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摘 要 目的：建立测定人血浆中地高辛浓度的方法，用于临床地高辛血药浓度监测。方法：血样以乙醚-二氯甲烷（3∶2）处理后，

采用液-质联用（LC-MS/MS）法进样测定，色谱柱为 Ultimate XB-C18，流动相为5 mmol/L乙酸铵（0.1％甲酸）水溶液-乙腈（梯度洗

脱），流速为0.3 ml/min，内标为尼菲卡兰。结果：地高辛血药浓度在0.1～10 µg/L范围内线性关系良好，最低定量限为0.1 µg/L；日

内、日间相对标准偏差（RSD）＜15％；提取回收率为75.2％～82.5％。结论：本文所建立的方法操作简单、灵敏、快速，适用于地高

辛临床常规血药浓度的监测。

关键词 地高辛；液-质联用法；血药浓度；药动学

Determination of Digoxin Concentration in Human Plasma by LC-MS/MS
ZHANG Meng-meng，TANG Yun-biao，SUI Yin，YAN Ming，CUI Hong-xia，SHI Guo-bing（Dept. of Pharmacy，
General Hospital of Shenyang Military Command，Shenyang 110016，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a method for the determination of digoxin concentration in human plasma，and to moni-

tor the plasma concentration of digoxin in the clinic. METHODS：After treated with aether-dichloromethane（3 ∶2），blood sample

was determined by LC-MS/MS. The separation was achieved on Ultimate XB-C18 column with mobile phase consisted of 5 mmol/L

ammonium acetate（0.1％ formic acid）-acetonitrile（gradient elution）at the flow rate of 0.3 ml/min. Nifekalant was used as inter-

nal standard. RESULTS：The linear ranges of digoxin were 0.1-10 µg/L，and the lowest limit of quantification was 0.1 µg/L. The

intra-day and inter-day RSDs were less than 15％，respectively. The extraction recoveries were 75.2％-82.5％ . CONCLUSIONS：

The method is simple，sensitive，rapid and suitable for plasma concentration monitoring of digoxin.

KEY WORDS Digoxin；LC-MS/MS；Plasma concentration；Pharmacokinetics
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目前治疗心力衰竭的药物种类较多，但传统洋地黄类药

物至今在临床上仍广泛应用，其中，地高辛是临床上治疗充血

性心力衰竭的经典药物。该药价廉，且作用持久，不容易产生

耐药现象，广泛用于治疗各种急、慢性心功能不全及室上性心

动过速、心房颤动和心房扑动等疾病[1]。但其作用机制复杂，

治疗指数低，有效治疗范围窄，药动学和药效学个体差异大，

故在临床治疗过程中，需及时监测地高辛的血药浓度，为制订

个体化给药方案提供参考。目前常用于地高辛血药浓度监测

的分析方法主要有免疫测定法[2]、高效液相色谱法[3]和液-质联

用（LC-MS/MS）法[4-5]。为保证地高辛的临床用药安全，提高合

理用药水平，本试验建立了LC-MS/MS法测定血浆中地高辛

的浓度，旨在为临床进行血药浓度监测研究提供一种处理简

单、操作快速、灵敏而准确的测定方法。

1 材料
1.1 仪器

AB 3200 QTrap质谱仪，配备电喷雾离子源（ESI）（AB Sci-

ex 质谱系统公司）；岛津UFLC-20 A系统，包括LC-20AD二元

泵、SIL-20A 进样器、CTO-20A 柱温箱、CBM-20A 控制器、

DGU-20A3在线脱气（日本岛津公司）；TGL-16G 高速离心机

（上海安亭科学仪器厂）；岛津AUW1200电子分析天平（日本

岛津公司）；Heto 3410 Ultra Freeze 超低温－70 ℃冰箱（丹麦

Heto公司）；IKA Vortex Genius 3振荡器（广州仪科实验室技术

有限公司）；Finnpipette系列取液器（美国Thermo Finnpipette公

司）。

1.2 药品与试剂

地高辛对照品（中国食品药品检定研究院，批号：

100015-200308，含量：99.1％）；盐酸尼菲卡兰对照品（内标，山

东鲁抗辰欣药业有限公司，批号：060801，含量：100.2％，水分：

0.08％）。乙腈为色谱纯；甲酸、乙酸铵均为分析纯；水为纯净

水。空白血浆由辽宁省血液中心提供。
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2 方法与结果
2.1 色谱条件

色谱柱：Ultimate XB-C18（100 mm×2.1 mm，3 μm）；流速：

0.3 ml/min；柱温：40 ℃；进样量：20 μl；流动相：5 mmol/L乙酸

铵（0.1％甲酸）溶液（A）-乙腈（B），梯度洗脱程序见表1。

表1 流动相梯度洗脱程序

Tab 1 Gradient elution process for mobile phase

t，min

0.01

1.00

1.50

3.00

3.50

4.50

A，％
80

65

35

35

80

停止

B，％
20

35

65

65

20

停止

2.2 质谱条件

离子源：电喷雾电离源（ESI）；离子检测方式：多离子反应

监测（MRM）；离子极性：正离子；气帘气：30 psi；碰撞气

（CAD）：Low；离子源喷射电压（IS）：5 500 eV；源温度：350 ℃；

源内气体 1（Gas1，N2）：45 psi；气体 2（Gas2，N2）：40 psi。用于

定量的离子对分别为地高辛m/z：798.4/97.2，碰撞能：25 eV；内

标尼菲卡兰m/z：406.3/251.3，碰撞能：25 eV；扫描时间：0.2 s。

二级质谱图见图1。

2.3 溶液的配制

2.3.1 地高辛标准溶液：准确称取地高辛对照品0.010 09 g，置

于10 ml棕色量瓶中，用水溶解并稀释至刻度，得到1 000 mg/L

的地高辛储备液。分别精密量取一定体积的储备液，用甲醇-

水（50∶50，V/V）依次稀释成质量浓度为0.5、1、2.5、5、15、50 µg/

L的系列标准溶液备用；再用同样方法将储备液稀释成质量浓

度为 1、5、40 µg/L的溶液，分别作为低、中、高 3个质控浓度的

标准溶液备用。

2.3.2 内标溶液：准确称取的盐酸尼菲卡兰对照品 0.010 98 g

（含尼菲卡兰0.010 07 g）置于10 ml棕色量瓶中，用甲醇溶解并

稀释至刻度，得到1 000 mg/L的尼菲卡兰储备液。量取一定体

积的尼菲卡兰储备液，用甲醇-水（50∶50，V/V）稀释为 30 µg/L

的溶液作为内标溶液备用。

2.4 血浆样品处理

取人血浆 300 μl，精密加入内标（30 µg/L尼菲卡兰）溶液

20 μl，涡旋30 s，加入乙醚-二氯甲烷（3∶2，V/V）900 μl，振荡涡旋

30 s，16 000 r/min 离心5 min，取上清吹干，用5 mmol/L 乙酸铵

（0.1％甲酸）溶液100 μl复溶。取20 μl 进样分析。

2.5 方法学验证

2.5.1 专属性：分别取自 6份不同健康人体的空白血浆、加入

标准溶液和内标溶液的空白血浆、受试者给药后的血浆 300

μl，每个样品中分别加入甲醇-水（50∶50，V/V）80 μl混匀，其余

按“2.4 ”项下自“加入乙醚-二氯甲烷（3∶2，V/V）900 μl”起操作，

得到色谱图。结果血浆中内源性物质不干扰待测物和内标的

测定，专属性良好。典型色谱图见图2。

2.5.2 标准曲线的制备：向1.5 ml 离心管中加入300 μl空白血
浆，加入地高辛系列标准溶液60 μl，依次配制成相当于地高辛
质量浓度为 0.1、0.2、0.5、1、3、10 µg/L 的血浆样品，其余按

“2.4”项下自“精密加入内标（30 µg/L尼菲卡兰）溶液 20 μl”起
操作，并以上述色谱和质谱条件进行测定，建立地高辛的标准
曲线，记录色谱。以待测物地高辛浓度（X）为横坐标，待测物
地高辛色谱峰面积（As）与内标尼菲卡兰色谱峰面积（Ai）的比
值（Y）为纵坐标，用加权（W＝1/x2）最小二乘法进行线性回归
运算，得典型的回归方程为 Y＝0.074 7 X + 0.023 9（r＝0.994

8），结果表明，地高辛血药浓度在 0.1～10 µg/L范围内线性关
系良好。

2.5.3 最低检测限：按“2.5.2”项下标准曲线制备方法制备质
量浓度为0.1 µg/L血浆样品6份，分别进样分析。标准曲线上
最低质量浓度点（0.1 µg/L），其信噪比为8，平行测定6份，准确
度在真实浓度的80％～120％范围内，相对标准偏差（RSD）为
12.3％。其灵敏度可以满足临床地高辛治疗浓度监测的需求。

2.5.4 方法的精密度和准确度：按“2.5.2”项下制备质量浓度
为0.2、1、8 µg/L的质量控制（QC）样品，每一浓度进行6样本分
析，连续测定 3 d，根据当日的标准曲线，计算QC样品的测得
浓度。根据 QC 样品结果计算本法的精密度和准确度，见表
2。结果，日内、日间RSD均＜15％，准确度均在 85％～115％
范围内，表明血浆样品分析方法的精密度和准确度良好。

2.5.5 回收率与基质效应考察：按“2.5.2”项下制备质量浓度为
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图2 典型色谱图
A. 空白血浆；B. 空白血浆+1 mg/L地高辛（相当于血浆中浓度 0.2 µg/

L）+ 30 µg/L内标；C.口服地高辛片 0.125 mg/d，给药7 d达到稳态血药

浓度后，下一次给药前的血浆样品

Fig 2 Typical chromatograms
A. blank plasma；B. blank plasma+1 mg/L digoxin（equal to plasma con-

centration of 0.2 µg/L）+30 µg/L internal standard；C. plasma sample af-

ter oral administration of digoxin 0.125 mg/d on the seventh day
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图1 地高辛的与内标的[M+H]+的二级质谱图
Fig 1 MS2 spectra of [M + H] + for digoxin and its internal

standard
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0.2、1、8 µg/L的QC样品，每一浓度进行6样本分析，得到地高辛

和内标尼菲卡兰的峰面积值（ADGX）和（ANIL）。另取空白血浆300

μl，乙醚-二氯甲烷（3∶2）900 μl，振荡涡旋30 s，16 000 r/min离心

5 min，上清液转移至10 ml试管中，分别精密加入地高辛质量浓

度为1、5、40 µg/L的对照溶液60 μl和内标（30 µg/L尼菲卡兰溶

液）20 μl，每一浓度6样本分析，涡旋30 s，吹干，用5 mmol /L乙

酸铵（0.1％甲酸）水溶液100 μl复溶；取20 μl进样分析，得到地

高辛和内标尼菲卡兰的峰面积值BDGX和BNIL。同时精密量取质

量浓度为1、5、40 µg/L的地高辛QC溶液60 μl，加入水300 μl，

每一浓度进行6样本分析，其余按“2.4”项下自“精密加入内标

（30 µg/L尼菲卡兰溶液）20 μl”起依法操作，以20 μl进样分析，

得到地高辛和内标尼菲卡兰的峰面积值CDGX和CNIL。按公式：

提取回收率（％）=A/B×100％计算，地高辛的提取回收率为

75.2％～82.5％，内标尼菲卡兰的平均提取回收率为 66.2％。

按公式：基质效应（％）＝B/C×100％计算，地高辛的基质效应范

围为85.1％～89.5％，内标尼菲卡兰的平均基质效应为91.6％。

2.6 血药浓度测定

200名老年患者（年龄≥60岁）口服地高辛片 0.125 mg/d

或0.25 mg/d，血药浓度达稳态后，于服药后第7天，服药后的4

h取静脉血 1 ml，全血经 3 000 g离心 10 min，取血浆备用。按

照“2.4”项下方法处理样品，用LC-MS/MS测定地高辛血药浓

度，结果见表3。

表3 地高辛血药浓度监测结果（n＝200）

Tab 3 Results of plasma concentration monitoring of digox-

in（n＝200）

药品剂量，mg/d
0.25

0.125

年龄，岁
60～70
＞70～80
＞80

60～70
＞70～80
＞80

检测例次
43
31
11
64
34
17

血药浓度，µg/L
1.29±0.73
1.45±0.71
1.65±0.72
1.24±0.62
1.31±0.50
1.55±0.66

血药浓度在治疗浓度（0.5～2.0 µg/L）内的共 141例次，占

70.5％，其中在0.50～0.79 µg/L的有18例次（9.0％），在0.80～

2.00 µg/L的有 123例次（61.5％）；低于治疗浓度范围下限（＜

0.5 µg/L）的共 16例次（8.0％），高于治疗浓度范围上限（＞2.0

µg/L）的共41例次（20.5％），其中在2.01～3.00 µg/L的有32例

次（16.0％），在3.01～4.00 µg/L的有9例次（4.5％）。

3 讨论
3.1 质谱条件的选择

地高辛的分子质量为797，选定的正离子扫描条件下，m/z＝

798为地高辛的母离子[M+H]+的响应值比负离子扫描方式的

响应值大，所以选择正离子模式扫描在MRM模式。地高辛和
尼菲卡兰的m/z分别为798.4/97.2、406.3/251.3。

3.2 血浆样品处理方法的选择

采用简单的甲醇或乙腈的沉淀蛋白方法，效果不理想，响
应值过低，无法达到最低的检测限（0.1 µg/L）。笔者分别研究

了不同有机溶剂组成的液-液提取方法，包括无水乙醚、二氯甲
烷、乙酸乙酯、叔丁基醚等单独应用及乙醚-二氯甲烷（3∶2，V/

V）等多种有机溶剂配比的提取试剂。结果表明，乙醚-二氯甲
烷（3∶2，V/V）和叔丁基醚回收率较高，但叔丁基醚提取后，重溶
解样品混浊，不适于质谱分析要求。最终选用乙醚-二氯甲烷
（3∶2，V/V）为提取试剂。

3.3 血浆样品稳定性研究
考察了地高辛在不同条件下的稳定性。结果表明，地高

辛储备液于4 ℃ 条件下放置30 d 稳定（RSD＝2.7％）；血浆样
品处理后于4 ℃样品室至少能放置24 h（RSD≤5.35％），室温
环境下至少能放置 4 h（RSD≤3.23％），－70 ℃冰冻下至少能
稳定放置30 d（RSD≤4.11％），且反复3 次冻融循环后仍保持
稳定（RSD≤5.13％）。

3.4 采血时间
成人地高辛消除半衰期平均约 36 h，口服后药物需 5～7

个半衰期才能达到稳定状态，地高辛在血中的浓度随着药物
的吸收、分布、代谢和排泄过程的变化而变化，不论口服还是
静脉注射，血清地高辛浓度都有一个快速下降的分布相（6～

8 h完成分布）和缓慢下降的消除相。只有在消除相的血清药
物浓度才反映药物对心脏的作用。因此，为了评价药物对心脏
的作用，正确的采血时间是药物达到稳态后，在静脉注射给药
后4 h或距末次服药6～8 h后进行。若药物在体内尚处于吸收
相而过早取样，测定值会偏低，此假性偏低可能误导增加剂量，

导致中毒[6]。故本试验采血时间为第 7天服药后 4 h。人体内
约 50％的地高辛与骨骼肌受体结合，运动可使地高辛与肌肉
组织的结合增加，血浓度下降，故采样前患者需要适当休息。

4 结论
本文建立了一种快速、灵敏度高、选择性好的LC-MS/MS

法测定人血浆中地高辛的浓度，可用于治疗药物监测
（TDM）。地高辛安全治疗范围窄，个体差异大，因此临床药师
应该与临床医师密切配合，根据TDM结果和临床症状，综合
分析影响血药浓度的多方面因素，适当调整给药剂量和给药
间隔，实现个体化、科学化给药，减少不良反应的发生，确保临
床治疗效果。
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表2 精密度与准确度试验结果（n＝18）

Tab 2 Results of precision and accuracy tests（n＝18）

浓度，μg/L
加入量

0.20
1.00
8.00

测得量
0.20 ± 0.01
1.00 ±0.01
8.00 ±0.02

精密度，％
日内RSD

4.2
9.6
5.8

日间RSD
12.1
10.0
3.9

相对误差，％

5.9
0.6
9.9

··2837


