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同位素内标-超高效液相色谱-串联质谱法测定水

产制品中 9 种甜菊糖苷类甜味剂 

倪鲁波 1, 高卓瑶 2*, 吴  俣 1, 戴意飞 1, 蒋玲波 1, 江  海 2, 吴  琼 2 
(1. 舟山市食品药品检验检测研究院, 舟山  316000; 2. 杭州市食品药品检验科学研究院, 杭州  310017) 

摘  要: 目的  采用同位素内标法结合高效液相色谱-串联质谱法测定水产制品中 9 种甜菊糖苷类甜味剂的方

法。方法  样品经甲醇水溶液(1:1, V:V)提取, CSH C18 色谱柱分离, 梯度洗脱。使用电喷雾负离子模式, 以多

反应监测模式采集, 内标法定量。结果  9 种甜菊糖苷类甜味剂在 0.1~100.0 ng/mL 范围内线性关系良好, 检

出限为 2.0 µg/kg, 定量限为 5.0 µg/kg。低、中、高 3 个浓度加标回收试验, 回收率为 90.16%~103.69%, 相对

标准偏差为 2.24%~6.38%。采用该方法对水产制品进行分析, 检出率为 12%。结论  该方法简便高效, 具有

较高的准确度和灵敏度, 适用于水产制品中 9 种甜菊糖苷类甜味剂的测定。 

关键词: 内标法; 水产制品; 甜菊糖苷; 高效液相色谱-串联质谱法 

Determination of 9 kinds of stevioside compounds in aquatic products by 
ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry with 

isotope internal standard 

NI Lu-Bo1, GAO Zhuo-Yao2*, WU Yu1, DAI Yi-Fei1, JIANG Ling-Bo1, JIANG Hai2, WU Qiong2 
(1. Zhoushan Institute of Food and Drug Inspection and Testing, Zhoushan 316000, China;  

2. Hangzhou Institute for Food and Drug Control, Hangzhou 310017, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of 9 kinds of stevioside compounds in aquatic 

products by ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry with isotope internal standard. 

Methods  The sample was extracted with methanol aqueous solution (1:1, V:V), separated on a CSH C18 

chromatographic column, and eluted with a gradient. The sample was analyzed in multiple reaction monitoring mode 

using electrospray negative ionization mode and quantified by internal standard method. Results  The 9 kinds of 

stevioside compounds showed good linear relationships in the range of 0.1–100.0 ng/mL. The limits of detection were 

2.0 µg/kg, and the limits of quantitation were 5.0 µg/kg. The spiked recoveries of the method at low, medium and 
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high spiked levels showed that the recoveries were in the range of 90.16%–103.69% with the relative standard 

deviations of 2.24%–6.38%. The method was used to analyze aquatic products, with a detection rate of 12%. 

Conclusion  The method is simple, efficient, and highly accurate and sensitive, making it suitable for the 

determination of 9 kinds of stevioside compounds in aquatic products. 
KEY WORDS: internal standard method; aquatic products; stevioside compounds; ultra performance liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry 
 
 

0  引  言 

甜菊糖苷是一种从菊科植物甜叶菊叶片中提取的天

然非糖类甜味剂, 因低热量、高甜度而广泛应用于食品工

业[1–3]。在水产加工领域, 甜菊糖苷能够有效调节水分保

持能力[4], 抑制微生物生长[5], 延缓蛋白质变性和脂肪氧

化[6–7], 从而显著延长水产制品的货架期[8–10]。然而, 根据

GB 2760—2024《食品安全国家标准 食品添加剂使用标

准》, 甜菊糖苷虽被允许在部分食品类别中限量使用, 但
尚未明确涵盖水产制品。这导致市售产品质量参差不齐, 
若添加量或使用范围失控, 可能引发消费者摄入过量风

险。因此, 建立科学有效的甜菊糖苷检测体系, 对保障水

产行业规范发展至关重要。 
现行有效的甜菊糖苷检测标准 GB 1886.355—2022《食

品安全国家标准 食品添加剂 甜菊糖苷》和 SN/T 3854—2014
《出口食品中天然甜味剂甜菊糖苷、甜菊双糖苷、甘草酸、

甘草次酸的测定 高效液相色谱法》, 存在基质类别覆盖不

全、甜菊糖苷种类不齐等问题[11]。现有文献报道的检测方

法以液相色谱法[12–16]、液相色谱-串联质谱法[17–22]和薄层

色谱分析法[23]为主。其中, 薄层色谱法因前处理复杂、衍生

化步骤烦琐且检测误差较大, 在实际应用中受限; 液相色谱

法对复杂基质的分离效果不理想, 容易出现假阳性或假阴

性结果; 而液相色谱-串联质谱法虽灵敏度较高, 但现有研

究多采用外标法, 且样本集中在甜叶菊[24–26]、白酒[27–28]、

饮料[29–30]等简单基质, 当应用于水产制品等复杂基质时, 
普遍存在回收率偏低、目标峰与杂质峰重叠等现象, 一定

程度上影响检测结果的准确性和可靠性。 
鉴于此, 本研究针对基质较为复杂的水产制品, 采用超

高效液相色谱-串联质谱仪, 同位素内标定量, 建立了一种能

够同时测定水产制品中 9 种甜菊糖苷类化合物的分析方法。该

方法操作简便, 定性结果准确, 旨在为甜菊糖苷在水产行业中

的应用提供科学依据, 并为相关质量控制和监管工作提供技术

支持, 以确保甜菊糖苷在水产品加工中的安全性和有效性。 

1  材料与方法 

1.1  试剂与材料 

甲醇、乙腈、乙酸铵(色谱纯, 德国 Merck 公司); 实

验室用水为超纯水; 9 种甜菊糖苷类甜味剂标准品、同位素

内标 U-13C 甜菊糖苷(纯度均大于 98%, 上海安谱有限公

司), 具体信息见表 1。 
水产制品均购自舟山市各大农贸市场、超市。 

 
表 1  9 种甜菊糖苷类化合物和同位素内标的基本信息 

Table 1  Basic information of 9 kinds of stevioside compounds 
and isotopic internal standards 

化合物 英文名称 缩写 CAS 号 

甜菊糖苷 stevioside St 57817-89-7

杜克苷 A dulcoside A DA 64432-06-0

甜茶苷 rubusoside RS 64849-39-4

甜菊双糖苷 steviolbioside SB 41093-60-1

瑞鲍迪苷 A rebaudioside A Reb A 58543-16-1

瑞鲍迪苷 B rebaudioside B Reb B 58543-17-2

瑞鲍迪苷 C rebaudioside C Reb C 63550-99-2

瑞鲍迪苷 D rebaudioside D Reb D 63279-13-0

瑞鲍迪苷 F rebaudioside F Reb F 438045-89-7

U-13C甜菊糖苷 [U-13C]-stevioside [U-13C]-St / 

注: /表示没有相关信息。 
 

1.2  仪器与设备 

Waters Xevo TQ-XS 超高效液相色谱-三重四极杆串

联质谱仪、ACQUITY UPLC CSH C18 (2.1 mm×100 mm, 
1.7 μm)、XBridge Amide (2.1 mm×100 mm, 3.5 μm)(美国沃特

世公司 ); AVANTIJ-E 大容量高速冷冻离心机 ( 美国

BEAKMAN 公司); CPA225D 型精密分析天平(精度 0.01 mg, 
德国赛多利斯科学仪器有限公司); Multi Reax 多孔位旋涡

振荡器(德国海道尔夫公司); Milli-Q 超纯水仪(美国密理博

公司)。 

1.3  标准溶液的配制 

混合标准工作液: 分别称取 9 种甜菊糖苷类甜味剂标

准品约 1 mg(精确至 0.01 mg)于 100 mL 容量瓶中, 用甲醇

溶解, 稀释至刻度, 配制成质量浓度为 10 μg/mL 的混合标

准工作液, –20 ℃条件下避光保存, 有效期为 3 个月。 
[U-13C]-St 内标储备液: 称取 5 mg(精确至 0.01 mg)同

位素内标[U-13C]-St 于 100 mL 容量瓶中, 用甲醇溶解, 稀
释至刻度, 配制成质量浓度为 50 μg/mL 的内标储备液, 
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–20 ℃条件下避光保存, 有效期为 3 个月。 
[U-13C]-St 内标工作液: 准确吸取 1 mL 内标工作液于

100 mL 容量瓶, 用甲醇稀释定容至刻度, 配制成质量浓度

为 500 ng/mL 的内标工作液, –20 ℃条件下避光保存, 有效

期为 1 个月。 

1.4  样品前处理 

称取试样 5.00 g(精确至 0.01 g)于 50 mL 离心管中, 加
入[U-13C]-St 内标工作液(500 ng/mL) 500 μL, 涡旋 30 s, 加
入 25 mL 甲醇水溶液(1:1, V:V), 振荡 5 min 混匀后, 以
5000 r/min 的转速离心 5 min, 取上清液过 0.22 μm 有机相

滤膜, 待测。 

1.5  试验条件 

1.5.1  色谱条件  
色谱柱: ACQUITY UPLC CSH C18 (2.1 mm×100 mm, 

1.7 μm); 柱温: 35 ℃; 流速: 0.3 mL/min; 进样量: 2 μL; 流
动相: A 为甲醇, B 为 5 mmol/L 乙酸铵溶液, 具体的梯度洗

脱程序, 如表 2 所示。 
 

表 2  流动相洗脱程序 
Table 2  Procedure of mobile phase elution  

时间/min 流动相 A 比例/% 流动相 B 比例/% 

0~0.5 5 95 

0.5~3.0 45 55 

3.0~4.0 85 15 

4.0~7.0 88 12 

7.0~8.0 5 95 
 

1.5.2  质谱条件 
离子源为电喷雾电离; 扫描方式为负离子扫描; 采集

模式为多反应监测。离子源温度 250 ℃, 锥孔电压 25 kPa, 
碰撞气电压 20 kPa。9 种甜菊糖苷类甜味剂的具体质谱参

数, 如表 3 所示。 

1.6  数据处理 

本研究所有实验数据采用 Masslynx 4.2 软件进行定性

定量分析, Qrigin 8.0 和 Microsoft Excel 2016 软件进行绘图

计算。 

2  结果与分析 

2.1  提取溶剂的选择 

甜菊糖苷类甜味剂为强极性化合物, 易溶于亲水有

机溶剂。本研究采用空白样品加标法, 比较了甲醇、乙腈、

甲醇-水(1:1, V:V)和乙腈-水(1:1, V:V) 4 种溶剂的提取效果, 
其他前处理步骤一致, 结果如图 1 所示。4 种溶剂的提取

率均高于 60%, 其中甲醇-水(1:1, V:V)的提取效果较高。因

此, 选用甲醇-水(1:1, V:V)作为水产制品中甜菊糖苷类甜

味剂的提取溶剂。 
 

表 3  9 种甜菊糖苷类甜味剂的质谱参数 
Table 3  Mass spectrometric parameters of 9 kinds of  

stevioside compounds 

化合物 母离子 子离子
去簇 

电压/V 
碰撞 

能量/V 
保留 

时间/min

RS 641.4 
112.9* 25 48 

5.90 
317.2 25 25 

SB 641.5 
479.3* 32 45 

5.90 
317.2 32 40 

DA 787.4 
497.3 30 56 

5.73 
625.3* 30 25 

Reb B 803.3 
413.2* 15 55 

5.61 
479.2 15 45 

St 803.4 
479.3 36 56 

5.61 
641.3* 36 31 

Reb F 935.4 
641.5* 65 54 

5.68 
773.4 65 25 

Reb C 949.4 
625.3* 30 60 

5.72 
787.4 30 35 

Reb A 965.4 
641.4 35 56 

5.60 
803.4* 35 30 

Reb D 1127.5 
641.3 120 60 

5.25 
803.4* 120 50 

[U-13C]-St 841.4 673.6 40 31 5.60 

注: *为定量离子。 
 

 
 

图 1  不同提取试剂的提取效果对比 
Fig.1  Comparison of extraction effects of  

different extraction reagents 
 

2.2  色谱柱的选择 

甜菊糖苷因侧链携带多个葡萄糖残基而呈强极性。为

此, 实验同步评估了 ACQUITY UPLC CSH C18 (2.1 mm× 
100 mm, 1.7 μm)与 XBridge Amide (2.1 mm×100 mm, 3.5 μm)
的保留行为与质谱响应差异。在统一梯度及相同质谱条件
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下, 两柱均可分离 9种目标物。然而, ACQUITY UPLC CSH 
C18 提供的质子化效率显著优于 Xbridge Amide 柱, 平均峰

面积提升 1.8~2.4 倍, 信噪比(S/N)提高约 15%。综合考虑

灵敏度与分离度, 最终选定 ACQUITY UPLC CSH C18 作

为分析柱, 其总离子流图见图 2。 
 

 
 

注: 通道 A. RS、St、[U-13C]-St、Reb C; 通道 B. SB、Reb A、

Reb D; 通道 C. DA、Reb B、Reb F。 
图 2  9 种甜菊糖苷类化合物和同位素内标总离子流图 

Fig.2  Total ion chromatogram of 9 kinds of stevioside compounds 
and isotopic internal standard 

 

2.3  流动相的选择 

水产制品中富含蛋白质、磷脂、脂溶性色素等化合物, 易
对甜菊糖苷检测造成基质干扰, 为进一步提高方法的灵敏度

和准确度, 本研究以 ACQUITY UPLC CSH C18 (2.1 mm× 
100 mm, 1.7 μm)为固定相, 系统考察了甲醇-5 mmol/L 乙

酸铵溶液和甲醇-0.1%甲酸水溶液两种流动相对目标物保留

行为与峰形的影响。结果显示, 前者峰形尖锐, 且基质峰分离

更佳; 后者峰展宽明显, 因此确定流动相为甲醇-5 mmol/L 乙

酸铵溶液。 

2.4  线性关系、检出限和定量限 

根据仪器灵敏度和样品实测值, 配制 0.1、0.5、1.0、
5.0、10.0、50.0、100.0 ng/mL 甜菊糖苷类甜味剂系列标准

工作液, 按 1.5 所述仪器条件进行测定。以目标化合物的

定量离子峰面积与内标峰面积之比为纵坐标(Y), 相应的质

量浓度之比为横坐标(X, ng/mL), 得出 9种甜菊糖苷类甜味

剂的线性回归方程和相关系数, 结果见表 4。该方法的线

性关系良好, 相关系数为 0.9957~0.9998。以 3 倍信噪比确

定检出限, 10 倍信噪比确定定量限, 得到 9 种甜菊糖苷类

甜味剂的检出限为 2.0 µg/kg, 定量限为 5.0 µg/kg。 

2.5  方法的精密度和回收率 

按优化后的实验条件, 对空白样品进行 9 种甜菊糖苷

类甜味剂的加标实验, 加标量分别为各目标化合物的 1 倍

定量限(5.0 µg/kg)、3 倍定量限(15.0 µg/kg)和 10 倍定量限

(50.0 µg/kg), 每个加标水平设置 6 个平行, 计算回收率和

相对标准偏差(relative standard deviation, RSD)。结果表明, 
9种甜菊糖苷类甜味剂的平均回收率在 90.16%~103.69%之

间, RSDs在 2.24%~6.38%范围内, 具体结果见表 5, 该方法

准确度和精密度满足水产制品中甜菊糖苷类甜味剂分析测

定的要求。 

2.6  实际样品的测定 

采用本研究建立的方法, 对市面 50 批次水产制品进

行验证分析, 检出率 12%。其中, 甜菊糖苷与甜菊双糖苷

为 主 要 检 出 组 分 , 含 量 分 别 达 1.06~5.04 mg/kg 和

0.28~0.45 mg/kg, 显著高于其他目标物, 进一步证实了方

法的准确性与适用性。 

2.7  与现有方法进行对比 

本研究采用空白基质加标实验, 以前处理耗时、检出

限、定量限以及回收率为评价指标, 系统比较了本方法与

SN/T 3854—2014 及钟永生等[20]方法, 如表 6 所示。结果

表明, 本方法在灵敏度与效率方面均明显优于对照方法, 
检出限、定量限均低于比对方法, 前处理单次操作时间缩

短至 10 min, 回收率远高于其他方法。此外, 本研究方法

可同步检测 9 种甜菊糖苷类甜味剂, 覆盖范围全面。综上, 
该方法可满足水产制品中多种甜菊糖苷类甜味剂高通量、

高灵敏、准确测定的分析需求。 
 

表 4  9 种甜菊糖苷类甜味剂的线性范围、检出限和定量限 
Table 4  Linearity ranges, limits of detection and limits of quantitation of 9 kinds of stevioside compounds 

化合物 线性范围/(ng/mL) 线性回归方程 相关系数(r) 检出限/(µg/kg) 定量限/(µg/kg)

RS 0.1~100.0 Y=10517.5X+1114.64 0.9998 2.0 5.0 

SB 0.1~100.0 Y=3209.87X–591.074 0.9977 2.0 5.0 

DA 0.1~100.0 Y=8566.1X+316.451 0.9992 2.0 5.0 

Reb B 0.1~100.0 Y=522.286X+179.869 0.9957 2.0 5.0 

St 0.1~100.0 Y=16075.1X–1992.94 0.9980 2.0 5.0 

Reb F 0.1~100.0 Y=4910.4X+130.943 0.9991 2.0 5.0 

Reb C 0.1~100.0 Y=5479.18X+273.637 0.9994 2.0 5.0 

Reb A 0.1~100.0 Y=4401.66X+151.285 0.9995 2.0 5.0 

Reb D 0.1~100.0 Y=3306.25X–659.199 0.9983 2.0 5.0 
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表 5  水产制品中 9 种甜菊糖苷类甜味剂的平均回收率及 
RSDs (n=6) 

Table 5  Average recoveries and RSDs of 9 kinds of stevioside 
compounds in aquatic products (n=6) 

化合物 加标浓度/ 
(µg/kg) 

平均回收率/% RSDs/% 

RS 
5.0 90.18 4.63 

15.0 92.15 4.35 
50.0 97.43 3.85 

SB 
5.0 91.45 4.26 

15.0 102.14 3.34 
50.0 93.22 3.80 

DA 
5.0 101.14 4.38 

15.0 102.39 2.44 
50.0 96.35 4.31 

Reb B 
5.0 90.16 5.22 

15.0 93.04 4.31 
50.0 98.27 4.90 

St 
5.0 95.43 5.46 

15.0 96.54 4.81 
50.0 102.10 4.38 

Reb F 
5.0 94.65 5.57 

15.0 102.10 2.54 
50.0 95.33 3.59 

Reb C 
5.0 95.35 5.43 

15.0 103.66 4.24 
50.0 94.50 3.81 

Reb A 
5.0 103.69 3.94 

15.0 101.20 5.35 
50.0 93.87 5.84 

Reb D 
5.0 90.58 6.38 

15.0 93.29 2.24 
50.0 94.87 3.66 

 
表 6  与现有方法对比结果 

Table 6  Comparison results with existing methods 

考察参数 本方法 SN/T 3854—2014 
钟永生等[20]

所建方法 
前处理时间/ 

min 
10 60 50 

目标物种类 9 2 3 
检出限
/(µg/kg) 

2.0 / 8 

定量限 5.0 µg/kg 20 mg/kg 24 µg/kg 

回收率/% 96.8 79.5 85.2 

注: /表示文献中未提及, 缺少相关参数。 
 

3  结  论 

本研究创新性地建立了水产制品中 9 种甜菊糖苷类

甜味剂的同时检测方法, 基于超高效液相色谱-串联质谱

仪, 实现了三重突破: 首先, 首次引入同位素内标法定量, 

显著提升检测准确性; 其次, 覆盖目前最全面的甜菊糖苷

检测种类; 最后, 通过系统优化提取条件, 建立了一步提

取法, 前处理时间缩短至 10 min。方法学验证表明, 本方

法在灵敏度、回收率等关键指标上均优于现有标准。该方

法方法简便、精准、高通量, 适用于我国水产制品中甜菊

糖苷的大规模筛查需求, 为食品安全监管和风险评估提供

了可靠的技术支持。 
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