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　　摘　要：目的　建立快速、灵敏的测定人血浆中非诺贝特酸的ＬＣＭＳ／ＭＳ方法。方法　人血浆样本以甲醇沉淀蛋白后，选用

ＺｏｒｂａｘＳＢＣ１８ＮａｒｒｏｗＢｏｒｅ色谱柱（１５０ｍｍ×２．１ｍｍ，５μｍ），以甲醇０．１％甲酸（８０∶２０，ｖ／ｖ）为流动相，流速为０．４０ｍＬ／ｍｉｎ；

选用ＡＰＩ３２００型三重四极杆串联质谱仪的多重反应监测（ＭＲＭ）扫描方式进行监测，电喷雾离子化源（ＥＳＩ），负离子方式，选择监

测离子反应分别为犿／狕３１６．９→犿／狕２３０．９（非诺贝特酸）和犿／狕３５５．９→犿／狕３１２．２（内标吲哚美辛）。结果　非诺贝特酸和吲哚

美辛的保留时间分别为１．９９ｍｉｎ和２．０８ｍｉｎ；血浆中非诺贝特酸的线性范围为０．０５００～３０．０μｇ／ｍＬ（狉＞０．９９），定量下限为

０．０５００μｇ／ｍＬ；批内、批间相对标准偏差（犚犛犇）均小于３．０％；相对误差（犚犈）均不超过±９．０％的范围；平均提取回收率为（９９．０

±２．４）％；稳定性试验中，在储备液和各种贮存条件下的血浆中，非诺贝特酸均较稳定。结论　该方法快速、灵敏、准确、专属性

强、重现性好，适用于人血浆中非诺贝特酸浓度的测定，并成功应用于中国健康受试者口服非诺贝特胶囊后非诺贝特酸的药代动

力学研究。
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　　非诺贝特（ｆｅｎｏｆｉｂｒａｔｅ）是苯氧芳酸衍生物，化学名为２甲

基２［４（４氯苯甲酰基）苯氧基］丙酸异丙酯，是临床常用的高

效、速效的调血脂药物，可显著降低血清ＴＧ、ＴＣ和ＬＤＬＣ及

升高 ＨＤＬＣ水平，且毒副反应小
［１２］。非诺贝特还可改善内

皮功能、减少炎性反应、增加胰岛素敏感性及减少微量白蛋白

尿，有助于减少糖尿病并发症，尤其适用于２型糖尿病及代谢

综合征的患者。与他汀类药物联用可更好地改善致动脉粥样

硬化的血脂谱，并具有较好的耐受性［３］。非诺贝特在吸收进入

体内的同时，即被组织及血浆酯酶迅速、完全地水解，形成活性

代谢产物非诺贝特酸（ｆｅｎｏｆｉｂｒｉｃａｃｉｄ），血浆中检测不到原型药

物，但可通过检测非诺贝特酸的浓度来反映非诺贝特吸收的速

度和程度［４］。非诺贝特自１９７５年研制成功并上市以来，已有

许多新剂型和以微粒化为基础的口服制剂，以及降低剂量规格

和给药剂量的口服制剂相继在美国上市［５８］。而国内非诺贝特

口服制剂（片剂、胶囊、缓释片、缓释胶囊及以微粒化为基础的

片剂、分散片、咀嚼片、胶囊等）的批准文号和生产厂家也已多

达９０余个。为进行非诺贝特口服制剂的人体药代动力学研究

以及人体生物等效性研究，有必要建立快速、灵敏、准确、专属

性强、重现性好的测定人血浆中非诺贝特酸的方法。

１　材料与方法

１．１　药品与试剂　非诺贝特胶囊（商品名：力平之?；规格：

２００毫克／粒，法国 ＬａｂｏｒａｔｏｉｒｅｓＦｏｕｒｎｉｅｒＳ．Ａ．生产，批号：

１７９４４）。非诺贝特酸对照品（纯度为１００％，中国食品药品检

定研究院，批号：１０１１２２２０１００１）；吲哚美辛对照品（内标，纯度

为１００％，中国食品药品检定研究院，批号：１００２５８２００４０３）。

甲醇（色谱纯，美国ＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＩｎｃ．，批号：１２０５１１）；水为

超纯水，其他试剂均为分析纯。空白人血浆来自健康志愿者。

１．２　仪器　ＡＰＩ３２００型三重四极杆串联质谱仪，配有电喷雾
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离子化源以及Ａｎａｌｙｓｔ１．４．２数据处理软件（美国ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏ

ｓｙｓｔｅｍｓＩｎｃ．）；Ｐｒｏｍｉｎｅｎｃｅ２０Ａ液相色谱系统，配有ＬＣ２０ＡＤ

型二元泵、ＤＧＵ２０Ａ３型脱气机、ＳＩＬ２０ＡＨＴ型自动进样器、

ＣＴＯ２０Ａ型柱温箱、ＣＢＭ２０Ａ 系统控制器（日本 Ｓｈｉｍａｄｚｕ

Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ）；ＱＢ６００型高速振荡混合器（海门市其林贝尔仪

器制造有限公司）；Ｓｉｇｍａ３１８Ｋ台式高速离心机（德国Ｓａｒｔｏ

ｒｉｕｓＳｔｅｄｉｍＢｉｏｔｅｃｈＧｍｂＨ）。

１．３　方法

１．３．１　色谱条件及质谱条件　保护柱：ＰｈｅｎｏｍｅｎｅｘＣ１８（４

ｍｍ×２．０ｍｍＩ．Ｄ．，５μｍ粒径，美国ＰｈｅｎｏｍｅｎｅｘＩｎｃ．）；色谱

柱：ＺｏｒｂａｘＳＢＣ１８（１５０ｍｍ×２．１ｍｍＩ．Ｄ．，５μｍ粒径，美国

ＡｇｉｌｅｎｔＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓＩｎｃ．）；流动相：甲醇０．１％甲酸（８０∶２０，

ｖ／ｖ）；流速：０．４ｍＬ／ｍｉｎ；柱温：３５℃；进样量：２μＬ。

离子源：电喷雾离子化源；负离子方式检测；离子喷射电

压：－４５００Ｖ；温度：４５０℃；源内气体１（ＧＳ１，Ｎ２）压力：２０７

ｋＰａ；气体２（ＧＳ２，Ｎ２）压力：３４５ｋＰａ；气帘气体（ＣＵＲ，Ｎ２）压

力：１３８ｋＰａ；碰撞气（ＣＡＤ，Ｎ２）压力：２１ｋＰａ；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 犿／狕

３１６．９→犿／狕２３０．９（非诺贝特酸）和犿／狕３５５．９→犿／狕３１２．２

（吲哚美辛），解簇电压（ＤＰ）分别为：－２５Ｖ和－２０Ｖ，碰撞能

量（ＣＥ）分别为：－２９ｅＶ和－１５ｅＶ；Ｑ１和 Ｑ３分辨率均为 Ｕ

ＮＩＴ。

１．３．２　溶液及标准血浆样本的配制　精密称取非诺贝特酸对

照品适量，置５ｍＬ容量瓶中，以甲醇溶解并定容至刻度，配制

成浓度为３．００ｍｇ／ｍＬ的非诺贝特酸储备液。精密取该储备

液适量，以空白人血浆稀释得到标准曲线样本（非诺贝特酸浓

度分别为０．０５００、０．１００、０．５００、２．００、８．００、１５．０、２４．０、３０．０

μｇ／ｍＬ）。另精密称取非诺贝特酸对照品适量，同法配制得到

定量下限（ＬＬＯＱ）、质控（ＱＣ）、定量上限（ＵＬＯＱ）样本（非诺贝

特酸浓度分别为０．０５００、０．１００、２．００、２４．０、３０．０μｇ／ｍＬ）。精

确称取吲哚美辛对照品适量，置１０ｍＬ容量瓶中，以甲醇溶解

并定容至刻度，配制成浓度为２００μｇ／ｍＬ的内标溶液。

１．３．３　血浆样本处理　精密取血浆样本５０μＬ置于１．５ｍＬ

ＥＰ管中，加入内标溶液１０μＬ、甲醇沉淀剂１４０μＬ、甲醇水

（３∶１，ｖ／ｖ）４００μＬ，涡流１ｍｉｎ，１００００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取

上清液１５０μＬ转移至进样瓶中进行ＬＣＭＳ／ＭＳ分析。

２　结　　果

２．１　方法学验证

２．１．１　质谱分析　分别将非诺贝特酸储备液、吲哚美辛内标

溶液稀释成浓度为１．００μｇ／ｍＬ的溶液，采用蠕动泵以１０μＬ／

ｍｉｎ的恒定速度泵入 ＭＳ／ＭＳ系统，进行碎片离子分析，相应

的二级全扫描质谱图，见图１（见《国际检验医学杂志》网站论

文附件）。

２．１．２　选择性　分别取６例健康受试者的空白血浆（加入等

体积甲醇代替内标溶液），ＬＬＯＱ样本和健康受试者口服非诺

贝特胶囊后的血浆样本，按“１．３．３血浆样本处理”项处理，其

典型色谱图，见图２（见《国际检验医学杂志》网站论文附件）。

非诺贝特酸和内标吲哚美辛的保留时间分别约为１．９９ｍｉｎ和

２．０８ｍｉｎ，血浆中内源性物质在非诺贝特酸和内标吲哚美辛出

峰处均无杂峰。

２．１．３　残留效应　于测定 ＵＬＯＱ样本之后测定空白血浆样

本，分别以残留在空白血浆样本中的非诺贝特酸和内标吲哚美

辛的峰面积除以测定ＬＬＯＱ样本时非诺贝特酸和内标吲哚美

辛的峰面积，计算测定过程中非诺贝特酸和吲哚美辛的残留效

应因子。非诺贝特酸与内标吲哚美辛的残留效应因子均为０，

表明测定过程中非诺贝特酸与内标吲哚美辛均无残留。

２．１．４　基质效应　按“１．３．３血浆样本处理”项处理６个不同

来源空白血浆，得到空白血浆基质后，再加入低、中、高３个ＱＣ

浓度的非诺贝特酸溶液及内标溶液，以其进样得到的峰面积除

以相应浓度的非诺贝特酸溶液及内标溶液直接进样得到的峰

面积，计算血浆中内源性物质对非诺贝特酸和内标吲哚美辛的

基质效应因子［９］。血浆中内源性物质对低、中、高３个浓度非

诺贝特酸的基质效应因子分别为（９９．３±２．６）％、（９５．７±

２．３）％、（９７．４±１．０）％，平均基质效应因子为（９７．５±２．５）％，

对内标吲哚美辛的基质效应因子为（９２．６±２．９）％。

２．１．５　线性范围与ＬＬＯＱ　按“１．３．３血浆样本处理”项处理

标准曲线样本，以血浆中待测物浓度为横坐标犡（μｇ／ｍＬ），待

测物与内标物的峰面积比值为纵坐标犢，用加权（犠＝１／犡２）最

小二乘法进行回归运算，求得的直线回归方程，即标准曲线为：

犢＝０．１２９犡－０．０００１７１（狉＝０．９９８８），本方法测定人血浆中非

诺贝特酸的线性范围为０．０５００～３０．０μｇ／ｍＬ。

按“１．３．３血浆样本处理”项处理ＬＬＯＱ样本，进行６样本

分析，连续测定３个分析批。根据同一分析批的标准曲线计算

ＬＬＯＱ样本的浓度。结果列于表１，批内、批间相对标准偏差

（ＲＳＤ）均小于４．０％，相对偏差（ＲＥ）均不超过±１１．０％的范

围，本方法测定人血浆中非诺贝特酸的定量下限为０．０５００

μｇ／ｍＬ。

２．１．６　精密度与准确度　按“１．３．３血浆样本处理”项处理

低、中、高３个浓度的ＱＣ样本，每浓度进行６样本分析，连续

测定３个分析批。根据同一分析批的标准曲线计算 ＱＣ样本

的浓度。结果列于表１，批内、批间ＲＳＤ均小于３．０％，ＲＥ均

不超过±９．０％的范围。

表１　　人血浆中非诺贝特酸ＬＣＭＳ／ＭＳ测定方法

　　准确度与精密度结果（狀＝１８）

理论浓度

（μｇ／ｍＬ）

测得浓度

（μｇ／ｍＬ）

批内

犚犛犇（％）

批间

犚犛犇（％）

犚犈

（％）

０．０５００ ０．０４８１±０．００１６ ３．６ １．３ －１０．８～１．８

０．１００ ０．１０５０±０．００３０ ２．５ ２．６ －１．２～９．０

２．００ ２．０６００±０．０２００ ０．８ １．７ １．０～５．０

２４．０ ２３．５０００±０．２０００ ０．８ １．４ －３．７～－０．８

２．１．７　提取回收率　按“１．３．３血浆样本处理”项处理低、中、

高３个浓度的ＱＣ样本，以其进样得到的峰面积除以空白血浆

经处理后再加入相应浓度的非诺贝特酸溶液及内标溶液后进

样得到的峰面积，计算血浆中非诺贝特酸和内标吲哚美辛的提

取回收率。血浆中低、中、高３个浓度的非诺贝特酸的提取回

收率分别为（９６．７±２．８）％、（９９．６±１．３）％、（１００．７±０．７）％，

平均提取回收率为（９９．０±２．４）％，吲哚美辛的提取回收率为

（１００．９±２．８）％。

２．１．８　稳定性　按“１．３．３血浆样本处理”项处理ＱＣ样本，每

浓度进行３样本分析，考察血浆样本室温放置８ｈ、经３次冻

融、－８０℃冰冻放置７０ｄ，以及血浆样本经处理后于自动进样

器中室温放置２４ｈ非诺贝特酸的稳定性。测定浓度与理论浓

度的ＲＥ均不超过±９．０％的范围，表明在血浆样本室温放置、

反复冻融、长期冰冻放置过程中，以及处理后分析测定过程中，

非诺贝特酸均较为稳定，各种贮存条件不影响对样本浓度进行
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准确测定。此外，非诺贝特酸储备液和内标溶液于室温放置

２４ｈ、４℃放置７０ｄ的均稳定。

２．２　方法应用　６名中国健康男性受试者单次口服非诺贝特

胶囊，给药剂量为２００ｍｇ，于受试者用药前和用药后１、２、３、４、

５、６、７、８、１０、１２、２４、３６、４８、７２、９６ｈ采集并分离血浆样本，应用

已建立的ＬＣＭＳ／ＭＳ方法测定血浆中非诺贝特酸的浓度。受

试者口服非诺贝特胶囊后非诺贝特酸的平均血药浓度时间曲

线，见图３。

图３　　健康受试者单次口服非诺贝特胶囊后非诺贝特酸的

平均血药浓度时间曲线（狀＝６）

３　讨　　论

近几年，国内外对人血浆中非诺贝特酸的测定方法有液相

色谱法（ＬＣＵＶ）
［１０１７］、液相色谱串联质谱联用法（ＬＣＭＳ／

ＭＳ）
［１８１９］等，但都存在一定的局限性，如：分析时间长（＞５

ｍｉｎ）
［１０１６，１８］，流动相用量大（≥０．８ｍＬ／ｍｉｎ）

［１０１２，１４１７］；血浆用

量大（≥４００μＬ）
［１２１３，１５，１８］，样本处理过程复杂，采用液液萃取

法［１２，１８１９］，或比较昂贵的固相萃取法［１１，１４］，或固相萃取后吹干

再复溶［１３］，或未采用内标定量［１４１７］等。另外，本研究中６名受

试者口服非诺贝特胶囊２００ｍｇ后非诺贝特酸的 Ｃｍａｘ为

１．５２～７．０１μｇ／ｍＬ，而已有研究数据也表明，服用同一剂量的

非诺贝特口服制剂后，体内非诺贝特酸的浓度存在较大差异，

如：口服非诺贝特胶囊２００ｍｇ后非诺贝特酸的 Ｃｍａｘ为

（９．５１±１．７７）μｇ／ｍＬ
［１０］、（１１．３±２．３）μｇ／ｍＬ

［１１］、（１０．６１±

２．７９）μｇ／ｍＬ
［１２］、（１３．５９±２．７３）μｇ／ｍＬ

［１４］、（３．０５±１．７９）μｇ／

ｍＬ
［１７］。这可能与非诺贝特的制剂类型、制剂工艺、微粒化程

度有一定的关系。因此，为了满足口服各种剂量、各种剂型的

非诺贝特制剂后非诺贝特酸的人体药代动力学研究和生物等

效性研究，上述部分方法在定量范围方面还存在局限性，如：灵

敏度较低（≥０．２μｇ／ｍＬ）
［１０，１１，１３１５，１８］，在给药剂量较小的临床

试验生物样本的分析时，无法测定３～５个消除半衰期时样本

中的药物浓度或检测Ｃｍａｘ的１／１０～１／２０的药物浓度；ＵＬ

ＯＱ较低（＜１５μｇ／ｍＬ）
［１７，１９］，不能直接测定部分高浓度的生

物样本，而需要进行稀释复测。本实验建立了快速、灵敏、准

确、专属性强、重复性好的ＬＣＭＳ／ＭＳ方法，成功应用于６例

健康受试者单次口服２００ｍｇ非诺贝特胶囊后非诺贝特酸的药

代动力学研究。
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［１５］范国荣，林梅，张正行，等．人血浆中非诺贝特活性代谢物非诺贝

酸的高效液相色谱法测定［Ｊ］．药物分析杂志，２０００，２０（４）：２３１

２３４．

［１６］李晓祥，赵亚男，周理想．非诺贝特缓释片人体药代动力学及生物

等效性研究［Ｊ］．安徽医药，２００９，１３（７）：７３２７３４．

［１７］ＶｌａｓｅＬ，ＰｏｐａＡ，ＭｕｎｔｅａｎＤ，ｅｔａｌ．Ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓａｎｄｃｏｍｐａｒ

ａｔｉｖｅｂｉｏａｖａｉｌａｂｉｌｉｔｙｏｆｔｗｏｆｅｎｏｆｉｂｒａｔｅｃａｐｓｕｌｅｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎｓｉｎ

ｈｅａｌｔｈｙｖｏｌｕｎｔｅｅｒｓ［Ｊ］．Ａｒｚｎｅｉｍｉｔｔｅｌｆｏｒｓｃｈｕｎｇ，２０１０，６０（９）：５６０

５６３．

［１８］ＴｒｉｖｅｄｉＲＫ，ＫａｌｌｅｍＲＲ，ＭｕｌｌａｎｇｉＲ，ｅｔａｌ．Ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｄｅｔｅｒｍｉ

ｎａｔｉｏｎｏｆｒｏｓｕｖａｓｔａｔｉｎａｎｄｆｅｎｏｆｉｂｒｉｃａｃｉｄｉｎｈｕｍａｎｐｌａｓｍａｂｙＬＣ

ＭＳ／ＭＳｗｉｔｈｅｌｅｃｔｒｏｓｐｒａｙｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ：ａｓｓａｙｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，ｖａｌｉｄａ

ｔｉｏｎａｎｄａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｔｏａｃｌｉｎｉｃａｌｓｔｕｄｙ［Ｊ］．ＪＰｈａｒｍＢｉｏｍｅｄＡｎａｌ，

２００５，３９（３／４）：６６１６６９．

［１９］ＢｈａｖｅｓｈＤ，ＳｈａｈＳ，Ｓｈｉｖｐｒａｋａｓｈ．Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｆｅｎｏｆｉｂｒｉｃａｃｉｄ

ｉｎｈｕｍａｎｐｌａｓｍａｂｙｕｌｔｒａｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ

ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｒａｙｉｏｎｉｚａｔｉｏｎｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ：ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｔｏａｂｉｏ

ｅｑｕｉｖａｌｅｎｃｅｓｔｕｄｙ［Ｊ］．ＢｉｏｍｅｄＣｈｒｏｍａｔｏｇｒ，２００９，２３（９）：９２２９２８．

（收稿日期：２０１２１２２３）

·０９６１· 国际检验医学杂志２０１３年７月第３４卷第１３期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊｕｌｙ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１３


