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摘要：目的　建立高效灵敏准确的超高效液相质谱联用法（ＵＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）测
定人血浆中褪黑素（ＭＬＴ）浓度。方法　用ＵＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法测定人血浆中褪
黑素浓度。血浆样品用乙腈进行蛋白沉淀前处理，以其同位素褪黑素 －ｄ４
（ＭＬＴ－ｄ４）做内标。用ＡＣＱＵＩＴＹＵＰＬＣＢＥＨＣ１８（２１ｍｍ×５００ｍｍ，１７μｍ）
反向色谱柱，以 ００５ｍＭ氟化铵 －乙腈为流动相进行梯度洗脱，流速为
０４ｍＬ· ｍｉｎ－１，采集时间为３ｍｉｎ。用电喷雾离子源（ＥＳＩ＋），正离子模式，多
反应监测（ＭＲＭ）扫描方式进行监测。待测化合物褪黑素，离子反应为 ｍ／ｚ
２３３０→１７４０，内标（褪黑素－ｄ４）离子对为 ｍ／ｚ２３７２→１７８２。该方法应用于
一项单中心、随机、开放、单次口服给药药代动力学试验，空腹及餐后各入组１２
例受试者，给药剂量为２ｇ（含有４ｍｇ褪黑素），用 ＷｉｎＮｏｎｌｉｎ８３或以上版本或
ＳＡＳ９４或以上版本对药代动力学参数 Ｃｍａｘ（ΔＣｍａｘ）、ＡＵＣ０－ｔ（ΔＡＵＣ０－ｔ）和
ＡＵＣ０－∞（ΔＡＵＣ０－∞）分别进行统计分析。结果　人血浆中褪黑素定量下限为

５０００ｐｇ· ｍＬ－１；在 ５０００～５００００００ ｐｇ· ｍＬ－１呈 现 较 好 的 线 性
ｙ＝２００ｘ＋１１２×１０－４（ｒ２＞０９９９４）；批内和批间精密度结果显示，不同浓度相
对标准偏差（ＲＳＤ）均不超过５７７％，准确度在 ９２１１％ ～１０２０１％之间。低、
中、高浓度质控样品提取回收率分别为１０３３５％、１１３７５％和１３１２１％，变异系
数为１２１３％，无基质效应。通过１２例健康人体药代动力学研究首次发现，服
用相同剂量的褪黑素后，餐后的Ｃｍａｘ约为空腹的５０％，但ＡＵＣ基本一致，说明食
物可能影响褪黑素在体内的吸收及代谢。结论　 该方法专属性强、精密度好、
灵敏度高，能快速准确测定人血浆中褪黑素含量，并用于褪黑素的人体药代动力

学研究。
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Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｅｓｔａｂｌｉｓｈａｈｉｇｈｌｙｅｆｆｉｃｉｅｎｔ，ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ，ａｎｄ
ａｃｃｕｒａｔｅｕｌｔｒａ－ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ－ｍａｓｓ
ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ（ＵＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）ｍｅｔｈｏｄｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ｏｆｍｅｌａｔｏｎｉｎ（ＭＬＴ）ｉｎｈｕｍａｎｐｌａｓｍａｗｉｔｈｈｅｐａｒｉｎｓｏｄｉｕｍＭｅｔｈｏｄｓ　
ＴｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｍｅｌａｔｏｎｉｎｉｎｐｌａｓｍａｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｕｓｉｎｇＵＨＰＬＣ－
ＭＳ／ＭＳＰｌａｍｓａｓａｍｐｌｅｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｗａｓｄｏｎｅｂｙｐｒｏｔｅｉｎｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ
ｕｓｉｎｇａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ，ｉｔｓｉｓｏｔｏｐｅｍｅｌａｔｏｎｉｎ－ｄ４（ＭＬＴ－ｄ４）ｗａｓｕｓｅｄａｓｔｈｅ
ｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄ（ＩＳ）ＵｓｉｎｇＵＰＬＣＢＥＨＣ１８（２１ｍｍ×５００ｍｍ，
１７μｍ）ｒｅｖｅｒｓｅｐｈａｓｅｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｃｏｌｕｍｎ，ｇｒａｄｉｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎｗａｓ
ｐｅｒｆｏｒｍｅｄｗｉｔｈａｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇｏｆａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ－ｗａｔｅｒ（００５ｍＭ
Ａｍｍｏｎｉｕｍｆｌｕｏｒｉｄｅ）ａｔａｆｌｏｗｒａｔｅｏｆ０４ｍＬ·ｍｉｎ－１ｆｏｒ３ｍｉｎＭＬＴ
ｗａｓｍｏｎｉｔｏｒｅｄｕｓｉｎｇｐｏｓｉｔｉｖｅｅｌｅｃｔｒｏｓｐｒａｙｔｒｉｐｌｅｑｕａｄｒｕｐｏｌｅｍａｓｓ
ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｅｒｖｉａｍｕｌｔｉｐｌｅｒｅａｃｔｉｏｎｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ（ＭＲＭ）ｍｏｄｅＴｈｅ
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ｓｕｂｊｅｃｔｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｆｏｒｆａｓｔｉｎｇａｎｄａｆｔｅｒｍｅａｌｓ，ａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄａｄｏｓｅｏｆ２ｇ（ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ４ｍｇｏｆｍｅｌａｔｏｎｉｎ）Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ
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ｖｅｒｓｉｏｎ８３ｏｒａｂｏｖｅｏｒＳＡＳｖｅｒｓｉｏｎ９４ｏｒａｂｏｖｅＲｅｓｕｌｔｓ　Ｔｈｅａｃｈｉｅｖｅｄｌｏｗｅｒｌｉｍｉｔｏｆｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｗａｓ
５０００ｐｇ·ｍＬ－１Ｔｈｅｖａｌｉｄａｔｅｄｍｅｔｈｏｄｈａｄａｎｅｘｃｅｌｌｅｎｔｌｉｎｅａｒｉｔｙｉｎｔｈｅｒａｎｇｅｏｆ５０００－５００００００ｐｇ·ｍＬ－１ｆｏｒ
ＭＬＴｙ＝２００ｘ＋１１２×１０－４（ｒ２＞０９９９４）Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｉｎｔｒａ－ｂａｔｃｈａｎｄｉｎｔｅｒ－ｂａｔｃｈｐｒｅｃｉｓｉｏｎｓｈｏｗｅｄｔｈａｔ
ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎ（ＲＳＤ）ａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｄｉｄｎｏｔｅｘｃｅｅｄ５７７％，ａｎｄｔｈｅａｃｃｕｒａｃｙｗａｓｂｅｔｗｅｅｎ
９２１１％ －１０２０１％ Ｔｈｅｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓｏｆｌｏｗ，ｍｅｄｉｕｍａｎｄｈｉｇｈｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌｓａｍｐｌｅｓｏｆＭＬＴｗｅｒｅ
１０３３５％，１１３７５％ ａｎｄ１３１２１％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＴｈｅｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｏｆｖａｒｉａｔｉｏｎｗａｓ１２１３％Ｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｍａｔｒｉｘｅｆｆｅｃｔ
ｗａｓｆｏｕｎｄＴｈｒｏｕｇｈｔｈｅｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓｔｕｄｙｏｆ１２ｈｅａｌｔｈｙｈｕｍａｎｓ，ｉｔｗａｓｆｏｕｎｄｆｏｒｔｈｅｆｉｒｓｔｔｉｍｅｔｈａｔａｆｔｅｒｔａｋｉｎｇｔｈｅ
ｓａｍｅｄｏｓｅｏｆｍｅｌａｔｏｎｉｎ，ｔｈｅｐｏｓｔｐｒａｎｄｉａｌＣｍａｘｗａｓａｂｏｕｔ５０％ ｏｆｔｈａｔｏｆｆａｓｔｉｎｇ，ｂｕｔｔｈｅＡＵＣｗａｓｖｅｒｙｓｉｍｉｌａｒ，ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ
ｔｈａｔｆｏｏｄｍｉｇｈｔａｆｆｅｃｔｔｈｅａｂｓｏｒｐｔｉｏｎａｎｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｏｆｍｅｌａｔｏｎｉｎｉｎｔｈｅｂｏｄｙＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｔｈｉｓｍｅｔｈｏｄｈａｓｓｔｒｏｎｇ
ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ，ｇｏｏｄｐｒｅｃｉｓｉｏｎａｎｄｈｉｇｈｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ，ｗｈｉｃｈｃａｎｑｕｉｃｋｌｙａｎｄａｃｃｕｒａｔｅｌｙｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆｍｅｌａｔｏｎｉｎｉｎ
ｈｕｍａｎｐｌａｓｍａｗｉｔｈｈｅｐａｒｉｎｓｏｄｉｕｍ，ａｎｄｉｓｕｓｅｄｆｏｒｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｈｕｍａｎｂｌｏｏｄｄｒｕｇｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎａｎｄ
ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓｏｆｍｅｌａｔｏｎｉｎ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｍｅｌａｔｏｎｉｎ；ｉｎｓｏｍｎｉａ；ｕｌｔｒａ－ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ－ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ；ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓ

　　失眠症是睡眠障碍性疾病中最常见的一种疾病，
长期失眠往往伴随着精神疾病的发生，严重影响人群

的健康状态以及生活质量［１］。褪黑素（ｍｅｌａｔｏｎｉｎ，
ＭＬＴ）作为一种内源性激素，分泌不足将导致睡眠障
碍。外服褪黑素可提高体内的褪黑素浓度水平，临床

上广泛应用于失眠症的治疗［２］。目前，测定生物样本

中褪黑素的方法主要为液相色谱质谱联用（ｌｉｑｕｉｄ
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ－ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）
法［３－５］或气相色谱质谱联用（ｇａｓｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ－
ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＧＣ－ＭＳ／ＭＳ）法［６］，这些方法的前

处理操作使用比较复杂液液萃取法［４］或者采集时间

较长［３，６］或定量下限较高［６］。本试验建立了快速、高

效的超高效液相质谱联用（ｕｌｔｒａ－ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ
ｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ－ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，ＵＨＰＬＣ－
ＭＳ／ＭＳ）法测定人血浆中褪黑素浓度。可用于人体中
内源性褪黑素的浓度监测，并应用于临床血药浓度检

测及药代动力学研究。

材料、对象与方法

１　材料
药品和试剂　儿童褪黑素颗粒，规格：每袋

１ｇ／２ｍｇ，批号：ＡＦＧ０６，日本ノ
"

ベルファ"

マ株式

会社生产；褪黑素，规格：每瓶５０ｍｇ，含量为９５４７％，
校正因子０９５４７，批号：２４－０７－１８０３，购自深圳菲斯
生物科技有限公司（ＳＩＮＣＯＰＨＡＲＭＡＣＨＥＭ）；褪黑素－

ｄ４（内标），规格：每瓶２５ｍｇ，含量为１００００％，同位
素纯度为９８６０％，批号：１１２７－ＲＥ－０１０２，购自广州
佳途科技股份有限公司（ＣＡＴＯＲｅｓｅａｒｃｈＣｈｅｍｉｃａｌｓＩｎｃ）。

仪器　ＬＣ－３０ＡＤ高效液相色谱仪，日本岛津仪
器有限公司产品；ＴｒｉｐｌｅＱｕａｄＴＭ６５００＋质谱系统，
美国 ＳＣＩＥＸ公司产品；ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣＢＥＨ Ｃ１８
（２１ｍｍ×５００ｍｍ，１７μｍ）色谱柱，美国沃特世
（Ｗａｔｅｒｓ）公司产品。
２　受试者选择

本研究经桂林医学院附属医院药物临床试验伦

理委员会审批通过（伦理批号：ＹＢＥ２０２４００６）。空腹
与餐后试验各入组１２例健康的合格受试者，其中空腹
试验入组男性７例，女性５例。年龄（３０５８±６１６）岁，身
高（１６０３３±９４３）ｃｍ，体重（５８７５±８１８）ｋｇ，体质量
指数（ｂｏｄｙｍａｓｓｉｎｄｅｘ，ＢＭＩ）为（２２８４±２４５）ｋｇ·ｍ－２。
餐后 试 验 入 组 男 性 １０例，女 性 ２例。年 龄
（３０８３±６４４）岁，身高（１６８９２±６９２）ｃｍ，体重
（６３９１±１００７）ｋｇ，ＢＭＩ为（２２８３±２２３）ｋｇ·ｍ－２。
所有受试者都签署知情同意书。

入选标准　①年龄在１８～６０周岁（包含边界值）
的中国健康参与者，不限性别；②男性体重≥５０ｋｇ，
女性体重≥４５ｋｇ，ＢＭＩ在１８５～２８０ｋｇ·ｍ－２之间，
包含边界值；③研究前对研究内容、过程及可能出现
的不良反应了解充分，并签署知情同意书；④能理解
和遵守本项研究的各项要求。

排除标准　①对本品或任何一种辅料过敏者，或
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过敏体质者、或有特定过敏史者；②有心血管系统、内
分泌系统、神经系统、血液和淋巴系统、免疫系统、肾

脏、肝脏、胃肠道、呼吸系统、代谢（如高钾血症）及骨

骼等病史，且经研究者判断为异常有临床意义者；③
经口摄取不良者或正接受非口服营养疗法者；④使用
过与褪黑素有药物相互作用的药物或抑制／诱导肝脏
对药物代谢的药物、咖啡因者；⑤吸烟或酗酒者或每
天饮用过量茶、咖啡或含咖啡因的饮料者；⑥筛选时
体检或实验室检查异常且有临床意义者。

３　分组、给药与样本采集
研究设计为单中心、随机、开放、单次口服给药研

究。空腹实验参与者于给药前２天入住观察室，统一
饮食及生活管理。在服药前２４ｈ及采集 ～２４ｈ血样
后，统一进食标准早餐。给药前禁食１０ｈ以上，给药
当天早上在空腹状态下，用２４０ｍＬ水送服试验制剂
２ｇ（含有４ｍｇ褪黑素）。餐后试验参与者于给药前
２天入住观察室，统一饮食及生活管理。在服药前
２４ｈ、０ｈ及３０ｍｉｎ时开始统一进食高脂高热量早餐，
并且在３０ｍｉｎ内进食完，进食高脂餐前禁食１０ｈ以
上，在研究当日清晨给药前３０ｍｉｎ时统一进食高脂高
热量早餐，并且在３０ｍｉｎ内进食完毕，在开始进食后
３０ｍｉｎ（±１ｍｉｎ）时，准时用２４０ｍＬ水送服试验制剂
２ｇ（含有 ４ｍｇ褪黑素）。分别于服药前 ２４００、
１２００、０００ｈ及服药后００８、０１７、０２５、０３３、０４２、
０５０、０６７、０８３、１００、１３３、１６７、２００、２５０、３００、
３５０、４００、５００、６００、８００、１０００ｈ，共计２３个采血
点，采集静脉血约 ４ｍＬ置于肝素钠抗凝采血管中。
采血管需提前冰浴，采集的血样混匀后即刻置于冰水

浴中，并于１ｈ内离心，分离血浆，保存于－８０℃冰箱
中保存至测定。

４　测定方法
色谱条件　色谱柱为 ＡＣＱＵＩＴＹＵＰＬＣＢＥＨＣ１８

（２１ｍｍ×５００ｍｍ，１７μｍ）；流动相为００５ｍＭ氟
化铵（Ａ）－乙腈（Ｂ），梯度洗脱：０００～１００ｍｉｎ，
７５％ ～４５％ Ａ；１００～１２０ｍｉｎ，４５％ ～５％ Ａ；
１２０～２００ｍｉｎ，５％ Ａ；２００～２０１ｍｉｎ，５％ ～７５％
Ａ；２０１～３００ｍｉｎ，７５％ Ａ；流速 ０４ｍＬ·ｍｉｎ－１。柱
温设定为４０℃；进样量设定为１０μＬ，采集时间为３ｍｉｎ。

质谱条件　采用离子喷雾离子化源（ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｒａｙ
ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ，ＥＳＩ），正离子模式；离子喷射电压为４０００Ｖ；
温度：５００℃；雾化气为３７９ｋＰａ；去簇电压为４１４ｋＰａ；
气帘气体为 ２４１ｋＰａ；扫描方式为多反应监测；褪黑
素，褪黑素－ｄ４去簇电压分别为５０、５０Ｖ；碰撞能量分
别为 １７、２３ｅＶ；待测化合物褪黑素，离子反应为

ｍ／ｚ２３３０→１７４０，内标（褪黑素 －ｄ４）离子对为 ｍ／ｚ
２３７２→１７８２。

标准曲线工作液配制　取褪黑素对照品适量，经
校正因子折算后，精密量取一定体积甲醇溶解并摇

匀，制成１００ｍｇ·ｍＬ－１的对照品储备液。以５０％甲
醇为稀释剂，定量稀释配制成 １００、２００、８００、
３２００、１２０００、４８０００、８００００、１０００００ｎｇ·ｍＬ－１的
系列标准曲线工作液。

质控工作液配制　取褪黑素对照品适量，经校正
因子折算后，精密量取一定体积甲醇溶解并摇匀，制

成１００ｍｇ·ｍＬ－１的对照品储备液。以５０％甲醇为
稀释剂，定量稀释配制成１００、１５０、３０００、３００００、
７５０００、３０００００ｎｇ·ｍＬ－１的质控工作液。

内标工作液配制　计算褪黑素 －ｄ４对照品经校
正因子折算后的质量，精密量取一定体积甲醇溶解并

摇匀，制成１００ｍｇ·ｍＬ－１的储备液，以５０％甲醇为
稀释剂，定量稀释配制成 １０００ｎｇ·ｍＬ－１的内标工
作液。

基质标准曲线溶液配制　分别取１０μＬ对应浓
度的标准曲线工作液，用１９０μＬ空白基质定量稀释
成 ５０００、１００００、４００００、１ ６００００、６ ０００００、
２００００００、４００００００、５００００００ｐｇ·ｍＬ－１的基质标
准曲线溶液。

质控样品配制　分别取对应的质控工作液
２０μＬ，用空白基质３８０μＬ定量稀释成５０００、７５００、
１５００００、１５０００００、３７５００００、１５００００００ｐｇ·ｍＬ－１的质
控样品溶液。

血浆样品配制　样品使用前涡旋混匀至少３ｍｉｎ，
吸取血浆样本５０μＬ，加入置９６孔板中相应位置。各
样品中加入内标工作溶液５０μＬ，震荡混匀３ｍｉｎ。各
样品中加入乙腈 ２００μＬ进行蛋白沉淀，震荡混匀
５ｍｉｎ，于５℃条件下以５９５０ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ。
取上清液 １００μＬ置另一 ９６孔板中，各样品中加入
１００μＬ超纯水，封膜，涡旋混匀至少３ｍｉｎ，取１０μＬ
进样，进行ＵＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ分析。
５　方法学考察

专属性　对６种不同来源的空白血浆、１种空白
高脂基质、１种空白溶血基质配制的双空白样品和定
量下限质控样品进行分析。将空白血浆与定量下限

（ｌｏｗｅｒｌｉｍｉｔｏｆｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＬＬＯＱ）样品中的待测物
和内标峰面积进行对比，考察目标化合物在空白血浆

中是否存在干扰，干扰峰面积应小于待测物 ＬＬＯＱ面
积的２０％，小于内标峰面积５％。另外，考虑到待测
物与内标物可能存在相互干扰，通过分析６个只含待
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测物的定量上限（ｕｐｐｅｒｌｉｍｉｔｏｆｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＵＬＯＱ－
ｏｎｌｙ）样品，考察待测物对内标的干扰。ＵＬＯＱ－ｏｎｌｙ
样品在内标保留时间处，干扰峰面积平均值应不超过

仅含内标物样品（ｓａｍｐｌｅｓｓｐｉｋｅｄｗｉｔｈｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄ
ｏｎｌｙ，ＩＳ－ｏｎｌｙ）中内标峰面积平均值的５％。通过分
析６个重复ＩＳ－ｏｎｌｙ样品考察内标对待测物的干扰。
ＩＳ－ｏｎｌｙ样品中待测物干扰峰面积平均值应不超过仅
含待测物ＬＬＯＱ样品平均峰面积的２０％。

标准曲线与定量下限　分别取１０μＬ对应的标准
曲线工作液，用空白血浆１９０μＬ稀释，混匀，配制成褪
黑素质量浓度为 ５０００、１００００、４００００、１６００００、
６０００００、２４０００００、４００００００、５００００００ｐｇ·ｍＬ－１的
标准曲线血浆样品，低浓度质控样品（ｌｏｗｑｕａｌｉｔｙ
ｃｏｎｔｒｏｌｓａｍｐｌｅ，ＬＱＣ）、中浓度质控样品（ｍｉｄｄｌｅｑｕａｌｉｔｙ
ｃｏｎｔｒｏｌｓａｍｐｌｅ，ＭＱＣ）１、ＭＱＣ２、高浓度质控样品（ｈｉｇｈ
ｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌｓａｍｐｌｅ，ＨＱＣ）浓 度 分 别 为 ５０００、
１５００００、１５０００００、１５００００００ｐｇ·ｍＬ－１，按“血浆样品
配制”操作，记录色谱图，以浓度（ｘ）为横坐标，以褪黑
素与内标的峰面积比值（ｙ）为纵坐标进行权重回归
（权重系数为１／Ｘ２）。校正标样回算的浓度应均在标
示值的±１５％，ＬＬＯＱ应在标示值的±２０％。

精密度与准确度　取褪黑素的 ＬＬＯＱ、ＬＯＱ、
ＭＱＣ１、ＭＱＣ２和 ＨＱＣ５个质量浓度的质控样品，按
“血浆样品配制”方法操作，每个浓度６个样本，测定
３个分析批次，根据相应分析批次的随行标准曲线计
算质控样品中待测物的浓度，计算批内与批间精密度

（ｒｅｌａｔｉｖｅｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎ，ＲＳＤ）和准确度（ｒｅｌａｔｉｖｅ
ｅｒｒｏｒ，ＲＥ）。批内和批间的 ＲＥ％及 ＲＳＤ％ 均应

＜±１５％（ＬＬＯＱ应≤２０％）。
回收率　将ＬＱＣ、ＭＱＣ、ＨＱＣ质控样品各６份和

至少１８份不含内标与待测物的双空白样品一同提
取，在提取后的空白样品中加入待测物与内标使其浓

度与 ＬＱＣ、ＭＱＣ、ＨＱＣ样品相同。将经过前处理样品
与未经过前处理样品的待测物和内标物峰面积进行

比较计算回收率。

基质效应　本实验同时用２种考察方式进行基
质效应考察。考察方式一为采用６份不同来源的空
白血浆分别配制ＬＱＣ、ＨＱＣ质控样品各１８份（每个浓
度水平、每个空白基质配制３个），实测浓度与理论浓度
值的平均偏差应不超过±１５％，变异系数（ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｏｆ
ｖａｒｉａｔｉｏｎ，ＣＶ）应不超过 １５％。考察方式二为采用
６份不同来源的经前处理提取后的空白基质分别配制
ＬＱＣ、ＨＱＣ质控样品各６份（每个浓度水平、每个空白
基质配制１个），并配制 ＬＱＣ、ＨＱＣ纯溶液样品各

６份。对比基质样品与纯溶液之间的内标归一化基质
效应因子评价基质效应。６份不同来源基质计算的内
标归一化的基质因子变异系数应不超过１５％。

溶血效应与高脂血效应　在空白血浆中加入２％
溶血全血（加入红细胞破裂的全血至２％体积比），并
加入待测物配制成低、高浓度质控样品，每个浓度平

行配制６份。将溶血血浆配制的质控样品与常规血
浆配制的标准曲线和质控样品比较来考察。高脂血

浆［空白血浆中加入中／长链脂肪乳注射液（Ｃ６～２４）
配成含１％脂肪乳的高脂血浆］的基质效应通过至少
１个批次的高脂血浆分别在低、高质控样品浓度来评
估，每个浓度平行配制６份。将高脂血浆配制的质控
样品与常规血浆新配制的标准曲线和质控样品比较

来考察。低、高浓度样品的平均准确度偏差应在

±１５％内，同一浓度变异系数应不超过１５％。
稳定性　考察低、高浓度（７５００、３７５００００ｐｇ·ｍＬ－１）

质控样品在室温白光（１０～３０℃）放置２８ｈ，样品处
理后５℃放置１２２ｈ，－２０℃和８０℃循环冻融５次，
－２０℃长期及－８０℃长期冷冻保存４１ｄ条件下稳定性。
６　统计学处理

用 ＷｉｎＮｏｎｌｉｎ８３对 药 代 动 力 学 参 数 Ｃｍａｘ
（ΔＣｍａｘ）、ＡＵＣ０－ｔ（ΔＡＵＣ０－ｔ）和 ＡＵＣ０－∞（ΔＡＵＣ０－∞）
分别进行统计分析。

结　　果

１　方法学评价
专属性　褪黑素和内标褪黑素 －ｄ４的保留时间

分别为０９４和０９３ｍｉｎ，空白血浆中的内源性物质
对待测物和内标的测定无干扰，内标与待测物互不干

扰，结果见图１。
标准曲线与定量下限　褪黑素标准曲线的回归

方程 ｙ＝２００ｘ＋１１２×１０－４（ｒ２ ＝０９９９４）在
５０００～５００００００ｐｇ·ｍＬ－１线性良好。定量下限为
５０００ｐｇ·ｍＬ－１，平行连续测定 ６次，准确度为
１０２０１％，ＲＳＤ为１０７％。

精密度与准确度　褪黑素的 ５个质控样本
（ＬＬＯＱ，ＬＱＣ、ＭＱＣ１、ＭＱＣ２、ＨＱＣ）批内和批间 ＲＳＤ
均小于＜５７７％，准确度在９２１１％ ～１０２０１％之间。
结果见表１。

回收率　褪黑素的低、中、高三个质量浓度质控
样品 提 取 回 收 率 分 别 为 １０３３５％、１１３７５％、
１３１２１％，３个质量浓度质控样品变异系数为
１２１３％；１８个提取后质控样品内标平均提取回收率



ＣｈｉｎＪＣｌｉｎＰｈａｒｍａｃｏｌ 　２６５９　

Ｖｏｌ４１Ｎｏ１８Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４４０）

为１１２９５％，变异系数为４８６％；均符合要求，表明提
取回收率稳定均一。

图 １　人血浆中褪黑素及褪黑素－ｄ４（内标）典型图谱
Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｔｙｐｉｃａｌｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｍｅｌａｔｏｎｉｎａｎｄｍｅｌａｔｏｎｉｎ－
ｄ４（ｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄ）ｉｎｈｅｐａｒｉｎｓｏｄｉｕｍｈｕｍａｎｐｌａｓｍａ
Ａ：Ｄｏｕｂｌｅｂｌａｎｋ；Ｂ：Ｏｎｌｙｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄｂｌａｎｋｓ；Ｃ：Ｌｏｗｅｒｌｉｍｉｔｏｆｑｕａｎｔｉ

ｆｉｃａｔｉｏｎ（５０ｐｇ·ｍＬ－１）ｆｏｒｍｅｌａｔｏｎｉｎｉｎｐｌａｓｍａａｎｄｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄ；

Ｄ：Ｐｌａｓｍａｓａｍｐｌｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄｆｒｏｍａｈｅａｌｔｈｙｖｏｌｕｎｔｅｅｒａｆｔｅｒｏｒａｌａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ

ｏｆ ｍｅｌａｔｏｎｉｎ （ｓｐｉｋｅｄ ｗｉｔｈ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ）； Ⅰ： Ｍｅｌａｔｏｎｉｎ；

Ⅱ：Ｍｅｌａｔｏｎｉｎ－ｄ４

　　基质效应　考察方式一：低、高浓度实测浓度与
理论浓度平均偏差在 －１０４０％ ～ －３６０％、
－１０６１％～－５１７％ 之 间， 变 异 系 数 在

０７９％～３６６％、１２１％ ～２２９％之间。考察方式
二：低、高浓度内标归一化基质因子变异系数分别为

１０３％、２８８％。表明基质效应无影响。
溶血效应与高脂血效应　溶血基质样品低、高浓

度平均准确度偏差分别为 －８０１％、－９０２％，变异
系数分别为１５５％、１０５％；高脂基质样品低、高浓度
平均准确度偏差分别为 －７０３％、－４３９％，变异系
数分别为３２１％、１４６％。均符合要求。

稳定性　在上述条件下，褪黑素质控质量浓度为
７５００、３７５００００ｐｇ·ｍＬ－１，样品的准确度偏差在
－８１１％ ～１３４５％之间，ＲＳＤ均不超过５３２％。表
明褪黑素混合样品在上述条件下稳定性较好。

２　药代动力学结果
受试者入组情况　空腹试验共筛选受试者３０例，

共入组１２例健康受试者（男７例，女５例）。所有受
试者均按要求服用药物且在试验期间无参与者退出

或样本脱落的情况。餐后试验共筛选例受试者３０例，
共入组１２例健康受试者（男１０例，女２例）。所有受
试者均按要求服用药物且在试验期间无参与者退出

或样本脱落的情况。空腹及餐后所有受试者均纳入

全分析集、安全性分析集、药代动力学浓度集。

药代动力学　对于药代动力学数据集，所有参与
者各个时间点的血浆中褪黑素的血药浓度测定数据，

均根据基线校正前血药浓度和基线校正后血药浓度

分别计算各参与者的药代动力学参数。口服儿童褪

黑素颗粒（２ｇ含４ｍｇ褪黑素）空腹及餐后平均药时
曲线见图２，相关药代动力学参数见表２。
１２例健康受试者空腹和餐后口服儿童褪黑素颗

粒（２ｇ含４ｍｇ褪黑素）扣除本底后体内血浆中褪黑
素的消除半衰期（ｔ１／２）分别为（０７８±０１６）和
（１０６±０３４）ｈ；ＡＵＣ０－ｌａｓｔ分别为（２２０９２４６±７３７０２０）
　　

表１　褪黑素在人血浆中的精密度和准确度
Ｔａｂｌｅ１　Ｔｈｅｐｒｅｃｉｓｉｏｎａｎｄａｃｃｕｒａｃｙｏｆｍｅｌａｔｏｎｉｎｉｎｈｕｍａｎｐｌａｓｍａ

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

（ｐｇ·ｍＬ－１）

Ｉｎｔｒａ－ｄａｙ（ｎ＝６） Ｉｎｔｒａ－ｄａｙ（ｎ＝１８） Ａｃｃｕｒａｃｙ（％）

Ｍｅａｓｕｒｅｄ

（ｐｇ·ｍＬ－１，珋ｘ±ｓ）

ＲＳＤ

（％）

Ｍｅａｓｕｒｅｄ

（ｐｇ·ｍＬ－１，珋ｘ±ｓ）

ＲＳＤ

（％）

Ｍｅａｓｕｒｅｄ

（％，珋ｘ±ｓ）

ＲＳＤ

（％）

５０ ５１００±０５４ １０６ ４８０７±２５４ ５２８ １０２０１±１０９ １０７
７５ ７１７９±０８８ １２３ ７２１７±１９２ ２６６ ９５７２±１１７ １２２
１５００ １４６３６７±２１０２ １４４ １４８２４４±２４４５ １６５ ９７５８±１４０ １４３
１５０００ １４４３０００±１４３８１ １００ １４８７２２２±６０７８６ ４０９ ９６２０±０９６ １００
３７５００ ３４５４１６７±３８４６３ １１１ ３６３４０５６±２０９５６９ ５７７ ９２１１±１０３ １１２

ＲＳＤ：Ｒｅｌａｔｉｖｅｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎ
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和（２１２９３２９±９４９７２０）ｈ·ｐｇ·ｍＬ－１，Ｃｍａｘ分别为
（２９７５９２６±１３５３９３０）和（１０９６４６２±５３５５９０）
ｐｇ·ｍＬ－１。通过１２例健康人体药代动力学研究首次
发现，服用相同剂量的褪黑素后，餐后的 Ｃｍａｘ约为空
腹的５０％，但ＡＵＣ基本一致，说明食物可能影响褪黑
素在体内的吸收及代谢。

图 ２　空腹及餐后条件下健康受试者口服儿童褪黑素颗粒
（２ｇ，含褪黑素４ｍｇ）平均血药浓度－时间曲线
Ｆｉｇｕｒｅ２　 Ａｖｅｒａｇｅｂｌｏｏｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ－ｔｉｍｅｃｕｒｖｅｏｆｏｒａｌｃｈｉｌ
ｄｒｅｎ’ｓｍｅｌａｔｏｎｉｎｇｒａｎｕｌｅｓ（２ｇ，ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ４ｍｇｏｆｍｅｌａｔｏｎｉｎ）ｉｎ
ｈｅａｌｔｈｙｓｕｂｊｅｃｔｓｕｎｄｅｒｆａｓｔｉｎｇａｎｄｐｏｓｔｐｒａｎｄｉａｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

表２　１２例健康受试者口服儿童褪黑素颗粒（２ｇ，含褪黑素
４ｍｇ）后体内空腹和餐后褪黑素药代动力学参数（珋ｘ±ｓ，ｎ＝１２）
Ｔａｂｌｅ２　Ｆａｓｔｉｎｇａｎｄｐｏｓｔｐｒａｎｄｉａｌｍｅｌａｔｏｎｉｎｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃ
ｐａｒａｍｅｔｅｒｓｉｎ１２ｈｅａｌｔｈｙｓｕｂｊｅｃｔｓａｆｔｅｒｏｒａｌａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆ
ｍｅｌａｔｏｎｉｎｇｒａｎｕｌｅｓ（２ｇ，ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｍｅｌａｔｏｎｉｎ４ｍｇ）

Ｐａｒａｍｅｔｅｒ
Ｍｅｌａｔｏｎｉｎ（Ｍｅａｎ±ＳＤ）

Ｆａｓｔｉｎｇ Ｐｏｓｔｐｒａｎｄｉａｌ

Ｔｍａｘ（ｈ） ０２５（００８－０４２） ０１７（００８－２５０）

Ｃｍａｘ（ｐｇ·ｍＬ－１） ２９７５９２６±１３５３９３０１０９６４５２±５３５５９０

ＡＵＣ０－ｌａｓｔ（ｈ·ｐｇ·ｍＬ－１） ２２０９２４６±７３７０２０ ２１２９３２９±９４９７２０

ＡＵＣ０－ｉｎｆ（ｈ·ｐｇ·ｍＬ－１） ２２１８８２２±７３７１２０ ２１４４９９１±９５０９６９

ｔ１／２（ｈ） ０７８±０１６ １０６±０３４

ＣＬｚ／Ｆ（Ｌ·ｈ－１） ０２０±００７ ０２６±０２１

讨　　论

褪黑素颗粒经服用后在人体中产生有效物质为

褪黑素，由于褪黑素为人体内源性物质，故要求方法

有较低的定量下限测定本底浓度。目前测定生物样

本中褪黑素的方法主要为 ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法［３－５］或

ＧＣ－ＭＳ／ＭＳ法［６］，前处理操作使用复杂的液液萃取

法［４］，采集时间长［３，６］或定量下限高［６］。本研究前期

　　

在方法摸索过程中，通过筛选不同浓度乙酸铵

（０５～１０ｍＭ）－乙腈、不同浓度氟化铵（００１～０１
ｍＭ）－甲醇／乙腈等多种不同的系统，发现加入少量
氟化铵后可以明显增加褪黑素的响应且峰形不拖尾，

最终选择００５ｍＭ氟化铵 －乙腈作为流动相。本方
法定量下限为５０ｐｇ·ｍＬ－１满足测定给药前２４ｈ褪
黑素浓度要求，灵敏度低，线性范围广（１０００倍），可
同时采用一个方法测定本底浓度和给药后的血药浓

度。本研究通过健康人体药代动力学研究发现，服用

相同剂量的儿童褪黑素颗粒后，餐后 Ｃｍａｘ为空腹的
５０％左右，餐后消除半衰期（ｔ１／２）是空腹的 １４倍
（１０６ｖｓ０７８ｈ）但对比２者ＡＵＣ值却非常接近，说
明食物可能对褪黑素在体内的吸收及消除产生较明

显影响。在糖尿病治疗研究中［７］，提出褪黑素与胰

岛素有相互作用，因此推测餐后褪黑素吸收速率降

低是由于高碳水饮食导致血糖上升，胰岛素分泌增

加，促使色氨酸进入大脑转化为褪黑素，从而降低

外源性褪黑素吸收速率。本文通过蛋白沉淀前处

理，采用 ＥＳＩ（＋）模式的 ＵＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ方法，建
立了快速、高效、稳定的方法以测定内源性及服用

褪黑素颗粒后人体血浆中褪黑素浓度的方法。适

用于人体血浆样品中褪黑素浓度的测定及褪黑素

药代动力学研究。
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