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An HPLC method for the assay of mosapride 
citrate related substances in the commercial drug 
products was validated in this study. Mosapride citrate 
and the other related substances that may coexist with 
it as impurities or as degradants gave chromatograms 
of well resolved peaks, which indicated the specificity 
of the method. All the statistical values (linearity, 
precision, RSD, recovery) were within the acceptable 
limits. The validated method may be regarded as a 
stability indicating one, which proved to be suitable 
for assessing the stability of mosapride citrate 
capsules. 
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HPLC 测定人血浆中霉酚酸及其代谢物浓度 
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摘要：目的  建立反相高效液相色谱法，同时测定人血浆中霉酚酸(mycophenolic acid, MPA)、酚化葡萄糖醛麦考酚酸

(phenol glucuronide metabolite, MPAG)、酰基化 MPAG(acyl-MPAG, AcMPAG)的浓度。方法  用蛋白沉淀法对样品进行处

理。固定相为 Zorbax Eclipse XDB C18 柱(4.6 mm250 mm，5 m)，流动相：甲醇: 20 mmolL1 NaH2PO4(用 20%磷酸调至

pH 3.0)为 55∶45，流速：1.2 mLmin1，检测波长：304 nm，柱温：45 ℃。结果  MPA、MPAG、AcMPAG 浓度在 0.2~50 

gmL1(r=0.999 7)、2.8~531 gmL1(r=0.999 9)、0.3~24 gmL1( r=0.999 4)内呈良好的线性关系。MPA 及其代谢物的绝

对回收率均大于 80%，MPA、MPAG、AcMPAG 的相对回收率分别为 94.0%~101.4%，98.4%~101.9%和 96.1%~104.2%。

日内及日间 RSD 远低于 15%。结论  采用反相高效液相色谱法测定人血浆中 MPA、MPAG、AcMPAG 的浓度和进行药

物代谢动力学研究，方法灵敏度高、重复性强。 

关键词：霉酚酸；酚化葡萄糖醛麦考酚酸；酰基化 MPAG；反相高效液相色谱法；血浆浓度 
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Determination of Mycophenolic Acid and its Metabolins in Human Plasma by RP-HPLC 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  RP-HPLC method detection for simultaneous determination of Mycophenolic acid (MPA), its phenol 
glucuronide metabolite (MPAG) and acyl-MPAG (AcMPAG) in human plasma was established. METHODS  The plasma samples 

were prepared with protein-precipitating reagent, and the supernatant was eluted on Zorbax column (250 mm4.6 mm, 5 m) with 

20 mmolL1 NaH2PO4 buffer (pH 3.0, adjusted with 20% phosphoric acid) and methanol (45∶55) at 304 nm. The column 

temperature was 45 ℃, and the flow rate was 1.2 mLmin1. RESULTS  The assay was linear within the range of 0.250 gmL1 

for MPA (r=0.999 7), 2.8531 gmL1 for MPAG(r=0.999 9), and 0.324 gmL1 for AcMPAG(r=0.999 4). Mean absolute 
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recovery of MPA and its metabolites was more than 80%. The average recoveries of MPA, MPAG and AcMPAG were 
94%.0–101.4%, 98.4%–101.9% and 96.1%–104.2 %, respectively. The RSD of within-day and between-day were all lower than 
15%. CONCLUSION  The method described is sensitive, reproducible, and will be useful in TDM or pharmacokinetic studies of 
MPA. 
KEY WORDS: mycophenolic acid; phenolic glucuronide of mycophenolic acid; acyl-MPAG; RP-HPLC; plasma concentration 

 

霉酚酸(Mycophenolic acid, MPA)为免疫抑制

剂吗替麦考酚酯在体内的活性代谢物，广泛应用于

器官移植中预防急性排异反应[1]。MPA 在体内代谢

为酚化葡萄糖醛麦考酚酸 (phenol glucuronide 

metabolite, MPAG)，后者为经尿排泄的主要代谢

物 

[2-3]。MPAG 无药理活性，可经肝肠循环重新生

成 MPA[4]。MPA 还可以代谢为酰基化 MPAG 

(acyl-MPAG，AcMPAG)，AcMPAG 与 MPA 的某

些毒副作用有关[5]。MPA 的 AUC 与急性排异反应

有关，可以作为吗替麦考酚酯治疗的重要指标。有

研究表明，MPA 与 MPAG 及 AcMAG 的治疗药物

监测有助于提高疗效并减少不良反应[6]。目前已有

的监测 MPA 及其代谢物的方法主要包括免疫法、

HPLC 及 HPLC-MS[7-10]。本研究建立了一种简单、

快速、经济的 RP-HPLC，同时测定人血浆中 MPA、

MPAG、AcMPAG 浓度。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与试剂 

Angilent 1100 高效液相系统，包括等度泵、二

极管阵列检测器、柱温箱及自动进样器(美国安捷伦

公司)；BS224 精密电子天平(Satorious)；XW-80A

旋涡混合器(上海医科大学仪器厂)；Milli-Q 超纯水

系统(美国 Millipore 公司)；TGL-16C 高速离心机(上

海安亭科学仪器厂)。MPA、MPAG 及 AcMPAG 标

准品(美国罗氏公司，批号：1150383)；卡马西平标

准 品 ( 中 国 药 品 生 物 制 品 检 定 所 ， 批 号 ：

100142-199503)；甲醇、乙腈(TEDIA，HPLC 级)。

其余试剂均为分析纯。 

1.2  色谱条件 

Zorbax Eclipse XDB C18 柱(4.6 mm×250 mm，

5 m)，Angilent 公司。流动相：甲醇-20 mmolL1 

NaH2PO4(用 20%磷酸调至 pH 3.0)=55∶45，流速：

1.2 mLmin1。检测波长为 215，254 及 304 nm。柱

温：45 ℃。 

1.3  样品制备 

1.3.1  储备液的配制  取适量 MPA、MPAG 及

AcMPAG 适量，精密称量。用甲醇溶解并稀释，得

MPA、MPAG、AcMPAG 储备液浓度分别为 2.0，

29.5 及 1.2 mgmL1，密封后40 ℃保存。精密称取

卡马西平 10 mg，用甲醇溶解 10 mgmL1，4 ℃保存。 

1.3.2  工作液配制  用正常人空白血浆，加入一定

量的储备液配成一系列浓度的血浆标准品，其中

MPA 的浓度分别为 0.2，0.5，1.0，2.0，4.0，8.0，

25.0，50.0 gmL1；MPAG 的浓度分别为 2.8，5.6，

11.2，22.4，44.8，88.5，265.5，531.0 gmL1；

AcMPAG 的浓度分别为 0.3，0.6，1.2，2.4，4.8，

9.6，12.0，24.0 gmL1。另外配制浓度不同的质

控样品 (QCs)，其中 MPA 的浓度分别为 0.35，7.00，

30.00 gmL1；MPAG 的浓度分别为 4.20，73.80，

295.00 gmL1，AcMPAG 的浓度分别为 0.48，7.20，

18.00 gmL1。 

1.3.3  血样的预处理  取血浆 100 L，加入 20%磷

酸 5 L，混匀；加入含有卡马西平(4 gmL1)的乙

腈 200 L，振荡 20 s 混匀；16 000 rmin1 离心

10 min，取上清液 30 L 进样。 

2  结果 

2.1  色谱分离 

在“1.2”项色谱条件下，MPA、AcMPAG、

MPAG 及内标能够得到良好的分离。用 6 份不同空

白血浆，按“1.3.3”项下处理后进样，发现与 215

及 254 nm 的色谱图相比，304 nm 时血浆内成分对

MPA 及其代谢物与内标的干扰最小，因此最后选

择 304 nm 作为检测波长，见图 1。 

 
图 1  血浆中 MPA, MPAG, AcMPAG 在不同波长下的色

谱图 
A210 nm; B254 nm; C304 nm; 1MPAG; 2AcMPAG; 3MPA; 4IS 

Fig 1  Chromatographs for MPA, MPAG and AcMPAG in 
plasma sample under different wavelength. 
A210 nm; B254 nm; C304 nm; 1MPAG; 2AcMPAG; 3MPA; 4IS 
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2.2  标准曲线 

连续测定 3 次标准曲线，MPA 在 0.2~50 

gmL1，MPAG 在 2.8~531 gmL1，AcMPAG

在 0.3~24 gmL1 内，线性良好。MPA 标准曲线

为 Y = 0.449 0X+0.007 295 (r=0.999 7)；MPAG 标

准 曲 线 为 Y= 0.101 7X+0.092 63(r=0.999 9) ；

AcMPAG 标准曲线为 Y=0.266 3X0.016 97(r= 

0.999 4)。其中 X 为浓度(gmL1)，Y 为样品峰面

积与内标峰面积比值。 

2.3  回收率 

分别取 3 种浓度质控品血浆若干份，另用水将

MPA 及其代谢物稀释成相应浓度标本，分别按照

“1.3.3”项下操作，进样。以血浆中 MPA、MPAG、

AcMPAG 面积与相应浓度对照品水溶液峰面积之

比求算绝对回收率，用标准曲线测得对照品血浆浓

度与配制浓度的比值计算相对回收率，见表 1。 

2.4  精密度 

取 3 种不同浓度对照品血浆若干份，于同一日内

按“1.3.3”操作平行测定 5 次，根据测定结果计算日

内 RSD，另连续 5 d，1 次·d1，按“1.3.3”操作并进

样测定，根据测定结果计算日间 RSD，见表 1、表 2、

表 3。 

 
表 1  MPA 不同浓度样品的回收率及日内、日间变异系数(n=6) 

Tab 1  The recovery and accuracy of the HPLC assay for the quantification of MPA in human plasma(n=6) 

回收率 日内变异系数 日间变异系数 
样品浓度/gmL1 

回收率/% RSD/% 测得量/gmL1 回收率/% RSD/% 测得量/gmL1 回收率/% RSD/% 

0.35 80.74.9 6.0 0.330.02 94.06.6 7.0 0.350.03 100.08.8 8.8 

7.00 82.64.9 5.9 7.100.35 101.45.0 4.9 7.100.35 101.23.9 3.8 

30.00 80.91.5 1.9 29.261.38 97.54.6 4.7 29.261.38 97.45.0 5.2 

 
表 2  MPAG 不同浓度样品的回收率及日内、日间变异系数(n=6) 

Tab 2  The recovery and accuracy of the HPLC assay for the quantification of MPAG in human plasma(n=6) 

回收率 日内变异系数 日间变异系数 
样品浓度/gmL1 

回收率/% RSD/% 测得量/gmL1 回收率/% RSD/% 测得量/gmL1 回收率/% RSD/% 

4.20       86.41.0 1.2 4.130.20 98.44.7 4.8 4.300.29 102.306.7 6.5 

73.80       83.60.7 0.9 75.103.81 101.85.2 5.1 71.403.06 96.804.1 4.3 

295.00       86.82.1 2.4 300.7013.5 101.94.6 4.5 299.7017.0 101.655.8 5.7 

 
表 3  AcMPAG 不同浓度样品的回收率及日内、日间变异系数(n=6) 

Tab 3  The recovery and accuracy of the HPLC assay for the quantification of AcMPAG in human plasma(n=6) 

回收率 日内变异系数 日间变异系数 
样品浓度/gmL1 

回收率/% RSD/% 测得量/gmL1 回收率/% RSD/% 测得量/gmL1 回收率/% RSD/% 

0.48 85.58.3 9.7 0.500.04 104.28.1 7.8 0.520.06 107.912.4 11.4 

7.20 86.21.9 2.2 6.920.27 96.13.8 4.0 6.820.20 94.82.8 2.9 

18.00 86.91.9 2.2 17.350.93 96.45.2 5.4 18.000.93 99.85.2 5.2 

 

2.5  检测限和定量限 

检出限根据信噪比 3/1 确定， 定量限用标准曲

线最低点。MPA、MPAG、AcMPAG 检测限分别

为 0.1，0.5，0.1 gmL1，取 MPA、MPAG、AcMPAG

含量分别为 0.2，2.8，0.3 gmL1的标准品 6 份，

按“1.3.3”项下操作，进样，将峰面积与 IS 比值

代入标准曲线计算，得 3 种成分定量限分别为 0.2，

2.8，0.3 gmL1。 

2.6  稳定性试验 

取 3 种浓度质控样品各 3 份，在室温放置 24 h

后按“1.3.3”操作。另取每种浓度血浆样品各 9 份，

置于35 ℃冰箱中冷冻后，取出放于室温下自然融

化，其中每种浓度各 3 份按“1.3.3”操作测定，其

余重新置于35 ℃下保存，这样重复进行 3 次，评

价冻融稳定性。另将样品若干份35 ℃保存 1 个月，

按“1.3.3”操作测定，评价长期稳定性。取样品若

干份按“1.3.3”操作，取出上清液放入自动进样器

放置 24 h，进样测定。见表 4、表 5、表 6。 

2.7  方法应用 

9 位肾移植患者，移植术后接受标准三联免疫

抑制治疗(包括吗替麦考酚酯 MMF、环孢素 A 和激

素)，其中 MMF 剂量为 1 g，每天 2 次。1 周后， 
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表 4  血浆中 MPA 的稳定性(n=6) 

Tab 4  The stability of MPA in human plasma(n=6) 
放置 24 h 样品 放置 1 月样品 冻融样品 处理后样品 

样品浓度/gmL1 
测得量/gmL1 RSD/% 测得量/gmL1 RSD/% 测得量/gmL1 RSD/% 测得量/gmL1 RSD/% 

0.35 0.370.02 5.40 0.380.03 6.58 0.340.02 5.88 0.330.02 6.06 

7.00 6.720.16 2.38 7.220.46 6.37 7.320.12 1.64 7.210.35 4.85 

30.00 30.830.24 0.78 31.831.24 3.90 29.570.59 2.00 30.902.47 7.99 

表 5  血浆中 MPAG 的稳定性(n=6) 

Tab 5  The stability of MPAG in human plasma(n=6) 
放置 24 h 样品 放置 1 月样品 冻融样品 处理后样品 

样品浓度/gmL1 
测得量/gmL1 RSD/% 测得量/gmL1 RSD/% 测得量/gmL1 RSD/% 测得量/gmL1 RSD/% 

4.20 4.290.41 9.56 4.160.38 9.13 4.360.39 8.94 4.100.28 6.83 

73.80 68.703.41 4.96 72.704.22 5.80 75.803.55 4.68 75.004.93 6.57 

295.00 318.906.94 2.18 302.604.55 1.50 305.206.44 2.11 315.5023.84 7.56 

表 6  血浆中 AcMPAG 的稳定性(n=6) 

Tab 6  The stability of AcMPAG in human plasma(n=6) 
放置 24 h 样品 放置 1 月样品 冻融样品 处理后样品 

样品浓度/gmL1 
测得量/gmL1 RSD/% 测得量/gmL1 RSD/% 测得量/gmL1 RSD/% 测得量/gmL1 RSD/% 

0.48 0.510.04 7.92 0.430.04 8.14 0.480.03 6.18 0.480.05 11.30 

7.20 6.570.29 4.41 6.270.35 5.58 7.590.12 1.58 7.190.33 4.59 

18.00 19.070.65 3.41 18.570.76 4.09 18.290.22 1.20 18.670.92 4.93 

 

采集服药前及服药后 0.5，1，1.5，2，4，6，8，10，

12 h 血标本。采用建立的方法测定血浆中 MPA、

MPAG、AcMPAG 浓度。药时曲线见图 2。 

 
图 2  9 位肾移植患者 MPA、MPAG、AcMPAG 药-时曲线 

Fig 2  Concentration-time curve of MPA and its metabolites 
MPAG, AcMPAG in 9 patients after renal transplant 

3  讨论 

MPA 检测最主要的方法为 HPLC，包括采用

UV 检测器和荧光检测器，方法均能满足 MPA 血

药浓度监测和药动学研究的要求。近年基于免疫原

理的方法也开始应用，如均相酶免疫技术(enzyme 

multiplied immunoassay technology，EMIT)，EMIT

有商品化的试剂盒，方便快捷，适宜于 MPA 常规

监测。但 EMIT 仅能检测 MPA 原形药物，而且存

在着免疫测定法的共同缺点：特异性不高，易受结

构相似物质包括代谢物的干扰。因此，HPLC 仍是

目前应用最为广泛的方法，尤其是在测定 MPA 及

其代谢物时。已有不同研究分析 MPA 及代谢物，

包括 HPLC-UV，HPLC/MS/MS。其中 LC/MS/MS

灵敏度更高，但由于价格过于昂贵，目前国内多数

单位无法配备。笔者根据已有条件，采用了等度洗

脱的 HPLC-UV 法同时分析 MPA、MPAG 及

AcMPAG。方法简便经济、分析迅速准确，能够满

足 MPA 及其代谢物的监测及药动学研究。 

MPA及其代谢物 MPAG 和 AcMPAG 的 UV光

谱显示其存在 3 个吸收峰，分别位于 215，254 及

304 nm。MPA 及其在 304 nm 处吸收比 215 nm 处

小 8.3，21.8 和 9.4 倍，比 254 nm 处分别小 2.0，5.0

和 2.7 倍，在 215 nm 和 254 nm 时灵敏度更高。但

在 215 和 254 nm 时，血浆内源物质以及同时服用

药物的干扰也更加明显，影响了 MPA 及其代谢物

的测定。同时，304 nm 时灵敏度也能满足 TDM 和

相关药动学研究的需要，因此笔者选用的检测波长

为 304 nm。 

目前用于 MPA 及其代谢物浓度测定的样品处

理主要有固相萃取(SPE)、液-液萃取(LLE)以及蛋白

沉淀。根据已有的研究，采用 SPE 和 LLE 方法，

血浆中杂质对测定干扰更小。但这 2 种方法的操作

步骤都较为繁琐，此外，SPE 法需要昂贵的固相萃

取小柱，而 LLE 法需要使用大量的有机溶剂，对环
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境有污染且有一定危险性。这 2 种方法都不适于临

床常规检测使用。蛋白沉淀法的灵敏度和分离效果

可能不如 SPE 和 LLE 法，但这种方法更加简便经

济。本研究中根据文献，试验了不同量的甲醇、乙

腈、高氯酸作为沉淀剂，最后确定采用 2 倍体积的

乙腈，在灵敏度、重复性等方面都达到了要求。 

血浆样品的稳定性对MPA及其代谢物的TDM

非常关键。Shipkova 等[7]发现，AcMPAG 在生理的

pH 条件下储存在 4 ℃时很快会水解。而当血样酸

化为 pH 2.5，并存放于20 ℃时，样品保持稳定。

在研究中将样品室温放置 24 h，AcMPAG 及 MPA

的回收率分别为 60.4%和 120.4%，说明部分

AcMPAG 水解为 MPA。因此，在样品采集后要迅

速分离血浆并存放入低温冰箱中。另外，在进行样

品操作时需在样品中加入 5 L 磷酸，提高样品的

稳定性。处理后的样品在室温放置 24 h 后浓度未有

明显改变。 
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HPLC 测定不同产地枫树叶中没食子酸的含量 
 

陈梅荣，王晖，袁海铭(江西省药物研究所，南昌 330029) 

 
摘要：目的  建立高效液相色谱法测定不同产地枫树叶中没食子酸的含量。方法  色谱柱为 Alltima C18(4.6 mm×250 mm，

5 µm)；流动相为乙腈-0.05%磷酸溶液(4∶96)；流速为 1.0 mL·min1；检测波长为 270 nm；柱温为 30 ℃。结果  没食子

酸进样浓度在 0.019 08～0.229 0 mg·mL1(r=0.999 6)内与峰面积呈良好的线性关系，平均回收率为 101.52%，RSD 为

1.40%(n=6)。结论  该方法简便、准确、重复性好，可用于枫树叶的质量控制。 

关键词：高效液相色谱法；枫树叶；没食子酸 
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Determination of Gallic Acid in Leaf of Liquidambar taiwaniana Hance in Different Areas by HPLC 
 
CHEN Meirong, WANG Hui, YUAN Haiming(Jiangxi Province Institute of Materia Medica, Nanchang 330029, China) 
 
ABSTRACT：OBJECTIVE  To establish the method of determination of gallic acid in Leaf of Liquidambar taiwaniana Hance in 

different areas. METHODS  The chromatographic conditions included Alltima C18 column(4.6 mm×250 mm, 5 μm) and the 
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