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缬沙坦（valsartan）系口服非肽类长效、低毒、特异性较高

的血管紧张素Ⅱ类受体拮抗药，其选择性作用于AT1受体，临

床主要用于治疗高血压等心血管疾病。目前，国内有少量文

献报道采用液相色谱-串联质谱（LC-MS/MS）法测定缬沙坦的

血药浓度，但未见测定其尿药浓度的相关报道。本研究参考

文献方法，结合本实验室条件建立了一个快速、简便、灵敏，适

合血浆和尿液样品中缬沙坦浓度的测定方法，并将其应用于

缬沙坦人体内的药动学研究。

1 材料
1.1 仪器

API3200型液相色谱-三重四级杆质谱联用仪（美国AB公

司）；LC-20AD 型液相色谱系统（日本 Shimadu 公司）；

AB135-S型十万分之一电子分析天平（瑞士梅特勒-托利多公

司）；Turbo Vap LV型浓缩仪（美国Caliper公司）。

1.2 药品与试剂

缬沙坦标准品（中国药品生物制品检定研究院，批号：

100651-201203，纯度：99.8％）；内标：氯沙坦钾标准品（中国药

品生物制品检定研究院，批号：100597-200501）；甲醇为色谱

纯，二氯甲烷、乙醚为分析纯，水为超纯水。

2 方法[1]与结果
2.1 色谱及质谱条件

色谱柱：Aglient Zorbax SB-C18（100 mm× 2.1 mm，3.5 μm）；

流动相：A 泵（0.1％甲酸）-B 泵（乙腈）。线性梯度洗脱程序：

0～0.01 min B 泵 60％；0.01～0.1 min B 泵 60％→95％；0.1～

0.4 min B泵 95％→98％；0.4～2.0 min B泵 98％→98％；2.0～

2.1 min B泵98％→60％；2.1～4.5 min B泵60％→0，停止。流

速：0.2 ml/min；进样针润洗液：甲醇-水（50 ∶ 50，V/V）；进样量：

15 μl；柱温：40 ℃。采用电喷雾离子源（ESI），正离子多反应监

测模式（MRM）测定；离子源喷雾电压：5 500 V；干燥气温度：

500 ℃；碰撞气压力：22 kPa；雾化气压力：18 kPa；用于定量分

析的离子反应为m/z 436.4→253.2（缬沙坦）、m/z 423.4→207.1

（氯沙坦钾）；用于定性分析的离子反应为m/z 463.4→291.3（缬

沙坦），m/z 423.4→180.2（氯沙坦钾）。二级质谱图见图1。

2.2 溶液的配制
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摘 要 目的：建立测定人血浆及尿液中缬沙坦浓度的方法。方法：血浆样品经酸化后用乙醚提取浓度后进行分析；尿液样品直

接稀释进样，均采用液相色谱-串联质谱（LC-MS/MS）法测定，色谱柱为Aglient ZORBAX SB-C18，流动相为0.1％甲酸-乙腈（梯度

洗脱），流速0.2 ml/min。电喷雾离子源（ESI），正离子多反应监测模式测定，缬沙坦定量分析的离子对为m/z 436.4→253.2，定性分

析离子对为m/z 436.4→291.3；内标氯沙坦定量分析的离子对为m/z 423.4→207.1，定性分析离子对为m/z 423.4→180.2。结果：血

浆和尿液中缬沙坦的线性范围分别为4～5 000 ng/ml（r＝0.998 5）、20～50 000 ng/ml（r＝0.998 8）；最低定量限分别为4 、20 ng/ml；

血浆萃取回收率为61.21％～70.30％；内标归一化基质效应因子的RSD分别为3.20％、11.21％；日内和日间RSD均≤8.34％。结

论：所用方法快速、灵敏度高，适用于人血浆及尿液中缬沙坦的浓度测定及药动学研究。
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准确称取缬沙坦标准品 20.01 mg，置 25 ml 量瓶中，先后

用甲醇、纯水溶解后，用50％乙腈定容，摇匀，即得缬沙坦贮备

液（800 μg/ml），置于－80 ℃冰箱避光保存。

内标氯沙坦钾用 50％乙腈配制成相当于 2 mg/ml的贮备

液，临用时稀释成200 ng/ml的内标工作液。

2.3 血浆样品的预处理

取血浆样品100 μl，加入内标工作液（200 ng/ml）100 μl，加

入 0.1 mol/L盐酸 100 μl混匀，加乙醚 3.5 ml，涡旋混匀 5 min，

4 ℃低温以转速为3 200 r/min离心10 min，上层有机溶剂转至

尖底玻璃试管，45 ℃水浴，氮气挥干，乙腈-0.1％甲酸水（1 ∶ 1，
V/V）200 μl复溶，以上清液进样15 μl。

2.4 尿液样品的预处理

尿液样品 50 μl，加入内标工作液（2 μg/ml）50 μl，加乙腈-

纯水（1 ∶ 1，V/V）850 μl充分混匀后，4 ℃低温以转速为 12 000

r/min离心10 min，以上层清液进样15 μl。

2.5 方法学验证

2.5.1 专属性 （1）血浆：分别取6个不同来源的空白血浆、空

白血浆+缬沙坦+内标、给药后1 h的血浆样品适量，按“2.3”项

方法操作后进样分析。缬沙坦和内标的保留时间分别为2.47、

1.76 min左右，两物质峰形良好，血浆内源峰对测定无干扰，见

图 2A、B。（2）尿液：取空白尿液质量，同空白血浆样品方法操

作并进行测定。缬沙坦和内标的保留时间分别为 2.37、1.75

min 左右，两物质峰形良好，尿液内源峰对测定无干扰，见图

2C、D。

2.5.2 标准曲线的制备及定量下限 （1）血浆标准曲线：取空

白血浆 100 μl，加不同量的标准品，使其成质量浓度为 5 000、

4 000、2 000、1 000、500、20、4 ng/ml的系列标准血浆样品。按

“2.3”项方法操作，进样后记录色谱峰面积，以缬沙坦与内标的峰

面积比（y）对血浆浓度（x）进行加权线性回归得：y＝0.001 00x+

0.001 71（r＝0.998 5），权重为 1/x2，缬沙坦血药浓度在 4～

5 000 ng/ml范围内线性关系良好。定量下限为4 ng/ml。（2）尿

液标准曲线制备及定量下限：取空白尿液50 μl，加不同量的标

准品，使其成质量浓度为50 000、40 000、20 000、10 000、5 000、

1 000、200、20 ng/ml 的系列标准尿液样品，按“2.4”项方法操

作，进样后记录色谱峰面积，以缬沙坦与内标的峰面积比（y）对

血浆浓度（x）进行加权线性回归得：y＝0.000 07x+0.000 195

（r＝0.998 8），权重为 1/x2，缬沙坦在 20～50 000 ng/ml 范围内

线性关系良好。定量下限为20 ng/ml。

2.5.3 精密度及方法回收率 （1）血浆：配制低、中、高质量

浓度为 10、500、4 000 ng/ml的标准品血浆样品，按“2.3”项方

法操作，分别在同1天内连续测定6次和1周内测定3批样品，

计算日内、日间RSD，日内RSD＜8.2％，日间RSD＜7.2％，具

体见表 1。另取 50％乙腈作基质分别配制低、中、高质量浓度

为10、500、4 000 ng/ml的样品，每浓度平行测定6份样品，计算

方法回收率在 85.6％～104.7％之间，符合生物样本测定的要

求。（2）尿液：配制低、中、高质量浓度为50、10 000、40 000 ng/ml

的标准品尿液样品，按2.5.3项方法操作，分别在同1天内连续

测定 6次和 1周内测定 3批样品，计算日内、日间 RSD，日内

RSD＜8.0％，日间RSD＜5.7％，具体见表1。另取50％乙腈作

基质分别配制低、中、高质量浓度为50、10 000、40 000 ng/ml的

样品，每质量浓度平行测定 6 份样品，计算方法回收率在

85.6％～117.9％之间，符合生物样本测定的要求。

2.5.4 萃取回收率及基质效应 （1）用空白血浆按“2.3”项方

法操作后得的挥干残渣作为空白基质，空白基质中加入200 μl

用乙腈-0.1％甲酸水（1 ∶ 1，V/V）复溶液配置的低、中、高质量浓

度的缬沙坦工作液，进样15 μl进行LC-MS/MS分析，记录得到

未萃取样品测定的峰面积作为分母。按“2.3”项方法操作制备

相应萃取样品并测定其峰面积作为分子，计算萃取回收率。

选择6个不同来源的空白人血浆，制备低浓度的缬沙坦血浆样

品，按“2.3”项下方法操作得到有基质的峰面积，与相应质量浓

度的对照品工作液直接进样得到无基质样品的峰面积，计算

内标归一化基质效应因子[1]进行基质效应的评价，具体结果见

表1。（2）尿液样品直接稀释进样未做萃取回收率。选择6个不

同来源的空白人尿液，按“2.4”项下方法操作得到有基质的峰

面积，与相应质量浓度的对照品工作液直接进样得到无基质

样品的峰面积，计算内标归一化基质效应因子[1]进行基质效应

图1 二级质谱图
A.缬沙坦；B.内标氯沙坦钾

Fig 1 Secondary mass spectra
A.valsartan；B.internal standard losartan
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图2 高效液相色谱图
A.空白血浆；B.空白血浆+缬沙坦+内标；C.空白尿液；D.空白尿液+缬
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Fig 2 LC-MS/MS chromatogramms of valsartan
A.blank plasma；B.blank plasma+valsarten+internal standard；C.blank

urine sampkle；D.blank urine+valsarten+internal standard；1.losartan；2.

valsarten
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的评价，结果见表1。

2.5.5 稳定性 （1）血浆：配制低、中、高质量浓度的血浆样

品，考察在－80 ℃冰箱中保存15、49、71 d，反复冻融3次，在室

温放置 7 h，重复进样 3次，萃取物放置（4 ℃冰箱）2、4、6 h，溶

解后于进样室放置（10 ℃）3、6 h 的稳定性良好（RSD＜

9.0％）。（2）尿液：配制低、中、高质量浓度的尿液样品，考察

在－80 ℃冰箱中保存15、63、78 d，反复冻融3次，在室温放置

6 h，重复进样 3次，溶解后于进样室放置（10 ℃）3、6 h的稳定

性良好（RSD＜11.9％）。

2.6 药动学研究

将本文建立的LC-MS/MS法应用于缬沙坦胶囊的药动学

研究。经解放军成都军区总医院伦理委员会批准，筛选健康

志愿者 16人，男女各半，年龄（23±3）岁，体质量指数（20.6±

1.7）kg/m2。16名健康受试者口服缬沙坦胶囊 160 mg 于给药

前（0 h）及给药后 0.25、0.5、1、1.5、2、3、4、6、8、12、16 h时取肘

静脉血4 ml。采集所得血样分离血浆后置－80 ℃冰箱保存待

测。按“2.3”项方法处理进样，所得质量浓度数据采用Phoenix

WinNonlin 6.3程序按照非房室模型进行处理，主要药动学参

数见表2，其平均药-时曲线见图3。

表2 16名受试者服用缬沙坦后的平均药动学参数（x±±s，n＝

16）

Tab 2 Mean pharmacokinetic parameters of valsartan in

16 healthy volunteers after oral administration of

valsartan（x±±s，n＝16）

药动学参数
cmax，μg/ml

t1/2z，h

tmax，h

AUC0-24 h，h·μg/ml

AUC∞，h·μg/ml

数值
5.08±3.32

5.95±1.23

3.00±1.35

3 704.26±28.59

40 041.69±32.34

同时收集16名健康受试者口服给药前（0 h）及给药后0～

4、4～8、8～12、12～24 h的尿液，准确记录尿液体积，留取 1.5

ml尿液2份，于－80 ℃保存。用本法测定缬沙坦的尿液浓度，

累积排泄率-时间曲线见图4。

3 讨论
本研究采用LC-MS/MS法测定血浆及尿液中缬沙坦的质

量浓度，稳定性好、通用性强，测定缬沙坦血浆样品的线性范

围宽（4～5 000 ng/ml），定量下限为 4 ng/ml，远低于李玲等 [2]

（24.2 ng/ml）和任小群等 [3]（15 ng/ml）的研究结果，与王启平

等 [4]的研究结果相同。血浆样品的预处理采用液-液萃取法，

仅需100 μl血浆样品，与前述研究[2-3]（分别为200 μl和500 μl）

比较，血浆用量更低，且萃取回收率稳定，基质效应影响小，但

本法处理步骤较多容易出错。另外，本研究首次建立了尿液

中缬沙坦浓度的测定方法，灵敏度高，基质效应影响小。
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表1 精密度、回收率及基质效应试验法（x±±s，n＝6）

Tab 1 Precision，recovery and matrix effect of valsartan（x±±s，n＝6）

样品

血浆

尿液

理论质量浓度，
ng/ml

10

500

4 000

50

10 000

40 000

日内测得量，
ng/ml

9.78±0.80

499.19±8.26

4 202.02±78.22

55.51±4.47

10 475.99±76.26

36 172.51±1 137.31

RSD，
％

8.21

1.65

1.86

8.05

0.73

3.14

日间测得量，
ng/ml

9.48±0.68

487.98±14.14

4 082.15±115.90

50.96±4.25

10 386.60±261.61

39 101.43±2 257.29

RSD，
％

7.22

2.90

2.84

8.34

2.52

5.76

萃取回收率，
％

61.21±3.28

62.51±2.31

70.30±1.90

方法回收率，
％

90.43±7.00

97.42±1.56

101.83±1.00

111.02±8.95

104.75±0.77

90.45±2.84

内标归一化基质效应RSD，
％

3.20

11.21

图3 16名受试者口服160 mg缬沙坦后的平均药-时曲线

Fig 3 The average plasma concentration-time curve of val-

sartan in 16 healthy volunteers after oral adminis-

tration of valsartan 160 mg
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图4 16名受试者口服160 mg缬沙坦后的尿液累积排泄率-时

间曲线

Fig 4 Accumulative urine excretion rate-time curve of val-

sartan in 16 healthy volunteers after oral adminis-

tration of valsartan 160 mg
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