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摘要  目的: 建立检测抗风湿类中成药中非法掺入双氯芬酸、醋酸泼尼松的专属性方法。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 ilen t C18柱 ( 150 mm @ 41 6 mm, 5Lm ),流动相为 0102 m oL# L- 1醋酸铵 - 1%醋酸溶液 -甲醇

( 32B3B65),流速 01 4 mL# m in- 1; 柱温 30 e 。质谱:电喷雾电离源 ( ESI)负离子检测;质荷比范围 m /z 100~ 500,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 4方面的信息, 对抗风湿类中成药的提取液中非法掺入的双氯芬酸、醋酸泼尼松进行定性鉴别。结果:

6批抗风湿类中药, 4批检出掺有双氯芬酸, 同时掺有醋酸泼尼松。结论: 该方法选择性强, 灵敏度高,可作为分析检测抗风湿

类中成药中双氯芬酸、醋酸泼尼松的有效方法, 可用于分析鉴定中成药非法添加西药成分的打假工作。
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Abstract Objec tive: To develop a spec ific method for the identificat ion of dic lo fenac and prednisone aceta te ille-

ga lly added into an ti- rheum atism Ch inese med icine preparations. Methods: The liqu id chrom atography- ion trap

mass spectrometry method w as used. LC: Ag ilentC18 column ( 150mm @ 416 mm, 5 Lm) w as adopted w ith themo-

b ile phase consisted of 0102 mol# L
- 1

ammon ium acetate- 1% ace tic acid- methano l ( 32B3B65). The f low rate

w as 014mL# m in
- 1
and column temperaturew as 30 e . M S: negative e lectrospray ion ization ( ESI- ) and tw o scan

modes inc luding fu ll scanM S and fu ll scanMS- M S, the scann ing rangew as 100- 500m /z, the dry ing gas temper-

ature w as 350 e , the dry ing gas flow ra tew as 10 L# m in
- 1
, the dry ing gas pressurew as 276 kPa and the ionization

vo ltagew as 5 kV. The obta ined pseudomo lecular ions, fragment ions and retention timew ere used to identify the tw o

drugs by comparison w ith those of reference substances. Results: Four formulat ions w ere detected illegally adu ltera-

ted by diclo fenac and simu ltaneously detected illega lly adu lterated by prednisone acetate. Conclusion: Them ethod

is spec ific, sensitive and accurate, it can be used to determ inate the illega lCh inese trad itionalmed icines, illegally a-

dulterated by the anti- rheumat ism drugs.

Key words:HPLC- M S; an ti- rheumat ism trad it iona l Chinese med icine preparat ions; diclo fenac; predn isone ace-

tate

  双氯芬酸是临床上常用的用于治疗风湿性关节

炎的非甾体解热镇痛药, 如果滥用或使用不当可能

引起药敏性皮炎,严重得甚至导致过敏性休克
[
和急

性肾功能衰竭
[ 1~ 4]
。醋酸泼尼松是常见的甾体激素

类药物,能够有效增加抗风湿类药物的疗效,但是长

期大量使用醋酸泼尼松可能引起糖尿病、消化道溃

疡和类库欣综合征症状, 对下丘脑 -垂体 -肾上腺

轴抑制作用较强, 并且会引起并发感染等主要不良

反应。由于这 2种药品价格较为低廉,且有一定的

治疗作用,近年来市场上发现抗风湿类中成药中非

法掺入这 2种化学药的情况, 若患者在不知情的情

况下长期、大量服用这类所谓的抗风湿类中药制剂,
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可能引起严重的不良反应。由于非甾体的消炎镇痛

药加强了醋酸泼尼松的致溃疡作用,同时掺有这 2

种化学药的假中药制剂,其危害更为严重。因此,有

必要建立灵敏、可靠的分析方法对抗风湿类中成药

掺入的化学合成药进行鉴定。由于中药制剂中化学

成分复杂, 色谱分析时干扰峰多, 色谱分离难度很

大,而且单独依靠色谱行为难以进行可靠的定性分

析
[ 5~ 7]
。本文建立了高效液相色谱 -电喷雾离子阱

质谱联用法,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,对中药中是否非法掺入双氯芬酸和醋酸泼尼松

进行快速、准确的判断。

1 仪器与试药

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。

对照品双氯芬酸 (批号: 100334 - 200302 )、醋

酸泼尼松 (批号: 100012- 200105)均由中国药品生

物制品检定所提供。 6批不同厂家的抗风湿类中成

药分别由梁山县食品药品监督管理局和莘县食品药

品监督局提供。甲醇为色谱纯 (天津康科德科技有

限公司 ) ,乙酸铵、乙酸为分析纯, (国药集团化学试

剂有限公司 ) ,水为超纯水。

2 方法

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

416mm, 5 Lm)流动相: 0102moL# L
- 1
醋酸铵 - 1%

冰醋酸溶液 - 甲醇 ( 32B3B65 )流速: 014 mL #
m in

- 1
; 柱温: 30 e ; 进样量 10 LL; 检测波长 280

nm。

212 质谱条件  电喷雾离子化负离子检测方式

( ESI
-
)质荷比范围: m /z 100 ~ 500; 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: 15V。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  取双氯芬酸和醋酸泼尼松对

照品适量用流动相溶解配制成 50 Lg# mL
- 1
的溶

液作为对照品溶液,另各取 10 mL定容至 25 mL作

为混合对照溶液。

21312 供试品溶液  分别取胶囊内容物或经研细
的片剂细粉适量,置样品瓶中, 加入流动相 45 mL,

超声 (功率 600W, 频率 40 kH z)提取 10 m in,放冷

至室温,静置约 10 m in, 取上清液用 0145 Lm的滤
膜过滤,取滤液用于测定分析。

3 实验结果

311 色谱、光谱及质谱行为  采用负离子检测方式
对双氯芬酸、醋酸泼尼松对照品溶液进行 HPLC、MS

和 MS- M S分析。双氯芬酸和醋酸泼尼松的保留时

间分别为 1015m in和 716 m in。双氯芬酸的准分子
离子峰为 m /z 295;对 m /z 295进行二级全扫描质谱

分析,产生的主要碎片离子有 m /z 250。醋酸泼尼

松的准分子离子峰为 m /z 400; 对 m /z 400进行二级

全扫描质谱分析, 产生的主要碎片离子有 m /z 340。

其二级全扫描质谱图与质谱裂解途径如图 1所示。

图 1 双氯芬酸 ( A)和醋酸泼尼松 ( B )的二级全扫描质谱图与

质谱结构式裂解

F ig 1 The fu ll scanM S2 spectrum and the fragm en tat ion of d iclofe-

nac ( A) and p redn isone acetate ( B)

312 线性关系考察  取对照品储备溶液用稀释液
制备含双氯芬酸和醋酸泼尼松浓度分别为 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

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

双氯芬酸和醋酸泼尼松标准曲线为:

Y= 2305X + 11329 r= 019999
Y= 28816X + 016187 r= 019998
线性范围分别为 110~ 56 Lg# mL- 1和 10~ 283 Lg

# mL- 1
。

313 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 2种对照品溶液的峰面

积, 测得双氯芬酸峰面积的 RSD为 015%;醋酸泼尼
松的峰面积的 RSD为 018%。
314 最低检出限与定量限  取对照品溶液, 以不同
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比例稀释后测定,结果双氯芬酸和醋酸泼尼松的最

低检测限分别为 011 ng和 013 ng ( S /N = 3) , 定量
限分别为 013 ng和 110 ng ( S /N = 10)。
315 样品的定性检测  在相同的色谱及质谱条件
下对 6批抗风湿类中成药的提取液进行 HPLC、MS

和 MS- M S分析, 4批检测到双氯芬酸的准分子离

子即 m /z 295, 对 m /z 295进行二级全扫描质谱分

析,产生与双氯芬酸钠对照品完全一致的碎片离子;

同时检测到醋酸泼尼松的准分子离子 m /z 400, 对

m /z 400进行二级全扫描质谱分析, 产生与醋酸泼

尼松对照品完全一致的碎片离子,且紫外光谱、保留

时间均与相应的对照品一致, 色谱图见图 2, 3。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 6批抗风

湿类中成药中, 4批同时被非法掺入双氯芬酸和醋

酸泼尼松,其余 2批结果为阴性。

4 讨论与结语

尽管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,但考虑到在打假实际工作中,为了更好地提供

确凿的证据,在建立方法时优化了流动相比例,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。

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

抗风湿类中药制剂中非法掺入双氯芬酸和醋酸泼尼

松的分析方法,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,对打击抗风湿类中药制剂非法添加西药

成分的制假行为,保证临床用药安全具有现实意义。
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