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LC-ESI/MS 法测定血浆中枸橼酸喷托维林浓度及其应用 
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摘要: 建立快速、简捷、灵敏的 LC-ESI/MS 法测定人血浆中枸橼酸喷托维林的浓度, 并用于含此种成分的

复方愈酚维林胶囊的药代动力学与生物等效性的研究。血浆样品经液-液萃取后以甲醇与含 0.4%冰乙酸和 4 
mmol·L−1 乙酸铵的水 (43∶57, v/v) 为流动相, 采用 ESI 源以 SIM 方式对血浆样品中枸橼酸喷托维林进行定量分

析。研究结果表明, 枸橼酸喷托维林血浆浓度测定方法的线性范围为 1～160 ng·mL−1, 日内、日间精密度 (RSD) 
均小于 12.5%, 方法回收率为 92%～110%, 提取回收率大于 80%。本法操作简便、快速、灵敏度高、专属性强, 满
足生物样本的分析要求, 可用于枸橼酸喷托维林的生物等效性与药代动力学研究。 
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Abstract: A rapid and sensitive liquid chromatography-electrospray ionization-mass spectrometry (LC-ESI/ 

MS) method for quantification of pentoxyverine citrate in human plasma has been developed and applied for the 
bioequivalence and pharmacokinetics study.  After extracted from plasma samples with ethyl acetate, analysis  
was performed in selected ion monitoring (SIM) mode with a positive electrospray ionization (ESI) interface 
with a mobile phase consisted of methanol and water (0.4% glacial acetic acid and 4 mmol·L−1 ammonium   
acetate, 43∶57, v/v).  The linear concentration range of the calibration curves was 1.0−160.0 ng·mL−1 for  
pentoxyverine citrate, inter- and intra-precision (RSD) was less than 12.5%, accuracy (RE) was in ±13.5% and 
absolute recovery was more than 80%.  The method was proved simple, rapid, sensitive, specific and suitable 
for pharmacokinetic and bioequivalence study of Yufenweilin capsule containing pentoxyverine citrate. 
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 愈酚维林胶囊 (Yufenweilin capsule) 为含有愈

创木酚甘油醚与枸橼酸喷托维林的复方制剂, 其中

枸橼酸喷托维林为镇咳药, 有中枢与外周性镇咳作

用, 其镇咳作用强度约为可待因的 1/3, 除对延髓的
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呼吸中枢有直接的抑制作用外, 还有轻度的阿托品

样作用[1, 2]。 
目前国内外有关枸橼酸喷托维林的测定方法较

少, 主要是 HPLC 紫外检测[1−3], 这些方法灵敏度较

低, 多用于枸橼酸喷托维林含量的测定; 应用荧光分

光光度法 (fluorescence spectrophotometry)[4, 5]和选择

性离子电容式传感器 (ion-selective capacitive sensor) 
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法[6]难以满足枸橼酸喷托维林血浆样本测定要求。本

试验首次建立快速、简捷、灵敏的 LC-ESI/MS 的枸

橼酸喷托维林测定方法, 并用于枸橼酸喷托维林的

生物等效性的研究。 
 

材料与方法 
仪器与试剂  岛津LCMS-2010A液相色谱-质谱

联用仪, 配有电喷雾离子化源 (ESI 源) 和 Shimadzu 
3.4 软件: 2010A 型液相色谱仪。补充色谱柱: 日本岛

津, Shim-pack, VP-ODS, 150L×2.0。 
愈酚维林胶囊 (供试制剂), 含枸橼酸喷托维林

25 mg, 批号: 080601, 由江西药都仁和制药有限公司

提供: 愈酚维林片 (参比制剂), 含枸橼酸喷托维林

25 mg, 批号: 080301, 由地奥集团成都药业股份有限

公司提供。枸橼酸喷托维林对照品含量为 99.9%, 由
江西药都仁和制药有限公司提供。用甲醇配制成相当

于 0.54 mg·mL−1枸橼酸喷托维林贮备液, 临用时稀释

至相应的浓度。罗红霉素对照品购自中国药品生物制

品检定所, 含量为 99.4%, 用甲醇配制成相当于 1.27 
mg·mL−1 贮备液, 临用时稀释至 0.6 μg·mL−1。空白血

浆由江西中心血站提供。 
色谱质谱条件  色谱柱 (150 mm × 2.0 mm ID, 

5 μm) 为 Shimadzu Pack VP-ODSC18 (日本岛津公司), 
流动相为甲醇-水 (含 0.4%冰乙酸和 0.4 mmol·mL−1

乙酸铵, 43∶57), 流速为 0.2 mL·min−1, 柱温 35 ℃。

离子源为电喷雾离子源 (ESI), 扫描方式为选择性离

子监测 (selected-ion monitoring, SIM): 曲型脱溶剂

装置 (CDL) 温度为 250 ℃, 加热块 (block) 温度为

200 ℃, CDL 电压为 25 V, 检测电压为 1.60 kV: 定量

分析的正离子 [M+H]+: 喷托维林 m/z 334.0, 内标 
(罗红霉素) m/z 837.5: 雾化气流速为 1.5 L·min−1, 干
燥气流速为 2.0 L·min−1。 

血浆样品处理  取服药后血浆 0.4 mL, 精密加

入内标 (罗红霉素, 0.6 μg·mL−1) 40 μL, 混匀, 加乙

酸乙酯 4.0 mL, 振荡 4 min, 3 000 r·min−1离心 10 min, 
取上层有机相于另一试管中, 置 50 ℃干浴锅中氮气

挥干, 以 50%甲醇 0.15 mL 溶解残渣, 20 000 r·min−1

离心 10 min, 取上清液 0.10 mL, 进样 10 μL, 进行

LC-ESI/MS 定量分析。 
分析方法考察 

标准曲线制备及其定量限  取空白血浆 0.4 mL, 
加不同量的枸橼酸喷托维林的对照溶液, 使血浆样

品质量浓度分别为 0、1、2.0、5.0、10.0、40.0、80.0
和 160.0 ng·mL−1, 按“血浆样品处理”项下操作, 记

录样品和内标峰面积, 利用样品浓度对样品与内标

峰面积比作直线回归, 得标准曲线。取 5 份空白血浆

400 μL, 加入枸橼酸喷托维林对照溶液, 配制成相当

于 1 ng·mL−1 的血浆样品进行分析。 
精密度与方法回收率  取空白血浆 400 μL, 加

入不同浓度的枸橼酸喷托维林的对照品, 使得枸橼

酸喷托维林质量浓度分别为 2、10 和 80 ng·mL−1, 按
“血浆样品处理”项下操作, 记录样品与内标峰面

积比值, 代入同一条工作曲线, 算得浓度, 与配置浓

度比较, 求得精密度与方法回收率。 
提取回收率测定  取含枸橼酸喷托维林 2.0、

10.0 和 80.0 ng·mL−1 的系列血浆样品各 5 份, 依前述

血样处理方法提取后, 以 50%甲醇 0.15 mL 溶解处理, 
记录喷托维林的峰面积; 同时另取空白血浆 0.4 mL, 
除不加系列对照溶液和内标外, 按“血浆样品的处

理”项下操作, 向提取的上清液中加入相应浓度的

对照溶液各 20 μL 和内标 40 μL, 涡流混合, 50 ℃干

浴锅中氮气流下吹干。残留物以 50%甲醇 0.15 mL 溶

解, 进样分析, 获得相应峰面积, 以上述两种处理方

法的峰面积比值计算提取回收率。 
稳定性考察  本文通过考察低、中、高 3 浓度的

枸橼酸喷托维林的血浆样品室温放置 6 h, 血浆样本

反复冻融 3 次, 血浆样本长期冷冻 30 天和提取处理

后样本在自动进样器中放置 24 h 的稳定性考察。 
基质效应考察  取 6 名受试者的空白血浆 400 

μL, 除不加对照溶液与内标外, 按“血浆样品的处

理”项下操作, 向获得的上清液中加入低、中、高浓

度的对照溶液 20 μL 和内标 40 μL, 涡流混合, 40 ℃
空气流下吹干。残留物以 50%甲醇 0.15 mL 溶解, 每
个浓度进样 6 次, 获得相应峰面积; 另取上述低、中、

高浓度的对照溶液 20 μL 与内标 40 μL, 40 ℃空气流

下吹干, 残留物以 50%甲醇 0.15 mL 溶解。每个浓度

进样 6 次, 获得相应峰面积, 提取后的峰面积与之相

比, 比值计算基质效应。内标同样进行考察。 
实验设计  20 名男性健康志愿受试者, 经南昌

大学第一附属医院医学伦理委员会批准, 签署知情

同意书, 然后随机分成两组: 一组受试者先服用供试

制剂, 后服用参比制剂; 另一组受试者先服用参比制

剂, 后服用供试制剂。两种服药方式间隔一周。受试

者禁食 12 h后分别空腹口服含枸橼酸喷托维林 50 mg
的愈酚维林供试制剂或参比制剂, 用温开水约 200 
mL 送服, 给药 2 h 后方可自由饮水, 给药 4 h 后统一

进标准饮食。每例受试者均于用药前 0.5 h 在前臂静

脉安置留置针抽血, 服药前采空白血约 3.0 mL, 再分
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别于服药后 0.167、0.333、0.5、0.75、1.0、1.25、1.5、
2.0、3.0、4.0、5.0、8.0、12.0、24.0 和 36.0 h 采血

3.0 mL, 立即以 3 000 r·min−1 离心 10 min, 取上层血

浆于塑料试管中, 再置于−20 ℃冰箱中冷冻保存待

测。 
 

结果 
1  方法的专属性 
1.1  血浆样品色谱分析  分别取 6 名受试者的空白

血浆 400 μL, 除不加内标外, 按“血浆样品处理”项

下操作, 进行 LC-MS 分析, 获得空白血浆样品的色

谱图 1A; 将一定浓度的对照溶液和内标溶液加入空

白血浆中, 依同法操作, 得色谱图 1B; 取受试者给药

1.25 h 后时间点的血浆样品, 依同法操作, 得色谱图

1C。在本试验条件下, 枸橼酸喷托维林与内标有较好

的色谱峰, 人血浆中杂质不干扰样品峰, 基线噪音

小。枸橼酸喷托维林与内标罗红霉素的保留时间分别

约为 2.98 和 6.29 min。在此条件下所测得的结果能代

表枸橼酸喷托维林浓度。 
1.2  血浆中枸橼酸喷托维林标准曲线制备及其定量

限 (LOQ)  枸橼酸喷托维林得回归方程 y = 0.063x + 
0.004, r = 0.999 95, (n = 5), 线性范围 1.0～160.0 
ng·mL−1。枸橼酸喷托维林溶液配制成相当于1 ng·mL−1

的血浆样品, 色谱分析测得结果分别为 1.02、1.08、
0.98、0.94 和 0.98 ng·mL−1, RSD 为 5.08%, 准确度为

0.02%, 表明LC-ESI/MS法测定血浆中喷托维林LOQ
可达 1 ng·mL−1。 
1.3  精密度与方法回收率  测得批内变异和连续 3
天内的批间变异, 结果见表 1。 
1.4  提取回收率测定  枸橼酸喷托维林 3 个浓度血

浆提取回收率分别为 85%、82%和 80%。 
 
Table 1  Precision and accuracy of the determination of   
pentoxyverine citrate in plasma samples (n = 5, x ± s) 

Concentration/ng·mL−1 Pentoxyverine 
citrate Spiked Measured 

Precision/% Recovery/%

Inter-day  2 1.94 ± 0.21 10.99  97.15 

 10 10.73 ± 0.56  5.20 107.28 

 80 85.98 ± 2.06  2.40 101.15 

Intra-day  2 1.89 ± 0.07  3.81  91.80 

 10 10.78 ± 0.34  3.17 109.12 

 80 86.51 ± 3.74  4.32 109.81 
 

 

 
Figure 1  Chromatograms of pentoxyverine and pentoxyverine citrate in human plasma.  A: Blank plasma; B: Blank plasma spiked 
with pentoxyverine citrate (64 ng·mL−1) and roxithromycin (200 ng·mL−1); C: Plasma sample 1.25 h after an oral dose of 50 mg     
pentoxyverine citrate.  P: Pentoxyverine citrate; I: Roxithromycin 
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1.5  样本稳定性考察  结果表明在所述各试验条件

下 RSD 均小于 14.5%, 稳定性好。 
1.6  基质效应考察  以峰面积比值计算基质效应, 
得枸橼酸喷托维林和内标结果比值均在 85%和 115%
之间, 表明不存在基质效应。 
2  药代动力学研究 

枸橼酸喷托维林平均血浆浓度-时间曲线见图

2。20 名受试者口服愈酚维林胶囊供试制剂后, 估算

的枸橼酸喷托维林半衰期为 (3.73 ± 2.12) h, 峰时间

和峰浓度分别为 (1.20 ± 0.37) h 和 (117.00 ± 53.69) 
ng·mL−1, AUC0−36 h 为 (528.10 ± 306.58) ng·h·mL−1, 
AUC0−∞为 (534.29 ± 311.58) ng·h·mL−1。口服参比制

剂后估算的枸橼酸喷托维林半衰期为 (4.41 ± 2.07) h, 
峰时间和峰浓度分别为 (1.33 ± 0.31) h 和 (119.11 ± 
58.80) ng·mL−1, AUC0−36 h为 (574.04 ± 310.98) ng·h·mL−1, 
AUC0−∞为 (580.97 ± 315.51) ng·h·mL−1。上述结果  
表明两制剂在吸收速率、吸收程度上具有生物等效

性。 
 

 
Figure 2  Mean concentration–time curve after oral administra-
tion of 50 mg pentoxyverine citrate in 20 healthy volunteers 

 

讨论 
目前国内对喷托维林主要是通过 HPLC 方法进

行含量测定, 灵敏度较低, 不能满足喷托维林血样样

本浓度分析的要求。本实验室在国内首次建立的

LC-ESI/MS 法测定血浆中枸橼酸喷托维林的浓度, 

具有快速、简捷、灵敏的特点。通过比较正已烷、乙

醚、乙酸乙酯及二氯甲烷等有机溶剂液-液萃取效果, 
发现乙酸乙酯液-液萃取时色谱峰良好, 提取率高, 
血浆样品处理方法简单、易操作, 杂峰干扰最少。血

浆样品通过液-液萃取后, 采用 ESI 源, 通过 SIM 选

择性扫描进行定量分析。流动相中加入具有挥发性的

醋酸铵, 有利于测试对象的离子化, 提高检测效果: 
用 50%甲醇溶解血浆样品处理后的残渣, 进样后枸

橼酸喷托维林的峰形好, 杂峰干扰少, 响应度高。 
通过系列的方法学考察, 本方法能满足生物样

本分析的要求。20 名受试者口服等剂量的愈酚维林

复方制剂后, 两种制剂中该成分在吸收速率与吸收

程度方面均具有生物等效。 
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