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超高效液相色谱-串联质谱法测定 
食用植物油中的游离棉酚 

吴  敏 1, 连英杰 1, 林立毅 1, 徐敦明 1, 黄志强 2* 
(1. 厦门出入境检验检疫局, 厦门  361026; 2. 湖南省检验检疫科学技术研究院, 长沙  410004) 

摘  要: 目的  建立超高效液相色谱-电喷雾串联质谱测定食用植物油中游离棉酚的方法。方法  样品采用无

水乙醇溶液提取, C18 色谱柱分离, 电喷雾串联四极杆质谱仪进行检测。结果  棉酚的质量浓度在 0.001~1.0   

μg/mL范围内具有良好的线性关系。食用植物油中的棉酚在 5、50、250 μg/kg 3个添加水平下, 平均回收率为

70.6%~94.4%, 相对标准偏差小于 12.0%; 方法检出限 LOD(S/N≥3) 为 1 μg/kg, 定量限 LOQ(S/N≥10)为 5   

μg/kg。结论  该方法快速简单, 结果准确, 重现性好, 适用于食用植物油中的游离棉酚含量的测定。 
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Determination of free gossypol in edible vegetable oil using ultra performance 
liquid chromacography with tandem mass spectrometry 

WU Min1, LIAN Ying-Jie1, LIN Li-Yi1, XU Dun-Ming1, HUANG Zhi-Qiang2* 
(1. Xiamen Entry-Exit Inspection and Quarantine Bureau, Xiamen 361026, China; 2. Hunan Inspection and Quarantine 

Technology Academy, Changsha 410004, China) 

ABSTRACT: Objective  A method for the free gossypol in edible vegetable oil was developed using ultra 

performance liquid chromatography-electrospray ionization triple-quadruple tandem mass spectrometry 

(UPLC-ESI-MS-MS). Methods  The free gossypol residue in the test samples was extracted with ethanol so-

lution. The gradient chromatographic separation was performed using a C18 column (100 mm×2.1 mm, 2.6 μm), 

and analyzed by UPLC-ESI-MS-MS. The mass spectrometer was operated in the negative ion mode using mul-

tiple reaction monitoring (MRM) for qualitative and quantitative analysis. Results  The linear range was from 

0.001~1.0 μg/mL. The average recoveries of the gossypol ranged from 70.6% to 94.4% (n=6) at the spiking le-

vels of 5∼250 μg/kg with the relative standard deviation less than 12.0%. The limit of detection (LOD, S/N≥3) 

was 1 μg/kg and the limit of quantification (LOQ, S/N≥10) were 5 μg/kg. Conclusion  The method is suitable 

for the determination of gossypol in edible vegetable oil. 

KEY WORDS: ultra performance liquid chromatography- tandem mass spectrometry (UPLC-MS-MS); free 

gossypol; edible vegetable oil 
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1  引  言 

2013 年 10 月, 台湾爆发了“黑心油”掺假事件, 
所谓的“大统”100%橄榄油几乎是用棉籽油、葵花油
调制而成, 其中的棉酚含量过高, 继大统长基与富味
乡两家台湾油品大厂被发现食用油产品掺假后, 台
湾知名的福懋油品也被发现同类问题。棉酚

(gossypol), 是锦葵科植物草棉、树棉或陆地棉成熟种
子、根皮中提取的一种多元酚类物质, 经提纯精制后
的棉酚呈嫩黄色, 是含有六个羟基的多环醛, 分子式
为C30H30O8, 相对分子质量为 518.56。棉酚是棉籽油、
棉籽饼中的主要有毒物质, 在加工生产棉籽油和棉
籽饼时, 棉酚是必须被去除的有毒物质[l]。棉籽油含

有脂溶性色素棉酚, 棉籽油作为食用调和油中的组
成成分, 被食用后, 可引起中毒。游离棉酚不仅可使
男性睾丸损伤, 精子减少, 又可使女性发生闭经及子
宫萎缩。国家标准 GB 2716-2005《食用植物油卫生
标准》[2]规定食用棉籽油中棉酚的限量标准为 0.02％, 
其他种类食用油不得检出。而据台湾“中央社”消息, 
台湾“卫生福利部”将预告食用油棉酚浓度规范, 合
格产品应低于 1 mg/kg。另外, 棉酚的含量过高也可
以作为不法厂家以廉价棉籽油冒充高价橄榄油的佐

证, 因此建立快速、高效测定食用调和油中游离棉酚
含量的方法具有重要意义。 

目前对棉酚的检测, 主要是采用高效液相色谱
法[3-5]、紫外分光光度法[6]等, 食用油中低于 1 mg/kg
的游离棉酚已超出方法的灵敏度极限。液质联用法在

检测痕量残留时具有很大的优势[7-9], 随着色谱柱填
料技术的发展, 基于 1.7 μm 小颗粒填料技术的超高
效液相色谱(UPLC)比传统的 HPLC 具有更高的分离
能力 [10-13], 与质谱联用能够进行相对分子质量的精
确测定。而本文采用的液质联用法在检测痕量残留时

具有很大的优势。 

2  材料与方法 

2.1  仪器试剂 

分析天平; 超声器; 离心机; 涡旋振荡器; 液相
色谱串联四级杆质谱仪(API6500, 美国 AB 公司), 
配 Agilent 1290 HPLC超高效液相色谱仪(美国 Agi-
lent公司); 0.22 μm滤膜。甲醇(色谱纯); 甲酸(色谱纯); 
无水乙醇  (优级纯 ); 棉酚 (纯度 98%, 美国

Dr．Ehrenstorfer); 超纯水(美国 Millipore公司)。 

2.2  液相色谱与质谱条件 

2.2.1  色谱条件 
Thermo C18色谱柱(100 mm×2.1 mm, 2.6 μm)。流

动相: 1%甲酸水溶液(A), 甲醇(B); 梯度洗脱程序: 
0∼2 min, 流动相 B保持 50%; 2∼4 min, 流动相 B由 0
线性增至 90%; 4∼6 min, 流动相 B保持 90%, 6∼7 min
降至 50%并保持至 3 min。流速为 0.3 mL/min; 柱温
35 ℃; 进样量: 1 μL。 
2.2.2  质谱条件 

电喷雾电离源(ESI); 负离子扫描; 喷雾电压−4 
kV; 离子源温度 400 ℃; 辅助加热气流量 50 L/min。
多反应监测扫描模式(MRM): 入口电压−l0 V; 出口
电压−20 V; 停滞时间 200 ms; 其他质谱参数见表 1。 

 
表 1  棉酚的监测离子对 

Table 1  Monitoring ions of gossypol 

母离子 
(m/z) 

子离子 
(m/z) 

滞留时

间/s 
去簇电压

/V 
碰撞电压

/V 

517.1 
230.8* 100 

−175 
−52.4 

417.1 100 −45.0 

注: *为定量离子 
 

2.3  实验方法 

2.3.1  标准系列的配制 

准确称取适量的棉酚标准品, 用丙酮溶解并定
容, 配成质量浓度为 1 g/L 的标准储备液; 根据需要
将其逐级稀释, 配成质量浓度为 0.001~1.0 µg/mL的
无水乙醇标准工作液, 于 5 ℃下保存。 
2.3.2  样品处理与分析 

准确称取食用植物油样 1.000 g, 加入 5 mL无水
乙醇, 涡旋振荡仪剧烈震荡 2 min, 静置分层(2 h), 
再涡旋, 离心, 吸取上层清液过 0.22 μm微孔滤膜待
测, 外标法定量。 

3  结果与讨论 

3.1  标准溶液稳定性的考察 

将配制好的 10 μg/mL棉酚甲醇溶液和 10 μg/mL
棉酚乙醇溶液、10 μg/mL棉酚丙酮溶液放置在 5 ℃
条件下进行考察, 结果棉酚含量在丙酮溶液中最稳
定, 甲醇中降解加快, 见图 1。而且温度越低稳定性
越好, 这与文献报道的 5 ℃条件下棉酚甲醇溶液、棉
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酚乙醇溶液和棉酚丙酮溶液半衰期分别为 16.5 d、
27.5 d、203 d相符[14,15]。文章还考察了 10 μg/mL棉
酚无水乙醇溶液在室温(15 )℃ 和 5 ℃条件下的稳定
性, 分别将配制好的 10 μg/mL棉酚无水乙醇溶液放
置在室温(15 ℃)和 5 ℃条件下进行考察, 结果棉酚
在无水乙醇溶液中还是比较稳定的, 棉酚含量在一
周内变化不大, 见图 2; 因此标准储备液使用丙酮
溶液, 而工作液使用乙醇溶液, 工作液 5 ℃保存一
周有效。 

 

图 1  5 ℃不同溶剂标准溶液稳定性 
Fig. 1  Stability of different solvent standard solution in 5 ℃ 

 

图 2  无水乙醇标准溶液稳定性 
Fig. 2  Stability of standard ethanol solution 

 
3.2  提取剂的选择 

棉酚能溶于大多数有机溶剂, 如丙酮、乙醚、氯
仿、甲醇等, 较难溶于甘油、环己烷和苯, 不溶于石
油醚和水, 文献使用丙酮作为提取剂[2-4]。实验比较

了无水乙醇、丙酮、甲醇不同溶剂对食用植物油中棉

酚的提取效果, 3 种溶剂提取回收率均大于 70%, 但

是丙酮溶解油脂的能力很强, 提取液没有分层, 提取
液的杂质和油脂含量过高, 甲醇稳定性不好, 游离棉
酚降解快, 故采用无水乙醇作为提取溶剂。 

3.3  提取时间的优化 

提取静置时间对回收率的影响很大, 本文考察
了添加水平为 1 μg/kg 的茶油样品剧烈震荡提取 2 
min 后, 静置 0∼150 min 的回收率情况, 发现在室温
条件下, 静置 2 h, 回收率水平达到比较高的范围, 
见图 3。 

3.4  色谱和质谱条件的优化 

棉酚结构中有较多的氢键基团, 与 C18柱上的硅

羟基相互作用, 产生吸附, 不易洗脱。需要降低流动
相的 pH值, 抑制酚羟基的解离, 因此采用 1%甲酸作
为流动相。样品油脂含量比较高, 采用梯度洗脱能有
效排除干扰。 

棉酚的结构中含有较多的酚羟基, 有一定的极
性, 适合采用电喷雾 ESI 离子源。酚羟基呈弱酸性, 
容易先失去 H, 故采用负离子模式, 并且负离子模式
下背景干扰低。负离子模式下一般较少使用酸性流动

相, 可能是为了避免产生离子抑制降低灵敏度, 但也
有国标法使用甲酸(FA)的案例[16], 因此甲酸对电离
影响较小, 而容易产生离子抑制的主要有离子对试
剂三氟乙酸(TFA) [1]。 

实验将 0.2 μg/mL的棉酚以 20 μL/min的速度直
接引入质谱仪, 选择棉酚的准分子离子(m/z)517进行
质谱参数扫描, 离子对517.4/230.8响应比较高, 为定
量离子对; 517.4/471.1为定性离子对。本研究还对喷
雾电压、离子源温度、碰撞气、入口电压、出口电压、

去簇电压及碰撞能量等参数进行了优化, 以获得分
子离子与特征碎片离子最大的灵敏度。图 4显示了在
优化条件下棉酚无水乙醇溶液(0.1 μg/mL)的色谱图。
从图 4 中可以看出, 棉酚在所使用的流动相条件下, 
在 C18色谱柱上具有较强的保留, 能够与干扰杂质充
分分离, 有效地减轻了基质效应的影响, 使定量结果
更加准确可靠。 

3.5  标准曲线与检出限 

取一系列棉酚标准工作溶液(0.001、0.005、0.01、
0.1、0.5、1.0 μg/mL), 以峰面积 Y和对应的质量浓度
C(mg/L)绘制标准曲线。结果表明, 棉酚在 0.001~1.0 
μg/mL 范围内, 其质量浓度与对应的峰面积呈现良 
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图 3 提取时间的回收率曲线 
Fig. 3  Curve of recovery rate-extraction time 

 

 

图 4  (a)棉酚标准溶液(0.1 μg/mL)、(b)橄榄油样品和(c)橄榄油中添加 0.25 mg/kg棉酚的多反应监测(MRM) 
提取离子流色谱图 

Fig. 4  (a)MRM chromatograms of gossypol standard(0.1 μg/mL)、(b)olive oil sample, and (c)olive oil sample spiked 
with 0.25 mg/kg standard 
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好的线性关系, 相关系数 r=0.9994, 在空白橄榄油中
添加棉酚标准溶液, 按信噪比(S/N)大于 3计算, 本方
法的检出限(LOD)为 1 μg/kg, 按信噪比(S/N)大于 10
计算, 本方法的定量限(LOQ)为 5 μg/kg。 

3.6  精密度与回收率 

取橄榄油、茶油、花生油、大豆油样品, 分别向
样品中添加 5.0、50.0、250.0 μg/kg的棉酚标准溶液, 
每一添加水平重复测定 6 次, 按上述实验方法测定, 
各个添加水平的回收率和精密度数据见表 2。由表 2
可以看出, 在 5.0、50.0、250.0 μg/kg 3个添加水平下, 
所有样品的回收率在 68.9%∼94.4%之间, 相对标准
偏差在 3.7%∼12.0%之间, 表明该方法具有较好的准
确度和精密度。 

 
表 2 不同样品基体中棉酚的回收率和 

相对标准偏差(n=6) 
Table 2 The recovery and relative standard deviation from 

differen matrixes of gossypol (n=6) 

样品 添加水平
(μg/kg) 

回收率(%) 
平均回收

率(%) 
相对标准

偏差(%) 

橄榄

油 

5.0 70.6~94.4 76.4 12.0 

50.0 71.6~89.2 80.6 7.5 

250.0 76.9~87.3 81.4 4.3 

茶油 

5.0 68.9~85.3 73.4 11.7 

50.0 74.6~90.7 78.9 6.7 

250.0 78.5~90.2 80.1 5.7 

花生

油 

5.0 72.2~88.6 76.8 11.0 

50.0 70.9~89.4 85.0 7.2 

250.0 78.1~90.8 82.6 4.6 

大豆

油 

5.0 71.1~88.9 73.2 8.9 

50.0 78.9~85.4 80.8 3.7 

250.0 75.1~83.1 78.9 4.2 

 

4  结  论 

本文建立了超高效液相色谱串联质谱法测定食

用植物油中的游离棉酚。采用电喷雾负离子多反应监

测模式, 该方法快速简单, 结果准确, 重现性好, 适
用于食用植物油中的游离棉酚含量的测定。克服了传

统分析方法的缺点。提高了分析灵敏度和准确度, 方
法技术指标满足残留分析和国家限量要求。 
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