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摘要 
 許多研究已經觀察到十字花科蔬菜攝入量與心血管疾病和癌症風險降低之

間呈負相關，這可能是由於十字花科蔬菜富含類胡蘿蔔素、生育酚和葉綠

醌等親脂性植物化學物質。目前，蔬菜中類胡蘿蔔素、生育酚和葉綠醌的

分析是獨立進行的，這表明需要一種有效的分析方法來同時準確地測定這

些親脂性微量營養素。開發並驗證了一種 LC‑APCI‑MS/MS 分析方法，可

同時測定 12 種十字花科蔬菜中的 7 種類胡蘿蔔素、2 種生育酚和葉綠醌。

分析運行時間為 35 分鐘，使用包含甲醇和異丙醇混合物的 LCMS 友好型

流動相完全分離葉黃素和玉米黃質。檢測限和定量限分別為 0.10‑21.5 

μg/g 乾重 (DW) 和 1.10‑47.6 μg/g DW。日內和日間重複性小於 20% 的

相對標準偏差 (RSD)，回收率為 89‑128%。數據表明，葉黃素和α‑生育

酚是綠葉蔬菜中主要的類胡蘿蔔素和生育酚。分別在芝麻葉（1061 ± 11 

μg/g DW）、青花菜（286 ± 85 μg/g DW）和豆瓣菜（55 ± 4 μg/g DW）

中發現最高含量的類胡蘿蔔素、生育酚和葉綠醌。我們的研究結果表明，

這些蔬菜是親脂性微量營養素的極好來源。總體而言，該分析方法非常適

合準確快速地測定蔬菜中的類胡蘿蔔素、生育酚和葉綠醌。 

 

 

一、前言 
  增加蔬菜的食用已被廣泛認知為健康飲食的重要一環，並且可以降低重大慢

性病的風險。許多研究已經觀察到十字花科蔬菜攝入量與心血管疾病和癌症

風險降低之間呈負相關，這可能是由於十字花科蔬菜富含類胡蘿蔔素、生育

酚和葉綠醌等親脂性植物化學物質。十字花科的蔬菜，是獲取胡蘿蔔素、生

育酚和葉綠醌的主要膳食來源。類胡蘿蔔素是 C40 類萜烯化合物，是重要的

生物抗氧化劑和維生素 A 來源，可預防癌症、心血管疾病和黃斑變性。生育

酚是維生素 E 家族的一部分，具有與色原醇環相連的飽和 C16 基側鏈。由於

其抗高血壓、神經保護和抗動脈粥樣硬化作用，生育酚已顯示出對炎症性疾

病和癌症的保護作用。葉綠醌（維生素 K1）由萘醌組成連接到一個異戊烯基
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的部分不飽和側鏈的環其次是三個異戊基單元。它作為 Γ-谷氨酰羧化酶的輔

助因子，一種負責翻譯後的酶修飾一些蛋白質以允許結合所需的鈣離子因為

它們的生物活性，例如在產生凝血中適當凝血的因素，以及調節骨代謝和生

長的因素。因此，食用類胡蘿蔔素、生育酚和葉綠醌對健康至關重要。此外，

由於人類無法從頭合成它們，這些微量營養素必須從飲食中獲得。由於其親

脂性，類胡蘿蔔素、生育酚和葉綠醌的分析通常使用 C18、C30 或 C34 固定

相柱進行液相色譜 (LC) 分離，然後進行紫外/可見 (UV/VIS) 和質譜 (MS) 

分離檢測。使用C30層析管柱所分離出的類胡蘿蔔素之幾何異構物較其他兩

者佳，且極性類胡蘿蔔素包括葉黃素類及ß-胡蘿蔔素順反異構物均可清楚地

區分出來，但C30管柱的缺點為滯留時間較長。之後又發展出結合HPLC-MS 

及HPLC-NMR快速分離與鑑定方法 (DACHTLER ET AL., 2001)。此外，螢光檢

測還可用於生育酚和葉綠醌分析。質譜越來越多地用於通過在串聯質譜下克

服光譜干擾並從碎片模式中獲取有用信息來提高複雜混合物的分析選擇性和

靈敏度。 在電離技術中，大氣壓化學電離 (APCI) 已廣泛用於這些微量營養

素的研究，因為它具有更強的電離非極性化合物的能力。以下為傳統LC-

MS/MS和LC-APCI-MS/MS比較(郭瀚文、丁望賢，液相層析質譜儀中大氣壓力光

游離法之原理與應用): 

 
目前，蔬菜中類胡蘿蔔素、生育酚和葉綠醌的測定大多采用不同的萃取溶劑、

色譜條件和檢測方法獨立進行。這代表需要一種時間和成本有效的分析方法，

可以在單一的提取方法和使用質譜的色譜分析中同時準確地確定這些親脂性

微量營養素。因此，本研究的目的是開發和驗證一種同時測定一些常見的親

脂性微量營養素的分析方法，包括七種類胡蘿蔔素、兩種生育酚和葉綠醌。 

經驗證的方法被進一步用於研究亞洲普遍食用的 12 種十字花科蔬菜中這些

親脂性微量營養素的分佈，以下為這次實驗的十二種青菜:青花菜 (Brassica 

oleracea var. italica)、孢子甘藍(B. oleracea var. gemmifera)、高麗菜 (B. 

oleracea var. capitata)、白花菜 (B. oleracea var. botrytis)、芥藍 (B. oleracea var. 
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alboglabra)、大白菜 (B. rapa var. pekinensis)、小白菜(B. rapa var. chinensis)、

菜心(B. rapa var. parachinensis)、蘿蔔 (Raphanus sativus)、紅蘿蔔 (Raphanus 

sativus)、芝麻葉 (Eruca sativa) 、豆瓣菜 (Nasturtium officinale)。 

 
 

二、材料與方法 
 

2.1化學品和試劑 
 紫黃質、新黃質、Β‑隱黃質和花藥黃質購自CaroteNature GmbH (Münsingen, 

Switzerland)。葉黃素、Β‑胡蘿蔔素、玉米黃質和Β-衍-8'-胡蘿蔔醛購自

ChromaDex Inc (Irvine, CA, USA)。葉綠醌、甲基萘醌、Α‑生育酚、Γ‑生育

酚、Α‑生育酚乙酸酯和丁基羥基甲苯 (BHT) 購自 Sigma-Aldrich (St. Louis, 

MO, USA)。LiChrosolv®  級的乙醇和氯仿、HPLC 級的甲基第三丁基醚 (MTBE)

和分析級的乙酸乙酯購自Merck Millipore (Burlington, MA, USA)。LC‑MS 級

的乙腈、甲醇和異丙醇 (IPA) 以及 HPLC 級的丙酮和己烷購自Fisher 

Chemical (Waltham, MA, USA)。超純水(18.2 MΩ/cm) 由 Siemens Ultra Clear 

TWF 水淨化系統 (Munich, Germany) 生產。 

 

2.2植物原料 
 從新加坡的超市購買了三批獨立的蔬菜（青花菜、孢子甘藍、高麗菜、白

花菜、芥蘭、大白菜、小白菜、菜心、蘿蔔、紅蘿蔔、芝麻葉和豆瓣菜）。

用自來水清洗蔬菜並使用 Labconco FreeZone冷凍乾燥機(Kansas City, MO, 

USA）進行冷凍乾燥。將冷凍乾燥的蔬菜在昏暗的光線下混合併儲存在‑80 

°C直至分析。 
 

2.3.標準液製備 
  在乙醇中製備新黃質、紫羅蘭黃質、花藥黃質、葉綠醌、甲基萘醌、葉黃

素和 Β-衍-8'-胡蘿蔔醛的單獨儲備溶液； 在乙腈中用於 Α-生育酚、Γ-生

育酚和 Α-生育酚乙酸酯； 在己烷中用於Β-隱黃質和Β-胡蘿蔔素； 在乙醇：

MTBE：IPA：氯仿（20：5：25：33.3，mL：mL：mL：mL）中 玉米黃質。 

所有儲備溶液均含有 BHT (1 mg/mL)，並且 儲存於-80°C。 使用含有 BHT 的

甲醇（1 mg/mL) 以獲得 9 點校準曲線，範圍為 20 至 2000 ng/ mL。 所有

標準液都含有 50 ng/ mL 的內標準液 (IS)：Β-衍-8'-胡蘿蔔醛、甲基萘醌和 

Α-生育酚乙酸酯， 並儲存在-30°C直至使用。 

 

2.4. 儀器儀表 
 在 Agilent Technologies 1290 Infinity II 液相色譜 (LC) 系統(Santa Clara, CA, USA) 

上進行分析，該系統與配備大氣壓化學電離 (APCI) 源的 Agilent 6490 三重四極桿質

譜儀 (MS/MS) 以正模式耦合. LC系統由膜脫氣器、二元泵、恆溫自動進樣器和柱溫
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箱組成，分別保持在4 °C和35 °C。 
 

2.5. 樣品提取 
 乙醇和己烷的萃取效率：乙酸乙酯（1：1，mL:mL) 首次在芥蘭和白蘿蔔

上進行評估，評估後，蔬菜的後續提取使用乙醇進行。使用含有BHT (1 

mg/mL) 的 1 mL 乙醇連續三次提取冷凍乾燥的蔬菜粉 (100 mg)。在第一

次提取中加入 IS，並在冰浴中超聲處理15 分鐘進行提取。在分析之前，將

合併的上清液用含有 BHT (1 mg/mL) 的甲醇稀釋50 倍。三批蔬菜各提取一

次，注射一次。結果表示為蔬菜（n = 3）的 μg/g 乾重（DW）的平均值±標

準誤差（SE）。 
 

2.6. 色譜和質譜條件 
 分析物的分離是在 YMC CO., LTD（KYOTO, JAPAN）的 YMC 類胡蘿蔔素 C30 色

譜柱（150 mm × 2.1 mm，3 μm 粒徑）上實現的，進樣量為 10 μL。 

使用的流動相為甲醇:水（9:1，mL:mL；溶劑 A）和 IPA:甲醇（7:3， 

mL:mL；溶劑 B），流速為 0.3 mL/min，梯度如下洗脫程序：15–30% B

（0–5 min）、30–45% B（5–15 min）、45–95% B（15–17 min）、95% B

（17–30 min）、95 −15% B（30–30.1 min）和 15% B（30.1–35 min）。 

 在優化 APCI 源（SUPPLEMENTARY MATERIALS AND METHODS，SI）後，使用的

參數為：氣體溫度 200 °C，蒸發器溫度 350 °C，乾燥氣體流速 2.33 × 10−4  

m3 /s，噴霧器壓力1.38 × 105
 Pa，電暈電流 5 μA，毛細管電壓 4500 V。 

使用單獨的標準品，進行全掃描和子離子掃描，以驗證前體離子和子離子與

文獻中報導的離子是否相符。識別出最敏感和第二敏感的離子對，分別為分

析物生成一個定量離子和一個定性離子，隨後優化每個離子對的碰撞能量。

最後，多反應監測 (MRM) 模式用於使用優化的離子對確定目標分析物。分析

物通過基於不同濃度標準的量化離子的內標準液歸一化峰面積通過內標校準

來量化。 
 

2.7. 方法驗證 
 該分析方法的基質效應、校準線性、檢測限 (LOD) 和定量限（LOQ）已得到

驗證（補充材料和方法，SI）。 重複性是通過連續三天（日間，N = 15）在

一天內（一天內，N = 5）五次注射混合樣品提取物獲得的相對標準差 (RSD) 。 

對於回收率研究，在提取前，將六份混合蔬菜粉末 (N = 6) 中加入已知量的

目標分析物。 
 

2.8. 數據處理 
 Agilent MassHunter 定量軟件（Santa Clara, CA, USA）用於峰可視化和整合。

Microsoft Excel (Redmond, WA, USA) 用於數據處理和校準曲線構造。

RStudio (Boston, MA, USA) 用於繪圖熱圖和  OriginPro (Version 2017) 

(OriginLab Corporation; Northampton, MA, USA) 用於構建色譜圖。 
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三、結果與討論 
 

3.1. 樣品提取 
 蔬菜中的親脂性微量營養素經常被提取有機溶劑，包括乙醇和己烷-乙酸乙

酯混合物。芥蘭和白蘿蔔，用乙醇進行萃取，然後將己烷:乙酸乙酯 (1:1, 

mL:mL)連續添加到殘留的顆粒中，以萃取剩餘的未被乙醇萃取的目標分析

物。根據 MRM兩種溶劑的合併提取物的色譜圖（圖 S1 和 SI），因此做三

個循環的乙醇提取足以從蔬菜中提取目標分析物。 

 

3.2. LC-APCI-MS/MS 分析 
 由於十字花科蔬菜中的番茄紅素、α-胡蘿蔔素、δ-生育酚和生育三烯酚含

量微不足道，因此這些本分析中排除了化合物。七種類胡蘿蔔素，兩種生育

酚和葉綠醌在C30 柱上分離，保持在35 °C，使用甲醇:水 (9:1, mL:mL) 和 

IPA:-甲醇 (7:3, mL:mL)，流速為 0.3 mL/min。 分析物是用三重四極桿質

譜儀和正APCI源在 200 °C 的氣體溫度下運行，乾燥氣體流速2.33 × 10−4 m3 

/s 和 1.38 × 105 Pa 的霧化器壓力導致最高的平均分析物峰面積（表 S1 和 

SI）使用純標準並參考其他研究，保留目標分析物的母離子和MRM 離子

（表 1）。標準品和混合品的色譜圖植物提取物如圖 1 所示。分析方法運行

時間為 35 min，目標分析物在更短的時間內完全分離超過24 min，包括葉黃

素和玉米黃質的異構物（圖 1A和B）。由於蔬菜基質的複雜性，混合分析植
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物提取物（圖1C ）產生了具有相同的附加峰MRM轉變為α-生育酚（峰 

14 ）、紫黃質（峰15 ）和β-胡蘿蔔素（峰16 和17 ）標準品。雖然無法識

別第 14 峰，但它不會干擾 α-生育酚的定量。基於 MRM 離子對，峰15 的

可能身份包括 (9'Z)-新黃質和黃體黃素，而峰 16 和 17 可能是 (13Z)-β-

胡蘿蔔素、α-胡蘿蔔素、(9Z)-β-胡蘿蔔素和番茄紅素。總之，使用簡單的 

LCMS 友好型溶劑即可實現目標分析物的分離，即甲醇和異丙醇混合物，它

們是己烷、氯仿和 MTBE 等溶劑的合適替代品，因為這些溶劑對環境不太

友好。 
 

 
 



 

8 

 
 

3.3. 方法驗證 
 分析方法在其線性、檢測限、定量限、基質效應、重複性和回收率（表 

2）。是為了根據保留時間的接近程度選擇目標分析物。目標分析物在γ-生

育酚、新黃質和α-生育酚的範圍為 20–2000 μg/mL；紫黃質為 20–1000 

μg/mL；葉綠醌 50–2000 μg/mL；花藥黃質 50–500 μg/mL；葉黃素 50–

1000 μg/mL；20–200 μg/mL 玉米黃質； 50–1000 μg/mL 用於 β-隱黃

質和β-胡蘿蔔素。蔬菜中目標分析物的 LOD 和 LOQ 分別從 3 和 10 的峰

高信噪比確定，範圍分別為 0.1 至 21.5 μg/g DW 和 1.10-47.6 μg/g DW。

所有目標分析物的基質效應都在可接受的範圍內 (100 ± 15%)，這意味著內

部校準方法足以通過共流出基質中的干擾來補償 MS 系統中目標分析物的任

何信號變化。 

 分析的日內和日間重複性分別為2-16% 和6-21%，表明植物提取物在連續三

天儲存期間可能不穩定，特別是對於RSD高於15% 的新黃質和玉米黃質。因

此，植物提取物的分析應在提取後48 小時內完成，如之前的研究報告中表

明，該研究表明類胡蘿蔔素標準品和提取物在8°C 下至少穩定48 小時。或

者，可以將提取物中的BHT增加到1 mg/mL以上，以增強對分析物在分析前

降解的保護。從加標提取物中也獲得了令人滿意的標準品回收率，從89%- 

128% 不等。 

 先前的研究已經表明超音波輔助萃取的潛在缺點，例如由於熱量和與反應性

羥基自由基的相互作用導致類胡蘿蔔素的降解和異構化。β-胡蘿蔔素和葉黃

素標準品的穩定性研究表明，超音波輔助萃取的效果取決於溶劑、超聲參

數、溫度和超聲處理持續時間等因素。不推薦使用二氯甲烷作為超聲輔助萃

取的溶劑，因頻率較低(< 45 kHz) 和功率 (< 120 W) 有利於穩定性，因
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為它們減少異構化事件的數量和系統中產生的氧化自由基的數量。本研究中

採用的超聲處理程序，BHT 溫度低、持續時間短、頻率低，作為抗氧化劑添

加，並獲得了良好的回收率，表明該分析方法對蔬菜中目標分析物的定量分

析。 
 

3.4. 12 種十字花科青菜中的類胡蘿蔔素、生育酚和葉綠醌 
 實驗後分析 12 種十字花科蔬菜，蔬菜中分析物的概況如表 3 所示。 

芝麻葉的總類胡蘿蔔素含量最高（1061 ± 11 μg/g DW），其次是豆瓣菜（916 

± 22 μg/g DW），菜心（625 ± 63 μg/g DW）和芥藍（620 ± 10 μg/g DW）。 

葉黃素，其次是β-胡蘿蔔素，紫黃質和新黃質，構成了大多數蔬菜的主要類

胡蘿蔔素。 在白花菜、高麗菜、蘿蔔和紅蘿蔔中，花藥黃質是主要的類胡蘿

蔔素。白花菜、白蘿蔔和紅蘿蔔含有最少的類胡蘿蔔素，這在早期研究中也

觀察到(Guzman et al., 2012; Isabelle et al., 2010)。 先前的研究報導，青花菜

中的葉黃素、β-胡蘿蔔素含量高於豆瓣菜 、高麗菜 、 芥藍和 菜心 (Kao, 

Chiu, Tsou, & Chiang, 2012)。 然而，在其他研究中，β-胡蘿蔔素是在青花

菜、芥蘭、高麗菜、白花菜、大白菜和芝麻菜中發現的主要類胡蘿蔔素

（Guzman 等，2012；Isabelle 等，2010；Kao 等，2012； Žnidarčič、Ban 和 

Šircelj，2011 年）。蔬菜的文獻報導值不一致，可能是由於生物學差異（例

如品種或栽培品種、階段成熟度）和環境（例如氣候或季節）因素、農業技

術 ，以及收穫前後的條件。導致同一類型蔬菜中類胡蘿蔔素的總含量差異很

大。此外，Santos et al. (2012)  描述了冷藏 10 天後豆瓣菜的 β-胡蘿蔔素含

量顯著增加，而 Hwang, Jang,and Kim (2012)的研究中冷藏會導致蕓苔屬的葉

黃素和 β-胡蘿蔔素含量減少。這意味著儲存效果可能因蔬菜類型和分析物

而異。蔬菜生長期對類胡蘿蔔素含量的影響在青花菜、紅蘿蔔和蕓苔屬 (var. 

raapstelen, Groene Gewone) (Jahangir et al., 2014) 中觀察到 隨著生長，類胡

蘿蔔素含量不斷減少。分析程序和方法（例如提取溶劑、提取方法、檢測方

法）的差異也可能導致報告結果的差異。然而，這些研究一致發現，綠葉蔬

菜的葉黃素和β-胡蘿蔔素含量相對較高。 

 儘管蔬菜是主要的膳食來源 葉綠醌，關於其在蔬菜中的分析報告有限。在

豆瓣菜中發現最高量的葉綠醌 (55 ± 4 μg/g DW) 和芝麻葉（47 ± 2 μg/g 

DW），而最低量是 在蘿蔔中發現 (3.9 ± 0.2 μg/g DW)。與美國農業部

（2019）的數據庫中的濃度相比，除了數據庫中沒有的菜心和紅蘿蔔外，本

研究得到的結果更高，較數據庫中葉綠醌濃度還要高。如前所述，結果的差

異可能是由於生物學變異以及分析程序和方法造成的。 

 使用熱圖顯示了 12 種蔬菜中類胡蘿蔔素、生育酚和葉綠醌的相對濃度（圖 

2）。 蔬菜中分析物的最高和最低濃度 服用後分別歸一化為+1（紅色）和-1

（藍色）濃度的以十為底的對數 (log10)。 總體而言，觀察到類胡蘿蔔素、

生育酚和葉綠醌通常 綠葉蔬菜含量較高，如豆瓣菜、芝麻葉、芥蘭、小白菜

和菜心。根菜類、白蘿蔔和紅蘿蔔，濃度最低，其次是高麗菜、花椰菜、大

白菜和孢子甘藍。 
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四、總結 

  本研究提出了一種經過驗證的分析方法，使用 LC-APCI-MS/MS 和 LCMS 友好且環

保的流動相（即甲醇和異丙醇）同時測定七種類胡蘿蔔素、兩種生育酚和葉綠醌混

合物。該分析方法的運行時間為 35 分鐘，進一步用於分析12 種常用的亞洲十字花

科植物蔬菜。葉黃素和β-胡蘿蔔素是主要的類胡蘿蔔素，而α-生育酚是蔬菜中主

要的生育酚研究過。綠葉蔬菜如青花菜和芝麻葉是類胡蘿蔔素、生育酚和葉綠醌的

極好來源，而根莖類蔬菜如白蘿蔔和紅蘿蔔則相反。總之，這種快速有效的分析方
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法有助於同時分析蔬菜中的親脂性微量營養素，以便在飲食或營養研究中準確測定

它們。 
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