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　　美托拉宗 (metolazone)是一种较新的利尿剂 [ 1 ]
, 在 2004年国际反兴奋剂的禁用表中明确提出禁用。

利尿剂属于兴奋剂中重要的一大类 , 一方面 , 利尿剂可在涉及重量级别的比赛 (如举重 , 拳击等 )中减

轻体重 , 另外还有可能作为掩蔽剂使用稀释其他兴奋剂 , 因此在比赛及赛外抽查中均必须检查 [ 2 ]。常

规利尿剂大多采用高效液相色谱 (HPLC)及气相色谱 -质谱联用 ( GC - MS)的检测方法 [ 3 - 4 ]
, 近年来 ,

随着液相色谱 -质谱联用 (LC - MS)技术的发展 , 越来越多实验室开始采用 LC - MS的检测方法检测利

尿剂 [ 5 - 6 ]。本文对人尿中的美托拉宗的检测方法进行了研究 , 建立了快速高效的 HPLC - MS的检测方

法 , 并已成功应用于兴奋剂的检测。

1　实验部分

111　药品与试剂
美托拉宗 (metolazone)由韩国兴奋剂实验室提供。乙腈为 Fisher生产 , 其它试剂皆为国产分析纯试

剂。二次水由娃哈哈纯净水经 M illi2Q纯水器处理所得。

112　仪器与条件
美国 Agilent公司 HP1100高效液相色谱 -质谱仪 , 配有自动进样器 , 二极管阵列检测器 (DAD )及

电喷雾接口 ( ESI) , 分析柱为 ZorbaxSB 2C18 (150 mm ×211 mm, 填料为 C18, 粒度为 5μm)。

干燥气温度 : 300℃, 干燥气流速 : 7 L /m in, 雾化气压力. : 35 p si, 毛细管电压 : 3 000 V。正离子

模式 ; 流动相采用 pH 315甲酸胺缓冲液 (A)与乙腈 (B )进行梯度洗脱 , 淋洗梯度 : 0101 m in, A 85% ,

B15% ; 20 m in, A 25% , B75% , 运行时间 : 20 m in。

113　样品处理

取尿样两份各 3 mL, 分别加入酸性固体缓冲剂 (磷酸二氢钠与磷酸氢二钠体积比 99: 1, pH 510) ,

碱性固体缓冲剂 (碳酸氢钠与碳酸钾体积比 3: 2, pH 910) 015 g, 然后各加入 4 mL乙酸乙酯 , 振荡提

取 15 m in, 离心分离出有机相 , 酸性部分加入 2 mL 5%醋酸铅溶液 , 振荡离心 , 取有机相 , 酸碱有机

相合并吹干 , 溶解残渣于初始流动相中进样。

2　结果与讨论

211　美托拉宗的液相色谱 /紫外光谱 -质谱 (HPLC /UV 2MS)行为
按上述 HPLC条件 , 用 Zorbax SB 2C18分析柱进行分析 , 美托拉宗可在 1117 m in时得到检测。图 1

展示了美托拉宗的正离子模式下的质谱图及其特征的紫外光谱 , 根据在色谱中的保留时间及其特征的

紫外光谱、质谱 , 可初步筛选并确认出尿中可疑化合物的存在。

美托拉宗的质谱在正离子及负离子模式均可检测 , 用正离子模式灵敏度稍好 , 约是负离子的两倍

左右。图 2为美托拉宗的结构示意图 , 与其他类似化合物一样 , 美托拉宗的苄基和磺酸基比较容易丢

失 , 正离子模式下形成 m / z 259, m / z 179, 负离子模式下形成 m / z 257, m / z 177。

212　美托拉宗的回收率及检出限
分别取不同量的美托拉宗标准品溶液加入空白尿中 , 按上述方法酸性或碱性提取后分别进样分析 ,

获得酸提和碱提的回收率分别为 87% ( n = 3)和 92% ( n = 3)。观察各进样量下获得的色谱图 , 找出其

最小进样量 , 以 3倍信噪比测定检出限 , 按绝对进样量计算 , 该利尿剂的检出限为 012 ng, 完全可以

满足国际奥委会对检出限的要求 (MRPL)。
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213　尿样的检测

根据文献报道 [ 1 ]
, 美托拉宗在服药后主要以原型方式代谢。我们将一定量美托拉宗添加至人尿中

进行提取 , 然后分析检测 , 观察了尿液基质对测定的影响和干扰情况 , 发现正离子模式在 200～300 V

碎裂碰撞电压条件下的背景干扰较小 , 可获得较满意的全谱 , 满足世界反兴奋剂委员会 (WADA )对实

验室确证结果的要求。图 3为美托拉宗模拟阳性尿的 HPLC色谱及质谱图。在实际常规检测中 , 对于

可疑样品 , 还可以通过其特征的紫外图谱进行对照。

图 3　美托拉宗模拟阳性尿的 HPLC色谱 (A)及质谱图 (B)
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Determ ination of Cortisol in Marine Fish Serum Samp les

by UPLC - Q2TOF2MS

Ab s trac t: A sensitive analytical method on cortisol in marine fish serum was established using ultra perform2
ance liquid chromatography - quadrupole2time of flight mass spectrometry (UPLC - Q2TOF MS). The cortisol in

marine fish serum was extracted with chloroform, dried under nitrogen gas, and solved in 1: 1 methanol - H2 O

for analysis, with dexamethasone as internal standard. The mass spectrometry was performed in reflective time2
of2flight using electron sp raying ionization in negative mode, with m / z 40712 for cortisol and 43712 for dexam2
ethasone, respectively. The results showed efficient separation of cortisol and dexamethasone are achieved on

BEH C18 column. The linearity was good with the equation : Y = 010154X + 010451, from 0 to 200 ng/mL,

with correlation coefficient of 01999 3 and low detection lim it of 1164 pg. The average recovery was from

9313% to 9811% , with SD less than 10%. U sing this method, corsitol in yellow croaker and Japanese sea

bass collected in N ingbo China, were determ ined with content ranged from 0 to 15181 ng/mL.
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The Analysis of Metolazone U sing LC - MS in Human U rine

Q IN Yang, ZHANG J ian2li
(China Dop ing Control Center, National Research Institute of SportsMedicine, The State Sport General

Adm inistration, Beijing　100029, China)

Ab s trac t: A sensitive and reliable p rocedure for analysis of metolazone in human urine by HPLC2MS was de2
scribes. The extraction recovery of liquid2liquid extraction (LLE) at various pH were studied. The detection

lim it of the compound was below 012ng at absolute amount. It is suitable for metolazone screening and confir2
mation in dop ing control.
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