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超高效液相色谱⁃静电场轨道阱高分辨质谱快速筛查和
确证凉茶中 １６７ 种非法添加药物
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摘要：基于质谱数据库，建立了超高效液相色谱⁃静电场轨道阱高分辨质谱（ＵＨＰＬＣ⁃Ｏｒｂｉｔｒａｐ ＨＲＭＳ）快速筛查和确

证凉茶中 １６７ 种非法添加药物的方法。 通过调研，选定了解热镇痛药、糖皮质激素、抗菌药、抗组胺药等 １６７ 种药

物，并利用 Ｏｒｂｉｔｒａｐ ＨＲＭＳ 和 ＴｒａｃｅＦｉｎｄｅｒ 软件采集和记录每种药物的信息，建立高分辨质谱数据库。 样品以 ５０％
（ｖ ／ ｖ）甲醇水溶液超声提取。 样品溶液采用 Ｗａｔｅｒｓ ＸＢｒｉｇｄｅ ＢＥＨ Ｃ１８ 色谱柱（１００ ｍｍ×２􀆰 １ ｍｍ， ２􀆰 ５ μｍ）分离，
０􀆰 １％ （ｖ ／ ｖ）甲酸水溶液⁃０􀆰 １％ （ｖ ／ ｖ）甲酸乙腈溶液梯度洗脱。 Ｏｒｂｉｔｒａｐ ＨＲＭＳ 以全扫描 ／数据依赖二级质谱扫描

（Ｆｕｌｌ ＭＳ ／ ｄｄ⁃ＭＳ２）模式，正、负离子同时切换采集数据。 将样品数据导入 ＴｒａｃｅＦｉｎｄｅｒ 软件，以母离子精确质量

数、保留时间、碎片离子精确质量数等进行数据库自动筛查。 若某成分的母离子精确质量数实测值与理论值偏差

小于 ５×１０－６，保留时间偏差小于 ２０ ｓ，至少一个碎片离子精确质量数实测值与理论值偏差小于 ５×１０－６，且二级质谱

与数据库收录谱图相似，可判定该成分检出。 结果表明，方法特异性好，各成分线性关系良好，相关系数（ ｒ）大于

０􀆰 ９９。 培氟沙星等 ５ 种成分存在本底干扰，不宜采用该法进行定量，其余 １６２ 种成分回收率为 ６６􀆰 ４％ ～ １１８􀆰 １％，精
密度 ＲＳＤ （ｎ＝ ６）为 ０􀆰 １％ ～１６􀆰 １％。 方法在 ０􀆰 ２ ｍｇ ／ ｋｇ 下可筛查 ８３ 种成分，１􀆰 ０ ｍｇ ／ ｋｇ 下可筛查 １６７ 种成分。 方

法应用于 ２４５ 批样品，检出 １２ 批问题样品，阳性成分有对乙酰氨基酚、双氯芬酸钠、氯苯那敏等，并检出标准方法外

成分金刚烷胺、右美沙芬、溴苯那敏和环丙沙星。 方法检测速度快，分析成分多，筛查结果准确，为凉茶非法添加药

物高通量筛查提供了新的技术支撑。
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Ｂｅｃａｕｓｅ ｐｅｆｌｏｘａｃｉｎ， ｎｏｒｆｌｏｘａｃｉｎ， ｄｅｓｌｏｒａｔａｄｉｎｅ， ａｓｔｅｍｉｚｏｌｅ ａｎｄ ｃｌｉｎｄａｍｙｃｉｎ ｈａｄ ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ
ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ， ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｎｏｔ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｆｏｒ ｔｈｅｉｒ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ． Ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ ｕｓｉｎｇ
ｔｈｒｅｅ ｓｐｉｋｅｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ， ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｓｔ １６２ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｗｅｒｅ ｆｏｕｎｄ ｔｏ ｂｅ ｉｎ ｔｈｅ
ｒａｎｇｅ ｏｆ ６６􀆰 ４％ －１１８􀆰 １％， ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎｓ （ＲＳＤｓ， ｎ ＝ ６）， ｉｎ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ
０􀆰 １％－１６􀆰 １％． Ｗｈｅｎ ｔｈｅ ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ （ＬＯＤ） ｗａｓ ０􀆰 ２ ｍｇ ／ ｋｇ， ８３ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃ⁃
ｔｅｄ， ｗｈｉｌｅ ｗｈｅｎ ｔｈｅ ＬＯＤ ｗａｓ １􀆰 ０ ｍｇ ／ ｋｇ， １６７ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ． Ａｌｌ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｗｅｒｅ
ｍａｔｃｈｅｄ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｔｏ ｔｈｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ａｄｄｅｄ ｓａｍｐｌｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＭＳ ｄａｔａｂａｓｅ ｉｎ ＴｒａｃｅＦｉｎｄｅｒ ｓｏｆｔ⁃
ｗａｒｅ． Ｔｏ ｌｏｗｅｒ ｔｈｅ ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ ｏｆ ｆａｌｓｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ａｎｄ ｆａｌｓｅ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｒｅｓｕｌｔｓ， ａ ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌ ｍｅｔｈｏｄ
ｗａｓ ｒｅｃｏｍｍｅｎｄｅｄ． Ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ａｐｐｌｉｅｄ ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ２４５ ｈｅｒｂａｌ ｔｅａ ｓａｍｐｌｅｓ， ａｍｏｎｇ ｗｈｉｃｈ １２
ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ． Ｔｈｉｒｔｅｅｎ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｗｅｒｅ ｆｏｕｎｄ， ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ａｃｅｔａｍｉｎｏ⁃
ｐｈｅｎ， ｄｉｃｌｏｆｅｎａｃ ｓｏｄｉｕｍ， ｃｈｌｏｒｐｈｅｎｉｒａｍｉｎｅ， ｂｒｏｍｐｈｅｎｉｒａｍｉｎｅ， ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ， ｄｅｘａｍｅｔｈａ⁃
ｓｏｎｅ ２１⁃ａｃｅｔａｔｅ， ｐｒｅｄｎｉｓｏｎｅ， ｐｒｅｄｎｉｓｏｎｅ ２１⁃ａｃｅｔａｔｅ， ｍｅｔｒｏｎｉｄａｚｏｌｅ， ｅｒｙｔｈｒｏｍｙｃｉｎ， ｃｉｐｒｏｆｌｏｘａ⁃
ｃｉｎ， ａｍａｎｔａｄｉｎｅ， ａｎｄ ｄｅｘｔｒｏｍｅｔｈｏｒｐｈａｎ． Ｉｎ ｐａｒｔｉｃｕｌａｒ， ａｍａｎｔａｄｉｎｅ， ｄｅｘｔｒｏｍｅｔｈｏｒｐｈａｎ， ｂｒｏｍ⁃
ｐｈｅｎｉｒａｍｉｎｅ， ａｎｄ ｃｉｐｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ ｗｅｒｅ ｎｅｗｌｙ ｄｅｔｅｃｔｅｄ， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｓｔａｎｄａｒｄ ｍｅｔｈｏｄｓ． Ｔｈｅ
ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ ｒａｐｉｄ ａｎｄ ａｃｃｕｒａｔｅ， ａｎｄ ｗｉｌｌ ｂｅ ｕｓｅｆｕｌ ｉｎ ｔｈｅ ｈｉｇｈ⁃ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ
ｉｌｌｅｇａｌｌｙ ａｄｄｅｄ ｍｅｄｉｃｉｎｅｓ ｉｎ ｈｅｒｂａｌ ｔｅａ．

引用本文：何嘉雯，温家欣，刘亚雄，胡佳哲，曹雅静，赖宇红． 超高效液相色谱⁃静电场轨道阱高分辨质谱快速筛查和确证凉茶中 １６７
种非法添加药物． 色谱，２０２２，４０（３）：２５３－２６５．
ＨＥ Ｊｉａｗｅｎ， ＷＥＮ Ｊｉａｘｉｎ， ＬＩＵ Ｙａｘｉｏｎｇ， ＨＵ Ｊｉａｚｈｅ， ＣＡＯ Ｙａｊｉｎｇ， ＬＡＩ Ｙｕｈｏｎｇ． Ｒａｐｉｄ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ １６７ ｉｌｌｅｇａｌｌｙ
ａｄｄｅｄ ｍｅｄｉｃｉｎｅｓ ｉｎ ｈｅｒｂａｌ ｔｅａ ｂｙ ｕｌｔｒａ ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｅｌｅｃｔｒｏｓｔａｔｉｃ ｆｉｅｌｄ ｏｒｂｉｔｒａｐ ｈｉｇｈ ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｍａｓｓ
ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，２０２２，４０（３）：２５３－２６５．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｕｌｔｒａ ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ （ ＵＨＰＬＣ ）； ｅｌｅｃｔｒｏｓｔａｔｉｃ ｆｉｅｌｄ

·４５２·



第 ３ 期
何嘉雯，等：超高效液相色谱⁃静电场轨道阱高分辨质谱快速筛查和

确证凉茶中 １６７ 种非法添加药物

ｏｒｂｉｔｒａｐ ｈｉｇｈ⁃ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ （Ｏｒｂｉｔｒａｐ ＨＲＭＳ）； ｉｌｌｅｇａｌｌｙ ａｄｄｅｄ ｍｅｄｉｃｉｎｅｓ； ｈｅｒｂａｌ
ｔｅａ

　 　 凉茶是两广地区流行的传统饮料，一般认为具

有清热解毒、祛湿消滞的功效。 有不法商家受利益

驱使，在凉茶中非法添加感冒药、糖皮质激素等以增

强宣称的功效，这种行为具有潜在的食品安全风险，
并严重影响市场秩序。 若误服含有解热镇痛药的凉

茶，可能掩盖发热、咽痛等症状，延误疾病治疗。 另

一方面，随着监管力度加大，凉茶非法添加药物的种

类不断增加，不限于已知的以对乙酰氨基酚为代表

的解热镇痛药，涉及抗组胺药、抗生素、平喘药、镇咳

药等，具有多样性、复杂性和未知性。
　 　 目前，凉茶非法添加药物的检测方法有薄层色

谱法［１］、酶联免疫法［２］、高效液相色谱法［１，３，４］、液相

色谱⁃质谱联用法［５－９］ 等。 薄层色谱法、酶联免疫

法、液相色谱法灵敏度较低，检测成分较少。 液相色

谱⁃三重四极杆质谱法是非法添加检测的经典方法，
被 ＢＪＳ ２０１７１３ 等现行补充检验方法采用。 此类方

法一般利用多反应离子监测模式进行靶向检测，在
新成分或未知成分识别上有一定的局限性。 孙树周

等［５］发现的茶碱、喷托维林和胡佳哲等［６］ 发现的甲

硝唑、红霉素是补充检验方法外成分，超出标准范

围，在标准检验中不能被有效识别。 此外，若同时检

测上述多种药物，需采用多个方法，检验效率低。 因

此，三重四极杆质谱的靶向检测模式已不能满足新

形势下凉茶非法添加药物的检验需求，亟须建立一

个覆盖药物尽量多的跨类别多成分高通量筛查

方法。
　 　 静电场轨道阱高分辨质谱（Ｏｒｂｉｔｒａｐ ＨＲＭＳ）是
近年研究热点，具有高分辨率、高质量精度优势，采
集的质谱信息丰富，可实现上百种药物同时检测和

非靶向未知物筛查，在农兽药残留、环境污染物、化
妆品致敏物质高通量筛查中已有较成熟的研

究［１０－１８］，但对凉茶非法添加药物筛查的研究较少。
刘桂联等［９］ 利用 Ｏｒｂｉｔｒａｐ ＨＲＭＳ 快速筛查和确证

凉茶中 ５６ 种降脂、降压类药物，给出了示范性研究。
然而非法添加药物远多于 ５６ 种，现有研究仍未覆盖

凉茶高风险添加药物，未发挥高分辨质谱的明显

优势。
　 　 参考其他领域的研究经验，结合质谱数据库可

以极大限度发挥高分辨质谱在高通量分析中的优

势。 本文通过调研，针对性地选定解热镇痛、抗组

胺、抗菌、消炎、减肥等 １６７ 种非法添加高风险药物，
建立高分辨质谱数据库。 优化样品前处理、色谱⁃质
谱条件，建立超高效液相色谱⁃静电场轨道阱高分辨

质谱快速筛查和确证凉茶中 １６７ 种药物的方法，实
现了非法添加药物的高通量、高精度筛查，突破当前

检测局限，为打击凉茶非法添加提供新的技术支撑。

１　 仪器与方法

１．１　 仪器与试剂

　 　 超高效液相色谱仪 ＶＡＮＱＵＩＶＥ Ｏｐｔｉｐｌｅｘ、四极

杆 ／静电场轨道阱高分辨质谱 Ｑ Ｅｘａｃｔｉｖｅ Ｏｒｂｉｔｒａｐ
和 ＴｒａｃｅＦｉｎｄｅｒ ４􀆰 １ 软件（美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
公司）；分析天平 ＭＳ２０５ＤＵ（瑞士 Ｍｅｔｔｌｅｒ 公司）；超
纯水发生器 Ｍｉｌｉ⁃Ｑ Ａｄｖａｎｔａｇｅ Ａ１０（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ
公司）；超声波清洗器（昆山市超声仪器有限公司）。
　 　 乙腈、甲醇（色谱纯）购自美国 Ｈｏｎｅｙｗｅｌｌ 公

司，甲酸、甲酸铵、乙酸铵、冰醋酸（色谱纯）购自上

海麦克林生化科技有限公司。 １６７ 种药物标准品包

括解热镇痛药 ２２ 种（详见表 １ 中序号 １ ～ ２２）、抗菌

药物 ４７ 种（２３～ ６９）、激素 ４１ 种（７０ ～ １１０）、抗组胺

药物 １５ 种（１１１ ～ １２５）、镇咳平喘药 １４ 种 （１２６ ～
１３９）、消化系统用药 １３ 种（１４０ ～ １５２）、减肥药 ７ 种

（１５３～１５９）和其他类 ８ 种（１６０ ～ １６７），分别购自中

国食品药品检定研究院、德国 Ｄｒ． Ｅｈｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒ 公

司和上海阿拉丁生化科技股份有限公司。
　 　 ２４５ 批凉茶样品购自广东省内凉茶店，均为液

体凉茶。
１．２　 标准溶液配制

　 　 分别准确称取标准品 １０ ｍｇ，用甲醇溶解并定

容至 １０ ｍＬ，不溶的标准品用冰醋酸或乙腈溶解后

再用甲醇定容，配制成单标准储备液，于－２０ ℃冰箱

保存。
　 　 取适量各单标准储备液，用 ５０％ （ｖ ／ ｖ）甲醇水

溶液配制成质量浓度为 １００ ｎｇ ／ ｍＬ 的数据库采集

用标准溶液，现用现配。
　 　 分别取适量对乙酰氨基酚、土霉素、环丙沙星、
磺胺间甲氧嘧啶、氯霉素、兰索拉唑、红霉素、地塞米

松单标准储备液，用 ５０％ （ｖ ／ ｖ）甲醇水溶液配制成

质量浓度为 １０ ｎｇ ／ ｍＬ 和 ５０ ｎｇ ／ ｍＬ 的混合标准质

控溶液，现用现配。
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１．３　 样品溶液制备

　 　 取样前摇匀样品，称取 １ ｇ，置于 ２０ ｍＬ 容量瓶

中，加入适量 ５０％ （ｖ ／ ｖ）甲醇水溶液，超声提取 １５
ｍｉｎ。 取出放冷，用 ５０％ （ｖ ／ ｖ）甲醇水溶液定容至

２０ ｍＬ， ０􀆰 ２２ μｍ 滤膜过滤，待测。
１．４　 分析条件

　 　 色谱柱：Ｗａｔｅｒｓ ＸＢｒｉｄｇｅ ＢＥＨ Ｃ１８ 柱（１００ ｍｍ
×２􀆰 １ ｍｍ， ２􀆰 ５ μｍ），柱温 ４０ ℃，流动相 Ａ ０􀆰 １％
（ｖ ／ ｖ）甲酸水溶液，流动相 Ｂ ０􀆰 １％ （ｖ ／ ｖ）甲酸乙腈

溶液，流速 ０􀆰 ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ。 梯度洗脱程序：０ ～ １􀆰 ０
ｍｉｎ， ５％ Ｂ； １􀆰 ０ ～ １７􀆰 ０ ｍｉｎ， ５％ Ｂ ～ ９５％ Ｂ； １７􀆰 ０ ～
２０􀆰 ０ ｍｉｎ， ９５％ Ｂ； ２０􀆰 ０ ～ ２０􀆰 ５ ｍｉｎ， ９５％ Ｂ ～ ５％ Ｂ；
２０􀆰 ５～２５􀆰 ０ ｍｉｎ， ５％ Ｂ。 进样量 ５ μＬ。
　 　 喷雾电压 ３􀆰 ５０ ｋＶ（正离子）和－３􀆰 ２０ ｋＶ（负离

子），毛细管温度 ３２０ ℃；管状透镜电压 ５０􀆰 ０ Ｖ，辅
助气加热温度 ３５０ ℃，鞘气流速 ４􀆰 ５５ Ｌ ／ ｍｉｎ，辅助

气流速 ３ Ｌ ／ ｍｉｎ。 扫描类型为全扫描 ／数据依赖二

级质谱扫描（Ｆｕｌｌ ＭＳ ／ ｄｄ⁃ＭＳ２），正、负离子同时转

换，关闭目标离子列表（ ｉｎｃｌｕｓｉｏｎ）。 Ｆｕｌｌ ＭＳ 参数：
分辨率 ７０ ０００，自动增益控制目标离子数（ＡＧＣ ｔａｒ⁃
ｇｅｔ）１􀆰 ０×１０６，最大离子注入时间（ ＩＴ）１００ ｍｓ，扫描

范 围 ｍ／ ｚ １００ ～ １ ０００。 ｄｄ⁃ＭＳ２ 参 数： 分 辨 率

１７ ５００， ＡＧＣ ｔａｒｇｅｔ 为 ２􀆰 ０×１０５， ＩＴ 为 ８０ ｍｓ，循环

次数（Ｌｏｏｐ ｃｏｕｎｔ）５，归一化碰撞能量（ＮＥＣ）２０％、
４０％ 和 ６０％，开启动态排除 １０ ｓ。
１．５　 质谱数据库的建立

　 　 注入数据库采集用标准溶液，按仪器分析条件

采集每个药物的质谱图，使用仪器工作站提取保留

时间、母离子和碎片离子精确质量数等数据。 将数

据导入 ＴｒａｃｅＦｉｎｄｅｒ 软件，编辑药物化学信息，建立

１６７ 种药物的高分辨质谱数据库，主要信息见表 １。
１．６　 筛查确证方法

　 　 注入样品溶液和混合标准质控溶液，按仪器分

析条件采集数据。 将数据导入 ＴｒａｃｅＦｉｎｄｅｒ 软件，
与数据库中药物的保留时间、母离子和碎片离子精

确质量数进行自动筛查匹配。 当满足母离子精确质

量数偏差小于 ５×１０－６（５ ｐｐｍ），保留时间偏差小于

２０ ｓ，至少一个碎片离子精确质量数偏差小于 ５ ×
１０－６，可判断为检出。 检出成分的二级质谱图与数

据库收录的标准品谱图比对一致，可确证为同一物

质。 若检出地塞米松或倍他米松， 需更换 ＢＪＳ
２０１７１３ 色谱条件进行区分。 混合标准质控溶液为

随行的质量监控，当检出限浓度的 ８ 种成分全部检

出时，仪器灵敏度和质量轴稳定，筛查结果可信

度高。

２　 结果与讨论

２．１　 数据库成分的选择

　 　 凉茶跨类别添加药物的问题非常突出，根据宣

称的功效，可加入解热镇痛药、抗菌药物（抗生素）、
糖皮质激素、抗组胺药物等，消化系统药物和减肥药

也可能非法添加到凉茶中。 综合考虑，本文针对性

选择了 １６７ 种药物建立高分辨质谱数据库，基本覆

盖了常见阳性成分和非法添加高风险药物。 伪麻黄

碱和咖啡因是感冒复方制剂中常用的药物，也是植

物中自然存在的生物碱，其检出难以判断是否非法

添加，因此不纳入数据库中。
２．２　 样品前处理的优化

　 　 考察了水、５０％ （ｖ ／ ｖ）甲醇水溶液、７０％ （ｖ ／ ｖ）
甲醇水溶液和甲醇作为提取溶剂对 １６７ 种药物的提

取效果。 结果表明，大部分脂溶性药物不适宜采用

水提取，其他 ３ 种提取溶液提取效果相当，但甲醇的

体积分数影响个别药物的响应和稳定性。 保留时间

较小的吗啡、对乙酰氨基酚在纯甲醇中溶剂效应明

显，峰形、响应较差。 拉唑类成分不稳定，以兰索拉

唑为例， ２４ ｈ 内在 ５０％ （ ｖ ／ ｖ） 甲醇水溶液、 ７０％
（ｖ ／ ｖ）甲醇水溶液和甲醇中分别降解 １５％、１８％ 和

２３％，在 ５０％ （ ｖ ／ ｖ）甲醇水溶液中稳定性较好。 因

此，５０％ （ｖ ／ ｖ）甲醇水溶液作为提取溶剂可以兼顾

尽量多成分的响应和稳定性。
　 　 比较了不同体积提取溶剂对凉茶中目标成分的

影响。 １ ｇ 样品中分别加入 ５０％ （ｖ ／ ｖ）甲醇水溶液

５、１０、２０ 和 ５０ ｍＬ 进行提取，对乙酰氨基酚保留时

间较小，受基质干扰明显，其色谱表现能有效反映样

品的干扰情况，故以对乙酰氨基酚为代表进行考察。
结果显示，提取体积为 ５ ｍＬ 和 １０ ｍＬ 时，样品溶液

颜色较深，离子流图基线噪声较大，干扰对乙酰氨基

酚色谱峰；２０ ｍＬ 时，样品溶液颜色浅，离子流图基

线相对平稳，对乙酰氨基酚色谱峰无明显干扰；５０
ｍＬ 时，样品溶液几乎无色，离子流图基线平稳，色
谱峰无干扰。 为获得更高的灵敏度，实验选择提取

溶剂体积为 ２０ ｍＬ。
　 　 考察了超声 １５ ｍｉｎ、超声 ３０ ｍｉｎ 或振摇 １５
ｍｉｎ 的提取效果，３ 种提取方式无差异。
　 　 综上，采用 ５０％ （ｖ ／ ｖ）甲醇水溶液 ２０ ｍＬ 超声

１５ ｍｉｎ 作为提取方法。

·６５２·
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色 谱 第 ４０ 卷

２．３　 色谱条件优化

　 　 考察了药物在 Ｗａｔｅｒｓ ＸＢｒｉｄｇｅ ＢＥＨ Ｃ１８（１００
ｍｍ×２􀆰 １ ｍｍ， ２􀆰 ５ μｍ）、Ｔｈｅｒｍｏ Ｈｙｐｅｒｓｉｌ ＧＯＬＤ
（１００ ｍｍ×２􀆰 １ ｍｍ， １􀆰 ９ μｍ）和 Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ Ｋｉ⁃
ｎｅｔｅｘ Ｃ１８（１００ ｍｍ×２􀆰 １ ｍｍ， ２􀆰 ６ μｍ）３ 款色谱柱

上的色谱行为。 四环素类药物对色谱条件敏感，以
土霉素为例进行说明。 土霉素在 Ｔｈｅｒｍｏ Ｈｙｐｅｒｓｉｌ
ＧＯＬＤ 上柱拖尾明显 （见图 １ａ），在 Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ
Ｋｉｎｅｔｅｘ Ｃ１８ 柱和 Ｗａｔｅｒｓ ＸＢｒｉｄｇｅ ＢＥＨ Ｃ１８ 柱上峰

形良好（见图 １ｂ 和 １ｃ），后者峰宽更窄，峰形更尖

锐。 因此，选择整体表现更佳的 Ｗａｔｅｒｓ ＸＢｒｉｄｇｅ
ＢＥＨ Ｃ１８ 柱作为方法推荐的色谱柱。
　 　 比较了 ０􀆰 １％ （ｖ ／ ｖ）甲酸水溶液⁃０􀆰 １％ （ｖ ／ ｖ）甲
酸乙腈、０􀆰 ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ 乙酸铵⁃乙腈和 ０􀆰 ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ 甲

酸铵⁃乙腈作为流动相时药物的分离情况，继续以土

霉素为例进行说明。 结果表明，当流动相含甲酸时，
土霉素峰形好、响应强（见图 １ｂ）；但流动相含乙酸

铵、甲酸铵时，土霉素色谱峰拖尾，响应减弱，灵敏度

变差（见图 １ｄ 和 １ｅ）。 因此，选择 ０􀆰 １％ （ｖ ／ ｖ）甲酸

水溶液⁃０􀆰 １％ （ｖ ／ ｖ）甲酸乙腈作为流动相体系。
２．４　 质谱参数优化

　 　 本方法筛查的药物多达 １６７ 个，优化时需保证

每个药物被有效采集。 Ｏｒｂｉｔｒａｐ 质谱参数中分辨率

和最大驻留时间的设置相对固定，其他可调参数有

ＴｏｐＮ、动态排除功能。 ＴｏｐＮ 代表一级质谱响应前

Ｎ 强的离子进行二级质谱采集，由循环次数和每次

二级质谱采集的离子数（ＭＳＸ ｃｏｕｎｔ）决定，计算公

式为 Ｎ ＝ Ｌｏｏｐ ｃｏｕｎｔ×ＭＳＫ ｃｏｕｎｔ。 当 ＭＳＫ ｃｏｕｎｔ
默认为 １， Ｌｏｏｐ ｃｏｕｎｔ 设置为 ５ 时，能获得数量较

多、质量较好的二级图谱。 动态排除是指强度占优

势的离子做过二级质谱后将其排除，避免重复采集，
以多获得不同质荷比离子的二级图谱。 以本方法为

例，对乙酰氨基酚、甲硝唑、氨基比林在凉茶中常见

添加量为 ６００～２ ０００ ｍｇ ／ ｋｇ，茶碱、可待因常见添加

量为 ２０ ～ ６０ ｍｇ ／ ｋｇ，剂量至少相差 １０ 倍。 上述成

分保留时间在 ３􀆰 ３～４􀆰 ４ ｍｉｎ，开启动态排除前，对乙

酰氨基酚等高添加量成分在响应上占有优势，抑制

了茶碱、可待因的采集。 开启后情况得到显著改善，
解决了剂量差异的干扰问题。
　 　 此外，张蓉等［１０］认为开启目标离子列表（ ｉｎｃｌｕ⁃
ｓｉｏｎ）可以强制采集目标质量数，增强检测灵敏度。
但考察发现，当列表化合物数量从 ５０ 迅速增加到

１５０ 时，二级质谱的采集点数锐减，部分图谱没有达

图 １　 土霉素在不同色谱条件下的色谱图
Ｆｉｇ． １　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｏｘｙｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ ｕｎｄｅｒ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ
　 ａ． ｃｏｌｕｍｎ： Ｔｈｅｒｍｏ Ｈｙｐｅｒｓｉｌ ＧＯＬＤ （１００ ｍｍ×２􀆰 １ ｍｍ， １􀆰 ９
μｍ）； ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ： ０􀆰 １％ （ｖ ／ ｖ） ｆｏｒｍｉｃ ａｃｉｄ ａｑｕｅｏｕｓ ｓｏｌｕｔｉｏｎ
ａｎｄ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ０􀆰 １％ （ ｖ ／ ｖ） ｆｏｒｍｉｃ ａｃｉｄ； ｂ． ｃｏｌ⁃
ｕｍｎ： Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ Ｋｉｎｅｔｅｘ Ｃ１８ （１００ ｍｍ×２􀆰 １ ｍｍ， ２􀆰 ６ μｍ）；
ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ： ０􀆰 １％ （ ｖ ／ ｖ） ｆｏｒｍｉｃ ａｃｉｄ ａｑｕｅｏｕｓ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ａｎｄ
ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ０􀆰 １％ （ ｖ ／ ｖ） ｆｏｒｍｉｃ ａｃｉｄ； ｃ． ｃｏｌｕｍｎ：
Ｗａｔｅｒｓ ＸＢｒｉｄｇｅ ＢＥＨ Ｃ１８ （１００ ｍｍ×２􀆰 １ ｍｍ， ２􀆰 ５ μｍ）； ｍｏｂｉｌｅ
ｐｈａｓｅ： ０􀆰 １％ （ｖ ／ ｖ） ｆｏｒｍｉｃ ａｃｉｄ ａｑｕｅｏｕｓ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ａｎｄ ａｃｅｔｏｎｉ⁃
ｔｒｉｌｅ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ０􀆰 １％ （ ｖ ／ ｖ） ｆｏｒｍｉｃ ａｃｉｄ； ｄ． ｃｏｌｕｍｎ： Ｗａｔｅｒｓ
ＸＢｒｉｄｇｅ ＢＥＨ Ｃ１８ （１００ ｍｍ×２􀆰 １ ｍｍ， ２􀆰 ５ μｍ）； ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ：
０􀆰 ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ ａｍｍｏｎｉｕｍ ａｃｅｔａｔｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ａｎｄ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ； ｅ． ｃｏｌ⁃
ｕｍｎ： Ｗａｔｅｒｓ ＸＢｒｉｄｇｅ ＢＥＨ Ｃ１８ （１００ ｍｍ×２􀆰 １ ｍｍ， ２􀆰 ５ μｍ）；
ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ： ０􀆰 ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ ａｍｍｏｎｉｕｍ ｆｏｒｍａｔｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ａｎｄ
ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ．
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到峰顶采集的要求，图谱质量不佳，影响数据库筛查

的准确性。 因此，方法关闭 ｉｎｃｌｕｓｉｏｎ 列表。
２．５　 同分异构体的处理

　 　 １６７ 种药物中有 ８ 组同分异构体，分别是酮洛

芬和芬布芬、磺胺间甲氧嘧啶和磺胺对甲氧嘧啶、赛
庚啶和萘替芬、泼尼松龙和可的松、倍他米松和地塞

米松、甲基泼尼松龙醋酸酯和地索奈德、倍他米松醋

酸酯和地塞米松醋酸酯和曲安奈德、多西环素和四

环素。 除地塞米松和倍他米松外，其余 ７ 组的保留

时间或碎片离子有区别，筛查时同分异构体间不会

相互混淆。 如酮洛芬 （１０􀆰 ５４ ｍｉｎ，特征碎片离子

ｍ／ ｚ １０５􀆰 ０３３ ６９、 ２０９􀆰 ０９５ ６７ ） 和 芬 布 芬 （ １０􀆰 ９３
ｍｉｎ，特征碎片离子 ｍ／ ｚ ２３７􀆰 ０９１ ２９、１８１􀆰 ０６４ ８３）的
保留时间相近，但是特征离子不同。 地塞米松和倍

他米松为差向异构体，在本方法条件下保留时间均

为 ９􀆰 １１ ｍｉｎ，拥有相同的碎片离子 ｍ／ ｚ １４７􀆰 ０８０、
３５５􀆰 １９０、１７１􀆰 ０８０、１２１􀆰 ０６５，不能有效区分。 经考

察，更换 ＢＪＳ ２０１７１３ 的色谱条件能有效分离两种激

素，可作为后续的确认手段。
２．６　 方法学验证

２．６．１　 特异性

　 　 取阴性样品溶液、加标溶液进样分析，记录离子

流图和多级质谱图，进行数据库筛查。 结果显示，阴
性样品中无目标成分检出，加标样品中均筛查出目

标成分，样品基质对筛查结果无干扰。
２．６．２　 检出限

　 　 在阴性样品中加入适量标准溶液，制得质量浓

度为 １０ ｎｇ ／ ｍＬ 和 ５０ ｎｇ ／ ｍＬ 的加标溶液，从低至高

进样确定各成分的检出限，其中 １０ ｎｇ ／ ｍＬ 对应 ０􀆰 ２
ｍｇ ／ ｋｇ 的检出限水平，５０ ｎｇ ／ ｍＬ 对应 １􀆰 ０ ｍｇ ／ ｋｇ
的检出限水平。 汪洋等［１３］ 根据欧盟 ＥＣ ／ ６５７ ／ ２ ００２
中质谱分析方法鉴定点数的要求，认为高分辨质谱

定性至少需要母离子和一个子离子。
　 　 基于这一原则，本方法判断目标成分检出的参

数指标为样品溶液中有与数据库中药物保留时间一

致的色谱峰，并且母离子精确质量数误差小于 ５×
１０－６，至少有一个精确质量数误差小于 ５×１０－６的碎

片离子。 当保留时间、母离子和碎片离子 ３ 项指标

在数据库筛查均满足要求时，对应的最低浓度为检

出限，结果见表 １。 本方法在 ０􀆰 ２ ｍｇ ／ ｋｇ 下可筛查

出 ８３ 种成分，１􀆰 ０ ｍｇ ／ ｋｇ 下可筛出 １６７ 种成分，可
满足凉茶中多种非法添加药物同时筛查的要求。
２．６．３　 线性关系

　 　 分别配制质量浓度为 １０、２０、３０、５０、８０、１００、
２００、３００、５００ ｎｇ ／ ｍＬ 的系列标准溶液，考察各成分

的线性关系。 各成分按实际情况选取 ５ 个浓度点，
以质量浓度为横坐标（ｘ， ｎｇ ／ ｍＬ），以对应母离子提

取离子流图中的色谱峰峰面积为纵坐标（ｙ），绘制

标准曲线，结果见附表 １（详见 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｃｈｒｏｍ⁃
Ｃｈｉｎａ．ｃｏｍ）。 结果表明，各成分线性关系良好，相
关系数（ｒ）大于 ０􀆰 ９９。
２．６．４　 回收率和精密度

　 　 以 １ 倍、２ 倍和 １０ 倍检出限浓度进行加标试验，
采用单点法以母离子提取离子流图中的色谱峰峰面

积计算回收率，每个浓度水平测定 ６ 次，计算 ＲＳＤ。
由于定量分析时仅参考母离子提取离子流图，缺少碎

片离子的特征性，培氟沙星、诺氟沙星、地氯雷他定、
阿司咪唑和克林霉素受基质干扰存在本底值，因此不

宜采用本方法对以上成分进行定量。 结果显示，其余

成分回收率为 ６６􀆰 ４％ ～ １１８􀆰 １％， ＲＳＤ 为 ０􀆰 １％ ～
１６􀆰 １％ （ｎ＝６），见附表 １。 将加标溶液进行数据库筛

查，全部成分均匹配检出，准确率达到 １００％。
　 　 以质控溶液的 ８ 种代表成分考察基质效应。 考

察方法为分别配制溶剂标准曲线和基质曲线，以质

量浓度和峰面积绘制标准曲线，按基质效应系数 ＝
溶剂标准曲线斜率 ／基质标准曲线斜率，计算基质效

应系数。 结果表明，８ 种成分的基质效应系数为

０􀆰 ９１～１􀆰 １４，说明无明显基质效应。
２．７　 样品测定

２．７．１　 筛查和确证结果

　 　 应用本方法对 ２４５ 批凉茶进行筛查，检出 １２ 批

阳性样品，检出成分有对乙酰氨基酚、双氯芬酸钠、
氯苯那敏、溴苯那敏、地塞米松醋酸酯、地塞米松、泼
尼松醋酸酯、泼尼松、甲硝唑、红霉素、环丙沙星、金
刚烷胺和右美沙芬。 其中金刚烷胺、右美沙芬、溴苯

那敏、环丙沙星是新发现的补充检验标准外成分。
　 　 以金刚烷胺为例简单说明本方法的筛查确证过

程，阳性样品中对应的母离子提取离子流图、一级质

谱图和二级质谱图见图 ２。 数据库中，金刚烷胺的保

留时间 ５􀆰 ４６ ｍｉｎ，理论母离子 ｍ／ ｚ １５２􀆰 １４３ ３８，特征

碎片离子 ｍ／ ｚ １３５􀆰 １１６ ９４。 在母离子提取离子流图

中可疑峰保留时间为 ５􀆰 ４９ ｍｉｎ（见图 ２ａ），与数据库

中收录的保留时间一致，满足保留时间要求。 一级质

谱图母离子精确质量数实测值为 ｍ／ ｚ １５２􀆰 １４３ ２３，与
理论值相比质量偏差为－０􀆰 ９９×１０－６（见图 ２ｂ），小于 ５
×１０－６，符合母离子质量数要求。 二级质谱图有一致

·３６２·
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图 ２　 金刚烷胺阳性样品的色谱图和质谱图
Ｆｉｇ． ２　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ａｎｄ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ａｍａｎｔａｄｉｎｅ

ｉｎ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓａｍｐｌｅｓ
　 ａ． ｅｘｔｒａｃｔ ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ｉｏｎ； ｂ． ｆｕｌｌ ＭＳ ｐｒｏ⁃
ｆｉｌｅ； ｃ． ＭＳ２ ｐｒｏｆｉｌｅ ｏｆ ｓａｍｐｌｅ； ｄ． ＭＳ２ ｐｒｏｆｉｌｅ ｏｆ ｓｔａｎｄａｒｄ．

的特征碎片离子（ｍ／ ｚ １３５􀆰 １１６ ９），且离子整体分布

趋势一致（见图 ２ｃ 和 ２ｄ），可确证为同一物质。
２．７．２　 假阳性和假阴性分析

　 　 样品初筛有 １４ 批可疑样品，经进样序列分析、
重新进样，有 ２ 批对乙酰氨基酚假阳性，是连续进样

高浓度阳性样品，仪器污染导致。 高浓度交叉污染

是非法添加药物质谱分析中的常见问题，要求检验

人员警惕高含量阳性样品后的弱阳性结果。

图 ３　 污染状态下（ａ）对乙酰氨基酚的色谱图

和（ｂ）金刚烷胺的质谱图

Ｆｉｇ． ３　 （ａ） Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ａｃｅｔａｍｉｎｏｐｈｅｎ ａｎｄ （ｂ） ｍａｓｓ
ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ ａｍａｎｔａｄｉｎｅ ｕｎｄｅｒ ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｉｏｎ

　 　 大批量分析时，污染积累会转化为持续的本底

污染。 如图 ３ａ 所示，对乙酰氨基酚（母离子 ｍ／ ｚ
１５２􀆰 ０７０ ６１）持续污染后，其母离子提取离子流图基

线整体上移至相对丰度的 ２０％ ，灵敏度变低，并干

扰了 质 量 数 相 近 的 金 刚 烷 胺 （ 母 离 子 ｍ／ ｚ
１５２􀆰 １４３ ３８）。 当对乙酰氨基酚和金刚烷胺响应相

当 时， 应 产 生 ｍ／ ｚ １５２􀆰 ０７０ ６１ 通 道 和 ｍ／ ｚ
１５２􀆰 １４３ ３８ 通道的提取质谱图；但当本底存在对乙

酰氨基酚污染且金刚烷胺响应弱时，四极杆区分能

力有限，仅获得 ｍ／ ｚ １５２􀆰 ０７０ ６１ 通道的提取质谱

图，导致金刚烷胺的二级质谱中出现对乙酰氨酚特

征离子（ｍ／ ｚ １１０􀆰 ０６０ ０７） （对比图见图 ２ｃ 和 ３ｂ），
破坏碎片离子整体分布，造成误判。

·４６２·



第 ３ 期
何嘉雯，等：超高效液相色谱⁃静电场轨道阱高分辨质谱快速筛查和

确证凉茶中 １６７ 种非法添加药物

　 　 为方便检验人员及时发现问题，本方法引入标

准质控溶液随行进样的手段，对分析过程进行质量

控制。 质控溶液设置为检出限浓度，包含了对乙酰

氨基酚等 ８ 种正、负离子化合物，兼顾了常见的高浓

度污染成分和不稳定成分，有一定的代表性。 本方

法建立的质谱数据库已录入药物信息，在无标准品

情况下亦可以进行定性筛查。 此时利用质控溶液可

以监测灵敏度、质量轴稳定性和仪器状态，及时发现

潜在的污染或降解，减少假阳性和假阴性，提高筛查

结果的可信度。

３　 结论

　 　 基于质谱数据库，本文建立了超高效液相色谱⁃
静电场轨道阱高分辨质谱快速筛查和确证凉茶中

１６７ 种非法添加药物的方法，可在 １ ｈ 内完成样品前

处理、检测和数据库筛查分析，检测效率高。 方法应

用于实际样品，有效检出多种阳性成分，筛查准确，
靶向命中率高。 本方法利用 Ｏｒｂｉｔｒａｐ ＨＲＭＳ，以

Ｆｕｌｌ ＭＳ ／ ｄｄ⁃ＭＳ２ 模式采集的数据具有挖掘性，数据

库中非法添加药物增加后，只需要将已有样品数据

进行新一轮筛查，即可完成新增成分的分析，不需要

重新处理样品或进行实验，灵活应对非法添加药物

复杂多变的特点。 本方法快速、准确，弥补了现时检

测方法的不足，为打击凉茶非法添加药物行为提供

了新的技术支撑。
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