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摘要  目的: 建立液相色谱 -串联四级杆质谱的分析方法, 以对中成药制剂及其包装胶囊壳中的 12种口服降糖药进行快速筛

查、定性识别和准确定量。方法:被添加在中成药制剂及其包装物中的二甲双胍、苯乙双胍、罗格列酮、吡格列酮、格列吡嗪、瑞

格列奈、甲苯磺丁脲、格列齐特、格列苯脲、那格列奈、格列美脲、格列喹酮等西药成分用 80% 甲醇提取, 以 01 2% 甲酸水溶液

( A ) -乙腈 ( B)为流动相梯度洗脱, 在 ACQU ITY UPLC DBH C18色谱柱上分离,串联四级杆质谱检测, MRM方式采集并定量。

结果: 除二甲双胍的线性范围较窄外, 其余 11种化合物都表现出良好的线性范围和相关性 ( 01 0025 ~ 01 5 Lg# mL- 1, r\

01 9959),用 3个浓度 ( 01 005, 0101, 5 mg# g- 1 )进行精密度和回收率实验, 6次测定的 RSD为 11 7% ~ 111 4% , 回收率 931 2%

~ 1091 7% , 最低定量限 ( LLOQ )规定为添加回收试验中 S /N\ 10的最低添加浓度, 其范围 01 005~ 01 2Lg# g- 1。结论:本法可

用于中成药制剂中口服降糖药的定量检验。
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LC-M S/MS determ ination of 12 antidiabetic agents in

traditional Chinesemedicine preparation

PAN W e,i ZHENG Shun- l,iMAO X i- qin, YU L i- jun, DONG Guang- bin

( Dalian Inst itu te of ProductQuality Supervis ion& Inspect ion, Dalian 116021, Ch ina)

Abstract Objec tive: To develop a h igh ly se lective LC- M S /M S method using a tandem quadrupo le mass spec-

trometer detector for rapid screen ing, iden tification and quant ification of 12 antidiabetic agents added in the trad-i

t iona lCh inesemed icine prepara tions.M ethods: G lip izide, g liclazide, g lyburide, g limep iride, g liquidone, repag lin ide,

nateg linide, p ioglitazone, rosig litazone, m etform in, phenform in and to lbutam ide added in the b lank ground samples

w ere extracted w ith 80% methanol and w ere separated from an ACQU ITY UPLC DBH C18 column w ith a g radient

mob ile phase of 012% form ic acid w ater so lution (A ) - aceton itrile ( B ). A tandem quadrupo le mass spectrome ter

equ ipped w ith e lectrospray ionization source was used in positive ion mode, mu lt iple reaction monitoring (MRM )

w as performed to quantify above men tioned compounds. Results: E leven linear ca librat ion curves w ere obta ined in

the concentration range of 010025- 015 Lg# mL
- 1
w ith r\019959 except thatm etfo rm in calibration curvew ere in

narrow range. A ccuracy and recovery w ere determ ined at three concentrat ion ( 01005, 0101, 510 mg# g
- 1
), RSD( n

= 6 ) w as 117% - 1114% in accuracy and 9312% - 10917% in recovery. The low est lim its o f quan tif ication

( LLOQ) w ere def ined as the low est concentration g iv ing the signal- to- no ise \ 10B1, the dataw ere from 01005 to
012 Lg# g

- 1
. Conc lusion: The results ind icate that them ethod can be used in quantif icationalmeasure of ant id ia-

betic agents added in trad itional Ch inese medic ine preparat ions.

Key words: traditional Chinesemedicine preparation; an tid iabet ic agen;t LC- M S /M S

  双胍类、磺酰脲类、胰岛素增敏剂和餐时血糖调
节剂等口服降糖药因其服后起效迅速、降糖作用显

著而被广泛添加到中成药制剂中或制成中西药复方

制剂, 亦有置入中成药胶囊的囊壳材料中而起作用

的,这种现象已受到社会关注。已有几项研究针对

中成药和保健品中的降糖药的测定
[ 1~ 4]

, 多为定性

测定或是某类降糖药的定量测定, 目前关于中成药

中的西药成分测定未见较为全面的文献方法和调查
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数据。这些西药成分可采用液相色谱 /紫外检测器

法 (或二极管阵列检测器 )来测定, 但由于中成药成

分复杂, 进行色谱 /光谱测定时本底吸收高、易产生

干扰, 用液相色谱 /光谱法识别与鉴定中成药中的西

药成分有很多困难,极易导致错误结果。应用液相

色谱 /串联质谱法进行中成药及其包装材料中西药

成分的测定,可同时检测出这 4类共 12种口服降糖

药成分,方法灵敏,准确可靠。

1 仪器、药品与试剂

111 仪器  超高效液相色谱 /串联质谱仪: 美国

W aters公司 ACQU ITY U ltra Performance LC
TM
超高效

液相色谱仪, W aters Quattro Prem ier串联四极杆质

谱仪,工作站软件 M asslynx411。
112 药品与试剂  二甲双胍 ( metform in, M et)、苯

乙双胍 ( phenform in, Phe)、吡格列酮 ( piog litazone,

P io)、格列吡嗪 ( g lipizide, G lip)、瑞格列奈 ( repag lin-

ide, Rep )、格列齐特 ( g lic lazide, G lic )、格列苯脲

( g lyburide, G lyb)、格列美脲 ( glim epiride, G lim )、格

列喹酮 ( g liqu idone, G liq)等化学对照品,购自中国药

品生物制品检定所。甲苯磺丁脲 ( to lbutam ide,

To l)、罗格列酮 ( rosiglitazone, Ros)、那格列奈 ( nateg-

linide, Nat)等标准物购自 S igm a公司。12种口服降

糖药的化合物分子式、单同位素相对分子质量、化学

结构图和 CAS登录号等信息参见图 1。

图 1 12种降糖药分子式、单同位素相对分子质量、化学结构图和 CAS号

F ig 1 The form ula, m ono- isotope relative m olecu larm ass, chem ica l structure and CAS No. of 12 an tid iabetic agents

  所用试剂均为色谱纯,分析用水为 1812M 8 #

cm
- 1
,市售中成药制剂购自大连市、沈阳市药店及

专卖店。

2 溶液制备

211 对照品溶液  准确称取二甲双胍对照品 5100
mg,其余各对照品称取 2150 mg,用甲醇分别溶解定

容至 2510 mL为对照品储备液。分别移取对照品储
备液各 1体积,与 8体积甲醇混合后为对照品混合溶

液。准确移取对照品混合溶液 0105, 0110, 0150, 110,
510, 1010mL,用 80% 甲醇溶液定容至 10010mL。二
甲双胍的标准曲线浓度为: 01005, 0101, 0105, 011,
015, 110 Lg# mL

- 1
,其余化合物标准曲线浓度均为:

)570) 药物分析杂志 Ch in J Pharm Ana l 2009, 29( 4)



010025, 01005, 01025, 0105, 0125, 015 Lg# mL
- 1
。

212 供试品溶液

取中成药片 (丸 )、胶囊内容物等, 用样品捣碎

机粉碎,称取 110 g(准确至 011mg)于 100 mL具塞

三角瓶中, 加 80%甲醇 40mL在频率为 40 kH z的超

声波清洗器中提取 40 m in, 滤出提取液。用 80%甲

醇 40 mL分 2次重复提取残渣,合并 3次提取液,用

80%甲醇定容至 10010mL。经 012 Lm尼龙滤膜过
滤后, 取滤液 2 LL注入液相色谱 /串联质谱仪测定。

二甲双胍、苯乙双胍的校准曲线范围较窄,注意稀释

提取液使待测物浓度在校准范围之内。

取胶囊剂包装壳,倒出胶囊内容物,用棉签擦净

胶囊壳内附着的粉末,置于烘箱在 50 e 下干燥 2 h,

用样品粉碎机粉碎成粉末 (或剪成碎屑 ) , 称取 015
g(准确至 011 mg )于 50 mL具塞三角瓶中, 加甲醇

40 mL在 90 e 水浴中回流提取 2 h, 滤出滤液后,用

甲醇 10 mL分 2次重复洗涤残渣,合并提取液和洗

涤液于 50mL量瓶中并用甲醇补足至刻度。经 012
Lm尼龙滤膜过滤后, 取滤液 2 LL注入液相色谱 /

串联质谱仪测定。

3 实验条件

311 色谱条件  色谱柱: ACQU ITY UPLC DBH C18

( 211mm @ 50mm, 117 Lm);流动相: 012% 甲酸水

溶液 ( A ), 乙腈 ( B ); 梯度洗脱 ( 0~ 112m in, 25% B;

113 ~ 4 m in, 35% B; 416~ 811 m in, 47% B; 812 ~
1010 m in, 80% B); 流速 012 mL# m in

- 1
; 进样量 2

LL;室温。

312 串联质谱条件  离子化模式: ESI( + ) ; 离子

源喷雾电压: 315 kV;离子源温度: 110 e ; 脱溶剂气

温度: 400 e ; 脱溶剂气流量: 600 L# h
- 1
; 锥孔反吹

气流量: 60 L# h
- 1
;采集方式: 多反应监测 (MRM )。

4 结果和讨论

411 色谱条件的优化  双胍类口服降糖药水溶性

较好,而磺酰脲类、胰岛素增敏剂和餐时血糖调节剂

等口服降糖药醇溶性较好。在 C18反相色谱系统中,

双胍类物质保留较弱,从柱上流出较快,通常采用离

子对色谱法增加其在 C18柱上的保留,其余 3类物质

在 C18柱上保留行为合适。为了能在 1种色谱条件

下同时检测这 4类物质, 本实验弱化色谱柱的分离,

利用质谱检测的专属性, 仅在流动相中添加辅助离

子化作用的甲酸, 调整了 012%甲酸水溶液 - 乙腈

二元梯度,完成了 12种成分的分离, 二甲双胍是唯

一的出峰较早可能受中药内源物质干扰的化合物,

也借助质谱的选择性提取离子获得有效确证。采用

同一色谱系统进行 4类药物的分离, 提供了监测工

作方便快捷的手段。

表 1 12种口服降糖药的质谱检测参数

Tab 1 The ESI- M S- M S spectral data for the 12 an tid iabetic agen ts

化合物

( compound)

保留时间

( retention tim e) /m in

母离子

( pa rent ion)m /z

锥孔电压

( cone voltag e) /V

子离子

( daughte r ions)m /z

碰撞能量

( co llision ene rgy ) / eV

M et 0163 1301 1[M + H ] + 21 7112 20

8419 20

Phe 0190 2061 3[M + H ] + 23 6012 20

10510 25

Ros 1136 3581 5[M + H ] + 30 9319 35

13419 25

P io 1195 3571 5[M + H ] + 20 11910 45

13411 30

G lip 4165 4461 8[M + H ] + 20 16711 30

32113 15

R ep 4180 4531 9[M + H ] + 20 16211 20

23012 25

To l 5111 2711 4[M + H ] + 20 9018 30

15418 15

G lic 6111 3241 6[M + H ] + 25 11012 20

12712 18

G lyb 7196 4941 8[M + H ] + 20 16910 35

36912 15

N at 8145 3181 3[M + H ] + 20 12419 15

16518 15

G lim 8172 4911 9[M + H ] + 20 12611 30

35213 15

G liq 9143 5281 9[M + H ] + 25 38611 20

40313 15
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412 质谱条件的优化  优化了质谱检测中毛细管
电压 ( capillary voltage)、锥孔电压 ( cone voltage)、碰

撞能量 ( co llision energy)、脱溶剂气流速和温度 ( de-

solvation gas flow, deso lvation gas temp)、锥孔气流速

( cone gas flow )等参数,确定灵敏度最高、稳定性和

重现性最好的选择性提取离子作为定量离子 ( quan-

t ification ion trace), 次之的作为辅助离子 ( secondary

ion trace)。由此优化出 12种口服降糖药的一级质

谱的锥孔电压和二级质谱的碰撞能量参数,见表 1

所示。对色谱峰按出峰时间进行分时采集, 最大程

度增加了对提取离子的扫描时间 ( dw e ll time) ,使得

多反应监测离子 (MRM )谱图的灵敏度和重现性获

得增强。 12种口服降糖药的选择提取离子 MRM谱

图如图 2所示。

图 2 12种口服降糖药的提取离子谱图

F ig 2 The typicalMRM chrom atogram s of 12 ant id iabet ic agen ts

413 标准曲线、回收率、检出限、精密度

取 / 2110项所述的对照品溶液进行测定, 在本

文条件下,盐酸二甲双胍的检测灵敏度相对较低,标

准曲线浓度范围也较窄: 01005 ~ 011 Lg# mL
- 1
,其

余化合物标准曲线范围: 010025 ~ 015 Lg# mL
- 1
。

12种口服降糖药的标准曲线方程和相关系数见表

2。

回收率、检出限、精密度方法参数的确认用空白

基质加标回收试验来完成。以不含任何西药成分的

中药粉末为空白基质,将标准混合溶液按 01002, 011,
5mg# g

- 1
3个水平定量加入空白基质中, 挥干溶剂

后置于烘箱中 50 e 干燥 2 h, 按上述方法提取并测

定,以标准曲线外标法计算测定结果。回收率以测

出量对加入量的百分比值计; 最低定量限 ( LLOQ )
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表 2 12种降糖药定量离子、线性范围、标准曲线方程和相关系数

Tab 2 The linear ity and coefficient of corre la tion abou t 12 an tid iabet ic agents

化合物

( compound)

定量离子对

( quantifica tion ion trace)

回归方程

( regression equat ion)
r

线性范围

( linear range) /Lg# mL- 1

M et 13011﹥ 7112 Y= 702126X - 915161 019959 01005~ 011

Phe 20613﹥ 6012 Y= 209910X - 691191 019987 010025~ 015

Ros 35815﹥ 13419 Y= 933169 X - 140619 019985 010025~ 015

P io 35715﹥ 13411 Y= 180416 X - 854139 019972 010025~ 015

G lip 44618﹥ 32113 Y= 279132 X - 985127 019986 010025~ 015

R ep 45319﹥ 23012 Y= 120717 X - 205319 019993 010025~ 015

To l 27114﹥ 9018 Y= 628157 X - 145010 019993 010025~ 015

G lic 32416﹥ 11012 Y= 651150 X - 114110 019987 010025~ 015

G lyb 49418﹥ 16910 Y= 343191 X - 524155 019994 010025~ 015

N at 31813﹥ 16518 Y= 479104 X - 658157 019992 010025~ 015

G lim 49119﹥ 35213 Y= 289180 X - 144181 019998 010025~ 015

G liq 52819﹥ 40313 Y= 388146 X - 33120 019996 010025~ 015

为化合物定量离子 S /N \10时的最小添加量; 每水

平进行了 6次平行实验,以测出量的 RSD表示方法

精密度。观察 3个水平的添加回收实验时, 低水平

( 01002mg# g
- 1
)添加时可检出, 但不能定量回收,

可能与微细中药粉末的吸附有关。中水平 ( 011 mg
# g

- 1
)和高水平 ( 5 mg# g

- 1
)的添加均获得好的回

收率。中、高水平添加量相当于大部分市售中成药

中降糖西药的检出含量。方法回收率、检出限、精密

度情况见表 3。胶囊壳中的西药成分是在囊壳生产

工艺中加入的,因难以模拟实际工艺,未设计回收试

验,仅将其制成细粉或碎屑, 用甲醇回流提取, 可满

足实际样品的检测。

414 样品本底和干扰  按 / 2120项的方法分别对

降糖中成药中常用的黄芪、茯苓、白术、黄连、大黄等

中药和红色、黄色、蓝色、白色胶囊壳进行处理,进样

测定, 确定这些中药和胶囊溶出物及人工色素均不

干扰测定。

415 实际样品测定  按 / 2120项的方法提取、标准

曲线外标法定量测定了沈阳和大连市场上销售的降

糖中成药制剂共 26份,对药片和药丸测定了制剂中

的西药含量,对胶囊则分别测定了内容物和胶囊壳

中的西药含量,有 14份在药片、药丸、胶囊内容物和

胶囊壳中查出口服降糖药共 5种, 在药片和胶囊内

容物中的西药成分主要是 2种双胍类药物和格列苯

脲,只有 1份药丸查出那格列奈。在胶囊壳中主要

是甲苯磺丁脲,有少量的格列苯脲,其他种类的西药

成分未检出,测定结果见表 4。

表 3 12种口服降糖药的回收率、精密度、定量限

Tab 3 The accuracy, LLOQ and recoveries for the

ana lysis of 12 an tidiabe tic agen ts

化合物

( compound)

添加水平

( add level)

/mg# g- 1

回收率

( recove ries)

/%

RSD

/%

定量限

( LLOQ )

/Lg# g- 1

M et 01002 5518 213 012
011 6912 219

510 9812 513
Phe 01002 4612 518 011

011 5017 612
510 9316 616

Ros 01002 9617 319 0105
011 10013 417

510 10216 218
P io 01002 9019 319 0101

011 9516 518
510 10210 419

G lip 01002 10011 317 0105
011 10712 712

510 9818 617
R ep 01002 7711 311 01005

011 9212 619
510 10917 710

To l 01002 9211 512 0105

011 9913 213
510 9819 119

G lic 01002 9814 117 0105
011 9719 913

510 10417 818
G lyb 01002 8418 812 0105

011 10714 619
510 9312 1012

N at 01002 8519 219 0105
011 9316 617

510 9918 314
G lim 01002 8114 1114 0105

011 10716 515
510 9517 611

G liq 01002 8010 516 0105
011 10619 418

510 10019 312
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表 4 样品实测结果 (m g# g- 1 )

Tab 4 th e detec tion resu lts of the actual sam p les

样品

( sample)

生产厂商

( fa cto ry )

检出部分

( positive part)
Phe M et T ol G lyb Na t

药片 ( tablet) 1 A 药片 ( table t) 210 - - 0188 -

药丸 ( pill) 1 B 药丸 ( pill) 310 0168 - 0155 -

2 C 药丸 ( pill) - 2314 - - 0142

胶囊 ( capsule) 1 D 内容物 ( content) 111 2 2016 - 311 -

2 E 内容物 ( content) - - - 0157 -

3 F 囊壳 ( she ll o f capsu le) - - - 1016 -

4 G 囊壳 ( she ll o f capsu le) - - 10819 - -

5 H 囊壳 ( she ll o f capsu le) - - 3412 - -

6 I 囊壳 ( she ll o f capsu le) - - 4716 - -

7 I- 1 囊壳 ( she ll o f capsu le) - - 1418 - -

8 I- 2 囊壳 ( she ll o f capsu le) - - 2614 - -

9 I- 3 内容物 ( content) 311 8 - - - -

10 J 内容物 ( content) - 416 - - -

11 K 内容物 ( content) - - - 511 -

416 结论  本法对中成药制剂和包装囊壳中双胍

类、磺酰脲类、胰岛素增敏剂和餐时血糖调节剂等口

服降糖药的定量测定快速、灵敏、准确, 一次提取和

进样可完成多类多成分的筛查,可用于药品监督检

测工作。
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