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摘要：目的　 建立测定大鼠血浆中阿德福韦（ＰＭＥＡ）及其前体药物ＡＰＤ２、ＰＭＥＡＣＡ的液相色谱
串联质谱（ＬＣＭＳ／ＭＳ）法。方法　分别采用不同的血浆样品处理方法和色谱条件测定ＰＭＥＡ及其
前体化合物。测定ＰＭＥＡ时，血浆样品经甲醇沉淀蛋白后，用ＤｉｓｃｏｖｅｒｙＣ１８柱分离，以甲醇０５％甲
酸（２０∶８０，Ｖ／Ｖ）为流动相，９（３膦酸甲氧基丙基）腺嘌呤为内标，采用ＥＳＩ源以多反应监测方式对
血浆样品中的ＰＭＥＡ进行定量分析。测定 ＡＰＤ２和 ＰＭＥＡＣＡ时，血浆样品经固相萃取后，用 Ｈｙ
ｐｅｒｓｉｌＯＤＳ２柱分离，以甲醇５ｍｍｏｌ·Ｌ－１乙酸铵（７０∶３０，Ｖ／Ｖ）为流动相，格列本脲为内标，采用ＥＳＩ
源以多反应监测方式对血浆中ＡＰＤ２和ＰＭＥＡＣＡ进行定量分析。结果　ＰＭＥＡ和ＰＭＥＡＣＡ线性
范围为２５～５０００μｇ·Ｌ－１，ＡＤＰ２的线性范围为１０～２５００μｇ·Ｌ－１，日内、日间精密度均＜５５％。
结论　本方法专属性强、灵敏度高，适用于ＰＭＥＡ前体药ＡＰＤ２及 ＰＭＥＡＣＡ的临床前药代动力学
研究。
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ａｄｅｆｏｖｉｒ；ｐｒｏｄｒｕｇｏｆａｄｅｆｏｖｉｒ；ＬＣＭＳ／ＭＳ；ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓ

　　阿德福韦（ａｄｅｆｏｖｉｒ，ＰＭＥＡ，结构式见图１Ａ）是
环磷酸腺苷的一种同系物，具有广谱抗病毒活性，但

ＰＭＥＡ的口服生物利用度很低，作为治疗慢性肝炎
的药物相当不利。阿德福韦酯（ａｄｅｆｏｖｉｒｄｉｐｉｖｏｘｉｌ，
ＡＤＶ），是ＰＭＥＡ的双特戊酸甲基酯，是核苷类逆转
录酶抑制剂，亦具有广谱抗病毒活性，用于治疗慢性

乙型肝炎。ＡＤＶ为前体药物，经口服吸收进入体内
后迅速转化为活性母体药 ＰＭＥＡ而发挥药效［１，２］。

研究表明，口服ＡＤＶ具有较明显的剂量依赖性肾脏
毒性，由于乙肝患者的治疗需要长期给药，因而严重

限制了临床用药的剂量。因此，本所药物化学研究

室合成了 ＰＭＥＡ的前体药物 ＡＤＰ２及 ＰＭＥＡＣＡ。
为了解ＡＤＰ２和 ＰＭＥＡＣＡ在生物体内的药代动力
学特征，建立了测定ＡＤＰ２、ＰＭＥＡＣＡ及其代谢产物
ＰＭＥＡ的液相色谱串联质谱（ＬＣＭＳ／ＭＳ）法。

有文献报道用高效液相色谱荧光检测法测定
生物样品中的 ＰＭＥＡ，但这一方法需要对 ＰＭＥＡ进
行柱前荧光衍生化，操作繁琐［３，４］。也有文献报道

用ＬＣＭＳ／ＭＳ方法测定 ＰＭＥＡ的血药浓度来研究
其药代动力学特性［５～９］。本实验在现有文献的基础

上，采用不同的血浆样品处理方法和色谱条件，分别

以９（３膦酸甲氧基丙基）腺嘌呤（ＰＭＰＡ，内标１）和
格列本脲（内标２）为内标，建立了测定大鼠血浆中
ＰＭＥＡ及其前体化合物 ＡＤＰ２和 ＰＭＥＡＣＡ的 ＬＣ
ＭＳ／ＭＳ法。

１　材料与方法
１１　仪器、试剂及动物

ＡＰＩ３０００型串联质谱仪（配有ＴｕｒｂｏＩｏｎｓｐｒａｙ离
子化源以及Ａｎａｌｙｓｔ１１数据处理系统，美国ＡＢＩ公
司）；Ａｇｉｌｅｎｔ１１００四元梯度泵和自动进样器（美国
Ａｇｉｌｅｎｔ公司）；固相萃取仪（美国 Ｓｕｐｅｌｃｏ公司）；
ＢａｋｅｒｂｏｎｄＣ１８（１００ｍｇ，１ｍＬ）固相萃取柱（美国 Ｊ．
Ｔ．Ｂａｋｅｒ公司）。

ＰＭＥＡ对照品、ＰＭＥＡ前体药物 ＡＤＰ２、ＰＭＥＡ
ＣＡ及９（３膦酸甲氧基丙基）腺嘌呤（ＰＭＰＡ，内标
１）均由军事医学科学院毒物药物研究所药物化学
研究室提供；格列本脲（内标２）购自中国药品生物
制品检定所。

１２　色谱条件
１２１　测定 ＰＭＥＡ的色谱条件　分析柱为 Ｄｉｓｃｏ

ｖｅｒｙＯＤＳ（２５０×４６ｍｍ，Ｉ．Ｄ．，５μｍ），Ｃ１８保护柱
（４０×３０ｍｍ，Ｉ．Ｄ．）；流动相为甲醇０５％甲酸（２０
∶８０，Ｖ／Ｖ）；流速为 ０５ｍＬ·ｍｉｎ－１；进样量为 ２０
μＬ；柱温为２４℃；内标为ＰＭＰＡ（４ｍｇ·Ｌ－１）。
１２２　测定ＡＤＰ２、ＰＭＥＡＣＡ的色谱条件　分析柱
为ＨｙｐｅｒｓｉｌＯＤＳ２柱（１５０×４６ｍｍ，Ｉ．Ｄ．，５μｍ），Ｃ１８
保护柱（４０×３０ｍｍ，Ｉ．Ｄ．）；流动相为甲醇５ｍｍｏｌ·
Ｌ－１ＮＨ４ＯＡｃ（７０∶３０，Ｖ／Ｖ）；流速为０５ｍＬ·ｍｉｎ

－１；

进样量为２０μＬ；柱温为２４℃；内标为格列本脲（８４
μｇ·Ｌ－１）。
１３　质谱条件

离子源为电喷雾离子化（ＴｕｒｂｏＩｏｎｓｐｒａｙ）源；正
离子方式检测；喷射电压为 ４０００Ｖ；源温度为
３５０℃；雾化气为８；卷帘气为１１；碰撞气为５；扫描
方式为多反应监测，用于定量分析的离子反应分别

为质荷比 ｍ／ｚ２７４４→ｍ／ｚ１６２４（ＰＭＥＡ，ＣＥ４０
Ｖ），ｍ／ｚ２８８１→ｍ／ｚ１７６１（ＰＭＰＡ，ＣＥ３５Ｖ），ｍ／ｚ
５１４１→ｍ／ｚ１６２４（ＡＤＰ２，ＣＥ６０Ｖ），ｍ／ｚ７３６２→
ｍ／ｚ２７４２（ＰＭＥＡＣＡ，ＣＥ４５Ｖ），ｍ／ｚ４９４０→ｍ／ｚ
３９６１（格列本脲，ＣＥ２０Ｖ）；扫描时间为 １５０ｍｓ。
相应的二级全扫描质谱图如图１所示。
１４　血浆样品处理
１４１　测定 ＰＭＥＡ的血浆样品处理方法　取血浆
２００μＬ，置１５ｍＬ塑料离心管中，加内标溶液（４ｍｇ·
Ｌ－１ＰＭＰＡ水溶液）５０μＬ，加甲醇５００μＬ混匀，涡流
３ｍｉｎ，离心１０ｍｉｎ（６０００×ｇ），分取上清液置１０ｍＬ
试管中，于４５℃下空气挥干，残余物用１５０μＬ水溶
解，吸取２０μＬ进行ＬＣＭＳ／ＭＳ分析。
１４２　测定ＡＤＰ２和ＰＭＥＡＣＡ的血浆样品处理方
法取血浆２００μＬ，置１５ｍＬ塑料离心管中，加内标
溶液（８４μｇ·Ｌ－１格列本脲）５０μＬ，加水２００μＬ混
匀，涡流３ｍｉｎ，离心１０ｍｉｎ（６０００×ｇ），分取上清液
至已活化好的 ＳＰＥＣ１８柱，先用２×１ｍＬ水冲洗，再
用１ｍＬ甲醇洗脱，将甲醇洗脱液于４５℃下空气挥
干，残余物用７０％甲醇１５０μＬ溶解，吸取２０μＬ进
行ＬＣＭＳ／ＭＳ分析。
１５　血浆样品采集

１２只ＳＤ大鼠，雌雄各半，随机分为２组，给药
前禁食 １６ｈ，分别灌胃给予 ４０％二甲亚砜混悬的
ＡＤＰ２和ＰＭＥＡＣＡ，给药剂量均为１０ｍｇ·ｋｇ－１，于
给药前和给药后０２５，０５，０７５，１０，１５，２０，
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ＰＭＥＡＣＡ；Ｅ：ｇｌｉｂｅｎｃｌａｍｉｄｅ

３０，６０，１２０，２４０ｈ大鼠眼底静脉丛采血 ０５
ｍＬ，离心１０ｍｉｎ（１０００×ｇ），分离出血浆，按１４２
项下操作，测定血药浓度。

２　结果
２１　标准曲线

取空白大鼠血浆 ２００μＬ，分别加入 ＰＭＥＡ、
ＡＤＰ２和ＰＭＥＡＣＡ标准系列溶液５０μＬ，其余分别
按１４１和１４２项下操作，取２０μＬ进行ＬＣＭＳ／
ＭＳ分析，记录色谱图。以待测物浓度为横坐标，待
测物与内标物的峰面积比值为纵坐标，用加权最小

二乘法进行回归运算［１０］，求得ＰＭＥＡ的标准曲线回
归方程为Ｙ＝００００２３９Ｘ＋００００５６９（ｒ＝０９９９３，
１／ｘ２加权），线性范围为２５～５０００μｇ·Ｌ－１；ＡＤＰ２
的回归方程为Ｙ＝０００３６８Ｘ＋０００１８５（ｒ＝０９９８
０，１／ｘ２加权），线性范围为１０～２５００μｇ·Ｌ－１；
ＰＭＥＡＣＡ的回归方程为Ｙ＝０００１７５Ｘ－０００１４４
（ｒ＝０９９６９，１／ｘ２加权），线性范围为２５～５０００μｇ·
Ｌ－１。
２２　精密度与准确度

取空白大鼠血浆 ２００μＬ，加 ＰＭＥＡ、ＡＤＰ２和
ＰＭＥＡＣＡ标准系列溶液 ５０μＬ，配制成低、中、高

（ＰＭＥＡ和 ＰＭＥＡＣＡ为 ２５，５００，５０００μｇ·Ｌ－１；
ＡＤＰ２为１０，２５０，２５００μｇ·Ｌ－１）浓度的血浆样品
各６份做为 ＱＣ样品，连续测定 ３ｄ，其余分别按
１４１和１４２项下依法操作，并与标准曲线同时
进行，计算 ＱＣ样品浓度，与配制浓度对照，求得本
法的精密度和准确度，分别以相对标准偏差（ＲＳＤ）
和相对误差（ＲＥ）表示，结果见表１，均符合生物样
品分析的指导原则。

２３　方法专属性
取空白大鼠血浆２００μＬ，除不加标准溶液外，

分别按１４１和１４２项下依法操作，进样２０μＬ，
得色谱图，如图 ２Ａ和 ３Ａ；将一定浓度的 ＰＭＥＡ、
ＡＤＰ２和ＰＭＥＡＣＡ标准溶液分别加入空白血浆，依
同法操作，得色谱图，如图２Ｂ和３Ｂ，待测物的保留
时间分别为６５，４７和６２ｍｉｎ，内标物的保留时间
分别为６９，４１和４１ｍｉｎ；取给药后收集的血浆样
品，依同法操作，得色谱图，如图２Ｃ、３Ｃ和３Ｄ。结
果表明，空白血浆中内源性物质不干扰 ＰＭＥＡ、
ＡＤＰ２和ＰＭＥＡＣＡ的测定。
２４　ＰＭＥＡ前体化合物血药浓度的测定

大鼠单次口服 ＡＤＰ２或 ＰＭＥＡＣＡ后，完全、快
速水解为其活性代谢产物ＰＭＥＡ，血浆中未检测到
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Ｔａｂ１．　ＡｃｃｕｒａｃｙａｎｄｐｒｅｃｉｓｉｏｎｆｏｒｔｈｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆＰＭＥＡ，ＡＤＰ２ａｎｄＰＭＥＡＣＡｉｎｒａｔｐｌａｓｍａ

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／μｇ·Ｌ－１ ＲＳＤ／％
Ａｄｄｅｄ Ｆｏｕｎｄ Ｉｎｔｒａｄａｙ Ｉｎｔｅｒｄａｙ

Ｒｅｌａｔｉｖｅｅｒｒｏｒ／％

ＰＭＥＡ ２５０ ２４６ ４３ ２１ －１７
５００ ４９１７ ２８ ４３ －１７
５０００ ４９３５ ３２ ５５ －１３

ＡＤＰ２ １００ １０２ ２８ １０ ２０
２２５０ ２４５ ３９ ３５ －２１
２５００ ２４９０ ３２ ４４ －０４

ＰＭＥＡＣＡ ２５０ ２５５ ４４ ４０ ２１
５００ ５１２ ３７ ２２ ２４
５０００ ５０６０ ２２ １７ １２

Ｆｉｇ２．　ＭＲＭｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｆｏｒＰＭＥＡ，ＰＭＰＡ，ＡＤＶ．Ａ：ｄｒｕｇｆｒｅｅｐｌａｓｍａ；Ｂ：ｐｌａｓｍａ（２００μＬ）ｓｐｉｋｅｄｗｉｔｈ１２５０μｇ·Ｌ－１ＰＭＥＡａｎｄ
４ｍｇ·Ｌ－１ＰＭＰＡ；Ｃ：ｒａｔｐｌａｓｍａｓａｍｐｌｅ０２５ｈａｆｔｅｒｏｒａｌａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆ１０ｍｇ·ｋｇ－１ＡＤＶ．

Ｆｉｇ３．　ＭＲＭ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｆｏｒＡＤＰ２，ＰＭＥＡＣＡａｎｄｇｉｂｅｎｃｌａｍｉｄｅ．Ａ：ｄｒｕｇｆｒｅｅｐｌａｓｍａ；Ｂ：ｐｌａｓｍａ（２００μＬ）ｓｐｉｋｅｄｗｉｔｈ２５０μｇ
·Ｌ－１ＡＤＰ２，５００μｇ·Ｌ－１ｏｆＰＭＥＡＣＡａｎｄ８４μｇ·Ｌ－１ｇｌｉｂｅｎｃｌａｍｉｄｅ；Ｃ：ｒａｔｐｌａｓｍａｓａｍｐｌｅ０２５ｈａｆｔｅｒｏｒａｌａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆ１０ｍｇ·ｋｇ－１ＡＤＰ２

；Ｄ：ｒａｔｐｌａｓｍａｓａｍｐｌｅ０２５ｈａｆｔｅｒｏｒａｌａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆ１０ｍｇ·ｋｇ－１ＰＭＥＡＣＡ．
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原形药物 ＡＤＰ２和 ＰＭＥＡＣＡ，所测得的代谢物
ＰＭＥＡ的平均血药浓度时间曲线见图４。

Ｆｉｇ４．　 Ｍｅａｎｐｌａｓｍａｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｔｉｍｅｐｒｏｆｉｌｅｓｆｏｒ
ＰＭＥＡａｆｔｅｒｔｈｅａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆａｓｉｎｇｌｅｏｒａｌｄｏｓｅｏｆ１０
ｍｇ·ｋｇ－１ＡＤＰ２ｏｒＰＭＥＡＣＡｔｏｒａｔｓ．

３　讨论
前体药物ＡＤＰ２和 ＰＭＥＡＣＡ在生物样品中的

浓度测定尚未见文献报道，由于这两个前体化合物

与其活性代谢物ＰＭＥＡ的极性相差较大，因此无法
用测定ＰＭＥＡ的色谱条件和生物样品预处理方法
对其进行测定。通过对多种色谱柱和流动相进行比

较后，我们选用ＨｙｐｅｒｓｉｌＯＤＳ２柱对ＡＤＰ２和ＰＭＥＡ
ＣＡ进行分离，以甲醇５ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＮＨ４ＯＡｃ（７０∶
３０，Ｖ／Ｖ）为流动相，发现该条件下待测物峰形良好、
质谱响应亦较高。并分别对沉淀蛋白法、液液萃取
法和固相萃取法（ＳＰＥ）进行了考察，发现采用 ＳＰＥ
法处理样品，能够获得较高且稳定的提取回收率。

通过选取上述色谱条件和血浆样品处理方法，成功

地对血浆中两种前体化合物原形 ＡＤＰ２和 ＰＭＥＡ
ＣＡ同时进行定量。

药动学结果表明，ＡＤＰ２和 ＰＭＥＡＣＡ进入大鼠
体内后完全、快速水解为其活性代谢产物ＰＭＥＡ，其
血浆中未检测到原形 ＡＤＰ２和 ＰＭＥＡＣＡ。这与文
献报道的其他ＡＤＶ的体内药动学性质相似［５～９］。
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