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. . 维拉帕米（’-%"9"01)，’-%）是第一代钙离子拮抗剂，临
床上主要用于心律失常、心绞痛和高血压的治疗。有关生物

样品中 ’-% 的分析方法报道较多，主要有高效液相色谱
（EF=>）/紫外检测法［$，!］、EF=>/荧光检测法［&，(］和高效毛细

管电泳法［%］，但色谱分析时间均大于 + 01#。最近有文献报
道采用液相色谱 /串联质谱法（ =>/?@ A ?@）［)］测定人血浆中

’-% 及其活性代谢物去甲维拉帕米的对映异构体。本文旨在
建立一种专属、快速、灵敏的 =>/?@ A ?@ 用于测定人血浆中
的 ’-%，以研究该药在体内的药代动力学特点。

!" 实验部分
! " !" 仪器与试药
. . 美国 GD 公司 GFH(""" 型液相色谱 /质谱联用仪，配有电
喷雾离子源（ .@H），以及 G#")&:B $/ ( 数据处理系统；美国
G<1)-#B 公司 $$"" 液相色谱系统。
. . 盐酸维拉帕米对照品由中国药品生物制品检定所提供，
内标氢溴酸西酞普兰（ 51B")(9%"0，>1B）对照品（,,/ )I）由上
海红升医药生物技术有限公司提供；异博定购自德国基诺药

厂（规格 !(" 0<，生产批号 ,(",$+J，生产时间 !""! 年 )
月）；甲醇为色谱纯，购自 K1:3-% 公司；其他试剂均为分析
纯；空白人血浆由河北省中心血站提供。受试血浆样品由河

北省人民医院国家药物临床试验机构提供。

! " #" 色谱条件
. . 采用 L(%M"N .5)19:- OJD >+ 色谱柱（% !0，$%" 00 0
(/ ) 00，G<1)-#B 公司），流动相为甲醇 /水 /甲酸（体积比为 #"
1 &"1 $），流速为 "/ % 0= A 01#。

! " $" 质谱条件
. . 电喷雾离子源；电离电压为% %"" ’；雾化温度为 %"" P；
卷帘气、雾化气、辅助气和碰撞气均为 +!，流量分别为 !%，
&"，(" 和 ) = A 01#；正离子方式检测；扫描方式为多离子反应
监测（?Q?），用于定量分析的离子反应分别为 ! " # (%%#
! " # $)%（’-%），! " # &!%#! " # $",（内标，>1B），碰撞诱导解
离（>HJ）电压均为 &) ’。
! " %" 进样条件
. . 采用自动进样器程序进样以优化进样过程，进样程序如
下：采集信号#等待 $ 01##吸取下一个待分析样品#进样。
! " &" 血浆样品处理
. . 取血浆样品 !"" !=，依次加入 $"" != 水、$"" != 内标
溶液（ $"" !< A = >1B 水 溶 液）和 !"" != $/ " 0() A = 的
+"!>C&，混匀，再加入有机提取溶剂正己烷 /异丙醇（体积比
为 ,%1 %）! 0=，涡流混合 $ 01#，以& %"" % A 01# 离心 % 01#
后，取上层有机相至另一干燥试管中，加入色谱流动相 "/ (
0=，涡流混合 $ 01#，以& %"" % A 01# 的转速离心 % 01# 后，将
下层流动相转移至自动进样瓶中，进样 % != 用于 =>/?@ A
?@ 分析。

#" 结果
# " !" 方法的专属性
. . 分别取受试者空白血浆、加入 ’-% 标准品的血浆溶液和
受试者给药后收集的血浆样品，按“$ * %”节方法操作，以考察
方法的专属性。结果（见图 $）表明，空白血浆中内源性物质
不干扰待测物和内标的测定。

图 !" 血浆中 #$%（峰 !）及内标 &’(（峰 #）的典型 )*) 色谱图
"*空白血浆；M* ’-% 标准血浆溶液；5*受试者样品 *

# " #" 线性范围
. . 取空白血浆 !"" !=，分别加入以水配制的 ’-% 标准系列
溶液 $"" !=，使其在血浆中的质量浓度为 %/ "，$"，&"，$""，

!""，%"" !< A =，除不加 $"" != 水外，按“$ * %”节方法操作。
用加权最小二乘法进行回归运算，求得的典型的回归方程为

$ 2 "/ ""% (, % 3 "/ "$# %（ & 2 "/ ,,+ #），其中 $ 为 ’-% 与内
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标的峰面积比，! 为 !"# 的质量浓度（!$ % &）。由标准曲线
可以看出，!"# 的线性范围为 "# $ % "$$ !$ % &，定量下限为
"# $ !$ % &。
! ! "# 准确度和精密度试验
& & 取空白血浆 !$$ !&，按“!# !”节方法配制 !"# 低、中、高
’ 个浓度（分别为 ($，($$，)$$ !$ % &）的质量控制（’(）样品，
每一浓度水平进行 * 样本分析，连续测定 ’ )，以当日的标准
曲线计算 ’( 样品的浓度，将 ’( 样品的结果进行方差分析，
求得本法的准确度与精密度。本法的日内、日间精密度（以

相对标准偏差（*+,）计）均小于 *# *-，准确度（以偏差（*.）
计）在 + ’# ,- 之内，结果见表 (。

表 $# 方法的准确度与精密度

加样量 %
（!$ % &）

测得值 %
（!$ % &）

*+, % -
日内 日间

*. % -

($ , / , ) / , * / * - ( / ’
($$ ,, ’ / . ) / ) - ( / (
)$$ ’/) ) / ! ) / ’ - ’ / ,

! ! %# 提取回收率
& & 分别取低、中、高 ’ 个浓度（分别为 ($，($$，)$$ !$ % &）的
标准系列溶液，按“!# ’”项下操作，计算提取后的色谱峰面积
与未经提取直接进样获得的色谱峰面积之比，考察样品的提

取回收率。每一浓度水平进行 * 样本分析。’ 种浓度水平下
!"# 的绝对提取回收率分别为 .,# *-，..# ’- 和 .*# $-。内
标溶液经同法提取处理，其回收率为 ,’# !-。
! ! &# 基质效应考察
& & 取血浆样品 !$$ !&，依次加入 !$$ !& 水，(# $ 012 % & 的
34!(5’ !$$ !&，混匀，再加入有机提取溶剂正己烷 6异丙醇
（体积比为 ,"0 "）! 0&，涡流混合 ( 078，离心 " 078（’ "$$
# % 078）后，取上层有机相至另一干燥试管中，加入以流动相
配制的标准系列溶液及内标溶液 $ / ) 0&，涡流混合 ( 078，
离心 " 078（’ "$$ # % 078）后，将下层流动相进样，测得峰面
积 "；取以流动相配制的标准系列溶液及内标溶液直接进
样，测得峰面积 #；以 " $ # 考察方法的基质效应，结果表明本
方法无基质效应现象（" $ # 为 ,/- ）。
! ! ’# 稳定性考察
& & 取 !"# 低、高 ! 个浓度（分别为 ($，)$$ !$ % &）的 ’( 样
品进行稳定性考察，结果表明，!"# 血浆样品在冻融循环 ’
次实验中、血浆样品室温放置 ) 9 内及血浆样品萃取后室温
放置 !) 9 内均稳定，偏差在 + )# *- 之内。
! ! (# 方法学应用
& & 图 ! 中给出了 (/ 名受试者单剂量口服 ( 片异博定（含
!)$ 0$ 盐酸维拉帕米）后，!"# 的血药浓度 6时间曲线。

"# 讨论
& & !"# 是一种碱性药物，需对生物样品进行碱化处理后才
能用有机溶剂提取，碱化液类别及 :; 值对该药的提取回收
率均有较大影响。试验中曾考察了多种碱化试剂，结果发现

用 (# $ 012 % & 的 34!(5’ 溶液作为碱化试剂时 !"# 的提取率
高且稳定。本文也考察了不同组成的有机溶剂对 !"#
提取回收率的影响，最终选用以正己烷 6异丙醇（,"0 "）为提

图 !# $) 名受试者单剂量口服 !%* "# 盐酸维拉帕米后
平均血药浓度$时间曲线

取溶剂时提取率最高且稳定。本文结合 !"# 酸性条件下在
有机溶剂中溶解度小的特点，采用酸性流动相反提有机溶剂

的方法，可明显减少操作步骤，节省提取时间，减小交叉

污染。

& & 在正常的进样条件下，每个样品的循环时间为自动进样
器准备样品的空闲时间 1 色谱柱的死体积时间 1 样品的有
效分析时间［.］。<$72"8= 公司 (($$ 自动进样器的空闲时间
为 ( 078，本文选用的是柱长为 ("$ 00 的 >1#?4@ .A27:B"
C,D (/ 色谱柱，在 $# " 0& % 078 的流速下死体积时间为 !
078，!"# 的有效分析时间为 ( 078，即每个样品的循环时间
为 ) 078。本文方法在当前样品的分析过程中，将下一个要
分析的样品提前准备好并注入色谱系统，这既节省了自动进

样器准备样品的空闲时间，又节省了色谱柱的死体积时间，

使分析时间大为缩短，工作效率成倍提高。在本文中，每个

样品的循环时间缩短为 ! 078，分析速度远快于文献报道的
/ 078［( - ’］，(( 078［"］，(" 078［*］和 ’$ 078［)］，每天可进行 ’*$
个样品的测定，本文方法非常适合于临床药代动力学大量样

本的分析。

%# 结论
& & 本文采用 !$$ !& 血浆进行 &(6E+ % E+ 分析，定量下限
为 "# $ !$ % &，灵敏度高于文献［( - "］的报道，具有专属、快
速、灵敏的特点，适合并已成功地应用于临床维拉帕米药代

动力学的研究。
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