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仅适⽤于法医毒理学应⽤。

摘要

本应⽤纪要介绍了⼀种新型反相SPE吸附剂 - Oasis PRiME，⽤这种吸附剂萃取合成⼤⿇素及其代谢物的⼀致性良

好、回收率⾼，⽽且基质效应低，还能基本消除全⾎样品中的内源性磷脂。即便不使⽤氘代内标，也能获得出⾊

的定量结果。

优势

可省略活化和平衡步骤的简单SPE⽅案。■

所有测试化合物均可实现⾼效回收和低基质效应。■

⽤于全⾎中合成⼤⿇素及其代谢物分析的⼀种快速通⽤萃取⽅法。■

与蛋⽩沉淀法相⽐，磷脂去除率>95%。 ■

针对各种合成⼤⿇素及其代谢物的定量具有出⾊的准确度和精密度。■

简介
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Oasis PRiME HLB是⼀种新型反相固相萃取(SPE)吸附剂，能够简化和加速SPE⽅案流程，同时较其他样品前处理

⽅法能够获得更纯净的萃取物。使⽤Oasis PRiME HLB，通过省略活化和平衡的3步（上样-清洗-洗脱）SPE⽅案

流程，可成功从全⾎样品中萃取22种合成⼤⿇素及其代谢物。整个化合物组均可获得出⾊的分析物回收率，并且

能够将基质效应(ME)控制在适当范围内。所有化合物获得的结果具有良好的⼀致性，变异性较低。此外，Oasis 

PRiME HLB与蛋⽩沉淀法(PPT)相⽐，能够去除全⾎样品中超过95%的磷脂。本研究使⽤Waters Oasis PRiME 

HLB 30 mg板萃取了22种合成⼤⿇素及其代谢物。所有化合物的标准曲线范围均为0.2~100 ng/mL。我们在整个

标准曲线浓度范围内都获得了准确精密的质量控制样品定量结果。本研究通过分析这些不同类别的药物及其代谢

物（包括中性分⼦、酸和碱），证明该⽅法能够应⽤于不同化学型，并且展⽰出此⽅法也适⽤于新开发的相关化

合物（必要时可对该⽅法作出适当的调整）。

实验

液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： ACQUITY UPLC I-Class

⾊谱柱： CORTECS UPLC C18, 90 Å, 1.6 μm, 2.1 × 100 

mm (P/N 186007095)

柱温： 30 °C

进样体积： 5 μL

流速： 0.6 mL/min

流动相A： 0.1%甲酸的MilliQ⽔溶液

流动相B： 0.1%甲酸的⼄腈溶液

初始条件为30%的流动相B。流动相B在2 min内增

加⾄50%，并在50%保持1 min，再在4 min内增加

梯度：
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⾄90%，然后在0.2 min内返回⾄30%。重新平衡

系统1.3 min。整个循环时间为8.5 min。表1列出

了溶剂梯度。

梯度

表1.流动相梯度流动相A和流动相B的组成列于

“⽅法”⼩节中。

质谱条件

质谱系统： Xevo TQD

电离模式： ESI正离⼦模式

采集模式： MRM（请参阅表2和3获取离⼦通道信息）

⽑细管电压： 1 kV

碰撞能量(eV)： 针对各化合物优化（请参阅表2）

锥孔电压(V)： 针对各化合物优化（请参阅表2）
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数据管理

采⽤Waters MassLynx软件4.1版(SCN 855)采集和分析所有数据，并使⽤TargetLynx软件进⾏定量。使⽤

IntelliStart优化MS条件。

材料

AM2233、JWH-015、RCS-4、JWH-203、RCS-8、JWH-210、JWH-073和JWH-018均购⾃Cerilliant（德克萨斯

州圆⽯）。所有其他化合物和代谢物均购⾃Cayman Chemical（美国密歇根州安阿伯）。

各种储备液(1 mg/mL)均采⽤甲醇、DMSO或50:50 DMSO/甲醇配制。所有化合物的混合储备液(10 μg/mL)均使

⽤甲醇配制。⼯作溶液使⽤40%甲醇每⽇现配。

标准曲线样品和质量控制(QC)样品由不同浓度的⼯作标准品加⼊基质（全⾎）中配制⽽得。所有分析物的标准曲

线浓度范围均为0.2~100 ng/mL。配制的质量控制样品在全⾎中的浓度为2.5、7.5和75 ng/mL。

本实验分析的22种化合物列于表1中，构成了⼀组包含各类法医毒理学相关合成⼤⿇素的化合物。其中包括⾦刚烷

甲酰吲哚类（AM 1248和AKB48）、萘甲酰吲哚类(JWH 022)、苯⼄酰吲哚类（RCS-4和RCS-8）和四甲基环丙基

吲哚类（UR-144和XLR11）。还包括JWH-073和JWH-018的主要代谢物，由于其中⼀些化合物为与质谱碎⽚相同

的结构异构体，因此对其准确定量需要达到⾜够的⾊谱分离。

样品前处理

使⽤Oasis PRiME HLB 30 mg板提取样品。将0.1 mL的0.1 M硫酸锌/醋酸铵溶液加⼊0.1 mL全⾎样品中并涡旋混

合5 s，使⾎细胞裂解。然后向所有样品中加⼊400 µL⼄腈进⾏沉淀。将全部样品涡旋10 s并在7000 rcf速度下离

⼼5 min。然后在上样前⽤1.2 mL⽔稀释上清液。样品直接上样⾄Oasis PRiME 30 mg板，⽆需活化和平衡。⽤

500 µL的甲醇:⽔(25:75)清洗所有孔洞2次，⽤500 µL的⼄腈/甲醇(90/10)洗脱2次。洗脱液在氮⽓条件下吹⼲，并

⽤100 µL 30%的⼄腈复溶。将5 µL样品注⼊UPLC系统。

分析物回收率按照以下公式计算：

其中，A = 所萃取样品的峰⾯积，B = 萃取基质样品（萃取后加⼊化合物）的峰⾯积。
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基质效应按照以下公式计算：

存在基质时的峰⾯积是指在萃取之后加⼊化合物的所萃取基质样品的峰⾯积。⽆基质时的峰⾯积指在纯溶剂溶液

中的分析物的峰⾯积。

结果与讨论

⾊谱分析

实⼼核CORTECS颗粒与先进的⾊谱柱填充技术相结合，可达到出⾊的⾊谱性能。分析浓度为20 ng/mL的标准曲

线样品获得的所有化合物的代表性⾊谱图如图1所⽰。使⽤CORTECS UPLC C18⾊谱柱（90Å，1.6 μm；2.1 × 

100 mm），我们在7.5 min内完成了对所有化合物的分析，总运⾏周期为8.5 min。所有化合物的峰形良好，⽆明

显的拖尾或不对称，且在5%基线处的所有峰宽⼩于3 s。
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图1.22种合成⼤⿇素及其代谢物的UPLC/MS/MS⾊谱图。

回收率和基质效应

本应⽤纪要中的合成⼤⿇素及其代谢物包含中性、酸性和碱性化合物。使⽤Oasis PRiME HLB吸附剂能够同时萃

取所有待测化合物及其代谢物，⽆论它们具有何种官能团。根据实验部分所述的公式计算回收率和基质效应(

ME)，结果如图2所⽰。采⽤本⽂的萃取⽅案，所有化合物能够实现⼏乎完全回收，并且⼤多数分析物的基质效应

极⼩。除⼀种化合物外，其他所有化合物的回收率均⼤于或等于80%，所有化合物的平均回收率为91%。所有化

合物的回收率⼀致性好，平均%RSD为5%。整个化合物组的基质效应⾮常低。仅两种化合物的基质效应略微超过

40%，其余化合物基质效应均低于25%。平均基质效应程度仅为17%。该组合成⼤⿇素的⾼回收率和极低的基质

效应表明：使⽤Oasis PRiME HLB通过简单的上样-清洗-洗脱⽅案流程在应⽤于其他相关化合物时应当能够获得类

似的结果。

可去除磷脂

Oasis PRiME HLB的重要特征之⼀是能够获得较其他样品前处理⽅法更纯净的萃取物。达到这个效果的途径之⼀

是去除内源性磷脂。图3显⽰了相同样品分别通过Oasis PRiME HLB萃取和蛋⽩沉淀法处理后所得磷脂分析对⽐⾊
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谱图。与蛋⽩沉淀法(PPT)相⽐，Oasis PRiME HLB去除了超过95%的磷脂（图3），获得了更纯净的萃取物。这

意味着基质效应将得到有效的降低、⾊谱柱的寿命会更⻓，并且质谱离⼦源的维护频率也会相应降低。

图3.Oasis PRiME HLB萃取与蛋⽩沉淀法的磷脂残留⾊谱图对⽐。⽐例⼀致。

标准曲线性能、准确度、精密度和灵敏度

为了评估分析⽅法的线性和分析灵敏度，我们为所有组分建⽴了浓度范围为0.2~100 ng/mL的标准曲线。此外

，研究中还对浓度为2.5、7.5和75 ng/mL的质量控制样品(N=4)进⾏了萃取和分析。所有化合物的标准曲线R2值

和QC汇总数据列于表2中。实验在低、中和⾼浓度范围内均获得了准确的质量控制(QC)结果。低浓度QC样品(2.5 

ng/mL)的准确度范围为95%~110%（化合物AM2233除外），平均值为102%。所有分析物（⼀个例外）的中、

⾼浓度QC样品所得结果⾮常出⾊，准确度在期望值的15%范围之内。并且，⼤多数分析物的RSD%低于10%，最

⼤不超过15%，表明分析精密度⾮常好。各浓度⽔平（低、中和⾼）下的准确度评估结果显⽰，平均回收率介于
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93%~104%之间。⼤多数分析物的定量限能达到0.1 ng/mL且不⼤于1 ng/mL。这些结果未使⽤氘代内标，再次证

明了使⽤Oasis PRiME HLB的⼀致性。

表2.所有化合物的R2值和质量控制结果。下⽅的平均值表⽰所有化合物在特定浓度下的

平均值。右侧的值表⽰各个化合物在整个QC浓度范围内的平均值。
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表3.本应⽤纪要中的合成⼤⿇素化合物及其代谢物的分⼦式、保留时间和MS/MS条件。

先列出的是定量通道，然后是确认通道。

9使⽤Oasis PRiME HLB简单、快速地从全⾎中萃取纯净的合成⼤⿇素



表4.磷脂的MS/MS条件。

结论

本应⽤纪要重点介绍了Oasis PRiME HLB的使⽤，这是⼀种新型反相SPE吸附剂，它能够在去除⼏乎所有内源性磷

脂的同时简化和加速SPE⽅案流程。使⽤简单的上样-清洗-洗脱策略，⽆需任何吸附剂活化或平衡步骤，即可从全

⾎样品中萃取⼀组22种合成⼤⿇素。整个化合物组的平均萃取回收率为91%，平均基质效应仅为17%。所有化合

物获得的结果具有良好的⼀致性，%RSD均值为5%。此外，相⽐蛋⽩沉淀法，本⽂的⽅法能够去除超过95%的磷

脂。定量结果同样出⾊。即便不使⽤氘代内标，标准曲线仍具有良好线性，其中21种化合物（共22种）的R2值为

0.99。97%的QC结果处于⽬标值的15%范围内，并且所有%RSD均⼩于15%。综上，Oasis PRiME能够实现良好

的⼀致性、⾼回收率和低基质效应，并能基本去除全⾎样品中的内源性磷脂。即便不使⽤氘代内标，也能获得出

⾊的定量结果。
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特⾊产品

ACQUITY UPLC I-Class PLUS系统 <https://www.waters.com/134613317>

Xevo TQD三重四极杆质谱仪 <https://www.waters.com/134608730>

可在线购买

CORTECS UPLC C18⾊谱柱, 90 Å, 1.6 µm, 2.1 mm x 100 mm, 1根/包 <

https://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186007095>

96孔样品收集板，2 mL⽅孔，50个/包 <

https://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186002482>

Oasis PRiME HLB 96孔板，每孔装填30 mg吸附剂，1个/包 <

https://www.waters.com/waters/partDetail.htm?partNumber=186008054>
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