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种因素的作用下，颗粒慢慢聚集变大，因此在 24 h

后显微镜下可见大量细小黄色药物颗粒，并开始

沉降吸附在肝癌细胞表面，48 h 后这一现象更为

明显，然后在细胞吞噬作用下大量摄取药物颗粒，

并在细胞内相关酶系统作用下瞬间释放出大量游

离姜黄素，而表现出强烈的细胞杀伤效应，或许

这一观点可以解释衍生物 Cur-OA2上述作用现象。 
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溴吡斯的明血药浓度的 HPLC-MS/MS 测定及其在人体的药动学研究 
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摘要：目的  建立 HPLC-MS/MS 测定人血浆中溴吡斯的明的药物浓度，并研究溴吡斯的明片在健康人体内的药动学。方

法  采用 HPLC-MS/MS 检测法，用乙腈沉淀蛋白法处理血浆样本。采用 Shimadzu Shim-Pack VP-ODS 色谱柱(150 mm×2.0 

mm，5 μm)；流动相为甲醇-水(含 5 mmol·L1 醋酸铵和 0.1%甲酸)，梯度洗脱；流速：0.2 mL·min1；采用三重四级杆质

谱仪，电喷雾离子源，正离子模式，选择性离子检测，溴吡斯的明和内标新斯的明的检测离子分别为 m/z 181.1→72.2，

m/z 223.1→208.1。20 名健康受试者口服溴吡斯的明片 60 mg 后，在不同时间点采集血浆样品，采用建立的 HPLC-MS/MS

条件测定溴吡斯的明血药浓度，计算药动学参数。结果  溴吡斯的明血药浓度在 0.5~100 ng·min1 内样品峰面积比与浓度

线性关系良好(r=0.996 9)，绝对回收率，日内、日间精密度，冷冻、冻融、室温稳定性均符合生物样品分析要求。20 名
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健康受试者口服溴吡斯的明片 60 mg 后的主要药动学参数如下：Cmax 为(43.26±10.33)ng·mL1；Tmax 为(1.77±0.48)h；t1/2

为(5.11±0.96)h；AUC0-t 为(204.8±64.93)ng·h·mL1；AUC0-为(212.42±68.31)ng·h·mL1。结论  该方法简单、准确、灵敏，

适用于溴吡斯的明血药浓度测定和药动学研究。 
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Pharmacokinetics of Pyridostigmine Bromide Tablets in Healthy Volunteers Using HPLC-MS/MS 
Method 
 
ZHANG Zhaowei, ZHOU Hongyun*(Jinhua Central Hospital, Jinhua 321000, China) 

 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To establish an HPLC-MS/MS method for determination of the concentration of pyridostigmine 
bromide in human plasma and to study its application on pharmacokinetic. METHODS  A liquid chromatography-tandem mass 
spectrometry method was developed and validated for the determination and pharmacokinetic study of pyridostigmine bromide in 
human plasma using neostigmine methylsulfate as internal standard (IS). The chromatographic separation was performed on a 
SHIMADZU VP-ODS(150 mm×2.0 mm, 5 μm) analytical column using a mobile phase consisting of methanol and water 

containing 5 mmol·L1 ammonium acetate and 0.1% formic acid with gradient elution at a flow rate of 0.2 mL·min1. The 
detection was carried out on a triple quadrupole tandem mass spectrometer by selective reaction monitoring (SRM) via 
electrospray ionization interface with positive mode, monitoring the transition of the molecular ions m/z 181.1→72.2 for PB and 
233.1→208.1 for IS. RESULTS  Validation of the method demonstrated that the linear calibration curves covered the range of 

0.5100 ng·mL1, and the correlation coefficient was 0.996 9. The method was proved to be sensitive, specific, precise, accurate, 
and robust, revealing that it was appropriate for determination of pyridostigmine bromide in human plasma and successfully 
applied to the pharmacokinetics study after an oral administration of 60 mg pyridostigmine bromide tablets to twenty Chinese 

healthy volunteers. The mean of Cmax and Tmax were (43.26±10.33)ng·mL1 and (1.77±0.48)h, respectively. Plasma concentration 

declined with a t1/2 of (5.11±0.96)h. AUC0−24 and AUC0−∞ values obtained were (204.8±64.93)ng·h·mL1 and (212.42± 

68.31)ng·h·mL1, respectively. CONCLUSION  This paper describes a sensitive, specific and robust HPLC-MS/MS method for 
the determination of pyridostigmine bromide in human plasma. The method offeres a simple, economic, rapid and efficient 
extraction procedure, which is successfully applied to pharmacokinetic studies. The pharmacokinetic parameters in this paper can 
provide a theoretical basis for clinical medication. 
KEY WORDS: pyridostigmine bromide; HPLC-MS/MS; pharmacokinetics; plasma concentration 

 

溴吡斯的明(pyridostigmine bromide)，化学名

为溴化-3-二甲氨基甲酰氧基-1-甲基吡啶，为可逆

性胆碱酯酶抑制剂(AchE)，能够可逆性地与胆碱酯

酶结合，使胆碱能神经末梢释放的乙酰胆碱破坏

减少，突触间隙中乙酰胆碱积聚，出现毒覃碱样(M)

和烟碱样(N)胆碱受体兴奋作用。此外，对运动终

板上的烟碱样胆碱受体(N2 受体)有直接兴奋作用，

并能促进运动神经末梢释放乙酰胆碱，从而提高

胃肠道、支气管平滑肌和全身骨骼肌的肌张力[1-3]。

溴吡斯的明是可逆性胆碱酯酶抑制剂的一种离子

化的、亲水性的氨基甲酸酯类衍生物，其化学结

构中含有一个带正电荷的“季铵盐”基团，阻碍

其透过血脑屏障，从而限制了它在中枢神经系统

的作用[4]。目前广泛应用于治疗重症肌无力，手术

后功能性胀气及尿潴留等，与新斯的明相似，作

用稍弱，但维持时间较持久，不良反应少。此外，

溴吡斯的明还可用于治疗有机磷中毒、肥胖、脊

髓灰质炎、痴呆和癫痫等。 

国外有文献报道其临床疗效与血药浓度密

切相关[5]。其血药浓度测定方法主要有放射免疫

法、气相色谱法、离子对色谱法、高效液相色谱

法等[6-13]，但存在样品处理复杂，分析时间久，灵

敏度不够高等缺点。与已有文献相比，本实验采

用 LC-MS/MS 测定人血浆中溴吡斯的明浓度，样

品处理简单，专属性更强，灵敏度更高，分析时

间短，并用于研究溴吡斯的明片在人体内的药动

学特征，为临床用药合理用药提供依据。 

1  材料与方法 

1.1  药品与试剂    

溴吡斯的明片(上海三维制药有限公司，批

号：200909C21，规格：60 mg·片1)；溴吡斯

的明对照品(中国药品生物制品检定所，批号：

101201-200503，含量：99.4%)；内标甲硫酸新

斯的明(中国药品生物制品检定所，批号：100550- 
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200401，含量：99.9%)。甲醇、乙腈均为色谱

纯(美国 Tedia 公司)；甲酸和醋酸铵均为分析纯

(国药集团化学试剂有限公司)；去离子水来自纯

水机(美国 Thermo 公司)。  

1.2  仪器    

TSQ QUANTUM ACCESS 三重四极杆串联

质谱仪，配备电喷雾离子源 (ESI)源及  Xcalibur 

2.0.7 数据处理系统 (美国  Thermo Scientific 公

司)；岛津 LC-20AD 液相泵，岛津 CBM-20A 系统

控制器，岛津 CTO-20A 柱温箱，SIL-20AC 自动

进样器(日本岛津公司)；BS124S 电子天平(赛多利

斯公司)；XW-80C 旋涡混合器(上海医大仪器厂)；

1612-1 高速离心机(上海手术器械厂)。 

1.3  色谱及质谱条件  

1.3.1  色谱条件   色谱柱：Shimadzu Shim-pack 

VP-ODS(2.0 mm×150 mm，5 μm)；柱温：40 ℃；

流动相：A 为甲醇，B 为水相(含 5 mmol·L1 醋酸

铵和 0.1%甲酸)，进行梯度洗脱，梯度如下：0~1.0 

min，B85%；1.0~1.5 min，B35%；1.5~4 min，B35%；

4.0~4.5 min，B85%；4.5~5.0 min，B85%；5.5 min；

流速：0.2 mL·min1；进样量：5 µL。 

1.3.2  质谱条件  采用电喷雾离子源正离子模式，

选择性离子检测(SRM)，喷雾电压为 3.5 kV；加热

毛细管温度为 350 ℃；鞘气(N2)压力为 40 Arb；辅

助气(N2)压力为 5 Arb；碰撞气(Ar)压力为 1.5 

mTorr；用于定量分析中的离子反应：溴吡斯的明

(m/z 181.1→m/z 72.2)，碰撞电压 20 eV；内标甲硫

酸新斯的明 (m/z 223.1→m/z 208.1)，碰撞电压

19 eV。 

1.4  对照品和内标储备液的配制 

1.4.1  溴吡斯的明对照溶液制备  精密称取溴吡

斯的明对照品 50.04 mg 于 50 mL 量瓶中，用甲醇

溶解并定容，摇匀，得到浓度为 1 mg·mL1 的溴吡

斯的明标准储备液，于 4 ℃冰箱中存放备用。 

1.4.2  甲硫酸新斯的明(内标)对照溶液配制  精

密称取甲硫酸新斯的明对照品 24.94 mg 于 25 mL 

量瓶中，用甲醇溶解并定容，配成浓度为 1 mg·mL1

的甲硫酸新斯的明储备液，于 4 ℃冰箱中存放备用。 

1.5  血浆样品处理与测定 

精密移取酸化的人血浆样品 250 μL(受试者血

浆样品 200 μL+10%的乙酸 50 μL)至 1.5 mL 塑料

离心管，精密加入 20 µL 内标甲硫酸新斯的明溶液

(40 ng·mL1)，混匀后加入乙腈 600 µL，涡旋振荡

30 s，12 000 r·min1 离心 10 min，取上清液 5 µL，

进行 LC-MS/MS 分析测定。 

1.6  标准曲线及质控样品的制备 

精密量取溴吡斯的明储备液，用甲醇稀释成

浓度为 5，10，20，50，100，200，500，1 000 ng·mL1 

的对照品溶液。取 1.5 mL 塑料离心管 9 个，分别

精密加入 20 μL 不同浓度的溴吡斯的明标准品溶

液，置 40 ℃恒温水浴挥干，再加入健康人空白血

浆 200 μL，使溴吡斯的明浓度分别为 0.5，1.0，2.0，

5.0，10.0，20.0，50.0，100.0 ng·mL1，然后再加

入 10%的乙酸 50 μL 酸化血浆样品，待处理测定。

同法配制 1，10，50 ng·mL1 的血浆样品，作为低、

中、高浓度的质控样品，然后再加入 10%的乙酸

50 μL 酸化血浆样品，待处理测定。 

1.7  试验方案  

20 名中国健康男性志愿者，均无烟酒嗜好，

无药物过敏史、药物依赖史及慢性病史，2 周内未

服用任何其他药物，体质量(64.9±6.8)kg，身高

(172.9±5.6)cm，年龄(24±2)岁，经体检合格后参

加试验，并签署知情同意书。本试验方案经医学

伦理委员会审批通过。受试者在试验前 2 周及试

验期间未服用其他任何药物，试验期间统一饮食。

受试者服药前一天禁食过夜，试验开始当天早晨

空腹口服溴吡斯的明片 60 mg，于服药前和服药后

0.5，0.75，1.0，1.5，2.0，2.5，3.0，4.0，6.0，8.0，

12.0，16.0，24.0 h 由肘静脉取血样 3 mL，置肝

素化离心试管中混匀，4 000 r·min-1 离心 5 min，

取上层血浆 200 μL，加入 10%的乙酸 50 μL 酸化

血浆，于20 ℃冷冻保存待测。 

1.8  数据处理  

采用 DAS 2.0 软件处理血药浓度-时间数据，

利用统计矩法得到相应的药动学参数。其中峰浓

度(Cmax)、达峰时间(Tmax)为实测值，曲线下面积

(AUC)用梯形法计算得到。 

2  结果 

2.1  专属性试验   

在色谱质谱条件下测得空白血浆、空白血浆

加对照品及内标和受试者给药后血浆色谱图见图

1。结果显示，溴吡斯的明和内标的峰形良好，且

无内源性杂质干扰。
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图 1  人血浆中的溴吡斯的明和内标的 LC-MS/MS 色谱图 
A空白血浆；B空白血浆+内标；C血浆样品 

Fig 1  Representative SRM chromatograms of pyridostigmine bromide and IS in human plasma 
Ablank plasma; Bblank plasma spiked with pyridostigmine bromide and IS; Chealthy volunteer plasma sample 

2.2  标准曲线和最低定量限   

以溴吡斯的明峰面积(As)和内标峰面积(Ai)的

比值(As/Ai)对溴吡斯的明血药浓度(C)进行权重回

归，得回归方程：As/Ai=0.032 537 5+0.071 554C，

r=0.996 9，权重系数为 1/C2。结果表明，溴吡斯

的明血药浓度在 0.5~100 ng·mL1 内线性关系良好，

最低定量限为 0.5 ng·mL1(RSD=8.46%，n=6)。 

2.3  精密度试验   

按“1.6”项下方法制备 200 μL 的低、中、高

3 个浓度的血浆样品(分别为 1，10，50 ng·mL1)，

然后加入 10%的乙酸 50 μL 酸化血浆，按“1.5”

项下方法处理测定。每个浓度配制 5 个平行样本，

进行日内精密度和连续 3 d 的日间精密度考察，分

别计算日内及日间精密度的 RSD。结果显示，人

血浆中溴吡斯的明的测定方法具有良好的精密

度，见表 1。 

表 1  人血浆中溴吡斯的明测定方法的准确度(n=5) 

Tab 1  Accuracy and precision for pyridostigmine bromide 
in human plasma samples(n=5) 

浓度/ 
ng·mL1 

日内 
精密度/% 

RSD/ 
% 

日间 
精密度/% 

RSD/ 
% 

 1  98.0 5.52  97.0 7.24 

10  98.9 3.18  98.7 3.24 

50 101.0 1.68 100.7 2.87 

2.4  提取回收率   

取人空白血浆 200 μL，按“1.6”项下方法制

备低、中、高 3 个浓度(分别为 1，5，50 ng·mL1)，

然后加入 10%的乙酸 50 μL 酸化血浆，按“1.5”

项下处理测定；另取人空白血浆 200 μL 至 1.5 

mL 塑料离心管中，然后加入 10%的乙酸 50 μL 酸

化血浆，混匀后加入乙腈 600 µL，涡旋振荡 30 s，

12 000 r·min1 离心 10 min，取尽上清液至 1.5 mL 

塑料离心管中，然后加入溴吡斯的明和内标，混

匀，12 000 r·min1 离心 10 min，取上清液进样测

定。每个浓度配制 5 个平行样本，分别进样测定，

以 2 种方法所获同浓度样液的峰面积比值计算提

取回收率。结果测得，血浆中低、中、高 3 个质

量浓度的溴吡斯的明的提取回收率分别为(97.1±

3.8)%、(99.3±1.2)%和(99.7±1.1)%，内标的提取

回收率为(95.3±3.7)%。 

2.5  稳定性考察   

按“1.6”项下方法制备 200 μL 的低、中、高

3 个浓度的血浆样品(分别为 1，10，50 ng·mL1)，

然后加入 10%的乙酸 50 μL 酸化血浆，分别进行

室温稳定性试验、处理后稳定性试验、冷冻稳定

性试验和冻融稳定性试验，然后按“1.5”项下处

理测定。 

低、中、高 3 个浓度的血浆样品在室温下放置

6 h 回收率分别为(98.01±8.37)%、(94.4±4.84)%和

(94.31±4.20)%；在20 ℃/室温反复冻融 3 次，回

收率分别为 (106.0±6.00)%、 (98.70±3.20)%和

(99.82±2.30)%；在20 ℃冷冻 20 d，回收率分别

为 (104.2 ± 4.86)% 、 (99.48 ± 2.32)% 和 (102.1 ±

4.59)%；样品处理后在 4 ℃进样器中放置 24 h，回

收率分别为 (96.00±5.16)%、 (97.20±3.97)%和
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(92.08±3.40)%。结果表明溴吡斯的明在上述条件

下稳定性均良好。 

2.6  基质效应   

取人空白血浆 200 μL，按“1.6”项下方法制

备低、中、高 3 个浓度(分别为 1，5，50 ng·mL1)，

然后加入 10%的乙酸 50 μL 酸化血浆，按“1.5”

项下方法处理测定，即得到基质样品数据。取超

纯水 200 μL，按“1.6”项下方法制备低、中、高

3 个浓度(分别为 1，5，50 ng·mL1)，然后加入 10%

的乙酸 50 μL 酸化样本，按“1.5”项下方法处理

测定，即得到对照样品数据。以上 2 种样液每个

浓度平行 5 份，分别进样测定，以不同浓度的 2

种样液的峰面积比值计算基质效应。结果血浆中

低、中、高 3 个浓度的溴吡斯的明的基质效应分别

为(99.5±6.7)%、(98.4±2.7)%和(102.1±2.0)%，内

标的基质效应为(102.9±3.4)%。结果表明，本方

法的基质效应可忽略不计。 

2.7  血药浓度-时间曲线 

20 例受试者单剂口服溴吡斯的明片后的平均

血药浓度-时间曲线见图 2。 

 
图 2  溴吡斯的明的平均血药浓度-时间曲线(n=20, sx  ) 

Fig 2  Average concentration-time curves after oral adminis- 
tration of 60 mg pyridostigmine bromide tablets in 20 healthy 
volunteers(n=20, sx  ) 

2.8  药动学参数   

由测得的血药浓度数据，利用 DAS2.0 软件计

算药动学参数。溴吡斯的明在健康人体的药动学

参数如下：Cmax 为(43.26±10.33)ng·mL1，Tmax 为

(1.77±0.48)h，AUC0-t 为(204.8±64.93)ng·h·mL1，

AUC0-∞为(212.42±68.31)ng·h·mL1，t1/2 为(5.11±

0.96)h。 

3  讨论 

本实验建立了一种灵敏、准确的 HPLC- 

MS/MS 测定血浆中溴吡斯的明中的浓度，并且利

用该方法研究溴吡斯的明片在人体的药动学。利

用串联质谱的高灵敏性和高选择性，在样品处理

过程中采用直接乙腈沉淀法[14]，可以达到简单、

方便和快捷的目的，能够满足大批量血浆样品的

测定。在稳定性考察中，笔者发现溴吡斯的明在

血浆中不稳定，而加入乙酸酸化血浆之后溴吡斯

的明能够保持稳定，因此，在采集受试者的血浆

之后，迅速加入乙酸溶液进行酸化，来稳定血浆

样品。本方法操作简便、重复性好，灵敏度和专

属性高。基质效应，回收率，日内、日间精密度

和准确度都满足生物样品分析要求，适用于体内

溴吡斯的明血药浓度的测定，可为今后临床患者

血药浓度检测和药动学研究提供方法学依据。 

利用本法测定了 20 例健康志愿者单剂量口服

溴吡斯的明片 60 mg 后血浆药物浓度，并对其药

动学参数进行计算。结果表明，溴吡斯的明片在

健康人体内吸收迅速，个别受试者的 AUC 个体差

异较大，故临床应用溴吡斯的明时剂量应个体化。 
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氢化黄原素的质量标准研究 
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摘要：目的  建立氢化黄原素质量标准。方法  采用高效液相色谱法(HPLC)测定纯度，采用薄层色谱法(TLC)进行鉴别；

并对干燥失重和灼烧残渣进行限度控制。结果  氢化黄原素的 TLC 斑点清晰，专属性强；HPLC 主峰与相邻杂质分离度

>1.5，主峰的重现性、日内精密度分别为 0.72%，1.04%；干燥失重不超过 3%，灼烧残渣不超过 0.5%。结论  所建立的

方法专属性好，操作方便，重现性好，结果可靠，可用于氢化黄原素的质量控制。 

关键词：氢化黄原素；质量标准；纯度测定；鉴别方法 
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Study on Quality Standard for Xanthane Hydride 

 
ZHANG Jinzhong, ZHONG Jie*, ZHU Deling, LI Baoshan, SHI Mingzhu, JIN Yan, YIN Aijun 
(Hangzhoutianlong Pharmaceutinal Co. Ltd., Hangzhou 310021, China) 

 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To establish the quality standards for xanthane hydride. METHODS  The xanthane hydride was 
identified by thin layer chromatography(TLC), and its purity was determined by HPLC. RESULTS  The TLC spots were clear 
and specific. The HPLC method results showed that, the degree of the separation between xanthane hydride and the next impurity 
was >1.5. The precision and repeatability were 0.72% and 1.04%, respectively. The loss on drying was less than 3% and the 
residue on ignition was lower than 0.5%. CONCLUSION  A quick, easy and accurate method was established and used in the 
process of oligonucleotides synthesis.   
KEY WORDS: xanthane hydride; quality standards; purity determination; identification 

 

氢化黄原素，别名 3-氨基-1,2,4-二噻唑-5-硫

酮，分子式 C2H2N2S3，黄色晶体，常用于有机合

成，是硫代反义寡核苷酸固相合成的硫代步骤中

常用的硫代试剂之一。硫代反义寡核苷酸是用硫

原子将反义寡核苷酸磷酸骨架上的非成键氧原子

取代而形成的一类反义寡核苷酸类似物，由于寡

核苷酸硫代修饰以后，克服了反义寡核苷酸在血

清中被酶降解的特性[1]，因此在治疗癌症以及抑制

基因的表达方面有着重要的作用[2-4]。在硫代寡核

苷酸的固相合成中，一旦载体上的寡核苷酸与亚

磷酰胺核苷偶联以后，就需要对新偶联上的核苷

酸硫代氧化，硫代反应的收率影响硫代反义寡核

苷酸的产品纯度，硫代的不完全会引入氧代的杂

质，因此硫代试剂的质量对硫代反义寡核苷酸的

合成以及终产品的含量有着重要的影响。 

目前，氢化黄原素的质量标准未见有报道，

而且国标和中国药典均未收载其质量标准。作为

一个重要的寡核苷酸合成原料，本实验室对氢化

黄原素的质量标准进行了研究。 

1  主要仪器和试剂 

Varian Inova 600 超导高分辨核磁共振波谱仪

(美国 VARIAN)；Waters 2695 高效液相色谱仪带

Waters-2490 二极管阵列检测器(美国 Waters 公

司)；Ultimate-3000 高效液相色谱仪带 Ultimate- 
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