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液相色谱 -质谱法测定大鼠全血中 3种 CYP450 探针药物

李继印 1），李树华 1），赵文嵩 2），杨红梅 2），方 平 2），李 林 1），李 虹 2）

（1） 昆明医科大学法医学院，云南 昆明 650500 ；2） 云南省公安厅司法鉴定中心，云南 昆明 650228）

［摘要］ 目的 建立大鼠全血中 3 种 CYP450 探针药物咖啡因 （CYP1A2）、咪达唑仑 （CYP3A1） 和氯唑沙

宗 （CYP2E1） 的 HPLC-MS/MS 分析方法．方法 样品经甲醇蛋白沉淀后，用高效液相色谱 - 串联质谱仪检测，

采用多个特征离子对定性及外标标准曲线法对 3 种 CYP450 探针药物定量分析．结果 大鼠全血中咖啡因在 5～

100 ng/mL 浓度范围内线性良好 （r＝0.9999），咪达唑仑在 1～100 ng/mL 浓度范围内线性良好 （r＝1.0000），氯唑

沙宗在 1~100 ng/mL 浓度范围内线性良好 （r＝1.0000），最低定量限分别为 1 ng/mL、0.05 ng/mL 和 0.1 ng/mL；3

种 CYP450 探针药物的提取回收率均高于 90%，日内及日间精密度均小于 10%．结论 该方法灵敏度高、重现性

好、操作简便快速，可适用于 cocktaiL 探针药物法评价 CYP450 酶的活性研究及法医学鉴定．
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［Abstract］ Objective To develop a rapid and sensitive method for the simultaneous analysis of three

cytochrome P450 probe substrates （caffeine、midazolam and chlorzoxazone） in rat blood by LC-ESI- MS/MS

method．Methods The samples were precipitated with methanol and analyzed with HPLC- MS/MS method．

Multiple characteristic ion pairs were adopted to three cytochrome P450 probe substrates for qualitative analysis and

the external standard method was adopted to three cytochrome P450 probe substrates for quantitative analysis．

Results The linear ranges were 5～100 ng/mL for caffeine （r＝0.9999）、1～100 ng/mL for midazolam （r＝
1.0000）、1～100 ng/mL for chlorzoxazone （r＝1.0000） and their detection limits were 1 ng/mL、0.05 ng/mL and

0.1 ng/mL， respectively．The extract recoveries of three cytochrome P450 probe substrates were above 90％，

intra- and inter-day precisions were all less than 10%．Conclusion The method is accurate、sensitive、specific

and simple and can be used to evaluate CYP450 enzyme activity and forensic medical identification．
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以附子类 （附子、川乌和草乌） 为代表的中

草药，具有镇痛、抗炎、抗癫痫、抗肿瘤、提高

免疫力等 [1，2]多种生理活性，常被用于治疗各种疑

难杂症，但因毒性强，安全范围窄，中毒案件不

断发生，尤以附子类药酒中毒居多.由于附子类药

物主要活性和毒性成分为乌头碱、次乌头碱和新

乌头碱，目前，国内外对乌头类生物碱的研究主

要集中在心脏、神经毒性以及抗炎作用[3，4]等方面.

笔者为解决法医学实践中的乌头类药物中毒问题，

采用 Cocktail 探针药物法研究草乌酒对大鼠肝脏

CYP1 A2、CYP3 A1、CYP2 E1 亚型的影响 [5-8]，为

研究草乌酒对大鼠肝脏 CYP450 酶的调控机制提供

依据 .咖啡因，咪达唑仑和氯唑沙宗分别是

CYP1A2、CYP3A1、CYP2E1 的探针药物，可以特

异性地反应 3 个亚酶的活性；因此，本研究建立

了检测 3 种 CYP450 探针药物的 HPLC-MS/MS 法，

该方法灵敏度高于文献报道的方法[9-13]，且稳定性

好、准确性高、实用性较强.

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物 雄性 SD 大鼠 30 只，体重

（280±20）g，购自湖南斯莱克景达实验动物有限公司.

1.1.2 主要试剂 咖啡因 （caffee，CAF）、咪达唑

仑 （midazolam，MDZ）、氯唑沙宗 （chlorzoxazone，

CLZ） 均购自中国药品食品检定研究院；乙腈、甲

醇为色谱纯，甲酸、氨水为分析纯，实验用水为

屈臣氏去离子水.

1.1.3 仪器 HPLC-MS/MS 三重四极杆串联质谱

仪，配为 AgiLent1290 型高效液相色谱仪 （Analyst
R software 工作站） 和 AB SCIEX 4000Q TRAP 串联

质谱仪，电喷雾离子源 （ESI） .

1.2 方法

1.2.1 分析条件 液相条件：ACQUITY UPLC R

BEH C18 色谱柱 （2.1 mm×50 mm，1.7 滋m）；流

动相：A 为乙腈，B 为 0.1%甲酸水溶液.洗脱梯度：

0 ~0.8 min，流动相 A 为 1%；0.8 ～2.5 min，流动

相 A 由 1%升到 99%；2.5 ～3.5 min，流动相 A 为

99%；3.5 ～3.6 min，流动相 A 由 99%降到 1%；

3.6 ～6 min，流动相 A 为到 1%.进样体积：5 滋L，

流速 0.3 mL/min，保留时间 7 min，柱温 40℃.

质谱条件：电喷雾离子源分别采用正离子

（ESI+） 和负离子扫描 （ESI-），多反应检测

（MRM），三重四极杆检测器．3 种 CYP450 探针药

物定量离子对的质谱参数见表 1.

表 1 3 种 CYP450 探针药物的质谱参数

Tab. 1 The Mass parameters of three CYP450 probe substrates

待测物 母离子 子离子 扫描模式 DP（伏) EP（伏) CE（伏) CXP（伏)

咖啡因 195.1 138.1 ESI+ 70 10 27 12

咪达唑仑 326.0 291.3 ESI+ 100 10 38 12

氯唑沙宗 168.0 132.2 ESI- -100 -10 -29 -15

1.2.2 实验大鼠处理 实验大鼠随机平均分为空

白组、乙醇组、单草乌组、低草乌酒组和高草乌

酒组 （每组 6 只），每组大鼠分别经对应药剂诱导

15 d 后，按照体重剂量注射 3 种 CYP450 探针药物

的混合物 （吐温 -20 和生理盐水溶解），并于注射

前和注射后 3、5、10、15、30、60、90、120、

240、480、720、1 440 min 尾静脉采血．

1.2.3 样品处理 取 5~20 滋L 大鼠全血于 EP 管

中，加入适量甲醇，振荡 3 min、超声 10 min、离

心 10 min，取上清液经有机滤膜 （13 mm×0.22

滋m） 过滤后待检．

1.2.4 标准系列溶液的配制 精密称取咖啡因、

咪达唑仑和氯唑沙宗标准品各 10.0 mg 于 10 mL 容

量瓶中，配成 1.0 mg/mL 的甲醇标准储备液，置 4

℃冰箱保存.以甲醇标准储备液配制咖啡因、咪达

唑仑和氯唑沙宗的系列混标溶液 （1 ng/mL、5

ng/mL、10 ng/mL、20 ng/mL、25 ng/mL、50 ng/mL

和 100 ng/mL），以及 10 ng/mL、50 ng/mL、 100

ng/mL 的低、中、高三种基质加标溶液及基质后加

标溶液．
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图 1 自上而下依次为咖啡因、咪达唑仑和氯唑沙宗的谱图

Fig .1 The chromatograms of caffeine、midazolam and chlorzoxazone from top to bottom

样品空白血 基质加标溶液

图 2 流动相酸、碱性对 3种 CYP450 探针药物的影响

Fig. 2 Effects of acid and alkalinity of the mobile

phase on three CYP450 probe substrates

图 3 氯唑沙宗在碱性流动相中的响应

Fig. 3 The response of chlorzoxazone

2 结果

2.1 系统适应性试验

在前述检测条件下，空白血、基质加标溶液

和样品中咖啡因、咪达唑仑和氯唑沙宗的谱图详

见图 1，其保留时间 （Rt） 分别为 2.05 min、2.48

min 和 2.18 min.空白血样中不含有 3 种 CYP450 探

针药物，且空白基质对 3 种 CYP450 探针药物的测

定无干扰.

2.2 流动相酸碱性条件的选择

分别用流动相 0.1%氨水 - 水溶液、0.1%甲酸

- 水溶液和 0.3%甲酸 - 水溶液对基质加标溶液

（40 ng/mL） 进行分析，结果见图 2、图 3：氯唑沙

宗在碱性流动相中出现双峰，因此选用酸性流动

相；在酸性流动相为 0.1%甲酸 - 水溶液中咖啡因



图 4样品中咖啡因经乙腈处理后的响应

Fig. 4 The response of caffeine in samples in alkaline

mobile phase after treatment with acetonitrile

表 3 3 种 CYP450 探针药物的提取回收率、基质效应、准确度、精密度和稳定性 （x±s）
Tab. 3 The extract recoveries 、matrix effects、accuracies、precisions and stabilities of three CYP450 probe

substrates （x±s）

表 2 3 种 CYP450 探针药物的线性与检测灵敏度

Tab. 2 The linearities and detection sensitivities of three CYP450 probe substrates

待测物 线性 线性范围 相关系数 （r） 最低检出限 最低定量限

咖啡因 A=1.51e3 C +3.36e3 5～100 ng/mL 0.9999 0.3 ng/mL 1 ng/mL

咪达唑仑 A=1.74 e4C + 3.16e3 1～100 ng/mL 1.0000 0.01 ng/mL 0.05 ng/mL

氯唑沙宗 A = 886 C + 506 1～100 ng/mL 1.0000 0. 05 ng/mL 0. 1 ng/mL

目标物
浓度

（ng/mL）
RSD% 准确度(%) 回收率（%）

基质效应

（%）
稳定性（ng/mL）

日内 日间 短期稳定性 冻融稳定性

10 8.2 2.5 101.0±8.0 102.5±4.8 105.3±4.1 10.0±0.5 10.0±0.3

50 1.0 1.0 99.3±1.8 100.1±4.4 95.3±8.3 50.1±0.9 51.1±0.5

100 2.5 1.3 97.4±7.4 99.7±6.9 98.1±2.4 97.5±1.1 99.4±1.0

10 5.3 2.9 97.7±6.8 100.1±5.8 101.2±2.4 9.1±0.1 9.9±0.2

50 1.1 0.9 100.4±6.1 100.4±5.9 98.7±1.7 48.9±0.5 48.7±0.5

100 1.3 0.6 98.9±2.6 101.5±5.9 92.4±1.2 96.5±1.1 97.4±0.6

10 2.5 2.0 97.6±5.0 96.9±4.4 101.0±1.2 9.3±0.1 9.8±0.1

50 1.9 1.3 98.7±5.1 96.7±5.5 99.2±4.6 52.5±0.5 50.1±0.7

100 3.4 1.0 98.0±5.4 103.0±7.7 99.1±1.0 100.3±1.3 101.0±1.0

咖啡因

咪达唑仑

氯唑沙宗
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和氯唑沙宗响度高，而咪达唑仑几乎无改变，因

此本实验选用 0.1%甲酸 - 水溶液作为流动相.

2.3 提取溶剂的选择

本实验分别选用乙腈和甲醇对大鼠全血进行

前处理后进样分析，结果见图 4，以乙腈为提取和

定容溶剂时，咖啡因的色谱峰为双峰.因此，本实

验选用甲醇作为前处理及定容溶剂.

2.4 线性范围与检出限、定量限

用 HPLC-MS/MS 法测定 3 种 CYP450 探针药

物的系列混标溶液，以定量离子的积分峰面积为

纵坐标，浓度 C 为横坐标，绘制 3 种 CYP450 探针

药物的外标标准曲线，检出限 （LOD） 以信噪比

（S/N） 大于 3 为评价标准，定量限 （LOQ） 以信噪

比大于 10 为标准；3 种 CYP450 探针药物的线性

方程、检出限和定量限见表 2.

2.5 回收率、准确度、精密度和基质效应

在 1.2.1 条件下分别对 10 ng/mL、50 ng/mL、

100 ng/mL 的低、中、高 3 种基质加标溶液、基质

后加标溶液和混标溶液进样分析 （n＝6），考察 3

种 CYP450 探针药物在低、中、高 3 种浓度中的提

取回收率、基质效应、准确度、日内和日间精密

度 （表 3）．结果表明，该检测方法具有良好的准

确度、精密度、提取回收率和较好的基质效应.

2.6 样品稳定性

配制一定浓度的低、中、高 3 种基质加标大

鼠血，室温放置 24 h 及经过 3 次冻融循环后，按

1.2.3 方法处理基质加标大鼠血成浓度分别为 10

ng/m、50 ng/m、100 ng/m 的基质加标溶液 （n＝6），

并在 1.2.1 条件下测定，考察其短期稳定性及解冻

稳定性.结果表明，3 种 CYP450 探针药物在上述条
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件下均稳定 （表 3） .

2.7 实验大鼠血样检测

用 HPLC- MS/MS 法对 30 只大鼠中 300 余份

大鼠血样中 3 种探针药物进行检验分析，结果表

明：该方法检测灵敏度高，专属性强，操作简便、

快捷，满足研究的检测需求．

3 讨论

本文分别对酸性和碱性流动相进行了考察，

当以流动相为乙腈 -0.1%氨水水溶液进行梯度洗脱

时，氯唑沙宗色谱图会出现双峰，基底效应干扰

大，故本文选用酸性流动相进行梯度洗脱．与此

同时，本文分别对甲醇和乙腈两种前处理溶剂进

行了比较分析，当用乙腈作为前处理及定溶溶剂

时，咖啡因色谱图会出现双峰，这可能是因为咖

啡因分子极性强，基底效应高，故本文选用甲醇

作为前处理及定溶溶剂．

由于 3 种探针药物咖啡因、咪达唑仑和氯唑

沙宗在大鼠体内的药物代谢动力学特征不同，且

同一只大鼠连续不同时间点采集的血中 3 种探针

药物的血药浓度差异较大，因此，对检测方法的

线性范围、灵敏度、稳定性要求较高．本文建立

的检测 3 种探针药物的 HPLC-MS/MS 法，样品前

处理简便快速，回收率高，检测线性范围控制在

100 ng/mL 以内，对仪器残留污染小；灵敏度高，

便于低血药浓度血样的处理和检测；稳定性好，

确保检测结果准确可靠．

本文建立的方法，能准确、快速的测定大鼠

全血中咖啡因、咪达唑仑和氯唑沙宗 3 种探针药

物，可推广于药物代谢研究和法医学鉴定．
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