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液质联用检测大鼠血、尿液和胆汁中氯沙坦的含量
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［摘要］　目的：建立ＬＣ／ＭＳ／ＭＳ法测定大鼠血!尿液和胆汁中氯沙坦的浓度，研究氯沙坦在大鼠体内的药物动力学特点。

方法：大鼠血浆样品采用沉淀蛋白作为前处理方法，尿液和胆汁采用液液萃取方法进行前处理，进样检测。色谱柱为 Ａｇｅｌａ

ＶｅｎｕｓｉｌＭＰＣ１８２．１ｍｍ×５０ｍｍ，粒径５μｍ；流动相Ａ为０．１％甲酸，流动相Ｂ为０．１％甲酸（溶剂为乙腈）。采用梯度洗脱：

流动相Ｂ在１．５ｍｉｎ内从２０％到９５％，流速０．３５ｍｌ／ｍｉｎ，进样量为１０μｌ，质谱仪检测，离子源为ＥＳＩ源。结果：氯沙坦在血、

尿液和胆汁中的线性范围为１～１０００μｇ／Ｌ，线性良好（ｒ＞０．９９），平均相对回收率＞８０．０％，日内和日间精密度均小于１５％。

结论：该检测方法操作方便，结果准确，专属性强，可用于血!尿液和胆汁中氯沙坦药物含量的测定。
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　　氯沙坦，即２丁基４氯１［［２′（１Ｈ四唑５基）
［１，１′联苯］４基］甲基］１Ｈ咪唑５甲醇的钾盐，是
口服有效的非肽类血管紧张素Ⅱ受体 ＡＴ１拮抗剂
的新一代药原型［１２］，是一种低相对分子质量的非肽
类物质，口服有效，能选择性地与 ＡＴⅠ型受体
（ＡＴ１）结合，与ＡＴ１受体的选择性亲和力比对ＡＴ
Ⅱ型受体的亲和力强３００００倍，且无内在活性［３４］。

　　对于氯沙坦在生物介质中的含量测定在国内鲜
有报道，在国外有相关报道［５１４］。检测方法有高效液
相色谱法［５１０］和液质联用法［１１１４］。高效液相色谱法用
紫外线作为检测器［５９］，但是检测灵敏度低，最低检测
限为１０μｇ／Ｌ，所用血浆体积需要０．５ｍｌ，用量较大。
为解决灵敏度低的问题，有用荧光作为检测器［１０］，但
是，所需血浆和尿液的用量也很大，而且为消除生物
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介质对于样品的干扰，样品的分析时间都较长。

　　近来，液质联用分析技术在生物介质中药物检
测方面的应用越来越多，主要因为液质联用可以提
高分析的灵敏度和选择性，大大简化前处理步骤和
样品分析时间。利用液质联用检测氯沙坦在生物介
质中的含量在国外也有相关报道［１１１３］，最低检测限
达１μｇ／Ｌ，生物样品前处理用固相萃取

［１２１３］，但是
血浆用量为０．４ｍｌ，回收率较低，怀疑是离子源内的
离子抑制引起，但是相关研究没有考察基质效
应［１２］，有的方法线性范围为４００倍［１３］。也有研究用
液液萃取作为前处理方法［１１］，血浆用量降低到０．１
ｍｌ，最低检测限为１μｇ／Ｌ，线性范围为５００倍，但是
用液液萃取和固相萃取作为前处理方法，处理过程
较为烦琐。

　　本研究采用液质联用检测大鼠血浆!尿液和胆汁
中氯沙坦的含量，并用沉淀蛋白处理血浆，并进行了大
鼠静脉药代动力学行为和胆汁、尿液排泄的研究。

１　材料和方法

１．１　仪器与试药　液质联用系统（含在线脱气机，
高压梯度泵，柱温箱，ＣＴＣ自动进样器，ＡＰＩ４０００Ｑ
Ｔｒａｐ质谱，Ａｇｉｌｅｎｔ１１００液相系统，Ａｎａｌｙｓｉｔ１．４．１
色谱工作站）；Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ５８１０Ｒ全自动高速冷冻离
心机；ＥＧＬＡ 公司纯水仪；ＩＫＡＶＩＢＲＡＶＸＲｂａｓｉｃ
振荡器；Ｔｏｍｔｅｃｈ自动移液系统。

　　氯沙坦钾对照品（批号Ｆ０Ｄ２８７，纯度为９９．８％，

ＵＳＰ）；缬沙坦（内标，批号 Ｈ０Ｇ１３９，纯度为１００％，

ＵＳＰ）。乙腈、甲酸为色谱纯（ＴｅｄｉａＣｏｍｐａｎｙ，Ｉｎｃ．，

ＵＳＡ），其余试剂为分析纯，水为去离子水。

１．２　色谱条件　色谱柱：ＡｇｅｌａＶｅｎｕｓｉｌＭＰＣ１８２．１
ｍｍ×５０ｍｍ，粒径５μｍ（Ａｇｅｌａ公司）；流动相 Ａ为

０．１％甲酸，流动相Ｂ为０．１％甲酸（溶剂为乙腈），梯
度洗脱（流动相 Ｂ从０～１．５ｍｉｎ内由２０％升到

９５％）；流速０．３５０ｍｌ／ｍｉｎ；进样量为１０μｌ。

１．３　质谱条件　离子源为电喷雾离子化（ＥＳＩ）源，正
离子方式检测，喷雾电压为５．５ｋＶ，离子源温度为

５５０℃，雾化气为４１３ｋＰａ，辅助气为４１３ｋＰａ，去簇电
压为３６ｋＶ，碰撞电压为３１ｋＶ；检测方式为多离子反
应检测（ＭＲＭ）方式。用于定量分析的离子反应分别
为ｍ／ｚ４２３．４→ｍ／ｚ２０７．２（氯沙坦，［Ｍ＋Ｈ］＋），ｍ／ｚ
４３６→ｍ／ｚ２３５（内标，缬沙坦，［Ｍ＋Ｈ］＋）。

１．４　溶液配制

１．４．１　对照品系列溶液　精密称取氯沙坦钾对照
品３．５０ｍｇ，置１０ｍｌ玻璃瓶中，用３．２０ｍｌ的５０％
甲醇溶解，配成浓度为１．００ｇ／Ｌ的储备液。用５０％

甲醇将该储备液稀释成用来配制标准曲线和质控的

对照品系列溶液，标准曲线工作液浓度为０．０２、

０．０４、０．２、１．０、２．０、１０．０、２０．０ｍｇ／Ｌ，质控工作液
的浓度为０．０６、１．０、１６．０ｍｇ／Ｌ。溶液置于４℃冰箱
中，保存待用。

１．４．２　内标工作液　精密称取缬沙坦对照品２．４０
ｍｇ，置１０ｍｌ玻璃瓶中，用２．４０ｍｌ的５０％甲醇溶
解，配成浓度为１．００ｇ／Ｌ的储备液。用５０％甲醇将
该储备液稀释成１００μｇ／Ｌ的内标工作液，溶液置于

４℃冰箱中，保存待用。

１．５　样品的制备

１．５．１　血浆样品处理　取待测雄性ＳＤ大鼠（上海
斯莱克实验动物中心）血浆样品５０μｌ，加入９６孔板
中，依次加入内标工作液３０μｌ、乙腈２２０μｌ，涡流混
合１０ｍｉｎ，３２２０×ｇ，离心１０ｍｉｎ，移去上清液５０μｌ
于另一９６孔板中，加入２５０μｌ水（含０．１％甲酸），
混合后待测。

１．５．２　大鼠尿液、胆汁样品处理　１００μｌ尿液或胆
汁用２００μｌ０．１％甲酸酸化，充分摇匀后，取６０μｌ
并加入６０μｌ的内标，再加入４４０μｌ乙酸乙酯，涡旋
混合３０ｍｉｎ后离心（３２２０×ｇ／４℃／１５ｍｉｎ），移取
上清１５０μｌ，旋干后，用２２０μｌ的３０％乙腈（含０．１％
甲酸）复溶，待测。

２　结　果

２．１　方法学考察

２．１．１　专属性　取大鼠空白血浆、尿液和胆汁，除
不加内标溶液外，其余按“１．５样品的制备”项下操
作，获得空白样品的色谱图（图１Ａ、２Ａ、３Ａ）；将一定
浓度的氯沙坦标准溶液和内标溶液加入大鼠的空白

血浆、胆汁或尿液中，同法操作，获得相应的色谱图
（图１Ｂ、２Ｂ、３Ｂ）；同法得到给药后血浆、胆汁和尿液
样品的色谱图（图１Ｃ、２Ｃ、３Ｃ），氯沙坦和内标物的
保留时间分别约为１．６６ｍｉｎ和１．９０ｍｉｎ。结果表
明血浆、尿液和胆汁中内源性物质不干扰氯沙坦和
内标物的测定。

２．１．２　基质效应　采用柱后灌注法［１５］考察化合物

的基质效应。取大鼠空白血浆、尿液和胆汁，除不加
内标溶液外，其余按“１．５样品的制备”项下操作，获
得空白样品的提取液，将提取液和空白溶剂（３０％乙
腈）分别进样进行液质分析，同时利用注射泵将１００

μｇ／Ｌ的氯沙坦溶液通过色谱柱与质谱接口之间的
三通，泵入质谱的离子源。通过调节液相方法，改善
色谱分析条件，最后在本方法下，将空白基质和空白
溶剂的萃取离子图谱相比，在化合物出峰位置，空白



第９期．蒋华芳，等．液质联用检测大鼠血、尿液和胆汁中氯沙坦的含量 ·１０９３　 ·

基质的萃取离子图谱的响应信号没有明显的增加或

减弱。结果表明，本法并不存在明显的基质效应。

图１　空白大鼠血浆（Ａ）、空白大鼠血浆加入氯沙坦和内标（Ｂ）、
大鼠口服氯沙坦（１０ｍｇ·ｋｇ－１）１２ｈ后的血浆样品（Ｃ）色谱图

Ｆｉｇ１　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｂｌａｎｋｒａｔｐｌａｓｍａ（Ａ），ｂｌａｎｋｐｌａｓｍａ
ｓｐｉｋｅｄｗｉｔｈｌｏｓａｒｔａｎａｎｄｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄ（Ｂ），ｒａｔｐｌａｓｍａｓａｍｐｌｅ
１２ｈａｆｔｅｒｏｒａｌａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆ１０ｍｇ·ｋｇ－１ｌｏｓａｒｔａｎ（Ｃ）

１：Ｌｏｓａｒｔａｎ；２：Ｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄ

图２　空白大鼠尿液（Ａ）、空白大鼠尿液加入氯沙坦和内标（Ｂ）、
大鼠静脉注射氯沙坦（２ｍｇ·ｋｇ－１）０～２ｈ后的尿液样品（Ｃ）色谱图

Ｆｉｇ２　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｂｌａｎｋｒａｔｓｕｒｉｎｅ（Ａ），ｂｌａｎｋｕｒｉｎｅ

ｐｌｕｓｌｏｓａｒｔａｎａｎｄｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄ（Ｂ），ｒａｔｕｒｉｎｅｓａｍｐｌｅ０２ｈ
ａｆｔｅｒｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆ２ｍｇ·ｋｇ－１ｌｏｓａｒｔａｎ（Ｃ）

１：Ｌｏｓａｒｔａｎ；２：Ｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄ

图３　空白大鼠胆汁（Ａ）、空白大鼠胆汁加入氯沙坦和内标（Ｂ）、

大鼠静脉注射氯沙坦（２ｍｇ·ｋｇ－１）０～２ｈ后的胆汁样品（Ｃ）色谱图

Ｆｉｇ３　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｂｌａｎｋｒａｔｂｉｌｅ（Ａ），ｂｌａｎｋｂｉｌｅ

ｐｌｕｓｌｏｓａｒｔａｎａｎｄｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄ（Ｂ），ｒａｔｂｉｌｅｓａｍｐｌｅ０２ｈ

ａｆｔｅｒｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆ２ｍｇ·ｋｇ－１ｌｏｓａｒｔａｎ（Ｃ）

１：Ｌｏｓａｒｔａｎ；２：Ｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄ

２．１．３　标准曲线和线性范围　取空白基质（血浆、
尿液、胆汁）９５μｌ，精密加入不同浓度的对照品溶液

５μｌ，使氯沙坦在血浆、胆汁和尿液中的浓度分别为

１、２、１０、５０、１００、５００、１０００ｎｇ／ｍｌ。按照“１．５样品
的制备”项下方法操作。以基质中氯沙坦浓度（Ｘ）
为横坐标，氯沙坦与内标的峰面积比（Ｙ）为纵坐标，
采用加权最小二乘法进行回归运算，求得回归方程
如下：血浆中氯沙坦，Ｙ＝０．０５５４Ｘ＋０．０２３９（ｒ＝
０．９９６１，ｎ＝６）；尿液中氯沙坦，Ｙ＝０．０１５３Ｘ＋
０．００４１（ｒ＝０．９９３９，ｎ＝６）；胆汁中氯沙坦，Ｙ＝
０．０１５９Ｘ＋０．０１２８（ｒ＝０．９９６６，ｎ＝６）。结果表明
氯沙坦在１～１０００ｎｇ／ｍｌ内，线性良好，最低检测
限为１ｎｇ／ｍｌ（在３种基质中，Ｓ／Ｎ＞５）。

２．１．４　精密度和准确度　制备氯沙坦血浆、胆汁和
尿液低、中、高３个浓度（３、５０、８００ｎｇ／ｍｌ）的质控样
品，用当日随行的标准曲线测定，每一浓度做５份，
连续测定 ３ｄ，计算日内和 ３ 个日间的精密度
（ＲＳＤ％）和准确度（ＲＥ％）。结果，本法日内和日间
精密度均＜１５％，准确度ＲＥ％在－９．５％～１１．４％
之间，均满足生物样品分析的要求。

２．１．５　提取回收率　制备氯沙坦血浆、胆汁和尿液
低、中、高３个浓度（３、５０、８００ｎｇ／ｍｌ）的质控样品，
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按照“１．５样品的制备”项下方法操作，得样品峰面
积Ａ１，每个浓度５个样本；另取超纯水９５μｌ，加入５

μｌ氯沙坦３种不同浓度的标准工作液，使其浓度与
质控样品相同，按“１．５样品的制备”项下操作，得样
品峰面积Ａ２，从而求得血浆、胆汁和尿液中氯沙坦
的提取 回 收 率 （Ａ１／Ａ２）。结 果 血 浆 中 回 收 率

８６．９％～１０９％，胆汁中８０．９％～８７．９％，尿液中

８３．８％～８６．０％（ｎ＝５）。

２．１．６　稳定性　分别配制氯沙坦血浆、胆汁和尿液

低中高３个浓度（３、５０、８００ｎｇ／ｍｌ）的样品，每个浓

度各３份，分别考察上述样本在室温放置２４ｈ、经３
次冻融循环及－２０℃冷冻保存４周的稳定性，结果

表明，氯沙坦样本在上述条件下均稳定，其测定准确

度在规定的８５％～１１５％内。

２．２　大鼠静脉注射氯沙坦后的药代动力学研究

２．２．１　大鼠血浆的采集　清洁级ＳＤ大鼠３只，雄

性，体质量２００～２５０ｇ，上海斯莱克实验动物中心提

供。氯沙坦用生理盐水（ＮＳ）注射液配制得到２ｍｇ／

ｍｌ自制注射液，用于大鼠股静脉给药（２ｍｇ／ｋｇ）。

分别于给药前及给药后２、５、１０、３０ｍｉｎ及１．０、３．０、

５．０、８．０、１０．０、２４．０ｈ颈动脉取血０．３５ｍｌ，置肝素

处理的１．５ｍｌ塑料离心管中，取血后补充等量生理

盐水，血样采集后立即以３２２０×ｇ离心１５ｍｉｎ分

离血浆，然后置于－８０℃冰箱中保存。

２．２．２　大鼠胆汁的收集　清洁级ＳＤ大鼠３只，雄

性，体质量２００～２５０ｇ，禁食过夜进行实验。腹腔注

射戊巴比妥钠（６０ｍｇ／ｋｇ）麻醉，背位固定，沿腹白

线剪开，暴露胆总管实施胆管插管手术，用于引流收

集胆汁。氯沙坦用生理盐水（ＮＳ）注射液配制得到２

ｍｇ／ｍｌ自制注射液，用于大鼠股静脉给药（２ｍｇ／

ｋｇ）。收集给药后０～２、２～４、４～８、８～２４ｈ的胆

汁，胆汁收集过程中用于盛放胆汁的塑料离心管应

置于湿冰中，收集完毕后置于－８０℃冰箱中保存。

２．２．３　大鼠尿样的收集　清洁级ＳＤ大鼠３只，雄

性，体质量２００～２５０ｇ，分别饲养在代谢笼里，收集

空白尿液。１ｄ后股静脉注射氯沙坦２ｍｇ／ｋｇ。收

集给药后０～２、２～４、４～８、８～２４ｈ的尿液，置于

－８０℃冰箱保存。

２．２．４　实验结果　３只大鼠股静脉注射氯沙坦后

血浆中药物浓度时间曲线见图４，２４ｈ血浆、胆汁、

尿液中的分布见表１。结果表明，建立的液质联用

技术可用于测定大鼠血浆、尿液和胆汁中氯沙坦含

量。

图４　３只大鼠股静脉注射氯沙坦（２ｍｇ·ｋｇ－１）后

血浆中药物浓度时间图

Ｆｉｇ４　Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｔｉｍｅｃｕｒｖｅｏｆｌｏｓａｒｔａｎｉｎｒａｔｓ

ｐｌａｓｍａ（２ｍｇ·ｋｇ－１）ａｆｔｅｒｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ

表１　３只大鼠股静脉注射氯沙坦（２ｍｇ·ｋｇ－１）后

２４ｈ血浆、胆汁、尿液中的分布

Ｔａｂ１　Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｌｏｓａｒｔａｎｉｎｒａｔｓｐｌａｓｍａ，

ｂｉｌｅａｎｄｕｒｉｎｅａｆｔｅｒｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ
（％ｏｆｄｏｓｅ）

Ｔｉｍｅｔ／ｈ Ｂｉｌｅ Ｕｒｉｎｅ Ｐｌａｓｍａ Ｔｏｔａｌ

０２ ３．８９ ０．０９ ０．２６ ４．２４
２４ ０．８４ ０．０６ ０．２０ １．１０
４８ ０．７７ ０．０４ ０．０８ ０．８９
８２４ ０．２０ ０．０２ ０．０５ ０．２７

Ｔｏｔａｌ ５．７１ ０．１８ ０．６０ ６．４８

３　讨　论

　　液质联用技术由于其高选择性和高灵敏度，现
已成为新药研发，尤其是药物代谢与药物动力学研
究不可或缺的有力工具［１４１６］。其中以电喷雾（ＥＳＩ）
方式应用最为广泛。但是近几年，与液相色谱电喷
雾电离质谱法有关的基质效应逐渐引起人们的关
注。有关基质效应［１４１５］产生的原因，一般认为可能
源于待测组分与生物样品中的基质成分在雾滴表面

离子化过程的竞争，也有人认为基质效应是由于待
测组分与基质中内源性物质共洗脱而引起的。目前
报道的确认基质效应的方法有２种：一种是标准曲
线测定法，另一种方法是利用柱后灌注技术进行测
定。通过柱后灌注技术测定，本研究采用的方法没
有明显的基质效应。

　　本研究的血浆、胆汁和尿液的前处理方法中均
使用了９６孔板和自动移液系统，与传统的单个样品
处理相比，可大大节省处理时间，提高样品通量，提
高工作效率。同时由于尿液和胆汁中含有较多的
盐，经过预实验发现，用沉淀蛋白作为预处理方式，
信号有明显的离子抑制，所以采用了液液萃取方
法。

　　本实验液相采用了梯度洗脱方法，首先可以改
善峰形，减少前沿和拖尾，提高灵敏度；其次可以缩
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短极性差别较大化合物分离时间；再次梯度洗脱也
是很好的柱子清洗技术，尤其对于洗脱盐和小量的
蛋白等。但是，梯度洗脱也需要再平衡时间，这点限
制了它的应用。一般可以采用２种方法来解决这个
问题，第一，是用死体积小的泵，第二，是用柱后分
流，都可以减少再平衡时间。另外，也有用十通
阀［１６］，用双泵和双柱采用柱切换，在一个柱子进样
时，另一个柱子用起始流动相平衡，这样进样时间可
以减少１／３。

　　本研究建立了用液质联用技术测定大鼠血浆、
尿液和胆汁中氯沙坦浓度的方法，同时，大大降低了
生物基质的用量，血浆只用了０．０５ｍｌ，胆汁和尿液
只用了０．０２ｍｌ，最低检测限做到了１ｎｇ／ｍｌ，线性
范围为１０００倍，操作简便易行，可用于该药在大鼠
血浆、尿液和胆汁中的含量测定。
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