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摘要  目的:建立超快速液相色谱 -质谱 /质谱联用法 ( UFLC - MS /MS)测定替加氟制剂中替加氟 ( FT )的含量。方法:样品以

甲醇 -水 ( 80B20)提取,采用 Sh im - pack XR- ODS柱分离,以甲醇 -水 ( 80B20)为流动相, 流速为 0140 mL# m in- 1,通过电喷

雾离子化 ( ES I), 采用多反应检测 (MRM )方式进行负离子检测, 进样量 10 LL, 用于定量分析的检测离子为 m /z 19819y 4210

( FT )和 m /z 1281 8y 4211( 5- FU ),在 3 m in内完成 FT定量分析。结果:线性范围为 5~ 3000 ng# mL- 1,最低检测限为 5 ng#

mL - 1。FT 3个浓度 ( 550, 700, 1000 ng# mL - 1 )的加标回收率分别为 100. 4% , 10019% , 1011 2%。结论: 本方法灵敏度高, 分析

速度快,操作简单, 可作为替加氟制剂中 FT质量控制方法。
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Abstract Objective: To deve lop an UFLC- M S /M S m ethod for determ inat ion o f tegafur in tegafur preparation.

Method: The samples w as extracted w ith m ethano l- w ater ( 80B20, v /v ). The UFLC separat ion w as perform ed on

an Shim - pack XR- ODS column. The mob ile phase consisted ofmethano l- w ater ( 80B20, v /v ) at a flow rate of

0140 mL# m in
- 1
. ESI

+
was perform ed in multip le reaction mon itor ing mode(MRM ), using the transitions o fm /z

19819y 4210( tega fur) andm /z 12818y 4211( 5- fluorouracil) . Results: The method w as linear in the concentra-

tion range of 5- 3000 ng# mL
- 1
. The low er lim it of quant ification ( LLOQ ) w as 5 ng# mL

- 1
. The recoveries at the

addition of three leve ls ( 550, 700, 1000 ng# mL
- 1

) w ere 10014% , 10019% and 10112% . Conclusion: Themeth-

od has good repeatab ility, h igh sensitiv ity and more convenien,t and can be successfu lly applied for the determ ina-

tion o f tegafur in tegafur preparation.
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  替加氟注射液主要用于治疗消化道肿瘤, 如胃

癌、直肠癌、胰岛癌、肝癌,亦可用于乳腺癌。本品为

氟尿嘧啶的衍生物,在体内经肝脏活化逐渐转变为

氟尿嘧啶而起抗肿瘤作用。能干扰和阻断 DNA、

RNA及蛋白质合成, 主要作用于 S期, 是抗嘧啶类

的细胞周期特异性药物,其作用机理、疗效及抗瘤谱

与氟尿嘧啶相似,但作用持久,吸收良好,毒性较低。

化疗指数为氟尿嘧啶的 2倍, 毒性仅为氟尿嘧啶的

1 /4~ 1 /7。慢性毒性试验中未见到严重的骨髓抑

制,对免疫的影响较轻微。替吉奥胶囊是类似于优

福定 (UFT)的抗代谢类抗肿瘤药, 由日本大鹏药品

工业株式会社首先成功研制的, 它以替加氟 ( tega-

fur, FT)为主体, 每粒胶囊含 FT 20 mg, 加入吉美拉

西 ( CDHP)阻止活化物氟尿嘧啶降解, 增强抗癌作

用。由于 CDHP加入导致的 5-氟尿嘧啶 ( 5- FU )

浓度的升高,相应的副作用亦随之上升,主要表现为

消化道毒性, 故再加入奥替拉西 ( Oxo)保护胃肠粘

膜,减少消化道反应
[ 1 ]
, 临床不同剂型应用较为广

泛。

目前, 测定 FT含量的方法主要有 HPLC
[ 1]
、紫
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外分光光度法 ( UV)
[ 2]
和 GC- M S

[ 3 ]
,随着液相色谱

质谱联用技术的逐步推广, 建立 LC- M S /M S方法

有着重要的意义。本试验通过优化色谱和质谱条件

建立测定控制替加氟制剂的 UFLC- M S /M S方法,

以缩短分析时间,大大提高分析工作效率。

1 仪器与试剂

UFLC- 20A高效液相色谱仪 (日本岛津公司 );

API 3200三重四极杆串联质谱仪 (美国 AB公司 );

高速离心机 (上海安亭科学仪器厂 ); 超声波清洗器

(奥特赛恩斯仪器有限公司 ) ,涡旋混匀器 (金坛市

金城教学仪器厂 )等。

替加氟注射液 (批号: 8060032EU, 8060591DE )

购自齐鲁制药有限公司; 替吉奥胶囊 (批号:

20080923, 20080727)购自上海旭东海普药业有限公

司; 替加氟片 (批号: 20081218, 20090110)购自山东

齐鲁光华制药有限公司; 对照品 FT、5 - FU均购自

中国药品生物制品检定所, 纯度 99% ; 甲醇为色谱

纯; 灭菌注射用水。

2 色谱质谱条件
色谱柱: Shim - pack XR- ODS柱 ( 310 mm @ 75

mm, 210 Lm ); 流动相: 甲醇 - 水 ( 80B20, v /v ) ; 流

速: 0140mL# m in
- 1
;柱温: 25 e ;进样量: 10 LL; 整

个分析流程用时 3m in。

质谱采用 ESI负离子多反应 (MRM )方式检测;

ESI源电压: 412 kV,温度: 400 e ; DP: 70; EP: 5; CE:

100; CXP: 9; CUR: 10, CAD: 1, GS1: 50; GS2: 60。 FT

及 5- FU采集离子分别为 m /z 19819y 4210、m /z

12818y 4211(图 1和图 2)。

3 溶液的制备
311 系列对照品溶液  精密称取 FT 对照品

010050 g,置 25mL量瓶中, 用甲醇溶解
[ 3 ]
并定容至

刻度,振动混匀,即得浓度为 200 Lg# mL
- 1
的 FT储

备液,置 4 e 冰箱中保存。将储备液用甲醇 - 水

( 80B20, v /v )按梯度稀释成 5, 10, 25, 50, 100, 250,

500, 1000, 2000, 3000 ng# mL
- 1
对照品溶液, 置于 4

e 冰箱中保存备用。

312 内标溶液  精密称取 5- FU对照品 010020 g,

置 10 mL量瓶中, 用水溶解
[ 3]
并定容至刻度, 振荡

混匀,即得 200 Lg# mL
- 1

5- FU储备液, 置 4 e 冰

箱中保存。将储备液用水稀释成 1 Lg# mL
- 1
, 即

得。

313 样品处理
精密吸取替加氟注射液 ( 50mg# mL

- 1
) 20 LL,

置 10 mL量瓶中,用甲醇 -水 ( 80B20, v /v )稀释并定

容至刻度, 即得 100 Lg# mL
- 1
溶液。取该溶液 50

LL置 5mL量瓶中,以甲醇 -水 ( 80B20, v /v )稀释定

容即得注射剂稀释液。

精密称取替加氟胶囊剂或片剂粉末 010020 g

于 5 mL量瓶中, 以甲醇 -水 ( 50B50, v /v )溶解并定
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容, 超声处理 30 m in使其完全溶解, 精密吸取 100

LL于另一 5 mL量瓶中,以甲醇 -水 ( 80B20, v /v )定

容,过 0145 Lm的微孔滤膜即得氟胶囊剂或片剂稀
释液。

4 测定法

取 / 3130项下的稀释液 500 LL于 115 mL离心

管中,加内标溶液 ( 1 Lg# mL
- 1

) 20 LL,涡旋混匀 1

m in, 1200 r# m in
- 1
离心 5 m in, 吸取上清液于进样

瓶, 以待 UFLC- M S /M S分析。色谱图见图 3。

图 3 FT的 UFLC- MS /MS色谱图

F ig 3 R epresentative UFLC- MS /MS chrom atogram s for FT

A. 对照品 ( referen ce substance)  B. 注射液样品 ( in jection

samp le)

1. FT 2.内标 ( internal standard)

5 线性关系考察

将 / 3110项下系列对照品溶液按 / 40 项下方法
处理后,进行 UFLC- M S /M S分析, 以 FT浓度为横

坐标,以 FT和内标的峰面积比为纵坐标,权重为 1 /

X
2
, 绘制标准曲线, 得直线回归方程为:

Y= 0100509X + 010883 r= 019997
最低检测限为 5 ng# mL

- 1
。结果见表 1。

表 1 标准曲线的准确度和精密度 (n= 6)

Tab 1 Precision and accuracy of calibration samp les

浓度

( concentration)

/ng# mL - 1

平均值 ?标准偏差

( mean? SD )

/ng# mL- 1

RSD

/%

准确度

( accuracy)

/%

5 5101 ? 01 10 210 10014

10 9191 ? 01 91 119 99112

25 25148 ? 0159 213 10210

50 49102 ? 1122 215 98114

100 99122 ? 1166 117 99122

250 252140 ? 5103 210 10110

500 496140 ? 5159 111 99118

1000 1004180 ? 33118 313 10015

2000 2020100 ? 33191 117 10110

3000 2998100 ? 60117 210 99196

6 稳定性试验
吸取 / 3130项下的注射剂稀释液, 按 / 40项下处

理后,分别于配制后 0, 2, 5, 10, 20 h下依法测定。

结果表明,供试品溶液在 20 h内基本稳定, RSD分

别为 113% , 112% , 0196%, 0164% , 0130%。
7 重复性试验

吸取 / 3130项下的注射剂稀释液, 按 / 40项下处

理后,进行 5次平行测定,其 RSD为 0185%。
8 加标回收率试验

精密吸取 3份已知含量的同一批号的样品 ( 1

Lg# mL
- 1
注射液 ) 500 LL,置 115 mL离心管中,分

别精密加入 1 Lg# mL
- 1

FT对照品溶液 50, 200, 500

LL,按 / 40项下处理后进行测定,结果见表 2。

表 2 加标回收率结果 (n= 5)

Tab 2 R ecover ies and precisions of

sam p le s w ith standards

样品量

( sample

vo lume) /LL

加入量

( sp iked)

/LL

平均值 ?标准偏差

( mean? SD )

/LL

回收率

( recovery)

/%

RSD

/%

500 50 552120 ? 3103 10014 01 65

500 200 706140 ? 3158 10019 01 71

500 500 1012100 ? 21136 10112 21 1

9 样品测定结果

选取含有 FT的 3种制剂 6批次, 分别为注射

液、胶囊和片剂, 按照正文所建立的方法进行测定,

计算 FT含量,结果见表 3。
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表 3 样品中 FT测定结果 ( n= 6)

Tab 3 Test data of FT samp le

剂型

( dosage of form )

批号

( L ot N o. )

浓度 ( concentra tion)

/ ng# mL- 1

平均值 ?标准偏差

( m ean ? SD)

R SD

/%

准确度

( accuracy ) /%

注射液 ( in jection) 8060032EU 1000 100216 ? 71 33 0173 10013

8060591DE 1000 100119 ? 61 33 0163 10111

胶囊 ( capsule) 20080923 1000 1012 ? 4147 0144 10112

20080227 1000 100616 ? 41 98 0164 99187

片剂 ( tabe lts) 20081218 1000 100111 ? 61 78 0184 10017

20090110 1000 100412 ? 51 55 0191 10013

10 讨论
1011 色谱条件的优化  流动相的选择对 FT的离

子化效率具有非常显著的影响。比较了不同流动相

如甲醇 -水 (体积比为 10B90; 50B50; 65B35; 80B20;

90B10) ,甲醇 - 2 mmo l# L
- 1
醋酸铵 (体积比为 3B

1)、乙腈 -水 (体积比为 70B30)条件下目标物的离

子化效率,结果显示选用甲醇 - 水 ( 80B20)作为流

动相离子化效率最佳。

1012 质谱条件的优化  选用 1 Lg# mL
- 1
FT对照

品溶液进行条件优化, 选择 ESI
-
和 ESI

+
作为电离

模式,分别对 DP、EP、TEM、CE等进行了优化。通过

全扫描方式观察总离子流图,得到母离子峰,通过碰

撞反应进行子粒子扫描确定其定量和辅助定性离

子, 然后分别对各离子对进行检测,经反复试用离子

对,最后确定 ESI
-
作为电离模式, m /z 19819y 4210

为检测离子对,仪器检测响应值达到最佳。

1013 方法的适用性  文中所述方法灵敏度高, 前

处理简单, 分析速度快, 重复性好, 可作为 FT制剂

中 FT质量控制方法。从样品测定结果可以看出,

待测药品中 FT含量合格, 成分也比较稳定。
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