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液相色谱串联质谱法测定人血浆中硝苯地平的浓度
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摘要 }目的  建立测定人血浆中硝苯地平浓度的 �≤ 2� ≥ r� ≥方法 ∀方法  血浆样品经液液提取后 o以甲醇 k含 sqth乙酸 lΒ水

k含 sqth乙酸 n uqx °°²̄ # �
p t甲酸胺 l � {sΒus为流动相 o使用 � ª¬̄̈ ±·ttss ∂ �型离子阱质谱仪 o电喷雾离子源正离子模式 o

采用多反应离子监测方式测定硝苯地平 k � � � oµ / ζ vwzψ vtxl∀结果  血浆中硝苯地平的线性范围为 tqs ∗ tssqs ±ª#

°�
p t ∀定量下限为 tqs ±ª# °�

p t ∀准确度在 {xh ∗ ttxh之间 o日内 !日间精密度 k� ≥⁄l在 ? txh之内 ∀结论  该方法准确 o

特异性强 o可用于硝苯地平药动学研究 ∀
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  硝苯地平为钙离子拮抗剂 o广泛用于高血压 !心绞痛及

其他心血管疾病的治疗 ∀文献报道 ≈t2y 其血药浓度有 � °�≤ o

�≤ 2� ≥o�≤ o�≤ 2� ≥等检测方法 ∀笔者应用液相色谱离子阱

质谱联用建立了测定人血浆中硝苯地平浓度的 �≤ 2� ≥ r� ≥

方法并用于临床测定 ∀

1  仪器和试剂

液质系统 }� ª¬̄̈ ±·ttss ×µ¤³ ∂ �液质联用系统 k包括四

元输液泵 o自动进样器 o在线脱气机 o∞≥�源 l∀数据处理系

统 }� ª¬̄̈ ±·≤ «̈ °¶·¤·¬²± � qs|qsv和 �µ∏®̈ µ质谱软件 ∀

硝苯地平对照品 k中国药品生物制品检定所 l~甲醇 k色

谱纯 o×∞⁄��公司 l~甲酸铵 o乙酸乙酯和乙酸 k均为分析

纯 l~空白人血浆 k山东省血液中心 l∀

2  ΛΧ2Μ Σ / Μ Σ条件

色谱条件 }�²µ¥¤¬ ≥� ≤t{
色谱柱 ktxs °° ≅ wqy °° �q⁄qo

x Λ°l~流动相 }甲醇 k含 sqth乙酸 lΒ水 k含 sqth乙酸和 uqx

°°²̄ # �
p t甲酸胺 l为 {sΒus~流速 }tqs °�# °¬±

p t
o柱后分流

sqv °�# °¬±
p t进入质谱 ~进样量 }us Λ�~柱温 }室温 ∀

质谱条件 }电喷雾离子源 k ∞≥�源 l~喷雾气 k �u l压力

tqzw ®°¤~干燥气 k�u l流量 ts �# °¬±
p t ∀毛细管温度为 vxs

ε ~正离子方式检测 ~扫描模式为多反应离子监测 k � � � lo

用于定量分析的离子反应为 µ / ζ vwzψ vtxo碎裂电压 sq| ∂ ∀

3  血浆样品处理

取血浆 tqs °�o加入 wqs °�乙酸乙酯 o涡旋混合 t °¬±o

静置 vs °¬±o分取上层有机相 vqs °�于另一试管中 o于 tss

ε 水浴挥干 o残留物加入 tss Λ�流动相溶解 o取 us Λ�进行

分析 ∀整个操作过程尽可能避光 ∀

4  方法学考察

4q1  方法的专属性

取 ts Λª# °�
p t硝苯地平甲醇对照溶液 o电喷雾离子源

k∞≥�源 lo喷雾气 k�u l压力 tu ³¶¬o干燥气流量 w �# °¬±
p t

o

毛细管温度为 vux ε o使用灌注进样方式 o流速 x Λ�#

°¬±
p t

o在正离子模式下 o硝苯地平主要生成 ≈ � n �  
n

o≈ � n

�¤ 
n和 ≈ � n � 

n离子峰 oµ / ζ分别为 vwzovy|和 v{xo见图

t∀选择性对 ≈ � n �  
n峰进行碎裂产物离子扫描 o将硝苯地

平生成的主要碎片离子 kµ / ζ � vtxl作为定量分析的产物离

子 o见图 u∀
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  取空白血浆 tqs °�o按 /血浆样品处理 0项下操作 o进样

us Λ�o得空白血浆色谱图 v2� ~取硝苯地平对照溶液 o进样分

析 o得硝苯地平对照色谱图 v2�~将一定浓度硝苯地平标准溶

液加入空白血浆 o同法操作 o得样品添加对照色谱图 v2≤ ~取

志愿者口服硝苯地平后血浆样品 o同法操作 o得志愿者血浆

样品色谱图 v2⁄∀结果表明血浆内源性物质不干扰硝苯地平

图 3  色谱图 k� � � µ / ζ vwzψ vtxl

� p空白血浆 ~� p对照品 ~≤ p样品添加对照 ~⁄ p样品

Φιγ 3  ≤ «µ²°¤·²ªµ¤°¶k� � � µ / ζ vwzψ vtxl

� p ¥̄¤±®~ � p µ̈©̈ µ̈±¦̈ ~ ≤ p µ̈©̈ µ̈±¦̈ ¤§§ ·² ¶¤°³̄ ~̈ ⁄ p ¶¤°³̄¨

测定 o硝苯地平保留时间为 uqt °¬±∀

4q2  标准曲线和定量下限

取硝苯地平储备液 ktqs Λª# °�
p t

l适量 o用甲醇稀释

配成浓度分别为 xotsouxoxsotssouxsoxss ±ª# °�
p t的硝苯

地平对照应用液系列 ∀

取空白血浆 tqs °�o分别加入上述硝苯地平对照应用液

系列各 uss Λ�o配制成相当于硝苯地平血浆浓度为 tqso

uqsoxqsotsqsousqsoxsqs和 tssqs ±ª# °�
p t的对照样品 o每

一浓度 x份 o按 /血浆样品处理 0项下依法操作 o以浓度为横

坐标 o峰面积为纵坐标绘制标准曲线 ∀各浓度测定值见表 t∀

结果表明 o血浆中硝苯地平浓度为 tqs ∗ tssqs ±ª# °�
p t时 o

浓度与峰面积有良好的线性关系 o定量下限为 tqs ±ª#

°�
p t ∀

4q3  方法精密度

取空白血浆 o按 /标准曲线 0项下的方法配制低 !中 !高三

个浓度 uqsousqs和 tssqs ±ª# °�
p t的硝苯地平血浆样品 o按

表 1  硝苯地平标准曲线数据 kν � x, cξ ? σl

Τ αβ 1  ≥·¤±§¤µ§ ¦∏µ√¨ ²©±¬©̈ §¬³¬± k̈³̈ ¤® ¤µ̈¤lkν � x, cξ ? σl

浓度 r±ª# °�p t 峰面积 � ≥⁄rh

tqs u xvxq{ ? vvuq{ tvqt

uqs x szwqw ? ywxqy tuqz

xqs tu syvq{ ? {usqu yq{

tsqs uw vt|qw ? t yztqs yq|

usqs xt ww{qw ? u tyvq| wqu

xsqs tvy tuuqw ? w xwvq| vqv

tssqs uyt txxq{ ? t| sv{q{ zqv

/血浆样品处理 0项下操作 o每一浓度连续测定 x次 o以硝苯

地平的峰面积来计算日内精密度 ∀每一浓度在 x §各分别配

制分析一次 o以硝苯地平峰面积来计算日间精密度 o结果见

表 u∀

#ux# ≤ «¬± �� � °ouss{ ƒ ¥̈µ∏¤µ¼o∂ ²̄ qux �²qt               中国现代应用药学杂志 uss{年 u月第 ux卷第 t期



表 2  日内 !日间精密度数据 kν � x, cξ ? σl

Τ αβ 2  • ¬·«¬±2§¤¼ ¤±§ §¤¼2·²2§¤¼ ³µ̈¦¬¶¬²± ²©±¬©̈ §¬³¬± k̈ν �

x, cξ ? σl

浓度

r±ª# °�p t

日内

峰面积 � ≥⁄rh

日间

峰面积 � ≥⁄rh

u x zxxqs ? xywqs |q{ x s{vqs ? xytqt ttqs

us w| x|zqs ? u zssqs xqw wz tuwqs ? u zw|qy xq{

tss uxz vzzqs ? tt {vwqx wqy uxu twzqs ? ts x|zqw wqu

4q4  提取回收率试验

取空白血浆 o按 /标准曲线 0项下的方法配制低 !中 !高三

个浓度 kuqsousqs和 xsqs ±ª# °�
p t

l的硝苯地平血浆样品 o

按 /血浆样品处理 0 项下依法操作 o每一浓度进行 x样本分

析 o计算提取回收率 o结果见表 v∀

表 3  提取回收率数据 kν � x, cξ ? σl

Τ αβ 3  ∞¬·µ¤¦·¬²± µ̈¦²√ µ̈¼ ²©±¬©̈ §¬³¬± k̈ν � x, cξ ? σl

浓度

r±ª# °�p t

测得浓度

r±ª# °�p t
� ≥⁄rh 回收率 rh � ≥⁄rh

u uqs ? squ tsqz tstqs ? tsq{ tsqz

us t|qv ? tqv yqz |yqz ? yqy yq{

xs xsqy ? tq{ vqx tstqu ? vqy vqw

4q5  稳定性试验

取空白血浆 o按 /标准曲线 0项下的方法配制低 !中 !高三

个浓度 kuqsousqs和 xsqs ±ª# °�
p t

l的硝苯地平血浆样品 o

分别在室温放置 uw «o v次 p usε 冷冻解冻循环后和 p usε

存放 z §后 o按 /血浆样品处理 0项下依法操作 o测定硝苯地

平浓度 o计算相对标准偏差 o结果见表 w∀

表 4  血浆样品稳定性试验结果 kν � x, cξ ? σl

Τ αβ 4  ≥·¤¥¬̄¬·¼ ·̈¶·µ̈¶∏̄·¶²©¶¤°³̄¨ ³̄¤¶°¤kν � x, cξ ? σl

浓度

r±ª# °�p t

室温

放置 uw «

r±ª# °�p t

� ≥⁄

rh

v次冷冻 2

解冻循环

r±ª# °�p t

� ≥⁄

rh

p usε

放置 z §

r±ª# °�p t

� ≥⁄

rh

uqs uqv ? squ yqx uqv ? sqv ttqt tq{ ? squ tvqt

usqs t{qs ? sqx uqz uuq{ ? sqx uqt t{qy ? sqy vqu

xsqs xtqw ? vqv yqv w|qx ? uq| xq{ w|q{ ? tqs tq|

4q6  方法应用和质控样品测定

应用本方法成功的对 us名受试者口服硝苯地平制剂

kus °ªl后血浆中的硝苯地平进行了含量测定 ∀在受试者血

浆样品测定期间 o随行测定含硝苯地平浓度为 xqsotsqso

usqs和 xsqs ±ª# °�
p t的对照血浆样品 o结果分别为 kxqt ?

sqwlok|q| ? sqylokusqy ? tqvlokxtqw ? uqvl ±ª# °�
p t

~

� ≥⁄kh l分别为 {qzoyqsoyqxowqx∀受试者口服硝苯地平参

比制剂和试验制剂后药时曲线见图 w∀

图 4 受试者口服硝苯地平参比制剂和试验制剂后药时曲线图

) σ ) 参比制剂 ~) υ ) 试验制剂

Φιγ 4  ° ²̄·²© ≤ ²±¦̈ ±·µ¤·¬²± ∃ «²∏µ²© � ©̈̈ µ̈±¦̈ °µ̈³¤µ¤·¬²±¶

¤±§ × ¶̈·° ³̈¤µ¤·¬²±¶

) σ ) � ©̈̈ µ̈±¦̈ ³µ̈³¤µ¤·¬²±¶~) υ ) × ¶̈·³µ̈³¤µ¤·¬²±¶

5  讨论

硝苯地平对光十分敏感 o样品处理及分析过程中应注意

避光 ∀硝苯地平服用剂量小 o在血浆中浓度较低 o应用液相

紫外检测器分析有一定的难度 o现在一般应用 �≤ 2� ≥或 �≤ 2

� ≥进行分析 o应用气相分析需程序升温 o分析速度较慢 o单

级质谱定量易受杂质干扰 o本实验应用 �≤ 2� ≥ r� ≥方法建立

测定了人血浆中硝苯地平的浓度 o对硝苯地平分子的特征碎

片进行定量 o硝苯地平不必与其他杂质峰完全分离 o方法快

速 !准确 o特异性强 o可用于药动学研究 ∀
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