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高效液相色谱-串联质谱法测定芝麻菜中萝卜硫素 

余  静 1, 吴  新 2, 冷桃花 2, 宫  衡 1, 葛  宇 1,2* 

(1. 华东理工大学生物工程学院, 上海  200237; 

2. 上海市质量监督检验技术研究院/国家食品检验检测中心, 上海  200233) 

摘  要: 目的  建立高效液相色谱-串联质谱法测定芝麻菜中萝卜硫素的分析方法。方法  芝麻菜样品加入一

定量 pH 6 磷酸缓冲溶液, 于 50 ℃水浴下振荡水解 2 h, 冷却至室温后经二氯甲烷萃取, 萃取液吹干后用乙腈复溶, 

以 0.1%甲酸水溶液-乙腈为流动相进行梯度洗脱, 经Zorbax SB C18色谱柱(100 mm×2.1 mm, 3.5 μm)进行分离, 采用

电喷雾正离子多反应监测(multiple response monitoring, MRM)模式检测, 外标法定量测定新鲜芝麻菜中萝卜硫素的

含量。结果  萝卜硫素在 10~500 ng/mL 质量浓度范围内线性关系良好(r2≥0.999), 检出限为 4.0 μg/kg, 定量限为

13.0 μg/kg, 在低、中、高 3 水平的加标回收率为 95.7%~104.0%, 相对标准偏差低于 1.000%。应用本研究建

立的方法对不同生长周期新鲜芝麻菜中萝卜硫素含量检测, 变化趋势与文献报道结果一致, 萝卜硫素在生长

过程中逐渐积累, 成熟前期达到最高, 到成熟后期由于植物衰老萝卜硫素含量存在下降趋势。结论  本方法满

足准确度、精密度及灵敏度等要求, 适用于新鲜芝麻菜中萝卜硫素的检测。 

关键词: 萝卜硫素; 芝麻菜; 高效液相色谱-串联质谱法 

Determination of sulforaphane in Eruca sativa Mill by high performance 
liquid chromatography-tandem mass spectrometry 

YU Jing1, WU Xin2, LENG Tao-Hua2, GONG Heng1, GE Yu1,2* 

(1. School of Biological Engineering, East China University of Science Technology, Shanghai 200237, China; 2. Shanghai 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of sulforaphane in Eruca sativa Mill by high 

performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry. Methods  The samples were added to pH 6 

phosphate buffer solution and hydrolyzed by shaking in 50 ℃ water bath for 2 h. After cooling to room temperature and 

extraction by dichloromethane, the extract was blown dry and re-solubilized with acetonitrile, separated on Zorbax SB C18 

column (100 mm×2.1 mm, 3.5 μm) using 0.1% formic acid aqueous solution and acetonitrile as mobile phase, glucoerucin 

in fresh Eruca sativa Mill was detected by electrospray positive ion and multiple response monitoring (MRM) mode, and 

quantified by external standard method. Results  The linear range of sulforaphane was 10‒500 ng/mL (r2≥0.999), the 

limit of detection was 4.0 μg/kg, and the limit of quantification was 13.0 μg/kg. The spiked recoveries ranged from 

95.7% to 104.0% at the low, medium and high levels, and the relative standard deviations were less than 1.0%. The 

method established in this study was applied to determine the content of sulforaphane in fresh Eruca sativa Mill of 

different growth cycles, and the change of trend were basically consistent with the literature reports. Sulforaphane 
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accumulated gradually accumulated during the growth and reached a maximum at the early maturity. However, the 

sulforaphane content had a decreasing trend at the late maturity due to plant senescence. Conclusion  This method 

meets the requirements of accuracy, precision and sensitivity, and can be used for the determination of sulforaphane 

in Eruca sativa Mill. 

KEY WORDS: sulforaphane; Eruca sativa Mill; high performance liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry 
 
 

0  引  言 

芝麻菜 (Eruca sativa Mill)是源于地中海营养丰富

的绿叶蔬菜之一, 主要因其辛辣的香气和味道而变得流

行[1–2]。芝麻菜可提供各种植物营养素, 如硫代葡萄糖苷、

酚类化合物和维生素 C 等[3], 已有研究报道在各种芝麻

菜组织中发现了相对较高浓度的芝麻菜苷 (glucoerucin, 

GER)和萝卜硫苷(glucoraphanin, GRA)[4‒5]。芝麻菜苷和萝

卜硫苷经植物内源性黑芥子酶(myrosinase enzyme)水解

可得到一类脂肪族异硫氰酸酯—芝麻菜素(erucin)和萝卜

硫素(sulforaphane, SFN, 别称莱菔硫烷)[6]; 芝麻菜素在

一定条件下也可以和萝卜硫素相互转化[7]。萝卜硫素是蔬

菜中天然抗癌效果最显著的植物活性物质之一, 可以通

过诱导Ⅱ期酶和抑制Ⅰ期酶来抑制或阻止肿瘤生长[8–10], 具

有很强的抗氧化活性[11–12]、抗炎抗菌性[13–14]和神经保护功

能[15–16]等。 

目前关于萝卜硫素的检测方法包括气相色谱-质谱

法 [17]、高效液相色谱法[18–19]、高效液相色谱-串联质谱法

等。由于萝卜硫素遇热不稳定, 气相色谱法检测容易导致

数据偏低; 高效液相色谱法则分离时间较长, 基质干扰太

大; 而高效液相色谱-串联质谱法因具有高灵敏度和特异

性等优点逐渐成为目前使用最为广泛的方法。有关萝卜硫

素的研究多集中在十字花科芸薹属(包括西兰花、花椰菜

等)植物[20–21], 蜂蜜、花粉中萝卜硫素的分析也有少量报

道 [22–23], 但几乎没有关于新鲜蔬菜中萝卜硫素直接测定

的研究。通常, 针对蔬菜中萝卜硫素的研究基本以冷冻干

燥或烘干后的蔬菜粉末为对象, 然而, 已有研究表明, 新

鲜西兰花中萝卜硫素的提取率要明显高于干燥西兰花[24], 

猜测可能与内源性黑芥子酶活性有关。研究表明, 蔬菜中

硫代葡萄糖苷的水解会受到 pH 和 Fe2+等因素影响, 形成

多种降解产物, 包括异硫氰酸酯、腈类等化合物[25], 往往

会造成萝卜硫素产量降低。我国农业农村部在 2020 年也发

布了 NY/T 3674—2020《油菜薹中莱菔硫烷含量的测定 液

相色谱串联质谱法》, 然而不同类型的样品其水解条件方

面均存在差异[26–28]。因此本研究选用新鲜芝麻菜, 通过优

化样品前处理方法, 建立新鲜芝麻菜中萝卜硫素的高效液

相色谱-串联质谱法, 为新鲜芝麻菜中萝卜硫素的定量检

测提供技术支撑。 

1  材料与方法 

1.1  材料、试剂与仪器 

新鲜芝麻菜由上海百蒂凯蔬果种植专业合作社提供

支持, 清洗匀浆处理置于–20 ℃保存。 

萝卜硫素 (CAS: 4478-93-7, 纯度≥98.0%, 加拿大

TRC 公司); 黑芥子硫苷酸钾(sinigrin, CAS: 3952-98-5, 纯

度≥95%, 德国 PhytoLab 公司); 磷酸氢二钾、磷酸、乙二

胺四乙酸(分析纯, 国药集团化学试剂有限公司); 二氯甲

烷[色谱纯, 西格玛奥德里奇(上海)贸易有限公司]; 乙腈

(色谱纯, 美国 Fisher 公司); 甲酸(色谱纯, 美国 ACS 色谱

试剂公司); 二硫苏糖醇、5%甘油(上海麦克林生化科技有

限公司); 实验用水均为超纯水。 

ACQUITY UPLC H-Class 三重四极杆串联质谱仪(美

国 Waters 公司); Vortex-Genie 2/2T 涡旋振荡器(美国 SI 公

司); FE20 实验室 pH 计、MSZO 204S 型电子天平(220 g/  

0.1 mg)(瑞士 Mettler Toleo 公司); JulaboSW22 恒温振荡水

浴摇床(德国 Julabo 公司); H24R1 高速冷冻离心机(长沙湘

智离心机仪器有限公司); N1-28 全自动氮吹浓缩仪(上海屹

尧仪器科技发展有限公司); SK5210HP 超声波清洗仪(上海

科导超声仪器有限公司); Zorbax SB C18 (100 mm×2.1 mm, 

3.5 μm, 美国安捷伦 Agilent 公司)。 

1.2  实验方法 

1.2.1  样品前处理 

取充分破碎的新鲜芝麻菜样品 2.5 g 左右, 置于 50 mL

离心管, 加入 pH 6 磷酸缓冲溶液 20 mL, 涡旋混匀, 50 ℃

恒温振荡水浴锅中水浴 2 h, 待冷却至室温后加入 20 mL

二氯甲烷萃取, 9000 r/min 条件下离心 5 min, 收集二氯甲

烷层, 重复萃取 2 次, 合并二氯甲烷层定容至 100 mL, 取

10 mL 萃取液于 45 ℃氮气条件下吹干, 加入 10 mL 乙腈复

溶, 经 0.22 μm 膜过滤, 供上机测定分析。 

1.2.2  仪器条件 

色谱柱: Zorbax SB C18 (100 mm×2.1 mm, 3.5 μm); 流动

相: A 0.1%甲酸水溶液, B 乙腈; 柱温: 30 ℃; 进样量: 5 μL; 

流速: 0.3 mL/min; 流动相梯度: 0~1 min, 95% A; 1~6 min, 

95%~20% A; 6~8 min, 20% A; 8~10 min, 20%~95% A。 

电喷雾离子源模式: 正离子模式; 毛细管电压: 2.00 kV; 
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锥孔电压: 20 kV; 脱溶剂气温度: 600 ℃; 脱溶剂气流速: 

1000 L/Hr; 碰撞气流速: 0.15 mL/min; 离子源温度: 150 ℃; 

萝卜硫素: 178/114(定性离子, 碰撞能 10 V)、178/72(定量离子, 

碰撞能 25 V); 萝卜硫素标准色谱图见图 1。 

1.2.3  黑芥子酶活性测定 

参考张蕾等[29]方法并加以改良。称取新鲜芝麻菜样品

150 mg, 加入 1 mL 含 1 mmol/L 乙二胺四乙酸、3 mmol/L 二

硫苏糖醇、5%甘油的 10 mmol/L pH 7.2 磷酸盐缓冲液, 离心取

上清液作为酶液。取3 mL含0.2 mmol/L黑芥子硫苷酸钾的33.3 

mmol/L pH 6.5 磷酸盐缓冲液, 加入 150 μL 酶液, 在 50 ℃条件

下反应 20 min, 冷却至室温后于 227 nm 处测量吸光度。 
 

 
 

图 1  萝卜硫素标准色谱图(50 μg/L) 

Fig.1  Standard chromatograms of sulforaphane (50 μg/L) 
 

1.2.4  数据处理 

应用 GraphPad Prism 9.0 进行数据统计分析。 

2  结果与分析 

2.1  前处理条件优化 

2.1.1  磷酸盐缓冲溶液 pH 对萝卜硫素提取量的影响 

BELL 等[30]研究表明, 萝卜硫苷在中性(pH 5~8)条件下, 

水解过程中间体糖苷配基会发生分子内重排反应, 生成产

物为萝卜硫素; 在酸性条件(pH 2~5), 并且 Fe2+和 ESP 蛋白

并存的条件下, 最终产物主要为腈类等化合物(图 2 左)。本

研究探讨了 pH 为 2、3、4、5、6、7、8、9、10 的磷酸盐

缓冲溶液对新鲜芝麻菜中萝卜硫素提取量的影响。实验结果

表明, 随着磷酸盐缓冲溶液 pH 由强酸性到中性, 新鲜芝麻

菜中萝卜硫素的含量逐渐升高, 至 pH 6 的弱酸性环境时达

到最高, 而随着 pH 继续增大, 此时的环境已经不适宜萝卜

硫素的水解生成, 萝卜硫素的提取量则逐渐下降(图 2 右)。

因此本研究选择 pH 6 的磷酸缓冲溶液为提取溶剂。 

2.1.2  水解温度对萝卜硫素提取量的影响 

考虑到萝卜硫素的提取与内源性黑芥子酶的活性相

关, 而内源性黑芥子酶的活性与温度相关。本研究首先探

讨了水解温度为 30、40、50、60、70 ℃时新鲜芝麻菜中黑

芥子酶活性变化。如图 3 所示, 在水解温度为 50 ℃时, 黑

芥子酶活性达到最强。随后, 研究比较了相同温度梯度变

化对新鲜芝麻菜中萝卜硫素提取量的影响。实验结果表明, 

萝卜硫素提取量也在 50 ℃达到最高, 与内源性黑芥子酶

活性呈现正相关关系(图 3), 且结果与文献[31]报道一致。

内源黑芥子酶随着温度的升高, 活性逐渐增大, 导致萝卜 

 

 
 
 

注: 表硫特异性蛋白(epithiospecifier protein, ESP); 硫氰酸盐形成蛋白(thiocyanate forming protein, TFP); 表硫特异性改性剂

(epithiospecifier modifier, ESM); 腈特异性蛋白(nitrile specifier protein, NSP)。 

图 2  萝卜硫苷水解过程(左)及 pH 对新鲜芝麻菜中萝卜硫素提取量的影响(右)(n=3) 

Fig.2  Hydrolysis process of glucoraphanin (left) and effects of pH on extraction of sulforaphane in fresh Eruca sativa Mill (right) (n=3) 
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硫苷水解加剧, 进而促使萝卜硫素含量逐渐上升; 当温度

大于 50 ℃后, 新鲜芝麻菜内黑芥子酶活性逐渐降低亦或

是在高温下被灭活, 萝卜硫苷水解进一步得到缓解, 萝卜

硫素含量也相应大幅度下降, 因此本研究选择 50 ℃为最

佳水解温度。 

 

 
 

图 3  水解温度对新鲜芝麻菜中萝卜硫素提取量及黑芥子酶活性

的影响(n=3) 

Fig.3  Effects of hydrolysis temperatures on extraction of 
sulforaphane and the activities of myrosinase enzyme in fresh Eruca  

sativa Mill (n=3) 
 

2.1.3  水解时间对萝卜硫素提取量的影响 

鉴于萝卜硫苷在黑芥子酶作用下水解过程需要一定

的时间, 因此恒温条件下水解时间对萝卜硫素的提取量也

有一定的影响。本研究比较了水解时间为 0.5、1.0、2.0、

4.0、6.0、8.0、10.0、12.0 h 时新鲜芝麻菜中萝卜硫素的提

取量。结果显示, 随着水解时间的增加, 萝卜硫素提取量

逐渐增大, 至 2.0 h 时达到最大。之后, 随着水解时间的持

续增加, 萝卜硫素含量略微下降, 最终趋于平稳(图 4)。这

可能是由于水解产生的萝卜硫素长期在水溶液中不稳定, 

发生降解导致其含量降低[32]。因此本研究选择 2.0 h 为最

佳水解时间。 
 

 
 

图 4  水解时间对新鲜芝麻菜中萝卜硫素提取量的影响(n=3) 

Fig.4  Effects of hydrolysis times on extraction of sulforaphane in 
fresh Eruca sativa Mill (n=3) 

2.1.4  萃取次数对萝卜硫素提取量的影响 

萃取次数对萃取效率存在一定的影响, 本研究比较

了不同萃取次数对新鲜芝麻菜中萝卜硫素提取量的影响。

结果表明, 萝卜硫素提取量随萃取次数的增加而提高, 至

萃取 3 次后趋于平缓, 持续增加萃取次数, 萝卜硫素提取

量几乎没有增加, 说明萃取 3 次已达到萝卜硫素最大提取

量(图 5)。综合考虑萃取效率、能耗等因素, 本研究最终选

择重复萃取 3 次为最佳提取次数。 

 

 
 

图 5  萃取次数对新鲜芝麻菜中萝卜硫素提取量的影响(n=3) 

Fig.5  Effects of extraction times on extraction of sulforaphane in 
fresh Eruca sativa Mill (n=3) 

 

2.2  线性范围、检出限和加标回收率 

配制质量浓度为 10~500 ng/mL 的系列标准溶液, 在优

化的条件下考察方法的线性范围, 萝卜硫素在 10~500 ng/mL

浓 度 范 围 内 线 性 关 系 良 好 (r2 ≥ 0.999), 线 性 方 程 为

Y=74.6251X+55.7259。在取样量为 2.5 g、定容体积为 100 mL

下, 以 3倍基线噪声比测定新鲜芝麻菜样品中萝卜硫素的检

出限为 4.0 μg/kg、定量限为 13.0 μg/kg。 

依据实验时间段新鲜芝麻菜样品平均本底值 100 μg/g, 

分别向同一批次的芝麻菜样品中分别加入 50、100、200 μg/g 

3 个不同水平的萝卜硫素标准溶液, 各平行处理 3 个样品, 

新鲜芝麻菜中萝卜硫素加标回收率结果如表 1, 在 50、

100、200 μg/g 添加水平下的加标回收率为 95.7%~104.0%, 

相对标准偏差 (relative standard deviations, RSDs)低于

1.000%, 满足检测的要求。 

2.3  实际样品测定 

应用本方法对夏季不同生长周期的芝麻菜中萝卜硫

素含量进行分析, 选用播种出苗第 5、12、19 及 27 d 4 个

生长时间段进行采样, 其萝卜硫素的含量如表 2 所示。随

着芝麻菜的不断生长, 萝卜硫素的含量逐渐升高, 至出苗

第 19 d 达到最高, 相比于出苗第 5 d 萝卜硫素含量提升将

近 6 倍, 随着生长叶片的快速增大, 萝卜硫素的含量开始
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呈下降趋势, 与文献报道基本一致[5,33], 均在植物成熟期

含量有所降低, 符合植物生长趋势。 
 
 

表 1  加标回收率实验结果(n=3) 
Table 1  Results of standard addition recoveries  

experiment (n=3) 

本底值/(μg/g) 加入量/(μg/g) 回收率/% 平均回收率/% RSDs/%

100 

50 

104 

104.0 0.458103 

104 

100 

95.2 

95.7 0.55095.7 

96.3 

200 

98.2 

97.3 0.89796.5 

97.2 

 
表 2  新鲜芝麻菜不同生长周期萝卜硫素含量变化(n=3) 

Table 2  Changes of sulforaphane content in fresh Eruca sativa 
Mill at different growth cycles (n=3) 

 出苗第 5 d 出苗第 12 d 出苗第 19 d 出苗第 27 d

萝卜硫素 
/(μg/g) 

13.6 18.7 77.3 54.3 

13.3 21.5 76.4 54.8 

13.6 20.4 78.9 57.8 

RSDs/% 1.28 6.98 1.63 3.40 

 

3  结论与讨论 

本研究建立了新鲜芝麻菜中萝卜硫素的高效液相色

谱-串联质谱法, 主要针对新鲜芝麻菜前处理水解条件进

行了优化, 确定 pH 6 磷酸缓冲溶液为水解体系, 于 50 ℃

水浴下振荡水解 2 h, 经二氯甲烷萃取 3 次后, 此时萝卜硫

素萃取效果最好。同时以 0.1%甲酸水溶液-乙腈为流动相, 

经 C18 色谱柱(100 mm×2.1 mm, 3.5 μm)进行分离, 萝卜硫

素在 10~500 ng/mL 浓度范围内线性关系良好, 在 50、100、

200 μg/g 添加水平的加标回收率为 95.7%~104.0%, 相对标

准偏差低于 1.0%。应用本方法对不同生长周期的新鲜芝麻

菜中萝卜硫素进行测定分析, 其含量及变化趋势与文献报

道基本一致。本方法样品前处理提取效率高且稳定, 重复

性及回收率好, 适用于新鲜芝麻菜中萝卜硫素的定性定量

分析。 
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