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摘要  目的: 建立准确、灵敏的 H PLC -M S /M S方法,检测中药制剂及保健食品中非法添加 11种辅助降血糖类化学药物。方

法: 样品经甲醇提取后,采用液相色谱 /电喷雾离子化质谱法测定。色谱条件: U ltim a te XB- C18 ( 211 mm @ 150 mm, 315 Lm ),

柱温 30 e , 流动相以甲醇 - 011%乙酸铵溶液进行梯度洗脱, 流速 01 2 mL# m in- 1; 质谱条件: 以电喷雾电离源正离子模式进

行质谱数据采集。结果: 在上述色谱及质谱条件下, 11种辅助降血糖类化学药物的 HPLC色谱图分离度良好, 质谱分辨率符

合鉴别要求。HPLC- M S /MS方法测定上述化学物质的最小检出量为 0101 ~ 114 m g# kg- 1。结论: 该方法简便、快捷, 灵敏

度、准确性、重现性均可满足定性检查的要求。
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HPLC-M S/MS determ ination of auxiliary hypoglycem ic

agents in traditional Chinesemedicine and healthy foods

Y IN Shuai, WU G ong- p ing, LE IY u- ping

(H unan Provin cial In stitute for D rug Contro,l C hangsha 400001, Ch ina)

Abstract Objec tive: To develop an HPLC- electrospray ion trapmass spectrometrym ethod for identifying eleven

kinds of aux iliary hypog lycem ic agents in trad itional Chinese med icine preparat ions and healthy foods. M ethods:

The liquid chromatog raphy- electrospray ion trap mass spectrometry method w as used to detect the samp les extrac-

ted w ith methano.l TheHPLC chromatographic determ inat ions w ere run on anW aters HPLC /M SD trap using U lt-i

mate XB- C18 ( 211mm @ 150mm, 5 Lm ) co lumn. The co lumn temperaturew as 30 e . Themob ile phasew ere grad-

ing o f 011% ammonium acetate so lution andm ethanol a t a flow rate of 012mL# m in
- 1
. Themass spectrometer con-

dit ions w ere as fo llow s: The fragmentat ion pattern of these drugs w as ana lyzed by the mass spectrometer a fter being

separated byHPLC, operated in posit ive ion. Results: A good reso lution of eleven k inds of aux iliary hypog lycem ic a-

gents w ere obta ined by HPLC andM S. The determ ination lim its w ere in the range o f 0101- 114 mg# kg
- 1
. Con-

clusion: Themethod is simple, rapid, sensit ive and accurate.

Key words:HPLC- M S /M S; electrospray ion trapm ass spectrometry; aux iliary hypog lycem ic agents; illega l to add

  糖尿病是一种常见慢性内分泌代谢性疾病,多

伴有并发症,且发病率有逐年增高的趋势, WHO最

近发表报告指出,糖尿病已成为威胁人类生命的三

大杀手之一。由于糖尿病的终身不可愈性以及耐药

性、抗药性及药品的副作用等原因,当今糖尿病的治

疗方案,世界各国都十分推崇饮食疗法,大力强调饮

食疗法的重要性,强调在饮食疗法基础上配合运动

治疗、药物治疗等的整体治疗方案。但此方案显效

缓慢,疗程较长,与降血糖类化学药品的生物疗效相

比有着显著的差异,因此,少数不法分子为了牟取暴

利, 在所谓的纯天然中药制剂及保健食品中非法添

加化学药品,号称 /速效、根治 0,以虚假广告误导消

费者
[ 1]
。由于处方中没有标明添加的种类和剂量,

如使用不当, 将对服用者的健康和生命造成威胁。

一般常见的辅助降糖保健食品中非法添加的降糖类

化学药品分为: 1. 磺脲类降糖药如第一代的甲苯磺
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丁脲等,第二代的格列苯脲、格列齐特、格列吡嗪、格

列喹酮等,第三代的格列美脲。 2.双胍类降糖药,如

苯乙双胍和二甲双胍。3.餐时血糖调节剂, 如瑞格

列奈。 4.噻唑烷二酮类胰岛素增敏剂,如罗格列酮、

吡格列酮等。本方法可在一个条件下同时鉴别出

11种降血糖类药品, 方法简便,准确率、灵敏度高,

可完成中成药和保健食品中非法添加降血糖类药品

的鉴别检查。

1 仪器与试药

美国W aters公司的 Quattro Prem ier XE三重四

极杆液质联用仪, ES I电离源; 美国 Waters公司的

高效液相色谱仪,四元泵、脱气机、自动进样器、柱温

箱及二极管阵列检测器。

对照品为盐酸苯乙双胍、盐酸二甲双胍、甲苯磺

丁脲、格列齐特、格列吡嗪、格列本脲、格列美脲、盐

酸吡格列酮、马来酸罗格列酮、格列喹酮和瑞格列

奈,均由中国药品生物制品检定所提供;供试品为市

场上购得的样品;甲醇、乙腈均为进口色谱纯; 乙酸

铵为分析纯;水为超纯水。

2 方法与结果

211 试验条件

21111 液相色谱条件  色谱柱: U ltimate XB - C18

( 211 mm @ 150 mm, 315 Lm); 柱温: 30 e ; 流动相

A: 011%乙酸铵溶液,流动相 B:甲醇;梯度洗脱: 0~

10 m in, B相由 15% y 30% , 10 ~ 25 m in, B相由

30% y 45%, 25 ~ 55 m in, B相由 45% y 75%, 55~

65 m in, B相为 75%, 65~ 70 m in, , B相由 75% y

15%, 70 ~ 75 m in, B相为 15% ; 流速 012 mL #

m in
- 1
;检测器: PDA ( 210~ 400 nm ); 进样量: 10 LL。

21112 质谱条件  电喷雾离子源 ( ESI) , 源电压

315 kV; 毛细管电压 25V; 脱溶剂气温度: 350 e ;鞘

气流速: 500 L# m in
- 1
; 正离子全扫描模式;扫描范

围 50~ 800。

212 溶液配制

21211 对照品溶液  分别精密称取对照品盐酸苯

乙双胍、盐酸二甲双胍、甲苯磺丁脲、格列齐特、格列

吡嗪、格列本脲、格列美脲、盐酸吡格列酮、马来酸罗

格列酮、格列喹酮和瑞格列奈 (纯度均大于 99% )约

10 mg,分置 10mL量瓶中,加甲醇适量使溶解,并稀

释至刻度,摇匀, 再分别精密量取上述对照品溶液各

1mL,置同一 100mL量瓶中,加甲醇稀释至刻度,摇

匀,即得对照品溶液 (每 1 mL中含 11种对照品各

10 Lg)。

21212 供试品溶液
2121211 固体试样  取供试样品适量,研细,混匀,

精密称取 012~ 110 g(相当于 1次服用量 )于具塞三

角瓶中,精密加入甲醇 50 mL, 称重,超声处理 ( 250

W, 33 kH z) 30 m in, 取出,放冷至室温, 用甲醇补重,

过滤。作为供试品溶液。

2121212 液体试样  取液体试样 50 mL以上, 混

匀,精密吸取 10~ 20mL(相当于 1次服用量 ) ,减压

浓缩至近干, 转移至 50mL量瓶中,加甲醇稀释至刻

度, 摇匀。过滤,作为供试品溶液。

213 11种化学药品的色谱及质谱图特性

精密量取 / 212110及 / 212120项下对照品溶液
和供试品溶液各 10 LL, 按 / 211110及 / 211120项下

条件进样测定,液相色谱图见图 1,紫外吸收图见图

2,总离子流图见图 3, 特征离子流图见图 4, 各化合

物准分子离子及对准分子离子进行二级全扫描分析

所得碎片离子见表 1。

图 1 液相色谱图

F ig 1 HPLC chrom atogram s

11二甲双胍 ( m et form in)  21苯乙双胍 ( phen form in )  31甲苯磺丁

脲 ( tolbutam ide)  41格列齐特 ( gliclazide)  51格列吡嗪 ( glip izide)

 61罗格列酮 ( ros igl itazon e)  71吡格列酮 ( p ioglitazon e)  81格列

本脲 ( gl ibenclam id e)  91格列美脲 ( gl im ep irid e)  101格列喹酮

( g liqu idone)  111瑞格列萘 ( rep aglin id e)

图 2 总离子流图

F ig 2 Total ion- curren t gram s

1~ 111同图 1( sam e as F ig 1)

214 重复性试验  精密量取 / 212110项下对照品

溶液,连续进样 5次,紫外检测器 HPLC图谱中保留

时间的 RSD均在 1%之内,显示方法稳定性良好。
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图 3 特征离子流图

Fig 3 Characteris tic ion- cu rrent gram s

1~ 51同图 1 ( sam e as Fig 1)

图 4 碎片离子流图扫描图

Fig 4 Daugh ter ion scan graphs

1~ 111同图 1( sam e as Fig 1 )

215 灵敏度试验  取 / 212110项下对照品溶液适

量,加甲醇逐步稀释后加入空白样品中,按 / 212120

进行供试品处理后,按 / 211110和 / 211120项下条件
测定,上述药物的待测量在 0101~ 114 mg# kg

- 1
之

间时,二级质谱选择离子检测图 ( MRM )中色谱峰

的信噪比 ( S /N )在 3左右。

表 1 11种化合物准分子离子及主要碎片离子质荷比

Tab 1 P seudom olecu lar ions and their ion s at fu ll

scanM S/M S for 11 substances nam em /z

[M + H ] + Fragm en t ions from fu ll scan M S/M S

名称

( component)

准分子离子

( pseudomo lecular

ions) /m /z

碎片离子

( fragment ions from

full scanM S/M S)m /z

最低检出限

( lmi it of

detection)

/mg# kg- 1

格列本脲 49413 16818( C8H 6O2C l) 0103

( g libenclam ide) 36912(M - C6H 13NHCO +H)

格列齐特 32413 10919( C7H 12N ) 0128

( g liclazide) 15219 ( C
7
H
12
NNHCO)

格列喹酮 52813 16618( C8H 7SO2) 0125

( g liquidone) 40313 (M- C6H 13NHCO +H)

格列吡嗪 44613 9917 ( C6H 14N ) 0133

( g lip izide) 32112 (M- C6H 13NHCO +H)

格列美脲 49114 12518 ( C7H 12NO) 0113

( g lmi epir ide) 35212(M - C7H 15NHCO +H)

甲苯磺丁脲 27114 7410 ( C4H 9NH 3) 114

( tolbutam ide) 9019( C7H 7)

15419 ( C7H 7SO 2)

瑞格列萘 45314 8518 ( C
5
H
12
N ) 0102

( repag linide) 16119( C
10
H
10
O
2
)

23012( C
5
H
10
N C

6
H
4
C
5
H
10
)

盐酸二甲双胍 13012 6011 ( CH
6
N
3
) 0115

(metform in 7111 ( C
3
H
7
N
2
)

hydroch loride)

盐酸苯乙双胍 20613 6011 ( CH
6
N
3
) 0108

( phenfo rm in 10510 ( C
8
H
9
)

hydroch loride)

马来酸罗格列酮 35813 9410 ( C5H 4NNH2) 0103

( rosig litazone 10710 ( C5H 4NNCH 3)

ma leate) 13510 ( C8H 11N 2)

盐酸吡格列酮 35713 11818 ( C9H 12N - CH 3) 0101

( piog litazone 13319( C9H 12N )

hydroch loride)

216 数据检索库的建立  保健食品和中成药一般

基质复杂,含有多种化合物, 常规方法如薄层色谱法

和高效液相色谱法等易出现假阳性结果,且费时费

力。本方法记录了所测化学药品的紫外光谱图、一

级质谱图和二级质谱图, 使用质谱仪器自身所配软

件储存上述信息, 并录入相应名称、结构等信息, 因

此, 当分析未知物时,可先根据采集的信息在库中搜

索匹配的药物。另外,我们还通过液质联用优化软
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件,经同位素峰形和丰度比校正,可以确定目标化合

物的精确相对分子质量, 减少样品中相对分子质量

与目标化合物非常近似的杂质的干扰, 使得结果准

确性大大提高。搜索到相匹配物质后, 再取相应对

照品进样分析,既减少了交叉污染的可能性,又可节

省大量的摸索试验时间, 实现短时间内对未知成分

进行确认的目的
[ 2]
。

3 讨论
311 流动相的选择  因质谱不能采用非挥发性盐

作为流动相, 经查阅相关文献
[ 3 ~ 5 ]

, 选用甲醇 -

011%乙酸铵溶液、乙腈 - 011%乙酸铵溶液、甲醇 -

011%甲酸溶液及甲醇 -水 4种流动相进行梯度洗

脱。经比较,甲醇 - 011%乙酸铵溶液系统色谱峰分
离效果好, 各成分的分离度均能达到要求, 峰形较

好;而采用乙腈 - 011%乙酸铵溶液系统, 吡格列酮
和格列本脲无法分离;采用甲醇 - 011%甲酸溶液系
统,吡格列酮和格列本脲无法分离;采用甲醇 -水溶

液系统,色谱峰峰形拖尾严重, 且信号较低。

312 供试品配制  本试验中 11种辅助降血糖药品

的极性差异很大,如格列本脲等磺脲类降糖药水溶

性很小,我们曾用 50% 甲醇和纯甲醇作为提取溶

剂,对 11种降血糖药品做了提取率的考察, 结果差

别不大,另外中药制剂和保健食品中大多数样品含

有浸膏、多糖,比较黏稠, 如果用水相或含水相的流

动相溶解,过滤困难
[ 6 ]
,因此,选择甲醇作为溶剂。

313 碎片离子分析  通过对 11种辅助降血糖药经

质谱打碎后,产生的碎片离子进行分析可知,双胍类

降糖药 (苯乙双胍和二甲双胍 )均能产生质荷比为

61 ( CH 6N 3 )的碎片离子;磺脲类降糖药 (格列苯脲、

格列吡嗪、格列喹酮、格列美脲 )均能产生质荷比为

126的碎片离子, 不同的是格列美脲产生的碎片离

子结构为 C7H12NO,能在正离子扫描模式下检出,格

列苯脲、格列吡嗪、格列喹酮为在准分子离子中脱去

一个荷比为 126的碎片离子, 结构均为 C6H13NH-

CO,可能带有负电荷,在正离子扫描模式下未能检

出,但在负离子扫描模式下可能检出,有待进一步研

究。找出这些带有共性的碎片离子, 有利于对一些

在上述辅助降血糖药结构上进行修饰的未知药物进

行检测分析。

314 本次试验对从市场上购买的具有降低血糖功
效的中成药 ( 27个品种 )和保健食品 ( 5个品种 )进

行了是否添加上述 11种降血糖类化学药品的考察,

结果发现 27个中成药中有 2个品种添加了格列本

脲, 1个品种添加了格列齐特; 5个保健食品中有 2

个品种同时添加了格列本脲和格列美脲 2种成分, 1

个品种同时添加了二甲双胍、苯乙双胍、格列本脲 3

种成分。保健食品中非法添加化学物质的普遍性和

严重性远大于中成药,现阶段我们更应该加强对保

健食品的监管力度。
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