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气相色谱!质谱联用技术用于尿样中 !!阻断剂的初筛定量和确证
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摘要：建立了一种同时测定 ) 种 !)阻断剂（ 卡替洛尔、艾 司 洛 尔、普 萘 洛 尔、索 他 洛 尔、比 索 洛 尔）的 气 相 色 谱 )质 谱

方法（<=)>?），并用于疑似阳性实际尿样的初筛、定量和确证。分别对游离态和结合态药物进行了提取，合并提取

液后采用 !)甲基 )!)三甲基硅基 )三氟乙酰胺（=%@(!9,(A?-，>?39B）和 !)甲基 )双三氟乙酰胺试剂（=)@,9%(A! ，

>839B）进行混合衍生。确 定 了 优 化 的 <=)>? 条 件，建 立 了 采 用 选 择 离 子 监 测 方 式（ ?:>）初 筛 和 全 扫 描 方 式

（?=B(）确证的实验流程；建立了 ?:> 模 式 下 ) 种 !)阻 断 剂 的 尿 样 加 标 工 作 曲 线，其 ?:> 方 法 的 检 出 限 达 ". ! ’
(. " 01 C +D，尿样的加标回收率为 $". )E ’ (",. &E，相对标准偏差小于 (&. *E。该方法成功地用于普萘洛尔阳性尿

样的检测，并绘制了普萘洛尔的尿代谢曲线。该方法对兴奋剂检测中 !)阻断剂滥用的控制有重要的意义。
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- - !)阻断剂是一类在临床上被广泛用于降低心脏

病人的心率和血压的药物。在体育运动中，射击、射

箭、摩托车等项目的运动员服用此类药物可降低焦

虑情绪及赛前的激动心情，缓解外周紧张状态，以提

高运 动 成 绩［(］。 滥 用 此 类 药 物 可 能 引 起 头 晕、失

眠、抑郁、幻觉、心跳过缓和低血压，严重者可诱发支

气管哮喘；长期使用后突然停药会引发心跳过速、心

肌梗 死，乃 至 突 然 死 亡。因 此，世 界 反 兴 奋 剂 机 构

（GBTB）将其定为特殊项目中的禁用物质。

- - 目前，随着体育运动的迅速发展，兴奋剂检测的
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工作量日 益 增 大。 建 立 一 种 同 时 筛 选 和 测 定 多 种

!!阻断剂的 检 测 方 法，对 减 少 工 作 量，提 高 工 作 效

率，节约人力和物力资源的投入意义重大。

! ! 迄今为止，应用于 !!阻断剂的检测技术有流动

注射化学发光［#］、胶束电动色谱［$］、毛细管电泳［"］、

气相色谱（"#）［%］、高效液相色谱［& ’ (］、气相色谱!质
谱联用（"#!$%）［)*，))］、高效液相色谱!质谱联用［)#］

等。按照国际奥委会规定，兴奋剂检测需要对可疑

被测物进行质谱定性，因此集气相色谱的分离能力

强和质谱 灵 敏 度 高、鉴 别 能 力 强 于 一 身 的 "#!$%
成为 !!阻断 剂 检 测 的 主 要 手 段。 建 立 一 种 能 同 时

筛选、定量和确证 !!阻断剂的 "#!$% 方法，可在各

种大型体育比赛中及时准确地对运动员的尿样进行

筛查，并对阳 性 尿 进 行 确 证，以 维 护 体 育 运 动 的 纯

洁性。

!" 实验部分

! ! !" 仪器和试剂

! ! 仪 器：&’()*+, -*./+0)0’(*1 &+(*2 3 %(,$ ( 气 相

色谱!质谱联用仪。

! ! 试剂：半 胱 氨 酸（#$4,25#%）；固 体 缓 冲 剂（ 分

析纯级的碳酸氢钠和碳酸钾按质量比 (- ) 的比例混

匀并 研 磨，64 约 为 (. & ）；)# 70) 3 8 浓 盐 酸；)#
70) 3 8 氢氧化钠溶液；乙醚、异丙 醇、甲 醇 和 丙 酮 均

为色谱纯级，购自国药集团化学试剂有限公司。其

他常用试剂均为分析纯。实验用水为去离子水。

! ! 标 准 品：盐 酸 卡 替 洛 尔（ .9:,*0)0) /;<:0./)0!
:(<*）；盐 酸 艾 司 洛 尔（ *170)0) /;<:0./)0:(<*）；盐

酸普萘洛尔（6:06:9+0)0) /;<:0./)0:(<*）；盐酸索他

洛尔（ 10,9)0) /;<:0./)0:(<*）；富 马 酸 比 索 洛 尔

（=(106:0)0) >?7?:9,*）和 内 标 酒 石 酸 美 托 洛 尔

（7*,06:0)0) ,9:,:9,*）均 从 中 国 药 品 生 物 制 品 检 定

所购得。

! ! 衍 生 剂：!!甲 基!!!三 甲 基 硅 基!三 氟 乙 酰 胺

（#&4)#@$25%(，简称 $%-@&）和（!!甲基!双三氟乙

酰胺（#%4$@&25# ，简称 $A-@&）购自 @)?B9 公司。

! ! #" 样品制备

! ! # ! !" 结合态药物的提取

! ! 由于 !!阻断剂在给药后经体内吸收转化代谢，

部分药物会与蛋白结合成为结合态。结合态药物在

提取前需进行水解，本文采用耗时较短的酸水解法。

在 )* 78 塑料离心试管中移入 % 78 尿样并加入 #%
!8 #* !’ 3 78 美托 洛 尔 作 为 内 标，加 入 )** 7’ 半

胱氨酸及 *. % 78 浓盐酸，涡旋混匀，在 )** C 下加

热 $* 7(+，自然冷却至室温，然后加入 $ 78 乙醚并

涡旋 $ 7(+，离心（" *** : 3 7(+）)* 7(+ 后弃去有机

相，向 水 相 中 加 入 *. & 78 氢 氧 化 钠 溶 液，涡 旋 混

匀。加入 # ’ 固 体 缓 冲 剂，混 匀。 再 加 入 $ 78 乙

醚!异 丙 醇（ 体 积 比 为 )* - ) ），涡 旋 $ 7(+，离 心

（" *** : 3 7(+）)* 7(+。

! ! # ! #" 游离态药物的提取

! ! 药物在人体中代谢后，部分以游离态（ 即原型）

排入尿中。对 游 离 态 药 物 的 提 取 采 取 直 接 的 液!液
提取方式。向 )* 78 塑料离心试管中移入 % 78 尿

样，加入 # ’ 固体缓冲剂，涡旋混匀。加入 $ 78 乙

醚!异丙醇（ 体积比为 )*- )），加入 #% !8 #* !’ 3 78
美托 洛 尔 的 甲 醇 溶 液，涡 旋 $ 7(+，离 心（ " ***
: 3 7(+）)* 7(+。

! ! # ! $" 衍生化反应

! ! 将含有结合态和游离态药物的有机相合并于另

一支 )* 78 离 心 试 管 中，在 "% C 下 用 氮 气 吹 干。

残渣中加入 $%-@& )** !8，涡 旋 振 荡 后 移 至 衍 生

小瓶中，旋紧瓶 盖，在 ,* C 下 反 应 #* 7(+，自 然 冷

却。再加入 $A-@& $* !8，涡旋混匀后，旋紧瓶盖，

在 ,* C下反应 )* 7(+。

! ! $" "#$%& 条件

! ! 参照文献［&］，并 根 据 实 验 室 条 件 对 分 析 !!阻
断剂的 "#!$% 条件进行了适当的优化。优化后的

"#!$% 条件：色谱 柱 为 4D!%$% 石 英 毛 细 管 柱（$*
7 / *. #% 77 / *. #% !7）；载 气 为 高 纯 氦（ 纯 度 0
((. (((E），恒流，流 速 为 *. ( 78 3 7(+；进 样 方 式 为

分流进样，分流比为 )*- )，进样量为 # !8；进样口温

度为 #+* C；柱温升温程序：初始温度为 )+* C，以

% C 3 7(+ 速率升至 ##* C，再以 )* C 3 7(+ 速率升

至 #&* C，然后以 % C 3 7(+ 速率升至 #+* C，保持

)* 7(+；溶剂延迟时间为 #. % 7(+；接口温度 为 $**
C；扫描范围为 %* 1 &%* ?；电离能量为 ,* *F；离子

源温度为 #** C；四极杆温度为 )%* C。

#" 结果与讨论

# ! !" 样品制备

# ! ! ! !" 提取

! ! 由于 !!阻断剂在人体代谢以后，一部分以与蛋

白结合状态、另一部分以游离状态排出体外，因此本

文采用分别提取游离态和结合态药物的方法进行提

取以避免漏检。

# ! ! ! #" 衍生

! ! % 种 !!阻断剂和内标物的化学结构（ 见图 )）通

常由 $ 部分组成：（)）取代芳环或杂环；（#）乙 醇 型

或氧代丙醇，醇羟基均为仲醇结构；（$）含有较大的

两个以上碳原子取代基的仲胺。!!阻断剂的侧链手

性碳原子上都含有极性的羟基，二级胺上也有一个

·)&"·
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图 !" # 种 !!阻断剂及内标的化学结构式

"#$% !" &’()#*+, -./0*.0/(- 12 .’( 2#3( !!4,1*5(/- +67 .’( #6.(/6+, -.+67+/7

未取代的活泼氢，因而分子的极性较大，挥发性小，

故需要衍生化后才能进行 !"#$% 分析。用 $%&’(
和 $)&’( 对 !#阻断 剂 进 行 混 合 衍 生 化，可 选 择 性

地在羟基上进行三甲基硅烷化、在氨基上进行三氟

乙酰化，使衍生物的稳定性增加，且过量的反应试剂

无需去除即可直接进样。这种衍生化方法的灵敏度

比较高，适合用于做定量分析。

$ % $" 89: 初筛与 8&;< 确证

# # 在优化 的 !"#$% 条 件 下，选 择 一 定 浓 度 的 混

合标准溶液，用 美 托 洛 尔 作 为 内 标，衍 生 化 后 进 行

!"#$% 的 %"(* 模式总离子流（&+"）图分析，从而

得到各个物 质 的 保 留 时 间 及 定 性 定 量 离 子 等 参 数

（ 见表 $）。

表 !" # 种 !!阻断剂及内标物的衍生产物的保留时间和特征离子

=+4,( !" >(.(6.#16 .#)(-（ !> ）+67 *’+/+*.(/#-.#* #16- 21/

.’( 7(/#3+.#3(- 12 2#3( !!4,1*5(/- +67 .’( #6.(/!
6+, -.+67+/7

%,-./0123
!4 5

671
8,01/79720/7:1
7:1（" # $）

":197;60/7:1 7:1.
（" # $）

%:/0<:< % = !$ &"! &"!，%%’，(&
$3/:>;:<:< " = $) !*% !*%，(&，$!+，%&)
?;:>;01:<:< ( = $! !*% !*%，(&，$!+，%!(
@.6:<:< * = $" !*% !*%，(&，$!+，%"&
"0;/3:<:< * = !’ !&) !&)，*"，$!+，%!$，%&"
)7.:>;:<:< + = &’ !*% !*%，(&，$!+，%+&

# # 根 据 各 目 标 物 的 保 留 时 间 和 定 量 离 子，采 用

%+$ 模式在不同的时间段选择不同的特征离子进行

扫描，以提高灵敏度，获得更低的检出限。

# # 图 ! 与 图 & 分 别 是 各 阻 断 剂 质 量 浓 度 为 !’’
1A 5 6B、内标美托洛尔质量浓度 $’’ 1A 5 6B 的加标

尿样的 %+$ 及 %"(* 模 式 的 &+" 图。对 比 图 ! 与

图 & 可发现，同一样品在相同色谱分析条件下采用

%"(* 模式时基质的干 扰 十 分 严 重，%C& 峰 被 大 量

图 $" 空白尿样中添加标准品溶液和内标的 89:!=9& 图

"#$% $" =1.+, #16 *0//(6. *’/1)+.1$/+) 4? 89: 12 .’(
0/#6( -+)@,( -@#5(7 A#.’ .’( +6+,?.(- +67 98

图 %" 空白尿样中添加标准品溶液和内标的 8&;<!=9& 图

"#$% %" =1.+, #16 *0//(6. *’/1)+.1$/+) 4? 8&;< 12 .’(
0/#6( -+)@,( -@#5(7 A#.’ .’( +6+,?.(- +67 98

杂质峰掩 盖 而 无 法 检 测 到。 这 是 因 为 %"(* 模 式

的扫描范围覆盖了被测物的全部碎片离子，得到的

是化合物的全谱，给基质如此复杂的尿样溶液的实

验数据处理和实际应用带来了很大的困难。而 %+$
模式只采集特定的离子，因此可以较好地排除基质

的干 扰，使 灵 敏 度 更 高，得 到 的 峰 形 也 更 好，因 此

·!"%·
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"#$ 模式对各药物的检测能力均高于 "%&’ 模式。

但其缺点是扫描的离子数目少，不利于未知物的鉴

定及物质 的 确 证。 因 此 本 文 采 用 "%&’ 模 式 得 到

全质谱图，以便对可疑被测物进行质谱定性，初步确

定可疑样品；进而采用 "#$ 模式针对疑似样品的特

征离子进行快速的提取和筛选，从而提高分析效率，

减小基质干扰，并有利于各物质的确证和高灵敏度

的定量。此程序符合国际奥委会兴奋剂检测的先定

性、后定量的要求和规定。

! ! "# 定量方法的建立

! ! 在 # () 的空白尿样中分别加入所配制的不同

浓 度 的 !!阻 断 剂 溶 液 和 $# !) 内 标 溶 液（ $%
!* + ()），按所建立的方法进行处理和测定，以标准

品的质量 浓 度!（,* + ()）为 横 坐 标，以 不 同 质 量 浓

度标 准 品 的 峰 面 积 与 内 标 峰 面 积 之 比 " 为 纵 坐 标

作图，得到的 回 归 方 程 见 表 $。从 表 $ 的 数 据 可 以

看出，此方法的检测能力已经大大高于 -&.& 对 !!
阻断 剂 的 最 低 执 法 限 量（$/0)）（#%% ,* + ()）要

求［&’］。

表 !# $ 种 !"阻断剂 #$"%&’"’% 的线性范围、回归方程

()*+, !# -./,)0 0)/1,2 )/3 0,10,22.4/ ,56)7.4/2
48 8.9, !"*+4:;,02

"12345,67 /7*87339:, 7;1549:,% #$
)9,758 85,*7
（,* + ()）

":45<:< " ( % = %%%"! ) % = %%%# % = **#$ ’ + ’%%
08:>85,:<:< " ( % = %%,-! ) % = %#$$ % = **-. & + $#%
?3(:<:< " ( % = %%$.! ) % = %%%$ % = **-% & + $%%
%5847:<:< " ( % = %%"#! ) % = %’*, % = **,’ ’ + *%%
@93:>8:<:< " ( % = %%.’! ) % = %&$& % = **-, & + $%%

! %!：(533 6:,67,48549:, :A 5,5<B47，,* + ()；"：>75C 5875
8549: :A 5,5<B47 5,D #"=

! ! 根据 "%&’ 和 "#$ 模 式 的 色 谱 图 中 各 分 析 物

定量离子的 ’ 倍信噪比可估算出两种模式下 # 种 !!
阻断剂的检出限，结果见表 ’。

表 "# 两种检测模式下 $ 种 !"阻断剂的检出限

()*+, "# -.<.72 48 3,7,:7.4/（-=>2）48 8.9, !"*+4:;,02
*? %&’ )/3 %$@A <43,2

"12345,67
E15,49A96549:,
9:,（$ % &）

)F. :A
"#$ +（,* + ()）

)F. :A
"%&’ +（,* + ()）

":45<:< ’,$ % = # &% = %
08:>85,:<:< $." % = ’ ’ = %
?3(:<:< $." % = $ ’ = %
%5847:<:< $’# & = % $ = %
@93:>8:<:< $." % = ’ , = %

! ! 由 表 ’ 可 看 出，"#$ 模 式 下 的 检 出 限 为 %/ $ 0
&/ % ,* + ()，"%&’ 模 式 的 检 出 限 为 $/ % 0 &%/ %
,* + ()，"%&’ 的检出限高于 "#$，进一步验证了用

"#$ 模式进行定量及初筛，采用 "%&’ 模式提供的

质谱全图进行确证的可行性。

! ! 此 外，分 别 在 尿 样 中 添 加 #%，$%% ,* + () 的 混

合标准溶液各 # 份，按“&/ $”节 中 的 前 处 理 方 法 处

理，按“&/ ’”节 中 的 G%!$" 条 件 进 行 "#$ 模 式 检

测，计算方法的精密度与回收率，结果见表 "。由表

" 可见，方法的回收率为 -%/ #H 0 &%’/ "H，相对标准

偏差（/".）小于 &#H，结果令人满意。

表 %# 定量方法的精密度和回收率（! & $）

()*+, %# B0,:.2.4/2 )/3 0,:49,0.,2 48 7C, <,7C43（! & $）

"12345,67
&DD7D +

（,* + ()）

I:1,D +
（,* + ()）

/76:J78B +
H

/". +
H

":45<:< #% "$ = * .# = * ’ = "
$%% &-$ = , ., = ’ & = %

08:>85,:<:< #% ’* = & -. = $ &" = *
$%% &#$ = . -, = " &’ = &

?3(:<:< #% "’ = , .- = & && = #
$%% &"& = % -% = # &" = .

%5847:<:< #% ’- = ’ -" = , &’ = &
$%% &-* = , .* = . && = &

@93:>8:<:< #% #& = - &%’ = " &$ = %
$%% &,# = $ .$ = , & = -

! ! %# 实际样品的测定

! ! 为了验证方法的可行性，收集了男性成年人服

药前及单剂量口服 &/ % (* 普萘洛尔后 -/ # K 的尿

样，采用所建立的方法进行测定。图 " 为普萘洛尔

阳性尿样与 空 白 尿 样 的 "#$ 模 式 L#% 对 比 图。从

图 " 中可以看出，与空白尿样相比，阳性尿中有明显

的普萘洛尔峰出现。这说明该方法能成功地应用于

!!阻断剂类药物的 检 测，可 以 应 用 于 体 育 运 动 中 该

类兴奋剂药物的控制。

图 %# 普萘洛尔（)）阳性尿样和（*）空白尿样的 %&’"(&$ 图

D.1! %# (47)+ .4/ :600,/7 :C04<)7410)<2 *? %&’ 48
E04E0)/4+4+ 48（ )）E42.7.9, 60./, )/3（ *）

*+)/; 60./,

! ! 上述 阳 性 尿 样 在 "%&’ 模 式 下 的 L#% 图（ 图

略）并没有 明 显 区 别 于 空 白 尿 样 的 特 征 峰 出 现，但

是对相应的保留时间进行质谱分析，发现其质谱图

与标准品的匹配率达 *%H 以上（ 见图 #），证明了普

萘洛尔的存在，可以用于该物质的定性。说明采取

灵敏度更高的方法用于初筛以避免漏检的必要性。

·’,"·



色 谱 第 !" 卷

图 !" （!）普萘洛尔阳性尿样和（"）标准品的质谱图

#$%& !" ’!(( ()*+,-! ". /0’ 12 )-1)-!31414 12（!）

)1($,$5* 6-$3* !37（"）,8* (,!37!-7

# # 对上述成年男性口服 $% & !" 普萘洛尔后在不

同时间 段 排 泄 的 尿 进 行 分 析，测 得 尿 代 谢 曲 线 图

（ 见图 "）。从图 " 可以看出，服药者在服药后 ’% ( #
时尿药浓度达到了峰值（!)% & $" % !&），随后尿药浓

度逐渐降低，服药后 !) # 的尿样中普萘洛尔的质量

浓度为 *% " $" % !&；!) # 之后在 ’() 模式下还可以

检出，但 ’*+, 模 式 下 得 到 的 质 谱 图 已 十 分 杂 乱，

不能对该尿样是否为阳性给予充分的确认，说明服

药 后 大 约 !) # 已 不 能 检 出 该 类 兴 奋 剂 药 物 。该 结

图 #" 口服 $% & 9% 普萘洛尔的尿代谢曲线

#$%& #" :-$3!-. *;+-*,$13 +6-5* 12 ,!<*3
$% & 9% )-1)-!31414 1-!44.

果对于 !-阻 断 剂 类 兴 奋 剂 阳 性 尿 样 的 最 佳 检 出 时

间给出了指导性的判据。

’" 结论

# # 建 立 了 同 时 对 !-阻 断 剂 的 .*-)’ 定 性、定 量

及确证的 分 析 方 法。提 出 了 切 实 可 行 的 尿 样 中 !-
阻断 剂 的 提 取 和 衍 生 方 法，比 较 了 ’() 模 式 和

’*+, 模式下定 量、定 性 特 性 的 区 别。用 有 更 高 检

测灵敏度的 ’() 模式制作了 ( 种 !-阻断 剂 的 尿 样

加标 工 作 曲 线，’() 方 法 的 检 出 限 为 &% ! + $% &
$" % !&，尿样的加标回收率为 ’&% (/ + $&*% )/，0’1
小于 $(/。所建立的方法成功地用于普萘洛尔阳性

尿样的检测，并绘制了男性志愿者单剂量口服普萘

洛尔后的尿代 谢 曲 线，得 出 在 服 药 ’% ( # 后 尿 药 浓

度达到峰值、!) # 后不能检出的结论。建立的方法

可以用于运 动 兴 奋 剂 检 测 中 !-阻 断 剂 类 药 物 滥 用

的控制。
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