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摘 要：建立了QuEChERS/同位素内标-超高效液相色谱-串联质谱测定软胶囊型中成药中 11种兴奋剂的分

析方法。采用优化的QuEChERS技术，以乙腈-水体系提取，C18分散固相萃取净化，Agilent Eclipse Plus C18色

谱柱（4. 6 mm×100 mm，1. 8 μm）进行分离，10 mmol/L甲酸铵-0. 05%甲酸和乙腈为流动相梯度洗脱，采用正

离子模式电离，多反应监测（MRM）模式检测，以保留时间和离子丰度比定性，同位素内标法定量。结果表

明，11种兴奋剂在 0. 1~1 000 ng/mL范围内线性关系良好，相关系数（r2）均大于 0. 998；方法检出限为 0. 04~
25. 0 ng/g，定量下限为0. 2~80. 0 ng/g；在空白软胶囊中3个加标水平下的平均回收率为60. 2%~119%，相对标

准偏差（RSD，n=6）为 1. 2%~11%。应用该方法对 11批软胶囊型中成药样品进行检测，5批样品检出目标物。

该方法前处理简便、准确度高、重现性好，适用于软胶囊型中成药中多种兴奋剂的快速筛查与定量分析。
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Abstract： An analytical method using QuEChERS/isotope internal standard-ultra performance liq⁃
uid chromatography-tandem mass spectrometry was established to determine 11 doping agents in soft 
capsule-type Chinese patent medicines.  Optimized QuEChERS pretreatment was adopted： samples 
were extracted with an acetonitrile-water system，purified by C18 dispersive solid-phase extraction，
and reconstituted sequentially with 200 μL initial mobile phase and acetonitrile.  Separation was per⁃
formed on an Agilent Eclipse Plus C18 column（4. 6 mm×100 mm，1. 8 μm） with gradient elution us⁃
ing 10 mmol/L ammonium formate-0. 05% formic acid aqueous solution and acetonitrile.  Detection 
was conducted in positive ion mode with multiple reaction monitoring（MRM）； qualification relied 
on retention time and ion abundance ratio，and quantification on the isotope internal standard meth⁃
od.  Results showed that all 11 doping agents had good linearity in 0. 1-1 000 ng/mL（r²>0. 998）.  The 
limits of detection was 0. 04-25. 0 ng/g，and the limits of quantitation was 0. 2-80. 0 ng/g.  Average 
recoveries of the 11 doping agents in blank soft capsules at three spiking levels were 60. 2%-119%，
with relative standard deviations（RSD，n=6） of 1. 2%-11%.  This method was applied to detect 11 
batches of soft capsule-type Chinese medicine samples，with the target analytes identified in 5 batch⁃
es.  This method，with simple pretreatment，high accuracy and good reproducibility，is suitable for 
rapid screening and quantitative analysis of multiple doping agents in soft capsule-type Chinese patent 
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中药作为中华民族的瑰宝，因其独特疗效和低副作用在全球广泛应用。然而部分中成药原料可能

含有兴奋剂［1］，其中一些成分属于世界反兴奋剂机构（WADA）禁用物质。运动员因患病需使用中药制

剂时，应考虑中成药是否含有WADA禁用物质［2］。目前已知中成药涉及的WADA禁用物质包括：麻黄

碱、伪麻黄碱、去甲麻黄碱、去甲伪麻黄碱、甲基麻黄碱、士的宁、吗啡、大麻二酚、大麻酚、四氢

大麻酚和去甲乌药碱等。含麻黄碱类禁用物质的中药材（如麻黄）具有发汗散表、宣肺定喘、利水退肿

的功效［3-6］；含士的宁的中药材（如马钱子）［7］具有通络止痛、散结消肿的功效；含吗啡的中药材（如罂粟

壳）具有收肺止咳、敛肠止泻、止痛的功效［8-9］；含四氢大麻酚、大麻二酚、大麻酚的药材（如火麻仁）

具有润肠通便、润燥杀虫的功效［10-16］。随着现代仪器分析技术的进步，越来越多的中药被验证含有

WADA禁用成分，如附子、乌药、山药、莲子、莲心等［17］药材含有去甲乌药碱［18］。因此，建立准确、

高效的软胶囊型中成药中兴奋剂含量测定方法，对保障用药安全、维护体育竞赛公平至关重要。

软胶囊是常用的中成药剂型，具备遮蔽不良气味、增强药物稳定性及提升生物利用度等优势［19］。

但其内容物多呈油状或膏状，富含脂质成分（如植物油、甘油）［20］，在分析检测中会对目标分析物产生

强干扰，为其中的成分检测带来较大难题。常用的前处理技术如液液萃取（LLE）［21］、固相萃取（SPE）［22］

适用于微量物质分析。QuEChERS方法因操作简便、回收率高，已广泛应用于食品、环境及药物分析，

但在高油脂软胶囊基质中的应用研究仍较为匮乏［23］。在检测领域，超高效液相色谱-串联质谱（UPLC-
MS/MS）技术凭借高灵敏度、高选择性及优异分离效能成为同步测定痕量物质的优选方法［24］。结合同位

素内标法，该技术可有效校准目标物损失及基质效应，提升定量精准度［25］。

据此，本研究建立了一种基于QuEChERS前处理结合同位素内标-UPLC-MS/MS的分析方法，用于

同时测定软胶囊型中成药中 11种常见兴奋剂。优化并比较了多种前处理方案以去除油脂干扰，系统考

察了方法的线性、灵敏度、准确度与精密度，并应用于实际样品检测，旨在为软胶囊型中成药中兴奋

剂的风险监控提供可靠的技术支持。

1 实验部分 
1. 1　仪器与装置　

1290 Infinity Ⅱ LC System、6460 Triple Quad LC-MS（美国 Agilent 公司）； Q-POD Millipore-Q 超纯

水系统（美国 Millipore 公司）；CLT55R 大容量低速台式冷冻离心机（湖南湘仪实验室仪器开发有限公

司）；LC-SK-O360T台式摇床（湖南力辰仪器科技有限公司）；KQ-700DE超声波清洗器（昆山市超声仪

器有限公司）；JA103P电子天平（北京普瑞姆赛斯科技公司）；VORTEX-6型涡旋混合振荡器（其林贝尔

仪器制造有限公司）；36孔N-EVAP-24型氮吹样品浓缩仪（美国Organomation公司）。

1. 2　试剂与材料　
藿香正气软胶囊（批号：23062411，神威药业集团有限公司）、香砂养胃软胶囊（批号：20240401，

山西黄河中药有限公司）、银丹心脑通软胶囊（批号：20241057，贵州百灵企业集团制药股份有限公

司）、都梁软胶囊（批号：240710，重庆华森制药股份有限公司）、六味地黄软胶囊（批号：24170728，
北京同仁堂科技发展股份有限公司制药厂）、麻仁软胶囊（批号：240511，天津市中央药业有限公司）、

感冒软胶囊（批号：24032551，神威药业集团有限公司）、枇杷止咳软胶囊（批号：20231204，江西津大

制药有限公司）、清开灵软胶囊（批号：24040851，神威药业集团有限公司）、葛兰心宁软胶囊（批号：

240607，山西千禾药业股份有限公司）、紫航牌维生素E软胶囊（批号：240311，北京同仁堂兴安保健

科技有限责任公司）购自京东网购平台。

标准品为甲醇中盐酸去甲麻黄碱溶液（批号：B136885，100 μg/mL）、甲醇中盐酸去甲伪麻黄碱盐

溶液（批号：FB1630509，100 μg/mL）、甲醇中盐酸麻黄碱溶液（批号：S197785，100 μg/mL）、甲醇中

甲基麻黄碱溶液（批号：B113607，100 μg/mL）、甲醇中盐酸右旋伪麻黄碱溶液（批号：B205763，100 
μg/mL）、甲醇中盐酸吗啡溶液（批号：FS1603626， 1 mg/mL）、甲醇中去甲乌药碱溶液（批号：

FS1635104，1 mg/mL）、乙腈中士的宁溶液（批号：FS1625133，100 μg/mL）、甲醇中四氢大麻酚溶液
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（批号：S065765，100 μg/mL）、甲醇中大麻二酚溶液（批号：S128021，100 μg/mL）、甲醇中大麻酚溶

液（批号：S140953，100 μg/mL）。其中甲醇中盐酸去甲麻黄碱溶液、甲醇中盐酸去甲伪麻黄碱溶液、甲

醇中盐酸甲基麻黄碱溶液、甲醇中盐酸伪麻黄碱溶液购自爱标物（天津）科技有限公司，其余均购自天津

阿尔塔科技有限公司；内标物为甲醇中盐酸麻黄碱-D3溶液（批号：S102207，100 μg/mL）、甲醇中盐酸吗

啡-D3溶液（批号：S150365，100 μg/mL）、甲醇中盐酸去甲乌药碱-D4溶液（批号：S048107，100 μg/mL）、
甲醇中盐酸司来吉兰-D3溶液（批号：S190149，100 μg/mL）购自天津阿尔塔科技有限公司。

0. 6 mol/L 的 HCl 溶液、甲醇（HPLC 级）由迪马科技（Dikma）提供；乙腈、乙酸乙酯、叔丁基甲醚

（MTBE）由安捷伦（Agilent）公司提供，均为HPLC级；十八烷基硅烷（C18）、N-丙基乙二胺（PSA）、石墨

化炭黑（GCB）、MgSO4、MgCl2、NaOH由阿拉丁（Aladdin）试剂公司提供；0. 22 μm亲水滤膜和有机滤膜

由贝克曼公司提供；纯水由Q-POD Millipore-Q超纯水系统制备，电导率：≤0. 01 μS·cm-1。

1. 3　标准溶液配制　
分别量取甲醇中盐酸去甲麻黄碱溶液、甲醇中盐酸去甲伪麻黄碱盐溶液、甲醇中盐酸麻黄碱溶液、

甲醇中甲基麻黄碱溶液、甲醇中盐酸右旋伪麻黄碱溶液、甲醇中去甲乌药碱溶液、甲醇中盐酸吗啡溶

液、乙腈中士的宁溶液 10. 0 μL置于 1 mL棕色玻璃瓶中，以甲醇为溶剂制得约 1 μg/mL的单标标准储

备液，于冰箱中-20 ℃冷冻保存。另取甲醇中四氢大麻酚溶液、甲醇中大麻酚溶液、甲醇中大麻二酚

溶液各 10 μL 置于 1 mL 棕色玻璃瓶中，以甲醇为溶剂制得 10 μg/mL 的单标标准储备液，于冰箱中

-20 ℃冷冻保存。

1. 4　样品处理　
称取 0. 5 g软胶囊内容物于 50 mL聚丙烯（PP）管中，加入 5 mL乙腈和 5 mL水，剧烈摇晃使软胶囊

内容物分散至溶液中，涡旋 1 min，超声 30 min，再加入 2 g 无水 Mg2SO4和 0. 5 g NaCl，涡旋 1 min，
4 000 r/min离心 8 min。吸取 4 mL上清液于 10 mL试管中，加入 100 mg C18以及 300 mg无水Mg2SO4，涡

旋 2 min，4 000 r/min离心 8 min。取上清液于 50 ℃氮气吹干，用 200 μL初始流动相复溶，涡旋 1 min，
用 0. 22 μm 亲水滤膜过滤至 200 μL进样瓶中，再加入 200 μL乙腈复溶，涡旋 1 min，用 0. 22 μm有机

滤膜过滤至200 μL进样瓶中，合并两次复溶溶液进样。

1. 5　液相色谱-串联质谱条件　
1. 5. 1　色谱条件　Agilent Eclipse Plus C18色谱柱（4. 6 mm×100 mm，1. 8 μm）；柱温 40 ℃；流动相 A：

10 mmol/L甲酸铵-0. 05%甲酸为水相，流动相B：乙腈；流速0. 5 mL/min，进样量3 μL。梯度洗脱：1~
12 min，6% B；12~18 min，6%~90% B；18~23 min，90% B；23~23. 1 min，90%~15% B；23. 1~26 min，
15% B；26~26. 1 min，15%~6% B；26. 1~28 min，6% B。

1. 5. 2　质谱条件　喷射流电喷雾（AJSESI）离子源，正离子模式；多反应监测（MRM）采集方式；干燥

气流速为 5 L/min；干燥气温度为 300 ℃；鞘流气流速为 11 L/min；鞘流气温度为 250 ℃；雾化气压力为

310 kPa；毛细管入口端电压为 4 000 V；喷嘴电压为 500 V。11种兴奋剂及 5种内标的化合物信息及质

谱参数见表1。
表1　11种兴奋剂及5种内标的CAS号、分子式、保留时间及质谱采集参数

Table 1　CAS numbers，molecular formulas，retention time and mass spectrometry acquisition parameters of 11 doping agents 
and 5 internal standards

1
2
3
4
5
6

Higenamine（去甲乌药碱）

Ephedrine（麻黄碱）

Pseudoephedrine（伪麻黄碱）

Methylephedrine（甲基麻黄碱）

Norephedrine（去甲麻黄碱）

Cathine（去甲伪麻黄碱）

5843-97-0
299-42-3
90-82-4

552-79-4
14838-15-4

492-39-7

C16H15NO3

C10H15NO
C10H15NO
C11H17NO
C9H13NO
C9H13NO

15. 02
11. 55
12. 20
14. 11
8. 04
8. 81

272. 0
166. 0
166. 0
180. 0
152. 0
152. 0

107. 0*，255. 0，
161. 0

148. 0*，133. 0，
117. 0

148. 0*，133. 0，
117. 0

162. 0*，147. 0，
117. 0

134. 0*，117. 0，
115. 0

134. 0*，117. 0，
115. 0

100
80
80
80
80
80

20，10，15
10，20，20
10，20，20
10，15，20
10，15，25
10，15，25

No. Analyte CAS No. Molecular 
formula

Retention 
time/min

Parent ion
（m/z） Product ion（m/z） Fragmentor/

V
Collision en⁃

ergy/V
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7
8
9

10
11
12
13
14
15
16

Strychnine（士的宁）

Morphine（吗啡）

Δ⁹-Tetrahydrocannabinol（四氢大麻酚）

Cannabinol（大麻酚）

Cannabidiol（大麻二酚）

Higenamine-D4（去甲乌药碱-D4）1S，2R（+）-Ephedrine-D3 （麻黄碱-D3）Selegiline-D3 （司来吉兰-D3）Morphine-D3（吗啡-D3）
Δ9-THC-D3（四氢大麻酚-D3）

57-24-9
57-27-2

1972-08-3
521-35-7

13956-29-1
2249814-83-1
285979-73-9
14611-51-9
67293-88-3
81586-39-2

C21H22N2O2

C17H19NO3

C21H30O2

C21H26O2

C21H30O2

C16H13D4NO3C10H12NOD3C13H14D3NC17H16NO3D3
C21H27O2D3

15. 90
4. 64

23. 11
22. 02
20. 98
14. 97
11. 48
16. 33
4. 60

23. 08

335. 2
286. 2
315. 2
311. 1
315. 2
276. 0
169. 0
191. 0
289. 2
318. 2

184. 0*，264. 0，
234. 0

201. 0*，229. 0，
165. 0

193. 0*，259. 0，
135. 0

223. 3*，293. 3，
241. 4

193. 0*，259. 0，
135. 0
108. 0*

151. 0*

119. 0*

165. 0*

196. 0*

120
100
100
100
100
100
80

100
100
100

40，25，30
30，20，40
25，20，20
25，20，20
25，20，20

20
10
10
40
20

（续表1）
No. Analyte CAS No. Molecular 

formula
Retention 
time/min

Parent ion
（m/z） Product ion（m/z） Fragmentor/

V
Collision en⁃

ergy/V

*quantitative ion；the internal standard corresponding to No. 1 is No. 12；the internal standard corresponding to No. 2，3，4，5 and 6 is No. 13；
the internal mark corresponding to No. 7 is No. 14；the internal standard corresponding to No. 8 is No. 15，and the internal standard corresponding 
to No. 9，10 and 11 is No. 16

2 结果与讨论 
2. 1　仪器条件的优化　
2. 1. 1　质谱条件　本实验选择电喷雾离子源，采用直接进样方式，取非大麻成分的 8种兴奋剂（0. 01 
μg/mL）和 3种大麻成分（1 μg/mL）的兴奋剂混合标准溶液分别注入离子源中，在正、负离子模式下进行

母离子全扫描，分别得到目标化合物的准分子离子峰。实验表明，麻黄碱类、士的宁及吗啡在正离子

模式下的响应均显著高于负离子模式，其中吗啡在负离子模式下的响应仅为正模式的 40%，因此所有

待测物均采用正离子模式检测，主要生成准分子离子［M+H］⁺。使用仪器自带优化软件对各化合物进行

质谱参数自动优化，通过全扫描确定母离子，利用产物离子扫描筛选特征碎片离子，并以梯度步长校

准碎裂电压与碰撞能量，最终获得各化合物的最佳特征离子对、碰撞能量和碎裂电压等质谱参数

（见表1）。

2. 1. 2　色谱条件　比较了 11种兴奋剂在Eclipse Plus C18
（4. 6 mm×100 mm，1. 8 μm）、Eclipse Plus C18（4. 6 mm×
150 mm，1. 8 μm）两款色谱柱上的分离响应情况。结果

表明：11种兴奋剂在短色谱柱上的峰形良好，能有效分

离，去甲乌药碱和士的宁在 150 mm 长度色谱柱上的峰

形拖尾严重，因此选择Eclipse Plus C18（4. 6 mm×100 mm，

1. 8 μm）。考察了甲酸铵-甲酸水溶液为水相，甲醇、乙

腈为有机相时，对目标物分离效果和响应值的影响。结

果显示：有机相为甲醇时，吗啡及麻黄碱出峰拖尾严重

且响应值降低，士的宁的线性关系不符合要求；有机相

为乙腈时各目标物的响应高且峰形优，因此选择乙腈为

有机相。水相中加入甲酸铵可有效改善峰形，但添加高

浓度甲酸铵对 11种兴奋剂的峰形有影响，最终选择甲酸

铵的浓度为 10 mmol/L。在此水相条件下，加入 0. 05%甲

酸可提高吗啡和去甲乌药碱的响应值，故实验选择 10 
mmol/L甲酸铵-0. 05%甲酸为水相。11种目标物及 5种内

标混合标准溶液的总离子流图见图1。

图1　11种兴奋剂及5种内标混合标准溶液的
总离子流图

Fig. 1　Total ion flow diagram of mixed standard solu⁃
tions of 11 doping agents and their isotopic internal 

standards
the number denoted was the same as that in Table 1；ephed⁃

rine and other seven doping agents and their four isotope inter⁃
nal standards：0. 01 μg/mL，three cannabis type prohibited 

sustances and one isotope internal standard：1 μg/mL
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2. 2　样品前处理条件的优化　
2. 2. 1　复溶溶液的选择　吗啡、麻黄碱类物质、去甲乌药碱及士的宁易受进样溶液中高比例有机相

的干扰，而 3种大麻类物质则基本不受影响［26］，若直接将提取后的有机相进样，会导致峰形分裂、不

对称及严重拖尾等问题。因此，预实验采用氮气吹干后 200 μL初始流动相复溶进样［27］，既可浓缩又可

避免有机相比例高的影响，但大麻类物质溶解效果差。为提高 3种大麻类物质的回收率，依次提高乙

腈比例（6%、15%、30%、50%、70%、100%）从而配制不同的复溶溶液，在 5 μL进样量下，发现 30%及

以上乙腈比例时吗啡峰分裂、麻黄碱类物质峰形不对称，30%以下乙腈比例时大麻类物质的回收率低。

将进样量依次降至 4、3、2、1 μL，结果表明 50%乙腈

比例下，采用 3 μL进样量时目标物的峰形良好且大麻类

物质回收率较好。因此采用两次复溶方法：首次以初始

流动相溶解 8种非大麻类物质，第二次以 100%乙腈溶解

大麻类物质，合并两次复溶溶液后进样。

2. 2. 2　前处理方法的选择　本文对比了 6种前处理方法

（见表 2）。结果显示（如图 2），方案 1 和方案 2 采用

QuEChERS方法后油脂残留较少，说明C18填料可有效去

除软胶囊中油脂，但方案 1因采用正己烷初步脱脂，导

致提取峰面积低于乙腈和水直接提取。方案 3使用 Cap⁃
tiva EMR-GPD柱除油后残留少，但去甲乌药碱的回收率

差，可能因填料吸附所致。方案 4采用液液萃取法，先

以正己烷初步除脂，再通过酸碱提取法处理；其优势是

乙酸乙酯相中油脂基本去除，氮气吹干后无残留，但部

分目标物的回收率偏低。方案 5虽利用油性物质易冷冻

凝固特性除油，但目标物的提取效果不好。方案 6的目

标物峰面积最低，可能因反应过程中生成物与目标分析物相互作用造成损失。据此，本实验以方案 2
为基础进一步优化。

表2　软胶囊除油采用的6种前处理方法步骤
Table 2　Six pretreatment methods and steps for oil removal of soft capsules

1. Sampling
2. Defatting/ 
initial treat⁃

ment

3. Extraction

0. 5 g→50 mL PP 
tube

4 mL n-hexane，
shake vigorously 1 
min→ add 10 mL 
water，vortex 1 
min，centrifuge 

（4 000 r/min，8 
min），collect lower 

aqueous phase

10 mL acetonitrile，
shake（200 r/min，

30 min）

0. 5 g→50 mL PP 
tube

-

5 mL acetonitrile+ 5 
mL 1% formic acid 
in water，ultrasoni⁃
cate 30 min，centri⁃
fuge （4 000 r/min，

8 min）

0. 5 g→50 mL PP 
tube

-

5 mL 80% acetoni⁃
trile-water （ACN∶
H₂O=4∶1），ultra⁃

sonicate 10 min

0. 5 g→50 mL PP 
tube

4 mL n-hexane，
shake vigorously 1 
min→add 10 mL 

0. 006 mol·L⁻¹ HCl，
vortex 1 min，centri⁃
fuge，collect lower 

aqueous layer 
（4 000 r/min，8 min）

→add 1 mL 20%Na₂
CO₃/NaHCO₃ to 
adjust pH=8~9

10 mL ethyl acetate，
shake （200 r/min，

30 min），centrifuge 
（4 000 r/min，8 min）

0. 5 g→50 mL PP 
tube

-

10 mL 20% Na₂CO₃/
NaHCO₃，vortex 1 

min→add 10 mL eth⁃
yl acetate，vortex 

1min，shake 10 min
→centrifuge（4 000 

r/min，8 min）

0. 5 g→50 mL PP 
tube

-

10 mL methanol，
ultrasonicate 10 

min

Step Method 1［28］ Method 2［29］ Method 3［30］ Method 4 Method 5 Method 6［31］

图2　不同提取方法下软胶囊中11种兴奋剂的峰面
积对比图

Fig. 2　Comparison of peak areas of 11 doping agents 
in soft capsules under different extraction 

methods
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4. Phase sepa⁃
ration/clean-

up

5. Concentra⁃
tion

6. Reconstitu⁃
tion

7. Filtration

8. Injection

Key features

Salting out：4 g Mg⁃
SO₄+1 g NaCl，

shake vigorously 1 
min→Centrifuge

（4 000 r/min，8 
min），collect aceto⁃
nitrile phase→dSPE 

clean-up：take 4 
mL ACN phase+

（100 mg C18+300 
mg MgSO₄） →vor⁃
tex 1 min→ centri⁃
fuge（4 000 r/min，

8 min）

Take cleaned ex⁃
tract，evaporate to 
dryness under nitro⁃
gen stream （50 ℃）

200 μL initial mo⁃
bile phase+200 μL 

acetonitrile
Through 0. 22 μm 

membrane filter

Filtered solution in⁃
jected for analysis

n-Hexane defatting，
dSPE clean-up

Salting out：4 g Mg⁃
SO₄+1 g NaCl，

shake vigorously 1 
min→centrifuge

 （4 000 r/min，8 
min），collect aceto⁃
nitrile phase→dSPE 

clean-up：take 4 
mL ACN phase+

（100 mg C18，300 
mg MgSO₄） →vor⁃
tex 1min→ centri⁃
fuge （4 000 r/min，

8 min）

Take cleaned ex⁃
tract，evaporate to 
dryness under nitro⁃
gen stream （50 ℃）

200 μL initial mo⁃
bile phase+200 μL 

acetonitrile
Through 0. 22 μm 

membrane filter

Filtered solution in⁃
jected for analysis

dSPE clean-up

EMR-GPD column 
clean-up：take 4 
mL supernatant，

pass through EMR-
GPD column，col⁃
lect filtrate.  Then 
pass 2 mL acetoni⁃
trile through the 
same EMR-GPD 
column，combine 

both filtrates

Take the filtrate 
from previous step，

evaporate to dryness 
under nitrogen 
stream （50 ℃）

200 μL initial mo⁃
bile phase+200 μL 

acetonitrile
Through 0. 22 μm 

membrane filter

Filtered solution in⁃
jected for analysis

EMR dedicated col⁃
umn for lipid remov⁃

al and clean-up

Collect upper organic 
phase

Take upper organic 
phase，evaporate to 
dryness under nitro⁃
gen stream （50 ℃）

200 μL initial mobile 
phase+200 μL aceto⁃

nitrile
Through 0. 22 μm 

membrane filter

Filtered solution in⁃
jected for analysis

n-Hexane defatting，
acid/alkali pH adjust⁃
ment liquid-liquid 

extraction

Take supernatant→
Evaporate to dryness 

under nitrogen 
stream （50 ℃）→Re⁃

constitute in 1mL 
ACN∶H₂O （1∶1）
→Freeze （-20 ℃，

30 min）→Centrifuge 
（4 000 r/min，8 

min）

-

Take the lower clear 
solution，filter 

through 0. 22 μm 
membrane filter

Filtered solution in⁃
jected for analysis

Freezing for lipid re⁃
moval

Methanol extract+ 
2 mL 0. 1 mol·L⁻¹ 
MgCl₂+4 mL 0. 1 

mol·L⁻¹ NaOH + 4 
mL H₂O→shake 

（200 r/min，30 
min）→centrifuge 
（4 000 r/min，8 
min），collect up⁃
per organic phase
→add 10 mL MT⁃
BE，shake（200 

r/min，30 min）→
cntrifuge（4 000 
r/min，8 min），

collect upper MT⁃
BE phase

Take upper MTBE 
phase，evaporate 
to dryness under 
nitrogen stream 

（50 ℃）

200 μL initial mo⁃
bile phase+200 
μL acetonitrile

Through 0. 22 μm 
membrane filter

Filtered solution 
injected for analy⁃

sis
Methanol extrac⁃
tion→alkaline sa⁃
ponification for 

lipid removal gen⁃
erating precipitate
→MTBE liquid-
liquid extraction

（续表2）
Step Method 1［28］ Method 2［29］ Method 3［30］ Method 4 Method 5 Method 6［31］

-：omit steps
2. 2. 3　前处理方法的优化　采用方案 2 进一步优化。QuEChERS 方法常用的净化剂有 PSA、C18、

GCB、中性氧化铝等［32］。PSA可吸附乙腈提取液中脂肪酸、糖类、酚类及极性色素等；C18能去除非极

性脂肪及脂溶性杂质；GCB可去除色素，但对苯环类平面结构药物有吸附。对比以下 4种方案：①100 
mg C18+300 mg Mg2SO4；②100 mg C18+100 mg PSA+300 mg Mg2SO4；③100 mg C18+100 mg GCB+300 mg 
Mg2SO4；④100 mg C18+100 mg PSA+100 mg GCB+300 mg Mg2SO4。结果显示，PSA对 11种兴奋剂的吸附

较大，回收率偏低，GCB对去甲乌药碱吸附明显，而用C18和Mg2SO4的除油效果较好，因此采用方案①
进行实验。

在溶剂选择方面设计 5组对比：①5 mL乙腈+5 mL 0. 006 mol/L HCl；②5 mL乙腈+5 mL 1%（体积分

数）Na2CO3/NaHCO3溶液；③5 mL 1%甲酸乙腈+5 mL 水；④5 mL 乙腈+5 mL 水；⑤5 mL 乙腈。结果表

明，方法②和⑤对 11种物质的回收率较低，①和③能够提高麻黄碱类物质的回收率，但降低了去甲乌

药碱和吗啡的提取率。实际样品中麻黄碱的含量和响应很高，需要稀释，而去甲乌药碱的含量很低。

为提高去甲乌药碱和吗啡的回收率，选择方法④。

2. 3　方法学考察　
2. 3. 1　基质效应（ME）　分别使用初始流动相和乙腈复溶的空白基质溶液配制混合标准溶液（8种非大
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麻兴奋剂及其 4种内标为 250 ng/mL，3种大麻兴奋剂及其 1种内标为 500 ng/mL），计算基质溶液和标准

溶液两者对应目标物的峰面积比值再乘以 100%作为基质效应（ME）评估值。ME绝对值在 80%~120%范

围内可接受；<80%表示存在基质抑制；>120%表示存在基质增强。结果显示：11个目标物的ME值为

24. 7%~95. 3%（见表 3），其中去甲乌药碱、四氢大麻酚、大麻酚、大麻二酚存在基质抑制效应。因此，

实验采用基质匹配标准曲线以降低基质效应影响。

2. 3. 2　线性范围、检出限与定量下限　使用基质溶液逐步稀释 11 种混合标准溶液及 5 种内标溶液，

制备 9个浓度梯度的标准溶液进行分析。以标准溶液的质量浓度为横坐标（x，ng/mL），定量离子对峰

面积为纵坐标（y），建立标准曲线方程。分别以信噪比 S/N=3、S/N=10时各化合物定量离子对所对应的

样品浓度计算检出限（LOD）和定量下限（LOQ）。结果显示，11种目标物均有良好的线性关系，r2均大

于0. 998，LOD为0. 04~25. 0 ng/g，LOQ为0. 2~80. 0 ng/g（见表3）。

2. 3. 3　回收率、日内精密度和日间精密度　采用空白软胶囊样品，分别加入 8种非大麻的兴奋剂（20、
100、200 ng/g）和 3种大麻兴奋剂（100、400、1 000 ng/g）的混合标准溶液，以及相同浓度的5种内标溶

液，每个加标水平平行制备6份样品，按照“1. 4”进行前处理，计算平均回收率与相对标准偏差（RSD）。
11种目标物在低、中、高浓度的平均回收率分别为60. 2%~119%、72. 8%~112%、63. 5%~108%，RSD分别

为 1. 3%~8. 3%、1. 2%~8. 9%、1. 2%~11%。日内精密度（1天内重复 3次实验）的RSD分别为 2. 8%~9. 6%、
2. 2%~10%和 3. 4%~9. 7%，日间精密度（连续 3天每天实验 1次）的RSD分别为 3. 8%~30%、2. 3%~21%和

1. 2%~16%。结果表明，该方法准确度和精密度良好，满足实验要求。

2. 4　实际样品测定　

按照“1. 4”方法将 11种软胶囊样品制成供试品溶液，在“1. 5”条件下检测，其中 5种样品检出

目标物，清开灵软胶囊虽检出目标物但小于LOQ值。为精确定量其余 4种软胶囊中的目标物质并减少

基质效应影响，本研究使用同位素内标法进行校正：称量 0. 5 g样品，向麻仁软胶囊中加入 200 ng四氢

大麻酚-D3内标、感冒软胶囊中加入500 ng麻黄碱-D3内标、枇杷止咳软胶囊中加入50 ng吗啡-D3内标，

每个样品平行制备 6份，并同步制备空白基质加标作为对照。由于感冒软胶囊中麻黄碱和枇杷止咳软

胶囊中吗啡含量过高，易导致测量误差和仪器污染，分别进行 1. 0×105倍、1. 0×103倍稀释进样处理，

最终测定4种软胶囊中的目标成分含量，RSD为0. 90%~12%，精密度良好（见表4）。

表3　11种兴奋剂及5种内标的线性关系、检出限、定量下限和基质效应
Table 3　Linear relationships，limits of detection，limits of quantification and effect matrix of 11 doping agents and 

5 internal standards
Compound

Higenamine（去甲乌药碱）

Ephedrine（麻黄碱）

Pseudoephedrine（伪麻黄碱）

Methylephedrine（甲基麻黄碱）

Norephedrine（去甲麻黄碱）

Cathine（去甲伪麻黄碱）

Strychnine（士的宁）

Morphine（吗啡）

Δ⁹-Tetrahydrocannabinol（四氢大麻酚）

Cannabinol（大麻酚）

Cannabidiol（大麻二酚）

Higenamine-D4（去甲乌药碱-D4）

1S，2R（+）-Ephedrine-D3（麻黄碱-D3）

Selegiline-D3 （司来吉兰-D3）

Morphine-D3（吗啡-D3）

Δ9-THC-D3（四氢大麻酚-D3）

Linear equation
y=1 158. 1x-15 679
y=32 759x-132 078
y=37 118x-152 598
y=13 387x-56 798

y=6 869. 4x-23 117
y=6 599. 1x-38 304

y=2 875. 6x+7 543. 8
y=598. 75x-162. 54
y=21. 83x+74. 522

y=28. 744x-34. 521
y=53. 383x-349. 7

y=2 007. 2x+3 101. 5
y=51 126x-36 985
y=37 095x-8 935

y=1 192x+2 399. 5
y=28. 42x+184. 66

Linear range/
（ng·mL-1）

3~500
1. 5~500
1. 5~500
1. 5~500

8~500
8~500

0. 1~500
0. 3~500
15~1 000
40~1 000
15~1 000

3~500
1. 5~500

0. 15~500
0. 3~500
15~1 000

r2

0. 998 4
0. 998 8
0. 998 9
0. 998 4
0. 999 0
0. 998 5
0. 999 4
0. 999 5
0. 999 2
0. 999 7
0. 999 8
0. 999 9
0. 999 9
0. 999 2
0. 999 3
0. 999 7

LOD/
（ng·g-1）

2. 0
0. 4
0. 4
1. 0
4. 0
4. 0

0. 04
0. 2

10. 0
25. 0
10. 0
2. 0
0. 4
0. 1
0. 2

10. 0

LOQ/
（ng·g-1）

6. 0
3. 0
3. 0
3. 0

16. 0
16. 0
0. 2
0. 6

30. 0
80. 0
30. 0
6. 0
3. 0
0. 3
0. 6

30. 0

Matrix ef⁃
fect/%
24. 7
88. 3
88. 7
89. 9
95. 3
92. 8
89. 4
89. 9
56. 1
64. 7
65. 3
24. 8
87. 9
83. 6
89. 9
56. 1
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表4　5种软胶囊样品的定量检测结果
Table 4　Quantitative test results of five soft capsule samples

No.
1

2

3

4

5

Sample
Hemp Seed 

Soft Cap⁃
sules

Huoxiang 
Zhengqi 
Soft Cap⁃

sules
Qingkailing 

Soft Cap⁃
sules

Cold Soft 
Capsules

Loquat An⁃
titussive 
Soft Cap⁃

sules

Formula
Hemp seed，bitter apricot kernel，

rhubarb，stir-fried immature orange，
ginger-processed magnolia bark，stir-

fried white peony root
Atractylodes，tangerine peel，gin⁃

ger-prepared magnolia bark，angeli⁃
ca，poria，areca peel，raw pinellia 
tuber，licorice extract，pogostemon 

oil，perilla leaf oil
Cholic acid，nacre，hyodeoxycholic 
acid，gardenia，buffalo horn，isatis 

root，baicalin，honeysuckle
Notopterygium，ephedra，cassia 
twig，schizonepeta spike，saposh⁃
nikovia root，angelica，sichuan 
lovage，grassleaf sweetflag root，

kudzuvine root，peppermint，bitter 
apricot kernel，chinese angelica，

skullcap root，platycodon root
Loquat leaf，stemona root，willow⁃
leaf swallowwort rhizome，mulberry 
root-bark，platycodon root，men⁃

thol，poppy husk

Excipient
Palm oil，hydrogenated palm oil，

beeswax，soybean lecithin，soybean 
oil，gelatin，glycerin，ethylpara⁃

ben，ethanol，fumaric acid
Gelatin，glycerin，chocolate brown，
amaranth red，corn oil，soybean lec⁃

ithin，beeswax

Gelatin，glycerin，grape purple，
corn oil，soybean lecithin，beeswax
Gelatin，purple iron oxide，glycer⁃

in，corn oil，soybean lecithin，
beeswax

-

Detect component
Δ⁹-Tetrahydrocannabinol

Cannabidiol
Cannabinol
Higenamine

Higenamine

Ephedrine
Pseudoephedrine
Methylephedrine

Norephedrine
Norpseudoephedrine

Morphine

Content/
（ng·g-1）
2. 6×103

1. 8×103

1. 7×102

1. 2×103

＜LOQ

5. 2×105

3. 1×105

1. 0×105

2. 5×104

2. 8×104

2. 5×105

RSD/%
7. 2
9. 1
12

0. 90

-

2. 5
2. 3
2. 5
2. 6
2. 0
5. 3

-：omit or unknow

3 结 论 
本研究建立了定量分析软胶囊型中成药中 11种兴奋剂的QuEChERS/UPLC-MS/MS方法，优化了溶

剂种类及净化盐用量，在提取过程中采用C18吸附剂提高回收率，并用同位素内标法提升定量准确性。

方法检出限和定量下限分别为 0. 04~25. 0 ng/g 和 0. 2~80. 0 ng/g，平均回收率为 60. 2%~119%，RSD 为

1. 2%~11%。该方法可准确测定软胶囊型中成药中兴奋剂的含量，为运动员避免中成药中兴奋剂的风险

提供了参考。
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