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ＵＰＬＣＭＳ／ＭＳ测定人血浆中咪达那新的浓度及其
生物等效性研究
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摘　要　用ＵＰＬＣＭＳ／ＭＳ测定人血浆中咪达那新的浓度，并应用于咪达那新片在中国健康受试者中的药代动力学及生物等
效性研究。采用ＡｃｑｕｉｔｙＵＰＬＣＢＥＨＣ８（２１ｍｍ×５０ｍｍ，１７μｍ）色谱柱，流动相Ａ为２ｍｍｏｌ／Ｌ乙酸铵溶液（含０２％乙酸），
Ｂ为乙腈，梯度洗脱。采用液液萃取的前处理方法减小血浆样品的基质效应。质谱条件为正离子模式，咪达那新和咪达那
新ｄ１０的检测离子分别为ｍ／ｚ３２０２→２３８１和ｍ／ｚ３３０２→２４８２。临床试验采用单剂量双周期自身交叉试验设计，２４例健康
受试者空腹条件下口服咪达那新片参比制剂或受试制剂。使用上述检测方法检测生物样品中咪达那新的含量，后用

ＤＡＳ３２８软件进行药代动力学及生物等效研究。咪达那新在１００～１０００ｐｇ／ｍＬ范围内线性良好，低、中、高浓度的样品提取
回收率分别为８４０％、８８０％、９００％，基质效应分别为１０５％、１００％、１０１％。参比及受试制剂的药代动力学参数ｃｍａｘ分别为
５２４８和６１２６ｐｇ／ｍＬ，ｔｍａｘ分别为１２５０和１０６３ｈ，ＡＵＣ０－∞分别为２２２９和２４６６ｐｇ／ｍＬ·ｈ，参比制剂及受试制剂生物等效。
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　　咪达那新（ｉｍｉｄａｆｅｎａｃｉｎ）是一种新型的二苯基
丁酰胺类毒蕈碱 Ｍ１／Ｍ３受体阻断剂，用于治疗膀
胱 过 度 活 动 症 （ｏｖｅｒａｃｔｉｖｅ ａｃｔｉｖｅ ｂｌａｄｄｅｒ，
ＯＡＢ）［１－２］。它能选择性作用于膀胱毒蕈碱 Ｍ１和
Ｍ３受体，阻断乙酰胆碱对逼尿肌的收缩作用，令
逼尿肌松弛，可显著改善膀胱过度活动症所引起的

尿急、尿频、尿失禁等症状［１］。膀胱过度活动症是

常见的泌尿外科疾病，并以排尿障碍为临床特点，

以尿频、尿急、急迫性尿失禁等为主的临床症候群，

其发生率随年龄的增长而升高，因此越来越受到人

们的重视。咪达那新可以通过拮抗毒蕈碱 Ｍ１受
体抑制乙酰胆碱释放，拮抗毒蕈碱Ｍ３受体抑制膀
胱平滑肌收缩可有效改善ＯＡＢ引起的排尿障碍等
症状［２］。咪达那新对膀胱的选择性强于唾液腺，

对于脑组织中胆碱受体亲和力较低，因此中枢和外

周不良反应较少［４－１０］。咪达那新的血药浓度较

低，对于其在人体内药物浓度的分析及生物等效性

研究国内暂无文献报道，在国外的文献报道中均采

用蛋白沉淀的前处理方法，但在研究过程中发现，

采用该方法处理样品时，化合物响应低且峰形差，

且有较多血浆内源性基质杂峰对化合物峰产生较

大干扰，无法准确定量［１１－１４］。因此，本试验采用液

液萃取的前处理方法去除较多极性化合物的干扰，

并采用梯度洗脱的方式降低非极性化合物对检测

的影响，使该方法专属性强，准确度高。本试验还

将该分析方法成功用于咪达那新临床２４例样本量
的人体生物等效性试验，为咪达那新片的生物等效

性研究提供了可靠的分析方法。

"

　材　料

１１　药品与试剂
受试制剂：咪达那新片（南京制药厂有限公司，

规格：０１ｍｇ，批号：２０１８０８６１）；参比制剂：咪达那新
片（ＵＲＩＴＯＳ杏林制药株式会社，规格：０１ｍｇ，批
号：Ｘ０１３）；咪达那新（批号：１４１８０６８Ａ１，含量
９８７％）及咪达那新ｄ１０对照品（批号：３１８５０４８Ａ２，
含量９８０％，ＴＬＣＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＳｔａｎｄａｒｄｓ公司）；

甲醇、乙腈（色谱纯，德国默克公司）；水为试验室

制备超纯水，其他试剂均为市售色谱纯。

１２　仪　器
ＳｈｉｍａｄｚｕＬＣ３０Ａ系列 ＵＰＬＣ液相色谱联合

ＡＢＳｃｉｅｘＡＰＩ５５００质谱联用仪：含脱气机、双高压
泵、自动进样器、柱温箱、电喷雾离子化接口、三重四

极杆质谱检测器以及Ａｎａｌｙｓｔ１６３数据处理软件；
ＸＰ６百万分之一微量天平系统（ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ公
司）；ＨｅｒａｅｕｓＭｕｌｔｉｆｕｇｅＸ１Ｒ低温高速离心机（美国
ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司）；ＬＰＤ２５００多管混合器（莱普特
科学仪器有限公司）；ＫＱ３２００ＤＥ超声波清洗机（昆
山市超声仪器有限公司）；ＭｉｌｌｉＱ纯水仪（Ｍｅｒｃｋ
Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）；ＯｒｇａｎｏｍａｔｉｏｎＭｉｃｒｏｖａｐ１１８０３氮吹
仪（莱普特科学仪器有限公司）。

#

　方　法

２１　色谱与质谱条件
色谱条件：色谱柱为 ＡｃｑｕｉｔｙＵＰＬＣＢＥＨＣ８

（２１ｍｍ×５０ｍｍ，１７μｍ）；保护柱为 Ｗａｔｅｒｓ，
ＡｃｑｕｉｔｙＵＰＬＣＢＥＨＣ８（２１ｍｍ×５ｍｍ，１７μｍ）；
流动相 Ａ为 ２ｍｍｏｌ／Ｌ乙酸铵溶液（含 ０２％乙
酸），流动相Ｂ为乙腈；流速为０４ｍＬ／ｍｉｎ；柱温为
３５℃；进样量为２μＬ；选用梯度洗脱模式见表１，
化合物在等度条件出峰，初始比例用于洗脱非极性

内源性物质并控制化合物保留时间。

Ｔａｂｌｅ１　Ｅｌｕｔｉｏｎｇｒａｄｉｅｎｔｏｆｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅ

ｔ／ｍｉｎ Ａ／％ Ｂ／％
０ ３０ ７０
０５ ３０ ７０
０６ ４０ ６０
１８ ４０ ６０
２０ ９５ ５
３０ ９５ ５
３２ ３０ ７０
４３ ３０ ７０

Ａ：２ｍｍｏｌ／Ｌａｍｍｏｎｉｕｍ ａｃｅｔａｔｅｓｏｌｕｔｉｏｎｗｉｔｈ０．２％ ａｃｅｔｉｃａｃｉｄ；
Ｂ：Ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ

质谱条件：离子源为电喷雾离子化源（ＥＳＩ）；
正离子模式检测；源喷射电压为１５００Ｖ；温度为
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６００℃；扫描方式为多反应监测（ＭＲＭ），咪达那新
和咪达那新ｄ１０的检测离子分别为 ｍ／ｚ３２０２→
２３８１和ｍ／ｚ３３０２→２４８２。去簇电压（ＤＰ）均为

８０Ｖ，碰撞能量（ＣＥ）分别为２４和２６ｅＶ。咪达那
新及其内标子离子色谱图见图１。

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｍａｓｓｓｐｅｃｔｒａｏｆｉｍｉｄａｆｅｎａｃｉｎ（Ａ）ａｎｄｉｍｉｄａｆｅｎａｃｉｎｄ１０（Ｂ）

２２　溶液的配制
精密称取咪达那新及咪达那新ｄ１０对照品用

５０％甲醇水溶液溶解制成质量浓度为２００μｇ／ｍＬ
咪达那新储备液和内标储备液。用 ５０％甲醇水
将咪达那新储备液逐级稀释成质量浓度分别为

２０００，２００，２００，１８０，１００，５０，２０，１０，０４，
０２ｎｇ／ｍＬ的标准曲线溶液。用５０％甲醇水将咪
达那新ｄ１０储备液稀释成质量浓度为１００ｎｇ／ｍＬ
的内标溶液。

２３　临床给药试验设计
受试者给药前一晚禁食过夜，于给药前６０ｍｉｎ

采集空白血样 ４ｍＬ。给予受试制剂或参比制剂
（咪达那新１片，每片０１ｍｇ）以温开水２４０ｍＬ送
服，并于给药后 ０３３，０６７，１，１２５，１５，１７５，２，
２５，３，４，５，６，８，１２，２４ｈ采集静脉血４ｍＬ。间隔
７ｄ的清洗期后进行第２周期试验，两组受试者服
用的药品交叉，其余步骤同第一周期试验。试验所

有受试者签署知情同意书。

２４　样品的处理
２４１　全血样品处理　将经肝素钠抗凝后的全血
在采血完成后 １ｈ内于 ４℃、４０００ｒ／ｍｉｎ离心
５ｍｉｎ后取上清液装入１５ｍＬ离心并管中在低于
－６０℃条件下冻存。
２４２　血浆样品处理　向９６孔板中加入血浆样
品１００μＬ，加入内标工作液５０μＬ（１００ｎｇ／ｍＬ咪达
那新ｄ１０溶液），加入乙酸乙酯４５０μＬ，１６００ｒ／ｍｉｎ
涡旋振荡１０ｍｉｎ后在４℃条件下以４０００ｒ／ｍｉｎ速
度离心１０ｍｉｎ。后取上清液２００μＬ氮气流室温下

吹干后用５０％甲醇水１００μＬ复溶后进行ＬＣＭＳ／
ＭＳ分析。

!

　结　果

３１　方法学确证
３１１　方法专属性　在上述液质条件下，取６个
不同来源空白血浆（来源于中国健康志愿者，采

于东南大学附属中大医院）按上述“２４２”样品
处理过程处理后进样，空白血浆样品色谱图见图

２，结果表明血浆内源性物质对样品测定无干扰。
空白血浆中添加咪达那新与其氘代内标后，其保

留时间均为１１５ｍｉｎ，峰形良好。空白血浆中加
入咪达那新及内标色谱图见图３。

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｔｈｅｂｌａｎｋｐｌａｓｍａ

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｔｈｅｂｌａｎｋｐｌａｓｍａｓｐｉｋｅｄｗｉｔｈｉｍｉｄａｆｅｎａｃｉｎ
ａｎｄｉｍｉｄａｆｅｎａｃｉｎｄ１０
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３１２　标准曲线的制备　在空白基质２８５μＬ中
分别加入不同质量浓度的咪达那新标准曲线溶液

１５μＬ，依上述“２４２”项下方法处理样品后进样
分析，以化合物及内标峰面积比为纵坐标（Ｙ），咪
达那新质量浓度为横坐标（Ｘ），采用加权（ω＝１／
ｘ２）最小二乘法进行线性回归得到回归方程为 Ｙ＝
０００２１９Ｘ＋０００１４５，ｒ＝０９９９２。结果表明，咪

达那新在１００～１０００ｐｇ／ｍＬ范围内线性良好。
３１３　精密度及准确度　制备含咪达那新质量浓
度分别为３００、１５０、７５０ｐｇ／ｍＬ的质控样品按上述
“２４２”前处理步骤操作后进样分析。分别于１ｄ
内测定６次及连续３ｄ进行分析测定，计算日内、
日间精密度及准确度，结果见表２。所有质控样品
日间及日内精密度ＲＳＤ均不超过１５％。

Ｔａｂｌｅ２　ＰｒｅｃｉｓｉｏｎａｎｄａｃｃｕｒａｃｙｏｆｔｈｅＵＰＬＣＭＳ／ＭＳｆｏｒｔｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｉｍｉｄａｆｅｎａｃｉｎ（ｎ＝６）

ｃ／（ｐｇ／ｍＬ）
Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ（ＲＳＤ）／％

Ｉｎｔｒａｄａｙ Ｉｎｔｅｒｄａｙ
Ａｃｃｕｒａｃｙ（ＲＥ）／％

Ｉｎｔｒａｄａｙ Ｉｎｔｅｒｄａｙ
３００ ２０ ２７ ８５ －１６
１５０ １０ １６ ７３ －２０
７５０ ３８ １７ ３６ －２４

３１４　提取回收率　配制低、中、高３个质量浓度
水平的质控样品，含咪达那新质量浓度分别为

３００，１５０，７５０ｐｇ／ｍＬ，每个浓度水平各配制６个重
复，按上述“２４２”样品前处理步骤操作后进样分
析。配制含空白血浆样品提取液的化合物溶液使

其浓度与质控样品进样浓度相同。比较两者峰面

积比来评价化合物的提取回收率。提取回收率结

果见表 ３，３种质量浓度的提取回收率分别为
８４０％、８８０％和９００％。结果表明，本试验中咪
达那新提取过程对真实结果影响较小。

Ｔａｂｌｅ３　Ｒｅｃｏｖｅｒｙａｎｄｍａｔｒｉｘｅｆｆｅｃｔｓｏｆｉｍｉｄａｆｅｎａｃｉｎ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

ｃ／（ｐｇ／ｍＬ）
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ／％

Ｉｎｔｒａｄａｙ Ｉｎｔｅｒｄａｙ
Ｍａｔｒｉｘｅｆｆｅｃｔ

Ａｖｅｒａｇｅ／％ ＲＳＤ／％
３００ ８４０±４９６ ３８ １０５±０５８７ ０６
１５０ ８８０±７４２ ３０ １００±０７４４ ０７
７５０ ９００±３０７ ３８ １０１±０２６６ ０３

３１５　基质效应　分别配制同质控样品进样浓度
相同的含空白血浆样品提取液的化合物溶液及同

质控样品进样浓度相同的化合物溶液，进样测定后

以两者经内标校正后的比值来比较咪达那新的基

质效应。结果见表３，３种质量浓度的基质效应分
别为１０５％、１００％和１０１％，结果表明空白血浆中
没有内源性物质干扰咪达那新的测定。

３１６　稳定性　配制低浓度及高浓度质控样品，

分别考察其在室温２３９ｈ，－２０℃条件冻融３次，
－８０℃条件冻融３次，及分别在 －２０℃、－８０℃
条件３０ｄ长期放置，仪器进样盘中放置７４ｈ的稳
定性。结果见表４，结果表明咪达那新血浆样品在
室温、进样盘、冷冻保存、反复冻融条件下稳定性良

好。方法验证结果表明，本定量方法灵敏、准确，适

合咪达那新的临床血药浓度测定。

Ｔａｂｌｅ４　Ｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｉｍｉｄａｆｅｎａｃｉｎｕｎｄｅｒｖａｒｉｏｕｓｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）

ｃ／（ｐｇ／ｍＬ）
Ｔｅｓｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／（ｐｇ／ｍＬ）

Ｒｏｏｍｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ
（２３９ｈ）

Ｆｒｅｅｚｅｔｈａｗｃｙｃｌｅ
（－２０°Ｃ）

Ｆｒｅｅｚｅｔｈａｗｃｙｃｌｅ
（－８０°Ｃ）

Ｌｏｎｇｔｅｒｍｓｔａｂｉｌｉｔｙ
（－２０°Ｃ）

Ｌｏｎｇｔｅｒｍｓｔａｂｉｌｉｔｙ
（－８０°Ｃ）

Ｉｎｊｅｃｔｏｒｓｔａｂｉｌｉｔｙ
（７４ｈ）

３００ ３００±１２７ ３１１±０８７０ ２９８±１１４ ２８８±１０９ ３０４±０８３０ ２８７±１９１
７５０ ７４３±３２９ ７５４±４５１ ７６１±７９７ ７４７±２１０ ７５６±１６１ ７３９±３５７

３２　血浆样品测定
按照上述“２４２”方法处理２４名志愿者两个

周期的血浆样品进样分析，计算咪达那新浓度，用

ＤＡＳ３２８软件计算药代动力学参数并计算受试

制剂和参比制剂中咪达那新的 ＡＵＣ０－ｔ、ＡＵＣ０－∞及
ｃｍａｘ经对数转换后以多因素方差分析（ＡＮＯＶＡ）进
行显著性检验，然后用双单侧ｔ检验和计算９０％置
信区间的统计分析方法来评价参比制剂和受试制

２８５
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剂的人体生物等效性。试验结果见表 ５，ｃｍａｘ、
ＡＵＣ０－ｔ、ＡＵＣ０－∞比值的 ９０％置信区间在 ８０％ ～
１２５％范围内，不同制剂间无显著性差异。可确定

两制剂在空腹条件下符合生物等效性要求，判定为

生物等效。ｃｍａｘ附近人血浆样本色谱图见图４，本
试验的ＣＴ均数曲线见图５。

Ｔａｂｌｅ５　ＰｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｉｍｉｄａｆｅｎａｃｉｎｉｎｈｅａｌｔｈｙＣｈｉｎｅｓｅｖｏｌｕｎｔｅｅｒｓｕｎｄｅｒｆａｓｔｉｎｇｃｏｎｄｉｔｉｏｎ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝２４）

Ｇｒｏｕｐ ｃｍａｘ／（ｐｇ／ｍＬ） ＡＵＣ０∞／（ｐｇ·ｈ／ｍＬ） ＡＵＣ０ｔ／（ｐｇ·ｈ／ｍＬ） ｔｍａｘ／ｈ ｔ１／２／ｈ
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ５２４８±１０４６ ２２２９±５５３４ ２０９７±５５７３ １２５０±０６５５ ３３３１±０８３３
Ａｃｃｅｐｔａｎｃｅ ６１２６±１３２９ ２４６６±６４４３ ２３４３±６７１３ １０６３±０３４８ ３１２５±０５２０
９０％ＣＩ １０７９１２４７ １０５３１１５３ １０６２１１６０ － －

Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｆｏｒｔｈｅｔｅｓｔｓａｍｐｌｅｏｆｈｕｍａｎｐｌａｓｍａｆｒｏｍ
ｈｅａｌｔｈｙＣｈｉｎｅｓｅｖｏｌｕｎｔｅｅｒｓａｄｍｉｎｓｔｒａｔｅｄｂｙｉｍｉｄａｆｅｎａｃｉｎｏｒｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

—◆—Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ；—□— Ａｃｃｅｐｔａｎｃｅ
Ｆｉｇｕｒｅ５　ＣｏｎｔｅｎｔｏｆｉｍｉｄａｆｅｎａｃｉｎｉｎｈｕｍａｎｐｌａｓｍａｆｒｏｍｈｅａｌｔｈｙＣｈｉ
ｎｅｓｅｖｏｌｕｎｔｅｅｒｓａｄｍｉｎｓｔｒａｔｅｄｂｙｉｍｉｄａｆｅｎａｃｉｎｏｒｒｅｆｅｒｅｎｃｅｕｎｄｅｒｆａｓｔｉｎｇ
ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝２４）

)

　讨　论

在考察色谱条件时，本课题组发现在有机相使

用乙腈、水相使用２ｍｍｏｌ／Ｌ乙酸铵溶液（含０２％
乙酸）时，咪达那新与内标的响应较高，峰形更好。

在使用等梯度洗脱测定样品时［１３］，化合物峰

和内标峰响应较低且有较多血浆内源性物质的

杂峰出现，因此采用梯度洗脱的方式，在进样后

０５ｍｉｎ内用高比例有机相洗脱出非极性内源性
化合物并控制保留时间在１１５ｍｉｎ左右，适用于

大批量生物样品分析。

咪达那新在人体中血药浓度较低，其峰形及

响应易受血浆中内源性基质干扰，本试验采用液

液萃取的前处理方法，排除较多极性化合物的干

扰，使该检测方法专属性强，基质效应影响小，色

谱柱损耗小。

该方法线性浓度较低，最低定量限达到

１０ｐｇ／ｍＬ，可配制低浓度储备液来防止在标准曲
线溶液配制上产生较大误差。

本研究建立了 ＵＰＬＣＭＳ／ＭＳ测定人血浆中咪
达那新浓度的方法，并应用于人体生物等效性试

验。相较于文献中的蛋白沉淀前处理方法及线性

范围［１１－１４］，本方法采用液液萃取前处理方法，线性

范围为１００～１０００ｐｇ／ｍＬ，具有定量下限低、灵敏
度高、选择性好、基质效应小的优点［１５－１６］，满足咪

达那新体内药代动力学试验的检测需要。

在试验过程中，受试者均未发生临床意义的药

物不良反应。受试制剂与参比制剂的药代动力学

参数与文献报道的［２］基本一致。在空腹条件下，试

验制剂与参比制剂生物等效。本试验为咪达那新片

的生物等效性研究提供了一种可靠的分析方法。
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·本 刊 讯·

《中国药科大学学报》编辑部
在“第二届全国报刊编校技能大赛”中获佳绩

２０１９年１０月９日，江苏省新闻出版局、江苏省报业协会、江苏省期刊协会联合发文，通报表扬在第二届全国报刊
编校技能大赛江苏赛区初赛中取得优异成绩的集体和个人。《中国药科大学学报》编辑部代表队荣获团体三等奖、１
人获得个人三等奖。本次大赛有２５家单位获团体奖、６０名参赛选手获个人奖、６家单位获优秀组织奖。

《中国药科大学学报》编辑部代表队通过组织青年编辑参加技能大赛，锻炼了编辑人才队伍，提升了编校技能，在

编辑部内部营造了高度重视出版质量、不断追求卓越的浓厚学习氛围，对外展示了《中国药科大学学报》编辑部求真、

务实、进取的良好形象。

江苏赛区的初赛由省新闻出版局主办，省期刊协会、省报业协会承办。此次比赛共有９４支代表队的２８２名采
编、校对人员参加比赛。重点考察编校人员对习近平新时代中国特色社会主义思想、马克思主义新闻观、新闻出版法

规、编校基础知识以及新媒体融合发展理念的理解掌握和应用情况。

（本刊讯）
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