
试验选择了 C4 (丁基 )液相色谱柱。C4柱用于快速

分离混合极性样品,其与 C8或 C18柱相比疏水性较

小,通常可用于水相成分高的洗脱液。在利用相同

的流动相时,与 C8或 C18柱相比, C4柱对非极性化

合物的保留时间更短,对极性化合物没有明显影响,

适合分离含极性范围广组分的混合物。C4键合相

能给出较短的分析时间和较高的分辨率。而奥硝唑

为极性化合物,水溶性较好,故采用 C4液相色谱柱。

流动相选择甲醇 �醋酸铵缓冲液, 奥硝唑保留时
间在 10�4 m in左右,内标保留时间在 6�5m in左右。
奥硝唑和内标峰形良好,基线平稳,血浆内源性物质

及其他杂质不干扰样品的分离测定。血浆样品的处

理曾比较过甲醇、乙腈、三氯乙酸 ( 10% )沉淀蛋白,

结果发现,用甲醇、乙腈沉淀蛋白后, 测试灵敏度下

降以及保留时间不稳定; 而用三氯乙酸 ( 10% )沉淀

蛋白, 测试效果较好,色谱峰位置基本稳定, 故采用

三氯乙酸 ( 10% )沉淀蛋白。

试验结果显示,健康受试者口服奥硝唑受试制剂

1�0 g后吸收较迅速, 于 1�69 h达血药浓度峰值
17�55 �g� mL- 1

。消除半衰期平均为 15�90 h。药动
学参数与文献

[ 5�6]
相近, 两种奥硝唑片的药动学性质

相似。本试验结果表明两种制剂具有生物等效性。

整个研究期间, 18例健康志愿者中无 1例因不

良反应而终止试验, 其血常规、血液生化、尿常规以

及心电图检查在试验前后未见异常, 说明本品在试

验剂量下表现出良好的安全性。
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直接实时分析质谱超速分析在药品监管中的应用

王铁松,张喆,赵明,车宝泉,高青,王威
*
(北京市药品检验所,北京 100035)

摘要: 目的 � 建立直接实时分析质谱 ( DART�M S)超速分析方法应用于药品监管检验工作。方法 � DART�M S将实时直接分析

离子源 ( DART )与离子阱质谱联用,离子源放电电压为 4 kV, 载气为氦气, 流速为 6 L� m in- 1, 温度为 400 � 。在不进行样品

色谱分离的前提下, 直接分析被测物质或其溶液。结果 � DART�MS与液质联用相比检定效率提高近 50倍, 对西地那非、米诺

地尔等已知物质可在 20 s内检测出, 对未知衍生物可在 4 m in内完成其多级质谱研究, 对传统液相色谱法难以分析的辅料如

混合脂肪酸甘油酯等也能准确分析。结论 � DART�M S样品处理简单,方法准确速度快,能广泛应用于非法添加、药物污染、制

剂辅料成分的快速检定,开创了药品监管的新方法, 能有效提高对突发安全事件的反应能力。

关键词: 直接实时分析质谱;米诺地尔;西地那非; 辅料;快速检测
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Ultra Speed D irect Analysis in Rea lT imeM ass Spectrom etry (DART�M S) for Drug Adm inistration

WANG T ie�song, ZHANG Zhe, ZHAO M ing, CHE Bao�quan, GAO Q ing, WANG W ei
*

(Beijing Institute for D rug

Control, Beijing 100035, China)
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ABSTRACT: OBJECTIVE� To estab lish an u ltra speed direct ana lysis in real time ( DART ) � ion trap m ass spec trome try m ethod for

screening of sham poo and herbal rem ed ies for the presence o f illega l add itives. METHODS� The DART tem perature w as 400 � , the

helium flow rate was 6 L� m in- 1 and the mass cone vo ltagew as 4 kV. The so lution was d irectly screened using a 12�DIP samp ler. RE�

SULTS� The speed of DART�MS was 50 tim es faster than that o f LC�MS for identify ing the additives inc ludingm inox id i,l sildenafi,l and

m ixed g lycerides. CONCLUSION � Each additive studied was rapid ly identified w ithin 20 seconds by DART�M S /MS, suggesting th is

techn ique can be used fo r drug adm in istration. H owever, its sensitiv ity and quantitation still requires further study and improvement.

KEY WORDS: DART; m inox idi;l sildenafi;l exc ip ient; u ltra speed ana lys is

� � 药物作为特殊的商品一直以来都被重点监

管, 近年来形势的发展向药品检验工作者也提出

了更高的要求。面对新时代药品监管的挑战, 研

究者试图通过具有常压快速离子化能力的直接

实时分析离子源 ( DART )来寻求突破。DART的

工作原理是在大气压条件下通过放电使氦气产

生激发态原子,并对该激发态原子进行快速加热

和电场加速,使其能够解析并瞬间离子化待测样

品。 DART商品化程度高, 操作简单, 仅需将样品

置于离子源出口和质谱采样口间即可在几秒钟

内对存在于液体、固体或材料表面的化合物进行

无损分析 ,并可通过调节轰击气流的温度对表面

分子进行差异化解析电离。

笔者利用 DART直接实时分析的特性,研究了

检查生发剂中米诺地尔、核查国家评价性抽验样品

中辅料脂肪酸甘油酯、检定非法添加西地那非等物

质的超速质谱分析方法,对 28批生发剂进行了米

诺地尔检查, 对 24枚吲哚美辛栓国家抽样品进

行了辅料核查, 对 40批样品进行了西地那非非

法添加检定,还对 1个未知成分进行了多级质谱

研究。这 4项定性鉴定工作用传统液质联用法

累计耗时 50余小时, 而用 DART�M S法不但与前

者结果一致, 而且累计耗时仅 60 m in, 极大的提

高了检验效率。

1� 实验部分

1�1� 仪器和试剂
LCQ Advantage离子阱质谱仪 (美国 Thermo公

司 ) , DART实时直接分析离子源 (美国 IonSense公

司 )。辅料混合脂肪酸甘油酯 (马应龙药业集团股

份有限公司, 批号 090601 )。色谱纯甲醇, 去离子

水。米诺地尔对照品 ( m inox id i,l 批号 100238�
199701)、枸橼酸西地那非对照品 ( sildenafil citrate,

中国食品药品检定研究院 )。所有供试品均为抽验

样品。

1�2� 米诺地尔的检测方法与结果

1�2�1� DART�MS条件 � 离子源条件: 正离子模式,
放电电压为 4 kV,载气为氦气,流速为 6 L� m in

- 1
,

温度为 400 � 。轰击角度为 0度, 离子源出口与样

品水平距离为 4 mm,与质谱采样口距离为 10 mm。

质谱条件:正离子检测, 一级质谱扫描全扫描, 质量

数范围 100~ 1 000, 二级质谱全扫描 (m /z = 210 ),

相对碰撞能量 40%,质量数范围 70~ 250。用 12孔

道玻璃探针直接蘸取样品后置于 DART离子源前进

行检测。

1�2�2 � 结果 � 米诺地尔对照品 DART�MS检测的
质谱见图 1, 2。累计 28批次样品的仪器分析过程

仅耗时 10 m in, 结果均未检出米诺地尔。

1�2�3� 检测限 � 取米诺地尔对照品用甲醇�水 ( 1�
1)溶解并逐级稀释后与空白样品充分混合,分别进

行测定,以 S /N > 3�1计算, 加样回收检测限浓度为

1 �g� mL- 1,能完全满足检测要求。
1�3� 辅料混合脂肪酸甘油酯的检测方法与结果
1�3�1� DART�MS条件 � DART离子源条件及样
品溶解测定方法与 � 1�2�1�方法相同。质谱条件
为正离子检测, 一级质谱扫描全扫描, 质量数范

围 180 ~ 1 000; 二级质谱全扫描 (m /z = 656及

m /z= 712 ) , 相对碰撞能量 40% , 质量数范围

180 ~ 1 000。

图 1� 米诺地尔对照品的一级质谱

Fig�1� DART�MS spectra of m inox idil
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1�3�2 � 结果 � 混合脂肪酸甘油酯对照和栓剂样品
的 DART�MS质谱见图 3~ 6。 3个厂家 24枚吲哚美

辛栓仪器分析过程仅耗时 15 m in, 结果均检出含有

混合脂肪酸甘油酯。

1�3�3 � 检测限 � 取混合脂肪酸甘油酯对照用甲
醇 �水 ( 1�1)溶解并逐级稀释后分别进行测定, 以 S /

N > 3�1计算,检测限浓度为 2 �g� mL
- 1
, 因溶液分

析用量为 1 �L故检测限度为 2 ng。

1�4� 非法添加西地那非的检测方法与结果
1�4�1� DART�MS条件 � DART离子源条件与 � 1�2�1�

方法相同。质谱条件为正离子检测, 一级质谱扫描

全扫描,质量数范围 100~ 1 000; 二级质谱全扫描

(m /z= 475) , 相对碰撞能量 40%, 质量数范围 130

~ 500。样品溶解测定方法与 � 1�2�3�相同。
1�4�2� 结果 � 西地那非的 DART�MS质谱见图 7、

8。在 40批样品中检出 13批含有西地那非, 仪器分

析过程仅耗时 25 m in。

1�4�3 � 检测限 � 取枸橼酸西地那非对照品用甲
醇�水 ( 1�1)溶解并稀释后分别进行测定,以 S /N >

3�1计算检测限浓度为 0�1 mg� mL- 1
, 因溶液分析

用量为 1 �L,故检测限度为 100 ng。

1�4�4� 固体样品原形态直接分析法检测西地那非
� 研究中除对样品溶液进行测定外, 还尝试用快装

夹固定胶囊、丸剂样品后直接进行 DART�MS测定。
DART离子源条件与 � 1�2�1�方法相同,但轰击角度
变为 45度,离子源出口与样品垂直距离为 3mm, 与

质谱采样口距离为 10 mm。质谱条件为正离子检

测,一级质谱选择性监测西地那非的 475分子离子,

二级质谱全扫描 (m /z = 475) ,相对碰撞能量 40%,

质量数范围 100~ 500。用 10孔道快装夹固定样品

后直接进行 DART�MS吹扫检测。
40批样品的原形态 DART�MS检验结果与样品

溶液的分析结果完全相同。与全扫描相比虽然质谱
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响应值降低了约 50倍,但选择性离子监测的背景噪

音也大幅下降了约 20倍, 故分析原形态样品的

DART�MS法和分析样品溶液的 DART�MS法具有相
似的灵敏度,完全可应用于快速打假。此外,原形态

样品 DART�MS分析法不需溶解样品, 从拿到 36个

带包装的样品到完成鉴定仅需 10 m in, 整体分析速

度更快,故而在大批量打假定性筛查中有非常广阔

的应用前景,能极大的提高工作效率。

1�5� 未知物的多级质谱检测方法与结果
进行壮阳类非法添加检测时, 在一个可疑样品

中检测到一个强度很高的 m /z= 505的质谱峰,怀疑

是羟基豪莫西地那非, 但因没有对照品, 故采用

DART�MS对其进行多级质谱研究并确证。
1�5�1� DART�MS条件 � DART 离子源条件与

� 1�2�1�方法相同。质谱条件为正离子检测, 一级
质谱扫描全扫描,质量数范围 100~ 1 000;依次选择

最强碎片进行多级质谱研究, 相对碰撞能量均为

40%,质量数范围 100~ 600。取玻璃探针直接蘸取

样品溶液置于 DART离子源前进行检测。

1�5�2� 多级质谱结果 � 该可疑物质的一级质谱 m /

z= 505,二级质谱 m /z= 487,三级质谱 m /z= 377,四

级质谱 m /z= 331。结合文献
[ 1]
及质谱碎片, 判断该

物质为羟基豪莫西地那非。整个多级质谱分析过程

仅耗时 4m in,多级质谱图见图 9。

2� DART�M S质谱裂解行为分析

2�1� 米诺地尔的质谱分析
DART属于复合型电离, 在正离子工作模式下

首先由激发态氦气与空气中的水分子发生潘宁电离

产生水合物离子与电子
[ 2]
, 质子化的水分子离子再

与米诺地尔进行质子交换, 形成 m /z= 210的 [M +

H ]
+
分子离子峰。该分子离子进行二级质谱轰击时

脱去一分子 NH 3裂解生成 m /z= 193的离子峰。米

诺地尔的质谱裂解图见图 10。

2�2� 混合脂肪酸甘油酯的质谱解析
脂肪酸甘油酯实际为混合物, 其 DART�MS质

谱图相对较复杂, 经仔细分析可以发现有多个质核

比相差 28或 56[既�( CH2 ) 2�或�( CH2 ) 4�]的离子峰
连续出现,如 m /z= 796, m /z= 768, m /z= 740, m /z=

712, m /z= 656,这种现象充分的说明了被分析物质

为一组相差 2个或 4个碳原子的混合同系物, 上述

峰均为分子离子峰。而质谱图中出现的 m /z= 523,

m /z= 495, m /z= 439峰则分别是上述 m /z= 740, m /

z= 712, m /z= 656峰脱去一个质核比为 217的碎片

后对应产生的二级质谱峰。根据上述信息可以推断

出 m /z= 656峰为三月桂酸甘油酯一水合物, m /z =

712峰为双月桂酸单棕榈酸甘油酯一水合物, m /z =

740峰为双月桂酸单硬脂酸甘油酯一水合物, 而质

核比为 217的碎片为失去一个活泼氢的月桂酸一水

合物,其裂解示意图见图 11。药用的混合脂肪酸甘

� �
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油酯可根据熔点分为 34型 ( 33 ~ 35 � ) , 36型

( 35~ 37 � ) , 38型 ( 37 ~ 39 � ), 40型 ( 39 ~ 41

� ) ,其熔点随着硬脂酸甘油酯所占比例的提高而增
大

[ 3]
,其对应的 m /z= 740峰相对强度也会相应改变。

经典的高效液相色谱法和高分辨凝胶渗透色谱法只

能做到脂肪酸甘油单酯、双酯和三酯的族分离
[ 4]
,

DART�MS弥补了传统 HPLC等方法的不足, 不但能

检测并得到各厂家辅料混合脂肪酸甘油酯的指纹质

谱,还能够鉴别其组成并提示其相对含量,在一定程度

上展现出 DART�MS在辅料分析中的广阔应用前景。
2�3� 西地那非衍生物的质谱解析
该物质在多级质谱分析中出现 m /z= 377、331、

和 303的质谱峰,虽然与参考文献不同
[ 1 ]
,但与西地

那非的 DART�MS多级质谱完全一致, 故仍可判断
为西地那非的衍生物。结合 m /z= 505、487的质谱

峰可判断该物质为羟基豪莫西地那非, 其裂解示意

图见图 12。

3� 讨 � 论

采用 DART�MS检测方法, 无需制备流动相,无
需进行色谱分离,交叉污染很小, 且样品处理简单,

分析速度非常快, 每个样品的分析时间均小于 1

m in。此外 DART�MS具有一定的热解析特点, 可以
� �

图 11� 脂肪酸甘油酯的质谱裂解示意图

F ig� 11� Ana lys is ofM S spec tra o f m ixed g ly ce rides

图 12� 西地那非衍生物的质谱裂解示意图

Fig�12� Analysis o fMS spectra o f hydroxyhomos ildena fil

通过调节载气温度等进行条件优化, 对药物分子

的离子化选择性好。对于已有对照品的物质, 通

过比对一级二级质谱定性, 结果准确可靠。对于

未知物质, 可以在几分钟内得到其多级质谱供判

断结构。因此 DART�M S可广泛应用于非法添

加、药物污染的大样本量快速检定。此外 DART�
MS还能解决传统 HPLC难以准确分析的脂肪酸

甘油酯等辅料的检定控制问题, 填补了药品辅料

监管的空白。

直接实时分析质谱虽然具有快速, 准确,适用面

广等优点,但还存在进样精度差、定量水平低、灵敏

度对质谱仪依赖性强等不足, 如果采用三重四极杆

质谱仪进行 MRM 方式检测, 将进一步提高灵敏度

和定量能力,使其有更广泛的应用空间。
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