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MPFC－QuEChERS结合GC－MS/MS
测定血液中γ-羟基丁酸
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摘 要：建立了一种快速多滤过型净化柱（MPFC）－QuEChERS结合气相色谱－串联质谱（GC－MS/MS）检测

血液中γ-羟基丁酸（GHB）的新方法。通过考察样品前处理条件与仪器条件对检测结果的影响，确定了最优实

验条件：0. 1 mL血液样品中加入GHB－D6作为内标，以乙酸乙酯为萃取剂，上清液过MPFC－QuEChERS净
化柱后挥干，经N，O-双三甲基硅烷基三氟乙酰胺（BSTFA）衍生化，在多反应监测（MRM）模式下分析。结果

表明，血液中GHB在 0 ~ 1 000 ng/mL质量浓度范围内线性关系良好，相关系数（r2）为 0.995 1，检出限和定量

下限分别为 0. 2、0. 5 ng/mL，日间和日内相对标准偏差（RSD）均小于 15%，回收率为 80. 1% ~ 84. 7%，基质效

应为 87. 4% ~ 94. 4%。该方法由传统液液萃取法改进优化，稳定性好、灵敏度高，能够快速有效测定实际案

件血液样品中的GHB含量。
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Determination of γ-Hydroxybutyric Acid in Blood by MPFC－QuEChERS
with GC－MS/MS
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Abstract：A new method was developed for the determination of γ-hydroxybutyric acid（GHB）in hu⁃
man blood by gas chromatography－tandem mass spectrometry（GC－MS/MS）with a kind of purifica⁃
tion column（MPFC－QuEChERS）．Effects of sample pretreatment conditions and analytical instru⁃
ment conditions on the test results were investigated in the round，and the optimal experimental con⁃
ditions were determined. First of all，GHB－D6 was spiked into 0. 1 mL blood sample as the internal
standard，and then the analyte was extracted using ethyl acetate efficiently．After that，the superna⁃
tant was allowed to flow through the MPFC－QuEChERS purification column and evaporated to dry⁃
ness． Finally， the dried residue was derivated with trifluoroacetamide（BSTFA）and analyzed in
multi-reaction monitoring（MRM）mode．Experimental results showed that there were linear relation⁃
ships for the spiked human blood samples in the range of 0－1 000 ng/mL（r2 > 0. 995 1）．The limits
of detection（LOD）and limits of quantitation（LOQ）of the method were 0. 2 ng/mL and 0. 5 ng/mL，
respectively．The inter-day relative standard deviations（RSD）and intra-day RSD were both less than
15%．An extraction recovery of 80. 1%－84. 7% was obtained for the spiked human blood samples．
The matrix effect ranged from 87. 4% to 94. 4%．The results indicated that the developed method was
improved and optimized by traditional liquid－liquid extraction method， it could be applied to the
rapid and effective determination of GHB in human blood samples of actual cases with its good stabili⁃
ty and high sensitivity.
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γ-羟基丁酸（GHB）是一种存在于多种哺乳动物组织中的内源性短链脂肪酸，对多巴胺能和 γ-氨基

丁酸（GABA）能系统具有特殊的神经调节作用［1］。羟丁酸钠（GHB的钠盐）可用于治疗由 1型发作性睡病

引起的日间睡眠亢进、猝倒、睡眠瘫痪、幻觉和夜间睡眠严重紊乱等症状［2］。在一些欧洲国家，羟丁

酸钠也用于酒精戒断综合症的治疗和酗酒者的戒酒维持［3－4］。但近年来，我国娱乐场所中出现以GHB
作为滥用药物对女性受害者实施性侵犯案件［5］，各类毒驾、死亡等案件也常涉及GHB［6－8］。GHB在体内

的代谢非常迅速，血中的检测窗口为 6 h，但至今仍未发现一种可靠的代谢物可作为人体摄入GHB的

生物标志物［9］。因此，通过测定血液中GHB的含量判别供体是否摄入GHB仍然十分必要，但血液成分

复杂，存在个体差异，且具有内源浓度干扰而难以获得空白样品，使得常规的方法验证和高效批量的

定量测定难以实现。

目前，血液中GHB的检测方法主要有液相色谱－串联质谱法（LC－MS/MS）［10－11］、气相色谱－质谱

法（GC－MS）［12］和气相色谱－三重四极杆质谱法（GC－MS/MS）［13］等，定量分析大多采用忽略血液中

GHB内源浓度的策略，这在一定程度上对定量结果造成了较大误差。同时，许多方法在前处理过程中

未进行样品净化，使得进样液中可能存在大量的干扰物质，导致方法基质效应高、灵敏度低或稳定性

差［14］。在众多方法中，LC－MS/MS和GC－MS法的灵敏度较低，检出限仅达到 0. 1 mg/L或更高，而

GC－MS/MS法具有灵敏度高、选择性强、抗干扰能力强等优点，在检测低浓度的血液样品时，可有效

防止假阴性结果［15］。

针对上述问题，本研究旨在建立一种基于快速多滤过型净化柱（MPFC）－QuEChERS净化和GC－
MS/MS的检测血液中GHB的分析方法。针对血液样品中存在内源性GHB而导致的定量不准确问题，通

过优化样品前处理条件与仪器条件，采用MPFC－QuEChERS柱净化提取液，能够减少基质中杂质对分

析仪器的损害，同时大大降低基质效应，提高方法的准确度和灵敏度。

1 实验部分

1. 1 仪器与试剂
GCMS－TQ8050 NX气相色谱－三重四极杆质谱仪（日本 Shimadzu公司）；DB－5ms色谱柱（30 m ×

0. 25 mm × 0. 25 µm，美国Agilent公司）；CUTE MIXER CM－1000型高速振荡器（日本 Tokyo Rikakaka
公司）；Thermo－Fisher Biofuge Primo R型台式高速冷冻离心机（美国 Thermo公司）；电子温控烘箱（上

海美墨尔特贸易有限公司）；W880旋蒸浓缩仪（北京吉艾姆科技有限公司）。

1. 0 mg/mL的GHB钠盐标准品、内标物GHB－D6钠盐标准品（美国Cerilliant公司），分别用甲醇稀

释后得到50、100、250、500、750、1 000 ng/mL的GHB标准溶液与1 µg/mL的GHB－D6标准溶液。

衍生化试剂：N，O-双三甲基硅烷基三氟乙酰胺（BSTFA，99%）+三甲基硅烷（TMCS，1%）（上海罗

恩试剂公司）；甲醇、乙腈、乙酸乙酯、环己烷、二氯甲烷（美国Fisher Scientific公司，色谱纯）；叔丁

基甲醚、氯化铵、盐酸（分析纯，美国Fisher Scientific公司）；QuSEL多功能针式过滤器（MF－3301，天

津阿尔塔科技有限公司）；m－PFC快速滤过型（高脂类）净化柱、MPFC－QuEChERS净化柱（北京绿绵

科技有限公司）；实验用水为一级水。血液样品均取自未使用过GHB的健康人。

1. 2 仪器条件
色谱条件：Agilent DB－5ms色谱柱（30 m × 0. 25 mm × 0. 25 µm）；升温程序：初始温度 60 ℃，保

持 2 min，以 10 ℃/min升至 260 ℃，保持 2 min；进样口温度为 260 ℃；载气为高纯氦气（99. 999%），柱

流量：1. 56 mL/min；不分流进样模式，进样量：1 µL。
质谱条件：电子轰击电离源（EI源），离子源温度为 230 ℃，接口温度为 320 ℃，溶剂延迟时间为

2 min，扫描方式为多反应监测（MRM）模式，扫描间隔0. 15 s，碰撞气为高纯氩气（99. 999%）。

1. 3 样品前处理
取 0. 1 mL全血样品置于 15 mL塑料离心管中，加入 10 µL 1 µg/mL的GHB－D6标准溶液，再加入
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0. 5 mL pH 1 ~ 2的氯化铵饱和溶液，涡旋混匀后加入 3 mL乙酸乙酯，将离心管密封，振荡 10 min，以

8 000 r/min离心 10 min，转移上清液至MPFC－QuEChERS净化柱中。使用推杆缓慢下压净化柱顶部，

用尖底玻璃管收集滤液，挥干，加入 150 µL乙酸乙酯复溶并转移至装有内衬管的进样瓶中，加入

10 µL衍生化试剂BSTFA密封，将进样瓶放入烘箱80 ℃反应20 min，冷却后供GC－MS/MS分析。

1. 4 内源浓度校正
本文借助Desharnais等［16］开发的内源浓度自动校正工具，对血液样品中内源性的GHB浓度进行

校正。

1. 4. 1 工作溶液的配制与测定 采用同一份血液样品配制加标浓度为 0、50、100、250、500、750、
1 000 ng/mL的系列基质匹配标准工作溶液（含 100 ng/mL的 GHB－D6），在最优前处理和仪器条件下测

得系列浓度所对应的分析物与内标物的峰面积比值。

1. 4. 2 内源浓度自动校正工具的使用 将上述系列加标浓度与所对应的分析物与内标物峰面积比值

数据输入内源浓度自动校正工具，计算得到工作溶液中分析物的实际浓度，采用实际浓度对GHB与

GHB－D6的峰面积比值进行线性拟合，得到近似经过零点的工作曲线从而实现内源浓度校正。内源浓

度自动校正工具通过开源统计软件 RStudio（图形界面，https：//www. rstudio. com/）和 R（编程环境，

https：//www. r－project. org/）编写和运行，原版脚本和使用说明参见文献［16］。

2 结果与讨论

2. 1 质谱条件的优化
将质量浓度为 100 ng/mL的GHB与GHB－D6混

合标准溶液按本方法前处理后，在GC-MS/MS的全

扫描采集模式下进行检测，获得 GHB 衍生物

（GHB－2TMS）与 GHB－D6 衍 生 物（GHB－D6－
2TMS）的离子碎片和保留时间，选择丰度高且质荷

比大的特征离子作为母离子。在 5~45 eV的碰撞能

量（CE）范围内对母离子进行碰撞解离，选择合适

的产物离子作为子离子，组成监测离子对，得到

各离子的丰度比并确定最优碰撞能量，最终优化

的 MRM参数见表 1。在优化条件下，测得加标

100 ng/mL GHB与 GHB－D6的血液样品的MRM色

谱图见图1。
2. 2 前处理方法的优化
2. 2. 1 提取溶剂的优化 考察了环己烷、二氯甲烷、乙腈、乙酸乙酯、叔丁基甲醚等常见有机溶剂

对GHB的提取效率。结果表明，乙酸乙酯对GHB的提取效率最高（图 2A）。由于乙酸乙酯较易挥发，

所需挥干时间短，对操作人员健康损害较小，实验选择乙酸乙酯作为提取溶剂。

2. 2. 2 样品溶液pH值的优化 GHB的羧酸基团在样品溶液中会发生电离，而酸性环境能有效抑制其

电离，同时盐析作用也可促进GHB向有机层转移，因此考察了氯化铵饱和溶液的 pH值分别为 1 ~ 2、
2 ~ 3、3 ~ 4、4 ~ 5、5 ~ 6、6 ~ 7时GHB的提取效率。结果表明，pH值越小，GHB的提取效率越高，

pH值为 1 ~ 2时的提取效率明显高于其他 pH值（图 2B）。因此，实验选择 pH 1 ~ 2的氯化铵饱和溶液为

缓冲液。

2. 2. 3 衍生化试剂用量的优化 衍生化试剂不但会损害色谱柱，而且会增加杂质干扰，大大降低检

表1 GHB与GHB－D6衍生物的MRM参数

Table 1 MRM parameters of GHB and GHB－D6 derivative
Compound
GHB－2TMS

GHB－D6－2TMS

Retention time（min）
9. 315
9. 265

Quantitative ion pair
m/z

233. 0 > 147. 1
239. 0 > 147. 1

CE/eV
9
9

Qualitative ion pair
m/z

233. 0 > 73. 1，204. 0 > 147. 1
239. 0 > 73. 1，206. 0 > 73. 0

CE/eV
30，9
27，21

图1 GHB与GHB－D6衍生物的MRM色谱图

Fig. 1 MRM chromatograms of GHB and GHB－D6 derivative
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测灵敏度。因此，考察了衍生化试剂BSTFA用量（1、5、10、15、20、25 µL）对GHB提取效率的影响。

结果表明，衍生化试剂用量为 1 µL时不足以衍生化完全；用量为 5 µL时GHB的峰面积有较大提高，

接近峰值；用量为 10 µL时GHB的峰面积最大（图 2C）。可知 5 µL的衍生化试剂可将大部分GHB衍生

化。为保证所用的衍生化试剂过量，同时减少其用量，实验选择衍生化试剂用量为10 µL。

2. 2. 4 衍生化时间的优化 考察了衍生化时间（5、10、15、20、25 min）对GHB提取效率的影响。结

果表明，提取效率随着衍生化时间的增加而增大，衍生化时间为 20 min和 25 min时的提取效率相差不

明显（图2D）。为节省前处理时间，实验选择衍生化时间为20 min。
2. 2. 5 净化柱的优化 实验采用 pH 1 ~ 2的氯化铵饱和溶液，使得样品溶液的酸性大大增强，导致全

血中存在的大量血细胞、蛋白质、色素和脂质等会发生破裂、变性、解离并释放出许多小分子杂质。

这些杂质易被有机溶剂提取并残留在样品提取物中，使最终进样液呈浑浊状态，从而导致基质效应增

强和仪器检测灵敏度下降，并且需要频繁地进行清洁电离源、更换衬垫等仪器维护。通过使用净化柱

可有效去除提取液中的杂质，降低基质干扰，但不同净化柱的净化和提取效果不同。

乙二胺-N-丙基硅烷（PSA）能吸附有机酸、脂肪酸、糖类等，C18主要吸附油脂类物质，MgSO4主要

用于除水，多壁碳纳米管（MWCNTs）可有效去除水溶性和脂溶性杂质，本实验采用的特定除脂材料能

够选择性吸附基质中的脂质、蛋白质。考察了QuSEL多功能针式过滤器（MF－3301）、m－PFC快速滤

过型（高脂类）净化柱、MPFC-QuEChERS净化柱 3种市售净化柱的效果，净化材料和用量见表 2。提取

液经 3种净化柱净化后及未净化的提取效率见图 2E。结果显示，QuSEL多功能针式过滤器和m-PFC快

图2 不同前处理条件对GHB提取效率的影响

Fig. 2 Effect of different preparation conditions on extraction efficiency of GHB
A：organic solvent type；B：pH value of sample solution；C：amount of derivatization reagent；D：derivatization time；E：purification column type
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速滤过型净化柱中均填充了 50 mg的 PSA，可有效去除提取液中的杂质，但也大量吸附GHB，使提取

效率下降。MPFC－QuEChERS净化柱可有效去除杂质，且对GHB的提取效率影响不大，因此实验选择

MPFC－QuEChERS净化柱对提取液进行净化。

2. 3 方法学验证
2. 3. 1 线性关系与检出限 为减少血液中内源性GHB的影响，实验筛选GHB内源浓度最小的血液样

品用于方法验证。采用所选样品分别配制加标浓度为 0、50、100、250、500、750、1 000 ng/mL的系

列基质匹配标准工作溶液（含 100 ng/mL的 GHB－D6），按上述优化的仪器条件进行检测（n = 5），以

GHB的加标浓度（X，ng/mL）为横坐标，GHB与内标的峰面积比（Y）为纵坐标绘制工作曲线（不过零点）。

结果显示，GHB在 0 ~ 1 000 ng/mL质量浓度范围内线性关系良好，线性方程为Y = 0. 013 9X + 6. 293 1，
相关系数（r2）为 0. 995 1。由于难以找出真实的空白血液样品，故通过逐级稀释零样品（加标浓度为 0）
评估方法的检出限。根据所得零样品的响应比值算得血液样品中GHB的内源浓度（xe）为 435. 8 ng/mL，
而稀释1 000倍后仍能测得较大响应值，考虑到稀释倍数越大，则血液环境越接近纯水，这将导致提取

回收率增加，据此估算方法的检出限（LOD）和定量下限（LOQ）分别为 0. 2、0. 5 ng/mL，均远低于血液

样品中GHB的内源性浓度。

2. 3. 2 回收率与基质效应 评估方法的基质效应与提取回收率时，基质加标和血液加标样品所测得

的峰面积须减去零样品的峰面积（内源背景浓度的峰面积）［17］。采用上述选定的血液样品进行加标实验，

配制加标浓度水平分别为50、250、750 ng/mL的质控样品及相同浓度水平的GHB标准溶液，在优化条件

下按照本方法进行分析（n = 3），并按下式分别计算基质效应（ME）和提取回收率（R）：ME =（B－D）/A ×
100%，R =（C－D）/（B－D）× 100%。

其中，A表示标准溶液中测得目标物的峰面积，B表示血液样品在前处理后加入标准品测得的峰面

积，C表示血液样品在前处理前加入标准品测得的峰面积，D表示零样品在前处理后测得的峰面积。结

果显示，GHB的回收率为 80. 1% ~ 84. 7%，基质效应为 87. 4% ~ 94. 4%（见表 3）。表明该方法具有较高

的准确性，净化步骤大大降低了样品中的基质干扰。

2. 3. 3 相对标准偏差 采用本方法对上述质控样品分别重复测定 6次，连续测定 3 d，以所得日内、

日间相对标准偏差（RSD）评价方法的日内和日间精密度。由表 3可知，方法的日内、日间RSD均小于

15%，表明方法具有较好的稳定性和重现性。

2. 4 内源浓度校正与定量
基质中不存在内源性分析物时，其工作曲线（在实验误差限度范围内）应大致经过原点，而当基质

中存在内源性分析物时，工作曲线将整体向上平移。曲线平移是由分析物的内源浓度在整个校准浓度

范围内产生的恒定响应所致，仪器检测到的分析物响应实际上是内源浓度响应与加标浓度响应之和。

因此，内源性分析物工作曲线的 y截距（b0）将会大于 0。本实验借助内源浓度自动校正工具准确计算出

血液样品中GHB的内源浓度（xe）为 435. 8 ng/mL，并获得加标样品中的实际浓度（校正浓度，xc）。用校

正浓度替代加标浓度绘制工作曲线，使原工作曲线发生平移，从而实现内源浓度校正并得到校正线性

表2 3种净化柱的净化材料及用量

Table 2 Purification materials and dosage of three purification columns
Product

QuSEL（MF－3301）
m－PFC（High lipid）
MPFC－QuEChERS

Absorbents
50 mg PSA

150 mg MgSO4 + 15 mg MWCNTs + 40 mg C18+25 mg PSA200 mg MgSO4 + MWCNTs + Ion exchange material + Lipophilic materials

表3 GHB的基质效应、回收率与相对标准偏差

Table 3 Matrix effect，recovery and relative standard deviation of GHB
QC* concentration（ng/mL）

50
250
750

Matrix effect（%）
88. 0
94. 4
87. 4

Recovery（%）
80. 1
83. 5
84. 7

Inter-day RSD（%）
3. 2
1. 3
2. 4

Intra-day RSD（%）
3. 3
14
9. 0

*：quality control
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方程 y = 0. 013 9x + 0. 226 7（r2 = 0. 995 1）（图 3）。内

源浓度校正过程极大消除了由血液样品中内源性

GHB引入的系统性偏差，利用校正工作曲线可以实

现其他实际案例血液样品中GHB的准确定量。

3 结 论

本研究建立了MPFC－QuEChERS结合 GC－MS/
MS测定血液中GHB的方法。该方法具有成本低廉、

绿色环保、选择性强、灵敏度高等优点，MPFC－
QuEChERS净化柱使整体方法对分析仪器的损耗大大

降低，在大样本检测时，降低了清洁离子源、更换

色谱柱和衬管等仪器维护次数，提高了批量样品检测的稳定性和精密度。实验所采用的血液样品中存

在内源性GHB，表明方法可用于实际案件血液样本中GHB的检测。对于血液样品中存在内源GHB的

问题，通过引入内源浓度自动校正工具，利用校正的工作曲线可以准确定量分析物，不受内源含量的

干扰并能获得更加可靠的定量结果。内源浓度校正过程通过R脚本自动完成，操作过程简单高效，为

实际案件检材中GHB的准确定量提供了一种新方法。
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图3 校正前（虚线）和校正后（实线）GHB的工作曲线

Fig. 3 Calibration curves of GHB before correction（dashed
line）and after correction（solid line）
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