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液相色谱-高分辨质谱法结合同位素轮廓分析鉴别

咖啡因和洛伐他汀来源 

宁  霄, 王美力, 曹  进*, 王钢力* 
 (中国食品药品检定研究院, 北京  100050) 

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

LC-HRMS)的化合物特异性同位素轮廓分析方法, 鉴别食品中天然提取、化学合成及生物工程发酵来源的咖啡

因、洛伐他汀。方法  采用 Waters XBridge BEH C18 柱(250 mm×4.6 mm, 5 μm), 通过平缓洗脱梯度适度展宽

目标化合物色谱洗脱时间; 采用分辨率 140000 半峰全宽(full width at half maximum, FWHM)的四极杆-静电场

轨道阱质谱仪, 对色谱峰内不少于 20 个非等间隔时间点的目标分子完整同位素峰进行连续采集; 数据处理阶

段应用理论同位素杂原子贡献扣除模型, 结合 Grubbs 离群值检验与修剪精确线性时间(pruned exact linear 

time, PELT)变点检测算法, 量化色谱峰内同位素比值的不均一性及阶跃变化, 辅以全洗脱去卷积技术构建食

品基质二维同位素特征分布模型。结果  天然茶源、化学合成及生物工程发酵来源的咖啡因, 以及天然红曲

发酵与药用级来源的洛伐他汀, 其基础同位素指纹存在显著差异。模拟掺杂体系中, 当外源合成物质添加量达

目标物总量 10%时, PELT 算法可在 P<0.01 置信水平下准确识别同位素比值变点; 当比例大于等于 20%时, 可

锁定阶跃突变点。通过同位素质量平衡模型反推掺假比例, 相对偏差控制在±15%以内。方法在 0.1~10.0 μg/mL

范围内连续 5 d 测试的 δ13C 日间相对标准偏差为 0.8%, 最大系统偏差+0.8‰, 表明具有高精密度和良好抗基

质干扰能力。结论  本研究建立的多维同位素轮廓时序分析方法, 可在无需目标物完全色谱分离的条件下, 

利用色谱同位素分馏效应实现同一分子天然与人工合成形态的定性区分, 为解决天然存在与人为添加来源

易混淆物质的定性难题提供了可行技术手段, 为食品安全监管模式优化提供方法学参考。 

关键词: 咖啡因; 洛伐他汀; 液相色谱-高分辨质谱法; 同位素轮廓分析; 色谱同位素分馏; 变点检测算法 
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Source identification of caffeine and lovastatin by liquid 
chromatography-high-resolution mass spectrometry combined with  

isotope profile analysis 

NING Xiao, WANG Mei-Li, CAO Jin*, WANG Gang-Li* 
(National Institutes for Food and Drug Control, Beijing 100050, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a compound-specific isotope profiling method by liquid 

chromatography-high-resolution mass spectrometry (LC-HRMS) for identify caffeine and lovastatin derived from 

natural extraction, chemical synthesis and bioengineered fermentation in food matrices. Methods  Waters XBridge 

BEH C18 column (250 mm×4.6 mm, 5 μm) coupled with a mild elution gradient was used to moderately broaden the 

chromatographic elution window of target compounds. A quadrupole-orbitrap mass spectrometer operated at a 

resolution of 140000 full width at half maximum (FWHM) was used to continuously acquire the complete isotopic 

peaks of target molecules at no fewer than 20 non-equidistant time points within each chromatographic peak. During 

data processing, a theoretical correction model was applied to subtract heteroatom isotope contributions. Grubbs’ 

outlier test and the pruned exact linear time (PELT) change-point detection algorithm were then used to quantify 

intra-peak isotopic heterogeneity and stepwise shifts. Full-elution deconvolution was further used to construct a 

two-dimensional isotope landscape model of the food matrix. Results  Caffeine from natural tea sources, chemical 

synthesis and bioengineered fermentation, as well as lovastatin from natural red-yeast fermentation and 

pharmaceutical-grade sources, showed distinct baseline isotopic fingerprints. In simulated adulteration systems, 

when exogenous synthetic substances accounted for 10% of the total target compound, the PELT algorithm 

accurately detected isotope-ratio change points at the P<0.01 confidence level; When the proportion was greater 

than or equal to 20%, stepwise transition points were reliably localized. The adulteration proportions 

back-calculated using the isotope mass-balance model showed relative deviations within ±15%. Over the 

concentration range of 0.1–10.0 μg/mL, the 5 consecutive days of testing gave an inter-day relative standard deviation 

of 0.8% for δ13C, with a maximum systematic bias of +0.8‰, demonstrating high precision and strong resistance to 

matrix interference. Conclusion  The multidimensional isotope-profile time-series method established in this study 

enables qualitative differentiation between natural and artificially synthesize forms of the same molecule by 

exploiting chromatographic isotope fractionation without requiring complete chromatographic separation. This 

approach provides a feasible technical solution for resolving source-identification challenges involving substances 

with overlapping natural occurrence and artificial addition, and offers a methodological reference for improving food 

safety regulatory strategies. 
KEY WORDS: caffeine; lovastatin; liquid chromatography-high-resolution mass spectrometry; isotope profile 

analysis; chromatographic isotope fractionation; change-point detection algorithm 
 

 

0  引  言 

食品真伪鉴别与非法添加检测正由目标物检出和含量

测定向来源属性判定延伸[1–2]。在实际抽检中, 部分化合物

兼具天然内源性成分和外源添加风险物质的双重属性[3–4]。

含茶食品中的咖啡因可来源于茶叶等植物原料, 也可能由化

学合成咖啡因外源引入[5]; 红曲类发酵食品中的洛伐他汀可

由红曲霉发酵产生, 也可能来自药用级洛伐他汀原料[6–7]。因

此, 此类目标物被检出并不必然等同于非法添加, 关键在

于判断其来源。常规高效液相色谱法(high performance liquid 

chromatography, HPLC)[8]、高效液相色谱-二极管阵列检测

法[9]、液相色谱-串联质谱法[6,10]及超高效液相色谱-二极管

阵列检测法[11]等方法可用于咖啡因、洛伐他汀及相关组分

的定性定量分析, 但通常反映目标物总量, 难以直接区分

天然内源成分与外源添加成分, 且原料产地、品种、加工

工艺和发酵条件差异会造成天然本底波动, 使单纯依赖浓

度阈值进行来源判定存在不确定性[12–13]。 
目前, 区分内源性与外源性物质的技术路径主要包

括靶向色谱质谱分析法、非靶向指纹图谱和稳定同位素比

值分析。靶向色谱质谱方法适用于硝基呋喃代谢物[14]、咖
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啡因[10]等物质的筛查和含量测定, 但对同一分子不同来源

的区分能力有限。非靶向高分辨质谱、代谢组学和化学计

量学方法可用于食品真实性、产地和品种鉴别[15], 适合发

现基质差异和潜在标志物, 但其判断通常依赖整体化学谱

图或分类模型, 对咖啡因、洛伐他汀这类单一目标分子的

来源识别仍需更直接的化合物特异性证据。稳定同位素比

值分析能够利用生物合成、化学合成和工业发酵过程中的

同位素分馏差异进行来源判定, 已有研究将其用于甲壳类

水产品中内源性与外源性氨基脲识别[16]、植物精油和植物

提取物真实性鉴别[17–18], 并涉及饮料中天然与合成咖啡因

以及红曲膳食补充剂中洛伐他汀掺假来源分析。 
多元素稳定同位素比值分析在区分天然提取来源与

人工合成来源方面提供了重要参考途径。传统稳定同位素

比质谱法(isotope ratio mass spectrometry, IRMS)虽然在食

品真实性和产地溯源中应用较多[19–20], 但通常需要样品高

温燃烧或裂解气体化[21–23]。该过程可能造成有机化合物结

构信息和色谱保留特征丢失, 且对目标物纯度和前处理要

求较高[24], 限制了其在复杂基质和微量目标物日常检测中

的应用。液相色谱-高分辨质谱法(liquid chromatography- 
high-resolution mass spectrometry, LC-HRMS)具有精确质

量测定和全扫描采集能力, 在复杂食品基质小分子分析中

应用广泛[25–27], 为在完整分子层面解析同位素轮廓提供了

技术基础。 
基于上述问题, 本研究以咖啡因和洛伐他汀为对象, 

建立基于 LC-HRMS 的化合物特异性同位素轮廓分析方

法。研究拟通过适度展宽色谱峰, 采集目标物洗脱周期内

多个时间点的同位素峰信息, 结合杂原子同位素贡献校

正、Grubbs 离群值检验和修剪精确线性时间(pruned exact 
linear time, PELT)变点检测算法, 分析色谱峰内同位素比

值的连续性和阶跃变化, 并通过不同来源标准品、模拟掺

杂体系和实际样品验证方法适用性。该研究聚焦天然内源

背景与外源添加来源易混淆的检测问题, 为含茶饮料和红

曲类保健食品中相关风险物质的来源判定提供方法学参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

初级毛茶原料共 52 批, 包括云南普洱茶区 18 批、福

建武夷茶区 12 批、浙江西湖茶区 10 批、贵州遵义茶区 6
批、四川蒙顶茶区 6 批, 覆盖 50~1800 m 不同的海拔范围

和春、夏、秋等不同采样季节。传统红曲样品共 36 批, 包
括福建古田 15 批、浙江温州 12 批和江西宜春地区 9 批, 覆
盖 Monascus purpureus、Monascus ruber、Monascus pilosus 
3 个主要产业菌种。市售抽检茶饮料样品 20 批次, 红曲类

保健食品样品 15 批次, 均来自国内流通市场。 
天然来源咖啡因标准品、化学合成来源咖啡因标准

品、天然发酵来源洛伐他汀标准品、药用级洛伐他汀标准

品(纯度均≥99.0%, 中国食品药品检定研究院); 甲醇、乙

腈(色谱纯, 德国 MerckKGaA 公司); 甲酸、甲酸铵(色谱纯, 
美国Sigma-Aldrich公司); 实验用水均为Milli-Q超纯水(电
阻率≥18.2 MΩ·cm)。 

1.2  仪器与设备 

Q-Exactive 四极杆-静电场轨道阱复合高分辨质谱仪

(配套 Ultimate 3000 高效液相色谱系统与加热型电喷雾电

离源, 美国 Thermo Fisher Scientific 公司); 3-18K 高速冷

冻离心机 (德国 Sigma Laborzentrifugen GmbH 公司 ); 
KQ-500DE 数控超声波清洗器(昆山市超声仪器有限公司); 
Milli-Q 超纯水仪(美国 EMD Millipore Corporation 公司); 
MS205DU 电 子 分 析 天 平 ( 感 量 0.01 mg, 瑞 士

Mettler-Toledo International 公司); N-EVAP 112 型恒温水

浴氮吹仪(美国 Organomation Associates 公司); Waters 
XBridge BEH C18 柱(250 mm×4.6 mm, 5 μm)、柱前配套同

型号保护柱(10 mm×4.6 mm, 5 μm)(美国 Waters 公司); 
0.22 μm 聚四氟乙烯(polytetrafluoroethylene, PTFE)疏水滤

膜(美国 Pall Corporation 公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  样品的前处理 
为严格控制同位素交换反应或分馏效应, 所有前处

理过程均在室温(20~25 ℃)下完成, 严格控制温度、pH 与

提取强度[28–30]。 
(1)茶饮料及功能茶饮 
将匀浆后的样品置于 80%甲醇水溶液中, 室温下进行

温和超声提取 30 min。提取液经高速离心并过 0.22 μm 
PTFE 疏水滤膜后封闭待测。 

(2)红曲类保健品 
采用乙腈-水(70:30, V:V)中性提取体系, 并添加 0.1%

甲酸铵作为缓冲对将微环境 pH 稳定在 6.8。浓缩过程采用

柔性氮气流吹扫, 水浴温度全程控制在 40 ℃以内。 
1.3.2  色谱条件 

(1) HPLC 条件 
选用 Waters XBridge BEH C18 柱(250 mm×4.6 mm, 

5 μm), 柱前配套同型号保护柱(10 mm×4.6 mm, 5 μm)。
采用色谱峰均匀展宽策略。流速 0.4 mL/min, 柱温 30 ℃。 

咖啡因分析流动相 A 为 0.1%甲酸水溶液, B 为色谱级

甲醇, 进样量 10 μL。梯度洗脱程序为: 0~5 min, 20% B; 
5~25 min, 20%→35% B(线性 ); 25~30 min, 35% B; 
30~31 min, 35%→95% B; 31~35 min, 95% B; 35~36 min, 
95%→20% B; 36~45 min, 20% B 平衡。 

洛伐他汀分析流动相 A 为含 2 mmol/L 甲酸铵的 0.1%
甲酸水溶液, B 为乙腈, 进样量 20 μL。0~3 min, 40% B; 
3~20 min, 40%→75% B; 20~25 min, 75% B; 25~26 min, 
75%→95% B; 26~30 min, 95% B; 30~31 min, 95%→40% B; 
31~40 min, 40% B 平衡。 
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另设置扩展梯度洗脱程序, 0~65 min, 流动相 B 由 0%
线性升至 95%, 用于基质全组分解卷积与交叉验证。 

(2) MS 条件 
质谱采用加热型电喷雾电离源, 正离子监测模式, 喷

雾电压 3.5 kV, 离子传输管温度为 320 ℃, 鞘气流量 40 arb, 
辅助气流量 10 arb, 质量分辨率为 140000 半峰全宽(full 
width at half maximum, FWHM) (m/z 200)。自动增益控制目

标值(automatic gain control, AGC target)设定为 1×106, 最
大离子注入时间(maximum injection time, Max IT)为 200 ms。
全扫描数据采集速率设定为 2 Hz, 同位素切片采用非

等间隔采样策略 , 确保单一色谱峰内获取不少于 20 个有

效时间点。 
本研究采用全扫描模式(full mass scan, Full MS)/靶向

选择离子监测(targeted selected ion monitoring, t-SIM)复合

扫描模式。Full MS 通道: 扫描范围 m/z 100~500, 用于全

洗脱二维同位素特征分布构建与基质代谢物去卷积。t-SIM
通道 : 用于同位素轮廓的高灵敏度精细采集 , 咖啡因

[M+H]⁺隔离窗口设为 m/z (195.0877±2.0) Da, 覆盖 M、

M+1、M+2 同位素峰簇; 洛伐他汀[M+H]⁺隔离窗口设为

m/z (405.2636±3.0) Da, 覆盖至 M+3 同位素峰。 

1.4  数据解析与统计算法构建 

1.4.1  多元素同位素混合贡献的解析校正 
质谱提取的同位素信号包含了氮、氧、氢等杂原子重

同位素的叠加干扰。设定表观相对丰度比为 Robs =IM+1/IM。

以咖啡因(C8H10N4O2)为例, 各杂原子干扰贡献为: 15N干扰

贡献为 0.0148; 17O 干扰贡献为 0.0008; 2H 干扰贡献为

0.0015。基于最小二乘法同位素轮廓拟合算法, 校正后分

子内单碳原子的纯同位素比值计算公式如(1)所示。 

 RCC= obs 0.0148 0.0008 0.0015
8

R − − −     (1) 

式中: RCC 为扣除杂原子同位素贡献后单个碳原子的

表观同位素比值, 无量纲; Robs 为质谱实测表观同位素相对

丰度比, 无量纲; IM+1 为 M+1 同位素峰强度或峰面积; IM 为

单同位素峰强度或峰面积。 
并以维也纳皮迪箭石为参照, 标准化为学术界通用

的 δ13C 千分差值(‰), 计算如公式(2)所示。 

 δ13C=( sample

standard

R
R

–1)×1000   (2) 

式中: δ13C 为样品相对于国际标准物质的碳稳定同位

素组成, ‰; Rsample 为样品经杂原子同位素贡献校正后的
13C/12C, 无量纲; Rstandard 为国际标准物质维也纳皮迪箭石

的 13C/12C 基准比值, 本研究取 0.0112372[31], 无量纲。 
1.4.2  基于 PELT 动态规划算法的时序变点检测 

为在仪器噪声等高频数据序列中定位同位素比值阶

跃变化, 引入了 PELT 算法。针对长度为 20 的千分差值序

列 y1, y2, …, y20, PELT 算法通过寻找最优分割集合最小化

全局目标惩罚成本函数, 计算如公式 (3)所示。 

 C(y1:n)=minτ[ 1
m
i= C(yτi–1+1:τi)+βm]    (3) 

式中: C 为衡量数据内聚度的方差成本函数, β为通过

贝叶斯信息准则设定的全局惩罚项。经 1000 次蒙特卡洛随

机置换检验, 设定 P<0.01 为阈值, 以研判洗脱周期内的同

位素组成是否存在具有统计学意义的跃迁。 
1.4.3  基于扩展梯度全扫描的二维同位素特征分布构建 

为对结果进行交叉验证, 系统采用 65 min 超长洗脱

梯度(0%~95%全跨度有机相冲洗)与连续小波变换算法对

基质组分进行解卷积处理。通过高斯核密度估计拟合解卷

积识别出的 100~500 种代表性内源代谢物在二维空间中

的概率云分布。进一步采用马氏距离量化目标化合物空间

坐标 X与天然基质密度区 μ间的偏离程度, 计算如公式 (4)
所示。 

 D= 1( ) ( )TX S Xμ μ−− −     (4) 
式中: D 为目标化合物的马氏距离, 无量纲; X 为目标

化合物的空间坐标; μ 为天然基质中内源组分的均值向量; 
S 为天然基质中内源组分二维特征变量的协方差矩阵 ; 
(X–μ)T 为向量(X–μ)的转置。 

若目标物马氏距离超出基质总体分布的 95%置信度

包络面(遵循 2χ 分布), 则提示其可能来源于外源添加。 

1.5  数据处理 

原始质谱数据采集与峰提取采用 Xcalibur 4.2.47 软件

完成, 同位素峰精确质量积分采用 FreeStyle 1.6 SP1 软件

完成。同位素轮廓拟合采用 enviPat Web 2.4 平台进行。

PELT变点检测采用 R 4.3.1语言环境下的 changepoint 2.2.4 
完成 , 蒙特卡洛置换检验采用 Python 3.10 环境下的

scipy.stats 1.11.3 模块完成。连续小波变换去卷积采用

MATLAB R2022b Wavelet Toolbox 完成, 马氏距离和高斯核

密度估计计算采用 Python scikit-learn 1.3.0 完成。数据整理

采用 Microsoft Excel 2021, 图片绘制采用 OriginPro 2024, 
组间统计差异分析采用 IBM SPSS Statistics 26.0。 

所有标准品测定均进行 6 次平行实验, 模拟掺假体系

每个掺杂比例进行 5 次独立平行实验, 市售样品每批次重

复进样 3 次, 方法精密度验证连续 5 d、每日 6 次, 共 30
次。组间差异采用单因素方差分析, 并配合 Tukey 事后检

验进行多重比较, P<0.05 表示差异具有统计学意义。PELT
算法变点判定采用 1000 次蒙特卡洛随机置换检验, 置信

阈值设为 P<0.01。 
以目标化合物质量浓度为横坐标(X, μg/mL), 以单同

位素峰色谱峰面积为纵坐标(Y), 在 0.1~10.0 μg/mL 范围内

进行线性回归分析。检出限(limit of detection, LOD)和定量

限(limit of quantitation, LOQ)分别按 3 倍信噪比(S/N=3)和
10 倍信噪比(S/N=10)确定。 
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2  结果与分析 

2.1  方法条件确定与数据采集策略 

2.1.1  样品前处理条件确定 
在应对复杂基质样品前处理时, 需要在最大化实现

目标物提取净化的前提下, 避免因化学环境剧变或热力学

做功引入同位素交换反应或分馏效应。 
(1)茶饮料及功能茶饮的提取。针对咖啡因特性, 本研

究弃用传统高温索氏或回流提取, 避免高温导致分子热解

离。将匀浆后的食品样品置于 80%甲醇水溶液中 , 在
20~25 ℃室温下进行功率受控的温和超声提取 30 min。提

取液经高速离心并过 0.22 μm PTFE 疏水滤膜后封闭待测。

该条件在保证对咖啡因良好溶解性的同时, 有效规避了高

温可能引发的同位素交换。 
(2)红曲保健品的提取。洛伐他汀在无活性内酯型与活

性开环羟基酸型之间的动态平衡对 pH 高度敏感。为锁定

原食品体系中的原始同位素状态 , 本研究采用乙腈 -水
(70:30, V:V)中性提取体系, 添加 0.1%甲酸铵作为缓冲对, 
将微环境 pH 稳定在 6.8。浓缩过程采用柔性氮气流吹扫, 水
浴温度全程控制在 40 ℃以内, 避免热分解或同位素交换。 
2.1.2  色谱峰展宽与采样点覆盖 

与传统靶向分析追求窄峰不同, 同位素轮廓分析需

在单色谱峰洗脱时间内采集充足的高频数据切片。因此, 
本研究采用色谱峰展宽策略, 通过调整分配系数均匀展

宽目标色谱峰。实验弃用了亚 2 μm 填料的 UHPLC 短柱, 
选用 5 μm 粒径的 Waters XBridge BEH C18 柱(250 mm×4.6 
mm, 5 μm)反相色谱柱。较长的柱床体积与适中的粒径增加

了溶质分子的纵向扩散效应, 在不破坏峰形对称性的前提

下实现了有效加宽。在 1.3.2 色谱条件下, 咖啡因的色谱峰

底宽延展至 2~3 min。 
2.1.3  高分辨质谱采集参数设置 

为满足目标分子同位素峰精确采集和峰内时序分析

的需要, 本研究采用正离子模式进行质谱检测。质量分辨

率设定为 140000 FWHM (m/z 200), 以提高单同位素峰及

低丰度重同位素峰的质量分辨能力, 减少等压基质离子对

同位素峰积分的干扰。喷雾电压设定为 3.5 kV, 离子传输

管温度为 320 ℃, 并结合鞘气和辅助气条件促进溶剂脱除, 
以获得较稳定的离子化效率, 同时降低源内碎裂和低质量

端溶剂簇合物干扰。 
针对咖啡因和洛伐他汀分子量及离子传输特性的差

异, S-lens 射频透镜电压分别设定为 50 和 65, 以提高目标

离子进入质谱分析器的传输效率。AGC target设定为 1×10⁶, 
Max IT 设定为 200 ms; 当低丰度重同位素峰信号不足时, 
Max IT可适当延长至 500 ms, 以提高同位素峰测定的稳定

性。全扫描数据采集速率设定为 2 Hz, 结合前述色谱峰展

宽条件 , 可在 2~3 min 的目标峰洗脱周期内获得约

240~360 张质谱图, 为后续峰内多点同位素轮廓提取提供

足够数据基础。 
在数据提取阶段, 采用非等间隔切片策略对目标峰

进行采样。根据目标峰的峰前沿、峰顶核心区、中部洗脱

区和峰尾区域的信号分布, 分别提取 3、5、8 和 4 个时间

点的质谱数据, 确保单一色谱峰内获得不少于 20 个有效

采样点。该采样方式兼顾峰顶区域的信号稳定性和峰边缘

区域对同位素组成变化的敏感性, 可用于后续 δ¹³C 时序分

布分析和 PELT 变点检测。 

2.2  不同来源目标化合物的同位素基准指纹特征 
初级毛茶原料样品共 52 批, 每批样品独立提取并平

行测定 3 次, 共获取 156 个咖啡因样本数据点。结果显示, 
天然茶叶咖啡因的 δ13C 值稳定在–27.2‰附近, δ15N 值稳定

在+1.2‰至+2.8‰区间。受合成途径影响, 不同工艺纯品表

现出明显不同的同位素特征指纹(表 1)。 
同时, 天然红曲发酵来源的 108 个洛伐他汀样本数据

点结果显示: δ13C 稳定在–25‰至–23‰区间, δ18O 稳定在

0‰至+22‰区间, 与药用级合成洛伐他汀同位素特征存在

显著差异, 为来源鉴别提供了明确的基准阈值。 

2.3  方法学验证结果 
2.3.1  线性关系、检出限与定量限 

在优化的 LC-HRMS 条件下 , 两种目标化合物在

0.1~10.0 μg/mL 范围内线性关系良好, 决定系数 r2 均大于

0.999。其中, 咖啡因的线性方程为 Y=1.276×107X+3.842×105, 
r2 为 0.9994, LOD 和 LOQ 分别为 0.02 μg/mL 和 0.08 μg/mL; 
洛伐他汀的线性方程为 Y=8.635×106X+2.157×105, r2 为

0.9991, LOD 和 LOQ 分别为 0.03 μg/mL 和 0.10 μg/mL。在

上述 LOQ 浓度水平下, M+1 同位素峰信噪比均大于 50, 可
满足同位素比值精密测定的信号强度需求, 保证 δ¹³C 计算

的准确性与稳定性。 
2.3.2  掺假检出限与识别效能 

将化学合成咖啡因按 5%、10%、20%、30%、50%的

质量比例掺入标准茶汤基质。平行测试显示: 5%添加组, 
仅 2~3 个孤立数据点出现轻微漂移, PELT 算法未识别到统

计学意义的变点, 无法稳定检出。10%添加组, 出现 5~7
个连续异常数据点, PELT 算法可在 P<0.01 置信水平下稳定

识别色谱峰中后段的阶跃变点。≥20%高比例添加组, 算法

可准确锁定突变点; 通过同位素质量平衡动力学模型对掺

假比例进行反推计算, 估算值与真实添加值的相对偏差控

制在±15%以内, 且随着添加比例升高, 估算偏差逐步缩小。 
本研究的同位素轮廓分析原理及典型时序鉴别结果

如图 1 所示。通过色谱峰展宽策略, 目标物在洗脱周期内

被切分为多个高频质谱分析窗口, 放大了微观的色谱同位

素效应(chromatographic isotope effect, CIE)。在不含外源添

加物的天然本底样品中, 由于单一物质在洗脱过程中的同

位素分馏处于动态平衡, 其 δ13C 时序分布表现出较好的均

一性与连续性。然而, 当体系中混入基础同位素指纹存在 
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表 1  不同工艺来源纯品咖啡因的多维同位素指纹特征(n=6) 
Table 1  Multi-dimensional isotopic fingerprint characteristics of pure caffeine from different processes (n=6) 

咖啡因来源体系 δ13C/‰ δ15N/‰ 工艺特征分析 

生咖啡豆/原叶茶天然提取物 –27.2±0.8 +2.1±0.6 
遵循高等植物 C3 途径生物合成, 酶促反应动力学同位

素分馏特征明显 
尿素/氰乙酸起始全化学合成工业

级试剂 
–32.5±0.5 –1.5±0.4 

以石油化工衍生品与无机合成氮源为前体, 碳氮同位

素呈显著贫化特征 

特定菌种生物工程定向发酵产物 –20.3±0.6 +5.4±0.7 
以玉米衍生碳源为发酵底物, 同位素富集特征与天然

植物来源存在明显差异 

 
 

注: A. 色谱峰展宽策略与高频质谱切片采样模式示意图; B. 天然本底样品(标准茶汤咖啡因)洗脱周期内的 δ13C 时序分布, 表现为均一

连续特征; C. 掺假样品(含 20%合成咖啡因)的 δ13C 时序分布, PELT 算法成功识别出 CIE 引起的阶跃突变点(蓝色虚线, P<0.01)。 
图 1  基于 LC-HRMS 的化合物特异性同位素轮廓分析原理及典型鉴别结果 

Fig.1  Principle and typical identification results of compound-specific isotope profile analysis based on LC-HRMS 
 

差异的外源合成物质时, 由于重同位素分子的保留时间微

小偏移, 混合物在色谱洗脱中后段的同位素组成发生了显

著改变。PELT 算法成功感知并量化了这一均值漂移, 在
P<0.01 的置信水平下明确标定了同位素比值的阶跃突变

点。这一结果直观地表明, 即使在宏观色谱图中目标物呈

现为单一未分离色谱峰, 本方法依然能够通过时序同位素

轮廓的内部解构, 实现对隐蔽掺杂行为的定性识别。 
2.3.3  抗基质干扰能力与精密度验证 

在 0.1~10.0 μg/mL 线性范围内连续 5 d 的测试显示, 
在高糖、高蛋白基质中目标物 δ13C 的日间相对标准偏差

(relative standard deviation, RSD)仅为 0.8%, 基质效应导致

的最大系统偏差为+0.8‰, 表明方法具备良好的抗基质干

扰能力与检测精密度。 

2.4  市售实际样品检测结果 

2.4.1  茶饮料样品的筛查分析 
抽检 20 批次市售茶饮料, 18 批次咖啡因同位素序列

表现均一且马氏距离处于 95%置信域内, 2 批次异常。样本

A(原叶浓缩绿茶): 理化指标合规, 但色谱峰后半段 8 个时

序数据点 δ13C 值较前端下降 4‰, 全洗脱去卷积检出咖啡

豆特征代谢物(咖啡酸、绿原酸碎片), 提示添加了咖啡豆提

取物。样本 B(某提神功能茶饮): 靶向色谱呈单一尖峰, 但
同位素切片呈现二元特征。前半段 δ13C 均值约–27‰(符合

天然茶源), 后半段稳定在–32‰左右(符合合成指纹)。估算

合成咖啡因占比约 35%。 

2.4.2  红曲保健食品的筛查分析 
抽检 15 批次产品, 12 批次洛伐他汀的 δ13C (–25‰至

–23‰)与 δ18O (0‰至+22‰)符合天然发酵特征。3 批次异

常: 样本 C(标称纯发酵, 洛伐他汀 0.8%)呈现二元分布特

征, 早期微弱信号组 δ13C 为–23.82‰至–24.05‰, 位于天

然红曲发酵来源洛伐他汀 δ13C 基准范围内, 而占绝对主体

的信号组 δ13C 迅速转入–28.42‰至–31.35‰区间, 与药用

级洛伐他汀标准品高度匹配。样本 D、E(洛伐他汀 0.3%)
浓度处于常规合法限值范围内, 但同位素组成显著偏离天

然红曲真菌发酵产物阈值区间, 提示存在外源添加行为。

表 2 为典型异常样品 δ13C 时序分布。 
 

表 2  典型异常样品的 δ13C 时序分布(‰, n=20) 
Table 2  δ¹³C temporal distribution of typical abnormal samples 

 (‰, n=20) 
切片 
序号 

样本 A 
(茶饮料) 

样本 B 
(功能茶饮) 

样本 C 
(红曲保健品) 

1 –27.05 –27.18 –23.82 

2 –27.11 –27.22 –23.91 

3 –27.08 –26.95 –24.05 

4 –27.15 –27.31 –28.42 

5 –27.20 –27.05 –29.18 

6 –27.18 –27.42 –30.05 

7 –27.25 –27.28 –30.51 

8 –27.32 –27.95 –30.88 

9 –27.45 –29.12 –31.02 
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表 2(续) 

切片 
序号 

样本 A 
(茶饮料) 

样本 B 
(功能茶饮) 

样本 C 
(红曲保健品) 

10 –27.68 –30.25 –31.15 

11 –28.05 –31.18 –31.22 

12 –28.55 –31.85 –31.18 

13 –29.12 –32.15 –31.25 

14 –29.85 –32.28 –31.30 

15 –30.45 –32.42 –31.35 

16 –30.92 –32.35 –31.28 

17 –31.25 –32.51 –31.32 

18 –31.48 –32.45 –31.25 

19 –31.55 –32.38 –31.30 

20 –31.62 –32.42 –31.28 

注: 样本 A: PELT 算法在切片#12 处识别到统计学显著的均值阶跃, 
P=0.0023 (P<0.01), 结合全洗脱去卷积检测到的咖啡酸(m/z 181.0495)
与绿原酸特征碎片(m/z 353.0878), 判定为咖啡豆提取物外源添加; 
样本 B: PELT 算法在切片#9 识别变点, P=0.0008, 基于同位素质

量平衡模型反推, 合成咖啡因添加比例为 34.7%±2.1%(与官方复

检值 36.2%相对偏差–4.1%); 样本 C: 变点位于切片#4, P=0.0005, 
反推药用级洛伐他汀占比 88.5%±3.4%。 
 

3  讨  论 

3.1  同位素轮廓用于来源判定的适用性 

咖啡因和洛伐他汀既可来源于食品原料本身, 也可

来自外源添加, 因此常规含量测定只能判断目标物是否存

在及其含量水平, 难以直接说明其来源。本研究结果显示, 
不同来源咖啡因及洛伐他汀在稳定同位素组成上具有可区

分特征, 说明同位素轮廓可作为含量检测之外的来源判定

依据。对于含茶饮料和红曲类保健食品, 此类信息有助于

区分天然内源背景与外源添加信号。但同位素判定依赖天

然样品本底范围, 后续仍需扩大不同产区、原料品种、加

工方式和发酵工艺样本量, 以提高阈值设定的代表性。 

3.2  峰内 δ13C 时序变化与 PELT 判定的意义 
本研究采用色谱峰适度展宽和峰内多点采样, 以观

察同一色谱峰内部 δ¹³C 是否保持连续稳定。天然本底样品

中 δ¹³C 时序分布较稳定, 未出现显著变点, 因此, 峰内

δ¹³C 时序分布的稳定性可作为判断目标物来源是否单一的

重要依据。相反, 当样品中混入化学合成咖啡因时, 即使

总离子流色谱图仍表现为单一色谱峰, 其峰内不同时间段

的同位素组成也可能出现方向性变化, 这种变化为识别天

然来源与外源添加来源的混合提供了信息。 
PELT 算法在本研究中的作用是对上述时序变化进行

统计判定。与单点离群值检验相比, PELT 更关注连续数据

段之间均值水平是否发生改变, 因此能够降低个别积分误

差、离子源瞬时波动或基质抑制造成的误判风险。模拟掺

假结果显示, 当外源添加比例较低时, δ¹³C 异常多表现为

零散波动, 尚不足以形成稳定变点; 当外源添加比例达到

一定水平后, 色谱峰中后段出现连续偏移, PELT 可识别出

具有统计学意义的阶跃变化。由此说明, 该方法更适合作

为来源异常筛查和辅助判定工具, 尤其适用于常规含量检

测不能解释目标物来源的样品; 但对于极低比例掺假, 仍
需结合重复测定、同位素质量平衡模型及其他特征标志物

进行综合判断。 

3.3  实际样品应用与方法局限 

市售样品结果表明, 同位素时序分析能够为常规含

量合规但来源异常的样品提供进一步证据。茶饮料异常样

品中, δ¹³C 时序偏移与咖啡豆相关特征代谢物信息相互印

证。红曲类样品中, 洛伐他汀同位素组成偏离天然发酵区

间, 提示存在外源药用级原料加入的可能。实际应用中, 
单一同位素指标不宜作为唯一判定依据, 应结合目标物含

量、特征代谢物、同位素质量平衡模型、生产配方及复检

结果进行综合判断。此外, 不同基质的离子抑制、峰形变

化和低丰度同位素峰积分误差均可能影响时序判定结果, 
后续需开展不同实验室、不同仪器平台和更多真实样品的

验证, 以进一步评价方法的稳定性和可推广性。 

4  结  论 

本研究以含茶饮料中咖啡因和红曲类保健食品中洛

伐他汀为对象, 建立了基于 LC-HRMS 的化合物特异性同

位素轮廓分析方法。该方法通过缓梯度洗脱获得适于峰内

采样的色谱峰宽度, 结合高分辨质谱同位素峰采集、杂原

子同位素贡献校正和 PELT 变点检测, 对目标物洗脱周期

内 δ¹³C 时序变化进行分析。结果表明, 不同来源咖啡因和

洛伐他汀具有可区分的同位素特征; 模拟掺假体系中, 外
源添加比例达到 10%时可识别同位素比值变点, 添加比例

大于等于 20%时变点定位更稳定; 方法在连续 5 d 测试中

δ¹³C 日间 RSD 为 0.8%, 表现出较好的重复性。实际样品

分析显示, 该方法可为含茶饮料和红曲类保健食品中目标

物来源异常筛查提供补充证据。后续仍需扩大天然本底数

据库, 并开展多实验室验证, 以进一步评价其在实际监管

检测中的适用性。 
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