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(57)摘要

本发明涉及超高效液相色谱‑四级杆‑飞行

时间高分辨质谱法测定保健食品中非法添加成

分的方法，包括如下步骤：(1)配制221种对照品

单标储备溶液，按照浓度梯度配制混合标准工作

溶液和多份标准系列溶液；(2)建立色谱分离条

件和质谱条件；(3)建立一级谱库；(4)建立二级

高分辨质谱数据库。本发明的有益效果是：运用

超高效液相色谱‑四级杆‑飞行时间高分辨质谱

法建立保健食品中221种非法添加化学成分的检

测方法，并建立相应非法添加化学物质的高分辨

质谱数据库。对比高分辨质谱数据库中相应的特

征碎片离子，能够对保健食品监督抽检和风险监

测的221种非法添加化学物质进行定性和定量风

险筛查和测定。能够更有针对性，更快速有效地

对保健品非法添加成分进行准确的分析检测，使

得成分检测分析更快速。过程简单，检测精度高，

检测灵敏。
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1.超高效液相色谱‑四级杆‑飞行时间高分辨质谱法测定保健食品中非法添加成分的

方法，其特征在于，包括如下步骤：

标物配置  分别称取  221种对照品  10 .0  mg，用甲醇定容至  10  mL，配制成单标贮备

液；以甲醇为溶剂，将221种单标贮备液稀释为100倍，即得10 μg  /mL  的混合标准工作溶

液；

建立色谱分离条件、质谱条件:  仪器名称：Agilent  1290  Infinity  IILC‑6545Q‑TOF/

MS 液相色谱‑质谱联用仪，配有双喷射电喷雾电离源；

确认了  221种非法添加化合物的一级质谱、一级精确质荷比、同位素丰度比、保留时间

和质量数误差；

建立高分辨质谱数据库；

在优化好的色谱分离条件下对221种非法添加化合物标准溶液进行分析，获得  221种

化合物的保留时间、精确分子质量以及离子化模式，采集不同碰撞能量10，20，40  V  下的目

标化合物的二级质谱图，利用Masshunter定性软件提取每个化合物3个碰撞能量下的二级

谱图，同时利用分子式生成功能计算出子离子碎片的理论分子式，再将转化好的理论值导

入到PCDL数据库中，从而建立高分辨质谱数据库，用于待检样品的数据库匹配确证。

2.根据权利要求1所述的超高效液相色谱‑四级杆‑飞行时间高分辨质谱法测定保健食

品中非法添加成分的方法，其特征在于，所述建立色谱分离条件为:  流动相:  A  相为体积

分数  0 .1%  甲酸水溶液+2mmol甲酸铵，B  甲醇；  流速0.4  mL  /min；  色谱柱:  Zorbax 

Eclipse  Plus  RRHD  C18 型号为3.0  x  150  mm  1.8 μm；  柱温  40℃  ；洗脱方式为梯度洗脱

如下表：

进样体积  1 μL；

质谱条件：
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3.根据权利要求1所述的超高效液相色谱‑四级杆‑飞行时间高分辨质谱法测定保健食

品中非法添加成分的方法，其特征在于，所述建立高分辨质谱数据库的方法是：在色谱分离

条件下对221种非法添加化合物标准溶液进行分析，获得  221种化合物的保留时间、精确分

子质量以及离子化方式，采集不同碰撞能量10、20  和  40  V  下的目标化合物的二级质谱

图，利用Masshunter定性软件提取每个化合物3个碰撞能量下的二级谱图，同时利用分子式

生成功能计算出子离子碎片的理论分子式，再导入PCDL数据库中选择导入计算的理论值，

从而建立高分辨质谱数据库，用于待检样品的数据库匹配确证。
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超高效液相色谱‑四级杆‑飞行时间高分辨质谱法测定保健食

品中非法添加成分的方法

技术领域

[0001] 本发明属于保健品非法添加检测技术领域，对食品中非法添加化学成分的检测方

法的开发。

背景技术

[0002] 保健食品是由天然营养成分和特殊活性物质所构成的，它区别于药品的最大一个

特点是：它不含有任何药物成分,  不具备治疗的功用,  不能对人体造成任何伤害和副作

用。我国GB16740‑2014《食品安全国家标准  保健食品》中第2.1  条将保健食品定义为:  声

称并具有特定保健功能或者以补充维生素、矿物质为目的的食品。由于保健食品属性的特

殊性,  某些商家受利益驱使,  选择在保健食品中添加违禁药物来达到提高其产品功能性

的目的。随着我国人民生活水平的提高，保健意识愈发强烈，保健品成为当今社会流行的保

持身体健康的产品,得到大众的喜爱。同时近些年跨境电商零售进口商品中保健食品比例

逐年攀升。但保健食品虚假宣传，滥用西药成分等问题层出不穷，致使部分我国国内市场的

保健食品在安全性、质量可控性上存在一定的风险，甚至在配方的科学性和保健功能上可

能缺乏一定的临床验证，为人民健康生活带来安全隐患。

[0003] 国家食品药品监督管理局在2009年颁布了药品补充检验标准,  规定了非法添加

的11种补肾壮阳类化学药检测方法。2018年颁布了《食品中那非类物质的测定》（BJS 

201805）包含了90种那非类非法添加物质。出口保健食品检验标准、国家批准的文件及国家

补充检验标准采用的检测方法主要为高效液相色谱法和高效液相色谱串联质谱法，这些方

法通常适合在有对照品或标准物质的情况下，对已知目标物的检测，分析成本高、研究扩展

性不强。保健食品种类繁多，而且还处于增长的态势，标准中涉及到的非法添加物质的主要

包括：减肥类、降糖类、降血压类、降血脂类、安神类以及壮阳类。涉及到的类别只是其中一

类中的部分非法添加物，对于日益繁杂的保健品市场，添加的非法添加物类别出现多种的

态势，尤其针对不法分子在保健食品中添加其他化合物的衍生物或相似物的情况，往往会

因现有检测方法的局限性而导致监管困难。但高通量识别和非目标成份激素类的检测鉴定

方法尚没有建立。因此迫切需要建立非法添加化学物质多剂型、多指标的定量检测方法。

发明内容

[0004] 为了能够快速检测多种保健食品中的非法添加物，本发明提供了一种超高效液相

色谱‑四级杆‑飞行时间高分辨质谱法测定保健食品中非法添加成分的方法，本发明优化样

品前处理、色谱、质谱等条件，完成方法学验证，并建立相应非法添加化学物质的高分辨质

谱数据库。对比高分辨质谱数据库中相应的特征碎片离子，能够对保健食品监督抽检和风

险监测221种非法添加化学物质进行定性和定量风险筛查和测定。这221种非法添加物均是

实际检测工作中被检测或剖析出来的成分，如西布曲明和西地那非的被检出频率最高；氟

米松等激素类检测方法尚无标准。保健食品中最常见的添加物，其中包括降血糖类27种、降
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血脂类6种、降血压类12种，安神类22种，减肥类30种，激素类40种，壮阳类84种。不同功能种

类的221种非法添加物质能一种方法一次检测,既方便又利于操作。

[0005] 本发明的具体技术方案是：一种超高效液相色谱‑四级杆‑飞行时间高分辨质谱法

测定保健食品中非法添加成分的方法，包括如下步骤：

(1)标物配置分别称取 221种对照品 10.0 mg，用甲醇定容至 10 mL，配制成单标

贮备液；以甲醇为溶剂，将221种单标贮备液稀释为100倍，即得10 μg /mL 的混合标准工作

溶液；

(2) 建立色谱分离条件、质谱条件: 仪器名称：Agilent 1290 InfinityIILC‑

6545Q‑TOF/MS 液相色谱‑质谱联用仪，配有双喷射电喷雾电离源；

色谱分离条件: 流动相: A 相为体积分数 0.1% 甲酸水溶液+2mmol甲酸铵，B 甲

醇； 流速0.4 mL /min； 色谱柱: Zorbax Eclipse Plus RRHD C18 （3.0 x 150 mm 1.8μm) 

； 柱温 40℃ ； 洗脱方式为梯度洗脱；

进样体积 1 μL；

质谱条件：
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本发明采用Zorbax  Eclipse  Plus  RRHD  C18（3.0  x  150  mm  1.8μm)  柱，兼顾不同

极性化合物性质，比较理想的实现了色谱保留和分离。221种化合物的理化性质差别大，在

色谱柱上保留特征也不同，为得到理想的色谱峰及合适的分离度，对比选择了性质不同的

色谱柱，考察其保留行为及分离情况。下表为不同色谱柱检测结果：

结果表明:  二甲双胍、阿卡波糖、伏格列波糖、烟酸等极性较强的化合物保留性极

小，容易受色谱前期极性共流出物干扰；另有氯地那非部分化合物由于结构原因，有峰形拖

尾严重等情况。伪伐地那非与那莫西地那非互为同分异构体，经优化后为17 .66min  ,

18.65min，可实现色谱基线分离。这样他们用一般的色谱柱会出现检测不准确的问题。

[0006] 本发明采用Zorbax  Eclipse  Plus  RRHD  C18（3.0  x  150  mm  1.8μm)  柱时兼顾不

同极性化合物性质，适合检测221种物质。

[0007] 本发明添加甲酸铵和甲酸的流动相，从而提升离子化效率和检测灵敏度。221种化

合物的性质不同，检测时对流动相的要求也不同，考虑到221种化合物的色谱行为和离子化

程度。最后流动相加入甲酸会提高正离子物质的灵敏度，加入甲酸铵可提高负离子物质的
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灵敏度。流动相中添加低浓度甲酸铵，除了有利于提供缓冲体系外，还可以促进达格列净、

曲格列酮、环格列酮等在离子化过程中产生[M+NH4]+峰，从而提升离子化效率和检测灵敏

度。比较0.02%、0.05%、  0.1%、0.5%甲酸水溶液发现随着甲酸浓度的增加，保留时间降低至

30min以内，分辨度加大。但是当浓度增加到  0.5%以后,  检测灵敏度差。优化甲酸铵含量，

比较1mmol、2mmol、3mmol，最终2mmol可以将221种物质的分离较好,  出峰时间缩短且分析

时间适中，特征离子的峰型保持较好，满足221种化合物的准确检测灵敏度。最后通过优化

后确定流动相及梯度洗脱程序。

[0008] 本发明采用  All  Ions  MS/MS模式中设置碰撞能量获得化合物二级质谱的信息。

该模式可以选择多个碰撞能通道进行采集，根据目标物的保留时间、加合离子和碎片离子

的精确分子量等信息与数据库进行检索比对，最终对化合物进行确证。不同碰撞能量，增加

化合物判定准确性，确认性。比如在实际工作中，我们会遇到在某个能量下，某个物质会有

相同的子离子，这就需要在其他能量下扫描该物质，做再次确认。我们的方法经过三种不同

碰撞能量扫描，对保健品221种非法添加化学物质进行确认。保证检测物质的准确性，避免

出现假阳性的可能。

[0009] 本发明优化确定10V、20V、40V三种能量使谱图信息量更加充分和准确。我们对221

种化合物设定三种不同能量值，根据化合物结构的键能稳定性进行的选择。一般情况结构

化学键键能越稳定，需要打碎的能量越高，键能越低，需要打碎的能量越低。碰撞能较低时，

采集到的碎片离子较少，造成特征性碎片较少，响应不明显。最终用于定性的离子可能会偏

少，导致定性信息不充分。如果碰撞能较高，化合物的主要定性离子强度降低，同时相对分

子量较低的碎片离子增加，而基质中的干扰峰通常处于较低相对分子质量端，这会对化合

物的定性产生干扰。优化后可见母离子和子离子碎片谱图，其中母离子碎片相应占到碎片

最高峰相应的20%，此情况能使谱图信息量更加充分和准确。针对要检测的221种物质，数量

庞大，性质各不相同，对比优化了在20V、10Ｖ和20Ｖ双碰撞能通道下、10Ｖ、20Ｖ和40Ｖ三

碰撞能通道下和10V、20V、50V三碰撞能通道下采集所筛出非法添加化合物和假阳、阴性非

法添加化合物的占比情况。可以看出，在10Ｖ、20Ｖ和40Ｖ三碰撞能通道下，可筛查出非法

添加化合物的占比明显高于其他情况，可以使得一些相对稳定的化合物产生较强的特征二

级碎片离子，有助于对化合物进行同时基于母离子和二级碎片离子的准确判断定性。根据

在不同数量和碰撞能量下有不同的结果，为得到每种物质的理想灵敏度，实验最终优化采

用碰撞能量在10V、20V、40V。下表为不同碰撞能下准确筛查筛查结果：

（3）确认了  221种非法添加化合物的一级质谱、一级精确质荷比、同位素丰度比、

保留时间和质量数误差；

（4）建立高分辨质谱数据库

在色谱分离条件下对221种非法添加化合物标准溶液进行分析，获得  221种化合
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物的保留时间、精确分子质量以及离子化方式，采集不同碰撞能量(10、20 和 40 V 下的目

标化合物的二级质谱图，利用Masshunter定性软件提取每个化合物3个碰撞能量下的二级

谱图，同时利用分子式生成功能计算出子离子碎片的理论分子式，在导入PCDL数据库中选

择导入计算的理论值，从而建立高分辨质谱数据库，用于待检样品的数据库匹配确证。

[0010] 以下是221种保健品种的分子式、保留时间（ｔ）、定量离子和定性离子

表1 编号1‑36保健品种的分子式、保留时间（ｔ）、定量离子和定性离子
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表2编号37‑72保健品种的分子式、保留时间（ｔ）、定量离子和定性离子

表3  编号73‑100保健品种的分子式、保留时间（ｔ）、定量离子和定性离子
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表4 编号101‑127保健品种的分子式、保留时间（ｔ）、定量离子和定性离子
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表5  编号128‑157保健品种的分子式、保留时间（ｔ）、定量离子和定性离子
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表6  编号158‑182保健品种的分子式、保留时间（ｔ）、定量离子和定性离子
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表7  编号183‑204保健品种的分子式、保留时间（ｔ）、定量离子和定性离子
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表8  编号205‑221保健品种的分子式、保留时间（ｔ）、定量离子和定性离子
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产品检测前需要对产品进行前处理，前处理方法为：

待测样为片剂、颗粒剂、胶囊内容物，取样品研细后准确称取混合均匀的试样1g

（精确至0.01  g）于50  mL  棕色容量瓶中，加入20  mL 甲醇，超声10  min，冷却至室温，甲醇

定容至刻度，过0.22μm有机系滤膜供仪器测定。

[0011] 待测样为液体，准确称取一次口服剂量样品于50  mL  棕色容量瓶中，加入

20  mL 甲醇，超声10  min，冷却至室温，甲醇定容至刻度，过0.22μm有机系滤膜供

仪器测定。

[0012] 待测样为胶囊，如需测量胶囊壳非法添加物的含量，将样品胶囊壳混合研细，

加三氯甲烷20ml，超声处理10min，过滤后取滤渣，挥干三氯甲烷，用5ml甲醇复溶，

过0.22μm有机系滤膜供仪器测定。

[0013] 保健食品样品剂型较为复杂，片剂、胶囊、粉末、口服液等。在检测之前需

要经过样品前处理过程，使用甲醇直接超声提取获得了较好的提取效率和重复

性。

[0014] 本发明的有益效果是：运用超高效液相色谱‑四级杆‑飞行时间高分辨质谱法建立

保健食品中221种非法添加化学成分的检测方法，并建立相应非法添加化学物质的高分辨

质谱数据库。对比高分辨质谱数据库中相应的特征碎片离子，能够对保健食品监督抽检和

风险监测的221种非法添加化学物质进行定性和定量风险筛查和测定。能够更有针对性，更
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快速有效地对保健品非法添加进行准确的分析检测，使得成分检测分析更快速。过程简单，

检测精度高，检测灵敏。

附图说明

[0015] 图1目标化合物总离子流色谱图；

图2目标化合物标准谱库中在三种碰撞能量下的二级碎片质谱图；

图3设置二级质谱的一级质荷比（m/z）、保留时间的偏差范围参数图；

图4设置二级质谱的母离子加合形式参数图；

图5  PCDL数据库检索结果汇总图；

图6一级质谱精确质量得分判别图；

图7二级子离子与标准谱库的匹配得分判别图；

图8 保留时间判别图。

具体实施方式

[0016] 实施例1

一种超高效液相色谱‑四级杆‑飞行时间高分辨质谱法检测一宣称有减肥功效保

健品221种非法添加成分检测方法，包括如下步骤：

(1)标物配置  分别称取  221种对照品  10.0  mg，用甲醇定容至  10  mL，配制成单

标贮备液；以甲醇为溶剂，将221种单标贮备液稀释为100倍，即得10 μg  /mL 的混合标准工

作溶液；

(2)  建立色谱分离条件、质谱条件:  仪器名称：Agilent  1290  InfinityIILC‑

6545Q‑TOF/MS液相色谱‑质谱联用仪，配有双喷射电喷雾电离源；（双喷射电喷雾电离源为

美国Agilent公司）

色谱分离条件:  流动相:  A  相为体积分数  0.1% 甲酸水溶液+2mmol甲酸铵，B 甲

醇；  流速0.4  mL  /min； 色谱柱:  Zorbax  Eclipse  Plus  RRHD  C18（3.0  x  150  mm1.8μm)  ； 

柱温  40℃  ；  洗脱方式为梯度洗脱；

进样体积  1 μL；

质谱条件：
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（3）确认了  221种非法添加化合物的一级质谱、一级精确质荷比、同位素丰度比、

保留时间和质量数误差；

（4）建立高分辨质谱数据库

在色谱分离条件下对221种非法添加化合物标准溶液进行分析，获得  221种化合

物的保留时间、精确分子质量以及离子化方式，采集不同碰撞能量(10、20  和  40  V  下的目

标化合物的二级质谱图，利用Masshunter定性软件提取每个化合物3个碰撞能量下的二级

谱图，同时利用分子式生成功能计算出子离子碎片的理论分子式，在导入PCDL数据库中选

择导入计算的理论值，从而建立高分辨质谱数据库，用于待检样品的数据库匹配确证。

[0017] （5）待测物处理检测

某市售片剂减肥类保健品，样品收集后，按下述步骤进行分析和鉴定：

步骤1：准确称取待测样品1g，置于50ml具塞试管中，准确加入甲醇溶液20ml，密

塞，超声提取10min，定容至50ml，过0.22μm有机系滤膜供仪器测定。

[0018] 步骤2：处理好的样品经Agilent  1290  Infinity  IILC‑6545Q‑TOF/MS液相色谱质

谱联用仪系统按建立的筛查方法进行数据采集，实际样品测试总离子流色谱图见图1，由图

1可知目标物的保留时间11.49min，一级精确质荷比(m/z)280.1828，正离子模式，分子离子

峰为[M+H]+峰。

[0019] 步骤3：利用建立的保健品中非法添加数据库对样品采集得到的数据保留时间和

一级精确质荷比对比一级谱库进行检索匹配，其中一级质荷比测定值与理论值偏差为

0.48ppm（≤5ppm），匹配得分98.57分，保留时间匹配率达到96.6分，满足定性要求。

说　明　书 14/15 页

17

CN 114002368 A

17



[0020] 步骤4：用Masshunter定性软件提取实际样品中西布曲明在10V、20V和  40V三种碰

撞能量下的二级谱图（见图2），同时利用建立的标准谱库中的标准二级谱与实测样本中的

目标物进行匹配确证。

[0021] 步骤5：设置一级质荷比（m/z）、保留时间的偏差范围，母离子加合形式（如图3、图

4）三个参数开展二级谱库对目标化合物的确认工作。

[0022] 步骤6：利用设置参数设置完毕后，通过二级谱库检索匹配得到的目标化合物西布

曲明分子式，总离子流图，精确一级质荷比，精确二级离子谱图等数据进

行，最终结果汇总图5：

非法添加物确证的条件：一级质谱精确质量得分大于90分；二级子离子与标准谱

库的匹配得分、保留时间与谱库保留时间的一致性得分大于70分，上述条件全部满足的情

况下可以判定样品中含有该非法添加物质。以该样品为例，鉴定样品中西布曲明确证一级

质谱精确质量得分判别图（见图6)得分98.57；二级质谱判别图（见图7）99.3；保留时间判别

图（见图8）得分96.6。由结果可知全部满足确证条件，可以判定样品中含有西布曲明非法添

加物质。

[0023] 因此本发明的方法基于超高效液相色谱‑四级杆‑飞行时间高分辨质谱方法建立

了221种保健品中非法添加化合物的二级质谱库，包含了化合物名称、CAS  号、一级精确质

荷比、二级质谱图等信息，可用于未知样品二级质谱图自动检索评分。对比高分辨质谱数据

库中相应的特征碎片离子，通过较好的的匹配度确证目标化合物。该方法前处理简便、灵敏

度高、扩展性强，通量高，能够对保健食品监督抽检和风险监测中非法添加化学物质进行快

速风险筛查和测定。
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图1

图2
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图3

图4

说　明　书　附　图 2/4 页

20

CN 114002368 A

20



图5

图6
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图7

图8
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