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摘要 目的:建立 LC － MS /MS法测定 Beagle犬血浆中右旋酮洛芬的浓度。方法:血浆样品采用乙腈沉淀法处理，取上清液进
样。以乙腈( 每 500 mL中加入甲酸 10 μL) －水( 80∶ 20，v /v) 为流动相; 用 Zorbax Eclipse SB － C18柱( 5 μm，150 mm ×4. 6 mm)

色谱柱分离; 以布洛芬为内标。流速 0. 5 mL·min －1 ; 进样量 25 μL; 柱温为室温。质谱检测采用 ESI正离子模式，扫描方式为
多反应监测，扫描离子对 m / z右旋酮洛芬 253. 0 /209. 0，布洛芬 204. 8 /160. 8。结果:右旋酮洛芬的线性范围为 1. 0 ～ 1000 ng·
mL －1，线性关系良好( r = 0. 9979) ，最低定量下限为 1. 0 ng·mL －1，绝对回收率在 100. 0% ～ 104. 3%之间，变异系数均小于
6%。结论:该方法预处理快速简单，灵敏度高，所建立的 LC － MS /MS 法准确、可靠，可用于犬血浆中右旋酮洛芬的浓度测定
及药代动力学研究。
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LC －MS /MS determination of dexketoprofen in Beagle dog plasma

CHEN Shan － shan，SUN Ying － ying，WEI Yang* ，WANG Ke － shen

( Zhejiang Academy of Medical Sciences，Hangzhou 310013，China)

Abstract Objective: To establish an LC － MS /MS method for determination of dexketoprofen in beagle dog plas-
ma．Methods: The plasma samples were deposited by acetonitrile before analysis． 25 μL supernatant was performed
on a Zorbax Eclipse SB － C18 analytical column ( 5 μm，150 mm ×4. 6 mm) using acetonitrile ( 10 μL formic acid
per 500 mL acetonitrile) － water ( 80∶ 20，v / v) as the mobile phase． The flow rate was 0. 5 mL·min －1 ． The mass
spectrometer was operated under the positive ionmode and multiple reaction monitoring with the transitions of m/z
253. 0 /209. 0 and m/z 204. 8 /160. 8 was used to qualify dexketoprofen and ibuprofen ( internal standard) ，respec-
tively． Results: The linear calibration curve was obtained in the range of 1. 0 － 1000 ng·mL －1 ． The lower limit of
quantification was 1. 0 ng·mL －1 ． Accuracy in the mesurement of quality control samples were in the range of
100. 0% －104. 3% ． Conclusion: This method is simple，rapid and sensitive and can be used for determination of
dexketoprofen in Beagle dogs plasma and pharmacokinetical study．
Key words: ketoprofen; dexketoprofen; Beagle dogs; HPLC － MS /MS; pharmacokinetics

酮洛芬是临床常用的芳基丙酸类解热镇痛药及

非甾体抗炎药物，临床上广泛用于治疗风湿病

等［1］，此类药物均具有一个手性中心，一般都以外

消旋体的形式应用于临床，然而只有其右旋体才有

抗炎抗风湿和镇痛作用，左旋体几乎没有药理活性。
据文献报道［2］，右旋酮洛芬的药理活性是外消旋体

的两倍，且前者的毒性比后者小，可减轻肝肾的负荷

及胃肠道反应，因此国内外越来越多的药学工作者

致力于右旋酮洛芬新制剂的研究。本文建立了测定

右旋酮洛芬的 LC － MS /MS 法，并将其用于酮洛芬
制剂的药代动力学研究。
1 仪器和试剂
安捷伦 1100 泵，安捷伦 1100 脱气仪，安捷伦

1100 自动进样器; API3000 质谱仪，Analyt 1. 4 工作
站; 贝克曼 GPR离心机; 梅特勒 AE100 电子分析天
平; 迪马 4721 － 00 多管涡旋器; Scien Temp 低温冰
箱; 50，200 μL微量进样器; Finnpipette 可调节加样
器; Eppendorf 可调节连续加样器。
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右旋酮洛芬对照品( 99. 3%，sigma) ，布洛芬对
照品( 99. 5%，购于中国药品生物制品检定所) ; 右
旋酮洛芬贴片( 规格: 15 mg /70 cm2，由本单位药剂

研究室提供) ; 右旋酮洛芬肠溶片( 商品名: 芬利，湖

北安联药业有限公司) ; 酮洛芬贴剂( 基多托，韩国

太平洋药业) ; 甲醇、乙腈、甲酸均为: HPLC 级( TE-
DIA公司) ，自制双重蒸馏水。
2 动物

Beagle犬，体重 10 ～ 12 kg，雌雄各半，购自广州
医药工业研究院，许可证号: SCXK( 粤) 2008 － 0007。
3 色谱质谱条件
色谱柱为 Zorbax Eclipse SB － C18柱( 5 μm，150

mm ×4. 6 mm) ; 流动相为乙腈( 每 500 mL中加入甲
酸 10 μL) －水( 80∶ 20，v / v) ，流速: 0. 5 mL·min －1 ;

进样量 25 μL，柱温为室温，每个样品测定时长为 5
min。
离子源为 ESI 源，扫描方式选择性多离子监测

( MRM) ，负离子方式; 用于定量分析的离子分别是
右旋酮洛芬 253. 0 /209. 0，布洛芬 204. 8 /160. 8; 离
子源温度: 400 ℃ ; 雾化气: 6; 气帘气: 6; 电离电压:
4. 5 kV; 碰撞气: 8; 聚焦电压: － 300 V; 入口电压: －
10 V; 碰撞电压: － 10 V; 碰撞池出口电压: － 10 V;
解离电压: － 25 V。待测化合物和内标的全扫描质
谱图见图 1。
4 溶液的配制
精密称取右旋酮洛芬对照品和布洛芬对照品各

0. 0250 g，用甲醇溶解并转移至 25 mL量瓶，用甲醇
定容至刻度，配制成 1. 0 mg·mL －1右旋酮洛芬甲醇

溶液和 1. 0 mg·mL －1布洛芬甲醇溶液作储备液。
取右旋酮洛芬对照溶液和内标溶液适量，N2吹干，

依次加入 100 μL 空白血浆制成浓度分别为 1. 0，
2. 0，5. 0，20. 0，50. 0，200. 0，800. 0，1000. 0 ng·
mL －1的对照品血浆。
5 方法和结果
5. 1 血浆样品的预处理方法 将冷冻的血浆在室
温下解冻，涡旋 10 s，取血浆 100 μL至 1. 5 mL塑料
离心管中，加内标溶液( 1 μg·mL －1布洛芬甲醇溶

液) 20 μL，涡旋混匀，加入乙腈 200 μL，涡旋 20 s，
在室温下放置 10 min，3000 r·min －1离心 5 min，将
上清液移至样品瓶中，进样 25 μL。
5. 2 线性范围和定量限 本研究以样品的色谱峰
面积为定量依据，以右旋酮洛芬样品峰面积对内标

的峰面积的比值( Y) 对样品浓度( X) 用加权最小二
乘法( 权重因子 1 /X) 进行线性回归，结果表明，在

图 1 母离子( A) 、右旋酮洛芬子离子( B) 和布洛芬子离子( C) 离子

扫描图

Fig 1 Ion Scanning images of precursor ion ( A) ，dexketoprofen product

ion ( B) and Ibuprofen product ion ( C)

1. 0 ～ 1000 ng·mL －1浓度范围内，峰面积与右旋酮

洛芬有良好的线性关系。线性方程为:
Y = 0. 0152X + 0. 0097 r = 0. 9979
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最低定量限可达 1. 0 ng·mL －1。
5. 3 回收率及精密度试验 在同一天内对标准曲
线范围内不同浓度右旋酮洛芬对照品血浆样品各 5
份进行分析测定，结果表明，测定方法的日内平均回

收率均接近 100%，RSD 均小于 6%，在连续 5 d 对
2. 0，200. 0，800. 0 ng·mL －1右旋酮洛芬对照品血浆

各 5 份进行测定，结果表明，测定方法的日间平均回
收率为 100. 7%，94. 7%，101. 7%，RSD均小于 3%，
结果见表 1。
5. 4 提取回收率 用空白血浆精密配制浓度分别
为 2，200，800 ng·mL －1的对照品血浆按“5. 1”项下
方法处理; 另取空白血浆按“5. 1”项下方法处理，N2

吹干前加入和配制对照品血浆相同的右旋酮洛芬对

照品溶液，记录右旋酮洛芬的峰面积，两者的比值即

为右旋酮洛芬的提取回收率，结果见表 1。
5. 5 稳定性试验 配制浓度分别为 2，200，800 ng
·mL －1的对照品血浆各 12 份，置于 － 20 ℃低温冰
箱内冷冻保存，在 30 d 内不同时间( 0，10，20，30 d)
分别取样 3 份，按“5. 1”项下方法操作，计算浓度，3
种不同浓度的对照品血浆在不同时间点测得值的

RSD分别为 6. 7%，5. 4%，7. 5%，说明右旋酮洛芬
血浆在 － 20 ℃条件下放置 30 d稳定。
5. 6 方法专属性考察 取空白血浆 200 μL，按
“5. 1”项下方法处理，得空白血浆色谱图; 将一定浓
度的右旋酮洛芬溶液和内标溶液加入空白血浆中，

同法操作，得对照色谱图; 取用药后犬血浆，同法操

作得样品色谱图。结果表明，血浆中内源性物质对
右旋酮洛芬的测定无明显干扰，色谱图见图 2。

表 1 回收率及精密度结果
Tab 1 Results of recovery and precision

配制浓度

( concentration

prepared) /ng·mL －1

提取回收率

( extentive

recovery) /%

测定浓度( concentration detected) /ng·mL －1 平均回收率( average recovery) /% RSD /%

日内

( intra － day)

日间

( inter － day)

日内

( intra － day)

日间

( inter － day)

日内

( intra － day)

日间

( inter － day)

2 80 2. 00 2. 01 100. 20 100. 65 5. 78 4. 27

200 81. 2 208. 61 189. 39 104. 3 94. 7 3. 8 1. 6

800 83. 5 799. 74 813. 65 100. 1 101. 7 3. 0 1. 1

图 2 空白血浆( A) 、含 1 ng·mL －1右旋酮洛芬标准血浆( B) 、含 200 ng·mL －1右旋酮洛芬标准血浆( C) 和给药后血浆( D) 色谱图

Fig 2 HPLC chromatograms of blank plasma ( A) ，standard plasma with 1 ng·mL －1 ( B) ，standard plasma with 200 ng·mL －1 dexketoprofen ( C) and

plasma sample after administration of dexketoprofen in beagle dog ( D)
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6 药代动力学研究
选取健康成年 beagle犬，其中 2只服用右旋酮洛

芬贴剂( 1. 25 mg·kg －1 ) 、2 只服用酮洛芬贴剂( 2. 5
mg·kg －1 ) ，给药前及给药后( 从贴上贴片开始计算)

的第 2，6，10，12，14，16，18，20，24，30，36，48 h，以及第
48 h除去贴片后的第 4，8，12，24，48 h 取血 3 mL，
3000 r·min －1离心 5 min 去血浆冷冻保存待测; 3 只
服用右旋酮洛芬片剂( 1. 25 mg·kg －1 ) ，在给药前将

右旋酮洛芬肠溶片碾碎，按比例称取药物粉末，强行

放置于犬舌根上部处，并给予 50 mL 清水使之吞服，
于给药前及给药后第 0. 5，1，1. 5，2，2. 5，3，4，5，6，8，
10，12，16，24，36 h 取血 3 mL，3000 r·min －1离心 5
min取血浆冷冻保存待测。
口服片及贴片单剂量给药后的平均药时曲线见

图 3，结果显示与参比制剂相比，右旋酮洛芬贴片的
t1 /2后移，Cmax较片剂降低，体内驻留时间延长，显示

出良好的缓释特征。药动学参数用 3P97 处理，结果
见表 2。

图 3 服用不同制剂 Beagle犬的血浆酮洛芬浓度 －时间曲线图
Fig 3 Mean plasma concentration － time curves of ketoprofen in beagle

dogs after single administration of different preparation

表 2 单剂量给药后的药动学参数( n =2)
Tab 2 Pharmacokinetic parameters after single

administration of ketoprofen

参数

( parameters)

酮洛芬贴剂

( patch of

ketoprofen)

右旋酮洛芬贴剂

( patch of

dexketoprofen)

右旋酮洛芬肠溶片

( dexketoprofen

Enteric － coated Tablets)

Tmax /h 52 52 0. 833

Cmax /ng·mL －1 68. 62 360. 2 2758

λ /h －1 0. 06568 0. 04028 0. 06217

T1/2 /h 10. 56 17. 25 14. 04

AUCtn /h·ng·mL －1 2185 6660 12044

AUCinf /h·ng·mL － 2240 7251 13314

AUCtn /AUCinf 0. 97927 0. 91812 0. 89257

MRTtn /h 43. 49 52. 676 8. 062

MRTinf /h 44. 876 58. 264 13. 76

7 讨论
目前，酮洛芬的血浆浓度测定主要采用 HPLC

法，根据刘静［3］等的研究报道，HPLC 法对酮洛芬的
检测下限为 50 ng·mL －1，本研究建立的 LC － MS /
MS法最低检测限为 1. 0 ng·mL －1，与 HPLC 法相
比，检测灵敏度性提高了 50 倍。
酮洛芬血浆样品的前处理方法主要有萃取

法［2］和蛋白沉淀法［4 ～ 7］，而本研究用乙腈法沉淀蛋

白，样品处理方便快速。流动相选择乙腈( 每 500
mL中加入甲酸 10 μL) －水( 80∶ 20) ，能达到很好的
分离效果，且样品出峰快，峰形好，与血浆内源杂质

峰分离完全，每个样品测定时长仅为 5 min。
综上所述，本文建立的方法灵敏度好、准确度

高，可用于右旋酮洛芬血浆浓度的测定即药代动力

学研究。
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