
UPLC-MS /M S测定降糖类中成药及保健品中 11种化学药
*

杨钊,陈安珍,吴爱英,李欣荣
(青岛市药品检验所,青岛 266071)

摘要  目的: 建立一种测定降糖类中药制剂及保健品中添加 11种化学药的超高效液相 -串联四级杆质谱方法。方法:使用超

高效液相 -串联四极杆质谱的多反应监测 ( MRM )模式测定。以 W aters ACQU ITY UPLCTM BEH C18 ( 211 mm @ 100 mm, 11 7

Lm )色谱柱进行分离,甲醇 - 10 mm o l# L- 1醋酸铵溶液梯度洗脱,流速: 01 2 mL# m in- 1。离子化模式: ESI+。结果: 11种化学

药测定的线性范围在 015~ 2001 0 Lg# L- 1之间, r分别在 01 9976~ 019997之间, 检出浓度分别在 011~ 31 6 ng# g- 1之间, 3个

水平的回收率分别在 901 0% ~ 11817%间。结论: 该方法快速、准确、灵敏,可用于降糖类中药制剂及保健品中添加 11种化学

药的测定。
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UPLC- MS /MS determ ination of eleven anti- diabetic chem ical

medicines in Chinese traditional patentmedicine and health food
*
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( Q ingdao In stitu te for Drug Con tro,l Q ingdao 266071, Ch ina)

Abstract Objec tive: To establish amethod for determ inat ion o f11 anti- d iabet icm edic ines in trad itionalCh inese

medicine preparations and health food by UPLC trip le- quadrupo le tandem mass spectrometer. Method: U sing UP-

LC- M S /M S to determ inate bymulti- reactionsmonitoring (MRM ) techno logy. The separat ion w as perfo rmed on a

W aters ACQU ITY UPLC
TM

BEH C18 ( 211 mm @ 100 mm, 117 Lm ) co lumnw ith a grad ientmob ile phase ofmethano l

- 10mmol# L
- 1

ammonium acetate w ith a flow rate of 012 mL# m in
- 1
. Ion mode: ES I

+
. Results: The standard

curves of the 11 chem ica lm edic ines show ed good linearity over the concentration range o f 015- 200 Lg# L
- 1

and

r= 019976- 019997, respectively. The concentration o f 11 chem ica lmed icines w ere betw een 011- 316 ng# g
- 1

and the average recoveries w ere 9010% - 11817% a t three levels. Conclusion: The method is rapid and sensit ive,

and su itab le for the determ inat ion o f 11 chem icalmed icines in trad itional Ch inese med ic ine preparat ions and hea lth

food.

Key words: anti- d iabet ic; trad it iona l Chinese medic ine preparations; hea lth food; UPLC; triple- quadrupo le tan-

dem mass spectrom eter

  糖尿病是一种以糖、脂肪和蛋白质代谢紊乱为
特征的内分泌代谢性疾病。近年来, 随着人民生活

水平的提高,糖尿病的患病率在不断上升
[ 1]
。在中

成药和保健品中添加化学药的案例时有发生。目前

用于检测降糖类中药制剂及保健品中添加化学药的

高效液相 -质谱联用法多采用对照法即将对照品的

一级、二级质谱图与样品的对比以判定
[ 2, 3]
检验结

果, 其选择性相对较差, 操作较烦琐。本文建立的超

高效液相 -串联四极杆质谱联用定性和定量检测降

糖类中成药及保健品中添加 11种化学药的方法, 克

服了已有方法的缺点, 是一种选择性强、灵敏度高、

准确、快速的检测方法。

1 仪器与试药

Acquity超高效液相色谱仪 ( UPLC ) , Quattro
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Prem ierXE串联四极杆质谱仪,美国W aters公司。

对照品盐酸二甲双胍 (批号 100664- 200401)、

格列吡嗪 (批号 100281- 200001)、格列奇特 (批号

0269 - 9701 )、盐酸吡格列酮 (批号 100634 -

200401)、格列苯脲 (批号 100135- 200404) ,格列美

脲 (批号 100678- 200301)、格列喹酮 (批号 100280

- 200301 )、马来酸罗格列酮 (批号 100952 -

200701), 甲苯磺丁脲 (批号 100500 - 200801)和瑞

格列奈 (批号 100753 - 200501)均购自中国药品生

物制品检定所。盐酸苯乙双胍对照品 (批号 0373-

G, U SP)。降糖类中成药 30批, 为监督抽检药厂的

产品; 其他降糖类产品 15批,为个人送检的保健品、

食品或非法医疗机构的产品。甲醇为 M erk公司色

谱纯试剂;醋酸铵为 ACROS公司分析纯试剂;分析

用水为 1812M 8 # cm
- 1
。

2 方法与结果

211 色谱条件  色谱柱: W aters ACQU ITY UPLC
TM

BEH C18 ( 211mm @ 100mm, 117 Lm ); 柱温: 35 e ;

流速: 012 mL# m in
- 1
;流动相:甲醇 - 10mmol# L

- 1

醋酸铵溶液梯度洗脱, 0 ~ 610 m in, 甲醇 55% y

70% , 610~ 715 m in,甲醇 70% y 100% , 715~ 1010
m in, 甲醇 100% y 55%; 进样量: 10 LL。

212 质谱条件  离子化模式: ESI
+
; 检测方式: 多

反应检测 (MRM );毛细管电压: 310 kV;萃取锥孔电

压: 4 V;离子源温度: 110 e ;脱溶剂气温度: 350 e ;

脱溶剂气流量: 550 L # h
- 1
; 锥孔气流量: 50 L #

h
- 1
;氩气流量: 0118 mL# m in

- 1
;取样锥孔电压及碰

撞能量见表 1。

表 1 质谱参数
Tab 1 MS param eters

化合物

( compund)

母离子

( pa ren t ion)m /z

碎片离子

( fragment ions) m /z

锥孔电压

( cone vo ltage) /V

碰撞能量

( co llision energy) / eV

盐酸二甲双胍 ( me thfo rm in hydrochlo ride) 1301 10 85111 27 13

71116* 27 17

盐酸苯乙双胍 ( phenfo rm in hydrochlo ride) 2061 27 164118 32 16

105113* 32 24

甲苯磺丁脲 ( to lbutam ide) 2711 26 154187* 32 17

171193 32 12

格列奇特 ( g lic lazide) 3241 47 110115 37 20

127116* 37 17

盐酸吡格列酮 ( piog litazone hydroch lor ide ) 3571 45 119114 32 45

134116* 32 28

马来酸罗格列酮 ( ro sig litazonema leate) 3581 29 106187 50 34

134192* 50 25

格列吡嗪 ( g lipzide) 4461 53 347132 30 14

321136* 30 13

瑞格列奈 ( repag lin ide) 4531 50 161198 44 20

230125* 44 27

格列美脲 ( g limepir ide) 4911 62 126115 32 25

352137* 32 13

格列苯脲 ( g libenclam ide) 4941 56 169114 31 37

369133* 31 13

格列喹酮 ( g liquidone) 5281 51 167114 32 30

403136* 32 12

注 ( no te ): * 标注代表定量离子 ( means quant ifica tion ion)

213 对照品溶液的制备  取对照品盐酸二甲双胍、
盐酸苯乙双胍、甲苯磺丁脲、格列奇特、盐酸吡格列

酮、马来酸罗格列酮、格列吡嗪、瑞格列奈、格列美

脲、格列苯脲和格列喹酮 13162, 14171, 10168,
15109, 12139, 9190, 12188, 10133, 14186, 15126,

13125 mg,精密称定, 分别置 11个 10mL量瓶中,加

甲醇定容至刻度, 制成对照品储备液并保存于冰箱

中。分别精密量取上述 11种对照品储备液适量, 置

50mL量瓶中,加甲醇定容至刻度,得每 1mL含 100

Lg的混合对照品储备液并保存于冰箱中。将上述
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混合对照品储备液用甲醇 - 10 mmo l# L
- 1
醋酸铵溶

液 ( 1B1)稀释得每 1mL含 1 Lg的混合对照品溶液。

214 供试品溶液的制备  取片剂或丸剂, 细致研磨

粉碎; 或取胶囊剂,取出内容物连同胶囊壳细致研磨

粉碎, 取约 013 g,精密称定, 置 50 mL量瓶中, 加入

约 40mL甲醇 - 10mmo l# L
- 1
醋酸铵溶液 ( 1B1)超

声 ( 250W, 25 kHz)处理 10 m in, 放冷后定容至刻

度。将上述溶液高速离心 (不小于 10000 r#
m in

- 1
),取上清液用甲醇 - 10 mmo l# L

- 1
醋酸铵溶

液 ( 1B1)稀释 100倍, 0122 Lm微孔滤膜滤过, 取续

滤液, 即得。

215 标准曲线的制备  将混合对照品溶液用甲醇
- 10mmol# L

- 1
醋酸铵溶液 ( 1B1)逐级稀释, 得混

合对照品系列溶液,浓度分别为 015, 110, 210, 510,
1010, 2010, 5010, 10010, 20010 Lg# L

- 1
。每个浓度

平行 3份,在上述 UPLC- M S /M S条件下测定, 各对

照品定量离子的峰面积 ( Y )对各组分浓度 (X )经回

归处理,得标准曲线。盐酸二甲双胍等 11种对照品

在 015 ~ 20010 Lg# L
- 1
范围内线性良好, 回归方

程、相关系数等参数详见表 2。其中 50 Lg# L
- 1
的

混合对照品溶液的总离子流图见图 1。

图 1 混合对照品溶液总离子流图

Fig 1 Total ion ch rom atogram s for m ixtu re of referen ce s tandards

1.盐酸二甲双胍 (m ethform in hyd roch loride)  2. 盐酸苯乙双胍

( phen form in hydroch lorid)  3. 甲苯磺丁脲 ( tolbu tam id )  4.格列

吡嗪 ( glip zid e)  5. 格列奇特 ( gl iclaz ide)  6.马来酸罗格列酮

( ros iglitazon em aleate)  7. 盐酸吡格列酮 ( p iog litazone hydroch lo-

ride)  8.格列苯脲 ( glib enclam ide)  9.格列美脲 ( g lim ep iride)  

10.格列喹酮 ( g liqu idone)  11.瑞格列奈 ( repaglin ide)

216 检出浓度和定量浓度的测定  根据盐酸二甲

双胍等 11种对照品 S /N = 3时的溶液浓度,计算出

测定方法的检出浓度;根据 S /N = 10时的对照品溶

液浓度,计算出测定方法的定量浓度。详见表 2。

表 2 11种化学药的定量相关参数

Tab 2 The quan tifica tion param eters of the 11 chem ical drugs

化合物

( compund)

回归方程

( reg ress ion equation)
r

LOD

/ng# g- 1

LOQ

/ ng# g - 1

盐酸二甲双胍 ( me thfo rm in hydrochlo ride) Y= 72816X + 19615 019988 31 3 916

盐酸苯乙双胍 ( phenfo rm in hydrochlo ride) Y= 11819X + 19013 019978 11 3 411

甲苯磺丁脲 ( to lbutam ide) Y= 66615X + 7717 019996 11 1 315

格列奇特 ( g lic lazide) Y= 24916X - 2213 019997 31 6 918

盐酸吡格列酮 ( piog litazone hydroch lor ide ) Y= 2911X + 92219 019976 01 2 016

马来酸罗格列酮 ( ro sig litazonema leate) Y= 3236X + 96615 019991 01 1 014

格列吡嗪 ( g lipzide) Y= 35519X + 7313 019991 31 1 911

瑞格列奈 ( repag lin ide) Y= 2431X + 83319 019987 01 2 017

格列美脲 ( g limepir ide) Y= 56813X + 8010 019991 01 3 110

格列苯脲 ( g libenclam ide) Y= 44815X + 4913 019992 01 6 212

格列喹酮 ( g liquidone) Y= 60312X + 2618 019995 11 5 418

217 精密度试验  取 5010 Lg# L
- 1
混合对照品液

在拟定的 UPLC- M S /M S条件下连续测定 6次,盐

酸二甲双胍、盐酸苯乙双胍、甲苯磺丁脲、格列奇特、

盐酸吡格列酮、马来酸罗格列酮、格列吡嗪、瑞格列

奈、格列美脲、格列苯脲和格列喹酮定量离子的峰面

积的 RSD 分别 为 018%, 014% , 111%, 015% ,

018%, 115%, 016%, 111%, 015% , 017% , 018% ( n

= 6),表明方法的精密度良好。

218 回收率试验  选择不含盐酸二甲双胍等 11种

化学药的试验样品,细致研磨粉碎,取约 013 g,精密

称定,共取 9份,分置 50 mL量瓶中, 分别加入甲醇

- 10 mmo l# L
- 1
醋酸铵溶液 ( 1B1)约 40mL, 每 3份

1组,分别精密加入混合对照品储备液 015, 215, 510
mL,按 / 2140项下方法提取, 终浓度分别为 1010,
5010, 10010 Lg# L

- 1
。在拟定的 UPLC- M S /M S条

件下测定并计算平均回收率,见表 3。

219 重复性试验  取其他降糖类产品中的 2号样

品 (平糖安胶囊, 批号 080516)约 013 g, 精密称定,

按 / 2140项下方法提取, 平行 6份, 在上述 UPLC -

M S /MS条件下测定。盐酸二甲双胍、格列奇特、马
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表 3 11种化学药的平均回收率 ( x ? s, n = 3,% )

Tab 3 The average recover ie s of the 11 chem ical drugs

化合物

( compound)

C /Lg# L - 1

10 50 100

盐酸二甲双胍 (methfo rm in hydrochlor ide) 11817 ? 315 10713? 211 9915? 019

盐酸苯乙双胍 ( phenfo rm in hydrochlor ide) 10415 ? 411 10115? 118 9010? 115

甲苯磺丁脲 ( to lbutam ide) 10310 ? 212 10117? 113 10015 ? 119

格列奇特 ( g liclazide) 10816 ? 318 10412? 115 10215 ? 117

盐酸吡格列酮 ( piog litazone hydrochlo ride) 9918? 110 10513? 118 9813? 112

马来酸罗格列酮 ( rosig litazonema leate) 10015 ? 018 9819 ? 017 10110 ? 117

格列吡嗪 ( g lipzide) 10013 ? 415 9711 ? 219 9316? 118

瑞格列奈 ( repag lin ide) 10117 ? 119 10012? 212 9912? 018

格列美脲 ( g lmi epir ide) 10115 ? 412 9914 ? 110 10012 ? 212

格列苯脲 ( g libenclam ide) 10018 ? 415 10015? 117 9816? 116

格列喹酮 ( g liqu idone) 10212 ? 216 9911 ? 116 9914? 111

来酸罗格列酮和格列苯脲的平均添加量分别为

0158%, 6189% , 0112% , 0126%; RSD( n = 6)分别为

112%, 111% , 213%, 118%, 证明此方法重复性良

好。2号样品的总离子流图见图 2。

图 2 2号样品的总离子流图

F ig 2 Total ion chrom atogram s of the No. 2 sam p le

1.盐酸二甲双胍 ( m ethform in hyd rochloride)  2.格列奇特 ( g liclaz ide)

3.马来酸罗格列酮 ( rosig litazone m aleate )  4. 格列苯脲 ( gl ib-

enclam ide)

2110 稳定性试验  取 5010 Lg# L
- 1
混合对照品

溶液分别在配制后 0, 2, 4, 6, 12, 18, 24 h, 用上述

UPLC- MS /M S条件测定。根据盐酸二甲双胍、盐

酸苯乙双胍、甲苯磺丁脲、格列奇特、盐酸吡格列酮、

马来酸罗格列酮、格列吡嗪、瑞格列奈、格列美脲、格

列苯脲和格列喹酮定量离子的峰面积计算 RSD ( n

= 7 )分别为 115%, 017%, 212% , 018%, 210% ,

214%, 113%, 210%, 018%, 116% , 119%。说明对
照品溶液 24 h内稳定。

2111 样品测定  45批样品分别按 / 2140项下方法

提取,各平行 2份,在上述 UPLC- M S /M S条件下测

定。降糖类中成药 30批中有 1批添加了格列本脲,

添加量为 0171%, 与该产品的处方量相符 (产品的

处方中含有格列本脲 )。15批其他降糖类产品中有

11批违法添加了化学药,具体情况见表 4。

表 4 其他 15批降糖类产品添加结果

Tab 4 The resu lt of the 11 chem ical drugs

m ixed into 15 sam p les

化合物

( compund)

添加浓度范围

( concentrat ion

range) /%

添加次数

( m ixed into

times)

盐酸二甲双胍 ( methform in hydrochlor ide) 0158~ 1108 4

盐酸苯乙双胍 ( phenform in hydrochlor ide) 0138~ 0160 5

甲苯磺丁脲 ( tolbutam ide ) / 0

格列奇特 ( glicla zide) 6189~ 8181 3

盐酸吡格列酮 ( piog litazone hydrochlo ride) 0112~ 0115 2

马来酸罗格列酮 ( rosig litazonem alea te) 0112 1

格列吡嗪 ( glipzide) / 0

瑞格列奈 ( repag linide) / 0

格列美脲 ( glim ep ir ide) 0160 1

格列苯脲 ( glibenc lam ide ) 0124~ 0179 9

格列喹酮 ( gliquidone) / 0

3 讨论

在被检验的 30批正规药厂生产的降糖类中成

药中均未发现违禁添加。 15批其他降糖类产品中

有 11批 (约 75% )添加了化学药, 其中有 1种保健

品竟同时添加了 4种化学药。添加次数较多的是盐

酸苯乙双胍和格列苯脲,添加范围分别为 0138% ~

0160%和 0124% ~ 0179% ,添加量差别很大。

本文在前期建立的同时检测 8种降糖化学药的

UPLC- M S /M S方法基础上, 增加了甲苯磺丁脲、马

来酸罗格列酮、瑞格列奈 3种对照品, 改用本法, 取

得了较好的分离效果。样品的测定在 10 m in内完

成, 可用于该类药品快速检测。
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