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摘 要 目的：建立同时测定人血浆中利培酮及9-羟基利培酮浓度的方法。方法：血浆样品经液-液萃取后，以AF2672为内标，采用

液相色谱-串联质谱（LC-MS/MS）法测定。色谱柱为XtimateTM C18，流动相为乙腈-10 mmol/L乙酸铵溶液（含0.1％甲酸）（37 ∶63，V/V，

pH＝3.2），流速为0.25 mL/min，柱温为40 ℃，进样量为6 μL。采用电喷雾电离源，以多反应离子监测进行正离子扫描，用于定量

分析的离子对分别为 m/z 411.26→191.02（利培酮）、m/z 427.21→206.91（9-羟基利培酮）、m/z 418.00→175.95（内标）。结果：利培

酮、9-羟基利培酮血药浓度分别在0.2～50.0、1.0～200.0 ng/mL范围内线性关系良好（r分别为0.999 7、0.998 7）；日内、日间RSD＜

15％，方法回收率分别为92.42％～104.81％、94.51％～100.57％，基质效应分别为98.33％～107.09％、91.05％～105.80％，提取回

收率分别为78.11％～92.62％、76.32％～85.09％。采用该法测得78例精神分裂症患者体内利培酮和9-羟基利培酮的血药浓度分

别为（13.58±8.31）、（25.62±15.52）ng/mL。结论：该方法操作简便、专属性强、灵敏度高，可用于口服利培酮患者的常规治疗药物

监测和急性中毒分析。

关键词 液相色谱-串联质谱法；利培酮；9-羟基利培酮；血药浓度

Determination of Risperidone and 9-hydroxyrisperidone in Human Plasma by LC-MS/MS

LOU Jiang1，YAN Wei1，WANG Gang1，WANG Fei1，WANG Feng2，LI Huande2（1.Dept. of Pharmacy，Hangzhou

First People’s Hospital，Hangzhou 310006，China；2. Clinical Pharmacy Research Institute，Second Xiangya

Hospital of Central South University，Changsha 410011，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To establish the method for simultaneous determination of risperidone（RIS）and 9-hydroxyrisperi-

done（9-OH-RIS）in human plasma. METHODS：After liquid-liquid extraction of plasma sample，using AF2672 as internal stan-

dard（IS），LC-MS/MS was adopted. The determination was performed on XtimateTM C18 column with mobile phase consisted of ace-

tonitrile-10 mmol/L ammonium acetate solution（containing 0.1％ formic acid）（37 ∶ 63，V/V，pH＝3.2）at the flow rate of 0.25 mL/min.

The column temperature was 40 ℃，and the sample size was 6 μL. The ESI was equipped and quantitative analysis was operated in

positive ion and MRM mode. The mass transition ion-pairs were followed as m/z 411.26→191.02 for RIS，m/z 427.21→206.91 for

9-OH-RIS and m/z 418.00→175.95 for IS. RESULTS：The linear range of RIS was 0.2-50.0 ng/mL（r＝0.999 7）and 9-OH-RIS

was 1.0-200.0 ng/mL（r＝0.998 7）. RSDs of inter-day and intra-day were all lower than 15％，and the method recoveries were

92.42％-104.81％ and 94.51％-100.57％；matrix effects were 98.33％-107.09％ and 91.05％-105.80％；extraction recoveries were

78.11％-92.62％ and 76.32％-85.09％，respectively. The plasma concentrations of RIS and 9-OH-RIS in 78 schizophrenic patients

were（13.58±8.31）and（25.62±15.52）ng/mL. CONCLUSIONS：The developed method is simple，sensitive and specific，which

is suitable for routine drug monitoring and acute toxic analysis in patients receiving risperidone.

KEYWORDS LC-MS/MS；Risperidone；9-hydroxyrisperidone；Plasma concentration

利培酮为苯并异噁唑衍生物，是精神分裂症的一线

治疗药物，口服吸收迅速，经细胞色素 P450酶代谢，9-羟

基利培酮是其活性代谢物，与利培酮的药理作用相似，

临床上常把利培酮及 9-羟基利培酮称为利培酮总活性

物[1]。相关研究发现，利培酮及 9-羟基利培酮药动学的

个体差异较大，给予相同剂量后，部分患者可能出现催

乳素升高、代谢紊乱等不良反应，可能与其血药浓度有

关[2-4]。利培酮总活性物在精神分裂症患者中的治疗窗

较窄（20～60 ng/mL）、个体间差异大，建议对服用利培

酮的患者进行血药浓度监测，再根据监测结果及时调整

剂量，以提高其临床疗效并减少不良反应的发生[5-7]。目

前，国内外已有研究报道人血浆中利培酮及9-羟基利培

酮的分析方法。Jones T 等 [8]采用高效液相色谱-紫外

（HPLC-UV）法测定人血浆中利培酮及 9-羟基利培酮的

浓度，由于此方法具有样品前处理复杂、分析时间较长、

灵敏度低等缺点，尚无法满足临床血药浓度监测的需

求；有研究采用液相色谱-串联质谱（LC-MS/MS）法测定

人血浆中利培酮及9-羟基利培酮的浓度，虽具有良好的

专属性和灵敏度，但存在线性范围过窄或定量下限过高

等缺点，不适用于精神病患者常规治疗药物监测或急性
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中毒的定量分析 [9-11]。为此，本研究在已有文献的基

础上，建立了新的 LC-MS/MS 法，用于利培酮及 9-羟

基利培酮的常规血药浓度监测和急性中毒分析，现报

道如下。

1 材料
1.1 仪器

AcquityTM型高效液相色谱系统、Micromass Quattro

Premier XE型质谱检测器和Masslynx V4.1工作软件（美

国 Waters 公司）；AG285 型电子分析天平（瑞士 Met-

ter-Toledo 公司）；3-18K 型低温高速冷冻离心机（美国

Sigma公司）；MTN-2088D型氮吹仪（天津奥特赛恩斯仪

器有限公司）；XW-80A型涡旋振荡器（上海琪特分析仪

器有限公司）；TDZ5-WS型低速离心机（长沙市平凡仪

器仪表有限公司）。

1.2 药品与试剂

利培酮对照品（批号：107K47006，纯度：≥98％）、9-

羟基利培酮对照品（批号：038K47152，纯度：≥98％）均

购自美国Sigma公司；AF2672对照品（内标，意大利An-

gelini 公司，批号：RS01107，纯度：99.9％）；甲醇、乙腈、

甲酸、乙酸铵均为色谱纯，水为双蒸水。

2 方法与结果
2.1 色谱与质谱条件

色谱柱：XtimateTM C18（150 mm×2.1 mm，3 μm）；流

动相：乙腈-10 mmol/L 乙酸铵溶液（含 0.1％甲酸）（37 ∶
63，V/V，pH＝3.2）；流速：0.25 mL/min；柱温：40 ℃；进样

量：6 μL。

采用电喷雾电离源（ESI），以多反应监测（MRM）模

式扫描，正离子方式检测。碰撞气：氩气；毛细管电压：

300 V；锥孔气体流速：50 L/h；干燥气体流速：600 L/h；用

于定量分析的离子对分别为 m/z 411.26→191.02（利培

酮）、m/z 427.21→206.91（9-羟基利培酮）、m/z 418.00→

175.95（内标），质谱特征离子图见图1。

2.2 溶液的制备

2.2.1 利培酮标准工作液 精密称取利培酮对照品

5.0 mg，用甲醇溶解并定容至 50 mL，得质量浓度为

100.0 μg/mL 的利培酮对照品贮备液；取上述贮备液适

量，用甲醇稀释，得质量浓度分别为 1.0、0.1 μg/mL的利

培酮标准工作液，置于4 ℃冰箱中保存，备用。

2.2.2 9-羟基利培酮标准工作液 精密称取9-羟基利培

酮对照品 6.0 mg，用甲醇溶解并定容至 100 mL，得质量

浓度为60.0 μg/mL的9-羟基利培酮对照品贮备液；取上

述贮备液适量，用甲醇稀释，得质量浓度分别为 6.0、0.6

μg/mL的 9-羟基利培酮标准工作液，置于 4 ℃冰箱中保

存，备用。

2.2.3 内标溶液 精密称取内标对照品 2.0 mg，用甲醇

溶解并定容至100 mL，得质量浓度为20.0 μg/mL的内标

贮备液；取上述贮备液2.0 mL，用甲醇定容至100 mL，得

质量浓度为 0.4 μg/mL的内标溶液，置于 4 ℃冰箱中保

存，备用。

2.3 血浆样品处理

采用液-液萃取法。取血样适量，以离心半径 14.98

cm、转速 3 000 r/min 离心 5 min，取上清液 300 μL 置于

2.0 mL EP管中，加入氨水20 μL及内标溶液50 μL，充分

摇匀后，加萃取剂乙酸乙酯1 200 μL，涡旋振荡2 min，静

置1 min，取上清液1 000 μL，于常温下以氮气流吹干，残

渣用甲醇 100 μL复溶，涡旋混匀后，于 4 ℃下以离心半

径 6.35 cm、转速 12 000 r/min离心 5 min，吸取上清液 60

μL至进样瓶中，备测。

2.4 方法学考察

根据2015年版《中国药典》[12]对该方法的专属性、线

性、精密度、回收率和稳定性等进行考察。

2.4.1 专属性考察 取不同来源的空白血浆6份，除不

加内标外，其余按“2.3”项下方法操作，进样分析，得色谱

图2A；将适量利培酮及9-羟基利培酮对照品及内标对照

品用甲醇稀释，进样分析，得色谱图2B；将一定质量浓度

的利培酮及9-羟基利培酮标准工作液加至空白血浆中，

按“2.3”项下方法处理后，进样分析，得色谱图2C；取服用

利培酮12 h后患者的血浆样品，按“2.3”项下方法处理后，

进样分析，得色谱图2D。结果显示，血浆中利培酮、9-羟

基利培酮和内标色谱峰峰形良好，分离完全，且不受内源

性物质的干扰，其保留时间分别为1.94、1.84和2.22 min。

2.4.2 标准曲线的绘制和定量下限的考察 取空白血

浆 8份，加入不同质量浓度的利培酮、9-羟基利培酮标

准工作液各适量，振荡摇匀，配制成利培酮质量浓度为

0.2、0.5、1.0、2.0、5.0、10.0、20.0、50.0 ng/mL 和 9-羟基利

培酮质量浓度为 1.0、2.0、5.0、10.0、20.0、40.0、80.0、

200.0 ng/mL的标准血浆样品，按“2.3”项下方法处理后，

进样分析，记录色谱图。以待测物质量浓度（x）为横坐

标、待测物与内标峰面积的比值（y）为纵坐标进行线性

回归，得回归方程分别为：利培酮 y＝2.479×10－2x－
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A.利培酮；B.9-羟基利培酮；C.内标

A. risperidone；B. 9-hydroxyrisperidone；C. internal standard

图1 质谱特征离子图

Fig 1 Mass spectrograms
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7.029×10－4（r＝0.999 7），9-羟基利培酮 y＝4.157×10－3x+

1.042×10－3（r＝0.998 7）。结果表明，利培酮、9-羟基利培

酮血药浓度分别在 0.2～50.0、1.0～200.0 ng/mL 范围内

线性关系良好，定量下限分别是0.2、1.0 ng/mL。

2.4.3 精密度与准确度试验 配制利培酮低、中、高质

量浓度（0.5、5.0、40.0 ng/mL）和 9-羟基利培酮低、中、高

质量浓度（2.0、20.0、160.0 ng/mL）的质控样品，按“2.3”

项下方法处理后，平行测定5次，考察日内精密度；连续

测定 4 d，根据当日标准曲线计算各样品的实测质量浓

度，考察日间精密度。将实测质量浓度与理论质量浓度

进行比较，计算方法回收率，考察准确度。结果显示，各

质控样品日内、日间 RSD＜15％，方法回收率分别为

92.42％～104.81％、94.51％～100.57％，符合相关指导

原则的基本要求[12]，详见表1。

表1 精密度与准确度试验结果（x±±s）

Tab 1 Results of precision and accuracy tests（x±±s）

待测物

利培酮

9-羟基利培酮

理论质量
浓度，ng/mL

0.5

5.0

40.0

2.0

20.0

160.0

日内精密度（n＝5）

实测质量
浓度，ng/mL

0.48±0.03

5.03±0.38

36.96±1.18

1.95±0.22

18.90±1.74

152.80±3.66

RSD，
％

6.63

7.47

3.19

11.12

9.23

2.40

方法回收率，
％

96.03

100.15

92.42

97.57

94.51

95.58

日间精密度（n＝4）

实测质量
浓度，ng/mL

0.49±0.04

5.24±0.34

38.80±2.32

2.01±0.20

19.44±2.08

156.00±5.76

RSD，
％

8.26

6.47

5.99

9.77

10.70

8.26

方法回收率，
％

98.02

104.81

97.05

100.57

97.24

97.52

2.4.4 基质效应和提取回收率试验 分别配制利培酮

低、中、高质量浓度（0.5、5.0、40.0 ng/mL）和 9-羟基利培

酮低、中、高质量浓度（2.0、20.0、160.0 ng/mL）的质控样

品，按“2.3”项下方法处理后，进样分析，得相应色谱峰面

积（A1）；取空白血浆适量，按“2.3”项下方法处理后，加入

相应质量浓度的利培酮和9-羟基利培酮标准工作液，使

最终质量浓度与前者对应，进样分析，得相应色谱峰面

积（A2）；以甲醇为溶剂，配制上述质量浓度的利培酮、9-

羟基利培酮对照品溶液，进样分析，得相应色谱峰面积

（A3）。各样品平行测定 5 次，基质效应（％）＝A2/A3×

100％，提取回收率（％）＝A1/A2×100％。结果显示，利培

酮的基质效应为 98.33％～107.09％，提取回收率为

78.11％～92.62％（RSD＜15％，n＝5）；9-羟基利培酮的

基 质 效 应 为 91.05％ ～105.80％ ，提 取 回 收 率 为

76.32％～85.09％（RSD＜15％，n＝5），这表明，在“2.1”

项色谱与质谱条件下，可忽略基质效应的影响 [12]，且提

取回收率较为稳定，详见表2。

表2 基质效应与提取回收率试验结果（n＝5）

Tab 2 Results of matrix effect and extraction recov-

ery tests（n＝5）

待测物
利培酮

9-羟基利培酮

内标

理论质量浓度，ng/mL

0.5

5.0

40.0

2.0

20.0

160.0

50.0

基质效应，％
107.09

98.33

103.95

105.80

91.05

97.74

100.62

提取回收率，％
78.11

92.62

81.88

76.32

85.09

77.68

80.94

2.4.5 稳定性试验 配制利培酮低、中、高质量浓度

（0.5、5.0、40.0 ng/mL）和9-羟基利培酮低、中、高质量浓度

（2.0、20.0、160.0 ng/mL）的质控样品，分别考察其室温或

自动进样器中放置0、1、2、6、12 h，经反复冻融（－20 ℃～

室温）0、1、2、3、4次，－80 ℃冷冻保存 0、10、20、40、60 d

等条件下的稳定性。结果显示，各质控样品在上述条件

下稳定性良好，RSD＜15％（n＝3）。

2.5 临床应用

采用上述LC-MS/MS法测定 78例精神分裂症患者

血浆中利培酮、9-羟基利培酮的浓度。其中，男、女各39

例，平均年龄为（35.29±15.76）岁，口服利培酮的平均剂

量为（4.62±1.09）mg。

所有患者连续服药 7 d 后（此时血药浓度已达稳

态），于第 8天晨起采集静脉血 4 mL，经低速离心后，按

“2.3”项下方法处理，进样分析。结果显示，78例患者

体内利培酮的血药浓度为 1.7～46.2 ng/mL，平均血药

浓度为（13.58±8.31）ng/mL；9-羟基利培酮的血药浓度

为 5.6～109.7 ng/mL，平均血药浓度为（25.62±15.52）

ng/mL；总活性物血药浓度为（39.24±25.76）ng/mL。其

中，总活性物血药浓度在治疗窗（20～60 ng/mL）内的有

53例，高于治疗窗的有 19例，低于治疗窗的有 6例。通

过对利培酮及9-羟基利培酮血药浓度的监测，当患者血

药浓度高于或低于治疗窗时，医师可及时进行剂量调

整，有助于实现个体化给药。

3 讨论
LC-MS/MS法是将HPLC的强分离能力与质谱的高

A. 空白血浆；B. 利培酮+9-羟基利培酮+内标；C.空白血浆+利培酮+9-

羟基利培酮+内标；D. 患者服用利培酮 12 h后的血浆样品+内标；1.内

标；2.9-羟基利培酮；3.利培酮

A. blank plasma；B. risperidone + 9-hydroxyrisperidone + internal stan-

dard；C. blank plasma+risperidone+9-hydroxyrisperidone+internal stan-

dard；D. plasma sample of patients 12 h after receiving + internal stan-

dard；1. internal standard；2. 9-hydroxyrisperidone；3. risperidone

图2 典型色谱图

Fig 2 Representative chromatograms
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专属性和高灵敏度相结合的定量分析方法，但在使用过

程中仍需选择合适的色谱、质谱条件以及前处理方法，

以便快速定量分析待测物。

3.1 流动相的选择

相关研究发现，在流动相中加入少量的乙酸铵和甲

酸可增加流动相的极性，改善色谱峰峰形，提高待测物

的分离效果[13]。本课题组曾分别考察了单用 5、10、15、

20 mmol/L乙酸铵溶液和混合不同浓度的甲酸对待测物

色谱行为的影响，结果发现将 10 mmol/L乙酸铵溶液与

0.1％甲酸混合作为水相（pH＝3.2）时，利培酮、9-羟基利

培酮和内标的分离度良好，且不受血浆内源性物质的干

扰，保留时间也较短。此外，流速可以影响待测物色谱峰

的保留时间和峰形，流速过大，会产生较大的柱压；流速

太小，则易引起色谱峰拖尾、变宽或保留时间延长[13]。本

研究经调整后将流速设定为 0.25 mL/min，分离效果及

峰形均较好。

3.2 质谱条件的选择

LC-MS/MS 法根据离子化接口方式的不同，分为

ESI和大气压化学电离（APCI），ESI适用于分析强极性

且热不稳定的化学物质，APCI则适用于分析挥发性中

等或弱极性的小分子化合物。前期预试验发现，待测物

在ESI下的电离效果优于ACPI，因为待测物和内标化合

物中均含有氮原子，故选择ESI、在正离子条件下进行离

子化。而MRM模式能同时检测待测物的母离子及其碎

片离子信息，专属性及灵敏度均优于单离子监测（SIM）

和选择反应监测（SRM），故最终选择ESI，以MRM模式

扫描，正离子方式检测。

3.3 前处理方法的选择

血浆样品分析前需要对其进行前处理，以排除内源

性物质和蛋白分子的干扰。目前，常用的前处理方法主

要包括蛋白沉淀、固相萃取和液-液萃取等[14]。固相萃取

耗时、复杂，且成本较高，故未予以考虑。本研究曾采用

甲醇和乙腈作为蛋白沉淀剂，但发现基质效应干扰大且

提取回收率较低；试验过程中曾尝试使用叔丁基甲醚、

二氯甲烷作为萃取剂，基质效应的影响仍较大；而采用

乙酸乙酯-二氯甲烷（3 ∶ 1，V/V）萃取时，提取回收率则较

低；最后选用乙酸乙酯作为萃取剂，结果显示提取回收

率较为稳定，且基质效应不影响待测物的定量分析。

综上所述，本研究建立了同时测定人血浆中利培酮

及9-羟基利培酮浓度的LC-MS/MS法，该方法具有操作

简便、灵敏度高、分析效率高等特点，可用于口服利培酮

患者的常规治疗药物监测和急性中毒分析。
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