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HPLC-MS/MS检测中药保健品中非法添加成分的研究

吴俊辉 1，罗辉泰 2，沈小玲 1，黄 芳 2，胡英杰 1（1. 广州中医药大学热带医学研究所，广东 广州 510405；

2. 中国广州分析测试中心，广东 广州 510070）

摘要：目的 采用高效液相色谱 -串联质谱技术（HPLC-MS/MS），建立同时测定某“中药保健品”中非法添加

的 4 种降糖药二甲双胍、苯乙双胍、罗格列酮、格列苯脲的方法。方法 采用 Thermo BDS Hypersil C8（2.1

mm × 100 mm，2.4 滋m）色谱柱，0.2 %甲酸水溶液（A）和乙腈 -甲醇（6∶4，v/v）（B）为流动相进行梯度洗脱，

流速 0.3 mL·min-1，在电喷雾正离子模式下，以多反应监测（MRM）模式测定，定量离子对为 m/z 129.9 →

70.9（二甲双胍）、m/z 205.9→59.9（苯乙双胍）、m/z 357.9→134.9（罗格列酮）、m/z 494.0→169.0（格列苯脲）。结

果 同时检出了 4种降血糖化学药物。检出限为 0.06～0.5 ng·mL-1，定量限为 0.21～1.62 ng·mL-1，在 3个不同

浓度的添加水平下，4种化学药物的平均回收率为 66.3 %～110.2 %，相对标准偏差（RSD）为 2.3 %～12.2 %。

结论 该方法可快速、准确地检测保健食品中非法添加二甲双胍、苯乙双胍、罗格列酮、格列苯脲 4种降血糖

化学药，具有专属性强、灵敏度高的特点。
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Simultaneous Determination of Four Antidiabetics Added to a Health-Care Food Illegally by HPLC-MS/MS
WU Junhui1， LUO Huitai2， SHEN Xiaoling1，HUANG Fang2，HU Yingjie1（1. Guangzhou University of Chinese

Medicine，Guangzhou 510405 Guangdong，China； 2. China National Analytical Center（Guangzhou），Guangzhou

510070 Guangdong，China）

Abstract：Objective To develop a HPLC-MS/MS method for simultaneous quantification of metformin，phenformin，

rosiglitazone，and glibenclamide， four antidiabetics which were illegally added into a health-care food. Methods The

separation was performed on a Thermo BDS Hypersil C8 column（2.1 mm×100 mm，2.4 滋m）by gradient elution with

the mixture of 0.2 % aqueous formic acid（A）and acetonitrile-methanol（6∶4，v/v）（B）as mobile phase. The flow

rate was set at 0.3 mL·min-1. The detection of 4 target chemicals was performed by positive-ion electrospray ionization

mass spectrometry（ESI-MS）in multiple-reaction monitoring（MRM）mode. The transitions of four antidiabetics executed

as following：m/z 129.9→70.9 for metformin，m/z 205.9→ 9.9 for phenformin，m/z 357.9→134.9 for rosiglitazone，

m/z 494.0 →368.8 for glibenclamide. Results Four antidiabetics had been simultaneously identified from the

health-care food by the established method. The limits of detection（LOD，S/N≥3）and quantitation（LOQ，S/N≥10）

were 0.06~0.5 ng·mL-1 and 0.21~1.62 ng·mL-1， respectively. The average recoveries of the four analytes at three

spiked concentration levels were 66.3 % to 110.2 % with relative standard deviations（RSDs）at 2.3 % ~12.2 % .

Conclusion The established method is convenient， rapid and accurate， and can be used for simultaneous

determination of multiple antidiabetics in a health-care food which is labeled as a product of pure medicinal herbs.

Keywords：LC-MS/MS；Multiple reaction monitoring（MRM）；Antidiabetic；Health-care food；Illegal addition
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保健食品由药食两兼物品制备，《保健食品注册

管理办法（试行）》规定不得添加任何化学药物（西

药）[1]。我国有数量较多的糖尿病、糖耐量异常人群，

降糖药物和相应保健品需求量大，因此，建立一种中

药制剂和保健食品中非法添加化学药物的检测方法，

以防止制假行为尤为重要。检测非法添加化学物质的

方法主要有薄层色谱法（TLC）[2-3]、高效液相色谱法

（HPLC）[4-6]、高效液相色谱 - 串联质谱（LC-MS/MS）

法 [7-10]。其中高效液相色谱 - 串联质谱（HPLC-

MS/MS）法利用 HPLC 分离目标化合物，用质谱检测

目标分子母离子及其二级碎片离子，能够保证定性的

可靠性，实验操作也较为简便、快捷，逐渐发展成为

复杂组分中小分子有机物检测的主要手段。待检保健

食品为某品牌“养胰平糖黄精山药胶囊”，已进入市

场销售。其说明书声称是由山药、黄精、葛根、茯苓

等纯天然草本植物制成的“纯天然药食产品”，适于

中老年血糖偏高人群服用，在一些地方作为一种“高

效”降血糖中药推销。为检查其中是否非法添加降血

糖化学药物[11]，我们采用 LC-MS/MS法对该检品进行

了分析。

1 材料与方法
1.1 仪器 Agilent 1200 RRLC 高分离度快速液相色

谱仪、G1314C VWD（SL）可变波长紫外检测器、

6410B Triple Quad三重四极杆质谱仪，美国安捷伦公

司；Sartorius BT25S电子天平，德国赛多利斯公司；

AS 3120 超声波发生器，Auto Science 公司。

1.2 试剂及材料 测试样品：某品牌养胰平糖黄精山

药胶囊，购于某医药商店，批号：20110401，无保

健食品批号。对照品：盐酸二甲双胍（Metformin，批

号：100664-200401）、盐酸苯乙双胍 （Phenformin，

批号：100922-200701）、马来酸罗格列酮（Rosiglita-

zone，批号： 100135-200404）、格列苯脲（Gliben-

clamide，批号：100952-200701），均购自中国药品

生物制品检定所。甲醇，分析纯，广州化学试剂厂；

甲酸及乙腈，色谱纯，德国 Merck公司。

1.3 实验方法
1.3.1 色谱条件 色谱柱：Thermo BDS Hypersil C8

（2.1 mm×100 mm，2.4 滋m）；保护柱：Phenomenex

C8 SecurityGuard；流动相：A：0.2 %甲酸水溶液，B：

乙腈 -甲醇（6∶4）；设置梯度（A+B=100 %）：0 min，

80 % A ；1.50 min， 75 % A ；1.51 min， 60 % A；

7.00 min，40 %A；7.01 min，30 %A；8.00 min，20 %

A。流速：0.3 mL·min-1；柱温 30 ℃；进样量 5 滋L。

1.3.2 质谱条件 电喷雾离子源（ESI）；正离子扫描模

式；扫描方式为多反应监测（MRM）模式；干燥气

（N2）温度：350 ℃；干燥气（N2）流量：10.0 L·min-1；

雾化气（N2）压力：275.8 kPa；电喷雾电压：4000 V；

质谱参数见表 1。

表 1 4种降糖药的质谱采集参数
Table 1 Parameters for ESI-MS/MS data of the 4 antidiabetics

注：带“*”号者为定量离子对。

1.3.3 对照品溶液制备 精密称取二甲双胍、苯乙双

胍、格列本脲、罗格列酮对照品适量，加甲醇溶解并

配制成每 1 mL各含二甲双胍 4 滋g，苯乙双胍 2 滋g，

格列本脲 2.5 滋g，罗格列酮 3 滋g的溶液作为对照品

储备溶液。其他浓度的对照品溶液由储备液加甲醇稀

释得到。

1.3.4 供试品溶液制备 取胶囊 4粒，去壳，将内容

物研成细粉，精密称取 0.5 g，置 100 mL容量瓶中，

加入甲醇 80 mL，超声处理 10 min，放冷至室温，

加甲醇定容至刻度，用 0.22 滋m微孔滤膜过滤即得。

调整稀释倍数确保供试品溶液的浓度在线性范围内。

1.3.5 阴性对照溶液制备 按测试样品说明书处方制

备含有中药材，不含盐酸二甲双胍、盐酸苯乙双胍、

格列本脲、马来酸罗格列酮的制剂作为阴性样品，按

供试品溶液制备方法制备。

2 结果
2.1方法学考察
2.1.1 专属性实验 取对照品溶液、供试品溶液及阴

性对照溶液，按 1.3.1及 1.3.2项下色谱和质谱条件进

行分析，由图 1可知，阴性对照溶液中未检测到干扰

成分。供试品色谱图中在与对照品相对应的保留时间

上，有相应的色谱峰，并且与其他峰分离，表明方法

专属性良好。

2.1.2 精密度试验 精密吸混合对照品溶液 5 滋L，连

序号

1

2

3

4

化合物

二甲双胍

Metformin

苯乙双胍

Phenformin

罗格列酮

Rosiglitazone

格列苯脲

Glibenclamid

保留时间 /min

1.6

4.9

3.8

7.4

监测离子对 /m/z

129.9→70.9*

129.9→59.9

205.9→104.9

205.9→59.9*

357.9→134.9*

357.9→106.9

494.0→368.8

494.0→169.0*

碎裂电压 /V

80

115

135

115

碰撞能量 /V

24

12

28

16

28

40

12

40

607· ·



栽则葬凿蚤贼蚤燥灶葬造 悦澡蚤灶藻泽藻 阅则怎早 砸藻泽藻葬则糟澡 驭 悦造蚤灶蚤糟葬造 孕澡葬则皂葬糟燥造燥早赠，圆园14 September，灾燥造援 圆5 晕燥援 5

续进样 6次，测定峰面积。二甲双胍、苯乙双胍、罗

格列酮、格列苯脲的 RSD 值分别为 2.2 %、3.8 %、

4.3 %、2.6 %。

2.1.3 重复性考察 取同批次测试样品，制备供试品

溶液 6份，按“2.4”项下方法制备供试品溶液，按

“1.3.1及 1.3.2”项下色谱和质谱条件测定各成分峰面

积，并计算其 RSD值。二甲双胍、苯乙双胍、罗格

列酮、格列苯脲的 RSD值分别为 4.3 %、2.9 %、4.6

%、3.2 %。

2.1.4 稳定性试验 精密吸取同一份供试品溶液 5

滋L，分别于 0，2，4，8，10，12 h后进样测定，二

甲双胍、苯乙双胍、罗格列酮、格列苯脲峰面积的

RSD值分别为 3.8 %、4.5 %、3.5 %、5.1 %、2.3 %、

4.1 %，表明供试品室温放置 12 h 内稳定。

2.1.5 加样回收试验 见表 2。精密称取阴性样品 18

份，平均分成 3组，分别加入 3种浓度水平的混合对

照品溶液，按“1.3.4”项下方法操作，制备供试溶

液，进样分析。由表 2可见，添加量为 0.5 滋g·g-1时

双胍类药物的回收率较低（66 %～68 %）、RSD较大

（12.2 %）；在 5～10 滋g·g-1添加水平时，4种药物的

回收率（88.5 %～102.2 %）、RSD（2.3 %～7.9 %）良好。

说明方法准确可靠。

2.1.6 线性范围 见表 3。在选定的色谱、质谱条件

下，取对照品储备液加甲醇稀释成 6个水平的系列对

照品工作溶液，进行 LC-MS/MS分析。以峰面积（y）和
质量浓度（x，滋g·mL-1）作标准曲线，得到线性回归方

程，相关系数在 0.9983~0.9996之间，表明各化合物

在相应的浓度范围内呈良好的线性关系。

2.2 样品含量测定 运用本文建立的方法对测试样

品进行检测，检出了养胰平糖黄精山药胶囊中含二

A. 阴性对照品；B. 对照品；C. 二甲双胍；D. 苯乙双胍；E. 罗格列酮；F. 格列苯脲

图 1 测试样品的阴性对照品、对照品总离子流及 MRM色谱图
Figure 1 Chromatograms of total ions of negative sample and standards，as well as MRM chromatograms of standards
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表 2 加样回收试验结果

Table 2 Results of recovery

化合物

二甲双胍

苯乙双胍

罗格列酮

格列苯脲

取样量 /g

0.5

0.5

0.5

0.5

0.5

0.5

0.5

0.5

0.5

0.5

0.5

0.5

添加量 /滋g·g-1

0.5

5.0

10

0.5

5.0

10

0.5

5.0

10

0.5

5.0

10

测得量 /滋g·g-1

0.33

4.48

9.12

0.34

4.43

9.27

0.38

4.79

1.02

0.37

4.49

9.36

回收率 /%

66.3

89.6

91.2

68.3

88.5

92.7

75.6

95.7

102.2

74.6

89.8

93.6

RSD/%

11.9

5.3

3.2

12.2

5.8

7.9

2.3

3.6

5.9

5.3

3.6

3.2
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甲双胍 0.09 mg·g-1、苯乙双胍 17.1 mg·g-1、罗格

列酮 8.11 mg·g-1及格列苯脲 2.49 mg·g-1。

3 讨论
3.1 质谱条件的优化 4种降血糖化学药的全扫描二

级质谱图及主要裂解途径见图 2，二甲双胍准分子离

子 [M+H+]为 m/z 129.9，主要碎片离子有 m/z 70.9，

m/z 59.9，苯乙双胍准分子离子[M+H+]为 m/z 205.9，

主要碎片离子有 m/z 104.9，m/z 59.9，苯乙双胍准分

子离子 [M+H+]为 m/z 205.9，主要碎片离子有 m/z

104.9，m/z 59.9 罗格列酮准分子离子 [M+H+]为 m/z

357.9，主要碎片离子有 m/z 134.9，m/z 106.9，格列

苯脲准分子离子[M+H+]为 m/z 494.0，主要碎片离子

有 m/z 368.8，m/z 169.0。选择母离子与碎片离子中

丰度最高的离子作为定量离子对，m/z 129.9→70.9

（二甲双胍），m/z 205.9→59.9 （苯乙双胍），m/z

357.9→134.9（罗格列酮），m/z 494.0→169.0（格列苯

脲）。

表 3 4种降糖药回归方程、相关系数、线性范围、检出限及
定量限

Table 3 Linearity and coefficient of correlation of 4 antidiabetics

化合物

二甲双胍

苯乙双胍

罗格列酮

格列苯脲

回归方程

y=533.1x+18.26

y=1062x-25.94

y=1971x+57.19

y=192.6x+12.99

相关系数（R2）

0.9983

0.9991

0.9996

0.9986

线性范围/滋g·mL-1

0.0016~0.16

0.0016~0.16

0.0012~0.12

0.002~0.2

检出限 /ng·mL-1

0.16

0.16

0.06

0.51

定量限 /ng·mL-1

0.53

0.54

0.21

1.62

3.2 色谱条件选择 比较了 Zorbax XDB C18，Thermo

BDS Hypersil C18，Thermo BDS Hypersil C8 及 Thermo

HILIC等不同色谱柱，发现 C18对格列苯脲的色谱保

留较理想，但对双胍类药物的保留较弱，而 HILIC

亲水色谱柱对双胍类药物有较好保留，但对格列苯脲

则较差；采用 Thermo BDS Hypersil C8进行色谱分离，

效果较好。检品中苯乙双胍、格列苯脲、罗格列酮的

非法添加量较大，在含量测定时，可采用紫外检测器

进行准确定量。

3.3 非法添加多种化学药物的危害 本研究从所谓的

“保健食品”检出了 4种降血糖化学药，按照其说明

书剂量（每天 2 次，每次 1~3 粒；每粒 0.5 g）推算，

日服的化药剂量：苯乙双胍达 17.1~51.2 mg，有造成

乳酸性酸中毒危险 [12-13]；罗格列酮亦达 2.5~7.4 mg，

图 2 二甲双胍（A）、苯乙双胍（B）、罗格列酮（C）、格列苯脲（D）的二级质谱图主要质谱裂解产物
Figure 2 Full-scan product ion spectra of [M+H]+ ions and fragmentation schemes for metformin（A），phenformin（B），rosiglitazone（C），

and glibenclamide（D）

A B

C D
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有可能超出临床常用剂量（4 mg/d），该药禁用于心脏

病、骨质疏松症等患者 [14]；格列本脲 8.1～24.3 mg，

有可能超出临床推荐的每日最大剂量（15 mg）。检测

数据表明，该“保健食品”可能在患者不知情的情况

下产生化学药物的毒副作用伤害。

本文建立的 LC-MS/MS同时测定某“保健食品”

中非法添加的 4种降糖药的方法，具有准确、高效、

灵敏的特点，可为相关部门检测保健品中非法添加降

糖药物提供技术依据。
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小儿清肺颗粒质量标准研究

刘玉明 1，蒋玉虎 1，张海滨 2（1. 天津理工大学化学化工学院，天津 300384；2. 河北巨龙药业有限责任公司

河北 南宫 055750）

摘要：目的 制定小儿清肺颗粒（茯苓、清半夏、川贝母、百部等）的质量标准。方法 采用薄层色谱法（TLC）

法对小儿清肺颗粒中茯苓、川贝母进行定性鉴别；采用高效液相色谱 -蒸发光散射法（HPLC-ELSD）对小儿清

肺颗粒中川贝母的有效成分贝母辛和贝母素乙同时进行定量测定，采用 Comatex C18色谱柱（250 mm×4.6 mm，

5 滋m），流动相为乙腈 -0.02 %三乙胺水溶液，梯度洗脱，流速为 1.0 mL·min-1，漂移管温度 90℃，雾化室温

度 35℃，载气压力 46.2 psi。结果 茯苓、川贝母的薄层斑点清晰，分离度好，专属性强，阴性对照无干扰。

贝母辛在 2.380～23.800 滋g范围内，其进样质量的常用对数（X）与峰面积积分值的常用对数（Y）具有良好的线
性关系（r=0.9996），平均加样回收率为 99.6 %，RSD为 0.20 %；贝母素乙在 1.440～14.400 滋g范围内，其进样

质量的常用对数（X）与峰面积积分值的常用对数（Y）具有良好的线性关系（r=0.9997），平均加样回收率为 99.4

%，RSD为 0.43 %。结论 所建立的方法可靠、准确、专属性强，可用于小儿清肺颗粒的质量控制。

关键词：小儿清肺颗粒；质量标准；高效液相色谱；薄层色谱；贝母辛；贝母素乙
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