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超高效液相色谱-三重四极杆串联质谱法同时
测定槟榔籽中四种生物碱含量

郭晓杰1,2，王　盼1,3，庞朝海2,4，韩丙军2,4，阳辛凤2,4, *

（1.海南大学热带作物学院，海南海口 570228；
2.中国热带农业科学院分析测试中心，海南海口 571101；

3.中国热带农业科学院热带作物品种资源研究所，海南海口 570000；
4.海南省热带果蔬产品质量安全重点实验室，海南海口 571101）

摘　要：目的：采用超高效液相色谱-三重四极杆串联质谱（UPLC-MS/MS）建立槟榔籽中槟榔碱、槟榔次碱、去甲

槟榔碱和去甲槟榔次碱含量的检测方法。方法：样品经 45% 乙醇水溶液提取，利用 UPLC-MS/MS 法进行检测。

色谱条件：采用 Waters Atlantis T3（2.1 mm×150 mm，5 μm）色谱柱分离，以 0.1% 甲酸水溶液-乙腈溶液为流动相

进行梯度洗脱，流速 0.5 mL·min−1，柱温 40 ℃，进样量 1 μL。质谱条件：采用电喷雾离子源（ESI+），检测方式

多反应监测（MRM）模式扫描；外标法定量。结果：在 50~500 ng/mL，槟榔碱、槟榔次碱、去甲槟榔碱和去甲槟

榔次碱的质量浓度与峰面积都呈现良好的线性关系（R2>0.99）；加样回收率均在规定范围 70%~120% 内，平均回

收率在 75.27%~96.70%，RSD<7.0%。结论：该方法的重复性、稳定性良好，仪器精密度较好。
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Abstract：Objective:  A  method  was  developed  for  the  determination  of  arecoline,  arecaidine,  guvacoline  and  guvacine
hydrochloride in areca nut seeds by ultra performance liquid chromatography tandem mass spectrometry (UPLC-MS/MS).
Methods:  The  sample  were  extracted  with  45%  ethanol  aqueous  solution,  and  detected  by  UPLC-MS/MS  method.
Chromatographic conditions:  Separated by Waters Atlantis T3 (2.1 mm×150 mm, 5 μm) column, eluted by gradient with
0.1%  formic  acid  aqueous  solution-acetonitrile  solution  as  mobile  phase,  with  flow  rate  of  0.5  mL·min−1,  column
temperature  of  40 ℃,  injection  volume  of  1  μL.  Mass  spectrometry  conditions:  Using  electrospray  ion  source  (ESI+),  
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detection  method  multiple  reaction  monitoring  (MRM)  mode  scanning,  the  quantitative  analysis  by  external  standard
method. Results: In the range of 50~500 ng/mL, the mass concentration and peak area of arecoline, arecaidine, guvacoline
and guvacine hydrochloride showed a good linear relationship (R2>0.99), and the sample recovery rates were all within the
specified range of 70%~120%, the average recovery rate was 75.27%~96.70%, and the RSD was less than 7%. Conclusion:
The method was good repeatability, stability, and instrument precision.

Key  words： areca  nut； arecoline； arecaidine； guvacoline； guvacine  hydrochloride； ultra  performance  liquid  chromato-

graphy-tandem mass spectrometry (UPLC-MS/MS)

 

槟榔（Areca catechu L）是棕榈科植物槟榔的种

子，位列中国四大南药之首。槟榔可作为鲜槟榔、干

槟榔供人们食用[1]，同时槟榔的药理价值也应用很广

泛，具有降血压、促消化、抗过敏、抗氧化、抑菌、抗

肿瘤等作用，对人体的消化系统、神经系统、心血管

系统、内分泌系统均有一定影响。此外，槟榔也具有

一定的毒性，如诱发口腔癌[2]。槟榔中含有许多化学

成分，主要包括有生物碱类、酚酸类、氨基酸类、鞣

质、黄酮类，还有花青素、皂苷等[3−5]。其中生物碱是

槟榔中的主要活性成分，包括槟榔碱、槟榔次碱、去

甲槟榔碱、去甲槟榔次碱、槟榔副碱和高槟榔碱

等[6]。有研究表明槟榔籽中生物碱含量是槟榔壳中

的两倍左右。不同产地槟榔咀嚼产品的生物碱含量

存在显著差异[7]。

目前提取槟榔生物碱主要方法有加热回流提取

法[8]、超声波提取法[9]、亚临界水提法[10−11]、超临界

CO2 流体萃取等[12]；其生物碱含量的测定包括滴定

法、分光光度法、薄层色谱扫描法（TCL）[13]、毛细管

电泳法（CE）[14]、高效液相色谱法（HPLC）[15]、液相色

谱-质谱联用法（LC-MS）[16]、超高效液相色谱飞行时

间质谱仪（UPLC-Q-Tof-MS）等方法[17]。梁振纲利用

高效液相色谱-串联质谱法测定食用槟榔中 4 种黄曲

霉毒素的含量[18]，结果表明 4 种黄曲霉素的质量浓

度均在 0.1~10.0 ug/L−1 内和峰面积呈较好线性关

系；Pan 等[19] 利用 LC-MS/MS 方法对大鼠血浆中碱

及其它活性代谢产物测定含量；普义鑫[20] 采用超高

效液相色谱与质谱联用技术对槟榔中多酚化合物进

行了结构鉴定，结果表明槟榔多酚中含有芦丁，绿原

酸，没食子酸，表儿茶素等；李冰等[21] 测定了血浆中

氢溴酸槟榔碱的含量。Yu 等[22]、Srimany 等[23] 采用

ESI-MS 及 DESI-MS 技术分别对槟榔不同成熟期槟

榔种皮及种子部位生物碱含量变化进行了追踪，认为

随着槟榔趋近成熟，种皮中 4 种生物碱的含量逐渐

减小，至完全成熟时，种皮中仅含有槟榔次碱。这些

研究均表明 LC/MS 技术在测定槟榔中化学成分具

有较好的专属性和灵敏度。总体而言，利用超高效液

相色谱-三重四极杆串联质谱法（UPLC-MS/MS）
同时测定生物碱含量的相关报道很少，主要为滴定法

或液相色谱分析，相较于这些传统的方法，串联质谱

技术具有定性准确，抗干扰能力强，分离效果好，检测

灵敏度高等优点。

本研究采用 45% 乙醇水提取，用 UPLC-MS/MS

进行分析，操作简捷，提取效率高，在 5 min 内即可完

成槟榔籽中生物碱定性与定量检测。利用超高效液

相色谱-三重四极杆串联质谱联用仪检测，建立了槟

榔籽中 4 种生物碱含量的快速检测方法，为今后槟

榔食用及药品中的安全性研究等提供参考。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

鲜槟榔　市售；乙腈、甲醇、甲酸、乙酸乙酯　

色谱纯；无水乙醇（分析纯）；超纯水；槟榔碱对照品

（HPLC≥98%）、槟榔次碱对照品（HPLC≥98%）、去

甲槟榔碱对照品（HPLC≥98%）、去甲槟榔次碱对照

品（HPLC≥95%）　上海源叶。

Triple  Quad 6500+超高效液相色谱-三重四极

杆串联质谱联用仪（UPLC-MS-MS） SCIEX　美国

Waters；离心机　湖南凯达科学仪器有限公司；超声

波清洗机　苏州迈弘电器有限公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   样品处理　取新鲜槟榔去皮，槟榔籽打浆，然

后置冷冻干燥机冻干 10 h，放置冰箱备用。称取槟

榔籽冻干样品 2.00 g 至 200 mL 烧杯中，用 45% 乙

醇水溶液提取，过滤，10000 r/min 离心，5 min，将其

上清液旋转蒸发至 10 mL，用 7:3 甲醇水定容至

50 mL，摇匀，过 0.22 μm 滤膜待上机。 

1.2.2   色谱条件　色谱柱：Waters Atlantis T3（2.1 mm×
150 mm，5 μm）流速：0.5 mL/min；柱温：40 ℃；进样

量：1 μL；流动相 A：0.1% 甲酸水溶液；流动相 B：乙

腈；梯度洗脱程序：0~1 min，5% B；1~5 min，70% B；

5~7 min，5% B。 

1.2.3   质谱条件　离子化方式：电喷雾离子源（ESI）；
检测模式：多反应检测模式（MRM）；扫描方式：正离

子扫描（ESI+）；气帘气（Curtain Gas）：40 psi；碰撞气

（Collision Gas）8 psi；离子喷雾电压（Ion Spray Vol-
tage）：5500 V；离子源温度（Temperature）：550 ℃。

优化后的化合物质谱参数见表 1。 

1.2.4   标准溶液配制　 

1.2.4.1   单个对照品溶液的配制　使用万分之一精

密天平称取槟榔碱、槟榔次碱、去甲槟榔碱和去甲槟

榔次碱对照品各 5.00 mg，分别放置 10 mL 棕色容量

瓶中，用纯甲醇溶解并稀释至刻度线，涡旋震荡摇

匀。作为对照品储备液，置于 0~4 ℃ 冷冻避光保存，

备用。 
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1.2.4.2   混合对照品溶液的配制　精密吸取上述槟

榔碱、槟榔次碱、去甲槟榔碱和去甲槟榔次碱对照品

溶液各 1.0 mL，置 10 mL 棕色容量瓶中，加甲醇溶解

稀释至刻度线，即得 4 种生物碱混合对照品储备液，

置于 0~4 ℃ 冷冻避光保存，备用。 

1.2.5　生物碱含量的计算

W(%) =
c×D×V

m
×100

式中：W 表示生物碱含量，%；c 表示混合标准品

溶液质量浓度，mg/mL；D 表示溶液稀释倍数；V 表示

供试品溶液体积，mL；m 表示样品取样量，mg。 

1.3　数据处理

采用 Analyst  Software 软件进行采集数据；用

SCIEX OS 软件进行数据处理；采用 Excel 办公软件

绘图分析。 

2　结果与分析 

2.1　提取溶剂的选择

分别用三种不同溶剂（100% 甲醇、水和乙醇）来

提取槟榔籽中生物碱，每个水平平行 3 次，图 1 表明

乙醇作为溶剂时提取含量最高，其次是水，提取含量

最低的是甲醇，其中槟榔碱甲醇、水、乙醇提取含量

的 RSD 分别为 0.39%、0.52%、0.21%（n=3）；槟榔次

碱槟榔碱甲醇、水、乙醇提取含量的 RSD 分别为

4.27%、2.87%、1.30%；去甲槟榔碱甲醇、水、乙醇提

取含量的 RSD 分别为 3.85%、2.15%、0.79%；去甲

槟榔次碱甲醇、水、乙醇提取含量的 RSD 分别为

3.28%、 1.87%、 1.08%。 四 种 生 物 碱 提 取 含 量

RSD 结果均表明用乙醇作为提取溶剂的精密度和重

复性较好，所以从该结果分析确定乙醇为槟榔籽中生

物碱提取溶剂。 

2.2　乙醇浓度的优化

称取冻干槟榔籽样品 2.00 g，在固定的超声时

间、功率条件下，用不同乙醇浓度来提取。图 2 可以

看出，乙醇浓度在 35%~95% 之间四种生物碱的含量

随着乙醇浓度的增加反而减小，当乙醇浓度为

45% 时提取生物碱的效果为最佳，其槟榔碱、槟榔次

碱、去甲槟榔碱、去甲槟榔次碱含量的 RSD（n=3）分
别为 1.54%、1.77%、3.36%、1.06%；乙醇浓度在 55%
以上时生物碱含量逐渐下降，但下降幅度不大，原因

可能是高浓度的乙醇把其它脂溶性杂质成分提取出

来，从而影响槟榔籽中生物碱的含量。
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图 2    不同乙醇浓度对槟榔生物碱含量影响
Fig.2    Effects of different ethanol concentrations on the

content of betel nut alkaloids
  

2.3　色谱条件的选择与优化 

2.3.1   色谱柱的选择　分别选用不同类型的色谱柱

Agilent  Eclipse  Plus  C18（2.1  mm×50  mm,1.8  μm） ,
Waters  ACQUITY  UPLC  BEH  HILIC（ 2.1  mm×
150 mm, 1.7 μm）,Waters Atlantis T3（2.1 mm×150 mm,
5 μm），结果如图 3 所示。Waters Atlantis T3 色谱柱

对四种生物碱的分离效果较好，峰形对称尖锐。 

 

表 1    化合物质谱多反应监测参数

Table 1    Monitoring parameters of multireaction spectra of compound mass

编号 化合物 母离子（m/z） 子离子（m/z） 去簇电压（V） 碰撞能量（eV） 保留时间（min）

1 槟榔碱 156.20 113.00* 50 18.60 0.84
81.10 25.30

2 槟榔次碱 142.10 99.30* 28 19.00 0.75
53.00 36.50

3 去甲槟榔碱 142.10 113.10* 42 20.00 0.85
59.20 34.00

4 去甲槟榔次碱 128.10 53.20* 50 30.00 0.73
80.90 26.00

注：*为定量离子。
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图 1    三种不同溶剂对槟榔生物碱含量的影响

Fig.1    Effects of three different solvents on the
content of betel nut alkaoids
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2.3.2   流动相的选择　分别对甲醇−0.1% 甲酸水、

乙腈−0.1% 氨水、乙腈−0.1% 甲酸水作为流动相来

考察对生物碱类化合物的响应分离效果，分析其结果

如图 4 采用乙腈−0.1% 甲酸水溶液作为流动相对生

物碱分离效果优于其余三种。 

2.4　质谱条件的优化

将 4 种生物碱标准品混合溶液以 5.00 μL/min

采用针泵流速连续注射，用正离子模式进行一级质谱

扫描，确定该化合物母离子，然后再对母离子设置碰

撞能量，在一定的条件下产生特定的子离子，在确定

母离子的基础上选择两个以上的子离子，通过打碎该

分子离子峰进行二级质谱扫描（子离子扫描），采集全

扫描的二级质谱图，得到碎片离子信息，碰撞能量、

去簇电压等参数进行优化，最后对其化合物分别选择

相对丰度较高的一个离子作为定量离子，一个为定性

离子。按照二级质谱图提供的碎片离子信息，选择每

种化合物的定性和定量离子对，得到对照品和样品总

离子谱图（TIC）见图 5，提取离子谱图（XIC）如图 6

所示。

槟榔次碱和去甲槟榔碱的分子式完全相同，均

是 C7H11NO2，两者结构上存在差异在优化槟榔次

碱、去甲槟榔碱质谱参数时，两种化合物的母离子质

荷比均为 142.1。槟榔次碱的二级碎片离子有 53.0，

71.1，81.1，99.3；去甲槟榔碱二级碎片离子有 53.0，

59.2，81.1，113.1；两种化合物有共同的碎片（m/z
53.0,81.1），为了避免互相干扰，再选择合适的色谱柱

（Waters Atlantis T3）使二者在不同时间洗脱的基础

上，进一步选择不同的子离子（表 1），结果两种化合

物得到了很好的分离且目标峰附近无干扰峰。去甲
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注：A.对照品；B.槟榔样品。
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槟榔碱子离子选择 113.1，59.2；槟榔次碱子离子选

择 99.3，53.0，前者作为定量离子，后者为定性离子，

从图 6 中可以看出槟榔次碱和去甲槟榔碱两种化合

物的峰形尖锐，保留时间分开，同时也能满足检测

要求。 

2.5　线性关系考察

精密吸取混合对照品溶液置 10 mL 容量瓶中，

加入 7:3 甲醇水稀释定容至刻度线，混匀，制成 4 种

生物碱含量为 50~500 ng/mL 的混合对照品溶液，进

样分析。以浓度为横坐标，响应峰面积为纵坐标，绘

制标准曲线，求得线性回归方程，见表 2。结果表明

4 种生物碱在线性范围内线性关系较好（R2>0.99）。

再将 4 种生物碱混合对照品溶液稀释，进行上机测

定，以 3 倍的信噪比（S/N=3）为检出限，10 倍的信噪

比（S/N=10）为定量限，结果表明 4 种生物碱的检出

限均为 0.40 μg/kg，定量限均为 1.50 μg/kg。 

2.6　方法学考察结果 

2.6.1   精密度测定结果　精密吸取混合对照品溶液

1.00 mL，连续进样 6 次，测定峰面积，槟榔碱、槟榔

次碱、去甲槟榔碱、去甲槟榔次碱 4 种生物碱峰面积

的相对标准偏差（RSD，n=6）分别为 2.18%、3.52%、

1.49% 和 3.72%，表明该方法的仪器精密度良好。 

2.6.2   重复性测定结果　精密称取 2.00 g 槟榔样品

6 份，按照 1.2.1 项下方法进行提取，作为供试品溶液

备用，按 1.2 项条件下色谱、质谱参数进行上机测定，

计算各个化合物的 RSD。结果槟榔样品中槟榔碱、

槟榔次碱、去甲槟榔碱和去甲槟榔次碱 4 种生物碱

峰面积的 RSD 分别为 1.76%、2.95%、1.40% 和 3.08%
（n=6），表明该方法的重复性较好。 

2.6.3   稳定性测定结果　取同一瓶供试品溶液，于

0、4、8、12、16、20、24 h 按 1.2 项条件下色谱、质谱

条件进行上机测定。结果槟榔碱、槟榔次碱、去甲槟榔

碱和去甲槟榔次碱 4 种生物碱峰面积的 RSD（n=6）
分别为 3.02%、2.62%、2.11% 和 1.99%。表明该方

法的样品溶液在 24 h 内稳定性良好。 

2.6.4   加标回收率测定结果　称取槟榔样品 9 份，加

标水平分别为 0.05、0.10、0.20 g/kg，每个加标水平

做 3 个平行，按照 1.2.1 项下方法进行提取，制备，按

1.2 项条件下色谱、质谱参数进行上机测定，计算各

个化合物的平均加标回收率（n=3）及 RSD，结果见

表 3，4 种生物碱在 0.05、0.10 和 0.20 g/kg，3 个水平

下的平均加标回收率为 75.27%~96.70%，RSD<7%。 

2.7　样品含量测定结果

将 3 批槟榔样品按“1.2.1”项下方法制备供试品

溶液，并按“1.2.2、1.2.3”项下色谱、质谱条件进行测

定，得到槟榔碱、槟榔次碱、去甲槟榔碱、去甲槟榔

次碱的峰面积值，计算 4 种生物碱含量，结果显示（见

表 2）3 批槟榔样品的槟榔碱、槟榔次碱、去甲槟榔

碱、去甲槟榔次碱平均含量为 16.00、9.40、5.40、
5.20 g/kg，2015 年新版中国药典对槟榔中槟榔碱含

量的要求为不少于 0.20%，该实验结果槟榔碱的含量

高于 0.20%，符合药典要求。药典法其提取溶剂用的

乙醚，毒性较大，过程也较为复杂[24]；与药典相比，本

实验操作简单，而且可以同时提取出槟榔次碱、去甲

槟榔碱、去甲槟榔次碱。 
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图 6    4 种生物碱提取离子色谱图（XIC）

Fig.6    Ion chromatograms of 4 kinds of alkaloids (XIC)
注：1.槟榔碱；2.槟榔次碱；3.去甲槟榔碱；4.去甲槟榔次碱。

 

 

表 2    4 种生物碱的线性回归方程、相关系数、样品含量、检出限和定量限（n=6）
Table 2    Linear regression equation, correlation coefficient, detection limit and quantification limit of 4 alkaloids (n=6)

化合物 线性范围（ng/mL） 线性回归方程 决定系数（R2） 实际样品含量（g/kg） 检出限（μg/kg） 定量限（μg/kg）

SAM UIQI ERGAS CC EN STD STD
槟榔碱 50~500 y=1750.6x+3.2e4 0.99861 16.00 0.40 1.50

槟榔次碱 50~500 y=438.5x+16402.9 0.99905 9.40 0.40 1.50
去甲槟榔碱 50~500 y=1081.3x+6.6e4 0.99666 5.40 0.40 1.50

去甲槟榔次碱 50~500 y=117.4x+48.85 0.99432 5.20 0.40 1.50
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3　讨论与结论
本实验在前期样品处理过程中采用的提取方法

是超声波提取，考察超声时间对四种生物碱含量提取

率的影响，但从实验结果得出在不超声的情况下槟榔

生物碱含量的提取率相对较高，随着超声时间的增

加，提取生物碱的含量相对降低。原因可能是超声会

导致温度升高，而槟榔碱类成分对高温敏感，当温度

高于 60 ℃ 提取槟榔生物碱可能会挥发损失[25]。所

以综合考虑，高效、快速提取 4 种生物碱较高含量可

以选择不超声。

近年来，液质联用技术在天然药物中活性成分

快速分离和鉴定应用广泛[26−27]。目前槟榔中生物碱

主要成分的含量测定大多部分是使用的高效液相色

谱仪（HPLC），但也存在灵敏度低、分析时间长等问

题[28−30]。而 UPLC-MS/MS 在分析技术上近年来使

用的较多，其具有灵敏度高，分离效果较好，节省时间

等优点。本实验首次建立了超高效液相色谱-串联质

谱法同时测定槟榔籽中 4 种生物碱含量的分析测定

方法，通过对色谱、质谱条件的优化以及色谱柱、流

动相的选择，最终确定了合适的提取槟榔中生物碱的

分离方法，样品经 45% 乙醇水溶液提取，利用 UPLC-

MS/MS 法进行检测，采用 Waters Atlantis  T3（2.1×

150 mm，5 μm）色谱柱分离，以 0.1% 甲酸水溶液-乙

腈溶液为流动相进行梯度洗脱，采用电喷雾离子源

（ESI+），多反应监测（MRM）模式扫描，外标法定量。

在 50~500 ng/mL，槟榔碱、槟榔次碱、去甲槟榔碱和

去甲槟榔次碱的质量浓度与峰面积都呈现良好的线

性关系（R2>0.99）；加样回收率均在规定范围内，平均

回收率在 75.27%~96.70%，RSD<7%。该方法操作

简单、可行性较好，灵敏度高，能有效的测定槟榔籽

中 4 种生物碱的含量，为槟榔中生物碱类化合物的

检测提供依据，同时也对研究槟榔的食用和药品中的

安全性研究等提供参考。
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