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摘 要 目的：建立测定人血浆中阿折地平浓度的方法。方法：人血浆样本经乙腈沉淀蛋白后采用液相色谱-串联质谱（LC-MS/

MS）法进样测定，色谱柱为Zorbax Eclipse XDB-C18，流动相为甲醇-10 mmol/L乙酸铵（含1％甲酸）（80∶20，V/V）。选用多重反应监测

扫描方式进行质谱监测，监测离子反应分别为m/z 583.3→167.1（阿折地平）、m/z 285.1→154.0（内标地西泮）。结果：阿折地平的血药

浓度在0.05～40 ng/ml范围内线性关系良好，定量下限为0.05 ng/ml。日内、日间RSD分别为3.01％～7.75％，0.99％～12.08％；平

均提取回收率为110.20％～111.99％。结论：该方法简便、快速、灵敏、专属性强、重现性好，适用于人血浆中阿折地平浓度的测定。
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Determination of Content of Azelnidipine in Human Plasma by LC-MS/MS
DU Xiao-lin，YONG Xiao-lan，WANG Lan-tian，LI Nan，HUANG Juan，FENG Shi-yin（Dept. of Clinical Pharma-
cy，Chengdu Military Command General Hospital，Chengdu 610083，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a method for the content determination of azelnidipine. METHODS：Plasma samples

were processed by protein precipitation and determined by LC-MS/MS. Chromatography was performed on a Zorbax Eclipse

XDB-C18 column using mobile phases of methanol-10 mmol/L ammonium acetate（containing 1％ formic acid）（80 ∶20，V/V）. The

MS detection was used multiple reaction monitoring mode with MS/MS ion transitions at m/z 583.3→167.1（azelnidipine）and m/z

285.1→154.0（internal standard diazepam）. RESULTS：There was a good relationship of blood concentration in the range of

0.05-40 ng/ml in plasma with the lower limit of quantitation of 0.05 ng/ml. The RSD of intra- and inter-day was 3.01％-7.75％，

0.99％-12.08％，respectively. The extraction recovery was 110.20％-111.99％. CONCLUSIONS：This is a rapid，sensitive，selec-

tive and reliable method for the determination of azelnidipine in human plasma.

KEYWORDS Azelnidipine；LC-MS/MS；Pharmacokinetics

􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂

··1073



China Pharmacy 2015 Vol. 26 No. 8 中国药房 2015年第26卷第8期

阿折地平是新一代长效二氢吡啶类钙拮抗药，于 2003年

在日本首次上市，临床上广泛用于轻症或中等症状原发性高

血压、肾障碍伴高血压以及重症高血压等的降压[1]。该药可以

降低患者的反射性心动过速，特别是降低颜面潮红及头痛的

发生率[2]。现已有研究报道了阿折地平的人体血浆浓度检测

方法[3-6]，笔者在已有研究基础上进行了方法优化，并按照对生

物样本分析方法的新要求进行了方法学考察[7-8]。结果表明，

本方法节约受试者血浆样本、前处理方法简便易行、节约有机

试剂、检测时间短，适合人体药动学研究的血浆样本高通量检

测工作。

1 材料
1.1 仪器

LC-20A型高效液相色谱仪（日本岛津公司）；API3200型

三重四级杆串联质谱仪，配备电喷雾电离源（ESI源）以及Ana-

lyst1.5.1软件（美国ABI公司）；Millipore超纯水系统（美国Mil-

lipore公司）；AB135-S型十万分之一天平（瑞士Mettler Toledo

公司）。

1.2 药品与试剂

阿折地平原料药（江苏康缘药业股份有限公司，纯度：

99.6％，批号：130701）；地西泮标准品（中国食品药品检定研究

院，纯度：99.9％，批号：171225-201304）；甲醇、乙腈、乙酸、乙

酸铵为色谱纯，其他试剂为分析纯。

2 方法与结果
2.1 色谱及质谱条件

色谱柱 ：Zorbax Eclipse XDB-C18（150 mm × 4.6 mm，5

µm）；甲醇-10 mmol/L乙酸铵（含1％甲酸）（80∶20，V/V）；流速：

1 ml/min，柱后不分流；柱温：40 ℃。

离子源：电喷雾离子源；离子喷射电压：5 500 V；温度：

550 ℃；源内气体 1（GS1，N2）压力：75 psi；源内气体 2（GS2，N2）

压力：75 psi；气帘气（N2）压力：35 units；正离子方式检测；扫描

方式为多重反应监测（MRM）；阿折地平和内标解簇电压（DP）

分别为 40、30 V；碰撞能量（CE）分别为 35、40 eV；用于定量分

析的离子反应分别为 m/z 583.3→167.1（阿折地平）、m/z

285.1→154.0（内标地西泮）。

2.2 溶液的制备

用十万分之一天平准确称取阿折地平10.18 mg，置于5 ml

量瓶中，甲醇溶解后用甲醇-水（1∶1，V/V）定容至刻度，摇匀，即

得质量浓度为2 mg/ml的阿折地平贮备液，置于4 ℃冰箱避光

保存。标准曲线溶液（质量浓度依次为 40、10、4.0、1.0、0.4、

0.1、0.05 ng/ml）分别由贮备液加甲醇-水（1∶1）依次稀释而得。

另用十万分之一天平准确称取地西泮标准品10.38 mg，置

于10 ml量瓶中，甲醇溶解后用甲醇-水（1∶1，V/V）定容至刻度，

摇匀，即得质量浓度为1.0 mg/ml的地西泮贮备液，置于4 ℃冰

箱保存，取适量用乙腈稀释至1.25 ng/ml即得内标溶液。

2.3 血样处理

取阿折地平工作液100 μl、空白血浆100 μl及内标工作液

（1.25 ng/ml地西泮，乙腈配制）300 μl，涡旋30 s混匀，4 ℃以离

心半径为8 cm，转速为14 000 r/min低温离心10 min，取上清液

进样20 μl。样品处理全过程需避光。

2.4 专属性考察

分别取 6份不同来源的空白血浆，除不加内标（用乙腈代

替）外，其他按“2.3”项方法操作，进样分析。结果表明，阿折地

平和内标的保留时间处均无内源性杂质干扰测定。色谱见图1。

2.5 标准曲线制备及定量下限考察

用空白血浆配制成相当于阿折地平质量浓度分别为0.05、

0.1、0.4、1.0、4.0、10、40 ng/ml 的样品，按“2.3”项方法操作，记

录样品和内标峰面积，利用样品与峰面积比对样品浓度作直

线回归，得回归方程为：y＝2.1x+0.029 8（r＝0.999 8）。结果表

明，阿折地平血药浓度在 0.05～40 ng/ml 范围内线性关系良

好，本试验的最低检测浓度（定量下限）为0.05 ng/ml。

2.6 精密度及准确度试验

按照文献[7]对生物样本检测方法学精密度及准确度的最

新要求，本试验增加了定量下限的精密度考察，即取空白血浆

按“2.5”项方法制备定量下限、低、中、高质量浓度（0.05、0.1、

1.0、30 ng/ml）的质控样本，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 样品的测定浓度。将

QC 样品的结果进行方差分析，计算方法的精密度与准确度

（方法回收率），结果见表1。

2.7 稳定性考察

本研究分别考察了阿折地平低、中、高质量浓度（0.1、1.0、

30 ng/ml）的血浆质控样本在自动进样器放置 4 h、室温放置 3

h、反复冻融3次和－80 ℃冰箱冷冻保存67 d的稳定性。结果

表明，阿折地平血浆样本在上述条件下均稳定。稳定性试验

结果见表2。

2.8 提取回收率与基质效应[8]
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图1 LC-MS图谱
A.空白血浆；B.空白血浆+0.05 ng/ml阿折地平对照品溶液+内标溶液；

C.健康受试者单次口服阿折地平 8 mg 3 h后血浆样本；Ⅰ.阿折地平；

Ⅱ.地西泮

Fig 1 LC-MS chromatograms
A. blank plasma；B. blank plasma with 0.05 ng / ml Azelnidipine refer-

ence solution and diazepam；C. plasma sample 3 h after administrating 8

mg azelnidipine to healthy volunteers；Ⅰ. azelnidipine；Ⅱ. diazepam
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本研究考察了低、中、高质量浓度（0.1、1.0、30 ng/ml）下血

浆样本的提取回收率（n＝3）。以各待测物血浆样品提取后的色

谱峰面积与空白血浆经提取后加入相应浓度的阿折地平溶液获

得的色谱峰面积的比值计算回收率，阿折地平低、中、高质量浓

度下的提取回收率分别为110.83％、110.20％和111.99％；同法

计算内标的提取回收率为106.21％、110.33％和104.80％。

按“样本前处理”以纯水代替空白血浆处理低浓度质控样

本（0.1 ng/ml），进样后所得峰面积为AS；同法用 6个不同来源

的空白血浆样品各3个处理低浓度质控样本（0.1 ng/ml），进样

后所得峰面积为AM。按公式AM/AS×100％计算所得基质效应

因子，同法处理内标得到内标的基质效应因子，阿折地平与内

标的比值为内标归一化基质效应因子。结果，阿折地平正常

血样内标归一化基质效应因子的RSD＝6.07％，符合欧盟指导

原则要求的＜±15％。

3 讨论

3.1 色谱、质谱条件及内标的选择

阿折地平在色谱柱上的保留强且为碱性药物，因此选择

高比例有机相/水相中加酸均有助于缩短阿折地平的保留时

间，预试不同比例的有机相以及不同浓度的甲酸和乙酸，最后

确定甲醇比例为 80％，水相比例为 20％，水相组成为含 1％甲

酸的 10 mmol/L乙酸铵水溶液。在该流动相组成及比例条件

下，内标及待测物均有很好的保留时间及色谱峰型，且乙酸铵

有助于提高质谱离子化效率，提高质谱信号。

本研究选择了与待测物有相似色谱行为和提取条件且性

质稳定的化合物地西泮作为内标，避免了化合物与内标出峰

时间相差太大导致检测时间过长，或者内标不稳定（例如需要

避光）等因素给试验带来不必要的麻烦。

3.2 样本前处理

本试验考察了液-液萃取和直接沉淀蛋白法对阿折地平血

浆样本进行提取，液-液萃取法进行前处理时需要加碱化试剂

氢氧化钠使阿折地平变成分子形式而萃取到有机试剂层，碱

化后的血浆杂质也会与阿折地平一同被萃取出来，并且影响

阿折地平重复测定的精密度和准确度。降低碱化试剂浓度可

以改善杂质的干扰，但同时阿折地平的提取回收率也会降低，

因此放弃了液-液萃取法；有机试剂直接沉淀蛋白法则不需要

加碱化试剂，简单易行，乙腈沉淀效果优于甲醇。本研究将内

标以乙腈试剂配制，简化了加样步骤也提高了待测物灵敏

度。方法学考察结果证明，乙腈沉淀蛋白法最低定量下限为

0.05 ng/ml，方法灵敏度及重现性均符合相关要求，可以用于人

体药动学研究。

本试验建立了LC-MS/MS法测定人血浆中阿折地平的浓

度，方法简便、快速、灵敏度高、专属性强，前处理方法简单易

行，既节约血浆样本又节省有机试剂，减少试剂对环境的污

染，分析时间短，可以实现人体血浆样本的高通量检测工作，

本方法已经成功应用于中国人体的生物利用度研究。二氢吡

啶类药物存在光歧化反应，因此为了避免阿折地平见光分解，

整个试验过程需要避光。
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表1 精密度及回收率试验结果（n＝18）

Tab 1 Results of precision and recovery test（n＝18）

样本

定量下限
低浓度
中浓度
高浓度

加入浓度，
ng/ml

0.05

0.1

1.

30.

日内精密度

测得浓度，
ng/ml

0.047 1

0.100

1.02

30.3

RSD，
％

7.75

7.15

3.01

3.27

日间精密度

测得浓度，
ng/ml

0.048 3

0.104

1.02

30.1

RSD，
％

5.29

12.08

0.99

1.23

方法回
收率，％

96.6

104.0

102.0

100.3

表2 稳定性试验结果（n＝3）

Tab 2 Results of precision test（n＝3）

保存条件
自动进样器（4℃）放置4 h

室温放置3 h

反复冻融3 次

－80℃长期冻存67 d

加入浓度，ng/ml

0.1
1.0

30.
0.1
1.0

30.
0.1
1.0

30.
0.1
1.0

30.

测得浓度，ng/ml

0.098 5
1.027

29.7
0.100 8
1.07

32.4
0.092 6
0.92

26.1
0.103
1.06

29.6

RSD，％
6.11
4.60
0.89
2.12
4.95
3.66
2.68
2.40
0.96
1.49
7.63
4.60
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