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摘要

呋喃⾹⾖素是⼀类多样化的天然产物，常⻅于各种植物和柑橘类⽔果中。呋喃⾹⾖素与光毒性有关，由于柑橘类

⽔果的油提取物常被⽤于化妆品和⾹⽔等消费品，因此需要关注安全性问题。本应⽤纪要展⽰了⼀种稳定且灵敏

的UPLC-MS/MS定量⽅法，该⽅法使⽤Xevo™ TQ-XS分析精油中的呋喃⾹⾖素，每份样品仅耗时15分钟。除6,7-

⼆羟基⾹柠檬素(5‒1000 ng/mL)外，该分析⽅法使所有呋喃⾹⾖素在0.5-1000 ng/mL范围内表现出良好的线性，

R2⼤于0.998且残留百分⽐⼩于22.5%。所有化合物的定量限(LOQ)都低⾄0.5 ng/mL，6,7-⼆羟基⾹柠檬素的LOQ

为5 ng/mL。四对同分异构体在ACQUITY™ UPLC™ CSH™氟苯基⾊谱柱上实现了良好分离。基质效应研究表明

，橙类精油基质（⼩于30%）中的呋喃⾹⾖素没有明显的基质效应，并且溶剂校准曲线可⽤于定量分析各种精油

样品中的呋喃⾹⾖素。通过使⽤稀释法，⽬前建⽴的⽅法⾜以满⾜欧盟法规提出的1 mg/kg的规定限值。

优势

使⽤ACQUITY UPLC I-Class联⽤Xevo TQ-XS三重四极杆质谱仪或串联四极杆质谱仪，开发⼀种快速、稳定且

灵敏的分析⽅法以准确定量精油样品中的16种呋喃⾹⾖素

■

在ACQUITY UPLC CSH氟苯基⾊谱柱上轻松实现呋喃⾹⾖素混合物中四对结构异构体的分离。这样能够对有相

似MRM通道的每个异构体进⾏选择性和特异性鉴别与准确定量

■

在橙类精油基质中，低、中和⾼浓度⽔平呋喃⾹⾖素(10, 100, and 1000 ng/mL)下都未观察到明显的基质效应

。因此，溶剂校准曲线可⽤于定量精油样品中的呋喃⾹⾖素，简化了准确定量分析所需的步骤

■
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所开发的⽅法能够使15种呋喃⾹⾖素的LOQ达到0.5 ng/mL，除了6,7-⼆羟基⾹柠檬素的LOQ为5 ng/mL。该

LOQ低于欧盟法规(EC)第1223/2009号的规定限值1 mg/kg

■

简介

呋喃⾹⾖素（furanocoumarins或furocoumarins）是⼀类在各种植物和柑橘类⽔果（例如，葡萄柚和柠檬）中

发现的多样化天然产物1。它的存在可能是⼀个问题，因为柑橘类⽔果的油提取物经常被⽤于消费品，例如化妆品

、⾹⽔、防晒品、烫⾦产品和洗发⽔2。 基于过往研究，由于呋喃⾹⾖素的光毒性会影响药物代谢或者甚⾄导致急

诊，存在着安全问题3。 因此，有必要在各种潜在的来源中监测这些化合物。

呋喃⾹⾖素在欧盟通过的关于化妆品的法规(EC)第1223/2009号中受到控制。附件II的条⽬358禁⽌直接添加呋喃

⾹⾖素，除了来⾃天然精油或提取物的成分。防晒品和烫⾦产品中呋喃⾹⾖素总量的限值为1 mg/kg4。呋喃⾹⾖

素分析的⼀些常⻅分析⽅法包括⾼压液相⾊谱法(HPLC)联⽤分光光度（例如UV）5  检测或质谱(MS)检测。虽然柑

橘类精油中的呋喃⾹⾖素浓度允许使⽤HPLC-UV和LC-MS进⾏直接分析，但考虑到在化妆品中的低浓度及化妆品

的复杂性质，需要选择性和灵敏度更⾼的分析技术，例如串联四极杆LC-MS/MS。 

2007年，国际⽇⽤⾹料协会(IFRA)提出了六种分析物（⾹柑内酯、⾹柠檬素、⽩当归脑、环氧⾹柑素、异茴芹内

脂和氧化前胡素）作为呋喃⾹⾖素家族的标志化合物。标志物的选择是基于它们在柑橘类精油中的总体出现率和

浓度，其在柑橘类精油中的含量通常⼤于1000 ppm6。本应⽤纪要中，使⽤UPLC联⽤Xevo TQ-XS开发了⼀种快

速且灵敏的⽅法来定量精油中的16种呋喃⾹⾖素。  

实验

材料与⽅法

校准曲线标样制备

16种呋喃⾹⾖素的混标(Supelco, 93102)溶解于⼄腈中，每种浓度为250 mg/kg，⽤于制备溶剂和基质匹配校准

曲线。通过连续稀释⾄0.5、1、5、10、50、100、500和1000 ng/mL制备⼋个点的校准曲线，将⼄腈⽤于溶剂校

准曲线，空⽩橙类精油⽤于基质匹配校准。
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精油样品的前处理

在LCMS进样前，使⽤⼄腈对精油样品（葡萄柚）进⾏100倍稀释。

基质效应研究样品的前处理

使⽤⼄腈将16种呋喃⾹⾖素混标(Supelco, 93102)稀释⾄10、100和1000 ng/mL，并使⽤橙类精油空⽩基质(

Supelco, PE05354)分别在溶剂和基质中创建加标样品。

⾊谱条件

液相⾊谱系统： ACQUITY UPLC I-Class

⾊谱柱： ACQUITY UPLC CSH氟苯基柱, 2.1 x 100 mm, 1.7 

μm (P/N: 186005352)

柱温： 40 °C

样品温度： 10 °C

进样体积： 1 µL

流速： 0.4 mL/min

流动相A： 0.1%甲酸⽔溶液

流动相B： 0.1%甲酸的⼄腈溶液
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梯度表

质谱仪条件

质谱系统： Xevo TQ-XS

电离模式： ESI+

脱溶剂⽓温度： 400 °C

脱溶剂⽓流速(L/h)： 1000

锥孔⽓流速(L/h)： 150

离⼦源温度： 130 °C

⽑细管电压： 1 kV

数据管理
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⾊谱软件： MassLynx™ v4.2

质谱软件： Masslynx v4.2

定量软件： TargetLynx™

设置MRM通道

使⽤时间分段的MRM通道模式收集数据，每种呋喃⾹⾖素包含两条通道。使⽤基于QuanOptimize功能的进样对

化合物MRM通道以及它们各⾃的参数（例如，锥孔电压和碰撞能量）进⾏优化。表1中标记*的通道为定量通道。

优化过程中，我们观察到⽩当归素的碎⽚离⼦(m/z 317)⽐⺟离⼦(m/z 335)的灵敏度更好，因此使⽤m/z 317作为

Q1中的⺟离⼦。

表1.16种呋喃⾹⾖素的MRM通道。同分异构体对分别显⽰为橙⾊、蓝⾊、绿⾊和紫⾊。
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结果与讨论

ACQUITY UPLC CSH氟苯基⾊谱柱的分离能⼒

⼗六种呋喃⾹⾖素，包括四对同分异构体，于15分钟运⾏时间内都能在ACQUITY UPLC CSH氟苯基⾊谱柱上实现

良好分离。有⼏对异构体的MRM通道相同，例如欧前胡素和异欧前胡素以及独活素和氧化前胡素。因此，这些峰

的良好分离对于准确定量分析⾄关重要。使⽤100 ng/mL呋喃⾹⾖素单标确认同分异构体对的保留时间。表2显⽰

了四对同分异构体的化学结构及其各⾃的⾊谱图。1 mg/mL的呋喃⾹⾖素混标的整体⾊谱图如图1所⽰。

图1.16种呋喃⾹⾖素混标的⼄腈溶液(1 mg/mL)的UPLC-MS/MS⾊谱图
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表2.在100 ng/mL时呋喃⾹⾖素同分异构体的化学结构和定量MRM⾊谱图

仪器线性、准确度、精度和灵敏度

通过平均三条单独曲线的校准点得到表3中描述的外部校准曲线。所有呋喃⾹⾖素的线性动态范围是0.5‒1000 

ng/mL（三个数量级），除了6,7-⼆羟基⾹柠檬素的线性范围为5‒1000 ng/mL。所有分析物的线性回归R2达到⼤
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于0.998，残留百分⽐⼩于22.6%。⼀些呋喃⾹⾖素校正曲线和残留物百分⽐的例⼦如图2所⽰。这表明Xevo TQ-

XS联⽤ACQUITY I-Class对于呋喃⾹⾖素的定量分析实现了优异的仪器线性和准确度。 

本研究还确⽴了LOQ，即能达到信噪⽐⼤于10的最低化合物浓度。除了6,7-⼆羟基⾹柠檬素，所有呋喃⾹⾖素的

LOQ都确定为0.5 ng/mL。6,7-⼆羟基⾹柠檬素的LOQ是10倍⾼，为5 ng/mL。在LOQ⽔平的⾊谱图如图3所⽰。 

仪器精度测试通过在每个校正⽔平三次重复进样完成。最低校正⽔平的峰⾯积%RSD⼩于15%，表明LOQ⽔平时

仪器精度良好。%RSD结果汇总如表3所⽰。 

表3.关于呋喃⾹⾖素的仪器线性、精度和灵敏度的详细信息。
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图2.Xevo TQ-XS联⽤ACQUITY I-Class采集的呋喃⾹⾖素⼄腈溶液的校正曲线⽰例。
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图3.在LOQ浓度时呋喃⾹⾖素⼄腈溶液的⾊谱图和S/N。
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评估橙类精油对呋喃⾹⾖素的基质效应

评估橙类精油对呋喃⾹⾖素的基质效应，以确⽴是否应该使⽤溶剂或基质匹配校准曲线定量真实样品中的呋喃⾹

⾖素。根据空⽩橙类精油基质中加标的呋喃⾹⾖素对⽐溶剂的峰⾯积以计算基质效应。分别加标⾄10 ng/mL、

100 ng/mL和1000 ng/mL的呋喃⾹⾖素代表真实精油样品中呋喃⾹⾖素的低、中和⾼浓度⽔平。图4显⽰了溶剂

和橙类精油基质中加标10 ng/mL时补⻣脂素和6,7-⼆羟基⾹柠檬素的⽰例。表4汇总了橙类精油样品基质中呋喃⾹

⾖素的基质效应。 

总之，在⼤多呋喃⾹⾖素中可观察到轻微的基质增强，且在低浓度⽔平时基质效应更明显。因为⼤多分析物的基

质增强⼩于130%，在三个不同浓度⽔平的呋喃⾹⾖素中，基质效应并不明显。并且使⽤溶剂校准曲线应能够准确

定量分析真实精油样品中的呋喃⾹⾖素。 

表4.在橙类精油基质(n = 3)中加标低、中和⾼浓度⽔平呋喃⾹⾖素下的基质效应研究。基质效应⼤于

130%以蓝⾊突出显⽰。
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图4.(a)⼄腈和(b)橙类精油基质中加标10 ng/mL时补⻣脂素和6,7-⼆羟基⾹柠檬素的MRM⾊谱图。

精油样品中呋喃⾹⾖素的定量分析

葡萄柚精油样品中的呋喃⾹⾖素浓度差异很⼤，从0.09到196 mg/mL不等（⻅图5和表5）。Xevo TQ-XS宽⼴的线

性动态范围（⾼达三个数量级）使分析⼈员能够准确定量样品中存在的不同数量级的分析物，从⽽简化样品前处

理，缩减分析的时间和成本。 

本研究建⽴了基质匹配校准和溶剂校准。使⽤⼄腈将葡萄柚精油样品稀释100倍，分别对⽐溶剂和基质匹配校准曲

线（⻅表5）对呋喃⾹⾖素的实际浓度进⾏定量。溶剂和基质匹配校准曲线定量出实际浓度的差异百分⽐⼩于

30%。结果与基质效应研究相符合，表明基质效应微⼩，以及溶剂标准品校准可⽤于定量精油样品中的呋喃⾹⾖

素 
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表5.葡萄柚精油样品中的呋喃⾹⾖素浓度。
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图5. 100倍稀释的葡萄柚精油样品中检测的呋喃⾹⾖素⾊谱图。

结论

由于存在光毒性，准确定量消费品中的呋喃⾹⾖素⾄关重要。在ACQUITY I-Class联⽤Xevo TQ-XS的系统上成功

开发了快速筛选和定量16种呋喃⾹⾖素的时间分段的MRM⽅法。使⽤ACQUITY UPLC CSH氟苯基⾊谱柱实现了四

对呋喃⾹⾖素同分异构体的良好分离，使每个异构体都能够准确定量。本研究为呋喃⾹⾖素建⽴了优异的仪器准

确度、精度和线性动态范围。该仪器还证明了使所有呋喃⾹⾖素的LOQ达到0.5 ng/mL的能⼒，除了6,7-⼆羟基⾹

柠檬素为5 ng/mL。

还使⽤简单的稀释法研究了橙类精油对呋喃⾹⾖素的基质效应。在各种加标浓度的呋喃⾹⾖素中可观察到轻微的

基质增强（⼩于130%）。这表明基质效应不明显，并且使⽤溶剂和基质匹配校准曲线对精油样品进⾏定量分析得

到证实。葡萄柚精油中的呋喃⾹⾖素含量在0.09‒196 mg/mL之间，使⽤溶剂和基质匹配校准曲线确定的实际浓度

差异⼩于30%。 

通过建⽴的⽅法，我们可以使⽤快速简便的样品前处理技术定量精油样品，同时满⾜欧盟法规(EC)第1223/2009号

中提出的规定限值1 mg/kg。 
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