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ＨＰＬＣ法同时测定毛发样本中地西泮、去甲西泮和奥沙西泮
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摘要　目的：建立测定毛发样本中地西泮、去甲西泮和奥沙西泮的ＨＰＬＣ分析方法。方法：采用超声法结合液
液萃取法作为前处理方法。采用ＡｔｈｅｎａＣ１８－ＷＰ（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）色谱柱；以甲醇－００２ｍｏｌ·Ｌ

－１

磷酸二氢钠溶液（磷酸调 ｐＨ３４）－乙腈（３０∶４３∶２７）为流动相；柱温５０℃；流速０７ｍＬ·ｍｉｎ－１；检测
波长２５４ｎｍ。内标为氯硝西泮。结果：本方法在０１～２５ｎｇ·ｍｇ－１范围内具良好的线性关系，定量限为
０１ｎｇ·ｍｇ－１，检测限为００５ｎｇ·ｍｇ－１，批内准确度（ｎ＝６）在８８２％～１０３９％，批间准确度（ｎ＝２４）
在８８５％～１０６２％，精密度小于或等于９１９％，提取回收率稳定，符合方法学要求。将该方法应用于实
际病人的毛发样本，测得地西泮及其代谢物去甲西泮、奥沙西泮浓度分别是（０３０７±００１６）ｎｇ·ｍｇ－１、
（０２４４±００１２）ｎｇ·ｍｇ－１和（０４７８±００５３）ｎｇ·ｍｇ－１，其中 Ｃ去甲西泮／Ｃ地西泮为０７９５，与文献中报道相

符。结论：优化后的方法操作快捷简便，重现性好，具适用性和可靠性。

关键词：地西泮；去甲西泮；奥沙西泮；毛发分析；高效液相色谱法；液液萃取法
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ｐｈｏｓｐｈａｔｅ（ａｄｊｕｓｔｅｄｔｏｐＨ３４ｗｉｔｈｐｈｏｓｐｈｏｒｉｃａｃｉｄ）：ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ（３０∶４３∶２７，ｖ／ｖ／ｖ）ｉｎａｎｉｓｏｍｅｔｒｉｃｅｌｕｔｉｏｎ；
ｔｈｅｃｏｌｕｍｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｗａｓ５０℃；ｔｈｅｆｌｏｗｒａｔｅｗａｓ０７ｍＬ·ｍｉｎ－１；ｔｈｅｒｕｎｎｉｎｇｔｉｍｅｗａｓ３０ｍｉｎ；ｔｈｅｉｎｊｅｃｔｉｏｎ
ｖｏｌｕｍｅｗａｓ２０μＬ．Ｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｗａｓ２５４ｎｍＴｈｅｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄｗａｓｃｌｏｎａｚｅｐａｍＲｅｓｕｌｔｓ：Ｔｈｅ
ｌｉｎｅａｒｉｔｙｏｆａｌｌｔｈｅａｎａｌｙｔｅｓｗｅｒｅｇｏｏｄｉｎｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｒａｎｇｅｏｆ０１ｔｏ２５ｎｇ·ｍｇ－１（ｒ＞０９９５）Ｔｈｅｌｉｍｉｔｏｆ
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ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｗａｓ０１ｎｇ·ｍｇ－１ａｎｄｔｈｅｌｉｍｉｔｏｆｄｅｔｅｃｔｉｏｎｗａｓ００５ｎｇ·ｍｇ－１Ｔｈｅｉｎｔｒａ－ｂａｔｃｈａｃｃｕｒａｃｉｅｓｗｅｒｅ
８８２％－１０３９％ （ｎ＝６）ａｎｄｔｈｅｉｎｔｅｒ－ｂａｔｃｈａｃｃｕｒａｃｉｅｓｗｅｒｅ８８５％－１０６２％ ｗｉｔｈｉｍｐｒｅｃｉｓｉｏｎｓ≤９１９％
Ｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓｗｅｒｅｓｔａｂｌｅｆｏｒｔｈｒｅｅａｎｌｙｔｅｓ，ｗｈｉｃｈｍｅｔｔｈｅｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｏｆｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙＴｈｅｐｒｅｓｅｎｔｍｅｔｈｏｄｗａｓ
ａｐｐｌｉｅｄｔｏｔｈｅａｕｔｈｅｔｉｃｈａｉｒｓａｍｐｌｅｓ，ｉｎｗｈｉｃｈｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｄｉａｚｅｐａｍ，ｎｏｒａｚｅｐａｍａｎｄｏｘａｚｅｐａｍｗｅｒｅ
（０３０７±００１６）ｎｇ·ｍｇ－１，（０２４４±００１２）ｎｇ·ｍｇ－１ａｎｄ（０４７８±００５３）ｎｇ·ｍｇ－１ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ
Ｂｅｓｉｄｅｓ，Ｃｎｏｒａｚｅｐａｍ／Ｃｄｉａｚｅｐａｍｗａｓ０７９５，ｗｈｉｃｈｗａｓｉｎｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔｗｉｔｈｔｈｅｌｉｔｅｒａｔｕｒｅｒｅｐｏｒｔｅｄＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｔｈｅｅｓ
ｔａｂｌｉｓｈｅｄＨＰＬＣｍｅｔｈｏｄｉｓｆａｓｔａｎｄｅａｓｙｔｏｏｐｅｒａｔｅ，ｗｉｔｈｇｏｏｄｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙ，ａｐｐｌｉｃａｂｉｌｉｔｙ，ａｎｄｒｅｌｉａｂｉｌｉｔｙ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｄｉａｚｅｐａｍ；ｎｏｒｄｉａｚｅｐａｍ；ｏｘａｚｅｐａｍ；ｈａｉｒａｎａｌｙｓｉｓ；ＨＰＬＣ；ｌｉｑｕｉｄ－ｌｉｑｕｉｄｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

　　地西泮、氯硝西泮、奥沙西泮、艾司唑仑、阿普唑
仑等苯二氮卓类药物是临床常用的药物，主要发挥

其抗焦虑、镇静催眠、抗癫痫等药理作用，常用于治

疗焦虑性和强迫性神经官能症等［１－２］。长期使用苯

二氮卓类药物会影响认知（增加痴呆症发病率），并

且产生依赖和强烈的戒断症状。高剂量使用则会导

致非常严重的记忆丧失，甚至会直接导致死亡［３］。

近年来，苯二氮卓类药物已成为近年来增长最快的

滥用药物而备受关注［３］。

头发样本不仅可作为血液、尿液等生物检材的

重要补充，还可提供其他生物样本无法提供的药物

使用信息。在法医上主要用于滥用药物的鉴定，在

临床上可用来指示药物或者重金属中毒，营养元素

缺乏等。该检材具有无创，易于运输和保存的优点，

且相较于生物体液样本能反映长期的摄药信息等。

基于此，对毛发样本中苯二氮卓类药物的分析方法

研究至关重要。

目前，生物样本中苯二氮卓类药物检测多集中

在血液和尿液样本中，毛发样本由于样本前处理复

杂，方法灵敏度较高，对其的报道相对较少，其检测

多采用高效液相色谱串联质谱法（ＨＰＬＣ－ＭＳ／
ＭＳ）［４－１１］，高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）［１２－１３］、气相色
谱法（ｇａｓｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ＧＣ）或气相色谱质谱法
（ｇａｓｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ－ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＧＣ－
ＭＳ）［１４］应用较少。Ｗａｎｇ团队［１０］采用超高效液相

色谱 －串联质谱检测毛发中苯二氮卓类药物，定量
限能达到 ｐｇ·ｍｇ－１级。但是由于设备价格昂贵，需
要有专门的技术人员操作，普及性较低，且前处理

繁杂，鉴定周期长，这些缺点限制了其在检测中的

推广，尤其是基层执法部门。ＧＣ法报道较少，且与
ＨＰＬＣ法相比需要高温处理样品，并需要对苯二氮
卓类样品进行衍生化，前处理时间较长［１３］。而

ＨＰＬＣ法是最为广泛的分析技术手段之一，具分离
性能高，分析速度快，定量准确等优点，且重复性

好、性价比高，基层研究单位普及率高，适合推广应

用。但是目前文献报道较少。Ｚａｒｒｉｎ团队于 ２０１５
年使用 ＨＰＬＣ法测定毛发中苯二氮卓类药物，在
Ｃ１８柱上进行分离，流动相为甲醇 －乙腈纯水的混合
物，定量限在０１０～１５μｇ·ｍＬ－１［１２－１３］。但该文献
报道的检测限单位为 μｇ·ｍＬ－１，与毛发分析大多
数文献和指南中的单位 ｎｇ·ｍｇ－１不统一，且缺少具
体的方法学验证过程。

基于此，本实验室建立了人毛发样本中地西泮、

去甲地西泮和奥沙西泮内标 ＨＰＬＣ法，具备操作简
单，灵敏度高，重现性好等特点，为该类药物的毛发

等生物样本的筛查及检验提供参考和帮助。

１　材料与试药
１１　仪器

ＡｇｉｌｅｎｔＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ１２６０高效液相色谱仪（安
捷伦科技（中国）有限公司）；２１５０Ｔ超声波清洗器
（上海安谱科学仪器有限公司）；ＢＴ２５Ｓ十万分之一
电子天平（赛多利斯科学仪器有限公司）；恒温水浴

锅（上海羌强仪器设备有限公司）；ＸＷ－８０Ａ涡旋
混合器（上海医大仪器有限公司）；Ｎ－ＥＶＡＰ－１１２
氮吹仪（Ｏｒｇａｎｏｍａｔｉｏｎ公司）；超纯水机（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公
司）；ＳａｒｔｏｒｉｕｓＳＩＧＭＡ２－６台式离心机（Ｓｉｇｍａ
公司）。

１２　药品与试剂
对照品地西泮（１０００±０００６ｍｇ·ｍＬ－１）、去甲

地西泮 （１０００±０００６ｍｇ·ｍＬ－１）、奥沙西泮
（１０００±０００６ｍｇ·ｍＬ－１）、氯硝西泮（１０００±０００６
ｍｇ·ｍＬ－１）购自上海安谱实验科技股份有限公司；硼
砂购自上海安谱实验科技股份有限公司；甲醇（色谱

纯）、乙腈（色谱纯）、磷酸（分析纯）、乙醚（分析纯）
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购自永华化学股份有限公司；乙酸乙酯（分析纯）、磷

酸二氢钠（分析纯）、氢氧化钠（分析纯）、二氯甲烷

（分析纯）购自上海凌峰化学试剂有限公司；去离子

水由Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ纯水仪制备。
１３　样本采集

该实验已经上海市同济医院伦理委员会审批通

过［（同）伦审第（Ｋ－ＫＹＳＢ－２０２０－１４０）］。空白毛
发样本来自实验室内近期无服药史的志愿者头发。

真实毛发样本来自上海市同济医院有因失眠而不定

期服用地西泮近一年（上海上药信宜药厂有限公司，

每片２５ｍｇ）的住院患者，尽可能贴头皮采集头顶后
部的头发（距发根部０～２ｃｍ段），采集后的毛发包
裹于铝箔纸中，常温保存。

２　方法与结果
２１　溶液的制备
２１１　混合标准品储备液　取地西泮、去甲地西
泮、奥沙西泮的对照品适量，用甲醇制备成浓度为

１ｍｇ·ｍＬ－１的混合标准品储备液。
２１２　标准工作溶液　取混合对照品储备液适量，
用甲醇稀释得浓度分别为００２、００５、０１、０２、０５、
１、２５、５μｇ·ｍＬ－１的线性标准溶液。再用甲醇稀释
成不同浓度的定量限、检测限与质控溶液，质量浓度

分别为 ００２、００１、００３μｇ·ｍＬ－１（低浓度质控溶
液）、０４μｇ·ｍＬ－１（中浓度质控溶液）、４μｇ·ｍＬ－１

（高浓度质控溶液），现用现配。

２１３　内标溶液　取氯硝西泮适量，用甲醇稀释并
配制称质量浓度为２０μｇ·ｍＬ－１的内标溶液。
２２　毛发样本前处理
２２１　清洗　取空白毛发样本，分别用去离子水超
声（６００Ｗ，４０ｋＨｚ）清洗５ｍｉｎ，循环２次，再用二氯
甲烷超声（６００Ｗ，４０ｋＨｚ）清洗５ｍｉｎ，循环２次，于
通风柜中过夜挥干。

２２２　前处理　将清洗后的毛发剪碎至约 １～２
ｍｍ，取 ２００ｍｇ于离心管中，加入混合标准盘溶液
１ｍＬ、内标溶液５０μＬ和ｐＨ９２硼砂缓冲液１０ｍＬ，
超声（６００Ｗ，４０ｋＨｚ）处理１ｈ，加入乙酸乙酯１０ｍＬ，
涡旋仪振摇１ｍｉｎ后２５００ｒ·ｍｉｎ－１离心３ｍｉｎ，取有
机相，氮吹仪吹干，加甲醇２００μＬ复溶，移至液相小
瓶，进样分析。

２３　含药毛发样本模拟
取志愿者提供的空白毛发样本２００ｍｇ，共３份，

在５μｇ·ｍＬ－１地西泮、去甲西泮、奥沙西泮标准品溶

液中浸泡（模拟药物经汗腺分泌及被动污染进入毛

发的方式，不能模拟经血液循环的进入方式［１５－１６］），

浸泡７ｄ。密封后于４℃冰箱内保存。
２４　色谱条件

采用ＡｔｈｅｎａＣ１８－ＷＰ（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ）
色谱柱，以甲醇－００２ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸二氢钠溶液（磷
酸调ｐＨ至３４）－乙腈（３０∶４３∶２７）为流动相，柱
温５０℃，流速０７ｍＬ·ｍｉｎ－１，运行时间３０ｍｉｎ，进
样体积２０μＬ，检测波长２５４ｎｍ。
２５　方法学验证
２５１　系统适用性及方法专属性　取 ００２μｇ·
ｍＬ－１标准工作溶液按，照“２２２”项方法处理毛发样
本（０１ｎｇ·ｍｇ－１），按“２４”项下条件进样测定，地
西泮、去甲西泮、奥沙西泮及内标氯硝西泮能够良好

分离，保留时间分别为（２４８±０２）ｍｉｎ、（１９０±
０２）ｍｉｎ、（１２９±０２）ｍｉｎ、（１２４±０２）ｍｉｎ。在
此条件下，毛发中内源性物质对上述４种药物的测
定均无干扰。见图１。
２５２　耐用性考察　取００２μｇ·ｍＬ－１标准工作
溶液，按照“２２２”项处理毛发样本（０１ｎｇ·
ｍｇ－１），按“２４”项下条件进样测定，分别在柱温
４８、４９、５０℃及检测波长 ２５３、２５４、２５５ｎｍ波长下
连续进样 ２次测定，计算分析物成分面积的平均
值。其中，地西泮、去甲地西泮、奥沙西泮分别在柱

温４８、４９、５０℃条件下的峰面积 ＲＳＤ为 ０９１％、
２０％、１８％；在２５３、２５４、２５５ｎｍ条件下的峰面积
ＲＳＤ为 １５％、０４３％、１２％。表明在测定条件
下，柱温和波长的轻微变动对实验结果影响不大，

系统耐用性良好。

２５３　标准曲线与线性范围　精密吸取各浓度标
准工作溶液１ｍＬ，分别加入至２００ｍｇ空白毛发样本
中（分别对应 ０１、０２、０５、１、２５、５、１２５、２５ｎｇ·
ｍｇ－１），加内标溶液 ５０μＬ，ｐＨ９２硼砂缓冲液
１０ｍＬ，超声仪超声（６００Ｗ，４０ｋＨｚ）１ｈ，取出后加入
乙酸乙酯 １０ｍＬ，涡旋振摇 １ｍｉｎ，并以 ２５００ｒ·
ｍｉｎ－１离心 ３ｍｉｎ后，取有机相，氮吹仪吹干，甲醇
２００μＬ复溶，移液枪移至液相小瓶中。

按“２４”项下条件进样测定，以目标物峰面积
与内标峰面积比值（Ｙ）对目标物质量浓度（Ｘ）进行
线性回归。３种药物的标准曲线及线性范围见表
１，表明该３种药物在相应的质量浓度范围内线性
良好。
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图１　空白毛发样本 （Ａ）和空白毛发样本添加０１ｎｇ·ｍｇ－１对照品色谱图（Ｂ）

Ｆｉｇ．１　Ｔｙｐｉｃａｌｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｄｒｕｇ－ｆｒｅｅｈａｉｒｓａｍｐｌｅ（Ａ）ａｎｄｄｒｕｇ－ｆｒｅｅｈａｉｒｓｐｉｋｅｄｗｉｔｈ０１ｎｇ·ｍｇ－１ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｕｂｓｔａｎｃｅ（Ｂ）

表１　毛发中３种苯二氮卓类药物含量测定的标准曲线和线性范围
Ｔａｂ．１　Ｓｔａｎｄａｒｄｅｑｕａｔｉｏｎａｎｄｌｉｎｅａｒｒａｎｇｏｆｔｈｒｅｅｂｅｎｚｏｄｉａｚｅｐｉｎｅｉｎｈａｉｒ

分析物　　　　

（ａｎａｌｙｔｅ）　　　　

标准曲线

（ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎｃｕｒｖｅ）
ｒ

线性范围

（ｌｉｎｅａｒｉｔｙｒａｎｇｅ）／（ｎｇ·ｍｇ－１）

地西泮（ｄｉａｚｅｐａｍ） Ｙ＝０２８７７Ｘ＋００１１３ ０９９９７ ０１～２５

去甲西泮（ｎｏｒｄｉａｚｅｐａｍ） Ｙ＝０２７８５Ｘ＋００２７４ ０９９９５ ０１～２５

奥沙西泮（ｏｘａｚｅｐａｍ） Ｙ＝０２５４Ｘ＋００６５９ ０９９８３ ０１～２５

２５４　检测限与定量限　通过确立检测限和定量
限以评价方法灵敏度。检测限和定量限的计算方法

是将低浓度分析物的测量信号与空白样品的测量信

号进行比较；检测限浓度信号噪声比应为１０，定量限
检出限信噪比应为 ３。本法的检测限为 ０１ｎｇ·
ｍｇ－１，定量限为００５ｎｇ·ｍｇ－１。
２５５　准确度与精密度　取混合标准品储备液适

量，用甲醇稀释为００３、０４、４μｇ·ｍＬ－１的混合标
准品溶液，精密吸取混合对照品溶液各１ｍＬ，分别
加入至 ２００ｍｇ空白毛发样本中，加内标溶液
５０μＬ，ｐＨ９２硼砂缓冲液 １０ｍＬ，超声（６００Ｗ，
４０ｋＨｚ）１ｈ，取出后加入乙酸乙酯 １０ｍＬ，涡旋振
摇１ｍｉｎ，并以２５００ｒ·ｍｉｎ－１离心３ｍｉｎ后，取有机
相，氮吹仪吹干，甲醇 ２００μＬ复溶，移液枪移至液
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相小瓶中。

随行建立标曲计算组内（每个浓度点进行６次
重复试验）和组间（４组）的实际浓度。准确度为实

际浓度与理论浓度之比。结果如表２所示，可见该
方法的批内、批间准确度均在 ８５％～１１５％，精密度
在±１５％区间内，符合方法学要求。

表２　毛发中３种苯二氮卓类药物准确度和精密度
Ｔａｂ．２　Ａｃｃｕｒａｃｙａｎｄｐｒｅｃｉｓｉｏｎｏｆｔｈｒｅｅｂｅｎｚｏｄｉａｚｅｐｉｎｅｉｎｈａｉｒ

分析物　　

（ａｎａｌｙｔｅ）　　

理论浓度

（ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ｓｐｉｋｅｄ）／

（ｎｇ·ｍｇ－１）

批内（ｎ＝６）（ｉｎｔｒａ－ｂａｔｃｈ） 批间（ｎ＝２４）（ｉｎｔｅｒ－ｂａｔｃｈ）

实际浓度

（ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ｆｏｕｎｄ）／（ｎｇ·ｍｇ－１）

准确度

（ａｃｃｕｒａｃｙ）／

％

精密度

（ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ）

ＲＳＤ／％

实际浓度

（ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ｆｏｕｎｄ）／（ｎｇ·ｍｇ－１）

准确度

（ａｃｃｕｒａｃｙ）／

％

精密度

（ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ）

ＲＳＤ／％

地西泮（ｄｉａｚｅｐａｍ） ０１５ ０１６ １０３９ ８２ ０１６ １０６２ ７８

２ １８７ ９３６ １８ １９１ ９５４ ４９

２０ １９４２ ９７１ １８ １９８１ ９９１ ３２

去甲西泮（ｎｏｒｄｉａｚｅｐａｍ） ０１５ ０１５ １０２８ ３０ ０１６ １０５８ ６４

２ １７６ ８８２ １４ １７７ ８８５ １４

２０ １９４７ ９７４ １６ １９４１ ９７０ ３２

奥沙西泮（ｏｘａｚｅｐａｍ） ０１５ ０１５ １０２５ ７５ ０１５ ９８９ ９２

２ １９１ ９５３ ５３ １９１ ９５７ ４４

２０ １９４７ ９７４ １７ １９４３ ９７２ ３２

２４６　提取回收率　提取回收率按照提取前添加
与提取后添加的分析物信号比计算。

提取前添加：精密吸取００３、０４、４μｇ·ｍＬ－１的混
合标准品溶液各１ｍＬ，分别加入至２００ｍｇ空白毛发样
本中，加内标溶液５０μＬ，ｐＨ９２硼砂缓冲液１０ｍＬ，按
照“２２２”进行前处理，所得的样品信号响应值为Ａ。

提取后添加：不添加标准工作溶液，直接在

２００ｍｇ空白毛发样本中加内标溶液５０μＬ，ｐＨ９２硼
砂缓冲液１０ｍＬ，按照“２２２”进行前处理后取有机
相，氮吹仪吹干，用质量浓度为０１５、２、２０μｇ·ｍＬ－１

的混合标准品溶液２００μＬ复溶，所得的样品信号响
应值为Ｂ。

每个浓度点平行６份，提取回收率为Ａ与Ｂ的比
值，即Ａ／Ｂ×１００％，结果见表３。结果显示对高中低浓
度的质控样品的提取回收率稳定，ＲＳＤ在１５％以内。
２４７　过程稳定性　精密吸取浓度为 ００３、０４、
４μｇ·ｍＬ－１的混合标准品溶液各１ｍＬ，分别加入至
２００ｍｇ空白毛发样本中，按照“２２２”进行前处理
后，将制备的样品放置在进样盘上，室温下分析，评

估样品采集过程中分析物的稳定性。以同一批次内

０ｈ测得的浓度为对照组，第６、１２、１８、２４ｈ为试验
组。若同一批次内分析物的回收率在８５％～１１５％，
且ＲＳＤ在０～１５％区间内，则认为在相同条件下，分

析物稳定，结果见表４。结果显示，室温条件下，分析
物在０～２４ｈ采集过程中保持稳定。

表３　毛发中３种苯二氮卓类药物提取回收率
Ｔａｂ．３　Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓｏｆｔｈｒｅｅｂｅｎｚｏｄｉａｚｅｐｉｎｅｉｎｈａｉｒ

分析物　　　　

（ａｎａｌｙｔｅ）　　　　

理论浓度

（ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ｓｐｉｋｅｄ）／（ｎｇ·ｍｇ－１）

提取回收率

（ｒｅｃｏｖｅｒｙ）／

％

ＲＳＤ／

％

地西泮（ｄｉａｚｅｐａｍ） ０１５ ５３３ ２７

２ ５２６ １０２

２０ ６２８ １０４

去甲西泮（ｎｏｒｄｉａｚｅｐａｍ） ０１５ ５２６ ６０

２ ５２３ ８３

２０ ６１１ ８９

奥沙西泮（ｏｘａｚｅｐａｍ） ０１５ ６１５ ４８

２ ５７６ ６７

２０ ５８６ ９４

２５　方法应用
２５１　模拟带药毛发样本　将“２３”项下模拟带
药毛发样本，按照“２２２”项（不添加标准溶液）
进行毛发前处理，按“２４”项条件进样检测，色谱
图如图２所示。地西泮、去甲西泮、奥沙西泮浓度
分别是（１６４５±００２５）ｎｇ·ｍｇ－１、（０９８５±００１）
ｎｇ·ｍｇ－１、（１７８５±００８５）ｎｇ·ｍｇ－１。
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表４　分析过程稳定性
Ｔａｂ．４　Ｐｒｏｃｅｓｓｅｄｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｔｈｒｅｅａｎａｌｙｔｅｓ

分析物　　　

（ａｎａｌｙｔｅ）　　　

理论浓度

（ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｐｉｋｅｄ）／（ｎｇ·ｍｇ－１）

测定平均浓度

（ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｆｏｕｎｄ）／（ｎｇ·ｍｇ－１）

准确度

（ａｃｃｕｒａｃｙ）／％

精密度

（ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ）／％

地西泮（ｄｉａｚｅｐａｍ） ０１５ ０１５ ９９７ ３３

２ １９０ ９４９ ３２

２０ １９５５ ９７８ ２７

去甲西泮（ｎｏｒｄｉａｚｅｐａｍ） ０１５ ０１５ １０１５ ６５

２ １７５ ８８６ ０９４

２０ １９２０ ９６０ ０６４

奥沙西泮（ｏｘａｚｅｐａｍ） ０１５ ０１５ １０００ ５５

２ １８５ ９１８ ０６０

２０ １９４５ ９７３ ０５６

图２　模拟带药毛发色谱图

Ｆｉｇ．２　Ｔｙｐｉｃａｌｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｓｉｍｕｌａｔｅｄａｕｔｈｅｎｔｉｃｈａｉｒｓｐｅｃｉｍｅｎ

２５２　实际毛发样本　将采集到的真实毛发样本，
按照“２２２”项（不添加标准溶液）进行毛发前处理，
按“２４”项条件进样检测，色谱图如图３所示。计算
得出，地西泮、去甲西泮、奥沙西泮浓度分别是

（０３０７±００１６）ｎｇ·ｍｇ－１、（０２４４±００１２）ｎｇ·
ｍｇ－１、（０４７８±００５３）ｎｇ·ｍｇ－１。
３　讨论
３１　毛发样本前处理方法优化

毛发样本前处理较为复杂，一般要先采用水解

法（酸水解、碱水解、酶解法）、超声法或孵育法等将

药物释放出来，再采用液液萃取法或固相萃取法等

进行提取纯化。本文中拟采用超声法结合液液萃取

法对毛发中的药物进行提取。

查询文献后得知，提取溶液多为磷酸缓冲液

（ｐＨ７６）、磷酸缓冲液（ｐＨ８４）［１７－１８］和硼砂缓冲
液（ｐＨ９２）［１６］。因此本研究以加入２５ｎｇ·ｍｇ－１

混合标准储备液的毛发样本为实验对象，考察了这

３种提取溶液的提取效率（ｎ＝３），结果如图 ４所
示，这３种提取溶液的提取效率无统计学上差异，
但是由于 ｐＨ９２硼砂缓冲液出峰面积相对较大，
且 ＲＳＤ最小，因此确定 ｐＨ９２硼砂缓冲液作为提
取溶剂。
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图３　真实阳性毛发色谱图

Ｆｉｇ．３　Ｔｙｐｉｃａｌｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ：ａｕｔｈｅｎｔｉｃｈａｉｒｓｐｅｃｉｍｅｎ

　　此外，本研究也考差了液液萃取过程中不同萃
取溶剂乙醚、二氯甲烷、乙酸乙酯对提取效率的影

响。结果如图５显示，乙酸乙酯出峰面积最大，并且
在统计学上具有显著性差异（Ｐ＜００５，ｎ＝３），因此
确定乙酸乙酯作为萃取溶剂。

图４　不同ｐＨ提取缓冲液考察（ｎ＝３）

Ｆｉｇ．４　ＳｔｕｄｙｏｎｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｂｕｆｆｅｒｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐＨ

３２　分析方法
本研究建立了一种同时测定毛发中地西泮、去

甲西泮、奥沙西泮的特异性强，灵敏度高的 ＨＰＬＣ分
析方法；该方法的优点是步骤简便且宜于推广。本

方法定量限为 ０１ｎｇ·ｍｇ－１，检测限为 ００５ｎｇ·
ｍｇ－１，已满足德国交通心理协会／德国交通医学协会
（ＧｅｒｍａｎＳｏｃｉｅｔｙｆｏｒＴｒａｆｆｉｃＰｓｙｃｈｏｌｏｇｙ／ＧｅｒｍａｎＳｏｃｉｅｔｙ

　　　　

图５　不同萃取溶剂考察

Ｆｉｇ．５　Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｓｏｌｖｅｎｔｓ

ｆｏｒＴｒａｆｆｉｃＭｅｄｉｃｉｎｅ，ＤＧＶＰ／ＤＧＶＭ）建议的 ＬＯＤ要
求，即００５ｎｇ·ｍｇ－１［３］；且与使用了价格高昂的质
谱仪器的方法检测限相差不大［８，１２］，但具有更高的

普遍性。尽管毛发分析应用越来越多，药物进入毛

发的确切机制仍在讨论中。目前认为药物主要通

过血管的被动扩散穿透毛囊底部的生长细胞进入

毛发，也可以通过汗液、皮脂腺分泌物或细胞隔间

的扩散沉积在毛干中［１４］。因此，基于此机制模拟

带药毛发样本，顺利地检测到了毛发中地西泮、奥

沙西泮、去甲西泮的药物含量，证明了方法的可行

性［１４］。在实际毛发样本检测中，也成功检测到了

地西泮及其代谢物去甲西泮、奥沙西泮，浓度分别

是（０３０７±００１６）ｎｇ·ｍｇ－１、（０２４４±００１２）
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ｎｇ·ｍｇ－１、（０４７８±００５３） ｎｇ· ｍｇ－１。其 中
Ｃ去甲西泮／Ｃ地西泮为 ０７９５，与文献中报道的 Ｃ去甲西泮／
Ｃ地西泮范围０００５６～２６相符

［３］。

４　小结
本研究通过优化毛发前处理方法和液相色谱参

数，建立了一种毛发中地西泮、去甲西泮、奥沙西泮

的ＨＰＬＣ分析方法。并按照ＦＤＡ生物样品分析方法
验证指南对该方法进行了准确度和灵敏度等方面的

评价。该方法前处理简便、快捷，灵敏度相对较高，

且具有良好的线性关系，同时液相色谱仪普及率较

高，因此该方法推广性较强，提供了较可靠的实验室

技术支持。
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