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摘 要 目的：改进人血浆中赖诺普利的LC-MS测定法。方法：通过对样品前处理方法的改进，减少样品对 

离子源的污染和血浆内源性物质对待测物色谱峰的干扰 ；通过对复溶样品所用溶液的 pH值的调整，改善 色谱 

峰形；通过提高色谱柱温度，提高传质速率，改善 色谱峰形。色谱柱为 Sepax GP-C。8(2．1 mm x 150 mm，5 m) 

柱，流动相为20 mmol·L 醋酸铵(含0．1％ 甲酸)一甲醇(75：25，v／v)，内标为甲硝唑，检测仪器为 Agilent 1100 

LC．MSD．离子源为 ESI，检测离子为 m／z 406，3(赖诺普利)、m／z 172，1(内标)，裂解电压为 150 V。结果：赖诺普 

利与内标的峰形良好，色谱图中杂峰较少，在 2—300 ng·mL 浓度范围内赖诺普利与内标峰面积比值与浓度线性 

关系良好，最低定量限为2 ng·mL～。本法提取回收率为91．6％ 一96，4％，批内和批间的精密度均小于 15％。结 

论：该方法灵敏度高，无杂质干扰，分析速度快，可以应用于临床血药浓度的测定和药代动力学研究。 
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Abstract Objective：To develop a LC—MS method for the determination of lisinopdl concentration in 

human plasma．Methods：After being deproteinated by methanol，plasma samples were separated by 

LC—MS on Sepax GP—C18 column with mobile phase consisting of 20 mmo1．L ammonium acetate 

(containing 0．1％ formic acid)water solution—methanol(75：25，v／v)and metronidazole being used 

as the internal standard．The analytes were ionized in the electro spray ionization interface of the mass 

spectrometer and detected in the selected ion monitoring(SIM)mode using target ions at m／z 406．3 

for lisinopril and m／z 172．1 for the internal standard．The fragmental voltage was 150 V． Results： 

The calibration cuI弋，e was linear over the range of 2 —300 ng·mL～with 2 ng·mL～of the limit of 

quantification for lisinopril in plasma．The intra—batch and inter—batch precision were less than 15 ％ 

and accuracy ranged from 9 1．6％ to 96．4％ ．Conclusion：The developed method is suitable for phar— 

macokinetic study of lisinopril in human plasma． 
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赖诺普利(1isinopril)为新一代血管紧张素转 

换酶抑制剂，临床上用于降压，预防并延缓糖尿病 

患者肾功能损害的进展等 ’ 。 

目前，国内外文献中已报道的人血浆中赖诺普 

利测定方法，尚有一定局限：(1)高效液相色谱荧 

光测定法 J。血浆样品经固相萃取和荧光试剂衍 

生化后进行荧光检测，该法血浆样品前处理过程较 

为繁琐，且灵敏度不高。(2)LC—MS及 LC—MS“测 

定法 J。文献 中血浆样品预处理采用固相萃 

取技术，成本较高且费时；采用 10％ 或20％ 高 

氯酸直接沉淀法处理血浆样品，强酸环境下样品不 

稳定，不适合大量样品进行 自动进样分析；血浆样 

品经甲醇直接沉淀。。 ，并经甲醇再处理后进行 LC— 

MS检测，最低定量限为 2．5 ng·mL～，但该法采用 

了两次处理两次吹氮气的方法以纯化样品，操作繁 

琐，易增加实验误差；采用乙腈直接沉淀法处理血 

浆样品 ，方法回收率较低。 

本文在文献基础上，对血浆样本前处理方法进 

行改进，采用甲醇直接沉淀蛋白，再经氯仿处理脱 

去脂溶性干扰物后进行 LC．MS分析；并对色谱条 

件进行优化(色谱柱、柱温、溶样溶液的筛选等)， 

提高了柱效，改善了赖诺普利色谱峰峰形，预处理 

步骤简单，专属性高；方法灵敏，最低定量 限达到 

2 ng·mL。。；可用于赖诺普利片在健康受试者体内 

的药代动力学研究。 

1 仪器与试药 

Agilent 1 100液相色谱一质谱联用仪(含：双高 

压泵、自动进样器、柱温箱、电喷雾离子化接口、四 

极杆质谱检测器)，色谱工作站：Agilent Chemsta． 

tion(A．10．02)。 

受试制剂：赖诺普利片(AstraZeneca UK Limit． 

ed，捷赐瑞TM)；赖诺普利对照品(北京万全阳光医 

药科技有限公司提供，纯度为98．78％)；甲硝唑对 

照品 (中国药 品生物制 品检定 所提供 ，批号： 

100191—200305)。 

甲醇为色谱纯；醋酸铵、甲酸为分析纯；试验用 

水为去离子水。 

2 方法 

2．1 对照品溶液的配制 

精密称取赖诺普利对照品10．0 mg，置10 mL 

量瓶中，加 甲醇溶解并稀释至刻度，摇匀，即得 

1．0 mg·mL 赖诺普利的储备液。使用时稀释至 

所需浓度。 

精密称取甲硝唑对照品10．0 mg，置10 mL量 

瓶中，加人甲醇溶解并稀释至刻度，摇匀，即得 1．0 

mg·mL 内标储备液。使用时用甲醇稀释至浓度 

为2．0 txg·mL 的内标液。 

2．2 色谱条件 

流动相：20 mmo]·L 醋酸铵水溶液(含0．1％ 

甲酸)．甲醇(75：25，v／v)；流速：0．25 mL·min～；色 

谱柱：Sepax GP—C】E(2．1 mm×150 mm，5 m)；柱 

温：45℃；进样量：3 L。 

2．3 质谱条件 

离子检测方式：选择性离子检测 (SIM)；离子 

极性：正离子(positive)；离子化方式：气动辅助电 

喷雾离子化；检测对象：赖诺普利为[M+H] m／z 

406．3；内标(甲硝唑)为[M+H] m／z 172．1；传 

输区电压：150 V；干燥气流速：8 L·min～；雾化室 

压力：45 psig；干燥气温度：350℃。 

2．4 血浆样品处理 

取血浆样品1 mL，置 10 mL离心管中，加人甲硝 

唑内标液40 ，涡旋混匀，加入 甲醇5 mL，涡旋 

2 min，静置30 min，于4000 r·min 离心10 min，吸 

取上清液4．5 mL转移至10 mL离心管中，于45℃水 

浴以氮气流吹干。残渣以20mmol·L 醋酸铵水溶液 

(含0．2％甲酸)150 txL溶解，涡旋2 min，加人氯仿 

200 txL，涡旋1 min，于16 000 r·min 离心5 min，吸 

取上清液120 IxL至已加入40 甲醇的自动进样器 

样品瓶中，混匀，吸取3 IxL进行 LC．MS分析。 

2．5 药代动力学研究 

12名男性健康志愿者，年龄(33．3±3．0)a， 

身高(170．6±3．1)am，体重(62．9 ±2．4)kg，体 

重指数 21．6±0．9，无烟酒嗜好。试验前经询问 

病史、体格检查和实验室检查未发现异常，实验方 

案经第四军医大学西京医院伦理委员会审议通过， 

受试者本人签署知情同意书。 

受试者禁食过夜(至少 12小时)，次日清晨 7： 

30空腹给药，250 mL温开水送服，服药后2 h内不 

饮水，4 h后进食，口服药物前抽取空白血样4 mL， 

于服药后 1、2、4、5、6、7、8、10、12、15、24、36、48、60 

h各采集静脉血4 mL。血浆置含有肝素的抗凝试 

管中，立即离心，分离血浆于 一20℃保存至测定。 
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3 结果 

3．1 专属性考察 

在上述 LC-MS条件下，在 m／z 200～600范围 

内扫描赖诺普利，形成的主要离子为[M+H] 峰 

A 

m／z 406．3；在 m／z 100～300范围内扫描甲硝唑， 

形成的主要离子为[M+H] 峰 m／z 172．1。赖诺 

普利和内标出峰时间分别在4．8 min和3．6 min左 

右。赖诺普利和内标峰形良好，6份不同来源的空 

白血浆内源性物质对测定均无干扰，见图 1。 

8 10 0 2 4t／mi6 

C 

O 

4， ． 6 8 10 0 2 4 ， ．6 8 100 2 4 ， ．6 8 10 
t}mln tfmln t|m ln 

图 1 赖诺普利与内标甲硝唑色谱图． 

(A)空白血浆；(B)空白血浆 +赖诺普利 +内标 ；(C)志愿者服药后血浆样品+内标 ． 

LC—MS ehromatograms of Blank plasma(A)，Plasma spiked with lisinopril and metronidazole(B)， 

Plasma sample after lisinopril administration(C)． 

3．2 标准曲线及最低定量限 

取10 mL玻璃离心管数支，加入空白血浆1 mL， 

分别精密加入不同浓度的赖诺普利标准液，配成含 

赖诺普利分别为 2、5、10、30、100、200、300 ng·mL 

的标准含药血浆，按“血浆样品的处理”项下操作并 

测定，计算赖诺普利峰面积 A 和内标峰面积Ai的 

比值。以平均比值／ =A。／Ai)对血药浓度 c作权 

重回归计算，得回归方程；厂=0．O06 372 X C+0．000 

886 3，r=0．9997，权重系数 W =1／C2。血浆中赖 

诺普利在2～300 ng·mL 浓度范围内线性关系良 

好。本方法的最低定量浓度为2 ng·mL～。 

3．3 精 密度试验 

配制赖诺普利浓度分别为 5、30、260 ng·mL 

的低、中、高浓度的标准含药血浆样品(每个浓度 

平行做 5份)，按“血浆样品处理”项下操作后测 

定。连续测定 3批，低、中、高 3种浓度的批内RSD 

分别为6．2％、3．8％、2．6％，批间 RSD分别为 

7．0 ％ 、12．3％ 、13．5 ％ 。 

3．4 提取回收率试验 

制备浓度分别为5、30、260 ng·mL 的赖诺普标 

准溶液1 mL，每种浓度制备2份，45℃水浴中以氮 

气流吹干，残渣以150 IxL的20 mmol·L。醋酸铵水溶 

液(含 0．2％ 甲酸)溶解，取 120 IxL加入 内标液 

106 

40 ，涡旋混匀，作为对照溶液；另制备浓度分别为 

5、30、260 ng·mL 的赖诺普利血浆样品1 mL各 5 

份，分别加入甲醇5 mL于上述离心管中，涡旋2 min， 

静置30 min，于4000 r·min 离 1~,10 min，取上清液 

4．5 mL至另一10 mL离心管中，45℃水浴中以氮气 

流吹干，残渣以150 IxL的20 mmol·L 醋酸铵水溶液 

(含 0．2％ 甲酸)溶解，涡旋2 min，再加入氯仿 

200 IxL，涡旋1 min，于16 000 r·min 离心5 min，吸 

取上清液120 IxL至自动进样器样品瓶中，加入内标 

液40 IxL，涡旋混匀。吸取3 IxL进行 LC—MS分析。 

计算得低、中、高3种浓度的提取回收率分别为(92． 

9±5．8)％ 、(91．6±2．6)％、(96．4±4．1)％ 。 

3．5 准确度试验(相对回收率) 

配制赖诺普利浓度分别为 5、30、260 ng·mL 

的低、中、高3种浓度的标准含药血浆，按“血浆样品 

的处理”项下操作测定，计算相对回收率。赖诺普利 

低、中、高 3种浓度的相对回收率分别为106．5％、 

100．3％ 、101．9％ 。 

3．6 样本稳定性考察 

制备含赖诺普利浓度分别为 5、30、260 ng· 

mL 的标准含药血浆适量，每种浓度分取 12份， 

每份1 mL。在 3份配制好后反复冻融 3次；3份于 

室温放置13 h；3份配制好后放入 一20℃冰箱中冷 

2 啦 
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冻保存 2月后取出化冻的条件下，考察样品的稳定 

性，与即时处理的样品进行比较。结果表明，赖诺 

普利血浆样品在上述条件下稳定性均良好。 

3．7 介质效应 

取5份不同来源的空白血浆，分别按”血浆样品 

的处理”项下操作制备空白血浆上清液适量，备用。 

配制浓度为 5、30、260 ng·mL 标准溶液1 mL，每种 

浓度各做5份，再加入内标液40 ，涡旋混匀，以氮 

气流吹干。残渣以流动相溶解，进样分析，计录样品 

峰面积 A 。另配制浓度为5、30、260 ng·mL 标准 

溶液1 mL各5份，再加入内标液40 ，涡旋混匀，以 

氮气流吹干。残渣以空白血浆上清液复溶，进样分 

析，计录样品峰面积 A。。计算 A 和 A 的比值 

低、中、高 3种浓度赖诺普利的介质效应分别为 

107．4％、100．6％和102．5％。数据表明，本实验 

条件下血浆基质对离子化没有影响。 

3．8 药动学研究 

12名受试者口服受试制剂20 mg后，平均血药 

浓度．时间曲线见图2。 

60 

曼40 

20 

0 

O 1O 2O 3O 4O 50 60 70 

t／min 

图2 12名健康受试者口服赖诺普利受试制剂20 mg 

后的平均血药浓度一时间曲线． 

Fig．2 Plasma concentration—time profile of lisinopril 

observed afteroral administration of 20 mg lisinopril to 

12 healthy volunteers( ±S．n：12)． 

采用DAS 2．0软件计算主曼 手代动力学参数。结果 

如下：tL／2为(13．4±2．8)h，t一为(7．0±0．9)h； 为( 

±15．2)ng·mL一，AUC(0一∞)为(860．2±30．7)ng·h· 

mL一,AUGf0． )为(896．5_+233．9)ng·h·mL一。 

4 讨论 

4．1 

应用 LC—MS法测定血浆 中药物浓度，血浆样 

品的预处理非常重要。选择甲醇直接沉淀蛋白的 

方法，虽然可以将蛋白沉淀除去，但血浆中的脂溶 

性干扰物依然存在，对离子源污染较严重 ，同时也 

影响检测灵敏度；赖诺普利系强极性的弱碱性物 

质，本实验将样品残渣以20mmol·L 醋酸铵水溶 

液(含 0．2％甲酸)溶解后，再以弱极性有机溶剂 

氯仿处理，脱去其中极性较赖诺普利弱的内源性脂 

质干扰物质，取一定体积的上清液(水层)，再加入 

甲醇，使其甲醇的比例与流动相一致，混匀，进样分 

析。结果，与未经氯仿处理的样品溶液相比，处理 

后样品溶液外观更干净、透明；内源性物质对赖诺 

普利的测定无干扰，对离子源的污染降低。 

4．2 文献 报道，在流动相中加入三乙胺，可以改 

善色谱峰拖尾；但长期实践证明，在 LC—MS中三乙 

胺对离子有淬灭作用，应避免使用。选择2．1 inn的 

细径柱较4．6mm内径的常规柱相比 ’ ’引，不仅提高 

了柱效，同时也减少了对离子源的污染，节约了实验 

成本。采用 45℃柱温，使待测物的传质速率提高， 

在提高柱效的同时也解决了色谱峰的拖尾问题。血 

样提取、吹干后的残渣一般用流动相复溶后进样分 

析，而在溶解血样残渣的溶液中添加0．2％甲酸，通 

过调节样品溶液的pH值来抑制赖诺普利羧酸基团 

的电离，使峰形尖锐。 

4．3 本实验建立的 LC—MS法可以用于人血浆中 

赖诺普利的定量测定。本实验测定的受试制剂的 

药动学参数与文献 中的研究结果相近。 
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