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UPLC-MS/MS 法同时测定人血浆中卡马西平、拉莫三嗪、氯硝西泮、

地西泮及其代谢物奥沙西泮浓度 
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摘要：目的  建立同时测定人血浆中卡马西平、拉莫三嗪、氯硝西泮、地西泮及其代谢物奥沙西泮浓度的方法。方法  采

用超高效液相色谱-质谱联用法(UPLC-MS/MS) 噁，以磺胺甲 唑(SMZ)为内标，血浆经甲醇直接沉淀后进样分析。色谱柱

为 Waters ACQUITY UPLC HSS PFP 柱(2.1 mm×100 mm，1.8 μm)，流动相为 0.1%甲酸的 5 mmol·L1 乙酸铵水溶液-0.1%

甲酸的甲醇溶液(0~5 min，35∶65→10∶90)，流速为 0.2 mL·min1。电喷雾离子源，正离子多反应监测扫描分析，卡马西

平、拉莫三嗪、氯硝西泮、地西泮和奥沙西泮的离子对分别为 m/z 237.0→194.06、m/z 255.98→144.95、m/z 316.01→270.0、

m/z 285.04→193.07 和 m/z 287.02→241 噁；内标磺胺甲 唑的离子对为 m/z 253.96→91.97。结果  卡马西平、拉莫三嗪、氯

硝西泮、地西泮和奥沙西泮血药浓度分别在 2.4~600 ng·mL1(r=0.999 7)，2.52~630 ng·mL1(r=0.992 0)，2.08~520 ng·mL1 

(r=0.997 9)，2.28~570 ng·mL1(r=0.998 2)，8.0~800 ng·mL1(r=0.999 2)线性关系良好；最低检出限分别为 0.24，0.63，0.52，

0.57，3.2 ng·mL1。日内、日间精密度均<15%；提取回收率均>70%，且 RSD<15%。结论  该方法灵敏、快速、专属性

强，可用于临床血药浓度测定及药动学研究。 
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Simultaneous Determination of Carbamazepine, Lamotrigine, Clonazepam, Diazepam and Oxazepam in 
Human Plasma by UPLC-MS/MS 
 
WANG Wei, LIU Yongsuo, QIAO Shi, LI Qingyan*[Civil Aviation Medicine Center(Civil Aviation General Hospital), 

Institute of Aviation Medicine, Beijing 100123, China] 
 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To develop the method for concentration determination of carbamazepine, lamotrigine, 
clonazepam, diazepam and oxazepam in human plasma. METHODS  UPLC-MS/MS was adopted to analyze plasma with 
protein precipitated by methanol and sulfamethlazole(SMZ) was used as internal standard. Plasma samples were separated on 

Waters ACQUITY UPLC HSS PFP(2.1mm×100 mm,1.8 μm) column with aqueous solution(0.1% formic acid 5 mmol·L1 

ammonium acetate buffer)-0.1% formic acid method(0-5 min, 35∶65→10∶90) as mobile phase, and at a flow rate of 

0.2 mL·min1. The protonated ion of samples was detected in positive ionization by multiple reaction monitoring(MRM) mode. 
The target compounds carbamazepine, lamotrigine, clonazepam, diazepam, oxazepam and SMZ were quantified with m/z 237.0

→194.06, m/z 255.98→144.95, m/z 316.01→270.0, m/z 285.04→193.07, m/z 287.02→241 and m/z 253.96→91.97, respectively. 

RESULTS  The liner calibration curve of carbamazepine, lamotrigine, clonazepam, diazepam and oxazepam were obtained in the 

concentration range of 2.4-600 ng·mL1(r=0.999 7), 2.52-630 ng·mL1(r=0.992 0), 2.08-520 ng·mL1(r=0.997 9), 2.28-570 ng·mL1 

(r=0.998 2) and 8.0-800 ng·mL1(r=0.999 2), respectively. The lowest detection limit were 0.24 ng·mL1, 0.63 ng·mL1, 

0.52 ng·mL1, 0.57 ng·mL1 and 3.2 ng·mL1, respectively. The RSD of inter-day and intra-day were less than 15%. The relative 
recovery was more than 70%, and the RSD was less than 15%. CONCLUSION  The method is accurate, sensitive and suitable for 
blood concentration monitoring and pharmacokinetic study of carbamazepine, lamotrigine, clonazepam, diazepam and oxazepam. 
KEY WORDS: carbamazepine; lamotrigine; clonazepam; diazepam; oxazepam; UPLC-MS/MS   
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癫痫是由多种病因引起的慢性脑部疾病，以

脑部神经元过度放电所致的突然、反复和短暂的

中枢神经系统功能失常为特征[1]。目前，癫痫患者

服用抗癫痫药物仍然是控制癫痫发作的最重要手

段。卡马西平是简单部分性发作尤其是复杂部分

性癫痫的首选药物，对全身强直-阵挛性发作及混

合型的疗效同苯妥英钠；拉莫三嗪抗痫谱较广，

加用或单药治疗对全面性发作和部分性发作均有
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效，尤其对失神发作(典型或非典型)及失张力发作

有效[2]；氯硝西泮是治疗肌阵挛发作和婴儿痉挛的

一线用药；地西泮与其他抗癫痫药合用，治疗癫

痫大发作或小发作。由于此类药物具有安全范围

小、有效剂量个体差异大、毒性较强等特点，且

其疗效和不良反应与血清或血浆中药物浓度密切

相关，故需要对多数抗癫痫药物进行血药浓度监

测。文献报道，有采用高效液相色谱法(HPLC) [3-6]

测定生物样本中抗癫痫药物，但方法灵敏度较低，

消耗样本量大；也有采用高效液相色谱-质谱法

(HPLC-MS/MS)[7-11]，其中样品预处理大多采用液-

液萃取或固相萃取法，提取过程复杂、费时。本

研究旨在建立一种样品处理简便、高灵敏、高准

确性的能够同时测定人血浆中卡马西平、拉莫三

嗪、氯硝西泮、地西泮及其代谢物奥沙西泮血药浓

度的超高效液相色谱-质谱联用法(UPLC-MS/MS)，

以满足临床血药浓度测定的需要。 

1  材料 

1.1  仪器 

超高效液相色谱 /三重四级杆质谱仪 (TQD 

UPLC-MS/MS，美国沃特斯有限公司)；可调移液

器(法国吉尔森)；SIGMA 3-18K 型台式高速冷冻离

心机(德国)；赛多利斯 BT25S 十万分之一天平(德国)。 

1.2  试药 

卡马西平对照品(中国药品生物制品检定所，

批号：100142-201004，纯度：99.7%)；氯硝西泮

对照品 (中国药品生物制品检定所，批号：

171227-200302，纯度≥98%)；地西泮对照品(中国

药品生物制品检定所，批号：171225-200903，纯

度：99.9%)；拉莫三嗪对照品(Sigma-Aldrich 公司，

批号：1001010394，纯度≥98%)；奥沙西泮对照

品 ( 中 国 药 品 生 物 制 品 检 定 所 ， 批 号 ：

171229-200603，纯度≥98%)；磺胺甲噁唑对照品

(中国药品生物制品检定所，批号：100025-200904，

纯度：99.8%)；甲醇(GR)；乙酸铵(GR)；甲酸(优

级纯)；去离子水由超纯水仪(Millipore 纯水系统)

制备。 

2  方法与结果 

2.1  色谱及质谱条件 

色谱柱为 Waters ACQUITY UPLC HSS PFP 

柱(2.1 mm×100 mm，1.8 μm)；流动相为 0.1%甲

酸的 5 mmol·L1 乙酸铵水溶液-0.1%甲酸的甲醇溶

液 (0~5 min ， 35 ∶ 65 → 10 ∶ 90) ； 流 速 为

0.2 mL·min1；柱温：25 ℃。 

电喷雾离子源，离子源温度 120 ℃；去溶剂

化温度 350 ℃；正离子方式检测；扫描方式：多

反应监测(multiple reaction monitoring，MRM)；液

氮气体流速 650 L/Hr，毛细管电压 (capillary) 

3.0 kV；卡马西平、拉莫三嗪、氯硝西泮、地西泮、

奥沙西泮和磺胺甲噁唑的锥孔电压分别为 40，60，

52，54，36，36 V，碰撞能量分别为 20，40，26，

30，28，30 V；用于定量分析检测的离子分别为：

卡马西平 m/z 237.0→194.06，拉莫三嗪 m/z 255.98

→144.95，氯硝西泮 m/z 316.01→270.0，地西泮

m/z 285.04→193.07，奥沙西泮 m/z 287.02→241，

磺胺甲噁唑 m/z 253.96→91.97。 

2.2  试验溶液的配制 

分别精密称取卡马西平、拉莫三嗪、氯硝西

泮、地西泮、奥沙西泮和磺胺甲噁唑对照品适量，

各加入甲醇制备成浓度分别为 0.120，0.126，0.104，

0.114，0.160，0.109 mg·mL1 的标准储备液。以上

对照品和内标标示浓度均进行了纯度折算。 

2.3  血浆样品的处理 

精密量取血浆样品 200 μL，置于 1.5 mL 塑料

离心管中，加入内标工作液(10.9 μg·mL1)15 μL，

涡旋混合 30 s。加入甲醇 500 μL，涡旋混合 60 s，

4  12℃  000 r·min1 离心 10 min，取上清液供检，

进样 5 μL。 

2.4  方法学考察 

2.4.1  专属性  取 6 个不同来源的人空白血浆样

品，混合均匀后取 200 μL，不加内标，直接加入

甲醇 500 μL，按“2.3”项下处理步骤操作并进样

分析，得到人空白血浆样品总离子流色谱图(n=3)。

另配制卡马西平、拉莫三嗪、氯硝西泮、地西泮

和奥沙西泮的质控血浆样品，加入内标工作液

(10.9 μg·mL1)15 μL，其余同法处理分析(n=3)，得

到空白血浆添加对照品和内标溶液的色谱图，见

图 1。由结果可知，上述化合物的保留时间分别为：

卡马西平 2.23 min，拉莫三嗪 2.76 min，氯硝西泮

2.67 min，地西泮 3.63 min，奥沙西泮 2.39 min，

磺胺甲噁唑 1.62 min；血浆中内源性物质不干扰以

上化合物的测定。 
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图 1  卡马西平、拉莫三嗪、氯硝西泮、地西泮、奥沙西泮和内标(SMZ)色谱图 
A空白血浆；B空白血浆+对照品+内标 

Fig 1  The chromatograms of carbamazepine, lamotrigine, clonazepam, diazepam, oxazepam and SMZ 
ABlank plasma; BBlank plasma+reference substance+internal standard 

2.4.2  基质效应  取 6 种不同来源的空白人血浆

200 μL，按样品处理方法处理后得到空白血浆提取

液，分别向其加入 5 种化合物对照品溶液适量和

内标溶液(10.9 μg·mL1，15 μL)，制备成含内标溶

液的低、中、高浓度(约 5，20，200 ng·mL1)的质

控样品(n=5)，进样分析，得到的色谱峰面积与相

应质量浓度的标准溶液直接进样获得的色谱峰面

积进行比较，计算本方法基质效应。结果表明，

待测化合物低、中、高浓度的的基质效应均在

85%~110% 内 ； 内 标 的 基 质 效 应 <50% ，

RSD%<10%。虽然内标有明显的基质效应，检测

灵敏度低，但是血浆中加入的内标量比较高，能

够保证其检测响应值；另外，内标的基质效应值

偏差小，能够保证样本检测结果的准确度。 

2.4.3  最低检测限和最低定量限  在空白血浆中

加入不同浓度的 5 个化合物的对照品溶液，配制

成一系列质量浓度的样品溶液，按“2.3”项下处

理步骤操作并进样分析，按 S/N≥3 计算，卡马西

平、拉莫三嗪、氯硝西泮、地西泮和奥沙西泮最

低检出限分别为 0.24 ， 0.63 ， 0.52 ， 0.57 ，

3.2 ng·mL1。按 S/N≥10 计算，5 个化合物的最低

定量限分别为 1.20，2.52，2.08，2.28，8.00 ng·mL1。 

2.4.4  线性关系  在空白血浆中加入不同浓度的

5 个化合物的对照品溶液和内标液，配制成一系列

浓度的质控血浆样品。按“2.3”项下方法处理后，

进样测定。以待测物浓度(X)为横坐标，待测物峰

面积和内标峰面积的比值(Y)为纵坐标，其加权(1/x)

线性回归后，得回归方程，见表 1。结果表明 5 个

化合物在各自的浓度范围内线性关系均良好，其定

量下限分别为 2.40，2.52，2.08，2.28，8.00 ng·mL1。 

表 1  回归方程与线性范围考察 

Tab 1  Regression equations and calibcation range 

化合物 线性回归方程 相关系数 
线性范围/ 

ng·mL1 

卡马西平 Y=0.620 5X0.636 8 0.999 7 2.40~600 

拉莫三嗪 Y=0.043 2X0.020 3 0.992 0 2.52~630 

氯硝西泮 Y=0.088 6X+0.027 3 0.997 9 2.08~520 

地西泮 Y=0.225 2X+0.121 6 0.998 2 2.28~570 

奥沙西泮 Y=0.048 5X0.005 5 0.999 2 8.00~800 

2.4.5  精密度、准确度和提取回收率  取空白人

血浆，配制 5 个化合物的低、中、高浓度的质控

样品，按血样处理方法进行处理。每个质量浓度 5

份样品同日测定，得日内精密度(RSD)；每个浓度

5 份样品分别于 3 日内测定，得日间精密度。以当

日的随行标准曲线计算样品的测定浓度，与配制

的浓度对照，求得方法的准确度(n=5)。将质控样

品测得的色谱峰面积与空白血浆提取后加入标准

品溶液后进样测得的峰面积相比，考察方法的提

取回收率(n=5)，结果见表 2。结果表明，本方法
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的日内、日间精密度 RSD 均<15%；准确度(RE)

均<10%；5 个化合物的提取回收率均>70%，且

RSD 均<15%；内标的提取回收率为 (63.71±

3.44)%，RSD=5.41%，符合生物样品分析要求。 

表 2  血浆中卡马西平、拉莫三嗪、氯硝西泮、地西泮和奥沙西泮的精密度、准确度及回收率考察 

Tab 2  The precision, accuracy and recovery of carbamazepine, lamotrigine, clonazepam, diazepam and oxazepam in hunman plasma 
准确度/% 提取回收率/% 

化合物 
浓度/ 

ng·mL1 sx   RE 
日内 RSD/ % 日间 RSD/ %

sx   RSD 

6.00 6.56±0.28 9.30 4.24 8.08 88.59±2.27 2.56 

24.00 25.98±0.77 8.24 2.97 9.42 92.25±11.18 12.12 

卡马西平 

240.00 242.07±11.62 0.86 4.80 7.58 79.29±4.99 6.29 

6.30 6.22±0.76 1.33 12.25 4.68 87.84±3.90 4.44 

25.20 26.14±1.49 3.74 5.70 6.79 98.51±3.29 3.34 

拉莫三嗪 

252.00 247.41±17.21 1.82 6.96 1.97 95.08±4.18 4.40 

5.20 5.50±0.42 5.85 7.60 4.58 74.23±7.40 9.98 

20.80 20.71±1.17 0.42 5.64 2.15 87.43±4.07 4.65 

氯硝西泮 

208.00 200.64±5.37 3.54 2.68 4.27 87.81±1.55 1.77 

5.70 5.49±0.38 3.68 6.91 3.99 71.99±2.66 3.69 

22.80 23.61±0.73 3.54 3.09 3.24 87.57±2.98 3.40 

地西泮 

228.00 219.11±13.32 3.90 6.08 0.77 86.75±2.66 3.07 

8.00 7.75±0.58 3.13 7.46 1.10 70.91±5.36 7.56 

32.00 31.87±1.89 0.42 5.91 2.46 83.84±7.71 9.20 

奥沙西泮 

320.00 321.98±10.53 0.62 3.27 3.88 78.36±2.08 2.65 

 

2.4.6  稳定性  配制 5 个化合物低、中、高浓度

的质控样品，分别于室温 24 ℃放置 6，12 h，于

20℃冰箱放置 15 d，于20℃冰箱冻存并反复冻

融 3 次后处理样品并进行检测，考察其室温稳定

性、冻存稳定性和冻融稳定性(n=4)。结果表明，

测定值的 RE%均<15%，表明 5 个化合物的血浆样

品在室温 24 ℃放置 12 h，20 ℃冰箱放置 15 d、

反复冻融 3 次情况下，仍保持稳定，结果见表 3。 

表 3  血浆中卡马西平、拉莫三嗪、氯硝西泮、地西泮和

奥沙西泮的稳定性 

Tab 3  The stability of carbamazepine, lamotrigine, clonazepam, 
diazepam and oxazepam in hunman plasma 

室温 RE/% 冰箱 RE/% 
化合物 

浓度/ 

ng·mL1 6 h 12 h 15 d 

冻融 3次

RE/% 

6.00 10.26 5.55 8.03 8.08 

24.00 10.99 4.21 12.95 9.35 

卡马西平 

240.00 7.60 3.36 3.98 12.00 

6.30 8.19 12.97 14.82 18.93 

25.20 9.61 11.41 13.93 8.47 

拉莫三嗪 

252.00 9.63 12.22 0.45 13.82 

5.20 13.54 1.54 7.18 6.39 

20.80 4.74 6.09 10.25 12.19 

氯硝西泮 

208.00 8.99 0.07 2.48 8.56 

5.70 14.76 0.78 4.41 13.98 

22.80 10.15 1.50 3.57 13.86 

地西泮 

228.00 13.42 6.52 8.04 6.53 

8.00 8.89 11.33 5.75 8.17 

32.00 0.19 6.71 13.12 1.99 

奥沙西泮 

320.00 13.99 12.36 12.76 11.53 

2.5  人体血样测定 

目前收集到服用抗癫痫药物的患者 2 例：①

卡马西平和丙戊酸钠合用；②卡马西平。应用建

立的检测方法对这些患者血液样本进行了血药浓

度分析。取待测血液样本 20 μL，用空白血浆稀释

至 200 μL，混匀后按血样处理方法进行处理后，

取上清液作 UPLC-MS/MS 测定。以当日的随行标

准曲线计算样品的测定浓度，再换算成样品的血

药浓度。测定结果为：①卡马西平 1.84 μg·mL1，

丙戊酸钠未测定；②卡马西平 3.02 μg·mL1。 

3  讨论 

本实验选用磺胺甲噁唑为内标，因其与待测

化合物都含有氮杂环结构，结构相似。虽然内标

有明显的基质效应，检测灵敏度低，但是血浆中

加入的内标量比较高，能够保证其检测响应值；

另外，测得内标的基质效应值偏差小，表明每次

内标的检测值是稳定的，能够保证样本检测结果

的准确度。在优化液相条件时，曾选择 0.1%的甲

酸水-甲醇、水-甲醇、5 mmol·L1 乙酸铵水溶液-

甲醇作为流动相，结果待测化合物峰形差，拖尾

严重，出现分叉现象，而改为 0.1% 甲酸的

5 mmol·L1 乙酸铵水溶液0.1%甲酸的甲醇溶液，

化合物峰形得到改善，峰形和分离度均较好。 

目前相关文献报道生物样本预处理方法大都

是液-液萃取、固相萃取，但过程复杂费时；本实
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验采用甲醇直接沉降处理血浆，样品处理简单、

快速，测得卡马西平、拉莫三嗪、氯硝西泮和地

西泮的最低检出限均<1.0 ng·mL1，奥沙西泮为

3.2 ng·mL1，准确度、精密度和提取回收率等均良

好。由于建立的 5 个化合物的检测方法灵敏度高，

浓度为 2.0 μg·mL1 的质控样品检测信号值较为接

近饱和值，为了避免仪器被污染，所以线性关系

考察时，最高浓度点<1.0 μg·mL1。但临床治疗癫

痫患者的药物有效血药浓度基本都在几个微克，

浓度较高，目前也多用液相色谱检测，但过程费

时，消耗流动相试剂也多。为此，本实验建立了

一种液相色谱质谱检测方法，在检测临床生物样

本时，取少量样本，用空白人血浆稀释 10 倍~20

倍左右，混匀后再按样品处理方法处理后进行检

测。考虑到空白血浆稀释的样本与临床样本是否

有差别，选了线性范围内的高、中浓度点进行稀

释后考察，检测结果与不稀释直接处理后得到的结

果比较，其 RSD<10%，在可接受范围内。 

所以，本实验建立的人血浆中卡马西平、拉

莫三嗪、氯硝西泮、地西泮和奥沙西泮浓度的

UPLC-MS/MS 测定方法具有分析时间短、操作简

便、准确度和灵敏度较高、重复性好等特点，在

5 min 内可完成一个样品多个成分的定性定量分析，

适用于上述5种化合物血药浓度测定及药动学研究。 
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HPLC 测定甲苯磺酸索拉非尼片及其在大鼠血浆中的含量 
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摘要：目的  建立高效液相色谱法测定索拉非尼含量，并探索大鼠血浆中索拉非尼浓度的测定方法。方法  采用 Eclipse 

XDB-C18 色谱柱(150 mm×4.6 mm，5 μm)；流动相：0.05%甲酸和 0.05%三乙胺的水溶液-乙腈(35∶65)；流速：1.0 mL·min1；

柱温：30 ℃；检测波长：265 nm。结果  索拉非尼浓度在 0.4~12 μg·mL1 内线性关系良好，r=0.999 9；加样回收率为 100.8%，
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