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摘要  目的: 建立液相色谱 -串联质谱 ( LC- M S /M S)法测定他克莫司胶囊中他克莫司的含量。方法:他克莫司胶囊内容物经

乙腈超声提取, 氮气吹干流动相复溶进样, 色谱柱: Zorbax Extend- C18柱 ( 150 mm @ 416 mm, 5 Lm ) ;流动相: 甲醇 -乙腈 - 20

mm o l# L- 1醋酸铵溶液 ( 80B15B5, v /v /v ); 流速: 01 4 mL# m in- 1。采用电喷雾离子化四极杆串联质谱 ,多反应检测方式测定样

品的浓度。检测离子对分别为 m /z 8211 7y 7681 4和 m /z 8211 7 y 78615。结果: 他克莫司浓度在 01437 ~ 280 ng# mL- 1范围

内, 与峰面积线性关系良好 ( r= 01 9999, n = 5), 平均回收率 ( n = 15)为 991 4% , 日内精密度、日间精密度的 R SD分别为 41 0%

和 11 8% ; 3批样品中他克莫司的含量分别为 9516% , 9819% , 971 4%。结论:本方法具有良好的灵敏度、准确度、精确度及专属

性, 结果准确,重现性好, 易于操作,可用于制剂中他克莫司含量的测定。
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LC- M S/MS determ ination of tacrolimus capsules
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Abstract Objec tive: To deve lop an LC - M S /M S m ethod for the content determ ination o f tacro lim us capsules.

Methods: The analysis w as isolated from tacro limus capsules by aceton itrile w ith u ltrasound extract ion. The superna-

tant w as evapo rated to dryness and reconst ituted w ith the m ob ile phase, then 10 LL w as in jected for ana lysis. A Zor-

bax Extend- C18 ( 150 mm @ 416 mm, 5 Lm ) w as adopted w ith m ob ile phase ofm ethano l- acetonitrile- 20 mm o l

# L
- 1

amm onium acetate( 80B15B5, v /v /v ) at a flow rate o f 014 mL# m in
- 1

. E lectrospray ion izat ion ( ESI) sources

w as app lied and operated in the position ion m ode. M ult ip le reaction m onitoring (MRM ) m ode w ith the transit ion o f

m /z 82117y 76814 andm /z 82117y 78615 w ere used to quantify tacro lim us. Results: The m ethod w as proved to

be linear in the range o f 01437- 280 ng# mL
- 1

w ith a regression coeffic ien t o f 019999 ( n= 5). The low er quant-i

tative lim it w as 01437 ng# mL
- 1

. The average recovery rate w as 9914% ( n = 15). The RSDs of average contents o f

intra- day and inter- day w ere 410% and 118% respect ive ly. Conclusion: This m ethod is accurate, precise, sens-i

t ive and specific to be used in the content determ inat ion of tacro lim us capsules.
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  他克莫司 ( tacro lim us) ,是由日本藤泽制药公司

于 1982年从链霉菌的代谢产物中分离出的一种大

环内酯类化合物,是一种强效免疫抑制剂,药效强度

是环孢素 A( CsA )的 100倍
[ 1]
。本品对 T细胞具有

选择性的抑制作用, 主要是通过抑制 TH细胞释放

IL- 2, IL- 3, IFN- C及抑制 IL- 2R的表达而发挥

其强大的免疫抑制作用
[ 2]

, 适用于防治器官移植后

的排斥反应。上市剂型有胶囊剂、注射液等,现已作

为预防、治疗排斥反应以及自身免疫性肝炎的一线

药物。日本藤泽制药公司生产的他克莫司胶囊及注

射液分别于 2001年和 2002年进入我国, Akash i

等
[ 3]
报道运用反相液相色谱法定量研究他克莫司,
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但目前未见文献报道用液相色谱 -串联质谱 ( LC -

M S /M S)测定他克莫司制剂的方法, 本文建立了测

定他克莫司胶囊中他克莫司含量的 LC - MS /M S分

析方法,为药品检验和质量控制提供依据。

1 仪器与药品

API 3200型四极杆串联质谱仪 (美国 App lied

B iosystem公司 ),配有离子喷雾离子化源以及 Ana-

lyst 11412数据处理软件; 岛津超高速液相 (UFLC )

色谱系统 (日本岛津 ) , 包括 LC - 20AD二元输液

泵, DGU - 20A3混合器, S IL - 20A自动进样器,

CBM - 20A控制器。

他克莫司胶囊 ( 1 m g#粒 - 1
, 50粒 #盒 - 1

, 批号

1D5004A ), 藤泽药品 (中国 )有限公司, 他克莫司对

照品 (纯度 9810% ), 美国雅培公司。甲醇、乙腈为

默克公司色谱纯,其他试剂均为分析纯。

精密称取他克莫司对照品 1 mg, 用乙腈定容于

100 mL量瓶中, 得浓度为 0101 m g# m L
- 1
的溶液作

为对照品储备液。

原处方中除去他克莫司,同法制备阴性对照品

溶液。

2 样品的分析方法

211 样品的处理  取他克莫司胶囊 5粒, 取出内容

物置 20 mL锥形瓶中, 加 10 m L乙腈超声 (频率 50

H z, 功率 150W )提取 30 m in ,再转移至 5 mL离心

管中, 10000 r# m in
- 1
离心 15 m in, 取全部上清在氮

气吹干仪下吹干,用 1 mL流动相稀释作为供试品溶

液进行 LC - M S /M S分析。

212 色谱条件  色谱柱: Zorbax Ex tend - C18柱

( 150 mm @ 416 mm, 5 Lm,美国 Ag ilent公司 ) ;流动

相: 甲醇 -乙腈 - 20 mm o l# L
- 1
醋酸铵溶液 ( 80B15

B5, v /v /v ); 流速: 014 mL# m in
- 1

; 柱温: 室温; 进样

量: 10 LL。

213 质谱条件  离子源: 电喷雾离子化源 ( ESI);

离子喷射电压: 5500 V; 温度: 700 e ; 源内气体 1

( GS1, N 2 )压力: 015 M Pa; 气体 2( GS2, N 2 )压力: 014

M Pa;空气压缩机压力: 014 M Pa; 正离子方式检测;

扫描方式为多重反应监测 (MRM ); DP电压: 40 V;

碰撞气 (N 2 )压力: 20168 kPa; 他克莫司的碰撞诱导

解离 ( CID)电压为 33 V; 用于定量分析的离子反应

分别为 m /z 82117y 76814和 m /z 82117 y 78615。

3 分析方法确证
311 质谱分析  将他克莫司溶于流动相中, 按 /质

谱条件0项操作,相应的二级全扫描质谱图见图 1。

图 1 他克莫司 [M + H ] +的二级全扫描质谱图

F ig 1 M S2 fu ll scan spectrogram s of tacro limu s

312 方法的专属性  取流动相 110 mL,进样 10 LL

作空白图谱, 得色谱图 2- A; 取一定浓度的他可莫

司对照品溶液 110 mL, 进样 10 LL作对照图谱,得

色谱图 2- B, 他克莫司的保留时间为 511 m in; 取他

克莫司胶囊提取物供试品溶液, 进样 10 LL作样品

图谱,得色谱图 2- C。结果表明, 空白中的内源性

物质不干扰他克莫司的测定。

313 标准曲线的制备  取对照品储备液,用流动相
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图 2 LC - M S /M S测定他克莫司胶囊含量的典型色谱图

F ig 2 Typ ical chromatogram s of tacrolim us capsu les

A.空白样品 ( b lank sam p le)  B. 3510 ng# mL- 1他克莫司对照品

( con trol)  C.他克莫司胶囊样品 ( tacrolim us capsu les)

1. m /z 82117 /78614 2. m /z 82117 /76814

依次稀释使之浓度为 01437, 01875, 1175, 3150, 7100,

1715, 3510, 7010, 140, 280 ng# mL
- 1

, 制备标准曲线。

以待测物浓度为横坐标,待测物的峰面积比值为纵坐

标,进行回归运算,求得的直线回归方程为:

Y= 378X + 456 r= 019999

线性范围为 01437 ~ 280 ng # mL
- 1

, 定量下限为

01437 ng# mL
- 1
。

314 精密度  按 /标准曲线的制备 0项下操作, 制

备他克莫司低、中、高 3个浓度 (分别为 7100, 7010,

280 ng# mL
- 1

)的质量控制 (QC )样品, 每一浓度进

行 7样本分析,连续测定 3 d,根据当日的标准曲线,

计算 QC样品的测得浓度,根据 QC样品结果计算本

法的准确度与精密度,结果见表 1。

表 1 LC-M S/M S测定他克莫司胶囊含量

的日间精密度与日内精密度 ( n= 5)

Tab 1 In tra- day and in ter- day precision

of tacrolimus capsu les by LC- M S/M S

加入量

( added)

/ng# mL - 1

日内 ( intra- day) 日间 ( inter- day )

测得量

( found) /ng# mL - 1

RSD

/%

测得量

( found) /ng# mL - 1

RSD

/%

710 61 44 ? 0140 612 6132 ? 0118 218

7010 7313 ? 2112 310 72151 ? 1134 118

28010 289 ? 8138 219 287 ? 2149 019

315 回收率  取乙腈 110 mL,加入对照品储备液,

按 / 20项下方法操作,制备低、中、高 3个浓度 (他克

莫司含量分别为 01875, 7100, 7010 ng# mL
- 1

)的溶

液,每一浓度进行 5样本分析。同时另取阴性对照

品溶液 110 mL,按 / 20项下方法操作,向获得的上清

液中等体积加入一定浓度的对照品溶液, 涡流混合,

进样分析,获得相应峰面积。计算得高、中、低 3个

浓度的回收率 ( n = 5 )分别为 9918% , 10012%,

9813% , RSD分别为 213%, 211% , 119%。平均回

收率 ( n = 15)为 9914%。

316 稳定性考察  样品经按 / 211样品的处理 0方
法处理后,室温下放置 12 h, 24 h内测得峰面积不变

( RSD < 015% ),说明他克莫司在该方法处理下室温

稳定。

317 未知样品的测定  按 / 211样品的处理 0项下
操作,每个分析批 ( 1 d内测试的同种样品 )制备一

条工作曲线, 同时制备低、中、高 ( 0120, 2100, 3210

ng# mL
- 1

) 3个浓度的质量控制样品, 每个浓度的质

量控制样品进行双样本分析。根据每一分析批的工

作曲线计算质控样品和未知样品的浓度。3批样品

中他克莫司的含量分别为 9516% , 9819%, 9714%;

RSD分别为 119%, 213% , 118%。

4 讨论
411 本文利用 HPLC - M S / M S具有很高的专属

性、灵敏性、准确性等优点, 将传统上测定药物制剂

含量区限于大剂量、高浓度的视野转移至小剂量、低

浓度、高精度的检测方向上来,用一种更为精确的质

量分析方法来服务于药物制剂含量的测定。由于该

方法的检测限已达到 01437 ng# mL
- 1

, 因此该方法

不仅可用于他克莫司的制剂含量测定,还可用于血

药浓度的分析及药物代谢动力学的研究,也可作为

他克莫司其他测定方法的参考标准。

412 据文献报道,他克莫司在水溶剂中易发生互变

异构,而在非极性的有机溶剂中, 能以他克莫司的化

学类型保持稳定,在含水的乙腈、乙醇等溶媒中都存

在此问题,直接导致定量峰面积和峰高的差异而影

响定量测定;而在不含水的有机溶剂中未见互变异

构体形成。文献报道采用乙醇溶解后再以水稀释,

经放置 6 h后测定,以达到异构平衡
[ 1]

,而本实验中

以乙腈为溶剂,结果峰面积可持续稳定。结果表明,

在无水的乙腈溶剂中, 他克莫司未发生互变异构。

故选择乙腈作为本品的含量测定的溶剂。
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