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摘要  目的 :建立准确、灵敏的 HPLC- M S /M S方法鉴别中药制剂及保健品中非法添加的 10种减肥药物。方法: 采用 U tim ates

XB- C18色谱柱, 梯度洗脱:流动相 A为含 01 1%醋酸的 20 mm o l# L- 1醋酸铵溶液, 流动相 B为甲醇,流速为 1 mL# m in- 1。选

择正负离子全扫描方式检测临床常用的 10种减肥药,利用质谱解析软件研究了上述化合物的质谱裂解规律,通过比较样品峰

与对照品峰的一级质谱、二级质谱质荷比, 确定样品中是否掺杂了化学药物。结果:各色谱峰间分离度良好, 质谱分辨率符合

要求, 最小检出量为 2 ng至 100 ng。结论:该方法简便、快捷, 灵敏度、准确性均可满足定性检查的要求。
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HPLC- MS/MS identification of antiobesities in traditional

Chinese medicine and health foods
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Abstract Objective: To develop an H PLC - e lectrospray ion trap m ass spectrom etry for the identificat ion o f ten

ant iobesities illegally adu lterated in traditiona lCh inese m ed icine( TCM ) and hea lth foods. Method: The separation

w as conducted on aU tim atesXB - C18 Column by grad ient elu tion w ith m ethano l and 20 mm o l# L
- 1

amm on ium ace-

tate as them ob ile phase, the flow rate is 1 mL# m in
- 1

. Them ass spectrom eter w as operated in posit ive ion or nega-

t ive m ode and in three scan m odes inc lud ing fu ll scan M S, selected ion m on itoring and full scan M S
2
. The fragm en-

tation pattern o f these drugsw as summ arized, the obta ined pseudom o lecu lar ions, fragm ent ions w ere used to ident ify

w he ther these drugs w ere present in the m edic ines. Results: Reso lution o f these ten drugs w ere good. The lim its o f

detection w ere 2- 100 ng. Conclusions: The m ethod is sensitive, specific, accura te and very applicable to Ch inese

m edicine and hea lth food.
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  目前我国用于减肥的中药和保健食品面临的主

要问题是添加违禁药物。某些制药商在中药制剂和

保健食品中非法掺杂化学合成减肥药, 普通患者在

不知情下服用化学药物,给人体造成了很大伤害,严

重的甚至造成死亡。

现行国家方法对一些药物的鉴别存在空白。也

有其他报道采用液相色谱 -质谱或气相色谱 -质谱

方法鉴别减肥药
[ 1, 2]

, 但也存在检查药物较少的问

题。为解决上述问题, 本文研究建立了液相色谱 -

质谱测定方法, 可鉴别 10种化学减肥药物, 结合建

立的质谱数据库,基本可以覆盖市场上销售的减肥

药物。本文报道的方法简便, 监控范围广, 准确率、

灵敏度高,可为 /打假0工作提供可靠的技术保障。

1 仪器与试药

111 仪器  美国 Therm o公司 Finnigan LCQ Advan-

tage液相色谱 -离子阱质谱联用仪, 配有 ESI源; 美

国 Thermo公司 Surveyor高效液相色谱仪,配有液相

泵、自动进样器及二极管阵列检测器。

112 对照品  咖啡因、呋塞米、盐酸安非他酮、盐酸

芬氟拉明、酚酞、布美他尼、盐酸氟西汀、盐酸舍曲

林、西布曲明、奥利司他对照品均购自中国药品生物
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制品检定所,纯度均为 100%。

113 试剂  甲醇为色谱纯, 醋酸铵为分析纯, 水为

纯化水。

114 样品  均为北京市药品食品监督管理局市场
监督抽查 样品。其 中肥姐减肥 胶囊批号为

2006092901,标示主要成分为枳实、山楂、芦荟等。

2 仪器条件
211 液相色谱条件  色谱柱: U tim ates XB - C18色

谱柱 ( 416 mm @ 150 mm, 5 Lm ); 流动相 A:含 011%

醋酸的 20 mm o l# L
- 1
醋酸铵溶液, 流动相 B:甲醇;

梯度洗脱 ( 0 ~ 13 m in, B相为 20% y 42% ; 13 ~ 20

m in, B相为 42%; 20 ~ 23 m in, B相由 42% y 64% ;

23 ~ 33 m in, B相为 64%; 33 ~ 3311 m in, B相为

64% y 95%; 3311~ 40 m in, B相为 95% ; 40 ~ 4011

m in, B相回到初始比例 20% );检测波长为 230 nm,

流速为 1 mL# m in
- 1

(分流比为 4B1) ,进样量 5 LL。

212 质谱条件  电喷雾离子源 ( ESI) , 源电压 415

kV,毛细管温度: 270 e ,毛细管电压 20 kV, 鞘气流

速 5 L# m in
- 1

,正负离子检测, 扫描方式采用全扫描

一级质谱、全扫描二级质谱 (M S /M S ), 相对碰撞能

量 40%,质量数范围 100~ 1000。

3 溶液的制备

311 对照品溶液  精密称取对照品咖啡因、盐酸安

非他酮、盐酸氟西汀各 20 mg, 呋塞米、布美他尼、奥

利司他各 10 m g,盐酸芬氟拉明、西布曲明各 50 m g,

酚酞 15 m g,盐酸舍曲林 30 mg,置 50 mL量瓶中,加

甲醇适量使溶解, 并稀释至刻度, 摇匀, 精密量取 5

mL置 50 mL量瓶中, 加甲醇稀释至刻度, 摇匀, 即

得。

312 供试品溶液  取 1次服用量的样品细粉 (固体

制剂 )或液体制剂,置 50 mL量瓶中, 加甲醇 40 mL,

固体制剂超声 15 m in, 液体制剂振摇 2 m in, 加甲醇

稀释至刻度,摇匀,滤过,取续滤液即得。

4 方法与结果
411 10种化学药物的质谱特性  精密量取 / 3110

项下对照品溶液各 5 LL, 按 / 2110、及 / 2120项下条

件进样分析,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。质谱总

离子流图见图 1- A和图 1- B。

412 专属性试验  中药制剂和保健品剂型比较多,

成分比较复杂,为考察辅料及中药制剂其他成分对

上述 10种减肥药定性检查的干扰情况,选择了 4种

常用剂型的样品包括片剂、胶囊、茶和口服液, 按

/ 31 20项下配制供试品溶液 1份 ;比较色谱及质谱

表 1 10种化合物准分子离子及主要碎片离子质荷比

Tab 1 Pseudomolecu lar ion s and the ir ions at fu ll

scanM S/M S for 10 substances

化学名 ( nam e)

m /z

准分子离子

( pseudom o lecular

ions)

碎片离子

( fragm ent ions)

咖啡因 ( caffe ine) 195 138(M - C2H4N 2)

安非他酮 ( am febutamone) 240 184(M - C4H9+ 2H )

芬氟拉明 ( fenfluram ine) 232 187(M - C2H6N ), 159(M - C4H 10N)

酚酞 ( phenolphthalein) [ M+ H ] + 319 225(M - C6H5O )

布美他尼 ( bum etanide) 365 284(M - H
2
NO

2
S) 240(M - H

2
NO

2
S

- CO2)

氟西汀 ( fluoxetine) 310 148(M - C
7
H

4
F

3
O)

舍曲林 ( sertra line) 306 275(M - CH
4
N)

西布曲明 ( sibutram ine) 280 153(M - C6H 4Cl- CH 3), 139( M -

C6H 4Cl- C2H5)

奥利司他 ( orlista t) 496 337 ( M - C7H 12 NO3 ), 319 ( M -

C7H 12NO3- H2O )

呋塞米 ( furosem ide) [ M- H ] - 329 285(M - COOH )

图 1 10种对照品正离子 ( A )、对照品负离子 ( B )、肥姐减肥胶囊

( C)总离子流图

F ig 1 C hrom atogram s of T IC of 10 reference substances- pos it ive ion

(A ) , reference substances- negative ion ( B ), Fei jie an tiobesities cap-

su les( C )

1.咖啡因 ( caffeine)  2. 呋塞米 ( fu rosem ide)  3. 安非他酮 ( am febu-

tam one)  4.芬氟拉明 ( fen flu ram ine)  5.酚酞 ( phenolphthalein)  6.

布美他尼 ( bum etan ide)  7. 氟西汀 ( fluoxet ine)  8. 舍曲林 ( sertra-

l ine)  9.西布曲明 ( sibu tram ine)  10.奥利司他 ( orlistat)
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图 (图略 ), 个别液相色谱图中可见与上述 10种对

照品保留时间一致的色谱峰,但是无一级质谱和二

级质谱质荷比与上述 10种减肥药相同的碎片离子

峰,由于本方法采用后者为定性依据,因此可判断常

规辅料以及各制剂中所含的中药成分不干扰 10种

减肥药的检测。

413 精密度试验  精密量取 / 3110项下对照品溶

液,连续进样 5次,紫外检测器 H PLC图谱中保留时

间的 RSD均在 1%之内,显示方法精密度良好。

414 灵敏度试验  取 / 3110项下对照品溶液适量,

加甲醇逐步稀释, 按 / 2110及 / 2120项下条件测定,

上述药物的待测量在 2~ 100 ng之间时,一级质谱

总离子流图中色谱峰的信噪比 ( S /N )在 3左右。

415 样品测定  用此方法检验了 25批次样品,剂

型包括胶囊、片、茶、口服液,其中 5批样品检出西布

曲明、1批中检出芬氟拉明、1批中检出酚酞。样品

的典型图谱见图 1- C,样品中西布曲明分子离子及

碎片质量数与表 1中的理论值相同。

5 讨论
511 流动相的选择  方法所鉴别的 10种药物化学

性质相差较大, 要达到良好分离比较困难。经试验

流动相比例为乙腈 - 缓冲液 ( 0102 m ol# L
- 1
醋酸

铵, 011%三氟醋酸 ) ( 60B40)时, 有几个成分峰形不

好,拖尾严重,分离度达不到要求, 且奥利司他不出

峰;调整流动相为甲醇 -缓冲液 ( 0102 m o l# L
- 1
乙

酸铵, 011%醋酸 ) ( 60B40)后, 峰形有较大改善, 仍

然无法完全分离,奥利司他不出峰。经试验,流动相

比例为甲醇 - 缓冲液 ( 80B20)时, 奥利司他约 50

m in才出峰,因此用等度洗脱的方法很难在奥利司

他出峰的基础上保证其他 9个成分的分离。经过反

复实验确定了所述的梯度洗脱方法。应用该方法基

线平稳,各成分能完全分离, 而且奥利司他峰之前的

溶剂峰没有干扰。

512 供试品溶液制备  本文中检测的化学减肥药

基本都能溶于甲醇,某些需要超声助溶,而水溶性差

别较大,因此选择甲醇作为溶剂。此外中药制剂由

于处方中多数含有浸膏,比较粘稠,如果用水相或含

水的流动相溶解, 过滤困难。试验证明采用甲醇为

溶剂提取过滤的溶液,所含化学添加物溶解完全,其

他成分和辅料干扰小,而且方便快捷。

513 检测  呋塞米易于失去一个氢形成带负电荷
的 [M - H ]

-
离子峰,其他 9种成分均易于加氢形成

带正电荷的 [M + H ]
+
离子峰, 因此选用正负离子检

测方式进行试验。奥利司他结构为饱和脂肪烃, 在

200~ 400 nm紫外光谱范围内无紫外吸收, 液相色

谱图中无法检测,因此采用质谱总离子流图检测。
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