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摘要：目的　建立测定人血浆中尼可地尔浓度的高效液相色谱 －质谱（ＨＰＬＣ－
ＭＳ／ＭＳ）法，并用于健康受试者的药代动力学研究。方法　人血浆样品经乙腈
萃取预处理。色谱柱：ＡｃｑｕｉｔｙＨＰＬＣＢＥＨＣ１８（１７μｍ，２１ｍｍ×５００ｍｍ），流

动相：甲醇（含０１％甲酸）－５ｍｍｏＬ·Ｌ－１乙酸铵（含０１％甲酸）。流速：０２
ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温：４０℃，进样量：５μＬ。梯度洗脱，电喷雾离子源，多反应监测，
正离子扫描，内标为尼可地尔 －ｄ４同位素。考察该方法的专属性、标准曲线与
定量下限、残留效应和稀释可靠性、精密度与回收率、基质效应、稳定性。结果　
建立的方法专属性好，尼可地尔在０２～２０００ｎｇ·ｍＬ－１线性关系良好，其标准
曲线为ｙ＝１０８×１０－１ｘ＋２６６×１０－２（ｒ＝０９９９７），定量下限为０２ｎｇ·ｍＬ－１，无残
留效应，稀释后结果可靠，质控样品批内和批间精密度分别为０６４％ ～８７０％
和０９１％ ～８７０％，批内和批间的准确度分别在 １００００％ ～１１５００％和
９８００％～１１５００％。尼可地尔在低、中、高质控浓度下的提取回收率为
９２７８％～９５３５％，无明显基质效应，稳定性良好。结论　该方法专属性高、准
确度好、稳定、可重复、操作简单，可用于测定尼可地尔血浆中药物浓度。
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　　尼可地尔属于烟酰胺硝酸酯类血管扩张药，既能
激活血管平滑肌钾离子通道，促进Ｋ＋外流、间接阻断
Ｃａ２＋内流，松弛血管平滑肌、扩张血管，还能释放 ＮＯ，
维持血管舒张、调节血流量及血压，抑制血小板在血

管内皮细胞的黏附和聚集等［１－２］。由于尼可地尔具

有独特的双重药理机制，使其在多个国家和地区被广

泛应用于冠心病、心绞痛的长期治疗［３－５］。尽管已有

研究对尼可地尔的药代动力学进行了一定程度的探

索［６］，但对于中国人群的药代动力学特性尚不明确。

本研究旨在建立一种稳定、可重复、操作简单的可用

于测定血浆中尼可地尔浓度的高效液相色谱 －质谱
（ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ－ｔａｎｄｅｍｍａｓｓ
ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）法，并应用于尼可地尔
的人体药代动力学研究，评价尼可地尔在中国健康受

试者体内的药代动力学过程。

材料与方法

１　药品与仪器
尼可地尔片，规格：每片５ｍｇ，批号：２１Ｄ０７０Ｚ，注

册证号：国药准字 ＨＪ２０１６０５４０，日本中外制药株式会
社生产；尼可地尔标准品，含量：９９６％，批号：１０１０７９－
２０２１０３，购自中国食品药品检定研究院；尼可地尔－ｄ４，
含量：９９８％，批号：２９０４－０２４Ａ１，加拿大 ＴＬＣＰａｒ
ｍａｃｅｕｔｉｃａｌＳｔａｎｄａｒｄｓ生产。

ＬＣ－４０Ｄ液相色谱仪（配备液相输液泵、自动进
样器、柱温箱），日本 ＳＨＩＭＡＤＺＵ公司产品；ＴＲＩＰＬＥ
ＱＵＡＤ６５００＋质谱仪、Ａｎａｌｙｓｔ１７３数据分析软件，均
为美国ＡＢＳＣＩＥＸ公司产品。
２　测定条件、溶液配制、血浆样品处理

本研究方法学建立和生物样品检测由河北医科

大学第一医院完成。

色谱条件　色谱柱：ＡｃｑｕｉｔｙＨＰＬＣＢＥＨ Ｃ１８
（１７μｍ，２１ｍｍ×５００ｍｍ）；流动相：Ａ相为甲醇
（含０１％甲酸），Ｂ相为 ５ｍｍｏｌ·Ｌ－１乙酸铵（含
０１％甲酸）；流速：０２ｍＬ·ｍｉｎ－１；柱温：４０℃；进样

量：５μＬ。梯度洗脱程序：０～１０ｍｉｎ，４０％Ａ；１０～
１３ｍｉｎ，４０％Ａ→９７％Ａ；１３～３５ｍｉｎ，９７％Ａ；３５～
３６ｍｉｎ，９７％Ａ→４０％Ａ；３６～５５ｍｉｎ，４０％Ａ。

质谱条件　多反应监测模式，正离子模式，电喷
雾离子源。用于定量分析的离子反应分别为 ｍ／ｚ
２１２１→１３６０（尼可地尔），ｍ／ｚ２１６１→１４００（尼可
地尔－ｄ４，内标）。去簇电压：５０Ｖ；入口电压：５０Ｖ；
碰撞电压：１３０Ｖ；碰撞室出口电压：１００Ｖ；气帘气：
２４１３２ｋＰａ，碰撞气：４８２６ｋＰａ；离子喷射电压：
５５０００Ｖ；离子源气体１压力：３４４７４ｋＰａ；离子源气
体２压力：３４４７４ｋＰａ。

储备液配制　用８０％甲醇配制尼可地尔标准品
得到１ｍｇ·ｍＬ－１的标准曲线和质控的储备液。将尼
可地尔 －ｄ４０８ｍｇ用甲醇 ０８ｍＬ溶解至浓度为
１ｍｇ·ｍＬ－１，再 用 ５０％ 甲 醇 水 稀 释 后 配 制 成
２００ｎｇ·ｍＬ－１的内标储备液。

标准曲线样品与质控样品配制　取标准曲线的
储备液，用乙腈稀释得到质量浓度分别为 ４００、
１０００、２０００、４０００、１００００、２００００、５００００、
１０００００、２０００００、４０００００ｎｇ·ｍＬ－１的系列工作
液。取上述系列工作液１０μＬ于１５ｍＬＥＰ管中，加
入空白血浆１９０μＬ，涡旋３０ｓ，得到０２０、０５０、１００、
２００、５００、１０００、２５００、５０００、１００００、２００００
ｎｇ·ｍＬ－１的标准曲线样品。用上述方法配制尼可地
尔质量浓度为０２０、０５０、１０００、１５０００ｎｇ·ｍＬ－１的
血浆质控样品。

血浆样品处理　取血浆样品５０μＬ，加入乙腈（含
５ｎｇ·ｍＬ－１的内标溶液：尼可地尔－ｄ４）２００μＬ，涡旋
混匀２ｍｉｎ后，以１５×１０４ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，取上
清液１５０μＬ进行ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ分析。
３　方法学考察［７］

专属性　取 ６个不同来源的空白血浆、空白
血浆分别加入尼可地尔和尼可地尔 －ｄ４样品，其
余按照“血浆样品处理”项下方法操作。考察待

测物以及内标峰是否与杂峰分离完全，并提供相

应的图谱。
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标准曲线与定量下限（ｌｏｗｅｒｌｉｍｉｔｏｆｑｕａｎｔｉｆｉｃａ
ｔｉｏｎ，ＬＬＯＱ）　按“标准曲线样品与质控样品配制”及
“血浆样品处理”项下方法操作，建立标准曲线。配制

的尼可地尔质量浓度分别为０２０、０５０、１００、２００、
５００、１０００、２５００、５０００、１００００、２００００ｎｇ·ｍＬ－１，
以待测物质的浓度为横坐标，待测物质与内标峰面积

之比为纵坐标，用加权最小二乘法进行回归，得到线

性回归方程，并确定ＬＬＯＱ。
精密度与回收率　按照“标准曲线样品与质控样

品配制”及“血浆样品处理”项下方法操作，制备

ＬＬＯＱ及低、中、高质量浓度（０２０、０５０、１０００、
１５０００ｎｇ·ｍＬ－１）的尼可地尔质控样品，分别设置
６个平行样品，连续测定３ｄ不同的分析批，以标准曲
线计算质控样品浓度，考察方法的批内、批间准确度

和精密度。按照质控样品的配制方法制备低、中、高

质量浓度（０５０、１０００、１５０００ｎｇ·ｍＬ－１）的尼可地尔血
浆质控样品，按照“血浆样品处理”方法进行处理后，进样

分析，该组峰面积记录为Ａ。分别取６个不同来源的空
白血浆，按照“血浆样品处理”方法进行处理后，分别加入

与处理后的尼可地尔的低、中、高质量浓度（０５０、１０００、
１５０００ｎｇ·ｍＬ－１）质控样品浓度相当的标准品进行分
析，记录峰面积为Ｂ。提取回收率＝Ａ／Ｂ×１００％。

残留效应与稀释可靠性　取２００ｎｇ·ｍＬ－１定量
上线样品进样分析完成后立即分析空白样品，考察待

测物和内标从１个样品到下１个样品的残留。在血
浆样品测定中，有样品质量浓度超过了标准曲线上限

（２００００ｎｇ·ｍＬ－１），对此进行了１０倍稀释系数的考察。
基质效应　将６个不同来源的空白血浆样品按

“血浆样品处理”操作后，得到提取液，分别加入与处

理后的尼可地尔的低、高质量浓度（０５０、１５０００
ｎｇ·ｍＬ－１）质控样品浓度相当的标准品进行分析，记
录峰面积为Ｂ。配制无基质存在的与低、高质量浓度
（０５０、１５０００ｎｇ·ｍＬ－１）质控样品浓度相当的尼可
地尔纯溶液进行分析，记录峰面积为 Ｃ。分别计算
低、高质控样品的基质效应，基质效应＝Ｂ／Ｃ×１００％。

稳定 性 　 取 尼 可 地 尔 质 量 浓 度 为 ０５０、
１５０００ｎｇ·ｍＬ－１的低和高质量浓度质控样品，分
别室温放置４ｈ，在 －８０℃冰箱放置 １个月；反复
冻融３次，按照“血浆样品处理”项下方法操作，测
定样品尼可地尔的浓度，每个样品设置 ６个平行
样。同时考察低、高质量浓度样品处理后在进样盘

放置２４ｈ的稳定性。
４　方法学应用

本研究经河北医科大学第一医院伦理委员会批

准（伦理批号：２０２２０５７８）。所有受试者均签署知情同
意书。试验共入组４０例健康受试者，随机分配到空
腹试验２０例和餐后试验２０例。空腹组２０例受试者
空腹口服尼可地尔片５ｍｇ，温水２４０ｍＬ送服。餐后
组２０例受试者于开始进食高脂餐后３０ｍｉｎ（从开始
进食高脂餐时计时，３０ｍｉｎ内进食完成）时口服尼可
地尔片５ｍｇ，温水２４０ｍＬ送服。２组在０ｈ（给药前
１ｈ内），给药后 １０００、２０００、３０００、４５００ｍｉｎ和
１００、１２５、１５０、１７５、２００、２５０、３００、４００、６００、
８００、１０００、１２００ｈ，共１７个时间点采集静脉血。每
次采集全血约４ｍＬ至含乙二胺四乙酸二钾抗凝剂的
真空采血管中，采集后至离心前将采血管直立放置于

冰水浴中，并于１ｈ内在４℃下，以３０００ｒ·ｍｉｎ－１进
行离心１０ｍｉｎ，２ｈ内完成预处理并储存于 －８０℃冰
箱。应用经方法学确证的 ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法，测定
２０例空腹组及２０例餐后组健康受试者的血药浓度，
根据各组平均药物浓度，绘制２组的平均血药浓度 －
时间曲线。将上述血药浓度数据用药物与统计软件

ＤＡＳ２０通过非房室模型计算药代动力学参数。

结　　果

１　方法学评价
专属性　尼可地尔与内标尼可地尔 －ｄ４样品的

保留时间均为１１１ｍｉｎ，色谱图见图１。结果表明，生
物样品中其他内源成分对被测物的检测没有影响。

图 １　尼可地尔（Ⅰ）和内标尼可地尔－ｄ４（Ⅱ）在血浆基质中
的典型色谱图

Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｔｙｐｉｃａｌｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｎｉｃｏｒａｎｄｉｌ（Ⅰ）ａｎｄｔｈｅ
ｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄｎｉｃｏｒａｎｄｉｌ－ｄ４（Ⅱ）ｉｎｐｌａｓｍａｍａｔｒｉｃｅｓ
Ａ：Ｂｌａｎｋｐｌａｓｍａｓｐｉｋｅｄｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄｓａｍｐｌｅ；Ｂ：Ｌｏｗｅｒｌｉｍｉｔｏｆｑｕａｎｔｉ

ｔａｔｉｏｎｓａｍｐｌｅ
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ５Ｍａｒｃｈ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４２７）

表１　用液相色谱－质谱法测定尼可地尔在血浆中的准确度、精密度、回收率
Ｔａｂｌｅ１　Ａｃｃｕｒａｃｙ，ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ，ｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆｎｉｃｏｒａｎｄｉｌｉｎｐｌａｓｍａｂｙｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ－ｔａｎｄｅｍｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

（ｎｇ·ｍＬ－１）

Ｉｎｔｒａ－ｄａｙ（ｎ＝６） Ｉｎｔｅｒ－ｄａｙ（ｎ＝１８）

Ｍｅａｓｕｒｅｄ

（ｎｇ·ｍＬ－１，珋ｘ±ｓ）

ＲＳＤ

（％）

ＲＥ

（％）

Ｍｅａｓｕｒｅｄ

（ｎｇ·ｍＬ－１，珋ｘ±ｓ）

ＲＳＤ

（％）

ＲＥ

（％）

Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｒｅｃｏｖｅｒｙ

（％，珋ｘ±ｓ）

０２０ ０２３±００２ ８７０ １５００ ０２３±００２ ８７０ １５００ －
０５０ ０５０±００１ ２００ ０００ ０４９±００１ ２０４ －２００ ９２７８±４０８
１０００ １０１２±０２２ ２１７ １２０ １０１６±０２６ ２５６ １６０ ９５３５±１２７８
１５０００ １５０４３±０９６ ０６４ ０２９ １４９１３±１３５ ０９１ －０５８ ９４０４±６５８

ＲＳＤ：Ｒｅｌａｔｉｖｅｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎ；ＲＥ：Ｒｅｌａｔｉｖｅｅｒｒｏｒ

　　标准曲线与 ＬＬＯＱ　尼可地尔在血浆基质中的
在０２～２０００ｎｇ·ｍＬ－１线性关系良好，得到标准曲
线回归方程为 ｙ＝１０８×１０－１ｘ＋２６６×１０－２

（ｒ＝０９９９７）。ＬＬＯＱ为０２ｎｇ·ｍＬ－１。
精密度与回收率　尼可地尔 ＬＬＯＱ、低、中、高

４个质量浓度的质控样品批内和批间精密度分别为
０６４％～８７０％和０９１％～８７０％，批内和批间的准
确度分别在１００００％～１１５００％（０００％～１５００％）
和９８００％～１１５００％（－２００％ ～１５００％）。准确
度和精密度均符合对生物样品测定要求。尼可地尔

在低、中、高质控浓度下的提取回收率在 ９２７８％ ～
９５３５％，结果见表１。

残留效应与稀释可靠性　空白样品在尼可地
尔与内标物峰位处无响应，因此本方法无残留效

应。在血浆样品测定中，有样品质量浓度超过了标

准曲线上限（２００ｎｇ·ｍＬ－１），对此进行了 １０倍稀
释系数的考察。稀释样品的准确度在 ±１５％，相对
标准偏差（ｒｅｌａｔｉｖｅｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎ，ＲＳＤ）＜１５％。
符合要求。

基质效应　低、高质量浓度质控样品中，基质效
应分别为 ９９６７％、１０１５０％，ＲＳＤ分别为 ８４９％、
７９３％。表明样品测定不受基质效应影响。

稳定性　低和高浓度质控样品室温放置 ４ｈ、
－８０℃放置１个月、反复冻融３次，进样器放置２４ｈ的
条件下质控样品的 ＲＳＤ均小于１５％，稳定性结果表
明样品在储存、预处理及待测过程均能保持稳定。各

项指标均满足生物样品测定的要求。

２　方法学应用
２组受试者单次口服尼可地尔后的平均血药浓度－

时间曲线见图２，主要非房室模型统计矩参数见表２，
在对尼可地尔片进行的药代动力学研究中，空腹组与

餐后组的药代动力学参数［包括消除半衰期（ｔ１／２）、曲
线下面积（ＡＵＣ０－∞）、群体表观清除率的几何均数
（ＣＬｚ／Ｆ）、群体表观分布容积的几何均数（Ｖｚ／Ｆ）］显示

出基本一致的趋势。然而，空腹组相较于餐后组，其

达峰时间（ｔｍａｘ）缩短，达峰浓度（Ｃｍａｘ）升高。

图 ２　２组受试者单次口服尼可地尔片的平均血药浓度 －时
间曲线图

Ｆｉｇｕｒｅ２　 Ａｖｅｒａｇｅｐｌａｓｍａｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ－ｔｉｍｅｃｕｒｖｅｏｆａｓｉｎｇｌｅ
ｏｒａｌａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆｎｉｃｏｒａｎｄｉｌｔａｂｌｅｔｓｉｎｔｈｅｔｗｏｇｒｏｕｐｓ

表２　空腹组与餐后组受试者口服尼可地尔药代动力学参数
（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ２　Ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｏｒａｌａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆ
ｎｉｃｏｒａｎｄｉｌｉｎｆａｓｔｉｎｇｇｒｏｕｐａｎｄｆｅｄｇｒｏｕｐ（珋ｘ±ｓ）

Ｐａｒａｍｅｔｅｒ Ｆａｓｔｉｎｇ（ｎ＝２０） Ｆｅｄ（ｎ＝２０）

Ｃｍａｘ（μｇ·Ｌ－１） １２８４５±４７１４ ８１１３±５６２７
ｔｍａｘ（ｈ） ０４９±０３２ ０７６±０８０
ｔ１／２（ｈ） ２１５±１０５ ２０１±０６４
ＡＵＣ０－∞（μｇ·Ｌ

－１·ｈ） １２７２８±３１６２ １２６２６±５９５７
ＣＬｚ／Ｆ（Ｌ·ｈ－１） ４１１８±８３２ ４３４９±３６４８
Ｖｚ／Ｆ（Ｌ） １３０８８±８０９８ １４３２４±１１５５５

讨　　论

尼可地尔作为一种高效抗心绞痛药物，自１９８４年在
日本首次上市后，已在全球获得广泛使用；其独特的

双重作用机制在冠状动脉疾病的治疗上具有显著优

势。然而，药物的疗效与安全性很大程度上依赖于其

体内的药代动力学行为［８－９］。在既往的研究中已报
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道了多种分析方法，用于监测血浆中尼可地尔的浓

度，虽然这些检测方法具有足够的灵敏度，但该药物

的测定还是用了费力的萃取方法，如液 －液萃取法，
涉及干燥然后重构，色谱运行时间长，并伴随着高

定量限水平的背景噪声［１０］。本研究的前处理时将

内标与蛋白沉淀剂预先混合，简化了加样步骤，一

步沉蛋白，提高了操作的便捷性。液相色谱 －质谱
（ｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ－ｔａｎｄｅｍｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，
ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）法也曾多次用于检测血浆中的尼可地
尔［１１］，但既往研究多用结构类似物作为内标。随着

科学的进步，同位素内标在 ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ分析中得到
了广泛应用，因为稳定同位素标记的化合物与被分析

物具有几乎完全相同的分子结构、化学性质、色谱和

质谱行为，从而有效地消除了电离变化和基质

效应［１２］。

在口服药物的给药过程中，摄入的食物成分已被

证实能够显著影响药物的吸收动力学［１３］。本项研究

针对４０例中国健康受试者进行了药代动力学研究，
结果表明食物的摄入对尼可地尔的吸收过程具有显

著影响。具体而言，与国外进行的同类研究相比

较［１４］，中国健康受试者的尼可地尔 ｔｍａｘ与国外研究结
果相似，但在中国受试者中观察到的 ｔ１／２为２ｈ左右，
相较于国外研究中报告的１ｈ要长。这一发现表明不
同种族或人群之间可能存在遗传和生理学上的差异，

这些差异可能对药物的代谢和清除过程产生影响。

因此，种族差异在药代动力学研究中是一个不容忽视

的因素，对于制定个体化给药方案和药物剂量调整具

有重要意义。
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