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摘要  目的: 建立高效液相色谱 -质谱联用法测定人血浆中佐米曲普坦浓度。方法: 选用 Zo rbax Ex tend- C18色谱柱 ( 5 Lm,

150 mm @ 41 6 mm ), 以甲醇 -水 -甲酸 ( 80B20B1, v /v /v )为流动相, 采用等度洗脱进行分离,样品用液 -液萃取法处理后进样,

流速: 018 mL# m in- 1, 柱温:室温, 进样量: 20 LL。选用 API 4000型三重四极杆串联质谱仪的多重反应监测 (MRM )扫描方式

进行检测。结果: 佐米曲普坦的线性范围为 01 10~ 401 0 ng# mL- 1, 定量下限为 01 10 ng# mL - 1。准确度与精密度结果显示

方法日间、日内变异均小于 15% ,相对偏差 - 21 5% ~ 313% ,方法提取回收率大于 45% , 稳定性较好。结论:本研究所建立的

方法快速、灵敏,专属性强、重现性好,可用于人体血浆中佐米曲普坦浓度的测定和药动学研究。
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LC-M S/M S determ ination of zolm itriptan in human plasma

LI Peng- fe i
1, 2
, GU Jing- kai

2*
, PAN Zh i- heng

1
,WANG Jing

1
, L IU L i- hong

1

( 1. Pharm acy Departm ent of the Second A rt illery G eneralH osp ita,l B eijing 100088, Ch ina;

2. Research C enter for Drug M etabol ism, Jil inUn ivers ity, Changchun 130023, Ch ina)

Abstract Objective: To deve lop an LC- M S /MS method for the determ ination o f zo lm itriptan in hum an plasma.

Methods: Zo lm itriptan and the interna l standard w ere extracted from plasmaw ith liqu id- liqu id extraction, and then

separated on a Zorbax Extend- C18 co lumn( 5 Lm, 150mm @ 416mm). The mobile phase consisted ofmethano l -

w ater - form ic acid( 80B20B1, v /v /v ) mainta ined at room temperature. The flow ratew as 018mL # m in
- 1

and 20

LL a liquo t of residues were in jected into the LC– MS /M S system. Detect ion w as carried out by multip le reaction

mon ito ring on anAPI 4000 LC- M S /MS system. Results: The assay w as linear over the range 0110 - 4010 ng#

mL
- 1
w ith a low er lim it o f quantitation of 0110 ng# mL

- 1
. Intra- and in ter- day precision w ere bo th less than

15%, respective ly. The relat ive deviat ion w as in the range - 215% - 313% . The recoveries of zo lm itriptan w ere

more than 45% and stabilit ies w ere good. Conclusion: It is a rap id, sensit ive, se lect ive and reliable method for the

determ ination of zolm itriptan in human plasma. The assay can be app lied for the determ inat ion o f zolm itriptan in hu-

man p lasm a and the study on pharmacok inetics.
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佐米曲普坦 ( zolm itr iptan )为选择性 5- HT1B /

1D受体激动剂, 通过对颅部血管扩张和三叉神经系

统感觉神经的 5- HT1B /1D受体的激动作用, 促进

颅部血管收缩,抑制炎症后神经肽的释放,临床用于

治疗偏头痛
[ 1]
。由于本品给药剂量较小, 血中浓度

低 ( ng级 ), 体内血药浓度检测较为困难,已成为近

年研究的热点。国内外有关佐米曲普坦的药代动力

学研究
[ 2~ 6]
和血药浓度测定方法

[ 7~ 20]
研究较多,主

要的体内定量方法有 HPLC- UV、HPLC- FLD和

LC- M S /M S等。HPLC- UV专属性差、灵敏度低,

要使用较为复杂的缓冲盐系统进行色谱分离, 分

析时间较长; HPLC- FLD虽然有较高的专属性和

灵敏度, 但前处理过程需要进行衍生化反应,检测

也需要较长时间; 采用 LC- M S /M S法测定血药浓

度,具有选择性好, 灵敏度高,分析时间短等优点,

已普遍地应用于药物动力学研究。本实验拟结合
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文献报道, 建立更为快速、灵敏的 LC - M S /M S检

测方法,并将其用于中国成年健康志愿者人体药

代动力学研究。

1 仪器与试药
API 4000型三重四极杆串联质谱仪, 配有离子

喷雾离子化源以及 Ana lyst 11312数据处理软件,美

国 Applied B iosystem公司; Ag ilent 1100高效液相色

谱系统,包括二元输液泵, 自动进样器,切换阀,美国

Ag ilent公司。

佐米曲普坦对照品 (纯度 > 99% ):沈阳赛捷医

药咨询科技开发有限公司提供; 苯海拉明对照品

(纯度 > 99% ): 中国药品生物制品检定所提供; 甲

醇为色谱纯,其他试剂均为分析纯,空白人血浆由吉

林大学第一医院提供。

2 溶液的配制
对照品储备液: 精密称取佐米曲普坦对照品

24 mg, 置 100 mL量瓶中, 加甲醇溶解并稀释至刻

度, 配制成 0124mg# mL
- 1
的储备液。对照品系列

溶液: 取佐米曲普坦储备液适量, 分别用甲醇水

( 50B 50, v /v )稀释成浓度分别为 01 5, 110, 310,
101 0, 3010, 10010, 20010 ng# mL

- 1
的溶液, 即

得。

内标溶液:精密称取苯海拉明对照品 20mg,置

100mL量瓶中, 加甲醇溶解并稀释至刻度, 配制成

012mg# mL
- 1
的储备液,取适量苯海拉明储备液用

甲醇水 ( 50B50, v /v )稀释至浓度为 2 ng# mL
- 1
的溶

液,即得。

3 色谱条件及质谱条件

色谱柱: Zorbax Extend- C18柱 ( 5 Lm, 150mm @

416mm, 美国 Ag ilent公司 ); 流动相:甲醇 - 水 -甲

酸 ( 80B20B1, v /v /v ); 流速: 018 mL# m in
- 1
; 柱温:

室温; 进样量: 20 LL。

离子源:离子喷雾离子化源, 正离子方式检测;

离子喷射电压: 5 kV; 温度: 550 e ; 源内气体 1

( GS1, N 2 )压力: 448 kPa;气体 2( GS2, N2 )压力: 379

kPa;气帘气体 ( N2 )压力: 138 kPa; 碰撞气 ( N 2 )压

力: 21 kPa;扫描方式为多重反应监测 (MRM ); 解

簇电压 ( DP) : 50 V; 佐米曲普坦和苯海拉明的碰撞

诱导解离 ( C ID )电压分别为 44 eV和 25 eV; 用于

定量分析的离子反应分别为 m /z 28814vm /z 5810
(佐米曲普坦 )和 m /z 2561 3vm /z 16711(苯海拉
明 )。

4 血浆样品处理

精密取血浆样品 015 mL置具塞试管中, 加入

内标溶液 ( 2 ng# mL
- 1
苯海拉明 ) 100 LL,加入甲

醇 -水 ( 50B50, v /v )混合溶液 100 LL, 加入 1 mo l

# L
- 1

N a2CO3溶液 100 LL, 混匀; 加入正己烷 - 二

氯甲烷 - 异丙醇 ( 300B150B15, v /v /v ) 3 mL, 涡流

混合 1 m in,往复振荡 10 m in( 240次 # m in
- 1

) , 离

心 5 m in( 3500 r# m in
- 1

) , 取上层有机相于另一

试管中, 40 e 空气流下吹干, 残留物加入 100 LL

流动相溶解,涡流混合, 取 20 LL进行 LC- M S /M S

分析。

5 分析方法确证

511 质谱分析  将佐米曲普坦、苯海拉明储备液用

甲醇稀释至一定浓度,采用蠕动泵进样模式,进行碎

片离子分析,相应的二级全扫描质谱图见图 1。

图 1 佐米曲普坦 ( A )和内标苯海拉明 ( B) [M + H ] +的二级全扫

描质谱图

F ig 1 Fu ll- scan produ ct ion spectra of [M + H ] + for zolm itriptan( A )

and b enzhydram in e( internal standard) ( B )

512 方法的专属性  分别取空白血浆、加入佐米曲

普坦对照品溶液和内标溶液的空白血浆、受试者给

药后收集的血浆样品 015mL,按上述血浆样品处理

方法及检测条件进行定量分析, 得色谱图 2。结果

表明:内源性物质不干扰佐米曲普坦和内标苯海拉

明的测定。

513 线性关系考察  取空白血浆 015 mL, 加入佐

米曲普坦对照品系列溶液 100 LL, 配制成相当于

血浆浓度为 0110, 01 20, 01 60, 2100, 6100, 2010,
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图 2 LC- M S /M S测定人血浆中佐米曲普坦和内标苯海拉明的典

型色谱图

Fig 2 Ch rom atogram s of zolm itriptan and b enzhydram ine( in tern al stand-

ard) in hum an plasm a

A.空白血浆 ( b lank p lasm a)  B.空白血浆加入 30 ng# mL- 1佐米曲

普坦 (相当于血浆中佐米曲普坦浓度 6 ng# mL- 1 )和 2ng# mL- 1内

标苯海拉明 ( reference sub stan ce add ed in blank b lood p lasm a)  C.口

服给予佐米曲普坦 5 m g后 3 h的血浆样品 ( p lasm a sam ple 3 h after

oral adm in istration of zolm itriptan 5m g to the volun teer)

4010 ng# mL
- 1
的对照品血浆, 按 / 40项下方法操作

进行处理, 取上清液进样 20 LL进行 LC- M S /M S

分析。以血浆中待测物浓度为横坐标 X ( ng#

mL
- 1

) ,待测物与内标物的峰面积比值为纵坐标 Y,

用加权 (W = 1 /X
2
)最小二乘法进行回归运算, 求得

直线回归方程为:

Y= 010266X + 6165 @ 10
- 4  r= 019972

根据工作曲线, 佐米曲普坦的线性范围为 0110 ~
4010 ng# mL

- 1
, 定量下限为 0110 ng# mL

- 1
(定量

下限平行 9样本精密度考察结果显示 RSD [

917% ), r值结果显示线性关系良好。

514 准确度与精密度  按上述线性关系考察项下
操作,制备佐米曲普坦低、中、高 3个浓度 (分别为

0120, 2100, 32100 ng# mL
- 1

)的质量控制样品, 每

浓度 6样本, 连续测定 3 d。根据当日的工作曲

线, 计算 QC样品的测得浓度, 根据结果计算方法

的准确度与精密度, 结果见表 1。结果显示, 日间、

日内变异均小于 15% ,相对偏差 - 215% ~ 313%,

表明此方法的精密度和准确度均较高, 重现性较

好。

表 1 血浆中佐米曲普坦 LC-M S/M S测定方法的

准确度与精密度 (n = 18)

Tab 1 Resu lts of prec ision and accuracy in hum an

p lasm a by LC -M S/M S

添加值

( add ed) /

ng# mL- 1

测得值

( d etected) /

ng# mL- 1

标准差

( standard

deviat ion ) /

ng# mL- 1

相对偏差

( relative

error)

/%

RSD /%

日内

( in tra-

day)

日间

( inter-

day)

0120 0120 0102 - 215 1010 1316

2100 2107 0110 313 118 1319

32100 3218 1142 214 318 713

515 提取回收率  取空白血浆 015 mL, 按上述线

性关系考察项下操作, 制备低、中、高 3个浓度 (相

当于血浆中佐米曲普坦浓度 0120, 2100, 3210 ng#

mL
- 1

)的样品, 每一浓度进行 3样本分析。另取空

白血浆 015 mL,按 / 40项下操作, 向获得的上清液中

加入相应浓度的对照品溶液和内标溶液各 100 LL,

涡流混合, 40 e 空气流下吹干。残留物以流动相溶

解, 进样分析, 获得相应峰面积。以每一浓度两种处

理方法的峰面积比值计算提取回收率。高、中、低

3个浓度的提取回收率分别为 5015% , 4711% ,

4616%。以 015 mL重蒸水代替空白血浆, 按上述

线性关系考察项下操作, 制备低、中、高 3个浓度

基质效应样本, 每一浓度进行 3样本分析, 用于考

察佐米曲普坦和内标的基质效应, 结果显示相对

偏差 RE均小于 10% , 表明血浆基质无明显基质

效应存在。

516 稳定性考察  试验中分别进行了长期稳定性

(冰冻放置 20 d)、3次冻融和室温放置 12 h 3种稳

定性的考察,将稳定性放置后和冻融后测定结果与

理论浓度进行比较,结果显示所有稳定性试验中测

定值与添加值的 RE均小于 10% , 表明长期冰冻放

置血浆样品,血浆样品反复冻融, 以及分析测试过程

中样品较为稳定, 各种贮存条件不影响本方法对样

品浓度进行准确测定。

517 方法学应用  22名中国成年健康志愿者单剂

量口服佐米格 (每片含佐米曲普坦 215mg ) 2片, 于

服药前 ( 0 h)和服药后 0150, 1100, 1150, 2100, 3100,
4100, 5100, 6100, 8100, 1010, 1310, 2410 h, 经静脉

留置针取前臂静脉血 310 mL, 置肝素试管中, 10000

r# m in
- 1
离心 10 m in, 分离血浆, - 20 e 冰冻保存。

应用本研究所建立的方法测定其血药浓度, 血药浓

度 -时间曲线见图 3, 并采用 DAS 210药代动力学
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软件计算药代动力学参数。血浆中佐米曲普坦的

Tmax为 ( 119 ? 016 ) h, Cmax为 ( 7123 ? 3157 ) ng#

mL
- 1
, t1/2为 ( 2190 ? 0148 ) h; 采用梯形法计算,

AUC0- t和 AUC0- ] 分别为 ( 41127 ? 15194)和 ( 43165
? 17116) ng # h# mL

- 1
。各受试者 24 h前各取血

时间点血药浓度均能被检测,本方法可以满足健康

人体药物动力学研究。

图 3 22名受试者的平均血药浓度 -时间曲线

Fig 3 M ean plasm a concentrat ion versus tim e cu rve in 22 healthy vo lun-

teers

6 讨论
本研究建立并验证了 LC- M S /M S法测定佐米

曲普坦的血浆浓度,与文献报道
[ 10~ 19 ]

相比专属性及

灵敏度高,操作简单快速。试验中采用本实验室建

立的程序
[ 20]
进样方法,将每个样品进样时间和峰前

部分时间与上个样品形成 /套打 0模式,缩小了单个

样品分析时间,样品保留时间小于 1 m in, 整个样品

分析时间为 115m in左右, 实现了样品的快速分析,

比已有 LC- M S /M S检测方法
[ 16~ 19]

缩短 1倍以上。

本研究所选用的色谱柱孔径和内径均较大, 可以达

到较高的流速,在此条件下采用等度方式进行洗脱

就可以得到较好的色谱峰, 峰宽仅 012 m in, 提高了

信噪比和灵敏度。流动相加入甲酸, 可以为质谱离

子化提供质子,提高信噪比,减少基质抑制效应。常

见的样品前处理方案有液 -液萃取法、固相萃取法

和沉淀蛋白法等,固相萃取法成本较高,沉淀蛋白法

有时对内源性物质的去除不够理想, 本实验采用液

-液萃取法,操作简单快速、经济实用, 并且将萃取

液蒸发,可使组分富集,增加测定的灵敏度。

7 结论

本研究所建立的方法比文献报道的方法灵敏度

更低, 前处理过程简单,分析时间短, 快速、灵敏、专

属性强,本方法可用于佐米曲普坦人体药物动力学

试验。
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