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摘要!建立了正相高效液相色谱$串联质谱 "NYL>$BC’BC#法测定人体血浆中西酞普兰"91E02;D<0/$>[P#

对映异构体浓度%采用>N[Q*L>.LI:$N"!-"//_’8(//_-$/#手性柱$利多卡因作为内标$流动相

为H"正己烷#lH"无水乙醇#lH"二乙胺#̂ ,"l%"l"8#的溶液$流速为"8-/L(/14]#%血浆样品在碱

性条件下用H"正己烷#lH"异丙醇#̂ &Zl!的溶液提取浓集后$选择大气压化学电离源和多反应离子监测

"BQB#模式进行测定%>[P和内标检测离子对分别为<’F%!-8#(#"Z8&和<’F!%-8’(Z(8#%.";$>[P
的线性范围为"8#-(!-"$5(L

]#$:$>[P的线性范围为"8",Z!!-$5(L
]#$标准曲线的线性良好".#

"8&&#%.";$>[P):$>[P和3$>[P的方法回收率分别为&&8,\!#"#8-\$&&8#\!#"%8%\$&&8&\!
#""8!\!萃取回收率分别为,%8-\!,-8#\$,%8&\!,(8"\$,%8#\!,’8%\%各组分的日内QCX和日

间QCX均小于-8"\%
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!!西酞普兰&91E02;D<0/!>[P(是一种选择性
的-$羟色胺再摄取抑制剂)与同类药物相比!

>[P对-$羟色胺的再摄取抑制性强*选择性高!
对其他摄取机制*神经递质受体和酶类没有或仅
有非常微弱的作用!由于其耐受性好*副作用少
的特点!已成为目前治疗抑郁症的一线药物)西
酞普兰分子存在一个手性中心!临床常以消旋体
&.";$>[P(给药!而国内外的药理研究已经表明!
右旋西酞普兰&:$>[P(的抗抑郁作用比左旋西
酞普兰&3$>[P(至少强#""倍+#,)I:$N手性柱
为纤维素类手性柱!由于水能溶解纤维素及其衍
生物!故流动相一般采用正相系统)本实验选择
大气压化学电离源和多反应离子监测&BQB(
模式!建立测定西酞普兰对映异构体血浆浓度的
正相NYL>$BC’BC法!可用于西酞普兰对映异
构体血浆浓度的测定和药代动力学研究)

<!实验部分
<><!仪器与色谱条件

C[L$NP9型高效液相色谱仪%日本岛津公
司产品$*Y[%"""三重四极杆串联质谱仪%美
国 *DD21@T)1;AFAE@/A公司产品)>N[Q*L$
>.LI:$N手性柱&!-"//_’8(//_-$/(!

D?@4;/@4@R氰基预柱&’//_%//_-$/(!
柱温为室温!流动相为H&正己烷(lH&无水乙
醇(lH&二乙胺(̂ ,"l%"l"8#的溶液!流速为

"8-/L"/14]#)离子源为大气压化学电离源
&*Y>[(!离子源温度%-"k!碰撞活化气&>*X(

&VG!雾化气 &H.)(流速’L"/14]#!气帘气
&>MQ(流速,L"/14]#)正离子 BQB 模式
监测!西酞普兰和内标利多卡因的检测离子对分
别为<’F%!-8#(#"Z8&和<’F!%-8’(Z(8#!
离子去簇电压&XY(分别为’-G和%%G!离子
对碰撞活化电压&>.(分别为’!G和!,G)

<>=!试剂与试药
氢溴酸西酞普兰化学对照品和草酸艾司西

酞普兰&:$>[P(对照品%纯度&&8-\!均由成都
市科伦药物研究所提供$利多卡因化学对照品%
购自山西大同制药厂$甲醇*正己烷和异丙醇%均
为色谱纯!P.X[*公司产品$其余试剂均为分
析纯)

<>B!标准溶液配制
精密称取(8!-/5&相当于.";$>[P-/5(

氢溴酸西酞普兰!置于#""/L容量瓶中!用甲
醇定容至刻度!即得-"/5"L]#.";$>[P储备
液!临用前以甲醇稀释.";$>[P标准系列工作
液!分别为!-"*!""*#""*-"*!-*#!8-*(8!-*

%8#!-*#8-(!和"8,Z#$5"L
]#$精密称取%8!

/5&相当于:$>[P!8-/5(草酸艾司西酞普兰!
置于#""/L容量瓶中!用甲醇定容至刻度!即
得!-/5"L]#:$>[P储备液!临用前以甲醇稀
释:$>[P标准系列工作液!分别为#!-*#""*-"*

!-*#!8-*(8!-*%8#!-*#8-(!*"8,Z#和"8%&#

$5"L
]#$精密称取(8!/5&相当于利多卡因-

/5(盐酸利多卡因!置于#""/L容量瓶!用甲醇
定容至刻度!即得内标储备液&-"/5"L]#(!临
用前以甲醇稀释为’$5"L

]#的内标工作液)

<>G!样品预处理
取-""$L血浆!加入-"$L内标工作液和

#""$L#/;2"L
]#氢氧化钠溶液!混匀后加入%

/LH&正己烷(lH&异丙醇(̂ &Zl!的萃取剂!
漩涡萃取#" /14!低温离心 #" /14&#( k!

%"""<"/14]#(!转移上层有机相于干净尖底
试管中!置于’"k水浴中!通空气流挥干!残留
物溶于#""$L流动相!进样’"$L)由药物与
内标的峰面积比对药物浓度进行加权&#’9!(线
性回归)

.";$>[P的浓度以3$>[P和:$>[P的峰面
积之和与内标峰面积之比!通过.";$>[P标准曲
线计算$:$>[P的浓度以:$>[P的峰面积与内
标峰面积之比!通过:$>[P标准曲线计算$3$
>[P的浓度为.";$>[P与:$>[P的浓度之差)
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=!结果与讨论
=><!检测方法的选择

>[P同时具有紫外和荧光吸收!一般说来!
荧光检测灵敏度较紫外高"陈国珍等#!$指出%许
多共轭芳香族化合物!激发时发生%(%跃迁!
其荧光光谱受溶剂极性的影响较大"由于这些
分子受激发时!其电子激发态比基态具有更大的
极性!随着溶剂极性的增大!对激发态比基态产
生更大的稳定作用!因此%(%跃迁所需的能量
差小!且跃迁几率增加!荧光光谱随着溶剂的极
性增大而向长波方向移动!强度也会增加"但本
实验发现!在浓度相同的情况下!采用紫外检测
时药物的响应比荧光检测高!"多倍"这是由于

I:$N手性分析柱的特殊要求!流动相采用低极
性的正己烷&无水乙醇系统!>[P在正相溶剂系
统中进行%(%跃迁!所需的能量差增大!且跃
迁几率减小!强度也就大大减小"虽然其紫外响
应较荧光响应高!但仍不能满足药动学测定的需
要!故最终采用NYL>$BC&BC法测定西酞普兰
对映异构体血药浓度"

=>=!离子源的确定
本实验比较了电喷雾离子源’.C[(和大气

压化学电离源’*Y>[(!结果显示!在相同流速
下!采用.C[源!药物响应只是采用 *Y>[源的

!"\左右"这可能因为流动相为正相!.C[源不
利于>[P的离子化"在不分流的条件下!.C[源
的流速不能超过"8%/L)/14]#!此时>[P消
旋体达到基线分离所需的保留时间为%"/14*

*Y>[源流速可达!/L)/14]#!当流速为"8-
/L)/14]#时!>[P消旋体达到基线分离的保留
时间大大缩短’#Q"#-/14(!故本研究采用*Y$

>[离子源"有文献#%$报道正相 NYL>$BC&BC
法易发生爆炸!本研究将离子源温度设定为%-"
k!提高了正相 NYL>$BC&BC法的安全性"

=>B!离子对的选择
本实验采用正相NYL>$BC&BC法!流动相

采用低极性的正己烷&无水乙醇系统!故药物的
解离程度将直接影响测定灵敏度"国外学者常
在柱后添加甲酸!醋酸铵以提高正相 NYL>$
BC&BC条件下药物的响应#’$-$"本实验在进行
针泵扫描时!也考察了添加甲酸+醋酸铵对药物
离子化的影响!结果显示!柱后添加甲酸未能提
高>[P的响应!添加醋酸铵也未出现预期的

<&F%’!’#B‘HN’$‘(!故未采用柱后添加的
方法">[P和内标的二级质谱图示于图#"

=>G!流动相的优化
在手性分离过程中!一些强碱+强酸类物质

容易吸附在手性色谱柱上!从而造成色谱峰形展
宽和拖尾!这些吸附一般存在于填料上的活性
点"为了避免这种情况!可以在流动相中加入一
些添加剂!这些物质比待分析样品更容易吸附在
填料上!这样填料上的活性点对待分析样品而言
就被屏蔽掉了"由于西酞普兰是弱碱性药物!故
需要在流动相中加一定量的碱性添加剂!实验最
后选定二乙胺作为碱性添加剂"
随着流动相中醇比例的增加!药物的保留时

间减少!当醇的比例为%"\时!3$>[P和:$>[P
能达到基线分离!3$>[P和:$>[P的保留时间
分别是#!8Z/14和#’8!/14!故最终确定流动
相为H’正己烷(lH’无水乙醇(lH’二乙胺(̂

,"l%"l"8#的溶液!流速为"8-/L)/14]#!
柱温为室温"

图<!西酞普兰!$"和内标!8"的 7I= 扫描质谱图

C(D><!7I=4,’&.2$+/&(.$*+,2$-!$"$%"(%.’2%$*4.$%"$2"!8"
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=>K!血浆样品预处理条件的选择和优化
实验考察了在不同浓度氢氧化钠溶液!"8#"

"8-"#/;2#L]#$中%>[P和内标的萃取回收率%
通过实验发现%随着碱浓度的增加%萃取回收率
逐渐增大%且高浓度碱液条件下%萃取挥干后的
残渣复溶溶液较澄清%故确定在#/;2#L]#氢
氧化钠的碱性条件下萃取&
国外学者对人体血浆中的 >[P 进行研究

时%预处理多采用!次萃取’($,(%且萃取剂体积较
大&本研究在碱性条件下对萃取剂的筛选发现)
正己烷的萃取回收率最低%不到-"\*乙酸乙酯
和乙醚萃取挥干后的残渣复溶后%溶液较混浊*

二氯甲烷萃取时的萃取回收率不稳定*用H!正
己烷$lH!异丙醇$̂ &Zl!的溶液萃取时%样品
基线噪声较小%色谱峰的响应高%回收率恒定%故
选择含!\异丙醇的正己烷作为本研究的萃
取剂&

=>L!方法学验证

=>L><!特异性考察!分别取空白血浆"空白血
浆加标样"受试者给药后收集的血浆样品%按上
述血浆样品处理方法及检测条件进行定量分析%
其色谱图示于图!&结果表明%血浆中的内源性
杂质不会干扰3$>[P":$>[P及其内标的测定&

注)#8[8C8,8Z&/14*!83$>[P#!8Z#/14*%8:$>[P#’8!’/14

图=!空白血浆!$"和空白血浆加"153?对照品!8"#

空白血浆加#$%153?对照品!&"和给药后血浆!""色谱图

C(D>=!5A2+-$.+D2$-4+/8*$%S,*$4-$!$"$8*$%S,*$4-$;(.A"153?!8"$

8*$%S,*$4-$;(.A#$%153?!&"$%"4$-,*’,*$4-$!""

=8L8=!标准曲线 !以药物与内标的峰面积比
为横坐标!D$%血浆药物浓度为纵坐标!0$进行
线性 回 归 !#+9!$%.";$>[P 在 "8#-(!-"

$5#L
]#范围内%回归方程为)0^"2!#’%D‘

"2""#Z!.^"8&&&!$*:$>[P在"8",Z!!-

$5#L
]#范围内%回归方程为)0^"2%"-,D ]

"2""%!!.̂ "8&&&!$&

=8L8B!精密度"方法回收率和萃取回收率!配
制.";$>[P":$>[P和3$>[P高"中"低%个浓度
质控样品%按<8G方法操作%分别在同一天内连
续测定-次%连续测定%天%计算日内"日间精密

度和方法回收率%均符合生物样品分析要求*取
空白血浆配制高"中"低三种浓度的质控样品%按

<8G方法操作%同时配制绝对进样量相当于各浓
度质控样品#""\含量的对照品工作液直接进
样%以药物峰面积比计算药物的萃取回收率%符
合生物样品分析要求&在经过预处理的空白血
浆基质中加入.";$>[P":$>[P和3$>[P高"中"
低%个浓度对照品溶液%记录进样得到的峰面积
作为分子%以相应对照品溶液直接进样得到峰面
积作为分母%二者相比计算得基质效应%结果符
合生物样品分析要求&以上结果列于表#&
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=8L8G!血浆样品稳定性!配制.";$>[P!:$>[P
和3$>[P高"浓度分别为’"!!"!!"$5#L

]#$!
中"浓度分别为!8-"!#8!-!#8!-$5#L

]#$!低
"浓度分别为"8%#!!"8#-(!"8#-($5#L

]#$的
质控样品%分别于]%"k冰箱保存%考察样品长

期稳定性!反复冻融!室温放置!重复进样及萃取
物稳定性实验&实验结果表明%血浆样品’?内
重复进样!室温放置’?!萃取物放置Z?!]%"
k保存%"天及反复冻融!次%与"时刻比较其
分析物浓度无明显变化%结果列于表!&

表<!西酞普兰对映异构体的精密度!方法回收率和萃取回收率实验结果

?$8*’<!6’4F*.4+/,2’&(4(+%"-’.A+"2’&+#’2:$%"’M.2$&.(+%2’&+#’2:+/&(.$*+,2$-’%$%.(+-’24

化合物
配制浓度’

"$5#L]#$

萃取回收率’

"\nC8X8$

方法回收率’

"\nC8X8$

日内QCX’

\

日间QCX’

\

基质效率’
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B!方法应用
#"名男性健康受试者单次口服!"/5氢溴
酸西酞普兰片后%用本法测定其体内西酞普兰对

映体的浓度%血药浓度$时间曲线图示于图%&
结果表明%该方法可用于西酞普兰对映异构体药
代动力学!生物利用度及临床血药浓度的测定&
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