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应用优势

■

■

■

利用ionKey/MS™和离子淌度碰撞截面

(CCS)的选择性增强电离/传输效率，

为复杂的食品类商品中的甜菊苷异

构体分析提供更高的灵敏度。

使用离子淌度可以分离色谱共洗脱

的同分异构物质。

明确鉴定甜菊苷异构体，验证食品中

甜菊苷的来源(即，天然、合成、

半合成)以及制造工艺。

简介

是一种原产于南美洲的菊科常青灌木。由于其叶片中富含具有食

用价值的天然甜味剂，甜菊具有重要的经济价值。它又被称为“巴拉圭

甜草”。目前，北美洲、南美洲、亚洲和一些欧洲国家已将甜菊植株或

提取物用作甜味剂。食品添加剂联合专家委员会(JECFA)建立了一系列

关于甜菊糖苷的规定，要求七种化学定义的甜菊糖苷必须达到95%以上

的纯度1。

对食品中的甜菊糖苷进行全面的残留分析是一项颇为棘手的任务，因

为此类分析需要利用通用提取步骤检测复杂食品类商品中的低浓度甜

菊糖苷异构体，其本身具有一定的局限性。该分析存在两方面的挑战，

一是样品中的甜菊糖苷含量可能很低，因为它们可能会与其它甜味剂

或糖类共同使用。此外，如果样品中的一种或两种糖苷(如莱苞迪甙A)

的浓度极高，则进行低浓度检测将非常困难。化合物的异构体可能具

有不同的化学性质 — 它们可能风味各异，吸收、分布、代谢特性、

去除方法和毒性也不尽相同。因此，我们有必要了解能够决定食品风味

的物质组成。我们可采用一种具有高选择性和高灵敏度的初步筛选方法

进行定性分析，除此之外还需要进行大量的检测工作以测定甜味剂的

纯度，因为纯度也会影响风味2-4。

高分辨率质谱(HRMS)全扫描具有高度特异性，理论上其可检测的化合物

数量没有限制。飞行时间(Tof)质谱技术的不断发展使得分析能够达到

更高的灵敏度、分辨率和质量精度(尤其是亚2 ppm)。Tof MS通常与保留

时间偏差、同位素匹配、碎片离子/比率及响应阈值结合使用，用于减

少筛查分析中的假阳性和假阴性检测结果。

使用ionKey/离子淌度质谱筛查和分析食品中的天然甜味剂甜菊糖苷
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质谱技术的发展已大大提高了全谱图分析的灵敏度，但

进一步提高其灵敏度将能够改善质谱数据的质量。这一

点对于保证母离子和碎片离子信息的准确性非常重要，

还可确保低分析物浓度水平下的质量精度。尽管MS分析

已有如此大的进步，但要快速且高效地鉴定样品中的目

标异构化合物仍然极具挑战性(尤其是当样品中含有大量

的共提取基质组分时)。已有文献介绍过使用ionKey/MS可

提升分析的灵敏度，并且具有其它优势5，包括可稀释样

品以降低基质抑制效应，从而提高可获得的总体分析物

信噪比值。

本应用纪要介绍了碰撞截面(CCS)测量与其它MS新技术联

用能够为复杂混合物分析带来的选择性优势。本研究结

合了高分辨率质谱与基于离子淌度的高效测量和分离方

法。离子淌度是一项快速的正交气相分离技术，能在LC

时间范围内获得另一个维度的分离。根据化合物的大小、

形状和电荷，可以对化合物进行区分。

CCS值CCS值是离子理化性质中的一个稳定而且精确的数值。

它是区分每种化合物的化学结构和三维构象差异的一个重

要特性6。使用基于氮气的行波碰撞截面(TWCCSN2)测量方法

可提高非靶向筛查的特异性。之前得到的TWCCSN2测量结果已

录入UNIFI科学数据库。因此我们可利用TWCCSN2的预期值和

测定值筛查并确认甜菊糖苷的存在。本文介绍了一种采用

ionKey/MS和离子淌度质谱(IM-MS)筛查食品中的甜菊糖苷的独

特方法，该方法利用了这两项技术明显展现了特异性和灵

敏度的优势。目标甜菊醇和甜菊糖苷的结构如图1所示。
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图1. 本研究中使用的甜菊醇和甜菊糖苷的结构。

一种筛查和分析食品中的天然甜味剂甜菊糖苷的新型策略

[ 应用纪要 ]
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实验

LC条件

LC系统：  ACQUITY UPLC M-Class

流动相A：  100%水(含0.1%甲酸) 

流动相B：  100%乙腈(含0.1%甲酸)

 

梯度：    

 时间  
 (min) 流速  %A %B 

 0.00 2 99.0 1.0  

 1.00 2 99.0 1.0  

 3.00 2 90.0   10.0  

 5.00 2 70.0  30.0  

 13 .00  2 1.0 99.0 

 15.00 2 1.0 99.0 

 15.10 2 99.0 1.0  

 17.00   2 99.0 1.0 

流速：   iKey 2.0 µL/min 

进样体积：  1 µL(满定量环)

色谱柱：  具有柱后添加功能的 iKey分离装置，

   BEH C18, 130Å, 1.7 µm, 150 µm x 50 mm

iKey柱温：  40 °C

MS条件

MS系统：  SYNAPT G2-Si

电离模式：  ESI-

毛细管电压：  2.6 kV 

样品锥孔电压：  20 V

锁定质量数和锁定CCS： 亮氨酸脑啡肽，[M-H]- = 554.2620

采集范围：  50 -1200 m/z 

采集速率：  10谱图/s 

碰撞能量范围：  30-70 eV

分辨率：  20,000 FWHM(分辨率模式)

 

默认IMS参数

IMS T-Wave™ 
流速梯度：  开始：1000 m/s 

   结束：300 m/s

IMS T-Wave

脉冲高度：  40 V

IMS气体流速：  90 mL

IMS工作周期：  10.8 ms

  

提取条件

分两步净化空白巧克力酱样品。第一步，采用液液萃取法

去除脂肪。然后对已去除脂肪的提取物进行C18固相萃取，

去除其它基质组分。将最终提取物溶解于乙腈中。样品制

备完成后，所得提取物中的基质浓度为0.1 g/mL。

 

 

甜菊糖苷

使用浓度≤ 1 mg/mL的10种甜菊糖苷及甜菊醇的甲醇溶液

(表1)制备净化后的基质强化稀释液。

表1. 制备甜菊苷加标巧克力酱提取物样品采用的溶剂标准品浓度。

*表示所用的11种分析物中有7种分析物的初始浓度低于1 mg/mL。

溶剂标准储液(H2O)

化合物
储液
浓度

mg/mL*

稀释液1
浓度
ng/µL

 
稀释液2
浓度
ng/µL

 
稀释液3
浓度
ng/µL

 
预期
保留
时间

莱苞迪甙E

莱苞迪甙D

莱苞迪甙F

甜茶苷

莱苞迪甙B

甜菊双糖苷

甜菊苷

莱苞迪甙A

甜菊醇

莱苞迪甙C

杜克甙A

0.92 9.2 0.92 0.092 6.60

0.80 8.0 0.80 0.080 6.68

0.76 7.6 0.76 0.076 7.31

0.68 6.8 0.68 0.068 7.58

0.70 7.0 0.70 0.070 7.78

0.72 7.2 0.72 0.072 7.82

1.00 10.0 1.00 0.10 9.50

1.00 10.0 1.00 0.10 9.50

0.64 6.4 0.64 0.064 9.51

1.00 10.0 1.00 0.10 9.69

1.00 10.0 1.00 0.10 9.71

加标方案

为避免出现任何回收率问题，我们在完成净化处理之后的

空白基质样品中进行加标操作(表2)。采用与CCS分析结合

的策略来确定复杂基质中的检测限，因此我们使用10 mg/mL

的恒定基质浓度进行采集(表3)。

[ 应用纪要 ]
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商品样品的
起始质量(g/mL)

基质体积
 溶剂标准品

稀释液1的体积
H2O的体积 最终浓度

0.1 100 µL 10 µL 790 µL 甜菊苷≤ 100 pg/µL 基质= 10 mg/mL 

商品样品的
起始质量(g/mL) 基质体积

 溶剂标准品
稀释液2的体积

H2O的体积 最终浓度

商品样品的
起始质量(g/mL) 基质体积

 溶剂标准品
稀释液3的体积

H2O的体积 最终浓度

0.1 100 µL 10 µL 790 µL 甜菊苷≤10 pg/µL 基质= 10 mg/mL

 

0.1 100 µL 10 µL 790 µL 甜菊苷≤1 pg/µL 基质= 10 mg/mL

表2. 最终加标巧克力酱提取物稀释样品的制备方法，其中提取物浓度为10 mg/mL，甜菊苷浓度分别为≤ 100 pg/µL、10 pg/µL和1 pg/µL。

表3. 使用iKey分析的加标甜菊苷样品的样品负载和基质负载。

图2. 柱后添加(PCA)iKey分离仪。

参数 上样详情

iKey 

进样溶剂组成 H2O/乙腈(90:10)

基质中的加标浓度
(mg/kg)

≤ 100 �g/kg、1 mg/kg、10 mg/kg

最终提取物中的甜菊苷溶液
的浓度(ng/mL)

基质载样(�g/mL)

进样体积(�L)

定量环规格(�L)与进样模式

≤ 1 ng/mL、10 ng/mL、100 ng/mL 

10 mg/mL

1 �L 满定量环

色谱柱上加载的甜菊醇 + 
甜菊苷质量(pg)

 变量见表2

 

柱后添加(Post-Column Addition)通道

分析通道

PCA iKey分离装置如图2所示的柱后添加(PCA) iKey分离装置(部件号186007256)

配备有直径150 �m的分离通道，其中填充了1.7 µm, 

ACQUITY UPLC BEH C18固定相。iKey的温度被设置为40 °C，从分

离通道中流出的洗脱液直接进入集成的ESI发射装置。将iKey

插入源外壳并锁定到位后，所有的微流体、气体和电子接口

将自动接合。该设备配备有一个附加通道，可执行IPA溶剂

的柱后添加。在本可行性研究中，补偿溶剂被配置为从MS

系统流路的通道A输送。

 

 

一种筛查和分析食品中的天然甜味剂甜菊糖苷的新型策略

1 �L 

www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186007256
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结果与讨论
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图3. 加标至巧克力酱
提取物的甜菊醇和分

析甜菊苷(浓度≤ 100 pg/µL，
每种分析物的实际柱上

浓度(pg/µL)以红色文本显示)
的UNIFI组分汇总。三对异构体以

彩色星号突出显示，每对异
构体都采用CCS实现了明确区分。

表4. 甜菊醇和甜菊苷的预期保留时间和预期CCS值。

化合物 分子式 [M-H]- 预期保留时间 预期TWCCSN2 (Å2)

莱苞迪甙E

莱苞迪甙D

莱苞迪甙F

甜茶苷

莱苞迪甙B

甜菊双糖苷

甜菊苷

莱苞迪甙A

甜菊醇

莱苞迪甙C

杜克甙A

C44H70O23 965.4230 6.60 289.2

C50H80O28 1127.4758 6.68 321.75

C43H68O22 935.4124 7.32 293.18

C32H50O13 641.3173 7.56 241.31

C38H60O18 803.3701 7.77 261.19

C32H50O13 641.3173 7.81 235.78

C38H60O18 803.3701 7.20 269.64

C44H70O23 965.4230 7.17 299.48

C20H30O3 317.2117 9.48 173.38

C44H70O22 949.4280 7.37 299.49

C38H60O17 787.3752 7.40 270.75

本实验成功建立了在复杂混合物中筛查甜菊糖苷的高灵敏

度和选择性的分析方法。 

通过基于氮气的行波碰撞截面(TWCCSN2)、精确质量数、碎片

离子和保留时间这些信息，鉴别甜菊糖苷莱苞迪甙A～F、

甜茶苷、甜菊醇、杜克甙A、甜菊双糖苷和甜菊苷。使用标

志物标准品(≤100 pg/�L)轻松测得CCS测量值之后，我们将这

些信息与预期的甜菊糖苷TWCCSN2值相结合，在UNIFI中创建了

一个科学数据库。之前的研究表明，TWCCSN2筛查具有谱图

净化、避免假阳性结果以及发现农药前体等优势7-9。由于

需要明确鉴定三对异构体，本次分析的难度进一步增大。

甜菊糖苷极易碎裂，而且很可能发生源内碎裂，这会导致

同分异构碎片产生，出现假阳性鉴定结果10。

将分析物加标至巧克力酱提取物(10 mg/mL)，并使用

ionKey/MS和离子淌度进行分析，然后与UNIFI中的甜菊苷
TWCCSN2数据库进行比对筛查。 

如表4所示，我们使用甜菊苷标准品确定了甜菊糖苷异

构体对(甜茶苷241.31 Å/甜菊双糖苷235.78 Å)、(莱苞迪

甙B 261.19 Å2/甜菊苷269.64 Å2)和(莱苞迪甙A 298.9 Å2/

莱苞迪甙E 289.2 Å2)的TWCCSN2分配。我们还确定了甜菊醇

和其余甜菊苷的CCS测量值：甜菊醇(173.38 Å2)、杜克甙A

(270.75 Å2)、莱苞迪甙F (293.18 Å2)、莱苞迪甙C (299.49

 Å2)和莱苞迪甙D (321.75 Å2)。

加标至巧克力酱提取物的甜菊苷的预期TWCCSN2值和测定
TWCCSN2值如表4所示。UNIFI组分汇总结果(图3)清楚地显

示了使用CCS测量值并展示了将ionKey/MS与离子淌度联用

的优势。比较预期和测定碰撞截面可得，柱上载样量

≤ 100 pg时(图3中的红色文本显示了实际浓度)，TWCCSN2

测量值的误差通常< 0.4%，质量数测量误差RMS = 1.85 ppm。

 

[ 应用纪要 ]
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图4的UNIFI组分汇总表列出了分析物浓度≤ 1 pg/µL时的分析结果，总体RMS误差为2.72 ppm。但甜茶

苷的质量数误差为-7.46 ppm，峰面积响应仅为63。在如此低的浓度下，质量数测定误差受到基质

背景中其它丰度更高的离子的影响。我们采用10 ppm的质量数测定容差和2%的CCS%容差进行了

数据筛查，确保了痕量(680 fg)甜茶苷鉴定结果的可靠性，同时避免了假阴性检测结果。

图4. 加标至巧克力酱提取物的甜菊醇和分析甜菊苷(浓度≤ 1 pg/µL，每种分析物的实际柱上浓度(pg/µL)以红色文本显示)
的组分汇总表。三对异构体以彩色星号突出显示，每对异构体都常采用CCS实现了明确区分。

 

图5. 加标至巧克力酱提取物的甜菊醇和分析甜菊苷(≤1 pg/µL)的提取质谱图。

 

920fg

1pg
1pg

1pg

680fg
640fg

1pg

760fg

720fg

700fg

800fg

加标至巧克力酱提取物的甜菊醇和分析甜菊苷(≤1 pg/µL)的组合提取质谱图如图5所示。如图所示，

甜菊苷和莱苞迪甙A在7.18分钟处共洗脱。
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B：CCS=269.48Å2

甜菊苷
m/z 803.3707

A：CCS=261.15Å2

莱苞迪甙碎片
m/z 803.3707

A B

图7. 莱苞迪甙A(棕色m/z 965.4)和共洗脱的甜菊苷(绿色m/z 803.37)在7.19分钟处的保留时间校准多组分谱图。下方显示的是保留时间校准的碎片谱图。

然而，如图6所示，使用离子淌度分离时，我们在保留时间7.18分钟处得到了两种同量异位的物质

(m/z 803.3707)。莱苞迪甙A(棕色m/z 965.4)和共洗脱的甜菊苷(绿色m/z 803.37)在7.19分钟处的保

留时间校准多组分谱图如图7所示。
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图6. UNIFI离子淌度3D数据查看器结果，显示了保留时间7.18分钟处的两种离子淌度分离的化合物(m/z 803.3707)，
其计算所得的TWCCSN2值分别为261.15 Å2和269.48 Å2。
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图9. 莱苞迪甙A(绿色m/z 965.4)的保留时间(7.17 min)和漂移时间(7.83 m)校准单一组分谱图。一同显示的还有保留/
漂移时间校准的离子淌度产物离子谱图。

 

图8. 甜菊苷(绿色m/z 803.37)的保留时间(7.19 min)和漂移时间(7.24 m)校准谱图。一同显示的还有保留/漂移时间校准
的离子淌度产物离子谱图。

利用经保留时间和漂移时间校准的“净化”离子淌度产物离子谱图，我们可获得从共洗脱组分中

分离的甜菊苷(图8)和莱苞迪甙A(图9)的单一组分母离子和离子淌度产物离子谱图。离子淌度

技术揭示了同分异构体的共洗脱现象，若不进行离子淌度分离，我们将无法观察到该现象。如

图6所示，莱苞迪甙A产生了一个源内碎片离子，其CCS为261.15 Å2，而甜菊苷为269.48 Å2。

本研究利用微流路色谱TWCCSN2离子淌度筛查首次实现了甜菊糖苷的独有CCS测量值、母离子谱图

和相应的异构体碎片离子谱图。本方法减少了两种昂贵商品(即高纯度标准品和溶剂)的用量，

且有可能省去在未来的筛查分析中再次购买昂贵的高纯度标准品的需求(本研究所用的标准品

花费2500欧元)。
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结论

■ ionKey/MS结合离子淌度技术可为复杂基质分析提供独特的优势：

-

-

-

灵敏度与高分辨率全谱图采集相结合。

谱图净化。

利用碰撞截面测量在鉴定中获得独特的选择性并提高结果
可靠性。

■

■

■

■

■

展示了离子淌度的选择性优势，采用准确质量数测量和TWCCSN2

测量值成功检测并区分了痕量水平的甜菊苷异构体残留物。

成功分离了色谱共洗脱的同分异构体(甜菊苷和莱苞迪甙碎片)。

iKey/MS提供了分析低浓度甜菊苷所需的高灵敏度。

对于分析人员而言，ionKey/MS系统与常规离子淌度筛查配合，
能够为“常规使用”的平台增加微流体色谱的优势。

应用ionKey/MS离子淌度可降低分析成本：

 

-

-

降低溶剂消耗和废物处理成本。

降低购买昂贵分析标准品的成本。
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