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引言

甜菊糖苷是一类以甜叶菊干叶为原料，经提取、精制而得的

食品添加剂。其主要成分为四环二萜类化合物，包括甜菊苷、瑞

鲍迪苷A 、瑞鲍迪苷B、瑞鲍迪苷C、瑞鲍迪苷D、瑞鲍迪苷F、甜

茶苷、杜克苷、甜菊双糖苷等。它们具有相同的苷元：甜菊醇

（见图1），在C19和C13位上连接不同数量的葡萄糖基，鼠李糖基

或木糖基，从而形成味质、理化性能各异的甜菊糖苷。甜菊糖苷

可在饮料中可按生产需要适量使用。在蒸馏酒中，我国《食品添

加剂使用标准》（GB 2760-2014）中明确规定中不允许添加甜味

剂，配制酒和饮料中的甜味剂的使用也不得超过限量。
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我们通过QTRAP®  系统建立了白酒及饮料中常见9种甜菊苷的

精确定量方法，并通过QTRAP® 系统的线性离子阱功能建立了其二

级碎片谱库，可用于后期的筛查分析。该方法具有以下特点：

1. 本方法覆盖目前食品添加剂安全标准（GB8270-2014）中9种甜

菊糖苷的检测。 

2. 抗基质干扰，特异性强，保证结果可靠性。

3. 10 min内完成9种甜菊糖苷的检测，快速方便。

4. 结合QTRAP®系统的EPI功能，通过SCIEX OS软件建立其二级谱

库，便于后期筛查和鉴定。

仪器设备

SCIEX ExionLC™ 系统 + QTRAP®  系统
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图1. 甜菊糖苷的结构式

SCIEX ExionLC™ 系统 + QTRAP®  系统

目前，针对食品中甜味剂的检测，研究较多的主要为人工合成

甜味剂，甜菊糖苷等天然甜味剂报道较少。在我国，甜菊糖苷食品

添加剂安全标准（GB8270-2014）中采用的是容量法和HPLC法，由

于此类甜味剂结构类似，故采用HPLC不能得到很好地分离。
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质谱方法：

扫描方式：负模式

离子源：ESI

离子对列表见附表

实验结果

化合物提取离子流色谱图（图2）

1.  色谱质谱条件优化

分别使用C18，氟苯基柱，及氨基柱优化条件，发现当时用

氨基柱正相色谱模式分析时，各甜菊糖苷可以得到较好分离，但

此模式色谱峰型受样品溶剂影响较大，使用90% 乙腈水溶液作为

样品溶剂，峰型较好。另外分别使用0.1% 甲酸水，2 mmol/L、

5 mmol/L、10 mmol/L甲酸铵水溶液作为流动相测试，发现当使用

10 mmol/L甲酸铵水溶液作为流动相时，灵敏度最好。

本实验在QTRAP®  系统上进行，使用正负模式分别测试，发现

甜菊糖甘类均有均有响应，但负模式减氢峰响应更好，故采用负

模式进行分析。

样品处理：

取样约1 g左右，使用90% 乙腈水溶液稀释5-10倍，离心

5 min，过滤，上机分析。

色谱方法：

色谱柱：BEH Amide Column, 1.7µm, 2.1 mm X 100 mm

流动相：A：10 mmol/L 甲酸铵水溶液

 B：乙腈

梯度洗脱：

时间 [min] 流速 [mL/min] B[%]

0.00 0.4000 90

0.50 0.4000 90

5.00 0.4000 50

6.00 0.4000 50

6.10 0.4000 90

流速：0.4 mL/min；       

柱温：40℃；

进样量：5 µL

图2. 9种甜菊糖苷的提取离子流色谱图
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2.  方法学验证结果

线性范围

使用空白白酒基质，在1 ng/mL-200 ng/mL范围内进行线性实

验，发现所有甜菊糖苷类均有很好的的线性，线性相关系数r在

0.99543-0.99575之间。

3.  重现性实验

使用空白基质考察实验的重现性，添加浓度为5 ng/mL，连续

进样6针，所有化合物RSD值均小于3.5 %。

图3. 9种甜菊糖苷的校准曲线

化合物名称 RSD%（n=6） 化合物名称 RSD%（n=6）

瑞鲍迪苷A 2.36 甜菊苷 2.51

瑞鲍迪苷B 2.18 杜克甙 2.79

瑞鲍迪苷C 1.59 甜茶苷 1.93

瑞鲍迪苷D 3.22 甜菊双糖苷 -

瑞鲍迪苷F 2.94 - -

4.  回收率

使用空白白酒基质进行回收率考察，取样1 g配制成20 ng/mL

的基质试剂，上机测试，各种甜菊糖苷回收率在91%-97%之间，

可直接白酒类饮料中甜菊糖苷类的定量或筛查。

5.  定性分析

在QTRAP®系统上，使用MRM-IDA-EPI模式采集数据，可同时得

到用于定量的MRM数据及化合物的二级碎片数据，从而同时进行

定性及定量分析。以瑞鲍迪苷A为例，对其采集到的EPI谱图，利

用SCIEX OS软件进行分析，发现m/z 317.3的碎片为甜菊糖苷类均具

有的苷元甜菊醇，而m/z 479.2由甜菊醇在C19位结合一个葡萄糖得

到，而m/z 641.3及m/z 803.2分别为C13位上分别结合两个和三个葡

萄糖单元得到。使用MRM-IDA-EPI结合SCIEX OS软件可准确匹配其

质谱碎片信息对应的结构，为化合物鉴定提供依据。
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总结 

本实验在 QTRAP® 系统上，建立了9种甜菊糖苷类的 LC-MS/MS 

方法，该方法可用于白酒类饮料中的甜菊糖苷类化合物的快速筛

查和定量。方法具有快速简便重现性好的优点，使用MRM-IDA-EPI

模式得到的二级碎片图谱可为定性鉴定提供可靠依据，从而实现

同时定量与定性分析。
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附录：9种甜菊糖苷的质谱离子对参数

中文名 英文名 Q1 Q3 DP CE

瑞鲍迪苷A Rebaudioside A 965.4
803.4 -165 -44
641.1 -165 -82

瑞鲍迪苷B Rebaudioside B 803.4
641.4 -176 -65
479.3 -176 -65

瑞鲍迪苷C Rebaudioside C 949.323
787.3 -160 -34
625.3 -160 -78

瑞鲍迪苷D Rebaudioside D 1127.4
803.3 -245 -68
641.4 -245 -86

瑞鲍迪苷F Rebaudioside F 935.342
773.2 -155 -40
479.3 -155 -90

甜菊苷 Stevioside 803.4
641.4 -142 -37
479.3 -142 -80

杜克甙 Dulcoside A 787.4
625.4 -140 -32
479.3 -140 -77

甜茶苷 Rubusoside 641.302
479.3 -135 -42
317.2 -135 -62

甜菊双糖苷 Steviolbioside
641.222 479.3 -175 -56

317.2 -175 -62


