
!

第
!"

卷 第
#

期 质 谱 学 报
$%&'!"

!

(%'#

!!

)*+,

年
,

月
-%./01&%2345067681779

:

6;</%=6</

>

9%;56<

>

-.&')*+,

T.!56

&

56

法测定

比格犬血浆中氯吡格雷活性代谢物

赵
!

雪!孙
!

慧!张
!

琪!任天明!顾景凯
!吉林大学药物代谢研究中心"吉林 长春

!

+!**+)

#
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#法%采血管中加入酯酶抑制剂敌敌畏"采样后立即离心处理"取上层血浆"加入
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甲氧基苯乙酮!
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#进行衍生化"反应完成后直接加入含
*̂+f

甲酸的冰乙腈沉淀蛋白"取上

清液"测定氯吡格雷活性代谢物的衍生化产物!
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甲酸为流动相"梯度洗脱"
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电喷雾离子源"多反应监测!
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#模式扫描%在优化的实验条件下"获得了峰宽较窄且对称

的色谱峰&
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%该方法的准确度和精密度均符合国家食品药品监

督管理总局!
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的药代动力学研究%
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氯吡格雷是美国食品和药品监督管理局
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#批准的抗血小板药物"用于治疗心血管

疾病"如动脉粥样硬化血栓$不稳定型心绞痛和

心肌梗死等*
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%生物体内氯吡格雷!
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酯酶水解转化为没有活性的羧酸衍生物
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只有少部分氯吡格雷经细胞色素
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#作用产生活性代谢物!
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的巯基通过二硫键与二磷酸腺苷!
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受体的半胱氨酸残基共价结合"导致与此

受体偶联的血小板糖蛋白受体的纤维蛋白原结

合位点不能暴露"从而达到抗血小板的作用%
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的作用下氧化成
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的
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被酯酶水解"

产生无活性的
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主要在
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的作用下开环形成
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%氯吡格雷的

代谢通路示于图
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"衍生化反应示于图
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结构中含有活泼巯基"在生物体内不

稳定"所以必须对巯基进行衍生化保护"再测定

氯吡格雷活性代谢物的衍生化产物 !
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#&另外"

D8

含有酯键"而血浆中有丰富的

酯酶"故在血浆样品采集时需加入酯酶抑制剂%

目前"
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定量分析法存在的问题是*

!?#
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(

衍生化前对酯键的保护没有详细的描述$液相

时间较长$样品处理大多采用固相萃取和液
?

液

萃取等繁琐的操作方法%

本实验拟采用加入酯酶抑制剂$优化色谱

条件$简化样品前处理步骤等手段"对氯吡格雷

活性代谢物进行分析"希望建立一种准确可靠$

方便快捷的分析方法%
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实验步骤

@A@

!

仪器%药品及试剂

DYP#***

液相色谱
?

串联质谱仪(美国
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公司的电喷雾离子源以及
D01&

>

7<+̂B̂)
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)**

$

+***

"

O

#(美国
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涡流仪(海门市其林贝尔公司产品&
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#冰箱!
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#(日本
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司产品&

Z3]?)*BV̀ Z

冰箱!
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#(中国海尔公

司产品%

氯吡格雷!批号
)*+C*+*+

#(天士力有限公

司产品&联苯双酯!批号
c*++!*!*)

#(北京协和

药厂产品&
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#

L3A

!
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甲氧基苯乙酮(

美国
95

U
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公司产品&

8Y?D8

溶液!

C=

U

)

O

#(

加拿大多伦多研究化学!
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#公司产品&乙腈

!色谱纯#(美国
95
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公司产品&甲酸!分析

纯#(北京化工厂产品&敌敌畏(购于农资商店%
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实验条件

@AFA@
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色谱条件
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甲酸!

Z

#&流速
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)

=50

&柱温
#*g

&自

动进样器温度
#g

&进样量
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&梯度洗脱程

序(
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#CfD
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质谱条件
!

@9P

离子源"正离子检测方

式&离子喷射电压
CC**$

&离子源温度
C**g

&

源内气体
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!
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"
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#压力
*̂!+8Y1

"源内气

体
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#压力
*̂)"8Y1

"气帘气体!
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#

压力
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&多反应监测!
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#扫描方式&

8Y?D8

及联苯双酯的解簇电压!

]Y

#分别为

,*$

和
!C$

"碰撞能量!

3@

#分别为
)B6$

和

+E6$

&用于定量分析的离子反应分别为
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溶液配制

@AGA@
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标准系列溶液的配制
!

取适量
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O
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储备液"用乙腈
?

水溶液!

C*hC*

"

L

)

L

#

稀释"得到
C

$
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$
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$

+C*

$
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$
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$

C***
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标准系列溶液&另取适量
8Y?D8

储

备液"用乙腈
?

水溶液!

C*hC*

"
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L

#稀释"得到

B*

$

B**

$

)****

"
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)

O

质控工作液&两种溶液均

存于
#g

冰箱中"备用%

@AGAF
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内标工作液的配制
!

准确称取
+*̂C)=

U

联苯双酯"用乙腈溶解并稀释至
+

U

)

O

"作为

储备液于
# g

冰箱中保存&用乙腈
?

水溶液

!

C*hC*

"

L

)

L

#将储备液稀释至
)C

"
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"作为

工作液于
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冰箱中保存%
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衍生化试剂的配制
!

取适量
8YZ

"用

乙腈溶解并稀释至
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"现用现配%
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溶液的配制
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取适量
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!

"

用
*̂Cf

氨水溶液稀释至
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O

"备用%
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酯酶抑制剂
?

敌敌畏的配制
!

取适量敌

敌畏"用
+f

肝素稀释至
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O

"备用%

@AI
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标准曲线%质控样品配制及未知生物样品

处理

@AIA@
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标准曲线$质控样品制备
!

分别量取
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"

O 8Y?D8

标准系列溶液"配制成含待测

物
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血浆浓度分别为
+

$

!

$

+*

$

!*

$

+**

$

!**
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标准曲线样品溶液&另取
)**

"

O

质控工作液"配制成含待测物
8Y?D8

血浆

浓度分别为
)̂#

$
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$

"**

"

U

)

O

质控样品溶液"

分装$冻存于
d"*g

冰箱中%标准曲线样品溶

液须现用现配%
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标准曲线$质控样品处理
!

取
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"
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已

配制好的标准曲线!质控#样品溶液"加入
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内标$
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$
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?
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于
#g

离心机以
+!!**/

)

=50

离心
C=50

"取

)*

"

O

上清液"转移至进样瓶中"进样分析%测

试结果的定量依据为
8Y?D8

与内标峰面积之

比%采用权重系数
+

)

M

) 进行最小二乘线性回

归分析"得到
8Y?D8

在比格犬血浆中浓度的

标准曲线"示于图
!

%

图
G

!

比格犬血浆中
59!*5

典型标准曲线
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生物样品采集及处理
!

随机选取
!

只

比格犬"给药前
+)4

禁食"自由饮水%灌胃给

药"给药剂量
B̂B=

U

)

R

U

%采用比格犬前肢隐

静脉取血方式"分别于给药前
*4

和给药后
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B
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+)4

采

集
)=O

全血"迅速加入至含酯酶抑制剂及肝

素的采血管中!采血管须预冷#"立即于
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离

心机以
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离心
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&取
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O
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内
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和
+**

"

O8YZ

"涡流振

荡
!*7

"避光反应
+*=50

&最后加入
B"*

"

O

冰

+f

甲酸
?

乙腈溶液"涡旋振荡
B*7

"于
#g

离心

机以
+!!**/

)

=50

离心
C=50

"上清液于
d"*g

保存"待测%

F

!

实验结果

FA@

!

方法学考察

FA@A@

!

专属性
!

取
C*

"

O

比格犬空白血浆"按

+̂#̂)

节方法处理并进样分析&另取受试比格

犬给药后采集的血浆样品"按
+̂#̂!

节方法处

理并进样分析"所得色谱图示于图
#

%

FA@AF

!

最低定量限
!

取
)*

"

O+*

"

U

)

O

的

8Y?D8

标准工作溶液"用比格犬空白血浆配

制成
+

"

U

)

O

血浆样品"按照
+̂#̂!

节方法处理

并进样分析"共测定
B

个平行样本"定量下限数

据列于表
+

%

从表
+

可以看出"

8Y?D8

的准确度均在

"*f

$

+)*f

之间"相对标准偏差小于
)*f

"说明

8Y?D8

的定量下限为
+

"

U

)

O

是准确可靠的%

FA@AG

!

精密度与准确度
!

用比格犬空白血浆

配制
)̂#

$

)#

$

"**

"

U

)

O!

个浓度的质控样品

!每个浓度
B

个平行样本#"以考察批内精密度

和准确度&与同批随行的标准样品一同进样"考

察同批内样品的准确度和精密度"连续测试
!

天"评价日间准确度与精密度%结果表明(日

内$日间相对标准偏差均小于
+Cf

"准确度在

i+Cf

之内"说明该方法的准确度$精密度良

好"可以保证未知生物样品测定的准确性%

FA@AI

!

基质效应与提取回收率
!

取
)*

"

O

浓

度为
+)

$

+)*

$

#***

"

U

)

O

的
8Y?D8

标准系列

溶液"用纯净水稀释至
)̂#

$

)#

$

"**

"

U

)

O

"混合

均匀后"分别取
C*

"

O

稀释好的溶液"加入
C*

"

O

内标$

+**

"

O(L

#

L3A

!

$

+**

"

O

乙腈和
,**

"

O

+f

甲酸
?

乙腈溶液"涡旋混合
B*7

"取
)*

"

O

上

清液进样分析"测定峰面积分别为
=

8Y?D8

$

=

P9

%

另取
C*

"

O

空白比格犬血浆$

+**

"

O(L

#

L3A

!

$

+**

"

O

乙腈和
,**

"

O+f

甲酸
?

乙腈溶液"涡

旋混合
B*7

"于
#g

离心机以
+!!**/

)

=50

离

心
+=50

后取上清液"分别加入
C*

"

O

稀释至

)̂#

$

)#

$

"**

"

U

)

O

的工作液和
C*

"

O

内标"涡

旋混合
B*7

"进样分析"测定峰面积分别为

H

8Y?D8

$

H

P9

%提取回收率
k

!随行质控峰面积)

=

#

u+**f

"基质效应
k

!

H

)

=

#

u+**f

%按上

述方法计算得到
8Y?D8

的内标归一化基质效

应因子!

=1</5I21;<%/

"

8X

#

3$

'

+*̂+Cf

"低$

中$高
!

个浓度的
8Y?D8

提取回收率分别为

EĈ+f

$

E)̂"f

$

E#̂,f

"内标提取回收率为

EB̂,f

"其结果列于表
)

%

FA@AJ

!

稳定性
!

按照
+̂#̂)

节方法制备室温

放置稳定性样品及自动进样器稳定性样品

!

)̂#

$

)#

$

"**

"

U

)

O

"

!

个浓度各
!

个平行样

本#"并按
+̂#̂!

节方法处理"取处理后上清液

分别于室温放置
)4

$自动进样器放置
)4

后进

样分析&按照
+̂#̂)

节方法制备长期冻存稳定

性样品及反复冻融稳定性样品"分别进行

d"*g

冰箱长期冻存
!*

天及
!

次反复冻融"

再按照
+̂ #̂ !

节方法处理"进样分析%结果表

!B#

第
#

期
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注(

1̂

空白血浆&

Ĵ

定量下限!

OOAc

#&

;̂

给药后血浆加内标联苯双酯

图
I

!

比格犬血浆中
59!*5

'左(与内标联苯双酯'右(的
T.!56

&

56

色谱图

B$

<

CI

!

T.!56

&

56'41#7,)#

<

1,7-#D59!*5

'

0&D)

(

,("86

'

1$

<

4)

(

$(=&,

<

0&"#

<

-

/

0,-7,

表
@

!

59!*5

定量下限的准确度%均值及精密度

W,=0&@

!

*'':1,'

2

$

7&,(,("-),(",1""&+$V)$#(#D59!*5

)

-TTX

`

理论浓度

V46%/6<5;1&;%0;60</1<5%0

)!

"

U

)

O

#

样品名称

91=

:

&601=6

测得值

8617./6H;%0;60</1<5%0

)!

"

U

)

O

#

准确度

D;;./1;

>

)

f

OOAc?+ +̂+* ++*

OOAc?) +̂++ +++

OOAc?! +̂+# ++#

+̂** OOAc?# +̂*C +*C

OOAc?C +̂*" +*"

OOAc?B +̂+B ++B

均值
+̂++

标准偏差!

9]

#

*̂*#*

变异系数!

3$

#)

f !̂B*

偏差!

]@$

#)

f +*̂,

#B#
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表
F

!

质控样品测定浓度%准确度及相对标准偏差

W,=0&F

!

.#('&()1,)$#(

$

,'':1,'

2

,("-),(",1""&+$,)$#(#D

L

:,0$)

2

'#()1#0-,7

/

0&-

质控浓度

3%0;60</1<5%0%2

T

.1&5<

>

;%0</%&71=

:

&67

)̂#

"

U

)

O )#

"

U

)

O "**

"

U

)

O

测得浓度

8617./6H

;%0;60</1<5%0

)

!

"

U

)

O

#

准确度

D;;./1;

>

)

f

测得浓度

8617./6H

;%0;60</1<5%0

)

!

"

U

)

O

#

准确度

D;;./1;

>

)

f

测得浓度

8617./6H

;%0;60</1<5%0

)

!

"

U

)

O

#

准确度

D;;./1;

>

)

f

$1&*+ )̂#, +*! )B̂) +*E ,*# ""̂*

)̂C) +*C )Ĉ# +*B ,CE E#̂E

)̂#" +*! )B̂E ++) ,E" EÊ"

)̂!* EĈ" )ĈE +*" ,B) EĈ!

)̂B" ++) )!̂, E"̂" ,#B E!̂!

)̂!E +** )) E+̂, ,)* E*̂*

批内均值
)̂#, )C ,#"

批内标准偏差
*̂+)" +̂") !!̂!

批内变异系数)
f Ĉ+" ,̂), #̂#C

批内偏差)
f !̂*B #̂+, dB̂#"

$1&*) )̂#B +*) )#̂# +*) ,CE E#̂E

)̂+" E+ )!̂) E, ,#" E!̂C

)̂+# "E )!̂# E, ,"! E,̂"

)̂B, +++ )!̂" EE ,#! E)̂E

)̂#C +*) ))̂E EB ,B, EĈE

)̂!# E" )!̂# E, ,!+ E+̂#

批内均值
ĈE, )# ,CC

批内标准偏差
*̂CBC *̂C! +"̂C

批内变异系数)
f Ê#, )̂)# )̂#C

批内偏差)
f d*̂C** +̂E) dĈB*

$1&*! )̂!* EĈ" ))̂B E#̂! ,#E E!̂B

)̂!E EÊ, )+̂E E+̂) BE! "B̂,

)̂B, +++ ))̂C E!̂, ,)) E*̂)

)̂+E E+̂) )+̂E E+̂) BEE ",̂#

)̂)) E)̂, )#̂# +*+̂" ,!E E)̂!

)̂C* +*# )!̂+ EB̂) B"" "B̂*

批内均值
)̂!" )! ,+C

批内标准偏差
*̂+") *̂EC )ĈC

批内变异系数)
f ,̂B# #̂+" !̂C,

批内偏差)
f d*̂""E dĈ)B +*̂B

批间均值
)̂#+ )# ,!E

批间标准偏差
*̂+B" +̂C+ !*̂,

批间变异系数)
f B̂E" B̂!# #̂+C

批间偏差)
f *̂!C d+̂*) ,̂C,

CB#
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明"不同浓度!

)̂#

$

)#

$

"**

"

U

)

O

#样品测定值

的准确度和相对标准偏差均小于
i+Cf

"说明

该方法的稳定性良好%

将配制好的高浓度和低浓度
8Y?D8

和

内标工作液于
#g

放置
+C

天后"与新鲜配制

的相同浓度
8Y?D8

和内标工作液一同进样"

每个浓度重复进样
!

次"比较两者的峰面积%

结果表明(两者平均峰面积的偏差小于
i+Cf

"

说明这两种工作液于
#g

冰箱中放置
+C

天后

稳定%

FAF

!

药代动力学结果

比格犬灌胃给
B̂B =

U

)

R

U

氯吡格雷后"

8Y?D8

的血药浓度
?

时间曲线示于图
C

"具体

的药代动力学参数列于表
!

%

图
J

!

比格犬给药后血浆中
59!*5

的

平均血浆浓度
!

时间曲线'

/aG

(

B$

<

CJ

!

90,-7,'#('&()1,)$#(!)$7&':1+&

#D)4&,')$+&7&),=#0$)&

/

1#":'&",D)&1#1,0

,"7$($-)1,)$#(#D'0#

/

$"#

<

1&0)#=&,

<

0&"#

<

-

'

/aG

(

表
G

!

比格犬血浆中
59!*5

的药代动力学参数

W,=0&G

!

94,17,'#H$(&)$'

/

,1,7&)&1-#D59!*5$(=&,

<

0&"#

</

0,-7,

药代参数

Y41/=1;%R506<5;

:

1/1=6<6/7

单位

M05<

比格犬编号
+

(%'+

比格犬编号
)

(%')

比格犬编号
!

(%'!

均值!

i

标准偏差#

8610

!

i7<10H1/H

H6S51<5%0

#

*

$

-

药时曲线下面积
DM3

!

*

$

-

# !

"

U

)

O

#3

4 C** #,! #!+ #B"

!

!#̂"

#

药时曲线下面积
DM3

!

*

$w

# !

"

U

)

O

#3

4 C*" #"! B*, C!)

!

BĈB

#

半衰期
-

+

)

)

4 !̂!C !̂C* !̂)) !̂!B

!

*̂+#

#

达峰时间
-

=1I

4 *̂C** *̂C** *̂C** *̂C**

!

*

#

表观分布容积
L

F

)

K

O

)

R

U

!,̂+ #*̂" C!̂) #!̂,

!

"̂#!

#

清除率
5G

F

)

K

O

)

4

)

R

U

,̂B, "̂*" B̂#! ,̂!E

!

*̂"B

#

峰浓度
5

=1I

"

U

)

O )"B !#C !C" !!*

!

!"̂#

#

FAG

!

讨论

FAGA@

!

衍生化前酯键保护
!

氯吡格雷为上市

很多年的药物"已有很多关于氯吡格雷巯基代

谢物定量分析方法的报道*

C?E

+

"但是均未对其衍

生化前酯键保护做详细的描述"而这个环节会

直接影响测定结果的准确性%针对这一问题"

本实验采用如下操作予以解决(

+

#实验操作在

冰浴下进行"采血管须预冷"这是由于低温条件

下"酶的活性比较低&

)

#生物体内存在大量的

酯酶"为了保证测定数据的准确性"须在血浆样

品采集时于采血管中预先加入酯酶抑制剂%通

常"有机磷$烷化剂$重金属等都可以不可逆地

抑制酶的活性%本实验选用有机磷农药
?

敌敌

畏作为酯酶抑制剂"实验过程中发现酯酶抑制

剂浓度过大会导致溶血"浓度过低则达不到完

全抑制酯酶活性的作用"所以在实验前进行了

系列浓度水平的考察"优化了本实验中酯酶抑

制剂的浓度%

FAGAF

!

衍生化条件
!

氯吡格雷的活性代谢物

中含有巯基"生物体内巯基不稳定"极易氧化或

与其他生物大分子!如谷胱甘肽等#结合"因此

需要对其进行衍生化保护%衍生化条件对于定

量准确与否至关重要"为此本实验控制衍生化

试剂的加入在样品采集后
)=50

内完成"这样

可以保证不稳定的巯基在与衍生化试剂反应前

不被氧化"为氯吡格雷巯基代谢物的准确定量

提供了时间保证%在此基础上"还对衍生化反

应时长及
8YZ

加入量进行了考察%

BB#
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+

#反应时长(取相同的生物样品"保持衍

生化反应条件及样品处理方法等因素一致"考

察
C

$

+*

$

)*

$

!*=50

时间点的
8Y?D8

浓度值%

结果表明"反应
+*=50

可确保反应完全%

)

#

8YZ

加入量(尝试在体系中加入
C*

$

+**

$

)**==%&

)

O

的
8YZ

"分别命名为体系
+

$

体系
)

和体系
!

%结果发现"相同的生物样品

在体系
+

中的测得值低于体系
)

"体系
)

和体

系
!

测得的结果没有差别%因此"最终选择向

体系中加入
+**

"

O+**==%&

)

O

烷基化试剂%

由于
8YZ

需要避光保存"本反应是在避光条

件下进行的%

G

!

结论

本实验所建立的分析方法经过了完整的生

物样品方法学确证"其准确度$精密度均可达到

国家食品药品监督管理总局!

3X]D

#的相关要

求"且操作简便$快速$灵敏"能够实现对氯吡格

雷活性代谢物的准确定量分析"可满足氯吡格

雷药代动力学研究的需要%
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