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超高效液相串联质谱测定四棱豆中总叶酸和 

多聚谷氨酸叶酸的含量 
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摘要：本文建立了超高液相色谱串联三重四级杆质谱(UPLC-MS/MS)定量测定四棱豆中总叶酸的含量和多聚谷氨酸叶酸分布的

方法。四棱豆在缓冲液中蒸煮灭活内源多聚谷氨酸水解酶和破坏叶酸结合蛋白，使结合态叶酸变成游离态，过滤得提取液。将提取的

各种形式叶酸转化为 5-甲基四氢蝶酰多聚谷氨酸(5MTHFGlun)，并经 C18 萃取小柱除盐后，采用UPLC 分离不同形态的 5MTHFGlun，

电喷雾正离子电离模式（ESI+）和多反应监控扫描模式（MRM）测定不同形态的 5MTHFGlun含量。方法采用 PteGlu（1-6）作为内标，

5MTHFGlu(1-6)外标进行定量。该方法灵敏度高，最低检测限（LOD）为 40~1133 fmol，最低定量限（LOQ）为 120~3400 fmol，精密

度为 0.5%~6.8%，平均回收率为 43%。研究发现四棱豆中多聚谷氨酸叶酸的主要形式是蝶酰五谷氨酸，占叶酸总量的 65%；其次是

蝶酰五谷氨酸占 30%；其它形式只占 5%；总叶酸含量为 1.1 μmol/100 g，其含量显著高于菠菜和西兰花等蔬菜。该方法快捷、灵敏、

精确，适用于蔬菜中叶酸的分析。 
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Abstract: An ultra-high performance liquid chromatography tandem mass-spectrometry (UPLC-MS/MS) method was established to 

determine the total folate content and polyglutamate folate distribution in winged beans. Coarsely chopped winged beans were boiled to 

inactivate endogenous polyglutamate hydrolase and degrade folate-binding proteins so that the bound folate was converted to free form. After 

filtration, the extracted folate in various forms was converted to 5-methyl tetrahydrofolate polyglutamyl (5MTHFGlun), salt was removed using 

a C18 SPE cartridge, and UPLC was performed to separate the different forms of 5MTHFGlun. The content of 5MTHFGlun in different forms 

were determined using positive electrospray ionization (ESI
+
) under multiple reaction monitoring (MRM) mode. Quantitative analysis was 

conducted using PteGlu(1–6) as the internal standard and 5MTHFGlu(1–6) as external standards. The method showed high sensitivity, with a limit 

of detection of 40~1133 fmol and a limit of quantification of 120~3400 fmol. The precision of determination ranged from 0.5% to 6.8% and the 

average recovery was 43%. The results showed that the predominant form of polyglutamate folate in winged bean was pentaglutamyl folate 

(65%), followed by 5MTHF, accounting for 29.6%; other forms accounted for only 5.6%. The total folate content in fresh winged beans was 1.1 

μmol/100 g, which was significantly higher than that in spinach and broccoli. This method is fast, sensitive, and accurate, and is suitable for 

determining total folate and polyglutamyl folate distribution in different vegetables. 
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叶酸是人体必需维生素，需要从食物中摄取[1]。

虽然蔬菜及水果中天然叶酸含量丰富[2]，但其通常与

多个谷氨酸结合[3]，使得天然叶酸在人体中的生物利

用率较低，导致现代人体叶酸缺乏现象依然广泛存在
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[4]。据调查，我国南北方落后地区，叶酸缺乏率高达

40%
[1]，因其缺乏所引起的慢性疾病(如心血管疾病）

及婴儿神经管缺陷等疾病居世界首位[2,5]。近年来，叶

酸在预防和治疗神经管缺陷及同型半胱氨酸血症等多

种疾病上具有显著疗效[6~7]。蔬菜中叶酸的存在形式多

样：根据氧化还原程度的不同，包含有四氢叶酸、5-

甲基-四氢叶酸、5-甲酰基-四氢叶酸、10-甲酰基-四氢

叶酸、5，10-亚甲基-四氢叶酸、5-甲叉亚甲基-四氢叶

酸等；根据谷氨酸链的长短，可形成 1~17 个谷氨酸残

基的叶酸(见图 1)。叶酸因常与多个谷氨酸结合导致在

人体吸收利用情况差异很大，研究表明只有单谷氨酸

叶酸才能被肠道吸收而被人体利用[8]，因此测定蔬菜

中各叶酸的分布情况可为人类叶酸合理膳食提供理论

依据。 

 

图 1 多聚谷氨酸叶酸的化学结构 

Fig.1 Chemical structure of polyglutamylated folates 

当前对食品中叶酸定量分析方法的研究受到国

内外广泛关注。目前叶酸的相关分析主要有微生物法
[9]、HPLC 结合紫外检测法、电化学及荧光检测法
[3,10,11]。其中微生物法为传统最常用的方法，但它只能

检测叶酸的总含量，并不能检测各叶酸分布，且操作

费时繁琐，重复性差。随后人们倾向使用 HPLC 法，

但该方法对样品纯度要求高，且灵敏度低。近年王超

等 [12]用 UPLC-MS/MS 法成功分析了菠菜等 8 种蔬菜

中叶酸的分布情况。UPLC-MS/MS 法具有快速，灵敏，

高选择性的特点，用来定量分析叶酸高效且灵敏，但

容易受到复杂基质的干扰[13~14]，而合适的内标可以降

低复杂基质产生的干扰。 

四棱豆(Psophocarpus tetragonolobus D.C)，因含

有丰富的植物蛋白、膳食纤维及微量元素等而被人们

称为“绿色金子”。目前对四棱豆的营养研究仅限于蛋

白质和脂质的组成和种类及生物利用性上[15~17]，还未

见叶酸含量及其多聚谷氨酸叶酸分布的相关研究。 

本研究从新鲜四棱豆中提取天然叶酸,利用柱前

转化的方法将不同形式的叶酸均转化为5-甲基四氢叶

酸，并通过 UPLC-MS/MS 方法进行测定，从而获取

了总叶酸的含量及各形式叶酸的分布情况，这填补了

四棱豆中叶酸含量及其分布形式的空白。本文所建立

的定量方法同样适用于其它蔬菜中叶酸的分析。  

1  实验部分 

1.1  试剂与材料 

新鲜四棱豆：从广东省翁源县青云山农业合作社

试验田采摘，采摘后立刻抽真空包装，置于冰盒，在

3 个小时内运到实验室进行测定。蝶酰单谷氨酸

（PteGlu1)（ Sigma 公司）；蝶酰 -γ-L-二谷氨酸

（PteGlu2)，蝶酰-γ-L-三谷氨酸（PteGlu3)，蝶酰-γ-L-

四谷氨酸（PteGlu4)，蝶酰-γ-L-五谷氨酸（PteGlu5)，

蝶酰-γ-L-六谷氨酸（PteGlu6），均购于 schircks 实验室；

抗坏血酸（Sigma 公司）；抗坏血酸钠（Sigma 公司）；

L-5-甲基四氢叶酸钙（上海西宝生物科技有限公司）；

醋酸氨，磷酸二氢钠，氢氧化钠，甲酸（分析纯，天

津市大茂化学试剂厂）；盐酸（分析纯，广州化学试剂

二厂）；硼氢化钠（分析纯，天津市福晨化学试剂厂）；

冰乙酸（分析纯，天津市富宇精细化工有限公司）；2-

辛醇（分析纯，aladdin 公司）；甲醛（分析纯，天津

市大茂化学试剂厂）；HPLC 级甲醇，HPLC 级乙腈，

均购于美国 Burdick&Jackson 公司； 二硫苏糖醇（分

析纯，Amresco 公司）；C18 反相固相萃取（SPE）小

柱 (Sep-pak,Waters 公司)；实验用水为 Millipore 超纯

水。 

1.2  仪器和装置 

EL104 电子天平（梅特勒-托利多仪器上海有限公

司）；pHS-3C 雷磁 pH 计（上海精密科学仪器有限公

司）；SB-5200DTS 双频超声波清洗器（宁波新艺超声

设备有限公司）；UV-1750 紫外可见分光光度计（日本

岛津公司）；SHZ-DⅢ循环水真空泵（巩义市予华仪器

有限责任公司）；IKA T18 Basic 均质器（德国 IKA 公

司）；超纯水制备机（Thermo 公司）；安捷伦 1290 高

效液相色谱-安捷伦6460三级四重杆质谱联用仪(安捷

伦，美国)。  

1.3 仪器条件 

1.3.1  色谱条件 

安捷伦 1290 液相色谱系统；色谱柱：HILIC 柱

(4.50 mm×100 mm，粒径 2.6 μm)（kineie）；流动相：

10 mmol/L 乙酸铵(含 0.2%的乙酸)-乙腈(体积比为

50:50 等度洗脱)；进样量：2 μL；流速为 0.8 mL/min。 

1.3.2  质谱条件 
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电喷雾正离子（ESI
+）模式，电喷雾电压：3.50 kV，

辅助气压力：50 psi，气体流速：10.0 L/min，加热温

度：300 ℃，扫描模式：多离子监测模式（MRM），

定量离子对和质谱设置参数见表 1。 

表 1三重四级杆质谱设置参数 

Table 1 MS/MS parameters for folate quantitation 

化合物名称（缩写) 母离子/(m/z) 子离子/(m/z) 碎片电压/V 碰撞能/eV 保压时间/ms 

蝶酰单谷氨酸（PteGlu1） 442 295 110 16 40 

蝶酰二谷氨酸（PteGlu2） 571 295 140 24 40 

蝶酰三谷氨酸（PteGlu3） 700 295 180 36 40 

蝶酰四谷氨酸（PteGlu4） 829 295 190 40 40 

蝶酰五谷氨酸（PteGlu5） 958 295 240 47 40 

蝶酰六谷氨酸（PteGlu6） 1087 295 300 59 40 

5-甲基-四氢蝶酰单谷氨酸（5MTHFGlu1） 460 313 110 16 40 

5-甲基-四氢蝶酰二谷氨酸（5MTHFGlu2） 589 313 140 26 40 

5-甲基-四氢蝶酰三谷氨酸（5MTHFGlu3） 718 313 180 35 40 

5-甲基-四氢蝶酰四谷氨酸（5MTHFGlu4） 847 313 210 39 40 

5-甲基-四氢蝶酰五谷氨酸（5MTHFGlu5） 976 313 270 47 40 

5-甲基-四氢蝶酰六谷氨酸（5MTHFGlu6） 1105 313 290 53 40 

1.4  PteGlu（1-6）内标溶液的配制 

配制适宜浓度的各叶酸标准储备液3 mL：PteGlu1

（108 μmol/L），PteGlu2 (410 μmol/L)，PteGlu3 (290 

μmol/L )，PteGlu4 (306 μmol/L)，PteGlu5 (360 μmol/L)，

PteGlu6 (332 μmol/L)。将六种叶酸标准液按 2:1:1:1:1:1

的体积比混合配成 PteGlu（1-6）内标 1 mL。  

1.5  5MTHFGlu（1-6）标准溶液的准备 

1.5.1  PteGlu（1-6）转化为 5MTHFGlu（1-6） 

分别取 1 mL 的 PteGlu（1-6）标准储备液（浓度见

1.4）和1 mL的5-甲基四氢叶酸钙标准品（410 μmol/L）

于 25 mL 用锡箔纸包好的锥形瓶中，加入 1 mL 100 

mmol/L 含 1%抗坏血酸钠的醋酸铵缓冲溶液（pH= 

7.4），充分混匀后，往烧杯内加 1 mL 2-辛醇和 4 mL 

120 g/L NaBH4，振荡混匀，静置 10 min，用 5 mol/L 

CH3COOH 调 pH=7.4，加入 37%甲醛 160 μL，振荡混

匀，放置 5 min，加入 4 mL 120 g/L NaBH4，振荡混匀，

静置 10 min，转化完成。反应液转移到 25 mL 的容量

瓶中，并用 3.2 mol/L NaBH4溶液定容到刻度线。反应

液在室温下放置 3 h，待过量的 NaBH4晶体析出后，

取 5 mL 上清液过 0.45 μm 滤膜。这里加入 5-甲基四

氢叶酸钙的目的是测定方法的回收率。 

1.5.2  5MTHFGlu（1-6）的纯化和标准曲线的制

备 

为了除去1.5.1过程中加入的大量的NaBH4溶液，

研究采用了反相 C18 SPE 的手段纯化和浓缩了

5MTHFGlu（1-6）。SPE 小柱分别用 5 mL 0.1%甲酸甲醇，

5 mL 0.1%的甲酸水溶液激活，然后准确量取 5 mL 转

化后的样品缓慢上柱，上样后先用 5 mL 0.1%的甲酸

水溶液冲洗柱，采用 1 mL 0.1%甲酸甲醇缓慢洗脱，

收集洗脱成分后，以 0.1%甲酸甲醇为空白，测定各转

化后的 5MTHFGlu（1-6）在波长 290 nm 处的紫外吸光度

值。根据公式 Lambert-Beer 定律，A=ζbc，其中 ζ 代

表摩尔消光系数（31.7 μmoL/L.cm）；b 代表比色皿厚

度，为 1 cm；c 代表浓度；A 代表吸光值；从而得到

计算各样品浓度。准确量取不同体积的 5MTHFGlu（1-6）

的标准品，并分别加入 100 μL PteGlu（1-6）作为内标，

用 100 mmol/L 的醋酸铵的缓冲溶液（含 1%的抗坏血

酸，pH=7.84）定容到 10 mL，从而得到不同浓度的工

作溶液并进行 UPLC-MS/MS 分析。 

1.6  叶酸的提取及转化成 5-甲基-四氢叶酸的

形式 

叶酸的提取参考文献中的报道[12]，提取最关键的

一步是钝化内源性多聚谷氨酸水解酶，以保证在提取

过程中四棱豆中的叶酸保持内源性状态。称取 5 g 新

鲜四棱豆样品，切成约 2 cm 长小块，于 50 mL 锥形

瓶中，加入 25 mL 叶酸提取缓冲液（100 mmol/L 醋酸

铵的缓冲溶液，含 1%的抗坏血酸，0.1%二硫苏糖醇，

pH=7.4），迅速于沸水中加热 10 min 使多聚谷氨酸水

解酶失活，取出样品，用碎冰将其完全冷却到室温，

接着用匀浆机将完全匀浆后，再于沸水中加热 10 min，

取出样品，冷却，抽滤，将滤液定容到 25 mL，于-20 ℃

冰箱保存备用。由于天然叶酸形式多样，主要形式为
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5-甲基四氢叶酸（5MTHF），为了简化蔬菜内多聚谷

氨酸叶酸分布及总叶酸的分析，我们将各种形式的叶

酸全转化为 5MTHFGlu（1~6），转化原理及步骤依据文

献的报道[11]
。 

转化步骤：取 5 mL 提取液，加入 500 μL 标准

5-甲基四氢叶酸（78 μmol/L），再加入15 mL 66 mmol/L 

pH=7.8 Tris 缓冲液（含 2 g 抗坏血酸钠），1 mL 2-辛醇，

10 mL 120 g/L 的 NaBH4，振荡混匀，静置 10 min；用

5 mol/L CH3COOH调至pH=7.4；加入37%甲醛80 μL，

然后振荡 30 s 以混匀，30 s 内加入 10 mL 120 g/L 的

NaBH4，然后用37%浓HCl调pH至0.85，静置10 min；

用 5 mol/L NaOH 调 pH 至 5，再加 10 mL 120 g/L 

NaBH4，振荡均匀，静置 20 min；用 Tris 缓冲液定容

到 100 mL；将分层后上层的 2-辛醇去除后。取 5 mL

上清液过 0.45 μm 滤膜后，滤液过反相 C18 SPE 柱除

盐。其中 100 μL 洗脱液中，加入 100 μL PteGlu（1~6）

内标，然后进行 UPLC-MS/MS 测定。 

2  结果与讨论 

2.1  UPLC-MS/MS 条件的优化 

流动相的选择对于色谱柱的分离至关重要，由于

采用 MS / MS 对目标化合物进行定性和定量分析时，

通过选定目标物对应的离子，即可对该物质单独进行

分析，而且各物质的离子通道互不干扰，因此本方法

选择流动相时不必过多考虑样品中共流物的影响。参

照文献报道[12]，以 0.1%甲酸水(A)和乙腈(B)为流动相，

分离效果不好，且分子量大的几种 5-甲基四氢叶酸灵

敏度很低。优化后采用 10 mmol/L 乙酸铵(含 0.2%的乙

酸) -乙腈（50:50，V/V）为流动相进行等度洗脱，6 种

叶酸峰形、对称性均良好，干扰物少，各待测组分的

灵敏度很高，3 min 内就能完成检测。基于此，在电喷

雾正离子方式下对 6 种叶酸物质 5MTHFGlu（1-6）进行一

级质谱分析( Q1 扫描) ，得到分子离子（母离子），对

化合物的分子离子进行二级质谱分析( 子离子扫描)，

得到碎片离子信息，即子离子，然后优化 6 种 5-甲基

四氢叶酸二级质谱参数，使得特征碎片离子强度达到

最大时为最佳，得到每种化合物的二级质谱图；按照

二级质谱图提供的碎片离子信息，6 种 5-甲基四氢叶酸

的定量离子，其多反应监测谱见图 2。 

2.2  方法学的验证 

研究对方法的回收率、最低检测限、最低定量限、

精密度和准确度进行了验证。各种 5MTHFGlu（1-6）回

收率为 20%~90%，最低检测限接近相关的研究[12]。

采用 UPLC-MS/MS 测定总叶酸和多聚谷氨酸叶酸分

布时，存在基质效应问题，影响最终结果的准确性和

重复性。为消除基质效应的影响，我们加入了内标

PteGlu（1-6）。加入内标后，方法的重复性得到极大提高，

同一天精密度为 0.5%至 7.5%，隔天精密度为 1%至

8%。各种 5-甲基四氢叶酸校正数据见表 2 和表 3。 

  

  

  

图 2 5MTHFGlu（1-6）MRM色谱图 

Fig.2 Chromatograms of polyglutamyl 5MTHFGlu (1-6) in MRM 

Mode 

注：a. 5MTHFGlu1; b. 5MTHFGlu2; c. 5MTHFGlu3; d. 

5MTHFGlu4; e. 5MTHFGlu5; f. 5MTHFGlu6。 

 

表 2 六种 5-甲基-四氢叶酸的线性关系，检出限，定量限和回收率 

Table 2 Linear relationships, limits of detections, limits of quantifications, recoveries for six 5MTHF 

化合物名称 检出限/fmol 定量限/fmol 回收率/% 相关系数 线性范围/(上样量/pmol) 

5-甲基-四氢蝶酰单谷氨酸（5MTHFGlu1） 100 300 42 0.997 0.3-57 

5-甲基-四氢蝶酰二谷氨酸（5MTHFGlu2） 40 120 88 0.997 1~60 

5-甲基-四氢蝶酰三谷氨酸（5MTHFGlu3） 49 150 37 0.997 1~63 

5-甲基-四氢蝶酰四谷氨酸（5MTHFGlu4） 110 330 20 0.997 1~48 

5-甲基-四氢蝶酰五谷氨酸（5MTHFGlu5） 633 1900 50 0.997 2~117 

5-甲基-四氢蝶酰六谷氨酸（5MTHFGlu6） 1133 3400 23 0.997 3~187 
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表 3 六种 5-甲基-四氢叶酸精密度和准确度 

Table 3 Precisions and accuracies for six 5MTHF compounds 

化合物名称 样品水平/pmol 
隔天  当天 

精密度/% 准确度/% 精确度/% 准确度/% 

5MTHFGlu1 0.3~114 0.5 91.6  1.1 90.5 

5MTHFGlu2 1~60 4.5 93.5  5.9 92.7 

5MTHFGlu3 1~63 5.1 96.3  5.5 95.2 

5MTHFGlu4 1~48 7.0 98.4  7.7 96.5 

5MTHFGlu5 2~117 7.4 92.1  6.8 92.3 

5MTHFGlu6 3~187 6.8 99.3  5.2 98.7 

2.3  四棱豆中 5-甲基-四氢叶酸的检测 

利用本研究建立的分析方法，对提取的叶酸样品

内 5MTHFGlu（1-6）的种类和含量进行测定，结果见图

4 及表 4。5MTHFGlu（1-6）的定性基于与标准品的保留

时间进行对照确定。从分析结果来看，四棱豆中叶酸

的主要形式为  5MTHFGlu1 和 5MTHFGlu5，其中

5MTHFGlu5 含量最高,占到总叶酸量的 65%，这与菠

菜及莴苣[12]中叶酸分布情况一致；新鲜四棱豆总叶酸

含量为 1.1 μmol/100g，高于西南花、芥蓝，菠菜等蔬

菜[12]；5MTHFGlu（2-6）占总叶酸量的 70%。 

  

  

  
图 4 四棱豆中 5-甲基四氢叶酸的 MRM色谱图 

Fig.4 Chromatograms of polyglutamyl 5MTHFGlu(1-6) in 

Psophocarpus tetragonolobus D.C extract in MRM mode 

注：g. 5MTHFGlu1; h. 5MTHFGlu2; i. 5MTHFGlu3; j. 

5MTHFGlu4; k. 5MTHFGlu5; l. 5MTHFGlu6。 

表 4 四棱豆中各种叶酸的含量及分布 

Table 4 Content and distributions of 5MTHF monoglutamate and polyglutamate in Psophocarpus tetragonolobus D.C (μmol/100 g) 

叶酸种类 5MTHFGlu1 5MTHFGlu2 5MTHFGlu3 5MTHFGlu4 5MTHFGlu5 5MTHFGlu6 叶酸总量 

含量/(μmol/100 g) 0.3250 0.0151 0.0168 0.0240 0.7121 0.0056 1.1 

占总含量百分比/% 29.58 1.38 1.53 2.18 64.81 0.51 100 

3  结论 

本研究建立了准确高效的 UPLC-MS/MS 方法定

量分析四棱豆中总叶酸和多聚谷氨酸叶酸分布。本方

法把所有不同形式的叶酸转化为5-甲基四氢叶酸的形

式，简化了分析方法，提高了叶酸含量分析的准确性，

分析时间小于 3 min。该方法灵敏度高，最低检测限

为 40~1133 fmol，最低定量限为 120~3400 fmol，精密

度为 0.5%~6.8%，平均回收率为 43%，相关系数 

R
2
>0.997。研究发现四棱豆中多聚谷氨酸叶酸的主要

形式是蝶酰五谷氨酸，占叶酸总量的 65%；其次是蝶

酰单谷氨酸占 30%。该法的建立不仅填补了四棱豆中

叶酸种类及含量的空白，也为蔬菜及水果等复杂介质

中叶酸的分析提供了技术支持。 
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