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高效液相色谱
9

串联质谱法测定移植患者血浆泊沙康唑水平
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要"目的
!

建立测定血浆泊沙康唑水平的高效液相色谱
9

串联质谱"

*O+P9.!

(
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#法!并应用于临床

治疗药物监测$方法
!

*O+P

色谱柱为
]@DA"#D?f[9P;-

$柱温
5&U

!流速
&4-"+

(

"A1

!流动相为含
&4;T

甲

酸!以及
,""0@

(

+

乙酸铵的水溶液和含
&4;T

甲酸的甲醇溶液!梯度洗脱$质谱检测方式为
Z!X

正离子模式!

.).

扫描!监测泊沙康唑
"

(

V%&;45

&

'-(4<

作为定量离子!内标泊沙康唑
9$<"

(

V%&54<

&

'-%45

作为定量离

子$结果
!

泊沙康唑水平在
&4;

&

;&4&

%

K

(

+

范围内与峰面积线性关系良好"

3\&4::(&

#!日内及日间精密

度
$

5T

!平均回收率为
:&T

&

;&(T

$结论
!

该方法简便%准确%快速!适用于泊沙康唑的血药浓度测定$

关键词"泊沙康唑)
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泊沙康唑是新一代三唑类广谱抗真菌药物#是被

美国食品药品监督管理局批准用于预防侵袭性曲霉

菌感染的一线药物#可用于
;(

岁以上严重免疫抑制

患者侵袭性真菌感染和念珠菌感染的预防和治疗)

;

*

#

还可用于无法耐受常用抗真菌药物成人患者的侵袭

性曲霉病'镰刀菌病'慢性芽生菌病'分枝杆菌病和球

孢子菌病的治疗)

,

*

(侵袭性曲霉菌感染是移植患者

最危险的并发症之一#病死率高#常推荐口服泊沙康

唑预防感染(药物低暴露量与泊沙康唑临床疗效不

佳密切相关#药物高暴露量则可增加药物的毒性反

应(美国传染病学$

XR!3

%

,&&%

年更新的.组织胞浆

病治疗指南/也指出#由于个体间变异和潜在的药物

相互作用#测定稳态血药浓度有助于提高疗效)

(9<

*

(

多数研究认为泊沙康唑血浆谷值与抗真菌疗效最相

关的药动学"药效学参数
3]P,<

"

.XP

有较好的相关

性)

59-

*

(因此#通过检测泊沙康唑血浆谷值可以有效

提高用药的有效性与安全性#从而为临床合理使用泊

沙康唑提供参考(目前#关于国内泊沙康唑血药浓度

监测研究较少#可用于借鉴的方法更少#且检测方法

多为色谱法(色谱法分析时间长#前处理繁琐#所需

血样量多#污染大#而质谱法用于泊沙康唑血药浓度

的检测耗时短#处理简单(因此#开发一种适合泊沙

康唑血药浓度检测的质谱法用于临床血药浓度监测#

就显得非常重要(本文作了这方面研究#报道如下(
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材料与方法
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仪器
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岛津
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高效液相色谱系统$带自动进

样器%#配有
3[!GA?C<&&&g6)3O

质谱仪#其林贝

尔涡旋混合器#全自动高速冷冻离心机$
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水$广州屈臣氏%'甲酸$色谱级#

.>?$#6?GE10@0
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X2P

%'乙酸铵$色谱级#

.>?$#6?GE10@0

KB

X2P

%'泊

沙康唑及泊沙康唑
9$<

$
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F>0"
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GG4]!3

%(

$4'

!

方法

$4'4$

!

高效液相色谱
9

串联质谱$

*O+P9.!

"

.!

%法

的液相色谱及质谱条件
!

$

;

%色谱条件(采用
]@DA9

"#D?f[9P;-

色谱柱$

<4'""_5&4&""

#

5

%

"

%#柱

温
5&U

&进样量
(

%

+

&流动相
3

!

&4;T

甲酸的甲醇溶

液&流动相
[

!

,""0@

"

+

乙酸铵
9&4;T

甲酸的水溶液(

流速!

&4-&&&"+

"

"A1

&洗脱方式!梯度洗脱#其中
&4;

&

&4,"A1

#

3

相水平
%5T

&

:&T

#保持
&4,"A1

#

'

&4,

&

&45"A13

相水平
%5T

&

:&T

#保持
&4("A1

#

'

&45

&

&4:"A13

相水平
%5T

#保持
,4;"A1

($

,

%质谱条件(

离子源!电喷雾电离源$

Z!X

%&离子极性!正离子模式&

扫描方式为多重反应监测$

.).

%&喷雾电压$

X!

%!

55&&4&&

&温度!

<,54&& U

&源内气体
;

$

7!;

#

2,

%!

55

&气体
,

$

7!,

#

2,

%!

55

&气帘气体$

P])

#

2,

%!

,&

&碰

撞气压力!中等&用于定量分析的离子反应为泊沙康

唑
"

"

V%&;45

&

'-(4<

'泊沙康唑
9$< "

"

V%&54<

&

'-%45

(各种质谱条件参数见表
;

(

表
;
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质谱条件

项目 母离子$

"

"

V

% 子离子$

"

"

V

% 驻留时间$

"/

% 去簇电压$

W

% 碰撞能量$

W

% 出口电压$

W

% 排除电压$

W

%

泊沙康唑
%&;45 '-(4< ;5& ;5- <: ;; ;&

泊沙康唑
9$< %&54< '-%45 ;5& ;(& (5 ;; ;&

$4'4/
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对照品贮备液的配制
!

精确称取对照品泊沙

康唑
;&4&&"

K

#置于小烧杯中#用适量甲醇溶解#转移

至
;&"+

容量瓶中#用甲醇定容#得到
;"

K

"

"+

泊沙

康唑母液#作为贮备液(然后分别用甲醇水$

;a;

%依

次稀释母液#泊沙康唑对照品水平分别为
;

'

5

'

;&

'

,5

'

5&

'

%5

'

;&&

%

K

"
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#作为系列标准工作液(

$4'4'

!

样品处理方法
!

精密量取标本血浆
;&&

%

+

置于
;45"+

离心管中#然后加入
,""0@

"

+

乙酸

铵
9&4;T

甲酸水溶液
;&&

%

+

#涡旋振荡
;"A1

#再加入

含有特定水平泊沙康唑
9$<

的甲醇
-&&

%

+

#涡旋振荡

;"A1

#于
;(&&&>

"

"A1

离心
;&"A1

#取上清液
;%&

%

+

置于自动进样器(

$4'41

!

标准曲线的制备
!

分别在
%

个
;45"+

离心

管中加入
;&

%

+

泊沙康唑各系列标准工作液#并加入

空白血浆
:&

%

+

#得到泊沙康唑水平为
&4;

'

&45

'

;4&

'

,45

'

54&

'

%45

'

;&

%

K

"

"+

系列质量浓度(按,

;4(

-项

中样品处理方法处理后进样测定#以泊沙康唑峰面积

与泊沙康唑
9$<

峰面积比为$

N

%对泊沙康唑水平$

Q

%

进行线性回归#得泊沙康唑标准曲线(

$4'42

!

回收率'精密度试验
!

分别在
(

个
;45"+

离

心管中加入泊沙康唑标准工作液
5

'

;&

'

5&

%

K

"

"+

各

;&

%

+

#并加入空白血浆
:&

%

+

#得到泊沙康唑水平为

&45

'

;4&

'

54&

%

K

"

"+

的样品(按,

;4(

-项中样品处理

方法处理后进样测定#各水平日内重复测定
5

次#计

算相对回收率及日内精密度#并连续测定
5$

#计算日

间精密度(

$4'4)

!

稳定性试验
!

分别在
(

个
;45"+

离心管中

加入泊沙康唑标准工作液
5

'

;&

'

5&

%

K

"

"+

各
;&

%

+

#

并加入空白血浆
:&

%

+

#得到泊沙康唑水平为
&45

'

;4&

'

54&

%

K

"

"+

的样品(取
;

份样品按,

;4(

-项中血

样处理方法处理后置于
< U

冰箱中#于放置时间为

%,E

分别测定各样品的水平&其余样品于
<U

冰箱中

放置
%,E

后取出放至室温#按,

;4(

-项中样品处理方

法处理后进样测定#考察其稳定性(

/

!

结
!!

果

/4$

!

色谱质谱行为
!

在,

;4;

-项下的色谱'质谱条件

下#测得泊沙康唑及泊沙康唑
9$<

质谱图#见图
;

&泊沙

康唑及泊沙康唑
9$<

的色谱图#见图
,

(由图
,

可知#

血中没有物质干扰泊沙康唑的测定#泊沙康唑的保留

时间为
,4:("A1

#峰型良好#无杂质峰干扰(

!!

注!

3

为泊沙康唑&

[

为泊沙康唑
9$<

图
;

!!

泊沙康唑&泊沙康唑
^$<

质谱图

图
,

!!

泊沙康唑及泊沙康唑
9$<

色谱图

+

(&:,

+

检验医学与临床
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月第
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/4/

!

标准曲线回归方程
!

泊沙康唑的回归方程!

N\

;4;;_;&5Qj,4%-_;&

(

#

3\&4::(&

#表明泊沙康唑

在
&4;

&

;&4&

%

K

"

"+

范围内线性关系较好#可用于定

量检测#其最低定量限为
&4&,5

%

K

"

"+

(标准曲线见

图
(

(

图
(

!!

泊沙康唑标准曲线

/4'

!

方法学评价结果
!

泊沙康唑的相对回收率为

:&T

&

;&(T

#日内及日间精密度均小于
5T

(见

表
,

(

表
,

!!

回收率和精密度试验结果#

'\5

$

水平$

%

K

"

"+

%

相对回收率

$

BS<

#

T

%

日内精密度$

T

% 日间精密度$

T

%

&45 :54:&S<45, <4%5 <4:5

;4& :-4,<S,4'5 ,4': ,4-(

54& ;&&4<;S,4(5 ,4(< ,4<,

/41

!

稳定性考察结果
!

由表
(

可知#在
<U

条件下#

血中泊沙康唑放置
%,E

水平无明显下降&血样经过处

理后#在
<U

条件下#泊沙康唑放置
%,E

水平基本保

持不变(由此可以得出#在此条件下测定血中泊沙康

唑水平的稳定性良好#能保证测定结果的准确性(

表
(

!!

稳定性考察结果#

'\(

%

BS<

%

%,E

$

项目 样品$

%

K

"

"+

% 泊沙康唑$

%

K

"

"+

%

未处理血浆$

<U

%

&45 &4<%S&4&%

;4& &4--S&4;&

54& 54<&S&4;5

已处理血浆$

<U

%

&45 &4<:S&4&'

;4& &4:-S&4,:

54& 545;S&4;%
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!

临床应用
!

收集
,&;5

年
;,

月至
,&;'

年
-

月笔

者所在医院检测泊沙康唑血药浓度的患者血浆标本
5&

份#其中男
,(

份#女
,%

份&患者年龄
;

&

''

岁(标本采

集时间为下次给药前#采集静脉血
,"+

#混匀#

ZR63

抗凝(室温$

,&

&

,5U

%下标本存放时间不超过
<E

#当

日检测(药物血药浓度结果见表
<

(

*O+P9.!

"

.!

法能满足临床对泊沙康唑血药浓度监测的需求#同时

也可以反映出泊沙康唑临床应用血药浓度一般不会

太高#很少产生明显毒性及严重不良反应&检测中血

药浓度低值较多#达不到预防和治疗真菌感染的

效果(

表
<

!!

血药浓度检测结果#

'\5&

$

泊沙康唑$

%

K

"

"+

%

'

构成比$

T

%

$

&45 ' ;,

&45

&

;4& ,: 5-

'

;4&

&

54& ;5 (&

'

54& & &

'

!

讨
!!

论

!!

泊沙康唑有明显药代动力学参数个体差异#口服

泊沙康唑通过胃肠道吸收#但吸收具有饱和性(口服
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达到或超过
-&&"

K
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%酶系代谢#一般通过葡萄糖醛酸化反应代谢#

但它可以明显抑制肝酶
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的活性#消除半衰期

很长$超过
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(移植患者免疫功能弱#容易感染)
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(侵

袭性曲霉菌感染是移植患者最危险的并发症之一#病

死率高#常推荐口服泊沙康唑预防该类患者的侵袭性

曲霉菌感染)
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(最近研究指出#泊沙康唑用于预防真菌

感染时#其血药浓度
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本方案检测采用紫色试管$
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全血#离心取上清液#通过甲醇沉淀蛋白和萃取

泊沙康唑#使泊沙康唑充分溶解于甲醇中(通过岛津
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高效液相色谱进行分离和富集泊沙康唑#用

3[!GA?C<&&&g6)3O

型质谱仪进行监测(同时#选

用同位素泊沙康唑
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作内标#进行定量#结果线性良

好#回收率高#日内'日间精密度符合生物样本的分析

要求#适于临床应用血药浓度监测(该处理方法简

单'易操作和重复性好#避免了批间和样本间的系统

误差#用于泊沙康唑的母体药物测定准确度高#特异

性强)

;%9;-

*

(

参考文献

)

;

*

d3))X+Yd 37

#

.Z+Y2

#

.3)6Z+P.

#

?D#@4ZC

=

>?/9

/A01

#

=

H>AFAG#DA01

#

#1$GE#>#GD?>AV#DA010F3/

=

?>

K

A@@H/FH"A

K

#9

DH//D?>0@;<9#@

=

E#$?"?DE

B

@#/?

$

PQO5;

%

A/0?1V

B

"?/3#1$

[

)

`

*

431DA"AG>0I3

K

?1D/PE?"0DE?>

#

,&;&

#

5<

$

;&

%!

<,,59

+

<&:,

+

检验医学与临床
,&;-

年
;&

月第
;5

卷第
;:

期
!

+#I.?$P@A1

!

YGD0I?>,&;-

!

W0@4;5

!

204;:



<,((4

)

,

*

2373OO32 W

#

RZ)Z!X2!bX!4)?MA?J/0F#1DA9A1F?G9

DAM?#

K

?1D/

!

=

0/#G01#V0@?

!

#I>0#$9/

=

?GD>H"D>A#V0@?#1DA9

FH1

K

#@#

K

?1D

)

`

*

4P@A1X1F?GDRA/

#

,&&%

#

<5

$

;,

%!

;';&9

;';%4

)

(

*

d3+!* 6`

#

323X!!XZZ`

#

RZ22X27 R d

#

?D#@4

6>?#D"?1D0F#/

=

?>

K

A@@0/A/

!

G@A1AG#@

=

>#GDAG?

K

HA$?@A1?/0F

DE?A1F?GDA0H/$A/?#/?//0GA?D

B

0F#"?>AG#

)

`

*

4YCF0>$

c

0H>9

1#@/PXR

#

,&&-

#

<'

$

(

%!

(,%9'&4

)

<

*

[)h77Z.322)`

#

6Y]d R`

#

33)2Y]6!Z)Z

#

?D#@4X1D?>1#DA01#@A1D?>@#I0>#D0>

B=

>0FAGA?1G

B

D?/DA1

K=

>09

K

>#"F0>"?#/H>?"?1D0F#V0@?#1DAFH1

K

#@

=

@#/"#G01G?19

D>#DA01/

)

`

*

431DA"AG>0I3

K

?1D/PE?"0DE?>

#

,&&:

#

5(

$

;

%!

(&(9(&54

)

5

*

*YOZ d

#

[X++3]R Z`

#

RZ22X27 R46E?>#

=

?HDAG

$>H

K

"01AD0>A1

K

F0>D>A#V0@?/

)

`

*

4PH>>Y

=

A1X1F?GDRA/?

#

,&&-

#

,;

$

'

%!

5-&95-'4

)

'

*

7YYRdX2 .+

#

R)Zd )*431DAFH1

K

#@/?>H"G01G?19

D>#DA01"01AD0>A1

K

!

#1H

=

$#D?

)

`

*

4̀31DA"AG>0IPE?"0DE?>

,&&-

#

5,

$

;

%!

;%4

)

%

*

+ZdX!)Z431DAFH1

K

#@DE?>#

=

?HDAG$>H

K

"01AD0>A1

K

)

`

*

4

PH>>8H1

K

#@X1F?GD)?

=

#

,&;&

#

<

$

(

%!

;5-9;'%4

)

-

*

32RZ!R

#

O3!P]3+ 3

#

.3)P*Z66XY431DAFH1

K

#@

DE?>#

=

?HDAG$>H

K

"01AD0>A1

K

!

?/D#I@A/E?$#1$?"?>

K

A1

K

A19

$AG#DA01/

)

`

*

431DA"AG>0I 3

K

?1D/PE?"0DE?>

#

,&&:

#

5(

$

;

%!

,<9(<4

)

:

*

b)X!*23 7

#

.Y6Y2 3+4OE#>"#G0LA1?DAG/#1$#I9

/0>

=

DA010F

=

0/#G01#V0@?0>#@/H/

=

?1/A01H1$?>M#>A0H/

K

#/D>AGG01$ADA01/A1E?#@DE

B

M0@H1D??>/

)

`

*

431DA"AG>0I

3

K

?1D/PE?"0DE?>

#

,&&:

#

5(

$

(

%!

:5-9:',4

)

;&

*宁书蔚#臧彬
4[

和
6

淋巴细胞弱化因子在感染性疾病中

的免疫作用)

`

*

4

实用检验医师杂志#

,&;'

#

-

$

,

%!

;&'9;;&4

)

;;

*魏秀举#马韬
4<'

例老年肾移植患者疗效评价)

`

"

PR

*

4

实

用器官移植电子杂志#

,&;<

#

,

$

(

%!

;5(9;5'4

)

;,

*徐思成#董旭南#拜合提尼沙+吐尔地#等
4

侵袭性肺曲霉

病的初次
P6

特点)

`

*

4

中华危重病急救医学#

,&;(

#

,5

$

<

%!

,,:9,(,4

)

;(

*孙禾#苏欣#施毅
4

三唑类抗真菌新药泊沙康唑的药理基

础)

`

*

4

中国新药与临床杂志#

,&;,

#

(;

$

;;

%!

'((9'(%4

)

;<

*詹莹#疏楠#郭楠#等
4

三氮唑类抗真菌药的治疗药物监测

研究进展)

`

*

4

中国临床药理学与治疗学#

,&;<

#

;:

$

'

%!

%&'9%;&4

)

;5

*李力#项迎春#韩奇
4*O+P9.!

"

.!

法测定人血浆中泊

沙康唑的浓度)

`

*

4

中国临床药理学杂志#

,&;%

#

((

$

,

%!

;5(9;554

)

;'

*高宁舟#沈杰#宋钟娟#等
4

三唑类抗真菌药物治疗药物监

测的研究进展)

`

*

4

药学服务与研究#

,&&:

#

:

$

5

%!

(('9((:4

)

;%

*王磊#刘红星#孙文利
4*O+P9.!

"

.!

法在骨髓移植患

者他克莫司血药浓度测定中的应用)

`

*

4

现代检验医学杂

志#

,&;%

#

(,

$

,

%!

;,'9;(&4

)

;-

*王磊#孙文利#李培余#等
4

环孢素
3

血药浓度检测方法

比较分析)

`

"

PR

*

4

中华临床医师杂志$电子版%#

,&;%

#

;;

$

(

%!

<;%9<,;4

$收稿日期!

,&;-9&;9,,

!!

修回日期!

,&;-9&<9&'

%

$上接第
,:&;

页%

)

-

*

.3)g]Z!8e

#

P3.O3X2 3Z

#

6Y.3!eZd!bX.

#

?D#@47?1??C

=

>?//A01

=

>0FA@A1

K

>?M?#@/>?1A1")230M?>9

?C

=

>?//A01A1EH"#1E

B=

?>D?1/AM?LA$1?

B

/#1$#>0@?F0>

"AG>0)23/

)

`

*

4*

B=

?>D?1/A01

#

,&;;

#

5-

$

'

%!

;&:(9;&:-4

)

:

*

P3)RZ26

#

!X27*[

#

.YY73W

#

?D#@4Z

=

A

K

?1?DAG"0$AFA9

G#DA010F"A)9''(G01D>0@/"AD0GE01$>A#9D091HG@?H/>?D>09

K

>#$?/A

K

1#@A1

K

#1$DH"0>

=

>0

K

>?//A01

)

`

*

4̀ [A0@PE?"

#

,&;%

#

,:,

$

5&

%!

<-95<4

)

;&

*

+X327!

#

e*3272

#

RZ27Q

#

?D#@4"A)9''(

=

>0"0D?/

2OPG?@@

=

>0@AF?>#DA01I

B

$A>?GD@

B

D#>

K

?DA1

K

PRb2,3

)

`

*

4

.0@.?$)?

=

#

,&;%

#

;'

$

<

%!

<-'(9<-%&4

)

;;

*

37X63 3

#

3+!37388 . 6

#

3+!373884X1F@#""#9

DA01

#

X""H1AD

B

#

#1$*

B=

?>D?1/A01

)

`

*

43GD#.?$X1$01?/

#

,&;%

#

<:

$

,

%!

;5-9;'54

)

;,

*

7]eXb 6`

#

6Y]Qe) .4YCA$#DAM?/D>?//

#

A1F@#""#9

DA01

#

#1$M#/GH@#>#

K

A1

K

A1E

B=

?>D?1/A01

)

`

*

4*

B=

?>D?19

/A01

#

,&;%

#

%&

$

<

%!

''&9''%4

)

;(

*

WZ73X+43PZX1EAIAD0>/M/3)[/F0>O>A"#>

B

*

B=

?>9

D?1/A01

)

`

*

43"8#"OE

B

/AGA#1

#

,&;5

#

:;

$

-

%!

5,,95,(4

)

;<

*

3++X!Y2! 4̀*

B=

?>D?1/A01

!

>0@?0F>?1#@3PZA1>?9

/

=

01/?D0E

B=

?>D?1/AM?/DA"H@A

)

`

*

42#D)?M 2?

=

E>0@

#

,&;(

#

:

$

%

%!

(%,4

)

;5

*

Q327!

#

73YQ

#

+X]7

#

?D#@46E?EH"#1368;>/;;;':5%;

=

0@

B

"0>

=

EA/" A1G>?#/?/ ?//?1DA#@ E

B=

?>D?1/A01 >A/L

DE>0H

K

E"0$AF

B

A1

K

"A)23IA1$A1

K

)

`

*

48Z[!+?DD

#

,&;5

#

5-:

$

;'

%!

,&-%9,&:(4

)

;'

*张磊#王春
4.AG>0)23

与血管内皮细胞功能调节机制进

展)

`

*

4

中国胸心血管外科临床杂志#

,&;'

#

,(

$

(

%!

,:9(<4

)

;%

*李巧琳#冯建明#李文倩#等
4.AG>0)23,;&

和
"AG>0)9

23<-'

与红系造血调控的研究进展)

`

*

4

实用医学杂志#

,&;'

#

<5

$

;5

%!

5;95'4

)

;-

*齐斌#余丽梅
4"AG>0)23

概述及其研究进展)

`

*

4

组织工

程与重建外科杂志#

,&;<

#

;&

$

'

%!

(<9(-4

)

;:

*

7YQ3+)

#

7YQ3+R

#

+ZX6ebZ3

#

?D#@4[>#A1)?1A19

#1

K

A0D?1/A1/

B

/D?"

!

F?D#@?

=

A

K

?1?DAG

=

>0

K

>#""A1

K

I

B

"#9

D?>1#@

=

>0D?A1>?/D>AGDA01$H>A1

K =

>?

K

1#1G

B

)

`

*

4)?

=

>0$

!GA

#

,&;&

#

;%

$

(

%!

,,%9,(-4

)

,&

*

Z!bX+R!Z26W

#

Z̀OOZ!Z2O+

#

!P*2ZXRZ) .

#

?D

#@431

K

A0D?1/A1

(

>?

K

H@#D?/"AG>0)239;(,

"

9,;,A1E

B

9

=

?>D?1/AM?>#D/#1$EH"#1/

)

`

*

4X1D?>`.0@!GA

#

,&;(

#

;<

$

'

%!

;;;:&9;;,&%4

$收稿日期!

,&;-9&;9,-

!!

修回日期!

,&;-9&59&;

%

+

5&:,

+

检验医学与临床
,&;-

年
;&

月第
;5

卷第
;:

期
!

+#I.?$P@A1

!

YGD0I?>,&;-

!

W0@4;5

!

204;:


