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液液萃取 ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法同时测定人血浆中甘草酸及甘草次酸
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摘要　目的：建立液液萃取液相色谱－串联质谱法（ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）同时测定人血浆中甘草酸、甘草次酸的浓
度。方法：在０１ｍＬ人空白血浆中加入甘草酸、甘草次酸及内标物 Ａｐｉｘａｂａｎ－１３Ｃ－ｄ３（ＩＳ），离子化试剂

（２０％甲酸溶液）５０μＬ，以乙酸乙酯４９０μＬ、甲基叔丁基醚２１０μＬ为萃取剂，萃取后上清液氮气吹干，再用
含０２％甲酸的［乙腈 －水（１∶１）］溶液 ２００μＬ复溶，进行 ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ分析。色谱条件：采用
ＢｏｓｔｏｎＭｎｉＣ１８（５０ｍｍ×２１ｍｍ，３μｍ）色谱柱，流动相为０２％甲酸水溶液－０２％甲酸乙腈溶液，梯度洗

脱，流速０６ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温 ４０℃，进样体积 ５μＬ，进样器温度 ４℃；质谱条件：采用电喷雾离子源
（ＥＳＩ＋），选择多反应监测模式（ＭＲＭ）进行定量分析，检测离子对分别为 ｍ／ｚ８２３４→４５３３（甘草酸）、
ｍ／ｚ４７１４→１８９０（甘草次酸）和ｍ／ｚ４６４３→４４７１（ＩＳ）。结果：血浆中甘草酸和甘草次酸质量浓度分别在
０５～８０ｎｇ·ｍＬ－１和２～８００ｎｇ·ｍＬ－１范围内线性关系良好（ｒ＞０９９），最低定量浓度分别为０５ｎｇ·ｍＬ－１

和２ｎｇ·ｍＬ－１。批内、批间精密度（ＲＳＤ）均＜６８％，准确度在９２３％～１０４２％；甘草酸和甘草次酸的提取
回收率分别约为２８０％和４００％，ＩＳ的提取回收率约为６５％，ＲＳＤ均小于７９％；甘草酸和甘草次酸的内
标归一化基质因子均约为１，ＲＳＤ均小于７３％。结论：该方法灵敏、准确、简便、快速，可用于人血浆中甘草
酸及甘草次酸的同时测定。

关键词：液液萃取；甘草酸苷；甘草酸；甘草次酸；液质联用；复方甘草酸苷片；代谢物
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（ＬｅｐｕＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ，Ｉｎｃ．，Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ４５０００，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：Ｔｏｅｓｔａｂｌｉｓｈａｌｉｑｕｉｄ－ｌｉｑｕｉｄｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ－ｔａｎｄｅｍｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ
（ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）ｍｅｔｈｏｄｆｏｒｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｃａｃｉｄａｎｄｇｌｙｃｙｒｒｈｅｔｉｎｉｃ
ａｃｉｄｉｎｈｕｍａｎｐｌａｓｍａＭｅｔｈｏｄｓ：Ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｃａｃｉｄ，ｇｌｙｃｙｒｒｈｅｔｉｎｉｃａｃｉｄａｎｄｔｈｅｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄＡｐｉｘａｂａｎ－
１３Ｃ－ｄ３（ＩＳ）ｗｅｒｅａｄｄｅｄｔｏ０１ｍＬｏｆｈｕｍａｎｂｌａｎｋｐｌａｓｍａ５０μＬｏｆｉｏｎｉｚａｔｉｏｎｒｅａｇｅｎｔ（２０％ ｆｏｒｍｉｃａｃｉｄ

ｓｏｌｕｔｉｏｎ），４９０μＬｏｆｅｔｈｙｌａｃｅｔａｔｅａｎｄ２１０μＬｏｆｍｅｔｈｙｌｔｅｒｔ－ｂｕｔｙｌｅｔｈｅｒｗｅｒｅｕｓｅｄａｓｅｘｔｒａｃｔａｎｔＴｈｅｓｕｐｅｒｎａ
ｔａｎｔｗａｓｄｒｉｅｄｂｙｎｉｔｒｏｇｅｎ，ａｎｄｔｈｅｒｅｓｉｄｕｅｗａｓｄｉｓｓｏｌｖｅｄｗｉｔｈ２００μＬａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ－ｗａｔｅｒ（１∶１）ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ
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０２％ ｆｏｒｍｉｃａｃｉｄＡｎｄ５μＬｏｆｒｅｓｕｌｔｉｎｇｓｏｌｕｔｉｏｎｗａｓｉｎｊｅｃｔｅｄｔｏｔｈｅＬＣ－ＭＳ／ＭＳｆｏｒａｎａｌｙｓｉｓＣｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ
ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：ｔｈｅｓａｐａｒａｔｉｏｎｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｏｎａＢｏｓｔｏｎΜｎｉＣ１８（５０ｍｍ×２１ｍｍ，３μｍ）ｃｏｌｕｍｎｗｉｔｈｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅ
ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇｏｆ０２％ ｆｏｒｍｉｃａｃｉｄａｑｕｅｏｕｓｓｏｌｕｔｉｏｎ（ｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅＡ）ａｎｄ０２％ ｆｏｒｍｉｃａｃｉｄａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅｓｏｌｕｔｉｏｎ（ｍｏ
ｂｉｌｅｐｈａｓｅＢ）ｂｙｇｒａｄｉｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎＴｈｅｆｌｏｗｒａｔｅｗａｓ０６ｍＬ·ｍｉｎ－１，ｔｈｅｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｆｃｏｌｕｍｎｗａｓ４０℃Ｔｈｅ
ｓａｍｐｌｅｖｏｌｕｍｅｗａｓ５μＬ，ａｎｄｔｈｅｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｆｔｈｅｓａｍｐｌｅｒｗａｓ４℃Ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ：ｍｕｌｔｉｐｌｅ
ｒｅａｃｔｉｏｎｍｏｎｔｏｒｉｎｇ（ＭＲＭ）ｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｏｎａｔｒｉｐｌｅｑｕａｄｒｕｐｏｌｅｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｅｒｅｑｕｉｐｐｅｄｗｉｔｈａＥＳＩｓｏｕｒｃｅｉｎ
ｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｍｏｄｅＴｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｉｏｎｐａｉｒｓｗｅｒｅｍ／ｚ８２３４→４５３３（ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｃａｃｉｄ），ｍ／ｚ４７１４→１８９０
（ｇｌｙｃｙｒｒｈｅｔｉｎｉｃａｃｉｄ）ａｎｄｍ／ｚ４６４３→４４７１（ＩＳ）ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＲｅｓｕｌｔｓ：Ｔｈｅｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｓｗｅｒｅｌｉｎｅａｒｏｖｅｒ
ｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒｉｏｎｒａｎｇｅｓｏｆ０５－８０ｎｇ·ｍＬ－１ｆｏｒｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｃａｃｉｄａｎｄ２－８００ｎｇ·ｍＬ－１ｆｏｒｇｌｙｃｙｒｒｈｅｔｉｎｉｃａｃｉｄ
（ｒ＞０９９）ｉｎｔｈｅｐｌａｓｍａ，ｔｈｅｌｏｗｅｒｌｉｍｉｔｓｏｆｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ（ＬＬＯＱ）ｗｅｒｅ０５ｎｇ·ｍＬ－１（ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｃａｃｉｄ）ａｎｄ
２ｎｇ·ｍＬ－１（ｇｌｙｃｙｒｒｈｅｔｉｎｉｃａｃｉｄ），ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＩｎｔｅｒ－ａｎｄｉｎｔｒａ－ｂａｔｃｈｐｒｅｃｉｓｉｏｎｓ（ＲＳＤｓ）ｗｅｒｅｌｅｓｓｔｈａｎ
６８％，ａｎｄｔｈｅａｃｃｕｒａｃｙｒａｎｇｅｄｆｒｏｍ９２３％ ｔｏ１０４２％Ｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅｓｏｆｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｃａｃｉｄａｎｄｇｌｙｃｙｒｒｈｅｔ
ｉｎｉｃａｃｉｄｗｅｒｅａｂｏｕｔ２８０％ ａｎｄ４００％ ｓｅｐａｒａｔｅｌｙ，ａｎｄｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓｏｆＩＳｗｅｒｅａｂｏｕｔ６５０％，ｔｈｅｐｒｅｃｉｓｉｏｎ
（ＲＳＤｓ）ｗｅｒｅｌｅｓｓｔｈａｎ７９％Ｔｈｅｎｏｒｍａｌｉｚｅｄｍａｔｒｉｘｆａｃｔｏｒｓｏｆｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｃａｃｉｄａｎｄｇｌｙｃｙｒｒｈｅｔｉｎｉｃａｃｉｄｗｅｒｅ
ａｂｏｕｔ１，ａｎｄｔｈｅｐｒｅｃｉｓｉｏｎ（ＲＳＤｓ）ｗｅｒｅｌｅｓｓｔｈａｎ７３％Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｔｈｅｍｅｔｈｏｄｉｓｓｅｎｓｉｔｉｖｅ，ａｃｃｕｒａｔｅ，
ｓｉｍｐｌｅ，ｒａｐｉｄａｎｄａｐｐｌｉｃａｂｌｅｔｏｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｃａｃｉｄａｎｄｇｌｙｃｙｒｒｈｅｔ
ｉｎｉｃａｃｉｄｉｎｈｕｍａｎｐｌａｓｍａ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｌｉｑｕｉｄ－ｌｉｑｕｉｄｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ；ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｎ；ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｃａｃｉｄ；ｇｌｙｃｙｒｒｈｅｔｉｎｉｃａｃｉｄ；ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ；ｃｏｍ
ｐｏｕｎｄｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｎｔａｂｌｅｔｓ；ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ

　　复方甘草酸苷片由甘草酸单铵、甘氨酸和蛋氨
酸组成。主要适应症为治疗治疗慢性肝病，改善肝

功能异常。可用于治疗湿疹、皮肤炎、斑秃。甘草酸

单铵主要成分为甘草酸，甘草酸具有抗炎、保护肝功

能、抗病毒、免疫调节等药理作用［１］，在临床应用发

挥主要作用，在体内经不同方式水解转换为甘草次

酸而发挥疗效［２］。目前，主要代谢产物甘草次酸检

测方法有液相色谱法［３－５］和ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法［６－１６］，原

型药物甘草酸的检测方法及原型药物与其代谢产物

甘草次酸同时检测的方法报道极少，文献［１７］报道
采用 ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法同时测定人血浆中甘草酸和甘
草次酸，但样品处理使用样本量较大、且使用固相萃

取柱进行样品处理，成本耗费较大。本研究采用液

液萃取的样品处理方法，减少样本量，降低样品测定

成本。本文旨在建立灵敏度高，高效、准确、可靠、经

济的 ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法同时测定人血浆中甘草酸及其
代谢物甘草次酸的浓度。

１　仪器与试药
１１　仪器

ＡＢＳＣＩＥＸＥｘｉｏｎＬＣ－ＱＴＲＡＰ５５００高效液相色
谱仪 －三重四极杆线性离子阱质谱仪（ＡＢＳＣＩＥＸ

公司）及 Ａｎａｌｙｓｔ１６３色谱工作站；色谱柱为Ｂｏｓｔｏｎ
ＭｎｉＣ１８（５０ｍｍ×２１ｍｍ，３μｍ，１２０?）；ＸＰ６型十
万分之一电子分析天平（梅特勒 －托利多仪器上海
有限公司）；ＶＯＲＴＥＸ－５型涡旋混合器（海门市其
林贝尔仪器制造有限公司）；ＮＤＫ２００－１Ａ型９６孔
氮吹仪（杭州米欧仪器有限公司）；ＭＴＶ－１００型多
管漩涡混合仪（杭州奥盛仪器有限公司）；ＰＣＲ－Ｓ
ＥＡＬＥＲ型封膜机（北京鼎昊源科技有限公司）；
Ｈ２０５０Ｒ型医用离心机（湖南湘仪实验室仪器开发
有限公司）。

１２　试药
甲醇（质谱纯）、乙腈（质谱纯）购于Ｆｉｓｈｅｒ公司，

甲酸（色谱纯，Ｄｉｋｍａｐｕｒｅ公司），水为蒸馏水（屈臣氏
公司），对照品甘草酸铵（批号１１０７３１－２０１４１８，含量
以甘草酸铵 ９３１％计）、甘草次酸（批号 １１０７２３－
２０１５１４，含量 ９９３％）购于中国食品药品检定研究
院，内标（ｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄ，ＩＳ）Ａｐｉｘａｂａｎ－１３Ｃ－ｄ３
（ＴＬＣ公司，批号１８６９－０１２Ａ５，纯度９８７％）。
２　方法与结果
２１　色谱－质谱条件
２１１　色谱条件　采用 ＢｏｓｔｏｎΜｎｉＣ１８（５０ｍｍ×
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２１ｍｍ，３μｍ）色谱柱，以０２％ 甲酸水溶液为流动
相Ａ，０２％ 甲酸乙腈溶液为流动相 Ｂ，梯度洗脱
（０～０５ｍｉｎ，３５％Ｂ→４５％Ｂ；０５～１０ｍｉｎ，４５％Ｂ→
７０％Ｂ；１０～２５ｍｉｎ，７０％Ｂ；２５～３３ｍｉｎ，７０％Ｂ→
９５％Ｂ；３３～４０ｍｉｎ，９５％Ｂ→３５％Ｂ），流速０６ｍＬ·
ｍｉｎ－１，柱温 ４０℃，进样体积 ５μＬ，自动进样器
温度４℃。
２１２　质谱条件　电喷雾离子源（ＥＳＩ），正离子模
式采集，多反应离子监测模式（ＭＲＭ），甘草酸的监
测离子 ｍ／ｚ８２３４／４５３３（碰撞能为 ３５Ｖ、去簇电
压为 ２００Ｖ），甘草次酸的监测离子 ｍ／ｚ４７１４／
１８９０（碰撞能为 ４５Ｖ、去簇电压为 １８０Ｖ），内标
（ＩＳ）Ａｐｉｘａｂａｎ－１３Ｃ－ｄ３的监测离子 ｍ／ｚ４６４３／
４４７１（碰撞能为３０Ｖ、去簇电压为１７０Ｖ），电喷雾
电压５５００Ｖ，涡旋离子喷雾温度 ５５０℃，气帘气
２１×１０５Ｐａ，碰撞池气体 Ｍｅｄｉｕｍ，雾化气（Ｇａｓ１）
３４×１０５Ｐａ，辅助气（Ｇａｓ２）３８×１０５Ｐａ，入口电压
１０Ｖ，碰 撞 室 出 口 电 压 （ＣＸＰ）１３Ｖ，驻 留
时间１００ｍｓ。
２２　溶液配制
２２１　混合对照品溶液　分别取甘草酸铵（以甘草
酸计）、甘草次酸对照品适量，精密称定，用甲醇溶解

并稀释制成每１ｍＬ中约含０５ｍｇ的溶液；精密量取
适量，用稀释剂［甲醇 －水（１∶１）］逐级稀释制成每
１ｍＬ约含甘草酸 ００１、００２、００４、００８、０２４、０６、
１２８、１６μｇ和甘草次酸００４、００８、０２、０６、１８、
４８、１２８、１６μｇ系列浓度的混合对照品溶液。
２２２　内标工作溶液　取 Ａｐｉｘａｂａｎ－１３Ｃ－ｄ３对照
品适量，精密称定，用甲醇溶解并稀释制成每 １ｍＬ
中约含０５ｍｇ的溶液；精密量取适量，用稀释剂［甲
醇－水（１∶１）］稀释制成每 １ｍＬ中约含 ２ｎｇ的溶
液。溶液均置于４℃冰箱贮存备用。
２２３　标准曲线血浆和质控样品　精密量取对照
品溶液适量，用空白血浆稀释制成每１ｍＬ中约含
甘草酸０５、１、２、４、１２、３０、６４、８０ｎｇ和甘草次酸２、
４、１０、３０、９０、２４０、６４０、８００ｎｇ系列浓度的标准曲线
血浆。

精密量取对照品溶液适量，用空白血浆稀释制

成每１ｍＬ中约含甘草酸１５、１０、６０ｎｇ和甘草次酸
６、７５、６００ｎｇ的低、中、高３个浓度水平的血浆质控
样品。

上述血浆质控样品溶液置于－８０℃冰箱贮存备

用，标准曲线血浆临用新鲜配制。

２２４　血浆样品处理　精密量取血浆样品１００μＬ
至９６孔深板中，加入甲醇－水（１∶１）（空白试剂、空
白血浆）或内标工作溶液（零浓度样品、标准曲线血

浆、质控样品、血浆样品）２５μＬ，依次往每个血浆样
品中加入２０％甲酸溶液５０μＬ、乙酸乙酯４９０μＬ、甲
基叔丁基醚 ２１０μＬ，涡旋混合 ５ｍｉｎ，在 ４℃，
３５００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，取上清液５００μＬ，用 Ｎ２
吹干，用含 ０２％甲酸的［乙腈 －水（１∶１）］溶液
２００μＬ复溶，涡旋混合后，在４℃，３５００ｒ·ｍｉｎ－１离
心１０ｍｉｎ，取上清液进行ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ分析。
２３　萃取溶剂确定

按照“２２１”和“２２３”项下操作方法，配制
定量下限（ＬＬＯＱ）和定量上限（ＵＬＯＱ）样品血浆，分
别平行制备３份，采用“２２４”项下血浆样品处理
方式，使用正己烷、甲基叔丁基醚（ｍｅｔｈｙｌｔｅｒｔ－ｂｕ
ｔｙｌｅｔｈｅｒ，ＭＴＢＥ）与乙酸乙酯配制成不同比例的混合
溶液作为萃取溶剂，分析结果详见图１。由结果可
知，在含有正己烷的萃取剂中，甘草次酸响应均较

强，甘草酸随着乙酸乙酯的比例增大而增大；在含

有甲基叔丁基醚的萃取剂中，甘草次酸响应相对较

强，ＬＬＯＱ响应可满足测定要求，甘草酸随着乙酸乙
酯的比例增大亦呈增大趋势。２种体系的萃取剂，
甘草次酸的响应均可以满足测定要求的条件下，等

比例时相比，含有甲基叔丁基醚体系的萃取剂中甘

草酸的响应较强，如图１－ｄ、ｆ的萃取条件下，前者
ＬＬＯＱ样品中甘草酸未出峰，ＵＬＯＱ样品中甘草酸
响应较弱。ＭＴＢＥ－乙酸乙酯（３∶７）萃取条件下，甘
草酸和甘草次酸均的灵敏度均可以满足测定要求，

由此确定本研究使用液液萃取溶剂为 ＭＴＢＥ－乙酸
乙酯（３∶７）。并对萃取溶剂的加入方式（样品处理
过程：①加入按照萃取溶剂比例配制的 ＭＴＢＥ和乙
酸乙酯混合溶液；②按照萃取溶剂比例依次加入
ＭＴＢＥ和乙酸乙酯；③按照萃取溶剂比例依次加入
乙酸乙酯和 ＭＴＢＥ３种方式）进行考察，结果发现
ＭＴＢＥ和乙酸乙酯加入方式对甘草酸提取效果无明
显影响；对甘草次酸提取效果略有响应，影响大小

顺序为方式３、方式１、方式２，甘草次酸响应较好，
萃取剂加入方式不影响其测定，便于操作采用

方式３。
２４　方法学验证
２４１　选择性　按“２２４”和“２１”项下的样品
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正己烷－乙酸乙酯（ｎ－ｈｅｘａｎｅ－ｅｔｈｙｌａｃｅｔａｔｅ）：ａ．５∶５　ｂ．１∶９　ｃ．２∶８　ｄ．３∶７

ＭＴＢＥ－乙酸乙酯（ｅｔｈｙｌａｃｅｔａｔｅ）：ｅ．５∶５　ｆ．３∶７　ｇ．７∶３　ｈ．２∶８　ｉ．９∶１

图１　不同萃取剂体系下定量下限（ＬＬＯＱ，Ａ）和定量上限（ＵＬＯＱ，Ｂ）样品溶液中甘草酸、甘草次酸响应（以峰面积平均值，ｎ＝３）比较图

Ｆｉｇ．１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｃａｃｉｄａｎｄｇｌｙｃｙｒｒｈｅｔｉｎｉｃａｃｉｄｒｅｓｐｏｎｓｅｓ（ａｖｅｒａｇｅｐｅａｋａｒｅａ，ｎ＝３）ｉｎｔｈｅｓａｍｐｌｅｓｏｆｔｈｅｌｏｗｅｒｌｉｍｉｔｑｕａｎｔｉｔａ

ｔｉｏｎ（ＬＬＯＱ，Ａ）ａｎｄｕｐｐｅｒｌｉｍｉｔｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ（ＵＬＯＱ，Ｂ）ｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｘｔｒａｃｔａｎｔｓｙｓｔｅｍｓ

处理方法及分析方法条件，本实验考察了６个不同
来源的空白血浆。空白血浆、空白血浆＋内标、空白
血浆＋甘草酸、甘草次酸的对照品溶液及受试者服
药后 ２４ｈ血浆样品的典型色谱见图 ２。由结果可
知，甘草酸、甘草次酸和内标（ＩＳ）的峰保留时间分别

约为０９４、２１１和０６７ｍｉｎ。空白血浆中待测物和
内标出峰处均无干扰，给药后血浆中甘草酸与未知

峰１、甘草次酸与未知峰２可完全分离，且其他内源
性基质不干扰待测物及内标的测定，表明方法选择

性良好。
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Ａ．空白血浆（ｂｌａｎｋｐｌａｓｍａ）　Ｂ．空白血浆 ＋内标 ＋甘草酸（１２ｎｇ·ｍＬ－１）＋甘草次酸（９０ｎｇ·ｍＬ－１）［ｂｌａｎｋｐｌａｓｍａ＋ＩＳ＋ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｃａｃｉｄ
（１２ｎｇ·ｍＬ－１）＋ｇｌｙｃｙｒｒｈｅｔｉｎｉｃａｃｉｄ（９０ｎｇ·ｍＬ－１）］　Ｃ．健康受试者口服复方甘草酸苷片（ｎ＝３）后２４ｈ的血浆样品（ａｐｌａｓｍａｓａｍｐｌｅｆｒｏｍｏｎｅ
ｈｅａｌｔｈｙｖｏｌｕｎｔｅｅｒ２４ｈａｆｔｅｒｏｒａｌａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｎｔａｂｌｅｔｓ）
图２　典型色谱图

Ｆｉｇ．２　Ｔｙｐｉｃａｌｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ
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２４２　标准曲线、定量下限（ＬＬＯＱ）　按照“２２３”
和“２２４”项下方法操作，制备标准曲线血浆，按
“２１”项下方法进行测定，以甘草酸、甘草次酸血浆
标准曲线溶液中的峰面积与内标峰面积的比值 Ｙ分
别为纵坐标，以甘草酸、甘草次酸血浆标准曲线溶液

的质量浓度Ｃ为纵坐标，采用加权最小二乘法，权重
系数１／Ｃ２，进行线性拟合，得甘草酸和甘草次酸的线
性方程：

Ｙ＝００２６３Ｃ＋０００１３４　ｒ＝０９９９３
Ｙ＝００２６０Ｃ＋０００１２９　ｒ＝０９９９１

表明甘草酸和甘草次酸的质量浓度在０５～８０
ｎｇ·ｍＬ－１和２～８００ｎｇ·ｍＬ－１线性关系良好。

按照“２２３”和“２２４”项方法，制备６份 ＬＬＯＱ

浓度的血浆标准曲线溶液，按“２１”项条件进行测定，
连续３ｄ，结果显示，甘草酸和甘草次酸在ＬＬＯＱ浓度
的血浆标准曲线溶液中的准确度分别为（９９２±
７７）％和（１０１２±６８）％，ＲＳＤ分为７８％和６７％，
表明本方法ＬＬＯＱ准确度和精密度良好。
２４３　批内、批间的准确度和精密度　按照
“２２３”和“２２４”项下方法操作，制备低、中、高３
个浓度的血浆质控样品，各浓度平行６份，按“２１”
项条件进行测定，连续３ｄ，考察批内、批间的准确度
和精密度，结果见表 １。批内、批间的准确度在
９２３％～１０４２％范围内，其平均准确度偏差（ＲＥ）
在±１５％以内及精密度（ＲＳＤ）均小于１５％，表明本
方法批内、批间的准确度和精密度良好。

表１　血浆质控样品中甘草酸和甘草次酸测定批内、批间的准确度和精密度
Ｔａｂ．１　Ｉｎｔｒａ－ａｎｄｉｎｔｅｒ－ｂａｔｃｈａｃｃｕｒａｃｉｅｓａｎｄｐｒｅｃｉｓｉｏｎｓｏｆｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｃａｃｉｄａｎｄｇｌｙｃｙｒｒｈｅｔｉｎｉｃａｃｉｄｉｎＱＣｐｌａｓｍａｓａｍｐｌｅｓ

成分　 　 　

（ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ）　 　 　

Ｃ／

（ｎｇ·ｍＬ－１）

批内（ｉｎｔｒａ－ｂａｔｃｈ）（ｎ＝６） 批间（ｉｎｔｅｒ－ｂａｔｃｈ）（ｎ＝１８）

ＲＥ／％ ＲＳＤ／％ ＲＥ／％ ＲＳＤ／％

甘草酸（ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｃａｃｉｄ） １５ －０８２ ５６ －１７ １７

１０ －００２ ２７ －１２ １０

６０ ２７ ３２ －０２２ ２５

甘草次酸（ｇｌｙｃｙｒｒｈｅｔｉｎｉｃａｃｉｄ） ６ －４６ ５８ －００９ ４４

７５ －２８ ６８ １３ ３５

６００ －７７ ４１ －３４ ４１

２４４　基质效应及提取回收率　取６份不同来源的
空白血浆，按照“２２３”和“２２４”项方法制备６份
不同来源的空白基质样品，经萃取吹干后加入甘草

酸、甘草次酸对照品溶液和ＩＳ溶液适量，用复溶剂复
溶后，按“２１”项条件进行测定，以甘草酸、甘草次酸
和ＩＳ的峰面积与相同浓度不存在基质样品测定的峰
面积平均值之比计算基质因子，以甘草酸和甘草次

酸基质因子与ＩＳ基质因子之比计算内标归一化的基
质因子，结果见表３。甘草酸、甘草次酸和 ＩＳ的基质
因子的 ＲＳＤ均小于１５％，甘草酸、甘草次酸的内标
归一化基质因子的 ＲＳＤ均小于 １５％，符合测定
要求。

按照“２２３”和“２２４”项下方法制备低、中、高
３个浓度的血浆质控样品，各浓度平行６份，按“２１”
项条件进行测定，以甘草酸和甘草次酸的峰面积与

相同浓度不存在基质样品测定的峰面积的平均值之

比计算提取回收率，结果见表２。血浆质控样品中甘
草酸、甘草次酸和ＩＳ提取回收率相对较低，但其提取

回收率的 ＲＳＤ均小于１５％，且响应强度满足测定灵
敏度要求，表明提取回收率符合测定需求。

２４５　稳定性　据文献［１７］报道，甘草酸和甘草次
酸在血浆样品中，室温条件下放置 ４ｈ内稳定；
（－２０±５）℃或（－８０±１０）℃条件下放置３个月内
均稳定；反复冻融试验（－８０±１０）℃至室温条件，３
个冻融循环）及样品处理后（５±４）℃条件下放置
４８ｈ内均稳定；标准溶液在（５±４）℃条件下贮存３
个月内稳定，在室温条件下放置４ｈ内稳定。因本研
究中在文献［１７］样品处理方法上进行改进，将在原
来的复溶剂 ０１％甲酸的［乙腈 －水（１∶１）］改为
０２％甲酸的［乙腈－水（１∶１）］，色谱系统基本一致，
故未再进行稳定性相关的考察研究。

２５　样品测定
空腹用药试验为单中心、单剂量、开放、随机、交

叉、两制剂、４周期、两序列、全重复、参比制剂标度的
平均生物等效性试验。２４名中国健康男性受试者，
年龄≥１８周岁，体重不低于 ５００ｋｇ，体重指数
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　　　 表２　甘草酸、甘草次酸和内标的基质效应及提取回收率
Ｔａｂ．２　ＴｈｅｍａｔｒｉｘｅｆｆｅｃｔｓａｎｄｅｘｔａｃｔｉｏｎｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓｏｆｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｃａｃｉｄａｎｄｇｌｙｃｙｒｒｈｅｔｉｎｉｃａｃｉｄａｎｄＩＳ

成分　　　

（ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ）　　　

Ｃ／

（ｎｇ·ｍＬ－１）

基质效应（ｍａｔｒｉｘｅｆｆｅｃｔｓ）（ｎ＝６） 提取回收率（ｅｘｔａｃｔｉｏｎｒｅｃｏｖｅｒｙ）

基质因子

（ｍａｔｒｉｘｆａｃｔｏｒ）

归一化基质因子

（ｎｏｒｍａｌｉｚｅｄｍａｔｒｉｘｆａｃｔｏｒ）

ＲＳＤ／

％

回收率

（ｒｅｃｏｖｅｒｙ）／％

ＲＳＤ／

％

甘草酸（ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｃａｃｉｄ） １５ ０９９ １０２ ３７ ２７５ ４９

１０ ０９４ ０９８ ３６ ２７４ ５７

６０ ０９４ ０９９ ４０ ２８３ ４６

甘草次酸（ｇｌｙｃｙｒｒｈｅｔｉｎｉｃａｃｉｄ） ６ ０９９ １０２ ４２ ３９６ ５２

７５ ０９９ １０３ ５８ ４１０ ３０

６００ ０９８ １０３ ７３ ４１７ ７９

ＩＳ ２ ０９７ ／ ３８ ６４０ ４４

０９６ ／ ４１ ６５３ ２６

０９５ ／ ４５ ６６７ ３６

（ＢＭＩ）在（１９０～２６０ｋｇ·ｍ－２范围内（包括临界
值）。本研究受试者均签署知情同意书，并经伦理委

员会批准。复方甘草酸苷片受试制剂（Ｔ，乐普药业
股份有限公司）、参比制剂（Ｒ，商品名美能，由日本米
诺发源制药株式会社持证，秋山片剂株式会社生产，

卫材（中国）药业有限公司分装）的用药剂量均为３
片（每片含甘草酸苷２５ｍｇ、甘氨酸２５ｍｇ、蛋氨酸２５
ｍｇ）。受试者空腹至少１０ｈ，空腹口服３片受试制剂
（Ｔ）或参比制剂（Ｒ），温开水约２４０ｍＬ送服。清洗
期为７ｄ。每周期给药０ｈ（用药前１ｈ内）和用药后
０２５、０５、１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、
１６、２４、３６、４８和７２ｈ采集血样，置ＥＤＴＡ－Ｋ２采血管
中，摇匀，２５００ｒ·ｍｉｎ－１离心（４℃）５ｍｉｎ，分离血浆
样品，并于－８０℃冷冻保存。按照“２２４”和“２２”

项方法进行测定。采用 ＳＡＳＶ９４软件处理受试者
空腹口服受试制剂和参比制剂后甘草酸、甘草次酸

的浓度 －时间数据，非房室模型法计算甘草酸、甘草
次酸的药代动力学参数 Ｃｍａｘ、ｔｍａｘ、ＡＵＣ０－ｔ、ＡＵＣ０－∞、
ｔ１／２等，结果见表３，平均血药浓度 －时间曲线见图３。
以甘草酸、甘草次酸的主要药代动力学参数 Ｃｍａｘ、
ＡＵＣ０－ｔ、ＡＵＣ０－∞为指标进行生物等效性评价。并根
据相对 生 物 利 用 度 Ｆ＝（ＡＵＣ０－ｔ，Ｔ ×ＤｏｓｅＴ）／
（ＡＵＣ０－ｔ，Ｒ×ＤｏｓｅＲ）×１００％，计算相对生物利用度
Ｆ。受试制剂和参比制剂的 Ｃｍａｘ、ＡＵＣ０－ｔ、ＡＵＣ０－∞
经对数转换后进行方差分析，其几何均值比的９０％
置信区间均在 ８０００％～１２５００％范围内，可认为
空腹状态下受试制剂与参比制剂在健康中国人体

内生物等效。

表３　２４名健康受试者口服受试制剂或参比制剂后的主要药动学参数
Ｔａｂ．３　Ｍａｉｎｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒｓｉｎ２４ｈｅａｌｔｈｙｖｏｌｕｎｔｅｅｒｓａｆｔｅｒｏｒａｌａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆｔｅｓｔａｎｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ

参数　　

（ｐａｒａｍｅｔｅｒ）　　

甘草酸（ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｃａｃｉｄ） 甘草次酸（ｇｌｙｃｙｒｒｈｅｔｉｎｉｃａｃｉｄ）

受试制剂

（ｔｅｓｔｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ）

参比制剂

（ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ）

受试制剂

（ｔｅｓｔｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ）

参比制剂

（ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ）

ＡＵＣ０－ｔ／（ｎｇ·ｈ·ｍＬ－１） ２２００３±１３１３６ ２０４２６±１１９９２ ５３０７４６±２１９２８１ ５４６５６１±２１４４９８

ＡＵＣ０－∞／（ｎｇ·ｈ·ｍＬ
－１） ２１２７６±１２９７８ １９７０７±１１８７２ ４７３９９４±２１７６３１ ４８６２１８±２２５００６

Ｃｍａｘ／（ｎｇ·ｍＬ－１） ２０３６±１２４６ ２０２０±１０５７ ３００２１±１６７９１ ３０９８８±１８５８６

ｔ１／２／ｈ ６５８±１９１ ５５６±１３０ ８９±５４５ １０３４±６３３

ｔｍａｘ／ｈ ４５３±２６０ ３９２±２５０ １４８５±７２４ １４３３±５６４

３　讨论
３１　样品处理方法

本实验采用液液萃取方式进行样品处理。文

献报道，甘草次酸的血浆样品处理方式为蛋白沉

淀、液液萃取、过固相萃取柱等方式进行样品处理。

使用固相萃取柱缺点为成本昂贵，样本使用量大。
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故直接进行蛋白沉淀和液液萃取 ２种方式处理样
品，乙酸乙酯、正己烷、甲基叔丁基醚、不同比例的

乙酸乙酯 －正己烷及乙酸乙酯 －甲基叔丁基醚等
试剂为萃取剂，以不同浓度的醋酸和甲酸溶液为离

子化试剂进行考察。结果发现：采用甲基叔丁基醚

为萃取剂时，甘草酸提取效果较差，不能满足测定

要求；采用乙酸乙酯为萃取剂时，甘草次酸和甘草

酸的响应均较好，但大批量进样后出现分析物及内

标响应不稳定情况，基于血浆样品中少量磷脂等被

提取出来，产生基质背景，影响目标物分析。选择

乙酸乙酯与甲基叔丁基醚或正己烷不同比例的混

合溶剂，进行萃取溶剂筛选，一是利于消除基质背

景，二是可以缩短经萃取获得上清液的浓缩时间

（用氮气吹干的过程）。最终以 Ａｐｉｘａｂａｎ－１３Ｃ－ｄ３
为内标物及乙酸乙酯 －甲基叔丁基醚（７∶３）为萃取
剂，以２０％甲酸为离子化试剂时，甘草酸和甘草次
酸基质效应相对较好，且响应较高，能满足测定

需求。
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图３　２４例健康受试者口服复方甘草酸苷片受试和参比制剂后甘草酸（Ａ）和甘草次酸（Ｂ）的平均血药浓度－时间曲线（珔ｘ±ｓ，ｎ＝２４）

Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅｍｅａｎｐｌａｓｍａｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ－ｔｉｍｅｃｕｒｖｅｓｏｆｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｃａｃｉｄ（Ａ）ａｎｄｇｌｙｃｙｒｒｈｅｔｉｎｉｃａｃｉｄ（Ｂ）ａｆｔｅｒｏｒａｌａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆｔｅｓｔａｎｄ

ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｎｔａｂｌｅｔｓｉｎ２４ｈｅａｌｔｈｙｖｏｌｕｎｔｅｅｒｓ

３２　内标物选择
内标物选择基本原则为内标物与目标分析物结

构相似、性质相似、互不干扰，推荐使用目标分析物

的同位素化合物作为内标物。

本研究开展时未能获得甘草酸和甘草次酸的

同位素标准物质，根据文献及实验室现有化合物进

行筛选，文献报道甘草次酸及甘草酸的内标物有原

儿茶酸［３］，普萘洛尔［７］、格列喹酮［８］、２０（Ｓ）－人参
皂苷 Ｒｈ２

［１４］、格列本脲［１５］、α－常春藤皂苷［１６－１７］、

齐墩果酸［１９］、酮洛芬［２０］、熊果酸［２，１８，２１］、氯霉素［２２］、

奥美拉唑［２３］及文献［１４］汇总的内标物等，其结构均

与甘草酸和甘草次酸有近似之处，但相差较远。由

此，在不同样品处理方式下，利用实验室现有格列

喹酮、α－常春藤皂苷、氯沙坦钾、氯沙坦酸、瑞舒
伐他汀钙、阿托伐他汀钙、他克莫司、替格瑞洛代

谢物、缬沙坦 －ｄ３、利伐沙班 －ｄ４、Ａｐｉｘａｂａｎ－
１３Ｃ－ｄ３等多种化合物为内标物，于不同沉淀剂、
不同萃取剂体系中，进行内标物筛选，结果可知以

乙酸乙酯 －甲基叔丁基醚（７∶３）为萃取剂、以
２０％甲酸为离子化试剂，Ａｐｉｘａｂａｎ－１３Ｃ－ｄ３为内

标物时，甘草酸和甘草次酸的基质效应均较好，符

合测定要求，结果证实 Ａｐｉｘａｂａｎ－１３Ｃ－ｄ３可以作
为甘草酸和甘草次酸的内标物。甘草酸、甘草次

酸和Ａｐｉｘａｂａｎ－１３Ｃ－ｄ３的结构式见图４，利用阿哌
沙班与其同位素化合物（Ａｐｉｘａｂａｎ－１３Ｃ－ｄ３）性质
相似，可进一步采用阿哌沙班作为内标物进行方

法考察，确定阿哌沙班可替代 Ａｐｉｘａｂａｎ－１３Ｃ－ｄ３
为内标物，以降低成本。

３３　质谱条件选择
在正离子电离方式下，通过一级和二级质谱扫

描确定了定量离子对（Ｑ１／Ｑ３）为８２３４／４５３３（甘草
酸）、４７１４／１８９０（甘草次酸）；在ＭＲＭ模式下，优化
得到甘草酸的碰撞能（ＣＥ）为３５Ｖ、去簇电压（ＤＰ）
为２００Ｖ和甘草次酸的 ＣＥ为４５Ｖ、ＤＰ为１８０Ｖ，其
他质谱参数均采用仪器推荐值。

３４　色谱条件选择
根据ＥＳＩ＋一级质谱扫描获得甘草酸和甘草次酸

的母离子（Ｑ１）特征离子峰归属均为［Ｍ＋Ｈ］＋，采用
ＥＳＩ＋、ＭＲＭ方式同时监测甘草酸和甘草次酸，要求
提供 Ｈ＋的离子化环境，优先考虑挥发性酸，结果
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图４　甘草酸（Ａ）、甘草次酸（Ｂ）和Ａｐｉｘａｂａｎ－１３Ｃ－ｄ３（Ｃ）的结构式

Ｆｉｇ．４　Ｔｈｅｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｆｏｒｍｕｌａｏｆｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｃａｃｉｄ（Ａ）、ｇｌｙｃｙｒｒｈｅｔｉｎｉｃａｃｉｄ（Ｂ）ａｎｄＡｐｉｘａｂａｎ－１３Ｃ－ｄ３（Ｃ）

采用０２％甲酸水溶液和０２％甲酸乙腈溶液作为流
动相，为二者提供了稳定的离子化环境。文献［２４］
报道甘草酸单铵盐（即甘草酸苷），主成分为 １８α，
２０β－甘草酸和１８β，２０β－甘草酸的铵盐，以 １８β，
２０β－甘草酸的铵盐为主，作为母药，甘草酸苷进入
人体后便快速水解为活性代谢产物甘草次酸，以 ２
种形式８β，２０β－甘草次酸和１８α，２０β－甘草次酸同
时存在。同时结合文献［２５－２６］分析，推断图１中未知
峰１为１８α，２０β－甘草酸，未知峰２为８α，２０β－甘
草次酸。通过 Ｃ１８、Ｈｉｌｉｃ、ＡＱ及 ＲＰ等色谱柱筛选，
ＢｏｓｔｏｎΜｎｉＣ１８（５０ｍｍ×２１ｍｍ，３μｍ）效果较好，甘
草酸保留强，且甘草酸峰与未知峰１及甘草次酸峰
与未知峰２分离效果较好，可满足分析测定要求。
３５　灵敏度比较

本研究中甘草次酸的监测方式不同于文献报

道（大部分采用ＥＳＩ－），在ＥＳＩ＋、ＭＲＭ方式下，采用
液液萃取的方式处理血浆样品，获得甘草酸和甘草

次酸均灵敏度较好，且经济成本低，使用样本体积

小（所需样本量为１００μＬ），实现了甘草酸和甘草
次酸同时测定，甘草酸的定量浓度为０５～８０ｎｇ·
ｍＬ－１及甘草次酸的定量浓度为２～８００ｎｇ·ｍＬ－１，
均与文献［１７］相当，定量下限（ＬＬＯＱ）浓度均相
同，文献［１７］中所需样本量为５００μＬ，甘草酸的定量
浓度为０５～２００ｎｇ·ｍＬ－１及甘草次酸的定量浓度
为２～８００ｎｇ·ｍＬ－１，但该文献中采用固相萃取方
法进行血浆样品处理，固相萃取柱的使用，增加了

研究成本。

本实验建立了 ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法同时测定人血浆
中甘草酸及其代谢物甘草次酸的浓度，其样品处理

方式为液液萃取，该方法具有选择性好、灵敏、准确、

快速以及使用样本量少等特点，可用于测定人血浆

中甘草酸及其代谢物甘草次酸的浓度。
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