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摘要 目的  建立快速 !灵敏的液相色谱2串联质谱法测定比格犬血浆中氢吗啡酮 ∀方法  比格犬血浆 1 

经 Β2葡糖苷酸酶孵化  后 采用液2液萃取法处理 以甲醇2水2甲酸ΒΒ为流动相 ¬ ≥ ≤柱分离 采用大

气压化学电离源 选择反应监测≥  ∀结果  测定氢吗啡酮的线性范围为 1  1 Λ#
定量下限为 1

Λ# ∀日内 !日间精密度 ≥⁄均小于 1  准确度 ∞在 ?  以内 ∀应用此法研究了 只比格犬单剂量 πο盐

酸氢吗啡酮缓释片  后的药代动力学特征 ∀结论  该法选择性强 !灵敏度高 适用于氢吗啡酮缓释制剂的药代动

力学研究 ∀
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  氢吗啡酮≠⁄为半合成的强

镇痛药 其结构与吗啡类似 而镇痛作用大约是吗啡

的 倍 副作用较吗啡轻 临床主要用于缓解癌症 !

术后 !软组织创伤等引起的中强度疼痛 ∀ ≠⁄在体

内发生广泛的结合代谢 ≠⁄22 Ο2葡糖苷酸是其主

要代谢物≈   ∀ ≠⁄的消除半衰期仅为 1 为获

得良好镇痛效果 ≠⁄在临床用药时每隔  给药 

次≈
为方便患者用药 延长给药间隔的缓释制剂的
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研制引起国内外学者的关注 ∀

≠⁄血浆样品测定方法主要有放射免疫

法≈ 
高效液相色谱法≈ 和液相色谱2质谱联用

法≈  ∀本实验旨在建立一种快速 !灵敏的液相色谱

2串联质谱法测定比格犬给予 ≠⁄缓释制剂后血浆

中 ≠⁄的浓度 以评价其缓释特征 ∀

材料与方法

仪器  美国 ƒ公司 ×≥± 型液相色谱2串

联质谱联用仪 配有大气压化学电离源°≤以及

÷∏1 数据处理系统 日本岛津公司 ≤2

⁄√液相色谱输液泵 美国 公司 ×∏∂

蒸发仪 ∀

药品与试剂  盐酸氢吗啡酮对照品1  由

青海制药有限公司提供 盐酸特拉唑嗪对照品

1  由广州贝氏药业有限公司提供 受试制剂

盐酸氢吗啡酮缓释片规格  Π片由青海制药厂

有限公司研制 参比制剂盐酸氢吗啡酮片规格 

Π片由美国 生产 甲醇为色谱纯 

购于天津市康科德科技有限公司 Β2葡糖苷酸酶

  ∏#
购自美国 ≥公司 ∀

色谱条件  ¬ ≥ ≤色谱柱  ≅ 1

 ⁄ Λ 美国安捷伦公司 流动相为甲醇2水2

甲酸ΒΒ 流速 1 #
柱温 ε ∀

质谱条件  离子源为大气压化学电离源

°≤ 加热毛细管温度 ε 气化室温度 ε 

鞘气压力  °辅助气流量 #


碰撞气压力 1 °碰撞诱导解离≤⁄电压分

别为  ∂氢吗啡酮和  ∂特拉唑嗪 正离子

方式检测 扫描方式为选择反应监测≥  ∀用于

定量分析的离子反应分别为 µΠζ  ψ 氢吗啡

酮和 µΠζ  ψ特拉唑嗪 扫描时间为 1 ∀

血浆样品处理  取血浆样品 1 加水 

Λ和内标 Λ#特拉唑嗪水溶液  Λ 混

匀 加入 Β2葡糖苷酸酶  ∏#
以  

 °缓冲液配制   Λ ε 水浴温孵

 冷却 加入饱和≤溶液  混匀 用二氯

甲烷2异丙醇Β  提取 ∀涡流混合 往复

振荡  离心     #
 分取有机

相  于 ε 空气流下吹干 残留物加流动相 

Λ溶解 取  Λ进行分析测定 ∀

结果

1  质谱分析

氢吗啡酮与内标特拉唑嗪在 °≤离子化方式

下 主要生成≈   
 准分子离子峰 分别为 µΠζ

和 µΠζ  ∀选择性对准分子离子峰≈   


进行二级质谱分析图  氢吗啡酮与内标生成的

主要碎片离子分别为 µΠζ 和 µΠζ  并将其作

为定量分析时监测的产物离子 ∀

ƒ∏  °∏   ≈   



  ≥

2  方法的专属性

分别取 只犬的空白血浆 1 除不加内标

外 按/血浆样品处理0项下操作 进样  Λ得色谱

图  将一定浓度的氢吗啡酮标准溶液和内标溶液

加入空白血浆中 依同法操作 得色谱图 ∀待测

物氢吗啡酮与内标特拉唑嗪的保留时间分别为 1

和 1 取比格犬给药后的血浆样品 依同法

操作 得色谱图 ≤ ∀结果表明 空白血浆中内源性

物质不干扰待测物氢吗啡酮及内标物的测定 ∀

3  标准曲线和线性范围

取空白血浆 1 加氢吗啡酮系列溶液 

Λ配制成相当于氢吗啡酮血浆质量浓度为 1 

1 1 1 1和 1 Λ#的血浆样品 

除不加入流动相  Λ外 按/血浆样品处理0项下

依法操作 进样  Λ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ΠΧ
最小二乘法进行回归运算≈

求得的直

线回归方程即为标准曲线 ∀氢吗啡酮的典型回归方

程为 Ψ  1 ≅ 


 1 ≅ 
 

Χρ 1  ∀
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根据标准曲线 氢吗啡酮的线性范围为 1  1

Λ#
定量下限为 1 Λ# ∀

 ° Λ#

 ≥  ≤  °  1       

 °  

≥ √

ƒ∏  ×  

≥   

≥   

4  精密度与准确度

取空白血浆 1 按/标准曲线0项下方法制

备氢吗啡酮低 !中 !高  个浓度氢吗啡酮分别为

1 1和 1 Λ#
的质量控制±≤样品 

每一浓度进行 样本分析 连续测定  并与标准

曲线同时进行 ∀以当天的标准曲线计算 ±≤ 样品的

浓度 将 ±≤样品的结果进行方差分析 求算本法的

准确度与精密度 结果见表  ∀实验数据表明 日

内 !日间精密度 ≥⁄均小于 1  准确度 ∞在

? 1 以内 ∀

Ταβλε 1  Πρεχισιον ανδ αχχυραχψ φορ τηε αναλψσισ οφ

ηψδροµορπηονειν Βεαγλε δογσ πλασµα

≤ΠΛ#     ≥⁄Π    √

 ƒ∏ •2∏ 2∏ Π

1 1 1 1 1

1 1 1 1  1

1 1 1 1  1

5  提取回收率和稳定性考察

提取回收率考察时 血浆样品未经孵化处理 ∀

取空白血浆 1 按/标准曲线0项下的方法制备

低 !中 !高 个浓度氢吗啡酮分别为 1 1和

1 Λ#
的样品 每个浓度测定 个样品 ∀同

时另取空白血浆 1 按/血浆样品处理0项下提

取 残留物以相应浓度的标准溶液溶解 进样分析 

获得相应峰面积 ∀以每一浓度两种处理方法的峰面

积比值计算提取回收率 ∀结果表明 氢吗啡酮血浆

浓度在 1 1和 1 Λ#时的提取回收率

分别为 1  1 和 1  内标溶液经同法提

取处理 其回收率为 1  ∀

本文考察了氢吗啡酮血浆样品在室温放置及

 ε 孵化时的稳定性 ∀取低 !中 !高 个浓度氢吗

啡酮分别为 1 1和 1 Λ#
 的血浆样

品 室温放置  后 经液2液萃取处理 待测物血浆

浓度的相对偏差 ∞在 ? 1 之内 个浓度的血

浆样品在 ε 孵化  经液2液萃取处理 氢吗啡

酮血浆浓度的相对偏差 ∞在 ? 1 之内 ∀

此外 本文还考察了内标特拉唑嗪在 ε 孵化

 的稳定性 结果表明特拉唑嗪分解  以上 

为保证处理过程的一致性 标准曲线的制备也经孵

化处理 ∀

6  分析方法在药动学研究中的应用

采用随机双交叉试验设计 只比格犬 α ⎯ 各

半 平均体重为 1 禁食  后 单剂量 πο盐

酸氢吗啡酮缓释片受试制剂和盐酸氢吗啡酮片

参比制剂各  后 于服药前 和服药后

1 1 1 1 1 1 1 1 1和 1 

取后腿小隐静脉血  离心  #


分离血浆 ∀应用本文的分析方法 分别测定血

浆样品中的氢吗啡酮浓度 获得血药浓度2时间曲

线 见图  ∀
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υ ) υ × τ ) τ 

ƒ∏     Χ2 τ

∏√      

      

  ν    ξ ? σ

结果可见 受试制剂与参比制剂的达峰时间

Τ¬分别为 1 和 1 峰浓度 Χ¬分别为 1

Λ#和 1 Λ# ∀受试制剂的 Χ¬低于参比

制剂 而 Τ¬大于参比制剂 显示该受试制剂具缓释

特征 ∀根据血药浓度2时间曲线进行参数计算 以半

对数作图法 由消除相的末  个浓度点计算 ΤΠ ∀

受试制剂与参比制剂的 ΤΠ分别为 1 和 1 ∀

讨论

口服 ≠⁄后 首过代谢程度很高 主要生成 2

Ο2葡糖苷酸结合物≈  ∀目前测定血浆中 ≠⁄的文

献方法主要为放射免疫法≈ 
高效液相色谱法≈ 

和液相色谱2质谱联用法≈  ∀其中 ≤Π≥ 法使用

∞≥源 正相色谱分离  血浆  提取溶剂 最

低定量限可达 1 Λ# ≈ ∀在实验初期 作者曾

尝试采用 ∞≥源测定犬血浆中 ≠⁄使用 1 血

浆 定量下限为 1 Λ# ∀但测定犬 πο盐酸氢吗

啡酮片  后的血浆样品时发现 药物浓度峰值低

于 Λ#
仅能检测到给药后  的药物浓度 ∀

因此为更好地评价制剂的缓释特征 本实验采用酶

水解法测定血浆中游离及结合型 ≠⁄的总量 该法

可以检测到给药后  的血药浓度 ∀另外 实验中

发现 采用 °≤源测定时 定量下限虽为 1

Λ#
但已能满足分析方法灵敏

度的要求 而且该法的重现性 准确性均优于 ∞≥源

法 因此本文最终选择 °≤源 ∀本法可用以评价

≠⁄缓释制剂的药动学特征 ∀
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