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摘要 : 目的 　采用 LC - MS/MS测定人血浆中的头孢克洛。方法 　血浆样品经沉淀蛋白处理后 ,用 A llure C18柱 (50 mm ×416

mm, 5μm)分离 ,乙腈 - 1%甲酸 (20ζ 80)为流动相 ;采用三重四极杆串联质谱 ,电喷雾离子源 ,以正离子多反应监测方式进行

定量分析。结果 　血浆中头孢克洛的线性范围为 0. 01～10. 00μg·m l- 1 ,定量下限为 0. 01μg·m l- 1。回收率为 79. 6% ～

8312% ,日内、日间 RSD均小于 3. 5%。结论 　所建方法专属、灵敏、准确 ,适用于头孢克洛药物动力学的研究。

关键词 : 头孢克洛 ;液相色谱 -串联质谱法 ;血药浓度 ;血浆样品

中图分类号 : R917　　 文献标识码 : A　 　文章编号 : 1006 - 0103 (2008) 02 - 0207 - 03

D eterm ina tion of Cefaclor in human pla sma by LC - M S /M S
ZHAO Xi

1
, YANG Han - yu

1
, ZHANG Yan - ling

1
, L I Jun - de

2

(1. Pharm aco - cen ter of Pharm aceu tical R esearch Institu te, Sh ijiazhuang 050051, China; 2. Sh ijiazhuang N o. 4 Pharm acopedia L td. ,

Shijiazhuang 050051, China)

Abstract: O BJECT IVE　To establish an LC /MS/MS method to determ ine Cefaclor in human p lasma. M ETHOD S　Plasma sam2
p les were p recip tated with methanol intially, then the separation was performed on a A llure C18 analytical column using acetonitrile - 1%

form ic acid (20∶80) as the flow rate at 0. 5 m l·m in - 1. Electrosp ray ionization source ( ESI) was app lied and operated in positive ion

mode for the quantitive analysis byMRM. RESUL TS　LOQ of Cefaclor was 0. 01μg·m l- 1. The linear range of Cefaclor was 0. 01 -

10. 0μg·m l- 1. The mean recovery was 79. 6% - 83. 2% with intra - day and inter - day RSD less than 3. 5%. CO NCL US IO N　The

method is p roved to be specific, sensitive and accurate, and suitable for clinical pharmacokinetics study of Cefaclor.
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　　头孢克洛为第二代头孢菌素 ,因抑制细菌细胞

壁的合成导致细胞溶解而发挥杀菌作用 [ 1, 2 ]。目

前 ,多采用 HPLC法检测其人体内的血药浓度 ,但灵

敏度较低 ,很难检测到 3. 5 h后的血药浓度 [ 3 ]。而

采用 LC - MS/MS法测定时 ,样品的前处理方法烦

琐 [ 1, 2 ]。为此 ,特建立了简便的头孢克洛血浆样品

前处理过程和专属、灵敏、快速的 LC - MS/MS测定

方法 ,并用于分析临床药物动力学样品。

1　实验部分

111　仪器与试药

AP I 4000型液相色谱 - 三重四级杆质谱联用

仪包括 Analyst 1. 4 软件 (美国 AB I公司 ) ; 1100色

谱系统 (美国安捷伦公司 )。希刻劳干混悬剂 (礼来

苏州制药有限公司 ) ;头孢克洛对照品 (中国药品生

物制品检定所 ,批号 : 130481 - 200503, 9317% ) ;匹

多莫德内标 (河北省药品检验所 ,批号 : 010626,含

量 9911% ) ;乙腈、甲酸为色谱纯 ;空白人血浆 (河北

省中心血站 ) ;受试血浆样品 (中国人民解放军白求

恩和平医院国家药品临床研究基地 )在采血后迅速

分离提取血浆样品 ,并立即在受试血浆中加入 5%

冰醋酸 ,使血浆样品 pH < 4. 5。

112　方法与结果

11211　LC - MS/MS的条件 　色谱柱采用 A llure

C18柱 (50 mm ×4. 6 mm, 5μm ) ;流动相为乙腈 -

1%甲酸水溶液 ( 20∶80) ;流速 0. 5 m l·m in - 1 ;进样

量 10μl;柱温 20℃。质谱条件采用电喷雾离子化

源 ( ESI) ;电离电压为 5. 5 kV;卷帘气、雾化气、辅助

气和碰撞气均为 N2 ,流量分别为 25、60、40、8 L·

m in
- 1

;毛细管雾化温度为 500℃;正离子方式检测 ;

扫描方式为多离子反应监测 (MRM )。用于定量分

析的离子反应分别为 m / z 368. 0、174. 1 (头孢克

洛 ) , m / z 245. 2、134. 0 (内标 ,匹多莫德 ) ,驻留时间

均为 200 m s。

11212　溶液的制备 　精密称取 26. 68 mg头孢克洛

对照品 ,置 25 m l量瓶中 ,用 5%冰醋酸液配成 1. 0

mg·m l
- 1的对照品贮备液 ;用含 5%冰醋酸的空白血

浆稀释该贮备液为 0. 01、0. 02、0. 05、0. 20、0175、



2150、10. 00μg·m l
- 1的系列对照品溶液。精密称取

25 mg匹多莫德 ,置 25 m l量瓶中 ,用甲醇配制成 1

mg·m l- 1的贮备液 ,用含 1%甲酸的甲醇液稀释成 1

μg·m l
- 1的内标液。

11213　血浆样品的处理 　精密吸取 0. 1 m l血浆样

品 ,置 2 m l离心管中 ,加入 0. 1 m l内标溶液 ,精密加

入 0. 2 m l含 1%甲酸的甲醇溶液 ,漩涡混合 0. 5

m in, 1 ×104 r·m in - 1离心 5 m in;取 0. 1 m l上清液 ,置

2 m l离心管中 ,加入 0. 4 m l 1%甲酸的水溶液 ,漩涡

混合 0. 5 m in,取 10μl进行分析。

11214　质谱分析 　采用正离子方式检测 ,在一级全

扫描质谱中 ,基峰均为质子化的准分子离子峰 [M +

H ] + , m / z为 368、245) ,选择性对 [M + H ] +峰进行

二级质谱分析 (图 1) ,选择主要的碎片离子 (m / z为

174、134)作为 MRM定量分析的产物离子。

图 1　头孢克洛 ( A)和匹多莫德 ( B)的产物离子全扫描质谱图

F ig 1　Production ma ss spectra of Cefaclor( A) and P idotim od( B)

11215　方法的专属性 　分别取 6名受试者的空白

血浆 0. 1 m l,其中不加入内标液 (用 1%甲酸的甲醇

液 0. 1 m l补齐 ) ,其余按“1. 2. 3”项下方法操作 ,进

样 10μl;取对照品溶液 0. 1 m l,按“1. 2. 3”项下方

法操作 ,头孢克洛和内标的保留时间约为 1. 5、114

m in;取健康受试者给药后收集的血浆样品 ,同法操

作。结果表明 ,样品中内源性物质不干扰头孢克洛

和内标的测定。

1. 2. 6　标准曲线和定量下限 　分别取头孢克洛系

列对照品血浆溶液各 0. 1 m l,按“1. 2. 3”项下方法

操作 ,进样 10μl,记录色谱图 ;以浓度 (μg·m l
- 1 )为

横坐标、头孢克洛与内标峰面积比为纵坐标 ,采用加

权 ( 1 /C
2 )最小二乘法进行回归 ,回归方程为 : A =

01764C + 0. 001 ( r = 0. 9995 )。血浆中头孢克洛

0. 01～10. 00μg·m l- 1与峰面积比呈良好的线性关

系 ,定量下限为 0. 01μg·m l- 1。

1. 2. 7　精密度和准确度试验 　按“1. 2. 6”项下方

法配制头孢克洛低、中、高浓度 ( 0. 02、0. 75、

8. 00μg·m l
- 1 )的血浆样品溶液 ,分别取上述血浆溶

液 0. 1 m l,每个浓度 6份 ,连续测定 4批 ,并与标准曲

线同时进行。采用单因素方差分析法求得本法的精

密度与准确度 [ 4 ]
,结果日内、日间 RSD均小于 410%

(表 1)。

表 1　血浆中头孢克洛测定方法的精密度与准确度
Table 1　Prec ision and accuracy of the determ ina tion of cefaclor in

human pla sma

Added /
μg·m l - 1

Found /
μg·m l - 1

Intra - day
RSD /%

Inter - day
RSD / %

Relative
error/ %

0. 02 0. 02 3. 71 3. 46 - 1. 0

0. 75 0. 74 1. 76 2. 06 - 1. 2

8. 0 8. 21 3. 46 1. 62 2. 6

1. 2. 8　回收率试验 　分别取“1. 2. 7”项下的血浆

样品溶液 0. 1 m l,每个浓度 6份 ,按“1. 2. 3”项下方

法操作 ,记录头孢克洛的峰面积 A s。另取上述 3个

浓度的 5%冰醋酸水溶液 0. 1 m l,其余按“1. 2. 3”项

下方法操作 ,记录头孢克洛的峰面积 A sd。按“回收

率 =A s /A sd ×100% ”计算 ,低、中、高浓度血浆中 ,头

孢克洛提取回收率分别为 8312%、79. 6%、8112%。

内标溶液同法处理 ,回收率为 77. 3%。结果表明 ,

方法存在一定的基质效应 ,但头孢克洛与内标的提

取回收率均比较稳定 ,不影响血浆中头孢克洛的测

定。

1. 2. 9　稳定性考察 　考察样品在血浆中室温放置 4

h的稳定性 ;处理后的样品在 1%甲酸溶液中室温放

置 24 h内的稳定性 ;血浆样品反复冻融 3次及在

- 20℃冷冻保存 7 d内的稳定性 ,其 RSD均 < 5. 9%。

1. 2. 10　方法学应用 　图 2为 20名受试者单剂量

口服 250 mg头孢克洛 (希刻劳 )后的药 - 时曲线。

按文献 [ 1～3 ]报道的线性范围试验 ,发现部分血浆样

品的药物浓度超出其上限 ,对超限的血浆样品进行

复检。即将超限血浆样品用含 5%冰醋酸的空白血

浆稀释 1倍后 ,按“1. 2. 3”项下方法操作 ;复检结果

与原测定结果比较偏差均小于 15% ,故超限样品的

血药浓度均采用复检结果。

图 2　20名受试者单剂量口服 250 m g头孢克洛后的药—时曲线

F ig 2　M ean pla sma concen tra tion - tim e curve of Cefaclor after a

single adm in istra tion of 250 m g Cefaclor to 20 volun teers

2　讨论

头孢克洛通常在血浆样品中易降解 ,在 pH <

415的环境中较稳定。因此 ,往血浆样品中加入 5%
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冰醋酸、用 1%甲酸的甲醇溶液沉淀蛋白等操作来

保持头孢克洛的稳定。文献 [ 4 ]报道的流动相为甲

醇 - 1%甲酸 ( 80 ζ 20) ,操作时发现头孢克洛出现

明显的溶剂效应 (色谱峰为双峰 )和极严重的质谱

离子抑制现象。将流动相变为乙腈 - 1%甲酸 ( 20

ζ 80) ,通过降低有机相比例 ,增加了头孢克洛的色

谱保留 ,使色谱峰形和基质效应明显改善。采用乙

腈代替甲醇后 ,质谱响应提高近 3倍且响应较稳定。

文中用 1%甲酸的甲醇溶液沉淀血浆蛋白 ,上

清夜再用 1%甲酸水溶液稀释后直接进样分析 ,采

用 LC - MS/MS方法分析血浆样品 ,每个样品所需

分析时间仅为 2 m in。方法灵敏、快速、简便 ,适用于

头孢克洛临床药物动力学的研究。
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HPLC - ELSD测定芪红胶囊中的黄芪甲苷
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摘要 : 目的 　采用 HPLC - ELSD法测定芪红胶囊中的黄芪甲苷。方法 　采用 Capcell PAK C18色谱柱 ( 250 mm ×4. 6 mm,

5μm) ,流动相为甲醇 -水 (75ζ 25) ,检测温度 115℃,载气流速 2. 5 m l·m in - 1 ,柱温 35℃。结果 　黄芪甲苷能与相邻峰完全

分开 ,进样量 1. 012～5. 06μg与峰面积积分值的线性关系良好 ( r = 0. 9998)。结论 　所建方法简便易行 ,准确可靠 ,可用于芪

红胶囊中黄芪甲苷的质量控制。

关键词 : 芪红胶囊 ;黄芪甲苷 ;高效液相色谱 -蒸发光散射检测
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D eterm ina tion of a straga loside Ⅳ in Q ihong capsule by HPLC - EL SD
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Abstract: O BJECT IVE　To establish an HPLC - ELSD method for the determ ination of astragaloside Ⅳ in Q ihong cap sule.

M ETHOD S　The HPLC system was consisted of Capcell PAK C18 column (250 mm ×4. 6 mm, 5μm) , a m ixture of methanol and wa2

ter(75ζ 25) as the mobile phase. The detector temperature at 115℃, the flow rate was 2. 5 m l·m in - 1 and the column temperature was

set at 35℃. RESUL TS　The peak of astragaloside Ⅳ could be separated from others comp letely, and the linear range of astragaloside

Ⅳ was 1. 012 - 5. 06μg( r = 0. 9998). CO NCL US IO N　The established method is simp le, accurate and suitable for the determ ina2
tion of astragaloside Ⅳ in Q ihong cap sule.

Key words:Q ihong cap sule; A stragaloside Ⅳ; HPLC - ELSD
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　　芪红胶囊由黄芪、红景天、苦参三味中药组成 ,

具有清热解毒、益气养阴、温阳散寒之功效。在组方

中 ,黄芪为君药 ,具有补气固表、敛疮生肌之功效 ,其

主要化学成分之一黄芪甲苷具有扩张血管及冠脉、

促进细胞及体液免疫、抗缺氧及抗疲劳等作用 [ 1～4 ]。

现采用高效液相色谱 - 蒸发光散射检测 ( HPLC -

ELSD)法测定芪红胶囊中的黄芪甲苷 ,方法简便、灵

敏、重复性好。


