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【化学测定方法】

固相萃取 － 高效液相色谱法同时测定血浆中甲基苯丙胺和苯丙胺

朱波

( 浙江省宁波市微循环与莨菪类药研究所，浙江宁波 315010)

［摘要］ 目的: 建立快速、准确的血浆中甲基苯丙胺( MA) 及其代谢产物苯丙胺( AMP) 的固相萃取高效液相色谱测定方

法。方法: 血浆样品中的 MA 和 AMP 经固相萃取小柱富集净化后，在 XBridge RP18 色谱柱上，以甲醇 － 乙腈 － 水溶液

( 10: 15: 75，V/V /V) 为流动相，采用 210 nm 波长进行检测。结果: MA 和 AMP 的加标回收率在 90． 6% ～ 97． 5%范围，其

相对标准偏差均小于 5． 0%，在 0． 1 mg /L ～ 15． 0 mg /L 范围呈现良好的线性，其回归系数大于 0． 999，检出限( LODs) 分别

为 0． 01 mg /L 和 0． 02 mg /L。结论: 本方法简便、灵敏、准确，能满足临床吸毒病人血浆中 MA 和 AMP 的检测要求。
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Simultaneous determination of methamphetamine and amphetamine in plasma by solid
phase extraction － HPLC method

ZHU Bo
( Ningbo Institute of Microcirculation and Henbane，Ningbo 315010，China)

［Abstract］ Objective: To develop a method for the simultaneous determination of methamphetamine ( MA) and amphetamine
( AMP) in plasma by high － performance liquid chromatography with solid － phase extraction ( SPE) ． Methods: After the target
analytes in plasma were extracted and purified by a solid － phase extraction cartridge，the sample was separated on an XBridge
RP18 column by a mobile phase consisting of methanol － acetonitrile － water ( 10: 15: 75，V/V /V) ． Detection was carried out by
an ultraviolet detector at 210 nm． Results: Calibration curves of MA and AMP were in good linear within the range of 0． 1 mg /L
～ 15． 0 mg /L with regression coefficient more than 0． 999． The limits of detection ( LODs) were 0． 01 mg /L and 0． 02 mg /L for
MA and AMP，respectively． The extraction recoveries were between 90． 6% ～ 97． 5%，and the RSDs were less than 5． 0% ．
Conclusion: This developed method is simple，sensitive and accurate． It is suitable for the detection of MA and AMP residues in
the drug abuse patients of clinical diagnoses．
［Key words］ High － performance liquid chromatography; Methamphetamine; Amphetamine; Plasma; Solid － phase extraction

甲基苯丙胺( methamphetamine，MA) 及其主要活性代谢

产物苯丙胺( amphetamine，AMP) 均为具有兴奋中枢神经作用

的苯丙胺类物质( 结构式见图 1 ) ，是近年来滥用药物“摇头

丸”的常见成分［1］。文献报道［2］吸食 MA 极易成瘾，长期服用

可产生耐受性和依赖性，服用 0． 1 g 可明显中毒，超过 1 g 可致

死，成人一次服用 AMP 30 mg 以上可出现中毒反应，最小致死

量为 200 mg，中毒浓度为 0． 5 mg /L。在涉嫌吸毒病人中，血浆

中是否含有 MA 和 AM P 是判断其是否吸毒的重要依据，因

此，对 MA 和 AMP 进行准确测定十分重要。
目前，国内外关于 MA 与 AMP 的检测方法主要有气质联

用法［3 ～ 5］、气相色谱法［6］、毛细管电泳色谱法［7］、高效液相色

谱法［8 ～ 11］等。由于 MA 和 AMP 分子量较小，且含有一个氨

基，在气相色谱中表现为和溶剂峰保留时间接近，峰形较差，

常需进行衍生化处理，操作相对复杂。文献报道的高效液相

色谱法都存在分析时间长，基质干扰较大等问题，不适于实验

室毒物分析的实际工作需求。液相色谱在基层实验室已得到

了广泛的应用［12 ～ 16］，本研究在参考有关文献［3 ～ 11］的基础上，

采用通用型的紫外检测器，利用固相萃取技术，建立了较为简

便、快速、准确的 MA 与 AMP 的反相高效液相色谱测定方法，

可为吸毒病人的临床诊断提供科学的依据。

图 1 甲基苯丙胺( A) 和苯丙胺( B) 结构式

1 实验部分

1． 1 试剂与材料

甲醇和乙腈均为 HPLC 级( 德国 Merck 公司) ; 甲基苯丙

胺和苯丙胺对照品( 含量 ＞ 99． 0%，Chem Service 公司) ; 所有

的溶剂使用前均用 0． 45 μm 滤膜过滤; 盐酸和氨水( 均为分析

纯，上海化学试剂集团公司) ; 2 ml 聚丙烯离心管; 空白血浆采

自 3 位年龄在 20 岁 ～ 25 岁的健康志愿者( 其中 2 位为男性，1
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位为女性) ; 实验用水均来自 Milli － Q 纯水系统。
甲基苯丙胺和苯丙胺标准贮备液( 1． 0 mg /ml) : 分别准确

称取 10． 0 mg 甲基苯丙胺和苯丙胺标准品于 2 个 10 ml 容量

瓶中，分别用少量甲醇溶解后，用甲醇定容至刻度。
1． 2 仪器

Agilent 1100 series 高效液相色谱仪，包括四元泵、在线真

空脱气机、紫外可见检测器、柱温箱、自动进样器及 Chemical
Station 化学工作站( 美国 Agilent 公司) ; 全玻璃溶剂过滤器

( 美国 Waters 公 司) ; Legend RT 型 离 心 机 ( 德 国 Heraeus 公

司) ; SB25 － 12D 型超声波清洗器( 宁波新芝生物科技有限公

司) ; HGC － 24 型氮吹仪( 天津恒奥科技有限公司) ; 12 孔固相

萃取仪; Waters Oasis MCX 固相萃取小柱( 3 ml /60 mg) ; Milli
－ Q 纯水系统( 美国 Millipore 公司) 。
1． 3 色谱条件

色谱柱: XBridgeTM Shield RP18 柱 ( 250 mm × 3． 0 mm ×
5 μm) ; 流速: 1． 0 ml /min; 柱温: 35℃ ; 流动相: 流动相为甲醇

－ 乙腈 － 水溶液( 10∶ 15∶ 75，V/V /V) ; 检测波长为 210 nm，进

样体积: 20 μl。
1． 4 样品处理

取血浆 1． 0 ml，置于 2 ml 聚丙烯离心管中，加入0． 2 mol /L
盐酸溶液 0． 5 ml，旋涡振荡 1 min 后，以 8000 r /min 离心5 min，

上清液加入预先处理好的萃取小柱中( 预先用 2． 0 ml 甲醇和

1． 0 ml 蒸馏水活化小柱) ，以 1． 0 ml /min 的流速通过小柱，抽

干后，分别以 1． 0 ml 甲醇( 含 0． 05 mol /L 盐酸) 和 1． 0 ml 5%
氨水 /甲醇( 60 /40，V/V) 淋洗杂质，然后再用 1． 0 ml 含 5% 氨

水 /甲醇 ( 10 /90，V/V ) 溶 液 洗 脱 待 测 物，洗 脱 速 度 控 制 在

0． 5 ml /min以下。收集洗脱液，在 40℃ 水浴上用氮吹仪浓缩

至干，残渣用 100 μl 流动相溶解后，取 20 μl，注入 HPLC 进行

测定。

2 结果与讨论

2． 1 色谱条件的优化

2． 1． 1 检测波长的选择 采用 1． 0 mg /L 的 MA 和 AMP 标准

溶液，在 190 nm ～ 400 nm 波长范围内进行在线扫描，结果表

明，MA 和 AMP 均在 206 nm 波长处有最大吸收，在 206 nm ～
230 nm 范围吸光度呈下降趋势。本试验选择 210 nm 波长进

行检测。
2． 1． 2 色谱柱的选择 近年来，反相 HPLC 法应用于 MA 和

AMP 分析方面已有一定的报道，文献［10，11，17］ 采用 CLC C8 柱

( 150 mm × 5． 0 mm × 5 μm ) ，Diamonsil C18 柱 ( 150 mm ×
4． 6 mm × 5 μm) 和 XR － ODS 柱( 75 mm × 2． 0 mm × 2． 2 μm)

进行分离，前两种柱子从文献报道的结果看，MA 和 AMP 的分

离情况均不是十分理想，要么保留时间偏长，要么分离度偏

低，而 XR － ODS 柱为快速分离柱，需配置快速液相色谱系统，

不然的话，难以实现快速的色谱分离。本文试验了 XBridgeTM

RP18 色谱柱，发现其分离效果明显好于 CLC C8 柱和 Diamon-
sil C18柱，采用甲醇 － 乙腈 － 水溶液( 10∶ 15∶ 75，V/V /V) 为流

动相，等度洗脱，其分离度大于 1． 5，而且与杂质能达到较好的

分离，见图 2。本文选用 XBridgeTM RP18 色谱柱进行试验。
2． 1． 3 流动相的优化 本文考察了三种流动相对 MA 和

AMP 分离效果和色谱峰形的影响，分别是含乙腈 － 甲醇 －
25 mmol /L的磷酸二氢钾缓冲液［10］，甲醇 － 25 mmol /L 的磷酸

二氢钾缓冲液［11］，甲醇 － 乙腈 － 水溶液。结果表明，以甲醇 －

1 － 苯丙胺 tR = 6． 11 min; 2 － 甲基苯丙胺 tR = 8． 01 min

图 2 空白血浆加标样品的色谱图

乙腈 － 水溶液为流动相进行适度的比例调整，当其体积比为

10∶ 15∶ 75 时，MA 和 AMP 能达到较好的分离，其分离度大于

1． 5，峰形尖锐，保留时间适宜，而且不含无机盐，此时苯丙胺

的保留时间为 6． 11 min，甲基苯丙胺的保留时间为 8． 01 min。
而采用乙腈 － 甲醇 － 25 mmol /L 的磷酸二氢钾缓冲液和甲醇

－ 25 mmol /L 的磷酸二氢钾缓冲液，这两个流动相在 XBridge
RP18 色谱柱上，虽然调节两相的比例，可以得到较好的分离

度，但色谱峰拖尾，保留时间较长，不是十分适宜于血浆中 MA
和 AMP 的 检 测 需 求。本 研 究 选 择 甲 醇 － 乙 腈 － 水 溶 液

( 10∶ 15∶ 75，V/V /V) 为流动相。
2． 2 固相萃取条件的选择

2． 2． 1 固相萃取小柱的选择 由于检测的目标组分 MA 和

AMP 具有胺基，呈碱性，在反相色谱填料上保留较弱，很难利

用一般的固相萃取小柱与基质达到分离净化目的。文献［10］报

道采用通用型的 Oasis HLB 小柱进行富集净化，结果发现其

净化效果不是十分理想，色谱图中出现了较多的杂峰。为此，

本文选择了兼容阳离子交换与反相色谱的 Oasis MCX 固相

萃取小柱来对样品进行净化富集，获得了较好的效果。
2． 2． 2 净化、洗脱条件优化 试验发现，仅采用液液萃取，即

使采用不同的溶剂如乙醚、氯仿和乙酸乙酯等，不管血样碱化

或酸化与否，基质干扰很难除去，色谱图中出现较多杂峰，干

扰结果分析，为此本文采用固相萃取进行富集净化。本文试

验了各种固相萃取条件，为了使目标化合物能在固相萃取小

柱上得到最好的保留，上样之前需对血浆样品进行适当的酸

化。经试验，当血浆中加入适量的盐酸后，其中的 MA 和 AMP
转变为阳离子，这样易被 Oasis MCX 固相萃取小柱交换吸

附，本文选择在 1． 0 ml 血浆中加入 0． 2 mol /L 盐酸溶液 0． 5 ml
进行酸化，以确保血浆中的 MA 和 AMP 分子全部转变为阳离

子。为尽可能减少基体干扰，选择性地除去干扰物，本试验选

择采用酸化甲醇酸洗和氨水甲醇溶液碱洗两个淋洗步骤，但

由于 MA 和 AMP 易与酸形成易溶于水的盐，在试验时必需考

虑酸化甲醇的用量及浓度，否则易造成流失，而使回收率偏

低。本文试验了不同酸化甲醇用量( 0． 5 ml、1． 0 ml、1． 5 ml 和

2． 0 ml) 对回收率的影响。结果发现当 0． 05 mol /L 的酸化甲

醇用量超过 1． 5 ml 时，MA 和 AMP 的回收率小于 80%，当用

量为 1． 0 ml 时，提取回收率大于 90%，色谱图中杂质干扰少，

操 作 简 单、快 速。本 文 选 择 酸 化 甲 醇 中 盐 酸 浓 度 为

0． 05 mol /L，用量为 1． 0 ml。同样，试验结果显示当甲醇中 5%
氨水的比例达到 50%时，在淋洗液中就能检测到被测化合物，
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试验选择碱洗溶液为甲醇 /5% 氨水( 40 ∶ 60，V/V) ，用量为

1． 0 ml。
本文试验了各种比例的 5% 氨水与甲醇溶液对目标化合

物洗脱能力的影响。甲醇比例小于 50% 时，目标化合物难以

洗脱，当溶液中甲醇比例增大时，其洗脱能力也随之增大，当

甲醇比例达到 70%时，可达到完全洗脱。为此，本试验选用洗

脱液的甲醇浓度为 90%，其用量为 1． 0 ml，这样既能保证目标

化合物的完全洗脱，又能使碱性的干扰物保留在柱子上不干

扰测定。
2． 3 线性范围及检出限

准确吸取浓度为 1． 0 mg /ml 的 MA 和 AMP 各 1． 0 ml 于

10 ml 容量瓶中，用甲醇定容至 10 ml，此混合中间液的浓度为

0． 10 mg /ml。分 别 吸 取 混 合 中 间 液 0． 005 ml、0． 01 ml、
0． 02 ml、0． 05 ml、0． 1 ml、0． 2 ml、0． 5 ml 和 1． 5 ml 用甲醇定容

至 10 ml，配成浓度分别为 0． 05 mg /L、0． 1 mg /L、0． 2 mg /L、
0． 5 mg /L、1． 0 mg /L、2． 0 mg /L、5． 0 mg /L 和 15． 0 mg /L 的标

准溶液系列。按所述的色谱条件进样 20 μl 进行分析，获得不

同质量浓度下各组分的峰面积，以质量浓度( C，mg /L) 对峰面

积( A) 进行线性回归，结果见表 1。由表 1 可知，MA 和 AMP
在 0． 1 mg /L ～ 15． 0 mg /L 范围均具有良好的线性，其相关系数

均大于 0． 999。同时采用不含 MA 和 AMP 的空白样品进行检

测，按色谱峰高为噪声高 3 倍( S /N = 3) 相对应的浓度为检出

限，血 浆 中 MA 和 AMP 的 检 出 限 分 别 为 0． 01 mg /L 和

0． 02 mg /L。

表 1 MA 和 AMP 的线性范围、线性方程、相关系数和检出限

化合物
线性范围

( mg /L)
线性方程

相关系数

( r)
检出限

( mg /L)

MA 0． 1 ～ 15． 0 A = 168． 13C + 1． 92 0． 9991 0． 01

AMP 0． 1 ～ 15． 0 A = 129． 56C + 1． 63 0． 9995 0． 02

2． 4 方法的回收率与精密度

取空白血浆样品，加入一定量的 MA 和 AMP 标准溶液，使

血浆 中 MA 和 AMP 的 浓 度 为 0． 10 mg /L、0． 50 mg /L 和

1． 20 mg /L，然后按 1． 4 方法处理，进样分析，平行测定 6 次，计

算其回收率，结果见表 2。由表 2 可知，MA 和 AMP 的回收率

在 90． 6% ～ 97． 5% 范围，RSD 均小于 5． 0%，方法具有较好的

精密度与回收率。

表 2 回收率与精密度试验

化合物 加入量( mg /L) 测定值 ( mg /L) 回收率( % ) RSD ( % )

MA 0． 10 0． 094 ± 0． 003 94． 0 3． 2

0． 50 0． 453 ± 0． 015 90． 6 3． 3

1． 20 1． 172 ± 0． 050 97． 5 4． 3

AMP 0． 10 0． 093 ± 0． 004 93． 0 4． 3

0． 50 0． 464 ± 0． 022 92． 8 4． 7

1． 20 1． 131 ± 0． 055 94． 2 4． 9

3 结论

建立的固相萃取高效液相色谱法同时测定血浆中 MA 和

AMP 的方法，具有准确、快速、简便的优点，能满足血浆中 MA
和 AMP 的实际监测要求。
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