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摘要：目的　本研究以４－氯－７－硝基苯并－２－氧杂 －１，３－二唑（ＮＢＤ－Ｃｌ）
为衍生化试剂，建立ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ分析方法，用于定量检测胺基类药物美沙拉秦
（ｍｅｓａｌａｚｉｎｅ，５－ＡＳＡ）以及巯基类药物甲巯咪唑（ｍｅｔｈｉｍａｚｏｌｅ，ＭＭＩ）与卡托普利
（ｃａｐｔｏｐｒｉｌ，ＣＡＰ）。方法　血浆样品采用衍生化法和蛋白沉淀法。对不同药物进
行衍生化条件考察（衍生化试剂浓度、反应温度、衍生化时间），以 Ｔｈｅｒｍｏ
ＡｃｃｕｃｏｒｅＴＭＣ１８（２４μｍ，３０ｍｍ×４６ｍｍ）、ＡｇｉｅｎｔＰｏｒｏｓｈｅｌｌ１２０ＥＣ－Ｃ１８（４μｍ，
５０ｍｍ×４６ｍｍ）为分析柱，０１％ 甲酸水 －乙腈、０１％ 甲酸水 －甲醇和 ５ｍＭ
乙酸铵－甲醇∶乙腈（Ｖ∶Ｖ＝５０∶５０）为梯度流动相，流速分别为０５ｍＬ·ｍｉｎ－１和
０６ｍＬ·ｍｉｎ－１，采用 ＥＳＩ源在多反应监测方式（ＭＲＭ）下进行正／负离子检测。
结果　５－ＡＳＡ、ＭＭＩ和ＣＡＰ均与 ＮＢＤ－Ｃｌ发生亲核取代反应，在适宜衍生化条
件下反应迅速且彻底。所建立的ＭＭＩ分析方法线性范围为１００～５００ｎｇ·ｍＬ－１，线
性关系良好（ｒ＝０９９８９）。ＣＡＰ和５－ＡＳＡ分析方法线性范围均为２００～１０００
ｎｇ·ｍＬ－１，且线性关系良好（ＣＡＰ：ｒ＝０９９９３，５－ＡＳＡ：ｒ＝０９９９６），批内、批间
精密度（ＣＶ）和准确度（ＲＥ）均＜１５％，能够满足相关药物剂型的实际样品检测。
结论　所建立的３种药物的 ＮＢＤ－Ｃｌ衍生化 ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ分析方法具有高灵
敏度、专属强、背景噪音小等优势，并成功解决了 ＭＭＩ和５－ＡＳＡ质谱响应低、
色谱保留差以及ＣＡＰ易被氧化等方面的缺陷，所需血浆样品量少，分析时间短，
为３种药物的生物样品分析提供了可行的方案，同时也表明 ＮＢＤ－Ｃｌ衍生化技
术在胺基类和巯基类药物分析中具有一定的适用性。
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ｏｘａ－１，３－ｄｉａｚｏｌｅ（ＮＢＤ－Ｃｌ）ａｓａｄｅｒｉｖａｔｉｚａｔｉｏｎｒｅａｇｅｎｔｔｏｅｓｔａｂｌｉｓｈ
ａｎＬＣ－ＭＳ／ＭＳａｎａｌｙｔｉｃａｌｍｅｔｈｏｄｆｏｒｔｈｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆａｃｌａｓｓ
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（ＭＭＩ）ａｎｄｃａｐｔｏｐｒｉｌ（ＣＡＰ）Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｐｌａｓｍａｓａｍｐｌｅｓｗｅｒｅ
ｐｒｏｃｅｓｓｅｄｕｓｉｎｇｄｅｒｉｖａｔｉｚａｔｉｏｎａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｓＯｐｔｉｍａｌ
ｄｅｒｉｖａｔｉｚａｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ（ｄｅｒｉｖａｔｉｚａｔｉｏｎｒｅａｇｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ｒｅａｃｔｉｏｎ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ，ａｎｄｄｅｒｉｖａｔｉｚａｔｉｏｎｔｉｍｅ）ｗｅｒｅｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄｆｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｄｒｕｇｓＴｈｅａｎａｌｙｔｉｃａｌｃｏｌｕｍｎｓｕｓｅｄｗｅｒｅＴｈｅｒｍｏＡｃｃｕｃｏｒｅＴＭ Ｃ１８
（２４μｍ，３０ｍｍ×４６ｍｍ），ＡｇｉｌｅｎｔＰｏｒｏｓｈｅｌｌ１２０ＥＣ－Ｃ１８（４μｍ，
５０ｍｍ×４６ｍｍ）ａｓａｎａｌｙｔｉｃａｌｃｏｌｕｍｎｓ，ｗｉｔｈ０１％ ｆｏｒｍｉｃａｃｉｄ－
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ｐｏｓｉｔｉｖｅ／ｎｅｇａｔｉｖｅｉｏｎｄｅｔｅｃｔｉｏｎｉｎｍｕｌｔｉｐｌｅｒｅａｃｔｉｏｎｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ（ＭＲＭ）ｍｏｄｅＲｅｓｕｌｔｓ　５－ＡＳＡ，ＭＭＩ，ａｎｄＣＡＰａｌｌ
ｕｎｄｅｒｇｏｎｕｃｌｅｏｐｈｉｌｉｃｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎｒｅａｃｔｉｏｎｓｗｉｔｈＮＢＤ－Ｃｌ，ｒｅａｃｔｉｎｇｒａｐｉｄｌｙａｎｄｃｏｍｐｌｅｔｅｌｙｕｎｄｅｒｓｕｉｔａｂｌｅｄｅｒｉｖａｔｉｚａｔｉｏｎ
ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓＴｈｅｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄＭＭＩａｎａｌｙｔｉｃａｌｍｅｔｈｏｄｈａｓａｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅｏｆ１００－５００ｎｇ·ｍＬ－１，ｗｉｔｈｇｏｏｄｌｉｎｅａｒｉｔｙ
（ｒ＝０９９８９）ＴｈｅｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅｓｏｆｔｈｅＣＡＰａｎｄ５－ＡＳＡａｎａｌｙｔｉｃａｌｍｅｔｈｏｄｓａｒｅｂｏｔｈ２００－１０００ｎｇ·ｍＬ－１，ｗｉｔｈｇｏｏｄ
ｌｉｎｅａｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ（ＣＡＰ：ｒ＝０９９９３，５－ＡＳＡ：ｒ＝０９９９６）Ｔｈｅｉｎｔｒａ－ａｎｄｉｎｔｅｒ－ｂａｔｃｈｐｒｅｃｉｓｉｏｎ（ＣＶ）ａｎｄａｃｃｕｒａｃｙ
（ＲＥ）ｗｅｒｅｂｏｔｈｌｅｓｓｔｈａｎ１５％，ｍａｋｉｎｇｔｈｅｍｅｔｈｏｄｓｓｕｉｔａｂｌｅｆｏｒｔｈｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆａｃｔｕａｌｓａｍｐｌｅｓｏｆｔｈｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｄｒｕｇ
ｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎｓａｎｄｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙａｐｐｌｉｅｄｔｏｔｈｅｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓｔｕｄｉｅｓｏｆＭＭＩＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＴｈｅｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄＮＢＤ－Ｃｌ
ｄｅｒｉｖａｔｉｚａｔｉｏｎＬＣ－ＭＳ／ＭＳａｎａｌｙｔｉｃａｌｍｅｔｈｏｄｓｆｏｒｔｈｅｔｈｒｅｅｄｒｕｇｓｅｘｈｉｂｉｔａｄｖａｎｔａｇｅｓｓｕｃｈａｓｈｉｇｈｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ，ｓｔｒｏｎｇ
ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ，ａｎｄｌｏｗｂａｃｋｇｒｏｕｎｄｎｏｉｓｅ，ａｎｄｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙａｄｄｒｅｓｓｔｈｅｉｓｓｕｅｓｏｆｌｏｗｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅ，ｐｏｏｒｓｐｅｃｔｒａｌ
ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ，ａｎｄｔｈｅｔｅｎｄｅｎｃｙｏｆＣＡＰｔｏｏｘｉｄｉｚｅＴｈｅｍｅｔｈｏｄｓｒｅｑｕｉｒｅｍｉｎｉｍａｌｐｌａｓｍａｓａｍｐｌｅｖｏｌｕｍｅａｎｄｈａｖｅｓｈｏｒｔａｎａｌｙｓｉｓ
ｔｉｍｅｓ，ｐｒｏｖｉｄｉｎｇａｆｅａｓｉｂｌｅｓｏｌｕｔｉｏｎｆｏｒｔｈｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｓａｍｐｌｅｓｏｆｔｈｅｔｈｒｅｅｄｒｕｇｓＴｈｅｙａｌｓｏｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｔｈｅ
ａｐｐｌｉｃａｂｉｌｉｔｙｏｆＮＢＤ－Ｃｌｄｅｒｉｖａｔｉｚａｔｉｏｎｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙｉｎｔｈｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆａｍｉｎｅ－ａｎｄｔｈｉｏｌ－ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｄｒｕｇｓ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＮＢＤ－Ｃｌ；ｄｅｒｉｖａｔｉｚａｔｉｏｎ；ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ；ｂｌｏｏｄｄｒｕｇｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

　　液相色谱 －串联质谱（ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）是一种高灵
敏度、高选择性的分析技术，已广泛应用于药物分析、

临床诊断和环境监测等领域［１］。然而，一些药物，特

别是胺基类和巯基类化合物，由于其固有的理化性

质，在 ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ分析中存在离子化效率低、灵敏度
不足、色谱保留行为差等问题。化学衍生化技术是一

种解决上述问题的有效手段，通过结构修饰引入具有

强电离特性的功能基团或疏水性基团，从而显著增强

目标化合物的电离效率及质谱响应信号，改善色谱保

留行为及分离选择性［２－３］。４－氯 －７－硝基苯并 －
２－氧杂－１３－二唑（４－ｃｈｌｏｒｏ－７－ｎｉｔｒｏｂｅｎｚｏ－２－
ｏｘａ－１，３－ｄｉａｚｏｌｅ，ＮＢＤ－Ｃｌ）是一种广泛使用的衍生
化试剂，可与胺和硫醇等多种官能团反应，生成具有

强紫外吸收和荧光特性的衍生物［４－８］，其独特的化学

性质使其在低浓度药物和代谢物的检测中展现出显

著优势，因此也被应用于ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ分析中。
美沙拉嗪（Ｍｅｓａｌａｚｉｎｅ，５－ＡＳＡ）为溃疡性结肠炎治

疗一线药物，血浆浓度监测对疗效评估与剂量优化至关

重要。其检测难点在于：①分子量小（１５３１ｇ·ｍｏｌ－１），
缺乏强电离基团，电喷雾电离源中离子化效率低，信

号响应弱；②亲水性强，反相色谱中保留弱，易与生物
基质内源性成分共洗脱，进一步降低检测灵敏度。

中巯咪唑（ｍｅｔｈｉｍａｚｏｌｅ，ＭＭＩ）是抗甲状腺功能亢进
症核心药物，治疗窗窄且个体药代动力学差异显著，需精

准浓度监测。其分子量小（１１４１７ｇ·ｍｏｌ－１），分子含巯
基（－ＳＨ），导致常规 Ｃ１８柱保留效果差，易快速流
出色谱柱，分离效率低。目前仅少数文献报道其

ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ体内浓度测定方法，检测技术尚不

成熟［９－１１］。

卡托普利（ｃａｐｅｏｐｒｉｌ，ＣＡＰ）作为血管紧张素转换
酶抑制剂，广泛用于高血压、心力衰竭等疾病治疗。

其分子含游离巯基（－ＳＨ）与羧基（－ＣＯＯＨ），在生物
基质中易氧化形成二硫键二聚体，稳定性差；其极性

强，在反相色谱保留弱，ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ检测灵敏度不
足。现有研究多通过二硫苏糖醇（ＤＴＴ）还原法或对
溴苯甲酰甲基溴（ｐ－ＢＰＢ）衍生化法［１２－１６］。

本研究旨在评估 ＮＢＤ－Ｃｌ作为衍生化试剂在
ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法中对胺基类和巯基类药物进行药代动
力学研究的应用潜力，通过对衍生化反应条件进行优

化，建立灵敏、选择性高的 ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ方法，用于支
持上述药物的药代动力学及生物等效性研究，具体衍

生化示意图见图１。

图 １　５－ＡＳＡ、ＭＭＩ、ＣＡＰ和ＮＢＤ－Ｃｌ衍生化反应示意图
Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｄｅｒｉｖａｔｉｚａｔｉｏｎｒｅａｃｔｉｏｎｓｆｏｒ５－
ＡＳＡ，ＭＭＩ，ＣＡＰ，ａｎｄＮＢＤ－Ｃｌ
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材料与方法

１　药品与试剂
ＣＡＰ对照品 （批号：１００３１８－２０１１０３，纯度：

９９５％）和５－ＡＳＡ对照品（批号：１００５６５－２０２１０３，含
量：９９７％）均购自中国食品药品检定研究院；ＣＡＰ－
ｄ３（批号：２０－ＪＨＹ－１２４－３，纯度：９５％）购自 ＴＲＣ公
司；５－ＡＳＡ－ｄ３（批号：３３０３－００６Ａ６，含量：９９２％）
和ＭＭＩ－ｄ３（批号：２８７２－０９１Ａ１，含量：９９３％）对照
品均购自加拿大 ＴＬＣ公司；ＭＭＩ对照品（批号：
１９－ＡＰＲ－２４－００，含量：９８４％）购自美国 ＱＣＣ公
司，ＮＢＤ－Ｃｌ购自东京化成工业株式会社；甲醇和乙
腈（色谱级）均购自美国Ｆｉｓｈｅｒ公司；娃哈哈纯净水购
自杭州娃哈哈集团有限公司。

２　仪器
美国ＡＢＳｃｉｅｘ公司ＡＰＩ４５００型串联质谱仪（配有

ＴｕｒｂｏＩｏｎｓｐｒａｙ离子化源及 Ａｎａｌｙｓｔ１６３数据处理系
统）；日本岛津公司ＬＣ－２０ＡＤ型高效液相色谱系统。

方法与结果

１　色谱条件与质谱条件
色谱条件 １（ＭＭＩ－ＮＢＤ）　色谱柱为 Ｔｈｅｒｍｏ

ＡｃｃｕｃｏｒｅＴＭＣ１８（２４μｍ，３０ｍｍ×４６ｍｍ）；保护柱为
在线过滤器；梯度洗脱程序如下所示：Ａ为０１％甲酸
水溶液，Ｂ为乙腈。梯度洗脱：０１ｍｉｎ，３５％Ｂ；
１０ｍｉｎ，９０％Ｂ；１５ｍｉｎ，９０％Ｂ；１６ｍｉｎ，３５％Ｂ；
２６ｍｉｎ，ｓｔｏｐ（０８－１８ｍｉｎ切入质谱）；流速为
０５ｍＬ·ｍｉｎ－１；进样量为５μＬ；柱温为４０℃。

色谱条件 ２（ＣＡＰ－ＮＢＤ）　色谱柱为 Ｔｈｅｒｍｏ
ＡｃｃｕｃｏｒｅＴＭＣ１８（２４μｍ，３０ｍｍ×４６ｍｍ）；保护柱为
预柱；梯度洗脱程序如下所示：Ａ为 ０１％甲酸水溶
液，Ｂ为甲醇。梯度洗脱：０ｍｉｎ，４０％Ｂ；０８ｍｉｎ，
９０％Ｂ；１２８ｍｉｎ，９０％Ｂ；２０ｍｉｎ，４０％Ｂ；３０ｍｉｎ，ｓｔｏｐ
（０８－２５ｍｉｎ切入质谱）。梯度洗脱：流速为
０６ｍＬ·ｍｉｎ－１；进样量为５μＬ；柱温为４０℃。

色谱条件３（５－ＡＳＡ－ＮＢＤ）　色谱柱为 Ａｇｉｅｎｔ
Ｐｏｒｏｓｈｅｌｌ１２０ＥＣ－Ｃ１８（４μｍ，５０ｍｍ×４６ｍｍ）；保护
柱为在线过滤器；梯度洗脱程序如下所示：Ａ为
５ｍｍｏｌ·Ｌ－１乙酸铵，Ｂ为甲醇∶乙腈（Ｖ∶Ｖ＝５０∶５０），
０ｍｉｎ，４０％ Ｂ；０８ｍｉｎ，９０％ Ｂ；１２８ｍｉｎ，９０％ Ｂ；
２０ｍｉｎ，４０％Ｂ；３０ｍｉｎ，ｓｔｏｐ（０７－２５ｍｉｎ切入质谱）；
流速为０６ｍＬ·ｍｉｎ－１；进样量为１０μＬ；柱温为４０℃。

质谱条件　采用电喷雾离子化源（ＴｕｒｂｏＩｏｎｓ
ｐｒａｙ），扫描方式为多反应监测（ＭＲＭ），扫描时间均为
１５０ｍｓｅｃ，卷帘气（ＣＵＲ）均为３０ｐｓｉ。具体参数见表１。

表１　ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ测定ＭＭＩ、ＣＡＰ、５－ＡＳＡ的质谱分析条件
Ｔａｂｌｅ１　ＭａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙａｎａｌｙｓｉｓｐａｒａｍｅｔｅｒｓｉｎｔｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆＭＭＩ，ＣＡＰａｎｄ５－ＡＳＡ

Ｉｔｅｍ Ｍｏｄｅ ＩＳ ＴＥＭ Ｓｔａｎｄａｒｄ ＩｎｔｅｒｎａｌＳｔａｎｄａｒｄ ＣＥ

ＭＭＩ－ＮＢＤ Ｐｏｓｉｔｉｖｅｉｏｎ ５５００Ｖ ５５０℃ ｍ／ｚ２７８１→ｍ／ｚ２０２１ ｍ／ｚ２８１１→ｍ／ｚ２０５１ ３０ｅＶ
ＣＡＰ－ＮＢＤ Ｐｏｓｉｔｉｖｅｉｏｎ ４５００Ｖ ５００℃ ｍ／ｚ３８１１→ｍ／ｚ１１６１ ｍ／ｚ３８４１→ｍ／ｚ１１９１ １５ｅＶ
５－ＡＳＡ－ＮＢＤ Ｎｅｇａｔｉｖｅｉｏｎ －４５００Ｖ ５５０℃ ｍ／ｚ３１５１→ｍ／ｚ２５４１ ｍ／ｚ３１８１→ｍ／ｚ２５７１ －２５ｅＶ

２　溶液配制
对照品系列溶液配制：精密称取 ＭＭＩ和 ＣＡＰ对

照品，经称量因子校正，加入适量体积的甲醇，制得浓

度为１０ｍｇ·ｍＬ－１的储备液；精密称取５－ＡＳＡ对照
品，经称量因子校正，加入适量的二甲基亚砜，制得浓

度为１０ｍｇ·ｍＬ－１的储备液，于 －２０℃冷冻保存。
分别移取３种药物一定体积的储备液，用５０％甲醇稀
释成浓度系列标准溶液和质量控制溶液，于４℃冰箱
保存备用。

内标溶液配制：取 ＭＭＩ－ｄ３和 ＣＡＰ－ｄ３对照品１
瓶（１ｍｇ），经称量因子校正，加入适量体积的甲醇使
其完全溶解；取５－ＡＳＡ－ｄ３对照品１瓶（１ｍｇ），称量
因子校正，加入适量体积的二甲基亚砜，使其完全溶

解制备成１０ｍｇ·ｍＬ－１储备液，于－２０℃冷冻保存。

精密移取一定体积的储备液，用５０％甲醇水溶液稀释
成浓度内标溶液，于４℃冰箱保存备用。
３　血浆样品处理

ＭＭＩ、５－ＡＳＡ样品处理：取 ＭＭＩ、５－ＡＳＡ人血浆
样品各 ５０μＬ，依次加入 ２０μＬ内标溶液、５０μＬ
ＮＢＤ－Ｃｌ衍生化试剂，涡流混合１０ｓ，室温放置反应一
定时间，加入１５０μＬ乙腈后涡旋２ｍｉｎ，以１３２００ｇ转
速离心５ｍｉｎ，ＭＭＩ取４０μＬ上清液至含１６０μＬ５０％
甲醇水溶液的进样管中；ＣＡＰ取５０μＬ上清液至含
１５０μＬ５０％甲醇水溶液的进样管中混匀后待进样分析。

ＣＡＰ样品处理：在室温黄光条件下，取含０５％甲
酸的ＣＡＰ人血浆样品５０μＬ，依次加入２０μＬ内标溶
液、５０μＬＮＢＤ－Ｃｌ衍生化试剂和 ２０μＬ０２５Ｍ
Ｎａ２ＣＯ３溶液，涡流混合１０ｓ，室温放置反应一定时间，
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Ｖｏｌ４２Ｎｏ２Ｊａｎｕａｒｙ２０２６（ＳｅｒｉａｌＮｏ４４８）

加入１５０μＬ乙腈后涡旋２ｍｉｎ，以１３２００ｇ转速离心
５ｍｉｎ，取５０μＬ上清液至含１００μＬ５０％甲醇水溶液
的进样管中涡旋混匀后待进样分析。

４　衍生化反应条件考察
为确定完全衍生化且无过量试剂干扰的最佳

ＮＢＤ－Ｃｌ浓度，实验设计如下：精密量取浓度为定量
上限（ＵＬＯＱ－ＱＣ）的血浆样品５０μＬ，置于１５ｍＬ离
心管中；分别加入 ５０μＬ浓度梯度为 １、５、１０、１５、
２０ｍｇ·ｍＬ－１的 ＮＢＤ－Ｃｌ衍生化试剂涡旋混匀１ｍｉｎ
后，按 “３　血浆样品处理”项下样品处理流程测定衍
生化产物的峰面积。以衍生化产物峰面积为评价指

标，当峰面积达到最大值且不再随ＮＢＤ－Ｃｌ浓度增加
而显著变化时，对应的浓度即为最佳 ＮＢＤ－Ｃｌ浓度。

基于ＮＢＤ－Ｃｌ与化合物的亲核取代反应动力学特
性，考察温度对反应效率的影响：精密量取 ＵＬＯＱ－ＱＣ
浓度的血浆样品 ５０μＬ，加入 ５０μＬ上述优化后浓度
的 ＮＢＤ－Ｃｌ溶液，涡旋混匀后，分别置于 ２５℃、
４０℃、５０℃、６０℃的环境中，反应 ３０ｍｉｎ；反应结束
后室温浴冷却５ｍｉｎ，按检测方法测定衍生化产物峰
面积。通过比较不同温度下的峰面积变化，筛选既能

保证较高反应速率、又避免高温导致化合物降解或衍

生化产物不稳定的最佳反应温度。

在上述优化的ＮＢＤ－Ｃｌ浓度与反应温度基础上，
进一步考察反应时间对衍生化完全性的影响：精密量

取 ＵＬＯＱ－ＱＣ浓度的血浆样品５０μＬ，加入５０μＬ最
佳浓度的ＮＢＤ－Ｃｌ溶液，涡旋混匀后置于最佳温度下
反应，分别于反应 ０ｍｉｎ、１０ｍｉｎ、２０ｍｉｎ、３０ｍｉｎ、
４０ｍｉｎ时取样，按检测方法测定各时间点衍生化产物
峰面积，以峰面积达到稳定平台期的最短时间作为最

佳反应时间。

结　　果

１　衍生化反应条件
结果表明，ＭＭＩ和５－ＡＳＡ的最佳衍生化条件为

５ｍｇ·ｍＬ－１ＮＢＤ－Ｃｌ、２０ｍｉｎ衍生化反应时间和
２５℃衍生化反应温度，ＣＡＰ最佳衍生化条件为
１５ｍｇ·ｍＬ－１ＮＢＤ－Ｃｌ、２０ｍｉｎ衍生化反应时间和
２５℃衍生化反应温度。由于内标溶液在血浆内浓度
远低于待测物定量上限浓度，且衍生化试剂保持过

量，因此内标可基本实现完全衍生化。

２　方法学验证
专属性试验　精密取６份不同来源的空白人血

浆、１份溶血血浆和１份高脂血浆５０μＬ，除不加内标

溶液外，按“２３血浆样品预处理”项下方法操作，记
录色谱图。将定量下限（ＬＬＯＱ）浓度的标准溶液和内
标溶液分别加入空白人血浆，依同法操作，记录色谱

图，如图２。结果表明，空白人血浆不干扰待测物和内
标的测定，待测物和内标之间互相不干扰。

图 ２　ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ测定人血浆中待测物（Ⅰ）和内标（Ⅱ）的
色谱图

Ｆｉｇｕｒｅ２　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｔｈｅａｎａｌｙｔｅ（Ⅰ）ａｎｄｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄ
ａｒｄ（Ⅱ）ｉｎｈｕｍａｎｐｌａｓｍａｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＬＣ－ＭＳ／ＭＳ
注：Ａ：ＭＭＩＢｌａｎｋＨｕｍａｎＰｌａｓｍａＳａｍｐｌｅ；Ｂ：ＭＭＩＬＬＯＱ－ＱＣＰｌａｓｍａ

Ｓａｍｐｌｅ；Ｃ：ＣＡＰＢｌａｎｋＨｕｍａｎＰｌａｓｍａＳａｍｐｌｅ；Ｄ：ＣＡＰＬＬＯＱ－ＱＣＰｌａｓ

ｍａＳａｍｐｌｅ；Ｅ：５－ＡＳＡＢｌａｎｋＰｌａｓｍａＳａｍｐｌｅ；Ｆ：５－ＡＳＡＬＬＯＱ－ＱＣ

ＰｌａｓｍａＳａｍｐｌｅ

　　标准曲线和最低定量限　取空白人血浆１９０μＬ，
加入标准系列溶液１０μＬ，配制成 ＭＭＩ浓度为１００，
２００，１００，２００，１００，２００，４５０，５００ｎｇ·ｍＬ－１的标准
曲线样品，以及含５－ＡＳＡ和 ＣＡＰ浓度为２０，１００，
５００，１００，２００，５００，７５０，１０００ｎｇ·ｍＬ－１的两条标准
曲线样品；其余按“３　血浆样品处理”项下操作，进样
并记录色谱图。以空白人血浆中待测物的浓度为横

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，求得的直线回归方程即

为标准曲线，标准曲线样品浓度即为最低定量下限。

结果见表２，３种药物相关系数 ｒ均大于０９９，线性关
系良好。

精密度与准确度考察　取空白人血浆配制成的５
个质量控制（ＱＣ）－定量下限（ＬＬＯＱ－ＱＣ）、低浓度
（ＬＱＣ）、中低浓度（ＬＭＱＣ）、中浓度（ＭＱＣ）、高浓度
（ＨＱＣ）样品用于考察空白人血浆的精密度与准确度，
具体浓度见表 ３。每一浓度进行 ６样本分析，测定
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　　表２　ＭＭＩ、ＣＡＰ、５－ＡＳＡ的线性关系实验结果
Ｔａｂｌｅ２　ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｒｅｓｕｌｔｓｏｆｌｉｎｅａｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓｆｏｒＭＭＩ，
ＣＡＰ，ａｎｄ５－ＡＳＡ

Ｉｔｅｍ
Ｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅ

（ｎｇ·ｍＬ－１）

Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ

ｅｑｕａｔｉｏｎ

Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ

ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ（ｒ）

ＭＭＩ－ＮＢＤ １－５００ ｙ＝０００６４５ｘ＋００００７７３ ０９９８９
ＣＡＰ－ＮＢＤ ２－１０００ ｙ＝０００６８８ｘ＋００００８１８ ０９９９３
５－ＡＳＡ－ＮＢＤ ２－１０００ ｙ＝０００４６９ｘ＋００００１１６ ０９９９６

３个分析批，并与标准曲线同时进行，由标准曲线计算空
白人血浆和真实基质的ＱＣ样品浓度，求算空白人血浆
和真实基质的精密度（ＣＶ）与准确度（ＲＥ），结果见表４。

提取回收率和基质效应考察：取 ３份空白人血
浆，按照“３　血浆样品处理”项下操作后，直接进行
ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ测定，获得空白人血浆基线值（峰面积均
值），采用低、中、高３个浓度的人血浆ＱＣ样品测得的
峰面积与空白人血浆经预处理后加入相应浓度溶液

的峰面积之比（峰面积均扣除基线值），计算真实基质

中待测物的提取回收率；以低、中、高３个浓度的空白
人血浆ＱＣ样品测得的峰面积与空白人血浆经预处理
后加入相应浓度溶液的峰面积之比，计算空白人血浆

中待测物的提取回收率。取６份不同来源的空白人
血浆和３份不同来源的高脂、溶血血浆，加入低、高浓
度的ＱＣ溶液，用于评价真实基质的基质效应，结果见
表５，本实验所选择的分析条件下可忽略基质效应对
测定的影响。

稳定性试验　本实验考察了低、高２个 ＱＣ样品
人血浆真实基质样品在不同条件下的稳定性。所有

　　
表３　ＭＭＩ、ＣＡＰ、５－ＡＳＡ质控样品标示浓度
Ｔａｂｌｅ３　ＬａｂｅｌｅｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＭＭＩ，ＣＡＰ，ａｎｄ５－ＡＳＡ
ｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌｓａｍｐｌｅｓ

ＱＣ
ＬＬＯＱ－ＱＣ

（ｎｇ·ｍＬ－１）

ＬＱＣ

（ｎｇ·ｍＬ－１）

ＬＭＱＣ

（ｎｇ·ｍＬ－１）

ＭＱＣ

（ｎｇ·ｍＬ－１）

ＨＱＣ

（ｎｇ·ｍＬ－１）

ＭＭＩ １ ３ ３０ １５０ ４００

ＣＡＰ ２ ６ ６０ ３００ ８００

５－ＡＳＡ ２ ６ ６０ ３００ ８００

处理后样品自动进样器放置２４ｈ－７１ｈ内稳定，其他
条件下的稳定性结果见表６。

表４　ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法测定空白人血浆中ＭＭＩ、ＣＡＰ、５－ＡＳＡ的
精密度和准确度（ｎ＝６）
Ｔａｂｌｅ４　ＰｒｅｃｉｓｉｏｎａｎｄａｃｃｕｒａｃｙｏｆＭＭＩ，ＣＡＰ，ａｎｄ５－ＡＳＡｉｎ
ｂｌａｎｋｈｕｍａｎｐｌａｓｍａｂｙＬＣ－ＭＳ／ＭＳ（ｎ＝６）

Ｉｔｅｍ
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

（ｎｇ·ｍＬ－１）

Ｍｅａｓｕｒｅｄ

（ｎｇ·ｍＬ－１）

Ｉｎｔｒａ－ｄａｙ

ＣＶ（％）

Ｉｎｔｅｒ－ｄａｙ

ＣＶ（％）

ＲＥ

（％）

ＭＭＩ １ １０２ ４３ ５７ ２０
３ ２９７ ２６ ２８ －１０
３０ ２９９ １３ １５ －０３
１５０ １４５ １２ １９ －３３
４００ ３８９ １４ ２０ －２８

ＣＡＰ ２ ２１０ ６４ ８４ ４８
６ ６０５ ４６ ３５ ０８
６０ ５９０ ２１ ２８ －１６
３００ ２９２ ２６ １９ －２６
８００ ７６６ １７ ２５ －４３

５－ＡＳＡ ２ ２０２ ５０ ８６ １２
６ ５９３ ４１ ５ －１１
６０ ５９３ ２７ ３７ －１１
３００ ３０２ ２１ ２４ ０９
８００ ８０１ １６ ３１ ０２

表５　ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法测定空白人血浆中ＭＭＩ、ＣＡＰ、５－ＡＳＡ的
提取回收率和基质效应

Ｔａｂｌｅ５　ＥｘｔｒａｃｔｉｏｎｒｅｃｏｖｅｒｙａｎｄｍａｔｒｉｘｅｆｆｅｃｔｓｏｆＭＭＩ，ＣＡＰ，
ａｎｄ５－ＡＳＡｉｎｂｌａｎｋｈｕｍａｎｐｌａｓｍａｂｙＬＣ－ＭＳ／ＭＳ

Ｉｔｅｍ
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
（ｎｇ·ｍＬ－１）

Ｅｘｔｒａｃｔｅｄｒｅｃｏｖｅｒｙ ＭａｔｒｉｘＥｆｆｅｃｔ

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ
（％）

Ｉｎｔｅｒｎａｌ
ｓｔａｎｄａｒｄ

ｒｅｃｏｖｅｒｙ（％）

Ｍａｔｒｉｘ
ｆａｃｔｏｒ
（％）

ＣＶ
（％）

ＭＭＩ ３ ９９３ １０７４ ９９７ ４４
１５０ １０００ ＮＡ ＮＡ
４００ １０６７ ９６５ １９

ＣＡＰ ６ ９８８ １００３ ９７０ ８６
３００ ９９８ ＮＡ ＮＡ
８００ ９７０ ９７４ ６３

５－ＡＳＡ ６ ７３２ ８５１ １０４１ ５５

３００ ７１７ ＮＡ ＮＡ

８００ ７３３ １０１ ４９

表６　ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法测定空白人血浆中ＭＭＩ、ＣＡＰ、５－ＡＳＡ的稳定性（ｎ＝６，ＲＥ／％）
Ｔａｂｌｅ６　ＳｔａｂｉｌｉｔｙｏｆＭＭＩ，ＣＡＰ，ａｎｄ５－ＡＳＡｉｎｂｌａｎｋｈｕｍａｎｐｌａｓｍａｂｙＬＣ－ＭＳ／ＭＳ（ｎ＝６，ＲＥ／％）

Ｉｔｅｍ
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

（ｎｇ·ｍＬ－１）

Ｒｏｏｍｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

ｆｏｒ２２ｈ

Ｆｒｅｅｚｅ－ｔｈａｗ

５ｃｙｃｌｅｓ

Ｐｏｓｔ－ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ｓａｍｐｌｅｒｏｏｍ

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｆｏｒ７１ｈ

Ｌｏｎｇ－ｔｅｒｍｓｔｏｒａｇｅ

ａｔ－６０℃

ｆｏｒ７１ｄ

Ｌｏｎｇ－ｔｅｒｍｓｔｏｒａｇｅ

ａｔ－２０℃

ｆｏｒ７１ｄ

ＭＭＩ ３ －５０ ８０ １０ １５０ １１３

４００ －８３ ７０ －０８ １０５ ８５



ＣｈｉｎＪＣｌｉｎＰｈａｒｍａｃｏｌ 　２２９　　

Ｖｏｌ４２Ｎｏ２Ｊａｎｕａｒｙ２０２６（ＳｅｒｉａｌＮｏ４４８）

续表６（Ｃｏｎｔｉｎｕｅｄｔａｂｌｅｔ６）

Ｉｔｅｍ
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

（ｎｇ·ｍＬ－１）

Ｒｏｏｍｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

ｆｏｒ４ｈ

Ｆｒｅｅｚｅ－ｔｈａｗ

３ｃｙｃｌｅｓ

Ｐｏｓｔ－ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ｓａｍｐｌｅｒｏｏｍ

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｆｏｒ２４ｈ

Ｌｏｎｇ－ｔｅｒｍｓｔｏｒａｇｅａｔ

－６０℃ ｆｏｒ３０ｄ

Ｌｏｎｇ－ｔｅｒｍｓｔｏｒａｇｅ

ａｔ－２０℃ ｆｏｒ３０ｄ

ＣＡＰ ６ －１１３ －７１ ４５ ５０ ２３

８００ －１０５ －４３ １１ －２３ －０９

Ｉｔｅｍ
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

（ｎｇ·ｍＬ－１）

Ｒｏｏｍｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

ｆｏｒ２２ｈ

Ｆｒｅｅｚｅ－ｔｈａｗ

５ｃｙｃｌｅｓ

Ｐｏｓｔ－ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ｓａｍｐｌｅｒｏｏｍ

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｆｏｒ２４ｈ

Ｌｏｎｇ－ｔｅｒｍｓｔｏｒａｇｅ

ａｔ－６０℃ ｆｏｒ４１ｄ

Ｌｏｎｇ－ｔｅｒｍｓｔｏｒａｇｅ

ａｔ－２０℃ ｆｏｒ４１ｄ

５－ＡＳＡ ６ １０ ３３ １２７ １５ ０３

８００ ０１ ５５ ６４ １３ －３８

讨　　论

１　ＣＡＰ样品处理与ＮＢＤ－Ｃｌ衍生化方法确认
根据《中华人民共和国药典》２０２０年版四部 ９０１２

“生物样品定量分析方法验证指导原则”［１７］，评价生

物等效性时应基于母体化合物的浓度，ＶＡＳＨＫＩＶ
Ｅ［１６］学者使用强还原剂 ＤＴＴ测定 ＣＡＰ的浓度，虽可
抑制巯基氧化，但易与血浆内已转换后的卡托普利二

聚体发生非特异性还原反应，从而导致测定的血药浓

度整体偏高，不符合生物等效性研究的标准。陈涛

等［１４］学者在采用 ｐ－ＢＰＢ衍生化法时，通过向全血中
加入 ２０μＬＶＣ溶液实现血浆样品稳定；本研究前期
亦尝试以ＶＣ溶液稳定血浆样品，但其所需使用浓度
较高。而本研究仅采用０５％ 甲酸溶液即可实现样
品稳定，操作更为简便。上述两种方法均具备较高的

检测灵敏度（定量下限 ２ｎｇ·ｍＬ－１）。本研究开发了
一种以ＮＢＤ－Ｃｌ衍生化 ＣＡＰ的新型分析方法，通过
对分离血浆后加入０５％甲酸调节ｐＨ，能够有效抑制
ＣＡＰ上巯基的氧化反应，使得ＣＡＰ样品在室温４ｈ内
保持稳定，能够满足生物样品分析的要求。因此，在

临床血浆样品采集阶段需要对血浆提前进行上述酸

化处理以保证待测物的稳定性。在方法开发过程中，

发现酸性血浆环境中会降低ＮＢＤ－Ｃｌ的反应活性，通
过在样品处理中加入２０μＬ０２５ＭＮａ２ＣＯ３的水溶液
调节ｐＨ至７０－７５，使得 ＣＡＰ与 ＮＢＤ衍生化反应
完全，且衍生化产物在检测条件下无明显降解，确保

了ＣＡＰ在检测过程中的完全转化，为后续定量分析的
准确性提供了保障。

２　ＭＭＩ药物分析及衍生化方法确认
ＭＭＩ作为硫脲类抗甲状腺药物，性质活泼，其

结构中的巯基致使其极性较大，在常规反相 Ｃ１８柱
上保留效果欠佳。这种特性可能源于 ＭＭＩ分子结

构在 Ｃ１８色谱柱相互作用较弱，一方面其较小分子
量限制了在色谱柱上的吸附和保留能力，另一方面

巯基官能团与色谱柱固定相作用不显著，从而致使

其在色谱柱上保留时间较短。在溶液样品中，虽然

灵敏度可以满足基本的测试需求，但在复杂生物基

质尤其是血浆样品中，由于存在大量的内源性物质

和其他干扰因素，ＭＭＩ的低响应问题更加突出，难
以满足分析要求。ＩＴＯＹ等人［９］为了提高 ＭＭＩ在
生物样本中的检测灵敏度和选择性，采用 ＮＢＤ－
Ｃｌ作为衍生化试剂，对血浆样品进行衍生化处理
后，采用液液萃取法完成样品提取，最终建立的分

析方法线性范围为 １－１０００ｎｇ·ｍＬ－１，基于上述
研究基础，本研究同样采用 ＮＢＤ－Ｃｌ作为衍生化
试剂以保证检测的选择性与灵敏度，同时针对样品

前处理环节进行了优化：将液液萃取法替换为蛋白

沉淀法能有效简化了样品处理的操作流程，显著缩

短了样品前处理所需时间，在提升分析效率的同

时，成功维持了与上述研究相同的定量下限，确保

了检测方法的准确性与可靠性。此外，本研究进一

步优化了色谱分离条件，将单次样品的进样分析时

间由７ｍｉｎ缩短至 ２５ｍｉｎ，大幅提升了单位时间
内的样品分析通量，使其更适用于临床大批量血浆

样品中 ＭＭＩ的快速、高效定量分析需求。
３　５－ＡＳＡ临床应用及血药浓度分析方法确认

５－ＡＳＡ作为炎症性肠病治疗的一线药物，目前
市售主要包括口服缓释片、直肠灌肠液及直肠栓剂

等。其中，直肠栓剂因给药途径特殊，药物经直肠黏

膜吸收后需通过直肠静脉丛进入体循环，受个体吸收

差异、黏膜吸收面积及药物在直肠腔内滞留时间等因

素影响，其入血效率显著低于口服制剂，导致人体外

周血中 ５－ＡＳＡ的稳态浓度及达峰浓度均处于较低
水平。国内外对于５－ＡＳＡ的分析方法主要集中在丙
酸酐衍生化上［１８－２０］，田玉林等学者在衍生化后才用



２３０　　 中 国 临 床 药 理 学 杂 志　
第４２卷　第２期　２０２６年１月（总第４４８期）　　　　

乙酸乙酯进行液液萃取样品，该分析方法定量限为

００５－５０００μｇ·ｍＬ－１，此样品处理过程不仅繁琐复
杂，而且灵敏度较低无法满足栓剂等剂型的血药浓度

测定。本实验室也曾使用丙酸酐进行衍生化，所建立

的方法常伴随着干扰峰的存在。因此首次采用

ＮＢＤ－Ｃｌ衍生化试剂对５－ＡＳＡ的胺基进行衍生化，
样品处理过程简单，不仅提高了５－ＡＳＡ的离子化效
率和灵敏度，也解决了干扰峰影响实际血药浓度测定

的问题，同时定量下限可达到２ｎｇ·ｍＬ－１，能够满足
５－ＡＳＡ栓剂等更多剂型的药代动力学试验及生物等
效性研究。

结　　论

本研究通过ＮＢＤ－Ｃｌ衍生化３种药物中胺基和
巯基的方法，成功建立并验证了 ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法测定
人血浆中 ＭＭＩ、ＣＡＰ和５－ＡＳＡ浓度的方法，该方法
准确灵敏且可靠，拓宽了ＮＢＤ－Ｃｌ衍生化试剂的应用
范围，为含胺基类和巯基类药物临床生物样品衍生化

提供了一定的参考。
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