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超高效液相色谱-串联质谱快速测定人血清中

14种常见滥用药物及神经精神类药物

吴冬柠,黄翔,李永洋,胥小丽,漆明

(广西壮族自治区脑科医院检验科,广西 柳州 545005)

摘 要:目的 基于超高效液相色谱-串联质谱(UHPLC-MS/MS)法测定人血清中多种常见滥用药物/毒物及神经、精
神类药物浓度的方法,以实现对甲基苯丙胺、卡马西平、氯氮平、西酞普兰等常见滥用药/毒物及抗精神病、抗抑郁、抗癫

痫药物的快速定量分析。方法 血清样本采用乙腈蛋白沉淀法进行前处理;色谱分离采用C18色谱柱(2.1mm×150
mm,3μm);流动相A:0.1%甲酸和20mmol/L乙酸铵水溶液,B:乙腈;等度洗脱;进样量2μL,流速0.45mL/min;质
谱检测采用电喷雾离子源(ESI),多反应监测(MRM)模式进行正离子扫描;内标物为普罗地芬;总分析时长2.5min。同

时对方法专属性、线性范围、定量下限(LLOQ)、检出限、精密度(RSD)、准确度、提取回收率和携带污染进行验证。结果

 14种药物在各自线性范围内线性关系良好(r>0.9960),方法检出限为2~7ng/mL,LLOQ为10.00ng/mL,RSD均

低于10.00%,准确度在92.70%~109.60%之间,平均提取回收率为87.60%~114.84%。结论 本方法前处理简便、
分析速度快、特异性强、灵敏度高,适用于司法鉴定中常见药/毒物及多种神经、精神科常用药物的快速定量检测。
关键词:超高效液相色谱-串联质谱;司法鉴定;滥用药物;药物监测
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Rapiddeterminationof14commonabuseddrugsandneuropsychiatricdrugsinhumanserum
byultra-highperformanceliquidchromatography-tandemmassspectrometry

WUDongning,HUANGXiang,LIYongyang,XUXiaoli,QIMing

(DepartmentofLaboratoryMedicine,theGuangxiZhuangAutonomous
RegionBrainHospital,Liuzhou545005,Guangxi,China)

  Abstract: Objective Toestablishanultra-highperformanceliquidchromatography-tandem massspec-
trometry(UHPLC-MS/MS)methodfordeterminingtheconcentrationsofvariouscommonabuseddrugs/toxi-
cantsandneuropsychiatricagentsinhumanserum,andtoachieverapidquantitativeanalysisofcommonabused
drugs/toxicantssuchasmethamphetamine,carbamazepine,clozapine,andcitalopram,aswellasantipsychot-
ic,antidepressant,andantiepilepticdrugs. Methods Serumsampleswerepre-treatedusingacetonitrilepro-
teinprecipitation;chromatographicseparationwasperformedusingaC18column(2.1mm ×150mm,3

μm);mobilephaseA:0.1%formicacidand20mmol/Lammoniumacetateaqueoussolution,B:acetonitrile;
isocraticelution;injectionvolume2μL,flowrate0.45mL/min;massspectrometrydetectionwasperformed
usinganelectrosprayionizationsource(ESI)inmultiplereactionmonitoring(MRM)modeforpositiveion
scanning;theinternalstandardwasProadifen;totalanalysistimewas2.5min.Themethod’sspecificity,line-
arrange,lowerlimitofquantification(LLOQ),detectionlimit,precision(RSD),accuracy,extractionrecov-
ery,andcarryoverwerevalidated. Results Thelinearrelationshipof14drugswithintheirrespectivelinear
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rangeswasgood(r>0.9960),themethod’sdetectionlimitwas2-7ng/mL,thelowerlimitofLLOQwas
10.00ng/mL,RSDwasbelow10.00%forallanalytes,andaccuracyrangedfrom92.70%to109.60%,with
anaverageextractionrecoveryof87.60%-114.84%. Conclusion Thismethodissimpleinpre-treatment,
rapidinanalysis,stronginspecificity,andhighinsensitivity,makingitsuitablefortherapidquantitativede-
tectionofcommondrugs/toxicantsandvariouscommonlyusedneuropsychiatricdrugsinforensictoxicology.
  Keywords: ultra-highperformanceliquidchromatography-tandemmassspectrometry;forensictoxicolo-

gy;abuseddrugs;drugmonitoring

  血清药物浓度检测是现代精准医疗的重要组成部

分,在治疗药物监测(TDM)、个体化用药指导、药物过

量中毒的快速诊断以及临床毒理学中扮演着重要的角

色[1]。传统的检测方法如免疫分析法,虽操作简便快

速,但存在检测范围有限、特异性差、易出现假阳性/假

阴性、难以准确定量、存在交叉反应以及无法实现同时

分析多种药物等局限性[2-3]。气相色谱质谱联用(GC-
MS)技术具有较高的特异性,但通常需要复杂的衍生

化前处理,分析周期较长,不利于急诊应用。高效液相

色谱-串联质谱技术(LC-MS/MS)凭借其出色的特

异性、高灵敏度以及多组分同步定性与定量分析的优

势,近年来已发展成为复杂生物样本(如血清)定量分

析的金标准[4]。尤其是超高效液相色谱-串联质谱

(UHPLC-MS/MS)的联用,通过使用小粒径色谱柱,
显著提升了色谱分离的效率与分析速度,可在极短时

间(2~5min)内完成多组分的检测[5]。目前,尽管已

有文献报道了针对某一类药物的LC-MS/MS检测方

法(如抗抑郁药[6]或抗癫痫药[7]),但在临床急诊或大

规模筛查中,开发一种能够覆盖多类别药物、前处理简

便的通用型方法显得尤为重要[8]。本研究旨在建立一

种能在2.5min内同时检测人血清中14种药物的方

法,包括甲基苯丙胺、氯胺酮、地西泮、艾司唑仑、咪达

唑仑、阿普唑仑、奥沙西泮、卡马西平、氯氮平、唑吡坦、
美沙酮、舍曲林、喹硫平、西酞普兰。该方法跨越多种

药理类别,可为临床提供一种高效、可靠的检测工具,
具有重要的实际应用价值。

1 仪器与试剂

1.1 材料与方法

1.1.1 仪器 LCMS-8040CL高效液相色谱串联质

谱仪(日本岛津);GENIUS16型高速冷冻离心机(长
沙鑫奥仪器);TD5-WS型离心机(湖南湘仪);XH-B
型旋涡混合器(江苏康健医疗);EppendorfResearch
Plus微量移液器(德国艾本德);KH-300DE型数控超

声波清洗器(昆山超声);FA305HC型电子分析天平

(上海皓庄仪器)。

1.1.2 试剂 14种药物标准品:甲基苯丙胺(中国食

品药品检定研究院,批号:171212-202406)、氯胺酮(中
国食品药品检定研究院,批号:171257-202504)、地西

泮(中国食品药品检定研究院,批号:171225-202406)、
艾司唑仑(中国食品药品检定研究院,批号:171219-
201604)、咪达唑仑(中国食品药品检定研究院,批号:

171265-201402)、阿普唑仑(中国食品药品检定研究

院,批号:171218-202306)、奥沙西泮(中国食品药品检

定研究院,批号:171229-202406)、卡马西平(中国食品

药品检定研究院,批号:100142-202207)、氯氮平(中国

食品药品检定研究院,批号:100323-202404)、唑吡坦

(中国食品药品检定研究院,批号:171258-202203)、美
沙酮 (中 国 食 品 药 品 检 定 研 究 院,批 号:171243-
202304)、舍曲林(中国食品药品检定研究院,批号:

100702-202103)、喹硫平(中国食品药品检定研究院,
批号:100815-202405)、西酞普兰(中国食品药品检定

研究 院,批 号:100885-202504);内 标 物:普 罗 地 芬

(Sigma-Aldrich化学有限公司,批号:AC1312),纯度

均>98%;乙腈、甲醇、甲酸、乙酸铵(德国 Merck公

司,均为色谱纯);实验用水为去离子纯化水。

1.2 实验方法

1.2.1 色谱条件 色谱柱:岛津 C18色谱柱(2.1
mm×150mm,3μm);柱温:40℃;样品室温度:10
℃;流动相:A(0.1%甲酸和20mmol/L乙酸铵水溶

液),B(乙腈);洗脱程序:等度洗脱A∶B=25∶75,流
速:0.45mL/min;进样量:2μL。

1.2.2 质谱条件 离子源:电喷雾离子源;电离模式:
正离子模式(electrosprayionizationmassspectrome-
try,ESI+);扫描模式:多反应监测(multiplereaction
monitoring,MRM);毛细管电压为3.0KV;离子源温

度250℃;加热块温度400℃;雾化气流速:3.0L/

min;干燥气流速:15.0L/min;数据采集与处理采用

LabsolutionsVersion5.120软件;各化合物的定量离

子对、定性离子对及质谱参数均通过优化获得。

1.2.3 溶液配制

1.2.3.1 流动相的配制 精密称取0.77g乙酸铵转

移至500mL容量瓶中,加入500μL甲酸,加水定容

至刻度,超声溶解30min。

1.2.3.2 标准储备液与工作液 分别精密称取14种

药物标准品粉末10mg,分别加甲醇置于10mL容量

瓶超声溶解,分别配制成1.0mg/mL的储备液,分别
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从14种标准储备液中用移液器取100μL转移至5
mL容量瓶中,加甲醇定容至刻度配制成20.0μg/mL
的14种药物混合标准工作液。

1.2.3.3 内标储备液与工作液 精密称取普罗地芬

标准品粉末10mg,置于10mL容量瓶中用甲醇定容

至刻度超声溶解,配制成浓度为1.0mg/mL的储备

液,从内标储备液中取50μL转移至5mL容量瓶中,
用甲醇配制成浓度为10.0μg/mL的内标工作液,再
用甲醇稀释成200ng/mL作为内标工作液,所有溶液

均于4℃避光保存备用。

1.2.4 样本前处理 含药血清:精密吸取200μL血

清样本于1.5mL离心管中,加入50μL内标,再加入

750μL乙腈,充分涡旋振荡混匀5min,离心6min(4
℃,15000r/min),取600μL上清液转移至进样小瓶

中进行分析;空白血清:取200μL空白血清于1.5
mLEP管中,加入50μL甲醇,再加入750μL乙腈,
充分涡旋振荡混匀5min,离心6min(4℃,15000r/

min),取600μL上清转移至进样小瓶中进行分析。

1.2.5 方法学验证 依据相关文献[9]对方法的专属

性、线性范围与定量下限、精密度与准确度、提取回收

率、最低检出限、携带污染进行系统验证。

2 验证结果

2.1 专属性 分别取6份不同来源的空白血清,加入

14种混合标准工作溶液,按“1.2.4”项下含药血清处

理方法处理并进样分析,记录色谱图,色谱图结果显

示,14种药物及内标与血清中内源性杂质分离良好,
在出峰时间处无内源性物质干扰。典型色谱图见图

1。

图1 14种药物标准及内标典型 MS色谱图

2.2 线性范围与定量下限(lowerlimitofquantifica-
tion,LLOQ) 取空白血清,加入含14种药物的混合

标准工作液,涡旋混匀,配制成浓度为10ng/mL、50
ng/mL、100ng/mL、200ng/mL、500ng/mL、1000
ng/mL的混合标准血清样本,按“1.2.4”项下含药血

清方法处理并分析,记录各分析物及内标定量离子对

的峰面积,以分析物与内标定量离子对峰面积比值为

(Y)纵坐标,分析物的质量浓度为(X)横坐标进行线性

回归,加权系数1/X2,得线性方程。结果表明,14种

药物在10~1000ng/mL范围内线性关系良好,相关

系数(r)均>0.99。取标准曲线浓度最低的点(10
ng/mL)制备血清样本(n=6),按“1.2.4”项下含药血

清方法处理并分析,14种药物在10ng/mL的信噪比

(S/N)均>10,且准确度在85%~115%之间,精密度

RSD<15%。据此可确定该方法的定量下限为10.00
ng/mL,满足生物样品分析对灵敏度的要求。见表1。

表1 14种药物的线性范围、线性方程、相关系数(r)和定量下限(LLOQ)

药物
线性范围/

(ng·mL-1)
线性方程 相关系数(r)

定量下限/

(ng·mL-1)
甲基苯丙胺 10~1000 Y=0.0345575X-0.0454361 0.99779 10
氯胺酮 10~1000 Y=0.0359187X+0.00214966 0.99883 10
地西泮 10~1000 Y=0.00249421X-0.000532681 0.99673 10
艾司唑仑 10~1000 Y=0.000730211X-0.00331419 0.99936 10
咪达唑仑 10~1000 Y=0.0105627X-0.00345139 0.99914 10
阿普唑仑 10~1000 Y=0.00101537X-0.00249762 0.99603 10
奥沙西泮 10~1000 Y=0.000785228X+0.00452525 0.99928 10
卡马西平 10~1000 Y=0.00940389X+0.00967995 0.99850 10
氯氮平 10~1000 Y=0.0608508X+0.00107459 0.99923 10
唑吡坦 10~1000 Y=0.0766738X-0.0430180 0.99845 10
美沙酮 10~1000 Y=0.0828052X-0.00519944 0.99931 10
舍曲林 10~1000 Y=0.0123325X-0.0172060 0.99711 10
喹硫平 10~1000 Y=0.0345581X+0.0112208 0.99956 10
西酞普兰 10~1000 Y=0.0527636X-0.0437750 0.99823 10

2.3 精密度与准确度 取空白血清,加入含14种药

物的混合标准工作液,涡旋混匀,配制成低、中、高3个

不同浓度(40ng/mL、400ng/mL、800ng/mL)的质控

血清样本,每个浓度水平血清(n=6),按“1.2.4”项下
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含药血清方法处理并分析,连续测定3批。计算日内、
日间精密度和准确度。低、中、高3个浓度水平的质控

样品的日内精密度(n=6)和日间精密度(连续3个分

析批,n=18)的相对标准偏差(RSD)均<10.00%,准
确度在92.70%~109.60%之间,所有结果均符合生

物分析方法的接受标准。见表2。

表2 14种药物的精密度与准确度结果

药物

低值(40ng/mL)

准确

度/%

精密

度/%

中值(400ng/mL)

准确

度/%

精密

度/%

高值(800ng/mL)

准确

度/%

精密

度/%
甲基苯丙胺

 日内 102.10 2.67 102.5 4.20 104.50 1.84
 日间 99.19 3.15 104.69 4.48 104.27 4.66
氯胺酮

 日内 93.60 4.38 102.20 3.15 104.20 1.13
 日间 93.87 4.82 105.59 3.62 103.79 1.34
地西泮

 日内 92.90 5.11 95.80 3.88 103.00 3.49
 日间 94.77 5.05 100.58 4.92 101.78 5.49
艾司唑仑

 日内 104.60 9.26 97.50 3.97 106.90 3.64
 日间 102.73 6.78 100.57 6.55 105.13 4.77
咪达唑仑

 日内 94.10 1.85 104.30 3.91 105.50 2.84
 日间 95.64 3.67 105.06 2.98 102.96 3.07
阿普唑仑

 日内 101.20 9.54 96.00 5.97 94.50 6.13
 日间 99.19 7.34 98.67 5.28 107.01 4.65
奥沙西泮

 日内 100.10 7.53 101.00 5.82 105.90 3.44
 日间 99.08 5.82 100.14 5.59 102.09 5.45
卡马西平

 日内 100.70 7.42 106.30 3.1 103.50 2.87
 日间 99.93 6.77 102.09 4.14 100.96 5.31
氯氮平

 日内 96.50 2.32 105.60 2.65 105.80 2.30
 日间 96.48 2.19 104.87 4.11 105.95 2.21
唑吡坦

 日内 92.70 3.65 105.10 3.06 105.20 1.20
 日间 94.39 3.78 105.27 2.75 103.18 2.03
美沙酮

 日内 94.20 2.64 105.00 4.88 106.90 2.47
 日间 95.79 3.42 103.69 4.77 105.96 2.12
舍曲林

 日内 100.30 4.19 104.50 3.67 102.80 1.88
 日间 101.14 3.64 101.25 4.05 105.26 3.24
喹硫平

 日内 97.20 3.44 108.10 3.26 109.60 1.99
 日间 97.86 4.75 105.16 3.41 104.39 4.8
西酞普兰

 日内 97.30 2.35 104.80 3.54 105.70 1.45
 日间 98.47 3.86 105.98 3.50 104.97 2.41

2.4 提取回收率 取空白血清,精密加入混合标准工

作溶液,配制成低、中、高3个浓度(50ng/mL、500ng/

mL、1000ng/mL)的血清样本(n=6),按“1.2.4”项
下空白血清方法处理并分析;用甲醇稀释混合标准溶

液,配成浓度为50ng/mL、500ng/mL、1000ng/mL
的纯标准溶液,标准溶液代替空白血清按“1.2.4”项下

空白血清方法处理并分析,通过比较经提取后的血清

样本峰面积与标准溶液(相当于100%回收)峰面积的

比值计算回收率。14种药物血清样品(低、中、高3个

浓度)回收率结果在87.60%~114.84%之间,均符合

回收率要求。见表3。

表3 14种药物的回收率 (n=6)

药物
低值

(50ng/mL)

中值

(500ng/mL)

高值

(1000ng/mL)
甲基苯丙胺 107.98 104.03 101.77
氯胺酮 110.40 114.35 114.84
地西泮 110.96 111.90 105.56
艾司唑仑 106.02 95.07 100.77
咪达唑仑 114.77 113.73 114.81
阿普唑仑 98.18 100.22 101.73
奥沙西泮 96.56 96.57 99.81
卡马西平 87.60 97.11 101.49
氯氮平 102.04 106.69 109.95
唑吡坦 110.38 114.26 113.91
美沙酮 109.32 112.18 114.39
舍曲林 112.06 112.56 112.76
喹硫平 101.01 103.81 105.94
西酞普兰 110.97 112.97 112.33

2.5 方法最低检出限 取空白血清逐步稀释标准曲

线最低点(10ng/mL)制备样本(n=6),按“1.2.4”项
下含药血清方法处理并分析,以信噪比(S/N)≥3为标

准,判定14种药物的最低检出限(LOD)。甲基苯丙

胺、氯胺酮、地西泮、艾司唑仑、咪达唑仑、阿普唑仑、奥
沙西泮、卡马西平、氯氮平、唑吡坦、美沙酮、舍曲林、喹
硫平、西酞普兰14种药物的最低检出限为2~7ng/

mL,该方法灵敏度能满足临床中毒及司法鉴定中对痕

量药物检测的需求。

2.6 携带污染 取标准曲线中浓度最高的(1000ng/

mL)血清样品,检测高值血清样本后,再测定空白血清

样本,连续检测3次,记录空白血清样本中待测物的峰

面积,考察待测物的携带污染。以空白血清峰面积与

LLOQ峰面积对比,结果显示,高值血清样本检测后,
空白血清中各待测物均未检出明显峰面积,其响应值

低于LLOQ峰面积的5%,表明系统携带污染可忽略

不计,满足生物样品分析方法要求。

3 讨论

本研究建立并验证了一种基于 UHPLC-MS/MS
快速检测人血清中14种涵盖司法鉴定中常见滥用药/
毒物及神经、精神类临床常用药物的方法。本研究以

血清为检测样本,避免了血浆中磷脂和抗凝剂可能带

—173—

2026年             右江民族医学院学报              第3期



来的离子抑制效应、基质干扰以及仪器管路堵塞风

险[10]。同时,血清中的毒/药物浓度更能直接反映其

与蛋白结合达到平衡后的状态,即外周循环中的游离

药物水平,与临床药效及毒性反应的相关性更直接和

稳定。因 此,血 清 也 被 广 泛 推 荐 为 治 疗 药 物 监 测

(TDM)的首选基质[11]。同时,血清样本无需抗凝处

理,简化了采样流程,降低了因抗凝剂与药物相互作用

导致检测偏差的风险,进一步提升了检测结果的可靠

性与重复性。目前,临床实验室常用的样品前处理方

法主要包括液液萃取、固相萃取与蛋白沉淀法[12]。液

液萃取可获得较高的提取效率和净化度,但其操作步

骤繁琐、有机溶剂消耗量大、易发生乳化且难以实现自

动化,不利于高通量和急诊应用[13]。固相萃取选择性

高、净化能力强,能有效去除磷脂等基质干扰,样品回

收率高,可重复性,易于自动化[14],但耗材成本较高,
操作步骤繁琐,且方法开发复杂,限制了其在常规快速

筛查中的普及。相比之下,蛋白沉淀法虽净化能力较

差但操作简便、快速、成本低廉、样本分析通量高[15],
已成为临床大批量样本快速处理的首选方案。本研究

前处理采用蛋白沉淀法,仅需一步乙腈蛋白沉淀,操作

简便快捷,整个流程可在15min内完成,该方法回收

率稳定(87.60%~114.84%)。相较于甲醇,乙腈具有

更强的蛋白沉淀能力,能更彻底地去除血清中的蛋白

质和磷脂,显著降低基质效应对质谱检测的干扰。此

外,乙腈沉淀后上清液的黏度较低,更有利于色谱柱的

长期稳定性与质谱离子化效率。本研究选择的沉淀剂

比例为乙腈∶血清为4∶1(体积比),该比例在保证高

回收率的同时,能更大程度减少内源性物质干扰,尤其

适用于高通量、多组分、宽线性范围的药物同步检

测[16]。本方法在线性范围(10.00~1000.00ng/mL)、
灵敏度(LLOQ 为10.00ng/mL)、精密度(RSD<
10.00%)、准 确 度(92.70%~109.60%)及 回 收 率

(87.60%~114.84%)等方面均符合国内外生物样品

分析指南的要求[17],在2.5min内完成检测。在定量

策略上,本研究采用普罗地芬作为通用内标物[18]。该

化合物是一种CYP450酶抑制剂,不存在于常规治疗

患者的血清中,能够提供洁净的色谱基线,有效避免内

源性物质的干扰。普罗地芬不仅化学性质稳定、在

ESI+模式下响应良好,能有效追踪并校正14种目标

物在样本前处理及离子化过程中的变异,其作为单一、
通用的内标物使用,避免了使用多种同位素内标带来

的高成本,在保证方法准确度与精密度的同时,显著降

低了分析成本[19-20]。普罗地芬的保留时间适中,与多

数目标药物分离良好,避免了峰重叠干扰,进一步保障

了定量准确性。
近年虽有采用LC-MS/MS进行单药检测[21]或多

药联 检 的 方 法 报 道,但 多 数 色 谱 运 行 时 间 超 过5
min[22-23]。本研究通过优化色谱梯度与质谱条件,采用

等度洗脱模式,在2.5min内实现了14种理化性质差

异较大的目标物及内标物的基线分离与准确定量。较

于传统梯度洗脱LC-MS/MS方法通常需要的10~20
min分析时间,本方法效率提升了4~8倍。本方法一

次性涵盖了兴奋剂(甲基苯丙胺),麻醉剂(氯胺酮、美

沙酮),苯二氮艹卓类药物(地西泮、艾司唑仑等),第二代

抗精神病药(氯氮平、喹硫平),抗抑郁药(西酞普兰、舍
曲林)及抗癫痫药(卡马西平)等多种结构迥异的化合

物。MRM检测模式有效避免了免疫分析法中常见的

交叉反应问题,确保了定性的准确性和定量的可靠性。
为司法检案的快速初筛、临床急诊中毒检测以及大规

模样本TDM提供了高效技术支持。
综上,本方法整合了 UHPLC-MS/MS在分析速

度与多组分检测能力上的优势,在基质选择、内标应

用、前处理方法、分析速度等方面均进行了系统优化,
兼具快速、灵敏、高通量的特点,能够满足司法鉴定领

域的快速毒物筛查和临床 TDM 的双重需求。同时,
本检测方案也为多药治疗监测与急诊中毒诊断提供了

高效可靠的技术解决方案,具有重要的实际应用与推

广价值。
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