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摘 要

槟榔是常用中药，实际中分食用和药用槟榔。作为食用的槟榔，

槟榔与香烟、口香糖已并列成为许多国家现今最流行的口腔嗜好品，

它在全世界许多国家的销售量越来越大。本实验结合液质联用技术具

有很好的灵敏度、专属性、可信度和样品前处理简单等优点，为槟榔

食品分析提供可靠的定性分析和高灵敏度的定量分析结果。本论文主

要内容如下：

1．综述了槟榔食品发展状况和所面临的问题，讨论了HPLC．ESI

／MS的优越性及其在食品检测中的应用。

2．槟榔碱是槟榔的最主要功效成分。本文通过对处理后样品进

行提取条件研究，得到提取的最佳条件，对槟榔的提取液用LC／MS

进行定性分析，结合计算机检索系统和质谱理论，对槟榔样品里所含

的槟榔碱，进行了质谱解析。同时通过薄层色谱制备槟榔碱纯品，并

用LC／MS对槟榔碱进行了定量，前处理更为简便。

3．用分光光度法、容量法及LC／MS法对槟榔碱进行了定量，定

量结果LC／MS法比分光光度法和容量法稍高。

4．麻黄碱和甲基麻黄碱是麻黄的主要成分，摄入一定量的麻黄

生物碱，将有害身心健康，禁止添加到食品中。本研究建立麻黄碱及

甲基麻黄碱的液相分离条件，提高了检测的抗干扰能力和检测限。探

索最佳的质谱条件，提高定性的可靠性，能够对槟榔食品中违禁添加

的麻黄碱、甲基麻黄碱及其代谢物进行准确检测。

关键词：液相色谱．电喷雾质谱联用、槟榔碱、功效成分、麻黄碱、

甲基麻黄碱



ABSTRACT

Betelnut is a kind of traditional Chinese medicine，classified into

medicinal and edible betelnut．Betelnut，cigarette and chutty have been

considered as popular mouth hobby staple in many countries，and the

demand become larger and larger．Based on high sensitive，specificity,

credibility of liquid chromatography-mass spectrometry(LC-MS)and

simple sample preparation，our work provide reliable qualitative and

quantitative results for betelnut analysis．The main contents are as

follows：

1．Development status and current problems of betelnut food has been

summarized．The advantages of HPLC／ESI—MS technique and its

application in food detection have been di scussed．

2．Arecoline is the main function component of betelnut．We obtained

optimum extraction conditions by research on prepared sample．

Combining with computer index system and mass spectrometry theory,

we qualitative analyze betelnut extract by LC—MS and mass spectrometric

analyze arecoline．Furthermore we prepared arecoline by thin layer

chromatography,and quantitative determined arecoline by LC·MS．The

pretreatment was simpler．

3．By spectrophotometry,volumetric determination and LC-MS，the

quantitative analysis of arecoline was obtained．The quantitative result by

LC．MS was higher than that by spectrophotometry and volumetric
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determination．

4．Ephedrine and methylephedrine is the main constituent of ephedra．

Ingesting some ephedra will do harm to health．So it is forbidden to add

ephedra into foods．LC separation of ephedrine and methylephedrine was

established，and it improved anti-interference ability and detection limit．

Furthermore，good reliability of qualitative analysis was obtained by

research on the best MS conditions．The method was used to accurate

determine ephedrine，methyIephedrine and its metabolites as illegal food

additives in betelnut．

Keywords：HPLC／ESI—MS，arecoline，efficacy component，ephedrine，

methylephedrine
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液相色谱一质谱在槟榔功效成分和违禁药物分析中的应用研究

第一章绪论

1 引言

槟榔【¨(Areca catechu L．)又名槟门、仁频、青仔、白槟榔、橄

榄子、大腹子、洗瘴丹和宾门药饯等，为棕榈科植物。原产马来西亚，

我国主要分布在海南、广东、广西、福建和云南等地。其果和种子均

可入药，药材名为槟榔花、枣槟榔和大腹子。

槟榔有药用和食用之分，而且药用之槟榔与嚼食之槟榔外型及内

部结构均有差别。国家《药典》所描述的槟榔为：扁球形或圆锥形，

质坚硬，不易破碎，断面可见棕色种皮与白色胚乳相间的大理石样花

纹。而食用的槟榔为橄榄型，中果皮厚多纤维，中间有一卵型种子，

中果组织纤维具有良好的咬嚼性。实际上，药用槟榔实为槟榔子(有

时也称桄ag)，食用槟榔是槟榔壳【2】o对于食用槟榔，槟榔果是槟榔

树的种子，是各种槟榔咀嚼产品的基本成分。

自古以来，槟榔就是我国东南沿海各省居民迎宾敬客、款待亲朋

的待客佳果，因古时敬称贵客为“宾”、“郎”，“槟榔"的美誉由

此得来。『海南待客有“茶，烟，酒，槟”等四种等级‘，槟榔只有在迎

贵宾，婚庆等重大节日才摆上筵席，可见其地位。

目前，全世界大约有2至4亿人习惯嚼槟榔产品，其中主要是印度

人和中国人。嚼食槟榔是亚洲很多地区的传统习惯，不分年龄、性别

和社会阶层，在一些地区女性嚼得更多。在印度某些地方，几乎l／3

的青少年嚼槟榔。嚼槟榔的习惯不仅在亚洲盛行，在欧洲、北美和澳

大利亚的移民中也很流行【31。

槟榔的药用价值：

《本草纲目》141对槟榔的药性做了这样的解释：槟榔子“消谷逐
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水，除痰劈，杀三虫，伏尸，疗寸白。治腹胀，生捣末服，利水谷道。

傅疮，生肌肉止痛。烧灰，傅口吻白疮。宣利五脏六肺雍滞，破胸中

气，下水肿。治心痛积聚。除一切风，通关节，利九窍，补五劳七伤，

健脾调中，除烦，破症结。主喷逐，膀胱诸气，五膈气。风冷气，脚

气，食欲不消。治冲脉为病，气逆里急。治泻痢后重，心腹诸痛，大

小便气秘，痰气喘急。疗诸疟，御瘴疬。”主要功能在于利气行水，

杀虫，消积。大腹皮(槟榔壳)与槟榔子的功效相似，也是疏气，健

脾胃和调中，并能消肌肤中水气、浮肿及洗疮毒等。

现代药理学研究【5J表明槟榔具有： ．

1．驱虫作用，特别是对猪肉绦虫和牛肉绦虫有较强的瘫痪作用，

能使蛔虫中毒。

2．抗真菌和抗病毒作用。

3．对胆碱受体的作用，可以兴奋胆碱受体引起腺体分泌增加，

特别是唾液分泌增加，滴眼时可使瞳孔缩小。另外可增加肠蠕动、收

缩支气管、减慢心率及引起血管扩张，血压下降等。

4．其他作用，在小鼠皮下注射槟榔碱，能改善它的活动记忆力。

还有报道偶尔嚼槟榔者能增进食欲，减少腹泻、咽痛，治疗腹痛，

并可使牙齿不易松动。

综上所述，槟榔非一般食品，不是以提供营养素为目的，而是以

调节功能为主。而功效成分是槟榔保健功能的关键所在，也是产品质

量的主要指标。国内外对槟榔的研究都十分重视功效成分的开发和研

究，因此，弄清其功效成分对其有着极其重要的意义。 ．

1．2槟榔的研究进展及其面临的问题

槟榔果是我国卫生部颁布的药、食同用的物质，人们嚼食槟榔的

历史悠久。为了提高槟榔食品的品质和食用安全性，槟榔食品的研究

一直受到食品科技工作者的重视，并且槟榔食品的生产技术得到不断

2
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地改进和完善。

陈勇【61、严聃等【71在保留传统工艺的基础上，应用现代科技，研

究工业化生产使用槟榔的生产工艺，系统地解决了槟榔去烟垢、苯并

芘及槟榔碱的控制、炮制入味等技术难题。曾祥林等【8】采用现行的不

同炮制工艺对槟榔进行饮片加工，并对其生产周期、饮片外观、醚溶

性生物碱、水溶性及水溶物中总生物碱的含量进行了考察。据高家鉴

19】报道，经对同批原药材采用不同炮制方法加工制成的槟榔饮片含量

测定表明，按现行的传统方法浸润处理加工，使槟榔碱损失高达25％

以上，采用冷压浸渍法可使槟榔碱保留率达90％以上，而将原材料直

接打碎成颗粒饮片，更能使槟榔碱完全保留。万新等【10】对鲜食槟榔

加工技术进行了研究，其鲜食槟榔的制作采用常温及特效护绿保鲜剂

浸泡处理工艺。Susanto，E等⋯】研究报道了最适合槟榔烘干的温度，

对槟榔干的制作具有指导意义。印度和泰国在20世纪末对食用槟榔

综合加工技术进行了较系统研究。例如，印度Siva，R1 G1等【12】人进

行了槟榔食用油提取深加工试验。用槟榔脂肪制成的槟榔饼干，风味

比人造黄油制作的好。泰国Banyat，S．【l 3】研究了一种槟榔干制设备，

类似于风速仪，它可以准确地控制气温、风速，调节槟榔烘干过程中

的气温和风速。

然而，我国槟榔产品长期在低水平徘徊，受伪劣产品冲击、科技

含量低、质量不稳定、缺乏科学的功能评价，仅根据传统药膳学中食

(药)物的性味归经或根据产品中的某些活性成份来推测其功能性

【2】【14,15】，许多已知的活性成份是否具备所宣称的生理功能，尚缺有力

的科学依据；部分产品质量比较差，有些厂商甚至为了获取更大的商

业利益，使自己的产品更具竞争力，在槟榔中加入违禁药物，不仅起

不到保健作用，还会严重威胁到人民的健康。

目前，槟榔功能成分清楚但检测方法不多，现在主要的检测方法
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有HPLC，TLC，LC和比色法。我国槟榔功效成分的检测主要面临

以下问题：(1)储备性研究不够，研究方面空白较多，对研究测定方

法认识不够，投入的人力、物力不足。 (2)缺乏统一的对照标准和对

照标准品，含有多种功效成分，以什么作为对照及对照所用标准品质

量，决定其检测的结果。(3)无法进行有效的质量控制。

-槟榔成分的复杂性在造成功效成分难以检测的同时，也给违禁成

分的检测造成了一定的困难。所以，开展现在市面上流行的槟榔产品

中槟榔碱、槟榔次碱等功效成分的研究就很有意义。同时，在抽样调

查中，也很有必要建立一种高效检测槟榔食品中是否含有麻黄碱、甲

基麻黄碱等违禁成分的方法。

综上所述，应建立具有高灵敏度、高选择性及快速的分析方法，

解决槟榔功效成分和违禁成分的测定，以确保人民的身体健康。同时

这也是注重诚信与质量的社会，一个企业得以生存的保障。高效液相

色谱一质谱联用技术基本满足了这种要求。 ·

1．3 LC-MS联用技术进展

液相色谱一质谱(LC-MS)成为现代实验室一种快速、准确的分

析工具，是由于它相对于通常的检测方式，能提供更优越的选择性和

更低的检测限。 ’．

高效液相色谱作为一个强有力的分离工具，在过去的几十年间得

到了飞速发展。从20世纪初俄国植物学家茨维特(M．S．Tswett)提

出经典液相色谱法后，色谱分析法获得迅速发展，从早期的柱色谱、

纸色谱、薄层色谱、气相色谱等，到近代的毛细管色谱、毛细管电泳、

电色谱、光色谱、高效液相色谱等，色谱已经成为一类具有强大生命

力的分离分析技术。色谱的分离能力为混合物的分离提供了强有力的

分离分析手段，但是色谱方法难以得到分析物的结构信息，在实验过

程中，主要依靠与标样进行对比，从而达到对未知物结构的推定。因

4
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此，色谱方法在复杂混合物的结构分析方面还不如人意。

人们一直在努力探索其与各种检测仪器的联用，以达到连续在线

检测的目的【16i。HPLC．UV在国内外已被普遍应用，但这种方法有其

局限性。首先，对于不具有显著生色团的化合物，用紫外检测存在困

难；其次，所选溶剂的透光极限波长应小于化合物的特征吸收波长；

另外，对于结构中存在的某些不影响生色团的变化，紫外光谱也难以

显示其差别【l 71；并且，其灵敏度不能达到对细胞提取物中的低浓度样

品的分析。放射免疫分析和酶解免疫分析常被用于分析尿样或其他生

物样品，但由于这些方法的专属性不强，缺乏结构信息，只能做定量

而非定性的检测，而且可能会得到错误的结剁18】。与紫外、荧光、红

外、蒸发光散射等检测器相比，质谱检测器具有许多优越性：第一、

它具有更高的灵敏度。在多数情况下，样品量只需纳克甚至皮克；第

二、它具有普遍性。在选择适当的电离方法的条件下，一般化合物都

能被电离从而得到检测；第三、利用串联质谱检测方法，可获得更多

的化合物结构信息【171，有利于对未知化合物的鉴定。

在过去的60年中，现代质谱技术被化学家广泛采用。在最初的

10年里，主要用来分析石油中的主要成分。19世纪50年代，每年可

以得到上千种化合物的质谱图。从1911年到1940年，科学家的精力

主要集中在仪器的开发和同位素的测定。从1940年到2000年，质谱

被广泛的用于天然产物的研究【19】。1954年，John Beynon在一篇发表

于‘'Nature”上的学术论文中提出，质谱可以用于未知化合物的定性研

究。他指出，美国石油协会得到的质谱图与化合物的结构相关，如：

芳香化合物能给出大量的分子离子和与某些官能团相应的小分子离

军【19】
J o

到50年代末，质谱从工业实验室纯粹的分析应用中分离出来，

用于阐述化合物的结构和裂解方式，使得质谱在学院与政府办的实验
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室里应用更为普及。1962年出版的Biemann自传，作为里程碑，标

志着天然产物一质谱时代的到来，此书的主要目的是提醒有机化学家

们质谱在阐述化合物结构时的重要性，Biemann在此书中提到了一些

发表在分析或物理杂志上的文献，并且记述了大量的天然产物的质谱

图，包括了脂肪酸、甘油酯、氨基酸、多肽、生物碱、类固醇、三萜

类、糖类和核苷【20】。

质谱仪器最主要的组成部件之一是离子源，其作用是使被分析的

物质电离成为离子，并将离子汇聚成具有一定能量和一定几何形状的

离子束。由于被分析物质的多样性和分析要求的差异，物质电离的方

法和原理也各不相同。在质谱分析中，常用的电离方法有电子轰击

(E1)、快原子轰击(FAB)、表面电离(TI)、场致电离(FD)、

化学电离(CI)和大气压电离(API)等【211。液相色谱一质谱联用仪

最重要的装置是接El(interface)，这个接口应使液相色谱的高流速与一

般质谱的气相和高真空条件相匹配；而且高效液相色谱流动相中非挥

发性组分如磷酸盐缓冲液、离子对试剂等的加入，是任何LC．MS接

口技术都禁止的。为此，科学家作了许多探索性工作。Barcel等【22J

用在线连续流动液液萃取法；Kokkonen等【23】采用双柱技术并进一步

简化为阀转换技术；Hsul24J采用离子交换色谱中电导检测发展起来的

一种技术一微膜抑制剂方法，用TSP和PB进行离子交换LC．MS，

并用于离子对LC．MS。在过去的二十多年里，已有多种接口被发明

并商品化，如热喷雾接口(TSP)、电喷雾接口(ESP)、粒子束接

．口(PB)、离子喷雾接口(ISP)和连续流快原子轰击接口(CF．FAB)

等等【25．311。大气压电离(API)的出现，成功地解决了液相色谱和质

谱联用的接口问题，使LC．MS逐渐发展成为成熟的技术。

为了避免流动相中的非挥发性物质，如无机盐、蛋白质等对离子

源的污染，出现了turboionspray，Z—spray和正交气相辅助ESI等离子
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源，这些离子源的共同特点是喷雾针与进样锥孔、环状电极不在一条

轴线上，而是成一定的角度，有垂直式、转弯式、斜角式以及组合式。

这些离子源的应用，大大减少了离子源的污染【32】。早期的ESI接口最

佳流速是5-10}tL／min，现代气相辅助ESI接口最佳流速可提高到

50．200 ItL／min。为了提高最佳流速，在ESI接口发展中的一个明显趋

势是加热干燥气在离子源中的应用，使用加热的氮气能大大加速液滴

的蒸发。氮气流的方向在不同的离子源中不相同，可以是顺流的或逆

流的，如在Z-spray接El中；也可以如turboionspray接El一样，与喷

雾的方向垂直。这些方法部分地解决了LC．MS流动相中加入非挥发

性组分的问题，扩大了其应用范围。在样品量有限的情况下，为了显

著提高分析灵敏度，一些低流速ESI源如spray，Micro ESI，

termedMicro ESI和nanospray等[331也已经出现并使用，这些离子源可

产生流速低至几个n L／min到几个“L／min的喷雾，可大大提高灵敏

度。ESI／MS与LC的联用，被证实在检测灵敏度和定量测定的准确

度方面都有所突破。

1．4 HPLC．ESI／MS联用的优越性与应用

传统的质谱技术如El、FBA等无法测定大分子(分子量超过

2000Da)、极性分子和难汽化分子的结构。直至80年代末，电喷雾电

离(electrospray ionization，ESI)和基质辅助激光解析电离(matrix

assisted laser desorption ionization，MALDI)等软电离技术的出现，给

质谱技术带来了新的发展机遇，掀起了质谱技术在生命科学中广泛应

用的一场革命，使简便、快速、准确地研究生物大分子成为可能【341。

从ESI和APCI被引入液相色谱一质谱联用以来，介绍他们用途的论

文每年都在增加，ESI成为了最广泛的电离方式【351。

化合物的裂解规律随着电离模式的不同而有差异，硬电离技术如

电子轰击(EI)和快原子轰击技术(FBA)在离子化过程能同时产生

一7
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大量的氢化分子离子和碎片离子：软电离技术如化学电离(CI)(电

离的温和程度取决于所用的试剂)，大气压化学电离(APCI)和电喷

雾电离(ESI)主要产生氢化分子离子(或者是相应的离子形式)，而

基质辅助激光解析电离(MALDI)技术有时也得到类似的结果【3 6|。

ESI是软电离方法，在正离子模式下主要产生氢化分子离子峰

【M+H】+，不会产生很多的碎片离子，这对于测定分子量和定量检测

是非常有用的，但对于结构的鉴定是不利的。不过这个缺陷可以通过

碰撞诱导解离(CID)碰撞活化解离(CAD)(MS．MS)方法来弥补

【37l。在HPLC．MS仪器中，碰撞诱导解离(CID)区域是从离子源到质

量分析器之间的离子通道，经过CID产生的碎片离子可以有效的转移

到质量分析器。通过HPLC．MS，人们可以作不采用CID的运行来提高

灵敏度和采用CID的运行获得碎片离子作为定性的检测【3引。这个步骤

可认为是简易的MS．MS方法。CID可以用来提高被分析物的碎片离

子，这个可以在ESP源(源内CID)实现，。也可以通过串联质谱来实

现(MS．MS)。串联质谱是通过连续选择质荷比来实现的，一级操作

分离出一个母离子，二级操作是测定母离子在CID解离后形成的碎片

离子的质荷比【3 71。上面的CID解离可以重复很多次，这就是MS"串联

质谱，所以HPLC．MS可以用于植物提取物定性和定量的测定。最新

的研究表明，LC／MS锥孔电压程序变化方法显示了比LC／MS／MS更

优越的灵敏度和选择性【391。

高分离能力的液相色谱技术与高灵敏度和高选择性的大气压

(API)质谱技术的联用使得样品处理过程变得非常简单。水溶液样

品、甚至血浆等复杂体系可以经过简单的处理，甚至不做处理直接进

样，因此获得了极为广泛的应用。对于液相色谱电喷雾质谱的应用，

已经有多篇综述出版[40-48】。主要的方面包括生化分析【40,44,49’54】、天然

产物分析‘39A6,55-57】、药物分析[36,40,44,45,58-60】、环境污染物分卡斤【16,611和保
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健食品分析[41,62,631等。而且由于检测手段的提高，衍生不是必要的手

段，液相色谱一质谱联用已被广泛用于抗癌药物及其代谢产物的实时

监测【43】。目前，质谱法已成为研究生物大分子特别是蛋白质和核酸的

核心技术之一【341，是药物研究与开发和保健食品的标准分析工具，从

新化合物的合成(结构表征)到临床试验中主要化合物的分析(代谢

物的鉴定和药代动力学研究)都要用到【641。

液相色谱与质谱联用的同时，还可与其他的检测器相连，最常见

的为紫外检测器。在分析中药提取物时，瑚)LC．DAD(光电二级管阵

列检测器)．MS技术借助色谱作为强有力的分离工具，以DAD和

MS定性，能更好地提供色谱图中每个峰的紫外和质谱信息，在大多

数情况下，通过与文献或标准品的比较，可以在线鉴别这些掣491。

1．5本文研究目的及意义

LC．MS及LC．ESI／MS是一种理想的快速分析手段，对混合物的

分析有很高的灵敏度和选择性以及广泛的适用性，可大大缩短分析时

间，减少原料的浪费。本文以乙醚溶剂提取为提取方法，对槟榔碱提

取条件进行研究，利用液质联用仪，对槟榔碱进行了定性和结构分析。

从而说明通过分析对照已知化合物的色谱及质谱图，或与

LC．DAD．UV和LC．NMR(核磁共振)等分析手段相结合，可对复杂

体系中的己知、未知结构的化合物进行定性分析；也进一步说明了广

泛应用LC．MS在天然产物和其他复杂体系中的研究的可行性和实用

性。同时，本文也为快速分析槟榔食品中的功效成分和违禁药物提供

了一种新颖、方便、可行、有力的分析方法。
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第二章槟榔有效成分的分析

2．1前 言

槟榔含有多种人体所需的营养元素和有益物质，同时也含有多种

药理活性成分，主要包括生物碱、酚类化合物、脂肪油以及多种氨基

酸和各种各样的矿物质等。

槟榔的主要作用是由槟榔碱的功效体现的。首先是一定量的槟榔

碱能使人产生兴奋发热作用，像烟草的尼古丁一样，给入以劲头和生

理满足感。这是因为槟榔碱可兴奋M一胆碱受体，可引起腺体分泌增

加，特别是唾液分泌增加，也能兴奋N一胆碱受体，表现为兴奋骨骼

肌、神经节及颈动脉体等，对中枢神经系统也有拟胆碱作用。另外，

槟榔碱能增强胃肠蠕动而产生腹泻，故可服用槟榔碱驱虫；槟榔碱还

可收缩支气管、引起血管扩张等生理活动。

判断槟榔质量的好坏主要是槟榔碱的含量和纤维质量的优劣。槟

榔碱(Arecoline)属于生物碱，是一种含氮杂环的有机物，属于弱极

性碱，有类似碱的性质。分子式C8H1302N，沸点209℃，溶于醇、

醚、氯仿和苯等有机溶剂，不溶于水。

0·-—cN,

，

’

l

CH3

槟榔碱可以通过液相色谱分离后再通过质谱定性定量。游离槟榔

碱以盐的形式存在，产品多以盐酸盐或硫酸盐的形式存在，市场上的

槟榔碱都以盐的形式出售，很难得到槟榔碱的标样。在没有槟榔碱标
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样下，采用LC／MS计算机检索系统【65，661和质谱解析进行定性【67，6引。

由于其定量报道169-711不多，通过薄层色谱制备槟榔碱纯品，用LC／MS

对槟榔碱进行内标法选择性离子检测定量【72。781，从而说明该方法对槟

榔碱研究的可行性和实用性【79罐01。

2．2实验部分

2．2．1实验仪器与设备

植物用粉碎机(天津泰斯特公司)，自动双重纯水蒸馏器(上海

亚荣生化仪器厂)，液相色谱一质谱联用仪(Waters公司，美国)，由

2695液相分离单元，2487双波长紫外检测器，Micromass ZQ2000质

谱(曼彻斯特，英国)组成。液相分离单元包括一个低压梯度泵、柱

恒温箱、自动进样器和一个20．uL的定量环，质谱包括ESI电离源

和四级杆质量分析器，所有的操作和数据采集是通过Masslynx4。0工作

站来控制的。本文中配试剂所用水都为蒸馏水或双重纯水，其他试剂

均为分析纯试剂。

2．2．2实验方法与步骤

2．2．2．1样品的预处理

为了槟榔提取方便和计算槟榔碱含量，必须对槟榔样品进行预处

理。将市场上包装的食用槟榔剪碎，用植物用粉碎机粉碎成粉末状后

再用热水浸泡后除去碱性成分，且用高温除去挥发物。

2．2．2．2槟榔中槟榔碱的提取 ．

称取处理过的槟榔4 g样品，放入锥形瓶中，加入浓氨水5 mL

使样品完全浸湿，加入无水乙醚60 mL，振摇10 min，放置3 h，加

入5 g无水Na2S04振摇10 min，静置使沉淀，取醚液，至分液漏斗

中，残渣用乙醚洗涤3次，每次6 mL，合并醚液，加滑石粉O．5 g，



硕士学位论文

振摇5 min，加水5 mL，振摇3 min，静置至上层醚液澄清时，分

取醚液，水层用少量乙醚洗涤，合并醚液，振摇5 min，澄清过滤后

旋转蒸发浓缩至2．4 mL后用无水乙醚定容至10 mL备用。

2．2．2．3槟榔碱的薄层色谱制备

1)铺板与活化 ·

称取30 g硅胶GF254，放入100 mL的烧杯中，加入60一75

mL 0．5％羧甲基纤维素钠水溶液，将所需要的玻璃板平铺在水平的台

面上，首尾相连，排成一行。将铺板器置于行首的玻璃板上，然后将

调好的硅胶GF254浆液一次性倒入铺板器中，匀速推动。

铺好的薄层板置于水平位置，晾干后，放入干燥箱，温度调至

105℃，活化60 min，温度降至室温后，置于干燥器中备用。

2)样品准备

将槟榔的乙醚提取液自然挥干，用10 mL氯仿提取干浸膏，吸出，

过滤，‘再用氯仿洗涤3次，每次4 mL左右，合并氯仿提取液，定容

为25 mL，再浓缩至10 mL左右密封备用。

3)样品溶液及点样

取氯仿浓缩液作为样品溶液，在自制的薄层制备板上用半自动点

样仪进行条状点样，点样带宽O．5 cm左右。

。4)展开

将薄层板放入层析缸中进行上行展开，展距约为8．5 cm，展开剂

氯仿一甲醇一氨水(10：0．2：O．2)。

5)定位及色谱带的收集 ．

展开结束后，取出薄层板，用氮气吹去薄层板上的展开剂，在紫

外254 nm下观察色谱带的位置，标记下观察到的各条色谱带，刮下

所需要的色谱带位置上的吸附剂。

6)洗脱
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将所收集样品的吸附剂置于塞具锥形瓶中加20 mL氯仿进行超

声洗脱，过滤，用氯仿清洗滤渣和过滤器，合并滤液，低温蒸发至浸

膏状，用乙醚溶解备用。

2．2．2．4内标物的制备

用移液管精密吸取l mL p．蒎烯于50 mL容量瓶中用无水乙醚定

容，再精密吸取5 mL到100 mL容量瓶中，用无水乙醚溶液定容，

作为内标物。

2．2．2．5测定槟榔碱的LC条件

液相色谱分离条件：色谱柱为Spherigel Cls(250 mmx4．6 mm，5

肚m，大连江申)，柱温为30℃， UV光谱采集范围为180．350 am，

流动相为(A)0．5％甲酸溶液和(B)乙腈，梯度条件为在最初的6

min，A维持100％，6—10 min，B由O％线性增加到12％，lO_35 min，

B由12％线性增加到2l％，35—40 min，B由21％线性增加到25％，

40-50 min，B由25％线性增加到100％，流速为1．0 ml／min，进样

量为lO“l。由DAD流出的溶液经过三通阀分流，只有0．2 ml／min进

入到MS电离源。

两次实验运行之间用重蒸水冲洗自动进样针两次。

2．2．2．6测定槟榔碱的质谱条件

用电喷雾离子化正离子采集模式(ESf)或电喷雾离子化负离子

采集模式(ESI‘)，产生分子离子峰【M+H】+或【M—HI一，选择离子进行

定量。质谱全扫描的质量范围：0-300 amu(m／z)‘，毛细管电压,(Capillary

voltage)：3．2 KV，锥：fL电E,(cone voltage)：20．V，萃取电压,(Extractor

voltage)．4，0 V，聚焦电压(RF lens)．O．5 V，源温度(Source temperature)：

11 O℃，脱溶剂温度(Desolvation temperature)：250℃，脱溶剂气流

速(Gas flow for desovation)：300 L／hr，锥孔反吹气流速(Gas flow for

desovation)：50 L／hr。
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两次实验运行之间用重蒸水冲洗自动进样针两次。

2．2．2．7槟榔碱的定量测定

将薄层色谱制备的纯度91．84％槟榔碱用无水乙醚于lO mL容

量瓶中定容，分别吸取O．5、l、1．5、2和2．5 mL于10 mL容量瓶中，

各加入配好的内标液O．5 mL用无水乙醚定容作为槟榔碱的标准溶液，

用内标法进行选择性离子检测对提取得到的槟榔碱在2．2．2．5和

2．2．2．6 LC／MS条件下进行定量测定。

2．3结果与讨论

2．3．1槟榔碱提取条件的选择

根据相似相溶原理，有机溶剂提取生物碱是一种比较方便快捷的

方法，在选择有机溶剂时，以提取效率和容易分离为主要标准。槟榔

碱的提取用无水乙醚作为其提取溶剂，在提取过程中加入适量的浓氨

水可使槟榔内部纤维或木质素润胀，以便于提取。为了得到最佳的提

取，下面对影响提取效率的提取时间、提取温度和溶剂浓度(即溶剂

用量)进行了研究。结果用上述方法进行槟榔碱含量测定。

2．3．1．1提取时间对提取效率的影响

选择食用槟榔作为提取研究的样品，分别选取l、2、3和4 h四

个不同的提取时间，20℃下进行提取，提取液用上述方法测定含量。

得到不同提取时间内槟榔碱含量，见Table 2．1。

表2．1不同提取时间下的槟榔碱含量

Table 2．1 Content of arecoline under different extraction time
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当提取温度固定在20℃时，提取时间在2 h以后提取较完全，

因此当提取温度一定时，2 h可以作为合适的提取时间。

2．3．1．2提取温度对提取效率的影响

在考察了提取时间对槟榔提取率的影响后，提取温度也是一个很

重要的因素。因此在改变提取温度而其他条件不变的情况下，分别在

O℃、10℃、20℃和30℃下提取2 h，用上述方法对槟榔碱含量进

行定量。得到不同温度时的槟榔碱含量，见Table 2．2。

表2．2不同提取温度下的槟榔碱含量

Table 2-2 Content of arecoline at different extraction temperature

选取以上四个不同的温度为考虑对象，是考虑在实际提取过程中

方便及无水乙醚沸点太低的原因。实验结果可明显看出，20℃以后

提取基本完全，温度低时不太容易提取完全，过高乙醚挥发快，一般

需加额外设备。因此在室温情况下萃取2 h是比较合理的。

从提取槟榔碱含量与提取时间和温度的关系来看，提取温度

20℃左右，提取时间2 h左右提取较完全，且提取条件不苛刻，比

较合理。

2．3．1．3溶剂量对提取效率的影响

除时间和温度两个因素对提取的影响外，提取用的溶剂量也是考．

虑的主要因素。对食用槟榔在20℃下各用20、40、60、80和120 mL

乙醚提取2 h，结果得到不同溶剂量提取的槟榔碱含量，见Table 2．3。
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表2．3不同溶剂量下的槟榔碱含量

Table 2．3 Content of arecoline under different extraction solution

volume

实验结果表明：对于槟榔i在提取温度20℃，提取2 h用乙醚

溶剂60 mL时提取较完全。

2．3．2槟榔碱纯品的制备

在实验方法2．2．3．3制得的薄层在紫外分析仪254 am下得到三条

色谱带，这些色谱带在紫外下成单一条状。

刮下这些色谱带，用氯仿超声洗脱，用LC／MS进行分析，其中

该色谱带中从起点开始的第三条色谱的液相色谱和对应保留时间的

质谱图如Fig．2．1。

对比槟榔碱标准质谱Fig．2．2，根据谱图分析，在该保留时间下

峰的质谱图与标准质谱图的匹配率是95．39％，．而且两个质谱图主要

碎片峰的差谱几乎没有峰，所以可先确定该物质就为槟榔碱。同时用

面积归一化法计算槟榔碱的纯度为91．84％，说明通过色谱制备得到

的槟榔碱纯品的纯度很高。
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图2．1 槟榔碱纯化后液相色谱和对应质谱图

Fig．2-1 The liquid chromatogram and mass spectrum of purified

arecoline
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图2．2 槟榔碱标准质谱图

Fig．2-2 Standard mass spectrum of arecoline

在制备槟榔碱的过程中，点样时使用自制的半自动点样器，该装

置操作方便，使用可靠。与普通毛细管相比，具有以下优点：1)样

品流出量可通过调节自动点样器的倾斜角度不定期控制。2)样品损

失量少。3)可以更换容器，从而可以对不同样品点样。4)薄层板几

薹軎簟曩，量互
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乎不受损伤。

在点样前用甲醇先预展一次，甲醇可以溶解硅胶中的一些杂质，

将其从硅胶上洗脱下来，这样就可以有效地避免薄层硅胶及铺板过程

中杂质的带入。

薄层制备色谱一般要求所铺的薄层厚度为1．2 mm，而且要求均

匀。如薄层太厚，则会影响分离效果；如果薄层太薄，能够分离的样

品量就小。

2．3-3槟榔内槟榔碱的定性分析

2．3．3．1分析条件

在没有已知物的情况下，用液相色谱进行定性定量分析，一般是

通过文献上同一色谱条件下的有关保留值(保留时间和保留体积)进

行判断，然后根据分析的过程中出现的问题，在色谱条件的范围内进

行局部调整，以达到高效分离。所以，在进行定性的时候，选择色谱

条件就要重点考虑分离效率和分离时间这两个因素。而这两个因素一

般通过优化流动相和色谱柱来调整。

2．3．3．2定性分析

为了确定液相色谱图中对应的峰是槟榔碱，可以通过解析质谱图

从理论【81】上对其进行确认。
‘

2．3．3．3槟榔碱的质谱解析

结合计算机检索系统，本文特作出该保留时间下质谱图的解析分

析。以下是解析质谱图定性槟榔碱的详细内容：

1．首先根据标准质谱图和实验槟榔的质谱图信息，可以确定标

准质谱和实验槟榔的质谱图的荷质比对于主要的峰是一样的。

2．根据“氮规律”质量数奇数可以得到该化合物含有奇数个N原

子。
’

3．结合计算机检索系统，根据同位素丰度，对于荷质比155的

1R
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分子离子峰可以得到一个环加两个双键的数值。

4．由于是正离子电离方式，中性离子丢失不多，且分子离子在

首先消去一个中性分子甲基后得到最稳定的140质量数的最高峰。

同时根据Beynon表及其最小碎片质量数42的所有可能性可以得

到该化合物只能含有不超过两个N原子。

5．对于含有双键和杂环的化合物，它们的分子离子比较稳定，

这从谱图和检索系统的碎片质量数上可以得到它们的一些稳定的碎

片峰。

6．具体质谱的解析过程 ．

． 图2-3 槟榔碱质谱的主要解析过程

(71嗍

=望坐It．今一·IIN(洲

Fig．2-3 Fragmentation process of arecoline in mass spectrum

2．3．4 LC／MS对槟榔内槟榔碱的定量分析
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2．3．4．1内标物的选择
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图2．4 B．蒎烯作内标的液相图

Fig．2-4 The liquid chromatogram of 13--pinene

从图上可以看出D．蒎烯保留时间在6。75 min，槟榔碱保留时间在

lO．68 min，B．蒎烯能与槟榔碱完全分离，也能跟其他几个小峰很好的

分开。

2．3．4．2方法的精密度

精密度是指在测试条件下，同一个均匀样品，经多次取样测定所

得结果之间的接近程度。本实验中，以槟榔碱制备品作为试样，用自

动进样器进样连续九次进行精密度试验，以峰面积计算，得到槟榔碱

的RSD=I．16％，槟榔碱用此法测定精密度良好。

表2．4精密度测定

Table 2．4 Precision of the method

从表中数据可以看出，槟榔碱用此法测定精密度良好。

2．3．4．3槟榔碱的回收率
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回收率是用来反映该方法的测定结果与真实值或参考值接近程

度的准确性。取已知槟榔作为样品，分别加入不同浓度的制备标准样

品，配成三种不同浓度的样品，按2．2．3．5和2．2．3．6 LC／MS条件下

进行测定，以两次测定的平均计算，测定结果如表所示。

表2．5 LC／MS回收率的测定

Table 2-5 Recovery of the LC／MS method

从表中可以看出，槟榔碱的对照品标样的LC／MS回收率在

98．3．102．5％，这说明该方法准确度比较高。

2．3．4．4线性范围

线性是指在设计的范围内，测试结果与试样中被测物浓度直接成

正比关系的程度。

将槟榔碱制备品的乙醚液作为标准贮备液，将贮备液再稀释配成

5种不同浓度的标准品溶液，在2．2．3．5和2．2．3．6条件下用内标法选

择性离子检测进行测定。以浓度为横坐标，峰面积为纵坐标作线性回

归，得到的标准曲线图。
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图2．5槟榔碱标准曲线图

Fig．2—5 Standard CUl-Ve of arecoline

由以上标准曲线图可以看出，槟榔碱在100-500 ppb定量范围内

浓度与峰面积呈现较好的线性关系。

2．3．4．5检测限与定量限

检测限是指试样中被测物能被检出的最低量，定量限是指样品中

被测物能被定量测定的最低量。常用信噪比法确定，一般以信噪比3：

l或2：l时相应的浓度或注入仪器的量来确定检测限；以信噪比

10：l时相应的浓度或注入仪器的量来确定定量限。

在2．2．3．5和2．2．3．6 LC／MS条件下，信噪比3：l时得到槟榔碱

的检测限为6．6 ng／mL(ppb)，信噪比10：l时得到槟榔碱的定量限

为22 ng／mL(ppb)。 ，

2．3．4．6槟榔碱稳定性试验

试样对时间的稳定性，是指在不同时间段测得试样的浓度。本实

验取样品分别在不同时间段测得的峰面积，得到时间与峰面积的稳定

性实验如Fig．2-6。
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图2-6槟榔碱稳定性试验

Fig．2-6 Study on stability of arecoline

图2-6结果说明，槟榔碱对于时间在乙醚溶液中的稳定性比较好，

随着时间延长稳定性稍微有下降趋势，这可能也说明槟榔碱本身的不

稳定性，需要以盐的形式存在或存在于溶剂中。

2．4小结

本章节通过对处理后样品进行提取条件研究，得到提取的最佳条

件，对槟榔提取液用LC／MS进行定性分析，结合计算机检索系统和

质谱理论，对槟榔样品里所含的槟榔碱，进行了质谱解析。同时通过

薄层色谱制备槟榔碱纯品，用LC／MS对槟榔碱进行定量，前处理更

为简便，定量结果也说明了槟榔内槟榔碱的含量高(>0．4％)。

1．研究提取条件时，主要考虑影响因素中的提取时间、温度和

溶剂量。从槟榔碱含量与提取时间、温度和溶剂量的关系来看，提取

温度20℃，提取时间2 h左右时·每4 g食用槟榔乙醚用量60 mL

时提取完全，高效。
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2．选择D．蒎烯作为内标，此法精密度试验表明该方法精密度很

高；槟榔碱的回收率在98．3．102．5％，说明方法准确度良好：槟榔碱

在100—500 ppb定量范围内浓度与峰面积呈现较好的线性关系；槟榔

碱的检测限为6．6 ng／mL，定量限为22 ng／mL；且槟榔碱稳定性较好。
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第三章不同槟榔产品中槟榔碱含量的比较

3．1 前言

近代研究表明，槟榔含多种生物碱，主要是槟榔碱、槟榔次碱等，

为槟榔的主要活性成分。文献报道测定槟榔碱含量的方法主要有：水

蒸汽蒸馏后酸碱滴定法(容量法)、非水滴定法、电位滴定法、酸性

离子比色法、薄层扫描法、液相色谱法主要为离子交换色谱法【82．851。

药典中所载药材含量测定方法为提取后酸碱滴定法(容量法)。本文

分别采用分光光度法和容量法对湖南省长沙市销售的不同槟榔产品

中槟榔碱含量进行了测定。

3．2实验部分

3．2．1分光光度法测定槟榔碱实验部分

3．2．1．1药品和仪器

药品：无水乙醇，HBr(48％)，KOH，AgN03，氯仿，无水

硫酸钠，乙酸，乙酸钠，溴钾酚绿，均为化学纯；不同槟榔购于长沙

市面上，均系嚼用槟榔食品。

仪器：旋转蒸发仪；722型可见分光光度计。

3．2．1．2实验方法

分别精密称取研碎的青果、七妹、宾之郎、友文样品4 g，用无

水乙醇25 mL加热回流提取1 h，滤取提取液，残渣再如上法提取3次。

合并4次提取液，回收乙醇，浓缩液放置冷却后加浓氨水调至pH=10，

用四氯化碳多次搅拌提取。提取液用无水硫酸钠干燥，水浴上减压浓

缩得总碱。
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将总碱加热溶于50 mL无水乙醇中，放冷后滴}JIHBr(48％)至

pH=4，用无水硫酸钠干燥后再于水浴上浓缩至10 mL，放置冰箱中，

得微黄色槟榔碱氢溴酸盐结晶。将此结晶加热溶于100 mL无水乙醇，

加10 g活性炭脱色，水浴加热回流0．5 h，过滤，活性炭用热无水乙

醇洗涤2次，再次浓缩冷却后析出结晶，得白色槟榔碱氢溴酸盐。

将槟榔碱氢溴酸盐加热溶于无水乙醇中，滴加质量分数4％

AgN03乙醇溶液(乙醇(90％)+水(10％))，过滤沉淀，蒸馏可

得红棕色油状槟榔碱。

3．2．1．3分析方法 ．

槟榔碱可与溴钾酚绿形成离子对，离子对可被氯仿定量提取。加

入氢氧化钾无水乙醇溶液后，溴钾酚绿可以游离析出显色，因此可以

用分光光度法于波长618 tim处测定溶液的吸光度。参照文献川所述

方法，吸取l mL槟榔碱样品(总碱或槟榔碱)，分别测定槟榔碱含

且
里o

3．2．2容量法测定槟榔碱实验部分

3．2．2．1实验原理

由于槟榔碱具有生物碱的性质，所以在提取过程中可以根据酸碱

中和滴定原理进行定量分析。这就是回滴定法对槟榔碱进行定量的原

理。

2CsHl302N+H2S04叫(CsHI302N)2S04+2H+

H2S04+2NaOH—一 Na2S04+2H20

反应中槟榔碱以氮碱的形式与强酸反应，生成生物碱的硫酸盐形

式，过量的硫酸再用氢氧化钠中和，这样来完成整个定量过程。

3．2．2．2实验方法

1．)实验步骤

取槟榔粉末4 g，精密称定，置具塞锥形瓶中，加乙醚80 mL，
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振摇后加氨水试液4 mL，振摇10 min，加无水硫酸钠10 g，振摇5 rain，

静置沉淀，分取乙醚液，置分液漏斗中残渣用乙醚洗涤3次，每次

10 mL，合并醚液，加滑石粉O．5 g，振摇3 rain，加水2．5 mL，振摇

3 rain，静置，至上层醚液澄清时，分取醚液，水层用少量乙醚洗涤，

合并醚液，低温蒸发至约20 mL，移置分液漏斗中，精密加入硫酸滴

定液(O．01tool／L)20 mL，振摇提取，静置分层，分取醚液，醚层用

水振摇洗涤3次，每次5 mL，合并洗液与酸液，滤过，滤器用水洗

涤，合并洗液与酸液，加甲基红指示液数滴，用NaOH(0．02 mol／L)

滴定液滴定。每l mL H2S04滴定液(O．01 mol／L)相当于3．014 mg的槟

榔碱(CsHI302N)。

2)指示剂的配制

甲基橙指示剂的配制：用O．01 g左右甲基橙粉末加水配成10 mL

溶液，混匀成O．01％的水溶液。

酚酞指示剂的配制：取水4 mL水和6 mL无水乙醇混匀后加入0．01

g左右酚酞粉末，充分溶液配成O．1％的60％乙醇溶液。 ．

甲基红指示剂配制：称取约lO．00 mg甲基红粉末加无水乙醇配成

0．1％的酒精溶液。

3)标定液的配制

1．0．02 mol／L NaOH溶液的配制

精密称取4 g于1 00 mL容量瓶中，取1 0 mL于500 mL容量瓶

中混匀定容待标定。

O．02 mol／L NaOH溶液的标定：将邻苯二甲酸氢钾在105℃恒温

箱内干燥恒重后准确称取两份1．6 g左右分别用新煮沸过的冷水溶解

于500 mL容量瓶中，取50 mL于锥形瓶中加两滴配好的酚酞指示剂，

用碱式滴定管标定NaOH溶液。

2．0．0l tool／L H2s04滴定液的配制
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取浓硫酸5．4 mL用水定容到100 mL容量瓶中，混匀后取10 mL

定容至1000 mL后再混匀待滴定。

O．01 tool／L H2S04滴定液的标定：用减量法同时精确称取两份充

分干燥的无水碳酸钠O．7000 g于500 mL容量瓶加水混匀后定容，再

取25 mL于锥形瓶中，加2滴配好的甲基橙指示剂，用酸式滴定管标

定H2S04溶液。

3．3结果与讨论

3．3．1槟榔碱和槟榔碱氢溴酸盐的分离方法

槟榔果中除含有槟榔碱，还含有槟榔次碱和去槟榔次碱等。Fig．

3．1为槟榔碱和槟榔次碱的分子结构式。槟榔次碱和去槟榔次碱分子

中含有游离羧基，亲水性较强，所以难溶于亲脂性的有机溶剂中，即

易溶于水，难溶或几乎不溶于无水乙醇、氯仿或乙醚。槟榔碱中含有

酯键，没有羧基，所以易溶于乙醇、氯仿和乙醚等有机溶剂，也易溶

于水。因而，本文在用分光光度法测定时，提取槟榔碱采用无水乙醇

或氯仿作为溶剂可避免槟榔次碱的影响。
CH3 CH3

COOCH3

槟榔碱 ． 槟榔次碱

图3．1槟榔碱和槟榔次碱的分子结构式

Fig．3—1 Structure of arecoline and arecaidine

C 00H
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图3．2 不同温度下槟榔碱氢溴酸盐在乙醇中的溶解度

Fig．3-2 Solubility of areeoline hydrobromide in the alcohol at

di fferent temperature

Fig．3-2为槟榔碱氢溴酸盐在乙醇中的溶解度随温度的变化。在

室温下，l g槟榔碱氢溴酸盐可溶于10 mL乙醇，2 mL沸醇，微溶于

氯仿、乙醚。根据槟榔碱氢溴酸盐在乙醇中的溶解度随温度变化较大

的特性，本文将总碱加热溶于无水乙醇，然后再浓缩并冷却结晶，从

而将槟榔碱氢溴酸盐分离出来。

3．3．2 pH值对槟榔碱氢溴酸盐生成的影响

用分光光度法测定时，在槟榔碱生成槟榔碱氢溴酸盐的过程中，

氢溴酸的滴加量是关键影响因素。在槟榔碱含量未知的情况下，根据

pH值的大小判别反应的程度。以1 kg槟榔鲜果为原料，pH值与氢溴

酸槟榔碱生成量的关系，见Table 3．1。由表可以看出，当pH值为4时，

氢溴酸槟榔碱生成量最大，继续增加氢溴酸加入量，生成量不再变化。
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表3．1

Table 3．1

pH值与氢溴酸槟榔碱生成量的关系

Relation ofpH and production of arecoline

hydrobromide

表3-2 不同槟榔产品中槟榔碱含量

Table 3．2 Content of arecoline in different betelnut

表3-3 不同槟榔产品中槟榔碱含量

Table 3-3 Content of arecoline i11 different betelnut

3．3．3分光光度法测定各样品中的槟榔碱含量

本试验的重点是把握显色条件的选择，而影响显色反应的因素主

要有显色剂用量、pH、温度和时间等。实验结果表明：成熟的不同

的槟榔产品中的槟榔碱含量相差不大，而都与青果的含量有较大的差

别。结果见Table 3．2。

3．3．4容量法测定各样品中的槟榔碱含量

30
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这种测定方法比较经典，在很多实验条件不太成熟的地方均可采

用。相比较而言，由于实验工作者的主观因素导致的操作误差是其必

需要特别注意的一个方面。本文实验结果表明：成熟的不同的槟榔产

品中的槟榔碱含量相差也不大，与青果的含量也有较大的差别。结果

见Table 3．3。

3。3．5槟榔碱分光光度法与容量法定量测定

表3．4分光光度法和容量法槟榔碱含量测定比较

Table 3-4 The comparison of arecoline contents by spectrophotometry

and volumetric determination

从表上的测得的结果可以看出，用分光光度法定量测得槟榔各样

品的槟榔碱含量与容量法接近，有些误差都是正常的，说明用这两种

方法测定槟榔各样品的含量均能达到实验要求。结果见Table 3-4。

3．3．6槟榔碱LC／MS与容量法定量测定比较

分别称取各种槟榔样品按照2．2．3．2方法提取后得到的乙醚液转

移到容量瓶中用乙醚定容，然后取2 mL左右于样品瓶，按照2．2．3．5

和2．2．3．6 LC／MS条件进行测定，测得的结果代入回归方程

严6．07708e+003+2．06824e+0．03x，再根据浓度换算，计算各槟榔样品

中槟榔碱的含量，见Table 3．5。根据LC／MS测得的槟榔样品中的槟

榔碱含量与容量法对比，见Table 3-6。
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表3．5 LC／MS测得的各种槟榔中的槟榔碱含量

Table 3-5 Analysis of arecoline in several betelnut samples by

LC／MS

表3-6 容量法和LC／MS槟榔碱含量测定比较

Table 3-6 The comparison of arecoline contents by volumetric

determination and LC／MS

从表上的测得的结果可以看出，用LC／MS定量测得槟榔各样品

的槟榔碱含量与容量法接近，且结果比容量法还稍高。对于其中容量

法与LC／MS测得的食用槟榔的槟榔碱有些差别，那是因为容量法定

量时，包含槟榔加工过程中的碱性成分，使得其测定结果高出实际很

多，这也说明LC／MS定量进样前处理方式不需要特别对待，同样能

准确的定量。

本实验在前人研究的基础上，简化实验条件，能够简单、方便和

快速地对不同槟榔产品的槟榔碱含量进行比较，从而为槟榔品质指标

体系和评价方法与技术体系的建立提供参考，且容易推广应用-。
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第四章槟榔中违禁药物的分析

槟榔食品的成分非常的复杂，对功效成分的分析带来很大困难的

同时，也给违禁成分的分析一个很大挑战。借助高效液相色谱的高分

离能力和质谱的高选择性，我们可以成功的对槟榔食品中的违禁药物

进行检测。

4．1 前言

随着经济的发展，各类保健食品正在逐步进入千家万户。于是，

食品安全也就成了人们关注的热点问题。严禁向保健食品内添加任何

处方类药物，这己成为全球共同的声音。在严把食品卫生关的今天，

槟榔食品的安全问题也就成为了重要课题。因我省许多地方都有嚼食

槟榔的习惯，故在我省开展槟榔食品安全的研究尤为重要。据文献报

道【86。921，我省也有许多的工作者在从事这方面的工作。如彭进平、张

兆平等对我省食用槟榔卫生检测结果分析；夏立新、刘军鸽等对槟榔

食品中糖精、苯甲酸和山梨酸的研究；肖学成、彭蔚和袁晓等对槟榔

卤水中的麻黄碱的检测。

麻黄是一种中药，其主要成分为麻黄碱、甲基麻黄碱等。而麻黄

碱、甲基麻黄碱均属于芳香族氨基醇衍生物。人摄入一定量的麻黄会

出现心跳加速，血压升高，大脑皮层和皮质下中枢兴奋，易产生欣快

感。因此也是体育竞技中的违禁药物，还因其具有抑制食欲的作用而

被加入减肥保健食品中，我国对此已明令禁止。
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CH3

。鬯一cH3H
J

CH3

。甲一cH3
C|H3

图4．1 麻黄碱和甲基麻黄碱的结构式

Fig．4-l Structure of ephedrine and methylephedrine

目前一些不法厂商希望通过添加违禁药物于槟榔食品中，达到增

强产品效果。为防止此类现象出现，有必要建立一种检测槟榔食品中

麻黄碱以及甲基麻黄碱的方法。本文采用HPLC／ESI．MS分析测定，

不仅利用了高效液相色谱的高分离能力，同时还利用了质谱能给出结

构信息的能力，对检测目标进行准确地定性、定量，得到了较好的效

果。本方法前处理简单，抗干扰能力强，灵敏度高，重现性好，能对

槟榔食品中的麻黄碱，甲基麻黄碱进行准确的定量测定。

4．2实验部分

4．2．1仪器

液相色谱一质谱联用仪(Waters公司，美IR)，由2695液相分离

单元，2487双波长紫外检测器，Micromass ZQ2000质谱(曼彻斯特，

英国)组成。液相分离单元包括一个低压梯度泵、柱恒温箱、自动进

样器和一个20．¨L的定量环，质谱包括ESI电离源和四级杆质量分

析器，所有的操作和数据采集是通过Masslynx4m工作站来控制的。

4．2．2化学试剂

麻黄碱和甲基麻黄碱的标准品从湖南化学试剂公司获得(中国，

长沙)。检测的样品是从市场上购得(中国，长沙)。甲醇(CH30H)

为色谱级，超纯水在本实验室用Millipore公司的Milli．Q纯水系统

u
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(Bedford，MA)制得。其他试剂均为分析纯，包括乙酸(CH3COOH)，

甲酸(HCOOH)，三乙胺((C2H5)3N)。用于HPLC分析的非色谱级

试剂均过O．45 pm的滤膜，所有试剂在使用前均经过超声脱气。

4．2．3标准溶液的配制

麻黄碱和甲基麻黄碱用纯水溶解，配成浓度为O．3 mg／ml，1

mg／ml的储备溶液。标准储备溶液各取l ml转移到10 ml容量瓶，加

纯水稀释至刻度得到混合标准溶液，然后逐渐稀释得到一系列标准工

作液。所有的储备溶液和工作液储存在冰箱里，使用前恢复到室温。

4．2．4样品溶液的处理

称取从市场上购得的样品5 g，碎粉后加1 mol／L的HCI溶液30 mL

浸泡l h，样品浸泡液用滤纸过滤于漏斗中，用10 mL 1 mol／L的HCI

溶液，淋洗残渣两次，定容至50 mL进柱前过O．45 pm滤膜。l ml

样品转移到50 mL容量瓶中，加纯水稀释到刻度，取lO“L样品进

HPLC．MS系统分析。

4．2．5液相色谱条件

色谱柱SpherigelCls(5 pm，250 mmx4．6 mm)(大连江申分离科学

技术公司)；流动相：A(O．1％甲酸水+浓度为1．4 mL／L的三乙胺)

+B(甲醇(0．015％乙酸))=90+10(体积分数)，进样前柱子用流

动相平衡20 min；流速：l mL／min；检测波长：210 am；进样体积为

10“L。柱温设置为30℃。从UV检测器出来的溶液经过分流，O．2

mL／min的溶液进入到MS的离子源。

4．2．6质谱条件

为得到氢化分子离子[M+H】+或钠化分子离子【M+Na】+，用正离子
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采集模式。毛细管电压,(Capillary voltage)J-,-,J 3．2 kV，萃取电压(Extractor

voltage)为4．0 V，聚焦电(RF lens)为O．5 V，源温度(Source

temperature)为105℃，脱溶剂温度(Desolvation temperature)为300

℃，脱溶剂气流速(Gas flow for desovation)并ll锥孔反吹气流速(Gas

flow for desovation)分别设置为250 L／h和50 L／ll。全扫描的质量范围

为60．300 amu(m／z)。
’1

4．3结果与讨论

4．3．1液相色谱条件

液相色谱分离一般建立在反相液相色谱上，最常用的色谱柱是硅

胶键合的C18柱，最基本的流动相是甲醇(乙腈)．水，被分析物在色

谱柱上的保留除了与溶剂强度相关之外，还取决于其他一些条件，包

括流动相的pH值、离子强度、添加剂和流动相温度等等。

4．3．1．1色谱柱的选择

C18和C8柱是目前液相色谱分析中常用的色谱柱。本文在参考

了相关文献的基础上，考察了这两种色谱柱，发现C18柱比较理想。

4．3．1．2流动相的优化

由于电喷雾技术的特点和化合物在溶液中离子化状态，流动相的

组成常常显著影响分析物的离子化效率，因此要优化流动相的条件。

利用甲醇．水、乙腈．水等反相液相色谱常用流动相，用相同浓度的标‘

准品的响应值进行对比，结果表明甲醇．水的灵敏度比乙腈．水作流动

相的灵敏度高。并且用甲醇和水作流动相时，·这两个化合物能分开，

保留时间和分离度取决于所用的甲醇一水的比例，采用实验部分所述

的色谱条件，这些化合物可以得到较好的分离度和适合的分析时间。

4．3．1．3柱温的选择

分离温度也可以明显影响这类化合物在柱上的C18保留，一般来
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说温度升高硅羟基的解离去势增大，保留时间后延，对不同化合物的

色谱选择性和出峰顺序也有可能发生改变。本文在参考了相关文献的

基础上，考察了不同温度条件下在C18上保留的影响，最后确定实验

柱温为30℃。

4．3．1．4流量的选择

一般来说，流动相流量越大，离子化效率越低，ESI流量范围

可以从10 1．tL／min到l mL／min，但流量在0．1-0．3 mL／min之间灵敏度

最高：一定内径的HPLC柱又要求适当的流量方可保证分离效率。因

此兼顾色谱分离和ESI离子化效率流量定为O．2 mL／min。 ．

4．3．1．5流动相添加剂对灵敏度的影响

使用流动相添Dn齐fJ，是反相色谱中控制峰间距，改善分离的一种

常用的方法。同时，添加剂还可以改善物质的离子化效率，在正离子

条件下甲酸、乙酸、三氟乙酸和甲酸铵是常采用的添加剂，有利于离

子化。电喷雾质谱的特点是在溶液状态电离，因此，流动相组成及添

加剂势必将影响分析物的灵敏度。而本文要分析的生物碱，如：麻黄

碱、槟榔碱等均为弱碱。对于碱性物质，酸性流动相可能会有利于其

质子化，从而提高灵敏度，同时适当调整pH值以提高氢离子浓度，

通过化学平衡的位移抑制硅羟基分解是一种有效的方式。从而改善色

谱性能如峰形、分辨度等。在pH低于3的流动相中，基本上可以忽

略硅羟基的解离，但是考虑到色谱柱本身的使用寿命，一般来说流动

相pH值也不能低于2。随着pH值的降低和残留硅羟基的作用减小，

被分析物的保留时间会缩短，同时峰形也将得到改善。

本文考察了添DH齐EJ浓度对分析物的质谱灵敏度、色谱分辨率、峰

形等的影响。根据文献的报道，实验采用的是0．02 mol／L KH2P04．

H3P04溶液来调节pH值。因流动相中非挥发性组分如磷酸盐缓冲液、

离子对试剂等的加入，是任何LC．MS接口技术都禁止的。所以，实

37
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验采用0．1％甲酸水和甲醇为流动相，分别比较了在甲醇中加入五种

不同浓度的乙酸0．005％、0．010％、0．01 5％、0．020％、0．025％和O．030％，

当乙酸浓度低于O．015％时，峰形较好，但部分分析物灵敏度明显降

低：而乙酸浓度高于O．015％时，保留时间增大。部分目标化合物拖

尾严重，分离效果不好。故本实验流动相确定为A：0．1％甲酸水，B：

甲醇(O．015％乙酸)，pH值为3左右，各种化合物能得到了很好的

分离。

同时，因本实验所分析的物质均含有N原子，这使得化合物在

RP．C18上，不在流动相中加改性剂的情况下有拖尾的现象。为了抑制

拖尾，考察了几种改性剂及不同浓度对分离的影响。在液相分离中，

三乙胺是分析含氮化合物最常用的改性剂。在本文中，分别考察了体

积分数为1．O、1．2、1．4、1．6、1．8和2．0 mL／L的三乙胺对分离的影响，

结果显示三乙胺的浓度为1．4 mL／L时，峰形比较对称而且尖锐。当

浓度升高时，峰形没有很大改善，基线随着甲醇比例的增加有很大的

漂移，而且麻黄碱和甲基麻黄碱的分离度有所下降；更糟糕的是三乙

胺会大大的抑制被分析物的离子化效率。所以，最后选择三乙胺的浓

度为1．4 mL／L。

4．3．2质谱条件的优化

电喷雾电离，在正离子模式下分析各种生物碱可以获得较高的灵

敏度，是目前LC．MS法分析此类化合物普遍采用的离子化方式。本

文采用电喷雾离子化源，正离子检测方式对各主要成分进行一级全扫

描，将对应的准分子离子峰进行二级质谱分析。通过流动注射(FIA)

优化了毛细管电压、锥孔电压、源温度、脱溶剂温度等条件。同时，

因ESI是一种软电离技术，麻黄碱和甲基麻黄碱具有相对稳定的化学

结构，所以能承受比较高的电压，当锥孔电压为20 V时，分子离子

的强度最大，几乎不产生碎片离子，在40 V的电压下，产生了碎片
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离子。所以如实验部分所述，在选择离子模式中，锥孔电压设为20 V；

在扫描离子模式中，锥孔电压设为40 V，以得到有利于结构鉴定的

麻黄碱和甲基麻黄碱碎片离子。结果表明，所有离子均有良好响应，

各化合物的准分子离子峰均为【N+H】+，通过子离子扫描获得各化合物

的碎片离子。利用这些离子来进行准确的定性和定量分析。

4．3．3标准品的HPLC．UV-MS分析

在给定的色谱条件下，被分析物达到了基线分离，Fig．4-2给出

的是以210 nm和选择离子(sin)记录的标准品的色谱图，甲基麻黄碱、

麻黄碱的保留时间分别为12．78 min和14．68 min。

4．3．4方法的线性范围和检测限

准确吸取麻黄碱和甲基麻黄碱的标准混和溶液，加入重蒸水稀释

至l mL，浓度分别为O．05、0．10、O．20、O．50、1．0、2．0、5．0和10．0 mg／L。

在优化的实验条件下进行液相色谱检测。麻黄碱和甲基麻黄碱在

0．05．10 mg／L浓度范围下绘制校正曲线，校正曲线至少有六个不同的

浓度点，且每天都重新配制。每份做校正曲线的标准溶液重复进样三

次。利用色谱峰面积对样品浓度进行线性回归，得到麻黄碱、甲基麻

黄碱的线性回归方程分别为：y=193．57x+4．6833‘，Y=341．96 x

+25．3199；相关系数(户)分别为：O．999和O．996；线性范围分别为：

0．05—10 mg／L署口O．10一10 mg／L；检i910限分另IJ为：0．025着ⅡO．05 mg／L。

实验表明：本方法的检测限(LOD)低，所以在没有质谱的情况

下，这个方法可以用于这类物质的常规检测，由于质谱的检测限更低，

所以联用技术在微量检测中显示了优越性，而且在没有标准品的情况

下，质谱能提供结构信息，便于定性检测。
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表4．1 麻黄碱和甲基麻黄㈣性范围、相关系数和检测限
Table 4—1 Linear．correlation and detection limit of ephedrine and

metylephedrine

化合物 线性范围 线性方程 相关系数 检测限

，2
(mg／L) (mg／L)

麻黄碱 O．05～10 y=197．63x+4．6535 0．999 0．025

甲基麻黄碱 O．10～10 y=344．87x+27．4269 0．996 O．05

表4．2方法的精密度和准确性

Table 4-2 Precision and accuracy of the method

4．3．5方法的精密度和准确性

在浓度范围0．05．10 mg／L间，选择了0．5 mg／L和2 mg／L两种浓

度的麻黄碱和甲基麻黄碱加入槟榔样品中重复进样三次来考察方法

的精密度。平均回收率是用测得浓度除以标定浓度得到的比值，通过

计算掺杂己知浓度标样和内标的槟榔样品的回收率来考察该方法的

准确性。对加标槟榔样品进行三次平行实验后，当加标浓度为0．5

mg／L时。麻黄碱和甲基麻黄碱的方法回收率分别为95．2％和94．9％，

相对标准偏差分别为6．8％和8．6％1当加标槟榔样品的浓度为2．0

mg／L时，麻黄碱和甲基麻黄碱的方法回收率分别为100．9％和

100．6％，相对标准偏差分别为2．9％和5．3％。研究表明，色谱峰面积

在所考察的浓度范围内与浓度呈良好的线性关系，方法的精密度高，

相对标准偏差小于9％(S／N=3)，麻黄碱的回收率介于95．2～100．9％
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之间，甲基麻黄碱的回收率介于94．9～100．6％。精密度和准确性数据

见表4．2。从表中可以看出，该方法的精密度和准确性符合可接受的

标准。说明该方法用于槟榔样品中麻黄碱和甲基麻黄碱的测定，能获

得准确的结果。

4．3．6分离效果

在上述实验条件下，甲基麻黄碱和麻黄碱分离效果良好，混合标

准品色谱图见Fig．4-2，盐酸提取槟榔样品色谱图见Fig．4．3，且在样

品测定中麻黄碱和甲基麻黄碱色谱峰附近不存在干扰物质，见Fig．

4．4。

4．3．7试样的检测

在优化的实验条件下，随机对市场上出售的食用槟榔进行了检

测。Fig．4-3为本实验检测的食用槟榔在上述实验条件下的液相色谱

图。检测表明，本人实验检测的食用槟榔不含麻黄碱和甲基麻黄碱。

实验结果说明我们建立的方法消除干扰能力强、灵敏度高，可以用于

食用槟榔样品中麻黄碱和甲基麻黄碱的检测。

图4．2 麻黄碱和甲基麻黄碱标准品色谱图

Fig．4-2 Standard chromatograms of ephedrine and methylephedrine

4l
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注：甲基麻黄碱的色谱峰在12．78 min处，麻黄碱的色谱峰在14．68 rain

丑
o
>

兰
晏

图4．3 盐酸提取槟榔样品色谱图

Fig．4-3 Chromatogram of betelnut sample extracted in hydrochloric

acid

哺rlu惋s

图4．4混有麻黄碱和甲基麻黄碱标准品盐酸提取槟榔样品色谱图

Fig．4-4 Chromatogram of betelnut sample mixed with ephedrine and

methylephedrine extracted in hydrochloric acid

注：甲基麻黄碱的色谱峰在12．86 min处，麻黄碱的色谱峰在14．70 min

42
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本实验流动相简单，分析时间短且样品预处理方便、灵敏度高、

重复性好。借助质谱的定性能力，能对目标物进行结构确证，得到完

全的结构信息，大大提高方法的可靠性和抗干扰能力，准确快速地同

时检测槟榔食品中的麻黄碱及甲基麻黄碱。为卫生监督部门打击产商

投机取巧这种不法行为提供了一种方便、可行的分析方法。
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结 语

本论文运用高效液相色谱／电喷雾质谱联用技术对槟榔中的功效

成分槟榔碱以及槟榔食品中的违禁添加药物麻黄碱和甲基麻黄碱进

行了快速、准确的定性和定量分析。该实验通过对处理后槟榔样品进

行提取条件研究，得到提取的最佳条件，对槟榔提取液用LC／MS进

行定性分析，结合计算机检索系统和质谱理论，对样品里所含的槟榔

碱，进行了质谱解析。同时通过薄层色谱制备槟榔碱纯品，用分光光

度法、容量法和LC／MS对槟榔碱进行定量，定量结果LC／MS比分

光光度法和容量法稍高，前处理更为简便。通过优化实验条件，对槟

榔食品中的违禁添加的药物麻黄碱和甲基麻黄碱的同时检测填补了

槟榔食品安全检测中的空白，为食品质量监督部门提供了有效的检测

手段。
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