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市售橄榄油中铜 －焦脱镁素 ａ的
ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ快速测定

金馥瑞，李　莹，李　伟，刘　莹，申　雷，王俏力

（天津市食品安全检测技术研究院，天津 ３００３０８）

摘要：为了快速、准确检测市售橄榄油中非法添加的脂溶性色素，建立了一种测定橄榄油中铜 －焦
脱镁素ａ的高效液相色谱串联质谱法（ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）。使用 ＳＰＥ柱对样品进行净化前处理，随
后通过ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ进行定性和定量检测，色谱分析采用Ｃ８色谱柱，以甲醇－１ｍｏｌ／Ｌ乙酸铵水
溶液（体积比８∶２）和甲醇－丙酮（体积比６∶４）作为流动相，进行梯度洗脱；质谱分析采用大气压化
学电离，负离子扫描模式，多重反应监测模式，电子倍增电压６００Ｖ，碎裂电压２６０Ｖ，用外标法进行
定量。经过方法学验证，该方法的检出限和定量限分别为１２μｇ／ｋｇ和６４μｇ／ｋｇ，回收率为９１０％～
１０６．０％，相对标准偏差为３．９％～５．７％。该方法具有较高的灵敏度和精密度，能够准确、快速地
检测市售橄榄油中的铜－焦脱镁素ａ。
关键词：高效液相色谱串联质谱法；铜－焦脱镁素ａ；橄榄油；掺假
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　　橄榄油富含油酸、多酚和甾醇等营养物质，具有
良好的感官特性和健康益处，其生产和消费在世界
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范围内稳定增长［１－３］。在我国，橄榄油的对外依赖

水平较高［４］，根据国家粮油信息中心的数据，２０２０
年我国橄榄油进口量为５．５万ｔ，创历史新高［５］。我

国《食品安全国家标准 植物油》（ＧＢ２７１６—２０１８）
明确规定，食用植物油中不得添加任何香精、香料、

色素，不得混有非食用油。我国粮油企业在验收橄

榄油时，除了一般水平的控制指标外［６］，还增加了

色泽检验。因此，个别商家在经济利益驱动下向低

成本的其他油脂中添加铜叶绿素来伪造橄榄油，或

者为了弥补因精炼而造成的橄榄油色泽损失而添加

铜叶绿素［７］。２０１３年，多家媒体报道了台湾某食品
企业在其他食用油中添加铜叶绿素假冒橄榄油的事

件［８］。该假冒“橄榄油”是用少量橄榄油与葵花籽

油、芥子油、大豆油混合，然后加入铜叶绿素调制颜

色制成的。与天然叶绿素相比，铜叶绿素具有更高

的光稳定性，其分光光度与天然叶绿素及其降解副

产物相似，导致其吸收光谱重叠，难以区分［９］。随

着造假手段的不断提高，常规方法越来越难鉴定橄

榄油的真实性。因此，准确可靠的检测方法对于确

保橄榄油真实性至关重要。

液相色谱法常用于测定橄榄油中的铜叶绿

素［１０］，但其仅以保留时间作为定性依据，且灵敏度

难以满足实际检测需求。相比于液相色谱法，液相

色谱串联质谱法具有更高的灵敏性和更好的抗干扰

能力。已有研究报道了使用高效液相色谱－三重四
极杆质谱仪对橄榄油中的叶绿素铜钠进行测定，检

出限和定量限分别为１０μｇ／ｋｇ和４０μｇ／ｋｇ［１１］，该方
法具有较高的准确性和灵敏度，适用于橄榄油中叶

绿素铜钠的快速分析。但是，叶绿素铜钠是水溶性

色素，亟需一种能够检测掺假橄榄油中脂溶性叶绿

素铜的定性定量检测方法。

脂溶性着色剂Ｅ１４１ｉ由叶绿素衍生物的铜配合
物组成，是掺假橄榄油中的主要人工合成叶绿素。

研究表明，在Ｅ１４１ｉ掺假橄榄油中，铜 －焦脱镁素 ａ
是所有报告样本中主要的叶绿素衍生物［１２］。因此，

在分析橄榄油中是否存在用于着色的 Ｅ１４１ｉ时，应
检测目标化合物铜－焦脱镁素ａ的含量。本文建立
了一种快速检测橄榄油中铜－焦脱镁素ａ的高效液
相色谱串联质谱法（ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ），并对２２个市
售橄榄油样品进行检测，快速发现有掺假嫌疑的样

本，为进一步检测鉴定提供了重要线索。

１　材料与方法
１．１　实验材料

特级初榨橄榄油、混合橄榄油以及混合油橄榄

果渣油，购自天津市内商超。铜 －焦脱镁素 ａ标准

品（ＣＡＳ登录号１０５７９１－８９－７），ＦｒｏｎｔｉｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
Ｉｎｃ．（美国犹他州）；Ｓｅｐ－ＰａｋＳｉｌｉｃａＳＰＥ柱（规格为
５５～１０５μｍ，Ｖａｃ６ｍＬ，５００ｍｇ），Ｗａｔｅｒｓ公司；乙
醚、丙酮、无水乙醇，均为 ＨＰＬＣ级，赛默飞世尔科
技有限公司；石油醚、无水乙醚，均为 ＨＰＬＣ级，天
津市大茂化学试剂厂；乙酸铵，分析纯，天津市风

船化学试剂科技有限公司；去离子水，来自 Ｍｉｌｌｉ－
Ｑ系统。

安捷伦６４１０三重串联四极杆液质联用仪。
１．２　实验方法
１．２．１　铜－焦脱镁素ａ标准溶液的配制

１０００μｇ／ｍＬ标准储备溶液配制：准确称取
５ｍｇ铜－焦脱镁素ａ标准品，加入丙酮充分溶解并
转移到５ｍＬ棕色容量瓶中定容，配制成质量浓度为
１０００μｇ／ｍＬ的标准储备溶液，在－２０℃避光条件下
保存。将上述标准储备溶液用丙酮倍比稀释成质量

浓度分别为２０、５０、１００、２００、５００、１０００μｇ／ｍＬ的铜－
焦脱镁素ａ标准溶液。
１．２．２　样品前处理

ＳＰＥ柱填料是作为正相保留吸附剂的硅胶，其
能够从非极性溶剂中吸附分析物以去除脂肪，从而

得到不含脂肪的色素提取物。油样净化直接使用

ＳＰＥ柱进行快速前处理，详细步骤如下：在玻璃试管
中将１０００ｍｇ油样溶解在３ｍＬ石油醚中，并将混
合溶液加入活化后的ＳＰＥ柱中。用３ｍＬ石油醚清
洗试管两次，并将其转移到 ＳＰＥ柱中。用６ｍＬ石
油醚－乙醚（体积比９∶１）洗脱ＳＰＥ柱，丢弃洗脱液。
用６ｍＬ丙酮从硅胶填料中解吸分析物，收集馏分，
室温下氮吹至干，用１ｍＬ丙酮复溶，通过０．２２μｍ
尼龙膜，待ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ检测。
１．２．３　ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ定性定量分析

ＨＰＬＣ条件：安捷伦 ＸＤＢ－Ｃ８反相色谱柱
（４．６ｍｍ×１５０ｍｍ，５μｍ）；样品室温度４℃；进样
量２０μＬ；流速（２５℃）０．６ｍＬ／ｍｉｎ；流动相 Ａ为甲
醇－１ｍｏｌ／Ｌ乙酸铵水溶液（体积比８∶２），流动相 Ｂ
为甲醇－丙酮（体积比６∶４）；梯度洗脱程序为０～
１０ｍｉｎ１００％ ～０％ Ａ，１０～１６ｍｉｎ１００％ Ｂ，
１６～１６．１ｍｉｎ１００％ Ａ，１６．１～１８ｍｉｎ１００％ Ａ。

ＭＳ条件：负离子模式的大气压化学电离
（ＡＰＣＩ）源，停留时间２００ｍｓ，多重反应监测（ＭＲＭ）
模式，电子倍增电压６００Ｖ，碎裂电压２６０Ｖ。获得
铜－焦脱镁素ａ的最大丰度（ｍ／ｚ）为５９４。

通过外标法和基质匹配校准进行定量。最强烈

的跃迁（８７３＞５９４，４５ｅＶ）用于定量，而第二个跃迁
（８７３＞５２２，６０ｅＶ）用于定性。
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２　结果与讨论
２．１　分析条件优化
２．１．１　色谱条件优化

为了优化色谱分离性能，以不含铜 －焦脱镁素
ａ的特级初榨橄榄油为基质。对色谱柱的类型、洗
脱方法和流动相进行优化。

尽管Ｃ１８色谱柱被广泛用于叶绿素铜的ＨＰＬＣ－
ＭＳ／ＭＳ分析，但测试发现其对铜－焦脱镁素 ａ具有
过度的保留。因此，采用保留力相对较弱的 Ｃ８色
谱柱。

比较了３种不同的洗脱条件对铜 －焦脱镁素 ａ
分离效率、色谱峰峰形以及响应值的影响。第一种

洗脱条件为使用由流动相Ａ〔甲醇－１ｍｏｌ／Ｌ乙酸铵
水溶液（体积比８∶２）〕和流动相 Ｂ〔甲醇 －丙酮（体
积比６∶４）〕组成的二元流动相体系，梯度洗脱程序
为０～１０ｍｉｎ１００％ ～０％ Ａ，１０～１６ｍｉｎ１００％ Ｂ，
１６～１６．１ｍｉｎ１００％ Ａ，１６．１～１８ｍｉｎ１００％ Ａ。在
该条件下，以质量浓度为１ｍｇ／ｍＬ铜 －焦脱镁素 ａ
标准溶液得到的液相色谱图如图１所示。

图１　１ｍｇ／ｍＬ铜－焦脱镁素ａ标准溶液的液相色谱图

　　由图１可知，使用该条件确认了目标分析物铜－
焦脱镁素 ａ的保留时间为１４．１１ｍｉｎ。第二种洗脱
条件为使用甲醇 －丙酮（体积比３∶２）等度洗脱，结
果发现，铜－焦脱镁素 ａ的保留时间缩短至８ｍｉｎ。
然而，在此条件下色谱出现多重分叉和信号减弱的

现象，导致灵敏度降低。第三种洗脱条件为采用由

甲醇（Ａ１）和乙醇（Ｂ１）组成的流动相，梯度洗脱程
序为０～３ｍｉｎ１００％ ～７０％Ａ１，３～６ｍｉｎ７０％ ～
４０％Ａ１，６～１０ｍｉｎ１００％Ｂ１，１０～１０．５ｍｉｎ１００％
Ａ１，１０．５～１２ｍｉｎ１００％Ａ１。虽然这种洗脱条件提
高了色谱分离速度，但与第一种洗脱条件获得的色

谱图相比，响应值仅为之前的 １／３，且色谱峰不对
称。因此，第一种洗脱条件为最佳选择。

在ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ中，可通过添加乙酸铵作为
流动相来提高色谱分离效率［１３］。本研究使用由甲

醇与１ｍｏｌ／Ｌ乙酸铵水溶液混合组成的流动相，提
高了分离效率并增强了质谱响应。为了进一步增强

目标化合物的电离，考察了甲醇与１ｍｏｌ／Ｌ乙酸铵
水溶液的体积比对分离效率的影响，结果发现，随着

１ｍｏｌ／Ｌ乙酸铵水溶液体积分数下降，分离效率降
低，而较高比例的乙酸铵在一定程度上也减弱了分

离效率，最佳甲醇与１ｍｏｌ／Ｌ乙酸铵水溶液体积比
为８∶２。因此，选择由流动相 Ａ〔甲醇 －１ｍｏｌ／Ｌ乙
酸铵水溶液（体积比８∶２）〕和流动相Ｂ〔甲醇－丙酮
（体积比６∶４）〕组成的梯度洗脱程序进行检测。
２．１．２　质谱条件优化

电喷雾电离（ＥＳＩ）和 ＡＰＣＩ是液相色谱串联质
谱法中常用的两种离子源。因此，比较了这两种离

子源检测橄榄油中铜－焦脱镁素ａ的效果。结果表
明，使用ＥＳＩ分析铜 －焦脱镁素 ａ的质谱图中背景
噪声较高，造成信噪比低，难以进行准确检测。初步

分析原因是铜－焦脱镁素ａ分子含有平面型的卟啉
环结构，且支链为脂肪链、脂基、醚等非极性结构，导

致其难以被ＥＳＩ有效电离。而 ＡＰＣＩ适合中等极性
化合物的电离，更利于铜 －焦脱镁素 ａ的检测。因
此，选用 ＡＰＣＩ检测橄榄油中铜 －焦脱镁素 ａ。另
外，对电离模式进行选择时发现，铜 －焦脱镁素 ａ
在正离子模式与负离子模式下均有响应，但负离

子模式下响应更好，信噪比较高，因而选用负离子

模式。

为了提高质谱响应，对参数进行进一步优化。

将电子倍增器电压调整为６００Ｖ，提高了灵敏度和
信噪比。碎裂电压是指施加到毛细管出口端的电

压，通过增加溶剂化离子的动能，实现其在高压环境

下发生诱导碰撞。在温和的条件下，溶剂簇离子可

以被打掉从而完成去溶剂过程，如果动能持续增加，

就会产生碎片离子。通常相对分子质量越大，碎裂

电压越高。为了防止目标化合物在离子源内碎裂，

碎裂电压不宜过高，因此设置碎裂电压为２６０Ｖ。
２．２　方法学验证
２．２．１　线性范围及检出限、定量限

首先使用优化的方法分析１μｇ／ｍＬ铜 －焦脱
镁素ａ标准溶液和添加１ｍｇ／ｋｇ铜－焦脱镁素ａ的
特级初榨橄榄油样品来评估该方法的定性检测性

能。质谱分析结果表明，两种样品的定性离子和定

量离子的相对离子丰度偏差仅为０１％，表明该方
法在定性检测中具有较高的准确性。

通过构建溶剂校准曲线和基质匹配校准曲线，

对该方法的检出限和定量限进行了评价。使用含量

分别为２０、５０、１００、２００、５００、１０００μｇ／ｋｇ铜 －焦脱
镁素ａ标准溶液构建溶剂校准曲线，结果见图２。
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图２　铜－焦脱镁素ａ的溶剂校准曲线

　　由图２可知，铜 －焦脱镁素 ａ溶剂校准曲线的
线性回归方程为ｙ＝３６．２ｘ－１８３．１（ｘ为铜－焦脱镁
素ａ含量，μｇ／ｋｇ；ｙ为响应强度），相关系数（Ｒ２）为
０９９９８，显示出良好的线性。以３倍信噪比（Ｓ／Ｎ）
和１０倍Ｓ／Ｎ计算出铜 －焦脱镁素 ａ的检出限和定
量限分别为１２μｇ／ｋｇ和２９μｇ／ｋｇ。

为了最大限度地减少样品基质对检测的影响，

使用不含添加剂的特级初榨橄榄油作为空白样品，

制备了基质匹配标准品。基质中铜－焦脱镁素ａ含
量分别为２０、５０、１００、２００、５００、１０００μｇ／ｋｇ。通过
构建基质匹配校准曲线来评估质谱响应与铜－焦脱
镁素ａ含量之间的关系，结果见图３。

图３　特级初榨橄榄油中铜－焦脱镁素ａ的
基质匹配校准曲线

　　由图３可知，特级初榨橄榄油中铜－焦脱镁素ａ
的基质匹配校准曲线的线性回归方程为ｙ＝３４５ｘ＋
３３９．０（ｘ为铜－焦脱镁素ａ含量，μｇ／ｋｇ；ｙ为响应强
度），相关系数（Ｒ２）为０．９９９５。这表明在２０～１０００
μｇ／ｋｇ的铜 －焦脱镁素 ａ含量范围内，质谱响应与
铜－焦脱镁素ａ含量之间存在良好的线性关系。以３
倍Ｓ／Ｎ和１０倍Ｓ／Ｎ计算出橄榄油中铜－焦脱镁素ａ
的检出限和定量限分别为１２μｇ／ｋｇ和６４μｇ／ｋｇ。
２．２．２　基质效应

基质效应是指样品基质中分析物的响应与其在

溶剂中的响应之间的偏差。如果基质效应为零，则

意味着信号没有被增强或抑制。铜－焦脱镁素ａ的
ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ测定中的基质效应可以通过基质匹
配校准曲线和溶剂校准曲线斜率之间的差异来表

征［１１］。为了评估该方法中的基质效应，比较了基质

匹配校准曲线（图３）和溶剂校准曲线（见图２）的斜
率。经计算，该方法的基质效应为 －４．７％，可忽略
不计，表明脂质共提取对分析物质谱响应的干扰得

到了有效避免。

２．２．３　回收率和精密度
在不含铜－焦脱镁素ａ的特级初榨橄榄油中添

加铜－焦脱镁素ａ，添加水平分别为１００、２００μｇ／ｋｇ
和１０００μｇ／ｋｇ，测定该方法的回收率和精密度，结
果如表２所示。
表２　ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ测定特级初榨橄榄油中铜－

焦脱镁素ａ的回收率和精密度（ｎ＝６）

添加量／（μｇ／ｋｇ） 测量值／（μｇ／ｋｇ） 回收率／％ ＲＳＤ／％
１００ ９８．５ ９８．５ ５．１
２００ ２１２．０ １０６．０ ５．７
１０００ ９１０．０ ９１．０ ３．９

　　由表２可知，ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ测定特级初榨橄榄
油中铜－焦脱镁素ａ的回收率在９１０％～１０６．０％，
相对标准偏差（ＲＳＤ）为３．９％ ～５．７％，精密度满足
定量检测的要求。

２．３　市售橄榄油检测
为了验证橄榄油中铜－焦脱镁素ａ含量测定方

法的有效性和适用性，对 ２２个市售橄榄油产品中
铜－焦脱镁素ａ含量进行了检测，结果如表３所示。

表３　市售橄榄油中铜－焦脱镁素ａ的含量

序号 橄榄油标称类别 原产地
铜－焦脱镁素ａ
含量／（μｇ／ｋｇ）

１ 特级初榨橄榄油 西班牙 １３３．２±２６．３
２ 特级初榨橄榄油 西班牙 ６８．３±５．５
３ 特级初榨橄榄油 西班牙 －
４ 特级初榨橄榄油 西班牙 －
５ 特级初榨橄榄油 西班牙 －
６ 特级初榨橄榄油 西班牙 －
７ 特级初榨橄榄油 意大利 －
８ 特级初榨橄榄油 意大利 －
９ 特级初榨橄榄油 西班牙 －
１０ 特级初榨橄榄油 西班牙 －
１１ 特级初榨橄榄油 西班牙 －
１２ 特级初榨橄榄油 西班牙 －
１３ 特级初榨橄榄油 西班牙 －
１４ 特级初榨橄榄油 西班牙 －
１５ 特级初榨橄榄油 中国 －
１６ 特级初榨橄榄油 中国 －
１７ 特级初榨橄榄油 西班牙 －
１８ 特级初榨橄榄油 西班牙 －
１９ 混合橄榄油 西班牙 －
２０ 混合橄榄油 西班牙 －
２１ 混合油橄榄果渣油 意大利 －
２２ 混合油橄榄果渣油 意大利 －
　注：－为未检出
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由表３可知，２２个样品中有２个品牌的特级初
榨橄榄油中检出铜 －焦脱镁素 ａ，含量分别为
（１３３２±２６．３）μｇ／ｋｇ和（６８．３±５．５）μｇ／ｋｇ。目前
尚未有研究报道橄榄果实中有天然铜 －焦脱镁素 ａ
存在，该可疑的特级初榨橄榄油中铜 －焦脱镁素 ａ
的保留时间处有一个单一且无支链的色谱峰，证明

该批特级初榨橄榄油中含有非法添加的铜－焦脱镁
素ａ。其余２０个橄榄油产品的铜－焦脱镁素ａ检测
值低于定量限，从而排除了掺杂铜 －焦脱镁素 ａ的
可能性。实际样本检测结果说明，铜 －焦脱镁素 ａ
的定性定量检测方法能够有效筛查出常规检测方法

难以鉴别的橄榄油掺假问题。采用本方法检测出的

阳性样品具有显著的掺假嫌疑，这对进一步的检测

和鉴定具有重要意义。

３　结　论
本文建立了采用ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ技术测定橄榄

油中铜 －焦脱镁素 ａ含量的方法。通过对流动相、
洗脱程序以及质谱条件的优化，解决了橄榄油中脂溶

性色素铜－焦脱镁素ａ难以分离分析的问题，所建立
的方法检出限为１２μｇ／ｋｇ，定量限为６４μｇ／ｋｇ，回收
率为 ９１．０～１０６．０％，相对标准偏差为 ３９％ ～
５７％。此外，在我国市售的２２个标明为特级初榨
橄榄油、混合橄榄油和混合油橄榄果渣油的橄榄油

产品中进行了铜 －焦脱镁素 ａ含量检测，发现有２
个橄榄油产品中铜 －焦脱镁素 ａ的含量分别为
（１３３．２±２６．３）μｇ／ｋｇ和（６８．３±５．５）μｇ／ｋｇ，而其
余２０个橄榄油产品的铜 －焦脱镁素 ａ含量均低于
定量限。综上，市场上存在特级初榨橄榄油掺假的

风险。该方法的建立有助于完善打击橄榄油掺假的

监管工作，为橄榄油掺假鉴别新技术的开发及食品

安全监管提供理论参考与技术支持。
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