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摘要  目的: 建立检测降糖类中成药中非法掺入化学合成降糖药的专属性方法。方法: 采用液相色谱 -电喷雾质谱联用法。液

相色谱:色谱柱为 Ag ilent C18柱 ( 150 mm @ 41 6 mm, 5Lm), 流动相 A为乙腈;流动相 B为 01 02 m ol# L- 1醋酸铵 ( 1000 mL含冰醋

酸 110 mL );流动相 C为甲醇, 梯度洗脱,流速 014 mL# m in- 1;柱温 25 e 。质谱:电喷雾电离源 ( ESI)正离子检测; 质荷比范围

m /z 40~ 600,干燥气温度 350 e ;干燥气流速 10 L# m in- 1, ;干燥气压力 276 kPa;源电压为 5 kV。通过相对分子质量、一级、二级

质谱碎片信息、液相色谱保留时间和紫外光谱四方面的信息,对降糖类中成药的提取液进行定性鉴别和定量测定。结果: 3批降

糖类中成药, 1批被检测到同时掺有二甲双胍和格列本脲, 1批被检测到同时掺有苯乙双胍和格列本脲, 1批未检出。结论: 该方

法选择性强, 灵敏度高,可作为分析中药降糖制剂中非法掺入二甲双胍、苯乙双胍、格列吡嗪和格列本脲的有效检测方法。
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Abstract Objective: To develop a specificmethod for the ident ification ofmetform in, glyburide, g lip izide and phen-

form in illegally added into Ch inese med icine antidiabetic preparat ions. M ethods: The liquid chromatography– ion

trapm ass spectrometry method w as used. LC: Ag ilent C18 column ( 150 mm @ 416 mm, 5 Lm), the mobile phase con-

sisting of acetonitrile ( phaseA) , 0102moL# L
- 1

ammonium acetate( per 1000mL contains 110mL acetic acid, phase

B) , and methano l ( phase C ) w ith grad ient elution, a flow rate o f 014mL# m in
- 1
, column temperature 25 e 1 MS:

positive electrospray ionization ( ESI
+
) and two scanmodes including fu ll scanM S and fu ll scanMS- M S, the scan-

n ing range o f 40- 600m /z, the dry ing gas temperature o f 350 e , the dry ing gas f low rate of 10 L# m in
- 1
, the drying

gas pressure o f 276kPa, the ion izat ion vo ltage of 5 kV. A fter separated by HPLC, the organic ex traction of Chinese

med icine preparations w as analyzed. The obtained pseudomo lecu lar ions, fragment ions and retent ion t imew ere used

to identify and determ inate the four drugs by comparison w ith reference substances. Results: Three traditiona lChinese

med icine preparations w ere identified. One was m ixed byM etform in and G lyburide, anotherw as m ixed by Phenform in

and Glyburide and anotherw as no t found illegally m ixed. Conclusion: Themethod is specific, sensitive accurate, thus

may be used to detect the illegal traditiona lCh inesemed icine antidiabet ic preparat ions.

Key words:HPLC-MS; traditionalChinesemedicine antid iabetic preparations; metform in; phenform in; glipizide; glyburide

中药是我国的传统医学宝藏,由于其源于天然产 物,毒副作用小,深受老百姓的欢迎。众所周知,中药

)440) 药物分析杂志 Ch in J Pharm Ana l 2009, 29( 3)



制剂具有治疗周期相对较长,起效相对较慢的特点,

常用于慢性病的治疗调理。糖尿病是我国发病率较

高的慢性病,降糖中药制剂具有比较广泛市场空间。

近年来,一些不法分子利用人们对降糖类中药及其制

剂的偏爱,为增加产品的功效,在制剂中非法添加化

学合成降糖药,这些化学降糖药在有效控制血糖的同

时也具有一定的毒副作用,如苯乙双胍可引起糖尿病

乳酸性酸中毒, 病死率高达 50% ~ 80%,且症状体征

无特异性,一旦确诊,病情严重,治疗困难, 美国 FDA

早已禁止用于临床,我国糖尿病协会也禁止 60岁以

上的老年人服用苯乙双胍
[ 1、2]
。若患者在不知情的情

况下长期大量服用此类非法掺入化学降糖药的所谓

中药制剂,可能造成严重的不良反应,甚至会危害患

者的生命。因此,有必要建立灵敏、可靠的分析方法

对降糖类中成药掺入的化学合成药进行鉴定。液

相 -质谱联用技术由于其专属性强, 灵敏度高的优

点,越来越多地应用于中成药或保健品非法添加药物

成分的鉴别,成为打假治劣的一把利剑。液质联用技

术用于鉴定中药降糖制剂中非法掺入苯乙双胍、格列

齐特
[ 1]
、格列本脲

[ 3]
的方法研究陆续见报道,但是同

时检测几种化学降糖药的方法尚不多见,本文建立了

高效液相色谱 -电喷雾离子阱质谱联用法可同时对

中药制剂中是否非法掺入二甲双胍、苯乙双胍、格列

吡嗪、格列本脲进行快速、准确的判断。

1 材料与仪器

盐酸二甲双胍对照品 (批号: 10064- 200401) ,

格列本脲对照品 (批号: 100135 - 200404) , 格列吡

嗪 (批号 100281- 200001)均由中国药品生物制品

检定所提供。盐酸苯乙双胍原料 ( 9910% )由潍坊

制药厂提供。3批不同厂家的降糖类中成药 /降糖

宁胶囊 0 (批号: 20060712) /甘露消渴胶囊 0 (批号:

20060501) /降糖舒片 0 (批号: 061001)分别由济南

市食品药品监督管理局稽查大队、枣庄市食品药品

监督局稽查大队和淄博市食品药品监督局抽样提

供。甲醇、乙腈为色谱纯 (天津康科德科技有限公

司 ) ,乙酸铵、冰醋酸为分析纯, (国药集团化学试剂

有限公司 ), 水为超纯水。

Ag ilent 1200- 6320离子阱液质联用仪,配有 1200

系统 (四元泵、自动进样器、柱温箱 )、二极管阵列检测

器 (DAD)电喷雾离子化源 (ESI)、数据处理系统。

2 实验方法

211 HPLC条件  色谱柱: Ag ilent C18柱 ( 150 mm @

416mm, 5 Lm),流动相 A为乙腈; 流动相 B为 0102
mo l# L

- 1
醋酸铵 ( 1000mL含冰醋酸 110mL);流动相

C为甲醇;流速: 014mL# m in
- 1
, 线性梯度洗脱 (见

表 1),检测波长: 235 nm,柱温: 25 e ;进样量 10 LL。
表 1 流动相洗脱程序

Tab 1 Grad ien t elu tion faction

时间 /m in

( time)

流动相 A /%

( mob ile phaseA )

流动相 B /%

(mob ile phase B)

流动相 C /%

(mobile phase C)

0 20 60 20

2 20 60 20

5 68 24 8

15 68 24 8

16 20 60 20

25 20 60 20

212 MS、MS- M S条件  电喷雾离子化正离子检

测方式 ( ESI
+
)质荷比范围: m /z 40~ 600; 干燥气温

度: 350 e ;干燥气流速: 10 L# m in
- 1,

;干燥气压力:

276 kPa; 源电压: 5 kV; 毛细管温度: 275 e , 毛细管

电压: 15 V。采用全扫描一级质谱、选择离子二级全

扫描质谱检测方式。

213 溶液的配制
21311 对照品溶液  取上述 4种对照品适量用稀

释液溶解配制成 250 Lg# mL
- 1
的溶液作为对照品

储备溶液,稀释液为 0102 mo l# L
- 1
醋酸铵 - 011%

醋酸水溶液 -乙腈 -甲醇 ( 60B20B20) ;另各取 5 mL

定容至 25 mL作为混合对照溶液。

21312 供试品溶液  取 /降糖宁胶囊0或 /甘露消渴胶

囊0各 10粒,将内容物混合均匀,取 /降糖舒片 010片,

混合后研细,精密称取相当于 4粒 (片 )的样品细粉,置

100mL量瓶中,加入流动相稀释液约 80mL,超声 ( 600

W, 40 kH z)提取 10m in,放冷至室温,静置约 10m in,用

稀释液稀释至刻度,取上清液用 0145 Lm的滤膜过滤,

取滤液稀释 10倍后用于 HPLC、MS、MS /MS分析。

3 实验结果

311 盐酸二甲双胍、格列本脲、格列吡嗪、苯乙双胍
对照品的色谱、光谱及质谱行为

采用正离子检测方式对盐酸二甲双胍、格列本

脲、格列吡嗪、苯乙双胍 4种对照品溶液进行

HPLC、MS和 MS- M S分析, 4种对照品保留时间分

别为:二甲双胍 319 m in; 苯乙双胍 519 m in; 格列吡

嗪 1017 m in;格列本脲 1215m in。准分子离子峰 [M

+ H ]
+
质荷比 (m /z )分别为: 二甲双胍 130, 苯乙双

胍 206, 格列吡嗪 446, 格列本脲 494。选择 [ M +

H ]
+
进行二级全扫描质谱 (M S /M S)分析, 产生的碎

片离子峰 m /z分别为二甲双胍 60; 苯乙双胍 60和

164;格列吡嗪 321; 格列本脲 369。其一、二级全扫

描质谱图与质谱裂解途径如图 1所示:
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图 1 对照品的一、二级全扫描质谱图与质谱结构式裂解

Fig 1 The fu ll scanMS、MS2 spectrum and the fragm en tat ion of reference substan ce

A.二甲双胍 ( m et form in)  B.苯乙双胍 ( phen form in)  C.格列本脲 ( glyburid e)  D.格列吡嗪 ( glip izide)

312 样品的定性检测
在相同的色谱及质谱条件下对 3批降糖类中

成药的提取液进行 H PLC、M S和 MS- M S分析,

/降糖宁胶囊 0和 /甘露消渴胶囊 0均检测到格列
本脲的准分子离子即 m /z 369; 对 m /z 369进行

二级全扫描质谱分析, 产生与格列本脲对照品完

全一致的碎片离子。 /降糖宁胶囊 0同时检测到

二甲双胍的准分子离子即 m /z 130; 对 m /z 130

进行二级全扫描质谱分析, 产生与二甲双胍对照

品完全一致的碎片离子。 /甘露消渴胶囊 0同时

检测到苯乙双胍的准分子离子即 m /z 206;对 m /z

206进行二级全扫描质谱分析, 产生与二甲双胍

对照品完全一致的碎片离子。且紫外光谱、液相

色谱保留时间均与相应的对照品一致, 相应的谱

图见图 2。

结合紫外光谱、液相色谱保留时间、准分子离

子和二级质谱裂解碎片四方面的信息, 可以证实

在 3批降糖类中成药中, /降糖宁胶囊 0被非法掺
入二甲双胍和格列本脲, /甘露消渴胶囊 0被非法

掺入苯乙双胍和格列本脲, /降糖舒片 0未掺入, 结

果为阴性。

313 线性关系考察
取对照品储备溶液用稀释液制备含二甲双胍、

苯乙双胍、格列吡嗪、格列本脲浓度分别为 50, 25,

10, 5, 1 Lg# mL
- 1
的系列混合对照溶液, 分别取 10

LL注入液相色谱仪,记录色谱图, 依据对照品溶液

图 2 样品监测典型的一、二级全扫描质谱图

F ig 2 The typ ical fu ll scan MS、MS2 spectrum of sam ple solu tion

A.二甲双胍 (m etform in )  B. 苯乙双胍 ( phen form in )  C.格列本脲

( g lybur ide)
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浓度和液相色谱紫外检测峰面积, 以对照品溶液的

峰面积为纵坐标,以对照品溶液浓度为横坐标,用加

权最小二乘法 (权重系数 1 /x
2
)进行线性回归, 得到

二甲双胍、苯乙双胍、格列吡嗪、格列本脲的标准曲

线分别为:

Y = 260. 39X - 228127, r = 019997,
Y = 211152X - 134195, r = 019995,
Y = 117184X - 221817, r = 019999,
Y = 127175X - 521615, r = 019991,
线性范围分别为: 110 ~ 5017 Lg# mL

- 1
; 111~ 5512

Lg# mL
- 1
; 110~ 5013 Lg# mL

- 1
; 110 ~ 5018 Lg#

mL
- 1
。结果表明,线性关系良好。

314 进样精密度试验

取 25 Lg# mL
- 1
的混合对照溶液, 连续进样 6

次, 考察 4种对照品溶液的峰面积,测得二甲双胍、

苯乙双胍、格列吡嗪、格列本脲峰面积的 RSD分别

为: 112%, 019% , 115%和 119%。
315 最低检测限与定量限
按信噪比 3B1计, 二甲双胍、苯乙双胍、格列吡

嗪、格列本脲的最低检测限分别为: 218, 118, 110和
111 ng。按信噪比 10B1计, 二甲双胍、苯乙双胍、格列

吡嗪、格列本脲的定量限分别为: 912, 519, 313和 316 ng。

316 阳性样品的测定
精密取 / 2130项下供试品溶液各 10 LL进样分

析, 按外标法以峰面积计算含量。色谱图见图 3, 结

果见表 2。

图 3 高效液相色谱图

Fig 3 HPLC ch rom atogram s

A.对照品 ( referen ce substance)  B.降糖舒片 ( jiangtangshu tab lets)  C.降糖宁胶囊 ( jiangtangn ing cap su les)  D.甘露消渴胶囊 ( gan luxiaoke cap-

su les)

1.二甲双胍 (m etform in )  2.苯乙双胍 ( ph enform in )  3.格列吡嗪 ( g lip izide)  4.格列本脲 ( glyburide)
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表 2 3种中药制剂中二甲双胍、苯乙双胍、格列吡嗪和格列本脲的含量 (m g# 粒 - 1, m g# 片 - 1, n= 2)

Tab 2 Contents ofm etform in, phen form in , glybur ide and g lip iz ide in three trad itional

Ch inesem edic ine preparations ( m g per capsu le, m g per tablet)

制剂

( preparations)

二甲双胍

( m etform in)

苯乙双胍

( phenfo rm in )

格列本脲

( g lyburide)

格列吡嗪

( g lipizide )

降糖宁胶囊

( jiangtangning capsu les)
8312

未检出

( no t de tec ted)
512

未检出

( not detec ted)

甘露消渴胶囊

( ganlux iaoke capsules)

未检出

( not detec ted)
319 115

未检出

( not detec ted)

降糖舒片

( jiangtangshu table ts)

未检出

( not detec ted)

未检出

( no t de tec ted)

未检出

( no t de tected)

未检出

( not detec ted)

4 讨论
411 方法的专属性  中药制剂中通常含有多种中

药,每种药材均含有多种组分, 采用紫外检测法或荧

光法对中药提取物进行检测时,由于选择性不强,在

干扰组分多的情况下, 对待测物的色谱分离提出了

更高的要求,单凭色谱保留时间判断,容易出现假阳

性结果。采用本文液相色谱 -离子阱质谱联用法,

如果待测物中有相应的色谱峰,则可进一步检测二

极管阵列的紫外光谱, 并与对照品的二极管阵列紫

外光谱相比较,若光谱一致,再进一步通过电喷雾进

样,观察是否含有对照品的准分子离子峰和二级质

谱裂解碎片,以便确定此保留时间的色谱峰为阳性,

如果紫外光谱、准分子离子峰和二级质谱裂解碎片

和对照品不一致,则可推断该色谱峰是保留时间一

致的假阳性结果。ESI属于软电离技术, 其一级质

谱一般获得准分子离子峰,通过二级质谱检测,可以

对供试品进行结构确证,大大提高了检测的专属性。

412 梯度洗脱条件的选择  虽然本文采用的液相

色谱 -离子阱质谱联用法可以通过对质荷比的筛选

获得复杂基质中单一组分的色谱图, 不需要实现其

与干扰组分间完全的色谱分离,但是考虑到在打假

实际工作中,为了更好地提供确凿的证据,我们在建

立方法时优化了 HPLC的洗脱条件, 使液相色谱条

件有较强的专属性, 能够满足定性和定量的需要。

因为涉及到二甲双胍、苯乙双胍、格列吡嗪、格列本

脲这 4种化学降糖药, 所以选择适当的流动相和色

谱条件使 4种化学成分均取得良好的分离成为优化

HPLC条件的关键,作者分别对流动相 A、流动相 B

和流动相 C进行不同的配比试验,综合比较各色谱

峰理论塔板数、分离度等方面的因素, 结果以 / 2110
所述的梯度洗脱条件最佳。

413 波长的选择  通过二极管阵列检测器在 200

~ 400 nm波长范围内扫描,二甲双胍、苯乙双胍、格

列吡嗪、格列本脲这 4种化学降糖药在 235 nm均有

比较理想的色谱峰响应值,故选用 235 nm为检测波

长。

5 结语

本文通过 LC /M S技术将高效液相色谱的高分

离能力和质谱分析的高选择性相结合,建立了鉴别

降糖类几种中药制剂中非法掺入二甲双胍、苯乙双

胍、格列吡嗪、格列本脲的分析方法, 结合相对分子

质量、一级、二级质谱碎片信息、液相色谱保留时间

和紫外光谱四方面的信息, 增强了检测结果的可信

度。该方法灵敏度高,选择性强, 对打击降糖类中药

制剂非法添加西药成分的制假行为, 保证人民群众

用药安全具有现实意义。
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