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摘要  目的: 建立超高效液相色谱 -串联质谱 ( UPLC - MS /M S)测定人血浆中盐酸尼卡地平浓度的方法。方法: 血浆经甲基

叔丁基醚萃取后, 以 UPLC分离,电喷雾离子化 ( ESI+ )串联质谱检测。盐酸尼卡地平、尼莫地平 (内标 )的多反应监测 (MRM )

扫描离子对 m /z分别为 48013y 3141 8和 41912y 3431 0。结果: 盐酸尼卡地平在 011 ~ 401 0 ng# mL- 1范围内线性关系良好

( r= 019998);日内、日间 RSD均小于 121 1%。结论: 该方法检测快速、专一、灵敏, 可满足盐酸尼卡地平临床药动学研究的要求。
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Abstract Objec tive: To estab lish anUPLC- MS /M Sm ethod for the determ ination o f nicard ip ine hydrochloride in

hum an plasma. Methods: N icardipine hydroch lo ride and internal standard w ere ex tracted from plasma w ith methy l

tert- buty l ether and determ inated by UPLC- M S /M S using e lectrospray ionization( ESI
+
). The drugs w ere detec-

ted on multip le reaction mon itoring mode by the transitions precursor to the product ion (m /z 48013y 31418 and

m /z 41912y 34310) 1Results: Calibration curvew as linear in the range from 011- 4010 ng# mL
- 1

w ith a corre la-

t ion coeffic ient of 019998. The intra- and inter- day precisions( RSDs) w ere a ll less than 1211%. Conc lusion:

TheUPLC- M S /M S method for the quant itat ive determ inat ion of nicard ip ine hydrochloride in human p lasm a pres-

ented simp le process, sensitive detection and acceptab le precision. Therefore, it can be used for c lin ica lpharmacok-i

netic stud ies o f n icardipine hydrochloride in hum an plasma.

Key words: n icardipine hydroch lo ride; UPLC- M S /MS; drug plasma concentration; pharmacok inetic
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尼卡地平 ( n icard ipine)是常用的第二代二氢

吡啶类钙通道阻滞剂, 具有较强的冠状动脉和全

身动脉阻力血管扩张作用。与硝苯地平相比, 尼

卡地平对冠状血管比周围血管更具有选择性
[ 1 ]
,

其副作用 (如眩晕等 )也相对较少, 但具有同等的

抗心绞痛作用
[ 2 ]
。静脉或口服给予尼卡地平可

使收缩压和舒张压降低, 降低后负荷, 代偿性增

加心率和每搏输出量, 同时也表现出减少左心室

舒张期功能失调的作用
[ 3 ]
。尼卡地平还可降低

劳累性心绞痛患者心绞痛发作频率并增进运动

耐受力。近年来, 尼卡地平已在临床取得较好的

应用效果。

本研究建立了一种采用 UPLC - M S /M S技术,

以尼莫地平为内标分析人血浆中盐酸尼卡地平浓度

的方法,该方法操作简便, 灵敏度高, 最低定量限达

011 ng# mL
- 1
, 可满足盐酸尼卡地平缓控释制剂的

药动学研究及血药浓度监测的需求。

1 药品、试剂与仪器

111 药品与试剂  盐酸尼卡地平对照品 ( nicar-

d ip ine hydroch lor ide, 含量 9914% , 批号 100586 -

200401, 中国药品生物制品检定所 ) ; 尼莫地平对

照品 ( n imod ip ine, 含量 100% , 批 号 100270 -

200002, 中国药品生物制品检定所 ) ; 盐酸尼卡地

平缓释胶囊 ( 40mg#粒 - 1
,批号 20080212, 安斯泰
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来制药 (中国 )有限公司 ) ; 乙腈、甲基叔丁基醚及

甲醇为色谱纯 (美国 Fisher公司 ), 水为重蒸水, 其

他试剂均为分析纯; 空白血浆由中日友好医院检

验科提供。

112 仪器  UPLC- M S /M S联用系统: W aters AC-

QU ITY UPLC 超高效液相色谱仪, W aters Q uattro

Prem ierXE三重四级杆串联质谱仪, M assLynx 411
质谱工作站 (美国W aters公司 ); 3K15高速离心机

(美国 Sigma公司 ) , YKH - II型液体快速混合器

(江西医疗器械厂 ), L IBROR L- 200SM型天平 (日

本岛津公司 ) , 1210型超声振荡仪 (美国 Branson公

司 )。

2 方法与结果

211 色谱条件  Waters ACQU ITY C18 ( 50mm @211

mm, 117 Lm )色谱柱; 流动相为乙腈 - 012%甲酸水
溶液 ( 70B30) , 使用前经 0122 Lm微孔滤膜过滤并
超声脱气 ( 60W, 47 kH z);流速 0115 mL# m in

- 1
;进

样室温度 10 e ,柱温 30 e ;进样量 5 LL。

212 质谱条件  采用电喷雾电离源正离子模式

( ESI
+
) , ESI毛细管电压 315 kV,锥孔气流 50 L#

h
- 1
,脱溶剂气流 400 L# h

- 1
,离子源温度 100 e ,脱

溶剂气温度 400 e , 锥孔电压 25 V (盐酸尼卡地

平 ) , 18 V (尼莫地平 ), 碰撞能量 30 eV (盐酸尼卡地

平 ) , 7 eV (尼莫地平 ) , 采用多反应监测 (MRM )扫

描方式选择监测反应离子对为: m /z 48013y 31418
(盐酸尼卡地平 )、m /z 41912y 34310(尼莫地平 )见

图 1。

213 溶液的配制  精密称取盐酸尼卡地平对照品
和内标盐酸尼莫地平适量, 以甲醇溶解配制成

50010 Lg# mL
- 1
对照品储备液和 51010 Lg# mL

- 1

内标储备液,以流动相稀释得到相应浓度对照品和

内标溶液,于 4 e 冰箱保存。
214 血浆样品的处理 取血浆 013 mL置 115 mL

具塞聚四氟乙烯离心管中, 加入尼莫地平内标溶液

( 8410 ng# mL
- 1
) 30 LL,涡旋振荡 015 m in混匀,加

入萃取液甲基叔丁基醚 017 mL,涡旋振荡 3m in,高

速离心 ( 12000 r# m
- 1
) 10 m in,分取上层有机相,室

温下氮气吹干,残渣用 150 LL流动相复溶, 涡旋振

荡 3m in后高速离心 ( 12000 r# m
- 1
) 10m in,取上清

液 5 LL进行 UPLC- M S /M S分析。

215 方法的专属性 空白血浆、空白血浆外加对照

品盐酸尼卡地平 ( 510 ng# mL
- 1
)、内标尼莫地平

( 8410 ng# mL
- 1
)及健康受试者给药后收集的血浆

样品,按 /血浆样品的处理 0项下操作后进样分析,

图 1 盐酸尼卡地平 ( A)和内标 ( B )的二级质谱图

F ig 1 The MS2 spectrogram s of n icard ip ine hyd roch loride( A) and in ter-

n al standard( B )

得色谱图 (见图 2) ,盐酸尼卡地平和内标尼莫地平

的保留时间分别为 0189m in和 1169 m in。

图 2 血浆中盐酸尼卡地平的色谱图

F ig 2 HPLC chrom atogram s of n icardipin e hydroch loride

A.空白血浆 ( b lank p lasm a)  B. 空白血浆 + 盐酸尼卡地平 ( b lank

plasm a spiked w ith n icard ip ine)  C. 空白血浆 + 内标 ( b lank plasm a

sp ik edw ith internal standard )  D. 受试者空白血浆 ( sub ject b lank

plasm a)  E.受试者服药后 3 h血浆 ( sub ject p lasm a 3 h after adm in is-

trat ion of n icardipin e hydroch loride)

1.盐酸尼卡地平 ( n icard ipin e hydrochloride)  2.内标 ( internal standard)
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216 标准曲线与线性范围 取空白血浆 013 mL,
加入不同浓度的对照品溶液, 配制成浓度分别为

011, 013, 1125, 510, 1010, 2010, 4010 ng# mL
- 1
的对

照品血浆,按 /血浆样品的处理0项下操作后进样分
析。以血浆中添加盐酸尼卡地平的浓度为 X轴,盐

酸尼卡地平与内标峰面积比为 Y轴, 采用加权 ( 1/

X
2
)最小二乘法进行线性回归, 得盐酸尼卡地平的

标准曲线回归方程为:

Y= 311481X + 01238 r= 019998
结果表明盐酸尼卡地平血浆浓度在 011~ 4010 ng#

mL
- 1
范围内线性关系良好。

217 准确度与精密度 在 013mL空白血浆中分别
精密加入不同浓度对照品溶液, 配制成低、中、高

( 013, 510 , 2010 ng# mL
- 1
) 3种浓度的质控样品,

在同一日内取低、中、高 3种浓度对照品血浆各 5

份, 按 /血浆样品的处理0项下操作后进样分析, 以

当日当批回归方程计算盐酸尼卡地平浓度, 与加样

浓度比较,计算准确度 (方法学回收率 )、日内精密

度;并于不同日内取低、中、高 3种浓度对照品血浆

各 5份, 按 /血浆样品的处理 0项下操作后进样分

析, 重复测定 3 d,计算准确度与日间精密度,结果见

表 1。

表 1 血浆中盐酸尼卡地平的日内、日间精密度及方法学回收率

Tab 1 In tra- and in ter- day precision and accuracy of n icard ip ine hydroch loride

质控样品

( qua lity contro l)

C

/ng# mL- 1

日内 ( intra- day ) 日间 ( inter- day)

均值

( m ean)

SD

( n= 5)

方法学回收率

( accuracy) /%

RSD

/%

均值

( mean)

SD

( n = 5)

方法学回收率

( accuracy ) /%

RSD

/%

定量下限 ( LLOQ ) 011 01107 01009 10714 811 01103 01012 1021 6 1211

低浓度 ( L ) 013 01308 01007 10217 213 01301 01024 1001 5 810

中浓度 (M ) 510 51093 01278 10119 515 41806 01456 961 1 915

高浓度 ( H ) 2010 191451 01590 9713 310 191200 11212 961 0 613

218 萃取回收率  在 013mL空白血浆中分别精密

加入不同浓度的盐酸尼卡地平工作溶液, 配制成低、

中、高 ( 013, 510 , 2010 ng# mL
- 1
) 3种浓度的质控

样品各 5份,按 /血浆样品的处理 0项下操作后进样
分析, 以血浆中盐酸尼卡地平的峰面积与相应浓度

对照品溶液中盐酸尼卡地平峰面积的比值计算出上

述 3种浓度的萃取回收率分别为 8111% ( RSD =

819% ), 8417% ( RSD = 413% ), 8613% ( RSD =

112% )。同法求得内标的萃取回收率为 9218%
( RSD= 613% )。

219 基质效应  取 5种不同来源空白血浆各 013
mL置 115mL具塞聚四氟乙烯离心管中, 按 /血浆

样品的处理 0项下萃取并吹干后, 再加入尼莫地平

内标溶液 ( 8410 ng# mL
- 1
) 30 LL以及不同浓度的

盐酸尼卡地平工作溶液适量。于室温下氮气吹干,

残渣用 150 LL流动相复溶,涡旋振荡 3m in,配制成

低、中、高 ( 013, 510 , 2010 ng# mL
- 1

) 3种浓度的供

试液各 5份。样品经高速离心 ( 12000 r# m in
- 1
) 10

m in后取上清液 5 LL进行 UPLC- M S /M S分析,以

供试液中盐酸尼卡地平的峰面积与相应浓度对照品

溶液中盐酸尼卡地平峰面积的比值计算上述 3种浓

度的基质效应,结果见表 2。

表 2 血浆中盐酸尼卡地平的基质效应

Tab 2 Matrix effect of n icardip ine hydroch lor ide

质控样品

( the qua lity

control sample)

C

/ng# mL - 1

基质效应 ( matrix e ffect) /%

均值 ( mean) SD ( n = 5) RSD

低浓度 ( L ) 013 9112 510 514

中浓度 (M ) 510 10218 519 517

高浓度 ( H ) 2010 10213 318 317

2110 稳定性试验  用空白血浆配制低、中、高

( 013, 510 , 2010 ng# mL
- 1
) 3种浓度的质控样品

各 3份, 于 - 80 e 冷冻放置, 分别在 0, 24, 48, 72,

120, 240, 360 h取样于室温下避光自然解冻, 按照

/血浆样品的处理 0项下操作后进样分析, 以当日

回归方程计算盐酸尼卡地平浓度, 以考察样品冷

冻放置稳定性; 考察各浓度质控样品室温避光放

置 ( 0, 1, 3, 6, 8, 24 h)稳定性; 考察各浓度质控样

品于 - 20 e 冷冻保存, 反复冻融 5次样品稳定性。

考察各浓度质控样品处理定容后置于自动进样器

内 10 e 避光放置 ( 0, 2, 6, 12, 24 h)稳定性。结果

见表 3。
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表 3 稳定性试验

Tab 3 S tab ility test of n icard ip ine hydroch loride

放置条件

( condit ion)

013 ng# mL - 1 510 ng# mL - 1 2010 ng# mL - 1

实测值 ( de tected) 实测值 ( detected) 实测值 ( de tected)

均值 ( mean) SD ( n= 3) RSD /% 均值 ( mean) SD( n= 3) RSD /% 均值 ( mean) SD ( n = 3) RSD /%

- 80 e 冷冻保存 15 d

( - 80 e , 15 d)
01 323 01015 416 51059 01179 31 5 191945 11062 513

室温避光放置 24 h

( ~ 25 e & away from ligh,t 24 h)
01 277 01018 616 41564 01237 51 2 181230 01439 214

反复冻融 5次

( five times free zer- thaw ing)
01 318 01012 316 41961 01236 41 8 191054 01732 318

样本处理后于 10 e 避光保存 24 h

( 10 e & aw ay from ligh,t 24 h)
01 282 01021 715 41678 01235 51 0 181700 01528 218

2111 方法应用
将本研究建立的 UPLC- MS /M S方法应用于盐

酸尼卡地平缓释胶囊的药动学研究。通过体检筛选

20名健康男性志愿者, 告知试验内容及利害, 获得

知情同意书后正式开始试验。20名受试者于试验

前 1日晚餐后禁食, 试验日早 8点空腹口服盐酸尼

卡地平胶囊 1粒 ( 40mg) , 于服药前 ( 0 h)和服药后

0125, 015, 0175, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10, 12, 24, 36 h于

上臂静脉各取血 1次, 每次 3 ~ 5 mL, 血样肝素抗

凝,离心,分离血浆,于 - 80 e 冰箱中冷冻保存。
按 /血浆样品的处理 0项下操作, 以当日的标准

曲线计算各时间点的血药浓度,同时分析低、中、高

(三样本 )的质控样品,根据质控样品测定结果决定

当日数据的取舍。

20名男性健康志愿者口服盐酸尼卡地平缓释

胶囊 1粒 ( 40 mg)后, 平均血药浓度 -时间曲线见

图 3,主要药动学参数见表 4。

图 3 20名受试者单剂量口服盐酸尼卡地平 40 mg后的平均血药浓

度 -时间曲线

Fig 3 M ean p lasm a con cen tration- t im e cu rve of n icard ip ine hydroch lo-

ride after a sing le oral dose of 40m g

表 4 20名健康男性志愿者单剂量口服 40m g

盐酸尼卡地平胶囊后的主要药动学参数 (m ean ? SD)

Tab 4 Pharm acok inetic param eter s of n icard ip ine

hydroch loride in p lasm a of 20 volun teers after

a single oral dose of 40m g(m ean ? SD )

参数 ( pa rameters) 实测值 ( found va lue)

C
m ax1

/ng# mL- 1 10198? 2177

Tmax1 /h 0148 ? 0107

Cm ax2 /ng# mL- 1 8164 ? 3148

Tmax2 /h 5133 ? 0165

t1 /2ke /h 6145 ? 1168

AU C0- ] /ng# h# mL- 1 64119 ? 25107

MRT0- ] /h 8140 ? 1194

AUC0- 36 /ng# h# mL- 1 61185 ? 23138

MRT0- 36 /h 7129 ? 1122

3 讨论

盐酸尼卡地平口服吸收迅速完全, 但其首过效

应强,口服后大部分经肝组织代谢或结合
[ 4 ]
, 血药

浓度低,对检测技术要求较高,文献报道多采用气相

色谱法 ( GC )
[ 5]
及液相色谱法 (HPLC )

[ 6]
等分析方

法。近年来,随着盐酸尼卡地平缓控释制剂在临床

的应用, 已报道的 GC或 HPLC法, 因检测灵敏度较

低,无法满足其药动学研究的需求。作为一种高灵

敏度的检测手段,液相色谱 -质谱联用技术已在盐

酸尼卡地平的药动学研究中得到应用
[ 7, 8 ]

, 但在国

内文献中作者未见相关报道。本研究建立了一种采

用 UPLC- M S /M S技术, 以尼莫地平为内标分析人

血浆中盐酸尼卡地平浓度的方法。

在预试验中, 对血浆样品的前处理方法进行了

考察,结果发现,采用乙腈直接沉淀蛋白法获得的分

析样本含杂质较多, 即使高速离心 ( 12000 r#

m in
- 1
)也无法获得满意结果, 可能加剧色谱柱的损
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耗并污染质谱, 而且按该方法处理, 基质效应严重,

不同来源血浆样本间信号响应差异较大 ( RSD >

15% )。我们也考察了采用乙醚、氯仿、乙酸乙酯等

为萃取剂的方案,结果发现,采用以上几种萃取剂所

得回收率均低于甲基叔丁基醚萃取方案, 而且采用

甲基叔丁基醚萃取获得的样本杂质较少, 基质效应

也较低,适合液 - 质联用分析。在预试验中对血浆

样品是否需要碱化处理也进行了考察,结果发现, 50

LL碳酸钠溶液 ( 1 mo l# L
- 1
)碱化处理对萃取回收

率影响较小,故最终采用甲基叔丁基醚直接萃取的

方案。

该方法操作简便,特异性好,无干扰, 精密度、灵

敏度高,最低定量限达 011 ng# mL
- 1
(S /N\ 10),符

合人体内血药浓度监测和药动学研究的要求, 可满

足盐酸尼卡地平缓控释制剂的药动学研究及血药浓

度监测的需求。
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