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HPLC-MS/MS 测定人血浆中妥舒沙星的浓度 
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摘要：目的  建立快速、灵敏测定人体血浆中妥舒沙星浓度的高效液相色谱-串联质谱方法。方法  采用 Agilent Eclipse 

Plus C18 色谱柱(4.6 mm×150 mm，3.5 μm)，乙腈(含 0.1%甲酸)-5 mmol·L1 甲酸铵水溶液(36∶64)为流动相等度洗脱，流

速为 0.5 mL·min1
 ，柱温 40 ℃。采用多重反应监测(MRM)对妥舒沙星(m/z 405.2→387.2)和内标环丙沙星(m/z 332.2→314.2)

的测定。结果  妥舒沙星的线性范围为 6~2 000 ng·mL1 ，回归方程为 y=0.183 5x+1.461 9×104，r=0.996 2，最低定量下

限为 6 ng·mL1(S/N>5)，日内、日间 RSD 均<10%，高(1 800 ng·mL1)、中(750 ng·mL1)、低(15 ng·mL1)浓度标准血样的

平均回收率分别为 97.5%，103.3%，105.9%。结论  该方法灵敏、准确、简单、快速，可用于妥舒沙星的临床血药浓度

监测和药动学研究。 
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Determination of Tosufloxacin in Plasma by HPLC-MS/MS 
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ABSTRACT：OBJECTIVE  To establish a rapid and sensitive HPLC-MS/MS method for tosufloxacin in plasma. METHODS 

Tosufloxacin was extracted with acetonitrile and the residues were analyzed with a HPLC-MS/MS system used Agilent Eclipse 

Plus C18 column(4.6 mm×150 mm, 3.5 μm) with the mobile phase consisted of acetonitrile (0.1% formic acid) with 5 mmol·L1
 

ammonium formate(36∶64), with a flow rate of 0.5 mL·min1 and temperature of 40 . Multiple reaction monitoring(MRM)℃  

using the precursor to production combinations of m/z 405.2→387.2 and m/z 332.2→314.2 was performed to detect tosufloxacin 
and the internal standard, respectively. RESULTS  The calibration curves for tosufloxacin had good linearity within the range 

of 62 000 ng·mL1, r=0.996 2. The limits of quantitation for tosufloxacin was 6 ng·mL1. The intra-day and inter-day precision 

of variation was <10%. The average recoveries for high-, middle-, low-dose of tosufloxacin(1 800, 750, 15 ng·mL1) were 97.5%, 

103.3% and 105.9%, respectively. CONCLUSION  The method provides a sensitive, accurate, precise and reliable analytical 
procedure for clinical monitoring of tosufloxacin plasma and its pharmacokinetic studies. 
KEY WORDS: tosufloxacin; plasma concentration; HPLC-MS/MS 
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甲苯磺酸妥舒沙星(tosufloxacin tosylate)是合

成的广谱、第 3 代氟喹诺酮类抗菌药物，1990 年

首先在日本上市，具有抗菌谱广、抗菌活性强的

特点，对革兰氏阴性菌、革兰氏阳性菌、厌氧菌

的抗菌活性明显较环丙沙星、氧氟沙星、诺氟沙

星等同类药物强[1]。国内外文献报道其检测方法主

要采用 HPLC[2-7]，但因前处理操作繁琐、检测时

间较长、杂质干扰大等，不利于批量样品的检测。

为便于开展临床血药浓度监测和药动学研究，本

试验建立了以环丙沙星为内标的测定人血浆中妥

舒沙星浓度的高效液相色谱-串联质谱方法。 

1  仪器与试药 

1.1  仪器 

Agilent 1200 高效液相色谱仪(美国 Agilent公

司)，包括 G1379B 自动脱气机，G1310A 自动调

配四元泵，G1329A 自动进样器，G1316A 可调柱

温箱； Agilent 6410 Triple Quad LC/MS(美国

Agilent 公司)；XW-80A 型旋涡混合器(原上海医科

大学仪器厂 )；BP110S 型电子分析天平 (德国

Sartorius) ； MIKRO12-24 型高速离心机 ( 德国

Hettich)；111 型真空干燥箱(德国 MMM-GROUP)；

MILLI-Q 超纯水机(法国 Millipore)。 

1.2  药物与试剂 

甲苯磺酸妥舒沙星对照品(珠海经济特区生物

化学制药厂，批号：171239-201106，含量为 99.4%)；

内标物为环丙沙星对照品(中国食品药品检定研究

院，批号：30451-200302，供含量测定用，含量为

100%)。乙腈为色谱纯(德国默克公司，批号：

70169)；甲酸铵为质谱纯(美国 Sigma 公司，批号：

101027672)；甲酸为色谱级(德国默克公司，批号：

3226794)；水为重蒸去离子水。 

2  方法与结果 

2.1  色谱与质谱条件 

2.1.1 色谱条件  色谱柱：Agilent Eclipse plus C18 

(4.6 mm×150 mm，3.5 μm)；流动相：乙腈(含 0.1%

甲酸)-5 mmol·L1 甲酸铵水溶液(36∶64)；流速：

0.5 mL·min1；柱温：40 ℃；进样量：2 µL。 

2.1.2  质谱条件  电喷雾电离源(ESI)，正离子化，

毛细管电压 4 000 V，喷雾气压力 0.345 MPa，干

燥气体流速 10 L·min1，干燥气体温度 350 ℃。扫

描方式为多重反应监测 (MRM)，妥舒沙星 (m/z 

405.2→387.2)，碰撞能量 22 eV，裂解电压 160 V，

四级杆捕捉时间 0.2 s，电子倍增器 300 V；内标物

环丙沙星(m/z 332.2→314.2)，碰撞能量 11 eV，裂

解电压 160 V，四级杆捕捉时间 0.2 s，电子倍增器

200 V。质谱裂解图见图 1。 

 
图 1  妥舒沙星裂解图 

Fig. 1  Mass spectra and chemical structures for tosufloxacin 

2.2  标准溶液的配置 

精密称取甲磺酸妥舒沙星对照品 22.2 mg(含

妥舒沙星 15.1 mg)，置于 10 mL 量瓶中，用流动

相溶解并定容至刻度，即配制成浓度为 1.5 mg·mL1

的妥舒沙星贮备液，贮存于 4 ℃冰箱避光保存，

备用。试验前按试验所需稀释成相应浓度的标准

工作液。另称取环丙沙星 10.1 mg，配制成质量浓

度为 1.0 mg·mL1 的内标环丙沙星溶液。 

2.3  样品处理方法 

取空白离心管中，加入 1.0 mg·mL1 的环丙

沙星溶液和流动相各 20 µL，含药血浆 0.2 mL 置

2 mL 离心管中快速振荡 5 s，加乙腈 0.5 mL，快

速涡旋 1 min，16 000 r·min1 离心 10 min，吸取

上清液 0.5 mL，进样 2 µL。 

2.4  专属性试验 

取空白血浆 0.2 mL 置 2 mL 的离心管中，除不

加内标外，按“2.3”项下方法操作，进样 2 µL，

获得空白血浆样品的色谱图，见图 2A；将一定浓

度的标准溶液和内标溶液加入空白血浆中，按“2.3”

项下方法操作获得空白血浆加入药物标准工作液

和内标的色谱图，妥舒沙星、环丙沙星的出峰时间

分别约为 3.393 min 和 2.826 min，见图 2B；健康

受试者服药后血浆样品按“2.3”项下方法依法操作

的色谱图见图 2C。结果表明，空白血浆中内源性

物质不干扰妥舒沙星及内标环丙沙星的测定。 

2.5  标准曲线的制备与线性范围、定量下限 

取空白血浆 0.2 mL，分别加入浓度为 60，150，

1 500，7 500，15 000，18 000 和 20 000 ng·mL1

的妥舒沙星对照品溶液 20 μL，振荡 5 s，使血浆



 

·848·         Chin J Mod Appl Pharm, 2014 July, Vol.31 No.7                          中国现代应用药学 2014 年 7 月第 31 卷第 7 期 

药物浓度分别相当于 6，15，150，750，1 500，1 800

和 2 000 ng·mL1，其余项按“2.3”项下方法处理。

经高效液相色谱-串联质谱分析，以妥舒沙星峰面

积与内标环丙沙星峰面积之比(y)为纵坐标，以血

浆中妥舒沙星浓度与内标物环丙沙星浓度之比(x)

为横坐标，用加权 小二乘法(权重系数为 1/2)进

行 回 归 计 算 ， 血 浆 中 妥 舒 沙 星 浓 度 在  6~ 

2 000 ng·mL1 内呈良好的线性关系，线性方程为：

y=0.183 5x+1.461 9×104，r=0.996 2(n=7)。结果表

明，血浆中妥舒沙星浓度的线性范围为 6~ 

2 000 ng·mL1，线性关系良好，满足人体内血药浓

度范围测定。 

血浆样品妥舒沙星标准曲线下限浓度为 

6 ng·mL1(S/N>5)，平行对 5 个浓度为 6 ng·mL1

的含药血浆样品处理后进行色谱分析，其方法回

收率平均为 88.41%，RSD 为 6.58%。 

2.6  介质效应考察 

取 9 管空白血浆各 0.2 mL 平分为 3 组，每组

3 管，除不加标准系列溶液和内标外，按“2.3”

项下方法处理后，分别加入低(150 ng·mL1)、中

(7 500 ng·mL1)、高浓度(18 000 ng·mL1)的妥舒沙

星 20 µL 和内标环丙沙星(1 000 ng·mL1)20 µL。以

此种处理方法测得的妥舒沙星和内标峰面积与空

白试管中加入 0.7 mL 流动相后，再加入相应浓度

的妥舒沙星和内标各 20 µL 混匀后测得的峰面积

的比值计算百分比。结果显示，低(150 ng·mL1)、

中 (7 500 ng·mL1)和高浓度 (18 000 ng·mL1)的妥

舒沙星和内标环丙沙星(1 000 ng·mL1)的介质影

响百分比分别为  107.6%，104.8%，112.9% 和

101.9%，RSD 分别为 3.0%，3.0%，2.4%和 8.0%。

结果表明，介质影响百分比没有统计学差异，可

认定介质效应不影响药物的含量测定。 

 
图 2  HPLC-MS/MS 法测定血浆中妥舒沙星的典型色谱图 
A空白血浆；B空白血浆＋妥舒沙星(6 ng·mL1)＋环丙沙星(100 ng·mL1)；C受试者血浆样品+环丙沙星(100 ng·mL1) 

Fig. 2  HPLC-MS/MS chromatograms of tosufloxacin in plasma 
Ablank plasma; Bblank plasma spiked with tosufloxacin(6 ng·mL1) and ciprofloxacin(100 ng·mL1); Cplasma sample spiked with ciprofloxacin 

(100 ng·mL1) in healthy volumteer 

2.7  回收率与精密度试验 

按“2.5”项下方法分别配制低(15 ng·mL1)、

中(750 ng·mL1)和高浓度(1 800 ng·mL1)的妥舒沙

星血浆溶液各 15 份，分为 3 批，每批 5 份，并与

每批的标准曲线同时进行，按“2.3”项下方法处理

后取 2 μL 进样，计算质控样品的测得浓度，与配

制浓度对照，求得本法的准确度和精密度。根据分

析物提取回收率的含义：从生物样本基质中回收得

到分析物质的响应值除以纯标准品产生的响应值，

以从血浆中提取回收得到美普他酚和曲马多峰面

积除以相应浓度的标准溶液峰面积计算提取回收

率。结果妥舒沙星低(15 ng·mL1)、中(750 ng·mL1)

和高浓度(1 800 ng·mL1)和内标的提取回收率分别

为 97.5%，103.3%，105.9%和 106.2%，可见低、

中、高 3 种浓度药物的提取回收率对测定的结果影

响程度基本一致。提取回收率和精密度见表 2。 
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表 2  提取回收率与日内、日间精密度(n=5, sx  ) 

Tab. 2  Recovery rate, within-batch and inter-batch precision(n=5, sx  ) 

日内精密度 日间精密度 提取回收率 加入量/ 

ng·mL1 测得量/ng·mL1 RSD/% 测得量/ng·mL1 RSD/% 回收率/% RSD/% 

15 14.6±1.3 8.6 14.8±0.9 6.3  97.5±5.0 5.1 

750 729.7±19.5 2.7 722.0±31.3 4.3 103.3±1.5 1.5 

1 800 1 855.92±104.3 5.6 1 853.38±119.8 6.5 105.9±0.8 0.7 

 

2.8  稳定性考察 

2.8.1  溶媒稳定性试验  分别取低(15 ng·mL1)、

中(750 ng·mL1)和高浓度(1 800 ng·mL1)的妥舒沙

星流动相溶液(均含 1 000 ng·mL1 环丙沙星)各

20 µL，每个浓度 9 份样品分析，分为 3 组，每组

每个浓度 3 个样品。考察样品分别经冰箱 4 ℃放

置 1，2 和 3 d 的稳定性，低、中、高 3 个浓度样

品检测结果 RSD 为 4.1%~4.9%。 

2.8.2  血浆样品稳定性试验  按“2.5”项下方法

分别配制低(15 ng·mL1)、中(750 ng·mL1)和高浓

度(1 800 ng·mL1)的质控血浆样品，每个浓度 21

份样品，分为 7 组，每组每个浓度 3 个样品。考

察样品分别经室温放置 1 h 和 24 h，处理后进样前

1，24 h，20  ℃ 冻存 1，7，14 d 和冻融 1 次、3

次的稳定性，结果表明低、中、高 3 个浓度样品

在各条件下的检测结果如下：室温放置 24 h 的

RSD 分别为 1.8%~7.6%；血浆处理后进样前条件

下的 RSD 分别为 0.7%~3.6%；20 ℃冻存的 RSD

分别为 6.9%~7.9%；冻融 3 次的 RSD 分别为 4.5%~ 

5.4%。结果表明，在上述条件中，低(15 ng·mL1)、

中(750 ng·mL1)和高浓度(1 800 ng·mL1)的质控血

浆样品的 RSD 均<15%。 

2.9  临床应用 

选择 2 名男性受试者，单次口服 0.3 g 甲磺酸

妥舒沙星片，用 250 mL 温开水送服。服药前及服

药后 0.5，1，1.5，2，3，4，6，8，12，24 h 各取

静脉血 2 mL，用肝素管抗凝，3 000 r·min1 离心

5 min，分离血浆后处理进样，得 2 名受试者血药

浓度-时间曲线，见图 3。 

3  讨论 

目前，国内外有 HPLC-荧光法[2]、HPLC-紫外

法[3-5]和 HPLC-柱切换法[6-7]测定妥舒沙星血药浓

度的报道，大多存在着前处理过程繁琐、流动相

配制过程复杂、杂质干扰多、检测时间长等情况。

本试验采用 HPLC-MS/MS 测定人血浆中的妥舒沙

星浓度，能大大降低杂质干扰，检测时间仅需

3.6 min，远低于文献[2-7]，流动相配制也较文献[2-4]

简单，LLOD 为 6 ng·mL1，比 HPLC-柱切换法[6-7]

的 0.1 μg·mL1 和 HPLC-荧光[4]法的 10.8 g·mL1 更

低，有利于痕量分析。 

 
图 3  2 名健康受试者单次口服 0.6 g 甲磺酸妥舒沙星片后

血药浓度-时间曲线 

Fig. 3  The plasma concentration-time profiles of tosu- 
floxacin tablets after a 0.6 g single-dose in two Chinese 
healthy volunteers 

笔者曾尝试用蛋白沉淀法和乙腈、甲醇、正

己烷等溶剂分别提取，蛋白沉淀法与溶剂提取方

法相比较，提取率高，且蛋白沉淀法的前处理方

法简单方便，能提高样品的处理效率，便于进行

大样本的妥舒沙星含量测定。相对于甲醇-水体系，

乙腈-水体系可以得到更优异的峰形，试验发现，

随着水相提高，提取回收率逐渐上升，介质效应

由抑制转为增强， 终确定乙腈∶水=36∶64。加

入 0.1%的甲酸有利于[M+H]+的形成，加入甲酸铵

以改善峰型，减少拖尾现象。通过对多种化合物

的筛选， 后选择与妥舒沙星的结构式相似的环

丙沙星做内标物，它们的出峰时间既相互靠近又

不互相重叠。 

结果表明，本试验建立的高效液相色谱-串联

质谱法能快速高效检测人血浆中妥舒沙星的浓

度，具有内源性物质干扰少、检测时间短、前处

理方法简单、进样量小、定量下限低等优点，为

临床血药浓度检测和药动学研究提供了一种操作
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简单、快速、灵敏、高效且重复性好的方法。 
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HPLC-ELSD 测定复方罗汉果止咳冲剂中罗汉果皂苷Ⅴ的含量 
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摘要：目的   建立 HPLC-ELSD 测定止咳冲剂中的罗汉果皂苷复方罗汉果 V 的含量的方法。方法   色谱条件是

AlltimaTM-C18 色谱柱(4.6 mm×250 mm，5 μm)；流动相乙腈-水(23 77∶ )，柱温 30 ℃，ELSD 检测条件，漂移管温度为 105 ℃，

气流流量为 2.0 L·min1。结果  罗汉果皂苷Ⅴ进样量在 1.608~9.648 μg 内时，进样量的对数与峰面积的对数呈良好的线

性关系，回归方程为 Y=1.634 3X+12.591(r=0.999 7)，平均回收率为 101.36%，RSD 为 1.29%。结论  该方法准确、专属

性强，可用于测定复方罗汉果止咳冲剂中罗汉果皂苷Ⅴ的含量。 

关键词：复方罗汉果止咳冲剂；罗汉果皂苷Ⅴ；高效液相色谱-蒸发光散射检测器 
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Determination of Mogroside V in Fufang Luohanguo Zhike Granule by HPLC-ELSD 
 
QIN Qiaofeng1, LAN Xiaoqing2, WEN Qingwei2, LIU Ting2, LU Dong2, WEI Hongyan2, SONG Jingzheng2* 

(1.The First Affiliated Hospital of Guangxi University of Chinese Medicine, Nanning 530023, China; 2.PuraPharm (Nanning) 
Pharmaceuticals Co., Ltd., Nanning 530007, China) 

 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To establish an HPLC-ELSD method for the determination of morgtoside V in Fufang Luohanguo 
Zhike granule. METHODS  AlltimaTM-C18 column(4.6 mm×250 mm, 5 μm), mobile phase: acetonitrile-water(23 77), ∶

column temperature: 30 ℃. ELSD condition: temperature of drift tube: 105 ℃, flow rate of gas: 2.0 mL·min1. RESULTS  

Morgtoside V was linear in the range of 1.608-9.648 μg, with regression equation of Y=1.634 3X+12.591(r=0.999 7), the average 
recovery was 101.36%(RSD=1.29%). CONCLUSION  The established method is accurate, specific and reliable for the 
determination of morgtoside V in Fufang Luohanguo Zhike granule. 
KEY WORDS: Fufang Luohanguo Zhike granule; morgtoside V; HPLC-ELSD 
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复方罗汉果止咳冲剂是部颁标准(中药成方制

剂)第 3 册收载的传统制剂，由罗汉果、桑白皮、

百部、枇杷叶等 6 味中药组成，具有清热泻肺、

镇咳祛痰的功效，用于肺热、肺燥咳嗽。罗汉果




