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摘要：失眠症是一种持续性的身体疾病，睡眠质量或数量都不令人满意。右佐匹克隆（E-ZOP）

是一种人工合成的治疗失眠的药物，能有效地维持睡眠质量。本研究建立了一种高效、快速

的高效液相色谱-串联质谱（HPLC-MS/MS）测定人血浆中 E-ZOP的方法，并应用于药代动

力学研究。该方法避开了常用的液-液萃取法或固相萃取法，而是用甲醇和二甲基亚砜一步

沉淀法进行样品制备。高效液相色谱-质谱/质谱联用技术已完全用于人血浆中 E-ZOP的测定，

并成功应用于人体药代动力学研究。口服 E-ZOP后，峰值时间（Tmax）为 0.924 h，半衰期

（T1/2）为 4.902 h，在人体内表现为快速吸收、缓慢消除，动力学呈线性变化。本研究首次

提供了一种高效的 E-ZOP蛋白沉淀提取方法，在人体药代动力学研究中显示出明显的优越

性。
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1 简介

失眠已被强调为主要的公共卫生问题[1,2]。睡眠问题的高发生率和广泛的对精神和身体

健康的影响[3]和身体健康[4]，以及功能受损[5]，使得人们越来越意识到获得足够高质量睡眠

的重要性[6]。E-ZOP用于治疗不同类型的睡眠障碍[7,8]，研究表明，它是由其 GABA受体复

合物与苯二氮卓受体[9]耦合而成，通过激活 GABA 受体增加神经抑制，具有明显的镇静作

用[10]。E-ZOP（化学名为（S）-（+）-6-（5-氯-2-吡啶基）-7-氧代-6，7-二氢-5H-吡咯[3,4-b]

吡嗪-5-基-4-甲基-1-哌嗪羧酸盐，是一种非苯二氮卓类催眠剂，属于环吡咯啉类[11]，微溶于

水/乙醇，溶于磷酸盐缓冲液（pH 3.2）[12,13]。Gary K Zammit[14]评估了 E-ZOP的药代动力学，

结果表明，R，S-佐匹克隆的清除率是立体选择性的，与活性较低的 R-对映体相比，E-ZOP

的清除率更低，T1/2更长。在这几十年中，研究发现，受试者在夜间服用 3 mg 的 E-ZOP，

第二天早上他们的精神运动功能不同程度地降低，这可能导致诸如驾驶、记忆和协调等不可

察觉的活动的减少[15]。为了更好地了解 E-ZOP 的药代动力学，需要一种灵敏、特异、准确

的测定人血浆中 E-ZOP的方法，以观察 E-ZOP的量效关系。
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关于使用高效液相色谱-紫外色谱法（HPLC-UV）、气相色谱法（GC）、LC-MS/MS 和

高效薄层色谱法（HPTLC）对生物液中 E-ZOP进行定量的论文已经发表[12,16]。N Sharma等

人[17]报道 2013年采用 LC-UV 方法在 13分钟内定量 E-ZOP，曲线范围为 0.02-7.2 μg/mL，

但分析时间太长，无法实现高通量[18,17,19-22]。Van Bocklaer等人[23]报道了首次采用气相色谱-

串联质谱（GC-MS）测定血液和胃内容物中 E-ZOP的方法，方法检测 E-ZOP的最低定量限

（LLOQ）为 2 ng/mL[24]，与 LC-MS/MS 相比，该方法的灵敏度较低。Gebauer MG 等人[22]

报道开发了液-液萃取（LLE）相结合的液-液萃取（LLE）LC-MS/MS方法[22,25,26-29]，该方法

仅使用 50 μL样品体积，E-ZOP 的 LLOQ 为 0.1 ng/mL。Meng 等人报道了[15]LC-MS/MS 法

与固相萃取法（SPE）联用测定人血浆中 E-ZOP的方法，曲线范围为 1.00–100 ng/mL，使用

50 μL样品体积是该方法的亮点。在这些技术中，LC-MS/MS的灵敏度最高，这是由于其具

有较高的选择性。然而，包括 LLE和 SPE在内的样品预处理过程相对复杂，例如，用温和

的氮气流分离离心后的有机层并在 40 ℃下蒸发干燥[30-36]。这种预处理不仅增加了操作的复

杂性，降低了处理量，而且还导致了不良的有机污染，这是临床实验室难以接受的。因此，

在药代动力学研究中，E-ZOP 含量测定中存在的样品制备问题亟待解决，本文提出了一种

新的蛋白质沉淀法-高效液相色谱-质谱/质谱联用技术，从特异性、线性、灵敏度、准确度、

精密度、基质效应等方面对 E-ZOP在人血浆中的测定进行了充分验证，回收率和稳定性，

最终应用于口服给药的人体药动学研究，并用 DAS 3.0软件通过无室模型计算药动学参数。

结果表明，E-ZOP在人体内吸收快，消除慢，动力学呈线性。定量下限（LLOQ）为 0.1 ng/mL，

R2>0.99 为线性曲线。在 0.1～30 ng/mL 范围内测定，日内和日间精密度分别小于 9.99 和

8.71 %，平均准确度为 95.53 %～109.18 %。该方法回收率高，基质效应可忽略。E-ZOP 的

药代动力学参数包括 Cmax =13.273±2.717 ng/mL，Tmax =0.924±0。446h，AUC0−t =69.308±14.895

ng/mL·h，T1/2 =4.902±0.819 h。本研究用氘化 E-ZOP代替卡马西平作为稳定同位素标记内标

（SIL-IS）来定量 E-ZOP。本文介绍了一种优化的高效液相色谱-质谱/质谱法测定人血浆中

E-ZOP的方法，并成功应用于 E-ZOP片的临床药代动力学试验。

2 实验

2.1 材料与试剂

E-ZOP购自中国食品药品检定研究院（纯度>99.8 %）（图 1），批号：19120474。E-ZOP-d8

（纯度：98.7 %）从多伦多研究化学公司采购，批号：11-PTR-48-1（图 1）。甲醇（LC-MS

级）从 Fisher Chemical购买，流动相的所有水溶液均采用 D11951超纯水机（德国赛默飞世
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尔）制备。甲酸（HPLC 级）从MREDA采购，批号 095224。醋酸铵（HPLC级）从MREDA

采购，批号 015966。二甲基亚砜（分析级）购自国药集团化学试剂有限公司，批号 20180622。

所有其他化学品和试剂均为分析级。

图 1 （A）E-ZOP和（B）E-ZOP-d8的结构（内部标准）

2.2 设备和操作条件

2.2.1液相条件

分析采用 HPLC/MS/MS系统进行，该系统由资生堂 HPLC系统（日本）和 AB Sciex API

5500串联质谱仪（美国应用生物系统公司）组成。在 C18柱（资生堂 CAPCELL PAC MGⅢ，

2.0×150 mm，5μm）上用甲醇（10 mM醋酸铵，0.1%醋酸）：水（10 mM 醋酸铵，0.1%醋酸）

=55:45的流动相，流速为 0.35 mL/min，实现了 E-ZOP和 E-ZOP-d8 的分离。将样品注入 5 μL

等分试样中。

2.2.2质谱条件

采用配有电喷雾电离（ESI）源的 API 5500串联质谱仪（Applied Biosystems SCIEX，

America）对 HPLC-MS/MS分析进行多反应监测（MRM）检测。每一个前体离子经过碰撞

诱导的离解，以确定产生的产物离子。以高效液相色谱（HPLC）为流动相，通过注射泵，

优化了 E-ZOP和 E-ZOP-d8 溶液的界面无关仪器参数。

2.3 储备溶液和工作溶液的制备

储备液用甲醇溶解精确称量的标准对照品，E-ZOP 的最终浓度为 1000 μg/mL。将精确

体积的 0.10 mL E-ZOP 标准溶液移入 10 mL 容量瓶中，并用甲醇稀释至一定体积，以进一

步稀释 E-ZOP储备液取 10 μg/mL的工作液，用甲醇稀释，得到 2、4、10、20、100、200、
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400和 600 ng/mL 的工作液。同时，将精确重量的 10.00 mg E-ZOP-d8 原料药转移到 10 mL

容量瓶中，然后溶解并用纯品稀释至一定体积甲醇制备 1000μg/mL的储备液。E-ZOP-d8的

工作液浓度为 50 ng/mL。所有药物的储备液在 4 ℃的避光容器中储存至少 60天，无变化。

2.4 校准标准和质量控制（QC）样品的制备

在 0.1、0.2、0.25、0.5、1.0、2.5、5.0、10、20、25、30 ng/mL 血浆中制备 E-ZOP校准

标准。根据 FDA关于选择 QCs的指南[36]，为了进行准确度和精密度研究，QCs在 4个浓

度水平下制备为 6个重复品，包括定量下限（LLOQ）、低（L：定义为 LLOQ的三倍）、中

（M：定义为中范围）和高（H：定义为高范围）。而对于其他试验（在志愿者样品分析期

间），只使用了 3种浓度水平（LQC、MQC和 HQC）的复制品。对于 E-ZOP，分别在 0.1、

0.25、2.5和 25 ng/mL下制备 LLOQ、LQC、MQC 和 HQC。

2.5 样品准备

将 190 μL对照人血浆置于 2.0 mL 离心管中，加入精确体积的 10 μL 2-600 ng/mL 工作

溶液，以获得 E-ZOP的 0.1-30 ng/mL血浆浓度。添加以下 25 μL的 IS（50 ng/mL）。然后加

入300 μL沉淀蛋白溶剂（MeOH:DMSO=7:3，0.1%甲酸）振荡10 min提取E-ZOP和E-ZOP-d8，

在 4 ℃下以 14000 rpm离心 15 min分离上部有机相和下部水相。将 100 μL上清液溶解于 200

μL水相中，并涡旋混合 2分钟。将 5 μL等分溶液注入 LC-MS/MS系统进行分析。

2.6 方法验证

2.6.1专属性

通过比较六个人的空白血浆样品、在最后给药后 0.5小时从其中一名受试者获得的临床

血浆样品、以 30 ng/mL的剂量加入 E-ZOP的血浆样品和以 0.1 ng/mL的剂量加入 E-ZOP的

血浆样品的色谱图来评估特异性和内源性干扰。通过比较 50 %甲醇和添加 E-ZOP的三蒸馏

水（0.1 ng/mL）的 LLOQ和 Esopiclone-d8（50 ng/mL）的色谱图来评估特异性和外源性干

扰。制备并分析所有空白血浆样品，以确保没有干扰峰。

2.6.2最低定量限（LLOQ）

采用 1/X2 加权线性最小二乘回归模型，以 E-ZOP/E-ZOP-d8 与血浆浓度的峰面积比构

建校准曲线。LLOQ表示线性范围内分析物的最低浓度，可以用可接受的精度和准确度进行

测定。

2.6.3精密度和准确度

在同一天对四种浓度（0.1、0.25、2.5和 25 ng/mL）的六个重复的 LLOQ和 QC样品进

行分析，以评估日内精密度和准确度。通过连续三天分析 LLOQ 和 QC 样本来评估日间精
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密度和准确度。方法的精密度和准确度分别用相对标准偏差（RSD）和相对误差（RE）表

示。RSD和 RE均不得超过 15 %。然而，在 LLOQ，RE和 RSD<±20 %是可以接受的。

2.6.4基质效应与提取回收率

提取回收率是通过比较在 6个不同批次血浆中制备的三个水平的QC样品中提取的分析

物与 IS比的绝对峰面积与空白血浆、高溶血性血浆和高脂肪血浆提取后用相同浓度的分析

物纯溶液进行强化 LQC、MQC、HQC。通过比较六批样品在 LQC、MQC、HQC水平下强

化的空白血浆提取物与相同浓度水平分析物强化的空白水提取物中分析物绝对峰面积与 IS

比值的比较，来评估基质效应。

2.6.5稳定性试验

对三种不同浓度的 QC样品在不同条件下的稳定性进行了分析：（1）连续三次冻融循环

（从-20 ℃到 23 ℃）；（2）室温（23℃）制备前 3h；（3） 冰箱温度（4 ℃）制备后 20小时，

室温（23 ℃）制备后 6小时；（4）自动进样器 10 ℃制备后 24小时；（5）冰箱温度（−20 ℃）

制备前 3、8、31天。通过比较储存的 QC样品和新制备的样品的平均浓度来评估溶液的稳

定性。样品被认为是稳定的，与标称浓度的偏差在±15.0 %以内。所有稳定性试验样品在 6

个重复中进行分析，并根据新制备的样品确定偏差。

2.7 药代动力学研究的应用

对 12名健康男性受试者进行了药代动力学研究。伦理委员会批准了方案，志愿者得到

了知情的书面同意。给药前禁食 12小时，给药后禁食 3小时。口服给药后，在给药前和 0

时从颈静脉抽取 2 mL的血样。后分别于 0.083，0.167，0.333，0.5，0.75，1，1.25，1.75，

2，2.5、3、4、5、6、8、12 和 24 小时取血。实验期间，可以自由饮水。随后在 14000×g

转速下离心 10分钟制备血浆，并在-80 ℃下立即冷冻。

2.8 数据分析

药代动力学分析采用 DAS2非房室模型软件程序（中国数学药理学专业委员会，中国上

海）计算 AUC、Cmax、Tmax、T1/2和 CLz/F。数据以平均值±SD表示。

3 结果与讨论

3.1 方法优化

3.1.1色谱条件优化

为了获得满意的色谱行为和最大限度地提高 E-ZOP和 IS的电离响应，我们在流动相体

系上进行了几次尝试。由于 E-ZOP具有酸性，故采用醋酸溶液作为流动相，以提高响应速
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度。考虑到流动相 pH范围的稳定性和消除色谱峰的分裂，在流动相中加入了 10mM 乙酸铵。

以不同比例的甲醇-水和乙腈-水对 E-ZOP进行洗脱实验，发现甲醇比乙腈具有更低的背景噪

声和更好的分辨率。根据峰形、保留时间、稳定性和灵敏度，甲醇（10 mM 醋酸铵，0.1%

乙酸）-水（10 mM 醋酸铵，以 0.1 %乙酸（55:45，v/v）为流动相。资生堂 CAPCELL

PAC-MGⅢC18柱对 E-ZOP有较好的保留作用，10 mM乙酸铵对 E-ZOP 的反应显著增强。

在优化的高效液相色谱条件下，检测到 E-ZOP和 E-ZOP-d8（IS）在保留时间为 1.97和 1.90

分钟。总运行时间是 4.5分钟。

结合 E-ZOP在水和乙醇中微溶、在磷酸盐缓冲液（ph 3.2）中微溶的特点，Shaikh K[16]

利用 0.05 M 一元磷酸钠缓冲液组成的流动相，建立了一种灵敏的 E-ZOP 定量方法。N

Sharma[15]提出了一种使用 0.01 M 磷酸盐缓冲液和正磷酸的 UPLC 方法。在 PKa=6.89 的条

件下，我们设计了一种 pH=4.0的流动相，添加了 10 mM乙酸铵和 0.1%乙酸。

3.1.2质谱条件优化

利用 ESI-MS分析和MS参数优化正离子模式，提高了MRM测量对 ESI源的响应。对

于 E-ZOP（图 2），MRM的碎片化转变为 m/z 389.2到 245.1（图 2），对于 E-ZOP-d8（图 2）

为 m/z 397.2到 245.1，每个转变的停留时间为 300 ms。每个化合物的碰撞能为 22ev。分离

电位保持在 40 V。适用于所有分析物的源参数为 15 psi的幕气、介质的碰撞气体（CAD）、

温度为 650℃、离子喷射电压为 5000 V、离子源气体为 60 psi。
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图 2 A（E-ZOP）和 B（E-ZOP-d8）的[M+H]+全扫描产物离子质谱

3.1.3样品处理方法优化

在样品制备的优化方面，与乙酸乙酯液-液萃取法相比，蛋白质沉淀法具有精度高、回

收率高、操作简单等优点。样品制备采用蛋白质沉淀法。E-ZOP 的定量限值可用于人血浆

样品中药物动力学的定量分析。

最初，沉淀蛋白的溶剂是乙腈和甲醇，但这造成了 E-ZOP 含量的巨大损失，这可能是

由于乙腈和甲醇不能有效地将分析员从蛋白质中解吸出来造成的。影响电荷态分布的因素包

括溶剂 pH值和药物溶解度。E-ZOP在水中的溶解度很低，在纯乙醇和正丙醇中的溶解度最

低，这表明 E-ZOP 在醇中的溶解性很低，但在乙酸酯和酮中的溶解度较高[9]。因此，一种

更易溶解的溶液二甲基亚砜与甲醇和甲酸按 3:7:0.1 的比例混合，成功地解决了这个问题。

二甲基亚砜浓度高于此比值将显著降低仪器灵敏度。

3.2 方法验证

3.2.1选择性和专属性

空白血浆、以 2 ng/mL 加入 E-ZOP的空白血浆、以 600 ng/mL加入 E-ZOP的空白血浆

以及口服 E-ZOP 后获得的临床血浆样本的代表性色谱图如图 3所示。在所建立的色谱条件

下，血浆中没有内源性干扰，表明该方法的选择性是可以接受的。
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图 3 人血浆中 E-ZOP和 E-ZOP-d8的代表性MRM色谱图。（A） 空白血浆样品；（B）加入 E-ZOP（2

ng/mL）和 E-ZOP-d8的空白血浆；（C）加入 E-ZOP（600 ng/mL）和 E-ZOP-d8的空白血浆；（D）人

体口服 E-ZOP（1 mg）0.5h后的血浆样本

3.2.2线性和标准曲线

结果表明，在 0.1～30 ng/mL血浆浓度范围内，E-ZOP的八点校准曲线呈线性关系，相

关系数大于0.999。校准曲线的典型方程为：y=0.1x+0.00169，R2=0.9996，其中y代表E-ZOP-d8

与 IS 的峰面积比，x 代表 E-ZOP 的血浆浓度。以定量下限（LLOQ）作为校准曲线的最低

浓度，其 S/N比值均在 10以上，精密度和准确度均可接受。

3.2.3精密度和准确度

LLOQ和 QC样品中 E-ZOP的精密度和准确度结果见表 1。E-ZOP各样品水平的精密度

（RSD）均小于 9.99 %。对 E-ZOP各样品水平的准确度在 1.48 %到 8.31 %之间。测定值均

在可接受范围内。

表 1 人血浆中 E-ZOP的精密度和准确度。

Concentration(ng/mL)
intra-day(n=6) inter-day(n=18)

Precision(RSD%） Accuracy(%) Precision(RSD%） Accuracy(%)

0.1 4.8 109.2 8.7 104.2

0.25 2.8 108.2 6.7 104.5

2.5 1.6 96.7 3.6 98.4
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25 2.3 96.8 2.6 96.6

3.2.4提取回收率和基质效应

在人空白血浆中，E-ZOP内标物均匀化的平均基质效应为 101.2-106.0 %，而高溶血性

的平均基质效应为 99.9-101.4 %。在高脂血浆中，E-ZOP的基质效应为 95.5-101.1 %。如表

2所示，所有相对标准偏差值在 0.75 %到 9.17 %之间，这表明血浆基质的影响对于分析来说

是可以忽略的。E-ZOP内标物均匀化后的平均提取回收率为 96.7-103.8 %，不同浓度下E-ZOP

的提取回收率结果准确、重现性好。

表 2 E-ZOP的提取回收率和基质效应（n=6）。

Compoun

d

plasma

types

Sample

Conc.(ng/mL

)

Matrix effect Extraction recovery

Mean±SD (%)

RSD

% Mean±SD (%)

RSD

%

E-ZOP

blank

plasma

0.25 104.2±2.6 2.5 93.6±6.0 6.5

2.5 101.4±1.8 1.8 93.4±1.8 1.9

25 94.4±7.0 7.4 108.3±2.9 2.7

high

hemolysis

0.25 100.5±7.3 7.3

2.5 100.9±1.8 1.7

25 101.0±2.0 2.0

high fat

plasma

0.25 96.3±3.7 3.9

2.5 100.1±1.4 1.4

25 101.7±1.5 1.5

3.2.5稳定性

考察了 E-ZOP 在几种条件下的稳定性。E-ZOP 在时间零点和室温下放置至少 3h 后，

E-ZOP的 CV%（7.35 %）的响应无显著差异（<15 %），表明 E-ZOP在此条件下是稳定的。

血浆样品在至少三个冷冻/解冻循环中的 CV值（11.92 %）稳定。处理后的样品在自动进样

器中稳定达 24小时，在室温托盘中稳定达 3小时，CV%值分别至少为 6.88 %和 7.35 %。血

浆样品在-20℃下稳定至少 4周，无明显损失（<8.43 %）。
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表 3 E-ZOP的样品稳定性（n=6，以平均值±R.E.%）表示

Stability test condition

Norminal concentration added(ng/mL)

E-ZOP in plasma

0.25 2.5 25

Long-term stability

7 days at -20℃ 0.27±0.01 2.56±0.05 24.75±0.45

45 days at -20℃ 0.27±0.02 2.48±0.1 24.6±0.45

Short-term stability

Bench-top-3h 0.23±0.02 2.31±0.03 22.10±0.38

Autosampler-24h 0.26±0.02 2.45±0.03 24.25±0.53

Freeze and thaw stability

3 cycles at -20 ℃ 0.27±0.01 2.55±0.06 26.21±1.36

表 4 E-ZOP溶液稳定性（n=6）。

Sample

Conc.(ng/mL)

E-ZOP-0day E-ZOP-7day E-ZOP-45day

Mean±SD (%) RSD% Mean±SD (%) RSD% Mean±SD (%) RSD%

0.25 0.02±0.00 12.33 0.03±0.00 9.16 0.02±0.00 5.19

25 2.17±0.03 1.4 2.19±0.08 3.46 2.19±0.03 1.57

3.3 药动学研究

用完全有效的分析方法定量 E-ZOP的人血浆 PK浓度。口服 E-ZOP 后的平均血浆浓度-

时间曲线如图 4所示。药代动力学参数见表 5。服用 E-ZOP（1 mg）后，0.92±0.446h（Tmax）

的最大观察血浆浓度（Cmax）为 13.27±2.717 ng/mL。从时间零点到最后可测浓度（AUC0-t）

的血药浓度-时间曲线下面积（AUC0-∞）分别为 69.31±14.90 ng/mL·h和 71.84±16.29 ng/mL·h。

CLz/F为 14.595±3.356l h，Vz/F为 100.26±13.9l h，T1/2为 4.90±0.819 h，所得数据表明 E-ZOP

可快速吸收，缓慢消除。与 Hotha等人相比。报道了 E-ZOP（3 mg）给药后的药代动力学参

数，我们的药代动力学特性与以往文献相似[4]。
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图 4 口服 1 mg/kg（n=12）后 E-ZOP的平均药代动力学曲线

表 5 口服 E-ZOP后的非房室药代动力学参数（平均值±标准差，n=12）。

Oral

admin

(mg)

Parameters

T1/2 Cmax Tmax AUC(0-t) AUC(0-∞) CLz/F Vz/F

(h) (ng/mL) (h) (ng/mL·h) (ng/mL·h) (L/h) (L)

1
4.90±0.819 13.27±2.717 0.92±0.446 69.31±14.90 71.84±16.29 14.595±3.356

100.26

± 13.9

4 结论

建立了一种简便、可靠的 LC-MS/MS 法测定人血浆中 E-ZOP 的生物分析方法，具有选

择性、灵敏、准确、准确等特点。与之前报道的样品制备方法相比，蛋白质沉淀法在灵敏度

和操作简便性方面更为优越；该方法耗时更少，且具有高通量测试。用于方法验证，遵循

FDA生物液分析规程。对 12名健康志愿者进行单剂量口服 1 mg E-ZOP后的药代动力学研

究。计算了 E-ZOP的 PK数据，并与报告值进行了比较，证明了该方法在 PK、生物等效性

和生物利用度研究中的成功应用。
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亮点

•采用一种新的 LC-MS/MS方法，通过简化的蛋白质沉淀进行单步预处理。

•高通量和每次进样 4.5分钟。

•开发并验证了特定且灵敏的 LC-MS/MS方法。

•根据美国食品和药物管理局的规定，采用可接受的标准对所建立的方法进行了验证。

•已验证的方法用于测定人血浆中的 E-ZOP。

•该方法可用于临床试验中 E-ZOP的定量和监测。

•选定的同位素内标可有效减少基体效应和误差。
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