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眼组织中缓释地塞米松药膜的 HPLC/ MS/ MS
测定方法研究

汪国权 　张勤 3 　盛耀华 3 　温忆敏 　王宏

(上海市疾病预防控制中心 , 3 上海新华医院眼科 　上海 200336)

〔摘要〕眼部手术后 ,在眼组织的前房中植入缓释地塞米松药膜以防术后感染。

本实验采用液液萃取、液固萃取的方法来提取生物样品中的地塞米松药物 ,经液

相色谱/ 质谱/ 质谱进行检测 ,样品中药物浓度在 1108 —54μg/ L 范围内呈现良好

的线性 (γ2 = 0. 9995) ,最低检测浓度为 014μg/ L ,平均回收率大于 77 %。用这一

方法可高灵敏度、高选择性地应用于临床相关药物的动力学研究。
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白内障是一种发病率较高的眼科常见病 ,也是我国人群主要致盲原因之一。手术是

目前唯一有效的治疗方法。为了控制前房炎症反应 ,术后常滴用抗生素和激素[1 ] 。由于

角膜屏障的存在、泪液的稀释作用及泪道的引流 ,导致眼内药物浓度不能达到治疗水平。

现利用生物降解性聚合物作为载体与药物结合 ,植入眼内 ,以期随聚合物的降解 ,在体内

持续、缓慢地释放药物 ,减少毒性反应 ,并减少给药次数 ,增加疗效。本文使用具有很强抗

炎作用的糖皮质激素药物 ———地塞米松作为治疗药物 ,用 Surodex (Oculex Pharmaceuticals ,

Inc)作为前房植入型缓释装置[2 ] ,采用液相色谱/ 质谱/ 质谱仪分析地塞米松药物在体内

分布 ,具有重要的实际意义 ,和较高的精密度、灵敏度。

1 　实验部分

111 　仪器及试药 :

Waters2690 高效液相色谱仪 ,Quattro LC 质谱仪 (英国质谱公司 ,micromass) SHZ - 22 水

浴恒温振荡器 (太仓医疗器械厂) ,MW - 80A 旋涡混合器 (上海医科大学仪器厂) ,TDL - 5

离心机 (上海安亭科学仪器厂) ,HW - 8B 超级微量恒温器 (上海浦江分析仪器厂) 。

地塞米松 (上海华联制药有限公司惠赠) ,泼尼松 (中国药品生物制品检定所) ,乙腈

(光谱纯 ,BDH 公司) ,二氯甲烷 (分析纯 ,上海建信化工有限公司试剂厂) ,Oasis 固相萃取

柱 (WATERS) ,去离子水 (Millipore) 。

内标溶液制备 :精密称取 1110 毫克泼尼松标准品 ,用甲醇溶解并定容至 50mL ,制成

浓度为 220μg/ mL 的内标储备液。再水稀释成 110ng/ mL 内标使用溶液。
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　　地塞米松对照品溶液的制备 :精密称取地塞米松对照品 54 毫克 ,用甲醇溶解并定容

至 50ml ,制成浓度为 1108mg/ mL 的标准储备液。

上述溶液均应在 4 ℃冰箱中保存。

112 　色谱条件

Symmetry C18色谱柱 (2. 1mm ×150mm ,5μm) (Waters) ;流动相 A :水 ;流动相 B :乙腈 ,流

速 :0. 3mL/ min ;梯度洗脱 0. 0min 42 % B ,010 - 310min 42 % B ,310 - 311min 90 % B (curve

6) ,3. 1 - 6. 0min 90 % B (curve 6) ,6. 0 - 6. 1min 42 % B (curve 6) ;柱温 : 30 ℃进样体积 :

60μL。

113 　质谱条件

大气压化学电离源 (APCI) ;电离电压 : 2138kvolts ;导入电压 : 31volts ;聚焦电压 : 0.

98volts ;离子源温度 :120 ℃;干燥气温度 :550 ℃;电子倍增器电压 : 650volts ;喷雾气流速 :

Max ;干燥气流速 :105L/ hr ;四级杆区真空度 :2. 4 ×10 - 5mBar ;碰撞室气体 :氩气 ;碰撞室真

空度 :1. 0 ×10 - 3mBar ;碰撞能量 :15evolts ;检测通道 1 (地塞米松) :39310 > 14710 ;检测通道

2 (泼尼松) :35910 > 14710。

114 　样品处理[3 - 6 ] :

精确移取房水样本 012mL ,记录体积。置于 10mL 具塞离心管中 ,加入 100μL 浓度为

110ng/ mL 泼尼松内标溶液 ,旋涡混匀。再加入 2mL 二氯甲烷溶液 ,加盖后将离心管置于

旋涡混合器上混匀 30 秒 ,用振荡器振荡提取 15 分钟 ,以 4000 转/ 分钟离心 10 分钟 ,移取

有机相于另一试管中 ,剩余样本溶液中用 2mL 二氯甲烷溶液再次抽提 ,合并有机相。将

装有两次抽提所得的有机相试管置于 70 ℃恒温槽中 ,用氮气吹干有机溶剂。残渣用

200μL 含 30 %乙腈的水溶液溶解 ,混匀后进样。

精确量取血浆样品 210mL ,加入 100μL 浓度为 110ng/ mL 泼尼松内标溶液 ,和 100μL 磷

酸溶液 ,混匀。将 Oasis 固相萃取柱经活化处理后 ,导入上述血浆样品 ,并依次用水、5 %甲

醇水溶液洗涤 Oasis 固相萃取柱 ,以去除各种蛋白质和低保留组分的干扰。真空干燥 Oa2
sis 固相萃取柱 1 分钟 ,用 1ml 纯甲醇洗脱吸附并收集于柱上的地塞米松。于 70 ℃恒温槽

中 ,用氮气吹干有机溶剂。残渣用 200μL 含 30 %乙腈的水溶液溶解 ,混匀后进样。

115 　标准曲线的制备

在 012mL 房水液中以一定比例方式加入地塞米松标准溶液 ,制成含地塞米松浓度分

别为 1108ng/ mL、2116ng/ mL、514ng/ mL、1018ng/ mL、2116ng/ mL、54ng/ mL 的系列样品标准

溶液 ,加入 100μL 浓度为 110ng/ mL 泼尼松内标溶液 ,按房水处理方法提取测定 ,以地塞米

松浓度 X(ng/ mL)对对照品与内标峰面积比 Y进行线性回归 ,得地塞米松的回归方程为 :

Y= 0101214X - 010051 ,γ= 019995 ,最低检测浓度为 014ng/ mL。

116 　回收率和精密度

在相同体积的兔空白房水和水中 ,均加入一定量的地塞米松和 100μL 浓度为 100ng/

mL 泼尼松内标溶液 ,配制成地塞米松浓度为、2116ng/ mL、1018ng/ mL、54ng/ mL 的标准样

品 ,房水样品提取测定所得的DEX与 PHE峰面积比和水溶液样品直接测定所得的峰面积

的比值 ,即为 DEX 相对回收率 ,结果 3 种浓度的回收率分别为 7715 %、9219 %、9114 % ;

RSD 分别为 314 %、218 %、214 %。同样方法测得 3 种浓度得日内 RSD 分别为 318 % ,
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315 % ,211 % ;日间 RSD 分别为 415 % ,316 % ,215 %。

2 　讨论

211 　质谱检测质量的选择

DXM在大气压化学电离源 (APCI) 直接进样质谱图中 (图 1) 发现除产生 [M + H] +

(DEX:393 ;PHE :359) ,同时分别产生一个 m/ z 为 434、400 的质量峰 ,这是由于化合物在离

子化过程中 ,与乙腈离子形成的加合峰 ,但其强度低于 [M + H] + 峰 ,因此在 MS1 中选择

[M + H] + ,即对 DEX选择 m/ z393 ;对 PHE选择 mz/ 359。在维持一定碰撞室气压 (约 10 - 3

mBar) ,通过控制不同碰撞能量 ,使目标分子产生裂解 ,在 MS2 中均产生特征离子碎片 (m/

z147) 。同时发现随碰撞能量的增加 ,其 m/ z393、359 峰会逐步降低 ,特征离子碎片 m/ z147

逐步增高 ,在碰撞能量为 20evolts 时产生最大峰值 (图 2 ,3) ,因此对这二种化合物的检测

用多反应监测模式 (MRM)检测 ,即对 DEX 检测 m/ z393 的裂解碎片 m/ z147 ,对 PHE 检测

m/ z359 的裂解碎片 m/ z147 ,换言之 ,要产生色谱峰 ,必须在 MS1、MS2 中同时检测出相应

的离子质量才会有色谱峰 (图 4) 。

图 1 　地塞米松 (Dexamethasone ,DEX) ,泼尼松 (Prednisone ,PHE)的直接进样质谱图

212 　离子源方式的选择

现代液相色谱与质谱的接口方式主要为电喷雾 ( ESI) 与大气压化学电离源 (APCI) 。

45　　 质 　　谱 　　学 　　报 2001 年



图 2 　地塞米松 (M + H) + 离子的不同碰撞能量条件下的裂解质谱图

图 3 　泼尼松 (M + H) + 离子的不同碰撞能量条件下的裂解质谱图

DEX虽然在高浓度条件下 ( > 10μg/ mL) ,也容易产生带电荷的分子离子 ,但随浓度下降 ,
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其灵敏度急剧下降 ,在浓度为 100ng/ mL 时 ,无论是通过增加流动相的 PH 来加强电离 ,还

是在质谱中用单离子检测或多反应检测 ,均无法测出。究其原因 ,是因为该分子具有较大

的非极性性质 ,而 APCI主要用于非极性物质 ,即通过与溶剂电离产生的等离子体发生质

子的交换反应 ,而使非极性化合物带上电荷。因此本实验采用 APCI 源 ,最低检测 DEX浓

度达 110ng/ mL。

图 4 　地塞米松 (DEX) 、泼尼松 (PHE)的质量色谱图

A1 空白房水色谱图 B1 房水含 1018ng/ mL 地塞米松 (DEX)和 110ng/ mL 泼尼松 (PHE)的色谱图

C1 实际房水样品中含 134ng/ mL 地塞米松 (DEX)和 110ng/ mL 泼尼松 (PHE)的色谱图

213 　提取方式选择

由于房水的组成近似于血浆 ,分别考察采用无水乙醚、乙酸乙酯、二氯甲烷等有机溶

剂进行抽提分析 ,结果表明用二氯甲烷抽提 ,无论是在抽提效率与后期处理上都是最好

的。

214 　DEX缓释药膜的释药动力学指标

含 DEX 为 600μg 的药膜在植入后 ,其在房水中维持至少一周的药物浓度 ,且血液中

该药含量极低 ( < 1. 0ng/ mL) (见表 1) ,在临床上未见有毒性反应 ,且眼压在术前、术后无

显著性差异 ,达到了优于滴剂的效果。
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表 1 　眼中植入 600μgDEX后

各时点房水和血浆中 DEX的平均浓度 (ng/ mL)

时间 房水中药物浓度 血浆中药物浓度

1 天 906133 ±280114 0156 ±0106

3 天 444100 ±84102 0148 ±0135

5 天 258167 ±112106 0108 ±0114

7 天 95133 ±45174 0110 ±0109

均值 426108 ±344151 0130 ±0128
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Abstract

To prevent the inflammation in the anterior chamber ,topical antibiotic and corticosteriods

(such as dexamethasone、cefuroxime etc) are often used after the surgery. A method combining

liquid chromatography (LC) with tandem mass spectrometry(MS/ MS) was developed to quantify

dexmethasone in aqueous humor and plasma. Before narrow - bore LC/ MS/ MS analysis ,aqueous

humor was performed by liquid - liquid extraction ,and plasma was extracted by solid - phase

extraction. Prednisone was used as an internal standard. The standard curve was composed of six

points ranging from 1. 08 to 54μg/ l (averageγ2 = 0. 9995) .Limits of detection was 0. 4μg/ l1 Im2
precision was < 5 % across the therapeutic range. Dexmethasone recovery averaged over 77 %1
With its high sensitivity and specificity , this LC/ MS/ MS method presents a valuable tool for

metabolism studies.

Key Words :dexmethansone ,high performance liquid chromatography/ tandem mass spectrometry ,

therapeutic drug monitoring
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