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　　摘　要：目的　建立ＬＣＭＳ／ＭＳ测定人血浆中肌苷浓度的方法并应用于异丙肌苷药代动力学研究。方法　以阿德福韦为内

标，采用甲醇∶１０ｍｍｏｌ／Ｌ乙酸铵（１５∶８５，ｖ／ｖ）为流动相，以 ＡｇｉｌｅｎｔＳＢＣ１８柱（５μｍ粒径，１５０．０ｍｍ×４．６ｍｍＩ．Ｄ．）为分析

柱，通过电喷雾电离源（ＥＳＩ），ＭＲＭ扫描方式进行检测。用于定量分析的离子反应分别为 ｍ／ｚ母离子为２６７．３，子离子为１３５．０

（肌苷）和ｍ／ｚ母离子为２７２．０，子离子为１３４．１（阿德福韦）。结果　血浆中肌苷定量的线性范围１０～３０００ｎｇ／ｍＬ，定量下限为

１０ｎｇ／ｍＬ。日内、日间精密度（ＲＳＤ）小于５％，平均回收率大于９０％，无基质效应。结论　本法专属性强，样品处理方便，灵敏度

高，适用于肌苷临床药动学研究。
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　　异丙肌苷原为一抗病毒药，对人体疱疹、流感及鼻病毒感

染均有疗效，用于单纯疱疹病毒感染的患者疗效显著。现发现

异丙肌苷具有增强机体免疫功能的作用，主要是增强细胞免疫

功能，作为一新的免疫调节剂，在国外临床上广泛应用［１９］。异

丙肌苷由肌苷与二甲胺基异丙醇对乙酰胺基苯甲酸盐（１∶３）

３部分组成，易水解成为肌苷、二甲胺基异丙醇、对乙酰胺基苯

甲酸，以往有关异丙肌苷的体内药代动力学报道甚少。本试验

建立了快速、灵敏的测定血浆中肌苷浓度的液相色谱串联质

谱（ＬＣＭＳ／ＭＳ）分析方法，并对４名健康受试者口服１ｇ异丙

肌苷后肌苷的体内药代动力学过程进行了初步的研究。

１　材料与方法

１．１　仪器和药品　三重四极杆串联质谱仪，型号 ＡＰＩ４０００，

配有电喷雾离子源（加拿大 ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍ公司）；Ａｇｉｌｅｎｔ

１１００高效液相色谱系统（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ公司）；ＴＧＬ１６ＧＡ高

速台式冷冻离心机（上海安亭科学仪器厂）。

肌苷对照品（浓度为９９．８％，上海微蒙生物科技有限公司

提供，批号：１４０６６９２００７０２）；内标阿德福韦对照品（浓度

９９．０％，葛兰素史克苏州制药公司提供，批号：９００２）；色谱纯级

别甲醇由ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ有限公司提供，其他试剂为分析纯级

别；人血浆由吉林大学附属第一医院提供。

１．２　实验方法

１．２．１　色谱／质谱条件　色谱条件 ＡｇｉｌｅｎｔＳＢＣ１８色谱柱，５

μｍ粒径，１５０．０ｍｍ×４．６ｍｍＩ．Ｄ．，美国 Ａｇｉｌｅｎｔ公司；流动

相：甲醇∶１０ｍｍｏｌ／Ｌ 乙酸铵水溶液（１５∶８５，ｖ／ｖ）；流速：

１ｍＬ／ｍｉｎ；柱温：４０℃；进样量：５μＬ。质谱条件 离子源：ＥＳＩ

离子源；喷射电压：－４０００Ｖ；温度：５００℃；源内气体（Ｎ２）

ＧＳ１、ＧＳ２和气帘气体压力分别为：４０ｐｓｉ、４０ｐｓｉ和１５ｐｓｉ；正

离子方式检测；扫描方式为多重反应监测（ｍｕｌｔｉｐｌｅｒｅａｃｔｉｏｎ

ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ，ＭＲＭ）；肌苷的解簇电压（ＤＰ）、碰撞能量（ＣＥ）分别

为－７８Ｖ和－３０ｅＶ；内标阿德福韦的ＤＰ和ＣＥ分别为－７５

Ｖ和－５０ｅＶ；用于定量分析的离子对分别为 ｍ／ｚ母离子为

２６７．３，子离子为１３５．０（肌苷）和 ｍ／ｚ母离子为２７２．０，子离子

为１３４．１（内标阿德福韦）。

１．２．２　样品采集和处理　全血取出后置肝素化试管中，立即
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４℃离心（１５０００ｒ／ｍｉｎ×５ｍｉｎ），取出血浆置另一试管（每毫

升血浆加１００μＬ３０％高氯酸溶液），充分振荡混匀，低温离心

（１５０００ｒ／ｍｉｎ×５ｍｉｎ），取上清液，于８０℃冷冻待测。室温溶

解，取１００μＬ上清液，立即加入内标溶液１００μＬ，充分振摇混

匀后，取上清液５μＬ进行ＬＣＭＳ／ＭＳ分析。

１．２．３　溶液的配制　称取２５．０ｍｇ肌苷（分子式：Ｃ１０Ｈ１２

Ｎ４Ｏ５）对照品，置于２５ｍＬ容量瓶中，加甲醇水定容至刻度，

配制成１ｍｇ／ｍＬ的肌苷母液。

　　标准系列溶液的配制：取肌苷储备液适量，分别用室温放

置超过３ｄ后的空白血浆稀释至１０、３０、１００、３００、１０００、３０００

ｎｇ／ｍＬ。内标的配制：称取２５．０ｍｇ阿德福韦，置于２５ｍＬ容

量瓶中，加甲醇水定容至刻度，配制成１ｍｇ／ｍＬ的母液，取适

量用甲醇水（１∶１，ｖ／ｖ）稀释至浓度为１μｇ／ｍＬ，即为内标

溶液。

２　结　　果

本试验参照相关指导原则进行了方法学确证［１０］。

２．１　方法的专属性　分别取６名健康受试者的空白血浆（室

温放置超过３ｄ后的空白血浆）１０００μＬ，按血浆样品处理方法

操作，得到空白样品色谱图（图１Ａ）；将含有１０ｎｇ／ｍＬ肌苷的

血浆样品加入内标阿德福韦后，依同法操作，得到定量下限样

品的色谱图（图１Ｂ）；取受试者给药后收集的血浆样品，依同法

操作，得色谱图１Ｃ。结果表明：室温放置超过３ｄ后的空白血

浆内源性物质不干扰肌苷和阿德福韦的测定。

　　Ａ：室温放置超过３ｄ后的空白人血浆色谱图；Ｂ：室温放置超过３ｄ后的空白人血浆加入肌苷１０ｎｇ／ｍＬ，内标阿德福韦１μｇ／ｍＬ的色谱图（定

量下限标准样品）；Ｃ：受试者口服１ｇ异丙肌苷２０ｍｉｎ后的血浆样品色谱图（Ｉ代表肌苷；ＩＩ代表内标阿德福韦）。

图１　　测定人血浆中肌苷和内标阿德福韦的典型 ＭＲＭ色谱图

表１　　血浆中肌苷ＬＣＭＳ／ＭＳ测定方法的准确度与

　　精密度（３个分析批，每分析批ｎ＝６）

标示浓度

（ｎｇ／ｍＬ）

实测浓度

（ｎｇ／ｍＬ）

日内精密度

ＲＳＤ（％）

日间精密度

ＲＳＤ（％）

准确度

（％）

３０ ３１．７±１．６ ４．３８ ３．２１ １０５．６７

１００ ９８．８±８．１ ２．９１ ３．５５ ９８．８０

１０００ ９６７．０±６２．０ ４．４０ ２．６１ ９６．７０

２．２　标准曲线制备和定量下限　取用空白血浆（室温放置超

过３ｄ后的空白血浆）配制的标准系列溶液（１０、３０、１００、３００、

１０００、３０００ｎｇ／ｍＬ）１０００μＬ，按血浆样品处理方法操作，取５

μＬ进行ＬＣＭＳ／ＭＳ分析；以肌苷标示浓度为横坐标，肌苷与

内标物阿德福韦的色谱峰面积比值为纵坐标，以加权系数Ｗ＝

１／χ
２ 进行线性回归［１１］，得到标准曲线的回归方程。典型的回

归方程曲线为犢＝０．００１９犡－０．００６８９（狉＝０．９９５４），其中犢

为待测物与内标的峰面积比，犡为标准系列溶液浓度。根据标

准曲线，血浆中肌苷的线性范围为１０～３０００ｎｇ／ｍＬ，定量下

限（９．８±０．４）ｎｇ／ｍＬ（狀＝６）。

２．３　精密度、准确度　取空白血浆（室温放置超过３ｄ的空白

血浆）配制的低、中、高３个浓度（３０、３００、２４００ｎｇ／ｍＬ）的质量

控制（ＱＣ）样品，按血浆样品处理方法操作，每浓度６样本，连

续测定３ｄ。根据当日的工作曲线，计算ＱＣ样品测得浓度，根

据ＱＣ样品结果计算本法的准确度与精密度，测定血浆中肌苷

的准确度与精密度。见表１。

表２　　血浆中肌苷的稳定性（狀＝３）

稳定性考察条件
浓度（ｎｇ／ｍＬ）

标示浓度 实测浓度

相对标准

偏差（％）

回收率

（％）

－８０℃冰冻３０ｄ ３０ ２８．６０±１．９０ ６．６７ ９５．２７

１００ １０９．００±３３．３０ ３．１３ １０９．３２

１０００ ９７０．００±６３．３０ ６．３７ ９７．０２

３次反复冻融 ３０ ３１．７０±４．０１ １２．７０ １０５．６８

１０ １０．１０±０．４１ ３．８３ １０１．７４

１０００ ９４９．００±９０．００ ９．５９ ９４．８４

样品经处理后室温

放置２．５ｈ
３０ ３１．５０±１．２３ ３．９５ １０５．０５

１０ ９．９３±０．８０ ７．９９ ９９．２８

１０００ ９９２．００±８９．９０ ９．１５ ９９．４９
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２．４　提取回收率和基质效应　取一定量空白血浆（室温放置

超过３ｄ的空白血浆），按血浆样品处理方法（不加入内标）操

作，获得的空白血浆上清液，用此上清液配制低、中、高３个浓

度的ＱＣ样品和内标，每浓度４个样本。将该样本进行ＬＣ

ＭＳ／ＭＳ分析，获得相应峰面积，两种处理方法得到的峰面积

比值（百分比）即为提取回收率。血浆样品中肌苷低、中、高３

个浓度回收率分别为（９６．７±３．４５）％、（９３．７±２．６０）％、

（９３．２±２．５８）％。用水配制的低、中、高３个浓度（３０、３００、２

４００ｎｇ／ｍＬ）的质量控制（ＱＣ）样品，按照标准曲线制备方法操

作，每浓度４个样本；同时取一定量空白血浆（室温放置超过３

ｄ的空白血浆），按血浆样品处理方法（不加入内标）操作，获得

的空白血浆上清液，用此上清液配制低、中、高３个浓度的 ＱＣ

样品和内标，每浓度四样本，进样分析，获得相应峰面积，以每

一浓度两种处理方法的峰面积比值计算提取基质效应，分别为

（９８．９±９．０９）％、（１０４．８±３．８７）％、（１０２．５±６．２０）％。

２．５　稳定性考察　依据“２．３”项下方法制备稳定性ＱＣ样品，

每浓度３个样本，不经提取，经－８０℃放置３０ｄ后，测定样品

浓度；或经反复３次－２０℃冰冻溶解循环，测定样品浓度。

结果（表２）表明：所有冻融试验测定值与添加值的相对偏差

（Ｒ．Ｅ．％）均小于１５％。即血浆样品可以进行反复冻融或在

－８０℃放置３０ｄ，不会影响测试结果的准确度。

试验中对处理后的ＱＣ样品（每浓度３个样本）进行了２．５

ｈ室温放置稳定性考察，结果显示所有样品的试验测定值与添

加值Ｒ．Ｅ．％均小于１５％，说明分析测试过程中的样品较为

稳定。

２．６　分析方法在药动学研究中的应用　４例健康受试者，男

女各半。试验方案经吉林大学第一医院医学伦理委员会审核

批准。向受试者解释知情同意，并签署受试者知情同意书进入

该试验。受试者于服药前１ｄ入住Ｉ期病房，并于第２天８：００

口服１ｇ异丙肌苷片（北京赛而生物药业有限公司生产，批号：

２００８１２１５），温开水２００ｍＬ送服。临床医生及研究者随时观

察不良事件并对受试者进行监护。给药前、给肌苷药后１０、

２０、３０、４５ｍｉｎ，１．００、１．２５、１．５０、２．００、２．５０、３．００、４．００、６．００ｈ

于上肢肘窝静脉取血５ｍＬ，按“１．２．２”操作，以当日标准曲线

计算各时间点的血药浓度，测得的药时曲线见图２。由图２可

见，给药前，健康受试者血浆基础肌苷在２０～６０ｎｇ／ｍＬ。

图２　　４名健康受试者口服１ｇ异丙肌苷后肌苷

血药浓度时间曲线

３　讨　　论

３．１　肌苷作为一种内源性核苷类物质，对其定量分析报道不

多。Ｊｅｎｇ等
［１２］用ＬＣＭＳ／ＭＳ同时定量分析了肝癌患者和健

康人尿中７种核苷；Ｄａｖｉｄ等
［１３］利用微渗析技术用 ＨＰＬＣ

ＤＡＤ检测了犬心肌缺血模型细胞间隙中５种核苷浓度；文献

［１４１５］报道用 ＨＰＬＣＤＡＤ或 ＨＰＬＣＵＶ测定人血浆中内源

性肌苷浓度。本实验建立了人血浆肌苷ＬＣＭＳ／ＭＳ分析方

法，该方法灵敏度高（定量下限１０ｎｇ／ｍＬ），分析时间短，处理

方法简单（一步沉淀蛋白），试用于高通量的药代动力学研究或

临床样本检测。该方法已应用于健康受试者口服异丙肌苷后

的体内药代动力学研究。

３．２　肌苷在全血和血浆中均不稳定。在全血中，嘌呤核苷磷

酸化酶（ＰＮＰ）快速代谢肌苷成为次黄嘌呤（ｔ１／２＜５ｍｉｎ）；在血

浆中，ＰＮＰ的活力相对较低
［１４］。因此，为保证样品在处理过程

中的稳定性，尽快按照“１．２．２”处理，置－８０℃冰箱保存。高

氯酸可以破坏酶的活性，所以高氯酸处理过的样品相对稳定。

实验证明含肌苷的新鲜大鼠血浆处理后上清－８０℃下至少稳

定３０ｄ。同时未处理的含肌苷的新鲜血浆室温放置一段时间

（３ｄ）后肌苷完全降解，可以用来作为空白血浆配制标准曲线，

不干扰肌苷和内标阿德福韦的定量分析。

３．３　４例受试者的血药浓度时间曲线见图２。由图可见，４名

受试者的药时曲线均呈现不规律的多峰现象，推测其原因可

能是多方面的。肌苷为机体内源性物质，内源性肌苷的干扰无

法避免；在人体内，肌苷的变化途径复杂，作为嘌呤代谢过程中

一个中间代谢产物，可以由腺苷、次黄嘌呤核苷酸和次黄嘌呤

生成肌苷，同时肌苷也能通过不同途径代谢成次黄嘌呤或次黄

嘌呤核苷酸，十几种酶参与其中，如肌苷酶、核苷磷酸化酶等。

很多情况下，机体会针对某种内源性物质的增多或减少发生代

偿反应，肌苷在人体内是否存在这种代偿性的保护机制目前尚

不明确；另外，有些内源性物质受饮食、昼夜节律或生理周期影

响明显，肌苷是否受饮食、昼夜节律或生理周期的影响还需进

一步考察。

　　本研究建立ＬＣＭＳ／ＭＳ测定人血浆中肌苷浓度的方法并

进行了方法确证。该方法专属性强，样品处理方便，灵敏度高，

适用于肌苷临床药动学研究。
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慢下降，诱发疾病［１１１３］。因此处于这个阶段人群应该关注自

己的健康，尤其是心理健康这个比较隐形的杀手。意外伤害，

不在预料范围内，它不惧有普遍性，但是随着经济的发展，交通

工具的普及使交通事故的发生率大大增加，加上各种疾病的发

病率增加，尤其是糖尿病、心脑血管疾病、癌症的发生率增加，

无异于雪上加霜，增加了家人的负担和压力，增加了心理健康

问题发生的几率。这种意外其实也不是不可避免的，不要疲劳

作业，适当锻炼身体，定期体检，让生活变得更健康。对于交通

意外，应避免酒后驾车。

综上所述，本地心理亚健康患者以人际关系敏感、偏执及

睡眠差等症状较为突出，尤其是知识分子、睡眠不好者，及发生

意外伤害的人群都是心理亚健康的易发人群。
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