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高效液相色谱-串联质谱测定香辛料中的去甲乌药碱 
 

杨明，陈丹，涂凤琴，伊鋆，董秋花，卢跃鹏，杨永，王煜红，江小明 

（武汉食品化妆品检验所，湖北武汉 430012） 

摘要：建立了高效液相色谱-串联质谱（HPLC-MS/MS）快速测定香辛料中去甲乌药碱的分析方法。实验优化了样品前处理条件

和色谱质谱条件。在优化条件下，样品经体积比为 80%甲醇-水提取，纯水进行一定倍数的稀释，以 Waters XBridge C18（150 mm×2.1 

mm，5 μm）色谱柱分离，电喷雾正离子扫描，多反应监测（MRM）模式检测，基质匹配标准溶液外标法定量，实现了香辛料中去

甲乌药碱的精确定量分析。去甲乌药碱在 0.05~20.0 ng/mL 范围内线性关系良好，相关系数为 0.9999，方法检出限为 0.7 µg/kg，定量

限为 2.33 µg/kg，在 3 个添加水平条件下八角的平均回收率为 91.80%~99.97%，相对标准偏差为 1.43%~2.35%。该方法简单、灵敏、

准确性高、稳定性好，适用于香辛料中去甲乌药碱的测定。 
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Abstract: A rapid analytical method for determination of higenamine in spices had been developed by high performance liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry (HPLC-MS/MS) in this work. The sample pretreatment conditions and the HPLC-MS/MS 

conditions were optimized. The sample was extracted with 80% methanol water by volume, and then diluted with pure water for a certain 

number of times. The target compound was separated on a Waters XBridge C18 (150 mm×2.1 mm, 5 μm) column, and determined using 

electrospray ionization (ESI) source in positive mode with the multiple reaction monitoring (MRM) acquisition mode. It was quantified with the 

matrix-matched external standard method, which was performed to accurately quantify higenamine in spices. The results showed that this 

method exhibited a good linearity in the range of 0.05~20.0 ng/mL, with the correlation coefficients (r) of 0.9999. The limit of detetion (LOD, 

S/N=3) were 0.7 µg/kg, and the limit of quantitation (LOQ, S/N=10) were 2.33 µg/kg. At the three spiked levels, the average recoveries of star 

anise were in the range of 91.80%~99.97% with the relative standard deviations of 1.43%~2.35%. The method is simple, sensitive, accurate, 

stable and suitable for the rapid determination of higenamine in spices. 
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安全检验与研究 

困扰和阻碍着竞技体育的健康发展。检测并杜绝食源

性兴奋剂不仅是运动员日常管理服务的重要内容，更

是国内外大型体育赛事的重要战略任务。去甲乌药碱

（Higenamine，HG）属于苄基异喹啉类生物碱，是一

种天然的生物碱，能够刺激 β受体，能够抑制血小板 
聚集、血栓形成[1]、iNOS mRNA 的表达[2]和脂多糖 
LPS 诱导一氧化氮产生[3]等，对心血管产生正力、正

时性作用[4]，增加心输出量和心率[5,6]，在临床上常被
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用作强心剂、利尿剂、镇痛剂和降压剂等[7-13]，会对

运动员成绩造成影响。世界反兴奋剂机构（World 
Anti-Doping Agency，WADA）在《2019 年禁用清单

国际标准》中已将HG明确列为β2激动剂类禁用物质。

去甲乌药碱主要存在于南天竹、番荔枝、莲、花椒、

胡椒、桂皮、八角等天然植物中[14-16]，这些植物是中

药材或者日常食用调味品的组成部分，正因为这些天

然食材中存在去甲乌药碱可能会导致运动员误食而出

现兴奋剂事件，因此，必须提前避免运动员食用含去

甲乌药碱的食材，以杜绝食源性兴奋剂事件的发生。 
日前，国内外还未出台食品中去甲乌药碱的相关

检测标准，且关于测定去甲乌药碱的方法报道也较少，

目前的分析方法有 HPLC-UV（high performance liquid 
chromatography-ultraviolet）法[17]、HPLC-FLD（high 
performance liquid chromatography-fluorescence 
spectrometry method）法 [18,19] 、HPLC-ECD（ high 
performance liquid chromatography-electrochemical 
method）法[20]和 LC-MS(liquid chromatography-mass 
spectrometry)法等[21]。其中 HPLC-UV、HPLC-FLD 和

HPLC-ECD 三种方法操作复杂且灵敏度偏低，不适用

于含量较低的去甲乌药碱试样分析；LC-MS/MS 法因

其具有灵敏度高、通用性强、选择性好和抗干扰能力

强等特点已被广泛应用于运动员的血样、尿样[22]以及

各类保健品[23]和食品的分析中。 
该实验利用高效液相色谱-串联质谱（HPLC- 

MS/MS）的高选择性、高灵敏度和强抗干扰能力等特

点，在MRM多反应监测模式下，建立了HPLC-MS/MS
快速测定香辛料中去甲乌药碱的分析方法。该方法操

作简便、灵敏度高、重现性好、分析速度快，适用于

香辛料的检测，不仅能够筛选出适合运动员使用的食

材，而且也能够为我国体育赛事食品安全保障工作和

相关标准的制修订提供有效的技术支撑。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

去甲乌药碱标准品（纯度 98.0%，First Standard
品牌标准品），购于天津阿尔塔科技有限公司；甲醇、

乙腈（色谱纯），德国 Merck 公司；甲酸（色谱纯），

美国 Sigma-Aldrich 公司；去离子水（18.2 MΩ·cm）

由 Milli-Q 超纯水系统制得。桂皮、八角、花椒、十

三香、黑胡椒、白胡椒、孜然粉、香叶和干辣椒 9 种

香辛料均从市场上随机抽取。 

1.2  仪器与设备 

SCIEX 6500 QTRAP 串联质谱仪(配有可用于电

喷雾电离的 Turbo V 离子源），美国 AB SCIEX 公司；

LC 30A 液相色谱仪，日本岛津公司；Allegra X-15R 
Centrifuge 离心机，美国贝克曼库尔特公司；

Vortex-Genie 2 涡旋振荡器，美国 Scientific Industries
公司；PM5-2000TL 超声波清洗器，普律玛仪器公司；

Milli-Q 超纯水系统，美国 Millipore 公司；电子天平，

梅特勒-托利多仪器有限公司。 

1.3  标准溶液配制 

准确称取适量的去甲乌药碱标准品，用甲醇溶解，

配制质量浓度约为 10 μg/mL 的标准储备液，于-18 ℃
保存。临用时，移取适量的标准储备液用空白样品基

质提取液配制系列浓度的基质匹配标准工作溶液，现

用现配。 

1.4  样品前处理 

称取试样 2.0 g(精确到 0.01 g)于 50 mL 具塞塑料

离心管中，加 10 mL 体积比为 80%甲醇-水，涡旋混

匀，超声提取 30 min，4000 r/min 离心 5 min，取全部

上清液于 50 mL 容量瓶中，加纯水至刻度，摇匀，取

溶液适量用 0.22 μm 的微孔滤膜过膜，滤液供 HPLC- 
MS/MS 测定。实验中所有样品均采用 3 个平行组。 

1.5  仪器条件 

1.5.1  色谱条件 
色谱柱：Waters XBridge C18 (150 mm×2.1 mm，

3.0 μm)；柱温：40 ℃；进样量：5 μL；流动相：A-0.1%
甲酸水；B-0.1%甲酸甲醇；流速：0.5 mL/min；梯度

洗脱程序：0~1.0 min，3.0% B；1.0~1.5 min，
3.0%~15.0% B；1.5~5.0 min，15.0%~70.0% B；5.0~5.5 
min，70.0%~98.0% B；5.5~7.5 min，98% B；7.5~7.6 
min，98%~3.0% B；7.6~10.0 min，3.0% B。 
1.5.2  质谱条件 

电离源：ESI 正离子模式；扫描方式：多反应监

测(MRM)模式；电喷雾电压(IS)：5500 V；雾化气

(GS1)：60.0 psi；气帘气压力(CUR)：35 psi；碰撞气

体(CAD)：Medium；辅助气流速(GS2)：50 psi；离子

源温度(TEM)：550 ℃；定量离子：m/z 272.1>m/z 107.0，
去簇电压：50 V，碰撞能：31 V；定性离子：m/z 
272.1>m/z 255.1，去簇电压：50 V，碰撞能：20 V 

2  结果与讨论 

2.1  色谱条件的优化 
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该实验选择 Waters XBridge C18 (150 mm×2.1 
mm，3.0 μm)色谱柱对去甲乌药碱进行分离分析，并

比较了去甲乌药碱在乙腈-水与甲醇-水流动相体系中

的色谱分离效果。结果表明，目标化合物在甲醇-水流

动相体系中分离效率较高。进一步考察流动相中添加

不同含量的甲酸对分离效果的影响。结果表明目标化

合物在 0.1%甲酸水-0.1%甲酸甲醇组成的流动相中分

离效率高、峰形良好、保留时间稳定且质谱响应高。

由于样品基质较为复杂，为了减少复杂基质的干扰、

减少对色谱柱以及检测器的损害，该实验采用八角的

基质提取液加标 0.1 μg/mL 作为基质样品，通过检测

离子对 m/z 272.1>m/z 255.1、m/z 272.1>m/z 107.0 的色

谱分离情况来考察不同流动相梯度条件下基质对去甲

乌药碱的干扰情况。结果表明，从 3%B 直接提升至

98%B 的洗脱过程中，会出现基质提取液中存在干扰

峰且与目标物去甲乌药碱未完全分离，影响结果的判

定，故将洗脱程序 3% B 提升至 98% B 分为由 3.0% B
提升至15.0% B 0.5 min，15% B提升至70% B 3.5 min，
70%提升至 98% 0.5 min 三个阶段，最终确定 1.5.1 中

的梯度洗脱程序。因此，该实验采用 0.1%甲酸水和

0.1%甲酸甲醇作为流动相，目标化合物可实现良好分

离，峰形对称。去甲乌药碱在 MRM 模式下的色谱图

见图 1 所示。 

 
图 1 去甲乌药碱多反应监测（MRM）色谱图 

Fig.1 Chromatographs of higenamine with MRM acquition 

mode 

2.2  质谱条件的优化 

表 1 去甲乌药碱的母离子、子离子等重要质谱参数 

Table 1 Precursor ions, products ions, and other important MS 

parameters of higenamine 

分析物 母离子 
/(m/z) 

子离子 
/(m/z) 

去簇电压 
/V 

碰撞能 
/V 

去甲乌药碱 
272.1 107.0* 50 31 

272.1 255.1 50 20 

注: *表示定量离子。 

利用针泵进样将 1.0 μg/mL 的去甲乌药碱标准样

品注入质谱仪中优化质谱参数。首先选择全扫描模式

确定去甲乌药碱的母离子。结果表明去甲乌药碱在正

离子（ESI+）扫描模式下的质谱响应较高，且将 m/z 
272.1 作为去甲乌药碱的母离子。根据二级质谱扫描获

得二级碎片离子，选取响应较高、干扰小的两个碎片

离子 m/z 107.0 和 m/z 255.1 作为监测离子对，m/z 
272.1>m/z 107.0 为定量离子对，m/z 272.1>m/z 255.1
为定性离子对，并进一步优化每个离子对的最佳去簇

电压（DP）、碰撞能量（CE）等质谱参数（相关参数

见表 1 所示）。 

2.3  提取方式的优化 

 
图 2 不同比例的甲醇水对提取回收率的影响 

Fig.2 Effect of different proportions of methanol water on 

recovery rate of extraction 

在优化样品提取条件阶段，该实验以去甲乌药碱

的提取回收率情况作为判断标准，向空白样品中添加

标准品去甲乌药碱 10 μg/kg 作为模拟样品进行考察。

去甲乌药碱是植物中一种天然的生物碱[24]，其油水分

配系数（log P）为 2.32，解离常数（pKa）为 9.72，
是一种较强极性的化合物，故提取溶液应该采用极性

溶剂。实验初期采用甲醇-水体系和乙腈-水体系作为

提取剂，并考察了这两种不同提取液对去甲乌药碱的

提取效果，结果发现甲醇-水溶液为提取溶液时的回收

率均优于乙腈-水。同时进一步比较了不同体积比的甲

醇-水溶液对去甲乌药碱的提取效率。结果如图 2 所

示，当提取溶剂中甲醇比例低于 60%时，提取效果差，

提取回收率均小于 80%；且 40%甲醇-水提取回收率

最低，提取回收率仅为 50%；而当甲醇-水体积比例为

80%时，去甲乌药碱的提取回收率最高，为提取回收

率为 95%，因此采用 80%甲醇-水溶液作为提取溶剂。

同时该实验也进一步考察了利用固相分散萃取技术来

净化提取液，结果发现 PSA、GCB、C18、Florisil 等
固相吸附剂对去甲乌药碱有不同程度的吸附，故不采

用这些固相吸附剂作为净化手段，因此本实验选择上
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机测试前对样品进行稀释，以减少检测干扰和降低基

质效应，确保结果的准确性。 

2.4  其他条件的选择 

采用空白样品中添加标准品及阳性样品花椒对提

取前不浸泡、浸泡 0.5 h 以及浸泡 1 h 的提取效率进行

了考察，其提取效率分别为 93.5%、92.6%和 94.1%，

结果表明浸泡时间的长短对去甲乌药碱的提取没有影

响，因此改实验的前处理过程不采用浸泡样品，而是

直接提取样品。 
采用空白样品中添加标准品及阳性样品花椒考察

了超声时间 25、30、45 和 60 min 的提取效率，结果

表明，超声时间对去甲乌药碱的提取没有明显影响，

因此，该实验选择 30 min 作为超声提取时间。 

2.5  基质效应 

基质效应（Matrix Effect，ME）指目标分析物以

外的其他组分对分析信号引起的增强或抑制现象，通

常以基质标准曲线斜率与溶剂标准曲线斜率的比值来

进行评价。若 ME 在 0.85~1.15 之间，基质效应可以

忽略。反之，基质效应不可忽略[25]。该实验用不同空

白基质提取液与纯溶剂分别配制系列浓度的混合标准

工作溶液，通过比较标准曲线的斜率来评价基质效应。

结果表明：以八角为例，八角基质对去甲乌药碱都存

在较强的离子增强效应，ME 为 1.24，大于 1.15。因

此，该实验采用基质匹配标准工作溶液作校准曲线来

降低基质效应对测定结果的影响。 

2.6  方法学考察 

用空白基质提取液配制系列浓度的去甲乌药碱混

合标准工作溶液，以峰面积(y)为纵坐标，质量浓度(x)
为横坐标绘制基质标准工作曲线。结果表明，八角空

白基质标曲中去甲乌药碱浓度与对应的峰面积呈现良

好的线性关系，线性相关系数（r）为 0.9999。以 3 倍

信噪比（S/N）计算检出限（LOD），以 10 倍信噪比

（S/N）计算定量限（LOQ），该方法去甲乌药碱检出

限（S/N≥3）为0.7 µg/kg,定量限（S/N≥10）为2.33 µg/kg。
选取阴性八角样品添加三个浓度水平的混合标准溶

液，每个加标水平设置 6 个平行样，以考察方法的回

收率和精密度。结果见表 2，以八角空白基质提取液

配制系列标曲，外标法定量，得出平均回收率为

91.80%~99.97%，相对标准偏差为 1.43%~2.35%。根

据 WADA 2019 年对尿液中去甲乌药碱的检测限量要

求（10 μg/L）[26]，方法回收率高、精密度高，完全满

足香辛料中去甲乌药碱的监测要求。阳性样品中去甲

乌药碱的提取离子流图如图 3 所示。 

 
图 3 阳性样品中去甲乌药碱的提取离子流图 

Fig.3 Extracted ion chromatograms of higenamine in positive 

sample 

表 2 去甲乌药碱的线性范围、线性方程、检出限、定量限、加标回收率及相对标准偏差 

Table 2 Linear ranges, regression equations, limits of detection, limits of quantification, recoveries and the relative standard deviations 

of higenamine 

分析物 
线性范围 

/(ng/mL) 
线性方程 

相关 

系数 

LOD 

/(µg/kg) 

LOQ 

/(µg/kg) 

低(1.0 µg/kg)  中(10.0 µg/kg)  高(50.0 µg/kg) 
回收 

率/% 

RSD 

/% 

回收 

率/% 

RSD 

/% 

回收 

率/% 

RSD 

/% 

去甲 
乌药碱 

0.05~20.0 y=8.63×104x+ 
1.11×103 0.9999 0.7 2.33 91.80 1.43 

 
99.97 1.44 

 
95.69 2.35 

2.7  实际样品测定 

利用该实验建立的方法对市场上购买的 9 种香辛

调味料样品进行检测，共检出 6 份阳性样品，如图 4
所示，其中花椒、桂皮、十三香、黑胡椒、白胡椒和

香叶均有检出，检出含量分别为 1050 µg/kg、10 µg/kg、
49.8 µg/kg、778.6µg/kg、223 µg/kg 和 660 µg/kg，剩

下 3 种香辛调味料均未检出。因此，香辛料中天然存

在的去甲乌药碱可能会造成运动员误服，应该引起重

视，尽量避免食用含去甲乌药碱的食材。 
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注：a：花椒（1050 μg/kg）；b：桂皮（10 μg/kg）；c：

黑胡椒（778.6 μg/kg）；d：白胡椒（223 μg/kg）；e：香叶（

660 μg/kg）；f：十三香（49.8 μg/kg）。 

图 4 6份阳性样品的检出情况 

Fig.4 Detection of 6 positive samples 

3  结论 

该实验建立了 HPLC-MS/MS 快速测定香辛料中

去甲乌药碱的分析方法。实验分别对样品前处理方法、

色谱质谱条件进行了优化，采用多反应监测模式检测，

空白基质匹配标准溶液外标法定量，能够同时完成香

辛料中去甲乌药碱的定性和定量分析。该方法简单快

速、灵敏可靠，为去甲乌药碱残留的测定节约了分析

时间，可广泛应用于香辛料中去甲乌药碱的测定和快

速批量筛查，为我国体育赛事食品安全保障工作和相

关标准的制修订提供有效的技术支撑。 
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