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摘要

在 Agilent 220 四极杆离子阱系统上采用 CI-MS 模式开发了一种鉴定及定量生物样品中戊

巴比妥的方法。戊巴比妥的工作线性范围为 2-20 µg/mL。对于戊巴比妥的分析，在减少

样品基质干扰、提高信噪比同时兼具高选择性和灵敏度方面，气相色谱四极杆离子阱质谱

联用仪的优势不可低估。

前言

戊巴比妥是一种短效巴比妥类药物，可供口服、肌注或直肠给药，有游离酸和钠盐两种

形式。人用范围包括癫痫治疗、术前镇静、短期催眠、降低颅内压和诱导昏迷。

本应用简报介绍血清、全血、玻璃体液、尿液或组织匀浆中戊巴比妥的分析方法。分析

最少需要 1.0 mL 样品。

每等份样品加入戊巴比妥 d-5 作为内标。采用氯仿/异丙醇对 pH 6.8 的样品溶液进行提

取。浓缩提取溶剂然后采用 CI-四极杆离子阱质谱仪进行分析。
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实验部分

标准品与试剂

试剂 –氯仿/异丙醇（9:1混合物），甲醇 – HPLC级。磷酸氢二

钠 (Na2HPO4)、磷酸二氢钾 (KH2PO4)磷酸盐缓冲液（100 mM，

pH 6.8）（用 1 L去离子水溶解 7.1 g Na2HPO4
和 3.4 g KH2PO4

，

再用磷酸调 pH 至 6.8）

标准储备液 – 戊巴比妥 (1 mg/mL) 和戊巴比妥 d-5 (1 mg/mL) 购

自 Cerilliant 公司。

质控储备液 – 戊巴比妥 (1 mg/mL)购自 Alltech/Grace 公司。

工作校准标准液 – 50 µg/mL 戊巴比妥溶液（将 0.5 mL 1 mg/mL

的 Cerilliant 标准储备液加 9.5 mL 去离子水稀释）。

工作内标溶液 – 30 µg/mL 的戊巴比妥 d-5 溶液（将 300 µL 的

Cerilliant 标准储备液加 9.7 mL 去离子水稀释）。

工作质控标准溶液 – 50 µg/mL的戊巴比妥质控溶液，采用

1 mg/mL 的 Alltech/Grace 标准储备液 0.5 mL 加 9.5 mL 去离子

水稀释而得。

于 4–8 °C 下贮存，1 年内稳定。

对照和校准标准溶液

阴性对照 – 不含药的全血得自美国红十字会，用生理盐水 (0.9%)

1:1 稀释，于 -20 °C 下贮存，1 年内稳定。

低浓度对照 – (5 µg/mL) 在 16 × 100 mm 带标记的萃取管中，将

50 µL 工作戊巴比妥质控标准储备液加入 450 µL 空白血液。

高浓度质控 – (15 µg/mL) 在 16 × 100 mm 带标记的萃取管中，

将 150 µL 工作戊巴比妥质控标准储备液加入 350 µL 空白血液。

在带标记的 16 × 100 mm 萃取管中，采用工作标准液和无药血液

制备校准曲线用系列溶液，具体如下：

样品前处理

1. 移取 500 µL 各样品和阴性对照加到带标记的 16 x 100 mm 萃

取管中

2. 向样品、配制好的校准溶液和对照中加入 100 µL 工作内标溶液

3. 向各管内加入 500 µL 100 mM 的磷酸盐缓冲液 (pH 6.8) 以及

10 mL 氯仿:异丙醇 (9:1)

4. 加盖

5. 涡旋混合 10 min，然后以 3000 rpm 的转速离心至少 10 min

6. 去除上层水相，过滤氯仿（有机）层至洁净的 16 x 100 mm

一次性试管中，40 °C下氮气吹干

7. 用 200 µL 甲醇复溶各干燥的提取物

8. 转移至带内插管的自动进样瓶中，加盖，转到 GC-MS 分析

色谱柱 DB-5MS 或同等色谱柱，25 m x 200 mm，0.33 µm

进样量 1 µL

进样模式 不分流

进样口温度 250 °C

载气 氦气

柱流速 1.3 mL/min

柱箱程序 70 °C，保持 1 min
以 25 °C/min 的速度升至 310 °C，保持 4.4 min

调谐 自动调谐

采集 CI-Scan 40-450 da

CI 试剂 甲醇

溶剂延迟 4.0 min

MS 温度 离子阱 210 °C，支管 50 °C，传输管线 310 °C

靶标 5,000

灯丝电流 10 µA

化合物 保留时间 (min) 定量离子 定性离子

戊巴比妥 7.99 227 157/228

戊巴比妥 d-5 8.02 232 162/233

GC/MS 离子阱分析

四极杆离子阱MS 条件

2 µg/mL -20 µL 标准液和 480 µL 无药血液，

5 µg/mL -50 µL 标准液和 450 µL 无药血液，

10 µg/mL -100 µL 标准液和 400 µL 无药血液，

20 µg/mL -200 µL 标准液和 300 µL 无药血液。
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结果与讨论

使用以下标准确定戊巴比妥的存在和含量：

• 可接受的色谱分析结果（峰分离度、峰对称性、无残留污染）

• 存在选择的定量和定性离子

• 离子比在相应校准值的 ±20% 以内

• 与最近一次校准的保留时间相比，测试样本中可能存在的戊

巴比妥的保留时间应在其 ±2% 以内

• 使用戊巴比妥和内标定量离子的峰面积进行定量分析

• 根据用每个校准溶液浓度对其相对响应回归得到的校准曲线，

通过比较未知样品和对照样品的相对响应来实现定量分析

• 阳性对照的测定结果必须在目标范围内，阴性对照中不得检

出戊巴比妥

线性 2–20 µg/mL

检测限 (LOD) 1 µg/mL

定量限 (LOQ) 2 µg/mL

低于 1 µg/mL的样品测定结果将被报告为阴性。

介于 1 - 2 µg/mL 的分析结果将被报告为低于 2 µg/mL。

干扰 未知
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结论

本应用简报采用戊巴比妥 d-5 作为内标建立了一种灵敏度高、选

择性好的测定生物样品中戊巴比妥的可靠方法。针对戊巴比妥的

分析，气相色谱四极杆离子阱 CI-MS 的优势不可低估。在减少样

品基质干扰、改善信噪比以及兼具高选择性和灵敏性方面，气相

色谱四极杆离子阱 CI-MS 为戊巴比妥分析提供了可信度更高的解

决方案。气相色谱四极杆离子阱 CI-MS 分析具有减少假阳性和假

阴性的潜力，还能在所得的结果中实现更高的可信度。使用上文

所列的优化方法，可为法医实验室提供一种快速且目的性强的

GC/CI-MS 方法去解决当今的戊巴比妥分析难题。阳性对照与阴

性对照联合使用，保证了定量分析的准确度，并排除未知生物样

品分析的假阴性。多种样品基质中戊巴比妥的分析均获得了低检

测限 (µg/mL)。
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