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测定人尿液中替米沙坦的ＬＣＭＳ／ＭＳ方法及其应用
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　　摘　要：目的　建立测定人尿液中替米沙坦的ＬＣＭＳ／ＭＳ方法（液相色谱串联质谱法），并应用于中国健康受试者口服替米

沙坦后的尿液样本分析，以探究中国人群中替米沙坦的尿液排泄情况。方法　尿液样本分别未经酶解及酶解处理后，采用液液萃

取法提取后进样测定，未经酶解处理所得为尿液中替米沙坦原形，经酶解处理所得为尿液中替米沙坦总量，而两者之差即为以葡

萄糖醛酸结合物形式存在的替米沙坦。结果　替米沙坦尿药浓度在１．００～５００．００ｎｇ／ｍＬ范围内线性关系良好，定量下限为１．

００ｎｇ／ｍＬ；相对误差（犚犈）在±１５％以内，批内相对标准偏差（犚犛犇）、批间犚犛犇均小于１５％。中国健康受试者尿液中以替米沙坦

葡萄糖醛酸结合物形式存在的替米沙坦占尿液总排泄量的９８％左右，替米沙坦经由尿液排泄的数量不到给药剂量的１％。结论

　实验建立的ＬＣＭＳ／ＭＳ方法专属准确、简单灵敏、分析速度快，可满足尿液未经酶解及酶解后替米沙坦测定的要求。中国人群

的替米沙坦尿液排泄情况与西方人群并无差异。
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　　替米沙坦是非肽类血管紧张素Ⅱ受体ＡＴ１拮抗剂类抗高

血压药物，可迅速、持久地降低血压，是治疗轻中度原发性高血

压的一线药物之一［１３］。替米沙坦体内代谢过程与细胞色素

Ｐ４５０酶无关，在体内仅生成一种代谢物即葡萄糖醛酸结合物。

国外文献报道，替米沙坦主要通过粪便排泄，尿液排泄量不到

１％，且主要为葡萄糖醛酸结合物
［４７］。替米沙坦在中国人体内

的药代动力学过程呈现非线性特征，并具有显著的个体间差

异［８１０］。本文建立测定人尿液中替米沙坦的 ＬＣＭＳ／ＭＳ方

法，以探究中国人群的尿液排泄情况。由于替米沙坦葡萄糖醛

酸结合物对照品不易得，故本实验采用间接法测定该化合物的

排泄量：尿液样本经葡萄糖醛酸酶水解后的替米沙坦总量与尿

液中替米沙坦原形之差即为以葡萄糖醛酸结合物形式存在的

替米沙坦。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂　ＡＰＩ３２００型三重四极杆串联质谱仪，配有

电喷雾离子化源以及 Ａｎａｌｙｓｔ１．４．２数据处理软件（美国 Ａｐ

ｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍＩｎｃ．）；ＰｒｏｍｉｎｅｎｃｅＬＣ２０Ａ超快速高效液相色

谱系统，配有ＬＣ２０ＡＤ溶剂输送泵、ＳＩＬ２０ＡＨＴ自动进样器、

ＣＴＯ２０Ａ柱温箱、ＣＢＭ２０Ａ系统控制器、ＤＧＵ２０Ａ３在线脱

气机（日本ＳｈｉｍａｄｚｕＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓＩｎｃ．）。其他仪器包括 ＧＬ

８８Ｂ旋涡混合器（海门市其林贝尔仪器制造有限公司）、ＱＢ６００

型高速振荡混合器（海门市其林贝尔仪器制造有限公司）、ＳＣ

３６１６台式低速离心机（科大创新股份有限公司中佳分公司）、

ＭＴＮ２８００Ｄ氮吹浓缩装置（天津奥特赛恩斯仪器有限公司）。

替米沙坦片（商品名：美卡素，上海勃林格殷格翰药业有限公司

生产，规格：８０毫克／片，批号：８１０８６８）；替米沙坦对照品（中国

药品生物制品检定所，纯度为９９．３％，批号：１００６２９２００４０１）；

地西泮对照品（中国药品生物制品检定所，纯度９９．９％，批号：

１７１２２５２００９０３）；β葡萄糖醛酸酶（美国Ｓｉｇｍａ，冻干粉，货号

Ｇ７３９６２５ＫＵ，临用时每１ｍｇ以ｐＨ６．８磷酸盐缓冲液１ｍＬ溶

解，配制成约为７４０Ｕ／ｍＬ的酶溶液）。甲醇为色谱纯，水为超

纯水，其他试剂均为分析纯。空白人尿液来自健康志愿者。

１．２　方法

１．２．１　色谱及质谱条件　色谱柱：ＺｏｒｂａｘＳＢＣ１８柱（美国

Ａｇｉｌｅｎｔ，１５０ｍｍ×２．１ｍｍＩ．Ｄ．，５ｍ粒径）；流动相：甲醇１０

ｍｍｏｌ／Ｌ乙酸铵（含０．５％甲酸）（７０∶３０）；流速：０．４ｍＬ／ｍｉｎ；
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柱温：４０℃；进样量：５μＬ。离子源：电喷雾离子化源；正离子

方式检测；离子喷射电压：２５００Ｖ；温度：４５０℃；源内气体１

（ＧＳ１，Ｎ２）压力：２７６ｋＰａ；气体２（ＧＳ２，Ｎ２）压力：４１３ｋＰａ；气帘

气体（Ｎ２）压力：１３８ｋＰａ；扫描方式为多重反应监测（ＭＲＭ）；

用于定量分析的离子反应分别为 ｍ／ｚ５１５．２ｍ／ｚ２７６．３（替米

沙坦）和ｍ／ｚ２８５．２ｍ／ｚ１９３．２（地西泮），解簇电压（ＤＰ）分别

为７８Ｖ和５７Ｖ，碰撞能量（ＣＥ）分别为５６ｅＶ和３８ｅＶ；碰撞气

（ＣＡＤ，Ｎ２）压力２１ｋＰａ；Ｑ１和Ｑ３分辨率均为ＵＮＩＴ。

１．２．２　对照品溶液及标准尿液样本的配制　精密称取替米沙

坦对照品适量，置１０ｍＬ容量瓶中，以甲醇溶解并定容至刻

度，摇匀，配制成浓度为１．００ｍｇ／ｍＬ的替米沙坦储备液，精密

取该储备液适量，用甲醇水（７∶３）稀释成各浓度的替米沙坦

对照品溶液，再分别以空白尿液稀释得到标准曲线样本（替米

沙坦浓度分别为１．００、２．００、１０．００、５０．００、１００．００、５００．００ｎｇ／

ｍＬ）。另精密称取替米沙坦对照品适量，同法配制成定量下限

（ＬＬＯＱ）、质控（ＱＣ）样本（替米沙坦浓度分别为１．００、２．００、

５０．００、４００．００ｎｇ／ｍＬ）。精确称取地西泮对照品适量，置５ｍＬ

容量瓶中，以甲醇溶解并定容至刻度，摇匀，配制成浓度为１．００

ｍｇ／ｍＬ的地西泮溶液，再以甲醇水（７∶３）稀释成地西泮浓度

为１００ｎｇ／ｍＬ的内标溶液。

１．２．３　尿液样本处理　未经酶解测定：取尿液５０μＬ，依次加

入ｐＨ６．８的磷酸盐缓冲液５０μＬ、内标溶液５０μＬ、乙醚二氯

甲烷（３∶２）３ｍＬ，涡流３０ｓ，振荡１０ｍｉｎ，３５００ｒ／ｍｉｎ离心

５ｍｉｎ，转移上清液于另一玻璃试管，４０℃恒温浴下氮气吹干，

残渣用甲醇水（７∶３）２００μＬ复溶，涡流３０ｓ，复溶后的溶液全

部转移至进样瓶中进行ＬＣＭＳ／ＭＳ分析。酶解后测定：取尿

液５０μＬ，加入葡萄糖醛酸酶溶液５０μＬ，３７℃孵育１５ｈ，再加

入内标溶液５０μＬ，其余处理同上。

１．２．４　方法学验证

１．２．４．１　选择性　分别取６个不同来源的空白尿液，以等体

积的甲醇水（７∶３）代替内标溶液，按“尿液样本处理”项操作，

得色谱图，其中１个空白尿液样本未经酶解和经酶解处理后的

色谱图见图１Ａ和图２Ａ；取替米沙坦的ＬＬＯＱ样本，按“尿液

样本处理”项操作，未经酶解和经酶解处理后得到的色谱图分

别见图１Ｂ和图２Ｂ；取１名受试者用药后收集的尿液样本，按

“尿液样本处理”项操作，未经酶解和经酶解处理后得到的色谱

图分别见图１Ｃ和图２Ｃ；替米沙坦和内标对照品溶液的色谱图

见图１Ｄ；图１Ｃ中出现未知色谱峰Ⅲ（保留时间为１．４３ｍｉｎ），

且该峰在酶解处理后消失（图２Ｃ），推测为替米沙坦葡萄糖醛

酸结合物在离子源内裂解产生替米沙坦所形成的色谱峰。结

果表明，替米沙坦和内标地西泮的保留时间分别约为２．３１ｍｉｎ

和２．６２ｍｉｎ，空白尿液经两种处理后内源性物质均不干扰替米

沙坦和内标地西泮的测定。

１．２．４．２　基质效应　按“尿液样本处理”项下操作，处理６个

不同来源空白尿液，得到空白尿液基质后，再加入低、中、高３

个浓度的替米沙坦溶液及内标溶液，以其进样得到的峰面积除

以相应浓度的替米沙坦溶液及内标溶液直接进样得到的峰面

积，计算尿液中内源性物质对替米沙坦和内标地西泮的基质效

应因子。尿液未非酶解和酶解处理后内源性物质对低、中、高

３个浓度尿液样本中替米沙坦的基质效应因子分别为（９５．６±

２．８）％、（９４．８±１．４）％、（９６．７±１．１）％和（１０６．８±１．４）％、

（１０３．５±２．３）％、（９９．３±０．４）％，平均基质效应因子分别为

（９５．７±２．０）％和（１０３．２±３．５）％，对内标地西泮的基质效应

因子分别为（９４．１±１．２）％和（９１．１±１．２）％。

　　Ａ：空白尿液；Ｂ：替米沙坦ＬＬＯＱ样本（浓度为１．００ｎｇ／ｍＬ）加入

内标溶液；Ｃ：受试者口服替米沙坦（８０ｍｇ）后尿液样本加入内标溶液。

Ⅰ：替米沙坦；Ⅱ：地西泮。

图１　　未经酶解处理的尿液中替米沙坦和内标

地西泮的典型 ＭＲＭ色谱图

　　Ａ：空白尿液；Ｂ：替米沙坦ＬＬＯＱ样本（浓度为１．００ｎｇ／ｍＬ）加入

内标溶液；Ｃ：受试者口服替米沙坦（８０ｍｇ）后尿液样本加入内标溶液。

Ⅰ：替米沙坦；Ⅱ：地西泮。

图２　　经酶解的尿液中替米沙坦和内标地西泮的

典型 ＭＲＭ色谱图

１．２．４．３　线性范围与ＬＬＯＱ　取标准曲线样本，按“尿液样本

处理”项下操作，以尿液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（Ｗ＝１／χ
２）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。每个分析批

建立一条标准曲线，每浓度２个样本，连续测定３个分析批。

两种 处 理 方 法 测 定 尿 液 中 替 米 沙 坦 的 线 性 范 围 均 为
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１．００ｎｇ／ｍＬ～５００ｎｇ／ｍＬ。按“尿液样本处理”项操作，处理

ＬＬＯＱ样本，每个分析批６样本，连续测定３个分析批，以同一

分析批的标准曲线计算ＬＬＯＱ样本的浓度，根据测定结果计

算其相对误差（犚犈）、批内相对标准偏差（犚犛犇）、批间犚犛犇，犚犈

在±１５％以内，批内犚犛犇与批间犚犛犇 均小于１５％，因此定量

下限为１．００ｎｇ／ｍＬ。

１．２．４．４　精密度与准确度　按“尿液样本处理”项操作，处理

替米沙坦低、中、高３个浓度的 ＱＣ样本，每浓度６样本，连续

测定３个分析批，以同一分析批的标准曲线计算ＱＣ样本的浓

度，根据ＱＣ样本的测定结果计算方法的准确度与精密度，非

酶解和酶解处理的相对误差均在±１５％以内，批内、批间相对

标准偏差均小于１５％。

１．２．４．５　提取回收率　按“尿液样本处理”项操作，处理替米

沙坦低、中、高３个浓度的 ＱＣ样本，每浓度６样本，以其进样

得到的峰面积除以空白尿液经处理后再加入低、中、高３个相

应浓度的替米沙坦溶液及内标溶液后进样得到的峰面积，计算

尿液中替米沙坦和地西泮的提取回收率。尿液未经酶解和酶

解处理后低、中、高３个浓度尿液样本中替米沙坦的提取回收

率分别为（９３．４±４．３）％，（９２．８±１．４）％、（９２．９±１．３）％和

（９７．１±６．６）％、（９４．６±１．７）％、（９７．５±１．６）％，平均提取回

收率分别为（９３．０±２．６）％和（９６．４±４．０）％，尿液样本中内标

地西泮的提取回收率分别为（９３．２±２．８）％和（９４．０±２．１）％。

１．２．４．６　稳定性　取低、中、高３个浓度的ＱＣ样本，每浓度３

样本测定，结果表明尿液样本室温下放置６ｈ、反复３次冻融以

及尿液样本未经酶解和酶解处理后的样液放置６ｈ稳定。

１．３　方法应用　尿液采集：８名健康男性受试者于试验前一

天吃清淡晚餐后禁食，试验当日早晨空腹口服替米沙坦

（８０ｍｇ），于用药前８ｈ内、用药后０～２ｈ、２～４ｈ、４～８ｈ、８～

１２ｈ、１２～２４ｈ收取尿液，测量体积后取１０ｍＬ置－８０℃冰箱

中保存，测定未经酶解及酶解尿液中的替米沙坦的浓度，并计

算替米沙坦及替米沙坦葡萄糖醛酸结合物的尿液排泄量。

２　结　　果

８名受试者替米沙坦及替米沙坦葡萄糖醛酸结合物（以替

米沙坦计）尿液排泄量见表１。

表１　　尿液排泄量结果

受试者

编号

替米沙坦

原形排泄量

（μｇ）

替米沙坦葡萄糖

醛酸结合物

排泄量（μｇ）

尿液排泄中

代谢物所

占比例（％）

尿液排泄

量／给药

剂量（％）

０１ １．１ ２０４．０ ９９．５ ０．３

０２ ２．１ １４７．５ ９８．６ ０．２

０３ ２．５ １８６．５ ９８．７ ０．２

０４ ２．７ ２３１．８ ９８．８ ０．３

０５ ３．２ ２４４．６ ９８．７ ０．３

０６ １０．２ ５８５．７ ９８．３ ０．７

０７ ２４．２ ５８２．７ ９６．０ ０．８

０８ １０．９ ５８５．４ ９８．２ ０．７

　　：以替米沙坦计。

３　讨　　论

尿液中替米沙坦的测定方法仅有少量 国 外 文 献 报

道［７，１１１２］，且多采用荧光法检测，分析时间较长，易产生非特异

性干扰，而本实验建立的ＬＣＭＳ／ＭＳ方法专属准确、简单灵

敏、分析速度快，可满足尿液未经酶解及酶解后替米沙坦测定

的要求，并成功应用于替米沙坦尿液排泄量的研究。本实验结

果表明中国健康受试者尿液中以替米沙坦葡萄糖醛酸结合物

形式存在的替米沙坦占尿液总排泄量的９８％左右，替米沙坦

经由尿液排泄的数量不到给药剂量的１％，与国外文献
［４］报道

一致，因此中国人群的替米沙坦尿液排泄情况与西方人群并无

差异，尿排泄差异不是导致替米沙坦在中国人体内药代动力学

个体差异大的原因。
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