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简介

天然和合成阿片类药物一直是法医毒理学研究的一个重要方面。有比

例相当高的犯罪和/或死亡事件都是由误用或滥用麻醉镇痛药（如羟考

酮和氢可酮），以及非法阿片类药物海洛因所引起。法医实验室通常

需要分析全血样本中的不同药物以确定确切的死亡原因，或是判断是

否在药物作用下驾驶，或者出于其它犯罪或研究目的。过去，通常用

酸或酶使样品水解并释放出葡糖苷酸代谢物之后再进行GC/MS分析1。通

过酶水解将葡糖苷酸代谢物转化为其游离形式的处理步骤增加了分析

时间和成本，而且无法确保水解程度始终如一2。随着现代UPLC® /MS/MS

技术的出现，如今可直接对葡糖苷酸代谢物进行分析3-6。

全血分析可采用多种样品制备方法，包括液液萃取（LLE）和固相萃取

（SPE）。最简单的一种方法就是在细胞溶解之后进行蛋白质沉淀。

本研究中介绍了一种快速直接的样品制备方法，采用Ostro样品制备板

对全血样品进行预处理以裂解细胞，然后用乙腈沉淀，再用96孔板洗

脱。所有样品预处理均在Ostro板孔中进行，无需离心或从各个离心管

中转移样品。

样品制备完成之后，对22种阿片类药物及其代谢物进行UPLC/MS/MS分

析。葡糖苷酸代谢物可直接进行分析，无需酶水解或化学水解。校准

曲线呈线性，并可轻松达到相应的检测限。

应用优势

 ■ 无需酶水解即可分析葡糖苷酸代谢物

 ■ 适用于由22种阿片类药物和阿片类镇痛

化合物构成的综合性药物组

 ■ 与传统的LL E、S P E或蛋白质沉淀法相

比，样品制备快速简单

 ■ 去除了内源性磷脂质

 ■ 对所有分析物和代谢物具有线性响应

沃特世解决方案

OstroTM 96孔板

ACQUITY UPLC® BEH色谱柱

ACQUITY UPLC系统

Xevo® TQD质谱仪
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实验

LC条件

系统： ACQUITY UPLC

色谱柱： ACQUITY UPLC BEH C18

 2.1×100 mm，1.7 µm

 （部件号186002352）

柱温： 30 ℃

进样体积： 10 µL

流速： 0.4 mL/min

流动相A： 0.1%甲酸的MilliQ水溶液

流动相B： 0.1%甲酸

梯度： 初始条件为2%的流动

 相B。流动相B在6 min内

 增加至47.2%，然后在

 0.5 min内返回至2%。重

 新平衡系统1.5 min。整

 个循环时间为8.0 min。

MS条件

质谱仪： Xevo TQD

电离模式： ESI+

采集模式： MRM（离子通道参阅表1）

毛细管电压： 1 kV

碰撞能量（eV）： 针对具体化合物进行优

 化（参阅表1）

锥孔电压（V）： 针对具体化合物进行优

 化（参阅表1）

数据管理

Waters® MassLynx® 软件4.1版

样品描述

所有化合物和内标物（ IS）均购自Cerilliant（德克萨斯州圆石）。另

外，除氢吗啡酮-3-葡糖苷酸、可待因-6-葡糖苷酸和去甲丁丙诺啡-葡糖

苷酸之外，所有化合物均有对应的氘代内标。对于这些化合物，具有

极为相似的响应的氘代IS，被选择作为替代物。

所有化合物的混合储备液（10 µg/mL；芬太尼浓度为2.5 µg/mL）用甲醇

配制。工作溶液需每天以基质（血液）配制的高浓度标准品和QC样品

制备，并进行连续稀释以得到所需浓度。所有分析物的校准浓度范围

为5至500 ng/mL，但芬太尼的浓度配制为其它分析物浓度的25%（1.25

至125.00 ng/mL）。所有内标混合储液（5 µg/mL；芬太尼为1.25 µg/mL）

用乙腈配制。

样品制备

在Ostro样品制备板的孔中加入150 µL 0.1 M ZnSO4/0.1 M NH4CH3COOH的水溶

液，制备全血样品。向ZnSO4/NH4CH3COOH溶液中加入50 µL全血样品，并

简单混合（5 s），使细胞裂解。然后，在制备的样品中加入含有内标

的乙腈600 µL。涡旋混合3 min之后，将样品洗脱至96孔收集板，在N2下

蒸干，之后复溶于50 µL含0.1%甲酸的2%乙腈溶液中。取10 µL注入LC/MS/

MS系统。

结果与讨论

表1中列出了22种筛选化合物和代谢物，它们构成一组全面的化合物

组，包括天然阿片类药物、半合成阿片类及合成麻醉性镇痛化合物。

这些化合物多数为弱碱性，其pKa值大约为8至9。它们的极性范围较

广，LogP值的范围为-3.48（吗啡-3β-d-葡糖苷酸）至5.0（美沙酮）。所

用MRM通道同见表1。除曲马朵和O-去甲基曲马朵之外，均列出了主要

MRM通道和确证MRM通道及其碰撞能量。

［应用纪要］
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图1. 阿片类药物和合成镇痛化合物的色谱图。谱峰分配列于表1中。

色谱图

从50 ng/mL校准标准品获得的所有化合物的代表性色谱图如图1所示。谱峰分配列于表1中。采

用ACQUITY UPLC BEH C18 2.1×100 mm，1.7 µm色谱柱在5.5 min内完成所有分析物的分析，并且使吗

啡-3-葡糖苷酸和氢吗啡酮-3-葡糖苷酸（化合物1和3）、吗啡和氢吗啡酮（化合物4和6）以及可

待因和氢可酮（化合物9和13）等关键的异构体对之间达到基线分离。总循环时间为8.0 min。
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化合物 保留时间 分子式 分子质量 MRM通道 锥孔电压 碰撞能量

1 吗啡-3β-D-葡糖苷酸 1.21 C23H27NO9 461.17 462.1>286.1, 201.1 58 30, 52
2 羟吗啡酮-3β-D-葡糖苷酸 1.21 C23H27NO10 477.16 478.1>284.1, 227.1 46 28, 50
3 氢吗啡酮-3β-D-葡糖苷酸 1.34 C23H27NO9 461.17 462.1>286.1, 185.1 58 28, 56
4 吗啡 1.50 C17H19NO3 285.14 286.2>201.1, 165.1 54 28, 34
5 羟吗啡酮 1.61 C17H19NO4 301.13 302.1>227.1, 242.1 44 28, 24
6 氢吗啡酮 1.76 C17H19NO3 285.13 286.2>185.1, 157.1 66 32, 42
7 可待因-6β-D-葡糖苷酸 2.00 C24H29NO9 475.18 476.2>300.2, 165.2 60 36, 40
8 双氢可待因 2.07 C18H23NO3 301.17 302.2>199.1, 128.1 52 34, 58
9 可待因 2.14 C18H21NO3 299.15 300.2>215.2, 165.1 54 26, 38
10 羟考酮 2.37 C18H21NO4 315.15 316.2>256.2, 241.1 44 26, 26
11 6-乙酰吗啡（6-AM） 2.41 C19H21NO4 327.15 328.2>165.1, 211.1 60 26, 36
12 O-去甲基曲马多 2.46 C15H23NO2 249.17 250.2>58.0 26 18
13 氢可酮 2.50 C18H21NO3 299.15 300.2>199.1, 171.0 60 30, 44
14 去甲丁丙诺啡-葡糖苷酸 2.83 C31H43NO10 589.29 590.3>414.3, 101.0 70 34, 54
15 曲马多 3.21 C16H25NO2 263.19 264.2>58.0 24 16
16 去甲哌替啶 3.58 C14H19NO2 233.10 234.1>160.1, 188.2 36 12, 18
17 哌替啶 3.60 C15H21NO2 247.16 248.2>174.1, 220.2 48 22, 20
18 去甲丁丙诺啡 3.77 C25H35NO4 413.26 414.3>101.0, 187.2 66 42, 34
19 芬太尼 4.29 C22H28N2O 336.22 337.2>188.2, 105.1 48 22, 38
20 丁丙诺啡 4.55 C29H41NO4 467.30 468.3>101.0, 396.3 72 40, 48
21 丙氧芬 5.18 C22H29NO2 339.30 340.3>266.2, 143.1 22 8, 32
22 美沙酮 5.25 C21H27NO 309.20 310.2>105.0, 223.1 32 22, 28

表1. 被测化合物的化学性质和MS条件。
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图2. 采用Ostro样品制备板从全血中提取的阿片类化合物的回收率。图中的条状柱表示全血样品的平均回收率（N=4）。

回收率

本应用中，有机洗脱物的蒸发和在高水相溶液（2% ACN）中的复溶是有效防止溶剂效应的必要

步骤，否则葡糖苷酸代谢物的色谱分析会受到干扰。图2显示了依照前文中Ostro详细方案从全血

中提取的所有化合物的平均回收率。除三种最早洗脱的葡糖苷酸代谢物之外，其它所有化合物

的回收率均为60%或以上，大多数化合物的回收率为80%或以上。
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线性和灵敏度

对本文所介绍的全血提取方法进行线性评估。配制的校准标准品在尿液中的浓度范围为5至

500 ng/mL（芬太尼的浓度为1.25至125.00 ng/mL）。表2汇总了所有化合物的R2值、偏差%和CV%。

所有化合物（除其中3种以外）的校准曲线全部校准点平均偏差均小于2%，平均CV%值均小于

10%。需要特别指出的是，超过93%的校准品的浓度在其标称浓度的15%范围之内，且超过95%

的校准品的校准点（N=3）CV%均小于15%。所有化合物的R2值均大于0.973，仅其中两种化合物

小于0.98。结果表明，所有化合物在校准浓度范围内线性和灵敏度良好。浓度为5 ng/mL时，灵

敏度最低的化合物羟吗啡酮-3-葡糖苷酸的UPLC/MS/MS信号至少高于空白全血提取样品信号的20

倍。在大多数情况下，低浓度校准品的信号超出本方法空白样品信号的100倍。

准确度 CV%
化合物 R2 平均值 标准 平均值 标准偏差

1 吗啡-3-β-d-葡糖苷酸 0.985 99.7 4.9 9.6% 4.6%
2 羟吗啡酮-3-β-d-葡糖苷酸 0.983 100.7 4.7 8.4% 6.6%
3 氢吗啡酮-3-β-d-葡糖苷酸 0.986 100.8 8.3 8.2% 3.8%
4 吗啡 0.986 101.0 7.4 10.0% 2.9%
5 羟吗啡酮 0.989 98.9 6.5 5.7% 3.3%
6 氢吗啡酮 0.988 99.4 8.1 4.6% 2.1%
7 可待因-6-β-d-葡糖苷酸 0.973 99.8 13.5 6.5% 4.2%
8 双氢可待因 0.984 99.8 11.4 7.0% 2.2%
9 可待因 0.979 101.1 14.1 4.3% 2.2%
10 羟考酮 0.986 99.0 12.4 4.4% 3.6%
11 6-乙酰吗啡（6-AM） 0.984 100.4 7.1 11.7% 3.4%
12 O-去甲基曲马多 0.990 100.3 6.7 5.2% 2.6%
13 氢可酮 0.990 100.5 6.8 5.5% 4.8%
14 去甲丁丙诺啡-葡糖苷酸 0.989 101.0 7.4 11.1% 6.9%
15 曲马多 0.988 100.5 10.2 3.4% 1.9%
16 去甲哌替啶 0.995 100.4 4.9 4.2% 2.6%
17 哌替啶 0.994 100.3 6.4 4.2% 2.3%
18 去甲丁丙诺啡 0.989 100.5 7.6 6.6% 4.4%
19 芬太尼 0.992 99.6 5.8 5.2% 2.3%
20 丁丙诺啡 0.994 100.3 5.5 5.5% 2.3%
21 丙氧芬 0.990 100.5 7.5 4.2% 1.7%
22 美沙酮 0.994 100.3 6.3 2.8% 0.4%

表2. 采用简单样品稀释方案制备的阿片类药物校准曲线的准确度和变异系数（CV%）。芬太尼和去甲芬太尼的浓度为其它
化合物浓度的 1/4。
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结论

本研究介绍的方法展示了采用Ostro样品制备板结合UPLC/MS/

MS对全血样品中的22种目标阿片类化合物及其代谢物进行

分析。所有化合物的分析在5.5 min内完成，而且所有同位

素化合物对达到完全分离。Ostro样品制备板的使用实现了

快速的孔内细胞溶解和蛋白质沉淀，以及随后洗脱至96孔

收集板。与在单个试管中进行蛋白质沉淀相比，此方法提

高了样品通量，并且有效地消除了内源性磷脂质化合物。

所有分析物在整个校准浓度范围内显示出良好的线性，而

且本方法可在最低校准点浓度下实现灵敏可靠的检测。
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