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液相色谱-高分辨质谱法检测果蔬脆片中 
9 种有机酸含量 

刘兰花 1*, 孙智伟 2, 刘长庆 3, 王争强 3, 张竞成 1, 何雅玲 1, 吴学凤 2 
(1. 合肥工业大学分析测试中心, 合肥  230009; 2. 合肥工业大学食品与生物工程学院,  

安徽省发酵食品工程研究中心, 合肥  230601; 3. 光气产业绿色制造安徽省重点实验室, 宣城  242299) 

摘  要: 目的  建立一种液相色谱-高分辨质谱法(liquid chromatography-high resolution mass spectrometry, 

LC-HRMS)检测果蔬脆片中 9 种有机酸(草酸、酒石酸、奎宁酸、苹果酸、乳酸、柠檬酸、富马酸、琥珀酸和

没食子酸)含量的分析方法。方法  样品经 SAX 固相萃取柱净化。以 0.1%甲酸水和甲醇为流动相等度洗脱, 并

经过 Eclipse Plus C18 色谱柱(4.6 mm×250 mm, 5 μm)分离, 在电喷雾离子源(electron spray ionization, ESI)-模

式下进行检测, 并通过外标法进行定量。结果  9 种有机酸在质量浓度为 50~5000 ng/mL 范围内线性关系良

好, 相关系数(r)均大于 0.9991, 检出限(limits of detection, LODs)在 1~10 ng/mL 之间, 定量限(limits of 

quantitation, LOQs)在 10~50 ng/mL 之间, 加标回收率在 96%~98%之间, 相对标准偏差(relative standard 

deviations, RSDs)在 1.5%~4.9%之间。其中, 乳酸[(16.16±0.30) mg/g]和柠檬酸[(15.53±0.11) mg/g]是果蔬脆片中

的主要有机酸, 其含量显著高于其他有机酸。相比之下, 酒石酸[(1.29±0.11) mg/g]和草酸[(1.56±0.25) mg/g]含

量较低。结论  本研究的方法操作简单, 快速准确, 可用于果蔬脆片以及其他食品中有机酸(草酸、酒石酸、

奎宁酸、苹果酸、乳酸、柠檬酸、富马酸、琥珀酸和没食子酸)的定性、定量检测。 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of 9 kinds of organic acids (oxalic acid, 

tartaric acid, quinic acid, malic acid, lactic acid, citric acid, fumaric acid, succinic acid and gallic acid) in fruits and 

vegetable crisps by liquid chromatography-high resolution mass spectrometry (LC-HRMS). Methods  The samples 

were cleaned up by a SAX solid-phase extraction column. The samples were eluted with 0.1% formic acid in water 

and methanol as mobile phases and separated on an Eclipse Plus C18 column (4.6 mm×250 mm, 5 μm), and monitored 

in electron spray ionization (ESI)- mode and quantified by external standard method. Results  The calibration 

curves for 9 kinds of organic acids showed good linearity in the concentration range of 50–5000 ng/mL. The 

correlation coefficients (r) were all greater than 0.9991, the limits of detection (LODs) were in the range of 

1–10 ng/mL, the limits of quantitation (LOQs) were in the range of 10–50 ng/mL, the spiked recoveries were in the 

range of 96%–98%, and the relative standard deviations (RSDs) were in the range of 1.5%–4.9%. Among them, lactic 

acid [(16.16±0.30) mg/g] and citric acid [(15.53±0.11) mg/g] were the main organic acids in the fruit and vegetable 

crisps, and their content was significantly higher than those of other organic acids. In contrast, tartaric acid 

[(1.29±0.11) mg/g] and oxalic acid [(1.56±0.25) mg/g] were found at lower levels. Conclusion  The method is 

simple, rapid, and accurate and can be used for the qualitative and quantitative determination of organic acids (oxalic 

acid, tartaric acid, quinic acid, malic acid, lactic acid, citric acid, fumaric acid, succinic acid and gallic acid) in fruit 

and vegetable crumbles as well as other food. 
KEY WORDS: liquid chromatography-high resolution mass spectrometry; fruit and vegetable crisps; organic acids; 

solid-phase extraction columns 
 
 

0  引  言 

有机酸是食品中重要的天然成分之一, 对食品的风

味、保鲜和营养价值具有重要作用[1–3]。常见的食品有机酸

包括柠檬酸、苹果酸、乳酸、醋酸和酒石酸等, 它们广泛

存在于水果、蔬菜、乳制品及发酵食品中[4–5]。有机酸赋予

产品独特的酸味, 同时平衡甜味, 增强食品的口感。有机

酸还具有显著的防腐作用, 通过降低食品的 pH 抑制微生

物生长, 从而延长食品的保质期[6–7]。此外, 有机酸还具有

一定的营养价值, 参与人体代谢, 如柠檬酸循环, 为人体

提供能量[8–9]。同时, 它们可促进矿物质吸收, 如乳酸可提

高钙的生物利用率。在食品加工中, 有机酸常作为酸度调

节剂、抗氧化剂、增香剂和防腐剂, 是现代食品工业不可

或缺的功能成分[10]。 
有机酸的分析方法主要包括气相色谱法和气相色谱-

质谱法、离子色谱法、高效液相色谱法和高效液相色谱-
质谱法[2–3]。气相色谱主要用于测定低分子质量, 易挥发的

有机酸。对于沸点较高的有机酸通常需要衍生化处理, 但
衍生化过程会增加操作难度和前处理时间, 并且可能导致

误差加剧, 从而限制了气相色谱法和气相色谱-质谱法的

应用[11]。离子色谱法和高效液相色谱法是有机酸分析最常

用的方法, 但非特异性检测器易受到样品基质的干扰[12]。

因此对于基质复杂的样品, 往往需要采用相对复杂的前处

理去除干扰, 以保证分析的灵敏度和准确度[5,13]。 
质谱法具有高选择性、高灵敏度等优点, 可弥补液相

色谱法定性能力不足的缺点[14–15]。高效液相色谱-质谱法也

因此成为目前公认的有机酸高效检测方法, 而高分辨质谱

以其精准识别、精确定量的技术优势, 在食品分析领域受

到了越来越多的关注[16–17]。本研究通过建立液相色谱-高分

辨质谱法对食品中 9 种有机酸(草酸、酒石酸、奎宁酸、苹

果酸、乳酸、柠檬酸、富马酸、琥珀酸、没食子酸)直接进

行定量检测, 以期为果蔬脆片及食品中有机酸的检测提供

新的思路。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

罐装 12 种水果蔬菜综合果蔬脆片 ( 商品编号

10141170389640, 安徽东方果园生物科技有限公司)。 
草酸、酒石酸、奎宁酸、苹果酸、乳酸、柠檬酸、富

马酸、琥珀酸和没食子酸标准品(纯度 99%, 上海源叶生物

科技有限公司); 甲醇、甲酸、乙腈、乙醇(分析纯, 国药集

团化学试剂有限公司)。 

1.2  仪器与设备 

LT2002E 电子天平(精度 0.00001 g, 常熟天量仪器有

限责任公司); Millipore A10 超纯水机(美国密理博公司); 
DMV-16 涡旋混匀仪(广东科寅设备有限公司); RE100-pro 型

旋转蒸发仪(北京大龙兴创实验仪器股份公司); Vanquish Q 
Exactive Plus 液相色谱-四极杆静电场轨道阱质谱仪(美国赛

默飞世尔科技有限公司); Eclipse Plus C18 色谱柱(4.6 mm× 
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250 mm, 5 μm)(美国安捷伦有限公司); SAX 固相萃取柱(武
汉艾逗生物科技有限公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  标准溶液的配制 
混合标准储备溶液分别准确称取 10.00 mg 的草酸、酒

石酸、奎宁酸、苹果酸、乳酸、柠檬酸、富马酸、琥珀酸、

没食子酸的标准品于 9 个烧杯中, 用 10%甲醇水溶液溶

解并定容至 10 mL 容量瓶中, 摇匀, 得到 1 mg/mL 的各

单标储备液。取各单标储备液各 1 mL 于 10 mL 容量瓶

中 , 用 10%甲醇水溶液溶解并定容至刻度 , 摇匀, 得到

0.1 mg/mL 的混合标准储备溶液。临用前将混合有机酸储

备液用 10%的甲醇水溶液依次稀释至 0.050、0.010、0.005、
0.001 mg/mL。 
1.3.2  样品的前处理 

将果蔬脆片粉碎、搅拌均匀后, 称取 5 g(精确至 0.01 g)
于 50 mL 的离心管中, 加入 20 mL 超纯水后, 将离心管置

于均质机中, 以 2000 r/min 的速度均质提取 5 min, 并于高

速离心机在 10000 r/min 的转速下离心 5 min, 分离得上清

液和残渣。将残渣重复以上的操作, 并收集所有上清液混

合。随后在上清液中加入等体积无水乙醇并定容至 50 mL, 
摇匀, 得上清溶液。将 10 mL 上清溶液加入 100 mL 鸡心

瓶中, 再加入 10 mL 无水乙醇, 在 80 ℃±2 ℃下旋转浓缩

至近干时, 再加入 5 mL 无水乙醇继续浓缩至彻底干燥, 
依次用 1 mL 超纯水洗涤鸡心瓶两次后, 转移至经过预活

化(1 mL 甲醇淋洗 3 次, 1 mL 超纯水淋洗 3 次)的 SAX 固

相萃取柱中, 流速为 1 mL/min, 弃去流出液, 用 5 mL 超

纯水淋洗净化柱, 再用 5 mL 甲酸甲醇溶液洗脱, 流速为

1 mL/min, 收集洗脱液于 50 mL 离心管中, 氮吹至近干后, 
用 5 mL 体积分数为 0.1%的甲酸水溶液振荡溶解残渣, 用
0.22 μm 的水相滤膜过滤, 得果蔬脆片待测液。 

1.4  仪器条件 

1.4.1  色谱条件 
色谱柱: Eclipse Plus C18 (4.6 mm×250 mm, 5 μm)。流

动相: 甲醇和体积分数为 0.1%的甲酸水溶液按照体积比

3:97 混合。洗脱流速: 0.8 mL/min; 柱温: 30 ℃; 进样体积: 
10 μL。 
1.4.2  质谱条件 

电喷雾离子源(electron spray ionization, ESI); 喷雾电

压: 3200 V; 蒸发温度: 400 ℃; 离子传输温度: 500 ℃; 鞘
气: 50 arb; 辅助气: 20 arb; 扫描方式: 负离子; 扫描范围: 
50~750 m/z。 

1.5  数据处理 
LC-HRMS 配有 Xcalibur 数据处理软件, 通过该软件

建立标准曲线, 计算结果, 采用 Microsoft Excel 2009 处理

数据及绘制图表。谱图由 Xcalibur 导出原图 , 并通过

Photoshop 作图软件组图绘制。本研究中净化柱的选择和回

收率均采用 6 个平行样品计算。 
食品待测液有机酸含量按公式(1)计算:  

 X= C V
m
×     (1) 

式中: X 为食品待测液中有机酸的含量, mg/g; C 为由标准

曲线求得食品待测液中某有机酸的质量浓度, mg/mL; V 为

食品待测液定容体积, mL; m 为最终食品待测液代表的食

品质量, g。 
有机酸加标回收率按公式(2)计算:  

 P/%= 2 1

3

C C
C
− ×100%   (2) 

式中: P 为回收率, %; C2: 加标食品待测液测定值, mg/mL; 
C1: 食品待测液测定值, mg/mL; C3: 加标量, mg/mL。 

2  结果与分析 

2.1  液相条件的确定 

通过调整流动相的比例, 使各有机酸分离。如图 1A、

B 所示, 这 9 种有机酸极性较强, 在色谱柱上的保留较小, 
随着水相溶剂(0.1%甲酸)含量的增加, 分离效果变好[18–19]。

同时比较了纯水溶剂和 0.1%甲酸水在相同比例下的分离情

况, 由图 1B、D 可见, 添加了甲酸的水相有机相分离度更

好些, 在 ESI-模式下, 流动相中加入适量甲酸可增强待测

组分离子化效率, 提高检测响应强度[20]。甲醇比乙腈在有

机酸方面有更强的洗脱能力, 可将保留时间较早的色谱峰

有效分离, 因此选择甲醇和 0.1%甲酸水作为流动相[21]。采

用梯度洗脱和等度洗脱方式进行比较, 如图 1C 所示, 发现

梯度洗脱也可达到分离 9种有机酸的实验目的, 但是梯度洗

脱基线波动加大, 不利于低浓度样品的信号的采集。故 0.1%
甲酸水:甲醇=97:3 (V:V)等度洗脱为最佳色谱分离条件。 

2.2  质谱条件的确定 

将质量浓度为 1 mg/mL 的标准液样品引入静电场离

子轨道阱质谱仪(Orbitrap MS)。在分析过程中, Orbitrap 
MS 通过施加静电场捕获负离子, 并使其在轨道井中做谐

振运动, 从而测量离子的振动频率。由于离子的振动频率

与其质荷比(m/z)之间存在直接关系, 因此该方法能够实

现有机酸负离子的高精度检测和分离[22–23]。在负离子模

式下 , 羧基等酸性基团的去质子化效应得到增强 , 从而

提高有机酸在质谱中的响应信号, 便于精确分析其分子

量和结构信息[24]。通过选择 ESI 负离子模式进行质谱扫

描 , 最终获得目标物的离子对信息及相关质谱参数 , 如
表 1 所示。 

2.3  色谱柱的确定 

有机酸在不同色谱柱下的分离效果如图 2 所示。图

2A 和 B 中的多个色谱峰重叠较为严重, 尤其是在色谱图 
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注: A. 0.1%甲酸水:甲醇=90:10 等度洗脱; B. 0.1%甲酸水:甲醇=97:3 (V:V)等度洗脱; C. 0 min, 2%甲醇; 15 min, 20%甲醇; 16 min, 2%甲醇; 
20 min, 2%甲醇梯度洗脱; D. 水:甲醇=97:3 (V:V)等度洗脱。 
图 1  不同流动相比例分离下 9 种有机酸的离子流色谱图 

Fig.1  Ion flow chromatograms of 9 kinds of organic acids separated by different mobile phase ratios 
 

表 1  质谱参数 
Table 1  Parameters of mass spectrometry 

成分 分子式 
分子质

量 
分子离子

[M-H]- 
扫描 

时间/ms
草酸 C2H2O4  89.9880  88.9880 100 

酒石酸 C4H6O6 150.0086 149.0086 100 
奎宁酸 C7H12O6 192.0556 191.0556 100 
苹果酸 C4H6O5 134.0142 133.0142 100 
乳酸 C3H6O3  90.0244  89.0244 100 

柠檬酸 C6H8O7 192.0197 191.0197 100 
富马酸 C4H4O4 116.0037 115.0037 100 
琥珀酸 C4H6O4 118.0193 117.0193 100 

没食子酸 C7H6O5 170.0142 169.0142 100 
 

的前段(保留时间<5 min)。与之相比, 图 2C 中的峰分离度

明显提高, 尤其在前段和中段, 表现出更好的分离性能。

此外, 图 2C 中的色谱峰显示出较好的对称性, 而图 2A 和

2B 中的部分峰则出现了较为明显的宽峰或拖尾现象。图

2C所使用的色谱柱(Eclipse Plus C18 column)虽然粒径较大, 
但其较长的柱长提供了较高的理论塔板数, 从而提高了分

离效率。相比之下, 图 2A 和 B 所用的色谱柱粒径较小(分
别为 1.7 μm 和 2.2 μm), 通常需要更高的柱压。图 2C 的色

谱柱粒径为 5 μm, 在常规高效液相系统中更易使用且具有

更好的稳定性。此外, 图 2C 的色谱柱内径较宽(4.6 mm), 
更适合负载较大样品量的分离分析。 

虽然 3 种色谱柱的总分析时间均控制在 15 min 以内, 
但图 2C 在不显著延长分析时间的情况下, 提供了更优的

分离效果和峰形。因此, 选择 Eclipse Plus C18 色谱柱作为

有机酸分离的柱子。 

2.4  柱温的确定 

通过对比不同柱温下的色谱图, 可以发现较低的柱

温(如图 3A)下, 各个峰之间的间隔明显较大, 尤其是早期

保留时间(<10 min)的低分子有机酸, 其与相邻峰的分离度

最佳。图 3A 中, 色谱峰形相对对称且尖锐, 特别是关键的

前段峰(如 2.89 min 和 3.10 min)。然而, 较高柱温(如图 3B
和 3C)会导致峰的宽度缩小, 且部分峰出现重叠。随着柱

温的升高, 峰形略有展宽或出现拖尾现象, 这表明低温下

柱效更高。在 30 ℃时, 各峰的保留时间稳定且间隔适中, 
这种保留时间分布有利于定量分析, 增强了方法的可重复

性。相比之下, 在更高温度(如图 3C 和 D)下, 部分保留时

间较短的峰出现了轻微的压缩。柱温较低时(30 ℃), 分离

选择性更好, 各有机酸分子之间的极性差异得以更有效地

体现, 导致峰的分离更为清晰和明确。随着温度升高(35、
40、45 ℃), 峰的选择性稍有减弱, 部分有机酸可能对高温

较为敏感, 在高温下发生部分降解或分解反应。综合来看, 
30 ℃的低温操作有助于保持样品的化学稳定性[25]。因此, 
最终选择 30 ℃作为有机酸分离时的柱温。 
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注: A. ACQUITY UPLC BEH C18 色谱柱(500 mm×2.1 mm, 1.7 µm); B. Acclaim RSLC 120 C18 色谱柱(100 mm×2.1 mm, 2.2 µm);  
C. Eclipse Plus C18 色谱柱(4.6 mm×250 mm, 5 μm)。 
图 2  不同色谱柱分离下 9 种有机酸的离子流色谱图 

Fig.2  Ion flow chromatograms of 9 kinds of organic acids separated by different chromatographic columns 
 

 
 

注: A. 30 ℃; B. 35 ℃; C. 40 ℃; D. 45 ℃。 
图 3  不同柱温分离下 9 种有机酸的离子流色谱图 

Fig.3  Ion flow chromatograms of 9 kinds of organic acids separated at different column temperatures 
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注: A. 30 ℃; B. 35 ℃; C. 40 ℃; D. 45 ℃。 
图 3(续)  不同柱温分离下 9 种有机酸的离子流色谱图 

Fig.3  Ion flow chromatograms of 9 kinds of organic acids separated at different column temperatures 
 

2.5  标准曲线、检出限与定量限 

图 4 展示了不同有机酸提取的离子流色谱图及其保留

时间。由表 2 可知, 9 种有机酸在 50~5000 ng/mL 质量浓度范

围内, 相关系数(r)>0.9991, 计算酒石酸、奎宁酸、苹果酸、

乳酸、柠檬酸、琥珀酸、没食子酸的检出限均为 1 ng/mL, 定
量限为 10 ng/mL。草酸、富马酸的检出限均为 10 ng/mL, 定
量限分别为 50 ng/mL 和 20 ng/mL, 与部分已有方法相比检出

限和定量限更低, 定量更为精准可靠[26–27]。 
 

 
 

图 4  不同有机酸提取的离子流色谱图 
Fig.4  Ion current chromatograms extracted from different organic acids 
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图 4(续)  不同有机酸提取的离子流色谱图 
Fig.4  Ion current chromatograms extracted from different organic acids 

 
表 2  有机酸线性方程、检出限和定量限 

Table 2  Linear equations, limits of detection and limits of quantification of organic acids 

成分 线性范围/(ng/mL) 标准曲线方程 r 检出限/(ng/mL) 定量限/(ng/mL) 

草酸 50~5000 Y=1.29e7X+1.97e5 0.9993 10 50 

酒石酸 50~5000 Y=2.99e8X+5.88e6 0.9994 1 10 

奎宁酸 50~5000 Y=2.68e8X+3.04e7 0.9993 1 10 

苹果酸 50~5000 Y=1.59e8X+8.35e6 0.9995 1 10 

乳酸 50~5000 Y=2.26e8X+3.60e7 0.9994 1 10 

柠檬酸 50~5000 Y=2.36e8X-6.24e6 1.0000 1 10 

富马酸 50~5000 Y=5.31e7X+2.99e5 1.0000 10 20 

琥珀酸 50~5000 Y=1.64e8X+1.09e7 0.9991 1 10 

没食子酸 50~5000 Y=4.47e8X+2.99e7 0.9994 1 10 
 

2.6  回收率与精密度以及实际样品测定 

表 3 展示了果蔬脆片中 9 种有机酸的分子离子质量、

保留时间、含量、加标回收率及 RSDs。乳酸[(16.16±0.30) 
mg/g]和柠檬酸[(15.53±0.11) mg/g]是果蔬脆片中的主要有

机酸, 其含量高于其他化合物, 表明这两种酸是样品中的

主要成分。相比之下 , 酒石酸 [(1.29±0.11) mg/g]和草酸

[(1.56±0.25) mg/g]含量较低, 这可能是由于其在果蔬原料

中的天然含量较少[28–29]。加标回收率在 96%~98%之间, 均
处于 95%~105%的合理范围内, 表明该检测方法具有较高

的准确性。柠檬酸和富马酸的回收率最高(98%), 显示其检

测精度优良。RSDs 均小于 5%, 在 1.5%(奎宁酸)到 4.9%(乳
酸 )之间 , 表明该方法具有良好的精密性。乳酸的较高

RSDs 可能是由于其含量较高, 且在提取过程中存在微小

波动所致[30–31]。 
综上所述, 表 3 中的数据表明该分析方法能够快速、

准确地分离和定量果蔬脆片中的 9 种有机酸。该方法的高

分离度、准确性和精密性为果蔬功能成分的定量研究提供

了有力支持, 也为质量控制提供了可靠依据。 
 

表 3  果蔬脆片有机酸含量、加标回收率与 RSDs 
Table 3  Organic acid content, spiked recovery rates and RSDs 

of fruit and vegetable crisps 

成分 保留时间
/min 

含量 
/(mg/g) 

加标 
回收率/% 

RSDs 
/% 

草酸 2.70  1.56±0.25 97 2.5 

酒石酸 2.92  1.29±0.11 97 3.3 

奎宁酸 2.96  4.27±0.06 96 1.5 

苹果酸 3.42 11.76±0.33 96 1.6 

乳酸 4.01 16.16±0.30 97 4.9 

柠檬酸 5.11 15.53±0.11 98 2.7 

富马酸 5.63  1.88±0.26 98 4.3 

琥珀酸 6.12  2.68±0.32 97 4.4 

没食子酸 9.58  1.68±0.32 96 3.1 

注: 相对标准偏差(relative standard deviations, RSDs)。 
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3  讨论和结论 

该方法有效去除了基质干扰, 但在复杂食品基质中, 
仍可能存在一些未知的干扰物质, 可能影响分析结果的准

确性。未来可以通过进一步优化固相萃取柱的选择和样品

前处理步骤, 或者尝试其他净化技术(如离子交换、溶剂萃

取等), 以进一步提高方法的抗干扰能力[32–33]。虽然该方法

已在果蔬脆片中得到了验证, 但其在其他类型食品中的应

用范围仍需进一步拓展。不同食品的成分差异可能对分析

结果产生影响, 因此, 需要对该方法在不同食品中的适用

性和稳定性进行更多的验证, 以确保其具有广泛的适用

性。随着技术的发展, 更多创新性的样品前处理和检测方

法将不断涌现, 为食品行业提供更强有力的技术支持。通

过不断优化现有方法和拓宽应用领域, 能够有效提升食品

安全监管水平, 保障消费者的健康。 
本研究建立了 SAX 固相萃取柱净化, 液相色谱-高分

辨质谱法检测果蔬脆片中草酸、酒石酸、奎宁酸、苹果酸、

乳酸、柠檬酸、富马酸、琥珀酸和没食子酸 9 种有机酸的

方法, 并对仪器条件包括液相条件、色谱柱选择、柱温选

择条件进行了优化。该方法能有效地除去基质干扰, 检出

限为 1~10 ng/mL, 定量限为 10~50 ng/mL, 加标回收率在

96%~98%之间, RSDs 为 1.5%~4.9%。该方法方便快速、准

确可靠, 满足实际样品检测要求, 可为果蔬脆片等其他食

品中有机酸的监测提供技术支撑, 有助于对食品行业中各

类食品有机酸的快速定量和解析。 
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