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摘要!建立了固相萃取$液相色 谱$串 联 质 谱 法 同 时 确 证 人 尿 中 的 利 他 林 及 其 主 要 代 谢 物 利 他 林 酸 的 方 法%

尿样中的药物经反相>’%固相萃取柱净化’氮气吹至干$以甲睾为内标$用流动相溶解 后 进 行 液 相 色 谱$串 联

质谱法测定%该方法的最低检出限为:"0(\
_’!利 他 林 和 利 他 林 酸 的 回 收 率 分 别 为%"52c和2%53c!批

内和批间的相对标准偏差小于25"c$能满足国际反兴奋剂机构"PHZH#对其最低检测能力:"""0(\
_’的

要求%
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!! 利 他 林 !"$B.?/1,$!$B+B?<+R+/?*6?C+6*6+R
)?C.1,?4C?<")?C.1,B.?/+R*C?#为 中 枢 神 经 兴

奋药"能提高精神活动"可对抗抑郁症$’%"同时也

能用于治 疗 注 意 缺 陷 多 动 障 碍!儿 童 多 动 综 合

症"轻 度 脑 功 能 失 调#"发 作 性 睡 病 以 及 巴 比 妥

类&水合氯醛等中枢抑制药过 量 引 起 的 昏 迷$!%’
口服利他林药 片 后"%"c的 剂 量 在!3.内 通 过

尿液排 泄 到 体 外"其 中 的2"c#%"c转 化 为 利

他林酸!<+C*,+/+6*6+R#"尿 液 只 有 少 量 的 原 药 利

他林出现$&%’!""%年 国 际 反 兴 奋 剂 机 构!PH$
ZH#把利他林列为特定刺激剂$3%"在赛内被禁止

使用’
利他林和 利 他 林 酸 的 结 构 式 示 于 图’’目

前"该 药 物 的 检 测 方 法 主 要 有 气 相 色 谱$质 谱

法$:%和液 相 色 谱$质 谱 法$2$F%’但 还 没 有 采 用 固

相萃取$液相 色 谱$串 联 质 谱 法 同 时 检 测 人 尿 中

的利他林及其主要代谢物利他林酸的方法’在

现阶段"本实验室的3种初筛方法!刺激剂&麻醉

剂&利尿剂和甾体类药物#只能检测到原药利他

林"而 尿 液 中 的 主 要 代 谢 物 利 他 林 酸 却 未 能 检

出’所以在初筛程序中"检测到利他林 后"建 立

一套同时确证这两种化合物的方法非常必要"并
且对本实验室通过 PHZH的每季度水平考试"
保证本实验室具有检测国际比赛样品的资格有

着非常重要的现实意义’本工作拟对样品前处

理方法&质谱条件等方面进行优化"建立同时检

测这两种 化 合 物 的 固 相 萃 取$液 相 色 谱$串 联 质

谱方法’

图;!利他林!""和利他林酸!8"的结构式

=03>;!?5&#(*@’(@*&#)A

+&(5,4%5&-.0"(&!"""-.*0("40-0’"’0.!8"

;!实验部分

;>;!主要仪器与装置

23’"Q<+B,?‘8*R\>(@A)美国H0+,?/C公

司产品*电子 天 平)瑞 士 @?CC,?<Q7,?R7公 司 产

品*吹氮头!V+TT1A6+?/C+=+6#*低速离心机)北京

雷勃尔离心机有限公司产品*低温恒温液浴循环

两用槽)杭 州 雪 中 炭 恒 温 技 术 有 限 公 司 产 品*

@+,,+B7<?超纯水机’
利他林和利他林酸)澳大利亚兴奋剂检测实

验室提供*甲醇&醋酸铵&冰醋酸!均为分析纯#)
国药集团化学试剂有限公司产品*乙腈&甲酸&甲
酸铵)Z+)*公司产品*内标甲睾)德国科隆兴奋

剂检测实验室提供’

;><!标准溶液配制

称取"5#:)0利他林和"5F%)0利他林酸

对照品"配制 成’0+\_’储 备 液’该 储 备 液 用

超纯水稀释成系列对照品"供分析用’
称取’5!&)0内标甲 睾"配 制 成’0+\_’

储备液’该储备液用甲醇稀释成’")0+\_’内

标溶液"供分析用’

;>C!仪器条件

;>C>;!色谱条件!H0+,?/CI7<T*OMZV$>’%色

谱柱!!5’)h:"))h&5:")#*流 动 相 采 用

BJ&5:甲酸铵缓冲液!H#和乙腈!V#进 行 梯 度

洗脱*淋 洗 梯 度)")+/"#"cH$’"cV"F)+/"

’"cH$#"cV*流 速"5:)\+)+/_’"运 行F
)+/"平衡&)+/*进样量’""\*柱温3"f’

;5C5<!质谱条件!多反应离子检测!@]@#和

子离子扫描*离 子 极 性)正 离 子!B74+C+S?#*电 喷

雾离子化!(A[#*毛细管电压)3"""D*干燥气温

度)&&"f*干燥气流速)’"5"\+)+/_’*雾化气

压力)!53’h’":Y**毛细管出口电压)’""D*用

于定量的离子对为6(>!!"$%3和!&3$%3"碰
撞能量’"?D*用于定性的离子对为6(>!!"$
:2和!&3$:2"碰撞能量3"?D’

;>M!尿样的处理

在!)\尿样中加入!""\’")0+\
_’内

标 和 "5: )\ 醋 酸 铵$冰 醋 酸 缓 冲 液 ?
!EJ3GH>#d=!H>GJ#d=!J!G#e2"d
!!d’"""BJ e25"#"混匀后过>’%反相AY(柱

!此柱 依 次 用3)\甲 醇 和3)\去 离 子 水 活

化#’先用3)\:c甲醇$水溶液洗柱子"抽干"
用:)\甲醇 洗 脱"收 集 洗 脱 液 至 玻 璃 试 管 中"

::f氮气吹干’残留物用流动相!=!甲酸$甲酸

铵$水!BJ&5:##d=!乙 腈#e#"d’"#定 容 至

!"""\"过"53:")微孔滤膜"进样体积!""\"
进行液相色谱$串联质谱分析’
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<!结果与讨论

<>;!提取条件

由于利他林酸用常规的液液提取方 法 所 提

取的回收率非常低!小于’c"#所以在本实验室

的初筛程 序 中 难 以 检 测$换 用>’%反 相 固 相 萃

取法 提 取 后#其 回 收 率 能 达 到2:c以 上$所 以

在确证这两种化合物时#采用固相萃取法提取能

收到很好的效果#同时也能达到 PHZH对这两

种化合物的最低检测要求!:"""0%\
_’"$

<><!质谱分析

因为利他林和利他林酸都含有氮原子#所以

在(A[̂ 模式下容易得到’个 J^#形成较为稳

定的&@^J’̂ 准分子离子$子离子 扫 描 发 现#
利他林和利他林酸都能得到6(>#’)%3):2子离

子#示于图!和 图&$6(>%3离 子 在 碰 撞 能 量

!:#’"?D"较低时#有很高的响应#而6(>#’和

6(>:2这!个 离 子 就 需 要 较 高 的 碰 撞 能 量

!3"#2"?D"$子离子扫描同时发现#利他林 和

利他林酸的子离子较少#所 以 可 以 用 多 重 反 应

监视!@]@"的 模 式 对 这 两 种 化 合 物 进 行 确 证

工作#具体的检测条件列于表’$

图<!利他林和利他林酸的裂解过程

=03><!?5&%)(&-(0"4A*"3+&-("(0)-%"(5:",)A

+&(5,4%5&-.0"(&"-.*"("40-0’"’0.

图C!利他林!""和利他林酸!8"子离子扫描质谱图

=03>C!?5&%*).@’(0)-#’"-+"##’5*)+"()3*"+)A+&(5,4%5&-0."(&!"""-.*0("40-0’"’0.!8"

表;!!L! 监测模式下利他林和利他林酸的检测条件

?"84&;!?5&)%(0+0I&.!L!’)-.0(0)-#A)*+&(5,4%5&-0."(&"-.*0("40-0’"’0.

组分 离子对(!6(>" 锥孔电压(D 碰撞电压(?D 驻留时间()4

利他林 !&3$%3 ’"" ’" :"

!&3$:2 ’"" 3" :"

!&3$#’ ’"" 2" :"

利他林酸 !!"$%3 ’"" ’" :"

!!"$:2 ’"" 3" :"

!!"$#’ ’"" 2" :"

#2!!第:期!!!!!!陆江海等*液相色谱$串联质谱法确证人尿中的利他林及其主要代谢物



<>C!方法专属性

在上述色谱条件下!利他林和利他林酸出峰

时间分别在’5:)+/和&5!)+/!内标出峰时间

在:g:)+/!示 于 图3"取 常 规 检 测 为 阴 性 的2
份尿样#&男!&女$!按;5M项操作"结果表明%
空白人尿中的杂质不干扰样品和内标的测定!基
线噪音小!在此条件下测得的结果能代表原药的

浓度"

图M!利他林酸!峰;"#利他林!峰<"和内标!峰C"的

SJ$!$全扫描总离子流图

=03>M!?5&()("40)-’5*)+"()3*"+)A

*0("40-0’"’0.!%&"V;"%+&(5,4%5&-0."(&!%&"V<"

"-.0-(&*-"4#("-."*.!%&"VC"8,SJ$!$

<>M!提取回收率

取!)\空白尿#$e:$!按;5M项 操 作!但

!""\内标以及’"0利他林和’"0利他林酸分

别在::f氮气吹干前加入!进样分析"计算利

他林!利他林酸对内标的峰面积比值#@4$"
取!)\空白尿#$e:$!分别在空白人尿中

加入’"0利他林和’"0利他林酸!按;5M项操

作!但!""\内标在::f氮气吹干前加入!进样

分析"得到利他林&利他林酸对内标的峰面积比

值#@O$!提取回收率#<$按<e@O’@4h’""c计

算"利他林和 利 他 林 酸 在 浓 度 为:"""0(\
_’

时的 提 取 回 收 率 分 别 为%"52c#]AZ%&g%’c$
和2%53c#]AZ%35!Fc$"

<>O!最低检测下限

取适量利他林和利他林酸对照液!用氮气吹

干!加入!)\空 白 人 尿!使 人 尿 中 睾 内 脂 浓 度

的增加为’&!&:&’"&!"&:"&’"""0(\
_’!按;5M

项操作!测得利他林和利他林酸的最低检测下限

都为:"0(\
_’#A’Ee&$"

<>F!精密度试验

取!)\空 白 尿!按;5M项 操 作!使 人 尿 中

利他林和利他林酸的浓度都为:"""0(\
_’!每

个样品进行:样本分析!连续测定&天!同时做

标准曲线!以当日的标准曲线计算每个样本的浓

度"利他林在浓度:"""0(\
_’时!日内和日间

]AZ分 别 为&5!"c&&5:Fc)利 他 林 酸 在 浓 度

:"""0(\
_’ 时!日 内 和 日 间 ]AZ 分 别 为

:gF%c&&5:%c"结果 表 明!日 内 和 日 间 精 密 度

符合要求"

<>W! 样品分析

应用本方法对利他林阳性尿中的利 他 林 和

利他 林 酸 进 行 分 析!均 能 很 好 的 检 出 这 两 种 成

分!示于图:"检 测 结 果 证 明!该 方 法 完 全 能 满

足 PHZH对运 动 员 尿 样 中 利 他 林 和 利 他 林 酸

进行监控的要求"

注%峰’为利他林酸!提取的离子对为6’>!!"$%3&!!"$:2&!!"$#’)峰!为利他林!提取的离子对为6’>!&3$%3&!&3$:2&!&3$#’

图O!利他林阳性尿的提取离子对图!""和利他林的放大图!8"

=03>O!?5&&X(*"’(&.(*"-#0(0)-#’5*)+"()3*"+!"""-.

+"3-0A0&.’5*)+"()3*"+!8")A"%)#0(0B&’)-(*)4@*0-&)A+&(5,4%5&-0."(&
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<>C!方法的检测限和回收率

除 阿 卡 波 糖 和 二 甲 双 胍 的 检 测 限 为 !"
)0!U0_’外"其 他 降 糖 药 的 检 测 限 均 不 高 于’
)0!U0_’#

阿卡波糖和二甲双胍在低$!")0!U0_’%&
中$’"")0!U0_’%&高$!"")0!U0_’%&种 浓

度 下 的 回 收 率 分 别 为 F:5%c #%’52c"
F:5!c#%&5’c’格 列 喹 酮&格 列 本 脲&格 列 美

脲&格列吡嗪&格列齐特&那格列奈&苯乙双胍在

低$’)0!U0_’%&中$:)0!U0_’%&高$’")0!
U0_’%&种 浓 度 下 的 回 收 率 分 别 为F25"c#
%!5&c"%’5Fc ##25’c"F%53c ##&5:c"
#’5Fc#’"%5:c"%%5%c#’""5%c"#35’c#
’"%53c"##5%c#’’25#c"#25’c#’’’5’c#

C!结!论

建立了同时检测保健品中非法添加的’"种

降糖药 的 定 性 分 析 方 法#该 方 法 简 便&准 确 可

靠"适 合 保 健 品 中 非 法 添 加 该 类 药 物 的 常 规

检测#
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C!结!论

本实验采用液相色谱$串联质谱法结合固相

萃取技术"建立了同时确证人尿中利他林和利他

林酸的方法#在本实验的仪器条件下"检测时间

较短$F)+/%"同时检测灵敏 度 较 高#实 验 结 果

表明"该条件易于控制&结果准确&加样回收率稳

定&重现性 好"能 满 足 PHZH对 此 类 药 物 最 低

检测能力$:"""0!\
_’%的要求#该方法可以应

用于常规的尿样检测#
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