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摘要

本应⽤纪要介绍了⼀种快速、简化的固相萃取⽅案和LC-MS/MS⽅法⽤于分析尿液样品中的苯⼆氮卓类药物及其代

谢物。

Oasis MCX吸附剂特有的⽔可浸润性使我们能够省去常⽤的活化和平衡步骤，并且回收率或重现性不会受到任何损

失。Oasis的这⼀特性还⽀持整个⽔解步骤在Oasis MCX μElution板的孔内完成，免除了耗时且容易出错的转移步

骤，使孵育后的步骤总数从9个减少到5个。将此萃取⽅案与CORTECS C18+⾊谱柱的⾊谱分离，以及Xevo TQ-S 

micro质谱仪的⾼灵敏度、⾼重现性定量分析相结合，我们得到了⼀种快速、⾼效且准确度极⾼的分析⽅法。该⽅

法⽐液-液萃取法更简单、快速且易于操作，⽐反相SPE⽅法可得到更洁净的样品，同时为这类重要化合物的分析

提供了优异的灵敏度、准确度和精密度。

优势

快速、简便地制备尿液样品⽤于苯⼆氮卓类药物的分析■

与液-液萃取法相⽐，显著节省了溶剂⽤量和处置成本■

所有化合物获得⼀致的回收率■
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优异的准确度和重现性■

所有样品预处理和萃取均在孔内完成，免除转移步骤■

与反相SPE⽅法相⽐，基质效应更低■

简介

苯⼆氮卓类药物具有镇静、抗焦虑和催眠作⽤，因此是常⽤的处⽅药1。 这类药物的作⽤机制是：增强神经递质γ-

氨基丁酸(GABA)的抑制作⽤。2001年全美因苯⼆氮卓类药物过量致死的⼈数不到1,600⼈，2014年增加到

8,000⼈，增⻓了600%，超过了除海洛因以外的任何其他药物类别2。 所谓的“Z-drugs”（唑吡坦和佐匹克隆

）是常⽤的助眠药，其作⽤⽅式与苯⼆氮卓类药物相似1。 虽然近年来LC-MS/MS在苯⼆氮卓类药物分析中的应⽤

有所增加，但许多已发表的研究仍然依赖于费⼒的液-液萃取技术3-5。 这些技术存在⼀些缺点，包括需要逐个处理

各个样品、需要使⽤有毒溶剂，以及需要在萃取后蒸发和复溶样品。

本应⽤纪要详细介绍了⼀种样品制备和LC-MS/MS分析策略，可⽤于在法医毒理学应⽤中分析苯⼆氮卓类药物、代

谢物和Z-drugs的综合性药物组。Waters Oasis MCX µElution板在原有固相萃取(SPE)⽅法的基础上进⾏了精简

和改良，⽤于从尿液样品中快速萃取这组药物和代谢物。所有的样品制备步骤（包括酶⽔解）均在Oasis MCX 

µElution板的孔内进⾏，由于省去了活化和平衡步骤，使萃取⽅法得以简化。这种简化的⼯作流程尽可能减少了

样品转移步骤，同时仍然获得了出⾊且可重现的定量结果。本研究的⾊谱分离⼯作使⽤CORTECS UPLC C18+⾊谱

柱完成，并使⽤Xevo TQ-S micro质谱仪进⾏检测。萃取回收率⾮常⾼，平均达到91%，并且与反相SPE⽅法相⽐

，使⽤混合模式吸附剂降低了基质效应。CORTECS UPLC C18+⾊谱柱使所有⽬标分析物与具有相同标准质量的内

标实现了基线分离，从⽽消除了标记内标与天然化合物之间发⽣⾊谱⼲扰的⻛险。批次内和批次间质控样品的平

均准确度均在标称值的5%以内。

我们还使⽤CORTECS UPLC C18+ 2.7 µm⾊谱柱(3.0 x 100 mm) (p/n 186007372)以相同的⽅法进⾏了HPLC分析

。分离效率与使⽤1.6 µm⾊谱柱(p/n 186007402)时相同，柱压保持在4000 psi以下，分离时间仅增加了30%。

实验

所有标准品均购⾃Cerilliant（德克萨斯州圆⽯）。除氟西泮外，其余所有化合物均使⽤了氘代内标。使⽤甲醇配

制储备液。每天⽤80:20⽔:甲醇稀释标准储备液，配制⼯作标准溶液。使⽤⼯作标准溶液制备尿液样品的标曲溶液
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和QC样品。表1中列出了所有分析物的保留时间、MS离⼦对和其他参数。

表1.本应⽤中分析的苯⼆氮卓类药物及其代谢物的分析物列表、保留时间和MS参数。

1将奥沙西泮的⺟离⼦设置为289，以避免在m/z 287处观察到硝西泮-d5的⼲扰。

样品预处理

将200 µL尿液加⼊Oasis MCX µElution板的各个孔中，并加⼊20 µL内标溶液(250 ng/mL)和200 µL包含10 µ

g/mL β-葡糖醛酸酶的0.5 M醋酸铵缓冲液(pH 5.0)（Sigma Aldrich，P. vulgate，85k单位/mL）。将整个板置于

50 °C下孵育1⼩时，然后⽤200 µL 4% H3PO4淬灭。 
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SPE萃取

利⽤真空将经过预处理的样品吸⼊吸附床中。随后依次⽤200 µL 0.02 N HCl和200 µL 20%甲醇溶液清洗萃取板。

清洗完成后，在⾼真空环境（约15英⼨汞柱）下使板⼲燥30秒。⽤每次25 µL含5%浓氨⽔(Fisher, 28%~30%)的

60:40⼄腈:甲醇溶液对萃取板洗脱2次。⽤100 µL样品稀释剂（2%⼄腈:1%甲酸的MilliQ⽔溶液）稀释所有样品。

该萃取⽅案的⼯作流程图如图1所⽰。

图1.使⽤Oasis MCX µElution板分析尿液样品中的苯⼆氮卓类药物时所⽤萃

取⽅法的详细信息。酶⽔解和样品预处理均在萃取板的孔内进⾏，尽可能

减少了转移步骤。免除了活化和平衡步骤，极⼤地简化了操作流程。

⽅法条件

液相⾊谱条件

系统： ACQUITY UPLC I-Class (FL)
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⾊谱柱： CORTECS UPLC C18+ 1.6 μm, 2.1 x 100 mm (p/n: 

186007402)

柱温： 30 °C

样品温度： 10 °C

进样体积： 5 μL

流速： 0.5 mL/min

流动相A (MPA)： 0.01%甲酸的MilliQ⽔溶液

流动相B (MPB)： 0.01%甲酸的⼄腈(ACN)溶液

梯度： 初始条件为90:10 MPA:MPB。MPB的百分⽐在5 

min内增加⾄50%，到5.25 min时增加⾄95%，在

95%下保持0.75 min，并在0.1 min内回到10%。

质谱条件

系统： Xevo TQ-S micro

电离模式： ESI+

检测： MRM（离⼦对针对各化合物进⾏了优化，表1）

⽑细管电压： 0.5 kV

碰撞能量： 针对各化合物优化（请参⻅表1）

锥孔电压： 针对各化合物优化（请参⻅表1）
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数据管理

带TargetLynx定量应⽤软件的MassLynx软件 

分析物回收率按照以下公式计算：

其中，A = 所提取样品的峰⾯积，B = 在提取后加⼊化合物的所提取基质样品的峰⾯积。

结果与讨论

⾊谱分析

表1中列出了所有测试化合物，图2展⽰了它们的⾊谱图。表1还列出了所有化合物的保留时间和MS条件。本应⽤

评估了⼏种⾊谱柱，其中只有CORTECS UPLC C18+⾊谱柱的选择性能够使所有潜在的⼲扰峰实现基线分离。两对

关键化合物的⾊谱图⻅图3。虽然氯硝西泮-d4 (R.T. 4.08)对劳拉西泮的主要MRM (323>277)有轻微⼲扰，但这两

个峰实现了基线分离。即使在LLOQ (0.5 ng/mL)⽔平，氯硝西泮内标也不会⼲扰劳拉西泮，不会影响该峰的定量

。另⼀对关键化合物是阿普唑仑-d5和氟硝西泮。在本研究中，可以在阿普唑仑-d5 (314.1>210.1)的MRM谱图中

看到氟硝西泮的⼲扰。但是，这些峰均实现了基线分离，可确保即使在ULOQ (500 ng/mL)⽔平，氟硝西泮也不会

影响阿普唑仑内标时的积分和定量。
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图2.本应⽤中分析的苯⼆氮卓类药物的⾊谱图。有关化合物图例，请参⻅表1。⾊谱柱：CORTECS 

UPLC C18+ 1.6 µm, 2.1 x 100 mm。
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图3.使⽤CORTECS UPLC C18+ 1.6 µm⾊谱柱分离关键分析物对获得的⾊谱图。A. 氯硝西泮-d4对劳拉

西泮的MRM有⼲扰，但⼆者在该⾊谱柱上实现了基线分离。B. 4.33 min处的阿普唑仑-d5与4.42 min

处的氟硝西泮实现了基线分离。

我们还使⽤CORTECS UPLC C18+ 2.7 µm⾊谱柱(3.0 x 100 mm)和ACQUITY UPLC H-Class系统对这组样品进⾏了

HPLC分析。表2⽐较了UPLC和HPLC⽅法的保留时间。所有关键化合物对在HPLC条件下也实现了有效分离，系统

压⼒上限低于4000 psi。最晚洗脱的峰地西泮的保留时间从5.14增加⾄6.69，仅增加30%，溶剂梯度持续时间从

7分钟增加⾄9分钟。保留时间增加可能是由于HPLC⾊谱柱的内径较⼤(3.0 mm vs 2.1 mm)导致流动相线性流速

降低，以及溶剂梯度斜率减⼩。如果是在传统HPLC系统上运⾏，则系统延迟体积的增加可能会导致峰宽增加。不

过，CORTECS UPLC C18+⾊谱柱的可扩展性可以直接实现这项调整。虽然ACQUITY UPLC系统的分离速度更快、

更⾼效，但必要时仍可以在HPLC仪器上执⾏该⽅法。

回收率和基质效应

图4显⽰了来⾃四次单独实验的整组化合物的综合萃取回收率。回收率在76%~102%范围内，平均值为91%，表现

出优异的萃取效率。四次实验的回收率也较为⼀致，变异系数(%CV)在5.2%~15%范围内，平均值为8.6%。本研

究使⽤的萃取⽅法对适⽤于碱性化合物的传统MCX⽅法进⾏了改进。由于氯硝西泮、氟硝西泮和阿普唑仑等化合
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物的pKa值较低，因此本研究将传统MCX⽅法的第⼀个清洗步骤使⽤的2%甲酸⽔溶液改为0.02 N盐酸，确保这些

化合物在MCX吸附剂上发⽣离⼦交换保留。在⽅法开发过程中开展的⼀系列实验表明，清洗步骤中甲醇浓度超过

20%会导致酸性苯⼆氮卓类药物（例如奥沙西泮、劳拉西泮和替⻢西泮）出现损失。因此，将第⼆个清洗步骤中

有机溶剂清洗液的甲醇浓度设置为20%，这是可以使⽤的最⾼浓度，不会导致分析物在清洗步骤中出现损失。这

些改进⼤幅提⾼了反相保留和离⼦交换保留性能，使整组苯⼆氮卓类药物都能够⾼效、⾼选择性地完成萃取。 

表2.苯⼆氮卓类药物和Z-drugs的UPLC和HPLC保留时间
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图4.本应⽤中化合物的萃取回收率。图中所⽰的值为四次独⽴萃取的平均值。由图可⻅

回收率在76%~102.5%范围内，平均回收率为91%。对吸附剂直接上样，不进⾏活化和

平衡，并未影响分析物回收率。

Oasis吸附剂所具有的⽔可浸润性为该⽅法带来了两⼤主要优势：⽆需活化和平衡即可直接上样，且所有⽔解和预

处理都可以在SPE板的孔内进⾏。传统的六步混合模式SPE⽅法简化为只有四步，省去了活化和平衡步骤。这种简

化并不影响⽅法的萃取效率（未展⽰相关数据），这得益于Oasis吸附剂的⽔可浸润性。这⼀特性也使所有样品⽔

解和预处理都可以在96孔板的孔内进⾏，⽆需将样品从孵育容器转移到SPE板，该步骤既耗时⼜容易出错。将在

Oasis MCX µElution板的孔中孵育后的样品与4% H3PO4简单混合，淬灭⽔解反应并使碱性苯⼆氮卓类药物离⼦化

，然后直接吸附到吸附剂上。没有在任何⽅法开发或验证实验中发现液体渗漏或孔堵塞现象。总体⽽⾔，与传统

SPE⼯作流程相⽐，该⽅法省去了活化、平衡、将样品转移⾄SPE设备以及样品蒸发步骤，使孵育后的步骤数从

9个减少到5个。

图5显⽰了基质效应。与分析物回收率⼀样，直接上样的样品与吸附剂经过活化和平衡后上样的样品之间的基质效

应相当。本研究还⽐较了使⽤Oasis PRiME HLB的传统反相萃取⽅法的基质效应。使⽤Oasis MCX µElution板制

得的样品的绝对基质效应为17.7%，使⽤Oasis PRiME HLB制得的样品的绝对基质效应为25.3%（未展⽰相关数据

），证明混合模式SPE对这组分析物具有出⾊的净化效果。

10通过简化混合模式样品制备策略对尿液样品中的苯⼆氮卓类药物和Z-drugs进⾏LC-MS/MS分析



图5.苯⼆氮卓类药物的基质效应。与使⽤反相吸附剂(Oasis HLB)时⾼达25.3%的基质效

应相⽐，Oasis MCX混合模式SPE板将绝对基质效应降⾄17.7%。

定量结果

我们制备浓度范围为0.5 ng/mL~500 ng/mL的所有化合物，并绘制了校正曲线，所有化合物的LOQ均为0.5 

ng/mL，ULOQ为500 ng/mL。配制的质控样品的浓度为1.5、7.5、75和300 ng/mL。校正数据汇总于表3中。在

所有校正曲线中，有6条曲线采⽤1/x加权的线性曲线进⾏拟合，其余15条曲线采⽤1/x加权的⼆次曲线进⾏最佳拟

合。图6显⽰了采⽤线性曲线（硝西泮、阿普唑仑）和⼆次拟合曲线（地西泮、7-氨基氯硝西泮）进⾏最佳拟合的

化合物⽰例。⽆论使⽤哪种函数，校正曲线的拟合度都⾮常出⾊，完全符合⽅法的分析需求。  在所有化合物中

，有17种化合物的R2值⼤于或等于0.999，其余化合物的R2值⼤于或等于0.997。表3还表明，所有化合物的平均

偏差%均⼩于10%。此外，表4和表5显⽰了批次内和批次间QC结果。批次内结果显⽰出优异的准确度和精密度。

所有化合物在四个QC⽔平下的平均准确度分别为107.8%、98.5%、97.5%和97.5%。在三个⾼QC⽔平（7.5、

75和300 ng/mL）下，所有化合物的准确度均在⽬标值的10%以内，且所有%CV均⼩于10%。表5所⽰的批次间

结果甚⾄更好，四个QC⽔平下的平均准确度分别为102.1%、99.3%、98.2%和96.8%。各化合物的CV在

1.1%~9.0%范围内。这些⾼⽔平的准确度和精密度证明了Oasis MCX吸附剂和萃取技术的⼀致性及可靠性，并证

明即使在该分析中使⽤孔内⽔解和直接吸附剂上样，也不会影响结果质量。这些结果还表明，采⽤的⼆次曲线符

合预期⽬标，满⾜分析需求。
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表3.本应⽤中所有化合物的校正数据汇总。平均偏差%是指曲

线上所有校正点的偏差绝对值的平均值。
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图6.苯⼆氮卓类药物的代表性校正曲线。硝西泮和阿普唑仑采⽤1/x线性曲线拟合，地西泮和7-氨基氯硝西泮采⽤

1/x加权的⼆次曲线进⾏最佳拟合。
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表4.批次内QC结果。N=6。图中所⽰的平均值为每个QC⽔平下每种化合物的平均值以及所有化合物的平均值。
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表5.批次间QC结果。所⽰值为四个单独的萃取批次的平均值和%CV。图中所⽰的平均值为每个QC⽔平下每种化合

物的平均值以及所有化合物的平均值。

结论

本应⽤纪要介绍了⼀种快速、简化的固相萃取⽅案和LC-MS/MS⽅法，⽤于在临床研究中分析尿液样品中的苯⼆氮

卓类药物及其代谢物。Oasis MCX吸附剂特有的⽔可浸润性使我们能够省去常⽤的活化和平衡步骤，并且回收率或

重现性不会受到任何损失。Oasis的这⼀特性还⽀持整个⽔解步骤在Oasis MCX µElution板的孔内完成，免除了耗

时且容易出错的转移步骤，使孵育后的步骤总数从九个减少到五个。将此萃取⽅案与CORTECS UPLC C18+⾊谱柱

的⾊谱分离，以及Xevo TQ-S micro的⾼灵敏度、⾼重现性定量分析相结合，我们得到了⼀种快速、⾼效且准确度

极⾼的分析⽅法。该⽅法⽐液-液萃取法更简单、快速且易于操作，⽐反相SPE⽅法可得到更洁净的样品，同时为

这类重要化合物的分析提供了优异的灵敏度、准确度和精密度。
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