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摘要：目的　建立测定 Ｂｅａｇｌｅ犬血浆中丙泊酚中／长链脂肪乳的液相色谱串联
质谱（ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）方法，探讨丙泊酚中／长链脂肪乳注射液参比制剂和受试者
制剂静脉注射后，在Ｂｅａｇｌｅ犬体内的药代动力学和生物等效性。方法　用蛋白
沉淀法进行预处理；色谱柱：ＩｎｅｒｔＳｕｓｔａｉｎＡＱ－Ｃ１８柱（５００ｍｍ×２１０ｍｍ，

５μｍ）；流动相：０１％氨水－醋酸铵水溶液；流速：０４ｍＬ·ｍｉｎ－１；柱温：４０℃；
进样量：１０μＬ；离子源：电喷雾离子源，负离子模式，多反应检测。考察该方法的
专属性、标准曲线和定量下限、精密度与回收率、稳定性以及重现性。结果　丙
泊酚在００５～１０００μｇ·ｍＬ－１内，线性关系良好，定量下限为００５μｇ·ｍＬ－１，
准确度在９４２％～１０５０％，批内、批间精密度均小于２０％，稳定性好。参比制
剂和受试制剂的Ｃｍａｘ分别为（８７５±２６６）和（８１５±２７８）μｇ·ｍＬ
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别为（１７１±０４５）和（１８８±０４２）ｈ·μｇ·ｍＬ－１。结论　本研究建立了一种
简便、灵敏、准确的ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ测定方法，可用于测定丙泊酚的含量。
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　　丙泊酚是一种速效短效的静脉麻醉药［１］。由于

其具有起效快、苏醒恢复迅速、持续输注无蓄积等优

点，成为诱导、维持麻醉的首选药物，广泛用于神经外

科麻醉、儿科麻醉、监测麻醉和重症加强护理病房（ｉｎ
ｔｅｎｓｉｖｅｃａｒｅｕｎｉｔ，ＩＣＵ）的镇静［２］。丙泊酚静脉注射常

见的药物不良反应是注射痛［３］。丙泊酚中／长链脂肪
乳注射液为丙泊酚乳剂剂型的药物，溶液中水相游离

丙泊酚的含量少，注射痛明显减轻，易于临床使用。

目前，多家制药公司致力于丙泊酚中／长链脂肪乳注
射液仿制药物的开发。本实验建立了 Ｂｅａｇｌｅ犬血浆
中丙泊酚的液相色谱串联质谱（ｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ
－ｔａｎｄｅｍｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）检测方法，
测定了Ｂｅａｇｌｅ犬静注丙泊酚中／长链脂肪乳的药代动
力学参数，为丙泊酚乳剂剂型的开发及临床合理用药

提供参考依据。

材料与方法

１　材料
动物　普通级Ｂｅａｇｌｅ犬１２只，雌雄各半，体质量

１０４～１３２ｋｇ，犬龄６～１８月，天津裕达实验动物养
殖有限公司提供。动物生产许可号：ＳＣＸＫ（津）
２０２１－０００１。本实验经北京协和建昊医药技术开发
有限责任公司动物管理和使用委员会批准（伦理批

号：ＴＳ２１１２８－ＰＫ）。
药品与试剂　丙泊酚中／长链脂肪乳注射液受试

制剂，规格：每瓶２０ｍＬ／０２ｇ，批号：２１１２２１６１１，批准
文号：国药准字 Ｈ２０２４３１３８，石家庄四药有限公司生
产；丙泊酚中／长链脂肪乳注射液参比制剂，规格：每
瓶２０ｍＬ／０２ｇ，批号：１６ＰＬ９６１５，德国费森尤斯卡比
公司生产；丙泊酚，含量：９９９％，批号：１００８０６－
２０１８０３，麝香草酚，含量：９９９％，批号：１００５０８－
２０１６０３，均购自中国食品药品检定研究院。

仪器　ＬＣ－２０ＡＤ液相色谱仪，日本 ＳＨＩＭＡＤＺＵ
公司产品；ＡＰＩ４０００三重串联四极杆质谱仪，美国 ＡＢ
ＳＣＩＥＸ公司产品。
２　测定条件、标准溶液配制与血浆样本处理

本研究方法学建立和生物样本检测由北京协和

建昊医药技术开发有限责任公司完成。

色谱条件　色谱柱：ＩｎｅｒｔＳｕｓｔａｉｎＡＱ－Ｃ１８柱
（５００ｍｍ×２１ｍｍ，５μｍ）；流动相：Ａ为含有０１％
氨水和２ｍｍｏｌ·Ｌ－１醋酸铵水溶液，Ｂ为甲醇；流速：
０４ｍＬ·ｍｉｎ－１；柱温：４０℃；进样量：１０μＬ。梯度洗
脱程序：０～０５ｍｉｎ，Ｂ１０％；０５～１９ｍｉｎ，Ｂ１０％→
９５％；１９～４０ｍｉｎ，Ｂ９５％；４０～４５ｍｉｎ，Ｂ９５％→
１０％；４５～５０ｍｉｎ，Ｂ１０％。

质谱条件　电喷雾离子源，负离子模式，多离子
反应检测（ｍｕｌｔｉｐｌｅｒｅａｃｔｉｏｎｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ，ＭＲＭ）模式；碰
撞气 ８２７６ｋＰａ；气帘气 ３１０３４ｋＰａ；雾化气 ４１３７９
ｋＰａ；辅助气４１３７９ｋＰａ；离子化温度 ５５０℃；喷雾电
压 －４０００Ｖ；监测离子对丙泊酚 ｍ／ｚ１７７１→１６１，内
标麝香草酚ｍ／ｚ１４９→１３３。

对照品溶液配制　精密称量丙泊酚对照品，甲醇
溶解，配成１ｍｇ·ｍＬ－１的储备液 Ａ。用５０％甲醇将
储备液 Ａ分别稀释至 １０００、５００、２００、１００、５０、
２０、１０和０５μｇ·ｍＬ－１得到不同质量浓度的工
作液。

质控（ｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌ，ＱＣ）样品溶液配制　精密
称取丙泊酚对照品，甲醇溶解，配成１ｍｇ·ｍＬ－１的储
备液Ｂ。用５０％甲醇将储备液 Ｂ分别稀释至８００、
５０、１０、０５μｇ·ｍＬ－１，得到不同质量浓度的 ＱＣ溶
液工作液。

内标储备液和工作液的配制　精密称取麝香草
酚，用甲醇溶解，配成１ｍｇ·ｍＬ－１的内标储备液。内
标储备液用乙腈稀释获得１μｇ·ｍＬ－１的内标工作液。

血浆样品处理　取Ｂｅａｇｌｅ犬血浆１００μＬ至离心
管中，加入５０％甲醇１０μＬ，加入内标工作液（乙腈配
制１μｇ·ｍＬ－１麝香草酚）３００μＬ，涡旋 ３ｍｉｎ，在
２～８℃下，以１０×１０４ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，取上清
液１００μＬ，加至５０μＬ超纯水中混匀，取１０μＬ进样
分析。

３　方法学考察
专属性　分别取 Ｂｅａｇｌｅ犬的空白血浆样本、

１０μｇ·ｍＬ－１丙泊酚空白血浆线性样品和Ｂｅａｇｌｅ犬丙
泊酚中／长链脂肪乳注射液 ４ｍｇ·ｋｇ－１静脉给药
２０ｍｉｎ后血浆样本，以上均按“血浆样品处理”方法进
行处理和测定，得相应色谱图。

标准曲线与定量下限　取 Ｂｅａｇｌｅ犬空白血浆
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１００μＬ，分别加入 １０００、５００、２００、１００、５０、２０、
１０、０５μｇ·ｍＬ－１的对照品工作液１０μＬ，按“血浆
样品处理”项下处理样品，制备质量浓度相当于

１０００、５００、２００、１００、０５０、０２０、０１０ 和
００５μｇ·ｍＬ－１丙泊酚的标准曲线样品，在色谱质谱
条件下进行双样本分析。以待测物浓度为横坐标

（ｘ），待测物与内标物的峰面积比值为纵坐标（ｙ），用
加权最小二乘法进行线性回归。

精密度与回收率　取Ｂｅａｇｌｅ犬空白血浆１００μＬ，
分别加入８００、５０、１０、０５μｇ·ｍＬ－１的对照品 ＱＣ
工作液 １０μＬ，制备质量浓度相当于 ８０、０５、
０１μｇ·ｍＬ－１丙泊酚的ＱＣ样品和００５μｇ·ｍＬ－１的
定量下限（ｌｏｗｅｒｌｉｍｉｔｏｆｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ，ＬＬＯＱ）样品。按
“血浆样品处理”项下处理样本，每个质量浓度平行制

备６个样本，按色谱质谱条件进行测定，代入标准曲
线计算实测浓度。将高、中、低ＱＣ样本与含基质样品
（每个浓度平行至少操作５个）进样分析，相同浓度的
ＱＣ样品的色谱峰面积与含基质样品色谱峰面积均值
相比，得到提取回收率。

基质效应　取超纯水１００μＬ至离心管中，分别
加入浓度为 ８０、５、１μｇ·ｍＬ－１的丙泊酚 ＱＣ工作液
１０μＬ，按“血浆样品处理”项下处理样本得到基质效
应溶液样本。将低、中和高浓度的ＱＣ样本、基质效应
溶液样本（每个浓度平行操作６个）进样分析，相同浓
度的ＱＣ样本色谱峰面积与溶液样本色谱峰面积相
比，得到基质因子。同法计算内标的基质因子。

稳定性　新鲜配制的模拟血浆样本（０１、０５和
８０μｇ·ｍＬ－１），分别进行室温放置（４ｈ）、－７０℃以
下长期放置（９ｄ）、－７０℃以下冻融（１次、３次）操作
后，按照“血浆样品处理”方法下制样、测定。通过同

批的标准曲线进行计算测定浓度和准确度。

４　统计学处理
用ＤＡＳ２０软件的非房室模型计算参数 ＡＵＣ０－ｔ

和Ｃｍａｘ相关药代动力学参数，经ＳＰＳＳ的ｔ检验比较参
比制剂和受试制剂在Ｂｅａｇｌｅ犬体内暴露量的差异性。

５　方法学应用
本试验为单剂量、随机、开放、双周期、双交叉等

效性试验，１２只Ｂｅａｇｌｅ犬根据体质量随机分为２组，
雌雄各半。Ｂｅａｇｌｅ犬分别静脉给予４ｍｇ·ｋｇ－１丙泊
酚中／长链脂肪乳注射液受试制剂与参比制剂。两周
期时间间隔为７ｄ，每周期第 １天给药，试验前禁食
１２ｈ。两周期采血时间均为给药前及给药后１、３、５、
１０、２０、４０、６０、９０、１２０、１８０、２４０、３６０和４８０ｍｉｎ。前肢
静脉采血，单次采血量０３ｍＬ，加入带有肝素钠的离
心管中，２～８℃离心５ｍｉｎ（８０００ｒ·ｍｉｎ－１）分离血
浆，血浆于－７０℃以下冻存待测。

结　　果

１　方法学评价
专属性　在建立的检测条件及样本处理条件下

内源性物质对测定基本无干扰，丙泊酚和内标麝香草

酚的保留时间为 ３４６和 ３３４ｍｉｎ，见图 １。结果表
明，Ｂｅａｇｌｅ犬空白血浆中的内源性物质响应低于其定
量下限的 ２０％，不干扰丙泊酚及内标麝香草酚的
测定。

标准曲线与定量下限　回归方程拟合得到丙泊酚
在血浆中的标准曲线方程为 ｙ＝０３３ｘ＋４７９×１０－３

（ｒ＝０９９５６），结果表明丙泊酚在００５～１０００μｇ·ｍＬ－１

线性关系良好。定量下限为００５μｇ·ｍＬ－１。
精密度与准确度　低、中、高质量浓度ＱＣ样本的

准确度（实测值／理论值 ×１００％）均值为 ９４２％ ～
１０５０％在８５％～１１５％内，定量下限样本的准确度均
值在８０％～１２０％内；低、中、高质量浓度 ＱＣ样本的
批内和批间精密度不大于１５％，定量下限样本的不大
于２０％，满足要求，见表１。

基质效应　丙泊酚的 ＲＳＤ在 ３４０％ ～８７９％，
小于１５％，可接受。

稳定性　含药模拟血浆样本准确度在９３１％ ～
１１５０％，符合准确度为８５％ ～１１５％要求，以上条件
下放置或操作是稳定的。

图 １　丙泊酚（Ⅰ）和内标麝香草酚（Ⅱ）的典型色谱图
Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｔｙｐｉｃａｌｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｐｒｏｐｏｆｏｌ（Ⅰ）ａｎｄｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄｔｈｙｍｏｌ（Ⅱ）
Ａ：Ｂｌａｎｋｐｌａｓｍａｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ；ＢＢｌａｎｋｐｌａｓｍａｌｉｎｅａｒｓａｍｐｌｅｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ；ＣＣｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｐｒｏｐｏｆｏｌｐｌａｓｍａｓａｍｐｌｅｓａｆｔｅｒｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓｉｎｊｅｃｔｉｏｎ
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表１　用液相色谱串联质谱法检测Ｂｅａｇｌｅ犬血浆中丙泊酚测定方法的准确度和精密度
Ｔａｂｌｅ１　ＡｃｃｕｒａｃｙａｎｄｐｒｅｃｉｓｉｏｎｏｆｔｈｅｍｅｔｈｏｄｆｏｒｔｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｐｒｏｐｏｆｏｌｉｎｔｈｅｐｌａｓｍａｏｆＢｅａｇｌｅｄｏｇｓｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄｂｙｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏ
ｍａｔｏｇｒａｐｈｙ－ｔａｎｄｅｍｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

（μｇ·ｍＬ－１）

Ｉｎｔｒａ－ｄａｙ Ｉｎｔｅｒ－ｄａｙ

Ｍｅａｓｕｒｅｄ（μｇ·ｍＬ－１） ＲＳＤ（％） Ｍｅａｓｕｒｅｄ（μｇ·ｍＬ－１） ＲＳＤ（％）
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ（％）

００５ ００５±００１ １４５０ ００５±００１ １６９０ －
０１０ ００９±００１ ９６５ ０１１±００１ １２２０ ８５５３±６８９
０５０ ０５２±００３ ５１９ ０５４±００４ ８０７ １００１８±１０２
８００ ８３６±０７０ ８３６ ８４４±０５０ ５９２ １０１５±７１４

ＲＳＤ：Ｒｅｌａｔｉｖｅｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎ

２　方法学应用
受试制剂和参比制剂在 Ｂｅａｇｌｅ犬血浆中丙泊酚

的药代动力学参数见表２。受试制剂与参比制剂药代
动力学参数比较，在统计学上差异均无统计学意义

（均Ｐ＞００５）。Ｂｅａｇｌｅ犬静脉给予４ｍｇ·ｋｇ－１丙泊
酚中／长链脂肪乳注射液受试制剂与参比制剂，
ＡＵＣｌａｓｔ、Ｃｍａｘ、ｔｍａｘ通过ＳＰＳＳ进行ｔ检验，结果显示Ｐ值
分别为０３６３、０６１５、０３３９，说明 Ｂｅａｇｌｅ犬静脉给予
受试制剂与参比制剂后体内暴露量无显著性差异。

生物等效性分析结果显示 ＡＵＣｌａｓｔ、Ｃｍａｘ经对数转换后
几何均值比的 ９０％置信区间分别为 １０１４％ ～
１２１８％和８４０％～１１０３％，均在生物等效标准范围
内。表明丙泊酚中／长链脂肪乳注射受试制剂和参比
制剂在Ｂｅａｇｌｅ犬中生物等效。

表２　Ｂｅａｇｌｅ犬静脉给予４ｍｇ·ｋｇ－１丙泊酚中／长链脂肪乳注
射液受试制剂与参比制剂药代动力学参数（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ２　Ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｔｅｓｔｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎａｎｄ
ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆｐｒｏｐｏｆｏｌｍｅｄｉｕｍ／ｌｏｎｇｃｈａｉｎｆａｔｅｍｕｌｓｉｏｎ
ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ４ｍｇ·ｋｇ－１ｂｙｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｉｎＢｅａｇｌｅｄｏｇｓ
（珋ｘ±ｓ）

Ｐａｒａｍｅｔｅｒ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ Ｔｅｓｔ

ＡＵＣｌａｓｔ（ｈ·μｇ·ｍＬ－１） １７１±０４５ １８８±０４２
Ｃｍａｘ（μｇ·ｍＬ－１） ８７５±２６６ ８１５±２７８
ｔｍａｘ（ｈ） ００２±００１ ００２±０００
ｔ１／２（ｈ） ０７９±００８ ０７８±００４
ＣＬ（Ｌ·ｈ－１·ｋｇ－１） ３２５±１２８ ２２２±０４３
Ｖｄ（Ｌ·ｋｇ－１） ２５１±０４３ ３６５±１４０

讨　　论

丙泊酚中／长链脂肪乳注射液，溶解性好，可以明
显降低丙泊酚游离成分的浓度，从而降低丙泊酚综合

征的概率，提高用药安全性和依从性。

目前生物样本分析方法主要用 ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法。

ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法具有灵敏度高、分析速度快、分离效能
好，重现性好以及应用范围广等诸多优点［３－５］。本实

验用ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法对丙泊酚中／长链脂肪乳的生物
等效性进行了评价。

本研究建立了生物样本中丙泊酚的 ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ
分析方法，质谱检测用电喷雾电离源。色谱流动相用

乙腈－水体系和甲醇 －水体系作为流动相均有文献
报道［６－７］。丙泊酚是弱酸性物质，流动相组分的比例

及其酸碱度直接影响丙泊酚及其杂质的分离与保留

时间。

梯度洗脱是常用的减少或避免基质效应的方

法之一［８］。液相分析主要有等度洗脱和梯度洗脱

两种方式。虽然等度洗脱是常见的洗脱方式，但在

面对成分复杂、出峰时间相近且难以完全分离的情

况时，梯度洗脱则显得更加适用［９］。对于液质联用

技术，质谱检测器具有优异的选择性，即使样品峰

之间未完全分离，也能实现准确的定量。此外，液

质联用法用梯度洗脱还有其他优势：首先，样品峰

形状得以改善；其次，极性相似的组分可以先出峰，

而待测物则在后出峰，从而减小基质效应。梯度洗

脱在液质联用法中尤为重要，因为较大的基质效应

会影响检测的准确性。因此，《生物样品定量分析

方法验证指导原则》［１０］中明确指出，质谱检测器必

须对基质效应进行评估。

经前期实验发现甲醇 －水（含有 ０１％氨水和
２ｍｍｏｌ·Ｌ－１醋酸铵）梯度洗脱时，有较好的分离度，
能够将丙泊酚和其他杂质分开，且血浆的内源性物质

对测定无干扰。

在生物样品处理中，常用的样品制备方法有液 －
液萃取、固相萃取、蛋白沉淀等，在分析方法建立过程

中同时用上述制备方法进行样品制备，经过比较，蛋

白沉淀法进行样品制备，基质效应最小，去除基质中

干扰物质，减少基质效应的影响。

静脉给予Ｂｅａｇｌｅ犬４ｍｇ·ｋｇ－１丙泊酚中／长链脂
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肪乳注射液后，测定血浆中丙泊酚的浓度，ＤＡＳ计算
ＡＵＣ０－ｔ、Ｃｍａｘ和ｔｍａｘ。经ｔ检验统计分析参比制剂和受
试制剂在雌、雄 Ｂｅａｇｌｅ犬血浆中丙泊酚 ＡＵＣ０－ｔ、Ｃｍａｘ
和ｔｍａｘ显示参比制剂和受试制剂在各试验阶段的Ｂｅａ
ｇｌｅ犬中暴露量自身无统计学差异；参比制剂和受试
制剂在各试验阶段的 Ｂｅａｇｌｅ犬中暴露量无统计学差
异。以上结果表明两种制剂在 Ｂｅａｇｌｅ犬体内在药代
动力学方面具有生物等效性。在本研究的色谱质谱

条件下，每个样品仅需５ｍｉｎ的色谱运行时间，方法选
择性好，灵敏度高，适用于丙泊酚药代动力学和生物

等效性的研究。
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替尔泊肽治疗肥胖症患者的临床研究

引自：ＡＲＯＮＮＥＬＪ，ｅｔａｌ．Ｔｉｒｚｅｐａｔｉｄｅａｓｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｓｅｍａｇｌｕｔｉｄｅｆｏｒｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｏｂｅｓｉｔｙ［Ｊ／ＯＬ］．ＮＥｎｇｌＪ
Ｍｅｄ，２０２５．２０２５－０５－１１［２０２５－０５－１２］．ｈｔｔｐｓ：／／ｐｕｂｍｅｄ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／４０３５３５７８／．

美国威尔康奈尔医学院ＡＲＯＮＮＥ团队比较了替尔泊肽和司美格鲁肽治疗肥胖症患者的临床疗效与安全
性。替尔泊肽和司美格鲁肽是治疗肥胖的高效药物。该研究团队开展了一项Ⅲｂ期开放标签对照试验，招募肥
胖但没有２型糖尿病的成年受试者以１∶１的比例随机分配，每周皮下注射１次最大耐受剂量的替尔泊肽（１０或
１５ｍｇ）或最大耐受剂量的司美格鲁肽（１７或２４ｍｇ），持续７２周。主要终点是从基线到第７２周的体质量变化
百分比。关键的次要终点包括体质量减轻至少１０％、１５％、２０％和２５％，以及从基线到第７２周的腰围变化。

该研究共纳入７５１例受试者。在第７２周，用替尔泊肽和司美格鲁肽后体质量变化的最小二乘平均百分比
分别为－２０２％（９５％置信区间为－２１４～－１９１）和－１３７％（９５％置信区间为－１４９～－１２６），腰围最小二
乘平均变化分别为 －１８４ｃｍ（９５％置信区间为 －１９６～－１７２）和 －１３０ｃｍ（９５％置信区间为
－１４３～－１１７），２组比较，在统计学上差异均有统计学意义（均 Ｐ＜０００１）。替尔泊肽组的受试者比司美格
鲁肽组更有可能体质量减轻至少１０％、１５％、２０％和２５％。２组中最常见的不良事件是胃肠道不良事件，大多数
严重程度为轻度至中度，主要发生在剂量递增期间。

该研究表明，在患有肥胖但没有糖尿病的受试者中，在第７２周时，在减轻体质量和腰围方面，替尔泊肽的治
疗优于司美格鲁肽的治疗。


