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基于柱前衍生 －高效液相色谱 －串联质谱联用技术的
骨肽注射液中１０种生物胺定量测定方法及其稳定性研究
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摘要　目的：采用柱前衍生化－高效液相色谱－串联质谱联用技术建立骨肽注射液中生物胺类物质定量测
定方法，并通过影响因素试验和加速试验考察其生物胺类物质的稳定性。方法：采用丹磺酰氯衍生化法对

样品进行前处理，经ＺＯＲＢＡＸＳＢ－Ｃ１８色谱柱梯度洗脱分离，电喷雾离子源正离子模式下多反应监测，对骨

肽注射液中１０种生物胺进行定量测定，并于高温条件、强光照条件和加速试验条件下考察生物胺类物质的
稳定性。结果：方法学考察结果显示１０种生物胺线性关系良好，相关系数均大于０９９０，方法检测限为
００１～０１０ｎｇ·ｍＬ－１，定量限为００５～０３０ｎｇ·ｍＬ－１，准确性、重复性和耐用性较好。稳定性研究结果显
示不同条件下骨肽注射液中生物胺类物质变化存在差异，高温条件下腐胺增多，精胺和亚精胺减少，强光照

条件及加速试验条件中生物胺类物质含量均存在变化。结论：方法学验证表明该方法可用于同时测定骨肽

注射液中１０种生物胺，为骨肽及其它药品质量标准中生物胺类物质检测方法的建立和完善提供了参考，同
时生物胺类物质稳定性研究结果表明高温及强光条件可对其稳定性产生影响，提示药品生产及贮存过程中

应加强质控和监管，从而保障药品质量的稳定性。
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ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ；ｓｔａｂｉｌｉｔｙ

　　多组分生化药原料药多提取自动物组织或体
液，普遍具有来源复杂，提取物成分不明确，稳定性

差，易腐败等特点，动物源性原材料贮存或发酵过程

中［１］，游离氨基酸极易通过脱羧反应降解为生物胺。

虽然生物胺是由氨基酸脱羧生成的含氮小分子有机

化合物，广泛分布于食品和人类有机体中，适量生物

胺在体内具有生物活性，但过量摄入则会损害机体。

在生物胺的不良反应报道中，组胺最为常见［２］。目

前在药品质量控制中，２０２０年版《中华人民共和国药
典》（简称《中国药典》）针对组胺类物质，设置降压

物质检查项，通过判断制剂引起麻醉猫血压下降的

程度或其引起豚鼠离体回肠收缩的程度来考察并控

制组胺类物质［３］。但由于动物实验存在个体差异大，

离体器官稳定性不易保证，实验技术要求高，过程复

杂，耗时长等问题［４］，同时无法明确不良反应的物质基

础，因此有必要建立灵敏、高效、快速的生物胺检测方

法，并对多组分生化药中的生物胺进行筛查及研究，为

临床不良反应的探究及控制提供依据及参考，为企业

产品质控和政府监管提供新的科学手段。

骨肽注射液是一种提取自猪或胎牛四肢骨的多

组分生化药，临床上用于骨折、关节炎和风湿等疾病

治疗［５］。近年来，骨肽注射液的不良反应引起关注，

临床表现为皮疹、发热、呼吸困难和血压下降等［６］。

而骨肽注射液降压物质研究中发现其存在降压效

应，故有必要进一步探究其降压效应的物质基础［７］。

药理学研究表明生物胺类物质的种类和含量与血压

变化存在一定相关性，组胺激活 Ｈ１受体，扩张小动
脉和小静脉，外周阻力降低，血压下降；腐胺和尸胺

可抑制组胺相关代谢酶的活性，从而增强组胺的作

用［８］；亚精胺通过改善心肌舒张功能，扩张血管，血

压下降［９］；色胺、苯乙胺、章鱼胺和酪胺使交感神经

系统释放去甲肾上腺素，血压上升［１０］，因此骨肽注射

液中生物胺类物质检测方法的建立和筛查是探究其

与药理相关性的基础。

生物胺类物质的检测中毛细管电泳 －质谱
（ＣＥ－ＭＳ）、超临界流体色谱 －二极管阵列检测器
（ＳＦＣ－ＤＡＤ）和气相色谱 －质谱（ＧＣ－ＭＳ）等多种
联用技术的应用逐渐广泛，上述方法虽具有分析时

间短、灵敏度高的特点，但难以分离复杂基质样品中

的生物胺，选择性较差［１１］。考虑到柱前衍生 －高效
液相色谱 －串联质谱法（柱前衍生 －ＨＰＬＣ－ＭＳ／
ＭＳ）具有高分离能力和高灵敏度的特点，其中衍生化
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可降低生物胺类物质的极性，改善色谱分离情况；串

联质谱可降低背景干扰，提高选择性，故该方法更适

用于分析复杂基质中的痕量物质，是分离多组分生

化药中生物胺的理想选择［１２］。本研究拟建立柱前衍

生－ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ生物胺类物质定量测定方法，从
线性范围、检测限、精密度、准确度和耐用性多个角度

进行方法学验证，并对骨肽注射液中１０种生物胺进行
筛查，依据影响因素试验及加速试验的研究结果，分析

骨肽注射液中生物胺类物质的稳定性，从而为潜在风

险药物及组分的排查和机制的阐述，生产工艺的优化

和质量控制，临床安全用药提供更多的评价方法及技

术支撑。

１　仪器与材料
１１　仪器

ＴｈｅｒｍｏＴＳＱＱｕａｎｔｕｍＡｃｃｅｓｓＭＡＸ串联三重四
极杆质谱仪（ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司），配 ＤｉｏｎｅｘＵｌｔｉ
ｍａｔｅ３０００ＲＳ高效液相色谱仪；ＡＢＳｃｉｅｘ５５００型串
联四极杆质谱仪（ＡＢ公司）；ＸＰ６型／ＸＳ２０５ＤＵ型万
分之一电子天平（梅特勒 －托利多仪器有限公司）；
超纯水机（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）；ＤＫ－Ｓ２６电热恒温水浴
锅（上海森信实验仪器有限公司）；ＳＩ－Ｔ２５６涡旋混
合器（Ｔａｌｂｏｙｓ公司）；ＨＰＰ２６０恒温恒湿箱（Ｍｅｍｍｅｒｔ
公司）；０２μｍ聚四氟乙烯过滤器（安捷伦公司）。
１２　材料

乙腈（色谱纯，ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司）、甲醇（色谱
纯，ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司）、丹磺酰氯（色谱纯，Ｓｉｇｍａ－
Ａｌｄｒｉｃｈ）、丙酮（分析纯，南京化学试剂股份有限公
司）、无水碳酸钠（分析纯，天津市化学试剂研究所有

限公司）、氨水（色谱纯，Ａｌａｄｄｉｎ）、盐酸（分析纯，国
药集团化学试剂有限公司）。

生物胺对照品：腐胺 （纯度 ９７３０％，批号
Ｇ１５００５９）、尸胺（纯度９８８０％，批号７３８３５６）、２－苯
乙胺（纯度９８６２％，批号Ｇ９４１６３１）、酪胺盐酸盐（纯
度 ９８９０％，批号 Ｇ９８０２１２）、盐酸亚精胺（纯度
９９９０％，批号１６８９０４）、盐酸章鱼胺（纯度９９３９％，
批号 Ｇ１６０３７６）、组胺盐酸盐（纯度 ９９４４％，批号
Ｇ１６５３６８）均购自 ＤｒＥｈｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒ公司；胍丁胺硫酸
盐（纯度 ９７００％，批号 ＭＫＣＨ３２９４）、色胺（纯度
９７００％，批号 ＢＣＢＸ４８２４）、精胺（纯度 ９７００％，批
号ＢＣＢＺ７３０５）均购自上海Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ公司。

骨肽注射液来源于６家企业Ａ（规格为２ｍＬ：１０
ｍｇ）、Ｂ（规格为 ２ｍＬ：１０ｍｇ）、Ｃ（规格为 ２ｍＬ：１０

ｍｇ）、Ｄ（规格为 ２ｍＬ：１０ｍｇ）、Ｅ（规格为 ２ｍＬ：１０
ｍｇ）、Ｆ（规格为５ｍＬ：２５ｍｇ），每家企业各３批。
２　方法
２１　色谱条件

采用 ＡｇｉｌｅｎｔＺＯＲＢＡＸＳＢ－Ｃ１８（２１ｍｍ×１５０
ｍｍ，１８μｍ）色谱柱，流动相 Ａ为含 ０１％乙酸的
００１ｍｏｌ·Ｌ－１乙酸铵溶液 －乙腈（９０∶１０），流动相 Ｂ
为含０１％乙酸的００１ｍｏｌ·Ｌ－１乙酸铵溶液 －乙腈
（１０∶９０），梯度洗脱如表１所示，流速０３ｍＬ·ｍｉｎ－１，
柱温４５℃，进样量１０μＬ。

表１　梯度洗脱程序
Ｔａｂ．１　Ｇｒａｄｉｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

时间

（ｔｉｍｅ）／ｍｉｎ

流动相比例（ｒａｔｉｏｏｆｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅ）／％

Ａ Ｂ

０００ ８０ ２０

５００ ４０ ６０

５０１ ３０ ７０

１１００ ０ １００

１５００ ０ １００

１５０１ ５０ ５０

１８００ ５０ ５０

２２　质谱条件
电喷雾电离离子源（ＥＳＩ）；多反应监测扫描模式

（ＭＲＭ）；喷雾电压为 ４３ｋＶ；毛细管温度为 ３５０℃；
鞘气压力为 ０２４１ＭＰａ；辅助气流量为 ５ａｒｂ；定量和
定性离子对碰撞能量等参数见表２。
２３　溶液配制
２３１　生物胺混合对照品溶液

分别称取 １０种生物胺对照品 １０ｍｇ，用
０１ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸溶液溶解并稀释至１０ｍＬ量瓶中，
质量浓度为 １ｍｇ·ｍＬ－１，分别准确量取 １ｍＬ至
１０ｍＬ量瓶中，混合并摇匀。
２３２　丹磺酰氯衍生试剂

称取丹磺酰氯 ８０ｍｇ，用丙酮溶解并稀释至
１０ｍＬ量瓶中，摇匀，即得质量浓度为８ｍｇ·ｍＬ－１的
衍生试剂溶液，于４℃冰箱中避光保存。
２３３　供试品溶液

用０１ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸溶液稀释骨肽注射液供试
品至０５ｍｇ·ｍＬ－１，使骨肽注射液中的生物胺的浓
度在线性范围内。
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表２　１０种生物胺的质谱检测参数
Ｔａｂ．２　Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｔｅｎｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ

ａｍｉｎｅｓｂｙｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ

生物胺　　

（ｂｉｏｇｅｎｉｃ　　

ａｍｉｎｅ）　　

母离子

（ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ

ｉｏｎ）ｍ／ｚ

子离子

（ｐｒｏｄｕｃｔ

ｉｏｎ）ｍ／ｚ

碰撞能量

（ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ

ｅｎｅｒｇｙ）／ｅＶ

苯乙胺（ｐｈｅｎｙｌｅｔｈｙｌａｍｉｎｅ） ３５５３ １５７２ ２５

１７０１ ２３

色胺（ｔｒｙｐｔａｍｉｎｅ） ３９４３ １３０１ ４０

１４４１ １９

腐胺（ｐｕｔｒｅｓｃｉｎｅ） ５５５１ １７０３ ３３

３２１１ ２３

尸胺（ｃａｄａｖｅｒｉｎｅ） ５６９４ １７００ ３５

２３４３ ３０

组胺（ｈｉｓｔａｍｉｎｅ） ５７８４ １７００ ３２

３１５４ ２４

亚精胺（ｓｐｅｒｍｉｄｉｎｅ） ８４５５ ３０５４ ３４

３６０５ ４０

精胺（ｓｐｅｒｍｉｎｅ） １１３５６ １７００ ６５

３６０３ ４８

章鱼胺（ｏｃｔｏｐａｍｉｎｅ） ６２００ １７００ ３２

２３４０ ３７

胍丁胺（ａｇｍａｔｉｎｅ） ３６４２ １７００ ２９

３０５１ ２０

酪胺（ｔｙｒａｍｉｎｅ） ６０４４ １７００ ３５

３７０４ ２５

　注（ｎｏｔｅ）：为定量离子（ｍｅａｎｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｉｏｎ）

２４　衍生化方法
吸取生物胺混合对照品溶液和供试品溶液，置于

不同的离心管内，分别加入０２ｍｏｌ·Ｌ－１碳酸钠溶液
７０μＬ调节ｐＨ８～９和丹磺酰氯衍生化试剂３００μＬ，
将以上混合物涡旋３０ｓ混匀，置于６０℃水浴加热，黑
暗条件下开始衍生化反应，计时３０ｍｉｎ。冷却至室温，
分别加入氨水１０μＬ与溶液中过量的丹磺酰氯反应，
置于６０℃水浴加热，黑暗条件下反应，计时１５ｍｉｎ。
终溶液加入５０％乙腈溶液定容至１ｍＬ，经０２μｍ聚
四氟乙烯过滤器过滤后，进样检测分析。

２５　稳定性影响因素试验
根据 ２０２０年版 《中国药典》四部指导原

则＜９００１＞《原料药物及制剂稳定性试验指导原
则》［１３］，研究骨肽注射液在高温、高湿、光照条件下

杂质的变化情况。高温试验（温度为６０℃）强光照
射试验（光照强度约４５００Ｌｘ），取样时间点设定为０、

５、１０ｄ，采用建立的方法进行检测。由于骨肽注射液
为含有水性介质的制剂，可不要求相对湿度，故未进

行高湿试验。

２６　加速试验
根据 ２０２０年版《中国药典》四部指导原则 ＜

９００１＞《原料药物及制剂稳定性试验指导原则》，研
究骨肽注射液中生物胺在加速条件下的变化情况。

取待测物置于恒温恒湿箱中（温度４０℃，相对湿度
７５％），取样时间点设定为０ｄ、１个月、３个月、６个
月，采用建立的方法进行检测。

３　结果
３１　基质效应

采用Ｍａｔｕｓｚｅｗｓｋｉ等［１４］提出的提取后添加法定

量评价基质效应强度，分别将高、中、低浓度的混合

对照品分别加入６家企业的骨肽注射液基质中，经
衍生化反应后，进样分析，不同浓度平行测定３次，
使用以下等式计算基质效应ＭＥ：

基质效应ＭＥ＝
Ｓ２－Ｓ０
Ｓ１( )－１ ×１００％

Ｓ０为骨肽基质基底峰面积
Ｓ１为稀释剂中加入相同高、中、低浓度的混合对

照品峰面积

Ｓ２为骨肽基质中加入高、中、低浓度的混合对照
品峰面积

基质效应包括２种方式，基质诱导色谱响应增
强效应和基质诱导色谱响应抑制效应，ＭＥ≤０为基
质诱导色谱响应抑制效应，ＭＥ≥０为基质诱导色谱
响应增强效应，－２０％≤ＭＥ≤２０％范围内被认为基
质效应不显著，可忽略不计。不同企业的骨肽基质

效应值如表３所示，同种骨肽注射液基质中，同种生
物胺在不同浓度下表现相同的增强或抑制效应，６种
骨肽注射液的基质效应在－１８９０％～１８５６％，骨肽
注射液的基质效应较小，即采用溶剂标曲代替基质

标曲进行测定。

３２　分析方法验证
３２１　专属性

取０１ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸溶液、生物胺混合对照品溶
液和供试品溶液，经衍生化后混合对照品终浓度为

１０ｎｇ·ｍＬ－１，分别进样，如图１所示，在对照品色谱
峰相应的位置上，供试品溶液具有相同保留时间的

色谱峰，空白溶液在此峰位无吸收，方法专属性

良好。
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表
３　
骨
肽
基
质
效
应
考
察
（
ｎ
＝
３）

Ｔａ
ｂｌ
ｅ
３
Ｍ
ａｔ
ｒｉ
ｘ
ｅｆ
ｆｅ
ｃｔ
ｏｆ
ｏｓ
ｔｅ
ｏｐ
ｅｐ
ｔｉｄ
ｅ
ｉｎ
ｊｅ
ｃｔ
ｉｏ
ｎ

生
物
胺
　
　

（
ｂｉ
ｏｇ
ｅｎ
ｉｃ
　
　

ａｍ
ｉｎ
ｅ）
　
　

生
物
胺
浓
度

（
ｃｏ
ｎｃ
ｅｎ
ｔｒａ
ｔｉｏ
ｎ
ｏｆ

ｂｉ
ｏｇ
ｅｎ
ｉｃ
ａｍ
ｉｎ
ｅｓ
）
／

（
ｎｇ
·
ｍ
Ｌ
－１
）

骨
肽
注
射
液
的
企
业
（
ｅｎ
ｔｅ
ｒｐ
ｒｉｓ
ｅｓ
ｏｆ
ｏｓ
ｔｅ
ｏｐ
ｅｐ
ｔｉｄ
ｅ
ｉｎ
ｊｅ
ｃｔ
ｉｏ
ｎ）

Ａ
Ｂ

Ｃ
Ｄ

Ｅ
Ｆ

基
质
效
应

平
均
值

（
ａｖ
ｅｒ
ａｇ
ｅ
ｖａ
ｌｕ
ｅ
ｏｆ

ｍ
ａｔ
ｒｉｘ
ｅｆ
ｆｅ
ｃｔ
）
／％

ＲＳ
Ｄ
／

％

基
质
效
应

平
均
值

（
ａｖ
ｅｒ
ａｇ
ｅ
ｖａ
ｌｕ
ｅ
ｏｆ

ｍ
ａｔ
ｒｉｘ
ｅｆ
ｆｅ
ｃｔ
）
／％

ＲＳ
Ｄ
／

％

基
质
效
应

平
均
值

（
ａｖ
ｅｒ
ａｇ
ｅ
ｖａ
ｌｕ
ｅ
ｏｆ

ｍ
ａｔ
ｒｉｘ
ｅｆ
ｆｅ
ｃｔ
）
／％

ＲＳ
Ｄ
／

％

基
质
效
应

平
均
值

（
ａｖ
ｅｒ
ａｇ
ｅ
ｖａ
ｌｕ
ｅ
ｏｆ

ｍ
ａｔ
ｒｉｘ
ｅｆ
ｆｅ
ｃｔ
）
／％

ＲＳ
Ｄ
／

％

基
质
效
应

平
均
值

（
ａｖ
ｅｒ
ａｇ
ｅ
ｖａ
ｌｕ
ｅ
ｏｆ

ｍ
ａｔ
ｒｉｘ
ｅｆ
ｆｅ
ｃｔ
）
／％

ＲＳ
Ｄ
／

％

基
质
效
应

平
均
值

（
ａｖ
ｅｒ
ａｇ
ｅ
ｖａ
ｌｕ
ｅ
ｏｆ

ｍ
ａｔ
ｒｉｘ
ｅｆ
ｆｅ
ｃｔ
）
／％

ＲＳ
Ｄ
／

％

色
胺

５
－１
０
４８

１
７

－４
７
８

２
４

－８
７
１

３
７

４
０９

２
５

３
２９

３
３

３
８０

２
７

（
ｔｒｙ
ｐｔ
ａｍ
ｉｎ
ｅ）

５０
－０
０
７

０
３０

－６
８
３

３
３

－７
６
４

０
２０

５
６４

０
５０

１２
３
８

２
８０

１３
２
９

１
１

１０
０

－４
９
８

１
１

－７
２
９

１
０

－２
１
３

０
８０

７
６３

１
２

１
２１

０
３０

３
５９

１
５０

苯
乙
胺

５
－０
８
１

２
２

－４
２
７

２
７

－４
１
６

１
９

５
８５

２
２

－１
８
９０

４
５

－１
７
６０

０
８０

（
ｐｈ
ｅｎ
ｙｌ
ｅｔ
ｈｙ
ｌａ
ｍ
ｉｎ
ｅ）

５０
－１
９
８

１
７

－５
５
３

０
６０

－１
１
２０

２
９

２
１５

１
８

－８
７
５

０
７０

－１
７
１７

１
７

１０
０

－４
２
７

２
４

－５
５
９

１
２

－１
６
１

１
０

１
３０

２
４

－３
８
０

４
３

－６
６
９

２
１

腐
胺

５
－５
５
１

２
４

－６
５
３

１
４

－１
５
３１

１
８

７
０１

３
６

１０
０
１

３
１

１４
３
９

０
４０

（
ｐｕ
ｔｒｅ
ｓｃ
ｉｎ
ｅ）

５０
－０
５
３

１
０

－５
３
２

２
２

－３
０
４

１
９

６
７５

１
５

４
８７

０
７０

－０
２
２

２
９

１０
０

－３
６
１

２
４

－１
６
８

２
８

－１
８
８

１
２

５
０５

１
０

３
４３

０
６０

２
１０

１
４

尸
胺

５
－２
４
９

０
８０

５
８４

２
５

－１
７
５６

２
１

１８
５
６

３
９

３
９１

１
８

６
０６

２
４

（
ｃａ
ｄａ
ｖｅ
ｒｉｎ
ｅ）

５０
－１
７
８

１
３

２
６７

１
１

－３
２
３

１
９

１４
０
６

３
８

３
２８

１
２

１
８６

２
４

１０
０

－２
７
５

１
２

１
８１

０
４０

－１
７
８

１
０

７
５３

１
９

２
６６

１
５

１
０９

０
７０

组
胺

１
－１
５
８８

１
２

－１
４
０７

１
７

－８
９
５

２
７

１
５４

２
３

０
３４

２
９

１
５３

２
９

（
ｈｉ
ｓｔａ
ｍ
ｉｎ
ｅ）

５０
２
７５

０
８

－３
６
５

０
８０

－１
０
２９

０
５０

１
８９

２
７

１
１１

３
３

１
５６

０
８０

１０
０

－１
８
２

０
５０

－４
０
２

２
５

－４
２
４

１
８

７
０４

１
２

０
７６

０
６０

２
２２

１
１

章
鱼
胺

１
１
０５

１
２

－２
５
７

０
８０

－９
３
９

０
８０

－４
２
８

０
３０

２
４９

１
６

５
７２

２
９

（
ｏｃ
ｔｏ
ｐａ
ｍ
ｉｎ
ｅ）

５０
３
３１

１
６

－５
９
０

１
３

－２
８
９

１
７

－３
０
９

１
３

３
８８

２
２

５
８８

３
３

１０
０

２
６９

１
３

－７
４
６

２
８

－３
５
０

２
１

－０
６
４

０
２０

４
８９

１
９

６
１１

１
１

胍
丁
胺

５
－０
２
４

１
９

－４
１
３

３
１

－７
４
３

１
６

３
５９

１
５

－５
９
５

２
０

－３
８
４

０
７０

（
ａｇ
ｍ
ａｔ
ｉｎ
ｅ）

２５
－１
５
２

０
７０

－４
４
５

２
０

－２
５
３

１
０

６
１６

２
４

－６
６
５

２
１

－７
６
５

１
３

５０
－２
６
６

１
１

－１
９
４

０
６０

－３
０
５

２
１

５
７０

０
４０

－１
４
９

０
１

－３
８
５

１
２

酪
胺

５
１
５

１
２

－３
８
９

１
６

６
０３

３
５

－１
４
９

０
７０

７
８８

４
６

４
０６

１
１

（
ｔｙ
ｒａ
ｍ
ｉｎ
ｅ）

２５
６
２５

２
３

－１
５
０３

３
２

７
７０

２
４

－１
６
８２

７
１

９
５１

２
３

１４
１
３

３
３

５０
２
５１

０
５０

－２
５
６

１
７

９
００

０
４０

－６
６
２

３
２

２
２１

１
５

１２
５
５

１
１

亚
精
胺

１０
２
４５

１
３

９
３６

２
４

９
４０

３
５

４
６３

３
０

－７
６
１

３
２

－３
６
７

０
９０

（
ｓｐ
ｅｒ
ｍ
ｉｄ
ｉｎ
ｅ）

５０
４
９３

１
１

６
２１

１
６

６
２４

０
１０

７
０６

１
０

－５
７
７

１
７

－３
７
８

０
２０

１０
０

０
７

０
２０

１
８０

１
９

１
８１

０
２０

１
６７

０
２０

－５
１
８

２
１

－３
１
３

１
６

精
胺

５
３
９１

１
２

－１
４
８８

２
４

－１
４
９１

３
７

－１
３
４９

１
３

－１
７
２１

０
４０

－１
６
３５

３
２

（
ｓｐ
ｅｒ
ｍ
ｉｎ
ｅ）

５０
５
３３

０
８０

－１
３
２

０
５０

－１
３
４

２
４

－１
６
０７

０
８０

－１
４
０８

０
５０

－１
４
７１

１
９

１０
０

０
８６

０
８０

－６
９
４

１
５

－６
９
５

０
９０

－１
０
７７

２
１

－１
３
７６

０
７０

－１
５
９０

０
９０
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图１　空白稀释剂衍生化溶液（ａ）、混合对照品衍生化溶液（ｂ）和企业Ｃ供试品衍生化溶液（ｃ）的提取离子流图
Ｆｉｇ．１　Ｅｘｔｒａｃｔｅｄｉｏｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｂｌａｎｋｄｅｒｉｖｅｄｓｏｌｕｔｉｏｎ（ａ），ｍｉｘｅｄｓｔａｎｄａｒｄｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓｏｌｕｔｉｏｎ（ｂ）ａｎｄｅｎｔｅｒｐｒｉｓｅＣｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓｏｌｕｔｉｏｎ（ｃ）
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３２２　线性范围、定量限和检测限
取１００μｇ·ｍＬ－１生物胺混合对照品溶液，用

０１ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸溶液稀释至１μｇ·ｍＬ－１，逐级稀
释，经衍生化后，混合溶液的生物胺终浓度稀释 １０
倍，得到浓度为１００、５０、２５、５、１、０５、０１、００５、００１

ｎｇ·ｍＬ－１的生物胺混合标准溶液，从浓度低到高依
次进样。以各生物胺的峰面积 Ｙ为纵坐标，以各生
物胺的梯度浓度Ｘ为横坐标作线性回归计算，以 Ｓ／
Ｎ为１０时的浓度作为定量限；以 Ｓ／Ｎ为３时的浓度
作为检测限。

表４　线性范围、回归方程、相关系数、检测限和定量限
Ｔａｂ．４　Ｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅｓ，ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎｓ，ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓｏｆａｎａｌｙｔｅｓ，ｌｉｍｉｔｓｏｆｄｅｔｅｃｔｉｏｎａｎｄｌｉｍｉｔｓｏｆｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

生物胺　　

（ｂｉｏｇｅｎｉｃａｍｉｎｅｓ）　　

线性范围

（ｌｉｎｅｒｒａｎｇｅ）／ｎｇ·ｍＬ－１
回归方程

（ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎ）
ｒ

ＬＯＤ／

（ｎｇ·ｍＬ－１）

ＬＯＱ／

（ｎｇ·ｍＬ－１）

色胺（ｔｒｙｐｔａｍｉｎｅ） １～１００ Ｙ＝１２２４０６Ｘ＋４４３８９ ０９９９８ ００５ ０１５

苯乙胺（ｐｈｅｎｙｌｅｔｈｙｌａｍｉｎｅ） １～１００ Ｙ＝１２２０４１Ｘ－２８７０１ ０９９９１ ０１０ ０３０

腐胺（ｐｕｔｒｅｓｃｉｎｅ） １～１００ Ｙ＝３８４０４２Ｘ＋６７７５８３ ０９９７６ ００１ ００５

尸胺（ｃａｄａｖｅｒｉｎｅ） １～１００ Ｙ＝３１９８７３Ｘ＋２１２３０１ ０９９９８ ０１０ ０３０

组胺（ｈｉｓｔａｍｉｎｅ） ０５～１００ Ｙ＝２６６５８９Ｘ＋７９４４２ ０９９９９ ００５ ０１５

章鱼胺（ｏｃｔｏｐａｍｉｎｅ） ０５～１００ Ｙ＝１２８５５６Ｘ－７７５９４ ０９９９６ ００５ ０１５

胍丁胺（ａｇｍａｔｉｎｅ） ０５～５０ Ｙ＝５４８３５２Ｘ＋７３５５１４ ０９９７０ ００５ ０１５

酪胺（ｔｙｒａｍｉｎｅ） １～５０ Ｙ＝２６３８６５Ｘ＋５１３２７ ０９９９０ ００５ ０１５

亚精胺（ｓｐｅｒｍｉｄｉｎｅ） １～１００ Ｙ＝７９６７９Ｘ＋５６１７６ ０９９９６ ０１０ ０３０

精胺（ｓｐｅｒｍｉｎｅ） ５～１００ Ｙ＝４８９９０Ｘ＋７０７４４２ ０９９００ ０１０ ０３０

３２３　准确度和精密度　在企业 Ａ溶液中加入３
个浓度水平的对照品，制备成生物胺高、中、低浓度

的模拟样品，浓度的设定考虑样品的浓度范围。不

同浓度各平行制备３份样品，进样分析。计算回收

率和各生物胺峰面积的 ＲＳＤ测得精密度。１０种生
物胺的回收率均在８４１％～１０６２％范围内，峰面积
ＲＳＤ均不大于２４％，在可接受范围内，说明本法准
确度和重复性良好，符合检测要求。

表５　准确度实验结果（ｎ＝３）
Ｔａｂ．５　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｒｅｓｕｌｔｓｏｆａｃｃｕｒａｃｙ

生物胺　　　

（ｂｉｏｇｅｎｉｃａｍｉｎｅ）　　　

理论值

（ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌｖａｌｕｅ）／（ｎｇ·ｍＬ－１）

实测值

（ｍｅａｓｕｒｅｄｖａｌｕｅ）／（ｎｇ·ｍＬ－１）

回收率

（ｒｅｃｏｖｅｒｙ）／％

ＲＳＤ／

％

色胺（ｔｒｙｐｔａｍｉｎｅ） ５ ４４８ ８９５ １７

５０ ４９９７ ９９９ ０３０

１００ ９５０２ ９５０ １１

苯乙胺（ｐｈｅｎｙｌｅｔｈｙｌａｍｉｎｅ） ５ ４９６ ９９２ ２２

５０ ４９０１ ９８０ １７

１００ ９５７３ ９５７ ２４

腐胺（ｐｕｔｒｅｓｃｉｎｅ） ５ ４７２ ９４５ ２４

５０ ４９７３ ９９５ １０

１００ ９６３９ ９６４ ２４

尸胺（ｃａｄａｖｅｒｉｎｅ） ５ ４８８ ９７５ ０８０

５０ ４９１１ ９８２ １３

１００ ９７２５ ９７２ １２

组胺（ｈｉｓｔａｍｉｎｅ） １ ０８４ ８４１ １２



·４１２　　 · 药 物 分 析 杂 志　
!"#$ % &"'() *$'+ ,-,.

，
..

（
/

）　　 　　 　

表５（续）

生物胺　　　

（ｂｉｏｇｅｎｉｃａｍｉｎｅｓ）　　　

理论值

（ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌｖａｌｕｅ）／（ｎｇ·ｍＬ－１）

实测值

（ｍｅａｓｕｒｅｄｖａｌｕｅ）／（ｎｇ·ｍＬ－１）

回收率

（ｒｅｃｏｖｅｒｙ）／％

ＲＳＤ／

％

５０ ５１３７ １０２７ ０８

１００ ９８１８ ９８２ ０５

章鱼胺（ｏｃｔｏｐａｍｉｎｅ） １ １０１ １０１０ １２

５０ ５１６５ １０３３ １６

１００ １０２６９ １０２７ １３

胍丁胺（ａｇｍａｔｉｎｅ） ５ ４９９ ９９８ １９

２５ ２６５６ ９８５ ０７０

５０ ４８６７ ９７３ １１

酪胺（ｔｙｒａｍｉｎｅ） ５ ５０８ １０１５ １２

２５ ２４６２ １０６２ ２３

５０ ５１２５ １０２５ ０５

亚精胺（ｓｐｅｒｍｉｄｉｎｅ） １０ ５１２ １０２４ １３

５０ ５２４６ １０４９ １１

１００ １００７０ １００７ ０２

精胺（ｓｐｅｒｍｉｎｅ） ５ １０３９ １０３９ １２

５０ ５２７６ １０５３ ０８

１００ １００８６ １００９ ０８

３２４　中间精密度
为考察随机变动的因素对中间精密度的影响，另

一分析人员在不同日期另平行制备供试品加标溶液，

在相同的色谱和质谱条件下进行测定，将测定结果与

准确度试验结果进行比较。结果表明 ＲＳＤ均不 ＞
６１％，中间精密度良好，测定方法的精密度符合要求。

表６　中间精密度试验

Ｔａｂ．６ｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｒｅｓｕｌｔｓｏｆＩｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅｐｒｅｃｉｓｉｏｎ

生物胺　　　

（ｂｉｏｇｅｎｉｃａｍｉｎｅ）　　　

理论值

（ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌｖａｌｕｅ）／（ｎｇ·ｍＬ－１）

实测值

（ｍｅａｓｕｒｅｄｖａｌｕｅ）／（ｎｇ·ｍＬ－１）

回收率

（ｒｅｃｏｖｅｒｙ）／％（ｎ＝６）

ＲＳＤ／％

（ｎ＝６）

色胺（ｔｒｙｐｔａｍｉｎｅ） ５ ４６５ ９３０ １７

５０ ５０７１ ９６２ ２７

１００ ９４９６ ９５０ １４

苯乙胺（ｐｈｅｎｙｌｅｔｈｙｌａｍｉｎｅ） ５ ４９５ ９９０ ４７

５０ ５０６９ １０２０ ６１

１００ ９５３５ ９５４ ４１

腐胺（ｐｕｔｒｅｓｃｉｎｅ） ５ ４７３ ９４６ ３３

５０ ５０９３ ９９４ １０

１００ ９６９９ ９７０ ２０

尸胺（ｃａｄａｖｅｒｉｎｅ） ５ ４８０ ９６０ １６

５０ ４９８３ ９９３ ２１

１００ ９５９０ ９５９ ２９

组胺（ｈｉｓｔａｍｉｎｅ） １ ０８７ ８７１ ２４

５０ ５１０７ ９２８ ２２

１００ ９９５７ ９９６ ２５

章鱼胺（ｏｃｔｏｐａｍｉｎｅ） １ １０１ １００７ ２９
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表６（续）

生物胺　　　

（ｂｉｏｇｅｎｉｃａｍｉｎｅ）　　　

理论值

（ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌｖａｌｕｅ）／（ｎｇ·ｍＬ－１）

实测值

（ｍｅａｓｕｒｅｄｖａｌｕｅ）／（ｎｇ·ｍＬ－１）

回收率

（ｒｅｃｏｖｅｒｙ）／％（ｎ＝６）

ＲＳＤ／％

（ｎ＝６）

５０ ５０８３ １００５ ２９

１００ ９９３４ ９９３ ２８

胍丁胺（ａｇｍａｔｉｎｅ） ５ ５０３ １００５ ０９０

２５ ２６３５ １０２１ １６

５０ ４８６４ ９７３ ０９０

酪胺（ｔｙｒａｍｉｎｅ） ５ ５０９ １０１８ １２

２５ ２４５０ ９９５ ２１

５０ ４９４４ ９８９ ３１

亚精胺（ｓｐｅｒｍｉｄｉｎｅ） １０ １０４０ １０３３ １０

５０ ５２３２ １０３４ ０８０

１００ １０１９０ １０１９ ３３

精胺（ｓｐｅｒｍｉｎｅ） ５ ５０７ １０２１ １６

５０ ５２８２ １０４８ １２

１００ ９７０１ ９７０ ３０

３２５　稳定性
以３２１专属性项下的供试品加标溶液为样

品，２４ｈ内不同时间点进样考察稳定性，１０种生物胺

的峰面积ＲＳＤ均不大于１８％，结果如表７所示，说
明衍生化样品稳定性良好。

表７　稳定性实验结果
Ｔａｂ．７　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓｔａｂｉｌｉｔｙ

生物胺　　　

（ｂｉｏｇｅｎｉｃａｍｉｎｅ）　　　

峰面积（ｐｅａｋａｒｅａ）

０ｈ ３ｈ ７ｈ １６ｈ ２０ｈ ２４ｈ

ＲＳＤ／

％

色胺（ｔｒｙｐｔａｍｉｎｅ） ４１１９１８３ ４０４５３７６ ４０６９９３７ ４１２８６１７ ４０８５３８５ ４１１９５０１ ０７０

苯乙胺（ｐｈｅｎｙｌｅｔｈｙｌａｍｉｎｅ） ６７０１５７３ ６５５３４６４ ６５２６７０３ ６７９３１２５ ６７８０３８２ ６６６８０８１ １５

腐胺（ｐｕｔｒｅｓｃｉｎｅ） ２３６０６７７６ ２３７０２５３６ ２４４０００９１ ２３５６６６６３ ２４３３８０９９ ２４３３８４００ １５

尸胺（ｃａｄａｖｅｒｉｎｅ） １８３６９２８９ １８６７３１０９ １８７４１３１６ １８５９７２６７ １８２０１８２９ １８５８７２６８ １０

组胺（ｈｉｓｔａｍｉｎｅ） １４１０３１８４ １４３９１８２４ １４６８１９１８ １４２３４２８６ １４１００２０６ １４３０８８２４ １４

章鱼胺（ｏｃｔｏｐａｍｉｎｅ） ６３７３３１５ ６５７１２３０ ６５０３６２２ ６２２９０２６ ６３３５３３２ ６４７１８３９ １８

胍丁胺（ａｇｍａｔｉｎｅ） ２７２３１１７０ ２７１０１６６７ ２７３３５９１６ ２７８３２５５２ ２７３９３１８４ ２７５３３３０５ ０９０

酪胺（ｔｙｒａｍｉｎｅ） １３４４０６７０ １３３３２６７８ １３２８８１０６ １３３３７４８０ １３３６３８４３ １３２２２０８３ ０５０

亚精胺（ｓｐｅｒｍｉｄｉｎｅ） ５２０７２４７ ５１３９３４６ ５１１６００４ ５３２７５３６ ５１６９８７９ ５２１９６４１ １３

精胺（ｓｐｅｒｍｉｎｅ） ４６７２５２７ ４５０９５６４ ４５４７０３２ ４６１１５３８ ４５６７４８２ ４６１６４４２ １２

３２６　耐用性
以“３２１”专属性项下的供试品加标溶液为样品，采
用不同仪器和不同色谱柱检测应满足系统适用性试

验要求，以确保方法的可靠性。

３２６１　仪器　采用 ＡＢＳｃｉｅｘ５５００液质联用仪进
行检测，提取离子流图中１０种生物胺均峰型良好，
拖尾因子均在０９５～１０５范围内，信噪比均大于３，

精密度实验 ＲＳＤ均不大于４０％，故使用不同仪器
检测满足系统适用性试验要求，该方法耐用性良好。

３６６２　色谱柱　分别采用 ＴｈｅｒｍｏＨｙｐｅｒｓｉｌＧＯＬＤ
ａＱＣ１８（１９μｍ，２１ｍｍ×１５０ｍｍ）和 Ｓｈｉｍａｄｚｕ
Ｓｈｉｍ－ｐａｃｋＶｅｌｏｘＳＰ－Ｃ１８（１８μｍ，２１ｍｍ×１５０
ｍｍ）色谱柱进行检测。根据 ＬＣＱｕａｎ数据处理软件
系统，ｈ０５峰高处对称性不低于９０％，拖尾因子均在
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０９５～１０５范围内，信噪比均大于３，即判定为系统
适用性良好。结果如表 ８所示，ＴｈｅｒｍｏＨｙｐｅｒｓｉｌ
ＧＯＬＤａＱＣ１８柱的系统适用性良好，且精密度实验

ＲＳＤ均不大于２％，ＳｈｉｍａｄｚｕＳｈｉｍ－ｐａｃｋＶｅｌｏｘＳＰ－
Ｃ１８　柱的系统适用性较差，且胍丁胺峰型较差无法
定量，如图２所示。

表８　不同色谱柱系统适用性考察
Ｔａｂ．８　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｒｅｓｕｌｔｓｏｆｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃｃｏｌｕｍｎｓ

生物胺　 　 　

（ｂｉｏｇｅｎｉｃ　 　 　

ａｍｉｎｅｓ）　 　 　

对称性

（ｓｙｍｍｅｔｒｙ）

拖尾因子

（ｔｒａｉｌｉｎｇｆａｃｔｏｒ）

信噪比

（ｓｉｇｎａｌｔｏｎｏｉｓｅｒａｔｉｏ）

Ｔｈｅｒｍｏ

ＨｙｐｅｒｓｉｌＧＯＬＤ

ａＱＣ１８

Ｓｈｉｍａｄｚｕ

Ｓｈｉｍ－ｐａｃｋ

ＶｅｌｏｘＳＰ－Ｃ１８

Ｔｈｅｒｍｏ

ＨｙｐｅｒｓｉｌＧＯＬＤ

ａＱＣ１８

Ｓｈｉｍａｄｚｕ

Ｓｈｉｍ－ｐａｃｋ

ＶｅｌｏｘＳＰ－Ｃ１８

Ｔｈｅｒｍｏ

Ｈｙｐｅｒｓｉｌ

ＧＯＬＤａＱＣ１８

Ｓｈｉｍａｄｚｕ

Ｓｈｉｍ－ｐａｃｋ

ＶｅｌｏｘＳＰ－Ｃ１８

色胺（ｔｒｙｐｔａｍｉｎｅ） Ｐａｓｓｅｄ Ｆａｉｌｅｄ Ｐａｓｓｅｄ Ｆａｉｌｅｄ Ｐａｓｓｅｄ Ｐａｓｓｅｄ

苯乙胺（ｐｈｅｎｙｌｅｔｈｙｌａｍｉｎｅ） Ｐａｓｓｅｄ Ｆａｉｌｅｄ Ｐａｓｓｅｄ Ｆａｉｌｅｄ Ｐａｓｓｅｄ Ｐａｓｓｅｄ

腐胺（ｐｕｔｒｅｓｃｉｎｅ） Ｐａｓｓｅｄ Ｆａｉｌｅｄ Ｐａｓｓｅｄ Ｆａｉｌｅｄ Ｐａｓｓｅｄ Ｐａｓｓｅｄ

尸胺（ｃａｄａｖｅｒｉｎｅ） Ｐａｓｓｅｄ Ｆａｉｌｅｄ Ｐａｓｓｅｄ Ｆａｉｌｅｄ Ｐａｓｓｅｄ Ｐａｓｓｅｄ

组胺（ｈｉｓｔａｍｉｎｅ） Ｐａｓｓｅｄ Ｆａｉｌｅｄ Ｐａｓｓｅｄ Ｆａｉｌｅｄ Ｐａｓｓｅｄ Ｐａｓｓｅｄ

章鱼胺（ｏｃｔｏｐａｍｉｎｅ） Ｐａｓｓｅｄ Ｆａｉｌｅｄ Ｐａｓｓｅｄ Ｆａｉｌｅｄ Ｐａｓｓｅｄ Ｐａｓｓｅｄ

胍丁胺（ａｇｍａｔｉｎｅ） Ｐａｓｓｅｄ Ｆａｉｌｅｄ Ｐａｓｓｅｄ Ｆａｉｌｅｄ Ｐａｓｓｅｄ Ｐａｓｓｅｄ

酪胺（ｔｙｒａｍｉｎｅ） Ｐａｓｓｅｄ Ｆａｉｌｅｄ Ｐａｓｓｅｄ Ｆａｉｌｅｄ Ｐａｓｓｅｄ Ｐａｓｓｅｄ

亚精胺（ｓｐｅｒｍｉｄｉｎｅ） Ｐａｓｓｅｄ Ｆａｉｌｅｄ Ｐａｓｓｅｄ Ｆａｉｌｅｄ Ｐａｓｓｅｄ Ｐａｓｓｅｄ

精胺（ｓｐｅｒｍｉｎｅ） Ｐａｓｓｅｄ Ｆａｉｌｅｄ Ｐａｓｓｅｄ Ｆａｉｌｅｄ Ｐａｓｓｅｄ Ｐａｓｓｅｄ

　注（ｎｏｔｅ）：Ｐａｓｓｅｄ为符合要求（ｍｅｅｔｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓ）；Ｆａｉｌｅｄ为不符合要求（ｎｏｔｍｅｅｔｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓ）

ａ．ＡｇｉｌｅｎｔＺＯＲＢＡＸＳＢ－Ｃ１８　ｂ．ＴｈｅｒｍｏＨｙｐｅｒｓｉｌＧＯＬＤａＱＣ１８　ｃ．ＳｈｉｍａｄｚｕＳｈｉｍ－ｐａｃｋＶｅｌｏｘＳＰ－Ｃ１８
图２　不同色谱柱的胍丁胺提取离子流图

Ｆｉｇ．２　Ｅｘｔｒａｃｔｅｄｉｏｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆａｇｍａｔｉｎｅｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｌｕｍｎｓ

３３　样品检测
采用所建立的方法对 １８批次骨肽注射液样

品进行检测，以“２３３”项方法制备供试品溶液，
“２４”项的衍生化方法进行前处理，“２１”和
“２２”项的分析条件进样测定，记录生物胺的峰
面积，以随行标准曲线计算含量。结果表明，酪

胺、胍丁胺、章鱼胺、苯乙胺均没有检出，而腐胺、

色胺、尸胺、组胺、精胺、亚精胺均有不同程度的检

出，见表９。
３４　稳定性影响因素实验

高温试验结果显示，高温条件下腐胺和尸胺均

有不同程度升高，腐胺含量增加１５％～５６５％，尸胺
含量增加３６５％～８０４％；组胺、精胺和亚精胺均有
不同程度降低，组胺含量下降２５９％～７２１％，精胺
含量下降１５４％～１００％，亚精胺含量下降２３２％～
６９１％。结果见图３。
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表９　骨肽注射剂液中实测含量
Ｔａｂ．９　Ｍｅａｓｕｒｅｄｖａｌｕｅｓｏｆｏｓｔｅｏｐｅｐｔｉｄｅｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｓ

企业

（ｅｎｔｅｒｐｒｉｓｅ）

批次

（ｌｏｔＮｏ）

含量（ｃｏｎｔｅｎｔ）／（ｎｇ·ｍｇ－１）

腐胺

（ｐｕｔｒｅｓｃｉｎｅ）

苯乙胺

（ｐｈｅｎｙｌｅｔｈｙｌａｍｉｎｅ）

色胺

（ｔｒｙｐｔａｍｉｎｅ）

尸胺

（ｃａｄａｖｅｒｉｎｅ）

组胺

（ｈｉｓｔａｍｉｎｅ）

精胺

（ｓｐｅｒｍｉｎｅ）

亚精胺

（ｓｐｅｒｍｉｄｉｎｅ）

章鱼胺

（ｏｃｔｏｐａｍｉｎｅ）

胍丁胺

（ａｇｍａｔｉｎｅ）

酪胺

（ｔｙｒａｍｉｎｅ）

Ａ １ ／ ／ ／ ／ ／ ／ ／ ／ ／ ／

２ ／ ／ ／ ／ ／ ／ ／ ／ ／ ／

３ ／ ／ ／ ／ ／ ／ ／ ／ ／ ／

Ｂ １ ５４０６ ／ ／ ／ ／ ／ ／ ／ ／ ／

２ ４７７４ ／ ／ ／ ／ ／ ／ ／ ／ ／

３ ５８１３ ／ ／ ／ ／ ／ ／ ／ ／ ／

Ｃ １ ２７４７ ／ ／ １０４ ５５４ １９２６ ２２８４ ／ ／ ／

２ ３１８９ ／ ／ ９６ ５１３ ２０６４ ２０６５ ／ ／ ／

３ ２９７２ ／ ／ １００ ５５７ １４３６ ２１４０ ／ ／ ／

Ｄ １ １３１ ／ ／ ５０６ ／ １０４ １３２３ ／ ／ ／

２ １３５ ／ ／ ５４４ ／ ９６ １１２３ ／ ／ ／

３ １４４ ／ ／ ５７０ ／ １３８ １５８２ ／ ／ ／

Ｅ １ １５３ ／ ／ ／ １５９ １８９ ８５５ ／ ／ ／

２ １５３ ／ ／ ／ ２０４ ３０９ １３３６ ／ ／ ／

３ １５１ ／ ／ ／ ３６６ １３８ １２８６ ／ ／ ／

Ｆ １ １６７ ／ ／ １７９ １４５ １９０ ５２８ ／ ／ ／

２ １６３ ／ ／ １８７ １６４ １１２ ４１４ ／ ／ ／

３ １９１ ／ ／ ２１８ １５２ ９３ ６０２ ／ ／ ／

图３　高温试验下骨肽注射液中生物胺含量的变化

Ｆｉｇ．３　Ｃｈａｎｇｅｏｆｂｉｏｇｅｎｉｃａｍｉｎｅｃｏｎｔｅｎｔｓｉｎｏｓｔｅｏｐｅｐｔｉｄｅｉｎｊｅｃｔｉｏｎｓｕｎｄｅｒｈｉｇｈｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｔｅｓｔ

　　强光照试验结果显示，腐胺在 ０～５ｄ内含量
增加 ７０％～１０７３％，５～１０ｄ内变化 ９５％～
３７１％，０～１０ｄ，尸胺含量增加 ２１％～１１０％；

组胺含量下降 １２２％～８６９％，精胺含量下降
２４０％～１０００％，亚精胺含量下降７７～２７７％。
结果见图４。
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图４　强光照试验下骨肽注射液中生物胺含量的变化

Ｆｉｇ．４　Ｃｈａｎｇｅｏｆｂｉｏｇｅｎｉｃａｍｉｎｅｃｏｎｔｅｎｔｓｉｎｏｓｔｅｏｐｅｐｔｉｄｅｉｎｊｅｃｔｉｏｎｓｕｎｄｅｒｉｎｔｅｎｓｅｌｉｇｈｔｔｅｓｔ

３５　加速试验
加速试验结果显示，０～３个月，企业Ｂ的腐胺含

量下 降 １４２％，其 他 企 业 的 腐 胺 含 量 增 加
８９７％～１９４０％，考虑企业Ｂ中腐胺初始含量较高且
生物胺转化酶可能存在差异导致企业 Ｂ的腐胺含量

变化趋势与其它企业略有不同；尸胺含量增加

７６０％～３７８１％，组胺含量增加 １７０８％～４３０８％。
３～６个月，腐胺、尸胺和组胺含量出现不同程度的下
降。０～６个月，精胺含量增加７４６％～２４２８％，亚精
胺含量变化３６％～３０７％。结果见图５。

图５　加速试验下骨肽注射液中生物胺含量的变化

Ｆｉｇ．５　Ｃｈａｎｇｅｏｆｂｉｏｇｅｎｉｃａｍｉｎｅｃｏｎｔｅｎｔｓｉｎｏｓｔｅｏｐｅｐｔｉｄｅｉｎｊｅｃｔｉｏｎｓｕｎｄｅｒａｃｃｅｌｅｒａｔｅｄｔｅｓｔ
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４　讨论
通过采用柱前衍生 －ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ建立了骨

肽注射液中１０种生物胺类物质：苯乙胺、色胺、酪
胺、章鱼胺、组胺、胍丁胺、尸胺、腐胺、亚精胺和精

胺的定量测定方法，方法学验证显示，线性范围、检

测限、精密度、准确度和耐用性均符合要求，与高效

液相色谱法相比，该方法灵敏度高，检测速度快，适

合高通量检测；相较于超高效合相色谱 －四极杆质
谱联用仪法，该方法通过一级 ＭＳ得到带电离子、二
级 ＭＳ裂解获得更多分子结构的信息［１５］，从而降低

背景干扰，对目标物质定性和定量均更准确。

不同色谱柱耐用性考察发现，ＴｈｅｒｍｏＨｙｐｅｒｓｉｌ
ＧＯＬＤａＱＣ１８分析柱对生物胺类物质中极性较大的
化合物保留更强，考虑其填料为极性包埋 Ｃ１８键合
相，与传统的烷基键合相相比具有独特的选择性。

ＳｈｉｍａｄｚｕＳｈｉｍ－ｐａｃｋＶｅｌｏｘＳＰ－Ｃ１８和ＡｇｉｌｅｎｔＺＯＲＢ
ＡＸＳＢ－Ｃ１８虽填料均使用具有较大异丁基侧链基团
的硅烷（不封端），较大的侧链基团增大了空间位阻，

从而增加化合物的保留，不封端柱裸露较多的硅羟

基，对分极性化合物的分析提供更好的分离效果，但

在系统适用性考察中发现 ＡｇｉｌｅｎｔＺＯＲＢＡＸＳＢ－Ｃ１８
分离分析结果更优，ＳｈｉｍａｄｚｕＳｈｉｍ－ｐａｃｋＶｅｌｏｘＳＰ－
Ｃ１８对于生物胺类化合物特别是胍丁胺拖尾因子及对
称性均较差。

骨肽注射剂中生物胺类物质筛查发现，腐胺、色

胺、尸胺、组胺、精胺、亚精胺均有检出，其中腐胺检

出比例最高，达总批次的８３％，其次为亚精胺、精胺；
３家企业９批次骨肽注射液中检出组胺，其中组胺含
量最高的３批次样品降压物质检查实验中降压效应
较为明显，故有必要进一步对该类产品中生物胺类

物质定量测定结果与临床不良反应相关性进行研究

分析。

稳定性影响因素试验和加速试验结果显示，骨

肽注射液中生物胺类物质含量存在变化，考虑骨肽

注射液中的胶原蛋白可分解产生小分子多肽，进而

水解产生多种氨基酸，为生物胺的产生提供前体物

质［１６－１７］。氨基酸在微生物产生的脱羧酶作用下可

转化为生物胺，即使生产工艺中存在除菌过程对微

生物进行控制，某些脱羧酶仍可脱离微生物细胞的

完整性而维持其活性［１８］。同时在精胺合成酶和亚

精胺合成酶的作用下，腐胺可进一步精胺和亚精胺

转化［１９］，而酶的活性受温度影响，酶在最适温度的

活力最大，积累的生物胺越多，反之越少，进而影响

生物胺的含量［２０］。故通过对骨肽注射液中生物胺

类物质含量的检测评估，并考察不同储存条件、时

间，原料及成品中生物胺含量及变化，可为原料和

制剂质量控制和临床安全性提供参考和依据。由

于生物胺的种类较多，建立高效简便的检测方法

是有效控制生物胺含量、监测其变化的前提。目

前针对多组分生化药中的生物胺检测方法不多，

因此根据样品类型与所检测生物胺的特点选取适

宜的前处理与检测方法进行系统研究，并结合临

床应用探究生物胺类物质含量与不良反应发生的

可能性，进一步明确原料及制剂工艺及储存条件

的影响和质控要求，可为多组分生化药安全性评

估、风险因素排查分析、临床安全用药提供支持和

保障。
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