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高效液相色谱-串联质谱法测定桑叶茶中 

1-脱氧野尻霉素的含量 

王建山, 宋  莉, 王一欣, 张  乾, 赵俊楠, 李  涛* 

(陕西省食品药品检验研究院, 西安  710065) 

摘  要: 目的  建立高效液相色谱-串联质谱法检测桑叶茶中 1-脱氧野尻霉素(1-deoxynojirimycin, 1-DNJ)含量

的分析方法。方法  样品经 70%(V/V)甲醇水超声提取, 用 Xbridge amide 柱(2.1 mm×100 mm, 3.5 µm)分离, 以

含 0.1%(V/V)甲酸溶液和乙腈作为流动相进行梯度洗脱, 采用大气压化学电离(atmosphere pressure chemical 

ionization, APCI)和多离子检测模式(multiple reaction monitoring, MRM)进行检测, 外标法定量。结果  目标物

在 0.01~0.2 mg/L 范围内线性相关系数大于 0.99; 1-脱氧野尻霉素的定量限为 5 mg/kg; 在 5~50 mg/kg 浓度范围

内加标回收实验, 平均回收率为 94.2%~98.7%, 相对标准偏差为 3.2%~4.7%。结论  该方法具有分析速度快、

操作简便等优点, 可用于桑叶茶中 1-脱氧野尻霉素的含量测定。 
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Determination of 1-deoxynojirimycin in mulberry leaf tea by high 
performance liquid chromatography-tandem  

mass spectrometry 

WANG Jian-Shan, SONG Li, WANG Yi-Xin, ZHANG Qian, ZHAO Jun-Nan, LI Tao* 

(Shaanxi Institute for Food and Drug, Xi'an 710065, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of 1-deoxynojirimycin (1-DNJ) in mulberry 

leaf tea by high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry. Methods  Samples were extracted 

with 70% (V/V) methanol solution. The liquid was performed on Xbridge amide column (2.1 mm×100 mm, 3.5 µm) 

with the gradient elution of 0.1% (V/V) formic acid aqueous solution and acetonitrile solution. The sample was 

detected by atmosphere pressure chemical ionization (APCI) using multiple reactions monitoring mode (MRM), and 

quantified by external standard method. Results  Within the range of 0.01–0.2 mg/L, the correlation of linear was 

above 0.99. The limit of quantitative of the method was 5 mg/kg. The average recoveries were 94.2%–98.7% and the 

relative standard deviations were 3.2%–4.7% in the concentration range of 5–50 mg/kg. Conclusion  This method is 

simple and rapid, which is suitable for the determination of 1-deoxynojirimycin in mulberry leaf tea. 

KEY WORDS: mulberry leaf tea; 1-deoxynojirimycin; high performance liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry 
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0  引  言 

桑叶为桑科植物桑的叶片, 具有较高的食用、药用价

值, 而在食品原料、药品领域, 通常选用的是桑叶的干燥

叶。桑叶具有疏散风热、清肺润燥、清肝明目的功效[1]。

桑叶具有众多的营养价值, 国内外许多专家学者在桑叶与

食品开发、桑叶与健康等方面已经进行大量的研究探索[2]。

桑叶茶是利用桑树嫩叶, 参考茶叶工艺加工而成, 以冲泡

为主要食用方式的茶叶制品[3]。桑叶茶是市面上最常见的

以桑叶为主要原料的代用茶, 受到越来越多人的欢迎。现

代 药 理 学 研 究 表 明 , 桑 叶 中 的 1- 脱 氧 野 尻 霉 素

(1-deoxynojirimycin, 1-DNJ)是桑叶中降血糖的主要活性成

分之一[4]。1-DNJ 化学名称为 3,4,5-三羟基-2-羟甲基四氢吡

啶, 属于强效 α-葡萄糖苷酶抑制剂, 具有降血糖、降血脂、

抗衰老和抗病毒等作用[57]。 

目前, 1-DNJ 的测定方法主要有紫外分光光度法[8]、柱

前衍生高效液相色谱-荧光光谱法[910]、高效液相色谱法-紫

外光谱法[11]和液质联用法[12]等。柱前衍生高效液相色谱-荧

光光谱法是目前检测 1-DNJ 的主要方法[9], 但是由于 1-DNJ

的极性较大, 在反相模式下保留很弱, 分离效果不理想, 无

法直接测定。所以对其进行衍生以改变其极性, 从而增强其

在反相模式下的保留。但这种方式需要衍生化处理, 过程相

对烦琐。采用强极性的固定相(如硅胶或衍生化硅胶), 结合

高比例的有机相(如乙腈)或者低比例的水相组成的流动相实

现对强极性化合物保留的目的, 在极性小分子的分离分析中

体现出了独特的优势[1314]。由于 1-DNJ 具有优良的生物活性, 

受到越来越多人的关注, 而通常桑叶茶中 1-DNJ 含量较低, 

因此需要建立一个快速灵敏检测桑叶茶中 1-DNJ 的方法。本

研究采用色谱和质谱联用法, 建立桑叶茶中 1-DNJ 含量直接

测定的方法, 以期便于对桑叶茶品质进行评价。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与试剂 

QTRAP™ 5500 LC/MS/MS 系统(美国 SCIEX 公司); 

KQ-500DE 型数控超声波清洗器(昆山市超声仪器有限公

司); LYNX4000 高速冷冻离心机(美国赛默飞世尔有限公

司); BS223S 型电子分析天平(德国塞多利斯公司); Synergy

型超纯水仪(美国密理博公司)。 

1-DNJ 标准品(纯度 96.8%)(加拿大 TRC 公司)。 

本研究所用的 10 批次桑叶茶购自陕西省西安市农贸

市场 ; 甲醇和乙腈(色谱级 , 赛默飞世尔科技有限公司); 

甲酸(色谱级, 西格玛奥德里奇有限公司); 去离子水由超

纯水仪制得, 为 GB/T 6682 规定的一级水。 

1.2  标准溶液的配制 

准确称取 1-DNJ 标准品适量, 用甲醇溶解并稀释成

100 mg/L 的标准储备液, 于–18 ℃避光保存, 备用。用甲醇

溶液稀释成浓度分别为 0.01、0.02、0.05、0.10 和 0.20 μg/mL

的标准工作溶液。 

1.3  样品前处理 

称取 0.3 g(精确至 0.001 g)已粉碎样品(过四号筛)于

150 mL 容量瓶, 加入 100 mL 70%甲醇溶液, 充分摇匀后, 

超声(功率 250 W, 频率 40 kHz)提取 40 min, 待样液冷却至

室温后用 70%甲醇溶液定容至刻度, 混匀, 过 0.22 μm 有

机相微孔滤膜, 供测定。 

1.4  仪器条件 

1.4.1  液相色谱条件 

沃特世 xbridge amide色谱柱(2.1 mm×100 mm, 3.5 μm), 

流动相: 0.1% (V/V)甲酸(A)-乙腈(B), 流速: 0.4 mL/min, 进

样体积: 2 μL, 柱温: 40 ℃。液相色谱梯度洗脱程序: 0~   

1.0 min, 85% B; 1.0~3.0 min, 85%~70% B; 3.0~8.5 min, 70% 

B; 8.5~8.6 min, 70%~85% B; 8.6~15 min, 85% B。 

1.4.2  质谱条件 

离子源 : 大气压力化学电离源 (atmosphere pressure 

chemical ionization, APCI)正离子模式; 离子源接口电压: 

5500 V; ESI 离子源参数: 气帘气: 30 psi; 源温度: 550 ℃; 

雾化气 : 55 psi。扫描模式 : 多反应监测模式 (multiple 

reactions monitoring, MRM)。 

2  结果与分析 

2.1  质谱条件优化 

分别比较了 ESI 源与 APCI 源下 1-DNJ 的响应强度

及信噪比, 发现在 2 种离子源下化合物的响应相近, 但

ESI 源下 1-DNJ 的基线比 APCI 源高了 2 个数量级, ESI

源下存在较强的基质效应, 这是由于 APCI 为大气压化学

电离源 , 其离子化机制是样品先形成雾 , 后电晕放电针

对其放电, 在高压电弧中, 样品被电离, 后去溶剂化形成

离子, 从而被检测。在此过程中, APCI 模式下参与离子化

竞争的离子少于 ESI 模式, 因此 APCI 模式的基质效应小

于 ESI 模式 [15]。因此选择 APCI 源作为电离源 , 取     

100 μg/L 的 1-DNJ 标准溶液通过针泵直接注入质谱, 在

正离子模式下对去簇电压、碰撞能量等质谱条件优化, 选

取响应最强的 4 对离子对作为监测离子对, 选取丰度最

强的子离子作为定量离子, 最终确定的质谱条件如表 1

所示, 其色谱图见图 1。 

2.2  色谱条件优化 

本 研 究 分 别 比 较 了 沃 特 世 Cortecs T3 色 谱 柱     

(2.1 mm×100 mm, 2.7 μm)和沃特世 Xbridge amide 色谱柱

(2.1 mm×100 mm, 3.5 μm)的分离效果, 2 种色谱柱上的保
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留如图 2 所示, 在 WatersCortecs T3 色谱柱上 1-DNJ 的保

留时间小于 1 min, 且峰拖尾 , 无法满足定量要求 ; 在

Xbridge amide 色谱柱上 1-DNJ 保留强, 峰形对称。这是因

为 1-DNJ 是一种多羟基天然糖醇结构的类似物, 极性强, 

适合于亲水作用色谱。因此本研究选择在沃特世 xbridge 

amide 色谱柱进行分离。 

分别以 0.1%甲酸-乙腈、0.1%甲酸-甲醇、0.05%氨水

-乙腈、水-乙腈、5 mmoL/L 甲酸铵-乙腈为流动相, 考察

不同色谱条件下 1-DNJ 的响应情况, 见图 3。从图 3 可看

出在 0.1%甲酸-乙腈作为流动相条件下, 1-DNJ 的响应最

佳 , 因此本研究最终选择的流动相条件为 0.1%甲酸-乙

腈。优化梯度洗脱条件, 最终确定的色谱条件如 1.4.1 所

示, 在此液相条件下 1-DNJ 标准品和样品的多反应监测

色谱图如图 4 所示。 

2.3  线性范围与标准曲线 

将配制的标准工作液按 1.4 的条件测定, 以进样质量

浓度为 X 轴、定量离子的响应值为 Y 轴绘制标准工作曲线, 

1-DNJ 的标准曲线方程为 Y=919.86933X37.65339, 相关系

数 r=0.9999。表明在 0.01~0.2 mg/L 范围内 1-DNJ 的标准曲

线线性关系良好, 相关系数大于 0.99, 符合定量要求。 

2.4  方法的灵敏度 

以所有离子对的信噪比均满足信噪比均大于 10 的最

低添加浓度作为定量限(limit of quantitation, LOQ)。在最低

添加浓度水平做加标回收实验, 在桑叶茶基质中 1-DNJ 的

定量限为 5 mg/kg。 

 

 
表 1  1-DNJ 保留时间及其质谱参数 

Table 1  Retention time and MS parameters of 1-DNJ 

组分名称 保留时间/min 离子对(m/z) 去簇电压/V 碰撞能量/eV 

1-脱氧野尻霉素 6.34 

164.1/145.8* 

80 

15 

164.1/127.9* 20 

164.1/110.0* 20 

164.1/68.9* 24 

注: 标注*的碎片为定量离子。 

 
 
 

 

 
注: A: APCI; B: ESI。 

图 1  不同离子源下 1-DNJ 的色谱图 

Fig.1  Chromatograms of 1-DNJ with different ion sources 
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注: A:xbridge amide; B: Cortecs T3 

图 2  不同色谱柱下 1-DNJ 的色谱图 

Fig.2  Chromatograms of 1-DNJ with different column 
 

 
 

图 3  不同流动相条件下的响应值对比 

Fig.3  Response contrast under different solutioncondition 
 

 
 

注: A: 标准品; B: 样品。 

图 4  1-DNJ 的色谱图 

Fig.4  Chromatogram of 1-DNJ 
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2.5  回收率及精密度实验 

采用标准加入法 , 在桑叶茶中分别添加 5、10、   

50 mg/kg 3 个不同浓度做加标回收实验, 各个浓度进行

6 个样品平行实验, 按照 1.3 的方法进行测定, 计算结果

见 表 2 。 可知 本 方 法 在空 白 基 质 中平 均 回 收率在

94.2%~98.7%之间 , 精密度在 3.2%~4.7%之间 , 符合含

量测定的要求。 

2.6  实际样品测定 

用本方法对来自市场上的 10 批次的桑叶茶进行测定, 

1-DNJ 的含量在 32~830 mg/kg 之间。从测定结果看出不同

桑叶茶间的含量差异较大, 由于受地域与环境温度的影响, 

不同地域与采收时间的桑叶中 1-DNJ 的含量差异大[16], 且

受制茶工艺的影响。 

3  结  论 

本研究采用亲水相互作用色谱结合大气压化学电离

源-串联质谱技术建立了桑叶茶中微量的 1-DNJ 含量的测

定方法, 本方法操作简单、检测速度快、专属性强和灵敏

度高, 可用于桑叶茶中 1-DNJ 的含量测定, 便于对桑叶茶

产品品质的控制和评价。 

 
表 2  回收率实验结果(n=6) 

Table 2  Results of recovery test(n=6) 

添加水平/(mg/kg) 
回收率/% 

平均回收率/% RSD/% 
1 2 3 4 5 6 

5 98.3 96.2 95.7 87.9 97.6 89.5 94.2 4.7 

10 95.8 97.2 90.9 90.9 99.8 97.6 95.4 3.9 

50 101.5 92.8 98.7 98.7 99.0 101.3 98.7 3.2 
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