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高效液相色谱同时检测补肾壮阳类保健品

及中成药中非法添加的14种化学药物

李榕1，朱斌1，耿昭2*，张文波1*，刘隆兴1

（1.巴中市产品质量检验检测中心，四川巴中 636000)（2.四川省药品检验研究院(四川省医疗器械检测中

心)，国家药品监督管理局中成药质量评价重点实验室，四川成都 611731）

摘要：应用高效液相色谱 - 光电二极管阵列检测法（HPLC-PDA），建立了检测补肾壮阳类保健品和中成药中

非法添加的 14 种化学药物的方法，涵盖补充检验方法中的 11 种 5- 型磷酸二酯酶抑制剂和典型的 3 种 5- 羟色胺再摄

取抑制。样品经乙腈超声提取后，采用 Agilent 5 HC-C18（2）色谱柱（250 mm×4.6 mm，5 µm），以乙腈 - 甲醇 -

乙酸铵溶液（pH 值分别为 5.0 和 7.0）为流动相，进行梯度洗脱，流速 1.0 mL/min，柱温 30 ℃，进样量 10 μL，

PDA 检测器在 190~400 nm 范围内扫描，254、238 nm 监测，外标法定量。检测的阳性样品以 UPLC-MS/MS 进

行确证，ESI 源，正离子模式，MRM 扫描。结果表明，14 种化学药物均能够完全分离，在考察的质量浓度范围

内线性关系良好（r>0.999 9），低、中、高 3 个目标物浓度的平均回收率（n=9）为 99.9%~101.0%，相对标准偏差均

小于 2%，检测限为 0.016~0.201 μg/mL。91 批样品中共检出阳性样品 7 批，非法添加药物 3 种。通过 UPLC-MS/MS

均能够得到确证。该方法操作简便、专属性强、结果准确、灵敏度高，适用于日常监管检验。
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近年来，随着生活节奏的加快和生活压力的逐

渐增大，越来越多人面临性功能减退、易疲劳的困

扰，因此，改善阳虚、缓解疲劳类保健食品及中成

药的市场需求日益增长 [1] 。然而，一些不良商家为

了增加销量，利用某些化学药物功能性强、见效快

的特点，将其违法添加至保健品和中成药中以提高

疗效，谋取非法暴利 [2,3] 。消费者在不知情的情况

下长期服用此类产品，可能引发如头痛、消化不良、

视力障碍、突发性耳聋等多种不良反应，尤其对

合并心血管系统疾病和糖尿病的患者存在严重健

康隐患 [4-6] 。

为规范行业秩序，打击此类非法添加行为，近

年来国家食品药品监督管理局连续颁布了多个补

充检验方法和检验项目批准件，涉及非法添加补

肾壮阳类化学药物的 5 个国家标准中所收载的化

学药物均为 5- 型磷酸二酯酶抑制剂（PDE5）及

其衍生物 [7-11] 。但值得注意的是，临床上常用于补

肾壮阳的药物并不限于 PDE5，例如盐酸达泊西汀、

盐酸舍曲林、盐酸氟西汀三种 5- 羟色胺再摄取抑制

剂（SSRIs）可使突触间隙 5- 羟色胺含量增加，提

高射精阈值、延缓射精，也是临床上常用的补肾壮

阳、提高性功能的药物 [12-14] 。然而，针对补肾壮阳

功能的产品，现行的国家标准中均未涉及 SSRIs，
文献也鲜有报道。同时，不法分子的造假行为也越

来越隐蔽，通过添加检测标准涵盖范围以外的具有

相同功效的药物以躲避监管，此类现象国内外均有

报道 [15-17] 。因此，鉴于现有检测标准中筛查的药物

种类尚不全面，有必要根据药物的功效和市场监测

的反馈情况，扩充补肾壮阳功能的化学物的筛查范

围，开发出同时检测多种化学物的高通量检测方法，

实现最大范围的应检尽检。

目前，高效液相色谱法 [18,19] 和高效液相色谱 -

串联质谱法等 [20] 常用于非法添加药物的检测。液相

色谱 - 串联质谱法虽灵敏度高、分辨率好，但存在

较强的基质效应，并且离子源易污染，因此对前处

理要求高，通常需要单独的样品净化过程 [21] 。此

外，其操作复杂，仪器价格昂贵，检测和维护成本

大，难实现基层推广 [22] 。谭丽容等 [23] 建立了超高效

液相色谱 - 三重四极杆质谱法同时测定改善阳虚的

20 种非法添加药物的分析方法。该方法虽仪器分析

时间短，但基质效应明显，样品前处理复杂、耗时，

并且所检测物质不涉及 SSRIs。黄芳等 [17] 利用四极

杆静电场轨道阱质谱检测了 112 种抗疲劳类非法

添加药物，但所检测物质也仅涉及一种 SSRIs，
并且同样存在基质干扰大，操作繁琐的问题。此

外，大部分化学药的线性范围仅为 1~50 μg/L，对

于高浓度的检出值需要多次稀释，易引入不确定

度因子。高效液相色谱 - 光电二极管阵列检测法

（HPLC-PDA）通过峰保留时间和紫外特征光谱

图，可同时对多组分进行定性、定量分析。该方法

具有分离效能好、定量准确、普适性强，且操作简

便、维护成本低，易于在基层检验机构推广 [24-26] 。

雷毅等 [27] 、程燕等 [28] 、林芳等 [29] 均采用高效液相色

谱建立了检测多种补肾壮阳化学药物的方法。通过

色谱条件的优化获得了比补充检验方法 2009030 所

提出的更短的分析时间和更好的分离效果，但雷毅

Abstract: A high performance liquid chromatography-photodiode array detection (HPLC-PDA) method was established 

for detecting 14 chemical drugs illegally added to health products and Chinese patent medicines for sexual enhancement. 

The detected compounds comprised 11 phosphodiesterase inhibitors that met the supplementary test criteria, as well as 

three typical serotonin reuptake inhibitors. The samples were extracted with acetonitrile and then separated using an 

Agilent 5 HC-C18(2) chromatographic column (250 mm×4.6 mm, 5 μm) through gradient elution with a mobile phase consisting 

of acetonitrile, methanol, ammonium, and acetate. The mobile phase pH was 5.0 and 7.0,  flow velocity was 1.0 mL/min, column 

temperature was 30 ℃ , sample size was 10 μL, PDA detector scanning range was 190~400 nm, monitoring was conducted at 254 

and 238 nm, and the compounds were quantified using an external standard. The separation of 14 chemical drugs was adequate, 

the linear relationship was good within a certain concentration range, and the correlation coefficient r was >0.999 9. The 

average recoveries (n = 9) of low, medium, and high concentrations were 99.9%~101.0% with RSD <2%, and the detection 

limit was 0.016~0.201 μg/mL. A total of seven positive samples were detected in 91 batches of marketed products; the 

addition of three compounds was illegal. The method is simple, accurate, specific, and sensitive; therefore, it is suitable 

for daily supervision and inspection.

Key words: high performance liquid chromatography; PDE5; SSRIs; illegal addition; sexual enhancement
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等 [27] 的方法仍使用较为复杂的流动相体系，而程燕

等 [28] 和林芳等 [29] 的方法线性范围较窄。更重要的是，

三种方法也均未涉及 SSRIs。由此，尚未有研究较

全面的覆盖 PDE5 和 SSRIs 这两类典型的补肾壮阳

类化学药物。

综上，为了完善非法添加补肾壮阳药物的检测

种类，并且创建一个简便准确的 HPLC 方法，本研

究以补充检验方法 2009030 中的 11 种 PDE5（那红

地那非、红地那非、硫代艾地那非、西地那非、豪

莫西地那非、那莫西地那非、氨基他达拉非、枸橼

酸羟基豪莫西地那非、伐地那非、伪伐地那非）和

3 种典型的 SSRIs（盐酸达泊西汀、盐酸舍曲林、

盐酸氟西汀）为研究对象，建立了 HPLC-PDA 的定

性定量分析方法。该方法可为政府监管以及检测机

构提供技术支撑。

1  材料与方法

1.1 材料与试剂

标准物质：那红地那非（纯度：96.5%）、红

地那非（纯度：100.0%）、硫代艾地那非（纯度：

99.3%）、西地那非（纯度：100%）、豪莫西地那非

（纯度：99.7%）、那莫西地那非（纯度：99.4%）、

氨基他达拉非（纯度：99.5%）、他达拉非（纯度：

99.8%）、枸橼酸羟基豪莫西地那非（纯度：98.8%）、

盐酸氟西汀（纯度：99.8%）、伐地那非（纯度：

99.7%）、盐酸舍曲林（纯度：99.9%）、伪伐地那

非（纯度：100%），购自中国食品药品检定研究院；

盐酸达泊西汀（纯度：99.02%），购自 Hong Kong 
Institute of Standard Substance。

试剂：乙腈（色谱纯）、甲醇（色谱纯），Sigma
公司；乙酸铵（色谱纯），西亚化学工业有限公司；

三乙胺（色谱纯）、冰醋酸（色谱纯），科密欧化学

试剂有限公司；实验室用水为超纯水。

实验样品：检测样品中的保健品为保健食品风

险监测工作中，稽查到的声称具有抗疲劳或补肾壮

阳功能的可疑产品，共 81 批，中成药为市购产品，

共 10 批。样品类型涉及胶囊剂、丸剂、片剂、口服液、

保健酒。

1.2 仪器与设备

Shimadzu LC-2050C 3D 高效液相色谱仪（配

有 PDA 检测器），日本岛津公司；Agilent 1290 超

高效液相色谱仪，美国安捷伦公司；Agilent 6420A

串联三重四级杆质谱仪，美国安捷伦公司；Mettler 
Toledo XSE205 电子天平，瑞士梅特勒 - 托利多公

司；JP-060S 超声仪，深圳市洁盟清洗设备有限公司；

eppendor 5430R 高速冷冻离心机，德国艾本德公司；

SevenMultipH 测量仪，瑞士梅特勒 - 托利多公司；

ULPHW-IV 型超纯水仪，四川优普超纯水科技有限

公司。

1.3 试验条件

1.3.1 色谱条件

色谱条件Ⅰ用于那红地那非、红地那非、西

地那非、豪莫西地那非、盐酸达泊西汀、硫代艾

地那非、那莫西地那非的筛查。色谱柱：Agilent 
HC-C18（2）柱（250 mm×4.6 mm，5 µm），流

动相 A 为乙腈，流动相 B 为甲醇，流动相 C 为

10 mmol/L 乙酸铵溶液（含有体积分数 0.1% 三乙

胺，用冰醋酸调 pH 值至 5.0），流速 1.0 mL/min，
检测波长 254 nm，柱温 30 ℃，进样体积 10 µL，
梯度洗脱程序见表 1。

色谱条件Ⅱ用于氨基他达拉非、他达拉非、

枸橼酸羟基豪莫西地那非、盐酸氟西汀、伐地那

非、盐酸舍曲林、伪伐地那非的筛查。色谱柱：

Agilent HC-C18（2）柱（250 mm×4.6 mm，5 µm），

流动相 A 为乙腈，流动相 B 为甲醇，流动相 C 为

10 mmol/L乙酸铵溶液（含有体积分数0.1%三乙胺，

用冰醋酸调 pH 值至 7.0），流速 1.0 mL/min，检测

波长 238 nm，柱温 30 ℃，进样体积 10 µL，梯度

洗脱程序见表 1。

表 1  梯度洗脱程序

Table 1 Mobile phase gradient elution procedures
时间 /min A/% B/% C/%

0 10 5 90
8 30 5 70
16 37 5 63
23 37 5 63

23.1 41 5 59
28 41 5 59
50 60 5 40
65 60 5 40

1.3.2 标准溶液配制

用乙腈制备那红地那非、红地那非、西地那

非、豪莫西地那非、盐酸达泊西汀、硫代艾地那

非、那莫西地那非混合对照品储备液Ⅰ，各化合物

的质量浓度为 400 µg/mL。从混合对照品储备液Ⅰ

中分别取 0.125、0.25、0.5、1、2、5、10 mL，用
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乙腈稀释至 10 mL，得到系列混合标准溶液Ⅰ：s1、
s2、s3、s4、s5、s6、s7。用乙腈制备氨基他达拉

非、他达拉非、枸橼酸羟基豪莫西地那非、盐酸氟

西汀、伐地那非、盐酸舍曲林、伪伐地那非混合储

备液Ⅱ，各化合物的质量浓度为 250 µg/mL。从混

合对照品储备液Ⅱ中分别取 0.1、0.2、0.4、1、2、5、
10 mL，用乙腈稀释至 10 mL，得到系列混合标准

溶液Ⅱ：q1、q2、q3、q4、q5、q6、q7。系列混合

标准溶液用于测定 14 种化合物的线性关系。

1.3.3 样品前处理

液体样品：取 100 mL 待测样品，充分混匀。精

密量取混匀试样 10 mL，加入乙腈 30 mL 超声提

取 15 min 后，冷却至室温，用乙腈定容至 50 mL。
摇匀后在转速 7 000 r/min，温度 20 ℃条件下离心

5 min，取上清液用 0.22 µm 微孔有机滤膜过滤，滤

液作为供试品溶液。

胶囊样品：取 10 次口服剂量的待测样品，将整

粒胶囊研碎并混匀。精密称取相当于 1 次服用量的

试样，加入乙腈 30 mL 超声提取 15 min，后续操作

步骤同液体试样。

其他固体样品：取 10 次口服剂量的待测样品，

粉碎研细，充分混匀，精密称取相当于 1 次服用量

的试样，加入乙腈 30 mL 超声提取 15 min，后续操

作步骤同液体试样。

1.3.4 阴性样品溶液配制

经检测不含上述 14 种补肾壮阳类药物的样品，

按 1.3.3 供试品溶液配制方法，制得阴性样品溶液。

1.3.5 定性分析

采集 14 个标准物质在 190~400 nm 波长处的光

谱，根据各标准物质的紫外特征吸收光谱图建立光

谱库，当检测到样品有与标准物质保留时间一致的

色谱峰时，即与该标准物质进行光谱匹配度，相似

度达 99% 以上，且峰纯度较高（纯度值为正值）时，

可初步判断此样品中添加了该药物。在初步判定为

阳性的样品中加入检出的非法添加成分的标准物质

溶液，若样品中疑似峰与标准物质色谱峰能完全重

合，并且疑似峰紫外吸收特征谱图不发生变化，则

确证是阳性样品。

1.3.6 定量分析

配制检出成分的标准物质溶液，使标准物质色

谱峰面积与阳性样品中检出成分峰面积接近，以外

标法计算阳性样品中检出成分的含量。

1.3.7 质谱验证

为验证本方法的可靠性，以检出的 7 批阳性样

品为例，进行质谱确证。

色谱条件：色谱柱Agilent ZORBAX Eclipse Plus 
C18（2.1 mm×100 mm，1.8 µm）；流速 0.2 mL/min ；进

样体积 1 µL ；柱温 35 ℃；流动相 A- 甲醇，流动相

B- 体积分数为 1% 甲酸；梯度洗脱程序：0~10 min
（50%A），10~13 min（50%→90% A），13~15.5 min
（90% A），15.5~16.5 min（90%→44% A）。

质谱条件：电喷雾电离正离子模式（ESI+）；多

重反应监测扫描（MRM）；干燥气温度 350 ℃；干

燥气流量 8.5 L/min ；雾化器压力 40 psi ；毛细管电

压 4 kV。母离子、子离子、碰撞能量等见表 2。

表 2  西地那非、他达拉非、盐酸达泊西汀MRM参数

Table 2 The MRM parameters of the Sildenafil, Tadalafil, 
Dapoxetine hydrochloride

检测化合物
母离子
(m/z)

子离子
(m/z)

裂解电
压 /V

碰撞能
量 /eV

西地那非 475.2 283.1/100.1∗ 172 29/40

他达拉非 390.1 268.1∗/169.1 121 8/40

盐酸达泊西汀 306.2 157∗/127 105 26/62

盐酸氟西汀 310.1 148.1/44.1∗ 88 2/9

盐酸舍曲林 306.1 275.1/159∗ 82 8/32

注：∗ 为定量离子。

1.4 数据统计分析

采用 Microsoft Excel 2016 进行数据处理，计算

平均值和相对标准偏差（RSD）；采用 Origin 2021
绘制色谱图。

2  结果与分析

2.1 前处理方法的确定

根据工作经验和查阅文献得出，非法添加药物

的剂量高低不等，部分不法商家为增加隐蔽性，采

用少量或微量添加方式，以减小非法添加药物的浓

度，逃避检测。但为了保证“疗效”，通常会加大

产品的一次性服用剂量。因此，本实验在供试品溶

液制备时以一次性服用量为单次取样量，以保证足

够的检测浓度，避免假阴性情况出现。此外值得注

意的是，某些不法商家会将化学药物涂于胶囊壳上

或添加至胶囊壳中，以增加隐蔽性，所以对胶囊类

保健食品和中成药，测定时，需将胶囊壳与内容物

一同进行前处理，以避免漏检。
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2.2 分组的确定

由于 14 个目标化合物的 pKa 值差异很大，使

用单一的色谱条件难以同时分析目标化合物。因

此，本实验在色谱条件优化的过程中，将目标化

合物分为两组。将那红地那非、红地那非、西地

那非、豪莫西地那非、盐酸达泊西汀、硫代艾地

那非、那莫西地那非，使用色谱条件Ⅰ分离，设

定为Ⅰ组；将氨基他达拉非、他达拉非、枸橼酸

羟基豪莫西地那非、盐酸氟西汀、伐地那非、盐

酸舍曲林和伪伐地那非，使用色谱条件Ⅱ分离，

设定为Ⅱ组。

2.3 色谱条件的建立

2.3.1 色谱柱的选择

 

 

 

图 1 14 个目标化合物在不同色谱柱上的色谱图

Fig.1 The chromatograms of the 14 compounds determined 

by different chromatographic columns

注：a~c 为色谱条件Ⅰ， d~f 为色谱条件Ⅱ。1- 那红地

那非；2- 红地那非；3- 西地那非；4- 豪莫西地那非；5- 盐酸达

泊西汀；6- 硫代艾地那非；7- 那莫西地那非；8- 氨基他达拉非；

9- 他达拉非；10- 枸橼酸羟基豪莫西地那非；11- 盐酸氟西汀；

12- 伐地那非；13- 盐酸舍曲林；14- 伪伐地那非，下同。

本实验选用了 3 种的 C18 色谱柱（250 mm×
4.6 mm，5 µm），分别是 Phenomenex Kinetex C18
柱、Laba SMT C18 柱 和 Agilent HC-C18（2） 柱，

考察了它们对 14 种目标化合物的分离度和峰形的

影响，如图 1 所示。结果显示，3 种色谱柱因硅胶

键合类型和碳载量存在差异，所以分离效果也有所

不同，使用 Agilent HC-C18（2）柱时，14 种化合

物均能实现基线分离，并且呈现较好的峰形。因此，

本实验确定选用 Agilent HC-C18（2）色谱柱进行后

续检测。

2.3.2 流动相的确定

参考国家食品药品监督管理局发布的药品补充

检验方法 [7,8] ，采用的流动相 A 为磷酸三乙胺溶液

（取三乙胺 7 mL 用水稀释至 1 000 mL，用磷酸调

节 pH 值至 2.8）- 甲醇 - 乙腈（60:20:20，V/V/V），
流动相 B 为磷酸三乙胺溶液-甲醇-乙腈（8:46:46，
V/V/V），进行梯度洗脱，流动相组成比较复杂，并

且西地那非和羟基毫莫西地那非分离度差，影响定

量的准确性。程燕等 [28] 、林芳等 [29] 通过对流动相组

成的优化，均以更简单的流动相系统获得了更好的

分离效果，本实验在前人研究的基础上稍作修改，

同样建立了简单的流动相体系，选取乙腈和甲醇作

为有机相，以 10 mmol/L 的乙酸铵缓冲液（含有体

积分数 0.1% 三乙胺）作为水相。通过不断摸索流

动相梯度洗脱程序，最终在此新流动相系统中 14
个化合物的分离度均达 2.5 以上，分离效果较好，

结果见图 1。
流动相的 pH 值会直接影响化合物在其中的

存在形式，可能全部以分子状态存在或者全部以

离子状态存在或同时以两种形式存在，从而改变

化合物在色谱柱上的保留行为，进而影响化合物

的分离效果。本实验涉及到的 14 个化合物的 pKa
值范围跨度较大，部分化合物受 pH 值影响明显，

因此继续考察本实验最适宜的 pH 条件。由于Ⅰ

组 7 个化合物的 pKa 均在 9 以下，考虑在酸性条

件下进行分离，考察了 pH 值为 3.0、4.5、5.0、5.5
时 7 个化合物的分离效果。如图 2 和表 3 所示，

在以上 pH 条件下Ⅰ组的 7 个化合物都具有较大

的分离度，表明在此流动相体系下Ⅰ组的 7 个化

合物对 pH 值的可接受范围较大，具有较好的可

操作性。但综合对比 7 个化合物的分离度，当 pH
值为 5.0 时，各物质中最小分离度值最大，因此

推荐Ⅰ组的最适 pH 值为 5.0。对于Ⅱ组的 7 个化

合物考察 pH 值为 5.5、6.5、7.0、7.5 时各物质的

分离效果。由图 2 和表 3 所示可知，当 pH 值为 5.5
时，他达拉非和枸橼酸羟基豪莫西地那非无法达

到基线分离，伐地那非分离度也较差。当调整 pH
值大于 6.5 时，7 种物质都能实现有效分离，其

中当 pH 值为 7.0 和 7.5 时，各化合物出峰时间分
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布更均匀  [27,28] 。部分 PDE5 的分离效果受流动相

酸度值影响较大，需通过调整流动相的 pH 值以

获得有效分离。此外，考虑到一般碱性环境易破

坏色谱柱硅胶结构的稳定，导致柱效降低，使用

寿命缩短，因此本实验以流动相的 pH 值 7.0 作

为分离Ⅱ组化合物的最佳 pH 条件。

 

.  

 

 

图 2 14 个目标化合物在不同 pH 条件下的色谱图

Fig.2 The chromatograms of the 14 compounds determined 

by different pH

注：a~d 为色谱条件Ⅰ， e~h 为色谱条件Ⅱ。

2.3.3 柱温的选择

不同的柱温会影响化合物在色谱柱上保留的强

弱和色谱柱的柱效，从而影响化合物的分离效果。

为获得最佳的色谱柱温度，本研究考察了 25、30、
35 ℃下 14 个目标化合物的分离情况。由图 3 可知，

柱温在 25 ℃时，他达拉非和枸橼酸羟基豪莫西地

那非的色谱峰完全重合。当温度在 30 ℃及以上时，

14 个化合物均得到有效分离，并且各化合具有更尖

锐的峰形。因此，推荐 30 ℃作为分离 14 种补肾壮

阳类化学药物的色谱柱温度。

 

 

 

图 3 不同柱温下 14 个目标化合物的色谱图

Fig.3 The chromatograms of the 14 compounds determined 

at different column temperatures

注：a~c 为色谱条件Ⅰ， d~f 为色谱条件Ⅱ。

表 3  不同pH值条件下14个化合物的分离度

Table 3 The separation degree of 14 compounds determined at different pH value

pH 值 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

3.5 — 2.9 11.6 2.5 31.9 29.8 35.0 — — — — — — —

4.5 — 3.1 21.1 2.9 19.6 27.6 31.1 — — — — — — —

5.0 — 3.1 36.9 4.3 10.1 29.0 22.4 — — — — — — —

5.5 — 2.9 46.9 8.6 2.8 27.6 8.8 — 12.9 1.3 5.8 1.0 4.2 36.3

6.5 — — — — — — — — 14.2 2.5 5.1 12.0 2.2 25.7

7.0 — — — — — — — — 14.1 2.8 5.4 12.5 5.8 20.5

7.5 — — — — — — — — 14.1 2.9 5.9 12.4 8.0 18.5

注：1- 那红地那非；2- 红地那非；3- 西地那非；4- 豪莫西地那非；5- 盐酸达泊西汀；6- 硫代艾地那非；7- 那莫西地那非；

8- 氨基他达拉非；9- 他达拉非；10- 枸橼酸羟基豪莫西地那非；11- 盐酸氟西汀；12- 伐地那非；13- 盐酸舍曲林；14- 伪伐地

那非。—表示无数据。
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2.3.4 检测波长的选择

采用光电二极管阵列检测器（PDA）对 14 种

补肾壮阳类化学药物在 190~400 nm 波段进行了紫

外光谱扫描。谱图显示，Ⅰ组 7 个目标化合物的最

大吸收波长位于 234~280 nm 之间，在 254 nm 处各

化合物均有较强的紫外吸收和较大的信噪比。因此，

本研究将 254 nm 确定为Ⅰ组的最佳检测波长。Ⅱ

组 7 个目标化合物的最大吸收波长位于 225~236 nm
之间，但当检测波长小于 238 nm 时，流动相有较

强的紫外吸收，基线噪音干扰较大，各化合物的

信噪比相对较低。随着检测波长的增大，基线噪

音干扰逐渐减小。综合考虑各化合物的信号响应

和信噪比，本研究将 238 nm 确定为Ⅱ组的最适检

测波长。

综上，最终确定了 1.3.1 的色谱条件。

2.4 方法学验证

参照中国药典 2020 年版第四部中的分析方法

验证指导原则 [30] 对本研究所采用方法的专属性、线

性、检出限、定量限、回收率、精密度等参数进行

考察。

2.4.1 专属性试验

 

 

 

图 4 混合对照品溶液、阴性样品溶液、阴性样品

加标溶液的色谱图

Fig.4 HPLC chromatograms of mixed reference solution, 

negative sample control solution and negative spiked solution

注：a~c 为色谱条件Ⅰ， d~f 为色谱条件Ⅱ。

专属性实验是指在可能存在其他成分下，采用

的方法能正确测定出被测物的特性，专属性强特指

被测物的特性明显。结果如图 4 所示，阴性样品加

标溶液与混合对照品溶液中各目标物质出峰时间一

致，并且阴性样品的杂质色谱峰与 14 种补肾壮阳

化学药的色谱峰没有保留时间上的重叠，此外还可

以通过PDA谱图排除基质效应对检测的干扰。因此，

本研究所用的方法具有良好的专属性。

2.4.2 线性关系考察、检测限和定量限

采用 HPLC-PDA 分别对混合对照品系列溶液

Ⅰ和混合对照品系列溶液Ⅱ进行分析，以质量浓度

（µg/mL）为横坐标（x），峰面积为纵坐标（y），绘

制标准曲线，并建立线性回归方程。结果如表 4所示，

14 种补肾壮阳类化学药物在所考察的质量浓度范

围内均呈现出良好的线性关系，所有相关系数（r）
均大于 0.9999。将对照品溶液进行逐级稀释，并以

信噪比 RSN ≥ 3 和 RSN ≥ 10 时的质量浓度分别作为检

测限（LOD）和定量限（LOQ）。各种药物的 LOD 和

LOQ 见表 4。对于 14 种化学药物，临床推荐的单次

最小服用剂量为 10~50 mg，如按本实验方法制备供试

品溶液，各化合物的质量浓度在200~1 000 µg/mL之间，

而本研究中各化合物的定量限为 0.05~0.71 µg/mL。
对比可知，起效所需要的最低质量浓度均在各药

物定量限的 1 000 倍以上，因此本方法能完全满

足 14 个非法添加化学药的定性定量检测的灵敏度

要求。

2.4.3 回收率试验

取不含 14 种补肾壮阳类化学药物的阴性样

品约一次服用量，共 9 份，分 3 组，每组 3 份。

分别向每组样本中加入不同体积的混合对照品

储备液Ⅰ或混合对照品储备液Ⅱ，制备成低、中、

高三个水平质量浓度的阴性样品加标溶液，质

量浓度范围分别在 1.3.2 节中的 s3（20 µg/mL）、
s4（40 µg/mL）、s5（80 µg/mL）和 q3（10 µg/mL）、
q4（25 µg/mL）、q5（50 µg/mL） 水 平 上。 对

各加标溶液进行分析，计算各加标溶液中 14 种

补肾壮阳类化学药物的加标回收率和相对标准偏

差（RSD）。如表 5 所示，14 种化合物的回收率均

在 97.8%~102.8% 之 间，RSD 均 小 于 2%（n=3 或

n=9），表明本研究所用方法的准确性良好，能够满

足实际样品测定的定量要求。
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表 4  标准曲线、线性范围、检测限和定量限

Table 3 The regression equations, linear ranges, LODs and LOQs

化合物 线性范围 /(µg/mL) 回归方程 r LOD/(µg/mL) LOQ/(µg/mL)

那红地那非 5~400 y=16 990.8x-4 215.74 1.000 0 0.03 0.08 

红地那非 5~400 y=17 376.3x-1 470.48 1.000 0 0.02 0.05 

西地那非 5~400 y=18 214.5x+11 067.7 1.000 0 0.03 0.09 

豪莫西地那非 5~400 y=19 524.4x+10 195.7 1.000 0 0.03 0.09 

盐酸达泊西汀 5~400 y=2 334.77x-276.120 1.000 0 0.24 0.71 

硫代艾地那非 5~400 y=24 375.6x+2 584.75 1.000 0 0.03 0.09

那莫西地那非 5~400 y=17 733.3x+8 325.58 1.000 0 0.03 0.09 

氨基他达拉非 2.5~250 y=20 801.6x+26 122.6 0.999 9 0.03 0.08 

他达拉非 2.5~250 y=20 580.9x+24 776.1 0.999 9 0.03 0.08 

枸橼酸羟基豪莫西地那非 2.5~250 y=20 595.0x+18 148.2 0.999 9 0.04 0.12 

盐酸氟西汀 2.5~250 y=4 372.10x+4 917.38 0.999 9 0.08 0.26 

伐地那非 2.5~250 y=33 220.6x+28 317.2 0.999 9 0.03 0.08 

盐酸舍曲林 2.5~250 y=2 610.58x+2 116.40 0.999 9 0.25 0.70 

伪伐地那非 2.5~250 y=34 387.3x+30 095.9 0.999 9 0.02 0.07 

表 5  回收率试验结果

Table 4 The results of recovery test

化合物
加标质量浓度 

/(µg/mL)
平均回收率 /% RSD/% 平均回收率 /% RSD/%

（n=3） （n=9）

那红地那非

20 99.7 0.31

100.3 1.6140 102.4 0.54

80 98.7 0.47

红地那非

20 99.8 0.23

100.3 1.4740 102.3 0.54

80 98.9 0.43

西地那非

20 100.1 0.27

100.0 1.7040 101.9 0.56

80 97.9 0.37

豪莫西地那非

20 100.1 0.14

99.9 1.6940 101.9 0.53

80 97.8 0.36

盐酸达泊西汀

20 100.2 0.43

100.7 1.5240 102.8 0.46

80 99.2 0.40

硫代艾地那非

20 99.8 0.23

100.2 1.4240 102.1 0.47

80 98.7 0.37
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化合物
加标质量浓度 

/(µg/mL)
平均回收率 /% RSD/% 平均回收率 /% RSD/%

（n=3） （n=9）

那莫西地那非

20 100.4 0.22

100.3 1.740 102.3 0.49

80 98.1 0.39

氨基他达拉非

10 100.6 0.77

100.4 0.9125 99.4 0.51

50 101.2 0.49

他达拉非

10 101.4 0.58

100.5 1.1525 99.0 0.46

50 101.2 053

枸橼酸羟基豪莫西地那非

10 101.5 0.61

101.0 0.8325 100.4 1.28

50 101.1 0.55

盐酸氟西汀

10 98.9 0.64

100.3 1.4425 99.8 0.77

50 102.1 0.46

伐地那非

10 101.3 0.62

100.6 1.1225 99.1 0.57

50 101.2 0.56

盐酸舍曲林

10 99.5 1.17

100.0 1.3225 98.9 0.35

50 101.5 0.81

伪伐地那非

10 101.4 0.66

100.5 1.1325 99.1 0.46

50 101.2 0.56

s7（400 µg/mL）和 q1（2.5 µg/mL）、q4（25µg/mL）、
q7（250 µg/mL）水平上，每 4 h 测定一次，连续

24 h，作为日内精密度试验；每 12 h 测定一次，连

续 3 d，作为日间精密度试验，计算各组分的峰面

积 RSD。结果如表 6 所示，表明本研究所用的方法

具有良好的精密度。

2.4.5 重复性试验

取同一批号非法添加的阳性样品，独立制备 6
份供试品溶液进行分析，以外标法分别计算含量，

并计算 RSD 值。6 份供试品含量的 RSD（n=6）为

1.1%，表明该方法重复性良好。

2.4.4 精密度试验

仪器精密度：吸取同一回收率试验中的阴性样

品加标溶液，混合对照品Ⅰ组中的加标质量浓度

在 s4（40 µg/mL）水平上，混合对照品Ⅱ组的加标

质量浓度在 q4（25 µg/mL）水平上。连续测定 6 次，

记录 14 个目标组分峰面积，并计算 RSD。结果显示，

14 个化合物的色谱峰峰面积的 RSD（n=6）均低于

2%，说明仪器具有良好的精密度。

日内精密度和日间精密度：分别将混合储备液

Ⅰ、Ⅱ稀释成 3 个质量浓度水平，质量浓度范围分

别在 1.3.2 节中的 s1（5 µg/mL）、s4（40 µg/mL）、

续表 5
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表 6  日内精密度和日间精密度

Table 5 The results of intra-day and inter-day precision

化合物
加标质量浓
度 /(µg/mL)

精密度 (n=6) RSD/%

日内 日间

那红地那非

5 0.35 0.54

40 0.29 0.99

400 0.34 1.18

红地那非

5 0.26 0.68

40 0.27 1.09

400 0.54 1.20

西地那非

5 0.44 0.89

40 0.31 1.00

400 0.28 0.82

豪莫西地那非

5 0.39 0.82

40 0.35 1.07

400 0.27 0.78

盐酸达泊西汀

5 0.95 1.92

40 0.37 1.18

400 0.21 0.57

硫代艾地那非

5 0.41 0.59

40 0.25 1.00

400 0.19 1.24

那莫西地那非

5 0.49 1.82

40 0.32 1.16

400 0.22 0.76

氨基他达拉非

2.5 0.31 0.77

25 0.13 0.52

250 0.19 1.17

他达拉非

2.5 0.47 0.98

25 0.13 0.62

250 0.20 1.19

枸橼酸羟基豪
莫西地那非

2.5 0.28 1.03

25 0.25 0.65

250 0.24 1.06

盐酸氟西汀

2.5 0.65 0.39

25 0.25 0.53

250 0.22 1.24

伐地那非

2.5 0.26 1.03

25 0.16 0.60

250 0.25 1.09

盐酸舍曲林

2.5 0.55 1.02

25 0.24 0.49

250 0.20 0.97

伪伐地那非

2.5 0.45 1.03

25 0.17 0.54

250 0.20 1.17

2.5 实际样品检测

采用本方法对 91 批样品进行检测分析，结果在

10 批市购中成药中均未检出非法添加药物，在 81 批

保健品中共检出 7 批阳性样品，3 种非法添加药物。

在 1 批片剂中检出西地那非（1.71 mg/g）、1 批丸剂

中检出西地那非 （22.94 mg/g）、2 批胶囊剂中检出

他达拉非（4.88、8.79 mg/g）、2 批片剂中检出盐酸

达泊西汀（25.46、17.33 mg/g）、1 批胶囊剂中同时检

出西地那非（18.88 mg/g）和他达拉非（16.25 mg/g）。
其中，他达拉非 72 h 内推荐服用剂量为 10 mg，最

大不超过 20 mg，且不宜连续每日服用，按照该阳

性样品说明书推荐服用量计算，每次摄入他地那非

33.30 mg，超过临床使用剂量 3 倍。对上述阳性样

品采用 UPLC-MS/MS 检测，样品中母离子和 2 对子

离子均有检出，离子丰度比符合要求，均得到确证，

检测结果与使用本研究的 HPLC 方法一致，表明本

方法结果准确可靠。从检验结果可知，中成药样品均

未检出非法添加药物，其原因可能与样品均采购自

正规药店和样本量不充分有关。中成药属于特殊商

品其质量直接关系用药安全，因此对中成药中是否

含有非法添加药物的检验具有十分重要的意义。保

健品的阳性检出率为 8.6%，检出率较高的原因可能

是样品均来自稽查的可疑产品，但任可看出补肾壮

阳类保健品中非法添加现象依然存在。并且检测出 1
种 SSRIs，表明扩充其非法添加药物的筛查范围具有

十分重要的现实意义，可进一步加强对保健食品质

量安全的监管。此外，非法添加药物剂量差异较大，

尤其是多物质、超剂量的添加具有严重的安全隐患，

因此需进一步加强对补肾壮阳类保健品的监查力度。

3  结论

本研究建立了一种检测保健食品和中成药中 14
种常见的补肾壮阳类化学药物的高效液相色谱-光电

二极管阵列检测方法。涵盖了补充检验方法 2009030
中 11 种 PDE5 和检测标准以外的 3 种典型的 SSRIs。
相比于补充检验方法 2009030，本研究通过色谱条件

的优化，简化了流动相体系，并得到更好的分离效果。

此外，通过方法学验证，以及质谱确证，证明了该

方法灵敏度、精密度和准确度等参数均能完全满足

实际检测的需要。将该方法用于 91 批实际样品检测，

在其中检测出 2 种 PDE5，1 种 SSRIs，其添加量从

微量到超量不等。综上，本方法准确性高、操作简单、

适用性广，可及时有效应用于保健食品和中成药监管
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中，为基层市场监管提供强有力的技术支持，对保障

食品和药品安全具有较强的现实意义。
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