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30%、40%、50%甲醇)，泼尼松溶解度增大，但迁

移时间随之增加。结果表明，当甲醇比例为 30%

时，盐酸小檗碱与泼尼松达到良好分离。 

3.3.4  工作电压的影响  随着工作电压增大(10，

15，20，25 kV)，迁移时间缩短，但过大电压产生

的焦耳热效应，导致柱效和分离度都降低。结果表

明，当电压为 15 kV 时，分离度良好，迁移时间适

宜，故选用 15 kV 作工作电压。 

3.4  耐用性试验 

电泳条件优化的结果表明, pH值在10~11内，

缓冲溶液中四硼酸钠浓度为20~30 mmol·L-1内，缓

冲溶液中甲醇比例占25%~35%内，工作电压为15 

kV时进行测定，仅仅是迁移时间有变化，测定结

果几乎不受影响，表明该方法有良好的耐用性。 

3.5  泼尼松能够被检测的可能原因 

泼尼松是肾上腺皮质激素类物质，在通常情况

下不电离，无法与电中性物质分离，但在pH=11.0

的条件下，泼尼松的迁移时间明显大于电渗流的迁

移时间，以硫脲为标记物，电渗流的迁移时间为

7.89 min，泼尼松的迁移时间为10.7 min，泼尼松

与电渗流有良好分离。其原因可能是由于在碱性条

件下，泼尼松的21位亚甲基H受C=O和-OH的影响，

容易失去形成阴离子，使其迁移时间增加，能与其

它中性物质分离。 
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HPLC-ESI-MS测定人血浆中多奈哌齐的浓度 
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摘要:目的  建立快速、灵敏的HPLC-MS检测方法测定人血浆中多奈哌齐浓度。方法  以马来酸氯苯那敏为内标，待测

血浆经碱化处理后，经乙酸乙酯进行液-液萃取，采用Shim-pack ODS C18柱(250 mm×2.0 mm，5 m)，以甲醇-0.1%醋酸溶

液(60∶40)为流动相，流速0.2 mL·min-1，柱温35 ℃。采用质谱电喷雾离子源正源(ESI+)将样品离子化，选择性离子监测(SIM)

准分子离子峰。结果  多奈哌齐在0.1~16.0 ng·mL-1内线性关系良好(r=0.999 8)，最低定量限为0.1 ng·mL-1。方法回收率为

92.5%~105.3%，提取回收率均大于75%，批内与批间RSD均小于10%。结论  该方法简单，快速、灵敏度高、专属性强，

适用于人血浆中多奈哌齐浓度的测定及药动学研究。 

关键词：多奈哌齐；HPLC-ESI-MS；血药浓度 
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Determination of Donepezil in Human Plasma by HPLC-ESI-MS 
 
HU Jinfang1,2, CHENG Xiaohua1, XIONG Yuqing2*(1.The First Affiliated Hospital of Nanchang University, Nanchang 

330006, China; 2. Institute of Clinical Pharmacology, Medical College of Nanchang University, Nanchang 330006, China) 
 
ABSTRACT：OBJECTIVE  To establish an HPLC-MS method for the determination of donepezil in human plasma. 

METHODS Alkalized plasma was extracted with ethyl acetate and chlorphenamine maleate was used as internal standard. 
Solutes were separated on a Shim-pack ODS C18 column(250 mm×2.0 mm, 5 µm)with a mobile phase of methanol-0.1%acetate 
buffer (60 40)∶ . The flow rate was 0.2 mL·min-1 and column was used with temperature of 35 .℃  Donepezil and internal 
standard were ionized in the eletrospray ionization (ESI) with positive source of the mass spectrometer and detected in selected 
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ionization monitor (SIM) mode. RESULTS  The calibration curve was linear in the range of 0.1-16.0 ng·mL-1 (r=0.999 8) with 
the lower limit of quantitation, accuracy was within 92.5%-105.3%. The recovery of the extraction was more than 75%, intra- 
and inter-batch precision (RSD) were less than 10%. CONCLUSION  The method is proved to be suitable for 
pharmacokinetics and determination of donepezil in human plasma with simple, quickness, sensitive and specificity. 
KEY WORDS: donepezil; HPLC-ESI-MS; plasma concentration of drug 

 

多奈哌齐(donepezil)为新一代中枢乙酰胆碱酯

酶(AchE)抑制剂，能够增加大脑乙酰胆碱含量，因

其半衰期长，不良反应较小，是目前治疗早、中期

阿尔茨海默症的有效药物[1]。近年来，有关多奈哌

齐血药浓度的方法多为HPLC紫外检测[2-3]，但由于

该药的口服剂量很小，体内血药浓度很低，因此除

对所采用仪器试剂及样品处理等要求较高外，却仍

很难达到 低检测限要求。当前，检测灵敏度较高

的HPLC-MS用于血药浓度较低的含量测定被广泛

采用，本试验在参考有关文献[4-5]的基础上对该方

法学进行改进，建立了一种能快速、灵敏以及专属

性强的人血浆中多奈哌齐HPLC-MS测定法，并成

功应用于其相对生物利用度及药动学的研究。 

1  仪器与试药   

岛津LCMS-2010EV 高效液相色谱-质谱联用仪

(日本岛津公司 )，包括CBM-20A系统控制器，

LC-20AB 双泵，SIL-20A自动进样器，CTO-20A柱

温箱，电磁切换阀，LCMSsolution色谱工作站；

XW-80A旋涡混匀器(上海第二医科大学)；N-EVAP 

112 干浴氮吹仪(美国)；Anke LXJ-Ⅱ大容量多管离

心机(上海安亭)；Sigma 3K30台式超高速冷冻离心机

(德国Sigma公司)。 

多奈哌齐对照品(含量99.2%，批号：060915)，

由广东东阳光药业有限公司提供；内标马来酸氯苯

那敏对照品(含量99. 8%，批号：060418)购自中国

药品生物制品检定所。甲醇(色谱纯)，乙酸乙酯，

Merck公司生产；其余试剂均为市售分析纯。 

2  方法 

2.1  检测条件 

色谱条件：流动相：甲醇 -0.1％醋酸溶液

(60:40)，流速：0.2 mL·min-1，分析柱：Shim-Pack 

ODS C18 (250 mm×2.0 mm，5 m)；柱温：35 ℃。 

质谱条件：选择性离子检测(SIM) ；电喷雾

离子化(ESI)；离子极性：正离子(Positive)；检测

离子选择：多奈哌齐，[M+H]+m/z：380；马来酸

氯苯那敏， [M+H]+m/z： 275；雾化气流速 1.5 

L·min-1；干燥气流量：8.0 L·min-1，检测电压1.65 

kV；曲形脱溶剂装置温度：250 ℃；加热块温度：

200 ℃。 

2.2  血浆样品的处理 

取 1.0 mL 血浆，精密加入 20 L 内标(马来酸

氯苯那敏， 8.0 ng·mL-1)，并加入 500 L 0.1 

mol·mL-1 Na2CO3 溶液以碱化样品，混匀后加 5.0 

mL 乙酸乙酯，振荡 3 min，4 500 r·min-1 离心 5 min，

取上清液 4.0 mL，置 50 ℃干浴锅中氮气挥干，以 

0.1 mL 甲醇溶解残渣，再经 18 000 r·min-1 离心

10 min 后，取 10 L 进样，用峰面积进行定量分析。  

2.3  方法专属性 

在本实验条件下，多奈哌齐及内标有较大的质

谱响应，并与血浆中内源性杂峰有良好的分离度,

干扰样品峰的测定，基线噪音小，多奈哌齐、内标

的保留时间分别约为2.3、2.4 min，见图1。本方法

具有较高的专属性，在此条件下所测得的结果能代

表多奈哌齐浓度。

 
图1  人血浆中多奈哌齐典型色谱图 
A-空白血浆；B-空白血浆加入多奈哌齐及内标；C-健康受试者口服5 mg多奈哌齐4 h后血浆样品；1-多奈哌齐；2-马来酸氯苯那敏(内标) 

Fig 1  Typical chromatograms of donepezil in human plasma 
A-blank plasma；B-blank plasma spiked with donepezil and internal standard；C-plasma sample from a healthy volunteer, 4 h after oral administration of 

5 mg donepezil; 1-donepezil; 2-chlorphenamine maleate(internal standard) 
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2.4  线性范围和定量限   

取空白血浆1.0 mL，加不同量的多奈哌齐对照

品贮备液，使其浓度分别为0.1，0.2，0.5，1.0，2.0，

4.0，8.0，16.0 ng·mL-1，按“2.2”项下操作，记录

样品和内标峰面积，利用样品浓度C对样品与内标

峰面积比R作直线回归，得回归方程R=0.339 7 C + 

0.081 1，r=0.999 8，线性范围0.1～16 ng·mL-1，定

量下限为0.1 ng·mL-1。 

2.5  回收率与精密度试验   

取空白血浆1.0 mL，配制含多奈哌齐浓度分别

为0.2，1.0，4.0 ng·mL-1的血浆样品各5份，按“2.2”

项下处理后进样分析，每日测定5份，连续测定3 d，

以每1天内测得的各浓度计算批内RSD，不同日内

测定的各浓度计算批间RSD，以同样浓度下各样品

与内标峰面积比值除以样品直接进样所得样品峰

面积与内标的比值计算提取回收率。结果见表1。

结果表明批内、批间RSD均<10%，方法学符合测

定要求。 

表  1  回收率与精密度试验结果(n=5)  

Tab 1  Result of recovery and precision experiments (n=5) 
精密度 加入浓度 

/ ng·mL-1 

提取回收率 

/% 

方法回收率 

/% 批内 RSD/% 批间 RSD/%

0.2 76.21 105.28  5.43 6.83 

1.0 83.41 92.50  6.67 9.65 

4.0 79.27 101.33  4.73 5.54 

2.6  介质效应 

分别取多奈哌齐对照品贮备液适量于离心管

中，用甲醇配成浓度为0.2，1.0，4.0 ng·mL-1的溶液

各10份，每份1.0 mL，置50 ℃干浴锅中氮气挥干，

其中5份以甲醇100 μL溶解残渣，吸取10 μL进行分

析，记录样品及内标峰面积As。另外5份以1.0 mL空

白血浆提取后的100 μL甲醇复溶溶液溶解残渣，吸取

10 μL 进行分析，记录样品及内标峰面积的峰面积

Ax。介质效应ME(%)=Ax/As×100%，若ME值大于

85%或小于115%，则表明无介质效应，否则即表明

有介质效应干扰测定。实验结果显示多奈哌齐在0.2，

1.0，4.0 ng·mL-1种浓度水平的ME平均值分别为

(107.8±3.2)%、(101.7±4.2)%、(99.8±2.5)%，内标

ME平均值(106.3±2.7)%。该结果表明采用本实验

建立的血样测定方法，多奈哌齐及内标的测定不受

介质效应干扰。 

2.7  稳定性考察 

精密配制0.2，1.0，4.0 ng·mL-1 3种浓度的对照

品血样，分别进行血浆室温放置6 h、反复冻融3次、

血浆样品处理后自动进样器内放置12 h以及-20 ℃

冷冻保存30 d的稳定性考察，试验结果表明，在上

述处理储存条件下样品稳定性良好。 

2.8  人体内血浆药物浓度 

20名健康男性志愿者口服5 mg盐酸多奈哌齐

片后于服药前和服药后1.0，2.0，3.0，4.0，6.0，

8.0，12.0，24.0，48.0，72.0，96.0，120.0，168，

216.0 h采集上肢静脉血4 mL到抗凝试管中，离心

分离血浆于-20 ℃冷冻保存备用，采用上述方法处

理后测定多奈哌齐平均血药浓度-时间曲线见图2。 

 
图 2  20 名受试者单剂量口服 5 mg 多奈哌齐片后血浆中药物

平均浓度-时间曲线 

Fig 2 Mean plasma concentration-time curve of donepezil 
after a single oral dose of 5 mg donepezil tablets in 20 
volunteers 

3  讨论 

多奈哌齐为非极性化合物，呈弱碱性。因此，

在血浆处理过程中加入Na2CO3进行碱化处理，使

多奈哌齐在碱化后血浆中呈分子状态，从而有利于

有机溶剂的提取，提高其萃取回收率。本试验采用

经典的液-液萃取方法，曾试用乙醚、乙酸乙酯、

正己烷-异丙醇(95∶5)分别对碱化预处理后血浆中

多奈哌齐进行提取。 后发现经乙酸乙酯提取的碱

化预处理后血浆，操作过程标准统一，提取后的样

品纯净，基线噪音低，回收率高，且操作简便快速，

成本较低。 

由于HPLC-MS较容易受介质效应影响，样品处

理时应尽可能净化，故同相关文献所报道的

HPLC-MS相比[4-5]，本试验采用18 000 r·min-1 对复

溶后样品进行离心，同时采用电磁切换阀进行柱后

切换的方法，将不需要的时间段流动相从旁路通过,

直接排入废液池，尽可能减少检测器样品杂质的累

积，从而减少样品杂质对离子源的污染，保持试验

方法的高灵敏性，并定时清洗离子化室，有效减少

介质效应，现有文献未见这方面报道。 

流动相由简单的甲醇-醋酸溶液组成，内标法

测定，减少了试验中的检测误差。整个分析处理过
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程的操作简便快速，成本较低，单份样品分析耗时

很短，且方法学结果表明试验方法精密度和回收率

较高，专属性强，较适用于大批样本量的分析。 
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金钱草颗粒剂质量标准的研究 
 

沈德凤，焦艳(佳木斯大学化学与药学院，黑龙江 佳木斯 154007) 

 
摘要：目的  探讨金钱草颗粒剂的质量标准。方法  采用TLC对金钱草颗粒剂处方中的柴胡、延胡索及大黄进行定性鉴

别；采用HPLC对其主药金钱草中的槲皮素进行定量分析。结果  该方法定性鉴别薄层色谱特征明显，专属性强；样品中

槲皮素在1.896 0~30.336 0 µg·mL-1内线性关系良好(r=0.999 8)，平均回收率为97.73%，RSD=1.34%。结论  用该方法作定

性、定量分析简便、快速、专属性强，可有效控制制剂的质量。 

关键词：金钱草；颗粒剂；薄层色谱法；高效液相色谱法；槲皮素 
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Studies on Quality Standard of Herba Lysimachiae 
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ABSTRACT：OBJECTIVE  Study on quality standards for Herba Lysimachiae granules. METHODS  Chinese thorowax 

root, corydalis and Rhubarb of Herba Lysimachine granules prescription were identified by TLC. The content of quercetin in 

Herba Lysimachine granules was determined by HPLC. RESULTS  The chromatogram for identification by TLC was distinct 

and hightly specific. A good linear relationship was obtained in a range of quercetin concentrations from 1.896 0 µg·mL-1 to 

30.336 0 µg·mL-1(r=0.999 8). The average recovery was 97.73%, RSD was 1.34%. CONCLUSION  The method is simple, 

rapid and specific, and can be used for the quality control of the mixture. 

KEY WORDS: Herba Lysimachiae; granules; TLC; HPLC; quercetin 
 

金钱草颗粒剂由金钱草、柴胡、延胡索、大黄

中药组成。具有疏肝利胆、理气止痛的作用。用于

胆囊炎、胆管炎等疗效显著。为了控制该药物的质

量，采用薄层色谱法对柴胡、延胡索及大黄进行鉴

别[1]；采用HPLC测定方中金钱草的含量，为金钱

草颗粒剂的质量标准提供定性定量的检测方法。 

1  仪器和试药 

FA-2004型电子分析天平(上海恒平科学仪器

有限公司)，Agilent 1100型高效液相色谱系统(美国

安捷伦公司)。 

薄层色谱用硅胶G(青岛海洋化工厂)，所用试剂

均为分析纯。槲皮素对照品(批号：10081-9905，纯

度：97.3%)，山奈素(批号：110861-200405)，柴胡皂

苷a(批号：110777-200303)，柴胡皂苷d(批号：

110778-200301)，延胡索乙素(批号：110726-200409)，

大黄酸(批号：757-9301)，均购于中国药品生物制品

检定所。金钱草颗粒剂为自制。 

2  方法与结果 
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