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Abstract: To establish an LC-MS/MS method for the simultaneous determination of paracetamol, amantadine 

hydrochloride, caffeine, chlorphenamine maleate in human plasma and to evaluate their pharmacokinetics in 24 

healthy male Chinese volunteers. A single oral dose of a compound paracetamol and amantadine test or reference 

capsule (each containing paracetamol 250 mg, amantadine hydrochloride 100 mg, caffeine 15 mg and 

chlorphenamine maleate 2 mg) was given to each volunteer according to an open-lable randomized two-way 

cross-over study design. The concentrations of paracetamol, amantadine hydrochloride, caffeine and 

chlorphenamine maleate in plasma were simultaneously determined by a LC-ESI-MS/MS method with positive ion 

SRM detection using clenbuterol hydrochloride as internal standard. The pharmacokinetics was investigated. The 

method was proved to be accurate and sensitive. 
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氨酚烷胺胶囊为复方制剂，每粒含对乙酰氨基酚 250 mg、盐酸金刚烷胺 100 mg、咖啡因 15 mg

和马来酸氯苯那敏 2 mg，临床主要用于缓解普通感冒或流行性感冒引起的发热、头痛、咽痛、鼻塞、
打喷嚏等症状。已有文献报道采用 HPLC法测定人血浆中对乙酰氨基酚、咖啡因和马来酸氯苯那敏
的浓度[1-4]，采用 LC-MS/MS 法测定人血浆中盐酸金刚烷胺和马来酸氯苯那敏的浓度[5]。尚未见

LC-MS/MS法同时测定对乙酰氨基酚、盐酸金刚烷胺、咖啡因和马来酸氯苯那敏浓度的报道。本研
究建立了液相色谱-串联质谱法（LC-MS/MS）同时测定人血浆中对乙酰氨基酚、盐酸金刚烷胺、咖
啡因和马来酸氯苯那敏浓度的方法，并用于氨酚烷胺胶囊的人体药动学研究。 

 
1  试验部分 
1.1  色谱条件 

Phenomenex Curosil-PFP色谱柱；流动相：含 0.1 %甲酸的 0.2 %醋酸铵溶液(pH 4.0)-甲醇-乙腈
(35:50:15)；流速 1.0 mL·min－1；柱温 35 ℃；分流比 3:1；进样 20 µL；自动进样器温度 15 ℃。 
1.2  质谱条件   

Finnigan Surveyor LC-TSQ Quantum Ultra AM LC-MS/MS电喷雾离子源（ESI）；正离子选择性
反应监测(SRM)；喷雾电压 5 000 V；雾化气压 240 kPa；离子吹扫气 3.4 kPa；辅助气压力 28 kPa；
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毛细管温度 350 ℃；CID碰撞气氩气压力 0.2 kPa。 
对乙酰氨基酚、盐酸金刚烷胺、咖啡因、马来酸氯苯那敏和盐酸克仑特罗（内标）均采用[M＋

H]＋离子进行选择性反应监测，离子反应分别为：m/z 152@25 eV→110，m/z 152@20 eV→135，m/z 
195@20 eV→138，m/z 275@16 eV→230和 m/z 277@20 eV→203。 
1.3  血浆样品处理方法   
精密吸取血浆样品 0.5 mL，置于 10 mL离心管中，精密加入内标溶液 100 µL（浓度 500 µg·L－1），

涡旋混匀 30 s后，加乙酸乙酯 5 mL，涡旋混匀 3 min，3 500 r·min－1离心 5 min，分取上清液 4 mL，
40 ℃水浴中以氮气吹干，残留物用 200 µL流动相涡旋溶解，16 000 r·min－1离心 5 min，取上清液
20 µL进行 LC-MS/MS分析，按内标标准曲线法计算血浆样品中对乙酰氨基酚、盐酸金刚烷胺、咖
啡因和马来酸氯苯那敏的浓度。 
1.4  线性范围 
精密制备对乙酰氨基酚、盐酸金刚烷胺、、咖啡因和马来酸氯苯那敏浓度(C)分别为 8.0～8 000 

µg·L－1、0.80～800 µg·L－1、40.0～2 000 µg·L－1和 0.040～40.0 µg·L－1的系列血浆样品，并照“血浆

样品处理方法”项下方法处理测定，分别以四成分与内标(盐酸克仑特罗)的峰面积比(R)进行定量。 
 
2  结果和讨论 
空白血浆、受试者血浆样品测定结果示于图 1。结果表明内源性杂质不干扰对乙酰氨基酚(Ⅰ)、

盐酸金刚烷胺(Ⅱ)、咖啡因(Ⅲ)、马来酸氯苯那敏(Ⅵ)和内标(Ⅴ)的测定。回收率均良好(80 %～100 %)，
血浆样本测定无明显基质效应。对四成分低、中、高三种不同浓度血浆样本进行测定精密度(RSD)
和准确度(Diff)考察，一个分析批内测定多次，计算批内变异，不同分析批测定多次，计算批间变异，
RSD和 Diff均<15%。四成分血浆样品经过反复冻融 3次，血浆室温放置 24 h，自动进样器中放置
24 h，长期冷冻保存 30天均稳定（n=5，RSD <10%）。运用上述方法进行了 24名男性健康志愿受试
者（年龄(34±3)岁、身高(170±3) cm、体重(63±3) kg）单剂量口服 1粒复方氨酚烷胺胶囊后的药
动学研究，结果见表 1（略）。 
 
3  结论 
氯苯那敏由于服药剂量比较低，峰时血浆浓度仅为几纳克每毫升，需要灵敏的分析方法测定其

血药浓度，文献中多采用 HPLC-UV法，单个分析样品时间较长，定量下限仅为 0.75 µg·L－1，达不

到测定要求。另有文献报道采用 LC-APCI-MS/MS法同时测定氯苯那敏和金刚烷胺的人体血药浓度，
但试验结果表明，金刚烷胺和氯苯那敏均含有较强的碱性基团，极性较大，相对于 APCI 来说，以
ESI方式进行离子化更适合。 
串联质谱是一种通用型检测器，但特征性子离子的确定、程序段（segment）的设定等使其相较

于其他检测方式而言，灵敏度更高、专属性更强、分析时间缩短、效率更高。本实验中：（1）在 CID
源内，对四成分的各准分子离子（母离子）施加不同的碰撞能量，使各准分子离子进一步裂解成为

特征性的子离子，以获得比一级质谱更优的选择性。对乙酰氨基酚和盐酸金刚烷胺的分子量相同，

且色谱保留行为相近，若采用单级质谱会相互干扰而影响测定，采用串联质谱，则可以通过改变 CID
碰撞能量找到各自不同的特征性子离子峰而分别定量测定。（2）复方制剂中马来酸氯苯那敏含量较
低，峰浓度仅达几纳克每毫升，本实验采用设置两程序段（segment）的方法，将对乙酰氨基酚、盐
酸金刚烷胺、咖啡因和内标盐酸克仑特罗设置在一个程序段中，而设置另一个程序段单独测定马来

酸氯苯那敏，这样可以更好的提高其灵敏度，达到测定要求。 
本实验考察了不同的提取溶剂和碱化试剂，氯仿的提取效率较低，乙醚和甲基叔丁基醚提取效

率高于氯仿但提取物杂质较多，采用氢氧化钠为碱化试剂时提取效率较低且重现性差，采用氨-氯化
铵缓冲液（pH＝10）为碱化试剂时盐酸金刚烷胺和马来酸氯苯那敏提取效率显著提高但对乙酰氨基
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酚提取效率降低。故最后确定乙酸乙酯为提取溶剂不加碱化试剂时，四种药物的提取效率高，且重

现性好，提取物中杂质较少。 
本工作采用LC-ESI-MS/MS法同时测定受试者服用氨酚烷胺胶囊后不同时刻血浆中的对乙酰氨

基酚、盐酸金刚烷胺、咖啡因和马来酸氯苯那敏浓度。样品处理简单易行、灵敏度高、选择性好，

血浆中内源性杂质不干扰测定，6.5 min便可将四者同时检出，大大提高了测试速度，缩短了分析周
期，节约了血浆样品和实验成本，并成功用于氨酚烷胺胶囊中对乙酰氨基酚、盐酸金刚烷胺、咖啡

因和马来酸氯苯那敏的生物等效性的同时评价。 
氨酚烷胺胶囊临床用法与用量为：口服，一次 1粒，一日 2次（早晚各 1次），最大剂量一日不

宜超过 2粒，连续服用不超过 10天。这是因为马来酸氯苯那敏半衰期长，尽管剂量低，血浆药物浓
度不高，但是连续多剂量服用会使药物在人体中蓄积，引起嗜睡、困倦、虚弱感、心悸等不良反应，

提醒临床用药须要特别注意，避免长期或大剂量使用。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 1  氨酚烷胺胶囊血浆样品 LC-MS/MS测定图谱   

A：空白血浆；B：空白血浆添加对乙酰氨基酚、盐酸金刚烷胺、咖啡因、马来酸氯苯那、盐酸克仑特罗 

Fig.1  LC-MS/MS chromatograms for the determination of compound paracetamol and amantadine capsule in 

human plasma 
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