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摘要!通过提高去簇电压"7:103@D:>/8;C=D:8D/.0#的 方 式 促 使 西 地 那 非 准 分 子 离 子 在 进 入 _% 前 发 生 碰 撞 诱

导解离$产生一级碎片离子$然后采用三重四极杆质谱仪的 AB! 模式对其中 丰 度 较 大 的 碎 片 离 子 进 行 质 谱

分析$从而获得,BG$AB& 碎片离子信息$并以此探讨西地那非主要裂解途径$确定裂解产生的’个主要碎片

离子%在此基础上建立液相色谱$质谱多反应监测模式$测定这’个 碎 片 离 子 的 色 谱 峰$建 立 的 确 证 方 法 有

较高的检测灵敏度$测定结果清晰’明确’易于判定$具有超过规定要求的’个鉴别点$完全能满足成分 复 杂

的中成药和保健食品样品添加西地那非的确证检验%

关键词!西地那非!液相色谱$电喷雾离子化质谱!确证方法
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!!枸橼酸西地那非 #@/07:8.6/01/D>.D:%化学名

称为!%$&’$乙 氧 基$&$’+$#*(($二 氢$%$甲 基$($氧

代$&$丙基$%I$吡唑并’’(&7)嘧 啶%)苯 磺 酰*$’$
甲基哌 嗪 枸 橼 酸 盐(分 子 式 为?!!I&"F*M’B+

?*I#M((结构 式 示 于 图%(商 品 名 称 为 E/.;>.(
俗称,伟哥-(是美国辉瑞制药公司新开发的治疗

男性 勃 起 功 能 不 良 #:>:1D/0:74@6381D/=8(简 称

,H%的一种药物.自%))(年&月由美国食品与

药品管理局#bHN%批准 上 市 以 来(应 用 证 实 该

药疗效确切.

图A!枸橼酸西地那非结构式

G%’BA!5+)6*"01*0")#3*+)6%-/)&,3%-1%*",*)

然而(在西地那非的使用过程中发现其可导

致卧位低血压(若同时服用硝酸酯类或含硝酸

根的药物(效果更为明显(严重者可引起心肌梗

死甚至死亡.近年来(一些造假分子利用人们普

遍对中药无毒/无副作用的认识误区(在补肾壮

阳类中药制剂和保健食品中大量非法添加枸橼

酸西地那非.由于制造工艺不规范(使得假药的

含量均匀性很差(有些含量远远超过安全剂量范

围(加上使用者不知实情(因此给消费者带来巨

大危害.
针对补肾壮阳类中成药和保健食品 中 非 法

添加 西 地 那 非 的 检 测(已 有 试 剂 反 应 快 速 检 测

法’%)/薄层色 谱 法 和 高 效 液 相 色 谱 法’!$&).确 证

方法有国家食品药品监督管理局补充检验方法

!""*")#简称补法%’’)(该方法采用液质联用法比

较供试品的高效液相色谱峰与西地那非对照品

色谱峰保留时间以及对应色谱峰的一级质谱及

二级质谱#质量扫描范围;$A%""!%"""%是否

一致(以确证供试品中是否含有西地那非.由于

该方法质量扫描范围宽(致使灵敏度低(供试品

中西地那非含量低时二级质谱中有些碎片离子

峰缺失(使结果判断困难.另外(中成药 和 保 健

食品的成分复杂(方法灵敏度低(这就要求样品

溶液高浓度进样(导致样品对色谱柱和离子源产

生较大的污染.
本工作通过提高去簇电压的方式促 使 西 地

那非 准 分 子 离 子 在 进 入 _% 前 发 生 碰 撞 诱 导 解

离(产生一级碎片离子(以这些碎片离子为前体

离子(在碰撞池进一步碎裂产生二级碎片(即可

获得三级质谱(依据三级质谱推导出枸橼酸西地

那非母核的质谱裂解途径.本方法是串联四极

杆质谱仪获得多一级质谱创新技术(对增强三重

四极杆质谱仪检测功能(应用于化合物质谱裂解

途径研究具有重要意义.
本工作通过分析和讨论西地那非的 质 谱 碎

裂行为(并在对其碎片进行较为细致的解析基础

上(拟建立多反应监测#AaA%模式进行测定西

地那非的确证方法.

A!试验部分

ABA!主要仪器与装置

Î ‘?$AB$AB联 用 仪!%%""$N̂ G&"""(
配有自动进 样 器/电 喷 雾 电 离#,BG%源/N8.04@D
%9’工作站"高速离心机!,$IGTN?IG?a$!%.

ABC!主要材料与试剂

枸橼 酸 西 地 那 非#纯 度 为)#9(J(批 号!

""%+%$_?B$%#%!辉瑞制药有限公司产品"甲醇/
乙腈/乙酸/乙酸铵等为色谱纯"润邦牌玖玖胶囊

#批号!!""*$"#$%#%!国家 药 品 食 品 监 督 管 理 局

补肾壮阳类中成药添加西地那非专项监督抽样

检品.

ABD!试验条件

ABDBA!色 谱 条 件!OS%!"?%#不 锈 钢 色 谱 柱

#!9"--h%+"--(+$-%!日本资生堂产品"色
谱保护柱?%##!9"--h’--(+$-%!美国菲罗

门产 品"流 动 相#%%!H#乙 腈%gH#甲 醇%g
H#"9"%-=0+‘c%乙酸铵溶 液%j%"g++g&+"
流动相#!%!H#乙腈%gH#甲醇%gH#"9"%-=0
+‘c%乙酸铵溶液("9%J甲酸%j%"g++g&+"
流动相#&%!H#乙腈%gH#甲醇%gH#"9!J三乙

胺溶 液%j’"g&"g&""流 速!"9!+" -‘+

-/8c%"进样量!%"$‘.
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A9D9C!质谱条件!电喷雾离子化源!正离子检

测方式!离子源喷射电压"+9+ZE!离子源温度"

’""L!离子喷雾气流速"#""-‘#-/8c%$

AaA质谱条件%%&"AaA 扫描 方 式!相 对

碰撞能分别为%;’A’(+9"!&%%9&&’!J(%;’A
’(+9"!!))9%&+&J(%;’A’(+9"!!#&9&&

+&J(%;’A’(+9"!!++9%&**J$

AaA质谱条件%!&"AaA 扫描 方 式!相 对

碰撞能分别为%;’A’(+9"!&%%9&&&*J(%;’A
’(+9"!!))9%&’+J(%;’A’(+9"!!#&9&&

’+J(%;’A’(+9"!!++9%&+"J$

ABO!枸橼酸西地那非标准溶液的配制

称取*9+%-;枸 橼 酸 西 地 那 非 对 照 品(加

流动相溶解并稀释至每%-‘含西地那非"9)%’

$;(摇匀(作为对照品溶液$

ABX!供试品溶液的配备

取样品研细(精密称取约"9&;(置于+"-‘
容量瓶中(加上述流动相适量(超声%"-/8使其

溶解(放置冷却至室温(加流动相稀释至刻度(摇
匀$放置过夜(取上清液适量(高速离心%%""""
>#-/8c%&(精 密 吸 取 上 清 液!""$‘(置 于%"
-‘容量瓶中(加流动相稀释至刻度(摇匀即可$

C!结果与讨论

CBA!提高去簇电压以获得多一级碎片离子信息

使用三重四极杆质谱仪(尝试通过提高去簇

电压%7:103@D:>/8;C=D:8D/.0(Ĥ &以 获 得 多 一 级

碎片离子信息(进而更好地分析西地那非的质谱

碎裂 行 为$去 簇 电 压 是 加 在 锥 体 到 预 四 极 杆

%_"&的电压(目 的 是 使 进 入 锥 体 后 的 离 子 簇 在

飞行到_" 过程中进一步分裂(最后产生单个带

电荷的质子化离子%如)AKI*K&$合适的 Ĥ
值取决于化合物的性质(对于小分子化合物%相

对分子质量小于’""!+""&(其合适的 Ĥ 一般

小于%!"E$当继续升高 Ĥ 时(准分子离子飞

行速度提高(准分子离子与该区域中相对静态的

粒子碰撞$在非弹性碰撞过程中(准分子离子的

平动能部分转变为热力学能$依据所转换的能

量大小(准分子离子被不同程度地活化(进而发

生各种碎裂反应(产生多个初级碎片离子(即发

生第一次的碰撞诱导解离)+*$然 后 以 初 级 碎 片

离子为前体离子在 _% 通过(进入 _! 进 行 第 二

次的碰撞 诱 导 解 离(产 生 二 级 碎 片 离 子(在 _&
进行检测(从而完成了,BG$AB& 的测定(使串联

三重四极杆获得多一级的碎片离子信息$

CBC!西地那非的质谱行为分析

采用电喷雾离子化单级%_%&模式对西地那

非进行质谱分析(正离子检测模式下取 Ĥ j%""
E的测定结果(示 于 图%(可 看 到 有 较 强 的 准 分

子离子峰%;’A’(+()AKI*K&(而负离子检测

模式下则未检测到准分子离子)AcI*c(这与

西地那非的性质有关$在西地那非结构中(吡唑

环+嘧啶环以及哌嗪环中的氮原子有孤对电子(
有较强的供电子能力(易与 IK 结合而形成准分

子离子)AKI*K(因 而 有 较 强 的 信 号$从 图!
中还可以 看 到(西 地 那 非 的 聚 合 离 子%)!AK
I*K(;’A)’)&以 及%)AKF.*K(;’A’)(&和

%)AK[*K(;’A+%&&的信号均有一定强度$

图C!西地那非:=<.(=谱图!I![AFF"

G%’BC!:=<.(=#36%-/)&,3%-!I![AFF"

采用电喷雾离子化二级%AB!&模式对西地

那非进行质谱分析(正离子检测模式下以准分子

离子 为 前 体 离 子%;’A’(+&(取 Ĥ j%""E(

AB’AB的相对碰撞能为+&J(测定结果示于图

&(主要得到’种碎片离子(分别为 N离子%;’A
!))&+R离子%;’A&%%&+?离 子%;’A!#&&和H
离子%;’A!++&$当 提 高 Ĥ 值%Ĥ j%#"E&
时(采用 _% 模 式 对 西 地 那 非 进 行 质 谱 分 析(结

果示于图’(同样可得到这’种离子$
采用 Ĥ j%#"E分 别 对 以 上’种 离 子 以

AB! 模式进 行 质 谱 分 析(正 离 子 检 测 结 果 列 于

表%(以进一步分析西地那非的质谱行为特征$
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图D!西地那非:=<.(=C 谱图!I![AFF"

G%’BD!:=<.(=C#36%-/)&,3%-!I![AFF"

图O!西地那非:=<.(=谱图!I![AYF"

G%’BO!:=<.(=#36%-/)&,3%-!I![AYF"

表A!西地那非多级质谱信息

5,$-)A!:=<.(=&!.[A"D"#36%/)&,-3%-

分子

质量

AB

!AKI"K
AB!

;#A

AB&

;#A$相对丰度#J%

’(’ ’(+

&%%

!))

!#&

!++

&%%$%+%&!#&$%""%&!++$!#%

!))$%""%&%**$&+%

!#&$%""%&!++$&!%

!++$%""%&!!*$’!%&

!%%$&!%&%&*$&!%

CBD!西地那非质谱行为的特征

依据获得的西地那非,BG$AB8$%j%!&%多
级质谱信息以及结构特征&对其裂解途径作以下

分析’途径N(首先&磺酰基上的一个氧重排到

苯环的邻位&成一个四元环结构&这时B原子带

一对孤 对 电 子’然 后&苯 环 ?)B之 间 的 键 断

裂&接 着 M)B键 断 裂&形 成 过 渡 离 子 N"$;#A

&!(%’过渡离 子 N" 丰 度 较 低&仅 为 基 峰 的!J
$见图&%&提 示 该 离 子 相 对 不 稳 定&它 将 失 去 一

个?M中性 分 子 形 成 较 为 稳 定 的 N 离 子$;#A
!))%’Q.8;等!*"采 用 持 续 非 共 振 辐 射 碰 撞 诱

导解离$BMaG$?GH%的 条 件&对 磺 胺 甲 恶 唑 类 似

的重排和裂解做了深入地研究’途径R(裂解机

制为磺酰基B)?键的电荷诱导&消除而得到R
离子$;#A&%%%’途径?(R离子通过碰撞诱导

解离反 应&失 去 一 中 性 分 子 乙 烯 形 成 ?离 子

$;#A!#&%’途径H(?离 子 通 过 碰 撞 诱 导 解 离

反应&失去一个中性分子?M形成H离子$;#A
!++%’碎片N*R*?*H的裂解机制示于图+’

CBO!西地那非确证方法的建立

对于化合物确证方法建立的指导原则&目前

的官方文件仅见于欧共体!""!年#月%!日的

会议决 议+关 于 分 析 方 法 评 价 和 结 果 诠 释,!("’
依照该决议&采 用 液 相 色 谱$质 谱 分 析 方 法 确 证

化合物时&需 要 获 得 不 少 于&!’个 鉴 别 点$/$
7:8D/6/1.D/=8C=/8D@%’也就是&采用‘?$AB#AB
方法检测%个母离子及其!个子离子&与对照物

质溶液测定结果比较&供试品溶液色谱峰有相同

的保留时间以及质谱中相对于基峰的离子强度

$最大允许限度范围列于表!%具有’个鉴别点&
这样化合物就获得确证’

表C!几种质谱技术进行化合物确证

相对离子强度的最大允许范围

5,$-)C!(,S%404;)"4%**)/*#-)",&1)63#"")-,*%H)%#&

%&*)&6%*%)606%&’,",&’)#34,666;)1*"#4)*"%1*)1+&%M0)6

相对离子强度#J
?G$S?$AB&S?$AB8‘?$AB&

‘?$AB8

"+"J i!"J

"!"J!+"J i!+J

"%"J!!"J i&"J

-%"J i+"J

由前面的分 析&采 用 AB! 模 式 对 西 地 那 非

进行质谱检测可检测到’个稳定的碎片离子&其
离子丰度较大&因此&可经液相色谱与干扰物质

分离后&以多反应监测$AaA%模式测定这’个

离子’通过比较对照品溶液与供试品溶液离子

色谱峰的保留时间及质谱中各离子相对基峰的

强度百分数而获得超过’个鉴别点&因而满足确

证要求’
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图X!碎片>!T!2!I的裂解机制

G%’BX!5+);"#;#6)/3#"4,*%#&;,*+@,86#33",’4)&*6>"T"2,&/I

!!对照品溶液及供试品溶液按A9O和A9X中

的方法制备!检 测 条 件 见A9D!考 察 不 同 的 色 谱

条件 和 质 谱 条 件 对 测 定 的 影 响!测 定 结 果 列 于

表&"
对照品溶液和供试品溶液多次测定 结 果 显

示!采用‘?$AaA 测定各离子的峰面积或峰高

与基峰比较的相对强度有很好的精密度和一致

性!按峰面积的方式比按峰高的方式得出的结果

精密度更高!而这正是西地那非液相色谱行为的

反映!由串 联 在 质 谱 检 测 之 前 的 OE检 测 器 测

定结果可作为佑证"尽管如此!采用峰面积和峰

高方式得出对照品溶液与供试品溶液对应离子

与基峰比较的相对强度的一致性却无差异"这

是因为峰高方式各测定值的离散度虽稍大!但其

统计结果是趋于恒定的!因此!确证方法以按峰

面积和峰高方式测定均可"

!!表&还显示!富质子气氛的方法!较中性缓

冲盐溶液的方法%有略高的灵敏度!而缺质子气

氛的方法&的灵敏度整整下降了两个数量级!这
显然是质子 气 氛 影 响#AKI$K 离 子 形 成 的 结

果!然而各离子与基峰的相对强度趋于恒定值"
改变质谱条件%如相对碰撞能&会改变离子的峰

高和峰面积!但各离子与基峰的相对强度趋于各

自的恒定值"因此!均不影响该化合物 的 确 证!
但方法&测定灵敏度太低!是不可取的"
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表D!西地那非的72.(V(测定结果

5,$-)D!5+)/)*)"4%&,*%#&")60-*6#36%-/)&,3%-$872.(V(

方法 样品
保留时间

!-/8

?离子"基峰离子#

’(+!!#&$

峰面积

!h%"*
峰高

!h%"’

R离子"’(+!&%%$

峰面积

相对强

度!J

峰高相

对强度

!J

N离子"’(+!!))$

峰面积

相对强

度!J

峰高相

对强度

!J

H离子"’(+!!++$

峰面积

相对强

度!J

峰高相

对强度

!J

% 对照品溶液NY: #9"+ %9*( ’9(" (%9#+ (!9*! %(9"& %(9*" %(9%* %(9!(

流动相"%$K @"<"J#%j’$ "9#& !9*! "9+& ’9)" "9’" +9%# !9"" ’9!(

AaA条件"%$ 供试品溶液NY: #9"+ %9’) ’9!) (%9)’ (%9)! %(9%# %(9+) %(9%* %(9%#

@"<"J#%j’$ "9*% !9!( "9+! &9## "9#’ &9)( "9#’ ’9&*

! 对照品溶液NY: &9)! %9#) )9%" (!9(# (%9+% %*9)+ %*9)’ %(9** %(9*#

流动相"!$K @"<"J#%j’$ %9*" !9!! "9)( "9)& "9#" &9’! "9(+ !9+"

AaA条件"%$ 供试品溶液NY: &9)! %9*# "9#% (%9)’ (%9)! %(9%# %(9+) %(9%* %(9%#

@"<"J#%j’$ "9(( !9%# "9+! &9## "9#’ &9)( "9#’ ’9&*

& 对照品溶液NY: &9!& "9"%’( "9"#’& *)9&# ("9&# %*9)* %(9’% %(9#) %(9!"

流动相"&$K @"<"J#%j’$ !9""%& +9(! %9(+ *9*! !9"! %9)! %9)( *9*)

AaA条件"%$ 供试品溶液NY: &9!& "9"%&% "9"(*) *)9+! ("9+* %*9)+ %(9’’ %(9’# %(9&(

@"<"J#%j’$ %9*) ’9(# %9") +9)" %9"% +9%# %9’" ’9!+

’ 对照品溶液NY: #9"’ %9!% &9&* (&9’’ (!9’! !%9’’ !!9%+ )9%( )9%#

流动相"%$K @"<"J#%j’$ %9*+ !9&( "9(* %9)* %9** !9"! !9*+ &9+%

AaA条件"!$ 供试品溶液NY: #9"+ %9"# &9"" (&9&# (!9#( !%9’* !!9!" )9%+ )9!"

@"<"J#%j’$ "9(* %9%& "9*% %9!) !9+* &9%" "9#( ’9&’

CBX!与补充检验方法CFFUFFZ的比较

两种方法按上述仪器条件测定样品"添加枸

橼酸西地那非的中成药$#并都以西地那非准分

子离子";!A’(+$为前体离子#本方法的信噪比

"B!F约为!!""$优 于 补 法"B!F 约 为!*"$近

%"倍%并且当 将 供 试 品 溶 液 进 一 步 稀 释#按 补

法测定的总离子色谱峰低于%""""时#质 谱 中

有些碎片离子峰缺失#使结果难以判断&而按本

法测定各离子色谱峰峰形及与基峰比较的相对

强度无明显 变 化%这 是 由 于 补 法 在;!A%""!
%"""范围内扫 描 检 测#有 很 大 部 分 检 测 数 据 是

无用的#而本法只检测关注的’个离子#检测有

效数据的效率要高得多%
此外#采用全扫描方式得到的质谱图是一次

扫描的结果#具有某种程度上的偶然性#而本法

测定各离子色谱峰面积则是多次扫描积分的结

果#具有统计意义#更能精确地反映各离子的相

对强度#获得较补法高得多的有效信息量%
因此#在对成分复杂的中成药和保健食品样

品进行成分确证时#为减少基体对色谱和质谱系

统的污染#本法可采用低于补法要求%"倍以上

浓度的供试品溶液测定#而结果清晰’明确’易于

判断%

CBU!结论

化合物色谱峰保留时间以及各离子 与 基 峰

的相对强度取决于待分析化合物的内在性质#具
有极高的专属性#通过检测不少于!个离子对#
化合物可获得确证%本工作通过分析待确证化

合物 质 谱 行 为#找 出 质 谱 中 丰 度 较 大 的 碎 片 离

子#建立液相 色 谱$质 谱 多 反 应 监 测 模 式 测 定 多

个碎片离子的化合物确证方法%由于仅测定几

个特 征 离 子#且 每 个 离 子 都 可 获 得 最 优 条 件 检

测#建立的确证方法检测有效数据的效率高#使

得检测灵敏度相应提高#同时结果清晰’明确’易
于判断%本方法未见用于化合物确证检测的报

道#对采用色 谱$串 联 质 谱 联 用 建 立 化 合 物 确 证

方法有示范作用#可应用于司法鉴定等检验#建

立灵敏’有效和可靠的化合物确证方法%
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