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摘 要 目的：建立测定大鼠血浆中美沙酮和文拉法辛及其代谢产物浓度的方法并用于其药动学研究。方法：大鼠血浆样品经乙

腈沉淀蛋白后，以地西泮为内标，采用超高效液相色谱-串联质谱法测定。色谱柱为 Waters Acquity UPLC BEH C18，流动相为乙

腈-0.1％甲酸（梯度洗脱），流速为0.4 mL/min，柱温为40 ℃，进样量为2 μL。采用电喷雾电离源，以多反应监测方式进行正离子扫

描，用于定量分析的离子对分别为 m/z 310.4→265.4（美沙酮）、m/z 278.2→234.1[2-亚乙基-1，5-二甲基-3，3-二苯基吡咯烷（ED-

DP）]、m/z 278.1→57.8（文拉法辛）、m/z 263.9→57.9（O-去甲文拉法辛）、m/z 285.1→193.1（内标）。取8只SD大鼠分别灌胃盐酸美

沙酮6 mg/kg、盐酸文拉法辛10 mg/kg（每个药物各4只大鼠），分别于给药前及给药后0.083、0.167、0.25、0.5、0.75、1、1.5、2、3、4、6、

8、10、12、24 h经尾静脉取血0.3 mL进样测定，采用DAS 3.0软件计算药动学参数。结果：美沙酮、EDDP、文拉法辛和O-去甲文拉

法辛的质量浓度线性范围分别为 0.5～250 ng/mL（r＝0.999 7）、0.5～250 ng/mL（r＝0.999 2）、0.4～200 ng/mL（r＝0.999 9）、0.4～

200 ng/mL（r＝0.999 9），定量下限分别为 0.5、0.5、0.4、0.4 ng/mL；日内、日间 RSD 均小于 9.0％（n＝6）；方法回收率分别为

94.20％～102.87％、90.93％～102.94％、92.95％～101.61％、90.33％～101.97％（RSD 均≤5.5％，n＝6）；提取回收率分别为

85.90％～94.45％、85.97％～91.66％、87.97％～93.58％、88.53～94.54％（RSD 均≤5.9％，n＝6）；基质效应分别为 95.96％～

97.78％、92.33％～97.40％、95.28％～97.71％、95.33％～95.74％（RSD 均≤4.9％，n＝3）；t1/2分别为（1.42±1.02）、（2.59±0.76）、

（0.63±0.08）、（1.29±0.14）h；cmax 分别为（52.21±5.42）、（25.68±3.45）、（52.64±2.29）、（47.63±13.09）µg/L；MRT0-24 h 分别为

（3.55±0.21）、（3.98±0.41）、（1.44±0.21）、（2.01±0.17）h；AUC0-24 h 分别为（201.95±51.14）、（86.09±15.95）、（75.38±23.95）、

（82.90±23.44）µg·h/L。结论：建立的方法专属性强、分离完全、快速灵敏，可用于同时测定美沙酮及文拉法辛及其代谢物的血药

浓度及其在大鼠体内的药动学研究。
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Simultaneous Determination of Methadone， Venlafaxine and Their Metabolites in Rat Plasma by

UPLC-MS/MS and Pharmacokinetics Study

LI Hao，CHEN Lianguo，YOU Weiwei（Dept. of Pharmacy，Wenzhou People’s Hospital，Zhejiang Wenzhou

325000，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a method for simultaneous determination of methadone，venlafaxine and their metabolites

in rat plasma，and to use it for the study of pharmacokinetic in rats. METHODS：UPLC-MS/MS method was adopted to determine

plasma after precipitated with acetonitrile using diazepam as internal standard. The determination was performed on Waters Acquity

UPLC BEH C18 column with mobile phase consisted of acetonitrile-0.1％ formic acid（gradient elution） at the flow rate of 0.4

mL/min. The column temperature was set at 40 ℃，and sample size was 2 μL. ESI was used for positive ion scanning by multiple

reaction monitoring（MRM）mode. The ion pairs for quantitative analysis were m/z 310.4→265.4（methadone），m/z 278.2→234.1

（EDDP），m/z 278.1→57.8（venlafaxine），m/z 263.9→57.9（O-desvenlafaxine），m/z 285.1→193.1（internal standard）. Eight SD rats

were given methadone hydrochloride 6 mg/kg and venlafaxine hydrochloride 10 mg/kg intragastrically（4 rats for each drug）；blood

samples（0.3 mL）were collected from the tail vein before and 0.083，0.167，0.25，0.5，0.75，1，1.5，2，3，4，6，8，10，12，

and 24 h after medication. Pharmacokinetic parameters were calculated by using DAS 3.0 software. RESULTS：The linear ranges of

methadone，EDDP，venlafaxine and O-desvenlafaxine were 0.5-250 ng/mL（r＝0.999 7），0.5-250 ng/mL（r＝0.999 2），0.4-200

ng/mL（r＝0.999 9），0.4-200 ng/mL（r＝0.999 9），respectively. The limits of quantitation were 0.5，0.5，0.4，0.4 ng/mL. RSDs

of intra-day and inter-day were all lower than 9.0％（n＝6）. The method recoveries were 94.20％-102.87％，90.93％- 102.94％，

92.95％ -101.61％，90.33％ -101.97％（RSD≤5.5％，n＝6）. The extraction recoveries were 85.90％ -94.45％，85.97％ - 91.66％，

87.97％ -93.58％ ， 88.53％ -94.54％（RSD≤5.9％ ，n＝6）. The matrix effects were 95.96％ -97.78％ ， 92.33％ -97.40％ ，

95.28％ -97.71％，95.33％ -95.74％（RSD≤4.9％，n＝3）. The pharmacokinetic parameters included that t1/2 were（1.42±1.02），

（2.59 ± 0.76），（0.63 ± 0.08），（1.29 ± 0.14） h；cmax were

（52.21 ± 5.42），（25.68 ± 3.45），（45.68 ± 2.29），（47.63 ±

13.09） µg/L；MRT0-24 h were （3.55± 0.21），（3.98± 0.41），
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盐酸美沙酮（简称美沙酮）是一类μ阿片受体激动

药，具有镇痛作用，被用于海洛因依赖脱毒和替代维持

治疗[1]。盐酸美沙酮是目前发现的最为长效的阿片类镇

痛药物，具有血药浓度较稳定、成瘾性小等优点，应用越

来越广泛。但是，美沙酮也存在个体差异较大、与其他

药物容易发生相互作用等缺点 [2]。2-亚乙基-1，5-二甲

基-3，3-二苯基吡咯烷（EDDP）是美沙酮的活性代谢产

物，美沙酮在体内主要通过细胞色素 P450（CYP450）中的

CYP3A4和 CYP2B6去甲基化，代谢生成 EDDP。文拉

法辛是抗抑郁药物，属于5-羟色胺和去甲肾上腺素的再

摄取抑制剂（SNRI），是第二代非三环类抗抑郁药物，其

安全性及患者的耐受性明显高于第一代抗抑郁药，与第

三代抗抑郁药相当。O-去甲文拉法辛为其有效的活性

代谢产物之一，也具有抗抑郁的作用。使用美沙酮维持

治疗的患者，或者是使用美沙酮镇痛治疗的患者，往往

会与抗抑郁药、抗人类免疫缺陷病毒药物等联用[3-4]，以

降低患者在脱毒期间的抑郁、焦虑程度，但这些药物之

间往往又会发生药物相互作用。

目前测定美沙酮和文拉法辛及其代谢产物的方法

分别有高效液相色谱（HPLC）法、荧光吸收光谱法、紫外

吸收光谱法等[5]，但均为单独测定，尚未见采用液-质联

用法同时测定血浆中美沙酮和文拉法辛浓度的文献报

道。故笔者建立同时测定美沙酮和文拉法辛及其代谢

产物浓度的超高效液相色谱-串联质谱（UPLC-MS/MS）

法，并将其用于美沙酮和文拉法辛及其代谢物的含量检

测及药动学初步研究。

1 材料
1.1 仪器

XEVO TQD UPLC-MS/MS 仪（美国 Waters 公司）；

AE 200-S电子天平（浙江省科学器材进出口有限责任公

司）；QL-901涡旋混合器（江苏海门其林贝尔仪器制造

有限公司）；Milli-Q Reference 超纯水仪（美国 Millipore

公司）。

1.2 试药

盐酸美沙酮对照品（美国 Mallinckrodt 公司，批号：

P05077，纯度：99.5％）；EDDP 对照品（加拿大 Toronto

Research Chemicals 公司，批号：FN122109-01，纯度：

99.5％）；盐酸文拉法辛对照品（美国 Sigma-Aldrich 公

司，批号：98236-68-4，纯度：98.0％）；O-去甲文拉法辛对

照品（美国Sigma公司，批号：93398-62-8，纯度：98.0％）；

地西泮（内标，南京苏耀建科技有限公司，批号：171225-

200903，纯度：99.0％）；乙腈、甲醇为色谱纯；水为超纯

水；其余试剂均为分析纯。

1.3 动物

健康成年SD大鼠 8只，♂，体质量（257±23）g，由

温州医科大学动物实验中心提供，实验动物生产合格证

号：SCXK（浙）2014-0001。大鼠饲养于清洁级条件下，

动物房室温维持在 24 ℃左右，湿度约为 60％～70％。

于实验前一晚8：00开始禁食，禁食12 h，不禁水。

2 方法与结果
2.1 溶液的制备

2.1.1 美沙酮贮备液 精密称取美沙酮对照品 2.50

mg，用甲醇溶解于 10 mL 量瓶中，得质量浓度为 250

µg/mL美沙酮贮备液。

2.1.2 EDDP 贮备液 精密称取 EDDP 对照品 10.00

mg，用甲醇溶解后转移至25 mL量瓶中，甲醇定容，得质

量浓度为400 µg/mL EDDP贮备液。

2.1.3 文拉法辛贮备液 精密称取文拉法辛对照品

10.00 mg，置于 25 mL量瓶中，用甲醇定容，得质量浓度

为400 µg/mL文拉法辛贮备液。

2.1.4 O-去甲文拉法辛贮备液 精密称取O-去甲文拉

法辛对照品5.00 mg，置于25 mL量瓶中，用甲醇定容，得

质量浓度为200 µg/mL O-去甲文拉法辛贮备液。

2.1.5 地西泮内标溶液 精确吸取2.5 mg/mL地西泮标

准溶液1 mL于25 mL量瓶中，甲醇定容，得质量浓度为

100 µg/mL 地西泮甲醇溶液；精确吸取 100 µg/mL 地西

泮甲醇溶液1 mL于100 mL量瓶中，甲醇定容，得质量浓

度为1 µg/mL地西泮内标溶液。

2.2 色谱条件与质谱条件

2.2.1 色谱条件 色谱柱：Waters Acquity UPLC BEH

C18（50 mm×2.1 mm，1.7 µm）；流动相：乙腈（A）-0.1％甲

酸（B），梯 度 洗 脱（0～0.5 min，35％ A；0.5～1 min，

35％～95％A；1～2 min，95％A；2～3 min，35％A）；流

速：0.4 mL/min；柱温：40 ℃；进样量：2 µL。

2.2.2 质谱条件 采用电喷雾电离源（ESI），正离子模

式检测。去溶剂化气体：氮气；流速：1 000 L/h；温度：

500 ℃；离子源温度：150 ℃；碰撞气体：氩气；流速：0.1

mL/min；毛细管电压：1 kV。用于定量分析的离子对为：

m/z 310.4→265.4（美沙酮）、m/z 278.2→234.1（EDDP）、

m/z 278.1→57.8（文拉法辛）、m/z 263.9→57.9（O-去甲文

拉法辛）、m/z 285.1→193.1（地西泮）。

2.3 血浆样品处理方法

将保存于－80 ℃冰箱的血浆取出，置于室温下解

冻。涡旋混匀，取100 µL血样于1.5 mL离心管中，加入

（1.44±0.21），（2.01±0.17）h；AUC0-24 h were（201.95±51.14），（86.092±15.95），（75.38±23.95），（82.90±23.44）µg·h/L.

CONCLUSIONS：The method is specific， absolute separated， rapid and sensitive， and can be used for the simultaneous

determination of methadone，venlafaxine and their metabolites in plasma and pharmacokinetics research.

KEYWORDS UPLC-MS/MS；Rat；Methadone；Venlafaxine；Metabolite；Plasma concentration；Pharmacokinetics
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地西泮甲醇溶液（1 µg/mL）40 µL和乙腈 200 µL沉淀蛋

白，涡旋混匀 2 min，以离心半径为 10 cm，13 000 r/min

离心 10 min，取上清液 100 µL于 0.5 mL离心管中，加入

100 µL超纯水稀释，涡旋混匀，进样测定。

2.4 方法学考察

2.4.1 专属性考察 分别取大鼠空白血浆（不加内标）、

空白血浆加美沙酮、EDDP、文拉法辛、O-去甲文拉法辛，

以及大鼠给药30 min后的血浆样品，按“2.3”项下方法处

理后，再按“2.2.1”项下色谱条件进样分析。结果，美沙

酮、EDDP、文拉法辛、O-去甲文拉法辛和内标地西泮的

出峰时间分别为 1.66、1.58、1.37、1.19、1.79 min，且峰形

良好，空白血浆对美沙酮及其代谢产物的检测无明显干

扰，详见图1。美沙酮、文拉法辛及其代谢产物的质谱图

见图 2。虽然两者出峰时间相近，但是在其相应的离子

通道里，各物质无相互干扰。

2.4.2 线性范围与定量下限考察 准确移取美沙酮、

EDDP、文拉法辛、O-去甲文拉法辛标准贮备液200、125、

100、200 µL置于10 mL量瓶中，甲醇定容，得到美沙酮、

EDDP、文拉法辛、O-去甲文拉法辛质量浓度为 5 µg/mL

的混合工作液Ⅰ。将该混合工作液依次用甲醇稀释，配

成质量浓度为 10、20、100、200、500、1 000、2 000、5 000

ng/mL 的美沙酮、EDDP 混合工作液Ⅱ；质量浓度为 8、

16、80、160、400、800、1 600、4 000 ng/mL的文拉法辛、O-

去甲文拉法辛混合工作液Ⅱ。准确移取各混合工作液

Ⅱ各 5 µL，依次加入到 8份 100 µL的大鼠空白血浆中，

得到美沙酮、EDDP 终质量浓度为 0.5、1、5、10、25、50、

100、250 ng/mL；文拉法辛、O-去甲文拉法辛终质量浓度

为 0.4、1.8、4、8、20、40、80、200 ng/mL的系列标准溶液，

按“2.3 ”项下方法处理后，进样测定，记录色谱图。以血

浆中待测物质量浓度为横坐标（x），待测物与内标的峰

面积比值为纵坐标（y）进行线性回归，得美沙酮、EDDP、

文拉法辛、O-去甲文拉法辛回归方程分别为y＝0.006 5x+

0.012 3（r＝0.999 7），y＝0.013 8x+0.039 9（r＝0.999 2），

y＝0.013 4x+0.023 1（r＝0.999 9）；y＝0.01x+0.006 5（r＝

0.999 9），美沙酮、EDDP的线性范围为0.5～250 ng/mL，

文拉法辛、O-去甲文拉法辛为 0.4～200 ng/mL，定量下

限（信噪比＞10）分别为0.5、0.5、0.4、0.4 ng/mL。

2.4.3 精密度、稳定性、重复性、准确度及基质效应考

察 按相关要求进行操作。结果，美沙酮、EDDP、文拉

法辛、O-去甲文拉法辛的日内（n＝6）、日间（n＝6）精密

度的 RSD 均小于 9.0％；方法回收率分别为 94.20％～

102.87％ 、90.93％～102.94％ 、92.95％～101.61％ 、

90.33％～101.97％（RSD≤5.5％，n＝6）；提取回收率分

别为 85.90％～94.45％、85.97％～91.66％、87.97％～

93.58％、88.53～94.54％（RSD≤5.9％，n＝6）；基质效应

分别为 95.96％～97.78％、92.33％～97.40％、95.28％～

97.71％、95.33％～95.74％（RSD≤4.9％，n＝3）。稳定

性试验[室温放置 0、4、12 h，进样器（4 ℃）中放置 0、4、

12 h，－80 ℃冻存 1周、2周和 4周和室温下反复冻融 3

次]峰面积的RSD＜10.0％（n＝3）。均符合相关要求。

图1 超高效液相色谱图

Fig 1 UPLC chromatogram
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血浆样品+内标（灌胃30 min后）：

空白血浆+美沙酮+EDDP（0.5 ng/mL）+文拉法辛+O-去甲文拉法辛（0.4 ng/mL）+内标：

空白血浆：
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2.7 药动学研究

8只SD大鼠分别灌胃盐酸美沙酮 6 mg/kg、盐酸文

拉法辛10 mg/kg（溶剂均为超纯水），每组4只，给药剂量

按临床常用剂量换算。分别于给药前及给药后 0.083、

0.167、0.25、0.5、0.75、1、1.5、2、3、4、6、8、10、12、24 h经尾

静脉取血 0.3 mL置于 1.5 mL EP管中，以离心半径为 10

cm，13 000 r/min离心10 min，取血浆，－80 ℃冷冻保存。

取大鼠血浆，按“2.3”项下方法处理后，按“2.2.1”项

下条件进样测定。得到美沙酮、EDDP、文拉法辛、O-去

甲文拉法辛的药-时曲线，详见图 3。采用DAS 3.0药动

学软件计算药动学参数，结果见表1。

表1 药动学参数（x±±s，n＝4）

Tab 1 Pharmacokinetic parameters（x±±s，n＝4）

药动学参数
AUC0-24 h，μg/（L·h）

MRT0-24 h，h

t1/2，h

tmax，h

CL/F，L/（h·kg）

cmax，μg/L

美沙酮
201.95±51.14

3.55±0.21

1.42±1.02

1.12±0.43

31.93±15.15

52.21±5.42

EDDP

86.09±15.95

3.98±0.41

2.59±0.76

0.78±0.38

71.13±9.88

25.68±3.45

文拉法辛
75.38±23.95

1.44±0.21

0.63±0.08

0.60±0.22

142.10±46.42

52.64±2.29

O-去甲文拉法辛
82.90±23.44

2.01±0.17

1.29±0.14

0.55±0.21

129.83±43.78

47.63±13.09

3 讨论
美沙酮和抗抑郁药有联用指征[6]，美沙酮和文拉法

辛联合用药可减少戒断症状[7]。文拉法辛治疗可能延长

或者降低抑郁伴发阿片类物质依赖患者的复发时间或

复发率，改善其抑郁症状[8]。文拉法辛能增强美沙酮的

镇痛作用，二者合用具有协同作用[9]。但二者协同的详

细机制尚待进一步研究，理论上二者可联用于临床复合

麻醉和癌痛的镇痛治疗，并可减少成瘾性镇痛药的用

量，消除患者紧张焦虑情况，减少不良反应的发生，但其

图3 药-时曲线图

Fig 3 Plasma concentration-time curves
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图2 正离子模式扫描质谱图

Fig 2 Positive ion mode scanning mass spectra
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实际的临床疗效还有待进一步的观察和验证[9]。

美沙酮除为μ阿片受体激动药外，也有一定的 5-羟

色胺再摄取抑制作用，故也有一定的抗抑郁作用[10]。文

拉法辛是通过同时抑制 5-羟色胺和去甲肾上腺素的再

摄取而发挥作用。当美沙酮与 5-羟色胺再摄取抑制药

联用时，若不及时调整剂量，可能会导致 5-羟色胺综合

征的发生。已有文献报道，在合用美沙酮、环丙沙星和

文拉法辛后，患者可发生5-羟色胺综合征[11]。另有文献

报道，个别患者在联用美沙酮、舍曲林和文拉法辛后，亦

发生了5-羟色胺综合征[10]。美沙酮的心脏毒性是其严重

不良反应之一，包括QT间隙延长、尖端扭转型心律失常

等[12]。美沙酮的代谢主要与CYP3A4、CYP2B6等有关[13]。

当这些药物代谢酶的诱导剂或抑制剂与美沙酮联用时，

可使美沙酮的血药浓度发生变化。特别是联用抑制剂，

可使美沙酮血药浓度上升，可致QT间隙延长和尖端扭

转型心律失常的发生率增加。还有些药物，本身所引发

的不良反应也包括QT间隙延长，如胺碘酮、红霉素、氟

哌啶醇、特非那定、文拉法辛等[14]。当这些药物与美沙

酮联用时，在QT间隙的延长发生率增加的同时，延长的

时间也会增加，进而导致尖端扭转型心律失常的发生。

当美沙酮与其他药物合用时，应注意是否有药效上的协

同作用，或者是否有药动学上的相互作用发生，以免影

响美沙酮的血药浓度。

在前期试验中，笔者先以乙腈-水为流动相，考察了

二者多个体积比的分析效果，但峰形均拖尾严重。之后

发现在流动相中加入0.1％的甲酸可以提高灵敏度和改

善峰形[15]。由于文拉法辛为碱性物质，梯度洗脱中可在

流动相的水相中加入酸，所以加入0.1％甲酸后，峰形得

到改善，减少了拖尾现象，并且增加了检测的灵敏度和

精密度，提高了分离能力。因此本研究以乙腈和 0.1％

甲酸作为流动相。另，本试验采用地西泮作为内标物。

采用内标法可更进一步减少检测干扰和系统误差。血

浆样品处理是方法学建立的重要步骤，本研究采用乙腈

沉淀血浆蛋白的方法处理样品，方法简单、用时较短，且

萃取率高。

综上所述，本研究建立的UPLC-MS/MS法可同时测

定美沙酮与文拉法辛及其代谢产物的含量，且该法具有

专属性高、分离完全、检测时间快的特点，可用于美沙酮

与文拉法辛的血药浓度检测，以及为进一步研究美沙酮与

文拉法辛及其代谢产物在大鼠体内的药动学提供依据。
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