏酮、龙蒿脑、长叶薄荷酮、

黄樟素、甲基丁香酚、香豆素、α-细辛脑、β-细辛脑

和山道年共 9 种植物毒素（见图 1）的分析方法，可

为植物饮料中植物毒素的定性定量分析和质量监测提

供技术依据。 

 
图1 九种植物毒素的化学结构式 

Fig.1 Chemical structures of the nine phytotoxins studied  

注：编号与表 1 同。 

1  材料与方法 

1.1  仪器、试剂与材料 

7890A GC-5975C 气相色谱-质谱联用仪（GC- 
MS），配 7683 自动进样器（美国 Agilent 公司）。MS2 
Minshaker 涡旋振荡器（德国 IKA 公司），N-EVAP 112
水浴氮吹仪（美国 OA 公司），3K15 高速离心机（美

国 Sigma 公司），固相萃取装置（美国 Waters 公司）。 
侧柏酮（Thujone）、龙蒿脑（Estragole）、长叶薄

荷酮（Pulegone）、黄樟素（Safrole）、甲基丁香酚（Methyl 
engenol）、香豆素（Coumarin）和山道年（Santonin）
标准品购自美国 Sigma-Aldrich 公司，纯度大于 98%；

α-细辛脑（α-Asarone）、β-细辛脑（β-Asarone）标准

品购自德国 Dr. Ehrenstorfer 公司，纯度为 71%；乙腈，

甲醇，乙酸乙酯，正己烷（色谱纯，德国 CNW 公司）；

固相萃取小柱（HLB，3 mL/60 mg，美国 Waters 公司，

使用前用 6 mL 甲醇和 10 mL 去离子水活化）；去离子

水（18.2 MΩ·cm，美国 Millipore 公司纯水仪制备）。 

1.2  标准溶液配制 

9 种植物毒素的标准储备溶液：准确称取各标准

品 5.0 mg，用甲醇溶解并定容于 25 mL 的容量瓶中，

配成 200 mg/L 的单标标准储备液。置于 4 ℃冰箱中

避光保存。 
9 种植物毒素混合标准工作液：分别移取适量的 9

种植物毒素单标标准储备液，用乙腈稀释成质量浓度

为 10 mg/L 的混合标准溶液。测试时，用乙腈将混合

溶液逐步稀释成质量浓度为 5、10、20、50、125、250、
500、1000 μg/L 的系列标准工作溶液。 

1.3  样品前处理 

称取 5 g（精确至 0.01 g）已摇匀的植物饮料样品

于 25 mL 塑料离心管中，以 10000 r/min 离心 2 min，
将全部清液转移至已经活化的 HLB 固相萃取小柱中，

在离心管中加入 3 mL 水洗涤残渣，高速离心后，将

清液转移至 HLB 中，待自然流出后，用 5 mL 10%
（V/V）乙腈水淋洗，真空泵抽干，再用 5 mL 乙腈洗

脱，接收洗脱液，于 50 ℃水浴中氮吹浓缩至 1.0 mL，
经 0.22 μm 聚四氟乙烯（PTFE）微孔膜过滤，滤液供

GC-MS 分析。 

1.4  气相色谱-质谱条件 

1.4.1  气相色谱条件 
色谱柱：DB-5 MS（30 m×0.25 mm×0.25 μm）石

英毛细管气相色谱柱；载气：高纯氦气，恒流，1.0 
mL/min；升温程序：初始温度 60 ℃，保持 1 min，
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以8 ℃/min升至160 ℃，再以40 ℃/min升至270 ℃，

保持 4 min；进样口温度：230 ℃；进样量：1 μL，不

分流进样；溶剂延迟：6 min。 

离子源：EI，70 eV；离子源温度 230 ℃；四极

杆温度 150 ℃；传输线温度：280 ℃；选择离子监测

（SIM）模式；9 种植物毒素的保留时间和特征离子

见表 1。 1.4.2  质谱条件 
表1 化合物的质谱参数 

Table 1 MS parameters of compounds 

No Analyte CAS No. Retention time/min Quantitative ion (m/z) Qualitative ion (m/z) 

1 Thujone 546-80-5 8.48 81 110、95、152 

2 Estragole 140-67-0 10.15 148 133、121、105 

3 Pulegone 89-82-7 10.87 81 152、67、109 

4 Safrole 94-59-7 11.80 162 104、131、103 

5 Methyl engenol 93-15-2 13.54 178 91、103、163 

6 Coumarin 91-64-5 14.30 146 118、89、90 

7 α-Asarone 2883-98-9 15.48 208 193、165、177 

8 β-Asarone 5273-86-9 15.83 208 193、165、177 
9 Santonin 481-06-1 18.23 173 246、135、91 

1.5  数据统计与分析 
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采用外标法定量，通过配制不同浓度的混合标准

工作液进行分析，以植物毒素的浓度为横坐标，以峰

面积为纵坐标绘制标准曲线，计算加标样品中植物毒

素的回收情况以及实际样品中植物毒素的分布情况，

通过阴性样品的标准加入实验考察不同因素对实验结

果的影响，采用控制变量法筛选较优实验条件。 

2  结果与讨论 

2.1  提取净化条件的优化 

目前，关于不同种类样品中植物毒素的提取多采

用溶剂提取[8,9]。固相萃取技术也常用于水基样品的同

步提取净化[15]。植物饮料样品属于水相基质，基质复

杂，含有糖、氨基酸、果胶和色素等多种成分，而待

测物含量较低，化学性质各异，实验中既需要有效提

取待测物，又需要尽可能地消减提取液中的共萃取杂

质组分，故实验拟采用固相萃取小柱实现同步提取、

富集和净化，提高实验效率。试验比较了 C18（3 
mL/200 mg，CNW 公司）和 HLB（3 mL/60 mg，Waters
公司）两种基于反相吸附机理的固相萃取小柱对待测

物的提取、富集和净化效果。选取典型的阴性草本饮

料作为试验样品，分别称取 5 g 试样，加入 10 μL 质

量浓度为 5 mg/L 植物毒素混合标准溶液，混合均匀

后，分别采用 C18 和 HLB 进行富集净化实验（按固

相萃取小柱供应商使用说明进行操作）。结果（见图 2）
表明，两种小柱对 9 种植物毒素的回收情况相当。鉴

于 HLB 小柱属于聚合物类型小柱，相比于硅胶基的

C18 小柱，适用性更强，有利于方法的进一步拓展，

故选用 HLB 小柱对样品进行提取净化。 

 
图2 两种固相萃小柱对9种植物毒素提取效果的比较 

Fig.2 Recovery of nine phytotoxins extracted using two 

different SPE columns (n=4) 

注：编号与表 1 同。 

淋洗的目的是尽可能洗去与固相萃取小柱填料吸

附较弱的杂质，而又避免目标物的洗脱，故需要对淋

洗液进行优化。考察了 5%、10%、15%和 20%（V/V）
乙腈水溶液的淋洗效果。质谱测试结果表明，经乙腈

水溶液淋洗后，部分杂质明显减少或消失，且乙腈含

量越高除杂效果越明显，但随着乙腈含量的增加，待

测化合物的损失亦同时增大，综合平衡考虑，选择10%
（V/V）乙腈水溶液进行淋洗。 

在洗脱步骤，为了将待测化合物有效洗脱，比较

了 5 种洗脱溶剂（甲醇、乙腈、丙酮、乙酸乙酯和正

己烷）的洗脱效果（见图 3）。可见，5 种溶剂对待测

化合物的洗脱效果呈现明显差异。其中乙腈的洗脱效

果最优，9 种植物毒素的回收率在 72.5%~99.6%之间，

甲醇、丙酮、乙酸乙酯次之，正己烷对于大部分目标
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物的洗脱效果不理想，对极性大的目标物表现最为明

显。一般来说，当目标物通过反相机制被吸附剂保留

时，极性大的化合物不易被弱极性的正己烷洗脱，导

致洗脱率偏低。因此，选择乙腈作为洗脱溶剂。 

 
图3 不同洗脱溶剂对9种植物毒素洗脱效果的影响 

Fig.3 Effect of different elution solvents on the extraction 

efficiencies of nine phytotoxins (n=4) 

注：编号与表 1 同。 

实验进一步对洗脱溶剂的用量进行了优化，考察

乙腈用量分别为 1、2、3、4、5、6 mL 时待测化合物

的回收率情况（见图 4）。实验发现，随着乙腈用量的

增加，回收率逐渐提高，达到 5 mL 后，目标物的回

收率基本达到平衡，因而选择乙腈用量为 5 mL。 

 
图4 乙腈用量对9种植物毒素洗脱效果的影响 

Fig.4 Effect of acetonitrile volume on the extraction efficiencies 

of nine phytotoxins (n=4) 

注：编号与表1同。 

2.2  水浴氮吹温度的选择 

9 种植物毒素属于易挥发物质，水浴氮吹温度可

能会造成其损失。实验考察了不同水浴温度（30 ℃、

40 ℃、50 ℃、60 ℃和 70 ℃）的影响。取 5 mL 浓度

为 50 μg/L 的混标溶液，分别置于不同温度的水浴中

氮吹浓缩至 1.0 mL，通过 GC-MS 测定，计算目标物

的回收率情况（见图 5）。结果表明，不同水浴温度对

香豆素、α-细辛脑、β-细辛脑和山道年的回收率无显

著影响；而侧柏酮、龙蒿脑和长叶薄荷酮在水浴温度

偏高的情况下容易损失，当温度超过 50 ℃后，回收

率明显下降。综合考虑实验的回收率和时效性，最终

选择水浴温度为 50 ℃。此外，将洗脱液吹至 1.0 mL
时，直接用 GC-MS 测定，以缩短氮吹浓缩时间，并

减少氮吹至尽干时加速目标物的损失。 

 
图5 不同水浴温度对9种植物毒素的影响 

Fig.5 Effect of different temperatures on the recovery of nine 

phytotoxins (n=4) 

注：编号与表1同。 

2.3  色谱质谱条件的优化 

 
图6 植物毒素混合标准溶液的总离子流色谱图 

Fig.6 Total ion chromatogram of mixed-phytotoxin standard 

solution 

注：编号与表1同。 

9 种待测植物毒素的沸点、极性相差较大，故选

用通用性强，适用范围广的 DB-5MS（30 m×0.25 
mm×0.25 μm）色谱柱进行色谱分离。实验过程中通过

调整色谱参数，使仪器的灵敏度、稳定性和分离效率

均处于最佳状态，并获得满意的分离效果。经过多次

试验，确定色谱升温程序如 1.4 节所述。 
应用 GC-MS 的全扫描采集和 NIST 谱库查询功

能，确定 9 种待测植物毒素的定性定量离子，并采用

选择离子（SIM）扫描方式分段检测不同保留时间的

待测物，以提高样品检测的灵敏度并消除部分杂质干

扰。9 种待测化合物的监测条件如表 1 所示，总离子

流色谱图（TIC）如图 6 示，可见，9 种待测植物毒素
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获得了良好的分离度。 

2.4  线性关系与检出限 

在优化条件下，对 1.2 节的系列混合工作溶液进

行检测，以目标物的质量浓度（x，μg/L）为横坐标，

定量离子的峰面积（y）为纵坐标作图，得到 9 种植物

毒素的线性方程（表 2）。由表 2 可知，9 种植物毒素

在 5~1000 μg/L 浓度范围内线性关系良好，相关系数

均大于 0.999。以 3 倍信噪比（S/N=3）计算检出限，

以 10 倍信噪比（S/N=10）计算定量限，结合样品的

前处理过程（浓缩 5 倍），计算出方法的检出限为

0.3~1.4 μg/kg，定量限为 1.0~4.7 μg/kg，表明本方法具

有较高的灵敏度。 

表2 9种目标物的线性方程、相关系数、检出限和定量限 

Table 2 Linear equations, correlation coefficients, detection limits, and quantification limits of nine target compounds 

Analyte Linear equations R2 Line range/(μg/L) LODs/(μg/kg) LOQs/(μg/kg) 

Thujone y=370.2x-3382.2 0.9991 10~1000 0.7 2.4 

Estragole y=710.9x-3468.6 0.9990 5~1000 0.3 1.1 

Pulegone y=407.1x-803.6 0.9997 5~1000 0.4 1.3 

Safrole y=565.4x-3706.9 0.9993 5~1000 0.5 1.6 

Methyl engenol y=730.8x-6051.4 0.9994 5~1000 0.3 1.0 

Coumarin y=536.7x-12093 0.9991 10~1000 0.9 3.1 

α-Asarone y=937.1x-12985 0.9990 5~1000 0.3 1.0 

β-Asarone y=313.2x-3771.4 0.9994 5~1000 0.6 2.1 
Santonin y=144.7x-807.1 0.9998 10~1000 1.4 4.7 

2.5  方法的准确度与精密度 

为验证方法的可靠性，选择两种常见的阴性植物

饮料（草本饮料和可可饮料）进行了低、中及高 3 个

水平的加标回收实验，每个加标水平平行测定 6 次（实

验结果表 3）。由表 3 可知，9 种植物毒素的平均回收

率在 76.3%~99.7%之间，相对标准偏差（RSD，n=6）
为 2.5%~8.7%之间，方法显示了良好的准确性和重现

性。 

表3 回收率与精密度测试结果 

Table 3 Recovery and precision results (n=6) 

Analyte 

Herb beverage 

5 μg/kg  10 μg/kg  50 μg/kg 

Recovery/% RSD/% Recovery/% RSD/% Recovery/% RSD/% 

Thujone 87.6 6.8  88.2 6.1  85.8 5.7 

Estragole 76.7 8.7  76.3 5.8  79.9 6.1 

Pulegone 88.3 4.8  84.9 3.7  85.0 3.9 

Safrole 77.7 6.6  79.0 4.3  81.2 4.0 

Methyl engenol 89.7 3.3  87.5 2.5  87.2 2.7 

Coumarin 92.3 3.1  92.3 3.2  90.8 2.8 

α-Asarone 99.7 3.5  95.3 3.4  94.3 3.1 

β-Asarone 91.3 4.1  89.4 3.8  88.1 3.7 
Santonin 89.0 4.6  85.5 4.1  85.1 4.2 

Analyte 

Cocoabeverage 

5 μg/kg  10 μg/kg  50 μg/kg 

Recovery/% RSD/% Recovery/% RSD/% Recovery/% RSD/% 

Thujone 89.3 7.1  91.3 6.2  87.5 5.9 

Estragole 79.1 7.9  78.2 6.6  78.6 5.7 

Pulegone 91.2 4.7  88.3 4.0  89.3 4.2 
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Safrole 78.5 6.1  82.4 5.1  81.1 4.3 

Methyl engenol 90.6 4.2  87.2 3.1  89.3 3.5 

Coumarin 91.0 3.3  93.1 4.1  91.9 3.6 

α-Asarone 97.5 3.9  96.9 3.5  98.0 4.0 

β-Asarone 93.2 4.6  91.2 3.7  89.2 3.1 

Santonin 88.5 5.3  87.3 4.4  90.4 3.8 

2.6  实际样品的测定 

 
图7 阳性样品总离子流色谱图 

Fig.7 Total ion chromatogram of positive sample 

采用建立的方法检测了 8 个植物饮料样品（草本

饮料 3 个，可可饮料 2 个，谷物饮料、菌类饮料和藻

类饮料各 1 个），其中 1 个草本饮料样品检出甲基丁香

酚（见图 7），含量为 0.7 mg/kg，低于《欧盟食品中

化学污染物限量规定》对植物饮料中甲基丁香酚不得

大于 1.0 mg/kg 的限量规定。由此可见，植物饮料中

存在含有植物毒素的潜在风险。 

3  结论 

本文利用固相萃取净化技术同步提取和净化，结

合 GC-MS 仪器方法，通过优选固相萃取小柱及淋洗

和洗脱条件、优化氮吹浓缩温度和仪器测试条件，建

立了定性、定量测定植物饮料中 9 种植物毒素的分析

方法。方法学评价和实际样品检测结果表明，方法操

作简便、灵敏度高，净化效果较好，可用于植物饮料

中多种植物毒素的筛查和确证。 
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