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［摘　要］目的：探讨液相－质谱法测定人体血浆中苯磺酸氨氯地平含量。方法：采用 Ａｇｉｌｅｎｔ１１００型高效液
相色谱仪与ＢｒｕｋｅｒＥｓｑｕｉｒｅ３０００质谱仪检测人体血浆中的苯磺酸氨氯地平含量，确认标准曲线，分析日内、日间
密度以及回收率。结果：苯磺酸氨氯地平的标准曲线为 ｙ＝０５７９６ｘ～０００９４，日内与日间精密度的 ＲＳＤ％都
在５％以下，回收率在９５０％以上，并且不同试验浓度的不同试剂血药浓度对比差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。
结论：液相－质谱法检测人体血浆中苯磺酸氨氯地平含量具有方便、灵敏、快速等优点。
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　　在当前的药物分析中，高效液相色谱法（ｈｉｇｈ
ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ＨＰＬＣ）是最常
用的手段，具有高效、快速的分析特点，是研究药物

及其代谢物的有效方法［１－２］。但是 ＨＰＬＣ存在定
性功能较弱、专属性较差、灵敏度相对较低和色谱

分离时间较长等缺点。由于血浆样品具有个体间

差异大、药物浓度低、内源性物质干扰多等特点，所

以必须根据待测药物的生物基质、性质和预期的浓

度范围，建立准确、专属、灵敏的生物样品定量分析

方法，为此质谱技术也开始应用于药物的分

析［３－５］。液相色谱和质谱技术的联用，极大地提高

了质谱的选择性，扩大了对于有机分子的适用性，

不需要分析物之间实现完全的色谱分离，具备丰富

的定性定量信息和优异的灵敏度，分析时间大为缩

短［６］。苯磺酸氨氯地平在治疗心血管疾病中临床

给药剂量为５～１０ｍｇ／ｄ，体内药物浓度极低，造成
检测困难，不能满足人体内分析的需要［７－８］。本研

究探讨了液相－质谱法在血浆苯磺酸氨氯地平分
析中的应用，报告如下。

１　资料与方法

１．１　试剂与药品　甲醇（色谱纯）购自默克公司，
甲酸、正己烷、乙酸乙酯、乙醚、氢氧化钠、二氯甲烷

及环己烷（分析纯）购自中国医药集团上海化学试

剂公司化学试剂厂。内标盐酸克伦特罗对照品

（含量＞９９％）由上海市药检所提供；对照制剂：苯

磺酸氨氯地平片，中国药检所提供，纯度为

９９９９％。试验制剂：苯磺酸氨氯地平片，批号
０４１１０１，山西康宝生物制品股份有限公司提供。
１．２　设备及方法　Ａｇｉｌｅｎｔ１１００型高效液相色谱
仪（Ａｇｉｌｅｎｔ，美国），ＡＰＩ３０００液相色谱，质谱 －质谱
联用仪（ＡＢＩ，美国），ＴＧＬ１６Ｇ台式离心机（上海安
亭科学仪器厂），ＫＷ８０Ａ旋涡混合器（上海医科大
学仪器厂），Ａｇｉｌｅｎｔ化学数据处理工作站。色谱条
件：流动相：流动相 Ａ是由２５ｍｍｏｌ／ＬＮａ２ＨＰＯ４水
溶液与甲醇、乙腈以体积比５５∶２２５∶２２５（Ｖ∶Ｖ∶
Ｖ）混合而成；流动相 Ｂ是由甲醇、乙腈、水以体积
比４５∶４５∶１０（Ｖ∶Ｖ∶Ｖ）混合而成。流速：１ｍＬ／ｍｉｎ；
进样浓度０２μｇ／ｍＬ，进样体积２０μＬ；Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ
ＬｕｎａＣ１８反相柱，柱温４０℃，检测波长２３７ｎｍ。梯
度洗脱条件：用１００％的流动相 Ａ洗脱２５ｍｉｎ，流
动相Ａ与Ｂ梯度洗脱２０ｍｉｎ，流动相 Ａ与 Ｂ梯度
洗脱；用 １００％的流动相 Ａ平衡柱子 １０ｍｉｎ。
ＢｒｕｋｅｒＥｓｑｕｉｒｅ３０００质谱仪（ＢｒｕｋｅｒＦｒａｎｚｅｎＡｎａｌｙ
ｔｉｋＧｍｂＨ，德国），实验参数设置：有效时间２００ｍｓ，
离子源温度 ２５０℃，光谱平均值 ８，喷雾电压
±４０ｋＶ，目标离子数 ２００００，扫描时间 ０１５ｓ。
帘气（ＣＵＲ）为８Ｌ／ｍｉｎ，碰撞气（ＣＡＤ）为４Ｌ／ｍｉｎ。
１３　对象选择　本研究选择健康志愿者 ３０名，
心、肺、肝、肾功能均正常，无药物依赖史，不吸烟、

不嗜酒，在试验前２周至整个试验期间禁服任何其
它药物，并签署知情同意书。男１８例，女１２例，平
均年龄（２４１２±２４４）岁，平均身高（１６９６０±
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５５６０）ｃｍ，平均体重（６５８５±５７４）ｋｇ，平均体重
指数（２２６３±４１２）ｋｇ／ｍ２。
１４　给药方案与血样采集　所有受检者给药前
１ｄ晚餐后开始禁食，给药当天８∶００～１０∶００空腹
服用对照制剂或试验制剂 ２片（５ｍｇ／片），用
２５０ｍＬ温开水送服。分别于给药后 １、４、８、２４及
７２ｈ共５个时间点取桡部静脉血（埋置肝素留置
针头），每次取血３ｍＬ，收集于加有肝素的离心管
内，３５００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ后，分离血浆置于
－２０℃冰箱中保存。在给药后受检者正常饮食与
饮水活动。

１５　溶液配制　精密称取苯磺酸氨氯地平对照品
适量（１～１００ｍｇ）置于１００ｍＬ容量瓶中，用甲醇
溶解配制成浓度为１００ｍｇ／Ｌ的氨氯地平对照品储
备溶液，置于４℃冰箱内保存待用。内标溶液（克
伦特罗）配制：称取内标对照品适量，置于１００ｍＬ
容量瓶中，通过甲醇溶解配制成浓度为１ｍｇ／Ｌ的
内标溶液，置于４℃冰箱内保存备用。标准曲线血
样配制：取０５ｍＬ空白健康受试者血浆若干份，加
样苯磺酸氨氯地平标准溶液５０μＬ，得到浓度分别
为０１、０５、１、５和１０μｇ／Ｌ的氨氯地平标准曲线
用血样。精密移取血浆０５ｍＬ，置１５ｍＬ试管内，
精密加入内标 ５０μＬ，振摇均匀，加入 １ｍｏｌ／Ｌ
ＮａＯＨ溶液１００μＬ，再精密加入乙醚５ｍＬ，混匀后
３５００ｒ／ｍｉｎ离心８ｍｉｎ。将乙醚溶液移于离心管
中，４０℃水浴，保持干燥。进样前用１００μＬ甲醇
复溶解，进样５０μＬ作色谱－质谱联用分析。
１６　统计方法　采用 ＳＡＳ９０软件建立数据库并
进行统计分析，血药浓度对比采用ｔ检验，Ｐ＜００５
代表差异有统计学意义。

２　结果

２１　色谱－质谱条件的优化　考察了乙酸乙酯、乙
醚、正己烷、二氯甲烷、环己烷及二种溶剂的混合

液。乙醚对氨氯地平的萃取效率最高（９５０％），
故采用乙醚为萃取溶剂。由于氨氯地平属弱碱性

药物，故选择在 ＥＳＩ电喷雾电离方式下正离子扫
描。

２２　联用效果分析　在选择的色谱－质谱条件下，
药物、内标和内源性杂质均分离完全，内源性杂质

不干扰苯磺酸氨氯地平的测定，见图１。
２３　标准曲线与线性范围　取０５ｍＬ空白血浆
若干份，分别加入苯磺酸氨氯地平对照品溶液，其

图１　色谱－质谱条件下的分离效果
Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅｓｅｐａｒａｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔｕｎｄｅｒｔｈｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎ
ｏｆｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ－ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ

浓度分别为０１、０５、１、５、１０和２０μｇ／Ｌ，以样品峰
面积和内标峰面积的比值（ｙ）为纵坐标，以药物浓
度（ｘ，μｇ／Ｌ）为横坐标进行线性回归，得到 ｙ＝
０５７９６ｘ～０００９４（ｒ＝０９９９６，ｎ＝６），定量限
０１μｇ／Ｌ。配制低、中、高三个浓度（０１、１和
１０μｇ／Ｌ）的质控血样各 ５份，采用同样方法进行
日内与日间色谱－质谱分析，计算精密度。结果见
表１。平均浓度为（２１２±０１０）μｇ／Ｌ，而ＲＳＤ％最
大不超过 ５％，满足要求。加样回收率：配制低、
中、高三个浓度（０１、１和１０μｇ／Ｌ）的标准血样各
５份，于日内进行色谱－质谱分析，将药物峰面积和
内标峰面积的比值代入标准曲线的方程中得到相

对回收率，都在９５０％以上。见表２。

表１　苯磺酸氨氯地平精密度分析
Ｔａｂ．１　Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｎａｍｌｏｏｌｉｐｉｎｅｂｅｓｙｌａｔｅ
样品浓度（μｇ／Ｌ）日内ＲＳＤ％（ｎ＝５）日间ＲＳＤ％（ｎ＝５）

０１ ２３ ３６
１ ３９ ４１
１０ ３９ ４９

表２　苯磺酸氨氯地平回收率分析
Ｔａｂ．２　Ｒｅｃｏｖｅｒｙａｎａｌｙｓｉｓｏｎａｍｌｏｏｌｉｐｉｎｅｂｅｓｙｌａｔｅ

样品浓度（μｇ／Ｌ） 测定的浓度（μｇ／Ｌ） 回收率（％）

０１ ００９±００４ ９６５２±２１２

１ ０９８±０４１ ９５２２±３７４

１０ ９９７±０６７ ９８５０±３６３

２４　血药浓度　３０名受检者服用对照制剂和试
验制剂后的氨氯地平的血药浓度见表３，结果显示
在相同时间两种试剂的血药浓度对比无统计学意

０４２
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义（Ｐ＞００５）。

表３　相同时间点两种试剂的血药浓度（μｇ／Ｌ，ｘ±ｓ）
Ｔａｂ．３　Ｂｌｏｏｄｄｒｕｇｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆ

ｔｗｏｒｅａｇｅｎｔｓａｔｓａｍｅｔｉｍｅ

时间（ｈ）
血药浓度（μｇ／Ｌ）

对照制剂 试验制剂
ｔ Ｐ

１ １２６±０４２ １２１±０５２ ０４２１ ＞００５
４ ５２４±１９６ ５００±２６２ １０１２ ＞００５
８ ３８６±１２８ ３８４±１７７ ０１２８ ＞００５
２４ ２５２±０９６ ２６２±０９８ ０５６３ ＞００５
７２ １４８±０５８ １４２±０４９ ０３２１ ＞００５

３　讨论

药物是用来诊断、预防及治疗疾病的一类特殊

物质，药物杂质是指在药物生产及贮存过程中引进

或产生的有效成分以外的其它化学物质［９］。由于

药物的服用剂量越来越低，因此其在机体内的浓度

也越来越低，药物达峰值时的高浓度以及消除过程

中接近定量限的低浓度的范围广［１０］。高效液相色

谱法是２０世纪迅速发展起来的高效、快速的仪器
分析技术，不过高效液相色谱需要待测药物具有一

定的紫外或荧光吸收，检测时存在一定的局限

性［１１］。因此对于生物样品中微量药物分析，常规

的高效液相色谱法的应用效果比较差。另外，药代

动力学研究中对药物样本量通常较大，需要简便、

快速的分析方法。有高效液相色谱技术与质谱技

术优点的液相－质谱法就迅速成为样品中微量药物
分析的有效工具［１２］。

苯磺酸氨氯地平是一种长效１，４二氢吡啶类
钙离子拮抗剂，能够减少心脏能量消耗和对氧的需

求，降低心脏的后负荷，还可阻滞钙离子跨膜进入

心肌和血管平滑肌细胞，扩张外周小动脉和冠状动

脉，主要用于治疗变异型心绞痛、慢性稳定性心绞

痛和高血压，但临床给药剂量较低［１３－１４］。文献主

要报道了用色谱方法测定氨氯地平的血药浓度，灵

敏度偏低［１５－１６］。

本实验建立并优化了色谱－质谱联用模型，成
功地进行氨氯地平人血浆浓度的测定。在色谱优

化中，流动相中有机溶剂的比例越高，流动相黏度

就越小，而且有机相比例较高，为此选用有机相甲

醇比例为７０％。酸性条件下氨氯地平易成盐不利
于有机溶剂提取，在血浆中加入１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶
液１００μＬ控制提取介质的 ｐＨ值，保证提取效率，

减少了血浆蛋白的干扰。结果显示，苯磺酸氨氯地

平的标准曲线为ｙ＝０５７９６ｘ～０００９４，日内与日
间精密度的 ＲＳＤ％都在 ５％以下，回收率都在
９５０％以上，实验结果表明在同一时间点，两种检
测试剂的血药浓度差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。

液相－质谱法在人体血浆苯磺酸氨氯地平分析
中具有方便、灵敏、快速等优点。

４　参考文献

［１］康自华，阳小成，陈婷．高效液相色谱法在药物分析中
的应用［Ｊ］．广东微量元素科学，２００６（８）：１８－２２．

［２］ＫａｍｅｌＡ，ＰｒａｋａｓｈＣ．Ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａ
ｐｈｙ／ａｔｍｏｓｐｈｅｒｉｃｐｒｅｓｓｕｒｅｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ／ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓｓｐｅｃ
ｔｒｏｍｅｔｒｙ（ＨＰＬＣ／ＡＰＩ／ＭＳ／ＭＳ）ｉｎｄｒｕｇｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ａｎｄ
ｔｏｘｉｃｏｌｏｇｙ［Ｊ］．ＣｕｒｒｅｎｔＤｒｕｇＭｅｔａｂｏｌｉｓｍ，２００６（８）：８３７－
８５２．

［３］ＳｔｏｒｃｈＡ．Ｉｎｔｅｒｍｉｔｔｅｎｔｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓａｐｏｍｏｒｐｈｉｎｅｉｎａｄ
ｖａｎｃｅｄＰａｒｋｉｎｓｏｎｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．Ｐｓｙｃｈｏｐｈａｒｍａｋｏｔｈｅｒａｐｉｅ，
２００５（１）：１７－２２．

［４］ＩｎｇｒａｍＷＭ，ＰｒｉｓｔｏｎＭＪ，ＳｅｗｅｌｌＧＪ．ＩｍｐｒｏｖｅｄａｓｓａｙｆｏｒＲ
（－）ａｐｏｍｏｒｐｈｉｎｅｗｉｔｈａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｔｏｃｌｉｎｉｃａｌｐｈａｒｍａｃｏｋｉ
ｎｅｆｉｃｓｔｕｄｉｅｓｉｎＰａｒｋｉｕｓｏｎｓｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｈｒｏ
ｍａｔｏｇｒａｐｈｙＢ，２００６（１－２）：１－７．

［５］陈赛贞，徐珊珊，陈斌，等．健康志愿者口服氨氯地平片
的药代动力学和生物等效性研究［Ｊ］．中国药业，２００５
（９）：２５．２７．

［６］林黛琴，万承波，邱萍，等．液相色谱－串联质谱法快速
测定食品中 ４种黄色工业染料［Ｊ］．质谱学报，２０１３
（３）：８９－９０．

［７］张琰，杨蕾，刘梅，等．苯磺酸氨氯地平片在健康人体的
药动学及生物等效性评价［Ｊ］．第四军医大学学报，
２００６（２）：１７２－１７５．

［８］ＴｅｌｌｅｚＭＲ，ＫｈａｎＩＡ，ＳｃｂａｎｅｈｅｒｇＢＴ，ｅｔａｌ．ＴｈｅＳｔｅａｍ
ｄｉｓｔｉｌｌａｔｉｏｎｓｏｌｉｄｐｈａｓｅｍｉｃｒｏｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｆｏｒｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆ
Ｅｐｈｅｄｍｓｉｎｉｃａｌｈｅｒｂａｌｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｈｒｏ
ｍａｔｏｇｒａｐｈｙＡ，２００４（１）：５１－５６．

［９］李真，龚培力，曾繁典．药物杂质及其对安全性的影响
［Ｊ］．中国临床药理学杂志，２００１（６）：４５１－４５３．

［１０］郭跃伟．液相色谱／光谱／紫外／质谱及核磁共振联用
技术在中草药有效成分研究中的应用［Ｊ］．天然产物
研究与开发，２００３（５）：４５６－４６１．

［１１］黄雅佩，吴官非，夏，等．高效液相色谱法测定鱼肉
中的碱性橙Ⅱ和碱性嫩黄 Ｏ两种工业染料［Ｊ］．化学
试剂，２０１３（５）：８０－８２．

［１２］ＳｍｙｔｈＷＦ．Ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｒａｙｉｏｎｉｚａｔｉｏｎｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｉｃｂｅ
ｈａｖｉｏｒｏｆｓｅｌｅｃｔｅｄｄｒｕｇｓａｎｄｔｈｅｉｒｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ［Ｊ］．Ａｎａｌｙｔ
ｉｃａＣｈｉｍｉｃａＡｃｔａ，２００３（４９２）：１－１６．（下转第２４４页）

１４２

　２期 孔祥华等　液相－质谱法测定人体血浆中苯磺酸氨氯地平的含量



３　讨论

ＩｇＡ肾病不是一个独立的疾病，而是一组以
ＩｇＡ为主的免疫球蛋白颗粒状弥漫沉积在肾小球
系膜区及毛细血管袢的临床综合征。研究显示持

续性蛋白尿是ＩｇＡ肾病病情进展的主要危险因素，
即使轻度范围内蛋白尿亦和 ＩｇＡ肾病病变程度呈
正相关［１，３］。ＤｏｎａｄｉｏＪＶ等［４］认为尿蛋白 ＞１０ｇ／
２４ｈ是ＩｇＡ肾病进展的独立危险因素，因此，降低
蛋白尿是延缓ｌｇＡ肾病进展的关键。

雷公藤具有多种免疫抑制作用和非特异性抗

炎作用，可减少肾小球疾病的蛋白尿和红细胞尿，

是目前中药治疗肾小球疾病较有效的药物。在本

研究中，对照组治疗６月后２４ｈＴＰ、尿红细胞计数
较治疗前均有明显下降（Ｐ＜００１），Ａｌｂ升高（Ｐ＜
００５）；ＳＣｒ、ＢＵＮ、ＡＬＴ、ＷＢＣ均无明显变化（Ｐ＞
００５）。雷公藤可能通过减轻肾组织中的炎症反
应减少蛋白尿，从而起到保护肾脏的作用［５－６］。但

该药的不良反应很多，最常见的有肝功能损害、骨

髓抑制（白细胞减少或全血细胞减少）、性腺抑制

（女性月经紊乱、闭经、男性精子减少、死精）等［６］，

影响了其在临床上大范围使用。在本研究中，对照

组不良反应出现总频数为３８１％，主要类型与文
献一致［７］。黄葵胶囊主要成分为黄蜀葵花，主要

功效为清热利湿、解毒消肿，主要治疗慢性肾脏疾

病。现代药理研究表明，黄蜀葵花及其提取物通过

抗血小板聚集，抗氧化和消除氧自由基，抗肾小球

免疫炎症反应，清除循环系统免疫复合物等机制降

低蛋白尿［８］。本研究结果显示黄葵胶囊减少蛋白

尿疗效确切，同时具有一定的改善肾功能的作用，

治疗有效率与雷公藤相近。对治疗组与对照组不

良反应分析，治疗组不良反应出现总频数为７／４０
（１７５％），对照组出现总频数为１６／４２（３８１％）。

两组均发现有皮疹、胃脘不适的不良反应。治疗组

皮疹出现频数略高于对照组，而胃脘不适则相反。

除此之外，对照组的不良反应还涉及生殖、造血等

系统和肝功能。

上述结果说明，黄葵胶囊与雷公藤多苷片对于

ＩｇＡ肾病的蛋白尿及镜下血尿均有明显疗效，但前
者较后者不良反应少，值得在临床上推广应用。
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