
Key words: Rubber Plug, Vulcanizing Agent, PBP,  PAP,  POP,  LC-

MS/MS, MRM 

背景

药品与包装容器的相容性涉及产品安全，一直为药品监管部

门高度关注，也是药品研发及生产企业亟待了解并进行研究的内

容。橡胶因其良好的化学稳定性、弹性、热稳定性和阻隔性，常

用于制作各种注射液及注射用混悬液包装的胶塞。为了保证胶塞

的良好性能，常添加多种橡胶助剂，如抗氧剂、硫化剂、硫化促

进剂、活性剂等，但在一定程度上增加了胶塞与药品的相容性风

险 [1]。目前药用胶塞使用的硫化剂有硫磺、含硫化合物和树脂类 [2]。

树脂类硫化剂常用品种是苯酚甲醛树脂，如叔丁基苯酚甲醛树脂

和叔辛基苯酚甲醛树脂等。实际生产过程中，该类硫化剂中可能

有未反应的单体苯酚残留，胶塞在与药品接触时，此类单体可能

迁移出来，从而影响药品的安全性和有效性。据报道，此类叔丁

基苯酚有中等毒性，对皮肤、粘膜、眼睛有刺激性 [3]，对水生生

物有毒，可能对水体环境产生长期不良影响。

本文结合橡胶塞生产实际情况，建立了三种常用的苯酚甲醛

树脂类硫化剂的单体苯酚：4- 叔丁基苯酚（PBP）、4- 叔戊基苯酚

（PAP）和 4- 叔辛基苯酚（POP）的 LC-MS/MS 定量方法（图 1），

并应用于实际样品的测定。该方法在 SCIEX ExionLC™ 和 Triple 

Quad™ 4500 质谱系统基础上建立，灵敏度高、分析时间短、重

复性好，定量下限可达 fg 级别，可以为橡胶塞中硫化剂的监测提

供参考。
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图1. 3种硫化剂单体典型色谱图 

仪器设备 

 

图 2. SCIEX ExionLC™液相系统 + Triple QuadTM 4500 质谱系统 

实验方法 

液相条件： 

色谱柱：Phenomenex Kinetex C18, 2.6 µm, 3.0 mm × 50 mm; 

流动相：A相：0.01%氨水        B相：甲醇-乙腈（1:1） 

流速：0.5 mL/min； 

柱温：40 ； 

进样量：5 µL； 
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图1. 3种硫化剂单体典型色谱图。

实验方法

液相条件：

色谱柱：Phenomenex Kinetex C18, 2.6 µm, 3.0 mm×50 mm;

流动相：A 相：0.01% 氨水        

 B 相：甲醇 - 乙腈（1:1）

流速：0.5 mL/min；

柱温：40 ℃；

进样量：5 µL；

洗脱程序：

Time(min) A (%) B (%)

0.00 90 10

1.50 5 95

3.00 5 95

3.10 90 10

5.00 90 10
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质谱方法

离子源：ESI 源，负离子模式

气帘气 CUR: 35 psi              碰撞气 CAD: 8

IS 电压 : -4500 V                 源温度 TEM: 450 ℃          

雾化气 GS1: 35 psi              辅助加热气 GS2：65 psi                 

加标回收

取 2、3、4 号样品乙醇提取液混合，作为空白，加标浓度为

2、20 和 100 ng/mL，平行制备四份，进行测试，考察方法可靠

性。结果见表 2。三种待测物的三个不同浓度样品的平均回收率在

91.0-99.1% 之间，平行样品的 RSD% 在 0.64-2.93 % 之间，回收

率和 RSD % 均满足测试要求。

表1. 三种待测物离子对信息。

图4. 待测物检出限（0.03 ng/mL）及定量限（0.1 ng/mL）色谱图。

表2. 三种待测物低、中、高三个浓度加标回收率结果（n=4）。

表3. 待测物在3个不同浓度的重复性结果（RSD%, n=6）。

化合物名称 母离子 子离子 DP CE

PBP 149.0 133.0 -80 -30

93.0 -80 -50

PAP 163.0 133.0 -75 -39

117.0 -75 -62

POP 205.0 133.0 -95 -32

117.0 -95 -80

样品前处理

橡胶塞，剪碎，混匀，取直径不大于50 mm的橡胶塞颗粒0.5 g，

精密称定，至于 15 mL 离心管中，加入纯水（或乙醇）5 mL，置

37 ℃烘箱，72 h 后取出，用 0.22 µm 微孔过滤膜过滤，取续滤液

进样测定 [4]。

试验结果

定量下限及线性范围

用纯乙醇逐级稀释硫化剂混合标准工作溶液至 0.03, 0.1, 0.3, 

1.0, 3.0, 10.0, 30.0, 100.0 ng/mL 分别进样分析，以峰面积对浓度

做线性回归，权重系数：1/x。各待测物检测限为 0.03 ng/mL，定

量限为 0.1 ng/mL（图 4）；在 0.1-100 ng/mL 范围内线性相关系

数均大于 0.9996（图 3）。
 

p 2 
 

洗脱程序： 

Time(min) A (%) B (%) 
0.00 90 10 
1.50 5 95 
3.00 5 95 
3.10 90 10 
5.00 90 10 

 

质谱方法 

离子源：ESI 源，负离子模式 
气帘气 CUR: 35 psi              碰撞气 CAD: 8 

IS电压: -4500 V                    源温度 TEM: 450 ℃           

雾化气 GS1: 35 psi               辅助加热气GS2：65 psi                  
 

表 1. 三种待测物离子对信息 

化合物名称 母离子 子离子 DP CE 

PBP 149.0 133.0 -80 -30 
93.0 -80 -50 

PAP 163.0 133.0 -75 -39 
117.0 -75 -62 

POP 205.0 133.0 -95 -32 
117.0 -95 -80 

 

样品前处理 

橡胶塞，剪碎，混匀，取直径不大于50 mm的橡胶塞颗粒0.5 

g，精密称定，至于15 ml离心管中，加入纯水（或乙醇）5 mL，

置37 ℃烘箱，72 h后取出，用0.22 μm微孔过滤膜过滤，取续滤

液进样测定[4]。 

试验结果 

定量下限及线性范围 

用纯乙醇逐级稀释硫化剂混合标准工作溶液至 0.03, 0.1, 0.3, 

1.0, 3.0, 10.0, 30.0, 100.0 ng/mL 分别进样分析，以峰面积对浓度

做线性回归，权重系数：1/x。各待测物检测限为 0.03 ng/mL，定

量限为 0.1 ng/mL（图 4）；在 0.1-100 ng/mL 范围内线性相关系

数均大于 0.9996（图 3）。 

 

图 3 三种待测物的标准曲线和相关系数 

 
图 4 待测物检出限（0.03 ng/mL）及定量限（0.1 ng/mL）色谱图 

加标回收 

取 2、3、4 号样品乙醇提取液混合，作为空白，加标浓度为

2、20 和 100 ng/mL，平行制备四份，进行测试，考察方法可靠

性。结果见表 2。三种待测物的三个不同浓度样品的平均回收率

在 91.0-99.1%之间，平行样品的 RSD%在 0.64-2.93 %之间，回
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表 2 三种待测物低、中、高三个浓度加标回收率结果（n=4） 

Compound 
2 ng/mL 20 ng/mL 100 ng/mL 

Recovery 
(%) 

RSD 
(%) 

Recovery 
(%) 

RSD 
(%) 

Recovery 
(%) 

RSD 
(%) 

PBP 99.1 2.43 93.1 1.53 97.5 1.64 

PAP 96.8 2.93 94.4 1.60 98.2 0.64 

POP 91.0 2.37 96.4 2.42 98.4 1.18 

 

重复性 

用纯乙醇逐级稀释混合标准工作溶液至 0.3, 3.0, 30.0 ng/mL，

分别连续进样 6 针，考察方法重复性，结果见表 3。 
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图3. 三种待测物的标准曲线和相关系数。

Compound
2 ng/mL 20 ng/mL 100 ng/mL

Recovery
(%)
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RSD
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PBP 99.1 2.43 93.1 1.53 97.5 1.64
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重复性

用纯乙醇逐级稀释混合标准工作溶液至 0.3, 3.0, 30.0 ng/mL，

分别连续进样 6 针，考察方法重复性，结果见表 3。

Sample PBP PAP POP

0.3 ng/mL 3.82 3.19 3.97

3 ng/mL 1.74 1.67 1.84

30 ng/mL 0.89 0.87 0.98

样品测试

分别取四种不同来源橡胶塞，按上述前处理方法进行处理，

检测结果见表 4，谱图结果见图 5。
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总结

1. 本文使用SCIEX Triple Quad™ 4500建立了LC-MS/MS方法测定药

用胶塞中3种硫化剂单体的含量。结果表明，该方法的灵敏度

高，无明显基质干扰；在0.1-100 ng/mL的极宽范围内有良好的

线性关系，相关系数大于0.9996。低、中、高浓度加标回收率

以及重复性均良好。

2. 从测试结果来看，四种样品均不同程度含有三种硫化剂单体，

其中1号胶塞含量最高；三种单体中4-叔辛基苯酚（POP）在1

号胶塞的乙醇提取液中检出量最高，达5695.80 ng/g.

3. 从两种提取介质的提取浓度比较可以看出，三种化合物均在极

性较弱的乙醇中更容易迁移。
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表4. 四种不同橡胶塞样品的检测结果（ng/g）。

Sample PBP PAP POP

水 -1 5.59 0.80 9.20

水 -2 5.54 2.15 7.68

水 -3 5.09 2.39 6.85

水 -4 2.24 0.73 7.32

乙醇 -1 8.76 3.97 5695.80*

乙醇 -2 8.16 8.05 67.15

乙醇 -3 5.09 8.21 14.63

乙醇 -4 8.23 5.85 152.64

* 乙醇提取的 1 号样品，由于浓度太大，用乙醇稀释 20 倍后进样测定。
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表 3 待测物在 3 个不同浓度的重复性结果（RSD%, n=6） 

Sample PBP PAP POP 

0.3 ng/mL 3.82 3.19 3.97 

3 ng/mL 1.74 1.67 1.84 

30 ng/mL 0.89 0.87 0.98 
 
样品测试 

分别取四种不同来源橡胶塞，按上述前处理方法进行处理，

检测结果见表 4，谱图结果见图 5。 
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图 5 样品测试结果典型图谱（样品 1） 
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图5. 样品测试结果典型图谱（样品1）。
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