
中  
国  
药  
房  
网 

www
.chi
na-
phar
mac
y.co
m 

中国药房 2017年第28卷第27期 China Pharmacy 2017 Vol. 28 No. 27

有机溶剂残留量[J].华西药学杂志，2014，29（1）：84. （收稿日期：2017-04-03 修回日期：2017-07-05）

（编辑：刘 柳）
＊副主任药师。研究方向：临床药学。电话：027-87234240。

E-mail：butterfly20058@hotmail.com

UPLC-MS/MS 法同时检测抗风湿中药制剂中非法添加的12种非
甾体抗炎药

言慧洁 1＊，刘 伟 1，夏青松 1，潘源虎 2（1.湖北省直属机关医院，武汉 430071；2.华中农业大学动物科技与动物
医学院，武汉 430072）

中图分类号 R927.2；R917 文献标志码 A 文章编号 1001-0408（2017）27-3871-05

DOI 10.6039/j.issn.1001-0408.2017.27.36

摘 要 目的：建立同时检测抗风湿中药制剂中非法添加的12种非甾体抗炎药。方法：采用超高效液相色谱-质谱法。色谱条件：

色谱柱为Hypersil Golden C18，流动相为5 mmol/L甲酸铵溶液-甲醇（梯度洗脱），流速为0.2 mL/min，柱温为40 ℃，进样量为2 μL。

质谱条件：离子源为电喷雾离子源，气帘气压为25 kPa，雾化气压为60 kPa，辅助气压为55 kPa，电喷雾电压为4 500 V，离子源温度

为650 ℃，采集方式为多反应监测模式。结果：对乙酰氨基酚、乙酰水杨酸、氨基比林、美洛昔康、布洛芬、萘普生、舒林酸、尼美舒

利、双氯芬酸、吲哚美辛、酮洛芬、塞来昔布检测质量浓度线性范围分别为 0.01～2.0 μg/mL（r＝0.995 6）、0.05～5.0 μg/mL（r＝

0.997 6）、0.01～2.0 μg/mL（r＝0.998 7）、0.02～5.0 μg/mL（r＝0.995 0）、0.02～5.0 μg/mL（r＝0.995 3）、0.02～5.0 μg/mL（r＝

0.996 5）、0.05～5.0 μg/mL（r＝0.995 4）、0.02～5.0 μg/mL（r＝0.996 0）、0.05～5.0 μg/mL（r＝0.995 9）、0.02～5.0 μg/mL（r＝0.995 7）、

0.02～5.0 μg/mL（r＝0.996 8）、0.01～2.0 μg/mL（r＝0.998 7）；定量限≤0.20 mg/g，检测限≤0.05 mg/g；精密度、稳定性、重复性试验

的RSD＜5.0％；加样回收率为80.8％～114.2％（RSD为3.85％～7.32％，n＝9）。结论：该方法操作简便，精密度、稳定性、重复性

好，可用于抗风湿中药制剂中非法添加的12种非甾体抗炎药的同时检测。

关键词 非甾体类抗炎药；中药制剂；非法添加；超高效液相色谱-质谱法

Simultaneous Determination of 12 Nonsteroidal Anti-inflammatory Drugs Illegally Added into Antirheumat-

ic TCM Preparations by UPLC-MS/MS

YAN Huijie1，LIU Wei1，XIA Qingsong1，PAN Yuanhu2（1.Hubei Zhishu Jiguan Hospital，Wuhan 430071，China；2.

College of Animal Sciences Technology & College of Veterinary Medicine，Huazhong Agricultural University，

Wuhan 430072，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To develop a method for simultaneous determination of 12 nonsteroidal anti-inflammatory drugs

（NSAIDs） illegally added into antirheumatic TCM preparations. METHODS：UPLC-MS/MS was adopted. The determination was

performed on Hypersil Golden C18 column with mobile phase consisted of 5 mmol/L ammonium formate solution-methanol（gradi-

ent elution）at the flow rate of 0.2 mL/min. The column temperature was 40 ℃，and the sample size was 2 μL. A tandem quadru-

pole mass spectrometer equipped with electrospray ionization source was used in positive-negative ion mode：curtain gas of 25

kPa，atomizing gas of 60 kPa，auxiliary gas of 55 kPa，electrospray voltage of 4 500 V，ion source temperature of 650 ℃.The mul-

tiple reaction monitoring mode was performed. RESULTS：The linear ranges of acetaminophen，acetylsalicylic acid，aminopyrine，

meloxicam，ibuprofen，naproxen，lam acid，nimesulide，diclofenac，indomethacin，ketoprofen and celecoxib were 0.01-2.0 μg/

mL（r＝0.995 6），0.05-5.0 μg/mL（r＝0.997 6），0.01-2.0 μg/mL（r＝0.998 7），0.02-5.0 μg/mL（r＝0.995 0），0.02-5.0 μg/mL（r＝

0.995 3），0.02-5.0 μg/mL（r＝0.996 5），0.05-5.0 μg/mL（r＝0.995 4），0.02-5.0 μg/mL（r＝0.996 0），0.05-5.0 μg/mL（r＝0.995 9），

0.02-5.0 μg/mL（r＝0.995 7），0.02-5.0 μg/mL（r＝0.996 8），0.01-2.0 μg/mL（r＝0.998 7），respectively. The limits of quantitation

were no more than 0.20 mg/g，and the limits of detection were no more than 0.05 mg/g. RSDs of precision，stability and reproduc-

ibility tests were all lower than 5.0％. The recoveries were 80.8％-114.2％（RSD was 3.85％-7.32％，n＝9）. CONCLUSIONS：The

established method is simple，accurate，stable and reproducible，and can be used for simultaneous determination of 12 NSAIDs ille-

gally added into antirheumatic TCM preparations.

KEYWORDS Nonsteroidal anti-inflammatory drugs；TCM preparation；Illegally added；UPLC-MS/MS
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非甾体类抗炎药（NSAIDs）是临床上常用的解热镇

痛抗炎药，机制为通过抑制体内环氧化酶（COX）活性而

减少局部组织前列腺素（PG）的生物合成，除具有解热、

镇痛作用外，多数还有抗炎、抗风湿的作用，也是治疗类
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风湿关节炎及强直性脊柱炎的首选药物[1]。但是使用不

当或长期过量的应用亦会导致消化道溃疡、肝肾毒性和

心血管系统疾病[2-3]。2004年德国默克公司生产的罗非

昔布（商品名：万络）退市风波更是让人们重新审视选择

性 COX-2 抑制剂这类 NSAIDs 可能引发的心血管事

件 [4]。中药制剂可以改善风湿性疾病症状，控制病情进

展，阻止不可逆的骨质破坏，从而改善患者生活质量，在

风湿和类风湿关节炎的治疗方面具有独特的优势[5]。但

为了快速起效或增强药效，违法添加NSAIDs的现象时

有发生，长期服用会给患者的身体健康带来严重威胁。

近年来，许多文献报道了NSAIDs的检测方法如薄层色

谱法 [6]、高效液相色谱法 [7-8]、高效液相色谱-质谱法等

（HPLC-MS）[9-10]。本研究建立了超高效液相色谱-串联

质谱法（UPLC-MS/MS）同时测定抗风湿类中药制剂中

可能非法添加的12种NSAIDs的方法，以期为其质量控

制提供可靠的技术支持。

1 材料
1.1 仪器

Triple-Quadrupole Instrument 型 UPLC-MS/MS 仪

（美国应用生物系统公司）；AUW-3200D型电子分析天

平（日本Shimadzu公司，感量：0.01 mg）；KQ3200型超声

波清洗仪（昆山市超声仪器有限公司）。

1.2 药品与试剂

试验所用样品均为市售抗风湿丸剂、片剂、胶囊剂、

（编号：1～10）；对乙酰氨基酚（AMP）对照品（批号：

100018-201409）、乙酰水杨酸（ASP）对照品（批号：

100113-201104）、氨 基 比 林（ATD）对 照 品（批 号 ：

100503-201302）、美 洛 昔 康（MXC）对 照 品（批 号 ：

100679-201102）、萘 普 生（NPX）对 照 品（ 批 号 ：

100198-201205）、舒 林 酸（SLD）对 照 品（ 批 号 ：

100335-200001）、尼 美 舒 利（NSL）对 照 品（批 号 ：

100555-201202）、双 氯 芬 酸（DCF）对 照 品（批 号 ：

100334-200302）、布 洛 芬（IBF）对 照 品（ 批 号 ：

100179-201105）、吲 哚 美 辛（IMC）对 照 品（批 号 ：

100258-200904）、酮 洛 芬（KPF）对 照 品（ 批 号 ：

100337-201104）均购自中国食品药品检定研究院；塞来

昔 布（CLB）对 照 品（美 国 Sigma 公 司 ，批 号 ：LOT

F0L037），以上对照品纯度均＞99％；甲醇为色谱纯，其

余试剂均为分析纯，水为超纯水（电导率：18. 2 MΩ/

cm）。

2 方法与结果
2.1 试验条件

2.1.1 色谱条件 色谱柱：Hypersil Golden C18（150

mm×2.1 mm，5 μm）；流动相：5 mmol/L甲酸铵溶液（A，

pH4）-甲醇（B），梯度洗脱（0～5 min，90％ A；5～15 min，

90％→60％A；15～25 min，60％→20％ A；25～30 min，

20％→90％ A）；流速：0. 2 mL/min；柱温：40 ℃；进样量：

2 μL。

2.1.2 质谱条件 离子源：电喷雾离子源（ESI）；气帘气

压（CUR）：25 kPa；雾化气压（GAS1）：60 kPa；辅助气压

（GAS2）：55 kPa；电喷雾电压：4 500 V；离子源温度：

650 ℃；采集方式：多反应监测（MRM）模式。

2.2 溶液的制备

2.2.1 对照品溶液 精密称取各待测成分对照品 25.0

mg，分别置于 25 mL 量瓶中，加甲醇溶解并定容，制成

AMP、ASP、ATD、MXC、NPX、SLD、NSL、DCF、IBF、

IMC、KPF、CLB质量浓度均为1 mg/mL的单一对照品溶

液，于－20 ℃下贮藏。

2.2.2 供试品溶液 取样品0.5 g（片、丸研磨成细粉，胶

囊取内容物研细），置于 100 mL 具塞锥形瓶中，精密加

甲醇 40 mL，超声（功率：250 W，频率：40 kHz）提取 20

min，静置后倾出提取液，残渣用甲醇重复提取1次，合并

提取液并定容至 100 mL。取上述溶液 1 mL，加甲醇

定容至 100 mL，经 0.22 μm 微孔滤膜滤过，取续滤液，

即得。

2.2.3 空白对照溶液 以甲醇作空白对照溶液。

2.3 专属性试验

取“2.2.1”项下单一对照品溶液适量，按“2.1”项下试

验条件进样测定，记录色谱，详见图 1。结果，AMP、

ASP、ATD、MXC、NPX、SLD、NSL、DCF、IBF、IMC、

KPF、CLB 保留时间分别为 4.12、7.43、16.62、14.70、

16.37、21.02、16.30、24.45、16.85、21.43、20.77、20.24 min，

表明各待测成分分离度良好。

2.4 12种化学物质的质谱检测参数

将单个化学物质的对照品溶液进行分析，得到目标

化合物的质荷比。为了进一步对化学物质进行确证分

析，通过分析单个化学物质对照品溶液，优化去簇电压

和碰撞电压，以灵敏度高、稳定性好作为离子化模式选

择和提取离子选择依据（详见表 1，表中“a”为定量离

子），其中 ASP、MXC、IBF、NPX、NSL 和 DCF 使用 ESI

（－）模式，其余6个化学物质使用ESI（+）模式。

2.5 线性关系考察

分别精密量取“2.2.1”项下单一对照品溶液各适量，

分别置于 10 mL量瓶中，加甲醇定容，制成系列对照品

溶液。精密量取上述系列对照品溶液各 2 μL，按“2. 1”

项下试验条件进样测定，记录峰面积。以各待测成分质

量浓度（x，μg/mL）为横坐标、峰面积（y）为纵坐标进行线

性回归，得回归方程与线性关系，详见表2。

2.6 定量限与检测限考察

分别精密量取“2.2.1”项下单一对照品溶液适量，倍

比稀释，并按“2.1”项下试验条件进样测定，当信噪比为

10 ∶ 1时，得定量限；当信噪比为 3 ∶ 1时，得检测限，详见

表2。

2.7 精密度试验

取“2.2.1”项下单一对照品溶液各适量，按“2.1”项下

试验条件连续进样测定6次，记录峰面积。结果，AMP、
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ASP、ATD、MXC、NPX、SLD、NSL、DCF、IBF、IMC、

KPF、CLB 峰面积的 RSD＜4.15 ％（n＝6），表明仪器精

密度良好。

2.8 稳定性试验

取“2.2.2”项下供试品溶液（编号：2）适量，分别于

4 ℃冰箱中放置0、1、3、5、7 d时按“2.1”项下试验条件进

样测定，记录峰面积。结果，AMP、ASP、ATD、MXC、

NPX、SLD、NSL、DCF、IBF、IMC、KPF、CLB 峰面积的

RSD＜1.21％（n＝5），表明供试品溶液4 ℃下放置7 d内

基本稳定。

2.9 重复性试验

精密称取同一批样品（编号：2）适量，按“2.2.2”项下

方法制备供试品溶液，共 6份，再按“2.1”项下试验条件

进样测定，记录峰面积。结果，AMP、ASP、ATD、MXC、

NPX、SLD、NSL、DCF、IBF、IMC、KPF、CLB 峰面积的

RSD＜4.69％（n＝6），表明本方法重复性良好。

2.10 加样回收率试验

取已知含量样品（编号：2）适量，共 9份，分别加入

高、中、低质量的待测成分对照品，按“2.2.2”项下方法制

备供试品溶液，再按“2.1”项下试验条件进样测定，记录

峰面积并计算加样回收率，结果见表3。

2.11 样品中非甾体抗炎药检测

取10批样品各适量，分别按“2.2.2”项下方法制备供

试品溶液，再按“2.1”项下试验条件进样测定，记录峰面

积并计算样品含量，结果见表4（表中“-”为未检出）。结

果，10批样品中有4批样品检测出NSAIDs共有4 种，含

量范围在7.5～105.2 mg/g，其中1份样品中检出布洛芬、

3份样品中检出萘普生、2份样品中检出双氯芬酸、1份

样品中检出美洛昔康。

3 讨论
3.1 色谱条件的优化

本试验分别考察了甲醇和乙腈作为流动相B对各

色谱峰的峰形和分离度的影响，并且分别添加不同浓度

图1 提取离子流图

Fig 1 Extraltion ion chromatograms
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表1 质谱检测参数

Tab 1 Mass spectrometric parameters

化学物质
AMP

ASP

ATD

MXC

IBF

NPX

SLD

NSL

DCF

IMC

KPF

CLB

母离子
152.2

137.0

232.4

350.1

205.3

229.3

357.4

307.1

294.3

358.5

255.3

382.3

子离子
110.2a

93.2

93a

64

113.4a

111.2

146.0a

285.9

160.8a

161.3

169.9a

185.1

233.3a

340.2

229.1a

79.2

249.9a

213.8

139.2a

111.3

209.3a

105.2

362.5a

282.4

去簇电压，V

89

85

-28

-30

57

87

-64

-74

-58

-48

-33

-42

158

160

-97

-111

-55

-38

141

151

135

133

199

182

碰撞电压，V

24

32

-24

-39

21

23

-24

-20

-11

-11

-21

-8

65

29

-23

-29

-18

-28

25

73

22

35

37

48

表2 回归方程、线性范围与定量限、检测限

Tab 2 Linear regression equations，linear ranges，LO-

D and LOQ

待测成分
AMP

ASP

ATD

MXC

IBF

NPX

SLD

NSL

DCF

IMC

KPF

CLB

回归方程
y＝70.235x－1 247.02

y＝83.344x－86.094

y＝201.48x+34.492

y＝158.235x－148.42

y＝93.344x+56.138

y＝105.48x+43.487

y＝60.235x－33.782

y＝252.321x－75.065

y＝72.326x+29.562

y＝198.256x－59.633

y＝78.358x－86.094

y＝334.48x+34.492

r

0.995 6

0.997 6

0.998 7

0.995 0

0.995 3

0.996 5

0.995 4

0.996 0

0.995 9

0.995 7

0.996 8

0.998 7

线性范围，μg/mL

0.01～2.0

0.05～5.0

0.01～2.0

0.02～5.0

0.02～5.0

0.02～5.0

0.05～5.0

0.02～5.0

0.05～5.0

0.02～5.0

0.02～5.0

0.01～2.0

定量限，mg/g

0.02

0.20

0.02

0.03

0.05

0.05

0.15

0.05

0.15

0.05

0.05

0.02

检测限，mg/g

0.01

0.05

0.01

0.01

0.02

0.02

0.05

0.02

0.05

0.02

0.02

0.01
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表3 加样回收率试验结果（n＝9）

Tab 3 Results of recovery tests（n＝9）

待测成分

AMP

ASP

ATD

MXC

IBF

NPX

SLD

NSL

DCF

IMC

KPF

CLB

加入量，ng/mL

50.0

500.0

2 000.0

50.0

500.0

2 000.0

50.0

500.0

2 000.0

50.0

500.0

2 000.0

50.0

500.0

2 000.0

50.0

500.0

2 000.0

50.0

500.0

2 000.0

50.0

500.0

2 000.0

50.0

500.0

2 000.0

50.0

500.0

2 000.0

50.0

500.0

2 000.0

50.0

500.0

2 000.0

测得量，ng/mL

1

42.1

426.1

1 872.0

47.8

464.5

1 706.0

42.7

472.1

2 080.0

52.6

491.5

1 692.0

42.6

453.0

1 882.0

57.1

509.4

2 018.0

43.6

460.5

1 770.0

44.9

481.0

1 836.0

45.5

454.2

2 004.0

45.4

450.5

1 642.0

41.3

451.2

1 670.0

44.3

417.5

2 102.0

2

47.6

445.2

2 030.0

42.8

434.5

1 784.0

43.6

454.2

2 200.0

50.6

472.5

1 702.0

44.5

498.1

1 864.0

55.8

529.2

1 862.0

40.4

451.5

1 692.0

49.8

477.5

1 722.0

41.6

477.5

2 116.0

47.6

441.3

1 668.0

41.0

552.6

1 622.0

42.1

445.5

1 806.0

3

45.8

422.0

1 810.0

44.3

454.5

1 746.0

42.2

442.6

2 040.0

46.0

452.5

1 826.0

43.0

513.2

1 930.0

50.2

478.3

2 122.0

41.3

457.5

1 702.0

46.0

450.3

1 662.0

40.9

445.6

2 206.0

42.8

467.5

1 610.0

42.2

557.2

1 662.0

42.6

473.0

1 824.0

加样回收率，％
1

84.1

85.2

93.6

95.5

92.9

85.3

85.3

94.4

104.0

105.1

98.3

84.6

85.1

90.6

94.1

114.2

101.8

100.9

87.2

92.1

88.5

89.8

96.2

91.8

91.1

90.8

100.2

90.8

90.1

82.1

82.6

90.2

83.5

88.6

83.5

105.1

2

95.2

89.0

101.5

85.5

86.9

89.2

87.3

90.8

110.0

101.2

94.5

85.1

89.1

99.6

93.2

111.6

105.8

93.1

80.8

90.3

84.6

99.5

95.5

86.1

83.2

95.2

105.8

95.1

88.2

83.4

82.1

110.5

81.1

84.1

89.1

90.3

3

91.5

84.4

90.5

88.6

90.9

87.3

84.4

88.5

102.0

92.0

90.5

91.3

86.1

102.6

96.5

100.4

95.6

106.1

82.6

91.5

85.1

92.1

90.1

83.1

81.8

89.1

110.3

85.6

93.5

80.5

84.4

111.4

83.1

85.2

94.6

91.2

平均加样回收率，％

90.9

90.6

93.6

93.6

93.0

103.3

87.0

92.5

93.06

87.7

89.2

90.2

RSD，％

6.42

4.84

6.52

5.83

4.68

5.27

3.85

5.07

6.33

4.86

7.32

5.04

的甲酸或醋酸铵于流动相A中，结果发现以甲醇为流动

相B、5 mmol/L醋酸铵水溶液为 A 相时，各个特征离子

色谱图的峰形和分离度良好，采用梯度洗脱可以在 30

min内完成12个组分的分离。

3.2 提取方法的选择

本研究分别以甲醇、50％甲醇及乙腈作为样品提取

溶剂。结果表明，乙腈溶解样品的提取率不及甲醇；选

用 50％甲醇作为提取溶剂时对 AMD、ASP、ATD、SLD

和DCF的提取效率较高，但是对其他化学物质较低；采

用甲醇作为提取溶剂提取 2次时，结果显示对所有化学

物质的回收率都达到80％以上；同时，考察结果显示，采

用超声提取20 min即可使回收率满足要求，同时基质干

扰小。

3.3 液质方法的选择

NSAIDs 非法添加在中药制剂中往往干扰成分很

多，因此对分析方法的选择性提出了更高的要求。笔者

所采用的 UPLC-MS/MS 法，通过一级全扫描模式获得

化合物的准分子离子峰，再提取该准分子离子为母离子

进行二级全扫描，获得化学物质的碎片信息。在该模式

下确定化学物质的裂解方式之后，提取稳定的碎片离子

进行MRM模式检测。即对提取的母离子给予特定能量

碰撞后产生碎片离子再次经过提取，从而获得特定的碎

片离子峰，这样可以将一些即使在液相色谱系统中无法

完全分离的物质，也可通过对其母离子和碎片离子的2

次提取，使其质谱行为的差异达到完全分离，不仅提高

了特异性，而且还减少了基质干扰，提高了检测的灵敏

表4 样品中NSAIDs检测结果（n＝3，mg/g）

Tab 4 Results of NSAIDs in samples（n＝3，mg/g）

编号
1

5

9

10

布洛芬
-

105.2

-

萘普生
25.5

51.5

-

21.2

双氯芬酸
33.2

39.2

-

-

美洛昔康
-

-

-

7.5
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度。本研究同时采用正负离子扫描方式进行检测，其中

AMD、MXC、IBF、NPX、SLD和NCF在正离子方式下不

易产生稳定的碎片，所以采用ESI（－）模式，而其余6个

化学物质使用ESI（+）模式。

综上所述，本研究建立了抗风湿中药制剂中可能非

法添加的 12种 NSAIDs 的 UPLC- MS/MS 检测方法，并

用于实际样品的检测。本方法样品处理简单，没有基质

干扰，精密度和准确度高，可作为抗风湿中药制剂或保

健品中非法添加抗炎镇痛类化学药成分的监督检测。
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摘 要 目的：提高临床药学专业人才培养质量。方法：总结临床药学实习基地带教师资队伍的现状、剖析存在的问题，并根据问

题从思想、能力、制度三个层面进行改革。结果与结论：通过强化临床药学带教师资的教育意识、明确临床药学带教师资的工作职

责、完善带教课程工作体系来强化临床药学带教师资的岗位认知；通过更新临床药学带教师资的专业知识结构、提升教学教育理

论水平和能力、加强师德建设来提高临床药学带教师资的综合能力和水平；并构建了高校与医院相结合的协同联动的激励竞争机

制，以提升临床药学实习基地带教师资的水平。这既能保障教学质量和教学效果，也能适应高等药学教育和公立医院的改革发

展，提升医疗服务水平。
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Consideration on the Construction of the Teaching Team in Clinical Pharmacy Practice Base

YANG Qing1，ZHANG Yongze2，SHAO Mingli1（1.School of International Pharmaceutical Business，China Phar-

maceutical University，Nanjing 211198，China；2.School of Graduate，China Pharmaceutical University，Nanjing

211198，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To improve the quality of talent training of clinical pharmacy. METHODS：The present situation of

teaching team in clinical pharmacy practice base were summarized to analyze the existing problems. The future development counter-

measures were put forward in respects of thought，ability，system. RESULTS & CONCLUSIONS：The post cognition of clinical

pharmacy teaching team can be strengthened by strengthening the awareness of clinical pharmacy teaching team，clarifying the re-

sponsibilities of clinical pharmacy teaching team and improving the curriculum system of teaching，The comprehensive ability and
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