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高效液相色谱法检测保健食品中的违禁药物
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摘　要 :目的　建立高效液相色谱法同时测定保健食品中的 3大类共 10种违禁添加药物的方法。方法　样品经

色谱分离后采用二极管阵列 (PDA)检测器检测 ,以紫外特征吸收谱图作为定性的依据。结果　苯乙双胍、芬氟拉

明、格列齐特、格列甲嗪、西力士、格列苯脲、西地那非、格列美脲、伐地那非、盐酸西布曲明的最低检出限分别为

8126、38134、13137、22144、6190、16108、25132、40143、40194、11195 ngΠml ;线性关系在 015～50μgΠml浓度范围 ,相关系数

( r)均大于 01999 8 ,样品加标回收率大于 85 % , RSD小于 5120 %。结论　该方法样品处理简便 ,结果准确可靠 ,重

复性好 ,灵敏度高。
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Abstract : Objective　A simple method employing photodiode array (PDA) detector for determination was established for the

analysis of illegal medicines in health foods. Method　The chromatographic separation was performed on reverse Atlantis C18 column

with a mobile phase of 10 mmolΠL ammonium acetate ammonium acetate2methanol. Results　The linear range was from 015 to 5010

μgΠml , r = 01999 8. The average recovery was above 85 % , RSD < 5120 % ( n = 6) . Conclusion　The analytical method in the

present study was well validated and good results were obtained with respect to precision , repeatability and spiked recovery.
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　　西地那非是美国食品药物管理局 ( FDA) 批准

用于治疗男性功能障碍的口服药[1 ]
,西力士是第二

代磷酸二酯酶 (PDE - 5) 选择性抑制剂 , 药效更快、

更持久 ,已在欧洲批准上市 ,伐地那非为选择性 5 -

磷酸二酯酶 (PDE - 5) 抑制剂 ,是继西地那非、他地

那非之后第 3个男性性功能障碍用药 ,药效较西地

那非和他地那非有所改良。但如过量服用会引起头

痛、消化不良 , 颜色分辨下降等不良反应[2 ]
, 对于

心血管患者 , 有可能导致突然死亡。

格列齐特、格列甲嗪、格列美脲、格列苯脲是一

类广泛用于治疗Ⅱ型糖尿病的药物 , 主要通过加速

胰岛素从胰腺β细胞分泌、阻止 ATP 敏感性 K通

道 ,从而达到降血糖的作用。苯乙双胍因为是用于

治疗Ⅱ型糖尿病的药物 ,但不刺激胰岛素分泌 ,主要

通过抑制葡萄糖在肠内的吸收 ,促进组织对葡萄糖

的摄取 ,增加葡萄糖的利用 ,对糖尿病人有降血糖的

作用 ,对正常人的血糖无影响[3 ]。

盐酸西布曲明为新型减肥药 ,芬氟拉明为苯丙胺

类食欲抑制药 ,2种药品均被禁止用于减肥产品[4]。

上述药物均为处方药 ,需要在医生指导下服用 ,

因此 ,我国明令禁止在保健食品中添加上述药品。

但保健食品市场管理混乱 ,一些不法厂家唯利是图 ,

常将这类违禁药物掺入保健食品内 ,以达到其宣传

的治疗作用 ,严重威胁到服用者的健康。为加强市

场管理 ,维护消费者的利益 ,必须建立一套有效的检

测保健食品中违禁药品的定性定量方法。

1　材料与方法

111　试剂　西地那非标准品、西力士标准品、伐地

那非标准品、格列齐特标准品、格列甲嗪标准品

(SIGMA公司) ;格列美脲标准品 (SIGMA公司) ;格列

苯脲标准品 (Dr. Ehrenstorfer公司) ;苯乙双胍标准品

(SIGMA公司) ;盐酸西布曲明标准品 (浙江省药品检

定所提供) ;芬氟拉明标准品 (Dr. Ehrenstorfer公司) 。

有机溶剂均为色谱纯。超纯水由Millipore纯水系统

(美国Millipore公司)制备。

储备液的配制　称取西地那非、西力士、伐地那

非、格列齐特、格列甲嗪、格列美脲、格列苯脲、苯乙

双胍、盐酸西布曲明、芬氟拉明标准品各 10 mg ,用

10 ml甲醇水 (体积比 1 + 1)溶解 , (格列甲嗪、格列

美脲加 01003 molΠL氢氧化钠 3～4滴帮助溶解)制成

1 mgΠml储备液 ,保存在4 ℃冰箱中。

工作溶液的配制 　用 50 %甲醇水溶液将储备

液依次稀释成 1010、110、011μgΠml的工作溶液。
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A伐地那非 , B西地那非 , C苯乙双胍 , D格列甲嗪 , E格列齐特 , F芬氟拉明 , G格列苯脲 , H格列美脲 , I西布曲明 , J 西力士。

图 1　保健食品中 10种违禁药物的化学结构

112 　仪器 　Alliance 2695 高效液相色谱仪、2996

PDA 检测器、Empower 210 软件、Milli - Q去离子水

制备系统 (美国Millipore 公司) ,WH - 866涡流混合

器、Anke KA - 1000离心机。

113　方法　HPLC条件色谱柱 :Waters Atlantis ODS18

柱 (211 mm×150 mm , 510μm) ;柱温 :30 ℃;试样温

度 :室温。进样体积 :10μl。流速 :012 mlΠmin。梯度

条件见表 1。
表 1　色谱分离梯度洗脱条件

时间 (min)
10 mmolΠL乙酸
铵水溶液 ( %)

10 mmolΠL乙酸
铵甲醇溶液 ( %)

梯度变
化曲线

010 60 40
310 50 50 6

1310 50 50 1
1410 40 60 6
2910 40 60 1
3010 0 100 6
3910 0 100 1
3915 60 40 6

　　准确称取样品 110 g ,加 10 ml甲醇水溶液 (1 + 1

体积分数)溶解 (降糖类药品需加 015 ml 3 molΠL
NaOH) ,超声震荡 10 min ,2 000 rΠmin离心 10 min ,取

上清液后 ,残渣再用甲醇水重复提取 1次。合并提

取液。再用 50 %甲醇水稀释 10 倍 ,过 0122μm滤

膜 ,待用。

2　结果和讨论

211　流动相的选择　本研究采用 10 mmolΠL乙酸铵
水溶液和 10 mmolΠL 乙酸铵甲醇溶液。使用梯度洗
脱的方法适用范围广。

212　色谱柱的选择 　取各标准品 ,配制成混合溶

液 ,分别使用以下色谱柱进样分析。各柱规格参数 :

柱 1 :Cosmosil C18柱 (416 mm×250 mm、粒径 5μm) ;

柱 2 :Atlantis C18柱 (416 mm×250 mm、粒径 5μm) ;柱

3 :Sunfire C18柱 (416 mm×250 mm、粒径 5μm) ;柱 4 :
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Atlantis C18柱 (211 mm×150 mm、粒径 5μm) 。

实验结果表明 ,在相同的标准溶液和流动相条

件下 ,不同的柱子经过优化梯度洗脱条件后 ,都存在

出峰顺序、保留时间和峰形改变的情况。由于标准

品中极性化合物较多 ,采用 Atlantis柱的分离效果明

显优于其他柱子 ,见图 2、图 3。

1苯乙双胍 , 2芬氟拉明 , 3格列齐特 , 4格列甲嗪 , 5西力士 , 6格列苯脲 , 7西地那非 , 8格列美脲 , 9伐地那非 , 10 盐酸西布曲明。

图 2　保健食品中 10种添加违禁药品的色谱分离图 (检测波长 210nm)

图 3　不同色谱柱的分离色谱图

213　PDA定性分析　每个物质都有其特定的紫外

特征吸收谱图和最佳吸收波长 ,PDA的紫外特征吸

收谱图和保留时间能对样品进行初步定性。图 4为

各标准品的紫外特征吸收谱图。
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1苯乙双胍 , 2芬氟拉明 , 3格列齐特 , 4格列甲嗪 , 5西力士 , 6格列苯脲 , 7西地那非 , 8格列美脲 , 9伐地那非 , 10 盐酸西布曲明。

图 4　各种药品的紫外扫描图
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214　方法学验证

21411　校正曲线的制作 　将苯乙双胍、芬氟拉明、

格列齐特、格列甲嗪、西力士、格列苯脲、西地那非、

格列美脲、伐地那非、盐酸西布曲明标准溶液配成混

合溶液 ,浓度分别为 10、50、20、20、10、10、20、20、20、

30μgΠml。再取混合溶液 500、200、100、50μl 定容至

1 000μl。以试样峰面积为纵坐标 ,试样浓度为横坐

标 ,制成曲线。结果见表 2。

表 2　线性范围、回归方程和相关系数

名称 线性范围 (μgΠml) 回归方程 R2

苯乙双胍 015～1010 y = 2104 e5 x + 912 e4 019999

芬氟拉明 215～5010 y = 9122 e4 x - 2121 e4 019999

格列齐特 110～2010 y = 1104 e5 x + 2131 e4 019999

格列甲嗪 110～2010 y = 1163 e5 x + 2106 e2 019998

西力士 015～1010 y = 6 e5 x + 6164 e4 019998

格列苯脲 015～1010 y = 3133 e5 x + 4191 e3 019998

西地那非 110～2010 y = 9196 e5 x - 4123 e3 019999

格列美脲 110～2010 y = 1118 e5 x + 3183 e2 019999

伐地那非 110～2010 y = 2101 e5 x + 5 e4 019999

盐酸西布曲明 115～3010 y = 6144 e4 x + 2166 e4 019994

21412　检出限 　当信噪比为 3的浓度为最低检出

限时 ,当信噪比为 10的浓度为最低定量限时 ,苯乙

双胍、芬氟拉明、格列齐特、格列甲嗪、西力士、格列

苯脲、西地那非、格列美脲、伐地那非、盐酸西布曲明

最低检出限分别为 8126、38134、13137、22144、6193、

16108、25132、40143、40194、11195 ngΠml。最低定量

限分别为 27153、127180、44157、74180、23110、53160、

84140、134177、136153、39183 ngΠml。

21413　回收率　取空白样品 3份 ,每份 0150 g ,加入

各组分标样 ,按 113进行试样处理。进样 10μl。结

果如表 3。

21414　精密度　取空白的样品 ,按 113要求进行试

样处理。进样 10μl。苯乙双胍、芬氟拉明、格列齐

特、格列甲嗪、西力士、格列苯脲、西地那非、格列美

脲、伐地那非、盐酸西布曲明的精密度试验 ( n = 6)

RSD %分别为 5101、4130、2180、0178、0169、0193、

　　

表 3　10种违禁药品的回收率

组分名称 加入量 (μgΠml) 测得量 (μgΠml) 回收率 ( %)

苯乙双胍 210 1177 8815

芬氟拉明 014 0137 9215

格列齐特 210 1189 9415

格列甲嗪 210 1184 9210

西力士 1010 8193 8913

格列苯脲 110 0197 9710

西地那非 1010 8187 8817

格列美脲 110 0196 9516

伐地那非 110 0194 9410

盐酸西布曲明 410 3169 9213

0151、0123、3103、5120。

21415　实际样品的测定 　对市售某种抗疲劳保健

食品进行检测 ,在 210 nm的检测波长下 ,201479 min

出现色谱峰 ,和标准对照为西力士成分。
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