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HPLCＧMS/MS法测定人血浆中利伐沙班的浓度

福建医科大学省立临床医学院 福建省立医院药学部 (福州３５０００１) 　陈　敏　高红瑾　阳丽梅

【摘　要】　目的　建立人血浆中利伐沙班 (rivaroxaban)的高效液相色谱－串联质谱法 (HPLCＧMS/MS)法测定的方

法,并对其进行方法学验证.方法　血浆样品采用乙腈直接沉淀,选择盐酸氨溴索作为内标物.采用菲罗门 Kinetex２􀆰６u
C１８１００A(５０×２􀆰１０mm,１􀆰８μm)色谱柱,流动相为乙腈∶水 (３０∶７０)用甲酸调pH 至３􀆰０,流速０􀆰３mL/min,柱温３５
℃,电喷雾离子源 (ESI)正离子检测方式,选择多重反应监测模式进行测定,用于定量的离子对分别为利伐沙班质荷比

(m/z)４３６􀆰０/１４４􀆰９、盐酸氨溴索 m/z３７９􀆰０/２６３􀆰９.结果　利伐沙班在２􀆰５~５００ng/mL范围内呈良好的线性关系 (r＝
０􀆰９９９９),定量下限是 ２􀆰５ng/mL;日内、日间相对标准偏差 (RSD)０􀆰２９％ ~２􀆰３８％,相对误差 (RE)― ０􀆰５９％ ~
０􀆰９０％,基质效应９７􀆰７６％~１００􀆰４１％,提取回收率为９８􀆰６４％~１０２􀆰８４％.血浆样品在室温放置２４h、―２０℃反复冻融３
次以及―８０℃冷冻３０d,不影响利伐沙班含量测定.结论　本研究建立的 HPLCＧMS/MS法测定利伐沙班血药浓度,具有

简便、快速、准确,适用于临床常规监测及药动学研究等特点.
【关键词】利伐沙班;HPLCＧMS/MS法;血药浓度
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DeterminationofrivaroxabanconcentrationinhumanplasmabyHPLCＧMS/MS　　CHEN Min,GAOHongjin,
YANGLimei．DepartmentofPharmacy,FujianProvincialHospital,ProvincialClinicalMedicalCollegeofFujianMediＧ
calUniversity,Fuzhou,Fujian３５０００１,China

【Abstract】　Objective　ToestablishaHPLCＧMS/MSmethodtodeterminaterivaroxabanconcentrationinhumanplasma,
andthemethodwasverifiedbymethodology．Methods　PlasmasamplesbyacetonitrileprecipitationweretobedeterminedbyuＧ
singambroxolhydrochlorideasInternalStandard(IS)．ThechromatographiccolumnwasKinetex２􀆰６uC１８１００A (５０×２􀆰１０
mm,１􀆰８μm),andthemobilephaseusingwater(adjustpHto３􀆰０withformicacid)Ｇacetonitrile(７０∶３０)withflowrateof
０􀆰３mL/min．Themassspectrometerwasoperatedinpositiveelectronspraylonization(ESI)andmultipleresponsemonitoring
patterns,m/z４３６􀆰０/１４４􀆰９andm/z３７９􀆰０/２６３􀆰９wereusedforthemeasurementofrivaroxabanandambroxolhydrochloride,
respectively．Results　Rivaroxabanwaslinearintherangeof２􀆰５to５００ng/mL,andthequantificationlowerlimitofrivaroxaＧ
banwas２􀆰５ng/mL．TheintraＧdayandinterＧdayprecisions(relativestandarddeviation,RSD)were０􀆰２９％to０􀆰３８％,theacＧ
curacywasbetween―０􀆰５９％and０􀆰９０％．Thematrixeffectwasintherangeof９７􀆰７６％to１００􀆰４１％,andtheabsoluterecovＧ
erywasintherangeof９８􀆰６４％to１０２􀆰８４％．TheplasmasampleswerestableunderconditionsincludingplacingatroomtemＧ
peraturefor２４h,repeatedfreezingandthawingat―２０℃for３times,andfreezingat―８０℃for３０days．Conclusion　The
HPLCＧMS/MSmethodestablishedinourstudyisconvenience,accurateandrapidforthedeterminationofrivaroxabaninblood,
whichisapplicablefortheroutinemonitoringandPKstudyofrivaroxaban．

【Keywords】rivaroxaban;HPLCＧMS/MS;plasmadrugconcentration

　　利伐沙班 (rivaroxaban)即５Ｇ氯ＧNＧ (((５S)Ｇ２Ｇ氧代Ｇ３Ｇ
(４Ｇ (３Ｇ氧代 吗 啉Ｇ４Ｇ基)苯 基)Ｇ１,３Ｇ噁 唑 啉Ｇ５Ｇ基)甲 基)

噻吩Ｇ２Ｇ甲酰胺,属于直接 Xa因子抑制剂,由拜耳医药保健

有限公司开发用于抗凝治疗,预防血栓形成,与传统抗凝药
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相比,其疗效确切、使用方便,有望作为肝素和维生素 K
拮抗剂的替代药物.主要用于防治各种急、慢性血栓栓塞性

疾病,以及心房颤动患者脑卒中的预防、急性冠状动脉综合

征二级预防、内科住院患者静脉血栓栓塞 (VTE)的预防

等.为了解利伐沙班的药代动力学特征,准确地测定患者的

血药浓度至关重要,需要建立一个快速、准确、稳定的定量

分析方法.本试验采用直接沉蛋白法,建立高效液相色谱

串联质谱法 (HPLCＧMS/MS)方法测定利伐沙班的血药浓

度,为将来进一步开展体内研究提供技术支持.

１　仪器与试药

１􀆰１　仪器与设备:美国 Agilent高效液相色谱仪,１２００;美

国 Agilent三重四级杆质谱仪,６４１０B;色谱柱:菲罗门 KiＧ
netex２􀆰６uC１８１００A (５０×２􀆰１０mm,１􀆰８μm);美国 EpＧ
pondorf台式离心机,Centrifuge５４３０;德国 Sartorius百万

分 之 一 天 平, MCM３６; 美 国 Talboys 涡 旋 混 合 器,

Standard;美国 Millipore纯水仪,MilliＧQ.

１􀆰２　药品与 试 剂:利 伐 沙 班,批 号 D１２０９AS,纯 度 ＞
９８％,购于大连美仑生物技术有限公司;盐酸氨溴索,批号

D０４０５AS,购于大连美仑生物技术有限公司;乙腈,色谱

纯,J􀆰T􀆰Baker公司;甲酸,质谱纯,ACS公司;超纯水为

试验室自制.

２　方法与结果

２􀆰１　色谱条件:色谱柱:菲罗门 Kinetex２􀆰６uC１８１００A
(５０×２􀆰１０mm,１􀆰８μm);流动相:水∶乙腈 (７０∶３０)用

甲酸调节pH 至３􀆰０;流速:０􀆰３mL/min;柱温:３５℃;分

析时间:３min;进样量:５μL.

２􀆰２　质谱条件:１)离子源:电喷雾离子源 (ESI);２)离

子检测方式:多重反应监测模式 (MRM);３)离子极性:
正离子;离子源电压:４０００V;干燥气温度３５０ ℃;干燥

气为氮气,压力４０psi,流速９L/min.用于定量的离子对

分别 为 利 伐 沙 班 质 荷 比 (m/z)４３６􀆰０/１４４􀆰９,碰 撞 能 ３３
eV,碎裂电压１５３V;盐酸氨溴索 m/z３７９􀆰０/２６３􀆰９,碰撞

能２５eV,碎裂电压７９V.利伐沙班和盐酸氨溴索的二级质

谱 (MS２)图谱见图１.

２􀆰３　溶液的配制:

２􀆰３􀆰１　标准液的配制:精密称取利伐沙班标准品１􀆰１３４mg
至１０mL容量瓶中,加入二甲基亚砜 (DMSO)适量溶解并

定容至刻度,得到１１３􀆰４μg/mL的溶液,精密量取１mL,
加DMSO稀释至１００mL,得到１􀆰１３４μg/mL的母液.准确

量取利伐沙班母液,用健康人枸橼酸抗凝空白血浆为溶剂,
逐级稀释配制成２􀆰５、５、１０、２５、５０、１００、２５０、５００ng/

mL的利伐沙班标准溶液.

２􀆰３􀆰２　内 标 盐 酸 氨 溴 索 的 配 制:精 密 称 取 盐 酸 氨 溴 索

１􀆰４３３mg至１０mL容量瓶中,加入 DMSO适量溶解并定容

至刻度,得到 １４３􀆰３μg/mL 的 溶 液,精 密 量 取 １mL,加

DMSO逐级稀释至浓度为１４３􀆰３ng/mL的内标溶液.

２􀆰３􀆰３　血浆样品处理方法:将血浆样品置于室温下溶解并

充分混匀,取１００μL血浆样品及１００μL内标溶液置于１􀆰５
mL聚丙烯离心 (EP)管中,加入３００μL乙腈,涡旋震荡

３０s,在 室 温 下,１００００rpm 离 心 １０ min,取 上 清 进 样

分析.

注:A,利伐沙班;B,盐酸氨溴索

图１　利伐沙班和盐酸氨溴索 MS２图谱

２􀆰４　方法学验证:

２􀆰４􀆰１　专属性考察:分别取６名来源不同的空白人血浆

１００μL,除 不 加 待 测 物 和 内 标 外 (乙 腈 补 足), 按 照

“２􀆰３􀆰３”项下操作,进行 HPLCＧMS/MS分析,得到空白血

浆样品色谱图.另取空白血浆,先后加入一定浓度的利伐沙

班、内标１００μL,涡旋３０s,配成空白及血浆中分别含利伐

沙班、内标血浆样品,按照 “血浆样品处理方法”项下 “加
入３００μL乙腈”起操作处理,测定.利伐沙班和盐酸氨溴

索的典型多重反应监测 (MRM)色谱图如图２所示,在本

试验条件下,空白血浆样品对利伐沙班和盐酸氨溴索不存在

内源性干扰,专属性良好.

２􀆰４􀆰２　线性范围和定量下限:精密加入不同浓度的利伐沙

班标准溶液及内标１００μL,加入空白血浆１００μL,涡旋混

匀,配成２􀆰５、５、１０、２５、５０、１００、２５０、５００ng/mL的标

准含药血浆,每个浓度平均配制６份,按 “血浆样品处理”
项下 “加入３００μL乙腈”起操作,处理后测定.记录色谱

图,计算利伐沙班与内标物盐酸氨溴索的峰面积比值,以其

比值 (Y)为纵坐标,血药浓度 (X,ng/mL)为横坐标,
用加权最小二乘法 (权重为１/x２)进行线性回归,可得线

性回归方程及其相关系数 (r),并绘制标准曲线.结果表

明:利伐沙班浓度在２􀆰５~５００ng/mL范围内,与峰面积比

值有 良 好 的 线 性 关 系,线 性 方 程 为:Y＝０􀆰００３３X—

０􀆰００２１,r值为０􀆰９９９９.将利伐沙班和盐酸氨溴索溶液用

乙腈稀释至不同浓度,通过信噪比 (SNR)确定最低检测浓

度 (LLOQ),结果利伐沙班在浓度为０􀆰１ng/mL时SNR＝
９;盐酸氨溴索在浓度为０􀆰２ng/mL时SNR＝７􀆰９.

２􀆰４􀆰３　准确度和精密度:按 “２􀆰３􀆰３”项下制备血浆浓度为

５、１００、４００ng/mL的质量控制 (QC)样品 (分别为样品

１、样品２、样品３),每一个浓度进行６个样本分析,连续

测定３天,根据当天的标准曲线求得质控样品浓度,考察本

法的准确度与精密度,准确度用相对误差 (RE)表示,精
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确度用相对标准偏差 (RSD)表示.日内、日间 RSD 值在

０􀆰２９％ ~２􀆰３８％ 之 间,精 密 度 良 好,RE 在 ― ０􀆰５９％ ~
０􀆰９０％之间,结果见表１.

　　注:A,空白血浆;B,空白血浆＋利伐沙班 (a)＋盐酸

氨溴索 (b);C,服用利伐沙班患者血浆血样＋盐酸氨溴索;

a,利伐沙班;b,盐酸氨溴索.

图２　利伐沙班和盐酸氨溴索的典型 MRM色谱图

表１　人血浆中利伐沙班的日内和日间

精密度与准确度 (n＝６,x±s)

名称
实际浓度/
(ng/mL)

测定浓度/
(ng/mL)

RE/

％

RSD/％

日内 日间

样品１ ５ ５􀆰０３±０􀆰１１ ０􀆰６０ ２􀆰２７ ２􀆰３８
样品２ １００ ９９􀆰４１±１􀆰６８ ―０􀆰５９ １􀆰６９ １􀆰２１
样品３ ４００ ４０３􀆰５８±２􀆰４８ ０􀆰９０ ０􀆰６１ ０􀆰２９

２􀆰４􀆰４　基质效应:用超纯水替换人体血浆并按 “２􀆰３􀆰３”项

方法操作,分别将利伐沙班制备成５、１００、４００ng/mL (含

１４３􀆰３ng/mL的内标)的质控样品各６份后,测定并记录利

伐沙班和内标的峰面积 A;分别取６个不同批次的空白血浆

１００μL置于１􀆰５mLEP管中,不加标准溶液及内标溶液,
按 “２􀆰３􀆰３”项方法操作,取血液上清,分别加入低、中、
高３个浓度标准溶液１００μL和内标溶液１００μL,涡旋震荡

３０s,１００００rpm 离心１０min,取上清液进样分析,记录待

测物和内标的色谱峰面积B,以B/A×１００％计算基质效应.
试验结果见表２.

２􀆰４􀆰５　提取回收率:按 “２􀆰３􀆰３”项方法操作制备利伐沙班

５、１００、４００ng/mL (含１４３􀆰３ng/mL的内标)的质控样品

(n＝６),取５μL进样,记录待测物和内标的色谱峰面积 C,
以C/A×１００％计算回收率.试验结果见表２.

表２　人血浆中利伐沙班及内标的基质效应

及提取回收率 (n＝６)

　　名称
基质效应 提取回收率

B/A

％,x±s

RSD/

％

C/A

％,x±s

RSD/

％
利伐沙班

　５ng/mL １００􀆰２９±３􀆰１６ ３􀆰１５ ９８􀆰６４±３􀆰９８ ４􀆰０４
　１００ng/mL ９７􀆰７６±１􀆰１６ １􀆰１９ １０２􀆰８４±２􀆰１２ ２􀆰０６
　４００ng/mL １００􀆰４１±０􀆰５７ ０􀆰５６ １０２􀆰４２±１􀆰６４ １􀆰６０
内标

　１４３􀆰３ng/mL ９９􀆰００±１􀆰６９ １􀆰７１ １０３􀆰３４±１􀆰５４ １􀆰４９

２􀆰４􀆰６　稀释效应:制备浓度为１μg/mL 的质控人血浆样

品,用空白血浆稀释１０倍进行测定,其余按 “２􀆰３􀆰３”项下

处理并进样分析,重复操作测定６次.对其稀释效应进行研

究.结果显示稀释１０倍后 (浓度１１３􀆰９ng/mL,重复测定６
次,测 得 值 平 均 １０９􀆰４２ ng/mL,RSD 为 ０􀆰９２％,RE
为３􀆰５１％.

２􀆰４􀆰７　样品稳定性:制备５、１００、４００ng/mL的利伐沙班

血浆样品 (分别为样品１、样品２、样品３),分别考察室温

放置２４h、―２０℃反复冻融３次、―８０℃冷冻３０d的稳

定性,按 “２􀆰３􀆰３”项下方法操作后测定,以标准曲线计算

利伐沙班浓度.利伐沙班在室温放置２４h、―２０℃反复冻

融３次、―８０℃冷冻３０d,结果见表３.

表３　利伐沙班在人血浆中的稳定性考察 (n＝６)

　　名称 测定值 (ng/mL,x±s) 准确度/％

样品１
　室温放置２４h ４􀆰８７±０􀆰０７ ―２􀆰６０
　―２０℃冻融３次 ５􀆰１７±０􀆰２５ ３􀆰４０
　―８０℃冷冻３０d ５􀆰２２±０􀆰０６ ４􀆰４０
样品２
　室温放置２４h １０３􀆰０７±０􀆰０９ ３􀆰０７
　―２０℃冻融３次 １００􀆰１４±０􀆰３３ ０􀆰１４
　―８０℃冷冻３０d ９９􀆰８７±０􀆰３８ ―０􀆰１３
样品３
　室温放置２４h ３９８􀆰１０±０􀆰１５ ―０􀆰４８
　―２０℃冻融３次 ４００􀆰７２±２􀆰４６ ０􀆰１８
　―８０℃冷冻３０d ４０２􀆰６２±２􀆰４６ ０􀆰６６

３　讨论

关于利 伐 沙 班 血 药 浓 度 测 定,Elebier等[１]报 道 采 用

HPLCＧUV,但其灵敏度有限,亦无法适应药代动力学分

析;与之相比,HPLCＧMS/MS具备特异性高,选择性和灵

敏度好,线性范围广且操作简便等特点[２Ｇ３],能快速测定人
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血浆中利伐沙班的浓度.因此,本文在综合以上参考文献报

道的基础上加以改良,应用 HPLCＧMS/MS法检测利伐沙

班血药浓度,为后续临床研究奠定基础.
本研究在预试验过程中,参考相关文献报道[４Ｇ５],选择

不同比例的乙腈、甲醇和甲酸水溶液为流动相,结果表明采

用乙腈∶水 (３０∶７０)用甲酸调节pH 至３􀆰０,色谱峰峰形

良好,响应值高.在血浆提取方法上,固相萃取法[１]成本高

且操作较繁琐而本试验直接采用乙腈沉淀血浆蛋白的方法操

作简单且灵敏度可满足要求.此外,由于盐酸氨溴索与利伐

沙班具有相似的色谱特性,本试验选用盐酸氨溴索作为内标

物,在分离度以及保留时间方面均优于文献报道的茶苯

海明[６].
本试验所建立的 HPLCＧMS/MS法测定利伐沙班血药浓

度,简便、快 速、准 确,适 用 于 临 床 常 规 监 测 和 药 动 学

研究.
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ILＧ１０对脓毒症大鼠心肌损伤保护作用的实验研究
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【摘　要】　目的　探讨ILＧ１０对脓毒症大鼠心肌损伤保护作用及其机制.方法　４８只 SD 大鼠随机分为假手术组

(sham 组)、模型对照组 (CLP组)和ILＧ１０干预组各１６只.采用盲肠结扎穿刺法 (CLP)造模.ILＧ１０干预组于造模成功

后０􀆰５h经尾静脉注入重组人ILＧ１０１μg,术后１２、２４h用ELISA法检测血浆中TNFＧα、ILＧ１及cTnI的含量,术后２４h取

大鼠心肌组织,用 Tunel法检测心肌细胞凋亡.结果　脓毒症大鼠血浆中 TNFＧα、ILＧ１及cTnI表达明显增多,并于１２h达

高峰;ILＧ１０干预组术后１２、２４h血浆中 TNFＧα、ILＧ１及cTnI表达较CLP组明显降低 (P＜０􀆰０１).ILＧ１０干预组术后２４h
心肌细胞凋亡明显高于sham 组,但低于CLP组 (P＜０􀆰０５).结论　脓毒症可诱导大鼠 TNFＧα、ILＧ１的表达,导致其心肌

损伤的发生,cTnI表达的上调,使大鼠心肌细胞的凋亡增加;ILＧ１０可通过下调脓毒症大鼠 TNFＧα、ILＧ１表达,减轻炎症反

应,减少心肌细胞损伤及凋亡,从而保护心肌组织.
【关键词】ILＧ１０;脓毒症心肌损伤;TNFＧα;ILＧ１;cTnI;细胞凋亡
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　　脓毒症是由细菌、创伤等因素引发并导致的全身炎症反

应综合征,常引起多器官功能障碍 (multipleorgandysfuncＧ
tionsyndrome,MODS)及机体的内环境紊乱.据报道,全

球每年新发脓毒症患者约３１５０例,其中死亡约５３０万例.
据我国流行病学调查显示,ICU 患者的脓毒症患病率为

３７􀆰３％.脓毒症不仅是ICU 患者主要死亡因素之一,而且

严重影响存活脓毒症患者的远期生活质量.心肌损伤及继发

的心功能不全是脓毒症严重的并发症之一,具有高发病率、

高致死率的特点,对人类的健康造成严重的危害.脓毒症心

肌损伤机制复杂,目前普遍认为炎症反应是脓毒症心肌损伤

的一个重要因素.研究发现,TNFＧα、ILＧ１等多种炎症因子

参与了心肌损伤[１].ILＧ１０是一种重要的细胞因子,其主要

功能为限制及终止炎症反应,即通过抑制 TNFＧα及ILＧ１等

炎性因子的分泌从而对炎症反应有抑制作用[２];但ILＧ１０对

脓毒症心机损伤的影响尚不清楚.本研究建立大鼠脓毒症模

型,经尾 静 脉 注 射 ILＧ１０,采 用 ELISA 法 检 测 大 鼠 血 浆

TNFＧα、ILＧ１及cTnI含量,Tunel法检测其心肌细胞凋亡情
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