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摘要　目的：运用拟靶向代谢组学的方法对胶塞中的可提取物进行全面的分析。方法：以水、ｐＨ２６磷酸
盐缓冲液、ｐＨ９１８磷酸盐缓冲液、１５％乙醇溶液分别对６种胶塞进行提取，制备质量控制（ＱＣ）溶液和供
试品溶液。采用ＬＣ－３０Ａ超高效液相色谱仪－ＱＴＯＦ－９０３０质谱ＥＳＩ＋／ＥＳＩ－模式检测，使用ＷａｔｅｒｓＡｃｑｕ
ｉｔｙＢＥＨＣ８／ＨＳＳＴ３色谱柱，以含 ０１％甲酸的水 －含 ０１％甲酸的乙腈／含 ００５％碳酸氢铵的水 －含
００５％碳酸氢铵和５％水的甲醇作为流动相，运用 ＴＯＦＭＳ－和 ＭＳ／ＭＳＤＤＡ扫描模式对 ＱＣ溶液进行检
测。用ＭＳＣｏｎｖｅｒｔ及ＭＲＭ－Ｉｏｎ＿Ｐａｉｒ＿Ｆｉｎｄｅｒ软件处理ＱＣ溶液的扫描结果，获得ＭＲＭ参数。用ＥｘｉｏｎＬＣ超
高效液相色谱仪 －Ｑｔｒａｐ６５００＋质谱 ＥＳＩ＋／ＥＳＩ－模式检测，流动相和色谱柱同前，运用 Ｓｃｈｅｄｕｌｅｄ－ＭＲＭ扫
描模式对提取液进行检测。结果：对１３９９个未知物和１１６个已知物进行了分析，按提取液分类，发现 ｐＨ
９１８磷酸盐缓冲液和１５％乙醇溶液能提取出较多的化合物，找出了２７个在不同提取液中差异较大的化合
物；按胶塞分类，通过２５个差异物，判断了不同胶塞的亲缘关系。结论：本研究对６种胶塞在４种提取物下
的提取结果进行了分析。在不同的提取条件下，提取物之间存在差异。针对这些重点差异物可以专门制定

分析方法进行质控跟踪研究，以确保药物质量的稳定和一致性。同时也分析了不同胶塞中的差异物，可以

用来对未知胶塞样本进行大致的类别判断。

关键词：胶塞；拟靶向代谢组学；可提取物；液质联用；重点差异物；质量控制；类别判断
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ｅｘｔｒａｃｔｍｏｒｅｃｏｍｐｏｕｎｄｓ，ａｎｄ２７ｃｏｍｐｏｕｎｄｓｗｉｔｈｌａｒｇｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｓｏｌｕｔｉｏｎｓｗｅｒｅｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ．
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　　胶塞是药品包装材料的重要组成部分之一，在
包装系统中有着重要的作用。胶塞的质量、安全性、

使用性能以及与药品之间的相容性对药品有着十分

重要的影响。其性能好坏，直接影响着药品质量和

用药的安全［１－２］。

药品与胶塞长期接触后，由于胶塞的原辅料、配

方及生产工艺不同，可能导致不恰当的材料引起内

部成分的迁移，吸附药品活性成分甚至发生化学反

应，使药物失效，有的还会对人体产生严重的副作

用［２］。胶塞常用于注射剂的包装，由于注射液给药

后直接进入人体，如果其存在质量或相容性问题，后

果将会更加严重［３］。

为此，国家食品药品监督管理局于２００４年发布
了《直接接触药品的包装用材料和容器管理办

法》［４］，２０１２年发布了《化学药品注射剂与塑料包装
材料相容性研究技术指导原则》［５］，２０１５年发布了
《化学药品注射剂与药用玻璃包装容器相容性研究

技术指导原则（试行）》［６］，２０１８年发布了《化学药品
与弹性体密封件相容性研究技术指导原则（试

行）》［７］等一系列规定及指导原则，以保证用药的安

全性、有效性和均一性。在国际上，欧洲药品管理局

（ＥｕｒｏｐｅａｎＭｅｄｉｃｉｎｅＡｇｅｎｃｙ，ＥＭＡ）、美国食品药品管

理局（ＦｏｏｄａｎｄＤｒｕｇＡｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ，ＦＤＡ）、ＵＳＰ通则
＜３８１＞＜１３８１＞＜１６６３＞＜１６６４＞［８］等对药包材也
制定了一系列的要求。

胶塞通常由生胶和助剂组成，常见助剂有抗氧

剂、硫化剂、促进剂、活化剂、增塑剂、填充剂、着色

剂等［９］。由于助剂众多，成分复杂，在可提取物研

究中存在很多困难，主要有３个问题：①过多成分，
含量也各不相同，给半定量测定带来很多困难；②
众多成分不利于比较不同厂家、不同类型、不同提

取条件获得的可提取物的区别以及安全性评价；③
绝大多数可提取物没有对照品，鉴定和定量都难以

实现。

目前，现有研究通常是基于某些特定的化合物

的分析，尚未看到有从全局的角度对胶塞中的可提

取物进行分析和评价的研究。这显然对于药品的安

全监管是不利的，也不符合《化学药品与弹性体密封

件相容性研究技术指导原则（试行）》的要求，本研究

从全局入手，分析可提取物中的全部物质，寻找不同

来源及提取、浸出条件带来的差异，对含量变化显著

的物质进行重点监控，从而对胶塞的质量以及与药

物的相容性做出安全性评价。

为了完成此项工作，本研究引入代谢组学（ｍｅｔａ
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ｂｏｎｏｍｉｃｓ／ｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃｓ）的思路进行分析。代谢组学
是效仿基因组学和蛋白质组学的研究思想，对生物

体内所有代谢物进行定量分析，并寻找代谢物与生

理病理变化的相对关系的研究方式［１０］。传统的代谢

组学主要分为非靶向（ｎｏｎ－ｔａｒｇｅｔｅｄｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃｓ）和
靶向（ｔａｒｇｅｔｅｄｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃｓ）分析策略，前者一般使用
高分辨质谱获得丰富的代谢物信息，但存在数据复

杂、重复性差、线性范围窄等缺点［１１－１３］；后者一般使

用三重四极杆质谱，数据质量有很大提高，但通常只

检测已知代谢物，覆盖度低［１４－１６］。中国科学院大连

化学物理研究所的许国旺研究员结合以上 ２种方
法，开发了一种新的名为拟靶向代谢组学 （ｐｓｅｕｄｏｔ
ａｒｇｅｔｅｄｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃｓ）［１７］的方法。该方法结合了非靶
向的高覆盖、全扫描精确分子量定性和靶向的多反

应监测（ＭＲＭ）精确量化的优点，可以对大量的未知
化合物进行快速的定性定量分析。本研究将运用此

方法运对胶塞提取物进行分析。

１　仪器与材料
１１　仪器与试剂

ＬＣ－３０Ａ＋ＱＴＯＦ－９０３０液质联用仪（岛津公
司），ＥｘｉｏｎＬＣ－Ｑｔｒａｐ６５００＋液质联用仪（Ｓｃｉｅｘ公
司），３８７０ＥＬＶ 蒸 汽 灭 菌 锅 （Ｔｕｔｔｎａｕｅｒ公 司），
ＭＳ２０５ＤＵ十万分之一电子分析天平（ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ
公司）。

质谱纯甲醇、质谱纯乙腈、色谱纯乙腈购自Ｔｈｅｒ
ｍｏＦｉｓｈｅｒ公司，色谱纯碳酸氢铵购自 Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｌｃｈ
公司，ｐＨ２６磷酸盐缓冲液、ｐＨ９１８磷酸盐缓冲液
购自ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ公司，水为本实验室自制超纯水。
１２　样品和提取溶液

注射液用覆盖四氟乙烯／六氟丙烯的共聚膜氯
化丁基橡胶塞（１６号样品）、注射用冷冻干燥用聚
对二甲苯镀膜溴化丁基橡胶塞（１７号样品）、注射
液用乙烯 －四氟乙烯共聚物覆膜卤化丁基橡胶塞
（溴化）（１８号样品）、注射用冷冻干燥用乙烯 －四
氟乙烯共聚物覆膜卤化丁基橡胶塞（氯化）（１９号
样品）、注射用冷冻干燥用乙烯 －四氟乙烯共聚物
覆膜卤化丁基橡胶塞（溴化）（２０号样品）、注射液
用乙烯 －四氟乙烯共聚物覆膜卤化丁基橡胶塞（氯
化）（２１号样品）。

水（１号提取溶液）、ｐＨ２６磷酸盐缓冲液（２号
提取溶液）、ｐＨ９１８磷酸盐缓冲液（３号提取溶液）、
１５％乙醇溶液（４号提取溶液）。

２　方法与结果
２１　溶液的制备

取“１２”项下各胶塞，剪碎，混合，置具盖聚四氟
乙烯瓶中，以０６ｇ·ｍＬ－１的浓度加入水－ｐＨ２６磷
酸盐缓冲液－ｐＨ９１８磷酸盐缓冲液 －１５％乙醇溶
液混合溶液（１∶１∶１∶１），密封后放入蒸汽灭菌器
（１２１℃）中加热３０ｍｉｎ，取出后用０２２μｍ滤膜过
滤，取滤液作为 ＱＣ溶液。同时不加样品同此操作，
制得ＱＣ空白液。

取“１２”项下各胶塞，剪碎，分别置具盖聚四氟乙
烯瓶中，以０２ｇ·ｍＬ－１的浓度分别加入水、ｐＨ２６磷
酸盐缓冲液、ｐＨ９１８磷酸盐缓冲液、１５％乙醇溶液，
密封后放入蒸汽灭菌器（１２１℃）中加热３０ｍｉｎ，取出
后用０２２μｍ滤膜过滤，取滤液作为供试品溶液。同
时不加样品同此操作，制得阴性样品溶液。

２２　ＵＨＰＬＣ－ＱＴＯＦＭＳ分析
非靶向分析引用中科院大连化学物理研究所

许国旺研究员的拟靶向代谢组学［１７］的方法，在

ＵＨＰＬＣ－ＱＴＯＦＭＳ系统完成，该系统由岛津公司
的 ＬＣ－３０Ａ超高效液相色谱仪和 ＱＴＯＦ－９０３０质
谱仪串联而成。

２２１　正离子模式分析条件
２２１１　色谱条件　采用 ＷａｔｅｒｓＡｃｑｕｉｔｙＢＥＨＣ８
ｃｏｌｕｍｎ（１００ｍｍ×２１ｍｍ，１７μｍ）色谱柱，以含
０１％甲酸的水（Ａ）－含０１％甲酸的乙腈（Ｂ）为流
动相，梯度程序见表１，柱温５０℃，进样量５μＬ。

表１　离子模式的梯度程序

Ｔａｂ１　ＵＨＰＬＣ－ＭＳｇｒａｄｉｅｎｔｆｏｒｐｏｓｉｔｉｖｅｉｏｎｍｏｄｅ

时间

（ｔｉｍｅ）／

ｍｉｎ

流速

（ｆｌｏｗｒａｔｅ）／

（ｍＬ·ｍｉｎ－１）

流动相比例（ｒａｔｉｏｏｆｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅ）／％

流动相

（ｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅ）Ａ

流动相

（ｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅ）Ｂ

０ ０３５ ９５ ５

１ ０３５ ９５ ５

２４ ０３５ ０ １００

２８ ０３５ ０ １００

２８１ ０３５ ９５ ５

３０ ０３５ ９５ ５

２２１２　质谱条件　采用电喷雾离子源（ＥＳＩ源），
以正离子模式进行检测，接口电压４０ｋＶ，接口温度
３００℃。脱溶剂管（ＤＬ）温度２５０℃、干燥气和加热
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气流速均设置为１０Ｌ·ｍｉｎ－１。采用 ＭＳ和 ＭＳ／ＭＳ
ＤＤＡ采集模式，每个循环内进行１次一级母离子全
扫描，并对信号响应前２０的一级母离子进行二级子
离子扫描。前体离子和产物离子的质荷比（ｍ／ｚ）扫
描范围为５０～１２５０。ＣＥ值分别为１５、３０和４５Ｖ。
２２２　负离子模式分析条件
２２２１　色谱条件　采用 ＷａｔｅｒｓＡｃｑｕｉｔｙＨＳＳＴ３
ｃｏｌｕｍｎ（１００ｍｍ×２１ｍｍ，１８μｍ）色谱柱，以含
００５％碳酸氢铵的水（Ｃ）－含 ００５％碳酸氢铵和
５％水的甲醇（Ｄ）为流动相，梯度程序见表２，柱温５５
℃，进样量５μＬ。

表２　负离子模式的梯度程序

Ｔａｂ２　ＵＨＰＬＣ－ＭＳｇｒａｄｉｅｎｔｆｏｒｎａｇａｔｉｖｅｉｏｎｍｏｄｅ

时间

（ｔｉｍｅ）／

ｍｉｎ

流速

（ｆｌｏｗｒａｔｅ）／

（ｍＬ·ｍｉｎ－１）

流动相比例（ｒａｔｉｏｏｆｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅ）／％

流动相

（ｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅ）Ｃ

流动相

（ｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅ）Ｄ

０ ０３５ ９８ ２

１ ０３５ ９８ ２

１８ ０３５ ０ １００

２２ ０３５ ０ １００

２２１ ０３５ ９８ ２

２５ ０３５ ９８ ２

２２２２　质谱条件　采用电喷雾离子源（ＥＳＩ源），以
负离子模式进行检测，接口电压 －３５ｋＶ，接口温度
３００℃。脱溶剂管（ＤＬ）温度２５０℃、干燥气和加热气
流速均设置为１０Ｌ·ｍｉｎ－１。采用ＭＳ和ＭＳ／ＭＳＤＤＡ
采集模式，每个循环内进行１次一级母离子全扫描，并
对信号响应前２０的一级母离子进行二级子离子扫描。
前体离子和产物离子的质荷比（ｍ／ｚ）扫描范围为５０～
１２５０。ＣＥ值分别为－１５、－３０和－４５Ｖ。
２２３　非靶向分析

取“２１”项下的 ＱＣ溶液和 ＱＣ空白液，分别按
照“２２１”和“２２２”项下条件，进行测定。

将正离子模式下测得的数据文件导入 ＭＳＤＩＡＬ
软件，删除多余的同位素锋后进行峰对齐操作，生成

峰表。将正离子模式下测得的数据文件导入ＭＳＣｏｎ
ｖｅｒｔ软件，转化成ｍｇｆ文件。将峰表和 ｍｇｆ文件导入
Ｒ语言程序ＭＲＭ－Ｉｏｎ＿Ｐａｉｒ＿Ｆｉｎｄｅｒ，获得正离子模式
下的ＭＲＭ离子对列表。同法操作获得负离子模式
下的ＭＲＭ离子对列表。

２３　ＵＨＰＬＣ－ＱｑＱＭＳ分析
候选离子对验证方法来源同“２２”项，在

ＵＨＰＬＣ－ＱｑＱＭＳ系统完成，该系统由 Ｓｃｉｅｘ公司的
ＥｘｉｏｎＬＣ超 高 效 液 相 色 谱 仪 和 Ｓｃｉｅｘ公 司 的
Ｑｔｒａｐ６５００＋三重四极杆质谱仪组成。
２３１　正离子模式分析条件

色谱条件同“２２１１”，质谱条件采用电喷雾离
子源（ＥＳＩ源），以正离子模式进行检测，喷雾电压
５５ｋＶ，离子源温度５５０℃。气帘气（ｃｕｒｔａｉｎｇａｓ）、雾
化气（ｇａｓ１）和干燥气（ｇａｓ２）分别设置为０２４、０３８
和０３８ＭＰａ。采用Ｓｃｈｅｄｕｌｅｄ－ＭＲＭ模式进行扫描，
ＭＲＭ信息由“２２３”项下方法获得。
２３２　负离子模式分析条件

色谱条件同“２２２１”，质谱条件采用电喷雾离
子源（ＥＳＩ源），以负离子模式进行检测，喷雾电
压－４５ｋＶ，离子源温度 ５５０℃。气帘气（ｃｕｒｔａｉｎ
ｇａｓ）、雾化气（ｇａｓ１）和干燥气（ｇａｓ２）分别设置为
０２４、０３８和０３８ＭＰａ。采用 Ｓｃｈｅｄｕｌｅｄ－ＭＲＭ模
式进行扫描，ＭＲＭ信息由“２２３”项下方法获得。
２４　拟靶向方法的建立与结果

建立拟靶向方法的工作流程如图１所示。

图１　拟靶向分析流程

Ｆｉｇ１　Ｏｖｅｒｖｉｅｗｏｆｔｈｅｐｓｅｕｄｏｔａｒｇｅｔｅｄｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃｓｍｅｔｈｏｄｄｅｖｅｌ

ｏｐｍｅｎｔ

首先，按“２１”项制备出供试品溶液和ＱＣ溶液。
然后，将 ＱＣ溶液注入 ＵＨＰＬＣ－ＱＴＯＦＭＳ系统中，
运用数据依赖型扫描获得所有化合物的一、二级质

谱数据。以正离子模式为例，对ＱＣ溶液进行了３次
扫描（ＣＥ值分别为１５、３０、４５Ｖ，其余参数不变）。通
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过对比同一物质在不同ＣＥ值扫描出的二级信号，选
取强度最高的峰和此时的ＣＥ值作为ＭＲＭ参数中的
Ｑ３和ＣＥ值，Ｑ１则为此物质的一级质荷比。另外，由
于此方法同时检测的 ＭＲＭ离子对较多，为保证数据
质量，采用了动态 ＭＲＭ模式（ｄｙｎａｍｉｃＭＲＭ／Ｓｃｈｅｄ
ｕｌｅｄ－ＭＲＭ）。具体做法是将母离子的保留时间也
添加至 ＭＲＭ参数列表中，这样仪器只在保留时间
附近对该 ＭＲＭ离子对进行扫描，从而可以在１个
分析周期内覆盖更多的化合物。本次研究在 ２个
不同质谱平台检测时，色谱端硬件及软件条件完全

一致，所以保证了保留时间的一致。以上工作由

ＭＳＣｏｎｖｅｒｔ及 ＭＲＭ－Ｉｏｎ＿Ｐａｉｒ＿Ｆｉｎｄｅｒ软件完成［１８］。

按照“２２３”项下方法，获得待测物的 ＭＲＭ离
子对，共计１３９９个未知物，理论上覆盖了此方法能
够检测出的全部物质。由于本方法的 ＱＣ溶液浓度
是供试品溶液的３倍，并且可以直接从化合物的一、
二级质谱数据中获取 ＭＲＭ参数，相对传统方法能够

获得更多的离子对信息。在上述离子对中，通过谱库

搜索和人工解谱，共鉴定出１１６个已知物。与传统方
法相比，该方法能够获得更多的备选物质［１９－２０］。

按照“２３”项下内容，使用 ＵＨＰＬＣ－ＱｑＱＭＳ系
统对待测样品进行靶向检测，分别用扫描获得的未

知和已知 ＭＲＭ离子对，并将得到的结果进行数据
分析。

３　分析与讨论
３１　不同提取溶液的考察

分别对已知和未知离子对的扫描结果，按不同

提取溶液进行分组，取每个ＭＲＭ通道的峰面积作为
变量，通过主成分分析（ＰＣＡ）技术进行分析，结果
（图２）在空间上可明显区分，聚类趋势明显，说明在
种类、数量和浓度方面具有显著差异。其中３号提
取溶液和其他提取溶液距离较远，说明胶塞在碱性

提取液的条件下的提取物与其他条件区别较大，值

得重点关注。

图２　未知离子对结果的ＰＣＡ图（Ａ）和已知离子对结果的ＰＣＡ图（Ｂ）（图中右上角数字表示不同提取溶液）

Ｆｉｇ２　ＰＣＡｓｃｏｒｅｐｌｏｔｏｆｕｎｋｎｏｗｎｉｏｎｐａｉｒｒｅｓｕｌｔｓ（Ａ）ａｎｄＰＣＡｓｃｏｒｅｐｌｏｔｏｆｋｎｏｗｎｉｏｎｐａｉｒｒｅｓｕｌｔｓ（Ｂ）（ｔｈｅｆｉｇｕｒｅｉｎｔｈｅｕｐｐｅｒｒｉｇｈｔｃｏｒｎｅｒ

ｉｎｄｉｃａｔｅｓｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｓｏｌｕｔｉｏｎｓ）

　　由非监督模式 ＰＣＡ判别组别后，采用有监督模
式的偏最小二乘法（ＰＬＳ－ＤＡ）对进行数据分析（图
３），可有效降低系统噪声的干扰，更易于找到各提取
溶液间差异性萃取标志物。对已知离子对的结果经

５次循环交互验证（５－ｆｏｌｄｃｒｏｓｓ－ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ）得到的
模型评价参数，本研究数据建立的 ＰＬＳ－ＤＡ模型的
Ｒ２为０９９３，Ｑ２为０７６５，说明该模型具有较好的拟合

性和预测性。

本研究利用ＰＬＳ－ＤＡ模型得到的ＶＩＰ值来衡量
各代谢物的对各组样本分类判别的影响强度和解释

能力，并且通过载荷图帮助评估 ＰＬＳ－ＤＡ模型（图
４），挖掘具有统计意义的差异性物质（表３）。统计
分析参数设置 ＶＩＰ＞１２，Ｐ＜００５的为显著差异物
质，共筛选出２７个差异明显的化合物。
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图３　已知离子对结果的ＰＬＳ－ＤＡ图（Ａ）和验证结果（Ｂ）

Ｆｉｇ３　ＰＬＳ－ＤＡｓｃｏｒｅｐｌｏｔｏｆｋｎｏｗｎｉｏｎｐａｉｒｒｅｓｕｌｔｓ（Ａ）ａｎｄｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓ（Ｂ）

图４　ＶＩＰ得分图（Ａ）和载荷图（Ｂ）

Ｆｉｇ４　ＶＩＰｓｃｏｒｅ（Ａ）ａｎｄｌｏａｄｉｎｇｐｌｏｔ（Ｂ）

　　为进一步整体表征差异，不同提取溶液下的整
体分布变化，进行了 ｈｅａｔｍａｐ热图分析（图５）。从
结果可明显看出 ４号提取溶液（１５％乙醇溶液）对
ＰＥＧ１２－（ＣＨ２）１１－ＣＨ３、ＰＥＧ１１－（ＣＨ２）１１－ＣＨ３、
ＰＥＧ９－（ＣＨ２）１１－ＣＨ３、ＰＰＧ１１、ＰＥＧ１１－（ＣＨ２）１４－
ＣＨ３、ＰＥＧ８－Ｐｈ－（ＣＨ２）８ －ＣＨ３、ＰＥＧ７－Ｐｈ－
（ＣＨ２）８－ＣＨ３、ＰＥＧ１４－Ｐｈ－（ＣＨ２）８－ＣＨ３、ＰＥＧ１２－
Ｐｈ－（ＣＨ２）８－ＣＨ３、ＰＥＧ１３－Ｐｈ－（ＣＨ２）８－ＣＨ３；采用
３号提取溶液（ｐＨ９１８磷酸盐缓冲液）则 Ｎｙｌｏｎ
６６ｄｅｇｒａｄａｎｔ、ＰＥＧ３－（ＣＨ２）８ －ＣＨ３、ＰＥＧ５、
ＰＥＧ１０、ＰＥＧ１１、ＰＥＧ６、ＰＥＧ９、ＰＥＧ７，ＰＥＧ８、
ＰＥＧ１２、ＰＥＧ１３更易于萃取。采用 １号提取溶液
（水）和２号提取溶液（ｐＨ２６磷酸盐缓冲液）则

上述物质出现较少。为进一步探究不同化合物之

间萃取关联性分析，进行了相关性热图分析（图

６），由结果可知，ＰＥＧ和烷烃化 ＰＥＧ呈负相关性，
在提取溶液的选择上，烷基化 ＰＥＧ在 ４号溶液
（１５％乙醇溶液）更容易提取出，跟实际使用上相
对应。

包装系统中含胶塞的药品可以用以上结果进行

质控。质控时，以不同时期的迁移药液为研究对象，

可直接采用“２３１”及“２３２”项的色谱质谱条件，
也可以在前述条件基础上删除多余的ＭＲＭ离子对，
只保留热图中的物质。重点关注在不同条件下上述

物质的峰面积变化情况，并根据毒理学数据及实际

情况确定允许的浓度范围。
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表３　不同提取溶液中的差异化合物
Ｔａｂ３　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｍｐｏｕｎｄｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｓｏｌｖｅｎｔｓ

Ｎｏ
化合物　　　　　　

（ｃｏｍｐｏｕｎｄ）　　　　　　

ＶＩＰ值

（ＶＩＰｓｃｏｒｅ）
Ｎｏ

化合物　　　　　

（ｃｏｍｐｏｕｎｄ）　　　　　

ＶＩＰ值

（ＶＩＰｓｃｏｒｅ）

１ ＰＥＧ９－（ＣＨ２）１１－ＣＨ３－ＮＨ４ １９２９７ １５ ＰＥＧ１２－（ＣＨ２）１１－ＣＨ３－ＮＨ４ １４３４２

２ ＰＥＧ１４－（ＣＨ２）１１－ＣＨ３－ＮＨ４ １９０６８ １６ ＰＥＧ６－（ＣＨ２）１１－ＣＨ３－ＮＨ４ １３９０２

３ ＰＥＧ１３－Ｐｈ－（ＣＨ２）８－ＣＨ３－ＮＨ４ １６７０４ １７ Ｄｉｄｏｄｅｃｙｌ３，３－ｓｕｌｐｈｉｎｙｌｂｉｓｐｒｏｐｉｏｎａｔｅ １３５０９

４ ＰＥＧ１３－（ＣＨ２）１２－ＣＨ３－ＮＨ４ １６６３８ １８ ＰＥＧ６－（ＣＨ２）１７－ＣＨ３－ＮＨ４ １３４４７

５ ＰＥＧ１４－（ＣＨ２）１２－ＣＨ３－ＮＨ４ １６６０３ １９ ＰＰＧ９－ＮＨ４ １３４４１

６ ＰＥＧ１１－（ＣＨ２）１１－ＣＨ３－ＮＨ４ １６２４１ ２０ ＰＥＧ１２－（ＣＨ２）１３－ＣＨ３－ＮＨ４ １３１５１

７ ＰＥＧ７－（ＣＨ２）１１－ＣＨ３－ＮＨ４ １６１３８ ２１ ＰＰＧ１３－ＮＨ４ １２６６１

８ ＰＥＧ８－（ＣＨ２）１１－ＣＨ３－ＮＨ４ １５８７２ ２２ Ｎｙｌｏｎ６６ｄｅｇｒａｄａｎｔ－２５８ １２５４２

９ ＰＥＧ１２－Ｐｈ－（ＣＨ２）８－ＣＨ３－ＮＨ４ １５５６８ ２３ ＰＥＧ８－（ＣＨ２）１２－ＣＨ３－ＮＨ４ １２２２８

１０ ＰＥＧ１０－（ＣＨ２）１２－ＣＨ３－ＮＨ４ １５０５９ ２４ ＰＥＧ１２－（ＣＨ２）１７－ＣＨ３－ＮＨ４ １２１９４

１１ ＰＥＧ９－（ＣＨ２）１２－ＣＨ３－ＮＨ４ １５０１７ ２５ Ｂｕｔｙｌｂｅｎｚｙｌｐｈｔｈａｌａｔｅ １２１７６

１２ ＰＥＴＡｃｙｃｌｉｃＴｒｉｍｅｒ－Ｈ １４７４６ ２６ ＰＥＧ７－（ＣＨ２）１２－ＣＨ３－ＮＨ４ １２０４９

１３ ＰＥＧ１４－Ｐｈ－（ＣＨ２）８－ＣＨ３－ＮＨ４ １４５５７ ２７ ＰＥＧ１４－（ＣＨ２）１３－ＣＨ３－ＮＨ４ １２０３３

１４ ３，５－ｄｉ－ｔｅｒｔ－ｂｕｔｙｌ－４－ｈｙｄｒｏｘｙｂｅｎｚａｌｄｅｈｙｄｅＢＨＴ－ＣＨＯ １４５０８

图５　热图

Ｆｉｇ５　Ｈｅａｔｍａｐ
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图６　相关性热图

Ｆｉｇ６　Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｈｅａｔｍａｐ

３２　不同胶塞的考察
对已知离子对的扫描结果，按不同胶塞进行分

组，取每个 ＭＲＭ通道的峰面积作为变量，对样品进
行ＰＣＡ。结果显示在无监督情况下，１６、１７、１９、２１号
胶塞和１８、２０号胶塞明显自然分为两大簇类，通过
热图分析（图７）也可知，１８、２０号亲缘关系较近，１６、
１９、２１号亲缘关系较近。通过比对胶塞种类也可知，
１８和２０号均为乙烯 －四氟乙烯共聚物覆膜卤化丁
基橡胶塞（溴化）、１６、１９、２１均为氯化丁基橡胶，且

１７号溴化丁基橡胶和 ２０和 ２１号胶塞亲缘关系
接近。

为进一步考察，将所有分析的胶塞分为两大类，

１６、１７、１９、２１（Ⅰ类）；１８、２０（Ⅱ类），采用监督模式的
ＯＰＬＳ－ＤＡ进行数据分析。根据结果，在第一主成分
轴上明显分开，说明Ⅰ类胶塞成分上明显区别于Ⅱ
类胶塞。本研究数据建立的 ＯＰＬＳ－ＤＡ模型的 Ｒ２Ｙ
为０８０６，Ｒ２Ｑ均为０７８１，说明该模型具有较好的拟
合性和预测性（图８）。
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图７　不同胶塞的ＰＣＡ图（Ａ）和不同胶塞的热图（Ｂ）

Ｆｉｇ７　ＰＣＡｓｃｏｒｅｐｌｏｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｒｕｂｂｅｒｓ（Ａ）ａｎｄｈｅａｔｍａｐｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｒｕｂｂｅｒｓ（Ｂ）

图８　两大类胶塞的ＯＰＬＳ－ＤＡ图（Ａ）和Ｓ－ｐｌｏｔ图（Ｂ）

Ｆｉｇ８　ＯＰＬＳ－ＤＡｓｃｏｒｅｐｌｏｔｏｆｔｗｏｔｙｐｅｓｏｆｒｕｂｂｅｒｓ（Ａ）ａｎｄＳ－ｐｌｏｔｏｆｔｗｏｔｙｐｅｓｏｆｒｕｂｂｅｒｓ（Ｂ）

　　为找出两大类胶塞间的潜在差异化学标志物，
进行扩展统计分析得到Ｓ－ｐｌｏｔ图。利用ＯＰＬＳ－ＤＡ
模型得到的ＶＩＰ来衡量各提取化合物对各组样本分
类判别的影响强度和解释能力。本实验中，设置统

计分析ＶＩＰ＞１，｜ｆｏｌｄｃｈａｒｇｅ｜＞２，ＴｔｅｓｔＰ＜０１认为

具有显著差异，共筛选出 ２５个物质（图 ９、表 ４）。
考虑到同类胶塞的组分、配方及工艺均有可能不

同，这些差异物质直接对胶塞的分类进行判断可能

会导致结果不准确，但可以结合其他信息进行辅助

验证。
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图９　两大类胶塞中差异物的火山图

Ｆｉｇ９　Ｖｏｌｃａｎｏｐｌｏｔｏｆｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｔｗｏｔｙｐｅｓｏｆｒｕｂｂｅｒｓ

表４　两大类胶塞中差异物
Ｔａｂ４　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｔｗｏｋｉｎｄｓｏｆｒｕｂｂｅｒｓ

化合物 （ｃｏｍｐｏｕｎｄ）　　　　　 ＦＣ ｌｏｇ２（ＦＣ） ｒａｗｐｖａｌ －ｌｏｇ１０ｐ

ＰＥＧ７－（ＣＨ２）１７－ＣＨ３－ＮＨ４ ０１１１９３ －３１５９３ ６１８×１０－１６ １５２０９
ＰＥＧ６－（ＣＨ２）１７－ＣＨ３－ＮＨ４ ０１２５０５ －２９９９４ ５９２×１０－１３ １２２２７
ＰＥＧ８－（ＣＨ２）１２－ＣＨ３－ＮＨ４ ０２４２５７ －２０４３５ ４５３×１０－１１ １０３４４
ＰＥＧ１２－（ＣＨ２）１２－ＣＨ３－ＮＨ４ ０２６８５８ －１８９６６ １８６×１０－１０ ９７３０９
ＰＰＧ１３－ＮＨ４ ０３０９２３ －１６９３２ ３４５×１０－１０ ９４６２４
ＰＥＧ１３－（ＣＨ２）１２－ＣＨ３－ＮＨ４ ０２９４８５ －１７６１９ ５２９×１０－１０ ９２７６８
ＰＥＧ１１－（ＣＨ２）１２－ＣＨ３－ＮＨ４ ０２３９１ －２０６４３ ６２１×１０－１０ ９２０７１
ＰＥＧ４－ＣＨ２ＣＯＯＨ－ＮＨ４ ２２７６４ １１８６７ ６７６×１０－１０ ９１６９８
ＰＥＧ１０－（ＣＨ２）１２－ＣＨ３－ＮＨ４ ０３０２８７ －１７２３２ ６９５×１０－１０ ９１５７８
ＰＥＧ９－（ＣＨ２）１１－ＣＨ３－ＮＨ４ ７８４１ ９６１４９ ４５６×１０－９ ８３４１２
ＰＥＧ６－ＣＨ３－ＮＨ４ ０４０３３ －１３１０１ ６４０×１０－９ ８１９４１
ＰＥＧ１４－（ＣＨ２）１２－ＣＨ３－ＮＨ４ ０３３０４８ －１５９７４ １４１×１０－８ ７８５０４
ＰＥＧ９－（ＣＨ２）１２－ＣＨ３－ＮＨ４ ０２３８１４ －２０７０１ １７５×１０－８ ７７５７８

Ｂｕｔｙｌｂｅｎｚｙｌｐｈｔｈａｌａｔｅ ２６２７１ １３９３５ ２２６×１０－６ ５６４６
ＰＥＧ１１－（ＣＨ２）１１－ＣＨ３－ＮＨ４ ２６３２６ ８０４０３ ６５１×１０－６ ５１８６６
ＰＥＧ７－（ＣＨ２）１２－ＣＨ３－ＮＨ４ ００３５９０７ －４７９９６ １２４×１０－５ ４９０６４

Ｎｙｌｏｎ６６ｄｅｇｒａｄａｎｔ－２５９ ２２８０３ １１８９２ １６２×１０－５ ４７８９８

Ｄｉｄｏｄｅｃｙｌ３，３－ｓｕｌｐｈｉｎｙｌｂｉｓｐｒｏｐｉｏｎａｔｅ ０４３８８７ －１１８８１ ０００１２１ ２９１７１
ＰＥＧ４－（ＣＨ２）１１－ＣＨ３－ＮＨ４ ８２９５２ ３０５２３ ０００２８０４ ２５５２３

Ｌｉｎｏｌｅｉｃａｃｉｄ－Ｈ ３２４４１ １６９７８ ０００５０４４ ２２９７２
ＰＥＧ１２－（ＣＨ２）１１－ＣＨ３－ＮＨ４ １２２０７ ３６０９７ ０００９９９３ ２０００３
ＰＥＧ１０－（ＣＨ２）１３－ＣＨ３－ＮＨ４ ６５６１７ ６０３６ ００１１６９６ １９３２

３，５－ｄｉ－ｔｅｒｔ－ｂｕｔｙｌ－４－ｈｙｄｒｏｘｙｂｅｎｚａｌｄｅｈｙｄｅＢＨＴ－ＣＨＯ ２５９９７ １３７８４ ００１９３３２ １７１３７
ＰＥＧ６－（ＣＨ２）１１－ＣＨ３－ＮＨ４ ３９６１８ １９８６２ ００２６２８７ １５８０３
ＰＥＧ１１－（ＣＨ２）１３－ＣＨ３－ＮＨ４ ２７８３９ ４７９９ ００４２９６４ １３６６９
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３３　讨论
３３１　拟靶向方法的优势

非靶向方法一般使用高分辨质谱，不需要对可

能存在的化合物有太多了解，并且理论上可以检测

所用方法可分析的所有化合物。通过全扫描可以获

得可分析的化合物的质谱特征，但是非靶向方法的

定量性能不如三重四极杆质谱中基于 ＭＲＭ的靶向
方法。靶向方法使用三重四极杆质谱，通常用于验

证阶段，可用于目标代谢物的绝对定量。一般需要

非靶向的数据支撑或是根据现有文献报道确定目标

化合物。另外，靶向方法需要对照品来确定要使用

的ＭＲＭ离子对。
以上２个方法均有不足之处，现在很多研究将

二者结合起来以对目标物进行更加相对全面的分析

和评价。但是，依然有不少问题需要解决，拟靶向方

法就是一种具有更高灵敏度、更高特异性和出色定

量能力的替代方法。

传统非靶向方法在对样品进行全扫描的过程

中，由于硬件性能的限制，线性范围较窄，一般只有

１０３的数量级。具体而言，就是对于低浓度化合物
响应较差，容易检测不到；对于高浓度化合物很容

易在检测器中达到饱和，无法反映出各样品之间真

实的差异性。为解决这一问题，本研究用高分辨质

谱对 ＱＣ溶液进行了全扫描，这样就获得了所有化
合物的一、二级架构，也保证了灵敏度。然后，通过

一系列的数据转化，在三重四极杆质谱中对样品中

每个目标化合物用 ＭＲＭ的方式进行了检测，并且
进行比对。该方法使用的 ＭＲＭ离子对完全来自
待分析的样品，不需要对照品，这样无疑具有更高

的覆盖率和更广泛的适用性。三重四极杆质谱的

线性范围通常可以达到１０７的数量级，这样可以同
时兼顾待测物中的高低浓度的目标化合物，相比

非靶向扫描能够获得更多的信息。此外，在大规

模样品的分析中，来自拟靶向代谢组学的数据很

容易校准和整合来自不同分析批次的数据，不需

要像非靶向方法那样复杂的特征检测或峰对齐

过程。

３３２　讨论小结
通过不同提取溶液和胶塞的考察，可以推测出

以下结果：

①胶塞与中性和酸性提取液的反应较温和，提
取物少。在药物存储时，如果药液的 ｐＨ为中性或酸

性，搭配使用胶塞相对安全。

②对于胶塞的提取研究，建议优先采用碱性和
有机溶液进行提取，这样可以获得更多的提取物，使

得研究内容更加丰富多样。

③提取物中含量较高的物质，可用于药品质控。
通过检测迁移药液中这些物质的含量，再结合毒理

学数据可以判断胶塞是否适合特定药物。

④在相同溶液条件下，不同种类的胶塞所提取
出的物质存在差异。因此，在胶塞分类时，可以考虑

这一因素作为辅助判断依据。

４　结论
本研究采用了拟靶向代谢组学的方法，对６种

胶塞在４种提取溶液下的提取结果进行了深入分
析。经研究发现，在不同的提取条件下，提取物之间

存在差异。针对这些差异较大的物质可以专门制定

分析方法进行质控跟踪研究，以确保药物质量的稳

定和一致性。

此外，本研究还对不同胶塞中的差异物进行了

分析。这些差异物可以用来佐证胶塞的类别，从而

可以更好地理解不同类型胶塞之间的差异。通过这

些研究，可以为药物生产过程中的胶塞选择和优化

提供有力支持，保障药品的安全。
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ｖａｌｉｄａｔｉｏｎｏｆａｐｓｅｕｄｏｔａｒｇｅｔｅｄｌｉｐｉｄｏｍｉｃｓｍｅｔｈｏｄｆｏｒｔｈｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆ

ｇｌｙｃｅｒｏｌｅｓｔｅｒｓｉｎｍｉｌｋ［Ｊ］．ＪＡｇｒｉｃＦｏｏｄＣｈｅｍ，２０２２，７０（１０）：
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（本文于２０２４年３月１４日修改回）


