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　 　 摘要:　 基于超高效液相色谱￣三重四级杆串联质谱(ＵＰＬＣ￣ＱｑＱ￣ＭＳ / ＭＳ)联用技术对茶叶中黄酮醇糖苷(ＦＧｓ)
种类及含量进行测定并对提取方式和检测条件进行优化ꎮ 用 ７５％(体积分数)甲醇水溶液提取目标化合物ꎬ再用

Ｗａｔｅｒｓ Ａｃｑｕｉｔｙ ＨＳＳ Ｔ３ 色谱柱(粒径为 １􀆰 ８ μｍꎬ长度×内径为１００.０ ｍｍ×２􀆰 １ ｍｍ)分离目标化合物ꎬ以含有 ０.１％(体
积分数)甲酸的乙腈溶液为流动相进行梯度洗脱ꎬ采用电喷雾正离子源(ＥＳＩ＋)与质谱多反应监测(ＭＲＭ)方法对成

品茶中 １５ 种 ＦＧｓ 进行定量测定ꎮ 结果表明ꎬ在０.１~ ２０􀆰 ０ μｇ / ｍｌ的质量浓度范围内 ＦＧｓ 的基质标准曲线的线性关

系良好ꎬ其检测限(ＬＯＤ)为０.０８~ ０􀆰 ２３ μｇ / Ｌꎬ定量限( ＬＯＱ)为０.２５~ ０􀆰 ７６ μｇ / Ｌꎬ相对标准偏差(ＲＳＤ)为１.３０％~
２􀆰 ８０％ꎬ出峰时间为３.６０~７􀆰 ４０ ｍｉｎꎮ 与现有最优检测技术相比ꎬ超高效液相色谱￣三重四级杆串联质谱法具有分析

速度快、灵敏度高、稳定性好等特点ꎬ可为提高茶叶品质成分的检测效率提供参考ꎮ
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　 　 黄酮醇糖苷(Ｆｌａｖｏｎｏｌｓ ｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓꎬＦＧｓ)是茶叶

中除儿茶素外较为重要的多酚类物质之一ꎬ大都由

黄酮醇苷元(杨梅素、槲皮素、山柰酚等)或黄酮苷

元(芹菜素等)与糖分子(葡萄糖、半乳糖、芸香糖

等)结合形成 Ｏ￣糖苷[１￣２]ꎮ 已有研究发现ꎬＦＧｓ 不仅

对茶叶中的苦涩味及茶汤的光泽度、亮度具有重要

作用[３￣６]ꎬ而且具有类黄酮物质的生理学共性ꎬ在生

物体中发挥着抗氧化、清除活性氧自由基及抵御紫

外线、抗菌抑菌等作用[７￣８]ꎮ
国内外有很多 ＦＧｓ 检测方法的报道ꎬ目前常用的

检测方法主要包括紫外分光光度法(ＵＶ ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍ￣
ｅｔｅｒ)、高效液相色谱法(ＨＰＬＣ)、液相色谱￣质谱检测法

(ＬＣ￣ＭＳ)、超高效液相色谱法(ＵＰＬＣ)、毛细管电泳法

(ＣＥ)及电化学检测法(ＥＤ)等[９]ꎮ 超高效液相色谱是

一种基于 ＨＰＬＣ 系统开发的色谱技术ꎬ它充分利用了

小粒度色谱柱、超高压液相色谱泵的优势ꎬ能够更灵

敏、更快速地实现分离检测ꎬ目前已在茶(Ｃａｍｅｌｌｉａ
ｓｉｎｅｎｓｉｓ Ｌ.)、洋葱(Ａｌｌｉｕｍ ｃｅｐａ Ｌ.)和银杏(Ｇｉｎｋｇｏ ｂｉｌｏｂａ
Ｌ.)等多种植物的 ＦＧｓ 检测中得到应用[１０￣１２]ꎮ Ｋｉｍ
等[１３]采用 ＵＰＬＣ￣ＰＤＡ(超高效液相色谱￣二极管阵列)
建立了针对荞麦、红茶、野生欧芹 ＦＧｓ 类化合物的检测

方法ꎬ共有 １２ 种 ＦＧｓ 得到了较好的分离ꎬ但是其含量

的线性范围较大ꎬ为０.８８~１４􀆰 ００ ｍｇ / ｋｇꎻＪｉａｎｇ 等[１４]首次

采用 ＵＰＬＣ 检测到绿茶、乌龙茶和红茶中 １８ 种 ＦＧｓ 类

化合物ꎬ但是分离时间较长ꎬ为３０~６０ ｍｉｎꎻ刘阳等[２]研

究了 ＦＧｓ 在绿茶中的浸出特性ꎬ并基于常规 ＨＰＬＣ 检

测方法ꎬ分离并定量了 １１ 种与茶汤滋味相关性最高的

黄酮苷类物质ꎬ但也存在分离时间长、定量准确度低的

问题ꎮ ＵＰＬＣ 与ＭＳ / ＭＳ 的联用ꎬ已经成为植物化学组

分研究的新趋势ꎬ为茶叶中化合物的痕量分析提供了

定量保证ꎮ 本研究基于多种 ＦＧｓ 标准品ꎬ在已有研究

结果的基础上ꎬ采用超高效液相色谱￣三重四级杆串联

质谱法(ＵＰＬＣ￣ＱｑＱ￣ＭＳ / ＭＳ)ꎬ并结合紫外光谱、质谱参

数和色谱保留规律ꎬ测定茶叶中 ＦＧｓ 种类和含量ꎬ以期

实现快速分离和准确鉴定茶叶中的 ＦＧｓꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料与试剂

绿茶成品茶(西湖龙井)产自浙江省杭州市西

湖区中国农业科学院茶叶研究所示范园 (１２０° ５′
２１􀆰 ３９″Ｅꎬ３０°１０′５７􀆰 １９″Ｎ)ꎬ原料品种为龙井 ４３ꎬ选用

清明前 １ 芽 １ 叶ꎬ由杭州龙冠实业公司提供ꎻ红茶成

品茶(滇红金针)产自云南省农业科学院茶叶研究

所科研试验基地 ( １００° ２５′ ５５􀆰 １９″ Ｅꎬ２１° ５９′ ２５􀆰 ７６″
Ｎ)ꎬ原料品种为云南勐海大叶种ꎬ选用清明前 １ 芽 １
叶ꎬ由勐海县云茶科技有限公司提供ꎮ

甲醇(质谱级)、乙腈(质谱级)ꎬ产自德国 Ｍｅｒｃｋ
公司ꎻ甲酸(色谱级)、杨梅素￣３￣半乳糖苷(Ｍ￣３￣Ｇａ)标
准品、杨梅素￣３￣葡萄糖苷(Ｍ￣３￣Ｇ)标准品、槲皮素￣３￣
半乳糖苷(Ｑ￣３￣Ｇａ)标准品、槲皮素￣３￣葡萄糖苷(Ｑ￣３￣
Ｇ)标准品、槲皮素￣３￣半乳糖￣鼠李糖苷(Ｑ￣３￣ＧａＲｈ)标
准品、槲皮素￣３￣葡萄糖￣鼠李糖苷(Ｑ￣３￣ＧＲｈ)标准品、
山柰酚￣３￣半乳糖苷(Ｋ￣３￣Ｇａ)标准品、山柰酚￣３￣葡萄

糖苷(Ｋ￣３￣Ｇ)标准品、山柰酚￣３￣半乳糖￣鼠李糖苷(Ｋ￣
３￣ＧａＲｈ)标准品、山柰酚￣３￣葡萄糖￣鼠李糖苷(Ｋ￣３￣
ＧＲｈ)标准品ꎬ所有标准样品纯度≥９８％ꎬ均产自美国

Ｓｉｇｍａ 公司ꎻ试验用水为 Ｍｉｌｌｉ￣Ｑ 超纯水ꎮ
１.２　 仪器与设备

艾卡 Ａ１１ 基本型分析研磨机ꎬ产自德国 ＩＫＡ 公

司ꎻＢＴ１２５Ｄ 型电子分析天平ꎬ产自德国 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ 公

司ꎻＴｈｅｒｍｏ Ｈｅｒａｅｕｓ Ｆｒｅｓｃｏ １７ 微量冷冻离心机ꎬ产自

美国赛默飞世尔科技公司ꎻＫＱ￣５００Ｅ 型超声波清洗

机ꎬ产自昆山超声波仪器公司ꎻ超高效液相色谱￣三
重四极杆￣串联质谱联用仪(ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ￣ＱｑＱ￣
ＭＳ / ＭＳ Ｈ￣Ｃｌａｓｓ)ꎬ配有 ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ 二极管阵列

(ＰＤＡ)检测器、Ａｃｑｕｉｔｙ ＨＳＳ Ｔ３ 色谱柱(粒径为 １􀆰 ８
μｍꎬ柱长×内径为 １００􀆰 ０ ｍｍ×２􀆰 １ ｍｍ)ꎬ产自美国

Ｗａｔｅｒｓ 公司ꎮ
１.３　 试验方法

１.３.１　 标准溶液的制备　 准确称取 Ｍ￣３￣Ｇａ 标准品、
Ｍ￣３￣Ｇ 标准品、Ｑ￣３￣Ｇａ 标准品、Ｑ￣３￣Ｇ 标准品、Ｑ￣３￣
ＧａＲｈ 标准品、Ｑ￣３￣ＧＲｈ 标准品、Ｋ￣３￣Ｇａ 标准品、Ｋ￣３￣Ｇ
标准品、Ｋ￣３￣ＧａＲｈ 标准品、Ｋ￣３￣ＧＲｈ 标准品ꎬ分别加

入 ７５％(体积分数)甲醇溶液振荡超声处理(振荡频

率为３ ０００ ｒ / ｍｉｎꎬ超声功率为 ４０ ｋＨｚꎬ超声时间为 １０
ｍｉｎ)ꎬ配制成质量浓度为 １􀆰 ０ ｍｇ / ｍｌ的母液ꎮ 用 ７５％
(体积分数)甲醇溶液稀释上述标准品的母液ꎬ配制成

质量浓度分别为 ０􀆰 １ μｇ / ｍｌ、１􀆰 ０ μｇ / ｍｌ、２􀆰 ０ μｇ / ｍｌ、

５０２董　 方等:超高效液相色谱￣三重四级杆串联质谱法测定茶叶中黄酮醇糖苷种类及含量



１０􀆰 ０ μｇ / ｍｌ、２０􀆰 ０ μｇ / ｍｌ的标准工作溶液ꎮ
１.３.２　 供试样品的前处理 　 供试样品的前处理方

法参照 Ｚｈａｎｇ 等[１５￣１６] 的方法ꎮ 取适量成品绿茶、成
品红茶ꎬ用研磨机磨碎后精确称取 ５０ ｍｇ 磨碎的成

品绿茶、成品红茶样品ꎬ分别溶解于 １ ｍｌ ７５％(体积

分数)甲醇溶液中ꎬ用最大频率(４０ ｋＨｚ)连续超声

处理 １０ ｍｉｎꎬ之后再于１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎꎬ
取 ５００ μｌ上清液ꎬ加入 ５００ μｌ ７５％(体积分数)甲醇

溶液稀释ꎬ然后过 ０􀆰 ２２ μｍ 聚四氯乙烯(ＰＴＦＥ)滤

膜ꎬ用于上机分析ꎬ每种茶设 ３ 个重复ꎮ
１.３.３　 仪器分析条件　 色谱条件:采用 Ｗａｔｅｒｓ Ａｃｑｕｉｔｙ
ＨＳＳ Ｔ３ 色谱柱(粒径为 １􀆰 ８ μｍꎬ柱长×内径为 １００􀆰 ０
ｍｍ×２􀆰 １ ｍｍꎬ产自Ｗａｔｅｒｓ 公司ꎬ产地为美国 Ｍｉｌｆｏｒｄ)进
行分离ꎮ 洗脱条件参照 Ｚｈａｎｇ 等[１５ꎬ１７] 的方法ꎬ流动相

Ａ 为 ０.１％(体积分数)甲酸ꎬ流动相 Ｂ 为乙腈(混有体

积分数为 ０􀆰 １％的甲酸)ꎬ洗脱程序:０ ｍｉｎꎬ５％乙腈ꎻ
０.１~ ３􀆰 ０ ｍｉｎꎬ５％~ ２０％乙腈ꎻ３.１~ ４􀆰 ３ ｍｉｎꎬ２０％乙腈ꎻ
４.４~ ９􀆰 ０ ｍｉｎꎬ２０％~ ４５％乙腈ꎻ９.１~ １１􀆰 ０ ｍｉｎꎬ４５％~
１００％乙腈ꎻ１１.１~１３􀆰 ０ ｍｉｎꎬ１００％乙腈ꎻ１３.１~１５􀆰 ０ ｍｉｎꎬ
回到 ５％乙腈的初始条件ꎮ 所有试验的柱温均设置为

４０ ℃ꎬ样品温度设置为 ６ ℃ꎬ流速为 ０􀆰 ４ ｍｌ / ｍｉｎꎬ进样

量为 ２ μｌꎬ紫外(ＵＶ)检测波长为 ３７０ ｎｍꎮ
质谱条件:采用 Ｗａｔｅｒｓ Ｘｅｖｏ ＴＱ 质谱仪(Ｗａ￣

ｔｅｒｓ 公司ꎬ产地为 Ｍｉｌｆｏｒｄꎬ ＭＡꎬ ＵＳＡ)ꎬ使用电喷雾

电离源(ＥＳＩ)正离子模式ꎬ毛细管电压设为 ３.５ ｋＶꎬ
源温度设为 １５０ ℃ꎬ脱溶剂温度设为 ５００ ℃ꎬ锥孔气

体流速设为 ５０ Ｌ / ｈꎬ脱溶剂气体流速设为 ８００ Ｌ / ｈꎮ
１.４　 数据处理

采用 Ｍａｓｓ Ｌｙｎｘ ４.０ 软件对 ＭＳ 检测[含多反应

监测(ＭＲＭ)]与紫外检测器(ＰＤＡ)检测获得的原

始图谱进行质谱峰或紫外光谱峰的提取和积分ꎮ 标

准曲线的绘制、ＦＧｓ 含量的换算采用 Ｅｘｃｅｌ ２０１０ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 茶叶中黄酮醇糖苷的定性检测

本研究在相同色谱条件、相同质谱条件下对不

同茶叶中的黄酮醇糖苷(ＦＧｓ)进行 ＵＰＬＣ 分析和

ＭＲＭ 分析ꎬ结果表明ꎬ不同组分的 ＦＧｓ 化合物在

３.６０~７􀆰 ４０ ｍｉｎ 全部洗脱分离ꎬ对应的 ＵＰＬＣ 色谱图

见图 １ꎬ根据最大波长吸光度ꎬ利用 ＦＧｓ 标准品ꎬ结合

二级质谱碎片ꎬ并与参考文献[１０]、[１４]、[１７]、[１８]
比对ꎬ鉴定出茶叶中 １５ 种 ＦＧｓꎬ相关定性参数见表 １ꎮ

１:杨梅素￣３￣葡萄糖￣鼠李糖苷(Ｍ￣３￣ＧＲｈ)ꎻ２:杨梅素￣３￣半乳糖苷(Ｍ￣３￣Ｇａ)ꎻ３:杨梅素￣３￣葡萄糖苷(Ｍ￣３￣Ｇ)ꎻ４:槲皮素￣３￣半乳糖￣鼠李糖￣葡萄

糖苷(Ｑ￣３￣ＧａＲｈＧ)ꎻ５:槲皮素￣３￣葡萄糖￣鼠李糖￣葡萄糖苷(Ｑ￣３￣ＧＲｈＧ)ꎻ６:槲皮素￣３￣半乳糖￣鼠李糖苷(Ｑ￣３￣ＧａＲｈ)ꎻ７:槲皮素￣３￣葡萄糖￣鼠李

糖苷(Ｑ￣３￣ＧＲｈ)ꎻ８:槲皮素￣３￣半乳糖苷(Ｑ￣３￣Ｇａ)ꎻ９:槲皮素￣３￣葡萄糖苷(Ｑ￣３￣Ｇ)ꎻ１０:山柰酚￣３￣半乳糖￣鼠李糖￣葡萄糖苷(Ｋ￣３￣ＧａＲｈＧ)ꎻ１１:
山柰酚￣３￣葡萄糖￣鼠李糖￣葡萄糖苷(Ｋ￣３￣ＧＲｈＧ)ꎻ１２:山柰酚￣３￣半乳糖苷￣鼠李糖苷(Ｋ￣３￣ＧａＲｈ)ꎻ１３:山柰酚￣３￣葡萄糖￣鼠李糖苷(Ｋ￣３￣ＧＲｈ)ꎻ
１４:山柰酚￣３￣半乳糖苷(Ｋ￣３￣Ｇａ)ꎻ１５:山柰酚￣３￣葡萄糖苷(Ｋ￣３￣Ｇ)ꎮ
图 １　 西湖龙井(绿茶)与滇红金针(红茶)中黄酮醇糖苷在 ３７０ ｎｍ 波长下的超高效液相色谱(ＵＰＬＣ)结果

Ｆｉｇ.１　 Ｕｌｔｒａ￣ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ (ＵＰＬＣ) ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｆｌａｖｏｎｏｌ ｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ ｉｎ Ｗｅｓｔｌａｋｅ Ｌｏｎｇｊｉｎｇ (ｇｒｅｅｎ ｔｅａ) ａｎｄ Ｄｉａｎ￣
ｈｏｎｇ Ｊｉｎｚｈｅｎ (ｂｌａｃｋ ｔｅａ) ｄｅｔｅｃｔｅｄ ａｔ ｔｈｅ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ３７０ ｎｍ
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表 １　 茶叶中黄酮醇糖苷的定性参数

Ｔａｂｌｅ １　 Ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｆｌａｖｏｎｏｌ ｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ ｉｎ ｔｅａｓ

峰序号
黄酮醇糖苷　

(ＦＧｓ) 　
质荷比
(ｍ / ｚ)

保留时间
(ｍｉｎ)

主要二级
质谱碎片
ＭＳ / ＭＳ
(ｍ / ｚ)

１ Ｍ￣３￣ＧＲｈ ６２６.１５ ４.２９ ３１９

２ Ｍ￣３￣Ｇａ∗ ４８０.０９ ４.４０ ３１９

３ Ｍ￣３￣Ｇ∗ ４８０.０９ ４.４７ ３１９

４ Ｑ￣３￣ＧａＲｈＧ ７７２.２１ ４.５２ ３０３

５ Ｑ￣３￣ＧＲｈＧ ７７２.２１ ４.６４ ３０３

６ Ｑ￣３￣ＧａＲｈ∗ ６１０.１５ ４.７７ ３０３

７ Ｑ￣３￣ＧＲｈ∗ ６１０.１５ ４.９９ ３０３

８ Ｑ￣３￣Ｇａ∗ ４６４.１０ ５.１９ ３０３

９ Ｑ￣３￣Ｇ∗ ４６４.１０ ５.３５ ３０３

１０ Ｋ￣３￣ＧａＲｈＧ ７５６.２１ ５.１２ ２８７

１１ Ｋ￣３￣ＧＲｈＧ ７５６.２１ ５.３５ ２８７

１２ Ｋ￣３￣ＧａＲｈ∗ ５９４.１６ ５.５２ ２８７

１３ Ｋ￣３￣ＧＲｈ∗ ５９４.１６ ６.０１ ２８７

１４ Ｋ￣３￣Ｇａ∗ ４４８.１０ ６.０１ ２８７

１５ Ｋ￣３￣Ｇ∗ ４４８.１０ ６.３２ ２８７

峰序号与图 １ 相同ꎮ 标注“∗”的表示标准品ꎮ Ｍ￣３￣ＧＲｈ:杨梅素￣３￣
葡萄糖￣鼠李糖苷ꎻＭ￣３￣Ｇａ:杨梅素￣３￣半乳糖苷ꎻＭ￣３￣Ｇ:杨梅素￣３￣葡
萄糖苷ꎻＱ￣３￣ＧａＲｈＧ:槲皮素￣３￣半乳糖￣鼠李糖￣葡萄糖苷ꎻＱ￣３￣ＧＲｈＧ:
槲皮素￣３￣葡萄糖￣鼠李糖￣葡萄糖苷ꎻＱ￣３￣ＧａＲｈ:槲皮素￣３￣半乳糖￣鼠
李糖苷ꎻＱ￣３￣ＧＲｈ:槲皮素￣３￣葡萄糖￣鼠李糖苷ꎻＱ￣３￣Ｇａ:槲皮素￣３￣半
乳糖苷ꎻＱ￣３￣Ｇ:槲皮素￣３￣葡萄糖苷ꎻＫ￣３￣ＧａＲｈＧ:山柰酚￣３￣半乳糖￣鼠
李糖￣葡萄糖苷ꎻＫ￣３￣ＧＲｈＧ:山柰酚￣３￣葡萄糖￣鼠李糖￣葡萄糖苷ꎻＫ￣３￣
ＧａＲｈ:山柰酚￣３￣半乳糖￣鼠李糖苷ꎻＫ￣３￣ＧＲｈ:山柰酚￣３￣葡萄糖￣鼠李
糖苷ꎻＫ￣３￣Ｇａ:山柰酚￣３￣半乳糖苷ꎻＫ￣３￣Ｇ:山柰酚￣３￣葡萄糖苷ꎮ

　 　 由图 １ 还可以看出ꎬ杨梅素￣３￣葡萄糖￣鼠李糖

苷(Ｍ￣３￣ＧＲｈ)、槲皮素￣３￣半乳糖￣鼠李糖￣葡萄糖苷

(Ｑ￣３￣ＧａＲｈＧ)、槲皮素￣３￣葡萄糖￣鼠李糖￣葡萄糖苷

(Ｑ￣３￣ＧＲｈＧ)、山柰酚￣３￣半乳糖￣鼠李糖￣葡萄糖苷

(Ｋ￣３￣ＧａＲｈＧ)和山柰酚￣３￣葡萄糖￣鼠李糖￣葡萄糖

苷(Ｋ￣３￣ＧＲｈＧ)分别对应 １ 号峰、４ 号峰、５ 号峰、
１０ 号峰和 １１ 号峰ꎬ根据它们的相对分子质量、色
谱保 留 的 一 般 规 律、 二 级 质 谱 碎 片 和 相 关 报

道[１０ꎬ１４ꎬ１７￣１８]进行综合鉴定ꎻ其余 ＦＧｓ 根据标准品进

行验证ꎬＭ￣３￣Ｇａ、Ｍ￣３￣Ｇ、Ｑ￣３￣ＧａＲｈ、Ｑ￣３￣ＧＲｈ、Ｑ￣３￣
Ｇａ、 Ｑ￣３￣Ｇ、 Ｋ￣３￣ＧａＲｈ、 Ｋ￣３￣ＧＲｈ、 Ｋ￣３￣Ｇａ 和 Ｋ￣３￣Ｇ
分别对应 ２、３、６、７、８、９、１２、１３、１４ 和 １５ 号峰ꎮ 根

据色谱保留的一般规律ꎬ在反相色谱柱洗脱的过

程中ꎬ按出峰时间排序依次为杨梅素糖苷(３ 个羟

基)、槲皮素糖苷(２ 个羟基)、山柰酚糖苷(１ 个羟

基)ꎬ１０ 号峰对应的 Ｋ￣３￣ＧａＲｈＧ 不符合这一规律ꎻ
对于相同苷元ꎬ按出峰时间排序依次为三糖糖苷、
二糖糖苷、单糖糖苷ꎬ而对于不同苷元的 ＦＧｓꎬ出峰

顺序为半乳糖苷类化合物、葡萄糖苷类化合物ꎮ
由二级质谱碎片信息可知ꎬ杨梅素糖苷、槲皮素糖

苷和山柰酚糖苷的主要碎片离子质荷比分别为

３１９、３０３ 和 ２８７ꎮ
２.２　 黄酮醇糖苷标准品的质谱分析和色谱分析

为了优化 ＦＧｓ 的定量方法ꎬ选取 Ｑ￣３￣ＧＲｈ、
Ｍ￣３￣Ｇａ、Ｑ￣３￣Ｇ、Ｋ￣３￣Ｇ、Ｋ￣３￣ＧａＲｈ 标准品ꎬ采用多

反应监测(ＭＲＭ)和紫外检测器( ＰＤＡ)检测方法

分别建立 ＦＧｓ 标准品峰面积与对应质量浓度梯

度的标准曲线ꎬ综合比较 ２ 种检测方法的灵敏性

和稳定性ꎮ
由表 ２ 可以看出ꎬ在 ２ 种检测方法下ꎬ５ 种 ＦＧｓ

标准品的峰面积与对应质量浓度梯度的标准曲线在

０.１~２０􀆰 ０ μｇ / ｍｌ质量浓度范围内均具有较好的线性

关系(Ｒ２> ０􀆰 ９９)ꎮ 从检测限和定量限来看ꎬ利用

ＭＲＭ 方法的检测限(ＬＯＤ)为０􀆰 ０８~ ０􀆰 ２３ μｇ / Ｌꎬ定
量限(ＬＯＱ)为０􀆰 ２５~ ０􀆰 ７６ μｇ / Ｌꎻ而 ＰＤＡ 方法ꎬＬＯＤ
为１􀆰 ００~ １􀆰 ５８ μｇ / ＬꎬＬＯＱ 为３􀆰 ３３~ ５􀆰 ２５ μｇ / Ｌꎬ整体

上高于前者 １ ~ ２ 个数量级ꎮ 由此可见ꎬＭＲＭ 方法

的检测灵敏度更高ꎮ
　 　 将提取的同一茶叶样品在 ２ 种检测方法下各重

复检测 ６ 次ꎬ结果发现ꎬ色谱峰的保留时间波动均小

于 ０.１ ｍｉｎꎬ并且标准品峰面积的相对标准偏差

(ＲＳＤ)约为 ０.５％ꎬ说明 ＭＲＭ 方法与 ＰＤＡ 方法检测

的精密度良好ꎮ
准确称取 ６ 份质量为 ５０ ｍｇ 的绿茶样品ꎬ按照

方法 １.３.２ 进行样品前处理ꎬ然后每份样品均采用

ＭＲＭ 和 ＰＤＡ ２ 种方法检测ꎮ 如表 ３ 所示ꎬＭＲＭ 方

法的 ５ 种 ＦＧｓ 的 ＲＳＤ 为１.３０％~ ２􀆰 ８０％ꎬＰＤＡ 方法

的 ５ 种 ＦＧｓ 的 ＲＳＤ 为２.７０％~４􀆰 ７０％ꎬ说明 ＭＲＭ 方

法的重复性较 ＰＤＡ 方法好ꎮ
２.３　 茶叶中黄酮醇糖苷的定量检测

由于质谱具有高灵敏度、方法稳定等特点ꎬ加
上茶叶中的 ＦＧｓ 具有良好的色谱分离性能ꎬ因此本

研究根据现有标准品ꎬ选择 ＭＲＭ 模式ꎬ利用二级质

谱准确定量绿茶、红茶中的 ＦＧｓꎬ优化后的 ＦＧｓ 质谱

参数见表 ４ꎬ其中母离子均采用加氢离子峰 [Ｍ ＋
Ｈ] ＋ꎬ子离子则为黄酮醇苷元离子ꎮ

７０２董　 方等:超高效液相色谱￣三重四级杆串联质谱法测定茶叶中黄酮醇糖苷种类及含量



表 ２　 ２ 种检测方法下黄酮醇糖苷的标准曲线、决定系数、线性范围、检出限与定量限

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅꎬ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔꎬ ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅꎬ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｆｌａｖｏｎｏｌ ｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ ｕｎｄｅｒ ｔｗｏ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
ｍｅｔｈｏｄｓ

检测方法　 　 　 标准品 标准曲线　 　 　 标准曲线的
决定系数 (Ｒ２)

线性范围
(μｇ / ｍｌ)

检测限
(μｇ / Ｌ)

定量限
(μｇ / Ｌ)

多反应监测(ＭＲＭ) Ｑ￣３￣ＧＲｈ Ｙ１ ＝ １.５７０ ３×１０４ｘ１＋６ ７７０ ０.９９８ ７ ０.１~２０.０ ０.０８ ０.２７

Ｍ￣３￣Ｇａ Ｙ２ ＝ ８.２６９ １×１０４ｘ２＋３７ ９９５ ０.９９９ ３ ０.１~２０.０ ０.０８ ０.２５

Ｑ￣３￣Ｇ Ｙ３ ＝ ５.９３７ ４×１０４ｘ３＋４６ ２３７ ０.９９９ ６ ０.１~２０.０ ０.１９ ０.６２

Ｋ￣３￣Ｇ Ｙ４ ＝ ６.２８０ ５×１０４ｘ４＋２７ １６３ ０.９９６ ４ ０.１~２０.０ ０.２３ ０.７６

Ｋ￣３￣ＧａＲｈ Ｙ５ ＝ ４.７２８ ４×１０４ｘ５＋６８ ６８２ ０.９９９ ７ ０.１~２０.０ ０.１１ ０.３８

紫外检测器(ＰＤＡ) Ｑ￣３￣ＧＲｈ Ｙ６ ＝ ９.８３７ ０×１０５ｘ６＋５８２ ０６８ ０.９９９ ０ ０.１~２０.０ １.２３ ４.００

Ｍ￣３￣Ｇａ Ｙ７ ＝ ２.０００ ０×１０６ｘ７＋１ ０００ ０００ ０.９９９ ４ ０.１~２０.０ １.２０ ４.００

Ｑ￣３￣Ｇ Ｙ８ ＝ １.０００ ０×１０６ｘ８＋１ ０００ ０００ ０.９９７ ６ ０.１~２０.０ １.００ ３.３３

Ｋ￣３￣Ｇ Ｙ９ ＝ １.０００ ０×１０６ｘ９＋２６５ ０７８ ０.９９６ １ ０.１~２０.０ １.５８ ５.２５

Ｋ￣３￣ＧａＲｈ Ｙ１０ ＝ ９.１６４ ６×１０５ｘ１０＋１ ０００ ０００ ０.９９９ ４ ０.１~２０.０ １.２２ ４.１０
Ｑ￣３￣ＧＲｈ:槲皮素￣３￣葡萄糖￣鼠李糖苷ꎻＭ￣３￣Ｇａ:杨梅素￣３￣半乳糖苷ꎻＱ￣３￣Ｇ:槲皮素￣３￣葡萄糖苷ꎻＫ￣３￣Ｇ:山柰酚￣３￣葡萄糖苷ꎻＫ￣３￣ＧａＲｈ:山柰酚￣３￣
半乳糖￣鼠李糖苷ꎮ Ｙ１、Ｙ２、Ｙ３、Ｙ４、Ｙ５分别为多反应监测(ＭＲＭ)方法下标准品 Ｑ￣３￣ＧＲｈ、Ｍ￣３￣Ｇａ、Ｑ￣３￣Ｇ、Ｋ￣３￣Ｇ、Ｋ￣３￣ＧａＲｈ 的色谱峰平均积分面
积ꎻｘ１、ｘ２、ｘ３、ｘ４、ｘ５分别为多反应监测(ＭＲＭ)方法下标准品 Ｑ￣３￣ＧＲｈ、Ｍ￣３￣Ｇａ、Ｑ￣３￣Ｇ、Ｋ￣３￣Ｇ、Ｋ￣３￣ＧａＲｈ 对应的检测质量浓度ꎻＹ６、Ｙ７、Ｙ８、Ｙ９、Ｙ１０
分别为 ＰＤＡ 检测方法下标准品 Ｑ￣３￣ＧＲｈ、Ｍ￣３￣Ｇａ、Ｑ￣３￣Ｇ、Ｋ￣３￣Ｇ、Ｋ￣３￣ＧａＲｈ 的色谱峰平均积分面积ꎬｘ６、ｘ７、ｘ８、ｘ９、ｘ１０分别为 ＰＤＡ 检测方法下标
准品 Ｑ￣３￣ＧＲｈ、Ｍ￣３￣Ｇａ、Ｑ￣３￣Ｇ、Ｋ￣３￣Ｇ、Ｋ￣３￣ＧａＲｈ 对应的检测质量浓度ꎮ

表 ３　 ２ 种检测方法的重复性试验(ｎ＝６)

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔｓ ｏｆ ｔｗｏ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ(ｎ＝６)

检测方法　 　 黄酮醇
糖苷类型 平均峰面积

相对标准
偏差 (％)

多反应监测(ＭＲＭ) Ｑ￣３￣ＧＲｈ ５１２ ９２５ ２.８０

Ｍ￣３￣Ｇａ ５５０ ６６５ １.３０

Ｑ￣３￣Ｇ ９３７ ９９８ １.５０

Ｋ￣３￣Ｇ １ ２９６ ８６３ １.６０

Ｋ￣３￣ＧａＲｈ ２ ２３８ ２９１ ２.６０

紫外检测器(ＰＤＡ) Ｑ￣３￣ＧＲｈ １ ５９９ ５８４ ４.７０

Ｍ￣３￣Ｇａ １３ ４９１ ８３０ ２.７０

Ｑ￣３￣Ｇ １８ ４７８ ４８３ ３.７０

Ｋ￣３￣Ｇ ２６ ７６４ ６１３ ４.６０

Ｋ￣３￣ＧａＲｈ ４０ ８３８ ０１７ ２.７０
Ｑ￣３￣ＧＲｈ:槲皮素￣３￣葡萄糖￣鼠李糖苷ꎻＭ￣３￣Ｇａ:杨梅素￣３￣半乳糖苷ꎻ
Ｑ￣３￣Ｇ:槲皮素￣３￣葡萄糖苷ꎻＫ￣３￣Ｇ:山柰酚￣３￣葡萄糖苷ꎻＫ￣３￣ＧａＲｈ:山
柰酚￣３￣半乳糖￣鼠李糖苷ꎮ

　 　 针对未购置标准品的 ＦＧｓ 进行相对定量ꎬ具体

参照王智聪等[１０] 的公式进行计算ꎮ 选取决定系数

较高的标准曲线(以 Ｍ￣３￣Ｇａ 为标准品)ꎬ用外标法

准确定量成茶中的 Ｍ￣３￣Ｇａ 含量ꎬ成茶中其他 ＦＧｓ
的含量则根据 Ｍ￣３￣Ｇａ 质谱峰面积及含量确定ꎮ 由

于无法准确得到无标准品 ＦＧｓ 的质谱响应差异ꎬ因
此假定 ＦＧｓ 与 Ｍ￣３￣Ｇａ 质谱响应一致ꎬ具体公式如

下:

表 ４　 ＭＲＭ 方法下黄酮醇糖苷的质谱参数

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｆｌａｖｏｎｏｌ ｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ ｕｎｄｅｒ

ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ (ＭＲＭ) ｍｅｔｈｏｄ

黄酮醇糖　
苷类型　

母离子
[Ｍ＋Ｈ] ＋

二级质谱碎
片 ＭＳ / ＭＳ
(ｍ / ｚ)

锥孔电压
(Ｖ)

碰撞能量
(Ｖ)

电离
模式

Ｍ￣３￣ＧＲｈ ６２７ ３１９ － － 正

Ｍ￣３￣Ｇａ ４８１ ３１９ ２８ ３０ 正

Ｍ￣３￣Ｇ ４８１ ３１９ ２８ ３０ 正

Ｑ￣３￣ＧａＲｈＧ ７７３ ３０３ － － 正

Ｑ￣３￣ＧＲｈＧ ７７３ ３０３ － － 正

Ｑ￣３￣ＧａＲｈ ６１１ ３０３ ８ １４ 正

Ｑ￣３￣ＧＲｈ ６１１ ３０３ ８ １４ 正

Ｑ￣３￣Ｇａ ４６５ ３０３ ３０ ８０ 正

Ｑ￣３￣Ｇ ４６５ ３０３ ３０ ８０ 正

Ｋ￣３￣ＧａＲｈＧ ７５７ ２８７ － － 正

Ｋ￣３￣ＧＲｈＧ ７５７ ２８７ － － 正

Ｋ￣３￣ＧａＲｈ ５９５ ２８７ １６ １０ 正

Ｋ￣３￣ＧＲｈ ５９５ ２８７ １６ １０ 正

Ｋ￣３￣Ｇａ ４４９ ２８７ ４０ １４ 正

Ｋ￣３￣Ｇ ４４９ ２８７ ４０ １４ 正

Ｍ￣３￣ＧＲｈ:杨梅素￣３￣葡萄糖￣鼠李糖苷ꎻＭ￣３￣Ｇａ:杨梅素￣３￣半乳糖苷ꎻ
Ｍ￣３￣Ｇ:杨梅素￣３￣葡萄糖苷ꎻＱ￣３￣ＧａＲｈＧ:槲皮素￣３￣半乳糖￣鼠李糖￣葡
萄糖苷ꎻＱ￣３￣ＧＲｈＧ:槲皮素￣３￣葡萄糖￣鼠李糖￣葡萄糖苷ꎻＱ￣３￣ＧａＲｈ:
槲皮素￣３￣半乳糖￣鼠李糖苷ꎻＱ￣３￣ＧＲｈ:槲皮素￣３￣葡萄糖￣鼠李糖苷ꎻ
Ｑ￣３￣Ｇａ:槲皮素￣３￣半乳糖苷ꎻＱ￣３￣Ｇ:槲皮素￣３￣葡萄糖苷ꎻＫ￣３￣ＧａＲｈＧ:
山柰酚￣３￣半乳糖￣鼠李糖￣葡萄糖苷ꎻＫ￣３￣ＧＲｈＧ:山柰酚￣３￣葡萄糖￣鼠
李糖￣葡萄糖苷ꎻＫ￣３￣ＧａＲｈ:山柰酚￣３￣半乳糖￣鼠李糖苷ꎻＫ￣３￣ＧＲｈ:山
柰酚￣３￣葡萄糖￣鼠李糖苷ꎻＫ￣３￣Ｇａ:山柰酚￣３￣半乳糖苷ꎻＫ￣３￣Ｇ:山柰
酚￣３￣葡萄糖苷ꎮ
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式中:Ｃ ｊ、Ｃ ｉ分别表示成茶茶汤中待测 ＦＧｓ 含

量、Ｍ￣３￣Ｇａ 含量ꎻＡ ｊ、Ａｉ分别表示待定量 ＦＧｓ 化合物

的峰面积、Ｍ￣３￣Ｇａ 的峰面积ꎻＭ ｊ、Ｍｉ分别表示待定量

ＦＧｓ 化合物的相对分子质量、Ｍ￣３￣Ｇａ 的相对分子质

量ꎻＤ 表示进样前稀释倍数ꎻＶ 表示提取液体积ꎻｍ
表示样品质量ꎮ

如表 ５ 所示ꎬ不同 ＦＧｓ 组分含量在绿茶和红茶

间存在一定差异ꎮ 绿茶中总黄酮醇糖苷含量为

５ ４９２.４０ ｍｇ / ｋｇꎬ而红茶中总黄酮醇糖苷含量为

５ ９１０.１９ ｍｇ / ｋｇꎬ高于绿茶中总黄酮醇糖苷含量ꎮ 在

绿茶中ꎬＫ￣３￣ＧＲｈＧ、Ｑ￣３￣ＧＲｈＧ 的含量较高ꎬ分别为

１ ０７８.０３ ｍｇ / ｋｇ、８８１􀆰 ０８ ｍｇ / ｋｇꎬ而含量较低的是 Ｑ￣
３￣ＧａＲｈ、 Ｋ￣３￣ＧａＲｈ、 Ｋ￣３￣Ｇꎬ 分 别 为 １４􀆰 ６９ ｍｇ / ｋｇ、

１４􀆰 ８０ ｍｇ / ｋｇ、３５􀆰 １９ ｍｇ / ｋｇꎻ在红茶中ꎬＫ￣３￣ＧＲｈＧ 含

量 最 高ꎬ 达 ２ ０２７􀆰 ３４ ｍｇ / ｋｇꎬ 而 Ｑ￣３￣ＧａＲｈ、 Ｋ￣３￣
ＧａＲｈ、 Ｋ￣３￣Ｇ 的含量较低ꎬ分别为 ４７􀆰 ９１ ｍｇ / ｋｇ、
４２􀆰 ９２ ｍｇ / ｋｇ、２２􀆰 ５９ ｍｇ / ｋｇꎮ 从不同苷元类型的黄

酮醇糖苷含量来看ꎬ绿茶中杨梅素糖苷(Ｍ￣３￣ＧＲｈ、
Ｍ￣３￣Ｇａ、Ｍ￣３￣Ｇ)总含量为 ９４０􀆰 １８ ｍｇ / ｋｇꎬ显著高于

红茶中杨梅素糖苷总含量(６７３􀆰 ６４ ｍｇ / ｋｇ)ꎻ槲皮素

糖苷 ( Ｑ￣３￣ＧａＲｈＧ、Ｑ￣３￣ＧＲｈＧ、Ｑ￣３￣ＧａＲｈ、Ｑ￣３￣ＧＲｈ、
Ｑ￣３￣Ｇａ、Ｑ￣３￣Ｇ)总含量在绿茶中最高ꎬ为２ ４３４􀆰 ２９
ｍｇ / ｋｇꎬ显 著 高 于 红 茶 中 槲 皮 素 糖 苷 总 含 量

(２ ０６１􀆰 ３４ ｍｇ / ｋｇ)ꎻ而山柰酚糖苷(Ｋ￣３￣ＧａＲｈＧ、Ｋ￣
３￣ＧＲｈＧ、Ｋ￣３￣ＧａＲｈ、Ｋ￣３￣ＧＲｈ、Ｋ￣３￣Ｇａ、Ｋ￣３￣Ｇ) 总含

量在红茶中占绝对优势ꎬ为３ １７５􀆰 ２１ ｍｇ / ｋｇꎬ显著高

于绿茶中的山柰酚糖苷总含量(２ １１７􀆰 ９３ ｍｇ / ｋｇ)ꎮ

表 ５　 黄酮醇糖苷在绿茶、红茶中的含量(ｎ＝３)
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｆｌａｖｏｎｏｌ ｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ ｉｎ ｇｒｅｅｎ ｔｅａｓ ａｎｄ ｂｌａｃｋ ｔｅａｓ(ｎ＝３)

峰序号 黄酮醇糖苷类型 黄酮醇苷元类型
黄酮醇糖苷含量(ｍｇ / ｋｇ)

绿茶 红茶
定量方法

１ Ｍ￣３￣ＧＲｈ 杨梅素苷元 １８６.４７±１.３７ ２２２.４７±６.８４ 相对定量

２ Ｍ￣３￣Ｇａ 杨梅素苷元 ４８８.１７±１５.３８ ２８７.３６±１１.６２ 标准品定量

３ Ｍ￣３￣Ｇ 杨梅素苷元 ２６５.５４±２０.３４ １６３.８１±５.２０ 标准品定量

４ Ｑ￣３￣ＧａＲｈＧ 槲皮素苷元 ８６９.３３±１２.５６ ８３１.１６±１３.７７ 相对定量

５ Ｑ￣３￣ＧＲｈＧ 槲皮素苷元 ８８１.０８±１５.０８ ４６３.６１±８.２３ 相对定量

６ Ｑ￣３￣ＧａＲｈ 槲皮素苷元 １４.６９±０.５０ ４７.９１±２.１３ 标准品定量

７ Ｑ￣３￣ＧＲｈ 槲皮素苷元 ２３４.１２±６.２４ ２０９.２１±４.２１ 标准品定量

８ Ｑ￣３￣Ｇａ 槲皮素苷元 ２０５.７４±５.４１ １８３.２８±５.５５ 标准品定量

９ Ｑ￣３￣Ｇ 槲皮素苷元 ２２９.３３±１.７９ ３２６.１７±１３.４４ 标准品定量

１０ Ｋ￣３￣ＧａＲｈＧ 山柰酚苷元 ２２５.０８±２.６２ ５４０.９１±２.８５ 相对定量

１１ Ｋ￣３￣ＧＲｈＧ 山柰酚苷元 １ ０７８.０３±２０.２４ ２ ０２７.３４±４０.３４ 相对定量

１２ Ｋ￣３￣ＧａＲｈ 山柰酚苷元 １４.８０±０.０９ ４２.９２±１.５７ 标准品定量

１３ Ｋ￣３￣ＧＲｈ 山柰酚苷元 ４６０.０８±１３.５２ ３２７.７２±１３.３１ 标准品定量

１４ Ｋ￣３￣Ｇａ 山柰酚苷元 ３０４.７５±１.１６ ２１３.７３±１.８５ 标准品定量

１５ Ｋ￣３￣Ｇ 山柰酚苷元 ３５.１９±０.８９ ２２.５９±１.７３ 标准品定量

峰序号与图 １ 相同ꎮ Ｍ￣３￣ＧＲｈ:杨梅素￣３￣葡萄糖￣鼠李糖苷ꎻＭ￣３￣Ｇａ:杨梅素￣３￣半乳糖苷ꎻＭ￣３￣Ｇ:杨梅素￣３￣葡萄糖苷ꎻＱ￣３￣ＧａＲｈＧ:槲皮素￣３￣半乳
糖￣鼠李糖￣葡萄糖苷ꎻＱ￣３￣ＧＲｈＧ:槲皮素￣３￣葡萄糖￣鼠李糖￣葡萄糖苷ꎻＱ￣３￣ＧａＲｈ:槲皮素￣３￣半乳糖￣鼠李糖苷ꎻＱ￣３￣ＧＲｈ:槲皮素￣３￣葡萄糖￣鼠李糖
苷ꎻＱ￣３￣Ｇａ:槲皮素￣３￣半乳糖苷ꎻＱ￣３￣Ｇ:槲皮素￣３￣葡萄糖苷ꎻＫ￣３￣ＧａＲｈＧ:山柰酚￣３￣半乳糖￣鼠李糖￣葡萄糖苷ꎻＫ￣３￣ＧＲｈＧ:山柰酚￣３￣葡萄糖￣鼠李
糖￣葡萄糖苷ꎻＫ￣３￣ＧａＲｈ:山柰酚￣３￣半乳糖￣鼠李糖苷ꎻＫ￣３￣ＧＲｈ:山柰酚￣３￣葡萄糖￣鼠李糖苷ꎻＫ￣３￣Ｇａ:山柰酚￣３￣半乳糖苷ꎻＫ￣３￣Ｇ:山柰酚￣３￣葡萄
糖苷ꎮ

　 　 本研究利用质谱 ＭＲＭ 检测法ꎬ基于 １０ 种标准

品对茶叶 ＦＧｓ 检测的质谱条件进行了优化ꎬ在成品

茶(绿茶、红茶)中鉴定出 １５ 种 ＦＧｓꎬ包括 ３ 种杨梅

素糖苷、６ 种槲皮素糖苷和 ６ 种山柰酚糖苷ꎮ 此外ꎬ
本研究对已有标准品的 ＦＧｓ 进行了绝对定量ꎬ其余

５ 种基于王智聪等[１０] 的方法进行相对定量分析ꎮ
与现有主流方法[３ꎬ １０](表 ６)相比ꎬ优化后的质谱条

件使 ＦＧｓ 化合物的检测时间缩短了 ３０％ꎬ并且组分

的分离度更强ꎮ Ｗｕ 等[３] 利用负离子检测模式比较

了 ＵＰＬＣ￣ＱｑＱ￣ＭＳ / ＭＳ 与 ＨＰＬＣ￣ＭＳ 的差异ꎬ结果表

９０２董　 方等:超高效液相色谱￣三重四级杆串联质谱法测定茶叶中黄酮醇糖苷种类及含量



明ꎬＵＰＬＣ￣ＱｑＱ￣ＭＳ / ＭＳ 法的检测灵敏度高于 ＨＰＬＣ￣
ＭＳ 法ꎮ 而本研究采用正离子模式ꎬ进一步证实了在

相同仪器设备条件下由二级质谱(ＭＲＭ 检测方法)
建立的 ＦＧｓ 检测方法的检出限整体上低于 ＰＤＡ 方

法１~２ 个数量级ꎬ灵敏度更高ꎮ 与 Ｗｕ 等[３] 的方法

相比ꎬ用正离子模式 ＭＲＭ 方法检测的 ＦＧｓ 质谱峰

响应强度更高ꎬ能够有效降低样品机制效应(即干

扰组分对目标组分电离的影响)对分析的干扰程

度ꎬ有利于低质量浓度 ＦＧｓ 的定量分析ꎮ

表 ６　 茶叶中黄酮醇糖苷检测方法的比较

Ｔａｂｌｅ ６　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ ｆｌａｖｏｎｏｌ ｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ ｉｎ ｔｅａ

检测方法　 　 浸提方式 电离模式 黄酮醇苷数量
(个)

保留时间
(ｍｉｎ) 线性范围 定量限

(ＬＯＱ)
检测限
(ＬＯＤ)

ＨＰＬＣ￣ＵＶ￣ＭＳ (ａ) 蒸馏水 [Ｍ＋Ｈ]＋ ２、５、４、０ ３４.３５~４６.５１ ｎｓ ｎｓ ｎｓ

ＵＰＬＣ￣ＱｑＱ￣ＭＳ / ＭＳ(ｂ) ９９％(体积分数)
甲醇(含体积分数为
１􀆰 ０％的甲酸)

[Ｍ＋Ｈ]－ ５、５、５、０ １０.２５~１４.５４ ０.３６~２５.００
μｍｏｌ / Ｌ

６.０×１０－３ ~
３.６×１０－２

μｍｏｌ / Ｌ

１.０×１０－３ ~
１.１×１０－２

μｍｏｌ / Ｌ
ＨＰＬＣ￣ＴＯＦ￣ＭＳ(ｂ) ９９％(体积分数)

甲醇(含体积分数为
１􀆰 ０％的甲酸)

[Ｍ＋Ｈ]－ ５、５、５、０ １２.２５~３９.４５ １.６０~５０.００
μｍｏｌ / Ｌ

２.９０~７.６８
μｍｏｌ / Ｌ

０.９０~２.４３
μｍｏｌ / Ｌ

ＵＰＬＣ￣ＰＤＡ(ｃ) ＤＭＳＯ(二甲基亚砜)＋
５０％(体积分数)甲醇

ｎｓ ３、４、３、２ ４.００~２２.００ ０.８８~１４.００
ｍｇ / ｋｇ

０.６４~０.９４
ｍｇ / ｋｇ

０.２１~０.３２
ｍｇ / ｋｇ

ＵＰＬＣ￣ＰＤＡ￣ＭＳ / ＭＳ(ｄ) ８０％(体积分数)甲醇
水溶液

[Ｍ＋Ｈ]＋ ３、６、６、０ １２.００~１８.５０ ｎｓ ｎｓ ｎｓ

ＵＰＬＣ￣ＰＤＡ(ｅ) ７０％(体积分数)甲醇
水溶液

ｎｓ ４、７、７、０ ５.００~１５.００ ０.０５~１０.９７
ｍｇ / Ｌ

０.５２~０.９９
ｍｇ / Ｌ

０.２０ ｍｇ / Ｌ

ＨＰＬＣ￣ＰＤＡ(ｅ) ７０％(体积分数)甲醇
水溶液

ｎｓ ４、７、７、０ ３０.００~６０.００ ０.０５~１０.９７
ｍｇ / Ｌ

０.５２~０.９９
ｍｇ / Ｌ

０.２０ ｍｇ / Ｌ

ＨＰＬＣ￣ＥＳＩ￣ＭＳｎ(ｅ) ７０％(体积分数)甲醇
水溶液

[Ｍ￣Ｈ]－ ４、７、７、０ ３０.００~６０.００ ０.０５~１０.９７
ｍｇ / Ｌ

ｎｓ ｎｓ

ＨＰＬＣ￣ＵＶ(ｆ) 高温(７０~１００ ℃)纯净
水

ｎｓ ２、４、３、０ ３７.８６~４６.１３ ｎｓ ｎｓ ｎｓ

ＨＰＬＣ￣ＰＤＡ￣ＭＳｎ(ｇ) 纯净沸水(１００ ℃) [Ｍ￣Ｈ]－ ５、５、０、０ ２６.００~４０.００ ｎｓ ｎｓ ｎｓ

ＵＰＬＣ￣ＱｑＱ￣ＭＳ / ＭＳ(ｈ) ７５％(体积分数)甲醇
水溶液

[Ｍ＋Ｈ]＋ ５、５、５、０ ３.６０~７.４０ ０.１~２０.０ μｇ / ｍｌ
(ＭＲＭ )

０.２５~０.７６ μｇ / Ｌ
(ＭＲＭ)

０.０８~０.２３ μｇ / Ｌ
(ＭＲＭ)

０.１~２０.０ μｇ / ｍｌ
(ＰＤＡ)

３.３３~５.２５ μｇ / Ｌ
(ＰＤＡ)

１.００~１.５８ μｇ / Ｌ
(ＰＤＡ)

ＨＰＬＣ:高效液相色谱ꎻＵＶ:紫外ꎻＭＳ:质谱ꎻＵＰＬＣ:超高效液相色谱ꎻＱｑＱ:三重串联四极杆质谱ꎻＰＤＡ:二极管阵列ꎻＥＳＩ:电喷雾电离源ꎮ 检测方
法后标注 ａ 表示采用的检测材料为绿茶、白茶、乌龙茶的一芽三叶鲜样[１９] ꎻ检测方法后标注 ｂ 表示采用的检测材料为野茶树芽、第 ２ 叶、第 ４
叶、茎、根冷冻鲜样[３] ꎻ检测方法后标注 ｃ 表示采用的检测材料为红茶[１３] ꎻ检测方法后标注 ｄ 表示采用的检测材料为绿茶和红茶[１０] ꎻ检测方
法后标注 ｅ 表示采用的检测材料为绿茶、乌龙茶和红茶[１４] ꎻ检测方法后标注 ｆ 表示采用的检测材料为龙井茶[２] ꎻ检测方法后标注 ｇ 表示采用
的检测材料为印尼绿茶和红茶[２０] ꎻ检测方法后标注 ｈ 表示采用的检测材料为龙井和滇红(本研究)ꎮ 黄酮醇苷数对应的数字分别表示检测到
的杨梅素糖苷种类数量、槲皮素糖苷种类数量、山柰酚糖苷种类数量、异鼠李素糖苷种类数量ꎮ ＭＳｎ表示串联质谱ꎮ ｎｓ 表示空白ꎮ

３　 讨 论

３.１　 ＭＲＭ 检测方法的优势

本研究选取 ５ 种黄酮醇糖苷标准品 ( Ｑ￣３￣
ＧＲｈ、Ｍ￣３￣Ｇａ、Ｑ￣３￣Ｇ、Ｋ￣３￣Ｇ、Ｋ￣３￣ＧａＲｈ)ꎬ分别同时

采用 ＭＲＭ 检测方法和 ＰＤＡ 检测方法ꎬ基于方法

的灵敏度和稳定性指标分析比较了二者对于茶叶

中 ＦＧｓ 的定性、定量效果ꎮ 结果显示ꎬ在 ＭＲＭ 方

法下ꎬ成茶中 １５ 种 ＦＧｓ 被定量测定ꎬ并且 ＦＧｓ 的

基质标准曲线在０.１ ~ ２０􀆰 ０ μｇ / ｍｌ质量浓度范围内

线性关系良好ꎬ其定量限为０.２５ ~ ０􀆰 ７６ μｇ / Ｌꎬ检测

限为０.０８ ~ ０􀆰 ２３ μｇ / Ｌꎬ以上参数均优于 ＰＤＡ 检测

方法ꎮ 同时ꎬ本研究利用目标化合物的二级质谱

碎片进行定量ꎬ可以选择性地检测被定量化合物ꎬ
使同分异构体(如 Ｍ￣３￣Ｇａ / Ｍ￣３￣Ｇ、Ｑ￣３￣ＧａＲｈ / Ｑ￣３￣
ＧＲｈ)得到较好分离ꎮ 此外ꎬ根据精密度试验和重

复性试验的相对标准偏差ꎬＭＲＭ 检测方法的稳定

性优于 ＰＤＡ 检测方法ꎮ 由此可见ꎬ基于二级质谱

ＭＲＭ 模式建立的茶叶中 ＦＧｓ 的 ＭＲＭ 检测方法灵

敏度和分离度高、稳定性好ꎮ 然而ꎬ当不需要较高
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的灵敏度和特异的分离度时ꎬＰＤＡ 检测方法可以

作为 ＭＲＭ 检测的 １ 种快速且经济的替代方法ꎬ茶
叶中主要 ＦＧｓ 化合物的色谱峰根据其保留时间能

够轻松地得到鉴定ꎬ并通过积分进行定量分析[２１] ꎮ
３.２　 ＭＳ(ＭＲＭ)检测条件的优化

样品前处理对于样品鉴定和结果的准确性有

至关重要的影响[２２]ꎮ 溶剂法是黄酮类化合物常用

的提取方法ꎬ利用热水法和有机溶剂法均能提取黄

酮醇苷类物质ꎮ 陈丛瑾等[２３]研究发现ꎬ黄酮苷类物

质易溶于水以及甲醇、乙醇等强极性溶剂ꎬ高浓度的

醇易于提取苷元ꎬ而用 ６０％(体积分数)乙醇或甲醇

能有效提取含苷类的黄酮类化合物ꎮ 尽管沸水也能

够提高黄酮苷类物质提取率ꎬ但易将蛋白质、糖类等

化合物溶于水中ꎬ从而降低了黄酮醇苷的浸出率ꎮ
因此ꎬ本研究以 ７５％(体积分数)甲醇作为提取剂ꎬ
结果 显 示ꎬ 色 谱 峰 分 离 效 果 优 于 其 他 试 验 结

果[２￣３ꎬ１３ꎬ２０￣２１]ꎮ 超高效液相色谱(ＵＰＬＣ)的出峰时间

通常由物质本身的性质、固定相(色谱柱填料、柱长

短、粒径)、流动相、柱温和流速等因素共同决定ꎮ
本研究采用 Ｔ３ 色谱柱ꎬ与 Ｋｉｍ 等[１３￣１４]采用的 Ｃ１８色

谱柱相比ꎬＴ３ 色谱柱对极性较强的 ＦＧｓ 类化合物的

保留效果好ꎮ Ｋｉｍ 等[１３]选用含有 １􀆰 ０％(体积分数)
甲酸的 １５％(体积分数)乙腈作为流动相进行等度

洗脱ꎬ本研究使用含有 ０􀆰 １％ (体积分数) 甲酸的

９９􀆰 ９％(体积分数)乙腈作为流动相ꎬ进行梯度洗脱ꎬ
并且在分离时间、峰型方面的优势明显ꎬ能够保证短

时间内将样品中的强保留组分洗脱ꎮ 此外ꎬ在本研

究中柱温设为 ４０ ℃ꎬ流速设为 ０􀆰 ４ ｍｌ / ｍｉｎꎬ相较于

Ｋｉｍ 等[１３￣１４]的方法ꎬ在温度、流速上均提高了 ５０％ꎬ
由此说明ꎬ在相同仪器条件下ꎬ适当提高柱温、流速

有利于缩短 ＦＧｓ 的分离时间ꎬ提高分离度ꎮ
３.３　 黄酮醇糖苷在成茶中的积累与分布

不同茶树品种、产地的生长环境和加工工艺造

成了茶叶品质成分的差异ꎮ 有研究发现ꎬＵＶ￣Ｂ 辐

射的增强、温度的升高均能够提升植物体的 ＦＧｓ 含

量[２４￣２５]ꎮ 本研究发现ꎬ与浙江茶区相比ꎬ云南茶区

纬度低、海拔高ꎬ紫外线强度相对较高ꎬ加上较高的

环境温度会诱导茶树体内的碳代谢ꎬ从而促进多酚

类物质(ＦＧｓ、儿茶素等)的积累ꎻ相反ꎬ在浙江茶区ꎬ
纬度高ꎬ海拔低ꎬ春季温度相对较低ꎬ有利于加速茶

树体内的氮代谢ꎬ促进茶树体内氨基酸的合成ꎬ而茶

树类黄酮物质的合成相对受到抑制[２６￣２７]ꎮ ＦＧｓ 对于

茶汤的苦味、涩味具有增强作用ꎬ一般认为酚氨比值

低的茶鲜爽味高ꎬ适制绿茶ꎬ而酚氨比值高的茶苦味

和涩味较高ꎬ适合加工成红茶[１８]ꎮ 由此可见ꎬ云南

茶区的茶叶更有利于加工成红茶、黑茶等发酵茶ꎬ而
浙江茶区的环境条件为绿茶的加工提供了品质保

证ꎮ
从品种的适制性来看ꎬ不同叶型茶树品种的适

制性也有差异ꎮ 研究发现ꎬ与小叶种茶树相比ꎬ大叶

种茶树的多酚类物质含量高 １０％以上ꎬ因此更适合

加工成红茶ꎬ而小叶种茶树的氨基酸含量高ꎬ适合制

成绿茶[２８]ꎮ 戴伟东等[１８]对 ＦＧｓ 与茶树品种适制性

的研究发现ꎬ黄酮醇半乳糖苷化代谢旺盛的茶树品

种适制绿茶ꎬ而黄酮醇葡萄糖苷化代谢旺盛的茶树

品种适制红茶ꎮ ＦＧｓ 组分中的 Ｋ￣３￣Ｇ / Ｋ￣３￣Ｇａ 组分

被认为与茶汤涩味高度相关ꎬ其含量的积累变化规

律对茶叶的适制性起到了指示作用ꎮ 而在本研究

中ꎬ成品红茶中的 Ｋ￣３￣Ｇ 含量及其葡萄糖苷化程度

(Ｋ￣３￣Ｇ 与 Ｋ￣３￣Ｇａ 的比值)均小于绿茶成品茶ꎬ推测

茶叶在发酵过程中可能降低了 Ｋ￣３￣Ｇ 含量ꎬ从而使

红茶的涩味降低ꎮ
陈宗懋等[２９]的统计结果显示ꎬ红茶中的总 ＦＧｓ

含量要高于绿茶ꎬ这与本研究结果一致ꎮ 但 Ｐｅｔｅｒ￣
ｓｏｎ 等[３０]的研究结果与之相反ꎬ即在绿茶、乌龙茶

中ꎬ总 ＦＧｓ 含量则高于红茶ꎮ Ｊｉａｎｇ 等[１４]通过 ＵＰＬＣ
方法ꎬ在 ３ 类成品茶中共检测到 １８ 种 ＦＧｓꎬ发现绿

茶中的山柰酚糖苷组分含量最高ꎬ而红茶中的槲皮

素糖苷含量占绝对优势ꎮ 本研究结果则与之相反ꎬ
即在绿茶中以槲皮素糖苷为主ꎬ而在红茶中则以山

柰酚糖苷为主ꎮ 由此可见ꎬ茶叶中的 ＦＧｓ 含量可能

受多种因素影响而呈动态变化ꎬ对不同茶类 ＦＧｓ 的

积累与分布规律仍需深入研究ꎮ
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