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高效液相色谱"串联飞行时间质谱法检测安神类

保健食品中非法添加物
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摘要!建立了安神类保健食品中的
#

种非法添加物'青藤碱$

罗通定$扎来普隆$文拉法辛$褪黑素(的高效液相色谱!串

联飞行时间质谱
BD)Z)R<[

)

@E

(的检测方法#用甲醇超声

提取试样中
#

种违法添加物"以
48**7-

)

B

乙酸铵
a85"C

'体积分数(甲酸溶液)甲醇溶液进行梯度洗脱"选用飞行时

间质谱仪"采用电喷雾电离方式'

(EPa

("通过多反应监测

'

@T@

(定量#结果表明%

#

种非法添加物在
"8

#

"888

"

2

)

B

时线性关系良好"相关系数
"

85&&

&且空白样品的平均回收

率为
&45%C

#

""85"C

"精密度为
85&C

#

"5%C

#采用建立的

方法对
'

种市售保健食品'胶囊$茶$口服液(进行检测"结果

表明其中一种胶囊中含有非法添加物青藤碱"含量为

"5'#'*

2

)

S

2

#该方法选择性强$灵敏度高$处理方法简单$

测定速度快#

关键词!安神类保健食品&非法添加物&液相色谱!串联飞行

时间质谱

23-45674
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保健食品属于食品的一个分支$能调节人体的机能$适用

于特定人群使用$但不以治疗疾病为目的)

"W4

*

%随着公众健

康保健意识的不断增强$对保健食品的需求十分旺盛%为了

使保健品达到宣传的预期效果$不法企业选择向保健品中添

加具有治疗效果的药物)

!W9

*

$以此来赚取高额利润%目前保

健食品中呈现出的非法化学药物添加$有以下现象"添加物的

来源不明)

#W%

*

$非法添加药物的剂量随意)

&

*

$非法添加药物的

兼容性不明确)

"8

*

+而且非法添加现象较为严重%如果消费者

长期服用这些含有违禁化学物质的保健食品$会直接影响身

体健康$极大地损害了消费者的身心健康和经济利益%

近年来$对于降压类(降糖类及减肥类等保健品中非法

添加物的研究进展较多)

""W"!

*

$国内外文献对安神类保健品

非法添加的研究也有报道)

"9W"'

*

%目前中国食药总局发布了

保健食品中非法添加物目录$其中青藤碱(罗通定(扎来普

隆(文拉法辛(褪黑素
#

种在名单内$都属于国家严格监管的

一类药品$如果使用不当或滥用将造成严重不良后果$如出

现困倦(乏力(头晕$严重时还可能导致昏迷)

"$

*

%然而$目前

对青藤碱(罗通定(扎来普隆(文拉法辛(褪黑素等
#

种安神

&9



类药物作为保健品的非法添加物的检测方法尚未见到$仅有

对药物本身检测方法的研究)
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液相色谱&串联飞行时间质谱法!

BD)Z)R<[)@E

#是近

几年发展起来的一种高端串联质谱技术$在药物分析(食品

分析(环境分析等众多领域得到广泛的应用)

4!W49

*

$高分辨质

谱仪较低分辨质谱仪分析速度快(灵敏度高(分辨率高(选择

性强$特别是对于复杂样品的分析与鉴定有不可替代的作

用%目前对上述
#

种安神类药物的研究均采用的是普通液

相色谱串联质谱仪$尚未见高分辨质谱仪应用于保健品中非

法添加检测方法的研究)

4#W4$
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%

本研究拟采用
BD)Z)R<[)@E

检测安神类保健食品中

的非法添加物$并探索试验条件及优化检测参数设定$以期

建立出一种快速(高效(灵敏的安神类保健食品中非法添加

物!青藤碱(罗通定(扎来普隆(文拉法辛(褪黑素#的检测方

法$为中国保健食品中违法添加安神类药物提供检测依据%

"

!

材料与方法
"5"

!

材料与试剂

改善睡眠类的保健食品"胶囊
U

!

85!#

2

'粒#(口服液
Y

!

"#*B

'支#(胶囊
D

!

85#

2

'粒#(胶囊
V

!

85#

2

'粒#(茶剂
(

!

9

2

'袋#(胶囊
[

!

85!#

2

'粒#$研碎$尽量使样品均匀$正规药

店购买+

乙腈(甲醇"色谱纯$美国
[,./HG

公司+

乙酸铵"分析纯$天津市化学试剂厂+

试验用水均为去离子水+

试验所需的标准品及其相关信息如表
"

所示%

表
"

!

#

种化合物标准品及其相关信息

R+K-H"

!

P1M7G*+=,717M#67*

>

701J..=+1J+GJ.+*

>

-H.

标准品名 纯度'
C

规格'

!

*

2

,

E+*

>

-H

W"

#

生产厂家

罗通定
! '

&&5# #8

国家食品药品检定研究院

青藤碱
! '

&&5# 48

国家食品药品检定研究院

文拉法辛
'

&&58 "88

国家食品药品检定研究院

褪黑素
! '

&&5% #8

德国
VG5(/GH1.=7GMHG

公司

扎来普隆
'

&&5# "88

国家食品药品检定研究院

"54

!

主要仪器设备

液相色谱仪"

U

2

,-H1=RH6/17-7

2

,H."4&8

型$美国安捷伦

科技有限公司+

飞行时间质谱仪"

U

2

,-H1=RH6/17-7

2

,H.'#98

型$美国安

捷伦科技有限公司+

电子分析天平"

fE489

型$瑞士
@H==-HG

公司+

涡旋混合器"

&9#'"$

型$美国
RUBY<eE

公司+

超声波"

\Z)#88VY

型$昆山舒美超声仪器有限公司%

"5!

!

试验方法

"5!5"

!

定性分析中色谱条件的优化

!

"

#

"888*

2

'

B

非法添加物单标准储备溶液"分别称取

按质量折算为
"88C

的标准品!纯度
'

&&54C

#

"8588*

2

于

"8*B

的容量瓶中$青藤碱(文拉法辛(扎来普隆用甲醇溶解

并稀释至刻度$罗通定用三氯甲烷溶解并稀释至刻度$褪黑

素用
$8C

甲醇溶解并稀释至刻度$将配置好的各个单标准溶

液于
W"%X

下保存%

!

4

#

"888*

2

'

B

标准溶液"移取各标准储备溶液$用甲

醇溶液配置$再用甲醇稀释成
"8

$

"88

$

#88

$

%88

$

"888

"

2

'

B

的混 合 标 准 系 列 浓 度 溶 液%选 择
U

2

,-H1=D

"%

色 谱 柱

!

"5&

"

*

$

45"**]#8**

#+将提前配制的
#

种非法添加物

!青藤碱(罗通定(扎来普隆(文拉法辛(褪黑素#的混标溶液

进样$流量
85!*B

'

*,1

+进样量
"8

"

B

+柱温
!8X

+按表
4

进

行梯度洗脱+流动相
U

为甲醇$流动相
Y

分别设定为水(

85"C

!体积分数#甲酸溶液(含
48**7-

'

B

乙酸铵的
85"C

!体积分数#甲酸溶液外$其他条件同
"5!5"

!

"

#$进行
!

次试

验$选择
#

种化合物响应值最高的为试验所选
Y

路流动相%

表
4

!

梯度洗脱程序

R+K-H4

!

AG+J,H1=H-0=,71

>

G76H..

时间'
*,1

流动相
U

'

C

流动相
Y

'

C

8588 "8 &8

4588 $8 !8

!588 %8 48

9588 &# #

#588 "8 &8

"5!54

!

定性分析中质谱条件的优化
!

离子源为电喷雾离子

化器!

(EP

#+检测方式为正离子+离子源喷射电压
#5#S:

$毛

细管电压
"!#S:

+脱溶剂气温度
#88 X

$脱溶剂气流量

%88B

'

/

%扫描方式为一级(二级全扫描$全扫描数据采集可

以得到化合物的一级母离子精确质量数$以及二级定性离子

对的精确质量数%

"5!5!

!

定量分析方法

!

"

#检出限和定量限"取
"*

2

'

B

的
#

种非法添加物的

混合标准溶液贮备液$用甲醇稀释成一定质量浓度的溶液后

测定各化合物的信噪比$依据检出限为
!

倍信噪比!

Q

'

8`

!

#$定量限为
"8

倍信噪比!

Q

'

8 "̀8

#$计算出该方法的检出

限和定量限%

!

4

#线性关系考察"取安神类非法添加物混合标准溶

液$用甲醇稀释配制成浓度梯度溶液为
"8

$

"88

$

#88

$

%88

$

"888

"

2

'

B

$浓度由低至高依次进行
BD)Z)R<[

'

@E

分析%

以峰面积!

#

#为纵坐标$浓度!

*

#为横坐标$绘制标准曲线%

!

!

#回收率和精确度"取空白的阴性样品
"58

2

于
!

支

#8*B

离心管中$并在每支试管中分别加入适量的罗通定(

青藤碱(文拉法辛(褪黑素(扎来普隆$用甲醇稀释至
"8*B

$

配制成含有这
#

种非法添加物浓度为
"858

$

#858

$

"8858

"

2

'

B

!

个加标溶液$超声
48*,1

$静置
"8*,1

后$取其上清液过

8544

"

*

微孔滤膜$然后进入该仪器进行分析$平行测定
'

次%根据外标法计算这
#

种非法添加物的回收率$并计算该

方法的精确度%

"5!59

!

样品含量的测定

!

"

#样品预处理"对于胶囊剂$取
"8

粒胶囊$取出内容

物$将胶囊壳剪碎$与内容物混匀并研磨+对于茶剂$取少量

进行研磨+对于口服制剂$量取
"

次口服剂量%

8#

安全与检测
!

48"%

年第
"8

期



!

4

#样品提取"准确称取
"588

2

!精确至
858"

2

#试样至

#8*B

离心管中$加入
"8588*B

甲醇溶液超声提取
48*,1

$

静止
"8*,1

后$取上层清液$用
8544

"

*

微孔滤膜过滤$

备用%

!

!

#根据试验所建立的方法$对待测样品中的
#

种非法

添加物进行定性定量分析%

4

!

结果与讨论
45"

!

定性分析中检测条件的优化

45"5"

!

流动相的优化
!

由于电喷雾质谱的电离是在溶液状

态电离$因此流动相的组成和添加剂除了影响分析物的保留

时间和峰形外$还会影响分析物的离子化效率$从而影响到

目标化合物的检测灵敏度%本试验分别采用甲醇和水$甲醇

和
85"C

甲酸$甲醇和含
48**7-

'

B

乙酸铵的
85"C

甲酸溶

液作为流动相$考察不同流动相组成对分析物峰形及离子化

效率的影响$

#

种化合物在不同流动相的条件下所对应的响

应值见表
!

%如图
"

所示$图
"

!

6

#中青藤碱的峰形最好(响

应值最高$因此青藤碱的流动相选甲醇和含
48**7-

乙酸铵

的
85"C

甲酸溶液%而罗通定(文拉法辛(扎来普隆在
!

种不

同流动相下的色谱图分析结果同青藤碱类似$因此$罗通定(

青藤碱(文拉法辛(扎来普隆的流动相都选用甲醇和含

48**7-

'

B

乙酸铵的
85"C

甲酸溶液%

由图
4

可知$褪黑素在后
4

个图中峰形不够好$但仍然

是在图
4

!

6

#中响应值最高$因此褪黑素的流动相依然选择甲

醇和含
48**7-

'

B

乙酸铵的
85"C

甲酸溶液%

图
"

!

青藤碱在
!

种流动相条件下的色谱图

[,

2

0GH"

!

D/G7*+=7

2

G+*7M.,17*H1,1H01JHG=/GHH*7K,-H

>

/+.H671J,=,71.

图
4

!

褪黑素在
!

种流动相条件下的色谱图

[,

2

0GH4

!

D/G7*+=7

2

G+*.7M*H-+=71,101JHG=/GHH*7K,-H

>

/+.H671J,=,71.

!!

由
!

可知$

85"C

甲酸溶液和含
48**7-

'

B

乙酸铵的

85"C

甲酸溶液作为流动相
Y

时$

#

种非法添加物的响应值

远远高于以水为流动相
Y

的+而含
48**7-

'

B

乙酸铵的

85"C

甲酸溶液又比
85"C

甲酸溶液的响应值较好%因此对

#

种非法添加物的流动相都选用甲醇和含
48**7-

'

B

乙酸

铵的
85"C

的甲酸溶液%

45"54

!

碰撞能量的优化
!

碰撞能量对一级母离子打碎成为

二级质谱离子起着至关重要的作用$通过改变碰撞能量的大

小$使得母离子以不同的动能与碰撞池中的碰撞气相撞$动

能转化为内能$转化的越多$越有利于母离子打碎%对每一

种化合物来说$其母离子只能打碎成一些特定的二级质谱离

子$在这些碎片离子中$找出该化合物的
4

个响应值最高的

二级碎片离子$作为该化合物的特征离子对$即该化合物的

定性离子对%

表
!

!

#

种非法添加物在
!

种流动相
Y

下对应的响应值

R+K-H!

!

TH.

>

71.H3+-0H.7M#,--H

2

+-+JJ,=,3H.01JHG=/GHH

=

L>

H.7M*7K,-H

>

/+.HY

样品名称 水
85"C

甲酸
48**7-

'

B

乙酸铵
a

85"C

甲酸

青藤碱
!

"58]"8

9

9588]"8

'

95'8]"8

'

罗通定
!

#58]"8

!

#5#8]"8

'

$588]"8

'

文拉法辛
95#]"8

!

#588]"8

'

'5!8]"8

'

褪黑素
!

$58]"8

#

"598]"8

'

45$#]"8

'

扎来普隆
"5"]"8

'

45$#]"8

'

#548]"8

'

"#
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!!

在离子源为电喷雾离子化器!

(EP

#+检测方式为正离子+

离子源喷射电压
#5#S:

$毛细管电压
"!#S:

+脱溶剂气温度

#88X

$脱溶剂气流量
%88B

'

/

%锥孔电压
"!#S:

和碰撞能

量!

"8

#

!#H:

#进行了优化%经过一级(二级全扫描模式$全

扫描数据采集可以得到化合物的一级母离子精确质量数$以

及二级定性离子对的精确质量数%通过对试验过程中的碰

撞能量进行梯度设定$检测目标化合物的定性离子对响应值

最高时碰撞能量$例如青藤碱在不同的碰撞能量梯度下的二

级质谱图见图
!

%

图
!

!

青藤碱在碰撞能量梯度下的二级质谱图

[,

2

0GH!

!

EH671J+G

L

*+...

>

H6=G+7M.,17*H1,1H01JHG

=/H,*

>

+6=H1HG

2L2

G+J,H1=

!!

从图
!

可以看出$随着碰撞能量的增加$青藤碱中的一

部分二级碎片离子的响应值越来越高$逐渐从该化合物的全

部二级碎片离子中突显出来%

"%"58'9'

和
48$5899!4

个二

级碎片离子的响应值较高%因此$对于青藤碱$宜以
"%"58'9'

和
48$5899!

作为该化合物的定性离子对%由图
!

还发现$

对于
"%"58'9'

在碰撞能量为
!8H:

的条件下$响应值最高$

对于
48$5899!

在碰撞能量为
!#H:

时$响应值最高%

同理根据
#

种非法添加物的二级质谱图$对
#

种非法添

加物的定性离子对及最优碰撞能量进行了统计$见表
9

%

由表
9

可以看出$

#

种非法添加物的一(二级质谱离子的

质量数都精确到了小数点后
9

位$具有超高精确度和准确度$

且
#

种非法添加物的保留时间为
458

#

!54*,1

$分析速度快%

45"5!

!

建立
#

种非法添加物检测的方法参数
!

通过所确立

最佳的试验条件设置的各试验参数$建立了安神类保健品
#

种非法添加物的数据库%优化后的方法参数如表
#

所示%

454

!

定量方法学考察

4545"

!

检出限和定量限测定
!

取混合标准溶液贮备液$用甲

醇稀释成一定质量浓度的溶液后测定各化合物的信噪比$依

据检出限为
!

倍信噪比!

Q

'

8`!

#$定量限为
"8

倍信噪比

!

Q

'

8 !̀

#$结果如表
'

所示%

!!

由表
'

可以看出$

#

种非法添加物的检出限
(

85&

"

2

'

B

$定

量限都
(

!

"

2

'

B

$说明所建立的试验方法灵敏度高(准确度强%

表
9

!

质谱条件的优化结果

R+K-H9

!

<

>

=,*,Q+=,717M*+...

>

H6=G+671J,=,71.

化合物

名称
母离子

保留时

间'
*,1

定性离子对
最优碰撞

能量'
H:

青藤碱
!

!!85"$8! 45"$'

"%"58'9#

'

!!85"$8! !8

48$589!%

'

!!85"$8! !#

罗通定
!

!#'5"%'' !5""$

"&"5"848

'

!#'5"%'' 4#

"'#58&"8

'

!#'5"%'' "#

文拉法辛
4$%54""& 45!#'

"4"58'"8

'

4$%54""& 4#

"$958$'"

'

4$%54""& 48

褪黑素
!

4!!5"$'! 45$#%

"#&58'$#

'

4!!5"$'! 4#

"$958&"8

'

4!!5"$'! "#

扎来普隆
!8'5"!9% 45$9"

4!'58&!8

'

!8'5"!9% 4#

4'95"494

'

!8'5"!9% 48

表
#

!

方法参数一览表

R+K-H#

!

B,.=7M=/H*H=/7J

>

+G+*H=HG.

化合物名称 定性离子对

青藤碱
!

"%"58'9#

'

!!85"$8!

48$589!%

'

!!85"$8!

罗通定
!

"&"5"848

'

!#'5"%''

"'#58&"8

'

!#'5"%''

文拉法辛
"4"58'8%

'

4$%54""&

4'85"&'&

'

4$%54""&

褪黑素
!

"#&58'$#

'

4!!5"$'!

"$958&"8

'

4!!5"$'!

扎来普隆
4!'58&!8

'

!8'5"!9%

4'95"494

'

!8'5"!9%

表
'

!

#

种化合物的检出限和定量限

R+K-H'

!

VH=H6=,71+1J

^

0+1=,=+=,3H-,*,=.7M#67*

>

701J.

"

2

$

B

化合物 检出限 定量限

青藤碱
!

85$8 459

罗通定
!

85!8 "58

文拉法辛
85&8 !58

褪黑素
!

859# "5#

扎来普隆
85#8 "5$

45454

!

线性关系考察
!

分别精密取各标准储备液适量$用甲

醇稀释成
"8

$

"88

$

#88

$

%88

$

"888

"

2

'

B

的混合标准系列浓度

溶液$用液相色谱&串联飞行时间质谱的试验方法进行测

定%以化合物一级精密质量数的峰面积!

#

#对相应质量浓度

!

*

#建立标准曲线!图
9

#$线性关系如表
$

所示%

!!

由图
9

和表
$

可知$

#

种化合物在
"8

#

"888

"

2

'

B

时线

性关系良好$相关系数
"

85&&

%进一步的证明本试验所建立

的方法精密度高(灵敏度强%

4545!

!

回收率与精密度
!

分别取空白的阴性样品
"58

2

于

#8*B

离心管中$并在每支试管中分别加入适量的罗通定(

青藤碱(文拉法辛(褪黑素(扎来普隆$用甲醇稀释至
"8*B

$

4#

安全与检测
!

48"%

年第
"8
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图
9

!

#

种化合物的标准曲线

[,

2

0GH9

!

E=+1J+GJ60G3H.7M#67*

>

701J.

表
$

!

#

种化合物线性方程及相关系数

R+K-H$

!

B,1H+GH

^

0+=,71.+1J67GGH-+=,7167HMM,6,H1=.

7M#67*

>

701J.

化合物 线性回归方程
G

4

青藤碱
!

>

!̀!5#&9KW495#'" 85&&%$

罗通定
!

>

4̀%5!!9Ka4$54"9 85&&$!

文拉法辛
>

"̀5#%!$Ka#454!# 85&&#&

褪黑素
!

>

"̀!5#%!KW4&&5%$ 85&&9$

扎来普隆
>

$̀5&9!'KW9$!5"& 85&&84

以配制成含有这
#

种非法添加物的
"858

$

#858

$

"8858

"

2

'

B!

个浓度的加标溶液$每个浓度需添加
'

次$超声
48*,1

$静置

"8*,1

后$取其上清液过
8544

"

*

微孔滤膜$然后进行分析%

根据外标法计算这
#

种非法添加物的回收率$并计算该方法

的精确度$如表
%

所示%

表
%

!

#

种化合物的回收率与精密度

R+K-H%

!

R/HTH673HG

L

+1J

>

GH6,.,717M#

67*

>

701J.

%

% '̀

&

化合物

名称

精密度

TEV

'

C

回收率'
C

"858

"

2

'

B #858

"

2

'

B "8858

"

2

'

B

青藤碱
!

"5% &95$ &$58 &45%

罗通定
!

"59 &'5! "895" &!5"

文拉法辛
85& &958 "8$59 &#5'

褪黑素
!

"54 &$5! &&54 ""85"

扎来普隆
"5$ &'58 &'5' &95'

!!

由表
%

可以看出$空白样品中的平均回收率为
&45%C

#

""85"C

$精密度为
85&C

#

"5%C

%更加进一步地证明本试验

所建立的方法灵敏度高(选择性强%

45!

!

样品测定

采用本研究的方法对市售的
'

种安神类保健品进行检

测$只有胶囊
V

检出了青藤碱$经定量分析测得青藤碱含量

为
"5'#'*

2

'

S

2

$其他
#

种样品均未检出
#

种药物%

对胶囊
V

的一级质谱图进行分析$可以提取出质荷比

!

;

'

J

#为
!!85"'%%

的化合物$且该化合物的保留时间为

45"$'*,1

!图
#

#$与青藤碱标准溶液的一级质谱图吻合$可

以基本确定胶囊
V

中添加了青藤碱%

图
#

!

胶囊
V

的青藤碱质谱图

[,

2

0GH#

!

@+...

>

H6=7

2

G+*7M.,17*H1,1H,16+

>

.0-HV

!!

为了进一步确证该样品中含有非法添加物青藤碱$对样

品的二级质谱图进行分析见图
'

%由图
'

可知$响应强度较高

的
4

个碎片离子分别为
"%"58'&$

和
48$5899!

$与青藤碱的定

性离子对
"%"58'9#

和
48$589!%

吻合$且质荷比在偏差范围

内$因此$可以确定胶囊
V

中
!!85"'%%

的色谱峰为青藤碱%

图
'

!

胶囊
V

的二级质谱图

[,

2

0GH'

!

EH671J+G

L

*+...

>

H6=G+7M6+

>

.0-HV

!

!

结论
本试验建立了一种同时检测安神类保健食品中青藤碱(

罗通定(扎来普隆(文拉法辛(褪黑素
#

种非法添加物的方

法%该法分析速度快(灵敏度高(选择性强(精密度高$定性

和定量一次完成$回收率和精密度均能满足国家标准的要

求$可用于保健品中安神类非法添加物的检测%但本试验仅

研究了
#

种化合物$后续宜扩大这类非法添加物的种类$使

中国保健品食品检测技术更加成熟$适用性更广%
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