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高效液相色谱—荧光检测法同时检测
火锅底料中吗啡和可待因

陈　伟，乔勇升，董贵军

（泰州市食品药品检验所，江苏 泰州　２２５３００）

摘　要：建立了高效液相色谱—荧光法同时测定吗啡和可待因的方法。采用的色谱柱为 Ｃ１８柱
（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；检测激发波长为２８５ｎｍ，发射波长为３４０ｎｍ；流动相为甲醇—０．０１
ｍｏｌ／Ｌ乙酸铵（体积比为４０∶６０），流速１．０ｍＬ／ｍｉｎ。实验结果表明，进样量为５×１０－４～０．０２μｇ
时其质量浓度与相应峰面积有良好的线性关系，最低检测限达到０．１２ｎｇ。样品中吗啡和可待因的
回收率为９１．１％～９４．６％。方法快速准确，简便灵敏，分离度高，能够满足火锅底料中吗啡和可待
因的检测要求。
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　　罂粟壳俗称大烟壳，为罂粟科植物罂粟割取浆
汁后的干燥成熟果壳，内含２０多种生物碱，其中含
量最多的生物碱分别为吗啡、可待因、蒂巴因、罂粟

碱、那可汀［１－２］。罂粟壳中生物碱虽然含量较少，但

如果长期食用含有这类毒品的食物，会出现发冷、出

虚汗、乏力、面黄肌瘦、犯困等症状，严重时可能对神

经系统、消化系统造成损害，甚至出现内分泌失调等

症状 。在我国，罂粟壳作为非食用物质，是不允许

在食品及调味品中添加使用。但近年来少数食品生

产经营者为了招揽顾客，牟取暴利，在火锅及其调味

料中添加罂粟壳及其水浸物等违禁原料，使食物味

道鲜美，严重危害消费者的健康。

检测罂粟壳中五种生物碱的方法主要有紫外分

光光度法［３］、荧光分光光度法［４］、高效液相色谱

法［５－９］以及液相色谱—串联质谱法［５－９］等。这些方

法各有特点，现以高效液相色谱法和液相色谱—串

联质谱法为主流，但液相色谱—串联质谱法一般对

仪器和人员的要求较高，所以高效液相色谱法方便

快速、易于操作而得到广泛应用。已有学者利用高

效液相色谱—紫外检测法研究测定出吗啡、可待因、

蒂巴因、罂粟碱、那可汀这五种生物碱的方法［５－７，９］，

也有学者［８］利用高效液相色谱—荧光检测法对罂

粟壳中的罂粟碱建立了检测方法，但利用高效液相
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色谱—荧光检测法对其他几种生物碱（吗啡、可待

因、蒂巴因、那可汀）检测还没有报道。在实际应用

中由于荧光检测器灵敏度比紫外检测器高２个数量
级，一些高效液相色谱—紫外检测法无法检出的含

低浓度罂粟壳生物碱样品，可以用高效液相色谱—

荧光检测法检出。本实验研究利用高效液相色谱—

荧光检测法测定食品中吗啡和可待因含量的方法。

１　材料与方法
１．１　仪器与试剂

高效液相色谱系统（配荧光检测器 Ｗａｔｅｒｓ
２４７５，Ｃ１８柱２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）：Ｗａｔｅｒｓ公司；
Ｆ－２５００荧光光度计：日本日立公司。

罂粟碱混标（吗啡９７．０％、可待因 ９７．０％）标
准品：Ｓｉｇｍａ公司；甲醇和乙腈为色谱纯。
１．２　实验方法
１．２．１　ＨＰＬＣ分析条件优化

检测波长：吗啡、可待因标准溶液进行荧光激发

波长扫描和发射波长扫描（２２０～８００ｎｍ），确定荧
光检测的激发波长和发射波长。

流动相∶在甲醇∶缓冲盐 ＝４０∶６０（ｖ／ｖ），流速
１．０ｍＬ／ｍｉｎ的条件下，根据相关文献［８－１０］，选择 ３
种缓冲盐溶液 （ＨＣＯＯＮＨ４、ＣＨ３ＣＯＯＮＨ４、Ｎａ２Ｈ
ＰＯ４）比较在不同浓度（０．０１、０．０２、０．０３ｍｏｌ／Ｌ）、不
同ｐＨ值（６．０、７．０、８．０）条件下对吗啡、可待因保留
时间和分离度的影响。

１．２．２　标准曲线的制作
称取适量的吗啡、可待因标准品混标，配制成各

含吗啡、可待因０．０５、０．１、０．５、１．０、２．０μｇ／ｍＬ标准
混合溶液，进液相色谱仪进行分析，以峰面积为纵坐

标，浓度为横坐标绘制标准曲线。计算吗啡、可待因

的线性范围、回归方程及相关系数，并以信噪比 ＲＳＮ
＝３对应的质量浓度确定吗啡、可待因的检出限。
１．２．３　精密度、回收率试验

１ｄ内连续６次对同一混标样进行ＨＰＬＣ分析，
测定吗啡、可待因的保留时间和峰面积，计算精密

度，以相对标准偏差表示。

在样品中加入标准溶液后，前处理参考相关标

准ＤＢ３１／２０１０—２０１２［１１］，加入５ｍＬ水振摇分散均
匀后加入１５ｍＬ乙腈，涡旋振荡１ｍｉｎ，加入６ｇ无
水硫酸镁和１．５ｇ无水醋酸钠的混合粉末，涡旋振
荡１ｍｉｎ，以４０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取上清液待净
化。上机测定吗啡、可待因的含量，计算回收率。

２　结果与分析
２．１　激发波长和发射波长

利用荧光光度计，分别对吗啡、可待因混标溶液

的激发波长和发射波长进行扫描。此外据文献报

道［４，８］，罂粟碱的在激发波长２８２ｎｍ，吸收波长３５５
ｎｍ处有好的特性，罂粟碱、吗啡、可待因属于同系物，
荧光性质相近，综合考虑选择测定吗啡、可待因的荧

光激发波长２８０ｎｍ，吸收波长３４０ｎｍ。
２．２　流动相的选择

参考文献［８－１０］，实验过程中比较了３种流
动相体系的色谱图分离效果，铵盐、磷酸盐缓冲溶液

在紫外区几乎无吸收，是紫外、荧光分析最常用的的

流动相。本实验中比较了不同缓冲液作为流动相时

（甲醇∶缓冲盐 ＝４０∶６０，流速１．０ｍＬ／ｍｉｎ），吗啡、
可待因的分离情况。结果表明：上述３种盐缓冲溶
液对吗啡、可待因的出峰顺序和分离效果无显著性

差异，但是ＣＨ３ＣＯＯＮＨ４缓冲液作为流动相时，分析
时间相对较短，故选择 ＣＨ３ＣＯＯＮＨ４溶液为本实验
的流动相。

２．３　流动相浓度的选择
在流动相体系中，缓冲盐溶液的浓度直接影响其

缓冲容量，在流动相中的存在形式及溶液的离子强

度，从而影响物质在色谱柱上的分离效果。缓冲溶液

的浓度越高，待测物的存在形式越稳定，但缓冲溶液

的浓度不能过高，因为其浓度增高时，离子强度也增

大，对组分分离不利，同时影响泵和柱子的寿命，增加

流动相的本底吸收，降低测定的灵敏度。本实验中

ＣＨ３ＣＯＯＮＨ４溶液相对ＨＣＯＯＮＨ４溶液、Ｎａ２ＨＰＯ４溶液
来说分离效果好，对吗啡和可待因影响不是很明显，

吗啡和可待因均能得到有效分离（如图１）。考虑到
高盐浓度对泵和柱子的不利影响，本实验选用０．０１
ｍｏｌ／ＬＣＨ３ＣＯＯＮＨ４溶液作为流动相。

图１　流动相浓度对出峰时间的影响

２．４　流动相ｐＨ值的选择
由图２可知，当 ｐＨ值为６．０时，吗啡和可待

因两者的峰不能完全分开，分离度 Ｒ＜１．０，影响
两个组分的含量计算；ｐＨ值为 ７．０时，吗啡和可
待因的峰能够分开，分离度１．０＜Ｒ＜１．５，未达到
理想的分离效果；提高ｐＨ值到８．０，吗啡和可待因
的分离效果最好，分离度 Ｒ＞１．５，且两个组分的
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出峰时间较适宜，有利于避免在样品检测时被其

他组分干扰。因此，最终确定最适流动相 ｐＨ值为
８．０。

图２　流动相ｐＨ值对出峰时间的影响

２．５　线性范围和检测限
精密称取吗啡、可待因混标，用甲醇配制成混标

储备液。移取混标储备液适量，用甲醇配制成各含

吗啡、可待因０．０５、０．１、０．５、１．０和２．０ｍｇ／Ｌ共五
个质量浓度的系列混合标准曲线，依次吸取１０μＬ
进样进行ＨＰＬＣ分析。以峰面积ｙ对质量浓度进行
回归处理，得到的回归方程为吗啡：ｙ＝２０６４５５ｘ＋３
３２８．６，Ｒ２为０．９９８，可待因：ｙ＝２６５２６１ｘ＋２４９６．３，
Ｒ２为０．９９９，如图３所示，线性范围为吗啡、可待因
０．０５～２．０ｍｇ／Ｌ。结果表明，在一定的质量浓度范
围内，吗啡和可待因对照品的峰面积和对应的质量

浓度呈良好的线性关系。实验中按信噪比略大于３
来计算检测限，得到的最低检测限为吗啡０．１２ｎｇ、
可待因０．１２ｎｇ。

图３　吗啡、可待因的标准曲线

２．６　精密度试验
精密吸取０．５ｍｇ／Ｌ吗啡和可待因对照品混标

１０μＬ进行 ＨＰＬＣ检测。连续进样５次，测得峰面
积的相对标准偏差为吗啡０．６３％、可待因０．６０％，
表明方法的精密度良好。

２．７　回收率试验
加标回收率试验中，选取市场购买的火锅底料

样品进行加标回收试验，分别向样品中加入各含吗

啡和可待因５０、１００、１５０μｇ的对照品，对样品按上

述方法进行前处理，上机测定，结果如表１所示，加
标回收率能达到吗啡９３．１％、可待因９２．３％，说明
检测方法较可靠。

表１　吗啡和可待因的加标回收率

添加量

／μｇ
回收量

／μｇ
回收率

／％
平均回收率

／％

吗啡

１００
１５０
２００

９１．１
１４０．４
１８９．２

９１．１
９３．６
９４．６

９３．１

可待因

１００
１５０
２００

９１．３
１４０．８
１８３．７

９１．３
９３．７
９１．８

９２．３

３　结论
采用高效液相色谱—荧光检测法测定火锅底料

中吗啡和可待因含量时，可在荧光激发波长 ２８０
ｎｍ，吸收波长３４０ｎｍ，流动相中缓冲盐溶液选择为
ｐＨ值８．０的０．０１ｍｏｌ／ＬＣＨ３ＣＯＯＮＨ４盐溶液，可以
得到较理想的色谱分析结果。在样品进样量为５×
１０－４～０．０２μｇ时其质量浓度与相应峰面积有良好
的线性关系，最低检测限 达到０．１２ｎｇ，罂粟籽中吗
啡和可待因的回收率为９１．１％ ～９４．６％。该方法
快速准确，简便灵敏，分离度高，能够满足有关火锅

底料中非法添加吗啡和可待因的检测要求，可为食

品安全监管提供强有力的技术支撑。

参考文献：

［１］ＮａｔｉｏｎａｌＰｈａｒｍａｃｏｐｏｅｉａＣｏｍｍｏｔｔｅｅｏｆＣｈｉｎａ．Ｐｈａｒｍａｃｏｐｏｅｉａｏｆ

ＰｅｏｐｌｅｓｏｆＣｈｉｎａ．Ｂｅｉｊｉｎｇ；ＣｈｅｍｉｃａｌＩｎｄｕｓｔｒｙＰｒｅｓｓ，２０００：３０２－

３０３．

［２］ＷａｎｇＦＦ，ＧｕｏＬ，ＺｅｎｇＡＭ，ＹａｎｇＹ，ＪｉａｎｇＸＭ，ＭｏｄｅｒｎＢｕｓｉｎｅｓｓ

ＴｒａｄｅＩｎｄｕｓｔｒｙ．２００９．（３）：２７９－２８０．

［３］ＴａｎｇＹｏｎｇ，ＬｕａｎＪｉｅ，ＷａｎｇＱｉａｎ，ＷｕＬｉ，ＣａｏＲｕｉ，ＬｉｕＳｈｕｈｏｎｇ，Ａｃ

ｔａＡｃａｄｅｍｉａｅＭｅｄｉｃｉｎａｅＳｉｎｉｃａｅ，２００２，２４（４）：４１３．

［４］ＹａｎＣｈｅｎｇｎｏｎｇ，ＳｈａｎｇｇｕａｎＹｕｎｆｅｎｇ．ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＡｎａｌｙｓｉｓＬａ

ｂｏｒａｔｏｒｙ，２００３，２２（３）：５．

［５］ＤａｉＷｅｉｊｉｅ，ＮｉｕＷｅｉｍｉｎ．ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＨｅａｌｔｈＬａｂｏｒａｔｏｒｙＴｅｃｈ

ｎｏｌｏｇｙ，２００３，１３（５）：６０７．

［６］ＷａｎｇＪｉａｎｘｉｎ，ＣｈｅｎＷｅｎｈｕｉ，ＷａｎｇＢｉｎ，ＤｏｎｇＹａｈｕａ，ＸｕＢｏ．Ｏｃｃｕ

ｐａｔｉｏｎａｎｄＨｅａｌｔｈ，２００４，２０（６）：５６．

［７］ＨａｏＨｏｎｇｙａｎ，ＧｕｏＪｉｘｉａｎ，ＳｈｕｎＱｉｎｇｓｈｅｎｇ，ＬｉａｎｇＪｉｅ，ＹｕＹｕｎｑｉｕ．

ＣｈｅＺｈｅｎｔａｏ．ＡｃｔａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａＳｉｎｉｃａ，２０００，３５（４）：２８９．

［８］皮立，胡凤祖，师治贤，等．高效液相色谱－荧光检测法测定罂粟

籽和火锅汤料中的罂粟碱［Ｊ］．色谱，２００５，１１（２３）：６３９－６４１．

［９］徐丽红，王建清，陶秋等．高效液相色谱同时测定３类食品中５

种罂粟壳生物碱［Ｊ］．分析测试学报，２０１１，１２（３０）：１３８７－

１３９１．

［１０］刘敏敏，张朝正，李延志，等．液相色谱 －串联质谱法检测火锅

底料中罂粟壳［Ｊ］．食品研究与开发，２０１３，３４（１）：９１－９３．

［１１］ＤＢ３１／２０１０－２０１２，火锅食品中罂粟碱、吗啡、那可丁、可待因

和蒂巴因的测定 液相色谱－串联质谱法［Ｓ］．上海市食品药品

监督管理局．●完


