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衍生化 LC 2MS法测定人体内佐芬普利及其活性代谢物
以及药代动力学研究
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摘 　要 　目的 :建立衍生化 LC2MS法同时测定佐芬普利及其活性代谢物佐芬普利拉的人体血药浓度 ,研究健康中国受

试者单次和多次口服佐芬普利钙片后 ,佐芬普利和佐芬普利拉的药代动力学特征。方法 : 10名健康受试者先分别单次口服

15, 30和 60 mg受试制剂 ,然后连续 6 d多次口服 30 mg受试制剂 ,以对溴苯甲酰甲基溴为衍生化试剂 ,采用衍生化 LC2MS

法同时测定人血浆中佐芬普利及其活性代谢物佐芬普利拉的浓度 ,并计算二者的药代动力学参数。结果 :健康受试者分别

单次口服佐芬普利片后 , 3个剂量组的佐芬普利和佐芬普利拉的半衰期相近 ;在 15～60 mg剂量范围内 ,佐芬普利和佐芬普

利拉的 AUC0224 h和 cmax均与剂量呈良好的线性关系 ,且均不存在性别差异。多剂量 (每日 1次 ,每次 30 mg)连续给药 6 d后 ,

佐芬普利的平均稳态血药浓度 cav为 (5107 ±1106) ng/mL,血药浓度波动度 D F为 14126 ±2194,蓄积常数为 0194 ±0131。

佐芬普利拉的 cav为 (40131 ±5140) ng/mL, D F为 11161 ±4168,蓄积常数为 0183 ±0113。结论 :佐芬普利及活性代谢物佐

芬普利拉在中国人体内均呈线性药代动力学特征 ,多次给药后在体内均无蓄积 ;二者在中国人体内的药代动力学特征和代

谢与欧洲人之间存在种族差异。
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Ab s trac t　A im : A new derivative LC2MS method was developed for the simultaneous determ ination of zofenop ril
and its active metabolite zofenop rilat to investigate the pharmacokinetic characteristics of zofenop ril and zofenop ri2
lat in healthy Chinese volunteers after single and multip le oral doses of zofenop ril calcium tablets1M e tho d s: Ten
Chinese healthy volunteerswere given three single oral doses of 15, 30, and 60 mg, respectively, and consecutively
the multip le doses of 30 mg1The concentration and pharmacokinetic parameters of both the parent drug and the
active metabolite were simultaneously determ ined by derivative LC2MS method using p2bromophenacyl brom ide
(p2BPB) as the derivative reagent1R e su lts: After the single oral adm inistrations of 15, 30, and 60 mg of zofeno2
p ril calcium, there was no significant difference in the t1 /2 of both zofenop ril and zofenop rilat among the three do2
ses. The values of AUC0224 h and cmax for both zofenop ril and zofenop rilat showed the good linearities to the dosage
over the dose range from 15 mg to 60 mg1There were no significant differences in AUC0224 h and cmax for both com2
pounds between female and male volunteers1After multip le oral adm inistration (30 mg once daily for 6 days ) , the
average steady state p lasma concentration (cav ) for zofenop rilwas (5107 ±1106) ng/mL with the degree of fluctu2
ation (D F ) of 14126 ±21941The cav for zofenop rilat was (6128 ±1187 ) ng/mL with the D F of 11161 ±
41681The accumulation index values for zofenop ril and zofenop rilat were 0194 ±0131 and 0183 ±0113, respec2
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tively1Co nc lu s io n: Both zofenop ril and zofenop rilat were demonstrated of linear kinetics after single adm inistra2
tion and showed no accumulation after multip le adm inistration of the test zofenop ril calcium tablets1There was
significant difference in the pharmacokinetic characteristics for zofenop ril calcium between healthy Chinese and
European volunteers1
Key wo rd s　zofenop ril; zofenop rilat; LC2MS; pharmacokinetics; p2bromophenacyl brom ide (p2BPB); derivarization

　　佐芬普利 ( zofenop ril,结构式见图 1, A )是第 3

代长效血管紧张素转移酶抑制剂 ,临床上用于治疗

轻至中度原发性高血压以及急性心肌梗死、血流动

力学稳定并未接受溶栓治疗的患者。佐芬普利口

服后吸收快速且完全 ,几乎完全转化为含巯基的活

性代谢物佐芬普利拉 ( zofenop rilat,结构式见图 1,

B) ,后者主要作用于抑制肾素 2血管紧张素系统 ,

具有强舒张血管作用 ,并能抑制血小板的聚集和黏

附 [ 1 ]。临床试验证明 ,佐芬普利拉通过降低全身

血管阻力和血压来改善心脏功能 ,同时保持增强重

要器官的灌注。佐芬普利拉结构中含有一个游离

的巯基 ,极易被氧化成二硫化物。文献报道的测定

佐芬普利拉采用的方法有衍生化 GC2MS法 [ 2 ] ,衍

生化 LC2MS2MS法 [ 3 ] ,本文采用中国药科大学药物

分析教研室新建立的衍生化 LC2MS方法同时测定

佐芬普利及其活性代谢物佐芬普利拉 ,考察并评价

佐芬普利钙片在健康中国受试者体内的药代动力

学特征 ,以供临床用药参考。

　 　材 　料

111　药品与试剂

受试制剂佐芬普利钙片 (江苏康缘药业股份

有限 公 司 , 含 佐 芬 普 利 钙 15 mg/片 , 批 号 :

070925) ;佐芬普利钙对照品 (纯度 9911% )、佐芬

普利拉对照品 (纯度 9610% )均由江苏康缘药业股

份有限公司提供 ;苯扎贝特对照品 (中国药品生物

制品检定所 ) ;对溴苯甲酰甲基溴 ( p2BPB,美国

Sigma2A ldrich公司 )。甲醇 (色谱纯 ,美国默克公

司 ) ;甲酸、甲基叔丁基醚、乙酸和醋酸铵均为市售

分析纯 ,实验用水为去离子水。

112　仪 　器

Agilent 1100 LC2MS SL 液相色谱 2质谱联用

仪 ,含 :双高压泵、自动进样器、柱温箱、电喷雾离子

化接口、四极杆质谱检测器 ;色谱工作站 : Agilent

ChemStation。

F igure 1　Chem ical structures of zofenop ril(A) and zofenop rilat(B)

　 　方 　法

211　液相色谱与质谱条件

流动相 :乙腈 210 mmol/L 醋酸铵水溶液 (含

011 %甲酸 ) (60∶40) ;流速 : 012 mL /m in。离子检

测方式 :选择性离子检测 ( SIM ) ;离子极性 :负离子

(Negative) ;离子化方式 :气动辅助电喷雾离子化

( ESI) ; 检测对象 : 佐芬普利 , [M - H ]
-

, m / z

42810;佐芬普利拉衍生化产物 , [M - H ]
-

, m / z

52010;内标苯扎贝特 , [M - H ]
-

, m / z 36010。

212　佐芬普利拉衍生物 ( zofrnop rilat2p2BPB )的

合成 [ 4 ]

称取佐芬普利拉标准品 0113 g和对溴苯甲酰

甲基溴 ( p2BPB ) 0116 g溶于甲醇 10 mL 中 ,加入

1 mol/L氢氧化钠溶液调节 pH至 710,于 70 ℃水

浴中回流 1 h,于室温下氮气流吹干 ,用磷酸盐缓冲

液 (pH 710) 10 mL溶解 ,再用甲基叔丁基醚 10 mL

洗涤 2次 ,水层用 2 mol/L盐酸调节 pH至 210,再

用甲基叔丁基醚 10 mL洗涤 2次 ,合并有机层 ,于

室温下氮气流吹干 ,即得白色结晶产物 ,经 1 H NMR

验证 ,产物即佐芬普利拉的衍生化产物。

213　血样衍生化处理 [ 5 ]

取静脉血 3 mL, 立即离心 ( 4 000 r/m in,

5 m in)分离血浆 ,取血浆 110 mL加至含有 EDTA2
Na2 (011 mol/L) 40μL和 p2BPB (1 g/L ) 150μL的

210 mL 离心管中 ,涡旋混匀 , 45 ℃水浴中反应

30 m in,冷却至室温 ,于 - 20 ℃冰箱内保存待测。

214　待测血浆提取

取出 待 测 血 浆 化 冻 至 室 温 , 加 入 内 标
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(9179μg/mL) 20μL,涡旋混匀 ,再加入 50%乙酸

50μL,涡旋混匀 ,加入甲基叔丁基醚 5 mL,涡旋

3 m in,于 4 000 r/m in离心 8 m in,取上层有机相转

移至另一 10 mL干净离心管中 ,于室温下以氮气流

吹干。残渣用流动相 200 μL 溶解 ,涡旋 2 m in,

16 000 r/m in离心 3 m in,吸取上清液转移至自动进

样器样品瓶中 ,进行 LC2MS分析 ,进样量 5μL。

215　临床方案

本实验设计遵守赫尔辛基宣言的人体医学研

究的伦理准则 ,并经中国医学科学院附属皮肤病医

院伦理委员会审核批准 ,同时实验方案获得志愿者

的知情同意 ,并签署知情同意书。10名健康中国

受试者 ,体重 (5912 ±811) kg,男女各半。

21511　单次给药方案 　低剂量空腹口服受试制剂

15 mg,经过 1周的清洗期之后 ,高剂量空腹口服受

试制剂 60 mg,再经过 1周的清洗期后 ,中剂量空

腹口服受试制剂 30 mg。每次服药用温开水

200 mL送服 ,于服药 4 h后进统一标准餐 (午餐 ,低

脂肪饮食 )。口服药物前 ( 0 h ) 抽取空白血样

3 mL,在服药后 0125, 0150, 0175, 1, 115, 2, 215, 3,

4, 5, 6, 8, 11, 14, 24 h 分别采集受试者静脉血

3 mL,按照“213”项下方法处理 ,于 - 20 ℃冰箱内

保存待测。

21512　多次给药方案 　中剂量单次给药后进行多

次给药研究。10 例受试者口服受试制剂 ,每日

1次 ,每次 30 mg,连续服药 6 d。健康受试者分别

于第 3 ～5 天早晨服药前取空白血样 3 mL; 第

6天 ,健康受试者于早晨取血后空腹服药。给药后

0125, 0150, 0175, 1, 115, 2, 215, 3, 4, 5, 6, 8, 11, 14,

24 h分别采集受试者静脉血 3 mL按照“213”项下

处理 ,于 - 20 ℃冰箱内保存待测。试验期间禁止

剧烈活动 ,禁止吸烟、饮酒或含药物、酒精的饮

料等。

216　数据分析

采用 DAS 210和 BAPP 1115软件计算主要药

代动力学参数。 tmax、cmax、c
ss
max、c

ss
m in均为实测值。平

均血药浓度计算公式 : cav =AUCss /τ,波动度计算公

式 : D F = ( c
ss
max - c

ss
m in ) /cav。蓄积常数计算公式 [ 6 ]

: R

=AUCss /AUC0224 h ,其中 AUCss为多剂量给药后血药

浓度 2时间曲线下的面积 , AUC0224 h为单次中剂量给

药后血药浓度 2时间曲线下的面积。

　 　结 　果

311　测定方法的确证

31111　方法专属性 　在本实验所采取的 LC2MS

条件下 ,佐芬普利的出峰时间约 513 m in;佐芬普利

拉的出峰时间约为 613 m in;内标苯扎贝特的出峰

时间约为 314 m in。见图 2。血浆中的内源性杂质

不影响佐芬普利和佐芬普利拉衍生化产物的测定。

F igure 2　Typ ical chromatogram s of zofenop ril and zofenop rilat

A: B lank p lasma; B: B lank p lasma sp iked with zofenop ril; C: B lank p lasma sp iked with zofenop rilat; D: Plasma samp les with IS

a: Zofenop ril; b: Zofenop rilat; c: Bezafibrate
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31112　线性关系和灵敏度 　血浆中佐芬普利的质

量浓度在 1～500 ng/mL线性范围内与峰面积比值

呈良好的线性关系 ,定量下限为 1 ng/mL。以标准

含药血浆峰面积比值 f ( f =A s /A i )对血药浓度 ( c)作

权重回归计算 ,得权重回归方程 : f = 11981 ×10 - 3 +

31134 ×10
- 3

c, r = 01999 4,权重系数 W = 1 / c
2。

佐芬普利拉的质量浓度在 2～1 800 ng/mL线

性范围内与峰面积比值呈良好的线性关系 ,定量下

限为 2 ng/mL。以标准含药血浆峰面积比值 f ( f =

A s /A i )对血药浓度 ( c)作权重回归计算 ,得权重回

归方程 : f = 2184 ×10
- 3

+ 31644 ×10
- 3

c, r =

01998 9,权重系数 W = 1 / c
2。

31113　精密度和回收率 　佐芬普利低、中、高 3种

浓度 (21550、40180和 45910 ng/mL, )的批内和批

间精密度小于 12%。佐芬普利拉低、中、高 3种浓

度 (51130、10216和 1 642 ng/mL)批内和批间精密

度均小于 13%。

佐芬普利提取回收率为 7419% ～8319% ;相

对回收率为 9215% ～9917%。佐芬普利拉的衍生

化产物提取回收率为 7511% ～8212% ;相对回收

率为 9718% ～10518%。

31114　稳定性及基质效应考察 　分别考察了血浆

样品在室温下放置 14 h、进样器放置 18 h、反复冻

融 3次及冰冻半个月和冰冻两个月条件下的稳定

性。结果表明 ,佐芬普利和佐芬普利拉的衍生化产

物在上述各种条件下稳定性均良好。基质效应考

察结果显示 ,佐芬普利、佐芬普利拉的衍生化产物

和内标的测定均不受基质效应干扰。

312　单剂量给药的药代动力学

10名受试者单剂量分别口服 15, 30和 60 mg

受试制剂后测得的佐芬普利和佐芬普利拉平均血

药浓度 2时间曲线分别见图 3 (A )和图 3 (B )。10

名受试者单剂量分别口服 15 mg, 30 mg和 60 mg受

试制剂后佐芬普利和佐芬普利拉的药代动力学参

数见表 1。佐芬普利和佐芬普利拉的 AUC2剂量曲

线分别见图 4 (A )和图 4 (B )。3个剂量组佐芬普

利和佐芬普利拉的半衰期相近 ;在 15～60 mg剂量

范围内 ,佐芬普利和佐芬普利拉的 AUC0224 h和 cmax

均与剂量呈良好的线性关系 ( r > 0199)。以上结果

表明在此剂量范围内 ,佐芬普利和佐芬普利拉在健

康受试者体内均呈线性药代动力学特征。

—□—15 mg; —◆—30 mg; —△—60 mg

F igure 3　Mean p lasma concentration2time p lots of zofenop ril (A ) and

zofenop rilat(B) in healthy volunteers after a single oral adm inistration

of zofenop ril calcium tablets( x ±s, n = 10)

Table 1　Main pharmacokinetic parameters of zofenop ril and zofenop rilat in healthy volunteers after adm inistrating a single oral adm inistration of

zofenop ril calcium tablets( x ±s, n = 10)

D rug Parameter
Dose /mg

15 30 60

Zofenop ril t1 /2 / h 0168 ±0145 0158 ±0145 0170 ±0186

cmax / ( ng/mL) 48105 ±19107 84161 ±26124 15315 ±3912

tmax / h 0190 ±0178 0168 ±0137 0193 ±0182

AUC0224 h / (μg·h /L) 68120 ±25127 11010 ±2311 23614 ±7212

Zofenop rilat t1 /2 / h 6176 ±1149 6103 ±0157 5160 ±2120

cmax / ( ng/mL) 33516 ±14616 67413 ±17415 1248 ±369

tmax / h 1110 ±0166 1105 ±0170 1150 ±0189

AUC0224 h / (μg·h /L) 76415 ±21115 1178 ±233 2140 ±444
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—◆—15 mg; —▲—30 mg; —●—60 mg

Figure 4　AUC2dose curves of zonfenopril(A) and zofenoprilat(B) after a

single oral administration of zofenopril calcium tablets(x ±s, n =10)

313　多剂量给药的药代动力学

10名受试者多剂量口服 30 mg受试制剂后 ,

佐芬普利平均血药浓度为 ( 41346 ±11028 )

ng/mL,稳态血药浓度波动度 D F为 16182 ±3199,

蓄积常数为 ( 9413 ±3114) % ;佐芬普利拉在给药

3 d即可达稳态血药浓度 , 平均血药浓度为

(40131 ±5140) ng/mL,稳态血药浓度波动度 D F

为 11161 ±4168,蓄积常数为 (8216 ±1218) %。多

剂量给药后佐芬普利和佐芬普利拉的其他药代动

力学参数分别见表 2。
Table 2　Main pharmacokinetic parameters of zofenop ril and zofenop ri2
lat in healthy volunteers after multip le2dose adm inistration of 30 mg

zofenop ril calcium tablets( x ±s, n = 10)

Parameter Zofenop ril Zofenop rilat

t1 /2 / h 0159 ±0127 6123 ±0184

cmax / ( ng/mL) 73192 ±27157 48511 ±23314

tmax / h 0173 ±0118 0195 ±0156

AUC ss / (μg·h /L) 10413 ±2417 96714 ±12915

CL / (L /h) 30214 ±6919 31157 ±4169

Vd /L 25615 ±14618 28312 ±5210

314　性别差异对佐芬普利和佐芬普利拉主要药代

动力学参数的影响

将健康受试者单剂量口服佐芬普利片后的佐

芬普利和佐芬普利拉的药代动力学参数按性别分

组 ,结果见表 3。 t1 /2和 tmax分别进行单因素方差分

析和非参数检验 ,结果显示两个参数无性别差异

( P > 0105)。将 cmax和 AUC按性别分成两组进行

单因素方差分析 ,计算得到的 P值均大于 0105,该

结果说明 cmax和 AUC均不存在性别差异。

Table 3　Main pharmacokinetic parameters of zofenop ril and zofenop rilat between men and women after adm inistrating a single dose of 15, 30 and 60

mg, respectively ( x ±s, n = 5)

D rug Parameter
15 mg

Male Female

30 mg

Male Female

60 mg

Male Female

Zofenop ril t1 /2 / h 0153 ±0127 0183 ±0156 0149 ±0129 0166 ±0160 0142 ±0112 0197 ±1121

cmax / ( ng/mL) 53118 ±22114 42192 ±16118 86133 ±23197 82189 ±32111 16516 ±2918 14114 ±4619

tmax / h 0185 ±0170 0195 ±0193 0155 ±0127 0180 ±0145 1145 ±0187 0140 ±0122

AUC0224 h / (μg·h /L) 76144 ±32144 59195 ±14165 11613 ±2912 10318 ±1516 25813 ±3917 21415 ±9416

Zofenop rilat t1 /2 / h 6112 ±1153 7140 ±1128 6105 ±0138 6102 ±0176 5118 ±1155 6103 ±2184

cmax / ( ng/mL) 32019 ±16213 35014 ±14616 65210 ±22417 69616 ±12915 1389 ±320 1107 ±394

tmax / h 0195 ±0157 1125 ±0177 1130 ±0186 0180 ±0145 1135 ±0189 1165 ±0196

AUC0224 h / (μg·h /L) 70716 ±20010 82114 ±22914 1 161 ±263 1 195 ±229 2 326 ±430 1 954 ±414

　 　讨 　论

本文采用新的衍生化试剂进行佐芬普利拉的

衍生化反应 ,衍生化反应快速完全。在测定过程

中 ,由于没有使用相转移催化剂四丁基硫酸氢铵 ,

使得检测灵敏度大大提高 ,可以用单级质谱完成整

个测试任务 ;提取试剂由甲苯改为毒性相对较低的

甲基叔丁基醚 ,对人体伤害小 ;流动相由梯度洗脱

改为等度洗脱 ,增加了分析过程的稳定性。因此 ,

本实验所提出的方法相对于文献报道的方法 ,有较

大的优越性。

本论文首次报道了健康中国受试者口服佐芬

普利钙片后佐芬普利和佐芬普利拉在体内的代谢

状况。研究结果显示 ,健康中国受试者低、中、高剂

量分别单次口服佐芬普利钙片后 ,佐芬普利及其活

性代谢物佐芬普利拉在人体内均具有线性药代动
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力学特征 ;多次给药试验证明佐芬普利及佐芬普利

拉在人体内没有蓄积。

由单剂量服药后血药时间曲线可见 ,低剂量和

高剂量给药时受试者进食早餐 ,曲线有明显的双峰

现象 ,中剂量给药时受试者没有进食早餐 ,吸收曲

线的双峰消失。说明进食药物对吸收过程有影响。

在单次口服 60 mg佐芬普利钙片后 ,与文献

[ 7 - 8 ]报道的欧洲受试者体内佐芬普利和佐芬普

利拉药代动力学参数相比 ,佐芬普利在健康中国受

试者体内的 t1 /2与文献报道的欧洲受试者的相近 ,

cmax和 AUC比欧洲人略高 ;佐芬普利拉在健康中国

受试者的 t1 /2比欧洲人略高 , cmax和 AUC均显著高

于欧洲人。数据显示 ,佐芬普利及佐芬普利拉在中

国人体内的吸收和代谢与欧洲人有种族差异。此

结果提示 ,为保证用药安全 ,中国患者的合理用药

剂量应该进行适当调整。
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