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摘要

在农药筛查分析中运⽤离⼦淌度TWCCSN2的开创性策略已有诸多研究案例4-6，TWCCSN2在⼩分⼦分析中的常规应

⽤也涵盖多个研究领域，包括包括制药（代谢、代谢组学和脂质）、法医毒理学、⻝品安全（兽药、真菌毒素、

类固醇、甜菊糖苷、天然产物筛查和天然毒素）7-10。研究⼈员根据既有研究构建了可供搜索的TWCCSN2数据库

，并将TWCCSN2值⽤作筛查参数来提⾼鉴定特异性，减少误检。这⼀策略采⽤了⼀种针对多种添加剂的⾊谱分析

⽅法以及MS数据库（包含TWCCSN2值），⽤于对“现货”⻝品中的FA进⾏⾮靶向筛查研究。

优势

利⽤常规UPLC-IM-MS策略⽣成同时包含正离⼦和负离⼦模式数据的多参数⻝品添加剂数据库 ■

将诸如保留时间、碰撞截⾯、⺟离⼦/离⼦淌度⼦离⼦精确质量数测量值等筛查参数相结合，可以提⾼⾮靶向⻝

品添加剂筛查分析的检测特异性 

■

研究中所述的⻝品添加剂数据库中涵盖了甜味剂、⻝⽤⾊素、抗氧化剂和防腐剂 ■

与FA CCS数据库的预期值相⽐，FA在正离⼦和负离⼦模式下常规检测的∆TWCCSN2 <2% ■

获得的检测结果应⽤了更⼤且更灵活的分析后处理⼯作流程容差（由多因⼦质谱筛查参数的正交性提供）■
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简介

⻝品添加剂(FA)的使⽤虽然受到各⼤欧盟(EU)法案的严格监管1，但各国家监管机构仍然有责任确保采取有效措施

，监控⻝品添加剂在其辖区内的消耗情况2。为满⾜这些要求，针对市⾯上琳琅满⽬的商品，我们需要所⽤的分析

⽅法能够定量各种⻝品类型中的这些物质。业界⽬前已经成功实施了许多分析应⽤，但这些应⽤通常只涉及极少

数的添加剂和/或⻝品基质。在这种情况下，考虑到市⾯上的产品名⽬繁多，因此，监测⻝品中的添加剂含量⾮常

具有挑战性且成本⾼昂。我们开发出⼀种通⽤性更强、通量更⾼的多重分析⽅法，仅⽤⼀次分析即可灵活测定尽

可能多的FA，从⽽提⾼分析过程的效率。此类⽅法对于需要控管的⻝品添加剂成分具有更⾼的覆盖率，此外还可

以仅⽤⼀次分析来评估每个样品中多种FA的暴露量。 

欧盟法规中规定，FA是指“本⾝通常不作为⻝品使⽤，也不是⻝品的某种特征成分的任何物质，不论其是否具有

营养价值”3。这些物质须在经过欧洲⻝品安全局(EFSA)安全评估并由欧盟委员会授权批准之后才能⽤于⻝品。授

权批准的前提是未观察到对健康构成危害，以及产品的使⽤符合欧盟法规（例如，因技术需要和对消费者有益

）。理想情况下，通过实施国家⻝品控管体系来执⾏法规应涵盖该国家/地区内销售的所有⻝品。同样，在⻛险评

估中，我们也需要分析⼤量产品，以获得FA每⽇摄⼊量的代表性估算值。为解决样品基质数量不断增加，且FA（

已授权批准/未授权批准）名⽬繁多的问题，开发有效且可靠的分析⽅法⾄关重要。

我们考察了在质谱数据库中纳⼊TWCCSN2（ 使⽤氮⽓作为缓冲⽓体测量的⾏波碰撞截⾯）指标的实⽤性。UPLC-

IM-MS（超⾼效液相⾊谱离⼦淌度质谱）包括离⼦淌度质谱（IMS；MS分析之前的⽓相分离）和UPLC（中性物质

分离）。UPLC（秒）、IMS（约10毫秒）和⻜⾏时间MS（微秒）的嵌套时间尺度符合复杂样品的⾼通量分析要求

。化合物IM分离的原理是：⽓相离⼦在仪器中质量分析器之前的⾏波离⼦淌度(TWIM) RF离⼦导向装置内分离。淌

度分离通过使⽤相对较弱的电场驱动离⼦包穿过低压惰性缓冲⽓体（通常是氮⽓）来实现。分离结果取决于分⼦

的质量、电荷和形状等因素。这种⽅法不仅可以得到TWCCSN2作为⼀种补充性的鉴定指标，还为LC和MS提供了额

外的分离维度。 

在农药筛查分析中运⽤离⼦淌度TWCCSN2的开创性策略已有诸多研究案例4-6，TWCCSN2在⼩分⼦分析中的常规应

⽤也涵盖多个研究领域，包括包括制药（代谢、代谢组学和脂质）、法医毒理学、⻝品安全（兽药、真菌毒素、

类固醇、甜菊糖苷、天然产物筛查和天然毒素）7-10。研究⼈员根据既有研究构建了可供搜索的TWCCSN2数据库

，并将TWCCSN2值⽤作筛查参数来提⾼鉴定特异性，减少误检。这⼀策略采⽤了⼀种针对多种添加剂的⾊谱分析

⽅法以及MS数据库（包含TWCCSN2值），⽤于对“现货”⻝品中的FA进⾏⾮靶向筛查研究。

实验
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样品描述

本研究筛查了以下⻝品中的⻝品添加剂：红⾊⽔果酸奶(YB)；草莓酸奶(YS)；功能饮料(D1)；“零糖”柠檬饮料(

D2)；“零糖”草莓猕猴桃饮料(D3)；⽆⾊滋补饮料(D4)；柠檬汽⽔饮料(D5)。（注：“零糖”表⽰不添加糖。）

样品前处理

软饮料：使⽤H2O按10:1和100:1稀释

酸奶提取⽅法：称取酸奶样品(15 g)加⼊沃特世50 mL螺⼝盖离⼼管中。加⼊10 mL含1%⼄酸的⼄腈溶液作为萃取

溶剂，然后使⽤涡旋混合器剧烈混合试管1分钟。向试管中加⼊⽆⽔MgSO4 (6 g)和醋酸钠(1.52 g)，诱导相分离。

⽴即振摇样品1分钟，然后在4 °C下以1500 rcf离⼼5分钟。将上清液(8 mL)倒⼊盛有MgSO4 (1.2 g)、PSA (410 

mg)和C18 (404 mg)的离⼼管(50 mL)中，对样品进⾏分散式SPE (dSPE)。将样品涡旋混合1分钟，并在4 °C下以

1500 rcf离⼼5分钟。

液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： ACQUITY UPLC I-Class PLUS

检测： 离⼦淌度质谱

样品瓶： 通过LCMS认证的12 × 32 mm螺⼝透明玻璃全回收

样品瓶，配有盖⼦和预切割PTFE/硅胶隔垫，容积1 

mL (P/N: 600000671CV)

⾊谱柱： ACQUITY UPLC HSS T3 100 mm × 2.1 mm, 1.8 

μm (P/N: 186003539)

柱温： 45 °C

样品温度： 10 °C

进样体积： 10 μL

流速： 0.4 mL/min
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流动相A： ⽔+ 10 mM醋酸铵（含0.1%甲酸）

流动相B： 甲醇/⼄腈(1:1) + 10 mM醋酸铵（含0.1%甲酸）

梯度： 0‒0.5 min等度(95:5(A:B))；

6.0 min (0:100)；9.0 min (0:100)；

9.5 min (95:5)；11.0 min (95:5)

MS条件

质谱系统： SYNAPT G2-Si

电离模式： ESI+和ESI-

⽑细管电压： 3 kV (ESI+)；2.2 kV (ESI-)

锥孔电压： 30 V

脱溶剂⽓温度： 550 °C

离⼦源温度： 150 °C

采集范围： m/z 50‒1200

采集速率： 每秒10幅谱图

实时校正标准液： 亮氨酸脑啡肽（C28H37N5O7（m/z 556.2766 

+ve）和（m/z 554.2620 -ve））

碰撞能量： HDMSE低碰撞能量(4 eV)，⾼碰撞能量梯度(10‒45 

eV)
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MS分辨率： m/z 556处的半峰全宽(FWHM)分辨率为20,000

IM分辨率： ≈40 Ω/ΔΩ (FWHM)

IMS参数： 缺省IMS筛查参数包括：T-Wave速度梯度 = 开始

：1000 m/s，结束：300 m/s；T-Wave脉冲⾼度 = 

40 V，在相应的⽓体池中使⽤氦⽓流180 mL和氮⽓

流（缓冲⽓体）90 mL，使IM池压⼒达到约3.2 

mBar

校准： IMS/ToF校准试剂盒 (P/N:186008113)

数据管理

⾊谱软件： MassLynx 4.1版SCN 916/924

质谱软件： MassLynx 4.1版SCN 916/924

信息学软件： 使⽤UNIFI v1.94对MassLynx数据进⾏后处理

结果与讨论

我们使⽤标准化的数据库⽣成⽅案开发出适合LC-MS⻝品添加剂分析的正离⼦和负离⼦质谱数据库11。所⽤的策略

可测定⺟离⼦、离⼦淌度⼦离⼦和碰撞截⾯值。⽣成的数据库中包含各类⻝品添加剂的数据，例如⾊素、防腐剂

、抗氧化剂和甜味剂（包括禁⽤甜味剂⽢草甜素）。图1显⽰了使⽤离⼦淌度技术表征的⻝品添加剂类别⽰例。
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图1.⽣成的MS数据库中包含的⻝品添加剂类别⽰例：⾊素（苏丹红7B）、防腐剂（对羟基苯甲酸甲

酯）、抗氧化剂（柠檬酸）和甜味剂（⽢草甜素）。

我们从⽐利时的超市购买了七个标明含有多种FA（包括甜味剂、防腐剂和⻝⽤⾊素）的“现货”⻝品样品，使⽤

针对多种FA的分析⽅法来执⾏样品分析，测试⽣成的TWCCSN2数据库的稳定性。在正离⼦和负离⼦模式下采集

UPLC HDMSE数据，⽐较了⺟离⼦/离⼦淌度⼦离⼦和⻝品添加剂数据库中的TWCCSN2。

使⽤“盲法”测试⻝品D2（⽆⾊柠檬软饮料），检出两种甜味剂（⼄酰磺胺酸E 969和三氯蔗糖E 955）和⼀种⻝

品防腐剂（柠檬酸E330），且鉴定结果为阳性，精确质量数测量值为2 ppm，TWCCSN2 Δ <2%。未在样品D2中

检出⾊素。图2显⽰了在样品D2中鉴定出的⻝品添加剂和天然成分橙⽪苷的负离⼦HDMSE⺟离⼦/淌度⼦离⼦谱图

以及CCS值。
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图2.在柠檬软饮料中检出的甜味剂和抗氧化剂FA的负离⼦HDMSE⺟离⼦/⼦离⼦谱图(D2)。

图3显⽰了所⽣成的TWCCSN2数据库的值，其中包含在⻝品D3（草莓猕猴桃饮料）中鉴定出的⻝⽤⾊素（甜蜜素E 

952）、抗氧化剂（柠檬酸E 330）和甜味剂（阿斯巴甜E 951和⼄酰磺胺酸钾E 950），还显⽰了阿斯巴甜的负离

⼦HDMSE离⼦淌度⺟离⼦/离⼦淌度谱图。对阿斯巴甜进⾏⾼特异性⾮靶向筛查获得的离⼦淌度⼦离⼦谱图（经保

留时间/漂移时间校准）显⽰，⼦离⼦质量精度在1 mDa以内（m/z 97.0404 =-4.12 ppm，m/z 146.0606=-3.4 

ppm，m/z 200.0712=-2.5 ppm，m/z 261.0878=-1.14 ppm）。对于鉴定出的⻝品添加剂，观察到ΔTWCCSN2

<2%。此外，使⽤⻝品添加剂TWCCSN2 MS数据库筛查⻝品时，未⻅误检结果。
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图3.在草莓猕猴桃软饮料(D3)中检测到的阿斯巴甜的负离⼦HDMSE⺟离⼦/⼦离⼦谱图。鉴定出⾊素和甜味剂。

我们还向⼏种⻝品中添加了⼀系列⻝品添加剂⾊素和甜味剂，来评估该数据库在筛查分析中的稳定性。⻝品D4是

⼀种⽆⾊滋补饮料，预计不会检出⻝⽤⾊素添加剂，如图4所⽰，该图显⽰了添加剂⼄酰磺胺酸钾(E 950)的负离⼦

HDMSE⺟离⼦/⼦离⼦谱图，以及化合物E 330和E 955的检测结果。我们向滋补饮料D4中添加了⼀系列额外的甜

味剂和⾊素，组分汇总检测结果如图5所⽰，表明正确检出未授权批准的甜味剂：阿⼒甜和⽢草甜素。图6显⽰了

⽢草甜素(E 958)检测的淌度离⼦流图和HDMSE⺟离⼦/⼦离⼦谱图，其中⽢草甜素的TWCCSN2=286.2 Å2（TW

CCSN2 Δ = -0.3%）。图7显⽰了⻝品添加剂数据库成分阿⼒甜(E 956)的正离⼦HDMSE⺟离⼦和离⼦淌度⼦离⼦谱

图，图中显⽰了+ve和-ve淌度离⼦流图以及各⾃的测量值172.3 Å2/176.4 Å2。在只能测定单同位素信息的情况下

，这些已表征的TWCCSN2值的组合特异性可⽤于确认痕量检测。所得结果证实了FA数据库的稳定性，通过结合保

留时间、⺟离⼦/离⼦淌度⼦离⼦m/z和CCS值，我们可以筛查预期和⾮预期的⻝品添加剂。与MS数据库相⽐，

CCS测量的常规测定偏差⼩于2%（相⽐之下，通常接受的MRM⽐率筛查容差为20%），提⾼了分析可信度，因此

，TWCCSN2可以在⾄关重要的⻝品安全研究的灵活筛查数据处理⼯作流程中，与保留时间和m/z⼀起⽤作⼀种稳定

可靠的鉴定指标。
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图4.在⽆⾊滋补饮料(D4)中检出的⼄酰磺胺酸钾的负离⼦HDMSE⺟离⼦/⼦离⼦谱图。鉴定出添加剂E 330、E 955

和E 950。
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图5.向⽆⾊滋补饮料(D4)中添加额外的已授权批准/未授权批准⻝品添加剂的负离⼦HDMSE结果，图中显⽰了保留

时间、精确质量数测量值，以及预期/实测的TWCCSN2。
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图6.向⽆⾊滋补饮料(D4)中添加未授权批准⽢草甜素⻝品添加剂的负离⼦HDMSE⺟离⼦和离⼦淌度⼦离⼦谱图。

实测TWCCSN2=286.2 Å2 (CCS Δ = -0.3%)。
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图7.⻝品添加剂数据库成分阿⼒甜的正离⼦HDMSE⺟离⼦和离⼦淌度⼦离⼦谱图，显⽰了+ve和-ve TWCCSN2值。

结论

本研究应⽤了⼀种稳定的质谱数据库构建策略，来⽣成包含甜味剂、防腐剂、抗氧化剂和⻝⽤⾊素的正离⼦和

负离⼦FA数据库。收集的数据包括保留时间、精确质量数、保留时间/漂移时间⺟离⼦/离⼦淌度⼦离⼦m/z值

和CCS值。 

■

该数据库构建策略结合了TWCCSN2值的测量和使⽤，经证明具有良好的稳定性，所⽣成的数据库可⽤于对⽇常

⻝品中的⻝品添加剂进⾏⾮靶向筛查。已授权批准/未授权批准的⻝品添加剂的阳性鉴定结果通常在2% CCS容

差范围内，相⽐之下，MRM⽐率筛查容差通常为20%。 

■

使⽤CCS作为筛查参数有可能降低采集后⼯作流程筛查参数的初始特异性，并减少通⽤提取⽅法对复杂基质的

误检情况。 

■

结合正离⼦和负离⼦模式TWCCSN2值创建⾼特异性指纹图谱，有利于提⾼痕量检测⽔平的特异性。 ■

本研究开发出⼀种针对多种添加剂的分析⽅法，能够分析⼤量FA，对于需要控管的⻝品具有更⾼的覆盖率，同

时有助于评估多种FA的暴露量。 

■
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在灵活的筛查数据处理⼯作流程中，TWCCSN2与保留时间和m/z结合，可⽤作稳定可靠的鉴定指标，以提⾼⾄

关重要的⻝品安全研究中⾮靶向⻝品添加剂筛查的鉴定可信度。

■
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