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体液中西地那非的测定及其代谢物的确认
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摘 要 建立了高效液相色谱-电喷雾串联质谱 ( HPLC-ESI-MS /MS) 测定血液中西地那非以及利用电场轨

道阱回旋共振组合质谱仪( LTQ-Orbitrap) 鉴定尿液中西地那非代谢产物的方法。用乙醚提取体液，采用 Ultra
IBD 色谱柱，以乙腈-20 mmol 乙酸铵( 含 0． 1%甲酸) 缓冲液( 70∶ 30，V /V) 为流动相，恒流分离后，在 LC-MS /
MS 多反应监测模式下进行定性与定量分析; 代谢物分离鉴定选用 PLRP-S 聚合色谱柱，以 0． 1% 甲酸溶液

( A) 和乙腈( B) 为流动相，梯度洗脱分离后，在 LTQ-Orbitrap 全扫描模式下进行代谢物鉴定。本方法在 5 ～
1000 !g /L 内线性关系良好，回收率为 81． 3% ～ 103． 3%，日内与日间精密度 RSD 均小于 10%，检出限为 1． 0
!g /L; 尿液中检出 5 种代谢产物，分别为 N1，N4 -去乙基代谢物( M1) ，N-去甲基代谢物( M2，M3) ，羟化代谢物

( M4) 和 N-甲基氧化代谢物( M5) ，其中 M3 和 M5 在人体尿液中为第一次检测到。
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1 引 言

西地那非( Sildenafil) ，成品为西地那非的枸橼酸盐，商品名为“万艾可”，俗称伟哥。它作为一种

性药，对于治疗男性勃起功能障碍有很好疗效。自 1998 年该药上市以来，一直有报道使用西地那非会

对严重心血管疾病患者产生影响，已有因服用西地那非治疗性功能障碍引起意外死亡的报道［1］。因此，急

需建立灵敏度高、准确性强的测定体液中西地那非的方法。目前，检测西地那非的方法主要有高效液相色

谱法( HPLC) ［2 ～ 4］、气相气谱-质谱联用法( GC /MS ) ［5］、毛细管电泳色谱法［6］、液相色谱-质谱法( LC-
MS) ［7，8］和液相色谱-串联质谱法( LC-MS /MS) ［9，10］。国内仅见杨士云等［11］采用 HPLC 检测全血中西地

那非。
代谢物确认在毒理学研究中具有很高的应用价值。代谢物的测定可以延长检测时限，更重要的是

根据毒( 药) 物及其代谢物浓度可以进行临床和法医毒理学分析、解释。目前，对于代谢物确认最为常

用的方法是核磁共振法( NMR) 和质谱分析法。核磁共振法虽然能够对样品进行非破坏性、非选择性分

析，非常适合代谢物的研究，但其最大的缺陷是灵敏度相对较低，不适合分析低浓度代谢物，对样品制备

的要求很高; 同时，NMR 的动态范围有限，很难同时测定生物体系中共存浓度相差较大的代谢产物［12］。
HPLC-MS 法虽然集合了 HPLC 高分离性和 MS 高灵敏度、高选择性的优点，但确证化合物结构的能力有

限，不能满足体内复杂多样的代谢物研究的需要［13］。近年开发的电场轨道阱回旋共振组合质谱仪

( LTQ-Orbitrap) ，使用线性离子阱实现离子分离、裂解以及多级质谱功能，在质量准确度、分辨率、动态

范围、灵敏度以及多级质谱能力等方面具有明显优势，可以实现生物样本中复杂多样代谢物的结构鉴

定，将是小分子化合物及其代谢物鉴定的发展方向［14 ～ 16］。本研究采用三重四极串联质谱( LC-MS /MS)

建立血液中西地那非的测定方法，并将方法应用于实际检测; 运用 LTQ-Orbitrap 技术分离鉴定尿液中西

地那非的代谢产物，为临床和法医毒理学领域提供技术储备。

2 实验部分

2． 1 仪器与试剂
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Agilent 1100 高效液相色谱仪，Agilent 1100 自动进样器，API4000 三重四极串联质谱仪( Applied
Biosystems 公司) ; Finnigan Surveyor 液相色谱仪( 美国 Thermo Fisher Scientific 公司) ，电场轨道阱回旋共

振组合质谱仪( 德国 Thermo Fisher Scientific 公司) 。
西地那非片( Sildenafil，辉瑞制药公司) ，每片相当于含 100 mg 西地那非。内标多虑平( Doxepin，

Cerilliant 公司) ，乙腈、甲酸、乙酸胺( HPLC 级，Fluka 公司) ，实验用水为超纯水。其它试剂均为国产分

析纯。空白血液来自无用药史的健康志愿者。
2． 2 工作溶液的配制

( 1) 西地那非工作溶液 将西地那非片磨粉后加入 10 mL 甲醇，超声 1 h，离心后，上清液用甲醇定容至

100 mL，配制成1． 0 g /L 储备液，并用甲醇逐级稀释成10 和0． 1 mg /L 的工作溶液，备用。( 2) 多虑平工作溶液

取 1． 0 g /L 多虑平储备液 20 !L 至 10 mL 容量瓶中，以甲醇定容，配制成 2 mg /L 的工作溶液，备用。
2． 3 样品和样品处理

2009 年 11 月某日，浙江省某高龄男子在家中猝死，因怀疑其死亡前服用过“西地那非”，遂进行毒化

和病理的全面尸检。送检死者的血液、尿液等检材于 － 20 ℃条件下保存，待测。取体液( 血液、尿液)

1． 0 mL，加入 5 !L 多虑平内标溶液( 2 mg /L) 和 1 mL 的硼酸盐缓冲液( pH 9． 2) ，再加入 3 mL 乙醚，涡旋

混合 2 min，1650 × g 离心 3 min，取乙醚液，60 ℃水浴挥干，加入 0． 5 mL 流动相溶解，取 200 !L 至进样

衬管中。
2． 4 LC-MS /MS 分析条件

Ultra IBD 液相色谱柱 ( 100 mm × 2． 1 mm × 5 !m，Resteck 公 司) ，此 前 接 Phenomenex 保 护 柱

( 4 mm ×2 mm) 。流动相为乙腈-20 mmol /L 乙酸铵( 含 0． 1%甲酸) 缓冲液( 70∶ 30，V /V) ; 恒流，流速为

200 !L /min; 柱温: 室温; 进样量 5 !L。
电喷雾( ESI) 离子源，正离子扫描，离子喷射电压 5． 5 kV; 离子源温度 450 ℃ ; 离子源气 1 ( GS1) :

241 kPa; 离子源气 2( GS2) : 276 kPa; 气帘气 172 kPa; 检测方式为多反应监测( MRM) ; 碰撞气: 48 kPa。
每个化合物选取两个离子对进行定性分析，第一对母离子 /子离子确定为定量离子对，见表 1。

表 1 西地那非和内标多虑平的质谱分析参数
Table 1 Analytical parameters of sildenafil and doxepin ( IS)

化合物
Compound

母离子
Parent ion

( m/z)

子离子
Product ion

( m/z)

去簇电压
Declustering potential

( V)

碰撞能
Collision energy

( eV)

西地那非 Sildenafil 475． 0 58． 1
100． 1 80 60

41

多虑平 Doxepin 280． 3 107． 2
220． 2 50 31

36

2． 5 LTQ-Orbitrap 分析条件

PLRP-S 液相色谱柱 ( 150 mm ×2． 1 mm ×3 !m，Shropshire 公司) ，此前接相同型号的保护柱( 5 mm
×3． 0 mm ) 。流动相为 0． 1%甲酸( A) -乙腈( B) ，梯度洗脱程序: 0 ～ 1． 9 min，2% B; 2 ～ 5 min，20% B;

5． 1 ～ 12 min，50% B; 12． 1 ～ 20 min，2% B。流速为 200 !L /min，柱温: 室温; 进样量 5 !L。
电喷雾离子源，正离子模式检测，喷雾电压 4． 5 kV; 毛细管温度 275 ℃ ; 毛细管电压 9 V; 管透镜电

压 65 V。鞘气: 7． 5 L /min; 辅助气: 1． 5 L /min; 多级质谱相对碰撞能量: HCD ( 45% ) ; 精确质量数采用

外质量校准法( ＜ 1 × 10 －6 ) ，校正液含咖啡因( MW 194) ，MRFA ( 短肽 MW 523) ，Ultramark ( 聚合物 MW

1022 ～ 1922) ; 一级扫描和多级质谱扫描选用 FTMS 质量分析器，一级扫描分辨率为 60000，多级扫描分

辨率为 7500; 扫描范围: m/z 300 ～ 800。
2． 6 数据处理

LTQ-Orbitrap 采集谱图通过代谢物筛查软件 MetWorksTM1． 1． 0 ( Thermo scientific) 分析，消除空白背

景干扰，寻找符合西地那非代谢修饰的代谢产物质子分子离子［M + H］+ ，对寻找到的与西地那非原体

相关度较高的可疑分子离子，根据精确质量数测定和运用元素组成分析软件得到可疑西地那非代谢物

的元素组成以及它们的化学式和不饱和度( 环和双键［RDB］) ，被鉴定的未知代谢物分子量误差小于 5
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× 10 －6 amu，结合二级及多级质谱功能对每个化合物提供更多结构的特征相关信息，并通过 Mass Fron-
tier 5． 0 ( Thermo scientific) 谱图解析软件对各个代谢产物的特征裂解方式进行验证。

3 结果与讨论

3． 1 选择性

图 1 MRM 模式下的色谱图

Fig． 1 Representative MRM chromatograms of Sildenafil
in blood
a． 空白血液( Free blood) ; b． 添加西地那非质量浓度为 5 !g /

L 的血样( Sildenafil standards spiked blood samples ( 5 !g /L) ) ;

c． 添加内 标 多 虑 平 质 量 浓 度 为 20 !g /L 的 血 样 ( Doxepin

standards spiked blood samples ( 20 !g /L) ) 。

取不同来源的空白血液，按 2． 3 节处理后进样

( 不加内标) ，结果如图 1a; 向空白血液中添加西地那

非对照品，使其质量浓度为 5 !g /L，按 2． 3 节处理后

进样，结果如图 1b; 图 1c 为空白血液中添加内标，表

明空白血液中的内源性物质不会干扰西地那非的测

定。
3． 2 线性关系

取空白血液 1 mL，加入西地那非工作溶液配制

成 5，25，50，100，500 和 1000 !g /L 的样品，按 2． 3
节处理后进行 LC-MS /MS 分析。以西地那非质量浓

度( !g /L) 为横坐标，以西地那非和内标峰面积比值为

纵坐标，得回归方程为: y = 0. 00434x － 0． 0148，r =
0. 9972，见图 2。结果表明，西地那非在5 ～ 1000 !g /L
浓度范围呈良好的线性关系。

由于临床治疗浓度通常高于!g /L 级，本研究处

理后进样量仅 5 !L，得本方法的检出限( S /N ≥3) 为

1 !g /L，定量限( S /N ≥10) 为 5 !g /L，此方法有较宽的线性范围，便于实际样品的定量分析。

图 2 HPLC-MS /MS 测定血液中西地那非的标准曲线

Fig． 2 Standard curves of Sildenafil in whole blood deter-
mined by HPLC-MS /MS method

3． 3 提取回收率、精密度和基质效应

取空白血液 1． 0 mL，添加西地那非，配制 10，

100 和 800 !g /L 低、中、高 3 个质量浓度的控制样

品，按 2． 3 节操作，每个质量浓度点设 6 个重复样

品，按相同方法分析，连续测定 3 d，按线性方程回归

计算回收率、日内和日间精密度。结果表明，此方法

的日内和日间精密度的 RSD 均小于 10%，结果见表

2。
空白血液经提取后，加入西地那非，采用 LC-

MS /MS 分析，所得峰面积与其对应的标准溶液直接

进样得到的峰面积相比即得基质效应。提取回收率

是分别在空白血液预处理前和预处理后加入西地那

非，分析所得峰面积的百分比，结果见表 2。

表 2 全血中西地那非的提取回收率、精密度和基质效应
Table 2 Accuracy，precision，recovery and matrix effects of sildenafil in human blood

添加浓度
Spiked conc．

( !g /L)

回收率
Recovery

( % ，n = 6)

日内精密度 Intra-day RSD
( % ，n = 6)

日间精密度 Inter-day RSD
( % ，n = 18)

基质效应
Matrix effects
( % ，n = 5)

10 101． 6 7． 48 5． 46 91． 6
100 81． 3 6． 31 3． 59 96． 6
800 103． 1 5． 64 6． 59 118． 1

3． 4 质谱解析

采用 LTQ-Orbitrap 质谱，在正离子检测模式下进行一级全扫描，对照品西地那非准分子离子［M +
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H］+ m/z 475． 2120 ( 分子量误差 － 0． 422 × 10 －6 ) ，其主要碎片离子分别为 m/z 377． 1274，311． 1499 和

283. 1186。由于西地那非甲砜基团有两个 O，有很强的吸电子作用，造成 N S 键和 C S 键不稳定，

容易发生断裂，形成碎片离子 m/z 377 ( M + H － C5H10N2 ) 和 m/z 311 ( M + H － C5H12O2N2S) ，MS3 质谱

碎片离子 m/z 283 由 MS2 质谱碎片离子 m/z 311 丢失 C2H4 产生，西地那非裂解途径见图 3A。以上西

地那非由多级质谱产生的碎片离子及裂解方式分别与文献［1，9，17，18，］报道一致。
对尿液进行一级全扫描和二级 Data-dependent 质谱分析，采集到的谱图通过代谢物分析软件 Met-

WorksTM1． 1． 0 处理，发现原药西地那非及其相关的 5 种代谢物，它们的质子化分子离子［M + H］+ 精确

质量数分别为 m/z 449． 1957，461． 1960，461． 1959，491． 2063 和 505． 1854。对这些组分进行二级 Data-
dependent 质谱分析，得到各个组分的 MS 色谱及 MS2 质谱图。西地那非及各代谢物的化学式、保留时

间、积分峰面积、理论分子量、实测分子量、不饱和度( RDB) 、理论值与实测值之间的相对误差及 MS2 质

谱主要碎片离子见表 3。从表 3 可知，除代谢物 M3 和 M4 外，其余代谢物在二级和多级质谱中均出现

相同特征碎片离子 m/z 311 和 283，为有效鉴定该类化合物提供了重要的结构信息。尿液中原药西地

那非二级质谱得到的主要碎片离子与对照品西地那非二级质谱碎片离子相同。

表 3 西地那非及其代谢物保留时间及其碎片离子 LTQ-Orbitrap 分析结果
Table 3 Linear trap quadrupole ( LTQ) -Orbitrap retention times and fragment ions of sildenafil and its related metabolites

化合物
Compound

化学式
Chemical formula

［M + H］+

保留时间
Retention time

( min)

理论分子量
Theoretical mass

实测分子量
Measured mass

不饱和度
RDB

主要碎片离子
Major fragment ions

( m/z )

Sildenafil C22H31O4N6 S 12． 03 475． 2122 475． 2113 10． 5 377，311，283
M1 C20H29O4N6 S 11． 25 449． 1966 449． 1957 9． 5 418，392，361，311，283
M2 C21H29O4N6 S 11． 88 461． 1966 461． 1960 10． 5 377，311，283
M3 C21H29O4N6 S 10． 94 461． 1966 461． 1959 10． 5 297，269
M4 C22H31O5N6 S 10． 35 491． 2071 491． 2063 10． 5 473，375，327，310，281
M5 C22H29O6N6 S 15． 73 505． 1864 505． 1854 11． 5 487，461，311，283

代谢物 M1，［M + H］+ ( m/z 449． 1957) ，结合原药元素组成( C，H，O，N，S) 及其精确质量数和分

子量误差( ＜ 5 × 10 －6 ) ，可推断 M1 ［M + H］+ 化学式为 C20H29O4N6S
+ ，与原药西地那非［M + H］+ 化学

式C22H31O4N6S
+ 比较，由失去 C2H2，产生［M + H － C2H2］

+ ，二级质谱主要碎片离子为 m/z 311 和 283，

与文献［19］报道 M1 为 N1，N4-去乙基化代谢物一致。
代谢物 M2，［M + H］+ ( m/z 461． 1960) ，结合原药元素组成( C，H，O，N，S) 及其精确质量数和分

子量误差( ＜ 5 × 10 －6 ) ，可推断 M2 ［M + H］+ 化学式为 C21H29O4N6S
+ ，与原药西地那非［M + H］+ 化学

式C22H31O4N6S
+ 比较，为失去 CH2 产生［M + H － CH2］

+ ，推断 M2 为原型药物去甲基化代谢产物，二级

质谱主要碎片离子为 m/z 311 和 283，表明 N-去甲基化应发生在哌嗪环上，与文献［1，18，19，20］报道一

致。
由代谢物 M3，［M + H］+ 的精确质量数可推断其化学式与 M2 一致，但两者的色谱峰保留时间不

同，可推测与 M2 互为同分异构，二级质谱主要碎片离子 m/z 297 和 269，表明 N-去甲基化应发生在吡唑

环上。Walker 等［19］对该代谢物进行了报道，主要二级质谱碎片离子与本实验一致，但只在老鼠和狗的

体内检测到该代谢物，在人体内未能检测出该化合物。代谢物 M3 二级图谱裂解途径见图 3B。
代谢物 M4，［M + H］+ ( m/z 491． 2063) ，结合原药元素组成( C，H，O，N，S) 及其精确质量数和分

子量误差( ＜ 5 × 10 －6 ) ，可推断 M4 ［M + H］+ 化学式为C22H31O5N6S
+ ，与原药西地那非［M + H］+ 化学

式C22H31O4N6S
+ 比较增加一个氧原子 ［M + H + O］+ ，初步推断 M4 为原药的羟化代谢产物。二级质谱

主要碎片离子 m/z 473，375 ，327，310，281，与文献［1，20］报道一致，羟化发生在吡唑环烷烃上。
代谢物 M5，［M + H］+ ( m/z 505． 1854) ，结合原药元素组成( C，H，O，N，S) 及其精确质量数和分

子量误差( ＜ 5 × 10 －6 ) ，可推断 M5 ［M + H］+ 化学式为 C22H29O6N6S
+ ，与原药西地那非［M + H］+ 化学

式C22H31O4N6S
+ 比较，推断其可能为 CH 3 氧化成 COOH ［M + H + O2 － H2］

+。分析结果表明，

代谢物 M5 与其它已找到的代谢物比较，M5 在体内代谢微量。由于代谢物 M5 一级全扫描响应偏低，在
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Data-dependent 质谱分析中未能得到多级质谱图，为进一步确证代谢物 M5，单独对 M5 作多级质谱扫

描，所得二级质谱图碎片离子出现离子峰 m/z 487 和 461，碎片离子 m/z 487 较母离子质子分子离子

［M + H］+ ( m/z 505) 减少 18 amu，推测为丢失一个中性分子 H2O 所致［M + H － H2O］+ ; 碎片离子 m/z
461 较母离子 m/z 505 减少 44 amu，推测其为丢失另一个中性分子 CO2 所致［M + H － CO2］

+。由二级

质谱碎片离子 m/z 487 和 461 产生的 MS3 质谱图均含特征离子 m/z 311 和 283，结合西地那非的特征离

子及裂解规律，推断氧化可能发生在母体哌嗪环的 N 位甲基上。图 3C 为代谢物 M5 的可能裂解途径。

图 3 西地那非及其 2 种代谢物的裂解途径示意图

Fig． 3 Scheme of fragmentation pathways of sildenafil and its two metabolites
A． M0; B． M3; C． M5．

3． 5 样品分析

采用本方法分析 2． 3 节中的血液和尿样，均检出西地那非。血液中西地那非浓度为 358 !g /L。按

照 2004 年 9 月国际法庭毒理组织( TIAFT) 公布的血液中毒药物治疗、中毒浓度资料［21］，西地那非的治

疗浓度在 0． 05 ～ 0． 5 mg /L; 对于中毒浓度，则明确表示要依据其心血管系统功能。本案中死者的法医

解剖发现冠状动脉粥样硬化性心脏病的病理学特征，因西地那非可引发低血压反应，从而诱发心脏疾病

发作。在文献［22，23］报道的死亡案例中，血液中西地那非浓度分别为 105 和 6270 !g /L，浓度范围很

宽。在实际个案的法医毒理学解释时，除需要考虑心血管系统功能因素外，死者的年龄、健康状况、服药

时间、死亡时间、检材的采集时间、部位等因素都是十分重要的因素。运用高分辨质谱 LTQ-Orbitrap 在

死者尿液中确认西地那非及 5 种代谢物。由于没有代谢物标准品，未能对代谢物进行定量分析。文献

［20］表明，按 50 mg 剂量服药，24 h 后在尿中即检测不到西地那非原药。根据积分峰面积判断，原药在

本案中尿液中的含量仍较大，结合血液中西地那非浓度，可推断该死者死亡时间应在服药后数小时之

内。
本研究采用高质量精度的 LTQ-Orbitrap 质谱确认了尿液中西地那非的 5 种代谢物。由实际案例分

析可见，综合运用三重四极串联质谱( LC-MS /MS) 和电场轨道阱回旋共振组合质谱( LTQ-Orbitrap) 技

术，可更准确、可靠地进行生物检材中毒( 药) 物及其代谢物的定性定量分析及结果解释工作。
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Determination of Sildenafil in Human Blood and Confirmation of
Its Metabolites in Urine

CHEN Cong1，2，XIANG Ping2，SHEN Bao-Hua2，ZHUO Xian-Yi* 2

1 ( Forensic Medicine Department of Shanghai Medical College of Fudan University，Shanghai 200032)
2 ( Shanghai Key Laboratory of Forensic Medicine，Institute of Forensic Science，

Ministry of Justice，Shanghai 200063)

Abstract A method was developed to determine sildenafil in human blood by high performance liquid chro-
matography-tandem mass spectrometry( HPLC-MS /MS) and identify metabolites of sildenafil in human urine
by linear trap quadropole ( LTQ) -Orbitrap． Body fluids were extracted with ethyl ether． Sildenafil in blood was
separated using IBD column with a mobile phase consisting of acetonitrile and 20 mmol /L ammonium acetate
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buffer including 0． 1% formic acid( 70∶ 30，V /V) ． The flow rate was 0． 2 mL /min． Then the analyte was an-
alyzed by LC-MS /MS in the positive ion mode; the incurred urine sample was separated by PLRP-S polymeric
column． 0． 1% formic acid( A) and acetonitrile( B) were used as mobile phase with elution gradient． The me-
tabolites of sildenafil were aN-Alyzed by LTQ-Orbitrap． Sildenafil showed a good linear relationship over the
range of 5 － 1000 !g /L( r = 0． 9972) ． The recovery of sildenafil was 81． 3% －103． 3% and the RSD of intra-
day and inter-day precision was less than 10% ． The detection limit was 1 !g /L． Five metabolites were identi-
fied in human urine: N-N-desethylsildenafil ( M1 ) ，demethysildenafil ( M2，M3 ) ，propyl-oxidated sildenafil
( M4) and CH3 to COOH sildenafil( M5) ． M3 and M5 were the first reported in the human body fluids．
Keywords Sildenafil; Metabolites; High performance liquid chromatography coupled with electrospray tan-
dem mass spectrometry; Linear trap quadrupole-orbitrap mass spectrometry; Structure confirmation
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中国化学会第三届全国“公共安全领域中的化学问题”学术研讨会
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