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液相色谱-电喷雾串联质谱法
测定血浆中克仑特罗
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(沈阳药科大学药物代谢与药物动力学实验室, 辽宁 沈阳 110016)

摘要: 建立快速、灵敏的液相色谱2串联质谱法测定人血浆中克仑特罗。0. 5 mL 血浆样品经液2液萃取后, 以

V (甲醇)∶V (水)∶V (甲酸) = 80∶20∶1 为流动相, 采用 Zo rbax XDB C8 柱分离, 通过电喷雾离子化四极杆

串联质谱, 以选择离子反应监测 (SRM )方式进行检测。该法测定克仑特罗的线性范围为 10. 0～ 2 000. 0 ngö

L , 每个样品测试时间仅为 3. 2 m in, 应用此法每天可以测试 120 多个样品。该法已成功用于克仑特罗药物动

力学研究, 测定了 20 名受试者单剂量口服 80 Λg 盐酸克仑特罗后的血浆药物浓度。
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　　克仑特罗是一种 Β2 受体激动剂, 临床上主

要用于治疗哮喘[ 1 ]。此药还能起到蛋白同化激素

的作用, 促进肌肉生长, 降低脂肪量, 因此被作为

饲料添加剂用于提高家畜瘦肉含量[ 2 ]。为防止被

滥用, 国际奥委会从 1992 年开始明确规定禁止

运动员使用此药[ 3 ]。

克仑特罗的药理作用选择性特别强, 口服日

剂量仅为 60～ 120 Λg, 因此需要高灵敏度的方

法分析其血药浓度。有文献报道采用酶免疫法[ 4 ]

和 GCöM S 法[ 5 ]测定人血浆中克仑特罗, 样品的

预处理复杂, 测试周期长。近年有报道采用液相

色谱2串联质谱法 (L CöM SöM S) 测定动物血清

和肝组织中的克仑特罗, 所需的样品量较大 (>

2 mL ) [ 6, 7 ]。最近, Guan 等[ 8 ]报道采用液相色谱2
四极杆飞行时间质谱 (L CöQ TO FöM S) 法测定

马血浆中克仑特罗, 定量下限为 13 ngöL。本工

作旨在建立快速、高灵敏L CöM SöM S 法测定人

血浆中的克仑特罗, 以研究该药在受试者体内的

药物动力学特点。

1　实验部分
1. 1　主要药品与试剂

盐酸克仑特罗: 北京韩美药品有限公司提

供; 盐酸苯海拉明 (内标) : 中国药品生物制品检

定所提供; 甲醇为色谱纯; 其他试剂均为分析纯。

1. 2　主要仪器

T SQ 型液相色谱2质谱2质谱联用仪: 美国

F inn igan 公司产品, 配有电喷雾离子化源 (ES I)

以及 Xcalibu r 1. 1 数据处理系统; L C210AD 高

效液相色谱输液泵: 日本岛津公司产品。

113　实验条件
(1)色谱条件

色谱柱为 Zo rbax XDB C 8 柱, Υ150 mm ×

4. 6 mm , 5 Λm 粒径, 美国安捷伦公司产品; 流动

相为V (甲醇)∶V (水) ∶V (甲酸) = 80∶20∶1;

流速 015 mL öm in, 柱温 20 ℃。

　　 (2)质谱条件

离子源为 ES I源; 源电压 4. 5 kV ; 加热毛细

管温度 280 ℃; 鞘气 (N 2) 流速: 0155 M Pa; 辅助



气 (N 2) 流速 3 L öm in; 碰撞气 (A r) 压力 1. 9 Pa;

正离子方式检测; 扫描方式为选择反应监测
(SRM ) , 用于监测的离子为m öz 277→m öz 203

(克仑特罗) 和m öz 256→m öz 167 (内标) , 相应

的二级全扫描质谱图示于图 1。

图 1　克仑特罗及苯海拉明产物离子扫描质谱图

F ig. 1　Product ion spectra of [M + H ]+ of clenbuterol (a) and d iphenhydram ine (b)

114　血浆样品处理

取 0. 5 mL 血浆样品, 依次加入流动相 50

ΛL、内标溶液 (苯海拉明ö流动相 200 ΛgöL ) 50

ΛL , 10 mm o l 磷酸盐缓冲液 (pH = 14) 0. 5 mL ;

加入有机提取溶剂 (V (正己烷) ∶V (二氯甲烷)

∶V (异丙醇) = 20∶10∶1) 4 mL ; 涡流混合 1

m in, 往复振荡 20 m in, 离心 5 m in, 分取有机相

于 40 ℃氮气流下吹干。残留物于 100 ΛL 流动相

中溶解, 取 20 ΛL 进样。

2　结果与讨论
2. 1　方法的专属性

分别取 6 名受试者的空白血浆 0. 5 mL , 按

“血浆样品处理”依法操作, 进样 20 ΛL , 得色谱

图, 示于图 2a。将一定浓度的克仑特罗溶液加入

空白血浆, 依同法操作, 得色谱图, 示于图 2b, 待

测物的保留时间为 2. 5 m in, 内标物的保留时间

为 2. 7 m in; 取健康受试者给药后收集的血浆样

品, 依同法操作, 得色谱图, 示于图 2c。结果表

明, 空白血浆中内源性物质及代谢产物不干扰克

仑特罗及内标物的测定。在本工作选用的色谱条

件下, 克仑特罗每一样品的分析周期仅为 3. 2

m in (示于图 2) , 每天可完成 120 多个血浆样品

分析。

2. 2　标准曲线和线性范围

取空白血浆 0. 5 mL , 加克仑特罗标准系列

溶液 50 ΛL , 配制成相当于血浆浓度为 10. 0、

25. 0、80. 0、200. 0、500. 0、1 000 和 2 000 ngöL
的血浆样品, 除不加入 50 ΛL 流动相外, 按“血浆

样品处理”依法操作, 建立标准曲线。以血浆样品

中待测物浓度为横坐标, 待测物与内标物的峰面

积比值为纵坐标, 用加权 (1öC2) 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。典型的回归方程为 y = 6. 606×10- 6+ 4. 954

×10- 4
x , r= 0. 997 0。根据标准曲线, 本法的线

性范围为 10. 0～ 2 000. 0 ngöL , 定量下限为

10. 0 ngöL。
2. 3　精密度与准确度

取空白血浆 0. 5 mL , 按“标准曲线”项下方

法制备克仑特罗低、中、高三个浓度 ( 25. 0、

200. 0、1 600 ngöL ) 的质量控制 (Q C) 样品, 每一

浓度进行 6 个样品分析, 连续测定三天求算本法

的准确度与精密度, 结果表明, 克仑特罗的日内

和日间变异系数 CV 均小于 9% , 日间相对偏差

sr 在±2. 5% 之内。结果列于表 1。

2. 4　提取回收率及样品稳定性考察

分别取克仑特罗低、中、高三个浓度 (25. 0、

200. 0、1 600 ngöL ) 的质量控制 (Q C ) 样品, 按
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“标准曲线”项下操作, 以提取后的色谱峰面积与

未经提取直接进样获得的色谱峰面积之比, 考察

样品的提取回收率。每一浓度进行 6 样本分析。

三种浓度下提取回收率分别为 82. 6、84. 9 和

82. 5% ; 内标的提取回收率为 80. 2%。该法操作

简便, 血浆样品只需经过简单的液2液萃取后, 即

可直接进行测定, 避免了复杂的衍生化过程。

本工作考察了克仑特罗在不同保存条件下

的稳定性。结果表明, 待测物在三个冷冻2解冻循

环中稳定, Ρ< 12. 1%。待测物的血浆溶液室温放

置 4 h 及 - 20 ℃冷冻保存 1 个月稳定, Ρ<

8. 3%。提取后的样品溶液室温放置 24 h, Ρ<

10. 6%。

表 1　LCöM SöM S 法测定人血浆中克仑特罗的

精密度与准确度 (n= 3 d, 每个浓度 6 个样品)

Table 1　Prec is ion and accuracy results for

clenbuterol in human plasma

(n= 3 days, 6 repl ica tes per day)

Θ(C lenbutero l) ö(ng·L - 1)

加入量

(add)

回收量

(found)

srö%

日内

( In tra2run)

日间

( In ter2run)

Ρö%

25. 0 25. 4 5. 3 8. 7 1. 8

200. 0 198. 1 7. 2 4. 7 - 0. 9

1 600 1 633 7. 5 8. 2 2. 1

3　结论
实验中考察了不同有机溶剂对克仑特罗提

取回收率的影响。文献中有报道采用V (乙酸乙

酯) ∶V (丁醇) = 70∶30 和 V (乙酸乙酯) ∶V

(异丙醇) = 60∶40 进行提取, 回收率仅为 15%。

本工作对文献中所述的方法加以改进, 考察了乙

醚和混合溶剂V (正己烷) ∶V (二氯甲烷) ∶V

(异丙醇) = 20∶10∶1 对克仑特罗提取回收率

的影响, 后者的回收率较前者稳定, 且背景噪音

低, 平均提取回收率可达 83. 3%。实验中还考察

了流动相组成对待测物质谱响应的影响, 发现含

有甲醇的流动相可提高待测物响应, 且较高浓度

的甲醇可降低背景噪音。

上述结果表明, 该法在灵敏度、选择性及测

试速度等方面均超过文献报道的方法。该法已成

功用于克仑特罗药物动力学研究, 测定了 20 名

中国健康受试者单剂量口服 80 Λg 盐酸克仑特

罗后的血浆药物浓度。

图 2　测定血浆中克仑特罗及内标苯海拉明
的典型 SRM 色谱图

a——空白血浆; b——空白血浆中加入克仑特
罗 (峰É )至 10 ngöL 和内标盐酸苯海拉明

(峰Ê ) 20 ΛgöL ; c——受试者服药后 24 h 血浆样品

F ig. 2　Chromatogram s of clenbuterol and d iphenhy
dram ine ( in terna l standard, IS) by SRM scan m ode

a——blank p lasm a samp le; b——p lasm a sp iked

w ith 10. 0 ngöL clenbutero l and IS;

c——p lasm a samp le from a vo lun teer 24. 0 h

after adm in istrat ion of 80 Λg clenbutero l hydroch lo ride;

peak É ——clenbutero l; peak Ê —— IS
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D eterm ina tion of Clenbuterol in Human Pla sma

by L iqu id Chroma tography-Tandem M a ss Spectrom etry

CH EN X iao2yan, HAN Y ing, X IE Zh i2yong, ZHAN G Yong, ZHON G D a2fang
(L abora tory of D rug M etabolism and P harm acok inetics, S heny ang P harm aceu tica l U n iversity ,

S heny ang 110016, Ch ina)

Abstract: A rap id, sen sit ive and specif ic liqu id ch rom atography2tandem m ass spectrom etry m ethod

is developed and valida ted fo r determ ina t ion of clenbu tero l in hum an p lasm a. T he analyte is ex tract2
ed from p lasm a sam p les by liqu id2liqu id ex tract ion, separa ted th rough a Zo rbax XDB C8 co lum n and

detected by tandem m ass spectrom etry w ith an electro sp ray ion iza t ion in terface. D iphenhydram ine

is u sed as the in terna l standard. T he m ethod has a low er lim it of quan t ita t ion (LOQ ) of 10. 0 ngöL
fo r clenbu tero l. T he in tra2 and in ter2run p recision is m easu red to be below 7. 2%. T he in ter2run ac2
cu racy is w ith in ±2. 5% fo r the ana lyte. T he ch rom atograph ic run t im e is app rox im ately 3. 2 m in.

M o re than 120 sam p les can be assayed daily w ith th is m ethod, includ ing sam p le p repara t ion, da ta

acqu isit ion and p rocessing. T he m ethod is app lied fo r the eva lua t ion of the pharm acok inet ics of

clenbu tero l in 20 vo lun teers after an o ra l do se of 80 Λg clenbu tero l hydroch lo ride.

Key words: m ass spectrom etry; determ ina t ion of clenbu tero l by liqu id ch rom atography2tandem

m ass spectrom etry; hum an p lasm a; pharm acok inet ics
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