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摘要 目的: 建立测定人血浆中坎地沙坦的液相色谱 - 质谱联用法。方法: 血浆样品经液 - 液萃取后,以甲醇 -水 -异丙醇

( 55B30B15)为流动相, 采用 Inertsil ODS - 3柱 ( 150 mm @ 21 1 mm, 5 Lm ), 通过电喷雾离子化离子阱时间串联质谱,以选择离

子反应监测 ( SRM )方式进行检测。用于定量分析的二级碎片离子分别为 m /z 423(坎地沙坦 )和 m /z 418(内标缬沙坦 )。结

果: 线性范围为 11024~ 3071 2 ng# mL- 1,最低定量浓度为 11024 ng# mL - 1,每个样品测试时间仅 41 8 m in。在坎地沙坦酯片临

床药物动力学研究项目中,应用此法可在 1周内测试 600个血浆样品。结论:该法灵敏度高,操作简便、快速、准确,适用于临

床药物动力学研究。

关键词: 坎地沙坦;液相色谱 -质谱联用法;血浆药物浓度

中图分类号: R917 文献标识码: A 文章编号: 0254- 1793( 2009) 05- 0778- 04

LC-M S determ ination of candesartan in human plasma
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Abstract Objec tive: To develop a sensit ive and spec ific LC /M S method for determ inat ion o f candesartan in hu-

man plasma. Methods: Candesartan and in ternal standard va lsartan w ere extracted from p lasma using liquid- liqu id

ex traction, then separated on a InertsilODS- 3 co lumn( 150 mm @ 211mm, 5 Lm). Themobile phase consisted o f

methano l- w ater- isopropano l( 55B30B15) at a flow rate of 012 mL# m in
- 1
. A F inn igan LCQ ion trapm ass spec-

trometer equ ipped w ith e lectrospray ionization source w as used as detecto r and w as operated in the positive ion

mode. Se lected reactionmonitoring( SRM ) using the precursory product ion comb inations ofm /z 441y 423 andm /

z 436y 418 w as used to quantify candesartan and internal standard, respectively. Results: The linear ca libration

curves w ere obta ined in the concentration range of 11024- 30712 ng# mL
- 1
. The lim it of quant ification w as 11024

ng# mL
- 1
. Each plasma sample w as chrom atographed w ith in 418m in. Themethod w as successfu lly used in severa l

pharm acokinet ic stud ies for candesartan. M ore than 600 p lasm a samplesw ere assayed w ithin onew eek. Conc lusion:

Them ethod is proved to be su itab le fo r clinical investigation of candesartan pharmacok inetics, w hich offers advanta-

ges o f specif icity, speed, and greater sensitiv ity over the prev iously repo rtedmethods.
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坎地沙坦 ( candesartan)是一种高度选择性长效

AT1受体拮抗剂, 临床主要用于治疗原发性高血压。

与同类型的其他药物相比,药效显著而持久,有很好

的应用前景。坎地沙坦为前药坎地沙坦酯的体内长

效活性代谢成分,坎地沙坦酯在吸收过程中完全转

化为坎地沙坦
[ 1]
, 因此以坎地沙坦的血药浓度为指

标进行药物动力学研究。由于坎地沙坦的血药浓度

低, HPLC- UV检测不够灵敏, 而用荧光法测定时,

对仪器的稳定性及样品前处理等要求苛刻
[ 2, 3]
。本

文采用液相色谱 -质谱联用法测定人血浆中坎地沙

坦, 并将其成功用于临床药物动力学样品分析。

1 材料与方法

111 仪器  美国 F inn igan公司 LCQ AdvantageMAX

型高效液相色谱 -质谱联用仪, 配有电喷雾离子源

( ESI)以及 Xca libur 113数据处理系统, Surveyor LC

泵, Surveyor自动进样器; XW - 80A型漩涡混合器 (上
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海琪特分析仪器有限公司 ); TDL- 5型离心机 (北京仪

诚科技公司 ); ALC 4239R型高速大容量台式离心机。

112 药品与试剂  坎地沙坦对照品 (含量

9910% ), 缬沙坦 (内标, 含量 9910% ), 均由北京

法玛泰医药技术开发有限公司提供; 坎地沙坦酯

片 (北京法玛泰医药技术开发有限公司, 规格 8

mg) ; 甲醇为色谱纯 (M erck ) ; 异丙醇为色谱纯

( F isher Scient ific) ;甲酸、乙醚均为分析纯; 水为重

蒸水 ( M illi- Q ) ; 空白人血浆由蚌埠中心血站提

供。

113 色谱条件  色谱柱为 InertsilODS- 3柱 ( 150

mm @ 211 mm, 5 Lm );流动相为甲醇 -水 - 异丙醇

( 55B30B15) ;流速为 012mL# m in
- 1
;柱温为 25 e 。

114 质谱条件  离子源为 ESI源;喷雾电压 510 kV;

毛细管温度 275 e ;鞘气速度 1015 L# min
- 1
;辅助气

速度 3 L# m in
- 1
;正离子方式检测,扫描方式为选择

反应监测 ( SRM ), 用于定量的离子分别为坎地沙坦

m /z:母离子 (M + 1) 441y子离子 423,内标缬沙坦 m /

z:母离子 (M + 1) 436y子离子 418,扫描时间为 015 s。

115 血浆样品处理  取血浆 015mL置于 10mL具

塞试管中, 依次加入 012 mo l# L
- 1
盐酸溶液 015

mL,缬沙坦内标溶液 ( 216 ng# mL
- 1
, 流动相溶解 )

100 LL,涡旋 30 s。加入提取溶剂乙醚 5 mL, 涡旋

振荡 15m in, 3000 r# m in
- 1
离心 10m in,分取有机相

4 mL,残余溶液中再加入乙醚 5mL,同法操作, 合并

有机相,加入 10%丙二醇的甲醇溶液 011 mL, 涡旋

振荡 1m in。35 e 下 N2吹干,残渣以 500 LL流动相

溶解, 取上清液 10 LL进样。

2 结果
211 方法的专属性

分别取 6名受试者的空白血浆 015 mL, 按 /血

浆样品处理 0依法操作, 进样 10 LL, 得色谱图 1 -

A; 将一定浓度的坎地沙坦对照品溶液与缬沙坦内

标溶液分别加入空白血浆,同法操作,得色谱图 1-

B;取 1名受试者服药后 6 h的血浆样品 015mL,同

法操作,得色谱图 1- C。结果表明, 空白血浆中内

源性物质不干扰坎地沙坦的测定, 坎地沙坦和缬沙

坦的保留时间分别为 313和 412m in,该色谱条件能

够将受试者血浆样品中坎地沙坦与内标缬沙坦有效

分离。

坎地沙坦为含羧基侧链的二苯四氮唑衍生物,

采用正离子方式检测, 其准分子离子峰为 m /z 441,

选择性对其进行二级质谱扫描, 得到 1个很强的脱

水碎片离子 m /z 423,以 SRM扫描方式选择其进行

图 1 坎地沙坦专属性色谱图

F ig 1 C hrom atogram s of candesartan

A.空白血浆 ( blank p lasma)  B. 坎地沙坦 46 ng# mL- 1与缬沙坦

216 ng# mL- 1的对照品血浆 ( plasm a sp ikedw ith 46 ng# mL- 1 cande-

sartan and 216 ng# mL- 1 valsartan )  C.受试者给药后 6 h血浆样品

( p lasm a samp le after adm in istrat ion 6 h)

1.坎地沙坦 ( candesartan )  2.缬沙坦 ( valsartan)

定量分析,图 2 - A给出了坎地沙坦的二级全扫描

质谱图。图 2- B为内标缬沙坦的二级全扫描质谱

图, 使用质子化的准分子离子峰 (m /z 436)作为母

离子,利用生成的主要碎片离子 m /z 418进行定量

分析。以这种方式获得的色谱图具有高度的专属

性。

212 标准曲线和线性范围  精密称取坎地沙坦对
照品 916 mg, 置 25mL量瓶中, 加流动相适量溶解

并稀释至刻度, 摇匀,制成 384 Lg# mL
- 1
对照品储

备液。分别精密量取上述储备液适量, 加流动相

稀释制成 5112, 15136, 3814, 7618, 15316, 23014,
30712, 768, 1536 ng# mL

- 1
的系列对照品溶液。分

别精密量取系列对照品溶液 100 LL, 35 e 下 N 2吹

干, 加入空白血浆 015 mL, 配成含坎地沙坦 11024,
31072, 71680, 15136, 30172, 46108, 61144, 15316,
30712 ng# mL

- 1
的对照品血浆, 按 / 1150项下方法

自 /依次加入 012 mo l# L
- 1
盐酸溶液 015 mL0起同
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图 2 坎地沙坦 (A )和缬沙坦 ( B)的二级质谱全扫描图

Fig 2 Fu ll scanM S /MS spectra of cand esartan( A) and valsartan( B)

法操作,建立标准曲线。以对照品血浆中待测物浓

度为横坐标,待测物与内标物的峰面积比值为纵坐

标,用加权 ( 1 /C
2
)最小二乘法进行回归运算, 求得

的直线回归方程即为标准曲线。典型的回归方程

为:

Y= 0100568+ 0101444C  r= 019966
线性范围为 11024 ~ 30712 ng# mL

- 1
, 最低定量浓

度为 11024 ng# mL
- 1
。

213 精密度与准确度  取空白血浆 015 mL, 按

/ 2120项下方法制备坎地沙坦低、中、高 3个浓度

( 31072, 46108, 15316 ng# mL
- 1

)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,并与

标准曲线同时进行, 以当日的标准曲线计算 QC样

品浓度,将结果进行方差分析, 求算本法的准确度与

精密度,结果见表 1。实验数据表明, 该分析方法符

合有关国际规范
[ 4]
要求。

214 提取回收率及样品稳定性考察

分别取低、中、高 3个浓度 (分别为 31072,
46108, 15316 ng# mL

- 1
)的系列对照品溶液, 按

/ 2120项下方法操作,以提取后的色谱峰面积与未

表 1 坎地沙坦的准确度与精密度

Tab 1 A ccuracy and prec ision of candesartan

in human plasm a

C /ng# mL - 1 精密度 ( prec ision) , RSD /%

加入

( added)

测定

( measured)

日内

( intra- day )

日间

( inter- day)

相对偏差

( re lat ive error)

/%

31072 31472 518 1012 131 0

46108 41130 112 814 101 4

15316 15111 219 614 11 6

经提取直接进样获得的对照品溶液色谱峰面积之

比,考察样品的提取率。每一浓度进行 6样本分析。

3种浓度下样品的提取回收率分别为 8711%,

8712% , 8915%; RSD分别为 1415%, 112%, 218%。
内标溶液经同样提取处理,其回收率为 8213%, RSD

为 316%。
将 / 2120项下的 QC样品分别在室温放置 24 h;

在 - 20 e 冰箱中放置 1 d,反复冻融 3次; 在 - 20 e

冰箱中放置 15 d。测定血浆药物浓度,考察结果表

明血浆样品在室温放置和冷冻储存下稳定。
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215 分析方法在药动学研究中的应用
在坎地沙坦临床药动学研究中, 18名中国男性

健康受试者单剂量口服 8mg坎地沙坦酯,于服药前

和服药后 015, 1, 115, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10, 12, 16, 24,

36, 48 h取肘静脉血 3 mL, 4000 r# m in
- 1
离心 10

m in,分离血浆,于 - 20 e 冷冻储存, 直至测定。

图 3中给出了 18名受试者单剂量口服 1片坎

地沙坦酯片 (规格 8mg)后,坎地沙坦的平均血药浓

度 -时间曲线。

图 3 平均血药浓度 -时间曲线 (�x ? s, n= 18)

Fig 3 M ean p lasm a concen trat ion- tim e cu rve

根据所测坎地沙坦血浆浓度 -时间数据, 利用

DAS 210药动学程序计算主要药动学参数 t1 /2、Cmax、

Tmax、MRT、AUC0- 48、AUC0- ] 分别为 ( 1218 ? 719) h,

( 97106 ? 55125) ng# mL
- 1
, ( 416 ? 111) h, ( 16116 ?

5149) h, ( 95414 ? 31210) Lg# h# L
- 1
, ( 103517 ?

32918) Lg# h# L
- 1
。

3 讨论

坎地沙坦血药浓度测定方法国内外报道多采用

高效液相色谱法
[ 5]
。采用电喷雾离子源, 在本文的

色谱条件下,即使待测物与内标物完全分离,样品分

析时间也仅为 418m in, 大大提高了测试速度, 每天

可处理 120多个血浆样品。

通过对多种化合物进行筛选,最后选择与待测

物结构接近的缬沙坦为内标, 其色谱行为和提取回

收率均与待测物坎地沙坦相似, 因而可获得良好的

重现性。

流动相中添加异丙醇可有效改善峰形。样品酸

化后用乙醚进行提取,挥发快,回收率高。样品提取

后加入 011 mL 10%丙二醇的甲醇溶液可防止提取

液过分吹干。
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