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摘要!采用液相色谱仪.二极管阵列检测器
]

离子阱
]

飞行

时间串联质谱仪'

A,@/9;a;9-090̂ .

(建立减肥类非法添

加药物高分辨质谱数据库#样品经乙腈超声提取$提取液经

bJZ,2Z=/

吸附剂净化$以
ĥ =IaYZ>(4

W

57aaa

色谱柱

'

"E$LL_<)FLL

$

<)E

#

L

(分离$乙腈和
$)"D

乙酸为流动

相梯度洗脱#筛查限为
$)"$

!

$)%EL

X

+

H

X

$平均回收率在

<O)<D

!

11)"D

*相对标准偏差为
E)$

!

"<)1D

#该方法通过

紫外光谱确定非法添加药物特征吸收波长$结合滥用药物高

分辨质谱数据库$通过精确质量数的检索匹配对非法添加药

物实现快速筛查$并使用保留时间&同位素丰度和多级特征

碎片离子进行确证#根据多级碎片离子$推导出裂解途径#

具有简便&快速&高效&准确等优点#在缺乏标准品或对照品

的情况下$即可得到准确可靠的结论#适用于保健食品中非

法添加药物的有效快速筛查#

关键词!保健食品*非法添加药物*筛查*离子阱飞行时间串
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随着中国保健食品市场的飞速发展!保健食品安全事件

也不断出现!一些不法分子为了突显产品功效!常在中成药#

保健食品中非法添加一些药物/

"]!

0

!如保健酒#配制酒中违

法添加西地那非*俗名$伟哥%+或近似成分-降血糖功能产品

添加二甲双胍#格列苯脲等降糖药-减肥功能产品添加西布曲

明等"由于此类药物为处方药!国家严禁添加在任何保健食

#E



品中!若患者在不知情的情况下持续#大量服用这样所谓的保

健食品!有可能产生难以预知的不良生理反应!呈现药物中毒

症状!严重时有可能威胁到患者的生命安全"

#$"#

年
!

月
#$

日!国家食品药品监督管理局发布了&保健食品中可能非法添

加的物质名单*第一批+'!涉及西布曲明等六大类
E$

余种物

质!以此来监控功能性保健品中的非法添加药物"

目前国内外对保健品中非法添加化学物质的检测已有

许多的研究报道!主要集中在对已知化合物进行定性和定量

分析"保健食品中非法药物添加主要存在添加药物剂量不

明确#配伍关系不确切#所添加药物来源不明#所含药物杂质

不清晰等隐患"为筛查的目标选择带来了难度!需要建立灵

敏度好#专属性好的分析方法!进一步加强对保健食品中非

法添加的化学药物进行鉴别检测"分析方法有紫外分光光

度法/

<

0

#薄层色谱法/

E

0

#高效液相色谱法/

F

0

#高效液相
]

串联

质谱法/

%]O

0等"高效液相
]

串联质谱法*

K̀ A,9@/

.

@/

+凭

借其选择性好#灵敏度高#较强的抗干扰能力等优势!目前已

经广泛应用于中国保健品种滥用药物的定量测定和筛查中"

但该分析方法属于 $目标分析方法%!具有较强的针对性!只

适用于对该方法中预设的目标化合物进行分析"然而化学

药品种类繁多#数量巨大!不法分子经常费尽心思寻找限量

标准规定之外的其他替代化学药品以逃避法律的监管"因

此无法对保健食品中非法添加物进行全面快速筛查!阻碍了

保健食品安全监测和预警体系的建立"

离子阱,飞行时间串联质谱*

A,@/9-090̂ .

+由于既具

备高分辨率和高质量数准确度!又具备多级质谱功能*最多

到
"$

级+!能提供未知化合物的结构信息"通过精确质量数

的检索匹配及多级特征碎片离子确证!可以快速且方便地对

未知化合物实现快速筛查与鉴定/

"$]""

0

"本试验在自建药物

数据库的基础上!拟采用离子阱,飞行时间串联质谱通过精

确质量数的检索匹配!对保健食品中非法添加药物实现快速

筛查!并使用多级特征碎片离子进行确证!根据碎片离子!推

导出裂解途径"应用于某品牌减肥保健食品!从中发现并确

认该保健食品中非法添加了西布曲明"

"

!

材料与方法
")"

!

仪器与试剂

液相色谱
]

二极管阵列检测器
]

离子阱
]

飞行时间串

联质谱仪(

A,@/9-090̂ .

型!配
A,@/5'(J64':&!)F

工作

站!日本岛津公司-

超声波清洗器(

IEE"$Z

型!美国必能信公司-

高速离心机(

"9"È

型!德国
/4

X

L8

公司-

超纯水机(

@4((49ba?+8:68

X

7a"$

型!美国
@4((4

W

'37

公司"

比沙可啶#苄氟噻嗪#布美他尼#多虑平#芬氟拉明#呋塞

米#氟西汀#甲氯噻嗪#氯噻嗪#氯噻酮#氢氯噻嗪#舍曲林#西

布曲明#吲达帕胺(纯度
"

OED

!美国
/4

X

L8

公司-

麻黄碱#去甲麻黄碱(纯度
"

OED

!中国药品生物制品检

定所-

十八烷基键合硅胶吸附剂*

,

"1

+(

<$

!

F$LL

!北京艾杰

尔有限公司-

甲醇#乙腈(色谱纯!德国
@73>H

公司-

其余试剂均为分析纯"

")#

!

方法

")#)"

!

标准溶液配制
!

分别称取
"$)$L

X

上述标准品!置于

"$LA

棕色容量瓶中!用甲醇溶解并定容配制成
")$L

X

.

LA

的标准储备液!转入棕色样品瓶中!于
]#$c

下冷冻保存"

试验中用甲醇稀释上述标准储备液!配制成不同浓度的混合

标准工作溶液!于
<c

下保存"

")#)#

!

样品制备
!

胶囊样品!倾出内容物连同胶囊壳一起捣

碎!混匀"

")#)!

!

样品前处理
!

称取
")$$

X

试样*精确至
$)$$"

X

+置于

#ELA

离心管中!加入
"ELA

乙腈!超声提取
#$L4:

!冷却至

室温!将样品全部转移至
#ELA

容量瓶中!用
"$LA

乙腈分

数次清洗离心管!合并清洗液至容量瓶中!并用乙腈定容至

刻度!摇匀后!静置
EL4:

"取
#LA

上清液到另一洁净的离

心管中!加入
"$L

X

,

"1

粉末!充分涡旋后!以
"1$$$3

.

L4:

离心
!L4:

!取
$)ELA

上清液!用流动相稀释至
")$LA

!过

$)##

#

L

有机微孔滤膜后!上机供测试"

")#)<

!

色谱条件
!

色谱柱(安捷伦
ĥ =IaYZ>(4

W

57aaa

柱*

<)ELL_"E$LL

!

E

#

L

+-流动相
a

为
$)"D

乙酸水溶

液!流动相
I

为乙腈-梯度洗脱程序(

$

!

1L4:

!

ED I

!

#$D

I

-

1

!

#FL4:

!

#$D I

!

E$D I

-

#F

!

!!L4:

!

E$D I

!

"$$D

I

-

"$$D I

保持
%L4:

!

<$)$

!

<$)"L4:

!

"$$D I

!

ED I

-

<$)"

!

<E)$L4:

!

ED I

"柱温为
!$c

!进样体积为
"$

#

A

!检

测波长
#!$:L

"

")#)E

!

质谱条件
!

离子源(

Z/-

!正负离子同时扫描-扫描范

围(

@/

"

Q

.

R"E$

!

"$$$

!

@/

#

Q

.

RE$

!

E$$

!

@/

!

Q

.

RE$

!

E$$

-加热模块温度(

#$$c

-

,;A

温度(

#$$c

-雾化气流速(

")EA

.

L4:

-干燥气流速(

"$A

.

L4:

-离子源电压(正离子模

式
U<)EH&

!负离子模式
]!)EH&

-检测器电压(

")%H&

-质量

数校准方法(自动调谐优化电压!外标法校准质量数"

#

!

结果与讨论
#)"

!

前处理条件优化

目前文献/

%

!

O

0报道的保健食品中减肥类药物的提取方

法!主要使用甲醇#乙腈#甲醇
]

水#甲醇
]$)"D

甲酸#甲

醇
]"$LL'(

.

A

醋酸铵等有机溶剂进行超声萃取"本研究

是对多种违禁药物进行筛查!所涉及的化合物种类较多!化

学结构不同!性质相差较大!需要一种普适强的提取方法"

分别比较了甲醇#乙腈#

"D

乙酸甲醇#

"D

乙酸乙腈和甲醇
]

水*

"U"

!体积比+等溶剂的提取效果"试验结果显示!用甲

醇或甲醇
]

水提取!由于溶剂极性大!提取的杂质较多!基质

干扰严重"在提取溶剂中加入乙酸!对提取效果无明显改

善!反而部分含氨基化合物的回收率下降"乙腈属于通用型

试剂!用乙腈提取能兼顾大多数化合物的提取效率!且基质

干扰相对较少!适用于多组分筛选"

,

"1

吸附剂能有效去除

样品中的油脂和其他非极性干扰物!使基质抑制得到改善!

故选用
,

"1

吸附剂进行净化"

#)#

!

质谱条件和色谱条件的优化

由于筛查的化合物种类较多!电离性质不同!除了主要

在正离子模式下有响应的化合物以外!还有少部分化合物在

!E

安全与检测
!

#$"%

年第
""

期



负离子模式下电离"本方法充分利用离子阱,飞行时间串

联质谱快速正负极转换功能!能够对样品同时进行正负离子

模式扫描!从而实现一次进样却能得到所有化合物的质谱信

息!极大地节省了分析时间"

多种非法添加药物极性差异比较大!有极性#中等极性

或弱极性化合物"考察了常用甲醇
]

水#乙腈
]

水混合溶剂

体系作为流动相对目标化合物的色谱行为和离子化程度的

影响"结果表明!当使用乙腈
]

水体系作为流动相时!大部

分待测化合物的响应值比用甲醇
]

水作流动相时高"试验

还进一步比较了流动相中加入
$)"D

乙酸#

$)"D

甲酸#

ELL'(

.

A

甲酸铵#

ELL'(

.

A

乙酸铵等挥发性试剂对灵敏度

的影响"正离子模式下流动相中加入酸!可显著提高离子化

效率和灵敏度"负离子模式下!流动相中加入酸性溶液!会

抑制分析物的去质子化"因此当加入
$)"D

甲酸溶液后!目

标化合物响应明显减弱!有些几乎不出峰!如氢氯噻嗪"采

用
ELL'(

.

A

乙酸胺
]

乙腈作流动相时!个别化合物峰型较

宽!拖尾严重"综合考虑!本试验采用
$)"D

乙酸
]

乙腈作为

流动相进行梯度洗脱!使所有化合物都尽可能出峰!扩大筛

查范围!并且具有较高的灵敏度和较好的分离度"

#)!

!

高分辨质谱谱库的建立

参照法规#指令#相关文献#新闻报道等!尽可能查到保

健食品中所有减肥类非法添加物的名单!并将这些化合物名

称#分子式#精确分子量输入到
ZV>7(

文档!将
ZV>7(

文档导

入
@768-;

软件作为一级高分辨质谱筛查谱库"利用现有标

准物质!建立多级碎片离子及保留时间信息数据库!用于进

一步定性确证"包含中英文名称#

,a/

号#分子量#分子式#

结构式#加合模式#电离模式#一级质谱图#二级等多级质谱

图等信息!导入
a,;AaI/"#)$@/@8:8

X

73

软件用于谱库

检索"通过谱库检索!未知化合物质谱图中主要碎片离子峰

的
Q

.

R

与标准谱图对比!最后得到的结果用各级谱图匹配

度*

@/54L4(8346

B

+来衡量相似性!匹配度的程度可作为确证

参考"该数据库同时是开放的体系!可不断增加化合物种

类!还可自行对非法添加药物的多级质谱库进行扩展"

"F

种常见减肥药物的多级质谱库信息见表
"

"

表
"

!

"F

种化合物的分子式%保留时间%精确质量数%主要碎片离子以及胶囊样品中筛查限%平均回收率和精密度
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准分子离子

离子模式
精确质量
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Q

.

R

+

质量误差

*

"$

]F

+

保留时

间.
L4:

二级碎片离子

测定值

*

Q

.

R

+

三级碎片离子

测定值

*

Q

.

R

+

筛查检出限.

*
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平均回收率
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!

筛查流程图

保健食品中非法添加药物种类繁多!除了添加常用的治

疗药物!还常添加治疗药物的结构类似物#临床上本不用作

治疗或已被淘汰的药物以及尚未获得批准的新型药物或先

导化合物"因此保健食品中非法添加药物的筛查即包括已

知化合物名称!并有相应的标准品的目标化合物筛查-又包

括已知化合物名称!但无相应对照品!或既不知化合物名称!

又无对照品的非目标化合物筛查"筛查分析面临两个难点(

$

化合物结构复杂!相对分子质量范围广-

%

非目标化合物

的分析中无相应的标准品!无法进行比对研究"本研究建立

了如图
"

所示的筛查策略"步骤
$

适用于目标化合物筛查!

步骤
%

和
&

适用于非目标化合物筛查"通过紫外光谱确定

非法添加药物特征吸收波长!结合滥用药物高分辨质谱数据

库!通过精确质量数的检索匹配对非法添加药物实现快速筛

查!并使用保留时间#同位素丰度和多级特征碎片离子进行

确证"

图
"

!

筛查流程图
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X

J37"

!

/>377:4:

XW

3'>7?J37['34((7
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8((
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J54:

X

A,9;a;9-090̂ .9@/

#)E

!

实际样品筛查

应用该方法对实际样品进行筛查!图
#

为市售某减肥胶

囊样品溶液正模式下的离子流图"在
#!)EL4:

有一个很强

的色谱峰!对应的分子离子峰为
Q

.

R#1$)"1"!

#二级碎片离

子为
Q

.

R#!E)"#<1

-

Q

.

R"%O)$F#O

#

Q

.

R"E!)$<F"

#

Q

.

R

"!O)$!"<

#

Q

.

R"#E)$"EO

!三级碎片离子为
Q

.

R"$!)$E<!

!

见图
#

"根据分子离子峰的精确质量数!采用分子式预测软

件预测其对应的分子式!得到
<

个候选的化合物!其中一种

化合物分子式为
,

"%

K

#F

*,(

"

!!

同时由
@76-;5'(J64':

筛查软件按精确质量数进行自

动快速定性筛查!筛查结果为西布曲明"为进一步确证该化

合物的存在!将所得的多级高分辨质谱碎片离子!在自建的

药物高分辨质谱数据库中搜索!得到其二级碎片离子与西布

曲明的匹配度达到
OO)<D

!见图
!

#

<

!且保留时间与西布曲明

图
#

!

阳性样品的总离子流图和多级质谱图
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图
!

!

一级质谱的精确质量数检索初筛
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!

多级质谱的谱库检索结果确证
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标准物质的保留时间一致"因而确认该减肥胶囊中含有西

布曲明"根据特征子离子碎片信息推断出该化合物的多级

裂解规律见图
E

!在正电荷中心
*

U的吸引下!与正电荷中心

连接的胺基
*

,

,

键断裂!丢失
,

#

K

%

*

!形成
Q

.

R

为

#!E)"#<1

的中间体!该中间体有
!

种结构形式(四元环形式

以及稳定性更好的五元环和开环结构形式!经分子预测软件

可知
Q

.

R"%O)$F#O

#

Q

.

R"E!)$<FF

#

Q

.

R"!O)$!$O

和
Q

.

R

"#E)$"EO

!这些碎片离子是由开环结构的中间体分别丢失

,

<

K

1

#

,

F

K

"$

#

,

%

K

"#

和
,

1

K

"<

得到!

Q

.

R

为
"!O)$!$O

的二级

碎片离子进一步裂解!丢失
K,(

得到
Q

.

R

为
"$!)$E<!

的碎

片离子"这与文献/

"#

0报道的西布曲明完全相符!因此进一

步确证了保留时间为
#!)EL4:

的化合物为西布曲明"

图
E

!

西布曲明的裂解途径
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!

结论
本试验采用液相色谱

]

二极管整列检测器
]

离子阱
]

飞行时间串联质谱对保健食品中的非法添加药物进行了筛

查与确认"通过谱库检索#分子式预测#以及多级碎片离子

质谱图鉴定!可对已知以及非目标化合物进行检测!并根据

碎片离子信息!推断其裂解规律"该方法简单#快速!为$非

目标%检测分析#筛查范围广#在不使用标准品或对照品的情

况下即可得到准确可靠的结论"适用于食品#药品中减肥类

非法添加物以及其他非法添加物的快速筛查与鉴定"
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