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程钢 1,2 朱荣华 ，李明铁 3 彭文兴 (1．中南大学湘雅二医院临床药学研究室，长沙410011；2．湖南省常德市第一人民医院，湖 

南 常德 415003；3 桂林医学院2005级实习生，广西 桂林 541004) 

摘要：目的 建立人血浆中左卡尼汀浓度的高效液相色谱一质谱 (HPLC．MS)测定法。方法 以米屈肼作为内标，血浆样品 

经蛋白沉淀法处理，用氰基色谱柱 (Ultimate XB—CN，4．6 mm×250 mm，5 gm)进行分离，以乙腈．30 mmol，L 醋酸铵水溶 

液f含 0．8％甲酸1(8o：20)为流动相，柱温 40 ℃，流速 1．0 mL·min～，柱后分流比为 4：1，HPLC—MS／ESI 法选择性监测准分 

子离子峰[M+H1十(左卡尼汀： 162．1，IS：m／z=147．1)。结果 左卡尼汀及内标米屈肼在氰基柱上保留较好，分离完全， 

左卡尼汀在0．4～12．8 mg·L 内线性关系良好，r=0．999 4，平均萃取回收率大于80％，方法回收率大于92％，小于l14％，日 

内日间RSD均小于 12％。结论 本方法简便快速 、灵敏准确，适用于人血浆中左卡尼汀临床治疗监测和药物研究的需要。 
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Determination of Levocarnitine in Human Plasma by HPLC-M S／ESI 
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Xiangya Hospital,Central South University,Changsha 410011，China；2．The First People's Hospital ofChangde City,Changde 

415003，China；3．Guilin Medical Cogege，Guilin 541004，China) 

ABSTRACT：OBJECrI’IVE Ib establish a HPLC—MS method for the determination of mildronate in human plasma．METHODS 

The analytes in plasma were extracted by protein precipitation using acetonitrile．The extracts were analyzed by a high 

performance liquid chromatography coupled with electrospray ionization mass spectrometry(HPLC—MS／ESI)．The positive ion SIM 

detection oflevocarnitine([M十H]十，m／z=l62．1)used mildronate(【M+Hr，m／z=147．1)as internal standard．The HPLC separation 

of the analytes was performed on a Ultimate XB—CN (4．6 innl×250 mm，5 gm)column，with a flow rate of I．0 mL‘min～． 

RESULTS The calibration curve was linear in the range of 0．4—12．8 mg·L～for levocamitine，with correlation coefficient above 

0．99．The average extraction recovery was above 80％．The methodology recovery was above 92％．and below l 14％．The intra—day 

and inter-day relative standard deviations were all less than 12％．The limit of detection (LOD)was 0．4 mg·L一 for 

levocarnitine．CONCLUSION The method is accurate and simple for the determination of levocarnitine in human plasma． 
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左卡尼汀(1evocarnltine，L—cN)，也称左旋肉碱、 

维生素 BT，是一种， 泛存在于机体组织内的特殊 

氨基酸，为水溶性季铵类化合物。人体内L—CN约 

75％来自食物，其余由人体生物合成，合成部位主 

要在肝脏、肾脏和大脑中 J，主要分布在肌肉中， 

心肌、骨骼肌含量最高，大部分以游离状态存在， 

仅少数以酰基化形式存在 J。L．CN主要的药理作用 

是促进脂类代谢，使缺血、缺氧时堆积的脂酰CoA 

转运入线粒体内进行 B 氧化，产生 ATP供能，增 

强还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸 (NADH)细胞色 

素 C 还原酶、细胞色素氧化酶的活性，加速 ATP 

的产生，参与某些药物的解毒作用【3】，因此，血浆 

中内源性物质 L．CN浓度监测在临床中的作用曰益 

受到重视。目前 L．CN也已作为药物应用于临床， 

适用于慢性肾衰长期血透病人因继发性肉碱缺乏 

产生的一系列并发症状，临床表现如心肌病、骨骼 

肌病、心律失常、高脂血症以及低血压和透析中肌 

痉挛等。 

本试验建立了一种操作简单、灵敏度高的 

HPLC．MS测定人血浆中L—CN的浓度，以满足临床 

治疗监测和药物研究的需要。 

1 试验材料 

美国Waters HPLC—MS系统 (包括 Waters 2690 

Alliance separations module型高效液相色谱仪， 

Micromass zQ 电喷雾 质 谱仪和 Masslynx NT 

Version 3．5数据工作站)，漩涡混合仪 (上海琪特分 

析仪器有限公司)，高速离心机 (IEC Centra MP4)， 
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超声波清洗器 (上海德力西实业集团沪达继电器 

厂 )，AG285 电子 分析 天 平(瑞 ：上 METILER 

TOLEDO)，TDZ 4—1．8A低速自动平衡离心机 (长 

沙湘仪离心机仪器有限公司)。 

L—CN对照品 (含量 99．2％，批号 20080610， 

湖南一格制药有限公司)；米屈肼对照品 (含量为 

99．53％，批号20070106，长春翔通药业有限公司)； 

乙腈、醋酸铵、甲酸(美国Tedia company，色谱纯)； 

水为纯净水。 

2 试验方法 

2．1 色谱条件 

氰基色谱柱 (Ultimate XB—CN，4．6 1TIITI×250 

mm，5 m)，以乙腈．30 mmol·L。醋酸铵水溶液 (含 

0．8％甲酸)(80：20)为流动相，用前经0．45“m纤维 

素微孔滤膜过滤，柱温 40℃，流速 1．0mL·min～， 

柱后分流比为4：l，约 1／4流动相进入色谱柱，进 

样量 1O肛L。 

2．2 质谱条件 

采用质谱电喷雾电离源正离子模式 (ESI )将 

样 品离子 化 ，选择 性 离子 监测 (selected ion 

monitoring，SIM)准分子离子峰 [M+Hr。L—CN和 

内标米屈肼准分子离子的质荷LL(m／z)分别为 162．1 

和 147．1；ESI毛细管喷口电离电压：0．45 kV；锥 

孔电压：25 v 一CN)、21 V(米屈肼1；萃取电压： 

2．0V；离子源温度：120℃；去溶剂气温度：300℃； 

锥孔气流：50 L·h～；去溶剂气流：500 L·h～。 

2．3 对照品及内标溶液的配制 

精密称取L—CN对照品适量，用纯净水溶解并定 

容，配成0．99 g'L～L CN的储备液，该储备液用纯净 

水稀释成系列对照溶液供分析用。称取内标米屈肼 

对照品适量，用纯净水溶解并定容，配成1．42 g·L 

内标米屈肼储备液，取储备液适量，用乙腈稀释成 

1．5 mg·L。的内标应用溶液，同时也作为血样处理的 

蛋白沉淀剂。所有溶液于4℃冰箱保存待用。 

2．4 样品预处理 

血浆解冻后精密量取 300 gL，置 1．5 mL塑料 

离心试管中，加入内标应用溶液 (蛋白沉淀剂)l 

mL，涡旋振荡 2 min，超声 5 min，10 000 r．rain 

离心 5 rain后，取上清液 10 L进样分析。 

3 结 果 

3．1 方法专属性 

分别取空白血浆和标准血样，按 “2．4”项下方 
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法处理分析，空白血浆色谱图、对照品溶液色谱图、 

对照品加入到空白血浆中的色谱图和实际血样色 

谱图分别见图 1。结果表明，血浆中杂质不干扰样 

品的测定，在此条件下测得的结果能代表原药浓 

度，L—CN 出峰时问在 8．72 rain，内标出峰时间在 

l0．92 rain。 

3．2 标准曲线 

取适量 L．CN对照品溶液以氮气流吹干，加入 

人空白血浆 300 ，使血浆中L．CN浓度的增加值 

分别为0．4，0．8，1．6，3．2，6．4，12．8 mg·L～，同时 

取空白血浆 300 gL，不加入L—CN对照品溶液 (但 

需加内标)，做为空白血样，所有样本按 “2．4”项 

下操作，以L．CN浓度的增加值X(mg·L。)为横坐标， 

L—CN和内标峰面积比值与空白血样中的L．CN和内 

标峰面积 比值 的差值 】，为纵坐标 ，权重 因子 

W=I ，做 线性回 归，得 回归方程 ：Y=I．160 

9 0．262 12，r=0．999 4，L—CN线性范围为 0．4～12．8 

mg·L～，最低定量限为0．4 mg·L～。 

3．3 准确度和精密度 

取 L—CN 对照溶液 300 gL，质量浓度分别为 

0．8，3．2，12．8 mg·L～，加入内标溶液 1 mL，混匀， 

吸取 10 uL进样分析，得到L—CN和内标对照样本 

溶液的峰面积比值( )。 

取适量 L—CN对照品溶液以氮气流吹干，加入 

人空白血浆 300 gL，使血浆中L．CN浓度的增加 

． 

，／]nil1 ， 13111111 

( D 

图 1 空白血浆(A]、对照品溶液 (L—CN：3．2mg- )(B)、 

空白血浆+对照品 一CN浓度增加3．2 mg·L。)(c)和健康人 

的血浆样品 一CN浓度为4．6 mg-L。)(D)的典型色谱图 

Fig．1 Typical chromatograms of blank human plasma(A)， 

reference of levocamitine(3．2 mg‘L‘。)and internal standard(B)， 

blank plasma spiked with levocamitine(added concentration： 

3．2 mg’L )and internal standard(C)and human plasma sample 

(1evocamitine：4．6 mg‘L 。)(D) 
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值分别为 0．8，3．2，12．8 mg·L～，同时取空白血浆 

300 uL，不加入L．CN对照品溶液，做为空白血样， 

每一浓度样本各 5份，所有样本按 “2．4”项下操作 

后，进样分析，每目测定 5次，连续测定 3 d，计 

算 L．CN 和内标峰面积比值与空白血样中的 L—CN 

和内标峰面积比值的差值(】，)，并代入相应标准曲 

线 ，以日内测得的各物质的实测浓度计算 日内 

RSD，不同臼测得的各物质的浓度计算 日问RSD； 

以实测浓度 ／理论浓度计算方法回收率，萃取回收 

率(R。)按 R。=Y／Yc×100％计算。高、中、低 3种浓度 

的平均萃取回收率、方法回收率、日内日问变异结 

果见表 1和 2。由表 1，2可知，平均萃取回收率大 

于 80％，方法回收率大于 92％，小于 114％，日内 

目问 RSD均小于 12％。 

3．4 稳定性 

取适量 ￡．CN对照品溶液以氮气流吹干，加入 

人空白血浆 300 uL，使血浆中L—CN浓度的增加值 

分别为 0．8，3．2，12．8 mg·L～，同时取空白血浆 300 

uL，不加入 L—CN对照品溶液，做为空白血样，进 

行4次冻融稳定性试验(一70℃至 25℃)、室温放置 

稳定性试验 (25℃，8 h)和长期冷冻放置稳定性 

试验(一70℃，30 d)，以实测浓度的RSD计算L．CN 

的稳定性。结果高、中、低 3种浓度的 RSD分别 

为 7％，6％，11％，9％，8％，13％和 8％，5％，9％， 

表明L—CN样品的稳定性较好。 

3．5 临床血样测定 

8名健康志愿者，男女各半，年龄 21～24岁， 

体重 50~70 kg，空腹抽取静脉血各4 mL，应用此 

法测定，血浆中内源性物质 L—CN质量浓度为 

表 1 L。CN的日内日间精密度 

Tab．1 Intra—day and Inter-day precision 

表2 L—CN的平均萃取回收率和方法回收率．n=5， 

Ta b．2 Mean extraction recoveries and methodology 

recoveries．n=5， +-s 
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(4．7±0．9)mg·L～，文献 艮道，健康人体内L-CN 

的血浆浓度为4．8 mg·L～，测定结果与文献一致。 

4 讨 论 

4．1 L—CN相对分子质量小，仅为 162．1，带有NH4 

和 COOH一基团，为两性化合物，极性大，水溶性强， 

且内源性杂质干扰多，严重影响血浆中L．CN的测 

定，选择合适的内标对准确测定人血浆中 L．CN的 

浓度十分重要，米屈肼与 L—CN结构相似，物理化 

学性质相近，经试验，2种化合物的色谱行为、质 

谱行为和萃取回收率均相近，适合作为内标用于测 

定人血浆中L—CN的浓度。 

4．2 L—CN 为内源性物质，在考察方法学制备空白 

血浆时，文献_4 艮道，应用血液透析器，用腹膜透 

析液连续透析以除去血液中的 L—CN。但此法在除 

去 L—CN 的同时，也可能将血液中的其他内源性成 

分一并去掉，致使此空白血浆与实际的血浆成分差 

别较大，采用此种空白血浆进行方法学研究所得出 

的数据，有可能不能准确地反映在血样测定过程中 

的真实情况。本试验在进行方法学考察时，空白血 

浆未经透析处理，直接在空白血浆中定量加入L—CN 

配制标准血样，同时做空白血样，用其差值定量。 

值得注意的是，在进行方法学研究时，需将空 

白血浆混合均匀，配制同一组样本时采用同一批空 

白血浆，以消除不同批空白血浆中内源性物质L—CN 

浓度的个体差异，并且在配制标准血样和空白血样 

时，每份样本所加空白血浆的量须相等，以保证标 

准血样与空白血样中L—CN峰面积的差值能准确反 

映所加入的量。 

4．3 目前，国内外文献报道的有关L～CN的测定方 

法 主 要 有 高 效 液 相 色 谱 一紫 外 检 测 法 

(HPLC．uv) J，HPLC MS／MS[ 。L—CN无紫外吸收， 

应用 HPLC—uV时，样本需衍生化，血样处理烦琐， 

费时。HPLC—MS／MS成本较高，尚未普及使用。本 

试验建立的人血浆中L—CN测定方法，将 HPLC的 

强分离能力与 MS的高灵敏度和强专属性相结合， 

用乙腈沉淀血浆蛋白，离心后上清液直接进样，大 

大简化了样本处理过程，同时取血量少，实用性较 

好 。 

4．4 L—CN 极性强，在普通 C18柱上不保留，本试 

验选择了极性较强的氰基柱进行分离，L—CN 与内 

标米屈肼在氰基柱上能够很好地保留，分离度较 

好，峰形亦较好。试验结果表明，流动相中加入适 

量醋酸铵，能显著改善峰形，加入适量甲酸，可提 
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高方法的灵敏度和分离效果，适当提高流动相中水 

相的比例，可使 L—CN与内标米屈肼的保留时间提 

前，峰变窄，峰形得到改善。当流动相为乙腈一30 

mmol·L。 醋酸铵水溶液(含 0．8％甲酸)(8o：20)时， 

峰形与分离度均较好，能满足测定要求。 

5 结 论 

本试验建立了一种简便准确的测定人血浆中 

L—CN浓度的HPLC—MS方法。在实际应用中，此方 

法适用于药物研究及临床治疗监测的需要。 
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LC．MS“鉴定 2一羟基一1。甲氧基阿朴啡在 Beagle犬体内的主要代谢产物 

吴昊，刘斌 ，王伟，石任兵 (北京中医药入学，北京100102) 

摘要：目的 研究2一羟基一1一甲氧基阿朴啡在 Beagle犬体内的代谢行为。方法 选择健康 Beagle犬3只单剂量 1．5x10。g-kg 

灌胃2-羟基一1一甲氧基阿朴啡，于给药后 60 rain前肢静脉取血，3 000 r·miff 离心 10 min，分取血浆，将血浆经 SPE—Cl8固相 

柱纯化后，采用 LC—MS“方法对血浆中待测代谢产物进行总离子监测(TIM)和多级全扫描质谱分析 (MS )。结果 在 Beagle 

犬血浆中检测到母体成分 2一羟基一1一甲氧基阿朴啡和 3种代谢产物。结论 2一羟基一1一甲氧基阿朴啡在 Beagle犬体内主要与葡 

萄糖醛酸相结合形戍II相代谢产物。 

关键词：2-羟基一1一甲氧基阿朴啡；Beagle犬；代谢；高效液相色谱／多级质谱 

中图分类号：R285．6；R969．1 文献标识码：A 文章编号：100l一2494(2009)20—1574—04 

Identification of Major Metabolites of 2-Hydroxy-1-Methoxyapo叩hine in Beagle Dogs Plasma by Liquid 

Chromatography／Ion Trap M ass Spectrometry 

WU Hao，LIU Bin ，WANG Wei，SHI Ren-bing(Beijing University ofChinese Medicine，Beijing 100102，China) 

ABSTRACT：OBJECTIVE To investigate the major metabolites of 2-hydroxy一1一methoxyaporphine in Beagle dogs． 

METHODS The blood samples were collected from vein after a single dose of 1．5 mg·kg～2-hydroxy一1一methoxyaporphine．The 
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