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摘"要!目的"考察 > 种不同食品基质中罂粟碱#吗啡等 4 种生物碱类物质在超高效液相色谱9串联质谱法检测中

的基质效应" 方法"用提取前与提取后空白溶液加标方法分析基质效应的影响!并配制不同浓度加标溶液!通过

拟合标准曲线!比较斜率#截距等!评估 4 种生物碱成分测定的基质效应" 结果"固体#半固体基质样品基质效应

较强!那可丁#蒂巴因#可待因易受基质效应影响!通过优化梯度洗脱程序#加入内标溶液#稀释样品等方法可有效

降低或消除基质效应影响" 结论"基质效应与基质种类#化合物种类等有明显关系!本试验中基质效应的改进方

法可为不同样品基质中罂粟壳生物碱的测定提供参考"
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""随着经济水平的不断提高"各类食品*调味品
等不同品种陆续出现"极大的改善了生活品质"但
不法商家也趁虚而入"为获得较好的口感"在火锅*
麻辣烫*卤肉汁等汤汁和调味料食品中非法添加罂
粟壳等禁用成分’ 罂粟壳中含有罂粟碱*吗啡*可
待因多种生物碱"长期食用会因麻痹等作用"使味
觉感知能力降低"并会出现慢性中毒"最终产生成

瘾性"严重危害消费者的健康’
目前对该类成分的测定已有多种方法"包括气

相色谱法 ( #) *气相色谱9质谱法 ( $) *液相色谱法 ( >) *
液相色谱9质谱法 ( -)等"其中液相色谱9质谱法由于
其快速*简便*准确的特点"广泛应用于火锅中罂粟
碱等成分的测定’ 但由于食品样品基质比较复杂"
基质中的非挥发性组分与待测物质"在雾滴表面离
子化的过程中产生竞争"影响电喷雾接口处的离子
化效率"可能会增强或抑制被分析物离子的形成效
能"产生基质增强或抑制效应"成为影响方法灵敏
度和准确度的关键因素 ( 4) &因此"本研究在 ;2>#0
$&#&!$&#$-食品安全地方标准 火锅食品中罂粟
碱*吗啡*那可丁*可待因和蒂巴因的测定 液相色
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谱9串联质谱法. ( ()基础上"对 > 种不同食品罂粟碱
成分测定时的基质效应进行考察"并通过优化梯度
洗脱程序*稀释样品*加入同位素内标等方法有效
地降低或消除基质干扰及基质效应’

#"材料与方法
#7#"材料
#7#7#"样品来源

火锅汤料#液体"V$*烤肉酱#半固体"2T$*调
味粉#固体"T$均购自超市’
#7#7$"主要仪器与试剂

超高效液相色谱仪#配备自动进样器*二元泵*
脱气机"美国 3@LK‘G$*=*P-&&& 质谱仪 #美国 =2
):P?Y$*涡旋振荡器*离心机*超声处理器’

吗啡##’#$&#9$&#>$-"纯度 !!7#f$*磷酸可待
因##’#$&>9$&#&&4"纯度 !!7(f$*盐酸罂粟碱#’’!9
!>&$"纯度 #&&f$*蒂巴因 # #’#$#(9$&&-&>"纯度
#&&f$*那可丁##’#$$-9$&&-&>"纯度 #&&f$均购自
中国生物制品检定研究院"吗啡9;> 对照品溶液
#+?#&$&#&9&-"浓度 # ./0.B$*磷酸可待因9;> 对照
品溶液#+?&,#&#$9&>"浓度 #7& ./0.B$均购自美国
:K‘ABBA@HL"甲酸铵*甲醇*乙腈*甲酸均为色谱纯"试
验用水由 XABBA9n纯水仪制备"nU?:N?<) 粉末#( /
无水硫酸镁与 #74 /无水醋酸钠的混合粉末"北京
艾杰尔科技有限公司$"&7$$ !.尼龙滤膜’
#7$"方法
#7$7#"标准溶液的制备

标准储备液%精密称取罂粟碱*那可丁*蒂巴
因*吗啡和可待因标准品适量"用 &74f甲酸9甲醇溶
液配制成罂粟碱*那可丁*蒂巴因*吗啡和可待因浓
度均为 #7& ./0.B的标准储备液’

混合标准溶液%精密吸取浓度为 #7& ./0.B的
罂粟碱*那可丁*蒂巴因储备液各 &7# .B和浓度为
#7& ./0.B的吗啡*可待因储备溶液各 4 .B于 $& .B

容量瓶中"用乙腈定容至刻度"摇匀"即得含罂粟
碱*那可丁*蒂巴因浓度为 4 !/0.B和吗啡*可待因
浓度为 $4& !/0.B的混合标准溶液’
#7$7$"样品溶液的制备

空白基质样品溶液的制备#nU?:N?<) 法$%称
取混匀后的火锅汤料*烤肉酱*调味粉样品各 $7& /"
置于 4& .B聚四氟乙烯具塞离心管中"加入水 > .B
#固体粉末类样品加入 &7# .FB0R盐酸溶液 4 .B$*

乙腈 #4 .B"涡旋振荡 # .AH"超声处理 >& .AH"取出"

加入 # 份 nU?:N?<) 粉末"迅速振摇"涡旋振荡
# .AH"- &&& ‘0.AH 离心 4 .AH#离心半径 > $$& /$"

取上清液"&7$$ !.滤膜过滤"取续滤液"即得’

=组标准曲线溶液的制备 #空白溶剂加标"以
下简称 RAHK=$%取罂粟碱*那可丁*蒂巴因*吗啡*
可待因标准品"分别加乙腈制成一系列浓度的标准
曲线溶液"浓度见表 #’

表 #"标准曲线浓度#!/0R$

5@_BK#":FHEKHL‘@LAFH FJGL@HZ@‘Z EU‘aKG
分析物 )L# )L$ )L> )L- )L4

罂粟碱 &7&4 &7#& &7$4 &74& #7&&

那可丁 &7&4 &7#& &7$4 &74& #7&&

蒂巴因 &7&4 &7#& &7$4 &74& #7&&

吗啡 $74& 47&& #$74& $47&& 4&7&&

可待因 $74& 47&& #$74& $47&& 4&7&&

""2组标准曲线溶液的制备#空白样品提取液加
标"以下简称 RAHK2$%取 > 种空白基质样品溶液"分
别加入适量标准储备液"制成与 RAHK=相同浓度的
系列标准曲线溶液’

:组标准曲线溶液的制备#空白样品加标"以下
简称 RAHK:$%称取混匀后的火锅汤料*烤肉酱*调味
粉样品各 $7& /"分别加入适量标准储备液"后续操
作按 #7$7$ 中的 nU?:N?<) 处理方法"制成与 RAHK
=相同浓度的系列标准曲线溶液’
#7$7>"仪器条件

色谱% 色 谱 柱% =:n[P5V [*R: 2?W WPRP:
#$7# ..i#&& .."#7’ !.$&流动相%以含 &7#f甲
酸的乙腈为 =相"以含 &7#f甲酸的 #& ..FB0R甲
酸铵水溶液为 2相&梯度洗脱程序% &7&& d#7&&
.AH"!-f=&#7&& d(74& .AH"!-fd,4f=& (74& d
’7&& .AH",4fd!-f=&’7&&d#47&& .AH"!-f=&流
速 &7> .B0.AH&进样量 4 !B’

质谱%正离子电喷雾离子化 #?)Pq$&雾化气压
力 >--7’4 1*@&气帘气压力 #4#7(! 1*@&去溶剂气压
力 >#&7$, 1*@&喷雾电压 4 4&& p&去溶剂温度
4&& e&碰撞气压力 >-7-, 1*@&离子驻留时间均为
4& .G&各化合物的检测离子对*去簇电压#;*$*碰
撞能量#:?$等质谱参数见表 $’

$"结果与分析
$7#"基质效应评价方法

基质效应评价一般采用提取后空白样品溶液
加标方法来考察"通过测定与纯溶剂相同浓度标准
溶液的仪器响应进行比较"若仪器响应减弱"则为
基质抑制效应"相反则为基质增强效应’ 但考虑到
基质效应的增强或抑制强度一般随分析物浓度的
变化而发生改变"本研究配制了不同浓度的系列标
准曲线溶液"通过考察峰面积比值 #基质标准样品
峰面积0试剂标准样品峰面积$及各标准曲线的线
性相关系数*斜率及截距等 ( ’) "综合评价样品的基
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""" 表 $"’ 种化合物的质谱条件
5@_BK$"X) ]@‘@.KLK‘GFJGKaKH EF.]FUHZG

分析物
定性离子对
0#*FC$

定量离子对
0#*FC$

;*
0p

:?
0Kp

罂粟碱

那可丁

蒂巴因

吗啡

可待因

吗啡9;>

可待因9;>

>-&7$ 0$&$7#
>-&7$ 0#’#7#
-#-7$ 0$$&7$
-#-7$ 0>4>7#
>#$7& 04,7$
>#$7& 0$4#7&
$,(7& 0#,#7#
$,(7& 0#(47#
>&&7& 0$#47#
>&&7& 0#(47$
$,!7& 0$&#7#
$,!7& 0#,47#
>&>7& 0$#47$
>&>7& 0#(47$

>-&7$ 0$&$7# !$

-#-7$ 0$$&7$ !4

>#$7& 04,7$ 4$

$,(7& 0#,#7# !’

>&&7& 0$#47# !&

$,!7& 0#,47# !4

>&>7& 0$#47$ ,&

>(
-&
>&
>-
>,
>4
-’
4#
>-
44
>(
-&
>4
4$

质效应"在评价基质效应时"同时考察了前处理方
法的回收率’
$7$"基质效应比较结果
$7$7#"不同基质的基质效应比较

研究比较了液体样品*半固体样品及固体样品
中 4 种生物碱成分的基质效应"结果显示"除吗啡表
现为较弱的基质增强效应外"> 种样品基质中的其
他四种分析物均表现出不同程度的基质抑制效应"
固体样品基质抑制程度最高"半固体样品居中"液
体样品最低’ 以蒂巴因为例 #见图 #$"液体*半固
体*固体的 RAHK2依次向下偏离 RAHK="两条曲线
的斜率比值 D)’(1BAHK20D)’(1BAHK=在 &7(4 d&7!( 范围
内’ 蒂巴因在固体样品中表现出了明显的基质抑
制效应"分析可能是由于固体基质复杂程度更高"
同时油脂含量高"前处理过程中残留的油脂样品在
离子源影响待分析物的电离"导致基质抑制效应
更强’

图 #"蒂巴因不同标准曲线比较
+A/U‘K#":F.]@‘AGFH FJLNK_@AHKgGZAJJK‘KHLGL@HZ@‘Z EU‘aKG

考察不同基质样品的 RAHK:与 RAHK2发现"除
吗啡外的其他 - 种分析物"RAHK:均有不同程度的
向下偏离 RAHK2"说明经过 nU?:N?<) 法的样品处
理"分析物有一定的损失’ 但在实际应用中"RAHK
2*RAHK:一般会与 RAHK=产生不同程度的偏离"若
斜率产生明显偏离"表示在该样品基质或处理方法

下"单位浓度分析物的响应值发生了变化&若斜率
接近"截距产生了明显偏离"则表示分析过程中存
在一定的本底值"而单位浓度分析物的响应值未受
到明显影响"可通过一定的方法予以校正 ( ,) ’ 考察
两条曲线的斜率比"比值在 ,-7’fd#&!7’f"表明
损失率基本在可接受的范围内"该前处理方法可用
于 4 种生物碱测定’
$7$7$"不同分析物的基质效应比较

罂粟碱*那可丁*蒂巴因及可待因在不同基质
中均表现为不同程度的基质抑制效应’ 其中那可
丁*蒂巴因的基质抑制效应较明显"以 D)’(1BAHK20
D)’(1BAHK=结果作为基质效应的评价"结果如图 $ 所
示"吗啡在不同基质中均表现出较弱的基质增强效
应"但该化合物质谱响应可能受仪器因素影响较
大"存在重复性较差*线性不好的问题’

图 $"4 种成分在 > 种基质中的基质效应
+A/U‘K$"X@L‘ÂKJJKELFJ4 EF.]FUHZGAH > G@.]BKG

$7>"基质效应的改进研究
从上述分析中可以看出"那可丁及蒂巴因在部

分样品中存在明显的基质效应"吗啡在测定时存在
重复性差*线性差的问题’ 为提升方法的通用性及
适用范围"需改善样品的基质效应’
$7>7#"色谱分离对基质效应的改进研究

基质效应产生的部分原因是色谱分离时样品
中共流出物"对待分析物在离子源的电离产生抑制
作用导致"优化色谱分离可减少该因素的影响 ( !) ’
本试验中测定的 4 种生物碱成分在:#, 反相色谱柱
保留较差"亲水作用色谱#WPRP:$柱对强极性化合
物保留效果较好"且在 ;2>#0$&#&!$&#$ 中已用于
罂粟碱等成分分析’ 但已有方法中各化合物保留
时间均较短"吗啡与可待因分离度较差’ 本试验通
过调节乙腈的比例"最终使各化合物保留时间在 >d
’ .AH"同时吗啡与可待因达到基线分离"流动相调
整前后图谱详见图 >’
$7>7$"稀释法对基质效应的改进研究

基质标准曲线法为改善基质效应的常用方法"
但由于本试验中各类食品基质差异大"难以获得代
表性的空白基质样品"因此试验主要考察稀释法对
基质效应的改善’ 稀释法是通过降低干扰组"""
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图 >"流动相比例调整前#左$*后#右$总离子流#5P:$图谱
+A/U‘K>"5P:_KJF‘K#BAJL$ @HZ @JLK‘#‘A/NL$ LNK@ZMUGL.KHLFJ‘@LAFFJ.F_ABK]N@GK

分的浓度来减弱对目标分析物的离子化影响"得到
目标分析物和干扰组分同比例稀释的样品’

为研究样品稀释法对基质效应的影响"以固体
基质样品为例"考察稀释因子分别为 #*4*#&*$& 的
基质效应的强弱’ 定义稀释因子 2kG,FG-"其中 G,
为空白基质稀释后最终体积"G-为吸取空白基质最

初体积 ( #&) "以浓度为 4 !/0R的混合标准溶液为例"
采用峰面积比值#基质标准样品峰面积0试剂标准
样品峰面积$对基质效应评价’ 结果表明"稀释因
子为 $& 时"蒂巴因*那可丁及罂粟碱的基质效应得
到明显改善"见图 -’ 同时方法回收率明显改善"结
果均在 ,&fd##&f’ 但吗啡及可待因由于质谱响
应不及其他 > 个化合物"稀释法影响了方法检测的
灵敏度"因此为保证检测结果的准确性"针对吗啡
及可待因两个化合物试验进一步考察了内标法’

图 -"稀释倍数对基质效应影响
+A/U‘K-"PHJBUKHEKFJZABULAFH FH .@L‘ÂKJJKEL

$7>7>"同位素内标法对基质效应的改进研究
同位素内标与待测物结构相同"在色谱行为*

保留时间及质谱响应等各方面都具有相似的结果"
受基质效应的影响也一致"因此被认为是补偿基质
效应最理想的方法 ( ##) ’ 但同位素内标通常价格昂
贵"有些不易获得’ 本研究根据实际购买到的同位
素内标及试验需要"考察了同位素内标对吗啡和可
待因两种目标分析物的基质效应的补偿作用"回收
率结果均在 ,&fd##&f"结果表明"内标法可在不
改变样品取样量*不影响测定灵敏度的情况下明显
改善目标分析物的基质效应’

>"小结
采用 nU?:N?<) 前处理方法"建立了火锅调料

等食品中罂粟碱*吗啡*可待因*那可丁和蒂巴因 4
种禁用成分的分析方法"为保证建立的方法专属性
和准确度"本研究评估了 > 种不同类型基质的基质
效应%考察样品的纯溶剂*萃取前添加*萃取后添加
的校准曲线#4 个浓度点$的差异"采用优化梯度洗
脱程序*稀释样品及同位素内标等方法降低或消除
基质效应’ 与原 ;2>#0$&#&!$&#$ 比较"优化后方
法检出限与定量限均有提高"罂粟碱*那可丁*蒂巴
因检 出 限 为 > !/01/" 吗 啡* 可 待 因 检 出 限 为
#$ !/01/’ 优化后方法的基质适用范围更广"由于
基质效应得到改善"方法的准确度*重复性更好"可
以满足市场监管需要’
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>7>"商业化 *:<反应预混液"

-"仪器和设备
-7#"实时荧光 *:<仪"
-7$"微量紫外分光光度计"
-7>"恒温水浴锅"
-7-"高速冷冻离心机’离心力 #, &&& /以上"
-74"微量移液器$&74 !Rd#& !R!#& !Rd#&& !R!$& !Rd$&& !R!#&& !Rd# &&& !R%"
-7("涡旋振荡器"
-7’"天平’感量 &7&&# /"

4"分析步骤
47#"样品前处理

$#%样品只有单块鱼肉组成’使用灭菌剪刀适量剪取中心部位鱼肉"
$$%样品有五块以下鱼肉组成’使用灭菌剪刀适量剪取每个组成部分的中心部位鱼肉"
$>%样品有五块以上鱼肉组成’随机挑选 4 块鱼肉!使用灭菌剪刀适量剪取每个组成部分的中心部位

鱼肉"
将所取得的鱼肉使用灭菌去离子水洗涤!离心去除上清液!尽可能剪碎并混匀"
注’速冻鳕鱼产品应在完全解冻后再取样"

47$";S=提取
按照商业化 ;S=提取试剂盒说明书中要求的取样量称取样品!每个样品设置两个平行!按照商业化

;S=提取试剂盒说明书操作"
47>";S=浓度测定

取 # !R;S=溶液!使用微量紫外分光光度计按照 ZG;S=$双链 ;S=%计算方式检测其浓度"
47-"实时荧光 *:<扩增

实时荧光 *:<反应体系见表 #"

表 #"实时荧光 *:<反应体系
*:<预混液$$i% #& !R

#& !.FB0R上游引物 &7- !R

#& !.FB0R下游引物 &7- !R

#& !.FB0R探针 &7$ !R

;S= $&94& H/

灭菌去离子水 补充至总体积 $& !R

""*:<反应程序’!4 e #4 G& !4 e 4 G! (& e >- G$读取荧光%!-& 个循环"
474"实验对照

分别设置阳性对照#阴性对照#*:<空白对照#空白提取对照各一个"
阳性对照’含相应物种的 ;S="
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""阴性对照’不含相应物种的 ;S="
*:<空白对照’以灭菌去离子水替代 ;S=加入实时荧光 *:<反应体系"
空白提取对照’以灭菌去离子水替代样品进行 ;S=提取"

("结果判断与表述
(7#"质量控制

若以下条件的其中一条不满足要求时!结果视为无效’
阳性对照’荧光通道出现典型的扩增曲线!相应的 :L值8>&7&&
阴性对照’:L值">47&&
*:<空白对照’:L值">47&&
空白提取对照’:L值">47&&
内参照反应’荧光通道出现典型的扩增曲线!相应的 :L值8>&7&&
样品平行反应’:L值经 (7$ 结果判定后应一致"

(7$"结果判定
$#%如 :L值8>&7&!且质量控制符合要求!则判定为检出相应物种源性成分"
$$%如 :L值">&7&!且质量控制符合要求!则判定为未检出相应物种源性成分"

(7>"结果表述
检出 YYY源性成分"
未检出 YYY源性成分"

’"防污染措施
检测过程中放置交叉污染的措施按照 T205$’-&> 中的规定执行"

,"方法检出限
裸盖鱼引物探针检出限范围为 &7#fd4f!油鱼引物探针检出限范围为 #fd#&f!南极犬牙鱼引物探针

检出限范围为 #fd$f"
注’因使用的设备#试剂盒不同!其检出限有所差异"

本方法负责起草单位’深圳市计量质量检测研究院"
验证单位’河南省产品质量监督检验院#天津市食品安全检测技术研究院#重庆市食品药品检验检测研

究院#福建省食品药品质量检验研究院#广东省食品检验所"
主要起草人’林霖#张世伟#吴佳辉#王坤#杨国武#杨俊"
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