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ＬＣＭＳ／ＭＳ测定人血浆中替米沙坦的浓度
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金晓玲，高守红，邬　蓉，李静娴，陶　霞
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［摘要］　目的：建立测定人血浆中替米沙坦浓度的ＬＣＭＳ／ＭＳ方法，并用该法研究替米沙坦片在健康人体内的药代动力学。

方法：采用ＬＣＭＳ／ＭＳ测定人血浆中不同时间点替米沙坦的浓度，以地西泮为内标，血浆样品用乙腈沉淀蛋白，色谱柱为Ａｇ

ｉｌｅｎｔＺｏｒｂａｘＳＢＣ１８（１００ｍｍ×２．１ｍｍ，３．５μｍ），流动相为乙腈０．３％甲酸水溶液（５５∶４５），流速０．３ｍｌ／ｍｉｎ，柱温３０℃。结

果：替米沙坦的线性范围为２．５～５００ｎｇ／ｍｌ（ｒ＝０．９９５７），最低定量限为２．５ｎｇ／ｍｌ（Ｓ／Ｎ＞１０），日内和日间ＲＳＤ＜８％。结

论：本法操作简单，选择性好，灵敏度高，适用于替米沙坦的人体药代动力学研究。
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　　替米沙坦（ｔｅｌｍｉｓａｒｔａｎ），４｛［２正丙基４甲基６（１甲基

苯并咪唑２基）苯并咪唑１基］甲基｝联苯基２羧酸，是一种

新型的口服非肽类血管紧张素Ⅱ受体拮抗剂，可以选择性

地、难以逆转地阻滞ＡＴ１受体，而对其他受体尤其是心血管

系统的受体无影响，是一种长效、高效、低毒的新型降压药。

临床研究［１４］表明，替米沙坦每日口服１次可产生２４ｈ持续

降压效果，是市场上一种具有实际意义的“１ｄ服１次”的长

效降血压药物。考虑到临床生物样本量大、稳定性差、浓度

低、专属性要求高等特点，本研究建立了快速测定血浆中替

米沙坦的ＬＣＭＳ／ＭＳ方法，一个样品的测定时间仅需２．５

ｍｉｎ，１ｄ内能测定５００多个样品，能快速而简便地分析大量

的血浆样品，为临床试验提供参考依据。

１　材料和方法

１．１　仪器和药品　Ａｇｉｌｅｎｔ１２００液相色谱Ａｇｉｌｅｎｔ６４１０型

三重四极杆串联质谱仪（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ公司）；Ａｇｉｌｅｎｔ６４１０

Ｂ．０１．００定量处理软件；飞鸽牌ＴＧＬ１６Ｇ高速离心机（上海

安亭科学仪器厂）；旋涡振荡混合器 ＷＬ９０１Ｖｏｒｔｅｘ（海门市

其林贝尔仪器制造有限公司）。替米沙坦对照品（含量

９９．３％，上海医药工业研究所）。替米沙坦片（上海现代浦东

药厂有限公司，规格４０ｍｇ，批号０７０３２０）；地西泮（内标，中

国药品生物制品检定所）；甲醇、乙腈和甲酸为色谱纯试剂

（德国 Ｍｅｒｃｋ公司）；水为纯净水。

１．２　色谱分离条件　色谱柱为 ＡｇｉｌｅｎｔＺｏｒｂａｘＳＢＣ１８（１００

ｍｍ×２．１ｍｍ，３．５μｍ），流动相为乙腈０．３％甲酸水溶液

（５５∶４５），流速为０．３ｍｌ／ｍｉｎ，柱温为３０℃。

１．３　质谱分离条件　采用ＥＳＩ离子源，正离子检测，选择

ＭＲＭ工作方式进行一／二级质谱分析。用于定量分析的检

测离子为：替米沙坦 ［Ｍ＋Ｈ］＋ ｍ／ｚ５１５→ｍ／ｚ４９７，内标地

西泮［Ｍ＋Ｈ］＋ｍ／ｚ２８５→ｍ／ｚ１９３（图１），干燥气流速为１０

Ｌ／ｍｉｎ，干燥气温度为３５０℃，雾化气压力为２７５．７９２ｋＰａ，毛

细管电压为４０００Ｖ。

１．４　受试者与试验设计　本临床试验方案经长征医院伦理

委员会审核批准，在试验过程中受伦理委员会指导。１０名男

性健康志愿者，年龄（２１．８±１．２２）岁，体质量（６６．８±３．９）

ｋｇ，肝肾功能及心电图正常，试验前１周及试验期间禁用其

他药物，试验期间禁烟、酒、茶并签署知情同意书。在禁食

１２ｈ后，于次日晨空腹口服替米沙坦片４０ｍｇ，于给药前及给

药后０．２５，０．５，０．７５，１．０，１．５，２．０，４．０，８．０，１２．０，２４．０，

３６．０，４８．０和６０．０ｈ于静脉取血３ｍｌ，１７００×ｇ 离心１０

ｍｉｎ，分离血浆后置２０℃冰箱保存。

１．５　血浆样品预处理　取血浆２００μｌ置于１．５ｍｌ塑料离

心管中，加入４００μｌ乙腈（含内标地西泮１００ｎｇ／ｍｌ），涡旋振

荡１ｍｉｎ，于８０００×ｇ高速离心１０ｍｉｎ，取上清液２００μｌ，加

入２００μｌ０．３％甲酸溶液，涡旋混匀后取１０μｌ进样，峰面积

内标法定量分析。

１．６　含量测定的方法学考察　用健康空白血浆精密配制成

２．５、５．０、２５．０、５０．０、１００．０、２５０．０和５００．０ｎｇ／ｍｌ浓度的替

米沙坦标准血浆样品，按１．５项下方法操作，制备血浆标准

曲线。配制５．０、５０．０和５００．０ｎｇ／ｍｌ３种不同浓度的替米

沙坦血浆质控样品，按１．５项下方法操作，进行回收率及日

内、日间精密度考察。还考察了替米沙坦血浆样品经历３次

冷冻解冻循环的稳定性以及血浆样品经样品处理后室温放

置２４ｈ的稳定性。

１．７　药代动力学参数计算　采用统计矩法计算药代动力学

参数，ｃｍａｘ、ｔｍａｘ采用实测值，ＡＵＣ采用梯形面积法计算，λｚ为
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末端相消除速率常数，用末端相浓度对数与时间回归直线求

得：ｔ１／２＝０．６９３／λｚ。

图１　替米沙坦和内标的ＥＳＩＭＳ质谱图

Ａ：全扫描质谱图；Ｂ：产物离子质谱图；Ｃ：内标全扫描质谱图；Ｄ：内标

产物离子质谱图

２　结　果

２．１　方法专属性　在上述色谱条件下，替米沙坦和地西泮

峰形良好，替米沙坦和地西泮的保留时间分别为１．０５ｍｉｎ
和２．１８ｍｉｎ（图２）。血浆中内源性杂质均不干扰药物的测

定。

２．２　方法学考察　结果结果表明替米沙坦在２．５～５００．０

ｎｇ／ｍｌ浓度范围内线性关系良好，回归方程为Ａ＝０．０１４３Ｃ＋

０．００２２（ｒ＝０．９９５７）。替米沙坦在血浆中最低定量检测限为

２．５ｎｇ／ｍｌ，ＲＳＤ为１８．０９％。低、中、高３种浓度的日内及日

间精密度分别＜４％和＜８％，回收率９６．４８％～１００．３４％。

　　结果显示替米沙坦血浆样品经历３次冷冻解冻循环后

稳定，ＲＳＤ为８．７６％；血浆样品经样品处理后室温放置２４ｈ
稳定，ＲＳＤ为８．１１％。
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图２　替米沙坦血浆样品 ＭＲＭ色谱图

Ａ：空白人血浆样品；Ｂ：实测血浆样品

２．３　 药代动力学结果　得到的主 要 药 动 学 参 数 为：

ｔ１／２（１９．５４±３．０２）ｈ，ｃｍａｘ（１７６．３９±３０．６２）ｎｇ／ｍｌ，ｔｍａｘ（１．２±

０．４）ｈ，ＡＵＣ０→６０（１６３４．１２±１９８．２５）ｎｇ·ｈ·ｍｌ－１，ＡＵＣ０→∞
（１６８２．０９±２０５．３４）ｎｇ·ｈ·ｍｌ－１，平均血药浓度时间曲线见

图３。

图３　健康志愿者口服４０ｍｇ
替米沙坦片后的平均血药浓度时间曲线

ｎ＝１０，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　本研究采用ＥＳＩ正离子模式，对所测定的替米沙坦及其

内标地西泮的电离条件进行优化，［Ｍ＋Ｈ］＋峰容易生成有

规律的碎片，便于 ＭＳ／ＭＳ测定，经过优化电离和裂解条件

并提高高能打拿极电压，最终可以满足替米沙坦及其内标地

西泮血药浓度的测定。但提高高能打拿极电压会缩短高能

打拿极寿命，故进样后直接将流动相接入废液瓶，此时高能

打拿极电压为０，０．６ｍｉｎ时切换到质谱仪进行测定，流动相

接入质谱时将高能打拿极电压调为６００Ｖ。不将０．６ｍｉｎ前

的流动相接入质谱仪不仅可以降低血浆样品中杂质进入质

谱的量，还可以降低离子源的污染。

　　由于替米沙坦分子结构中含有羧基和碱性氮原子，所以

流动相的ｐＨ值对其保留时间有一定影响。用乙腈０．３％甲

酸水溶液（５５∶４５）作为流动相时分离效果最好。在研究初

期，曾探讨使用甲醇、乙腈等蛋白沉淀剂处理生物样品，结果

使用乙腈提取回收率高一些，但若用上清液直接进液质，峰

形不对称且响应较低，将上清液用水、流动相、０．１％甲酸、

０．３％甲酸、０．５％甲酸分别按１∶１和１∶２稀释，结果发现

用０．３％甲酸１∶１稀释提取回收率最高，达８５％左右。张

鹏等［５］用ＬＣＭＳ／ＭＳ测定血浆中替米沙坦，但样品前处理

需经液液萃取氮气吹干和流动相复溶等复杂过程。本实验

建立的方法所需血浆样品量少，前处理采用蛋白沉淀，操作

简便，分析测定时间短，在处理大批量血浆样品时可节省时

间。

　　替米沙坦在人体血浆中的浓度较低，采用 ＨＰＬＣＵＶ法

测定时，有时可观察到少量杂质干扰低浓度样品的测定。为

保证临床大量且复杂生物样本分析的专属性和准确性，本研

究建立了替米沙坦人血浆样本ＬＣＭＳ／ＭＳ分析方法，可以

选择性地检测选定的离子以及该离子所产生的子离子，因而

选择性很高，而对ＬＣ的分离要求不高，甚至可以不通过ＬＣ
分离而直接将混合样品进入 ＭＳ进行测定，故可以实现快速

分离；空白血浆无杂质干扰，最低定量检测浓度可以达到２．５

ｎｇ／ｍｌ，完全满足临床血药浓度监测的要求。
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