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超高效液相色谱-串联质谱法同时测定保健品中 

三种违禁成分 
 

李锦清，綦艳，郦明浩，龙顺荣，邱启东 
（广东产品质量监督检验研究院，广东顺德 528300） 

摘要：建立固相萃取-超高效液相色谱-串联质谱/质谱法(SPE-UPLC-MS/MS)测定保健品中伐地那非、西地那非、他达那非的分析

方法。试样经甲醇或盐酸溶液提取，HLB 固相萃取柱净化后，以乙腈和 0.1 %甲酸水溶液作为流动相，C18色谱柱分离，采用电喷雾

离子源，正离子扫描多反应监测(MRM)模式进行检测。伐地那非、西地那非、他达那非在 10~200 µg/L 浓度范围内呈良好线性关系，

相关系数（r2）均大于 0.99。空白样品加标回收率均大于 75 %，相对标准偏差小于 8 %。胶囊样品中伐地那非、西地那非、他达那非

的方法检出限分别为 10 µg/kg、10 µg/kg、20 µg/kg；定量限分别为 40 µg/kg、40 µg/kg、80 µg/kg。口服液中分别为 3 µg/L、3 µg/L、

6 µg/L，定量限分别为 10 µg/L、10 µg/L、20 µg/L。研究了基质效应的影响，样品基质对伐地那非、西地那非、他达那非的响应表现

为抑制作用，伐地那非受到抑制作用最明显。 
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Abstract: A method was established for the determination of vardenafil, sildenafil, and tadalafil in health foods using solid-phase 

extraction–ultra-performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry (SPE-UPLC-MS/MS). The sample was extracted by methanol 

or hydrochloric acid, and then purified by a hydrophilic/lipophilic balanced (HLB) SPE column. The target compounds were separated on a 

reversed phase column using a solution of acetonitrile and 0.1 % formic acid in water as the mobile phase, and then detected by positive 

electrospray ionization under multiple reaction monitoring (MRM) mode. Good linearity of the calibration curves was achieved for three target 

compounds in the range of 10 ~200 µg/L, with correlation coefficients (r2) greater than 0.99. The average recoveries of the blank matrix sample 

were all more than 75%, and the relative standard deviations (RSDs) were less than 8%. The limits of detection (LOD) for vardenafil, sildenafil, 

and tadalafil in the capsule form were 10 µg/kg, 10 µg/kg, and 20 µg/kg, respectively. The limits of quantitation (LOQs) for vardenafil, sildenafil, 

and tadalafil in the capsule form were 40 µg/kg, 40 µg/kg, and 80 µg/kg, respectively. For oral samples, the LODs were 3 µg/L, 3 µg/L, and 6 

µg/L, respectively; the LOQs were 10 µg/L, 10 µg/L, and 20 µg/L, respectively. The sample matrix effects were also studied, which had a 

suppressive effect on the response of vardenafil, sildenafil, and tadalafil, and the most significant suppressive effect was found on vardenafil. 
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酶 5（PDE-5）抑制剂，均用于临床治疗男性性功能障

碍的处方药，被禁止添加到保健食品中。某些补肾壮

阳的中药及保健食品的生产厂家为增强产品功效，非

法添加这三种药物，以达到其宣传的治疗作用，危害

服用者的健康。目前，伐地那非、西地那非、他达那

非的检测方法有高效液相色谱法[1~3]、毛细管电泳法
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[4]、液相色谱-串联质谱法[5~9]。由于保健食品成分复

杂，色谱杂峰多，用高效液相色谱法和毛细管电泳法

进行检测时存在定性困难等缺点，液相色谱-串联质谱

法定性能力强，可大大提高方法可靠性和抗干扰能力，

准确快速地定性定量。 

国内采用液相色谱-串联质谱法[10~12]检测保健品

中伐地那非、西地那非、他达那非的文献报道较多，

其前处理方法一般采用直接提取，不经过任何的净化

处理，直接用液相色谱-串联质谱仪检测，也未发现对

伐地那非、西地那非、他达那非受到基质效应影响的

情况进行相关讨论的文献报道。我国出入境检验检疫

行业标准 SN/T1951-2007[13]采用样品提取、稀释后直

接进样检测的方法，未经净化处理，试样中糖类、色

素等杂质容易损坏色谱柱和污染离子源，甚至会引起

基质效应（Matrix Effects，ME），影响定性和定量。

样品净化方法主要有液液萃取法和固相萃取法，液液

萃取（LLE）法需要消耗大量有机试剂，样品处理步

骤复杂，回收率和精密度不理想。固相萃取（SPE）

法能有效的将分析物与干扰组分分离，减少样品中杂

质对仪器的污染，降低背景噪音，提高方法回收率，

提高检测灵敏度，结果重现性好，而且能显著减少有

机试剂使用量，与液液萃取相比具有更大的应用优势。

因此，在大量试验以及查阅相关文献的基础上，通过

比较 4 种固相萃取柱对样品的净化效果，最终建立以

HLB 固相萃取柱净化，超高效液相色谱-串联质谱/质

谱法同时测定保健品食品中伐地那非、西地那非、他

达那非的检测方法，并对基质效应的影响进行了探讨，

采用空白基质补偿配制标准曲线的方法消除基质效应

影响，解决了基质效应影响准确定量的问题。 

1  实验部分 

1.1  主要实验仪器与试剂 

UPLC-Xevo TQ 超高效液相色谱-串联质谱/质谱

仪，美国 Waters公司；超声波清洗机，广州吉普超声

波电子设备有限公司；高速冷冻离心机，美国 Sigma

公司；DT-502A电子天平，常熟市金羊砝码仪器有限

公司；IKA MS3漩涡混合器，德国 IKA公司；Strata-X 、

Strata-X-C SPE柱，60 mg/3 mL,美国Phenomenex 公

司；Waters OASIS HLB SPE 柱，60 mg/3 mL，Waters

公司；ProElut Melamine SPE 柱，60 mg/3 mL，迪马科

技有限公司。固相萃取柱使用前均依次用5 mL甲醇、

5 mL超纯水活化。 

伐地那非、西地那非柠檬酸盐、他达那非标准品

（纯度均为≥97%，Dr. Ehrenstorfer GmbH）；乙腈（色

谱纯），美国 Sigma 公司；甲酸（优级纯），德国 CNW

公司；乙腈、甲醇（分析纯），天津市永大化学试剂有

限公司；氨水（分析纯），含量为 25%，广州化学试

剂有限公司；实验用水为二级蒸馏超纯水；氮气（纯

度大于 99.999%）。 

1.2  标准溶液的配制 

分别准确称取适量伐地那非、西地那非、他达那

非标准品，用甲醇溶解配制成浓度为 10 mg/L的混合

标准储备溶液，于 4 ℃下保存。用空白基质溶液配制

10、20、50、100、150、200 µg/L的混合标准工作溶

液，现配现用。 

1.3  色谱条件 

色谱柱：Agilent Eclipse Plus C18 RRHD（50 

mm×2.1 mm，1.8 µm）；流速：0.20 mL/min；柱温：

40 ℃；样品室温度：15 ℃；进样体积：10 µL；流动

相：A：乙腈；B：0.1%甲酸水溶液。梯度洗脱程序：

0~1.0 min，15% A；1.0~5.0 min，15%~95% A，保持

1 min；6.0~6.1 min，95%~15% A，保持 2 min。 

1.4  质谱条件 

离子源：电喷雾离子源（ESI）；离子化方式：ESI

（+）；检测模式：多反应监测（MRM）模式；源温

度150 ℃；毛细管电压2.82 kV；脱溶剂气温度：500 ℃；

脱溶剂气流量：800 L/h；碰撞气流量：0.13 mL/min。

其他参数见表 1。 

表 1 伐地那非、西地那非、他达那非的保留时间及质谱检测参

数 

Table 1 Retention times and MS/MS parameters of vardenafil，

sildenafil and tadalafil 

分析物 
保留时 

间/min 

母离子 

/(m/z) 

子离子 

/(m/z) 

锥孔电 

压/V 

碰撞能 

量/V 

伐地那非 2.85 489.3 151.1*, 312.1 60, 60 45, 40 

西地那非 3.07 475.2 100.1*, 311.2 60, 60 30, 31 

他达那非 3.81 390.1 135.0, 268.1* 27, 19 15, 15 

Note: *Quantification ion-pair. 

1.5  样品前处理 

1.5.1  提取 

片剂、胶囊试样：称取 1 g 试样（精确至 0.01 g）

置于 25 mL容量瓶中，加入 20 mL甲醇，盖上盖混匀，

超声 30 min，冷却至室温后，用甲醇定容至刻度，摇

匀。取 1.0 mL样液于 10 mL容量瓶中，用 0.1 mol/L

盐酸溶液定容后混匀，待净化。 
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液体试样：准确移取 1.0 mL试样置于 10 mL容

量瓶中，加入 8 mL 0.1 mol/L盐酸溶液，超声 30 min，

定容至刻度，摇匀，待净化。 

1.5.2  净化 

将处理好的样液以小于 1 mL/min 的流速过

OASIS HLB SPE 柱净化，用 2 mL水淋洗 SPE柱，真

空抽干，用甲醇+乙腈（1+1，体积比）洗脱，收集洗

脱液，40 ℃氮气吹干，用1.0 mL 0.1%盐酸+甲醇（9+1，

体积比）溶解，过 0.22 µm 水系膜，液相谱-串联质谱

测定。 

1.6  基质效应[14]评价方法 

采用提取后添加法考察基质效应，通过公式

ME=B/A×100%，计算基质溶液中待测物的峰面积（B）

与纯溶剂中待测物的峰面积（A）的比值来评价基质

效应。当 ME<1 时，存在基质抑制作用，其值越接近

1 基质抑制作用越小；当 ME>1 时，存在基质增强作

用；当 ME=1 时，无基质效应。 

2  结果与讨论 

2.1  色谱条件 

选择 Agilent Eclipse Plus C18 RRHD（50 mm×2.1 

mm，1.8 µm）作为分离色谱柱，以甲醇和 0.1%甲酸-

水溶液作为流动相时，伐地那非和西地那非的色谱峰

重叠，分离效果差；乙腈和 0.1%甲酸-水溶液作为流

动相时，伐地那非、西地那非、他达那非获得良好的

分离度，如图 1 所示。因此，选择乙腈和 0.1%甲酸-

水溶液作为流动相。 

2.2  固相萃取柱的选择 

保健品中糖类、色素、无机盐等杂质会干扰目标

物的检测，降低灵敏度。为获得准确可靠的检测结果，

需要对样品进行净化。固相萃取柱净化能有效去除大

部分杂质，纯化样品，有效降低基质效应对分析结果

的影响。采用空白样品加标方式，分别考察Strata-X、

Strata-X-C、Waters OASIS HLB、ProElut Melamine SPE

柱对目标物的回收效果，结果见表 2。表 2数据显示， 

Strata-X-C 和ProElut Melamine 柱只对伐地那非、西地

那非有保留。HLB和 Strata-X 柱对伐地那非、西地那

非、他达那非均有保留，且回收率较高，可能是由于

HLB 和 Strata-X 固相萃取柱属于亲水、亲酯的通用型

固相萃取柱，待测物与亲水性和亲酯性吸附点紧密结

合，过柱损失少，因而回收率较高。 

 
图 1 伐地那非(A)、西地那非(B)、他达那非(C)标准溶液的 TIC

图 

Fig.1 TIC chromatogram of vardenafil(A), sildenafil(B) and 

tadalafil(C) standards 

进一步考察洗脱液类型对洗脱效果的影响，分别

用 5 mL 甲醇、乙腈、甲醇-乙腈混合液（1+1，体积

比）进行洗脱，结果表明，甲醇-乙腈混合液的洗脱效

果最好，回收率最高。 

 

表 2 4种 SPE 柱对待测物的净化回收率和相对标准偏差（RSD）(n=3)  

Table 2 Purification recoveries and relative standard deviations (RSDs) of the analytes by four SPE columns (n=3) 

分析物 
回收率与相对标准偏差/% 

HLB Strata-X Strata-X-C ProElut Melamine 

伐地那非 87.41 (5.61) 85.60 (5.13) 93.51 (8.12) 72.41 (7.84) 

西地那非 107.21 (4.12) 90.61 (4.61) 62.22 (7.21) 60.90 (8.12) 

他达那非 84.51 (4.34) 82.52 (7.62) 0 0 

2.3  基质效应考察 

分别用 HLB、Strata-X SPE柱净化获得的空白基

质溶液和 0.1 mol/L盐酸+甲醇混合液（9+1，体积比）

配制浓度均为 50 µg/L 伐地那非、西地那非、他达那

非的混合标准溶液，平行测定 3次。根据“1.6 基质效 

 

应评价方法”进行基质效应评价，结果见表3。由表 3

数据可知，样品经 SPE柱净化后，伐地那非、西地那

非、他达那非的测定均受到基质抑制作用，其中伐地

那非受到基质抑制作用最大，其次是西地那非，他达

那非最小。HLB 柱净化时目标物受基质抑制作用比

Strata-X 柱小，说明 HLB柱净化效果更好。因此，选 
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择 HLB柱作为样品净化柱。 

2.4  线性范围与检出限 

采用空白基质溶液作为稀释液配制系列标准工作

溶液的方法消除基质效应的影响。伐地那非、西地那

非、他达那非标准溶液在 10~200 µg/L浓度范围内均

呈良好线性关系，相关系数（r2）分别为 0.998、0.995、

0.998。以不含目标物的胶囊、口服液类保健品作为本

底，采用加标的方式考察方法的检出限（LOD）和定

量限（LOQ）。结果表明，胶囊样品中伐地那非、西

地那非、他达那非的检出限（S/N≥3）分别为 10 µg/kg、 

10 µg/kg 、20 µg/kg，定量限（S/N≥10）分别为40 µg/kg、

40 µg/kg、80 µg/kg。口服液类样品中伐地那非、西地

那非、他达那非的检出限分别为 3 µg/L、3 µg/L、6 

µg/L，定量限分别为10 µg/L、10 µg/L、20 µg/L。 

2.5  方法回收率与精密度 

选择不含目标物的胶囊和口服液样品分别进行 3

个含量水平的加标回收试验。胶囊样品分别添加250、

500、1000 µg/kg，口服液分别添加20、50、100 µg/L，

按照本研究方法进行测定，每个水平单独测定 6次，

平均回收率及相对标准偏差列于表 4。由表 4 可知，

伐地那非、西地那非、他达那非的平均回收率均大于

75%，相对标准偏差小于 8%，具有较好的准确度和精

密度。空白样品加标（50 µg/L）的提取离子色谱图，

见图 2。 

表 3 HLB 和 Strata-X SPE 柱净化的基质效应 

Table 3 Results of matrix effects using HLB and Strata-X SPE 

columns for sample pretreatment 

分析物 
基质效应（ME, %) 

HLB Strata-X 

伐地那非 61.51 13.41 

西地那非 63.72 48.01 

他达那非 82.82 52.12 

表 4 回收率和精密度测定结果(n=6) 

Table 4 Recovery and precision results (n=6) 

样品 分析物 加标量 回收率/% 相对标准偏差/% 

胶囊 

伐地那非 
250,500,1000 

/(µg/kg) 

80.21,83.50,87.41 7.01,6.11,5.10 

西地那非 90.21,101.10,102.21 6.30,4.82,4.71 

他达那非 76.11,82.50,86.31 6.20,5.51,4.82 

口服液 

伐地那非 
20,50,100 

/(µg/L) 

80.22,87.51,91.20 6.01,5.32,4.31 

西地那非 95.81,104.51,108.90 5.21,4.22,3.80 

他达那非 78.82,85.10,89.51 5.81,4.50,4.12 

 

图 2 空白样品加标 50 ug/L提取离子色谱图 

Fig.2 Extracted ion chromatograms of spiked (50 µg/L) blank 

sample 

2.6  实际样品检测 

从市场购买胶囊、口服液类保健品共 10 种，在优

化条件下进行检测，同时作质控样品。结果表明，在

上述样品中均为未检出伐地那非、西地那非、他达那

非，质控样品的回收率等指标均达到分析要求，表明

结果准确可靠。 

3  结论 

建立了固相萃取-超高效液相色谱-串联质谱/质谱

法测定保健品中伐地那非、西地那非、他达那非。通

过不同固相萃取柱的净化效果比较发现 HLB 固相萃

取柱净化效果最好，回收率最高。伐地那非、西地那

非、他达那非的准确定量受基质效应影响很大，采用

空白基质补偿法配制标准曲线能够消除基质效应影

响，提高定量的准确度。结果表明，该方法前处理简

单、回收率高、重复性好、定性定量准确可靠，方法

的各项技术指标均能满足日常检测要求。 
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