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ＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法测定人体血浆中伏诺拉生浓度及其
２种片剂生物等效性研究

文琪１，蔡娟１，孙春艳２，唐维英１，李莎１，杨敏１，吴强１

（１．四川省药品检验研究院生物样本检测中心，药物制剂体内外相关性技术研究重点实验室 工业和信息化部产业技术基础
公共服务平台，成都 ６１１７３１；２．扬子江药业集团 克服递药屏障高端制剂全国重点实验室，泰州 ２２５３００）

摘要　目的：建立并验证一种简便、快速、灵敏的ＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法，测定人体血浆中伏诺拉生浓度并用于其２
种片剂生物等效性研究。方法：采用单次给药、两周期、两制剂、双交叉对照试验设计进行生物等效性研究，健

康人体受试者分别在空腹和餐后条件下单剂量口服２０ｍｇ富马酸伏诺拉生片受试制剂或参比制剂后在不同
时间点采集血浆样品。乙腈蛋白沉淀处理血浆样品后用 ＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法分析。采用 ＷａｔｅｒｓＡＣＱＵＩＴＹ
ＵＰＬＣＢＥＨＣ１８（５０ｍｍ ×２１ｍｍ，１７μｍ）色谱柱，柱温４０℃，以０１％甲酸水－０１％甲酸乙腈为流动相

梯度洗脱。ＥＳＩ离子源，正离子模式，多反应离子监测（ＭＲＭ），用于定量分析的离子对为ｍ／ｚ３４６１→３１５４，
内标化合物伏诺拉生－ｄ４为ｍ／ｚ３５０１→３１６２。结果：线性范围为０３０～５０００ｎｇ·ｍＬ

－１（ｒ＞０９９８９），定量

下限为０３０ｎｇ·ｍＬ－１；批内和批间精密度ＲＳＤ均＜５７％，准确度在－２１５％～０８２％范围内；提取回收率、选
择性、基质效应、稳定性等均符合接受标准。该方法被成功应用于富马酸伏诺拉生片的生物等效性研究。受

试制剂在餐后和空腹试验中Ｃｍａｘ分别为（２９０８±１１５９）ｎｇ·ｍＬ
－１和（２６８７±８１４）ｎｇ·ｍＬ－１，ＡＵＣ０－ｔ分别为

（２５８９０±８７７１）ｈ·ｎｇ·ｍＬ－１和（２２３０８±４３２７）ｈ·ｎｇ·ｍＬ－１。参比制剂在餐后和空腹试验中Ｃｍａｘ分别为

（２８７３±１０２５）ｎｇ·ｍＬ－１和（２６９３±８０９）ｎｇ·ｍＬ－１，ＡＵＣ０－ｔ分别为（２５０３３±７３１３）ｈ·ｎｇ·ｍＬ
－１和

（２２７５６±４６２６）ｈ·ｎｇ·ｍＬ－１。餐后试验中，受试制剂和参比制剂的Ｃｍａｘ、ＡＵＣ０－ｔ、和ＡＵＣ０－∞几何均值比的９０％

置信区间分别为８８６４％～１１２２８％、９６１％～１０８２％、９６６％～１０８７％；空腹试验中，受试制剂和参比制剂的的
Ｃｍａｘ、ＡＵＣ０－ｔ和ＡＵＣ０－∞几何均值比的９０％置信区间分别为９４０％～１０６２％、９４７％～１０２０％和９５２％～１０２５％。

结论：该方法具有简单、快速，灵敏度高等优点。富马酸伏诺拉生片受试制剂和参比制剂具有生物等效性。

关键词：超高效液相串联质谱；伏诺拉生；生物等效性；药代动力学；酸相关性疾病
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ＤｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｖｏｎｏｐｒａｚａｎｉｎｈｕｍａｎｐｌａｓｍａｂｙＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳａｎｄ
ｓｔｕｄｙｏｎｔｈｅｂｉｏｅｑｕｉｖａｌｅｎｃｅｏｆｔｗｏｔｙｐｅｓｏｆｔａｂｌｅｔｓ
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（１．ＢｉｏａｎａｌｙｔｉｃａｌＳｅｒｖｉｃｅＣｅｎｔｅｒｏｆＳｉｃｈｕａｎＩｎｓｔｉｔｕｔｅｆｏｒＤｒｕｇＣｏｎｔｒｏｌ，ＮＭＰＡＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｆｏｒＴｅｃｈｎｉｃａｌＲｅｓｅａｒｃｈｏｎＤｒｕｇＰｒｏｄｕｃｔｓＩｎＶｉｔｒｏａｎｄ

ＩｎＶｉｖｏＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ，Ｃｈｅｎｇｄｕ６１１７３１，Ｃｈｉｎａ；２．ＹａｎｇｔｚｅＲｉｖｅｒＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉａｌＧｒｏｕｐ，ＮａｔｉｏｎａｌＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＣｏｍｐｌｅｘＤｒｕｇＦｏｒｍｕｌａｔｉｏｎｓｆｏｒ

ＯｖｅｒｃｏｍｉｎｇＤｅｌｉｖｅｒｙＢａｒｒｉｅｒｓ，Ｔａｉｚｈｏｕ２２５３００，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：Ｔｏｄｅｖｅｌｏｐａｒａｐｉｄ，ｓｐｅｃｉｆｉｃａｎｄｓｅｎｓｉｔｉｖｅＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳｍｅｔｈｏｄｆｏｒｔｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆ
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ｖｏｎｏｐｒａｚａｎｉｎｈｕｍａｎｐｌａｓｍａａｎｄｉｔｓａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｉｎａｂｉｏｅｑｕｉｖａｌｅｎｃｅｓｔｕｄｙｏｆｔｗｏｔｙｐｅｓｏｆｔａｂｌｅｔｓＭｅｔｈｏｄｓ：Ａ
ｓｉｎｇｌｅｄｏｓｅ，ｔｗｏ－ｃｙｃｌｅ，ｔｗｏｐｒｏｄｕｃｔｓ，ａｎｄｓｅｌｆ－ｃｒｏｓｓｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄｔｒｉａｌｄｅｓｉｇｎｏｎｂｉｏｅｑｕｉｖａｌｅｎｃｅｗａｓｕｓｅｄＰｌａｓ
ｍａｓａｍｐｌｅｓｗｅｒｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄｆｒｏｍｈｅａｌｔｈｙｈｕｍａｎｖｏｌｕｎｔｅｅｒｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓａｆｔｅｒｏｒａｌａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｗｉｔｈｔｈｅ
ｔｅｓｔｏｒｒｅｆｅｒｅｎｃｅｐｒｏｄｕｃｔｏｆ２０ｍｇｆｕｍａｒａｔｅｖｏｎｏｐｒａｚａｎｔａｂｌｅｔｓｕｎｄｅｒｂｏｔｈｆａｓｔｉｎｇａｎｄｆｅｄｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ
ＴｈｅｐｌａｓｍａｓａｍｐｌｅｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｂｙａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅｐｒｏｔｅｉｎｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎａｎｄｔｈｅｎａｎａｌｙｚｅｄｂｙＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳＣｈｒｏ
ｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃｓｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆｖｏｎｏｐｒａｚａｎｗａｓａｃｈｉｅｖｅｄｕｓｉｎｇａＷａｔｅｒｓＡＣＱＵＩＴＹＵＰＬＣ ＢＥＨＣ１８（５０ｍｍ ×２１
ｍｍ，１７μｍ）ｃｏｌｕｍｎａｔ４０℃Ｔｈｅｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅｃｏｎｓｉｓｔｅｄｏｆｗａｔｅｒ（ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ０１％ ｆｏｒｍｉｃａｃｉｄ）ｆｏｒｅｌｕｅｎｔＡ
ａｎｄａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ（ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ０１％ ｆｏｒｍｉｃａｃｉｄ）ｆｏｒｅｌｕｅｎｔＢｕｎｄｅｒａｇｒａｄｉｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎＡｎｅｌｅｃｔｒｏｓｐｒａｙｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ
（ＥＳＩ）ｗｉｔｈｍｕｌｔｉｐｌｅｒｅａｃｔｉｏｎｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ（ＭＲＭ）ｍｏｄｅｗａｓｕｓｅｄｔｏｍｏｎｉｔｏｒｔｈｅｐｒｅｃｕｒｓｏｒ－ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｓ
ｏｆｍ／ｚ３４６１→３１５４ｆｏｒｖｏｎｏｐｒａｚａｎａｎｄｍ／ｚ３５０１→３１６２ｆｏｒｖｏｎｏｐｒａｚａｎ－ｄ４．Ｒｅｓｕｌｔｓ：Ｔｈｅｒａｎｇｏｆｌｉｎｅａｒｉｔｙ

ｗａｓ０３０－５０００ｎｇ·ｍＬ－１（ｒ＞０９９８９），ａｎｄｔｈｅＬＬＯＱｗａｓ０３０ｎｇ·ｍＬ－１Ｉｎｔｒａ－ａｎｄｉｎｔｅｒ－ｄａｙｐｒｅｃｉｓｉｏｎ
ｖａｌｕｅｓｗｅｒｅｗｉｔｈｉｎ５７％，ａｎｄｉｎｔｒａ－ａｎｄｉｎｔｅｒ－ｄａｙａｃｃｕｒａｃｙｖａｌｕｅｓｗｅｒｅｒａｎｇｅｄｆｒｏｍ －２１５％ ｔｏ０８２％．
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ，ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ，ｍａｔｒｉｘｅｆｆｅｃｔａｎｄｓｔａｂｉｌｉｔｙｍｅｔｔｈｅｇｕｉｄｉｎｇｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓＴｈｉｓｍｅｔｈｏｄｈａｓｂｅｅｎｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ
ａｐｐｌｉｅｄｔｏｓｔｕｄｙｔｈｅｂｉｏｅｑｕｉｖａｌｅｎｃｅｏｆｖｏｎｏｐｒａｚａｎｆｕｍａｒａｔｅｔａｂｌｅｔｓＴｈｅＣｍａｘｏｆｔｈｅｔｅｓｔｐｒｏｄｕｃｔｉｎｐｏｓｔｐｒａｎｄｉａｌａｎｄ

ｆａｓｔｉｎｇｔｅｓｔｓｗｅｒｅ（２９０８±１１５９）ｎｇ·ｍＬ－１ａｎｄ（２６８７±８１４）ｎｇ·ｍＬ－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ａｎｄｔｈｅＡＵＣ０－ｔｗａｓ

（２５８９０±８７７１）ｈ·ｎｇ·ｍＬ－１ａｎｄ（２２３０８±４３２７）ｈ·ｎｇ·ｍＬ－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＴｈｅＣｍａｘｏｆｔｈｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

ｐｒｏｄｕｃｔｉｎｐｏｓｔｐｒａｎｄｉａｌａｎｄｆａｓｔｉｎｇｔｅｓｔｓｗｅｒｅ（２８７３±１０２５）ｎｇ·ｍＬ－１ａｎｄ（２６９３±８０９）ｎｇ·ｍＬ－１，ｒｅｓｐｅｃ
ｔｉｖｅｌｙ，ａｎｄｔｈｅＡＵＣ０－ｔｗａｓ（２５０３３±７３１３）ｈ·ｎｇ·ｍＬ

－１ａｎｄ（２２７５６±４６２６）ｈ·ｎｇ·ｍＬ－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ
Ｉｎｔｈｅｐｏｓｔｐｒａｎｄｉａｌｔｒｉａｌ，ｔｈｅ９０％ ＣＩｓｆｏｒｔｈｅｇｅｏｍｅｔｒｉｃｍｅａｎｒａｔｉｏｓｏｆＣｍａｘ，ＡＵＣ０－ｔａｎｄＡＵＣ０－∞ ｏｆｔｈｅｔｅｓｔａｎｄ
ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｐｒｏｄｕｃｔｓｗｅｒｅ８８６４％ －１１２２８％，９６１％ －１０８２％ ａｎｄ９６６％ －１０８７％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ａｎｄ
ｉｎｔｈｅｆａｓｔｉｎｇｔｒａｉｌ，ｔｈｅ９０％ ＣＩｓｆｏｒｔｈｅｇｅｏｍｅｔｒｉｃｍｅａｎｒａｔｉｏｓｏｆＣｍａｘ，ＡＵＣ０－ｔａｎｄＡＵＣ０－∞ ｏｆｔｈｅｔｅｓｔａｎｄｒｅｆ
ｅｒｅｎｃｅｐｒｏｄｕｃｔｓｗｅｒｅ９４０１％ －１０６２３％，９４７１％ －１０２０３％ ａｎｄ９５１８％ －１０２４７％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｔｈｉｓｖａｌｉｄａｔｅｄｍｅｔｈｏｄｈａｓｔｈｅａｄｖａｎｔａｇｅｓｏｆｓｉｍｐｌｉｃｉｔｙ，ｒａｐｉｄ，ａｎｄｈｉｇｈｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙＴｅｓｔｖｏｎｏ
ｐｒａｚａｎｆｕｍａｒａｔｅｔａｂｌｅｔｓａｒｅｂｉｏｅｑｕｉｖａｌｅｎｔｔｏｔｈｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅｐｒｏｄｕｃｔ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ；ｖｏｎｏｐｒａｚａｎ；ｂｉｏｅｑｕｉｖａｌｅｎｃｅ；ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓ；ａｃｉｄ－ｒｅｌａｔｅｄｄｉｓｏｒｄｅｒｓ

　　酸相关性疾病（ａｃｉｄ－ｒｅｌａｔｅｄｄｉｓｏｒｄｅｒｓ，ＡＲＤｓ）
是消化系统疾病中常见的一类疾病，一般是由胃酸

分泌过多或对胃酸特别敏感所致。质子泵抑制剂

（ｐｒｏｔｏｎｐｕｍｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ，ＰＰＩｓ）可有效地抑制胃酸分
泌，是治疗胃酸相关疾病的一线药物［１］。然而，

ＰＰＩｓ疗效和使用存在局限性，如半衰期短，夜间抑
酸效果欠佳，起效缓慢以及由于 ＣＹＰ２Ｃ１９代谢导
致患者疗效差异大等［２－４］。长期服用 ＰＰＩｓ会产生
骨折风险增加、感染（肺炎和艰难梭菌感染）、营养

不良（维生素 Ｂ１２、镁和铁吸收受损）、贫血等不良
反应［５－７］。

富马酸伏诺拉生（ｖｏｎｏｐｒａｚａｎｆｕｍａｒａｔｅ，ＦＮＬ）是
一种新型的钾竞争性酸阻滞剂（ｐｏｔａｓｓｉｕｍ－ｃｏｍｐｅｔ
ｉｔｉｖｅａｃｉｄｂｌｏｃｋｅｒｓ，Ｐ－ＣＡＢ），其竞争性阻断胃 Ｈ＋／

Ｋ＋－ＡＴＰ酶的钾结合位点［８］。与 ＰＰＩｓ相比，伏诺
拉生在药代动力学和药效学方面更有优势，比如：

起效快，抑酸作用更强和持久［９－１３］，耐受性更

好［１４］。临床上用于治疗侵蚀性食道炎、胃溃疡、十

二指肠溃疡、消化性溃疡、胃食管反流、反流性食道

炎和根除幽门螺杆菌［１５－１７］。陈博伦等［１８］采用

ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法测定比格犬血浆中伏诺拉生的浓度，
定量下限为５ｎｇ·ｍＬ－１，难以达到本试验要求目标
定量下限。Ｔｏｍｏｋｉ等［１９］采用蛋白沉淀后上清液氮

气吹干复溶的方式进行样品前处理，过程不够简

单，不适用于大批量样品的处理。本文旨在建立并

验证一个简便、快速、灵敏的 ＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法测
定人口服 ＦＮＬ片后血浆中伏诺拉生浓度并用于生
物等效性研究。
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１　仪器与试药
ＬＣ－３０ＡＤ超高效液相色谱系统（岛津公司），

ＴＱ６５００＋三重四极杆串联质谱仪（ＡＢＳＣＩＥＸ公
司），Ａｎａｌｙｓｔ１６３（ＡＢＳＣＩＥＸ公司）软件、Ｗａｔｓｏｎ
ＬＩＭＳ７５ＳＰ１（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司）软件、ＰｈｏｅｎｉｘＷｉ
ｎＮｏｎｌｉｎ软件（Ｖ８０，Ｐｈａｒｓｉｇｈｔ公司）。

ＦＮＬ对照品（含量９９１％，批号２１４０－０１０Ａ１）和
ＦＮＬ－ｄ４对照品（含量９８１％，批号３４８６－０３４Ａ１）均
购于ＴＬＣ公司。受试制剂为ＦＮＬ片（扬子江药业集团
四川海蓉药业有限公司，批号 ２００１９００２，含量
１００４％，规格２０ｍｇ·片－１），参比制剂为 Ｔａｋｅｃａｂ
（武田药品工业株式会社公司，批号 ＨＨ１２１４，含量
１０２３％，规格２０ｍｇ·片－１）。实验用甲醇、乙腈、异丙

醇均为ＨＰＬＣ级，甲酸及乙酸铵为ＬＣ／ＭＳ级，纯水为
Ｍｉｌｌｉ－Ｑ型超纯水仪制备的超纯水。
２　方法与结果
２１　色谱－质谱条件

采用ＷａｔｅｒｓＡＣＱＵＩＴＹＵＰＬＣＢＥＨＣ１８（５０ｍｍ×
２１ｍｍ，１７μｍ）色谱柱，预柱为 ＷａｔｅｒｓＡＣＱＵＩＴＹ
ＵＰＬＣＢＥＨＶａｎＧｕａｒｄＴＭＰｒｅ－Ｃｏｌｕｍｎ（５ｍｍ×２１ｍｍ，
１７μｍ）色谱柱，柱温４０℃，以０１％甲酸水（Ａ）－
０１％甲酸乙腈（Ｂ）为流动相，梯度洗脱（洗脱程序见
表１），流速０５ｍＬ·ｍｉｎ－１，进样体积２μＬ。

表１　液相色谱梯度洗脱程序
Ｔａｂ１　ＴｈｅｐｒｏｇｒａｍｏｆＬＣｇｒａｄｉｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎ

ｔ／ｍｉｎ
流动相比例（ｒａｔｉｏｏｆｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅ）／％

流动相Ａ（ｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅＡ） 流动相Ｂ（ｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅＢ）

０００ ８０ ２０

１５０ ４０ ６０

１５１ ５ ９５

２４０ ５ ９５

２４１ ８０ ２０

３５０ 停止（ｓｔｏｐ）

采用电喷雾电离（ＥＳＩ）正离子化，喷雾电压为
５５００Ｖ，ＧＳ１和ＧＳ２气压为３１０３ｋＰａ，气帘气气压
为２４１３ｋＰａ，喷雾温度为４５０℃。ＦＮＬ和 ＦＮＬ－ｄ４
用于定量分析的离子对为 ｍ／ｚ３４６１→３１５２和
ｍ／ｚ３５０２→３１６３，ＦＮＬ和 ＦＮＬ－ｄ４的碰撞电压
（ＣＥ）分别为１４、１５Ｖ，入口电压（ＥＰ）分别为１２、８
Ｖ，去簇电压（ＤＰ）、碰撞室出口电压（ＣＸＰ）均为

２０、１０Ｖ。ＦＮＬ和ＦＮＬ－ｄ４化学结构及 ＭＲＭ模式下
离子碎片见图１。

图１　ＦＮＬ和ＦＮＬ－ｄ４化学结构及ＭＲＭ模式下离子碎片

Ｆｉｇ１　ＴｈｅｃｈｅｍｉｃａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓａｎｄＩｏｎｉｃｆｒａｇｍｅｎｔｓｉｎＭＲＭｍｏｄｅｏｆ

ＦＮＬａｎｄＦＮＬ－ｄ４

２２　溶液制备
精密称取适量 ＦＮＬ和 ＦＮＬ－ｄ４对照品，根据校

正因子折算其质量后，加入适量甲醇各配制成

０１ｍｇ·ｍＬ－１的储备液，于－２０℃条件下保存。
工作液由５０％甲醇溶液序列稀释储备液得到。

标准曲线工作液浓度为６、１２、３６、１００、２４０、５００、８００、
１０００ｎｇ·ｍＬ－１；质控工作液浓度为６、１８、８０、４００、
７５０ｎｇ·ｍＬ－１；内标工作液浓度为７０ｎｇ·ｍＬ－１。
２３　血浆样品采集

本试验通过南京中医药大学附属医院（江苏省

中医院）伦理委员会批准（登记号为 ＣＴＲ２０２０１３０１；
备案号为２０２０００１６７－０１），于江苏省中医院Ⅰ期临
床试验研究室进行，采用单次给药、两周期、两制剂、

双交叉对照试验设计进行生物等效性研究。招募１８
岁及以上男性和女性健康受试者共４８名（餐后试验
和空腹试验各２４名）。受试者在空腹或高脂餐后状
态下口服受试制剂（Ｔ，２０ｍｇ）或参比制剂（Ｒ，２０
ｍｇ）１片，７ｄ清洗期后进行第二周期交叉服药。空
腹采血时间点为给药前１ｈ内（０ｈ）和服药后０２５、
０５、０７５、１、１３３、１６７、２、２３３、２６７、３、３５、４、６、８、
１２、２４、３６和４８ｈ；餐后采血时间点为给药前１ｈ内
（０ｈ）和服药后 ０３３、０６７、１、１３３、１６７、２、２３３、
２６７、３、３３３、３６７、４、４５、５、６、８、１２、２４、３６和４８ｈ。
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室温白光条件下采集静脉血于含有肝素钠抗凝剂的

采血管中，在１ｈ内于２０００ｇ（离心预设温度４℃）
离心 １０ｍｉｎ后将血浆取出置于冻存管中，储存
于－７０℃冰箱中待分析。
２４　血浆样品处理

取血 浆 样 品 １００ μＬ，加 入 内 标 工 作 液
（７０ｎｇ·ｍＬ－１）２０μＬ，涡旋混匀后，加 入 乙 腈
３８０μＬ，１３００ｒ·ｍｉｎ－１混匀提取 ５ｍｉｎ，再 ４℃，
２１２０ｇ离心１０ｍｉｎ，取上清液１００μＬ，加入１０％乙
腈（含０１％甲酸）溶液１００μＬ，涡旋混匀后，取２μＬ
进样分析。

２５　数据处理
使用 ＷｉｎＮｏｎｌｉｎ软件（ｖｅｒ８２）采用非房室模型

对临床样品中伏诺拉生的血药浓度数据进行药代动

力学参数计算，经对数转换后，采用多因素方差分析

（ＡＮＯＶＡ）、双单侧ｔ检验和９０％置信区间进行统计
分析，评价和判断２种制剂的生物等效性。

２６　方法学验证
本文中方法学验证按照２０２０年版《中华人民共

和国药典》四部附录９０１２———生物样品定量分析方
法验证指导原则进行［２０］。

２６１　选择性　取６个批次不添加待测物和内标的
空白血浆、６个批次空白血浆制备的定量下限血浆样
品，按照“２４”项下方法进行样品预处理后按“２１”项
条件进行分析，考察空白基质中内源性化合物对待测

物和内标的影响。如图２所示，ＦＮＬ和ＦＮＬ－ｄ４的保
留时间分别约为１０４４和１０４１ｍｉｎ，结果表明空白基
质中的内源性化合物对待测物和内标均无干扰。

此外，当 ＦＮＬ（１０００ｎｇ·ｍＬ－１）和 ＦＮＬ－ｄ４
（７０ｎｇ·ｍＬ－１）单独添加至空白基质中时，待测物通
道最大峰面积和内标通道最大峰面积小于该批次有

效标准曲线定量下限样品中待测物平均峰面积的

５４６％和００４％，均符合规定标准，待测物和同位素
内标互不干扰。

Ａ．空白血浆样品（ｂｌａｎｋｐｌａｓｍａｓａｍｐｌｅ）　Ｂ．定量下限血浆样品（ＬＬＯＱｐｌａｓｍａｓａｍｐｌｅ）　Ｃ．口服给药１２５ｈ后的血浆样品（ｐｌａｓｍａｓａｍｐｌｅａｆｔｅｒｏｒａｌ

ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｆｏｒ１２５ｈ）

图２　代表性ＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ色谱图

Ｆｉｇ２　ＴｙｐｉｃａｌＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ
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２６２　标准曲线及定量范围　以 １９∶１的体积比
向空白血浆中加入标准曲线工作液得到血浆样品

（质 量 浓 度 为 ０３０、０６０、１８０、５００、１２００、
２５００、４０００、５０００ｎｇ·ｍＬ－１）。按照“２４”项下
方法进行样品预处理后按“２１”项下条件进行分
析，以待测物与内标峰面积比值 Ｙ为纵坐标，待测
物浓度 Ｘ为横坐标，权重为 １／Ｘ２，进行线性回归。
回归方程：

Ｙ＝００７４８３３Ｘ＋００００６８６　ｒ＝０９９８０
所有分析批标准曲线均符合规定标准。表明

ＦＮＬ在０３０～５０００ｎｇ·ｍＬ－１线性关系良好，定量
下限为０３０ｎｇ·ｍＬ－１。

２６３　精密度和准确度　以１９∶１的体积比向空白
血浆中加入质控工作液得到血浆样品，质控血浆样

品浓度为０３０（定量下限质控样品）、０９０（低浓度
质控样品）、４００（几何中浓度质控样品）、２０００（中
浓度质控样品）、３７５０ｎｇ·ｍＬ－１（高浓度质控样
品）。３ｄ配制的不同批次的上述各浓度质控血浆样
品溶液平行制备６份预处理后进样分析，考察批内
和批间精密度和准确度。精密度 ＲＳＤ≤１５０％（对
于定量下限质控样品，ＲＳＤ≤２００％）；准确度的相对
偏差（Ｂｉａｓ，％）在±１５０％之间（对于定量下限质控
样品，Ｂｉａｓ在 ±２００％之间）。结果符合规定标准，
见表２。

表２　精密度和准确度
Ｔａｂ２　Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎａｎｄａｃｃｕｒａｃｙｒｅｓｕｌｔｓ

理论浓度

（ｎｏｍｉｎａｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ）／

（ｎｇ·ｍＬ－１）

批内（ｗｉｔｈｉｎ－ｒｕｎ）（ｎ＝６） 批间（ｂｅｔｗｅｅｎ－ｒｕｎ）（ｎ＝１８）

检测浓度

（ｍｅａｓｕｒｅｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ）／

（ｍｅａｎ±ＳＤ，ｎｇ·ｍＬ－１）

ＲＳＤ／

％

Ｂｉａｓ／

％

检测浓度

（ｍｅａｓｕｒｅｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ）／

（ｍｅａｎ±ＳＤ，ｎｇ·ｍＬ－１）

ＲＳＤ／

％

Ｂｉａｓ／

％

０３０ ０３０±００２ ５７ ０００ ０３０±００２ ５０ ０００

０９０ ０９０±００２ ２１ ０００ ０９０±００２ ２１ ０００

４００ ３９４±００７ １７ －１５０ ３９８±００７ ２２ －０５０

２０００ １９５７±０２３ １２ －２１５ １９８２±０３９ ２０ －０９０

３７５０ ３７８１±０２８ ０７３ ０８３ ３７７４±０５８ １５ ０６４

２６４　提取回收率　低（０９０ｎｇ·ｍＬ－１）、中
（２０００ｎｇ·ｍＬ－１）、高（３７５０ｎｇ·ｍＬ－１）３个浓
度的质控血浆样品，按照“２４”项条件下进行样
品预处理后，得到提取回收率供试溶液；空白血浆

提取后的上清液中加入 ＦＮＬ和 ＦＮＬ－ｄ４制备得到
低、中、高３个浓度的质控样品，得到提取回收率

参比样品。比较各浓度提取回收率供试溶液和提

取回收率参比样品中 ＦＮＬ和 ＦＮＬ－ｄ４峰面积考察
提取回收率。

如表３所示，低、中、高３个浓度下质控浓度水平
的平均提取回收率均 ＞５００％且 ＲＳＤ＜１５％，符合
标准规定。

表３　人血浆中ＦＮＬ和ＦＮＬ－ｄ４提取回收率和基质效应
Ｔａｂ３　ＲｅｃｏｖｅｒｙａｎｄｍａｔｒｉｘｅｆｆｅｃｔｏｆＦＮＬａｎｄＦＮＬ－ｄ４ｉｎｈｕｍａｎｐｌａｓｍａ

成分

（ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ）

理论浓度

（ｎｏｍｉｎａｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ）／（ｎｇ·ｍＬ－１）

提取回收率（ｒｃｏｖｅｒｙ） 基质效应（ｍａｔｒｉｘｅｆｆｅｃｔ）

平均值（ｍｅａｎ）／％ ＲＳＤ／％ 平均值（ｍｅａｎ）／％ ＲＳＤ／％

ＦＮＬ ０９０ １０１６ ２１ ０９７ １８

２０００ ９４６ １７ １０ ０７７

３７５０ ９８５ １９ ０９９ １４
ＦＮＬ－ｄ４ ７０００ ９８７ ３７ ／ ／

２６５　基质效应　６个批次的空白血浆提取后的上清
液中加入 ＦＮＬ和 ＦＮＬ－ｄ４制备得到低（０９０ｎｇ·
ｍＬ－１）、中（２０００ｎｇ·ｍＬ－１）、高（３７５０ｎｇ·ｍＬ－１）３个

浓度的质控样品作为基质样品；另以不含基质成分

的纯溶液制备与上述具有ＦＮＬ和 ＦＮＬ－ｄ４相同浓度
的溶液作为参比溶液，以各浓度的质控样品与参比
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溶液的比值计算基质效应。如表３所示，对于不同
来源的６个批次血浆质控样品，内标归一化基质效
应因子的ＲＳＤ＜１８％，符合标准规定。此外，２％溶
血血浆和２％高脂血浆基质制备低、中、高３个浓度
的测定浓度与理论浓度的偏差在 ±１５０％之间
（ＲＳＤ＜１５０％），满足指导原则要求。
２６６　稳定性　按照实际样品在测定过程中所涉
及的稳定性要求进行考察。低（０９０ｎｇ·ｍＬ－１）、高
（３７５０ｎｇ·ｍＬ－１）浓度质控血浆样品，放置于考察
条件一段时间后，用新鲜制备标准曲线样品测定浓

度与理论浓度的偏差应在 ±１５０％以内。如表４所
示，ＦＮＬ血浆样品在室温白光条件下放置４８ｈ、在 －
２０℃和－７０℃条件下放置３５ｄ、反复冻融６次均稳
定；经前处理后的血浆样品在自动进样器内（８℃）
放置５１ｈ稳定。此外，ＦＮＬ全血样品在室温白光条
件下放置２ｈ稳定、精密度和准确度样品进样完成后
再在自动进样器内（８℃）放置 １８ｈ稳定。ＦＮＬ和
ＦＮＬ－ｄ４储备液在室温白光条件下放置４８ｈ稳定，
在－２０℃条件下放置２２ｄ稳定；工作液在室温白光条
件下放置４５ｈ稳定，在４℃条件下放置２１ｄ稳定。

表４　血浆样品稳定性（ｎ＝６）
Ｔａｂ４　ＳｔａｂｉｌｉｔｙｏｆＦＮＬｉｎｈｕｍａｎｐｌａｓｍａ

储存条件　　

（ｓｔｏｒａｇｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ）　　

理论浓度

（ｎｏｍｉｎａｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ）／（ｎｇ·ｍＬ－１）

检测浓度

（ｍｅａｓｕｒｅｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ）／（ｍｅａｎ±ＳＤ，ｎｇ·ｍＬ－１）

ＲＳＤ／

％

Ｂｉａｓ／

％

４８ｈ短期放置稳定性 ０９０ ０８８±００３ ３６ －２２２

（４８ｈｓｈｏｒｔ－ｔｅｒｍｓｔａｂｉｌｉｔｙ），１０～３０℃ ３７５０ ３７１２±０３１ ０８３ －１０１

６次冻融循环稳定性 ０９０ ０８９±００１ １２ －１１１

（６ｃｙｃｌｅｓｆｒｅｅｚｅ－ｔｈａｗｓｔａｂｉｌｉｔｙ），－２０℃ ３７５０ ３７５３±０２０ ０５４ ００８

６次冻融循环稳定性 ０９０ ０８９±００２ ２０ －１１１

（６ｃｙｃｌｅｓｆｒｅｅｚｅ－ｔｈａｗｓｔａｂｉｌｉｔｙ），－７０℃ ３７５０ ３７４８±０３７ １０ －００５

３５ｄ长期放置稳定性 ０９０ ０８９±００１ ０８８ －１１１

（３５ｄｌｏｎｇ－ｔｅｒｍｓｔａｂｉｌｉｔｙ），－２０℃ ３７５０ ３７５９±０４９ １３ ０２４

３５ｄ长期放置稳定性 ０９０ ０９０±００２ ２５ ０００

（３５ｄｌｏｎｇ－ｔｅｒｍｓｔａｂｉｌｉｔｙ），－７０℃ ３７５０ ３７３３±０３５ ０９４ －０４５

５１ｈ自动进样器放置稳定性 ０９０ ０９０±００３ ３４ ０００

（５１ｈａｕｔｏ－ｓａｍｐｌｅｒｓｔａｂｉｌｉｔｙ），－７０℃ ３７５０ ３８１８±０５３ １４ １８１

２６７　其它　用空白血浆以１∶２体积比稀释稀释质
控（９０００ｎｇ·ｍＬ－１）血浆样品，测定浓度与理论浓
度偏差范围在 ±１５０％之间（ＲＳＤ＜１５０％），表明
血浆样品稀释３倍结果可靠。定量上限样品进样后
的空白样品中，待测物和内标残留分别小于在定量

下限样品中ＦＮＬ峰面积平均值的２００％和ＦＮＬ－ｄ４
峰面积平均值的５０％，残留不会影响样品定量。分
析批最大连续进样２３０针样品，质控样品精密度和
准确度均符合标准。

２７　试验样品再分析
在１９２０个有效样品中选择在 Ｃｍａｘ附近和消除

相样品的 １９８个未知样品进行试验样品再分析
（ＩＳＲ），同一受试者的ＩＳＲ在其２个周期样品检测完
成后开展。以重分析浓度与首次测定浓度的差值除

以二者均值计算偏差，要求至少２／３的ＩＳＲ样品的偏

差在±２００％以内。结果显示，１９２个样品的偏差范
围为－５５％～５９％，通过率为１００％。
３　药代动力学参数与生物等效性评价

健康人体受试者空腹和餐后服用受试制剂和参

比制剂后的平均血药浓度－时间曲线见图３，主要药
代动力学参数见表５。

餐后试验和空腹试验各２４例受试者纳入生物
等效性数据集（ＢＥＳ），按照“２５”项下进行生物等效
性分析。如表６所示，餐后试验中和空腹试验中，受
试制剂和参比制剂的Ｃｍａｘ、ＡＵＣ０－ｔ、ＡＵＣ０－∞几何均值
比 ９０％置信区间分别为：８８６４％～１１２２８％和
９４０１％～１０６２３％、９６０６％～１０８２０％和９４７１％～
１０２０３％、９６６０％～１０８６５％和９５１８％～１０２４７％，
均在８０００％～１２５００％［２１］，受试制剂和参比制剂生

物等效。
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Ａ．餐后组（ｐｏｓｔｐｒａｎｄｉａｌｔｅｓｔ）　Ｂ．空腹组（ｆａｓｔｉｎｇｔｅｓｔ）

图３　餐后和空腹试验伏诺拉生平均血药浓度－时间曲线（ｎ＝２４）

Ｆｉｇ３　Ｍｅａｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ－ｔｉｍｅｃｕｒｖｅｓｕｎｄｅｒｆｅｄａｎｄｆａｓｔｉｎｇｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

表５　餐后和空腹试验伏诺拉生药代动力学参数（ｍｅａｎ±ＳＤ，ｎ＝２４）
Ｔａｂ５　ＰｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆＦＮＬｉｎｐｏｓｔｐｒａｎｄｉａｌａｎｄｆａｓｔｉｎｇｔｅｓｔｓ

参数

（ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ）

餐后试验（ｐｏｓｔｐｒａｎｄｉａｌｔｅｓｔ） 空腹试验（ｆａｓｔｉｎｇｔｅｓｔ）

Ｔ Ｒ Ｔ 参比制剂Ｒ

Ｔｍａｘ／ｈ ２３９±０９３ ２４９±１０７ １５１±０４６ １６１±０６２

Ｃｍａｘ／（ｎｇ·ｍＬ－１） ２９０８±１１５９ ２８７３±１０２５ ２６８７±８１４ ２６９３±８０９

ＡＵＣ０－ｔ／（ｈ·ｎｇ·ｍＬ－１） ２５８９０±８７７１ ２５０３３±７３１３ ２２３０８±４３２７ ２２７５６±４６２６

ＡＵＣ０－∞／（ｈ·ｎｇ·ｍＬ
－１） ２６６０７±８８０７ ２５６６４±７４５４ ２２９０４±４２９８ ２３２９２±４７５４

Ｔ１／２／ｈ ７４４±１１７ ７３５±１１７ ７１７±１２０ ７３２±１２７

　注（ｎｏｔｅ）：Ｔｍａｘ以中位数表示（Ｔｍａｘｗａｓｅｘｐｒｅｓｓｅｄａｓｔｈｅｍｅｄｉａｎ）

表６　餐后和空腹口服富马酸伏诺拉生片后伏诺拉生生物等效性结果
Ｔａｂ６　ＢｉｏｅｑｕｉｖａｌｅｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆＦＮＬａｆｔｅｒｏｒａｌｄｏｓｅｔｈｅｔｅｓｔｏｒｒｅｆｅｒｅｎｃｅｐｒｏｄｕｃｔｕｎｄｅｒｐｏｓｔｐｒａｎｄｉａｌａｎｄｆａｓｔｉｎｇｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

试验　　

（ｔｅｓｔ）　　

参数　　

（ｐａｒａｎｅｔｅｒ）　　

几何平均值

（ｇｅｏｍｅｔｒｉｃｍｅａｎ）

Ｔ Ｒ

几何均值比

（ｇｅｏｍｅｔｒｉｃ

ｍｅａｎ

ｒａｔｉｏ）／％

几何均值比９０％

置信区间

（９０％ｃｏｎｆｉｄｅｎｃｅ

ｉｎｔｅｒｖａｌｓ）／％

个体内变异系数

（ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ

ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｏｆ

ｖａｒｉａｔｉｏｎ）ＲＳＤ／％

试验

把握度

（ｐｏｗｅｒ）／

％

餐后 Ｃｍａｘ／（ｎｇ·ｍＬ－１） ２７００ ２７０６ ９９７６ ８８６４～１１２２８ ２４２ ８６４７

（ｐｏｓｔｐｒａｎｄｉａｌ） ＡＵＣ０－ｔ／（ｈ·ｎｇ·ｍＬ－１） ２４４５４ ２３９８６ １０１９５ ９６０６～１０８２０ １２０ ＞９９９９

ＡＵＣ０－∞／（ｈ·ｎｇ·ｍＬ
－１） ２５２１１ ２４６０９ １０２４５ ９６６０～１０８６５ １１９ ＞９９９９

空腹 Ｃｍａｘ／（ｎｇ·ｍＬ－１） ２５８７ ２５８８ ９９９３ ９４０１～１０６２３ １２４ ＞９９９９

（ｆａｓｔｉｎｇ） ＡＵＣ０－ｔ／（ｈ·ｎｇ·ｍＬ－１） ２１８７７ ２２２５４ ９８３０ ９４７１～１０２０３ ７５ ＞９９９９

ＡＵＣ０－∞／（ｈ·ｎｇ·ｍＬ
－１） ２２４９７ ２２７７９ ９８７６ ９５１８～１０２４７ ７５ ＞９９９９

４　讨论
本试验建立了简便、快速、灵敏的 ＵＰＬＣ－ＭＳ／

ＭＳ法测定人血浆中伏诺拉生的浓度。本试验中，比
较０１％甲酸水 －０１％甲酸乙腈和０１％甲酸水 －
０１％甲酸甲醇作为流动相进行梯度洗脱，由于乙腈
比甲醇的洗脱能力更强，使用０１％甲酸乙腈作为流
动相Ｂ可使待测物的色谱峰峰形更好。另外，当流
动相中含有低浓度乙酸铵时可使化合物响应增高。

本试验采用甲醇－异丙醇－水－甲酸－１０ｍｏｌ·Ｌ－１

乙酸铵（４０∶４０∶２０∶０５∶００５，ｖ／ｖ）作为洗针液，洗脱
程序设置抽吸前后洗针可以有效地降低样品针残

留。采用同位素化合物作为内标，减少样品前处理

及分析过程中带来的误差，结果更加准确可靠。采

用乙腈蛋白沉淀方法进行预处理，线性范围为

０３０～５０００ｎｇ·ｍＬ－１，具有灵敏度高，基质效应小，
选择性好，检测效率高等优点，适合高通量检测人血
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浆中伏诺拉生的浓度，为富马酸伏诺拉生片的生物

等效性研究提供了一种可靠的分析方法。

文献报道，日本健康男性空腹口服给药伏诺拉生

２０ｍｇ时，Ｃｍａｘ为（２５０±５６）ｎｇ·ｍＬ
－１，ｔｍａｘ＞２ｈ，ｔ１／２

在５１～８７ｈ，第一天和第七天重复给药无显著差
别［２１－２２］。在本试验中，餐后试验和空腹试验 ｔｍａｘ在
１５１～２４９ｈ，餐后达峰时间比空腹晚，因此，食物可
延缓伏诺拉生的吸收。餐后给药受试制剂和参比制剂

的Ｃｍａｘ分别为２９０８和２８７３ｎｇ·ｍＬ
－１，Ｃｍａｘ在受试者

之间的体内ＲＳＤ为２４２％。空腹给药受试制剂和参
比制剂的Ｃｍａｘ分别为２６８７和２６９３ｎｇ·ｍＬ

－１，Ｃｍａｘ在
受试者之间的体内ＲＳＤ为１２４％。因此，该药物制剂
非高变异。在餐后和空腹状态下的 Ｃｍａｘ、ＡＵＣ０－ｔ、
ＡＵＣ０－∞经对数转换后几何均值比的９０％置信区间均
符合规定标准，即在吸收速度、程度上均无差异。因

此，认为伏诺拉生受试制剂和参比制剂在空腹和餐后

状态下生物等效。
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