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LC-MS/MS 法测定人血浆中伊伐布雷定浓度及药动学 *
金 鑫 鹿成韬 冯彦来 丁莉坤 关 月 孙 薇 周 伦 文爱东△

（第四军医大学西京医院药剂科 陕西 西安 710032）

摘要 目的：建立人血浆中伊伐布雷定的液相色谱 - 质谱 - 质谱联用测定方法，研究健康人体药代动力学。方法：以地西泮为内标

物，采用液相色谱 - 质谱 - 质谱联用法，电喷雾电离源选择性正离子峰检测。测 30 名健康志愿者单剂量口服盐酸伊伐布雷定片的

体内血药浓度，获得药动学参数。结果：伊伐布雷定在 0.101-101 ng·mL-1 浓度范围内呈良好的线性关系（r=0.998），最低检测浓度

为 0.101 ng·mL-1。高、中、低浓度的方法提取回收率分别为 93.2 %、86.6 %、87.5 %，日内、日间精密度 RSD 均小于 15 %。结论：

LC-MS/MS 方法灵敏度高，专属性强，准确，简便，适用于盐酸伊伐布雷定片的人体药代动力学研究。
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ABSTRACT Objective: To determine ivabradine in human plasma by a LC/MS/MS method, and to investigate its pharmacokinetics.

Methods: Ivabradine concentrations in plasma were determined by LC-MS/MS. The test and reference formulations of ivabradine were
given to 30 healthy male volunteers. Results: The linear range for rosuvastatin was 0.101-101 ng·mL-1(r = 0.998). The quantitation limit
for rosuvastatin was 0.101 ng·mL-1. The draw recovery rates were 93.2 %, 86.6 % and 87.5 %, and RSD for intra-day and inter-day was
both less than 15 %. Conclusion: LC-MS/MS method is sensitive, accurate and simple, and suitable for the study on pharmacokinetic of
ivabradine in human.
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前言

伊伐布雷定是法国 Servier 公司首先研制开发的抗心绞痛

新药，2005 年 11 月经欧洲药审局批准在欧洲 27 个国家上市，

用于治疗对β 受体阻断剂禁忌或不能耐受的慢性稳定性心绞

痛[1-3]。该药是首个选择特异性心脏起搏电流（If）抑制剂，起到减

缓窦房结起搏点活动速度的作用[4-6]，与传统药物相比，其不影

响血压[7]、血流动力学[8-9]、心肌收缩力[10]、房室传导或心室复

极[11-13]，是一种有效预防心肌缺血、治疗慢性稳定性心绞痛的药

物[14-16]。伊伐布雷定的化学名为 3-{3-[{[(7S)-3,4- 二甲氧基双

环[4.2.0]辛 -1,3,5- 三烯 -7- 基]- 甲基}（甲基）氨基]丙基}-7,8- 二甲

氧基 -1,3,4,5- 四氢 -2H-3- 苯并氮杂卓 -2- 酮盐，分子式为

C27H36N2O5,相对分子质量为 468.6，结构见图 1。有关伊伐布雷

定在西方不同种族人群中的药代动力学特点已有报道 [17-18]，但

未见其在中国人群中药代动力学特点的报道。目前国外已报道

检测方法主要为 HPLC 荧光检测法测定血浆中伊伐布雷定的

浓度[17-19]，本研究的目的是建立灵敏度高、专属性强、简便、准确

的 LC-MS/MS 方法测定人体血浆中的伊伐布雷定浓度，并研究

伊伐布雷定在中国健康人体内的药代动力学特征，为临床合理

用药提供参考依据。

1 材料与方法

1.1 仪器

Agilent 1200 液相色谱仪（二元梯度高压泵，真空脱气机，

自动进样器，柱温箱）；Agilent 6410A 三重四级杆串联质谱仪

（美国安捷伦公司）；MassHunter 工作站；分析柱为 Agilent
TC-C18 column (150 mm× 4.6 mm, 5 m, Agilent)。

图 1 伊伐布雷定结构式

Fig.1 Molecular structures of ivabradine
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1.2 药品与试剂

盐酸伊伐布雷定片 （常州四药制药有限公司提供，规格：

2.5 mg/ 片，批号：20081101）；盐酸伊伐布雷定对照品（常州四

药制药有限公司提供，纯度：99.13 %，批号：YF-D01）；内标地西

泮（中国药品生物制品检定所提供，批号：100294-200602）；甲

醇（色谱纯，由 Fisher Scientific 公司提供）；醋酸铵（分析纯，天

津市百世化工有限公司）；空白人血浆：临床医院提供。
1.3 色谱条件

甲醇 -- 水(5 mM 醋酸铵 +1 %甲酸(v/v))＝80:20(v/v)，流速

为 0.6 mL·min-1，柱温:40℃。
1.4 质谱条件

离子源：ESI 源；检测方式：正离子检测；扫描方式：多反应

监测(MRM)；驻留时间(Dwell Time)：150 ms；毛细管电压(Cap-
iLLary)：4000 V；干燥气温度(Temperature)：325℃；干燥气流速

(Gas Flow)：12 L / min；雾化气压力：50 psi。伊伐布雷定和地西

泮在 ESI 源正离子电离方式下，均有较好的质谱响应，主要生

成[M+H]+ 离子峰，分别为 m/z 469.2 和 m/z 285.1。选择性对

[M+H]+ 离子进行产物离子全扫描质谱分析得相应的二级全扫

描质谱图（见图 2），伊伐布雷定和地西泮生成的主要碎片离子

分别为 m/z 177.1 和 m/z 193.1，将其作为定量分析时监测的产

物离子。

1.5 研究对象与给药方案

选择 30 名健康受试者(男女各半)，平行分为三组，每组 10
人，其中低剂量组 10 人，体重 52.5-64.5 kg，年龄 29-38 岁；中剂

量组受试者 10 人，体重 57.5-65.0 kg，年龄 30-37 岁；高剂量组

受试者 10 人，体重 52.5-68.0 kg，年龄 31-39 岁。于试验前进行

全面的体格检查，肝肾功能、心电图、血尿常规均正常。受试者

无既往病史和药物过敏史，精神状态良好。受试前 4 周内未服

用过其它药物。入选受试者于试验前一日晚 8：00 开始禁食，试

验当日晨空腹按分组分别服用盐酸伊伐布雷定片 2.5 mg、5.0
mg 和 7.5 mg，而后按设计的采血时间点采血。服药后 4 h 和

10 h 进食统一的饮食。服药后受试者避免剧烈活动，采血期间

禁烟酒和含咖啡因类饮料。试验方案经医学伦理委员会批准，

受试者签署知情同意书。
1.6 样品采集与处理

于给药前(0 h)和给药后 8、15、30、45 min；1、1.5、2、3、4、6、
9、12、24、36、48 h 从静脉采血 4 mL。血样取出后移入经肝素处

理的离心试管中，离心 10 min（3500 r·min-1），分离血浆，于 -20

℃冰箱中冷冻保存待测。
1.7 血浆样品处理

于 10 mL 离心管中精密加入血浆样品 1 mL，内标溶液(2
g·mL-1)50 L，旋涡 30s 后混匀。加入 4 mL 乙酸乙酯，涡漩 3
min，于 4000 r·min-1 离心 10 min。吸取有机层至另一干净离心

管中，于 30℃水浴中以氮气流吹至近干。残渣以 200 L 流动相

复溶，于 16000 r·min-1 离心 8 min，吸取上清液转移至自动进样

器样品管中，进样量 5 L，进行 LC-MS/MS 分析。
1.8 标准曲线的制备

取 10 mL 离心管数支，于离心管中分别精密加入不同量的

伊伐布雷定标准溶液，配制成含伊伐布雷定浓度分别为

0.1013、0.3039、1.013、3.039、10.13、30.39、101.3 ng/mL 的 含 药

血浆 1mL，按 " 血浆样品处理 " 项下进行操作，复溶后吸取上

清液至自动进样瓶中，进样分析，记录色谱图；计算伊伐布雷定

峰面积 As 和内标峰面积 Ai 的比值 f(f= As/Ai)。以峰面积比值

f 对血药 浓 度 C 作 权 重 回 归 计 算 ， 求 得 回 归 方 程 为 ：f=0.
003848+ 0.05728 C，r = 0.998。根据标准曲线，伊伐布雷定的线

性范围为 0.101～101 ng·mL-1。伊伐布雷定的定量下限可达

0.101 ng·mL-1。
1.9 提取回收率

分别配制含 0.2026、5.065、75.975 ng·mL-1 的低、中、高 3
种不同质量浓度的标准含药血浆样品各 5 份。按 "2.5" 项下操

作后进行 LC-MS/MS 分析，测定伊伐布雷定与内标的色谱峰面

积，计算峰面积比值 fx (fx = As/Ai )。与直接配制的等量对照液

的测定结果比较计算，即得提取回收率。结果表明，伊伐布雷定

在低、中、高 3 种不同质量浓度组的平均回收率分别为（93.2±
5.9）%，（86.6±6.1）%，（87.5±9.8）%，回收率均符合测定要求。
1.10 精密度与准确度

将标准血浆药物低、中、高三个浓度（伊伐布雷定血浆浓度

分别为 0.2026、5.065、75.975 ng·mL-1）的样品，在日内和日间重

复检测，计算日内 RSD 和日间 RSD ，评价方法的精密度或重

现性，结果日内 RSD 分别为 4.91 %，3.36 %，3.50 %；日间 RSD
分别为 5.84 %，5.49 %，10.65 %。测定计算相对回收率考察其

准确度，结果分别为（102.1±5.0）%，（100.3±3.3）%，（109.1±
3.8）%。精密度与准确度均符合测定要求。
1.11 稳定性考察

配制浓度分别为 0.2026、75.975 ng·mL-1 的伊伐布雷定标

准含药血浆，分别测定室温立即分析，室温放置 20 h，反复冻融

3 次，长期冰冻 30、60、90 d 稳定性，测定伊伐布雷定浓度，RSD
分别为 5.80 %、8.11 %。实验结果表明，伊伐布雷定在冰冻条件

下稳定性良好。

2 结果

2.1 方法的特异性

在本试验所采用的色谱条件下，测得来自 6 个不同样本的

空白血浆，伊伐布雷定，内标，空白血浆添加伊伐布雷定和内

标，及受试者服药后血浆样品的典型色谱分别如图 3 所示。由

图可见伊伐布雷定的保留时间约为 2.57 min，内标的保留时间

约为 5.33 min。本方法具有较高的特异性，能准确测定尿液中

伊伐布雷定的浓度，灵敏度较高。

图 2 伊伐布雷定（A）和内标地西泮（B）的产物离子全扫描质谱图

Fig.2 Full scan MS/MS spectra of ivabradine (A) and internal standard of

diazepam (B)
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2.2 药代动力学

药物动力学计算和统计在实验室用 EXCEL 自编的程序上

进行。数据处理以 EXCEL 形式输入。AUC0-t 值和 AUC0-∞值

采用梯形法计算，Tmax 和 Cmax 值采用实测值；t1/2 和 ke 值

以半对数作图法，由消除相的浓度点计算，CL/F = D/AUC0-∞
（D 为给药剂量），Vd/F =（CL/F）/ke。对受试者单次服药的药动

学参数进行配对 t 检验 （AUC 和 Cmax 经对数转换），Tmax 采

用非参数法检验。

图 3 测定血浆中伊伐布雷定和内标地西泮的典型 MRM 色谱图:A:空白血浆色谱图; B:伊伐布雷定色谱图; C:内标色谱图;D:空白血浆加样品色谱

图

Fig.3 Determination the typical Chromatograms of ivabradine and I.S. (diazepam) by MRM scan mode in human plasma samples:

A:Chromatogram of blank plasma;B:Chromatogram of ivabradine;

C:Chromatogram of I.S.;D:Chromatogram of plasma spiked with ivabradine and I.S

图 4 30 名健康志愿者单剂量口服盐酸伊伐布雷定片 2.5 mg、5.0 mg 和

7.5 mg 的平均血药浓度 - 时间曲线

Fig.4 Average plasma concentration-time curves of ivabradine tablets

after a single oral does of 2.5 mg, 5.0 mg and 7.5 mg in 30 volunteers

Parameter
Group

2.5mg 5.0mg 7.5mg

Cmax/ng·mL-1 14.92±4.05 35.98±8.68 48.62±9.62

Tmax/h 0.85±0.43 1.15±0.24 1.00±0.46

AUC0-t/ng·h·mL-1 64.23±13.87 169.60±33.09 215.92±57.21

AUC0-∞/ng·h·mL-1 64.88±13.97 171.19±33.45 217.95±56.42

t1/2/h 3.87±1.30 5.03±1.19 5.00±1.84

CL/F/L·h-1 0.04±0.01 0.03±0.01 0.04±0.01

Vd/F/L 0.23±0.09 0.21±0.03 0.26±0.10q

表 1 受试者单剂量口服盐酸伊伐布雷定片 2.5 mg、5.0 mg 和 7.5 mg 的主要药动学参数

Tab.1 The main pharmacokinetics parameters of ivabradine tablets after a single oral does of 2.5 mg, 5.0 mg and 7.5 mg

in healthy volunteers（x±s, n=30）

本试验直接采用乙酸乙酯作为萃取液对样品进行预处理，伊伐 布雷定保留时间仅为 2.5 min，与上述两方法相比，省去了固相

30 名受试者单剂量口服盐酸伊伐布雷定片 2.5 mg、5.0 mg
和 7.5 mg 后药 - 时曲线结果见图 4。主要药动学参数见表 1。用

SPSS 软件对单次给药低中高 3 个剂量组主要药动学参数进行

方差和线性相关性分析，结果显示剂量组间 t1/2、Tmax、CL 无

显著差异，剂量对 AUC0-t、AUC0-∞、Vd、Cmax 具有显著性影

响；AUC0-t、AUC0-∞、Cmax 与剂量成明显线性正相关。

3 讨论

国外文献中，Klippert P 等运用 HPLC 荧光检测的方法对

血浆中伊伐布雷定进行定量分析，样品需经固相萃取后由 No-
va-Pak C8 柱进行分离，最低定量限为 0.5 ng/ml，伊伐布雷定保

留时间为 8.7 min [19]。Maryse FB 等运用 LC-MS/MS 法对血浆中

伊伐布雷定进行测定，样品需经固相萃取后由 C18 柱进行分

离，最低定量限为 0.1 ng/ml，伊伐布雷定保留时间为 13.3 min [20]。
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萃取的步骤，简化了操作程序，大大降低了样品预处理的成本。
与 HPLC 荧光检测法相比，将定量下限由 0.5 ng/ml 降低到 0.1
ng/ml，提高了检测的准确度；与 Bouchard 等的 LC-MS/MS 法

相比，保留时间明显缩短，提高了检测的效率。该方法可满足体

内伊伐布雷定药物浓度的测定，药动学研究的需要。
目前盐酸伊伐布雷定片在我国尚没有上市品种，本试验测

定伊伐布雷定的 t1/2、Cmax 和 AUC 等药动学参数与国外文

献[17-18]报道基本一致，没有明显差异。药动学研究结果表明，受

试者口服盐酸伊伐布雷定片后，主要药动学参数 Cmax 和

AUC 均与剂量呈线性关系。各剂量组伊伐布雷定 t1/2 均很短，

说明该药在体内消除较快，不易在各组织中蓄积。本试验结果

为中国健康成人合理应用盐酸伊伐布雷定片提供了药动学依

据。
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