
现代生物医学进展 biomed.cnjournals . com Progress inModern Biomedicine Vol.18 NO.1 JAN.2018

doi: 10.13241/j.cnki.pmb.2018.01.002
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摘要 目的：建立检测小鼠血浆内新型多靶点抗阿尔茨海默病（Alzheimer's disease，AD）药物双美普他酚 -乙二酰胺杂合物（ZLA）

浓度的高效液相色谱 -质谱联用法(LC-MS/MS)，并研究其在小鼠体内的药代动力学。方法：样品经甲醇沉淀去蛋白，应用Waters

Xbridge C18色谱柱（2.1× 100 mm，3.5 滋m），以甲醇 -水（含 5 mM甲酸铵，pH 9.8）（85:15，v/v）为流动相，流速 0.25 mL/min；采用

电喷雾（ESI）离子源，选择正离子模式多反应监测，待测物分别为 m/z 304.3→107.0（ZLA）和 m/z 621.7→232.1（内标）。分别给予

KM小鼠腹腔和尾静脉注射 ZLA 5mg/kg，不同时间点采集血浆用于 ZLA定量分析。结果：ZLA和内标保留时间分别为 3.2 min和

2.5 min。血浆中 ZLA线性范围为 1-1000 ng/mL。血浆中提取回收率超过 91%，日内和日间精密度 RSD均小于 6%。药动学研究

结果显示，腹腔注射时 ZLA可快速分布到血浆中，在 10.2 min达到峰值，且能达到良好的生物利用度（47.6%）。结论：本研究建立

的 ZLA血药浓度测定方法快速、灵敏，特异性好，并成功应用于小鼠血浆中 ZLA的药代动力学研究。本研究资料将为 ZLA在 AD

治疗中的进一步临床前评估提供依据。
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Determination of Plasma Concentrations and Pharmacokinetic Parameters of

a Multi-target Anti-AD Agent in Mice by LC-MS/MS*

To develop an LC-MS/MSmethod for the quantitative analysis of plasma concentrations of N1, N2-bis(3-(S)-

meptazinol- propyl) oxalamide (ZLA), a new multi-target-directed agent for Alzheimer's disease (AD), and for study of its pharmacoki-

netic profile. Plasma samples of mice were pretreated with methanol for protein precipitation. The analytes were separated on a

Waters Xbridge C18 column (2.1× 100 mm, 3.5 滋m) with a mobile phase consisting of methanol and water (containing 5 mM ammoni-

um formate, pH 9.8) (85:15, v/v) and detected by positive electrospray ionization in multiple reaction monitoring (MRM) mode. MRM

transitions were m/z 304.3→107.0 (ZLA) and m/z 621.7→232.1 (internal standard, IS), respectively. In the pharmacokinetic study, mice

received intravenous or intraperitoneal ZLA (5 mg/kg) administration. The plasma samples were collected at different time points for

analysis. The retention time of ZLA and IS was 3.2 min and 2.5 min, respectively. The linear ranges of ZLA in plasma were

1-1000 ng/mL. The extraction recovery of ZLA in plasma was over 91%. The relative standard deviation of intra-day and inter-day varia-

tion was 3.1-5.9% and 4.6-5.1%, respectively. Pharmacokinetic studies revealed that ZLA reached peak concentration rapidly after in-

traperitoneal administration (Tmax=10.2 min) and exhibited a satisfying bioavailability (47.6%). A specific and sensitive

method was firstly reported for the quantification of ZLA, a novel candidate for multi-targeted AD therapy. This method was successfully

applied to explore the pharmacokinetic profiles of ZLA in mice plasma. These data may be essential for the further preclinical evaluation

of ZLA in AD therapy.
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前言

阿尔茨海默病（Alzheimer's disease，AD）是老年人群中最

为常见的神经退行性疾病之一，临床表现为进行性认知功能障

碍。AD相关神经元退变涉及多种病因以及复杂的病理生理机

制。茁淀粉样蛋白（amyloid-茁，A茁）是导致 AD神经元退变的关

键致病分子，其在 AD脑内异常聚集，经过寡聚体、纤丝等阶段

最终沉积形成老年斑，后者为 AD脑内关键病理学特征[1-7]。目

前，FDA 批准的 AD 治疗药物包括乙酰胆碱酯酶抑制剂

（Acetylcholinesterase inhibitors，AChEIs）[8-10] 和 NMDA 受体拮

抗剂美金刚，尽管这两类药能部分改善认知功能，但不能逆转

病程。针对 AD多因素发病机制和复杂的病理生化改变，采用

单一分子针对单一靶点进行干预的药物难以有效逆转 AD病

程。近年来，多靶向配体(multi-target directed-ligands，MTDLs)设

计成为研发具有疾病修饰作用抗 AD新药的重要策略[11-13]。

大量证据表明，过渡金属离子在 A茁聚集过程中发挥了关
键作用[14]。具有氧化还原活性的 Cu2+可与 A茁单体相互作用，
促进 A茁寡聚体形成[15-17]。Cu2+ - A茁相互作用还能导致 H2O2的

产生，造成氧化应激[18]。因此，Cu2+螯合策略对 AD的潜在治疗

作用越来越受到重视[19-21]。Cu2+/Zn2+螯合剂如 PBT2已进入临床

研究，并对部分 AD患者有效[21]。

AChE除了水解乙酰胆碱（acetylcholine，ACh）外，还可通

过其外周阴离子位点与 A茁相互作用促进 A茁纤丝形成[22,23]。因

此，研发既能抑制 AChE催化位点，又能抑制其外周阴离子位

点的双配基 AChEI，不仅能增加突触间隙内 ACh水平，还可以

延缓 A茁聚集乃至老年斑形成，从而可能发挥疾病修饰作用。
我们之前报道了一种具有金属螯合活性的新型双配基

AChEI ZLA（N1,N2-bis(3-(S)- meptazinol- propyl) oxalamide）[24]。

该化合物为双美普他酚 -乙二酰胺杂合物，不仅具有与利斯的

明相似的 AChE抑制活性，还能抑制 AChE以及 Cu2+诱导的 A

茁聚集。行为学研究显示，ZLA（5 mg/kg）腹腔内给药能够抑制
东莨菪碱以及海马内 Cu2+微注射导致的认知功能障碍（待发表

资料）。因此，ZLA可能是一个极有希望的多功能抗 AD候选化

合物。

本研究首次建立了小鼠血浆 ZLA含量的 LC-MS/MS检测

方法学，并利用该方法考察了腹腔注射和尾静脉注射两种给药

途径下 ZLA在小鼠体内的药动学特点，为 ZLA在 AD治疗中

的进一步临床前评估提供重要的参考依据。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 药品与试剂 ZLA和内(N,N' - (1',3' - propylene) - bis(2

- (3 - ((S) - 3 - ethyl - 3 - (3 - hydroxyphenyl) azepan - 1- yl) - N -

methylacetamide；internal standard，IS）由复旦大学药学院药物

化学教研室合成，HPLC分析显示纯度均超过 99.5%，甲醇和甲

酸铵均为色谱纯，购自美国 Tedia公司，纯水由 Millipore公司

Milli-Q plus系统制备，其他试剂均为分析纯。

1.1.2 实验仪器和实验动物 液相色谱 - 质谱联用仪

（LC-MS/MS）购自美国安捷伦科技公司，型号为 Agilent 6410，

-80℃低温冰箱购自美国 Thermo fisher scientific公司，高速冷

冻离心机购自德国 Sigma公司。

健康 KM小鼠，雌雄各半，体重 25-30 g，由上海交通大学

医学院实验动物中心提供，许可证号：SCXK（沪）2004-0001，动

物研究方案获得上海交通大学医学院动物伦理委员会批准。

1.1.3 检测条件 色谱条件：色谱柱：Waters Xbridge C18 柱

（2.1× 100 mm，3.5 滋m，Waters Technologies，MI，USA）；流动

相：甲醇：水（含 5 mM甲酸铵，氨水调 pH=9.8）= 85：15；流速：

0.25 mL/min；柱温：30 ℃，进样量: 5 滋L。
质谱条件：ESI离子源，采用正离子模式；干燥气体流速为

8 L/min，温度为 350 ℃，喷雾气压力为 40 psi，毛细管电压为

3500 V，信号采集方式为多反应监测（MRM），待测物 ZLA：m/z

304.3→107.0（碎片电压 140 V，碰撞能量 17 eV），内标：m/z

621.7→232.1（碎片电压 135 V，碰撞能量 33 eV），使用

MassHunter 软件包（版本 B.04.00，Agilent Technologies，Inc.，

USA）进行质量数据处理。

1.2 方法

1.2.1 ZLA储备液配制 精准称取 ZLA 1 mg，用甲醇溶解，制

得 1 mg/mL 标准储备液，用甲醇稀释成浓度分别为

10，20，50，100，1000，2000，5000，10000 ng/mL标准品溶液。

1.2.2 空白血浆样品的制备 小鼠清醒状态下眼底静脉丛取

血约 0.2 mL至包被肝素钠的 EP管中。立即将 EP管放置到冰

盒中，在 1 h内 4℃下 4000 rpm离心 10 min。吸取上清，-80

℃保存。

1.2.3 血浆样品处理与测定 取离心后的小鼠血浆 45 滋L，加
入甲醇 5 滋L混匀后，加入含内标 10 ng/mL的甲醇溶液 200 滋L
沉淀蛋白，涡旋震荡 1 min后 14000 rpm离心 5 min，取上清

100 滋L于 LC-MS/MS分析。

1.2.4 标准曲线制备及质控样本制备 取 45 滋L空白血浆样
品，加入 5 滋L上述不同浓度的 ZLA标准品溶液。得到终浓度

分别为 1，2，5，10，50，100，200，500，1000 ng/mL 系列样品，混

匀后按照 "1.2.3"项下的操作进行处理与测定，以样品药物浓

度（X）与样品 ZLA与 IS峰面积之比（Y）进行线性回归。同法配

制终浓度为 3、200、750 ng/mL的系列质控样本，按照 "1.2.3"项

下的操作进行处理与测定。

1.2.5 方法的专属性 取小鼠空白血浆 45 滋L，加入甲醇溶液
5 滋L混匀后，按 "1.2.3"项下方法操作，得空白血浆色谱图。取

小鼠空白血浆 45 滋L，加入 ZLA（1000 ng/mL）标准溶液 5 滋L
混匀后，按 "1.2.3"项下方法操作得色谱质谱图。取小鼠静脉注

射 ZLA（5 mg/kg）5 min后的血浆，按 "1.2.3"项下方法操作得

色谱质谱图。考察血浆中的内源性杂质是否干扰 ZLA和 IS的

测定。

1.2.6 提取回收率与基质效应 ZLA质控样本，按 "1.2.3"项

下方法操作，取上清进样得峰面积 A1；另取空白血浆 45 滋L，加
入甲醇 200 滋L，涡旋震荡 1 min后 14000 rpm离心 5 min后，取

全部上清，分别加入 30，2000，7500 ng/mL ZLA 标准溶液 5

滋L，混匀后进样得峰面积 A2；另取纯水 45 滋L，加入甲醇 200

滋L，涡旋震荡 1 min后，分别加入 30，2000，7500 ng/mL ZLA标

准溶液 5 滋L，14000 rpm离心 5 min，取上清进样得峰面积 A3。

上述实验中每个浓度平行做 5份。以 A1/A2× 100%考察提取回

收率，以 A2/A3× 100%考察基质效应。
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1.2.7 精密度与准确度考察 ZLA 质控样本（3、200、750

ng/mL），按 "1.2.3"项下方法操作，连续测定 3 d（3天），每个浓

度平行做 5份。测定日内、日间精密度（RSD）和准确度（RE）。

精密度的 RSD值应小于 15%。

1.2.8 稳定性考察 取 ZLA质控样本分别考察室温放置 2 h、

样本处理后于自动进样器放置 6 h、反复冻融 3次及 -80℃保

存 30 d（30天）的稳定性。

1.2.9 药代动力学血浆样本制备 小鼠清醒状态下分别以腹

腔注射和尾静脉注射的方式给药，每组 6-8只，雌雄各半，于给

药后 5，10，20，30，40，50，60，180，360 min 分别眼底静脉丛取

血约 0.2 mL至肝素化试管中，4000 rpm离心 10 min，取血浆于

-80℃保存。样品按 "1.2.3"项下方法操作，计算各时间点的药

物浓度，绘制血药浓度 -时间曲线。

1.3 统计学分析

采用 WinnNolin (Version 6.3)软件对数据进行拟合，通过

非房室模型计算药代动力学参数。绝对生物利用度计算公式如

下：

F=
AUC(0-肄)(ip)

AUC(0-肄)(iv)
× 100%

2 结果

2.1 ZLA与内标的质谱特征

在 ESI正离子电离方式全扫描模式下，ZLA生成分子离子

峰（[M+2H]2+）为 m/z 304.3，IS生成分子离子峰（[M+H]+）为 m/z

621.7。经碰撞后产物离子质谱图如图 1所示。

2.2 方法的专属性

将血浆样品采用甲醇沉淀去蛋白后进行 LC-MS/MS 分

析，结果表明 ZLA和 IS的保留时间分别为 3.2 min和 2.5 min，

ZLA和 IS无杂质峰干扰且峰形良好，提示本方法特异性较高。

小鼠血浆的代表性MRM色谱图如图 2所示。

图 1 ZLA (a)和 IS (b)的质谱图

Fig. 1 Collision-induced dissociation mass spectra of ZLA (a) and IS (b)
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图 2（A）空白小鼠血浆，（B）以 1000 ng/mL掺入 ZLA的空白小鼠血浆和（C）静脉注射 ZLA（5 mg/kg）后 5 min获得的小鼠血浆的代表性色谱

图。峰 I，ZLA;峰 II，IS

Fig. 2 Representative chromatograms of (A) blank mouse plasma, (B) blank mouse plasma spiked with ZLA at 1000 ng/mL, and (C) mouse plasma

obtained 5 min after intravenous injection of ZLA (5 mg/kg). Peak I, ZLA; Peak II, IS.

2.3 标准曲线范围与定量下限（lower limit of quantification，

LLOQ）

ZLA在 KM小鼠血浆中定量范围在 1-1000 ng/mL浓度范

围内线性关系良好，未见明显杂质干扰。标准曲线的回归方程

为：y = 0.017354x + 0.130561（r2=0.999，1/x加权），LLOQ表示

测定样品中符合精密度和准确度要求的最低药物浓度。我们对

标准曲线最低浓度点（1 ng/mL）的准确度（RE表示）和精密度

（RSD表示）进行了考察，日内准确度与精密度分别为 3.3%、

2.0%，日间准确度与精密度分别为 5.4%、-6.0%，均满足最低定

量限要求。因此可以认为 1 ng/mL为 LLOQ。

2.4 提取回收率和基质效应

低、中、高 3个浓度 ZLA质控样品的提取回收率为 91.8 -

100.1%，基质效应为 62.2 - 67.9%。小鼠血浆中的提取回收率和

基质效应见表 1。

2.5 精密度与准确度

低、中、高 3个浓度 ZLA质控样品的日内、日间精密度（RSD）

均小于 6%，准确度（RE）为 1.8-10.5%。精密度和准确度均满足

生物样品分析要求。结果见表 2。

2.6 稳定性

取 3个浓度的 ZLA质控样品分别考察室温放置 2 h，样品

处理后进样器放置 6 h，反复冻融 3次，-80℃冰箱保存 30 d的

稳定性，每个浓度检测 6份样品，结果见表 3。RSD值均符合生

物样品测定要求，表明在此放置条件下 ZLA较稳定。

2.7 ZLA在小鼠血浆内的药代动力学

利用所建立的小鼠血浆中 ZLA的 LC-MS/MS检测方法，我

们对静脉和腹腔注射给药后 ZLA的药代动力学特点进行了探

讨。小鼠血浆内 ZLA浓度 -时间曲线如图 3所示，其主要药代动

力学参数见表 4。静脉给药后，ZLA达峰时间（Tmax）为 0.08 h，峰

浓度（Cmax）为 648.67 ng/mL，半衰期为 0.68 h。腹腔给药后，在

10.2 min时血液中 ZLA浓度可达到峰值（Cmax= 160.15ng/mL），

半衰期为 0.63h。ZLA的绝对生物利用度为47.6%。
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表 1 ZLA在小鼠血浆中的提取回收率和基质效应（n = 5）

Table 1 Absolute recovery and matrix effect of method for determination of ZLA and IS in mouse plasma (n=5)

ZLA

Matrix Conc. (ng/mL)
Absolute recovery (%) Matrix effect (%)

Mean RSD Mean RSD

Plasma

3 91.8 8.7 67.9 13.6

200 100.1 10.0 63.3 5.7

750 96.7 12.7 62.2 5.0

表 2 ZLA在小鼠血浆中的日内、日间精密度和准确度（n = 5）

Table 2 Intra-day and inter-day precision and accuracy of method for determination of ZLA in mouse plasma (n=5)

Matrix Conc. (ng/mL)
Intra-day Inter-day (%)

RSD (%) RE (%) RSD (%) RE (%)

Plasma 3 3.5 2.2 4.7 3.9

200 5.1 7.5 4.6 10.5

750 5.9 1.8 5.1 7.8

表 3 ZLA在小鼠血浆中的稳定性（n=6）

Table 3 The stability of ZLA in mouse plasma (n=6)

Matrix
Conc.

(ng/mL)

Room temperature for 2 h

(%)

Auto sampler for 6 h

(%)
Freeze-thaw 3 times (%)

RSD RE RSD RE RSD RE

Plasma 3 4.8 -1.7 3.5 1.1 12.2 -10.4

200 3.6 2.5 10.1 13.2 8.6 -9.9

750 4.6 -0.5 6.0 2.6 8.5 -4.6

-80℃ for 30 days(%)

RSD RE

4.1 -5.6

11.0 -5.7

7.2 5.1

3 讨论

本文建立了一种快速，简便，灵敏的小鼠血浆中 ZLA检测

的LC-MS/MS方法，并利用该方法对 ZLA在小鼠血浆内的药

代动力学特征进行了研究。

本研究采用的全扫描模式既可检测到单质子离子，也可检

测到双质子离子。与[M+H]+(m/z 607.5)相比，[M+2H]2+(m/z 304.3)

具有更大的离子丰度，因此选用其作为母离子。选用的内标与

ZLA结构相似，物理化学性质相似，质谱行为学特征相近，而且

出峰时间与 ZLA互不干扰。我们采用四倍体积甲醇，既有效沉

淀血浆样品中的蛋白质，又可以充分稀释基质。最低定量浓度为

1 ng/mL时信噪比仍然达到 15，因而完全满足定量分析要求。

ZLA是一个两性化合物，同时具有酸性（酚羟基）和碱性基

团（叔胺基），所以流动相的 pH值对 ZLA的保留行为起到决定

性作用，直接影响其保留时间与峰形。因此在方法学建立过程

中，我们对色谱柱、流动相组成、样品前处理进行了系统的考察

和优化。我们发现，酸性条件下，ZLA在反相 C18柱中基本不

保留，而在 pH为 9.8条件下，可以得到很好的保留，因而我们

选用可耐受碱性流动相的Waters Xbridge C18色谱柱（pH最大

可耐受 12）；为维持稳定的 pH环境及合适的缓冲能力，同时满

足质谱检测中对缓冲盐苛刻的要求，我们选择 5 mM甲酸铵的

缓冲体系，并用氨水作 pH调节剂。通过对有机相不同比例下

保留时间的考察，最终选择 85%甲醇。在该流动相下，ZLA保

留时间约为 3.2 min，满足高通量检测要求。同时，由于使用了

极高的有机相比例，不仅增加了离子化效率，同时也使得样品

图 3 两种给药途径（静脉或腹腔注射）下 ZLA（5 mg/kg）在小鼠血浆中

的浓度 -时间曲线（mean ± S.D., n = 6）。

Fig.3 Plasma concentration versus time profile of ZLA (5 mg/kg) in mice

(mean ± S.D., n = 6) with two routes of administration (intravenous, iv;

intraperitoneal, ip).

表 4 两种给药途径（静脉和腹腔注射）下 ZLA（5 mg/kg）在小鼠血浆中

的药代动力学参数（mean ± S.D., n=6）

Table 4 The pharmacokinetic parameters of ZLA (5 mg/kg) in mice (mean

± S.D., n=6) plasma with two routes of administration (intravenous;

intraperitoneal)

Parameters Intravenous Intraperitoneal

AUC(0-6) (ng h/mL) 389.85 182.71

AUC(0-肄) (ng h/mL) 411.85 196.18

MRT(0-6) (h) 1.49 1.89

T1/2 (h) 0.68 0.63

Tmax (h) 0.08 0.17

Cmax (ng/mL) 648.67 160.15

VZ/F (L/kg) 11.86 23.35

CL/F (mL/h/kg) 12.14 25.49
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经过蛋白沉淀后，其上清可以直接吸取进样而不需要进一步用

水稀释。综上，本研究建立了高效、便捷的血浆中 ZLA生物检测

方法，并进行了系统的方法学验证。结果显示该方法满足 ZLA

体内组织浓度的检测需要，可用于 ZLA药动学特征的研究。

对 ZLA在小鼠血浆内的药动学参数进行分析后发现，腹

腔注射 ZLA后其血药浓度迅速达到峰值（Tmax=0.17 h），半衰期

较短（T1/2=0.63 h），在 6 h时基本完全清除，提示 ZLA在腹腔注

射给药途径下吸收和消除均较为迅速。其绝对生物利用度为

47.6%。静脉或腹腔给予 ZLA后，其表观分布容积（V）分别为

11.86 L/kg和 23.35 L/kg，表明 ZLA广泛分布于血浆和细胞内、

外液中。在以后的研究中，我们将进一步考察 ZLA在脑内的药

物浓度以及药动学特点，为其改善学习记忆的药理学效应提供

实验依据。
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