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QuEChERS-超高效液相色谱-串联质谱法快速测定
黄豆芽中的 6-苄基腺嘌呤 
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2. 应用毒理湖北省重点实验室, 湖北省疾病预防控制中心, 武汉  430079) 

摘  要: 目的  建立黄豆芽中的 6-苄基腺嘌呤的超高效液相色谱-串联四极杆质谱测定方法。方法  黄豆芽样

品经乙腈超声提取后, 经 C18和 PSA的固相分散净化后进样分析。使用 SB-Aq色谱柱分离, 以水-乙腈为流动

相进行梯度洗脱。采用电喷雾离子化源, 以多反应监测(multiple reaction monitoring)方式分别在负离子模式下

进行检测。结果  6-苄基腺嘌呤的线性范围为 5~200 μg /kg, 相关系数良好, 检出限为 0.5 μg/kg, 该方法在三个

水平上添加回收率在 88.1%~107%, 相对标准偏差在 1.4%~13.4%。结论  本方法灵敏度高, 操作简单高效, 适

合于黄豆芽中的 6-苄基腺嘌呤的定量及确证分析。 
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Determination of 6-benzylaminopurine in soybean sprouts by QuEChERS-high 
performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry method 

MIEMA Dro-Ma1, DHAVA Chu-Drun1, KONG Fang2, LUO Ping2, LIU Xiao-Hong2, DERGER Zom-Pa1*, 
LI Yong-Gang2* 

(1. Shannan Region Center for Disease Control and Prevention, Shannan 856000, China; 2. Hubei Provincial Key 
Laboratory for Applied Toxicology, Hubei Provincial Center for Disease Control and Prevention, 

Wuhan 430079, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish an ultra-high pressure liquid chromatography (UHPLC) coupled to 

tandem mass spectrometry (MS/MS)method for the determination of 6-benzylaminopurine in soybean sprouts. 

Methods  The analyte was extracted from homogenized soybean sprouts samples with acetonitrile, and solid 

phase dispersed by C18 and PSA. The chromatography separation was performed on a SB-Aq column by 

acetonitrile and water as mobile phase in gradient elution program．Then samples were determined by 

electrospray ionization in negative mode using multiple reactions monitoring(MRM). Results  A good linear 

relationship was obtained in range of 5~200 μg /kg, the limit of detection was 0.5 μg/kg. The recoveries at 3 

spiked levels were between 88.1%~107%, with the relative standard deviations (RSDs) between 1.4%~13.4% 

(n=6). Conclusion  The method was sensitive, effective, and simple, and was suitable for the determination 

and confirmation of 6-benzylaminopurine in soybean sprouts. 
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1  引  言 

6-苄基腺嘌呤(6-benzylaminopurine, 6-BA)是一

种人工合成的细胞分裂素 [1,2], 分子式为 C12H11N5, 

其主要成分为嘌呤类生物碱和少量无机物, 它可以

抑制植物内叶绿素、核酸和蛋白质分解, 对植物的生

长发育有促进和调节作用, 常用于蔬菜、水果的保鲜

和无根豆芽的培育[3-4]。然而人体摄入过多会刺激皮

肤、粘膜, 食道或造成胃黏膜损伤, 出现恶心、呕吐

等现象, 甚至致癌、致畸[5]。 

根据中国原《食品添加剂使用卫生标准》

(GB2760―1996)规定, 6-苄基腺嘌呤可作为食品添加

剂使用, 用于发黄豆芽、绿豆芽, 其最高允许使用限

量为 0.01 g/kg, 最高允许残留量为 0.2 mg/kg[3]。但在

2011 年卫生部规定 6-苄基腺嘌呤不再作为食品添加

剂使用[6]。目前我国关于食品中 6-BA 残留量的检测

尚未建立国家标准, 这给卫生监督与检测工作带来

了一定困难, 因此探索食品中 6-BA 含量及其在豆芽

中残留量的检测方法是十分必要的。 

目前关于植物中 6-BA 残留量的传统检测方法

为高效液相色谱 [7-11]、气相色谱法, 气质联用 [12-14], 

拉曼光谱[15], 液相色谱-飞行时间质谱[16], 液相色谱

串连质谱联用[17-20]。现阶段运用较为广泛的是高效液

相色谱法, 然而在实际分析过程中, 高效液相色谱对

样品前处理要求高, 基质干扰较为严重, 其分辨率和

灵敏度较低, 无法满足痕量检测要求。 

近些年  QuEChERS 法  (quick, easy, cheap, 

effective, rugged, and safe)在农药残留检测方面[21-23], 

以及兽药残留以及真菌毒素检测方法都有很广泛的

应用[22-26]。本文建立了以 QuEChERS为基础的, 高效

液相色谱 -串联质谱法 (high performance liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry, LC-MS／

MS)为检测的分析方法, 该法能有效地对 6-苄基腺嘌

呤的残留量进行痕量测定, 可以实现同时对多种调

节剂的测定和结构确定。 

2  材料与方法 

2.1  试剂和仪器 

Agilent 1200SL-QQQ6460液相色谱-串联质谱联

用仪(美国 Agilent公司); Z383K离心机(德国 Hermle

公司); BT 125D天平(德国赛多利斯公司); Direct-Q3

超纯水仪(美国 Millipore 公司); C18, N-丙基乙二胺

(PSA)粉和石墨化碳(GCB)(美国 Agilent 公司); 乙腈

为色谱纯(美国天地公司); 氯化钠和无水硫酸镁均为

分析纯试剂(国药集团化学试剂有限公司)。 

5 份黄豆芽样品采集于西藏山南地区的超市和

农贸市场。 

2.2  标准储备液和工作液 

准确称取 6-苄基腺嘌呤标准品, 用乙腈配制成

浓度为 1000 μg/L的标准储备液, 存储于 4 ℃的冰箱

中。用空白样品基质液添加一定浓度的储备液来配制

6-苄基腺嘌呤校正曲线, 标准的浓度为 5、20、50、

100、200 μg/kg。 

2.3  样品预处理 

称取 5.00 g粉碎好的黄豆芽样品于 50 mL塑料

离心管内, 加入 4 mL水和 10 mL乙腈振荡 20 min, 

加入 1 g氯化钠和 4 g无水硫酸镁, 涡旋 1 min后以

4000 r/min的转速离心 10 min, 取上清液 1.5 mL转移

至加有 50 mg C18和 50 mgPSA的离心管中, 涡旋 1 

min 后以 4000 r/min的转速离心 10 min, 取 0.5 mL

上清液并加入 0.5 mL 的水相后漩涡, 离心后过 0.22 

μm滤膜, 供液相色谱质谱联用仪测定。 

2.4  测定条件 

2.4.1  液相色谱条件 

液相色谱柱: SB-Aq柱(3.0 mm×100 mm, 1.8 μm); 

流动相 A: 乙腈, B: 纯水, 梯度(B%/min): 60/0, 60/3, 

5/5, 5/6, 60/8, 60/12; 流速: 0.25 mL/min; 柱温: 40 ℃; 

进样: 5 μL。 

2.4.2  质谱条件 

离子源: 电喷雾离子源(electronic spray ion, ESI), 

负离子模式检测 ; 多反应监测 (multiple reaction 

monitoring, MRM); 干燥气温度: 350 ℃, 干燥气流量: 

6 mL/min, 雾化器压力: 45psi, 鞘流气温度: 325 ℃, 

鞘流气流量: 11 L/min, 毛细管电压: 3000 V, 喷嘴电

压: 500 V。具体检测参数如表 1。 
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表 1  6-苄基腺嘌呤的质谱参数 
Table 1  Main parameters of 6-BA 

化合物 母离子(m/z) 子离子(m/z) 碎裂电压/V 碰撞能量/eV 驻留时间/ms 离子源模式 

6-BA 
224.1 133 132 17 100 负模式 

224.1 106 132 29 100 负模式 

 
 

3  结果与讨论 

3.1  色谱与质谱条件优化 

本实验采用 SB-Aq 色谱柱, 结果显示目标化合

物峰形较好, 乙腈-水的流动相体系完全适合 6-BA

的分析要求。将浓度为 1 µg/mL的基质提取液配制

的标准液采用直接进样方式进入质谱进行分析, 在

离子源为 ESI 的模式下进行母离子全扫描, 得到其

分子离子峰, 在负模式下能有效去除杂质干扰, 离

子流图清晰。 

根据欧盟 2002/657/EC指令规定: 低分辨液相色

谱-质谱联用仪检测应在确定母离子的基础上选择两

个以上的子离子。全扫描后得到分子离子峰的质荷比, 

以该离子峰为母离子, 优化毛细管两端的电压, 然后

进行二级质谱扫描, 最后采集全扫描的二级质谱图, 

得到碎片离子信息, 然后再对得到二级质谱参数碰

撞能量等进行优化, 使定性离子与定量离子产生的

离子对强度比例达到最大时为佳。试验研究了 ESI

负离子模式检测 6-BA 的质谱条件, 结果当解离电压

为 132 V时 6-BA质谱响应信号最强。同时, 根据流

动相、有机相、水相组成特点, 试验了干燥气流速、

温度、喷雾器压力等条件对 6-BA 信号的影响, 具体

参数见表 1。 

3.2  样品前处理条件的选择 

针对不同基质的样品采取不同的提取溶液, 乙

腈的优点是很多亲脂性化合物如脂肪、蜡质物等不

易被萃取, 6-BA 能够很好的被萃取, 但提取液颜色

很深, 杂质较多, 直接上机检测会对色谱柱以及整

个系统造成污染, 且共提物对 6-BA 有很强的离子

抑制效应。 

本实验采用 QuEChERS 方法净化乙腈提取液, 

并比较了GCB, C18和PSA三种净化剂组合的净化效

果。结果发现石墨化碳对杂质的吸附很高 , 但对

6-BA有一定的吸附, 影响回收; C18能够去除脂肪和

酯类等非极性干扰物; PSA能够吸附基质中的碳水化

合物、脂肪酸、有机酸、酚类和色素。C18 和 PSA

的组合能更好地净化提取液, 与传统的液液萃取、固

相萃取相比较, 不仅节约试剂耗材, 而且消耗的时间

少, 效率高, 方法的灵敏度和检出限都能达到要求。

图 1是在 50 μg/kg的添加水平下, 各种净化组合与最

高回收率的比较, 从中可以看出, 添加 GCB 的回收

率最低, C18和 PSA的组合回收最好。 

 

 
 

图 1  不同净化组合对回收率的影响 

Fig. 1  Effects on recoveries of different sorbents on the 
clean-up procedure 

 

3.3  方法验证 

3.3.1  基质效用与线性方程 

本实验用溶剂与基质提取液配制的同等浓度的

矫正曲线(浓度为 10、20、50、100、200 ng/mL), 其

校正曲线分别为 Y 溶剂 = 8901X + 12007(r² = 0.997)和

Y 基质 = 396.9X-1452(r² = 0.998)。根据文献报道[27], 基

质效用为基质配制曲线与溶剂曲线的斜率之比, 其

值为 0.05, 这说明 6-BA在黄豆芽中有非常强的信号

抑制, 在没有同位素内标的情况下, 需要添加基质矫

正曲线来准确定量。采用基质加标矫正曲线, 分别进

样 5 μL, 测定结果经线性回归, 线性方程为: Y = 

57.15X+ 464.7(r² = 0.997)。 

3.3.2  回收率与精密度 

用空白样品分别添加 20、50、100 μg/kg三个不

同水平的 6-BA, 每个水平进行 6 次重复实验, 按照
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2.3 中的样品前处理方法进行加标回收试验, 回收率

与相对标准偏差如表 2所示。 

黄豆芽中 6-BA 的添加回收率为 88.1 %~107% 

(n=6), 相对标准偏差(RSD)小于 13.4 %。可见, 此方

法适用于黄豆芽中 6-BA 的检测, 回收率和精密度都

满足检测要求。黄豆芽中添加 6-BA(20 μg/kg)的色谱

图如图 2所示。 

3.3.3  检出限与定量限 

进行样品添加实验 , 通过工作站计算添加回

收的最低浓度点的信噪比 , 以信噪比为 S/N=3 确

定方法的检出限  (LOD), 以 10倍信噪比对应浓度

作为定量限(LOQ)。将空白样品添加成浓度为检出

限的加标样品 , 按照方法处理后 , 经检测 S/N大于

3。  

3.4  实际样品的检测 

应用本研究所建立的方法, 针对 2015 年西藏自

治区山南地区乃东县上 5份黄豆芽进行抽样检测, 其

6-BA含量在 0.77 μg /kg 到 51.2 μg /kg之间。图 3为

某实际样品的 MRM图。 

 
表 2  6-BA 不同加标水平下的加标回收率及相对标准偏差(n=6) 

Table 2  Spiked recoveries and RSDs of 6-BA spiked in 3 levels (n=6) 

化合物 20 μg/kg 50 μg/kg 100 μg/kg 

 回收率(%) 相对标准偏差 回收率(%) 相对标准偏差 回收率(%) 相对标准偏差 

6-BA 88.1 9.5 91.3 13.4 107 1.4 

 

 

 
图 2  空白添加 20 μg/kg的 MRM色谱图 

Fig. 2  Multiple reaction monitoring (MRM) chromatograms of 6-BA in spiked 20 μg/kg sample 
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图 3  阳性样品 MRM图 

Fig. 3  Multiple reaction monitoring (MRM) chromatograms of 6-BA in sample 
 
 

4  结  论 

本研究建立的黄豆芽中 6-苄基腺嘌呤的超高效

液相色谱-串联质谱联用检测方法灵敏度高、重现性

好, 具有较高的回收率和精密度, 各项指标均满足分

析的要求。经过添加回收实验和实际样品检测, 此方

法的有效性得到进一步验证。6-苄基腺嘌呤在市售的

黄豆芽中依然存在, 应该引起相关监督部门的重视。 
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