
= = arug=bvaluation=oesearch= =第 QN卷=第 S期= = OMNU年 S月=

= = = =

•=NMQO=•=

iCJjpLjp法测定比格犬血浆中芬太尼浓度及药动学研究=
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摘  要：目的  建立比格犬血浆中芬太尼的液相色谱J串联质谱（iCJjpLjp）测定方法，并用于药动学研究。方法  采用

固相萃取（pmb）法从血浆中提取芬太尼和内标芬太尼JdR，建立比格犬血浆中芬太尼的 iCJjpLjp测定方法，进行特异性、

准确度、精密度、基质效应、灵敏度、稀释可靠性、稳定性方法学验证；U只比格犬，分别单次 áv给予芬太尼的生理盐水溶

液 QMM= mgL只，用 iCJjpLjp测定给药后血浆中芬太尼浓度，并用tánkonián软件计算药动学参数。结果  芬太尼的线性

范围为 O～N=MMM=égLmi，精密度、准确度、基质效应、灵敏度、稀释可靠性、稳定性均符合生物样品分析要求。比格犬体内

芬太尼药动学参数：tNLO为（QKRP±MKTQU）h，ArCMJt为（NV=SRV±P=UUV）h·ngLmi，Ci为（O=ORV±OUQ）miL（h·kg），符合

二室开放模型。结论  建立的 iCJjpLjp分析方法准确灵敏，适用于芬太尼的药动学研究。=
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芬太尼是一种合成阿片类药物，为苯胺基哌啶

衍生物，于 NVRV年问世，在临床上广泛用于麻醉和

监护病房（fCr）xNz，其系一种人工合成的强效麻醉

性镇痛药，阵痛效能约为吗啡的 UM～NMM 倍，具有

较强的亲脂性，极易透过血脑屏障进入中枢神经系

统与阿片受体结合，进而产生阵痛作用xOz。芬太尼的

起效血药质量浓度为 O=ngLmi，持续时间较短，给药

PM=mán后超过 UMB的药物以代谢物方式排出体外xPz。

目前临床上常使用的剂型为透皮贴剂和注射液xQz，但

透皮贴剂的皮肤屏障作用明显xRz，而注射剂给药不方=
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便，患者顺应性较差，因此开拓新的给药途径显得

尤为重要。口腔黏膜有较大的表面积，血流丰富，

颊黏膜为非角质化上皮组织，渗透性能好xSz，药物

可以直接吸收进入体循环，既避免首过效应，又方

便患者使用，同时可减轻药物的不良反应，延长作

用时间，因此芬太尼经口腔黏膜给药是一个较好的

途径xTz。目前，国外已有芬太尼经口腔给药剂型上

市，商品名 ceníor~]，国内已有厂家在仿制。根据

CcaA 相关要求，在国内上市的仿制药需与原研药

开展疗效一致性评价研究。为了更好的评价仿制产

品与原研药在体内的分布代谢情况，以及为二者在

体内生物等效性研究提供一种评价手段，有必要建

立一种灵敏度高、准确性好、专属性强的测定血浆

中芬太尼含量的方法。=
生物样品中芬太尼的前处理方法主要包括蛋白

质沉淀法xUz、液液萃取（iib）法xVJNMz、固相萃取（pmb）
法xNNz、干血点（a_p）法xNOz等。蛋白质沉淀法操作

较为简单，但在处理过程中样品存在稀释过程，仪

器的灵敏度要求较高；iib法主要用于脂溶性化合

物的提取，但在处理过程中需要用到大量的有机溶

剂，操作费时且易发生乳化现象；pmb法适用于大

多数液体生物样品的前处理，其操作简单，处理样

品速度快，不会出现分离不完全、乳化、回收率较

低等现象，且不会产生大量的有机废液，本文采用

pmb法，使用液相色谱J串联质谱（iCJjpLjp）技

术测定比格犬血清中芬太尼含量，并研究其在比格

犬体内的药动学。=
N= =材料=
NKN= =药物及主要试剂=

枸橼酸芬太尼（江苏恩华药业股份有限公司，

批号 _MNJOMNQMQMN，质量分数 VVKTB）；芬太尼JdR
（Ceráääá~ní，批号 cbMUNQNQMO，质量浓度 NMM=
µgLmi）；生理盐水（安徽双鹤药业有限责任公司，

批号 NQMOMTMUON）；水为超纯水，甲醇、乙腈均为

色谱纯，甲酸、氨水为分析纯。=
NKO= =主要仪器=

jáxm~íe=soríexJdenáeJO=dJRSM涡旋仪（sto）；
AiJNMQ分析天平（jeííäer）；upCNMRar分析天平

（jeííäer）；RQNToLRUNMo离心机（bééendorf=pcáeníáfác=
fndusíráes）；岛津 rciC=PMJAa=uo超快速液相（岛

津公司）；AmfJRMMM 三重四级杆质谱仪（美国应用

生物系统公司）；ée计（jeííäer=qoäedo）；arácíJnR
超纯水机（jáääáéore）。=

NKP= =动物=
比格犬，雌雄各半，U只，体质量 U～NN= kg，

由南京亚东实验动物研究中心提供，实验动物生产

许可证号 pCuh（京）OMNOJMMMN。=
O= =方法=
OKN= =色谱及质谱检测条件=

t~íers=Coríecs=eáäác色谱柱（OKT=µm，QKS=mm×
TR=mm）；柱温：室温；体积流量 MKU=miLmán；进样

体积 RKM=µi；流动相为 MKQB甲酸水溶液（用氨水调

节 ée至 PKO）J乙腈（NO∶UU）。=
离子源 bpf；离子化模式正离子；定量模式为

多反应监测模式（joj）；离子化电压 R=RMM=s；离

子源温度 RRM=℃；芬太尼的去集束电压（am）、入

口电压（bm）、碰撞能量（Cb）、碰撞室出口电压

（Cum）分别为 NOM、NM、PR、OP=s；检测对象芬太

尼 mLz=PPTKOLNUUKO，芬太尼JdR=mLz=PQOKPLNUUKP。=
OKO= =溶液配制=
OKOKN= =内标溶液的制备= =取芬太尼JdR 对照品溶液

（NMM= µgLmi）适量，用甲醇稀释成质量浓度为 RMM=
égLmi的溶液，于－OM=℃保存，备用。=
OKOKO= =芬太尼工作溶液的配制= =精密称取枸橼酸

芬太尼适量，用甲醇溶解并分别稀释成芬太尼质量

浓度为 OMMKM、RMKM、QRKM、QMKM、ORKM、OMKM、RKM、
OKR、MKR、MKP、MKO、MKN=ngLmi标准曲线工作液，于

－OM=℃保存，备用。=
OKOKP= =药物溶液的配制= =精密称取枸橼酸芬太尼

适量，用生理盐水溶解并稀释成芬太尼质量浓度为

OMM=mgLmi的溶液，备用。=
OKP= =血浆样品处理=

移取 OMM=mi的血浆样品，依次加入 RM=mi的

fp溶液、OMM=mi的 NB的甲酸水溶液，混合均匀；

将上述的混合样品全部转移至活化好的固相萃取

板，依次加入 MKU=mi=NB的甲酸水溶液、MKU=mi甲

醇∶水（O∶U）、加入 MKU=mi甲醇清洗 pmb后，加

入 MKP=mi含 OB氨水的甲醇溶液洗脱 O次，收集洗

脱液（抽干）；将上述洗脱液于 PR=℃= kO流下吹干

后，用 PMM=µi乙腈∶水（V∶N）复溶，涡旋 P=mán，
离心，取上清液 R=µi进样分析。=
OKQ= =药动学研究=

U只比格犬（雌雄各半），分别单次静脉推注（O=
mán）O= mi药物溶液。分别于给药前及给药后 R、
NM、NR、OM、OR、PM、QM= mán、N、O、Q、T、NO、
OQ=h采血。在设定的时间点从每只动物静脉留置针
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采血约 N=mi至含抗凝剂 hObaqA的采血管中，经

Q=℃离心（NU=MMM=rLmán，NM=mán）分离获得血浆。=
OKR= =数据处理=

使用已系统验证的芬太尼在比格犬血浆中的

iCJjpLjp定量分析方法测定上述血浆样品中芬太

尼的含量，并使用tánkonián（SKP版，mh~rsághí）
按照非房室模型计算药动学参数。=
OKS= =方法学考察=
OKSKN= =系统适应性考察= =取空白血浆，加入适宜浓

度的芬太尼工作溶液，制备成质量浓度为 O= égLmi
的系统适应性检测溶液（psp），按照“OKP”项下

方法处理后进样分析。平行制备 P份。=
OKSKO= =特异性考察= =取 S个不同来源空白犬血浆，

分别配制空白样品（不含分析物和内标的处理过的

基质样品）、内标空白样品（含内标处理过的基质样

品）；此外，使用 S个不同来源空白犬血浆的混合基

质配制内标空白样品和不含内标的芬太尼定量上限

样品（N=MMM=égLmi）。分别取上述样品进样分析。=
OKSKP= =标准曲线考察= =取空白血浆，加入不同浓度

的芬太尼工作溶液，制备成质量浓度分别为 N=MMM、
VMM、RMM、NMM、RM、NM、Q、O= égLmi的 U个标准

血浆样品，按照“OKP”项下方法处理后进样分析。

分析物对内标峰面积的比率为纵坐标，样品的浓度

为横坐标，NLuO为权重，应用 t~íson®= ifjp 软件

（TKO版）进行回归计算。其中，定量下限（O=égLmi）
和定量上限（N=MMM=égLmi）血浆样品分别平行配制

S份。=
OKSKQ= =基质效应考察= =取 S份不同来源的空白血浆

按照“OKP”项下操作提取空白基质，对于每份空白

基质，分别在低、高质量浓度（S、UMM=égLmi）下，

通过计算基质存在下的峰面积（由空白基质提取后

加分析物测得）与基质不存在下的峰面积（分析物

纯溶液）比值，得出分析物和内标的基质因子，并

通过分析物和内标峰面积的比值，计算经内标归一

化的基质因子。=
OKSKR= =进样残留和灵敏度考察= =取定量上限样品

进样分析完成后立即分析一个空白样品，考察分析

物和内标从一个样品到下一个样品的残留。取芬太

尼定量下限样品（n＝S）进样分析，考察分析方法

的灵敏度，结果见图 Nd、e。=
OKSKS= =准确度和精密度考察= =取空白血浆，加入不

同浓度的芬太尼工作溶液，制备成质量浓度分别为

S、QMM、UMM= égLmi 的低、中、高质量浓度质控样

品，每个浓度平行配制 S份，共做 P批。按照“OKP”
项下操作进样分析，连续测定 P=d，计算实测浓度。

实测浓度间的相对标准差（opa）即为精密度，实

测浓度与加入浓度的比值即为准确度。UMM= égLmi
芬太尼的典型色谱图见图 Nf、g。=
OKSKT= =提取回收率考察= =取空白血浆，加入不同浓

度的芬太尼工作溶液，制备成质量浓度分别为 S、
QMM、UMM=égLmi的低、中、高质量浓度质控样品，

每个浓度平行配制 S份，按照“OKP”项下操作进样

分析，记录分析物峰面积 AN；同时制备相同质量浓

度的低、中、高浓度纯溶液进样分析，记录分析物

峰面积 AO。AN与 AO的比值即为提取回收率。另按

照同法考察内标的提取回收率。=
OKSKU= =稀释可靠性考察= =取适宜浓度的芬太尼工

作溶液，用甲醇稀释成质量浓度为 QM=MMM=égLmi的

样品（nCa）。取上述 nCa=R=µi，加入 NVR=µi空

白血浆混合，按照“OKP”项下操作，平行制备 S份
进样分析，考察基质稀释可靠性；另取空白血浆，

按照“OKP”项下操作提取空白基质，分别移取 nCa=
R=µi，加入 NVR=µi空白血浆提取物，混合均匀进样，

考察提取后稀释可靠性。=
OKSKV= =稳定性考察= =取空白血浆，加入不同浓度的

芬太尼工作溶液，制备成质量浓度分别为 S、QMM、
UMM=égLmi的低、中、高浓度质控样品（n＝S），分

别于室温条件下放置 OQ=h、－OM=℃反复冻融 P次、

－QM=℃长期冷冻 OS=d后，按照“OKP”项下操作进

样分析。考察样品在上述条件下的稳定性。=
P= =结果=
PKN= =方法学验证=
PKNKN= =系统适应性= =分析物和内标保留时间变化

均在±MKR= mán 之内，分析物与内标峰面积比值的

opa小于 NMB，表明分析方法的系统适应性良好。=
PKNKO= =特异性= =在 S 个不同来源空白犬血浆样品

中均未检测到芬太尼（图 NA）或内标（图 N_）、
内标空白样品中未检测到芬太尼（图 NC、a）、不

含内标的芬太尼定量上限样品中未检测到内标（图

Nb、c）。结果表明，不同来源的基质对芬太尼的

测定不存在干扰，且芬太尼以及内标之间也不存在

相互干扰。=
PKNKP= =标准曲线= =芬太尼质控样品在 O～N=MMM=égLmi
范围内线性良好，回归方程为 v＝MKMMT=TV=u＋MKMMO=SO

（r＝MKVVU=V），定量下限为 O=égLmi，定量上限为

N=MMM=égLmi。=
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犬血浆空白样品中芬太尼（A）和内标（_）、犬血浆零浓度样品

中芬太尼（C）和内标（a）、犬血浆不含内标的芬太尼定量上限

（N=MMM=égLmi）样品中芬太尼（b）和内标（c）、犬血浆最低定量

下限（O=égLmi）样品中芬太尼（d）和内标（e）、犬血浆高浓度

（UMM=égLmi）质控样品中芬太尼（f）和内标（g）的典型色谱图=
qyéác~ä= chrom~íogr~ms=of= fení~nyä= EAF=~nd= áníern~ä=sí~nd~rd=E_F= án=
c~náne=éä~sm~=bä~nk=s~méäesI=fení~nyä=ECF=~nd=áníern~ä=sí~nd~rd=EaF=án=
zero=concenír~íáon=s~méäes=of=dog=éä~sm~I= fení~nyä= EbF=~nd= áníern~ä=
sí~nd~rd=EcF=án=íhe=qu~níáí~íáve=uééer=äámáí=of=fení~nyä=ENMMM=égLmiF=
wáíhouí= áníern~ä= sí~nd~rd= án= dog= éä~sm~I= fení~nyä= EdF= ~nd= áníern~ä=
sí~nd~rd=EeF=án=íhe= äowesí=qu~níáí~íáve=äower= äámáí=of=dog=éä~sm~=EO=
égLmiFX= fení~nyä= EfF= ~nd= áníern~ä= sí~nd~rd= EgF= án= éä~sm~= hágh=
concenír~íáon=EUMM=égLmiF=qu~äáíy=coníroä=s~méäes=of=dog=éä~sm~=

图 N= =样品的液J质联用离子流图=
cigK=N= = Combined=iCJjpLjp=ion=chromatograms=

PKNKQ= =基质效应= =低、高浓度芬太尼的基质因子分

别为 MKVTM（opa＝RKOOB）、MKVPN（opa＝OKOVB），

内标基质因子分别为 MKVQU（opaB＝OKVQB）、MKVRM
（opa＝NKTTB）；芬太尼经内标归一化基质因子分

别为 NKMOP（opa＝RKNPB）、MKVUN（opa＝NKOQB）。

表明犬血浆中芬太尼和内标化合物的测定不受生物

基质的影响。=
PKNKR= =进样残留考察和灵敏度= =在定量上限样品

后紧接着分析一个空白样品，未出现明显残留。定

量下限样品（n＝S）准确度为－RKMMB，opa 为

TKPOB，表明分析方法灵敏度良好。=
PKNKS= =准确度和精密度= =低、中、高 P个浓度质控

样品日内准确度（n＝S）分别为 VNKSTB～VVKUPB
（ opa＝ OKUMB）、 VUKMMB～ NMPKTRB（ opa＝

OKNRB）、VTKORB～NMMKORB（opa＝NKOUB）；日间

准确度（n＝NU）分别为 VNKSTB～NMNKNTB（opa＝
OKUMB）、 VTKTRB～ NMPKTRB（opa＝ NKUVB）、

VRKRMB～NMRKORB（opa＝OKVRB），表明分析方法

的准确度和精密度良好。=
PKNKT= =提取回收率= =低、中、高浓度下的提取回

收率分别为（URKVP±RKPS）B、（USKVP±UKSN）B、

（UQKPR±TKOV）B，内标提取回收率为（UTKVU±
SKPV）B、（UUKMS±RKOR）B、（USKMU±QKOM）B，表

明在本方法的定量范围内芬太尼和内标提取回收率

良好。=
PKNKU= =稀释可靠性= =稀释质控样品和提取后稀释

样品的准确度在真实值的±NRB之内，opa＜NRB，

均满足检测要求，表明基质稀释方法适用于对超出

定量上限的样品进行稀释后测定芬太尼浓度。=
PKNKV= =稳定性考察= =低、中、高浓度血浆样品放置

OQ=h、－OM=℃反复冻融 P次、－QM=℃长期冷冻 OS=d
后芬太尼浓度 opa 均小于 RKMB，表明芬太尼的犬

血浆样品在上述条件下放置后保持稳定。=
PKO= =比格犬体内药动学=

比格犬单次注射芬太尼 QMM= mgL只后，芬太尼

血药浓度 J时间曲线见图 O。所测数据使用

tánkonián（SKP版，mh~rsághí）软件进行处理，主

要药动学参数见表 N。结果提示，芬太尼的比格犬

体内的药动学符合二室开放模型。=
Q= =讨论=

近些年来，国内外对于血浆中芬太尼的分析多

向低检测限、高灵敏度、仪器联用、方法简单快捷、

重复性高的方向发展，这对目前建立血浆中芬太尼=

A= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = _=

C= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = a=

b= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = c=PKNQ=

PKNR=

d= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = e= PKNQ=PKNQ=

f= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = g=PKNP= PKNQ=

NKM= =OKM= =PKM= = QKM= =RKM=
tLmán=

NKM= =OKM= =PKM= = QKM= =RKM=
tLmán=
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图 O= =比格犬体内芬太尼平均血药浓度J时间曲线（ x±
sI=n Z=U）=

cigK=O= = jean=plasma=concentration=J=time=curves=for=
fentanyl=in=beagle=dog=plasma=E x±sI=n Z=UF=

的含量检测方法具有较强的指导意义。本方法中，

芬太尼的标准样品使用 hObaqA 为抗凝剂的犬血

浆配制，芬太尼JdR 作为芬太尼的内标，采用固相

萃取法从 OMM=mi血浆中提取分析物和内标，使用

反相色谱柱将芬太尼和内标从生物基质中分离，

并采用串联四级杆质谱仪的电喷雾离子化方式

（bpf）对分析物进行定量分析。本研究对测定犬

血浆中芬太尼的 iCJjpLjp法进行了全面方法验

证，经验证的芬太尼的定量范围为 O～N= MMM=
égLmi，方法验证结果证明了本方法对于测定大鼠

血浆中芬太尼浓度的可靠性，此方法的特异性、

准确度、精密度、基质效应、灵敏度、稀释可靠

性、生物基质和储备液在储存和处理过程中的稳

定性均满足检测标准。=

表 N= =比格犬注射芬太尼溶液后芬太尼的药动学参数（ x±sI=n Z=U）=
qable=N= = mharmacokinetic=parameters=of=fentanyl=in=beagle=dogs=with=single=intravenous=administration=of=fentanyl=solution= =

E x±sI=n Z=UF=

参数= 单位= 雌性均值= 雄性均值= 总体均值=

Cm~x= ég·mi−N= PN=SMM–NO=SNV= OQ=MRM–R=RPT= OT=UOR–V=UUP=

ArCMJt= h·ég·mi−N= OO=MOO–Q=PQM= NT=OVS–N=OQV= NV=SRV–P=UUV=

ArCMJ∞= h·ég·mi−N= OO=NVR–Q=PQQ= NT=QQO–N=PQR= NV=UNU–P=VNP=

Ci= mi·h−N·kg−N= O=NNU–PPN= O=QMN–NRT= O=ORV–OUQ=

sss= mi·kg−N= R=NVP–N=VMS= R=QSO–VTO= R=POU–N=QMU=

joq= h= OKOM–MKRRS= OKMR–MKOUM= OKNO–MKQNS=

t½= h= QKRN–MKSUV= QKRQ–MKVNO= QKRP–MKTQU=

CM= ég·mi−N= RT=PUM–OT=STO= PQ=QMR–NV=VVP= QR=UVO–OR=RMN=

=
本研究的给药剂量为 QMM=mgL只，与 caA列明的

参比制剂（ceníor~]）规格一致（QMM=mgL片），因此，

本研究开发的方法对于芬太尼口腔粘膜给药剂型前

期的非临床药代动力学研究有一定的借鉴意义。=
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