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柱切换 LC�MS/ MS分析吸毒尿样中的吗啡、
O6�单乙酰吗啡、可待因、乙酰可待因
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(上海市公安局刑事科学技术研究管理中心,上海市现场物证重点实验室,上海 � 200083)

摘要:建立在线固相萃取即柱切换 LC�MS/ MS 方法,分析吸毒者尿样中的吗啡、O6�单乙酰吗啡、可待因、乙
酰可待因。以吗啡�d3 为内标,预处理柱为 Oasis � H LB 2. 1 mm � 20 mm � 25 �m,分析柱为 Xter ra � M S C18

2. 1 mm � 150 mm � 3. 5 �m,用水作预处理流动相, 分析流动相用含甲酸铵和甲酸的水、乙腈梯度洗脱, 质谱

采用电喷雾离子源,正离子 MRM 扫描。100 �L 尿样直接进样分析, 尿样中吗啡、O6�单乙酰吗啡、可待因、
乙酰可待因的检测限为 0. 3~ 1 �g/ L, 线性关系良好, 相关系数 �在 0. 999 1 以上。
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Determination of Morphine, O6�Monoacetylmorphine, Codeine
and Acetylcodeine in Heroin Addicts' Urine by On�Line Solid�Phase

Extraction ( Column Switching) Liquid Chromatography

with Tandem Mass Spectrometry

LIANG Chen, YE Hai�y ing, ZHANG Yu�rong, WANG Rong , CHEN Yong�sheng
( Shanghai K ey L aborator y of Cr ime Scene Evid ence , S hanghai Institute of Fo rens ic S cience, Shanghai 200083, China)

Abstract:Morphine, O
6�monoacetylmo rphine, codeine and acetylcodeine in her oin addicts' u�

rine samples w er e analy zed by on�line solid�phase ext ract ion ( column sw itching) liquid chro�
matography�tandem mass spect rum ( LC�MS/ M S) . T he urine samples w ere directly injected

into a ext ract ion column( Oasis� HLB 2. 1 mm � 20 mm � 25 �m) . After a w ashing step

w ith the ext raction mobile phase, the retained compounds w er e f lushed into the analyt ical

co lumn ( Xterra
�
MS C18 2. 1 mm � 150 mm � 3. 5 �m) w ith the analyt ical mobile phase and

morphine�d3 as internal standard. T he posit ive elect ricspr ay ionization mode w as applied,

mult iple react ion monitoring ( MRM) mode w as used to analy ze targ et compounds. Ident ifi�
cation was based on the compound� s retention t ime and tw o pairs o f precursor�to�product
ion t ransitions. T he limit of detect ions( LODs) are 1 �g/ L for morphine、codeine、O6�mono�
acety lmorphine and 0. 3 �g / L fo r acetylcodeine. T he method has excellent linearity, and the



linear correlat ion coef f icient is g reather than 0. 999 1. The method show s high sensit ivity

and select ivity, w hich is suitable for analysis of morphine, O
6�monoacetylmo rphine, codeine

and acetylcodeine in heroin addicts' ur ine samples.

Key words: liquid chr omatogr aphy�tandem mass spect rum ( LC�MS/ MS) ; co lumn sw itching;

morphine; O
6�monoacetylmo rphine; codeine; acety lcodeine; heroin addicts' urine

� � 近年来, 随着国际毒潮持续泛滥, 境外毒品

对我国的侵袭日益加剧, 吸食或注射海洛因的人

员也越来越多。为了打击毒犯、维护正义, 禁毒

部门逐年加大对毒品案件的侦查力度。禁毒部

门在侦破毒品案件时, 常与吸毒嫌疑人员打交

道,由于�单抗免疫检测试剂盒�容易受到某些药
物的干扰出现假阳性,不能直接单独用于吸毒案

件的定性依据, 因此定性检验这类人群体液中的

毒品来判断他们是否吸食毒品海洛因就尤为重

要。海洛因进入人体后, 很快代谢为吗啡和单乙

酰吗啡, 几乎检测不到原体海洛因, 而吗啡属于

水溶性药物, 极性较大, 应用气相色谱直接分析

较为困难,而且灵敏度低。目前, 已有很多 GC/

MS 法分析尿样中吗啡的报道,但检材必须采用

混合溶剂( V (氯仿) � V (异丙醇) = 9 � 1 的溶

剂)提取、丙酸酐衍生化后用 GC/ MS 定性分析,

样品处理繁琐, 难以满足实际案件快速检验的

需要
[ 1�3]
。

样品前处理是生物样品分析的重要步骤,也

是费时、工作量大的过程。柱切换技术通过阀切

换将处理试样与分析统一在一个系统中,不仅增

加了处理样品的安全性, 而且减少了人为因素的

影响,提高了方法的准确度和精密度
[ 4�5]
。液相

色谱�质谱( LC�MS/ M S)联用技术集液相色谱高

效的在线分离能力与质谱的高灵敏度、高选择性

于一体,已成为法医毒物分析强有力的工具。多

反应监测( MRM)模式通过两次离子选择作用,

锁定目标物的母离子�子离子对, 提高了分析的

专一性和灵敏度
[ 6]
。本工作通过仪器改装,将柱

切换技术与 LC/ M S联用, 尿样直接进样分析吗

啡、O6�单乙酰吗啡、可待因和乙酰可待因。
要实现柱切换, 仪器至少需配置双泵输液系

统和高压流路选择阀。实验室在购买了整套的

Waters A lliance 2695/ Quatt ro Premier XE串联

四极杆液�质联用仪后,为了实现在线前处理(即

柱切换功能) ,又增配了 1 台 Waters 1525 高压

二元泵和 1 个十通切换阀。通过内部流路的重

新连接和改装, 用 Alliance 2695 的进样器实现

大体积进样, 1525高压二元泵输送预处理流动

相, 样品在预处理柱上被净化和富集, 冲洗一定

时间(即预处理时间)后,通过十通切换阀, 使分

析流动相进入预处理柱, 把被测组分冲入 Alli�
ance 2695 的流路中, 经过一定时间(即切换时

间)后,十通切换阀又切换成原状, Alliance 2695

继续输送分析流动相进行色谱柱分离,并最终进

入到 Quatt ro Pr em ier XE 串联四极杆质谱中进

行检测,预处理柱则平衡准备下一次进样。切换

过程示于图 1。

1 � 实验部分
1. 1 � 仪器和试剂

Waters Alliance 2695/ Quat t ro Prem ier XE

串联四极杆液�质联用仪: 美国 Waters 公司产

品,配有 Waters 1525 高压二元泵, M ass Lynx

V4. 1软件,十通切换阀。

对照品:由中国药品生物制品检定所提供;

内标吗啡�d3 : 美国 Cerilliant公司产品。

乙腈、甲醇、甲酸、甲酸铵(色谱纯) : 购自德

国 Merck 公司;其他试剂均为国产分析纯; 水为

自制超纯水。

储备液: 固体对照品配成 1. 0 g / L 甲醇溶

液,再按照浓度配成混合稀释液。内标配成浓度

为 0. 1 g/ L 甲醇溶液。

1. 2 � 仪器条件
1. 2. 1 � 液相色谱条件 � 1)预处理柱型号: Oa�
sis � HLB 2. 1 mm � 20 mm � 25 �m; 预处理柱

柱温: 室温; 预处理流动相: 水; 流速: 1. 0 mL/

m in;切换时间: 0. 60~ 3. 00 min。2)分析柱型

号: Xterr a
�

MS C18 2. 1 mm � 150 mm � 3. 5

�m; 分析 柱柱温: 35 � ; 分析流 动相 A:

2 mmol/ L 甲酸铵和 0. 05% 甲酸的水溶液

( 0. 126 g甲酸铵和 500 �L 甲酸, 加水至 1 000

mL) ;分析流动相 B: 2 mmo l/ L 甲酸铵和0. 05%

甲酸的乙腈( 0. 126 g 甲酸铵和500 �L 甲酸溶于

40 mL 水中,加入 960 mL 乙腈) ; 流速: 0. 2 mL/

m in;梯度洗脱: 0 m in 90% A 10% B, 5 min 90%

A 10% B; 7 min 40% A 60% B, 12 min 40% A

60% B, 12. 05 min 90% A 10% B; 进样量:

100 �L。
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图 1� 柱切换过程示意图

Fig. 1� Schematic representation of the column�switching set�up

1. 2. 2 � 质谱条件 � 多反应监测 ( MRM )模式,

正离子扫描,电喷雾电压 3 200 V, 雾化气( N 2 )

流速 600 L/ h,锥孔反吹气( N 2 )流速 50 L/ h,离

子源温度 105 � ,碰撞气为氩气。

1. 2. 3 � MRM 参数 � 每个化合物设 2 对母离

子�子离子对, 各参数列于表 1。

表 1� 吗啡、O6�单乙酰吗啡、可待因、乙酰可待因及内标的质谱MRM参数

Table 1 � Mass spectrometric parameters and diagnostic ions for morphine,

O6�monoacetylmorphine, codeine, acetylcodeine and morphine�d3

药物名称 保留时间/ min 母离子/ ( m/ z ) 子离子/ ( m/ z) 锥孔电压/ V 碰撞电压/ eV

吗啡( Morphine) 6. 01 286. 1
165. 1

153. 1
50

38

42

吗啡�d3 ( Morphine�d3 ) 6. 01 289. 1
165. 1

153. 1
50

38

42

可待因( Cod eine) 7. 69 300. 2
215. 2

165. 1
45

28

38

O6�单乙酰吗啡

( O6�M onoacetylmorph ine)
9. 58 328. 2

211. 2

165. 1
50

25

38

乙酰可待因( Acetylcod eine) 10. 80 342. 2
165. 1

225. 2
43

45

28

2 � 结果
2. 1 � 色谱图

吗啡、O
6�单乙酰吗啡、可待因、乙酰可待因

及内标在选定的液相色谱分析条件下, 保留时间

分别为 6. 01、7. 69、9. 58、10. 80、6. 01 min, 色谱

行为良好, 总离子流色谱图示于图 2。

2. 2 � 检测限

当信噪比( S/ N)为 3时, 各化合物的检测限

列于表 2。
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图 2� 吗啡、O6�单乙酰吗啡、可待因、

乙酰可待因及内标的总离子流色谱图

Fig. 2 � TIC of morphine, O6�monoacetylmorphine,

codeine, acetylcodeine and morphine�d3

2. 3 � 线性关系和精密度
分别取不同量的对照品混合液于具塞尖底

试管中,吹干后加入空白尿样配成系列浓度的样

品。以峰面积与内标峰面积之比( y )对样品中

化合物的浓度( x )作图,得到回归方程和相关系

数,各化合物的线性关系良好(表 2)。高、中、低

浓度日内重复测定 6次得日内精密度,连续测定

4天得日间精密度,列于表 3。

2. 4 � 案例应用

本方法已经应用于多起实际案件的吸毒尿

样分析,其中一例吸毒致死案件的尿样检材中检

出吗啡、O6�单乙酰吗啡、可待因、乙酰可待因成
分,色谱图示于图 3。

表 2 � 吗啡、O6�单乙酰吗啡、可待因、乙酰可待因的检测限和线性关系

Table 2� The limit of detection, linear equation and coeff icient of morphine,

O6�monoacetylmorphine, codeine, and acetylcodeine

药物名称 检测限/ (�g/ L) 线性范围/ ( �g/ L) 线性方程 相关系数

吗啡 1 1~ 10 000 y= 0. 012 014 2x+ 0. 164 173 0. 999 712

O6�单乙酰吗啡 1 1~ 10 000 y = 0. 057 381 4x + 0. 520 135 0. 999 538

可待因 1 1~ 10 000 y = 0. 042 998x+ 1. 073 72 0. 999 464

乙酰可待因 0. 3 1~ 10 000 y = 0. 095 223 1x- 4. 727 1 0. 999 151

表 3 � 吗啡、O6�单乙酰吗啡、

可待因、乙酰可待因的日内及日间精密度

Table 3� Intra� and inter�day precision of morphine,

O6�monoacetylmorphine, codeine and acetylcodeine

药物名称
浓度/

( �g/ L)

日内精密度

RSD/ % (n= 6)

日间精密度

RSD/ % ( n= 4)

30 1. 84 2. 53

吗啡 100 1. 43 4. 04

300 1. 06 3. 73

30 3. 09 1. 97

O6�单乙酰吗啡 100 1. 33 2. 41

300 3. 64 4. 00

30 1. 79 1. 16

可待因 100 1. 99 3. 09

300 2. 78 3. 55

30 3. 42 1. 78

乙酰可待因 100 2. 14 3. 47

300 2. 62 3. 62

图 3 � 一例吸毒致死案件的尿样色谱图

Fig. 3 � Chromatogram of a case

3 � 讨论
在线固相萃取( SPE)的主要优点有: 1)前处

理简单, 自动化操作, 样品只需简单处理或不经

处理即可进样分析,因此也适用于不稳定药物的

分析; 2)富集被测组分,提高了分析灵敏度,尤其

是水溶性较大的组分, 无法用液�液萃取时,

H PLC柱切换技术则很有效; 3)由于进样体积
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较大,处理样品的全过程由仪器程序控制,可获

得很高的精密度与重现性。

采用柱切换方法, 切换时间的确定至关重

要。通过实验确定预处理流动相的冲洗时间,初

始为状态 1, 预处理柱和分析柱是并联状态, 进

样后各化合物富集、保留在预处理柱上, 0. 60

min后切换到状态 2, 既可除去尿液中的水溶性

杂质和盐类, 又使峰面积达到最大化, 时间增加

或者减少峰面积均减小。在状态 2时, 预处理柱

和分析柱串联在一起,分析流动相将保留在预处

理柱上的化合物洗脱进入分析柱, 3. 00 min 后

回到状态 1, 化合物继续在分析柱上完成分离,

时间增加峰面积不再增加,仅保留时间延长, 因

此确定切换时间为 0. 60~ 3. 00 min。

液相色谱分析条件的确定:以乙腈和水作为

流动相主体, 由于样品离子化的需要, 在水中需

要加入甲酸和甲酸铵,其中甲酸主要起到改善峰

形的作用, 甲酸铵可以提高仪器信号的响应值。

由于梯度洗脱会影响色谱峰面积的稳定性,通过

在乙腈中加入相同浓度的甲酸和甲酸铵,保证梯

度变化过程中甲酸和甲酸铵的浓度一致,改善了

色谱峰面积的稳定性。吗啡类生物碱水溶性较

大,在色谱柱上不易保留,由于母体结构相似,碎

片离子也相同,为了方法定性定量的准确性, 避

免相互干扰,有必要使分析的化合物能在保留时

间上分开, 于是采用了初始为 10%水相的梯度

洗脱, 各化合物得到良好的分离。
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