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摘要: 目的 采用 LC － MS / MS 法检测人血浆中的利培酮及其活性代谢产物 9 － 羟利培酮。方法 采用 BEH C18 色谱柱( 50

mm ×2． 1 mm，1． 7 μm) ，流动相 A 相为乙腈、B 相为 0． 01 mol·L －1
醋酸铵( 甲酸调 pH3． 4) ，梯度洗脱，流速 0． 2 mL·min －1，柱温

45 ℃，进样量 3 μL。利培酮、9 － 羟利培酮及盐酸丁螺环酮内标的检测离子对分别为: m/z 411． 42→191． 19、427． 45→207． 18、
386． 43→122． 27。结果 利培酮、9 － 羟利培酮的线性范围分别为 0． 66 ～ 42． 24、0． 65 ～ 41． 60 ng·mL －1 ( r = 0． 997，n = 5) ; 在人

血浆基质中，高、中、低浓度( 1． 3、5． 2、21． 12 ng·mL －1 ) 的日内、日间 RSD 均小于 15% ; 利培酮、9 － 羟利培酮方法的回收率分别

为 89 % ～109 %、97% ～107%。6 份不同来源的血浆基质效应研究证实，该样品预处理方法对血浆中的利培酮和 9 － 羟利培

酮测定无干扰。结论 所建方法处理简单、灵敏、特异性高，定量准确，可为利培酮制剂的临床药物动力学研究提供分析

方法。
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Abstract: OBJECTIVE To establish a method for determination of Risperidone and 9 － hydroxyrisperidone in human plasma by
HPLC － MS /MS．METHODS BEH C18 ( 50 mm × 2． 1 mm，1． 7 μm) ，the mobile phase consisted of A( acetonitrile) and B ( 0． 01

mol·L －1 ammonium acetate) ( formic acid adjust pH3． 4 ) ，gradient elution at flow rate of 0． 2 mL·min －1，column temperature was
45 ℃，and inject volume 3 μL． With positive ion MRM detection of Risperidone( m/z 411． 42→191． 19) ，and 9 － hydroxyrisperidone
( m/z 427． 45→207． 18) ，using Buspirone hydrochloride ( m/z 386． 43→122． 27 ) as internal standard，respectively． RESULTS A
good linearity was obtained in the range of risperidone 0． 66 － 42． 24 ng·mL －1 ( r = 0． 997，n = 5 ) and 9 － hydroxyl － Risperidone
0． 65 － 41． 60 ng·mL －1 ( r = 0． 997，n = 5) with 9 － hydroxyrisperidone’s intra － day RSD and inter － day RSD were less than 15% ． The
recovery was within 89% －109% and 97% －107% ． Plasma matrix effect test showed endogenous matrix had no effect on quantification
of Risperidone and 9 － hydroxyrisperidone． CONCLUSION A rapid，sensitive and accurate LC － MS /MS method was developed for
the determination of Risperidone and 9 － hydroxyrisperidone in human plasma．
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利培酮( Risperidone) 是继氯氮平后的第一个非

典型抗精神病药，为 D2 拮抗剂，体内的主要代谢产

物是 9 － 羟基利培酮，活性是母药的 70%［1］。现根

据中国新药审批办法的相关规定
［2 － 3］，参照文献

［4］，

在健康人体单剂量口服利培酮分散片后，采用LC －
MS /MS 法测定了血浆中的利培酮及 9 － 羟利培酮，

方法简单灵敏、分析时间短、实用性强，可用于其临

床上的药物动力学研究。

1 实验部分

1． 1 仪器与试药

Acquity UPLC 超高效液相色谱仪、Quattro Prem-
ier 串联质谱检测器 ( 美国 Waters) 。利培酮 ( RIP，

中国药品生物制品检定所，批号: 100570 － 200401) ;

9 － 羟基利培酮( 9 － OH － RIP，美国 Sigma) ; 盐酸丁

螺环酮内标( IS，西南合成制药股份有限公司，批号:

0304002) ; 乙腈、甲基叔丁基醚为色谱纯; 其余试剂



为分析纯。
1． 2 方法与结果

1． 2． 1 色谱条件 采用 Acquity Uplctm Beh C18色谱

柱( 50 mm ×2． 1 mm，1． 7 μm) ; 流动相 A 为乙腈、B
为 0． 01 mol·L －1

醋酸铵( 甲酸调 pH3． 4) ，梯度洗脱

程序为: 0 ～ 2． 2 min、A － B( 30∶70) ，2． 2 ～ 2． 5 min、
70% ～ 10% B，2． 5 ～ 3． 5 min、A － B ( 90∶10 ) ，

3． 5 ～ 3． 8 min、10% ～ 70% B，3． 8 ～ 5 min、70% B;

流速 0． 2 mL·min －1 ; 柱温 45 ℃ ; 进样量 3 μL。质

谱采用电喷雾电离源( ESI + ) ，MRM 扫描模式; 喷雾

电压 3． 5 kV; 采用氮气作为雾化气和辅助气，雾化

气流量 499 L·h －1，辅助气流量 46 L·h －1 ; 离子源温

度 110 ℃ ; 碰撞气为氩气，压力为 0． 2 mL·min －1 ;

MRM 监测离子对: RIP m/z 411． 42→191． 19; 9 －
OH － RIP m/z 427． 45→207． 18，内标 m/z 386． 43→
122． 27。
1． 2． 2 溶液的制备 分别称取适量 RIP、9 － OH －
RIP 和内标，用甲醇溶解，再用乙腈 － 水( 1∶1) 稀释

制成 21． 12、20． 80、0． 202 μg·mL －1
的贮备液，于冰

箱中冷藏。先将 RIP 和 9 － OH － RIP 混合贮备液

( 21． 12、20． 80 μg·mL －1 ) 依次用乙腈 － 水( 1∶1) 稀

释成含利培酮和 9 － 羟基利培酮分别为 1． 056 × 103

和 1． 040 × 103 ( H0 ) 、528 和 520 ( H1 ) 、264 和 260
( H2 ) 、132 和 130 ( H3 ) 、66 和 65 ( H4 ) 、33 和 32． 5
( H5 ) 、16． 5 和 16． 25( H6 ) ng·mL －1

的混合对照品溶

液; 再 加 入 内 标 和 空 白 血 浆，得 到 含 RIP 和 9 －
OH － RIP 42． 24 和 41． 60、21． 12 和 20． 80、10． 56 和

10． 40、5． 28 和 5． 20、2． 64 和 2． 60、1． 32 和 1． 30、
0. 66 和 0． 65 ng·mL －1

的对照品血浆溶液。取 H1、
H3、H5 作为高、中、低质控样品，H6 作为最低定量限

样品( LLOQ) ，于冰箱中冷藏。
1． 2． 3 血浆样品的处理 于干燥离心管中分别加

20 μL 内标溶液、H0 ～ H6 混合对照品溶液，用 N2 吹

干，加 0． 5 mL 空白血浆，涡旋 0． 5 min，再加 3． 5 mL
甲基叔丁基醚，涡旋 3 min，于 3 × 103 r·min －1

离心

10 min，取 3． 0 mL 上清液，于 40 ℃水浴中 N2 吹干，

加 200 μL 乙腈 － 水 ( 1∶1 ) ，涡旋 2 min，于 1． 2 ×
104 r·min －1

离心 10 min，取上清液进样 3 μL。
1． 2． 4 方法学验证 取 H1、H3、H5、H6 血浆溶液质

控样本，按“1． 2． 3”项方法处理后，以 LC － MS /MS
检测 RIP 和 9 － OH － RIP 的浓度。RIP、9 － OH －
RIP 和 内 标 的 保 留 时 间 分 别 为 1． 44、1． 22、1． 54
min，峰形良好，分析时间仅 3 min。ESI + 模式下，利

培酮的分子离子 m/z 411． 42 产生的碎片离子中，以

m/z 191． 19 最 强; 9 － OH － RIP 的 分 子 离 子 m/z
427． 45 产生的碎片离子中，以 m/z 207． 18 最强; 内

标分子离子 m/z 386． 432 产生的碎片离子中，以m/z
122． 27 最强，因此，选择 MRM 监测离子对为 RIP
m/z 411． 42→191． 19、9 － OH － RIP m/z 427． 45→
207． 18、内标 m/z 386． 43→122． 27 进行测定。空白

血浆样品经“1． 2． 3”项方法处理后，无明显干扰; 6
份来自不同受试者的空白血浆基质经预处理后，以

流动相样品重建后进样，获得的峰面积 A 与相同等

浓度的流动相样品的峰面积 B 比较，该比值以百分

数表示( MF) ，作为基质效应考察的指标。所有样品

的 MF 为 85% ～115%，表明该法处理人血浆基质对

两组份的测定均无影响( 图 1) 。
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图 1 空白血浆 (A)、空白血浆 + 内 标 (B)、空 白 血 浆 + 内 标 +

RIP +9 － OH － RIP(C)、血浆样品(D)溶液的 LC －MS 图

Fig 1 LC － MS chromatograms of blank plasma solution ( A)，

blank plasma + IS solution(B)，blank plasma + IS + RIP +

9 － OH － RIP solution(C) and sample plasma solution(D)

(1． m/z 386． 43→122． 27;2． m/z 427． 45→207． 18;3． m/z 411． 42→
191． 19)

1． 2． 5 标准曲线及定量下限 以盐酸丁螺环酮为

内标，目标组分的峰面积与内标峰面积的比值对相

应的质量浓度( ng·mL －1 ) 做标准曲线。结果表明:

RIP 和 9 － OH － RIP 血浆浓度的回归方程分别为:

YRIP = 0． 194X － 0． 010 ( r = 0． 997 ) ; Y9 － OH － RIP =
0. 088X － 0． 010( r = 0． 997) ，线性范围分别为0． 66 ～
42． 24、0． 65 ～ 41． 60 ng·mL －1。以标准曲线的最低

点浓度作为最低定量限，且要求该浓度与理论值的

偏差在 ± 20%范围内。计算得 RIP、9 － OH － RIP 的

最低定量限为 0． 66、0． 65 ng·mL －1。
1． 2． 6 提取回收率及准确度 对血浆样品中 RIP
和 9 － OH － RIP 高、中、低及最低定量限质控样品进

样分析后，目标组分的峰面积与流动相样品进样分

析后目标组分的比较，RIP 和 9 － OH － RIP 的平均

提取回收率为 88． 1%、70． 1% ; 平均方法回收率分

别为 101． 0%、102． 5% ( 表 1) 。
1． 2． 7 重复性及精密度试验 对血浆样品中待测成

分的高、中、低及最低定量限质控样品处理后，重复进
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样 6 次，计算得 RSD≤4． 9% ; 方法的日内精密度分别

为: 利培酮的 RSD≤5． 40%、9 － 羟基利培酮的 RSD≤
6． 19% ; 日间精密度分别为: 利培酮的RSD≤7． 03%、
9 －羟基利培酮的 RSD≤11． 04% ( 表 2) 。

表 1 血浆中利培酮和 9 － 羟基利培酮的回收率(n =5)

Table 1 Recovery of Risperidone and 9 － hydroxyrisperidone in

the plasma(n =5)

Components C /
μg·L －1

方法回收率

回收率 /% RSD /%
提取回收率

回收率 /% RSD /%
RIP 1． 32 88． 95 7． 23 96． 41 7． 53

5． 28 105． 35 4． 38 87． 20 3． 27

21． 12 108． 58 3． 74 80． 55 8． 30

9 － OH － RIP 1． 30 97． 41 12． 76 78． 84 4． 19

5． 20 103． 31 6． 10 67． 47 6． 26

20． 80 106． 87 2． 41 64． 12 7． 25

表 2 利培酮与 9 － 羟基利培酮的日内、日间精密度与回收率

Table 2 Recovery，inter － day precision and intra － day precision of

RIP and 9 － OH － RIP in the plasma

Components C /
μg·L －1

日内( n = 5)

回收率 /% RSD /%
日间( n = 15)

回收率 /% RSD /%
RIP 1． 32 92． 9 1． 86 96． 7 7． 03

5． 28 106． 3 4． 24 103． 0 5． 62

21． 12 104． 8 5． 40 102． 5 4． 55

9 － OH － RIP 1． 30 4． 49 87． 7 98． 3 11． 04

5． 20 101． 1 4． 55 103． 3 4． 30

20． 80 104． 5 6． 19 103． 0 5． 52

1． 2． 8 样品的稳定性及系统的稳定性 将血浆样

品中高、中、低浓度的待测成分分为 5 组。第 1 组为

新鲜配制组，立即按“1． 2． 3”项方法操作; 第 2 组为

短期室温稳定性组，将配制好的血样于室温放置

10 h后按“1． 2． 3”项方法操作; 第 3 组为反复冻融

组，将在 － 20 ℃ 条件下冷冻的血样取出，于室温复

融后再 行 冷 冻，反 复 3 次 后 处 理 测 定; 第 4 组 为

－ 20 ℃冷 冻 储 存 组，将 配 制 好 的 血 样 放 置 在

－ 20 ℃冰柜中冰冻 20 d 后处理测定; 第 5 组为样品

处理、复溶后，于室温放置 10 h 后进样。其 RSD 均

小于 11． 75%，表明血浆样品稳定性良好，可满足生

物样品的分析。将贮备液分别放置 0、4、7、20 d 后，

分别稀释成含相当于血浆中 21． 12 ng·mL －1 RIP 和

20． 80 ng·mL －19 － OH － RIP 的溶液，进样测定，根

据测定成分与内标峰面积及比值变化情况评价贮备

液的稳定性，RIP 和 9 － OH － RIP 的面积和比值的

RSD 均小于 4． 28%，说明贮备液稳定性较好。
1． 2． 9 样品的采集与测定 10 名健康男性受试者

单剂量口服利培酮分散片( 每片 1 mg) ，分别于服药

前( 0 h) 和服药后 0． 25、0． 5、0． 75、1、1． 5、2、3、5、8、
11、14、24、48、72、96 h，由静脉采 5 mL 血，肝素钠抗

凝，于 3． 5 × 103 r·min －1
离心 10 min，分离血浆，分离

后的血浆样品置已标记好的试管中，于 － 80 ℃冰箱

中保存。RIP 分散片的主要药动学参数分别为: RIP
的 t1 /2 = 3． 588 ± 1． 686 h，Cmax = 14． 034 ± 6. 544 ng·
mL －1，Tmax = 1． 361 ± 0． 713 h，AUC0 － t = 66． 017 ±
46. 785 ng·h·mL －1 ; 9 － OH － RIP 的 t1 /2 = 17． 916 ±
4． 012 h，Cmax = 8． 529 ± 3． 632 ng·mL －1，Tmax =
4． 542 ± 4． 192 h，AUC0 － t = 196． 901 ± 61． 787 ng·h·
mL －1。平均药 － 时曲线见图 2。
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图 2 单剂量口服利培酮分散片后利培酮和 9 － 羟基利培酮的平均

药 － 时曲线(n =10)

Fig 2 The mean plasma concentration － time curve of RIP and 9 －

OH － RIP after a single oral administration of Risperidone

dispersible tablets(n =10)

2 讨论

曾考察乙醚、乙酸乙酯、乙腈、甲醇和甲基叔丁

基醚提取溶剂。结果表明: 甲基叔丁基醚作为提取

溶剂，待测成分与内源性物质得到了充分的分离，提

取回收率较高，方法精密度、重复性和稳定性均较

好，适合大批量血浆样品的检测。利培酮和9 － 羟基

利培酮含有碱性氨基基团，在流动相中加入适量甲

酸，可提高离子化效率、增加响应、优化峰形。在待

测成分被色谱分离完全洗脱下来后，用梯度洗脱，进

一步清除了色谱柱上的残留物，同时减小了残留基

质对液质联用系统的污染，缩短了分析时间。
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