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简介

苯二氮卓类药物（图1）是西方国家最常用的处方药。这类药物适用于

多种病症，包括焦虑、失眠、躁动不安、肌肉痉挛和酒精戒断症状。

它们的药效主要由与GABAA受体之间的相互作用而产生。

许多苯二氮卓类药物具有潜在的成瘾性1，长期使用可导致药物依赖。因

此，这类药物的分析对于临床和法医领域都至关重要。这些药物的误用

在老年人2或精神病患者3等弱势群体中十分常见。老年人因对苯二氮卓

类药物的敏感程度随着年龄而增大，因此风险更高，一些自身中毒事件

的报道中常常涉及此类药物4-7。此外苯二氮卓类药物的娱乐用途也会被

报道，它们通常是与其它麻醉品合用，例如增强海洛因或可卡因的愉悦

感，或用于减轻LSD或安非他命的副作用8。因为苯二氮卓类药物具有镇

静和产生失忆的作用，所以它们通常与一些药物致使的犯罪行为相关9。

传统的苯二氮卓类药物定量技术包括气相色谱/质谱(GC/MS)和高效液相

色谱/质谱(HPLC/MS)。前者一般需要增加一个衍生化处理步骤，而此过

程中一些分析物的热稳定性不佳会导致分析困难。相比之下，HPLC/MS

无需进行衍生化处理即可分离范围较广的物质，并且可利用电喷雾离

子化(ESI)等“软”电离技术使质子化分子保持完整。UltraPerformance LC® 

(UPLC) 自2004年推出以来，其相较于HPLC方法的明显优势已多次被证

明，如更高的分辨率、灵敏度和通量。本文的目的就是利用这项技术

进行方法开发。

本文介绍了一种基于液/液萃取(LLE)和UPLC结合串联质谱(MS/MS)的定

量方法，并使用真实样品对该方法的性能进行了评估。结果数据与经

HPLC/MS/MS认证的方法取得的结果进行了比较10。

目的

开发一种用于定量分析人血清中21种苯二

氮卓类药物、唑吡坦和佐匹克隆的U PLC/

MS/MS方法。

 

 

图1.苯二氮卓类药物的核心结构。
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实验

LC条件

LC系统： Waters® ACQUITY UPLC®系统

色谱柱： ACQUITY  UPLC  BEH C18色谱 

 柱2.1 × 100 mm，1.7 µm

柱温： 50 ℃

流速： 400 µL/min

流动相A： 0.1%甲酸的水溶液

流动相B： 0.1%甲酸的甲醇溶液

梯度：

进样体积： 10 µL

强清洗液： 流动相B (500 µL)

弱清洗液： 流动相A (1500 µL)

材料

样品

样品为27个真实血清和血浆样本，这些样品此前已通过一种经发表的传统SPE

和HPLC/MS/MS方法进行了分析10。

标准品、内标和空白血清

标准品（1 mg/mL）及其氘代内标(IS)(0.1 mg/mL)均购自LGC Standards（英国特丁

顿）。将内标用水配制成5 µg/mL的混合储液。

空白血清来自Scipac（英国锡廷伯恩）。将药物标准品混合物加入空白血清，制

成血清校准品（0至1000 ng/mL）。

样品制备

液/液萃取(LLE)

加标： 用10  µL IS对300 µL样品/校准品进行加标，并加入150µL  

 硼酸盐缓冲液*，涡旋混匀

提取： 加入900 µL提取混合液**，混匀

离心： 在3000 rpm下离心5分钟

转移和蒸发： 将上清液移至洁净的Eppendorf管中，在40 ℃恒温 

 加热仪的氮气气氛下干燥

复溶和进样： 用50 µL 80%水和20%甲醇的混合液对样品进行复 

 溶（6 x浓缩），混匀并进样

*硼酸盐缓冲液使用十水四硼酸钠饱和溶液制备。**提取混合液使用二氯甲烷/乙醚/己烷(30/50/20)
与0.5%异戊醇制备。

选择甲醇为该UPLC色谱方法的有机流动相，未选择乙腈的
原因是其在全球范围资源短缺而较难获得。

MS条件

MS系统： Waters® TQ检测器(TQD)

电离模式： ESI+

毛细管电压： 3 kV 

脱溶剂气温度： 400 ℃

脱溶剂气： 800 L/h

源温度： 120 ℃

采集模式： 多反应监测(MRM)

结果与讨论 

方法验证

所有药物及其代谢物的MRM通道和优化条件如表1所示。每种分析物都

通过两个通道生成的定量和定性离子进行监测。内标通过单个通道进

行监测。

为了对所有分析物进行线性研究，分别平行制备了三份浓度为0、1、5、

10、100和1000 ng/mL的加标血清校准品，并且按上述LLE方法进行提取。

分析完成后，通过1/x加权绘制校准曲线。r2平均值均大于0.995，仅α-

羟基三唑仑除外，其在1-100 ng/mL范围内为0.975。

通过对每种分析物MRM谱线的峰下方面积进行积分并参照相应的氘代

内标峰面积进行定量。图2列出了1 ng/mL浓度下所有分析物的定量离子

谱线。检测限(LOD)定义为所得信噪比(S:N)大于7:1（对于定性离子和定

量离子）的浓度。具体数据汇总于表1中。 

时间(min) %A %B 曲线

0 70 30

2.5 35 65 6

3.25 30 70 6

4.5 23 77 6

4.55 5 95 6

5.55 5 95 6

5.6 70 30 6

7.5 70 30 6
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表1. 23种分析物的MRM通道、锥孔电压(CV)和碰撞能量(CE)，其中产物离子1为定量离子，产物离子2为定性离子。

化合物
母离子
(m/z)

CV(V)
产物离子

1 (m/z)
CE
(V)

产物离子
2 (m/z)

CE
(V)

内标
(IS)

LOD
(ng/mL)

基质效应
  % RSD

回收率
%

7-氨基氯硝西泮 286 53 121 31 222 24
7-氨基氯
硝西泮d4

1 0 2 62

7-氨基氟硝西泮 284 50 135 28 227 27
7-氨基氟
硝西泮d7

1 1 4 73

α-羟基阿普唑仑 325 55 297 26 205 44
α-羟基阿
普唑仑d5

1 1 6 66

α-羟基咪达唑仑 342 35 324 20 203 25 硝西泮d5 1 -13 12 70

α-羟基三唑仑 359 50 331 27 176 27
α-羟基三
唑仑d4

1 -4 7 69

阿普唑仑 309 50 281 26 205 43 阿普唑仑d5 1 -4 5 72

溴西泮 316 43 182 32 209 26 硝西泮d5 1 -1 7 70

氯氮卓 300 35 283 15 227 25 硝西泮d5 1 -7 7 70

氯硝西泮 316 55 270 24 214 39 氯硝西泮d4 1 2 6 74

地西泮 285 50 154 28 193 32 地西泮d5 1 -21 27 89

艾司唑仑 295 50 267 25 205 40 艾司唑仑d5 1 -1 6 72

氟硝西泮 314 50 268 24 239 34 氟硝西泮d7 1 6 7 73

劳拉西泮 321 40 275 25 229 25 奥沙西泮d5 5 -1 5 74

氯甲西泮 335 35 289 20 177 40 去甲地西泮d5 1 5 7 71

咪达唑仑 326 50 291 26 244 26
7-氨基氟
硝西泮d7

1 -28 30 83

硝西泮 282 45 236 25 180 35 硝西泮d5 1 0 4 69

去甲地西泮 271 45 140 25 165 27 去甲地西泮d5 5 -5 11 71

奥沙西泮 287 40 241 19 269 15 奥沙西泮d5 5 -5 7 69

普拉西泮 325 40 271 25 140 27 普拉西泮d5 1 -25 25 78

替马西泮 301 35 255 22 283 15 去甲地西泮d5 5 -2 4 73

三唑仑 343 56 308 26 239 44 三唑仑d4 1 -1 5 72

唑吡坦 308 57 235 32 263 26 唑吡坦d6 1 -11 12 87

佐匹克隆 389 25 245 27 217 35
7-氨基氯
硝西泮d4

1 -26 28 62

使用6个不同来源的空白血清评估回收率和基质效应（图1）。加标前后的50 ng/mL血清回收率的结果在62%至89%范围内。

将加标到提取空白血清的分析物与加标到流动相的分析物的响应进行对比以确定基质效应。结果总体令人满意，范围

在-28%抑制到+6%增强之间（0%表示没有基质效应）。

通过按前述步骤对16个加标浓度为50 ng/mL的空白血清样品进行LLE提取，以评估提取样品的稳定性。将复溶后的提取物

收集到一个样品瓶中，在5 ℃下置于ACQUITY自动进样器中保存11小时，每45分钟进样一次。在研究过程中，标准品或IS

都未观察到明显的峰面积损失。
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样品分析

对全部27个真实血清和血浆样品匿名处理后进行LLE提取，然后使用上述方法进行分析。阳性结

果的鉴定标准如下：分析物的保留时间必须在预期保留时间的0.2 min误差范围内，且离子比率在

预计比率的15%误差范围内。这些分析物的预期离子比率分别定义为1、10和100 ng/mL下的校准品

比率平均值。使用TargetLynxTM应用软件对这些样品的数据进行处理，将保留时间或比率超出上述

设定值的任何分析物设为自动标记。这在最大程度上缩短了用户分析处理数据所需的时间。

然后将数据与使用之前的方法（在其它实验室使用已发表并验证的方法）对一小组化合物（13种苯

二氮卓类药物）进行分析所取得的结果进行对比。这些数据如图3和图4所示。

总的来说，新开发的方法与已发表方法之间有着极好的相关性（r2值大于0.98）。图5显示了一个

阳性真实样本的示例，同时还给出一个阴性对照以便对比。

图2.提取的1 ng/mL血清校准品中所有分析物的定量离子图
谱。注：劳拉西泮、去甲地西泮、奥沙西泮和替马西泮的含
量均低于该UPLC/MS/MS方法的检测限。

图3. 新开发的UPLC/MS/MS方
法与已发表方法的数据对
比。图中的39个结果包含了所
有检出分析物，浓度以ng/mL 
表示。

图4. 新开发的UPLC/MS/MS方
法与已发表方法的数据对
比。图中仅绘出了去甲地西
泮的9个结果，浓度以ng/mL
表示。

图5. 40 ng/mL氯硝西泮的阳性结果。A为空白血清校准品，B为
真实样品。上方谱线为内标，中间谱线为316>214（定性离
子），下方谱线为316>270（定量离子）。峰上方的数字表示
峰面积，峰右侧的数字表示峰强度。
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结论

法医和临床实验室都需要对苯二氮卓类药物进行监测，因

此需要一种准确、可靠且稳定的方法对生物样品中的这些

药物进行定量分析。为此，我们开发了一种快速灵敏的

UPLC/MS/MS方法，以分析各种常用苯二氮卓类药物。

与GC/MS不同，这种技术不需要进行衍生化处理，并且由

于采用了软电离，可以监测分析物的质子化分子特定碎

片。与HPLC方法相比，基于UPLC的方法可提供卓越的色谱

分离度、更高的灵敏度和更短的运行时间。

本纪要中，使用LLE-UPLC/MS/MS方法对27种真实血清和血浆

样品进行分析后，将所得结果与之前使用已认证方法取得

的结果进行了比较；数据显示出良好的一致性。

本应用是使用沃特世系统进行的检测示例。完整的验证方

法还需用户进一步开发。
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