
HPLC-MS /MS 法测定人血浆中左西孟旦
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［摘 要］ 目的 建立快速、灵敏的 HPLC-MS /MS 法测定人血浆中的左西孟旦浓度。方法 以氢氯噻嗪为内标，血浆样

品经甲基叔丁基醚沉淀蛋白，以甲醇为流动相，采用 C18色谱柱进行分离，电喷雾离子化源，以多重反应监测方式进行负离子

检测。结果 测定血浆中左西孟旦方法的线性范围为 0． 5 ～ 1200 ng /ml，定量下限可达 0． 5 ng /ml。结论 本方法专属性好，

准确、快速，适用于左西孟旦注射液的临床药代动力学研究。
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Determination of Levosimendan with HPLC-MS /MS in Human Plasma
SONG Xiao-nan，WANG Xiao-bo，XI Rong-gang
Hospital 210 of PLA，Dalian 116013，China

［Abstract］ Objective To develop a simple，quick and sensitive HPLC-MS /MS method for the quantification
of levosimendan in human plasma． Methods Following protein precipitation with methyl tret-butyl ether，levosimen-
dan was separated on an Agilent Eclipse XDB C18 ( 150 mm ×4． 6 mm，i． d． ，5 μm) with methanol as the mobile
phase． A tandem mass spectrometer equipped with electrospray ionization source was used as the detector and opera-
ted in the negative ion mode． Results The linear concentration range of the calibration curve for levosimendan was
0． 5-1200 ng /ml． The lower limit of quantification of levosimendan was 0． 5 ng /ml． Conclusion The methods proves
to be sensitive，simple and rapid，suitable for the pharmacokinetic study of levosimendan injection．
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左西孟旦( levosimendan) 是新一代钙离子增敏

剂类强心药物，兼有钙离子增敏( 为主) 、磷酸二酯

酶抑制及血管扩张等作用。它与目前临床常用的强

心苷、β 受体激动剂和磷酸二酯酶抑制剂三类强心

药物的不同之处在于左西孟旦并不是通过增加心肌

细胞内钙离子浓度来增加心肌收缩力作用，故不存

在钙超载的危险( 如导致心律失常、心肌缺血甚至

猝死、进一步引起心衰等) ［1，2］。本文旨在建立快

速、灵敏、易操作的 HPLC-MS /MS 法测定人血浆中

的左西孟旦，以研究左西孟旦注射液在人体内的药

代动力学特点。

1 材料与方法

1． 1 仪器 Agilent 1200 液相色谱仪( 美国 Agilent
公司) ; API 3200 串联四级杆质谱仪、Analysis 1． 4． 1
数据采集软件( 美国 Applied Biosystems 公司) ; Mettler
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Toledo AL104 分析天平( 上海梅特勒-托利多仪器有

限公司) ; 80-2 离心沉淀机( 巩义市英峪予华仪器

厂) ; XW-80A 涡旋混合器( 上海医科大学仪器厂) ;

DK-98-ⅡA 电热恒温水浴锅( 天津泰斯特仪器有限

公司) ; ACO-004 空气泵( 广东日生集团有限公司) 。
1． 2 试药 左西孟旦注射液( 规格: 12． 5 mg /5 ml，
成都圣诺生物制药有限公司，批号: 061201 ) ; 左西

孟旦标准品( 纯度: 97． 5%，北京泽鼎国际医药科技

发展有限公司，批号: 061108 ) ; 内标氢氯噻嗪( 纯

度: 98． 5%，中国药品生物制品检定所) ; 甲醇、甲基

叔丁基醚均为色谱纯( 美国 Tedia 公司) 。
1． 3 研究对象 受试者均为健康男性，年龄( 21 ±
2) 岁，身 高 ( 1． 76 ± 0． 06 ) m，体 质 量 ( 66． 3 ±
7． 4) kg，体重指数( BMI) 21． 3 ± 1． 7。所有志愿者经

血压、心电图、胸透、血常规、尿常规、肝肾功能检查

正常，充分了解试验内容后均自愿签署知情同意书。
受试期间不允许长时间卧床，禁止大量活动，禁止吸

烟、饮酒及含酒精、咖啡因类饮料，试验期间禁用一

切非试验药物。
1． 4 HPLC-MS /MS 条 件 色 谱 条 件: Agilent E-
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clipse XDB C18 ( 150 mm × 4． 6 mm，i． d． ，5 μm) 色

谱柱; 流动相: 甲醇; 流速: 0． 8 ml /min; 柱温: 室温;

进样量: 10 μl。质谱条件: 离子源: 电喷雾离子化源

( ESI) ; 离子喷射电压: － 4500 V; 温度: 500℃ ; 源内

气体 1( GS1，N2 ) 压力: 50 psi; 气体 2( GS2，N2 ) 压力:

40 psi; 气帘气体( CUR，N2 ) 压力: 30 psi; 负离子方式

检测; 扫描方式为多重反应监测( MRM) 。左西孟旦

的解簇电压( DP) : － 45 eV; 碰撞能量 ( CE ) : － 32
eV; 氢氯噻嗪的解簇电压( DP) : － 40eV; 碰撞能量

( CE) : － 33eV; 用于定量分析的离子反应分别为

m/z 279． 0→ m/z 227． 0 ( 左西孟旦) 和 m/z 295． 9
→ m/z 204． 9( 氢氯噻嗪) 。
1． 5 血浆样品处理 精密取血浆样品 0． 2 ml 于离

心管中，加入内标溶液( 氢氯噻嗪，1 μg /ml) 20 μl，
涡旋混匀，加入甲基叔丁基醚 4 ml，涡旋 1 min，4000
r /min 离心 10 min，取上清液 2 ml，于 40℃ 水浴吹

干。残渣在测定前用 200 μl 流动相溶解，涡旋混

合，精密吸取 10 μl 进行分析，记录左西孟旦及内标

峰面积，内标法计算左西孟旦的浓度。
1． 6 标准曲线和定量下限 取左西孟旦标准系列

溶液 20 μl，空气流吹干，加入空白血浆 0． 2 ml，配制

成相当于左西孟旦血浆浓度为 0． 5、5、10、100、200、
400、800 和 1200 ng /ml 的血浆样品，按 1． 5 项下操

作，每一浓度进行双样本分析，进样 10 μl，记录色谱

图。以待测物浓度为横坐标，待测物与内标的峰面

积比值为纵坐标，用加权( W = 1 /χ2 ) 最小二乘法进

行回归运算，求得的回归方程即为标准曲线。
取 左 西 孟 旦 对 照 品 液 ( 浓 度 为 5． 0 ng /ml )

20 μl，空气流吹干，加入空白血浆 0． 2 ml，配制成相

当于左西孟旦血浆浓度为 0． 5 ng /ml 的样品，在方

法学确证第 1 天进行 6 样本分析，并根据当日标准

曲线计算每一样本测得浓度。
1． 7 精密度和准确度 取空白血浆 0． 2 ml，按 1． 6
项 下 的 方 法 配 制 低、中、高 ( 1． 0、240． 0、
1000． 0 ng /ml) 3 个浓度的质控( QC) 样品，每一浓

度进行 6 样本分析，连续测定 3 d，根据当日的标准

曲线，计算样品的测得浓度，根据样品的测定结果计

算方法的准确度与精密度。
1． 8 临床试验方法 临床试验在解放军 210 医院

国家药物临床试验机构进行。30 名男性健康志愿

者，分低、中、高( 0． 5、1． 0、2． 0 mg) 3 个剂量组，每组

10 名，由低剂量组开始试验，取得安全性评价后，进

行下一剂量组试验。药物经静脉推注 10 min，给药

前采血，在给药后的 1、5、10、20、40、60 min、1． 5 h、

2、4、6、8、12 h 采集上肢静脉血 5 ml，抗凝血样，

4000 r /min离心 10 min ，分离上层血浆，置于 － 70℃
冰箱冷藏待用。

2 结果

2． 1 质谱分析结果 左西孟旦和内标在 ESI 电离

方式下，主要生成［M-H］－ 准分子离子峰，分别为

m/z 279． 0 和 m/z 296． 0，分别进行产物离子扫描分

析，左西孟旦和内标生成的主要碎片离子分别为

m/z 227． 0 和 m/z 204． 8 ( 见图 1) ，将其作为定量分

析时检测的产物离子。

A: 左西孟旦; B: 氢氯噻嗪

图 1 左西孟旦和氢氯噻嗪的产物离子扫描质谱图

2． 2 方法专属性 取空白血浆 0． 2 ml，除不加内标

溶液外，其余按 1． 5 项下血浆样品处理项下操作，进

样 10 μl; 将左西孟旦标准溶液和内标溶液加入空白

血浆中( 浓度分别为 15、100 ng /ml) ，依法操作; 取

给药后 6 名受试者的血浆样品，分别依法操作，得到

色谱图 2，C 为其中一名受试者的血浆样品图样。
结果表明，血浆的内源性物质不干扰左西孟旦和内

标氢氯噻嗪的测定。
2． 3 标准曲线和定量限 左西孟旦标准曲线为:

Y =0． 0221X +0． 0214，r = 0． 9988
线性范围为 0． 5 ～ 1200 ng /ml。
左西孟旦定量下限浓度的日内精密度 RSD 为

5． 89%，准确度 RE 为 0． 1%，结果表明 LC-MS /MS
法测定血浆中左西孟旦的定量限可达 0． 5 ng /ml。
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A: 空白血浆; B: 加入左西孟旦及氢氯噻嗪的血浆样品; C: 给药后 1h 血浆样品; 1: 左西孟旦; 2: 氢氯噻嗪

图 2 血浆中左西孟旦和氢氯噻嗪的色谱图

2． 4 精密度与准确度 结果表明，本方法精密、准
确，符合有关规范的要求［3］，见表 1。

表 1 LC-MS/MS 法测定血浆样品

中左西孟旦的准确度与精密度

加入浓度

( ng /ml)
测得浓度

( ng /ml)
日内 RSD

( % )

日间 RSD

( % )

准确度

( % )

5 5． 20 ± 0． 28 6． 95 5． 39 4． 00

200 210． 64 ± 9． 64 5． 07 4． 29 5． 32

800 789． 89 ± 39． 9 4． 73 4． 99 1． 26

2． 5 回收率 基质效应 本试验考察了左西孟旦

低、中、高 3 个浓度的提取回收率，分别为( 90． 5 ±
2． 05) %、( 89． 1 ± 4． 34 ) % 和( 90． 9 ± 2． 17 ) %。内

标提取回收率为( 94． 3 ± 3． 05 ) %。本试验考察了

低、中、高 3 个浓度的基质效应，左西孟旦为( 98． 5 ±
4． 81) %，内标为( 99． 6 ± 2． 52 ) %，表明本方法可有

效地避免人血浆基质效应。
2． 6 稳定性 本试验考察了左西孟旦的稳定性。
结果表明其血浆样品经预处理后室温放置 8 h 稳

定，血浆样品经历 3 次冷冻解冻循环稳定，血浆样品

于 － 70℃冷冻 30 d 稳定。
2． 7 检测方法质控 受试者血浆样品的测定在分

析方法确证完成之后进行。在测定血浆样品中的药

物浓度时进行质量控制，以保证所建立的方法在实

际应用中的可靠性。每个未知样品一般测定 1 次，

必要时复测。来自同一个体的血浆样品在同一批中

测定。每个分析批血浆样品测定时建立相应的标准

曲 线，并 随 行 测 定 低、中、高 ( 1． 0、240． 0、
1000． 0 ng /ml) 3 个浓度的质控样品。每个浓度至

少双样本，并均匀分布于未知样品的测试顺序中。
质控样品测定结果的偏差均小于 15%，低浓度点偏

差均小于 20%［4 － 5］。
2． 8 检测方法在药代动力学研究中的应用 左西

孟旦的平均血药浓度-时间曲线见图 3。试验数据

经 DAS 2． 0 软件处理，计算主要药动学参数，结果

见表 2。静脉注射左西孟旦注射液，其体内代谢过

程基本符合一室模型特征。3 个剂量的 t 1 /2均值基

本不变; 其 AUC 呈剂量相关性，AUC 与给药剂量呈

良好的 线 性 关 系 ( r 2 = 0． 9991 ) ; 表 观 分 布 容 积

( Vd ) 均值为 6． 494 ～ 7． 356 L。故静脉推注左西孟

旦注射液后，起效迅速，且消除较快，存在于体内的

时间较短。

表 2 单剂量静脉注射左西孟旦的药代动力学参数

参数 0． 5 1． 0 2． 0( mg)

Ke( min) 0． 0195 ± 0． 00590． 0153 ± 0． 00280． 0161 ± 0． 0055

t 1 /2 ( min) 38． 51 ± 12． 04 46． 8 ± 29． 70 47． 22 ± 14． 30

Vd ( L) 7． 356 ± 1． 620 7． 213 ± 1． 823 6． 494 ± 1． 902

CL( L /min) 0． 139 ± 0． 035 0． 106 ± 0． 012 0． 097 ± 0． 019

MRT( min) 69． 36 ± 21． 41 69． 96 ± 16． 39 75． 51 ± 20． 70

AUC0－t ( ng·min/ml) 3842．12 ±1081．83 9525．12 ±1092．25 21273．57 ±3970．10

AUC0－∞ ( ng·min/ml)4092．21 ±1045．06 9757．07 ±1080．08 21472．62 ±4019．45
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A: 0． 5mg; B: 1． 0mg; C: 2． 0mg

图 3 左西孟旦的平均血药浓度-时间曲线

3 结论

本文建立了 HPLC-MS /MS 法测定人血浆中的

左西孟旦。该方法精密、准确、快速，线性范围宽，

可满足左西孟旦注射液在人体内的药代动力学研

究。
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表 3 灌胃和尾静脉注射 LH14 的

主要药代动力学参数( n = 6)

参数 尾静脉组( 25mg /kg) 灌胃组( 5mg /kg)

C max ( ng /ml) 11503． 5 ± 5198． 5 129． 6 ± 23． 9

T max ( h) 0． 016 3． 0

AUC( 0 ～ t) ( ng·h /ml) 6761． 2 ± 1403． 8 997． 0 ± 251． 6

AUMC( 0 ～ t) ( ng·h /ml) 20743． 6 ± 9265． 5 4937． 9 ± 1690． 3

MRT( h) 3． 0 ± 0． 9 4． 8 ± 0． 6

t 1 /2 ( h) 2． 8 ± 0． 7 2． 9 ± 0． 6

照品溶液的配制曾采用水、甲醇、乙腈等作溶剂，发

现对照品均不能溶解。后采用含不同浓度的 DMSO
溶液作溶剂，发现浓度太高在 4℃ 条件会有晶体出

现，浓度太低会有对照品析出，最终选定 25% DMSO
的甲醇溶液 LH14，发现溶解度良好。

本实验方法最低定量浓度为 2 ng /ml，已完全满

足实验要求，且样品处理和测定过程简便，适合 SD
大鼠体内药代动力学研究。
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