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高效液相色谱串联质谱法测定人血浆中美金刚浓度

曲婷婷1 , 刘晓燕1 ,王本杰2 ,袁桂艳2 ,张蕊2 , 魏春敏2 ,郭瑞臣2  ( 1 .山东大学药学院,山东 济南 250012 ; 2 .山东大学

齐鲁医院临床药理研究所,山东 济南 250012)

[摘要]  目的:建立测定人血浆中美金刚浓度的高效液相色谱串联质谱法, 以用于美金刚人体药动学研究。方法: U ltimat e

XB- C18柱( 150 mm @ 4 . 6 mm, 5 Lm)为色谱柱,甲醇-0 . 5%甲酸( 70B30 )为流动相, 流速为0. 5 mL#min- 1; 电喷雾电离正离子模

式,选择性监测质荷比( M / Z)为 180y 163 (美金刚)和 152y 135(金刚烷胺,内标) ; 血浆样本经醋酸乙酯提取后进行分析。结

果:血浆中美金刚质量浓度在0 . 2~ 100Lg#L - 1范围内线性关系良好,最低定量限达 0. 2 Lg#L- 1 ; 日内、日间精密度 RSD 小于

7 , 血浆样本经冷冻和冻融后均稳定。结论:此方法灵敏、专一、快速、简便,适用于盐酸美金刚胶囊人体药动学研究。
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Development of memantine in human plasma by liquid chromatography tandem mass spectrome-

try

QU T ing- t ing
1
, L IU Xiao-yan

1
, WANG Ben-jie

2
, YU AN Gu-i yan

2
, ZH ANG Rui

2
, WEI Chun-min

2
, GU O

Ru-i chen
2

( 1 . Pharmacy Colleg e of Shandong Univer sity, Shandong Jinan 250012 , China; 2 . Institut e of Clinical Pharmacolo-

gy, Q ilu H ospital of Shandong Univ ersity , Shandong Jinan 250012 , China)

ABSTRACT:OBJECTIVE  To validat e a high- per formance liquid chromato gr aphy- tandem mass spectr ometry ( H PLC- M S/ M S)

met hod fo r the determination of memantine in human plasma. METHODS The analyte w as separated on a U ltimate XB- C18 co-l

umn( 150 mm 4 . 6 mm, 5Lm) w ith a mobile phase of met hanol and w ater cont aining 0. 5% form ic acid ( 70B30 ) at a flow rate of

0 . 5mL#min- 1 . T he multiple r eaction monito ring ( M RM ) mode w as used for analy te quantification, and the pr ecur so r- to- prod-

uct ion tr ansit ion of m/ z 180y 163 ( memantine) and 152y 135 ( amantadine, IS) w ere selected, respectiv ely . The plasma sam-

ple w as liquid- liquid ex tracted by ethyl acetate. RESULTS  T he w eight ed ( 1/ x 2 ) calibrat ion cur ve was linear in the 0 . 2-

100 . 0 Lg#L - 1 range fo r memantine, and t he low limit of quantification w as 0. 2 Lg# L- 1 . T he inter- and int ra- day precisions

( RSD) were < 7 . Plasma samples w ere stable under fr eezed and fr eeze- thaw conditions. CONCLUSION  The developed LC/

M S/ M S method was selectiv e, sensitive and simple, and w as successfully applied to the pha rmacokinetic study o f memant ine

after o ral administr ation to Chinese healthy vo lunteers.

KEY WORDS: liquid chr omatog raphy tandem mass spectr ometr y; H PLC- M S/ M S; memant ine; amantadine; pharmacokinetics

  美金刚( m em ant ine)化学名 1-氨基-3 , 5-二甲

基金刚烷,是一种中等亲和力、非竞争性的 NM DA

受体拮抗剂 [ 1-2] , 临床上广泛用于治疗阿尔茨海默

症
[ 3]
。已有报道用高效液相-紫外或荧光检测法测

定动物或人血浆中美金刚浓度 [ 4-6] ,但最低定量限较

高,不能满足人体药动学研究,而且荧光检测法需要

将待测物衍生化, 操作繁琐; GC-MS 法
[ 7]
测定人血

浆中美金刚同样也需要衍生化,不适宜大量生物样

本的快速分析。而用 H PLC-M S/ M S法测定人血浆

或其他基质中美金刚的浓度 [ 8-9] , 不仅专一性强, 而

且分析速度快,适于人体药动学的研究。本实验建

立了快速、专一、灵敏地测定人血浆中美金刚浓度的

方法,并应用于盐酸美金刚胶囊人体药动学研究。

1  材料
Ag ilent 6410 T riple Quad LC/ M S/ M S, 包括

1200series H PLC, H ip-ALS SL 进样器和 DAD SL

检测器(美国安捷伦科学技术公司) ; 盐酸美金刚对

照品(批号 070801)、美金刚胶囊( 10 mg/胶囊,批号

071001)均由上海复旦复华药业有限公司提供; 内标

金刚烷胺对照品 (内标, IS, 东北制药总厂, 批号

#549#中国医院药学杂志 2009年第 29卷第 7期 Chin H osp Pharm J , 2009 Apr, Vol 29, No. 07



2004182B) ;甲醇和醋酸乙酯均为色谱纯; 水为纯化

水,其他试剂均为分析纯。

2  方法与结果

2. 1  色谱质谱条件

2. 1. 1  色谱条件  色谱柱: U lt imate XB- C18柱

( 150 mm @ 4. 6 mm, 5 Lm) ,柱温: 25 e ;流动相: 甲

醇-0 . 5%甲酸( 70B30 ) ; 流速: 0. 5 mL#min- 1 , 进样

量: 10 LL。

2. 1. 2  质谱条件  ESI 离子源,正离子模式, 雾化

压力 35 psi,干燥气( N 2 )流速: 8 L#min- 1 ,干燥气温

度: 350 e , 毛细管电压: 4 000 V, 多级反应监测

( MRM )方式监测 m/ z 180y 163 (美金刚) , m/ z 152

y135( IS) ,碰撞能为 18 V (美金刚)和 20 V ( IS) ,

碎片电压均为 120 V。

2. 2  对照品和内标溶液的配制  分别精密称取盐

酸美金刚对照品0. 012 1 g 和盐酸金刚烷胺对照品

0. 012 6 g, 并分别用水溶解定容至 10 mL, 得 1 g#

L- 1的两种储备液; 分别精密量取两种储备液适量,

用流动相稀释得1 000, 100, 10 Lg#L
- 1
系列标准工

作液和 100 Lg#L
- 1
内标液,所有溶液均置 4 e 冰箱

保存备用。

2. 3  血浆样品的处理  精密吸取0. 5 m L 血浆置离

心管中,加入 40 LL 内标液,涡旋 30 s混匀,加入 1

mol#L- 1氢氧化钠溶液 25 LL, 涡旋 30 s混匀, 加入

3. 5 m L 醋酸乙酯,涡旋 2 m in混匀, 5 000 r#min-1离

心 5 min,取上清 3 mL, 40 e 水浴氮气吹干。残渣

用 100 LL 流动相复溶, 10 LL 进样。

2. 4  色谱质谱行为  将美金刚和内标标准溶液直

接进质谱分析得的其全扫描质谱图和二级质谱图见

图 1。血浆中美金刚和内标峰形良好,无杂质干扰,

保留时间分别为3. 4 m in 和2 . 9 min, 方法专属性

好,见图 2。

2. 5  标准曲线的制备  分别取美金刚标准工作液

适量, 用空白血浆配成质量浓度为 0. 2, 0. 5, 2. 0,

5. 0, 10. 0 , 40. 0 , 80. 0, 100. 0 Lg#L- 1的血浆样本, 按

/ 2. 30项下血浆样本处理方法提取处理,并进行 LC-

MS/ M S 分析, 以美金刚浓度和内标浓度比为横坐

标,面积比为纵坐标,用加权( W= 1/ x
2
)最小二乘法

进行线性, 回归方程: Y = 0. 016 6 + 0. 859X , r =

0. 995 9。结果表明:美金刚血浆在0. 2~ 100 . 0 Lg#

L
- 1
范围内线性关系良好。本法的最低定量限达

0. 2 Lg#L- 1。

2. 6  回收率和精密度试验  按/标准曲线的制备0

方法分别配制0 . 5, 5 . 0, 80. 0 Lg#L
- 1
的美金刚血浆

样品,每个浓度 5份,按/ 2. 30项处理后进样分析,同

时测定相应浓度的标准溶液; 以测得血浆样本面积

和标准溶液面积之比计算提取回收率, 平均提取回

收率为48. 87%;以测得血浆样本浓度与相应标准溶

液的浓度比值计算相对回收率, 平均相对回收率为

100 . 61% ;将低、中、高浓度血浆样本 1 d内测定 5

份, 连续测定 3 d,分别考察方法的日内和日间精密

度, 结果 RSD均小于 7%,精密度良好。

2. 7  样品稳定性试验  按/ 标准曲线的制备0方法

分别配制0. 5 , 5. 0 , 80. 0 Lg#L- 1的血浆样本,每个浓

度取 5份,分别在下列条件下放置以考察样本短期、

长期和冻融稳定性: 室温 24 h,冷冻 1, 7, 21 d, 冻

融 1次、2次和 3次。结果 RSD均小于 6%, 方法稳

定性良好。
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2. 8  质控样本  按/ 2. 50项下方法分别配制0. 5,

5. 0, 80. 0 Lg#L
- 1
的质控样本; 在志愿者样品测定过

程中,随行测定质控样品,使其均匀分布在志愿者样

品测试顺序中。结果 RSD均在 ? 10%之内,说明测

定结果可靠。

2. 9  药动学试验
2. 9. 1  试验设计  男性健康志愿者 10名, 年龄

( 22. 7 ? 2. 4 ) 岁, 体质量 ( 61. 2 ? 7 . 6 ) kg, 身高

( 170 . 0 ? 6 . 6 ) cm , 血、尿常规及肝、肾功能检查正

常;试验方案经山东大学齐鲁医院伦理委员会批准。

志愿者于试验前签署知情同意书,并于前一日晚入

住Ñ期病房,禁食过夜,于次日早晨 7B00 ,空腹口服

15 mg 盐酸美金刚胶囊, 200 m L 温开水送服, 服药

后 2 h后方能饮水, 4 h后进统一标准餐。于给药前

和给药后 1, 2, 3, 4 , 5, 6, 7 , 8 , 12 , 24 , 48 , 96 , 144, 240

h肘静脉取血 4 mL,立即移入加有肝素的塑料试管

中, 5 000 r#min- 1离心 5 m in, 取血浆于- 20 e 保存

备测。

2. 9. 2  试验结果  采用前述 H PLC- M S/ M S 法

测定志愿者血浆样本,美金刚血药浓度-时间曲线见

图 3。10 名志愿者美金刚血药浓度-时间数据经

DAS 2. 0拟合符合二室模型。主要药动学参数: tmax

为( 4. 9 ? 1 . 1) h, Cmax为( 16. 5 ? 2. 8) Lg#L- 1 , A 为

( 25. 5 ? 38. 2 ) , A为 ( 0. 11 ? 0. 10 ) , B 为 ( 14. 7 ?
16. 1 ) ,B为( 0. 013 ? 0. 003) , t1/ 2A为( 20. 6 ? 18. 3 ) h,

t1/ 2B为 ( 55. 2 ? 12. 8 ) h, AU C0~ 240 为 ( 1 101. 6 ?

264. 1)Lg#L- 1#h, CL 为( 13 . 8 ? 3 . 2) L#kg- 1 #h, V

为( 999. 2 ? 243 . 5) L#kg - 1。

图 3  10名志愿者口服 15mg 盐酸美金刚胶囊后平均血药浓度-时间

曲线

Fig 3  M ean plasm a concent rat ion-t ime prof ile of mem ant ine af ter

administ rat ion of 15mg mem ant in e hydrochloride capsules

3  讨论
经比较美金刚在正离子检测模式下响应较好;

不同厂家的色谱柱得到的色谱峰不同, 试用了 Dia-

m onsil和 Zorbax 的 C18色谱柱, 但峰都较宽且拖

尾, 最后选择 U lt imate XB-C18柱,峰形好;流动相中

添加甲酸可增加质谱响应强度,提高方法的灵敏度。

实验中尝试了不同的血浆样本提取方法, 结果

直接沉淀蛋白法回收率太低,而用氯仿、二氯甲烷、

乙醚或其混和溶剂进行液液萃取时均存在杂质干

扰, 用醋酸乙酯处理血浆样品无杂质干扰和基质效

应, 且与文献报道方法相比,既避免了提取过程中乙

醚易挥发不易定量的缺点, 同时使用单一萃取液也

比较方便。所建立的色谱-质谱条件专属性强,灵敏

度高。同时分析速度快,适于测定大量人血浆样本。

由于美金刚半衰期长,取血时间达 240 h, 因此

必须考察血浆样本的长期稳定性, 本法考察了血浆

样本- 20 e 冷冻 21 d和冻融 3次的稳定性,结果显

示血浆样本在冷冻和冻融条件下均稳定;本法最低

定量限可达0 . 2 Lg#L- 1 ,能满足人体药动学研究。
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