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甲酸铵溶液"含
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甲酸#为流动相!采用梯度洗脱进行分离!标本经乙腈沉淀后进样!选用
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型质谱仪的多重反应监测"

)#)

#扫描方式进行检测$结果
!

氟西汀线性范围为
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$准

确度与精密度结果显示方法日间%日内变异均小于
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!相对偏差为
f'45.W
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'4.:W

!低%中%高
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个浓度提取回收率平均值均

大于
:5W

!基质效应小!稳定性好$结论
!

该方法快速%灵敏%专属性强%重现性高!可用于人体氟西汀血药浓度的监测及人体药

代动力学研究$
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氟西汀是一种选择性的
6&

羟色胺$
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%再摄取抑制药#

可特异性抑制
6&\>

再摄取#增加突触间隙
6&\>

的浓度#从

而实现抗抑郁的效果#氟西汀是全球使用最广泛的抗抑郁药

物)

(

*

'氟西汀无三环类抗抑郁药常见的抗胆碱(心血管(镇静

等不良反应#有很好的耐受性'氟西汀口服吸收良好#有首过

效应#生物利用度高#在体内分布广泛#可通过血脑屏障#血浆

蛋白结合率
:6W

#用药后
(
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'

周起效#清除半衰期平均为
(

!

9G

)
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'氟西汀由肝脏细胞色素
I-6.

$

R̂ I-6.

%酶进行氧化代

谢#生 成 活 性 代 谢 物 去 甲 氟 西 汀#现 已 证 明
R̂ I'R:
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R̂ I'R(:
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R̂ I'17

是介导代谢的主要
R̂ I-6.

同工酶#氟西

汀和去甲氟西汀均是同工酶
R̂ I-6.

浓度依赖性抑制剂#因此

氟西汀在治疗剂量下抑制自身代谢#从而导致不同个体间高度

的药代动力学差异)

7&8

*

'精神类药品的安全范围比较窄#且抑

郁症患者对于治疗的依从性差#对氟西汀进行血药浓度监测#

利于寻找疗效最佳(副反应最轻的适宜血药浓度#有一定的临

床意义)
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氟西汀最常见的体内定量检测方法主要有高效液相色谱
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法测试血浆需求量大$
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%#采用复杂的乙酸乙酯(

二氯甲烷等前处理方法#分析测试时间较长$

(
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法分析时间有所缩短#但液
&

液萃取的前处理方案也极

大地影响了工作效率#且定量下限较高&

2IQ&SR&)2
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或

SR&3C"
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法虽然能实现在线处理#节省前处理时间#但

成本往往较高#且需要特定的仪器设备'本文采用一步沉淀

法#建立了血浆中氟西汀
SR&)2

"
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快速定量方法#标本前处

理直接简便(成本低(灵敏度高#可用于人体氟西汀血药浓度的

监测及药代动力学研究'
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材料与方法

A4A

!

仪器与试剂
!

盐酸氟西汀对照品$中国药品生物制品检

定所#批号!

(..6(9&'..-.(

#纯度
::4:W

%&曲马多对照品$中国

药品生物制品检定所#批号!

('-'&'....(

#纯度
::46W

%'甲

醇(乙腈为色谱纯#其他试剂均为分析纯'

9'../>E,

D

型液相

色谱
&

串联质谱仪#配有电喷雾离子化源$

Q2V

%及
%=,A

M

<+(464(

数据处理软件#购自美国
%
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A"*G]"?<

M
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公司&

%
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高效液相色谱系统#包括四元输液泵#自动进样器#切换

阀#美国
%

H

"A*=+

公司'储备液!精密称取
((4(5!

H

盐酸氟西

汀对照品$相当于氟西汀
(.4..!

H

%#置
(..!S

量瓶中#加乙

腈水$

(c(

#

@

"
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%溶解#并稀释至刻度#配制成
.4(.!

H

"

!S

的

氟西汀储备液'标准曲线溶液!精密量取氟西汀储备液适量#

乙腈稀释至标准曲线浓度#分别为
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'精密量取氟西汀储备液适量#乙腈稀释至质控

标本浓度#分别为
.47

(

64.

(

-.4.=
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"
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'内标!精密称量

(.4..!

H

曲马多对照品#置
(..!S

容量瓶中#加乙腈溶解并

稀释至刻度#配制成
.4(!

H

"

!S

的曲马多储备液#取适量储备

液乙腈稀释至浓度
64.=

H

"
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方法

A4B4A
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色 谱 条 件
!

色 谱 柱 采 用
%
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柱

$

-47!!g(6.!!

#
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!

%&流动相采用乙腈
&(!!?A

"

S

甲酸

铵溶液$含
.4(W

甲酸%#洗脱方式为梯度洗脱$见表
(

%&流动相

流速为
(!S

"

!"=

&柱温为
-6h

&进样量
'.

%

S

'

表
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梯度条件

时间$
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% 流速$
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S
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% 乙腈$
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甲酸铵$

W

%
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!

质谱条件
!

离子源!电喷雾离子化源&离子喷射电压!

6

6..Z

&温度!

66.h

&源内气体
(

$

T2(

#

$

'

%压力!

9-6NI,

&气体

'

$

T2'

#

$

'

%压力!

-(-NI,

&气帘气体$

$

'

%压力!

(95NI,

&扫描

方式为多重反应监测$

)#)

%&碰撞气$

$

'

%压力!

)*G"B!

&氟西

汀(曲马多解簇电压$

1I

%分别为
'.

(

'6Z

&碰撞能量$

RQ

%分别

为
((

(

-.*Z

&氟西汀(曲马多用于定量分析的离子反应分别为

质荷比$

!

"

b

%

9(.4'

*

(-54'

和
!

"

b'7-4'

*

654(

&氟西汀用于

定性分析的离子反应为
!

"

b9(.4'

*

((84'
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血浆标本处理
!

精密取氟西汀血浆标本
(..

%

S

置
(46

!SQI

管中#加入内标曲马多溶液
6.

%

S

#加入沉淀剂乙腈
(6.

%

S

#涡旋
(!"=

(离心
6!"=

$

(9'..E

"

!"=

%#取上清液进样
SR&

)2

"

)2

定量分析#进样量
'.

%

S

'

B

!

结
!!

果

B4A

!

方法学验证结果
!

$

(

%质谱分析!将氟西汀(曲马多贮备

液用乙腈稀释至适当浓度#采用针泵进样#按+

(4'4'

质谱条

件,项#进行碎片离子分析#相应的二级扫描质谱图见图
(

$见

.国际检验医学杂志/网站+论文附件,%'$

'

%特异性!分别取受

试者空白血浆#空白血浆加入氟西汀标准系列溶液#以及口服

盐酸氟西汀分散片后的实际标本#按+

(4'49

血浆标本处理,项

操作#进行质谱分析'氟西汀和内标曲马多的保留时间分别为

'488

(

'476!"=

#单个标本的测试时间为
64..!"=

#见图
'

$见

.国际检验医学杂志/网站+论文附件,%'结果表明内源性物质

不干扰氟西汀和曲马多的测定'$

9

%线性!以血浆中待测物浓

度为横坐标#待测物与内标的峰面积比值为纵坐标#用加权最

小二乘法进行线性回归#典 型 方 程 为!

) [.4.'9'G d

.4...((5

$

,[.4::77

%#根据标准曲线#氟西汀的线性范围为

.49.

!

6.4.=

H

"

!S

#定量下限为
.49.=

H

"

!S

'$

-

%准确度与

精密度!方法学考察浓度为
.47..

(

64..

(

-.4.=

H

"

!S

#考察批

次为
9

次#结果见表
'

'结果表明#此方法的精密度和准确度

偏差均在
e(6W

以内'$

6

%提取回收率和基质效应!取空白血

浆
(..

%

S

#制备低(中(高
9

个浓度的质控标本#每浓度
9

个标

本#进行
SR&)2

"

)2

分析#获得相应峰面积&同时分别另取空

白血浆各
(..

%

S

#加入沉淀剂乙腈
'..

%

S

#涡旋
(!"=

(离心
6

!"=

$

(9'..E

"

!"=

%#上清液全部取出后氮气吹干#加入相应浓

度的标准溶液
(..

%

S

#内标
6.

%

S

#补加水
(..

%

S

#涡旋
(!"=

#

进样
'.

%

S

进行
SR&)2

"

)2

分析#获得相应峰面积&以每一浓

度两种处理方法的测得浓度比值计算提取回收率#氟西汀低(

中(高
9

个浓度提取回收率分别为$

:549e646

%

W

($

::45e

747

%

W

($

:545e94:

%

W

#内标提取回收率为$

(.(45e64'

%

W

'

以蒸馏水代替空白血浆#进行上述相应操作制备基质效应考察

标本'以每一浓度两种处理方法的测得峰面积比值计算基质

效应#氟西汀和内标曲马多的基质效应分别为$

f(48:e

.495

%

W

和$

-4'-e.4:(

%

W

'结果表明!血浆标本中氟西汀和

内标曲马多提取回收率均较高且稳定#血浆对氟西汀和内标曲

马多的基质效应均较小$

$

6W

%'$

7

%稳定性!分别在
f'.h

反复冻融
9

次#

f'.h

下冻存
(-.G

#进样器放置
(.C

$

'[9

%#

9

种条件下考察方法的稳定性#结果见表
9

#表明氟西汀在这
9

种条件下的稳定性良好'

表
'

!!

血浆中氟西汀
SR&)2

)

)2

测定方法的准确度与

!!!

精密度$

'[(5

%

理论值

$

=

H

"

!S

%

测定值

$

=

H

"

!S

%

标准差

$

=

H

"

!S

%

相对偏差

$

W

%

日内变异

$

W

%

日间变异

$

W

%

.47.. .4659 .4.-' f'45. 847. .4.-

64.. 64(. .49'9 '4.: 64:9 5485

-.4. -.47 '4996 (467 -48( (.47:

表
9

!!

氟西汀
SR&)2

)

)2

测定方法的
9

种稳定性考察结果$

/

%

理论值

$

=

H

"

!S

%

9

次冻融

测得值$

=

H

"

!S

% 相对偏差$

W

%

冰冻
(-.G

测得值$

=

H

"

!S

% 相对偏差$

W

%

室温放置
(.C

测得值$

=

H

"

!S

% 相对偏差$

W

%

.47.. .47-' 74:- .47(8 '485 .47.5 (499

64.. 6499 746( 64-( 54(5 64.86 (46.

-.4. -.4: '496 9:4' f(4:( 9:4' f(4:(
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方法学应用
!

选取
-.

名健康受试者#每人口服盐酸氟西

汀分散片
(

片$商品名!百忧解&规格!

'.

毫克"片&由礼来制药

有限公司提供%#分别于服药前$

.C

%和服药后
'

(

-

(

6

(

7

(

8

(

5

(

:

(

(.

(

('

(

'-

(

-5

(

:7

(

(--

(

(:'

(

997C

#经静脉留置针取前臂静脉血

94.!S

#置乙二胺四乙酸二钾抗凝试管中#离心分离血浆#保

存于
f'.h

冰箱中冷冻待测#经测试并绘制平均血药浓度
&

时

间曲线#峰值时间$

>

!,P

%为$

648'6e(45-.

%

C

#峰浓度$

R

!,P

%为

$

(7476.e-48:8

%

=

H

"

!S

#半衰期$

+

(

"

'

%为$

-(4(-9e(84:65

%

C

#

从
.

时至特定时间
+

的浓度
&

时间曲线下面积$

%0R

.&+

%为

$

5.(46'-e--64-6.

%

=

H

-

C

"

!S

#从
.

时至无限时浓度
&

时间曲

-
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线下面积$

%0R

.&

i

%为$

5-94(97e-654.:-

%

=

H

-

C

"

!S

#氟西汀

个体差异较大$变异系数大于
9.W

%#见图
9

'

图
9

!!

-.

名健康受试者口服
'.!

H

盐酸氟西汀分散片

(

片后平均血药浓度
&

时间曲线

C

!

讨
!!

论

!!

用
SR&)2

"

)2

法监测血药浓度或进行药代动力学研究#

具有选择性好#灵敏度高#分析时间短等优点#已普遍地应用于

相关研究'本试验在不影响灵敏度的前提下#血浆标本的前处

理采用了极其简便的一步沉淀蛋白法#极大地缩短了前处理时

间#提高了工作效率'氟西汀碱性极弱#在
R

(5

色谱柱上保留

较强#采用乙腈和甲酸铵水溶液梯度洗脱可以得到较好的分离

效果#不需要对流动相进行酸化或碱化而引入过多干扰因素#

流动相加入甲酸铵#可以为质谱离子化提供质子#减少基质抑

制并提高信噪比'本研究选用孔径和内径较大的色谱柱进行

分离#采用梯度洗脱可以得到较好的色谱峰#峰宽仅
.4(!"=

#

并且能够降低梯度延迟效应#缩短分析时间'研究发现#氟西

汀在
Q2V

源正离子方式下)

)d\

*

d

$

!

"

b9(.4'

%信号高于

)

)d$\-

*

d

()

)d$,

*

d和负离子化信号#选用
!

"

b9(.4'

作

为
)#)

扫描方式的母离子#二级碎片扫描时
!

"

b(-54'

远高

于
!

"

b((84'

等#选用
!

"

b(-54'

作为子离子进行定量'在梯

度洗脱条件下#内标的选择相对来说比较容易#内标选用本研

究室现有的对照品曲马多(安定等进行考察#发现曲马多液相

行为与氟西汀较一致#峰型极好'由于氟西汀和内标曲马多出

峰时间为
'47

!

'45!"=

#试验中通过质谱切换阀使液相流出物

在
'4'

!

94.!"=

进入质谱分析#其余时间段均流入废液缸#减

少了色谱前沿强极性化合物干扰#有效减少了基质效应'

本研究中#健康受试者口服盐酸氟西汀分散片
'.!

H

后#

>

!,P

为$

648'6e(45-.

%

C

#

R

!,P

为$

(7476.e-48:8

%

=

H

"

!S

#

+

(

"

'
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-(4(-9e(84:65

%

C

#
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#氟西汀个体差

异较大$变异系数大于
9.W

%#在药代动力学和生物等效性研

究中需要适当增加健康受试者例数'

本研究建立了快速定量血浆中氟西汀的
SR&)2

"

)2

方

法#本方法生物标本需求量少(前处理简便(灵敏度高(重现性

好#适用于临床药代动力学研究和治疗药物监测'
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续表
9

!!

肝功能试剂盘多元回归分析

项目
统计

参数
截距 斜率 携带污染 非线性 漂移

%2>

$

0

"

S

% 数值
f.4896 (4.(9 f.47(- .4..( f.4.77

2 f'4-78 (4-85 f.458( '4958 f.466:

TT>

$

0

"

S

% 数值
.4(96 (4..9 .4.6: .4... .4.:'

2 .46'5 .4959 .4.9: .4989 .4:'.

%SI

$

0

"

S

% 数值
f.4-7: (4..5 f.4(6. .4... .4.('

2 f(4-76 .48.8 f.4.96 .4.87 .4.9-

%1%

$

0

"

S

% 数值
f.4(6: (4.(' .4(-: .4..( f.4.'.

2 f.48.8 (4:85 .4'6. '495' f.4(86

S%I

$

0

"

S

% 数值
.4.9- (4..( f(469-f.4..( f.4.('

2 f.46.9 .49-' f(4-98f.4887 f.4(8:

>]%

$

!?A

"

S

% 数值
f.4988 (4..- '499.f.4..( f.4.-7

2 f'4696 .45:: 94:(.f.478' f(4.-.

TS0

$

!!?A

"

S

% 数值
.4..8 (4... f.4'.' .4... .4..(

2 .4'-5 .4:(8 f'4:5- '48-: .4(66

%)^

$

0

"

S

% 数值
f.4.:6 (4..6 .4..7 .4... .4..:

2 .465' .49.6 .4.6: .4(:9 f.4(99

C

!

讨
!!

论

!!

IXR>

分析仪主要优点在于检测速度快(操作简便#以及

易实现小型化(便携式等#逐渐受到关注)

7&(.

*

'近年来#随着微

流控芯片加工技术的迅速发展和微流控分析方法研究的不断

深入#微流控分析系统在
IXR>

分析仪中的应用使其具备了

大型分析仪的部分功能'基于微流控芯片技术的
IXR>

分析

仪已实现了标本用量少(操作简便(无交叉污染(可自动化分析

等目标#开创了
IXR>

发展新局面#已成为当前检验医学的研

究热点和发展趋势)

((

*

'

本研究参照
QI(.&%'

文件的要求#对宁波美康保生生物

医学工程有限公司开发的全自动快速$干式%

IXR>

生化分析

仪及配套干式微管生物芯片肝功能试剂盘进行了初步评估'

偏倚评价结果显示#各项目低(中(高值标本检测结果的绝对偏

倚均在允许偏倚范围内#临床可接受#并且多元回归分析结果

亦显示检测结果回归曲线的斜率(截距
+

值范围为
f-47

!

-47

$

B

(

.4.6

%#说明各项目检测准确度都较好'精密度分析结果

显示#各项目低(中(高值标本检测结果的总不精密度均小于允

许总不精密度$

6W

%#说明其精密度也符合临床应用的要求'

多元回归分析结果显示#携带污染(非线性差异均无统计学意

义$

B

$

.4.6

%#说明各项目检测结果具有良好的线性#携带污

染率低#能较好地满足临床检测的要求'因此#由便携式

IXR>

生化分析仪及配套干式微管生物芯片肝功能试剂盘组

成的分析系统具有较高的临床应用价值#可在临床实践中推广

使用'
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