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摘= =要：目的= =建立简单、快速、灵敏的测定大鼠血浆中阿齐沙坦血药浓度的 emiCJ荧光分析方法。方法= =色谱柱为 Agláent=
béálent=élìs=CNU（ORM=mm×QKS=mm，R=μm），流动相为 MKNB磷酸水溶液J甲醇（PR∶SR），激发波长为 OSR=nm，吸收波长为 PTU=
nm。结果= =血浆中内源性物质对待测物无干扰；线性范围为 MKN～NMM=μgLmi，oOZMKVVV；定量下限为 MKN=μgLmi；高中低浓

度样品提取回收率在 UTKTSB～VRKSRB，批内批间精密度 opa在 MKUS=B～NKUTB，相对误差 ob均小于 RB，符合相关生物样

品检测标准。pa大鼠 ág给予 OKM= gLkg的阿齐沙坦酯钾后，阿齐沙坦在大鼠体内 ArCMJt为（RQRNKVQ±OVTKVS）μgLi·h，Cm~x
为（ORUKMN±QVKTR）μgLmi。结论= =建立了专属性强、灵敏度高、重复性好的 emiCJ荧光分析方法，可用于阿齐沙坦在大鼠

血浆中血药浓度测定。=
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aetermination=of=concentration=of=Azilsartan=in=rat=plasma=by=emiC=with=
fluorescence=detection= =
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AbstractW= lbjective= = qç= est~blásh= ~=emiCJflìçrescence=methçd= fçr= determán~táçn= çf= cçncentr~táçn= çf=Azáls~rt~n= án= r~t= él~sm~K=
jethods= = Chrçm~Jtçgr~éhác=cçlìmnW=Agláent Epilent plμs CNU=EORM=mm=×=QKS=mmI=R=μmFX=jçbále=éh~se=w~s=MKNB=éhçséhçrác=~cád=
sçlìtáçn= ~nd=meth~nçl= EPR∶SRFX= bxcát~táçn= w~velength= w~s= OSR= nmX= breceáver= w~velength= w~s= PTU= nmK=oesults= = bndçgençìs=
sìbst~nce= án= él~sm~= s~méles= h~d= nç= effect= çn= resìltK= C~lábr~táçn= cìrves= were= láne~r= çver= MKN—100 μg/mL (oOZMKVVVF= ~nd= the=
minimum detection concentration was 0.1 μg/mL. The recoveries of azilsartan from plasma were between 87.76% and 95.65%. The 
opa= v~lìes= çf= ántr~= ~nd= ánterJd~ó=were= between= MKUSB—NKUTBK= qhe= ~ccìr~có= EobBF=w~s= blçw= RBK=After= áKgK= çf= O= MMM=mgLkg=
Azáls~rt~nI= the=éh~rm~cçkánetács=é~r~meters=were=estám~ted=~s= fçllçwsW=ArCMJt=v~lìes=were= ER=QRNKVQ=–=OVTKVSF=μg/L·h=~nd=Cm~x=
were=EORUKMN=–=QVKTRF=μg/mL. Conclusion= = A=sensátáve=~nd=relá~ble=emiCJflìçrescence=methçd=ás=develçéedI=~nd=át=c~n=be=ìsed=fçr=
determán~táçn=çf=cçncentr~táçn=çf=Azáls~rt~n=án=r~t=él~sm~K= =
hey=wordsW=Azáls~rt~nX=Azáls~rt~n=medçxçmálX=emiCX=blççd=cçncentr~táçnX=flìçrámetró=
=

阿齐沙坦（Azáls~rt~n）是日本武田制药开发的

新一代抗高血压药，其实质为一种血管紧张素 ff受
体的竞争性拮抗剂，在治疗高血压方面，治疗效果

优于现有的缬沙坦和奥美沙坦 xNJPz。阿齐沙坦酯

（Azáls~rt~n=medçxçmál）是阿齐沙坦的前药，在胃肠

道吸收过程中会被芳香酯酶水解为阿齐沙坦xQJRz。阿

齐沙坦酯于OMNN年通过美国caA批准在美国上市，

而阿齐沙坦则在 OMNO年于日本上市xSz。本文旨在建

立简单、快速、准确的测定大鼠血浆中阿齐沙坦的

emiCJ荧光法，用于阿齐沙坦血药浓度的测定。=
= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = =
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N= =材料=
NKN= =仪器=

Agálent=NOMM，安捷伦科技（中国）股份有限公

司出品；检测器：Agálent=cia，dJNPONA；自动进

样器：Agálent=NOMM=Aip，dJNPOVA；泵：Agálent=NOMM=
nμ~t= mμmé，dJNPNNA；脱气机：Agálent= NOMM=
aeg~sser，dJNPOOA；柱温箱：Agálent=NOMM=qCC，
dJNPNSA；记录工作站：Agálent=chemst~táçn=_KMPKMO。=
NKO= =药品与试剂=

阿齐沙坦酯钾（供试品），质量分数 VVKPB，批

号 _gwpAhNRMROM，日本武田制药公司产品；阿齐

沙坦（对照品），质量分数 VVKTB，批号 OMNRMQMU，
中国食品药品检定研究院产品；缬沙坦（内标），质

量分数 NMMKMB，批号 NMMSRNJOMNOMP，中国食品药

品检定研究院产品。=
乙腈，色谱纯，购于 cásher= pcáentáfác；甲醇，

色谱纯，cásher= pcáentáfác；醋酸乙酯，色谱纯，天

津市康科德科技有限公司。=
NKP= =实验动物=

pa大鼠 S只，雌雄各半，体质量 NUM～OOM=g，
北京维通利华实验动物技术有限公司，生产单位许

可证编号：pCuh（京）OMNOJMMMN。动物使用方案

经天津药物研究院新药评价有限公司实验动物管理

和使用委员会（fACrC）审查并批准。=
O= =方法=
OKN= =色谱条件=

流动相为 MKNB磷酸水溶液J甲醇（PR∶SR），体

积流量 NKM= miLmán。色谱柱为 Agláent= béálent= élμs=
CNU（ORM=mm×QKS=mm，R=μm）。激发波长 OSR=nm，
吸收波长 PTU=nm。=
OKO= =溶剂配制=

稀释剂及复溶剂：TM=mi乙腈与 PM=mi甲醇混

合均匀，取 TM=mi与 PM=mi去离子水混合，再加入

NMM=μi磷酸，混匀。=
萃取剂：NOM= mi醋酸乙酯与 UM= mi乙腈溶液

混合，加入 OMM=μi磷酸，混匀。=
OKP= =阿齐沙坦标准系列溶液及质控溶液配制=

精密称取适量阿齐沙坦对照品，稀释剂溶解并

稀释成质量浓度为 N=MMM、RMM、NMM、RM、NM、R、N=
μgLmi的阿齐沙坦标准系列溶液和质量浓度为UMM、
RM、OKR=μgLmi的质控溶液。=
OKQ= =缬沙坦（内标）溶液配制=

精密称取缬沙坦适量，甲醇溶解并稀释成质量

浓度为 NMM=μgLmi的内标溶液。=
OKR= =模拟血浆样品配制=

取阿齐沙坦标准系列溶液及质控溶液 NR=μi加

入空白大鼠血浆 NPR=μi，混匀。=
OKS= =血浆样品处理过程=

取待测血浆样品 NRM=μi，加入 RM=μi内标溶液

（NMM=μgLmi），混匀，加入 VMM=μi萃取剂，涡旋离

心后取上清 UMM=μi，氮气吹干，稀释剂复溶，涡旋

离心，取上清进样测定。=
P= =动物给药方案及血浆样本采集=

pa大鼠 S只，雌雄各半，ág给予 O=MMM=mgLkg
的阿齐沙坦酯钾，于药前（M=h）及药后 MKOR、N、Q、
NM、OQ、QU=h眼底静脉丛采血，肝素钠抗凝，NO=MMM=
rLmán离心 NM=mán，取上清−UM℃冻存待测。=
Q= =数据分析=

使用 Agálent=chemst~táçn=_KMPKMO工作站对目标

峰进行积分，记录峰面积，以待测物浓度（u）为

横坐标，待测物与内标物的峰面积比值（v）为纵

坐标，用加权最小二乘法（权重为 NLuO）进行回归

运算，求得回归方程即为血浆校正曲线。各毒代动

力学参数用 a~s=OKM计算得出。=
R= =结果=
RKN= =专属性=

配制大鼠空白血浆、阿齐沙坦和内标溶液以及

含药血浆样品，emiC测定后得色谱图（图 N），结

果显示，血浆内源性物质对目标峰不存在干扰，阿

齐沙坦保留时间约 TKQ= mán，内标保留时间约

VKNmán，阿齐沙坦与内标分离完全且峰形良好，证

明该分析方法专属性良好，能够用于测定阿齐沙坦

的血药浓度。=
RKO= =标准曲线及定量下限=

取 OKR 项下配制的系列浓度阿齐沙坦模拟血浆

样品，按照 OKS方法操作，进行 emiC分析。求得

回归方程：v＝MKMPO=T=u＋MKMMV=R，oO＝MKVVV。结

果表明阿齐沙坦在 MKN～NMM=μgLmi线性良好。=
配制质量浓度为 MKN= μgLmi的阿齐沙坦血浆样品，

平行 S份，按照 OKS方法操作，进行 emiC检测，

测定质量浓度为（MKNMO±MKMMN）μgLmi，ob 为

OKQPB，opa为 NKPQ=B，说明本方法测定血浆中阿

齐沙坦的定量下限可达到 MKN=μgLmi。=
RKP= =提取回收率=

取 OKR项下配制的质量浓度为 MKOR、R、UM=μgLmi
的质控模拟血浆样品，按照 OKS方法提取，进行=
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=
AJ空白血浆；_J阿齐沙坦对照品；CJ缬沙坦对照品；aJ阿齐沙坦及缬沙坦血浆样品；NJ阿齐沙坦；OJ缬沙坦=

AJ=bl~nk=él~sm~X=_J=st~nd~rds=çf=Azáls~rt~nX=CJ=st~nd~rds=çf=v~ls~rt~nX=aJ=s~méles=çf=Azáls~rt~n=~nd=v~ls~rt~nX=NJ=Azáls~rt~nX=OJ=v~ls~rt~n=

图 N= =阿齐沙坦 emiCJ荧光色谱图=
cig=N= = emiCJfluorescence=chromatogram=of=Azilsartan=in=rat=plasma=

emiC检测，样品峰面积记为 AN。另配制质量

浓度为 MKOR、R、UM= μgLmi的阿齐沙坦标准溶液样

品，进行 emiC检测，样品峰面积记为 AO，以 ANLAO
计算回收率。结果显示，低中高浓度样品提取回收

率分别为（UTKTS±NKPV）B、（VRKSR±NKMP）B及（VQKNP
±OKNN）B，符合相关生物样品检测标准。=
RKQ= =精密度及准确度=

按照 OKR项下配制方法，配制质量浓度为 MKOR、
R、UM= μgLmi 的模拟血浆样品，每批每浓度平行 S
份，连续配制 P批，按照 OKS方法操作，进行 emiC
检测，考察结果见表 N，结果显示，低中高浓度样

品日内 opa 分别为 NKUTB、NKQSB、NKNQB，日间

opa 分别为 MKTRB、MKUSB、NKQTB，ob 分别为

PKNMB、OKUSB、−NKRVB，符合生物样品检测标准。=
RKR= =样品稳定性=

按照 OKR项下配制方法，配制质量浓度为 MKOR、
R、UM=μgLmi的模拟血浆样品，考察血样室温放置 Q=
h、−UM℃冻融循环 P次、处理后进样器放置 OQ=h的
稳定性，测定结果见表 N。结果表明，血样室温放

置 Q=h、−UM℃冻融循环 P次及处理后进样器放置 OQ=
h 后，样品测定结果 obYNMB，说明在上述条件下

样品稳定。=

表 N= =稳定性实验结果（nZS）=
qable=N= = oesult=of=stability=experiment=En Z=SF=

浓度LEμg·mi−NF=
obLB=

室温放置= Q=h= 进样器放置 OQ=h= −UM℃冻融循环 P次=
MKOR= QKMM= QKUM= RKSM=
R= QKUM= −OKMM= MKSM=
UM= −OKMP= −OKQM= −NKSP=

RKS= =动物实验研究结果=
pa大鼠 S只，ág给予 O=MMM=mgLkg的阿齐沙坦

酯钾后，血药浓度J时间关系见图 O，动力学参数分

别见表 O。结果显示，ág给予 OKM= gLkg的阿齐沙坦

酯钾后，阿齐沙坦在大鼠体内 ArCMJt 为（RQRNKVQ
±OVTKVS）μgLi·h，Cm~x为（ORUKMN±QVKTR）μgLmi。=

= = = = =
=

= = =

M= = = = = = = = = O= = = = = = = = Q= = = = = = = = S= = = = = = = = = U= = = = = = = NM=
t=L=mán=

M= = = = = = = = = O= = = = = = = = Q= = = = = = = = S= = = = = = = = = U= = = = = = = = NM=
t=L=mán=

M= = = = = = = = = O= = = = = = = = Q= = = = = = = = S= = = = = = = = = U= = = = = = = = NM=
t=L=mán=

M= = = = = = = = = O= = = = = = = = Q= = = = = = = = S= = = = = = = = = U= = = = = = = = NM=
t=L=mán=

A= _=

C=
a=

N=

N=

O=

O=
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图 O= =阿齐沙坦在大鼠体内的药时曲线（nZS）=
cig=O= = Blood=concentrationJtime=curve=of=Azilsartan=in=rat=

En Z=SF=

表 O= =阿齐沙坦在大鼠体内的毒代动力学参数（nZS）=
qable=O= = qoxicokinetics=parameters=of=Azilsartan=in=rat=En Z=SF=

参数= 单位= 数值=
ArCMJt= μg/L∙h= R=QRNKVQ=–=OVTKVS=
Cm~x= mgLi= ORUKMN=–=QVKTR=
tNLOz= h= SKTN=–=MKMR=
qm~x= h= MKRU=–=MKPU=
szLc= iLkg= PKRO=–=MKNR=
CizLc= iLEh·kgF= MKPS=–=MKMO=

=

S= =讨论=
阿齐沙坦酯钾是阿齐沙坦酯的制剂形式，

k~çhárç 等xRz对阿齐沙坦酯体内吸收过程进行了研

究，结果表明大鼠空肠注射阿齐沙坦酯后，现有条

件下，血浆中几乎检测不到阿齐沙坦酯，而阿齐沙

坦作为主要的活性代谢产物大量存在于体内，说明

阿齐沙坦酯进入体内后几乎完全水解为阿齐沙坦

（图 P），因此可以通过研究阿齐沙坦体内变化间接

反映阿齐沙坦酯在动物体内的代谢情况。=
目前，测定血浆中药物浓度常用的检测方法有

emiCJrs、iCJjpLjp 等。sek~ráó~ 等 xTz采用

emiCJmaA法测定血浆中阿齐沙坦的浓度，检出限

仅为 NKM=μgLmi，不能满足本研究中血浆药物浓度检

测的要求。此外，采用 emiCJrs 法进行测定，血

浆样品中的内源性物质可能对待测物产生干扰。

iCJjpLjp虽解决了上述问题，但同时也提高了检

测成本。文献报道阿齐沙坦分子结构中存在能够发

射强荧光的共轭结构xUz，因此本文选择采用 emiCJ
荧光法测定阿齐沙坦的血药浓度。=

=
图 P= =阿齐沙坦酯水解过程=

cigK=P= = eydrolysis=process=of=the=Azilsartan=medoxomil=

在液相条件摸索阶段，参考相关文献xVJNNz，通

过对流动相不同配比和 ée 条件进行筛选，对洗脱

时间不断优化，最终确定本研究的色谱测定条件。

稀释剂及复溶剂采用含 MKNB磷酸的甲醇乙腈水的

混合溶液，能够促进阿齐沙坦的溶解和维持样品的

稳定。流动相中加入了 MKNB磷酸，有利于样品及内

标峰形的改善，提高了样品分离度。在实验样品处

理过程中，选用醋酸乙酯作为提取剂，提取效果不

佳，回收率仅 SMB左右，经实验摸索，发现采用醋

酸乙酯与乙腈混合溶液（混合比例 S∶Q），加入 MKNB
磷酸作为提取剂，提取效果良好，回收率高达 URB
以上。=

与 emiCJrs方法对比，本文建立的 emiCJ荧
光法具有更高的灵敏度和抗干扰能力，同时较

iCJjpLjp更为经济实用。本方法线性范围为 MKN～
NMM=μgLmi，定量下限为 MKN=μgLmi。在此线性范围

内对准确度、日内日间精密度、提取回收率以及稳

定性等项目进行了验证，考察结果均符合相关生物

样品检测标准，可用于阿齐沙坦在大鼠体内的血药

浓度测定。=
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