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LC-ESI-MS/MS 快速测定人血浆中匹伐他汀浓度 
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摘要：目的  建立一种快速灵敏测定人体血浆中匹伐他汀浓度的高效液相色谱串联质谱检测方法。方法  以 Agilent C18

柱(4.6 mm×150 mm，3.5 μm)为色谱柱，流动相为甲醇-0.005 mol·L1 甲酸铵水溶液-乙腈-1%甲酸水溶液(7.5∶2.5∶70∶20)；

流速：0.5 mL·min1，柱温：40 ℃。采用选择反应监测(SRM)对匹伐他汀(m/z 422.2→290.2)和内标瑞舒伐他汀(m/z 482.2

→258.2)进行测定。结果  匹伐他汀高(80 μg·L1)、中(50 μg·L1)、低(0.25 μg·L1)3 个浓度的平均回收率 RSD 均小于 15%；

线性范围为：0.1~100 μg·L1，回归方程为 Y=1.222 6X1.056 1×104，r=0.996 0。结论  该方法灵敏、准确、简单、快速，

可用于匹伐他汀临床血药浓度监测和药动学研究。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To set up a rapid and sensitive LC-ESI-MS/MS method for the determination of pitavastatin in 
plasma. METHODS  Pitavastatin was extracted with ethyl acetate-dichloromethane. The residues were analyzed with a 

LC-MS/MS system (Agilent Eclipse Plus C18 column, 4.6 mm×150 mm, 3.5 µm) with the mobile phase of methanol-0.005 mol·L1 

ammonium formate aqueous solution-acetonitrile-1% formic acid(7.5∶2.5∶70∶20), with a flow rate of 0.5 mL·min1, temperature: 

40 ℃. Selected reaction monitoring (SRM) using the precursor to production combinations of m/z 422.2→290.2 and m/z 

482.2→258.2 was performed to detect pitavastatin and the internal standard, respectively. RESULTS  The RSDs of average 

recovery of different concentration of pitavastatin(80, 50, 0.25 μg·L1) were less than 15%. The calibration curves for pitavastatin 

had good linearity over the range of 0.1100 μg·L1, r=0.996 0. CONCLUSION  The method provides a sensitive, accurate, 
precise and reliable analytical procedure for clinical monitoring of pitavastatin plasma and its phamacokinetic studies. 
KEY WORDS: pitavastatin; plasma concentration; LC-ESI-MS/MS 
 

匹伐他汀(pitavastatin)是新一代 HMG-CoA 还

原酶抑制剂，通过抑制 HMG-CoA 还原酶的水解，

阻止胆固醇的合成，临床用于治疗高脂血症和冠心

病[1]。匹伐他汀能显著降低低密度脂蛋白胆固醇

(LDL-C)、甘油三脂(TG)及升高高密度脂蛋白胆固

醇(HDL-C)，药动学性质优良，具有肝细胞选择性，

且用量少，作用强，安全性好[2]。其检测方法文献

报道采用高效液相色谱法 - 荧光检测法 [3] 和

LC-MS/MS 检测法[4-5]。为便于进行血药浓度监测

和药动学研究，本试验参照文献[4-5]建立了以瑞舒

伐他汀为内标的测定人血浆中匹伐他汀浓度的

LC-ESI-MS/MS。 

1  仪器与试药 

1.1  仪器 

Agilent 1200 高效液相色谱仪(美国 Agilent 公

司)，包括 G1379B 自动脱气机，G1310A 自动调配

四元泵，G1329A 自动进样器，G1316A 可调柱温

箱；Agilent 6410 triple quad LC/MS；XW-80A 型旋

涡混合器(原上海医科大学仪器厂)；BP110S 型电子

分析天平(德国 Sartorius)；MIKRO12-24 型高速离

心机 (德国 Hettich)； 22 型真空干燥箱 (德国

MMM-GROUP)。 

1.2  试药   

匹伐他汀钙对照品(海南双成药业有限公司，批

号：090101，含量：99.8%)；瑞舒伐他汀钙对照品

(阿斯利康制药有限公司，批号：FY803，含量
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99.5%)；甲醇和乙腈(色谱纯，Sigma 公司)；水为

重蒸去离子水；醋酸乙酯和二氯甲烷(分析纯，广州

化学试剂厂)。 

1.3  对照品和内标溶液的配制   

分别精确称取匹伐他汀钙、瑞舒伐他汀钙对照

品(内标)11.8 mg 和 11.3 mg(分别含匹伐他汀、瑞舒

伐他汀各 10 mg)，分别置于 10 mL 量瓶中，用流动

相溶解定容至刻度，即配制成浓度为 1 g·L1 的贮备

液，贮存于 4 ℃冰箱避光保存备用。试验前按试验

所需稀释成相应浓度的标准工作液。另稀释配置浓

度为 800 μg·L1 的内标瑞舒伐他汀流动相溶液。 

2  方法与结果 

2.1  色谱条件  

色谱柱：Agilent ZORBAX Eclipse plus-C18(4.6 

mm×150 mm，3.5 μm)；流动相：甲醇-0.005 mol·L1

甲酸铵水溶液-乙腈-1%甲酸水溶液＝(7.5∶2.5∶

70∶20)；流速：0.5 mL·min1；柱温：40 ℃。质谱

条件：电喷雾电离源(ESI)，正离子化，扫描方式为

选择性离子监测，瑞舒伐他汀 m/z 482.2→258.2，

匹伐他汀 m/z 422.2→290.2，毛细管电压 4 000 V，

喷雾气压力 50 psi，干燥气流速 10 L·min1，干燥气

温度 350 ℃，四级杆捕捉时间 0.2 s。瑞舒伐他汀

碰撞能量 35 单位，裂解电压 120 V；匹伐他汀碰撞

能量 20 单位，裂解电压 125 V。进样量为 25 µL。 

2.2  样品处理  

取含药血浆 0.5 mL 置 10 mL 的带塞磨口锥形

玻璃离心管中，加入 800 µg·L1 的瑞舒伐他汀流动

相溶液 50 µL，快速振荡 3 s，再加醋酸乙酯：二氯

甲烷(4∶1)3 mL 密塞，旋涡振荡 1 min，3 000 

r·min1，离心 10 min，吸取有机层置 3 mL 的带塞

磨口锥形玻璃离心管内，42 ℃真空干燥至干。进样

前加入流动相混合溶液 200 µL，快速振荡 15 s 使残

渣溶解，3 500 r·min1，离心 10 min，吸取上清液

25 µL 进样。 

2.3  方法专属性  

分别取 6名受试者的空白血浆 1.0 mL置 10 mL

的带塞锥形玻璃离心管中，除不加内标外，按“2.2”

项下方法处理，进样 25 µL；将一定浓度的标准溶

液(0.1 µg·L1)和内标溶液(40 µg·L1)加入空白血浆

中，同法操作，匹伐他汀、瑞舒伐他汀的出峰时间

分别约为 4.0 min 和 3.4 min；取健康受试者给药后

收集的血浆样品，同法操作。结果表明，空白血浆

中内源性物质不干扰匹伐他汀及内标瑞舒伐他汀

的测定，见图 1。 
 

 
图 1  LC-MS/MS 测定血浆中匹伐他汀的典型色谱图 
A空白血浆；B空白血浆＋匹伐他汀(0.1 µg·L1)＋瑞舒伐他汀(40 µg·L1)；C一受试者服药 48 h 后采血时间点血药浓度 

Fig 1  LC-MS/MS chromatogram of pitavastatin 
Ablank plasma; Bblank plasma of pitavastatin(0.1 µg·L1)and rosuvastain(40 µg·L1); Cplasma sample collected from subject 48 h after a oral single dose 
of pitavastatin calcium tablet 

2.4  介质效应考察  

取 20 管空白血浆各 1 mL 平分为 4 组，每组 5

管，除不加标准系列溶液和内标外，按“2.3”处理

后，于上清液中分别加入低(5 µg·L1)、中(1 000 

µg·L1)、高浓度(1 600 µg·L1)的匹伐他汀和内标瑞

舒伐他汀(800 µg·L1)各 50 µL，42 ℃真空干燥至

干。进样前加入流动相混合溶液 200 µL，快速振荡

15 s 使残渣溶解，3 500 r·min1，离心 10 min，吸取

上清液 5 µL 进样。以此种处理方法测得的匹伐他

汀和内标峰面积与空白试管中加入 0.5 mL 水后再

加入相应浓度的匹伐他汀和内标测得的峰面积的

比值计算百分比。结果低 (0.25 µg·L1)、中 (50 

µg·L1)、高浓度(80 µg·L1)的匹伐他汀和内标瑞舒

伐他汀 (40 µg·L1) 的介质影响百分比分别为
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83.60%，84.21%，83.45%，82.12%，血浆介质对低、

中、高 3 种浓度药物的测定影响程度没有统计学差

异，可认为对定量检测无影响。 

2.5  标准曲线的制备 

  取空白血浆 1 mL，分别加入浓度为 0，2，5，

10，20，100，200，1 000 和 2 000 µg·L1 的匹伐他

汀对照品溶液 50 μL，振荡 3 s，使血浆药物浓度分

别相当于 0，0.1，0.25，0.5，1，5，10，50，100 µg·L1，

按“2.2”项下方法处理。经 LC-MS/MS 分析，以

匹伐他汀峰面积与内标峰面积之比(Y)为纵坐标，以

血浆匹伐他汀浓度与内标浓度之比(X)为横坐标，权

重系数为 1/x2，血浆中匹伐他汀浓度在 0.1~100 

µg·L1 内呈良好的线性关系，典型代表方程为：

Y=1.222 6X1.056 1×104，r=0.996 0。 

2.6  回收率及精密度试验  

按“2.5”项下方法分别配制低(0.25 µg·L1)、

中(50 µg·L1)和高浓度(80 µg·L1)的匹伐他汀血浆

溶液各 15 份，分为 3 批，每批 5 份，并于每批的

标准曲线同时进行，按照“2.2”项下方法处理后取

25 μL 进样，计算质控样品的测得浓度，与配制浓

度对照，求得本法的准确度和精密度。同法以空白

血浆，除不加标准系列溶液和内标外，按“2.5”项

下方法处理后，再加入相应浓度的匹伐他汀和瑞舒

伐他汀，取 5 µL 上清液进样，以每一浓度 2 种处

理方法的峰面积比值计算提取回收率。结果匹伐他

汀低(0.25 µg·L1)、中(50 µg·L1)和高浓度(80 µg·L1)

和内标的提取回收率分别为 70.59%，66.93%，

65.72%，69.93%。精密度和提取回收率见表 1。 

表 1  回收率与日内、日间精密度( sx  ) 

Tab 1  Recovery rate and and between-day precision( sx  ) 

日内精密度(n=5) 日间精密度(n=3) 
加入浓度/μg·L1 

实测浓度/μg·L1 RSD/% 实测浓度/μg·L1 RSD/%
方法回收率(n=5)/% RSD/% 提取回收率(n=3)/% RSD/% 

0.25 0.25± 0.03 11.17 0.25± 0.02 9.18 98.87 7.98 70.59 11.51 

50 49.51±2.68 5.42 49.22±2.63 5.34 99.02 3.15 66.93 4.27 

80 78.25±2.24 3.95 78.65±3.01 3.82 97.81 2.58 65.72 10.64 

 

2.7  血浆样品的稳定性试验  

按“2.5”项下方法分别配制低(0.25 µg·L1)、

中(50 µg·L1)和高浓度(80 µg·L1)的质控血浆样品，

每个浓度 18 份样品分析，分为 3 组。分别考察了

样品经室温避光放置 1 h 和 24 h，冻融 1 次和 3 次，

20 ℃冻存 1 d 和 14 d 的稳定性。3 种条件下中、

高 2 个浓度样品检测结果的 RSD 均小于 15%，3

种条件下低浓度样品检测结果的 RSD 均小于 20%。 

2.8  质控样品的监控   

按“2.5”项下方法分别配制低(0.25 µg·L1)、

中(50 µg·L1)和高浓度(80 µg·L1)的匹伐他汀血浆

样品置20 ℃冻存备用，此即为血浆质控样品。检

测每批血浆样品前需做随行标准曲线，并随行检测

质控样品低、中、高 3 个浓度，每个浓度至少双样

本，并应均匀分布在未知样品测试顺序中；结果质

控样品检测结果其 RSD 在 15%(低浓度在 20%)内，

可认为仪器检测正常。 

2.9  临床应用  

10 名健康志愿者，男女各半，年龄为 20~25

岁，身高 165~179 cm，体重 55~68 kg，单次空腹口

服 1 mg 匹伐他汀钙片后 0~48 h 平均药时曲线见图

2。主要药动学参数如下：Tmax 为(0.78±0.18)h，Cmax

为(30.89±11.05)µg·L1，T1/2(9.80±3.33)h，AUC(0-48)

为 (90.51±31.10)µg·L1，AUC(0- ∞ )为 (93.72±32.72) 

µg·L1。 

 
图 2  10 名健康志愿者单剂量口服匹伐他汀钙片 1 mg 后

的平均药时曲线(n=10， sx  ) 

Fig 2  Mean plasma concentration-time of pitavastatin 
calcium tables after a single oral dose of 1 mg in 10 

voluneers(n=10， sx  ) 

3  讨论 

笔者试用正离子模式对匹伐他汀分别进行 ESI

离子扫描和碎片离子扫描，选择 m/z 422.2→290.2

为检测离子对，再对干燥气流速、干燥气温度、雾
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化气压力、毛细管电压，以及四级杆停留时间、裂

解电压和裂解能量等质谱条件进行优化，同样做法

优化内标瑞舒伐他汀的质谱条件。与 HPLC 相比，

本试验所建立的 LC-MS/MS 显示了较强的抗干扰

优势，由于采用了 SRM 扫描方法，血浆中的其他

杂质均不干扰待测物的测定。 

笔者在文献[4]流动相的基础上添加甲醇和甲

酸铵，通过比较甲醇浓度以及在流动相中的比例，

以甲醇-0.005 mol·L1 甲酸铵甲酸铵水溶液-乙腈- 

1%甲酸水溶液＝(7.5∶2.5∶70∶20)为流动相色谱

峰形较好，加入甲酸的目的是提高待测物的灵敏

度，检测限低，最低检测限为 0.1 µg·L1，低于文

献[4]报道的 0.23 µg·L1。 

笔者先使用乙腈蛋白沉淀法[5]，发现介质效应

很大，杂质干扰药物的检测，灵敏度达不到试验要

求，故改用液液萃取法。通过对乙醚、醋酸乙酯、

二氯甲烷、正己烷、乙酯乙酯-二氯甲烷混合提取剂

比较发现，采用醋酸乙酯-二氯甲烷(4∶1)混合溶剂

提取回收率最高。经过对替米沙坦、地西泮、瑞舒

伐他汀等药物的比较发现，瑞舒伐他汀与匹伐他汀

的提取条件相似，且出峰时间相近，内源性物质不

干扰，故选择瑞舒伐他汀为内标物。 

匹伐他汀在人体中血药浓度较低，仪器条件要

求高，本实验采用 LC-ESI-MS/MS 检测，方法灵敏

且样品处理相对简单，将该法应用于临床血药浓度

的测定，能够满足实验条件，可应用于临床血药浓

度监测和药动学研究。 
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魟鱼肝脏鱼油的提纯及 EPA 和 DHA 的检测 
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摘要：目的  魟研究从 鱼肝脏中提取、精炼、纯化鱼油的方法，并测定其 EPA 和 DHA 含量。方法  采用正己烷超声提

取，磷酸脱胶，氢氧化钠脱酸，活性碳脱色，旋转蒸发脱臭和脱腥，盐析法提取总脂肪酸，尿素乙醇包合获得高纯度的

不饱和脂肪酸，然后用 HPLC 测定 EPA 和 DHA 含量。结果  精炼后的鱼油为浅黄色澄清透明，有略淡的鱼腥味，其各

项指标均达到了 SC/T3502-2000 标准的一级要求；纯化后的鱼油质量为肝脏质量的 16.1%，其中 EPA 和 DHA 的含量分

别为 19.54%和 57.62%。结论  魟鱼肝脏中提取、精炼、纯化鱼油的方法可行，检测方法可靠。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To establish the method of extraction, refinement and purification for fish oil from ray fish liver, 
and to develop a analytical method for the determination of the content of EPA and DHA. METHODS  Highly purfied 
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