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摘要 目的: 建立检测一种人血浆中阿米替林液相色谱 -串联质谱 ( LC - MS /MS)的方法。方法: 加入地西泮为内标, 血浆中

的药物用乙醚液 -液萃取去蛋白。采用 Ag ilent Zorbax SB- C18 ( 211 mm @ 150 mm, 5 Lm )柱, 流动相为甲醇 - 01 1% 甲酸溶液

( 70B30, v /v )。采用电喷雾离子源 ( ESI),正离子检测, 多反应监测 ( m ultiple reaction m onito ring, MRM )方式进行定量分析阿米

替林, 监测碎片离子峰分别为 m /z 233, 91(阿米替林 )和 m /z 257, 222(内标 )。结果: 血浆中阿米替林检测方法的线性范围为

21 08~ 1040 ng# mL - 1,最低检测限为 0152 ng# mL- 1,平均萃取回收率在 6715% ~ 7515%之间, 日内和日间精密度 RSD都小

于 7%。结论:本方法简单、灵敏,可用于临床毒物分析和药物动力学研究。

关键词: 液相色谱 -串联质谱; 血浆;阿米替林

中图分类号: R917 文献标识码: A 文章编码: 0254- 1793( 2009) 11- 1846- 04

LC-MS /M S determ ination of am itriptyline

in human plasma
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Abstract Objec tive: To deve lop an LC - M S /M S m ethod for determ inat ion of am itripty line in hum an plasma.

Methods: A fter addition of d iazepam as in ternal standard, liqu id- liquid extraction w as used to produce a protein-

free extract by using ehty l ether. Chromatograph ic separation w as achieved on a Zorbax SB - C18 ( 2. 1 mm @

150mm, 5 Lm) columnw ithmethanol- wa ter conta in ing 0. 1% form ic acid( 70B30, v /v ) asmob ile phase. E lectros-

pray ion ization( ESI) source w as applied and operated in positive ion mode, mu ltiple reaction monitoring (MRM )

mode w as used to quantify am itripty line using targe t fragmen t ionsm /z 233, 91 for am itripty line andm /z 257, 222

for the IS. Results: Ca libration p lo ts w ere linear over the range o f 2108- 1040 ng# mL
- 1

for am itriptyline in p las-

ma. L im it o f detection( LOD) fo r am itripty line w as 0152 ng# mL
- 1
. M ean extract ive recovery of am itripty line from

plasmaw as in the range o f 6715% - 7515% . RSDs of in tra- day and inter- day prec ision w ere less than 7%, re-

spective ly. Conclusion: Th isme thod is simple and sensitive enough to be used in clin ic tox icolog ical ana lysis and

pharm acokinet ic research for de term inat ion of am itripty line in human plasma.
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阿米替林,为临床最常用的三环类抗抑郁药,能

选择性地抑制中枢突触部位对去甲肾上腺素的再摄

取,其抗抑郁作用相似于丙米嗪,可使抑郁症患者情

绪提高,对思缓慢、行为迟缓及食欲不振等症状能有

所改善。药物过量,会烦躁不安、谵妄、昏迷、可出现

严重的抗胆碱能反应或癫痫发作等中毒症状。

测定血中阿米替林含量可采用高效液相色谱法

( HPLC )
[ 1, 2 ]
、气相色谱 /质谱联用色谱法 ( GC -

M S)
[ 3]
和高效液相色谱 /串联质谱联用法 ( LC- M S,

LC- M S /M S)
[ 4~ 6]

,但作者未见国内 LC- M S /M S测
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定的文献报道。本研究所建立的 LC- M S /M S法测

定血浆中阿米替林浓度,具有灵敏度高、样品前处理

简单、准确度高、快速等特点,可用于人血浆中阿米

替林的低浓度测定, 为阿米替林的临床毒物分析与

药代动力学研究提供研究方法。

1 材料与方法

1. 1 仪器与试药 德国 B ruker公司 Esqu ire HCT

质谱仪,配 ESI(电喷雾离子源 ), 美国 Ag ilent 1200

HPLC, MWD检测器。甲醇 (德国 M erck公司 ), 甲

酸 (色谱纯,美国 Ted ia公司 ) ,水 (法国 M illipore超

纯水系统 ) , 对照品盐酸阿米替林 (批号 100518 -

200401)和地西泮 (批号 171225- 200302)均来源于

中国药品生物制品检定所。空白血浆来自无用药史

的健康志愿者 (温州医学院附属第一医院 ) , - 20 e

条件下保存。

112 分析条件
质谱条件: ESI(电喷雾离子源 ), 正离子检测,

雾化气压力设为 206185 kPa; 干燥气 (N 2 )流速设为

7 L# m in
- 1
,干燥气温度设为 350 e 。多反应监测

(MRM )方式定量,阿米替林 278y 233和 91,裂解振

幅电压设为 0130 V; 地西泮 285y 257和 222,裂解

振幅电压设为 0140 V。
色谱条件:柱温 30 e , 流速 013 mL# m in

- 1
,色

谱柱为 Zorbax SB- C18 ( 211mm @ 150 mm, 5 Lm ),

流动相为甲醇 - 011%甲酸 ( 70: 30 , v /v ) , 检测波长

254 nm,进样量 10 LL。

113 溶液的配制 精密称取阿米替林对照品 1014
mg,甲醇溶解并定容于 10 mL量瓶中, 得阿米替林

的浓度为 1104 mg# mL
- 1
的对照品储备液,于 4 e

冰箱中保存待用, 临用前用甲醇稀释。精密称取地

西泮对照品 1012 mg用甲醇稀释配制浓度为 1102
mg# mL

- 1
的地西泮储备液, 置 4 e 冰箱中保存待

用, 临用前用甲醇稀释。

114 样品前处理 取含药血浆 015 mL, 置 10 mL

具塞刻度离心试管中,加 1 Lg# mL
- 1
的内标地西泮

溶液 50 LL,涡旋振荡 30 s,加入 1 mo l# L
- 1
氢氧化

钠溶液 100 LL,涡旋振荡 30 s,加乙醚 3mL,涡旋振

荡 1m in, 3000 r# m in
- 1
离心 3 m in, 取上清液, 置刻

度试管中, 50 e 空气流吹干。用 200 LL流动相溶

解残渣,进样 10 LL进行 LC- M S /M S分析。

2 实验结果

211 方法专属性  本文色谱条件下测得的典型色
谱图见图 1, 阿米替林保留时间为 211m in, 内标地

西泮保留时间为 313m in。考察了 5份健康人的空

白血浆,血浆中的杂质均不干扰样品峰和内标峰,且

峰形良好。

图 1 阿米替林 ( 1)和地西泮 ( 2) LC- M S /M S色谱图

Fig 1 LC- MS /M S chrom atogram s of am itriptylin e( 1) and in tern al standard diazepam ( 2)

A.空白血浆 ( b lank p lasm a) B.阿米替林对照品 ( 104 ng# mL)和内标血浆 [ b lank plasm a sp iked w ith am itriptylin e( 104 ng# mL ) and in tern al

s tandard]  C.中毒者血浆 ( hum an p lasm a after po ison ing)
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212 监测离子的选择 图 2显示的是阿米替林和

内标地西泮在范围 m /z 50~ 400下得到的二级质谱

图。阿米替林母离子 [M + H ]
+
m /z 278的主要碎

片峰有 233, 191, 155, 91,由于 m /z 233, 91的灵敏度

最高, 且样品中没有干扰, 故选用 233和 91作为阿

米替林的监测离子。地西泮母离子 [M + H ]
+
m /z

285的主要碎片峰有 m /z 257, 222, 193, 154, 105,因

m /z 257, 222灵敏度合适, 故选作地西泮的监测离

子。

图 2 阿米替林 (A )和内标地西泮 ( B)的二级质谱图

Fig 2 The second grade m ass spectra of am itriptyline (A ) and in ternal

s tandard d iazepam ( B)

213 线性关系与检测限 取空白血浆 015 mL置
10 mL离心管中,精密加入不同量的对照品溶液,配

制成含阿米替林浓度分别为 2108, 1014, 52, 104,
208, 520, 1040 ng# mL

- 1
, 得 7个点系列浓度对照品

血浆。按照 / 1140项下方法处理后进样 10 LL。记

录阿米替林和内标峰面积, 以两者比值 Y对浓度 C

进行线性回归,得线性方程为:

Y= 11523 C+ 016912 r = 019965( n = 7)

血浆中阿米替林浓度在 2108~ 1040 ng# mL
- 1
范围

内线性关系良好。在信噪比 S /N = 3的条件下, 血

浆中阿米替林的最低检测限为 0152 ng# mL
- 1
。

214 回收率与精密度试验 取空白血浆 015mL置
10 mL离心管中,精密加入不同量的对照品溶液,配

制成 1040, 104, 1014 ng# mL
- 1
高、中、低 3个浓度的

对照品血浆,按照 / 1140项下方法处理, 平行操作 5

份,以测得的峰面积与相应的浓度对照品溶液峰面

积对比,计算萃取回收率;以血浆标准曲线测得量与

阿米替林加入量的比值计算方法回收率。分别于当

日和连续 5 d内测定, 计算日内和日间 RSD。结果

见表 1。

表 1 阿米替林回收率与精密度测定 (n= 5)

Tab 1 R ecovery and intra- day and in ter- day

precision of am itriptyline

C

/ng# mL - 1

平均方法

回收率

( m ean me thod

recove ry ) /%

平均萃取

回收率 ( mean

ex traction

recovery ) /%

精密度 ( precision), RSD /%

日内

( intra- day )

日间

( inter- day )

1014 9913 6715 315 614

104 9817 7213 214 316

1040 10114 7515 211 214

215 稳定性试验
21511 融冻条件下的稳定性 取空白血浆 015 mL
置 10 mL离心管中,精密加入不同量的对照品溶液

配制成 1040, 104, 1014 ng# mL
- 1
高、中、低 3种浓度

对照品血浆各 5份, 在 24 h内 25~ - 20 e 之间反
复融冻 3次,按 / 1140项下方法进行操作, 分别计算

阿米替林浓度, 3者浓度变异均小于 15% ,说明阿米

替林在融冻条件下稳定。

21512 长期稳定性 配制 1040, 104, 1014 ng#

mL
- 1
高、中、低 3种浓度对照品血浆各 5份,置于 -

20 e 考察 20 d,分别于 0, 10, 20 d按 / 1140项方法
操作,分别计算阿米替林浓度, 3者浓度变异均小于

15% ,说明阿米替林在 - 20 e 条件下保存 20 d稳

定。

21513  室温条件下稳定性  配制 1040, 104,

1014 ng# mL
- 1
高、中、低浓度对照品血浆各 5份, 室

温放置 2 h,按 / 1140项下方法进行操作, 3者浓度变

异均小于 10%。配制 1040, 104, 1014 ng# mL
- 1
高、

中、低浓度对照品血浆各 5份,预处理后的阿米替林

血浆室温放置 12 h, 再进样分析, 3者浓度变异均小

于 15%。

216 临床应用  2008年 10月 20日, 陈某, 男, 30

岁, 中 午 12: 00 时, 自 服 阿 米 替 林 100 片

( 25mg#片 - 1
),服后渐由昏睡进入昏迷, 昏迷 1 h后

当天下午 15: 30人住本院, 抽血离心, 取血浆 015
mL,按 / 1140项下方法处理后, 进样 10 LL进行分

析, 结果血浆阿米替林的浓度为 643 ng# mL
- 1
。

3 讨论

311 HPLC法检测血浆中阿米替林
[ 1, 2 ]
虽然成本

低, 但是有运行时间久、灵敏度不高的缺点, 不适合
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于血浆中低浓度的阿米替林的测定。GC- M S法
[ 3]

样品需气化,前处理比较复杂, 检测时间较长, 不适

合临床快速分析。文献 [ 5]利用短柱 ( 50 mm @

416mm, 5 Lm )分析样品, 虽然有利于缩短检测时

间,但是 110mL# m in
- 1
的流速, 不利于样品的离子

化, ES I离子源, 最佳流速是 012~ 013 mL# m in
- 1
,

高流速不利于离子化,会影响质谱的灵敏度。文献

[ 4, 6]采用固相萃取法,虽然处理完的样品较干净,

但操作较复杂、费时。本实验采用 MRM二级质谱

定量, 比文献 [ 6]的一级质谱, 更具有专一性、准确

性。本文建立的 LC- M S /M S方法对阿米替林的响

应很好,可以排除血浆杂质干扰, 具有灵敏度高、样

品前处理简单、快速的特点。

312 本实验选择内标时,对艾司唑仑、地西泮、硝西

泮、氯氮平、氯丙嗪等分别进行了考察。在相同的提

取方法和选定的质谱 -色谱条件下, 艾司唑仑、硝西

泮、氯氮平与阿米替林的保留时间太接近,而氯丙嗪

的信号太弱。地西泮与被测物提取方法相同, 质谱

离子化性质相似,峰形良好, 与阿米替林分离较好,

所以选择它作为内标。

313 试验中发现以甲醇作为流动相中的有机溶剂
时,阿米替林质谱响应要高于以乙腈为流动相中的

有机溶剂时的响应。同时为了提高待测物离子化效

率, 向流动相系统中加入少量甲酸, 当比例为甲

醇 - 011%甲酸溶液 ( 70B30)时,阿米替林及内标与

内源性杂质充分分离, 有效避免了由于沉淀蛋白带

来的离子抑制。

314 本实验还考察了 ESI和 APC I 2种模式检测阿

米替林灵敏度的差异。在选定的流动相系统下,采

用 ES I或 APC I方式监测阿米替林, [M + H ]
+
m /z

278峰较强,因此选择 [M + H ]
+
峰为母离子。 2种

方式下产生的二级碎片离子均以 m /z 233和 91最

强, 并且响应强度稳定, 经过母离子峰和二级离子峰

共同优化后发现,在 ESI方式下,二级离子的响应强

度是 APC I方式的 2倍,这正是由于 2种离子源所具

有的不同离子化机制造成的。
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