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摘 要 目的：建立同时测定人血清中氯氮平与喹硫平浓度的方法。方法：人血清样品经0.01 mol/L 氢氧化钠溶液碱化后，采用正戊

烷萃取。以高效液相色谱（HPLC）法进样分析，色谱柱为SB-C18，流动相为甲醇-水-四甲基乙二胺-冰醋酸（620 ∶ 380 ∶4.4 ∶3.52），流速

为0.8 ml/min，柱温为40 ℃，紫外检测波长为254 nm，进样量为20 μl，内标为2-氨基-5-氯-2′-氟二苯甲酮。结果：氯氮平、喹硫平

血药浓度分别在10～1 200、10～700 μg/L范围内线性关系良好（r分别为 0.998 5、0.996 3），定量下限均为10 μg/L。氯氮平与喹硫

平高、中、低3个浓度的提取回收率均＞70％，日内、日间的RSD均＜15％（n＝5）。结论：本方法灵敏度高，操作简便、快速，结果准

确，可用于人血清中氯氮平和喹硫平血药浓度测定。
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Concentration Determination of Clozapine and Quetiapine in Human Serum by HPLC
LIANG Jun，CAO Yin，XIA Qing-rong，LIU Kai（Dept. of Pharmacy，Hefei Fourth People’s Hospital，Hefei
230022，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a method for simultaneous determination of clozapine and quetiapine concentration in hu-

man serum. METHODS：After alkalizing by 0.01 mol/L NaOH，human serum samples were extracted by n-pentane and analyzed

by HPLC. The determination was performed on SB-C18 column with mobile phase consisted of methanol-water-tetramethylethylenedi-

amine-acetic acid（620 ∶ 380 ∶ 4.4 ∶ 3.52）at the flow rate of 0.8 ml/min. The column temperature was 40 ℃ and UV detection wave-

length was set at 254 nm. Injection volume was 20 μl，and 2-amino-5-chloro-2′-fluoro benzophenone was used as internal standard.

RESULTS：The linear range were 10-1 200 μg/L for clozapine（r＝0.998 5）and 10-700 μg/L for quetiapine（r＝0.996 3），respec-

tively，the quantitative lower limit were both 10 μg/L. The extraction recoveries of clozapine and quetiapine at high，middle and

low concentrations were greater than 70％ . The intra-day and inter-day RSD were less than 15％（n＝5）. CONCLUSIONS：The

method is sensitive，simple，rapid and accurate，and can be used for the determination of clozapine and quetiapine concentration in

human serum.

KEYWORDS Quetiapine；Clozapine；2-amino-5-chloro-2′-fluorine benzophenone；HPLC；Serum；Blood concentration
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氯氮平（Clozapine）是一种非经典抗精神病药，对精神病阳

性和阴性症状均有良好的疗效，较少引起锥体外系反应，但是

易引发粒细胞缺乏症、体质量增加和血糖升高等不良反应，据

报道这些不良反应与患者体内血药浓度有密切关系[1-2]。富马

酸喹硫平是一种新型非典型抗精神病药，其结构式与氯氮平相

近，属苯二氮 类抗精神病药，主要作用于5-羟色胺（HT）2、D1、

D2、及D4受体，对精神分裂症疗效较好，无明显嗜睡、流涎、抗胆

碱能作用，无锥体外系反应、粒细胞减少等不良反应[3]，在临床

上得到广泛应用。目前，临床上多以喹硫平和氯氮平联合应

用治疗难治性的精神分裂症患者。研究发现，有些患者服用

同一剂量药物的血药浓度个体差异较大[4]，同时不良反应与环

境、年龄、吸烟史和联合用药等也有很大关联[5]。为减少临床

不良反应及指导医师合理用药，需要对患者体内药物浓度进

行监测。因此，本试验建立了同时测定人血清中氯氮平和喹

硫平的高效液相色谱（HPLC）法，以满足临床需求。

1 材料

1.1 仪器

1260型 HPLC 仪，包括 G1315B 二极管阵列紫外检测器

（DAD）、G1313A自动进样器、G1311自动调配器、G1316A可

调柱温恒温箱和Agilent色谱化学工作站（美国Agilent公司）；

XW-80A型涡旋混合器（上海青浦沪西仪器厂）；电子分析天平

（上海奥豪斯仪器有限公司）；KLO4A型高速离心机（湖南凯达

科学仪器公司，离心半径：14 cm）；DZF-6050型真空干燥箱（上

海一恒科学仪器有限公司）。

1.2 药品与试剂

氯氮平对照品（中国药品生物制品检定研究院，批号：

100323-200201，含量：＞99％）；喹硫平对照品（中国药品生物

制品检定研究院，批号：100815-200501，含量：＞99％）；内标：

2-氨基-5-氯-2′-氟二苯甲酮（Adamas Reagent Co.，Ltd.，批号：

P04136，含量：＞98％）；正戊烷（Sigma公司，批号：13060317，含

量：＞99％）；甲醇为色谱纯，水为超纯水，其余试剂为分析纯。

1.3 患者血样

血样来自于合肥市第四人民医院住院患者。患者同时服

用氯氮平和喹硫平，无肝肾功能损伤，无吸烟史，达稳态后于

次日清晨服药前取血。

2 方法与结果

2.1 色谱条件

色谱柱：SB-C18（150 mm ×4.6 mm，5 μm）；流动相：甲醇-

水-四甲基乙二胺-冰醋酸（620 ∶ 380 ∶ 4.4 ∶ 3.52）；流速：0.8 ml/

min；柱温：40 ℃；紫外检测波长：254 nm；进样量：20 μl。

2.2 溶液的制备

2.2.1 对照品溶液：准确称取氯氮平对照品和喹硫平对照品

各 10.0 mg，分别置于 10 ml 量瓶中，用甲醇溶解并定容至刻

度，置冰箱4 ℃保存。临用时用甲醇稀释成所需浓度的氯氮平

和喹硫平对照品溶液。

2.2.2 内标溶液：准确称取内标20.0 mg，置于100 ml量瓶中，

用甲醇超声溶解并定容至刻度，置冰箱4 ℃保存。临用时用甲

醇稀释成5 mg/L的溶液作为内标溶液。

2.3 血清样品处理

将患者血样离心（3 000 r/min）5 min，取上层血清1.0 ml 置

于15 ml锥形离心管中，精确加入5 mg/L内标溶液20 μl，然后

加入 0.01 mol/L氢氧化钠（NaOH）100 μl 碱化，在涡旋混合器

振荡数秒，再加入 5 ml正戊烷后于涡旋混合器上振荡 1 min。

静置 5 min后取上清液约 3 ml，放入真空干燥箱中抽干，取出

凉至室温，加入流动相100 μl快速振荡数秒溶解残渣，再放入

离心机中离心（2 000 r/min）6 min后取20 μl进样分析。

2.4 方法学考察

2.4.1 专属性 ：在“2.1”项色谱条件下，测得空白血清、氯氮平

与喹硫平对照品+空白血清及患者同服氯氮平与喹硫平药后

血清样品色谱图见图 1。在该色谱条件下，氯氮平、喹硫平及

内标的色谱峰能够完全分离，没有明显的杂质峰干扰。结果

表明本方法具有较高的专属性。氯氮平、喹硫平和内标的保

留时间分别为5.648、6.874和9.997 min。

2.4.2 线性范围及定量下限：在15 ml具塞锥形离心管中分别

加入不同体积、相同浓度的氯氮平和喹硫平对照品溶液，再加

空白血清至 1.0 ml，使血清氯氮平质量浓度分别相当于 0、20、

50、100、200、400、600、800、1 000、1 200 μg/L，喹硫平质量浓度

分别相当于 0、10、50、100、200、300、400、500、600、700 μg/L，然

后精确加入5 mg/L内标溶液20 μl，再按“2.3”项方法处理后，经

HPLC分析。测得喹硫平与氯氮平的峰面积（y），分别与其对应

质量浓度（x）进行线性回归，得喹硫平、氯氮平曲线方程为：y＝

13.724x+0.023（r＝0.998 2）、y＝43.758x+2.35（r＝0.999 3）。结

果氯氮平、喹硫平血药浓度分别在10～1 200、10～700 μg/L范

围内线性关系良好。血清中氯氮平与喹硫平的检测定量下限

可达到10 μg/L（信噪比＞10）。
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图1 高效液相色谱图
A. 空白血清；B. 空白血清+氯氮平对照品+喹硫平对照品+内标；C. 同

服氯氮平与喹硫平后血清样品+内标；1. 氯氮平；2. 喹硫平；3. 2-氨

基-5-氯-2′-氟二苯甲酮

Fig 1 HPLC chromatograms
A. blank serum；B. blank serum+clozapine control+quetiapine control +

internal standard；C. serum sample after administration of clozapine and

quetiapine+ internal standard；1. clozapine；2. quetiapine；3. 2-amino-5-

chloro-2′- fluorine benzophenone
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2.4.3 提取回收率：在15 ml具塞锥形离心管中分别加入不同

体积、相同浓度的氯氮平和喹硫平对照品溶液，再加空白血清

至1.0 ml，制成氯氮平质量浓度为低、中、高（50、400、1 000 μg/

L）、喹硫平质量浓度为低、中、高（50、300、600 μg/L）梯度的血

清样品，每个浓度平行做 5份。按“2.4”项方法处理后，经

HPLC分析，进样、测定，记录血清样品中氯氮平、喹硫平色谱

峰面积为Ax。同时，另分别加入不同体积、相同浓度的氯氮平

和喹硫平对照品溶液，用流动相稀释成氯氮平质量浓度为低、

中、高（50、400、1000 μg/L）、喹硫平质量浓度为低、中、高（50、

300、600 μg/L）3个浓度样品，每个浓度平行做5份，进样、分析，

记录色谱峰面积 As。按公式[回收率（％）＝Ax平均值/As平均

值×100％]分别计算氯氮平、喹硫平回收率，所得氯氮平低、中、

高 3 种浓度的提取回收率为（87.86± 4.85）％ 、（89.61±

3.01）％、（86.58±4.14）％，喹硫平低、中、高3种浓度的提取回

收率为（88.86±3.65）％、（84.61±2.81）％、（87.51±3.16）％。

各血清样本提取回收率均＞70％。

2.4.4 准确度与精密度：按上述方法配制氯氮平质量浓度为

50、400、1 000 μg/L 的含药血清样品，喹硫平质量浓度为 50、

300、600 μg/L的含药血清样品，依法分析。同时在 1天内重复

5次和 1周内重复 5次测定血药浓度，考察日内、日间精密度，

并与加入量对照考察其准确度。结果表明，该方法符合生物

样品分析要求（见表1）。

表1 准确度与精密度试验结果（x±±s，n＝5）

Tab 1 Results of accuracy and precision tests（x±±s，n＝5）

药物

氯氮平

喹硫平

加入量，
μg/L

50

400

1 000

50

300

600

日内精密度（n＝5）

实测值，
μg/L

48.89

390.22

941.44

45.38

275.76

552.58

RSD，％

8.23

4.79

4.55

7.06

7.88

3.28

准确度，％

97.79

97.55

94.14

90.76

91.92

92.10

日间精密度（n＝5）

实测值，
μg/L

47.12

384.12

959.23

49.11

290.79

587.41

RSD，％

14.18

7.98

8.08

13.40

9.11

9.47

准确度，％

94.24

96.05

95.92

98.22

96.93

97.90

2.4.5 稳定性：按“2.4.3”项下方法配制氯氮平质量浓度为 50、

400、1 000 μg/L，喹硫平质量浓度为 50、300、600 μg/L 的含药

血清样品，每组浓度平行5样本，分别考察室温放置10 h、4 ℃

冰箱放置6 h、长期放置（－20 ℃冰箱）冻存2周、反复冻融3次

的稳定性，分别进行色谱分析测定。结果未见冻存样品的药

物降解，RSD均＜15％。

2.4.6 质量控制：按“2.4.3”项下方法分别配制氯氮平质量浓

度为 50、400、1 000 μg/L，喹硫平质量浓度为 50、300、600 μg/L

的60个含药血清样品（一式10份）置－20 ℃冻存备用，此即为

质控样品。每次检测血样的同时检测质控样品，如果相对回

收率均在 85％～115％内，即可认为仪器检测正常，否则须检

查整个操作过程以及仪器原因。

2.5 临床应用

5例精神病住院患者，口服氯氮平和喹硫平片，2周后早上

服药前采血检测其血药浓度见表 2。氯氮平血药浓度参考值

范围为 200～600 μg/L，喹硫平血药浓度参考值范围为 130～

450 μg/L。

表2 5例住院患者服药后的血药浓度

Tab 2 The serum concentration of drugs in 5 hospitalized

patients after medication

患者编号

1

2

3

4

5

氯氮平
服药量，mg/d

150

225

350

400

450

实测值，μg/L

168.43

356.84

452.67

587.92

542.76

喹硫平
服药量，mg/d

400

500

250

350

200

实测值，μg/L

135.87

231.42

115.34

168.42

142.78

3 讨论

本试验分别采用乙酸乙酯、乙酸乙酯-二氯甲烷（80∶20）作

为提取剂，提取率低、难挥干，不适合大量样本的检验；选用正

戊烷作为提取剂，效率高、易挥干，能够达到生物样本检测要

求，故选择正戊烷作为提取剂。在内标的选择上，大量文献报

道地西泮作为内标[6-7]，但地西泮属于第二类精神药品，标准品

获得较难。经过相关资料的调查和试验对比，最后选择 2-氨

基-5-氯-2′-氟二苯甲酮标品作为内标。其与地西泮出峰位置

一致，出峰效果好，萃取率高，可以替代地西泮，且购买方便、

经济，具有一定的推广价值。
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