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  摘 要:目的 建立高效液相色谱质谱法(HPLC-MS
 

/MS)同时测定白血病移植患者全血中免疫抑制治疗

药物环孢素A(CsA)、他克莫司和西罗莫司血药水平的方法。方法 通过含有内标的甲醇对免疫抑制剂全血标

本进行处理,利用HPLC-MS/MS以ESI+模式的多离子反应监测(MRM)扫描方式同时对CsA、他克莫司和西

罗莫司进行监测,以2
 

mmoL/L乙酸铵-0.1%甲酸水溶液(B)-0.1%甲酸甲醇溶液(A)为流动相进行梯度洗脱。
结果 该方法中 CsA、他克莫司和西罗莫司在检测范围内 线 性 良 好,各r 均 大 于0.99;各 精 密 度 均 小 于

8.33%;3个水平的标本稳定性均良好(RSD≤11.9%)。结论 该方法操作简便、检测效率高,稳定性好,适用

于移植患者服用免疫抑制类药物的血药水平监测。
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Abstract:Objective To

 

establish
 

a
 

HPLC-MS/MS
 

method
 

for
 

simultaneous
 

determination
 

of
 

immuno-
suppressive

 

drugs
 

cyclosporin
 

A
 

(CsA),tacrolimus
 

and
 

sirolimus
 

levels
 

in
 

whole
 

blood
 

of
 

transplant
 

patients
 

with
 

leukemia.Methods The
 

whole
 

blood
 

samples
 

of
 

immunosuppressive
 

agents
 

were
 

treated
 

with
 

methanol
 

containing
 

the
 

internal
 

standard,and
 

CsA,tacrolimus
 

and
 

sirolimus
 

were
 

simultaneously
 

monitored
 

by
 

ESI
 

mode
 

multi-ion
 

reaction
 

monitoring
 

(MRM)
 

scanning
 

method
 

in
 

HPLS-Ms/MS.The
 

gradient
 

elution
 

was
 

per-
formed

 

with
 

2
 

mmol/L
 

ammonium
 

acetate
 

-0.1%
 

formic
 

acid
 

aqueous
 

solution(B)-0.1%
 

formic
 

acid
 

metha-
nol

 

solution
 

as
 

the
 

mobile
 

phase.Results In
 

this
 

method,CsA,tacrolimus
 

and
 

sirolimus
 

had
 

good
 

linearity
 

within
 

the
 

detection
 

range,and
 

the
 

correlation
 

coefficients
 

(r)
 

were
 

>0.99;each
 

precision
 

was
 

<8.33%;
 

the
 

stability
 

of
 

CsA,tacrolimus
 

and
 

sirolimus
 

at
 

the
 

three
 

levels
 

was
 

good
 

(RSD≤
 

11.9%).Conclusion This
 

method
 

is
 

simple
 

to
 

operate
 

with
 

high
 

detection
 

efficiency
 

and
 

good
 

stability,and
 

is
 

suitable
 

for
 

monitoring
 

the
 

blood
 

levels
 

of
 

immunosuppressive
 

drugs
 

in
 

transplant
 

patients.
Key

 

words:HPLC-MS/MS; cyclosporin
 

A; tacrolimus; sirolimus; leukemia

  环孢素A(CsA)是一种选择性作用于T淋巴细

胞的免疫抑制药[1-3],它由11个氨基酸组成的中性环

状多肽组成,在临床上作为移植患者的首选药物,当
患者出现效果不好或耐受时,改用他克莫司,因为他

克莫司主要通过抑制白细胞介素-2的释放,全面抑制

T淋巴细胞的作用,其免疫抑制活性较环孢素强100
倍。西罗莫司为T细胞活化和增殖抑制剂,具有优于

CsA、他克莫司的免疫抑制活性,其不仅可抑制Ca2+

依赖性T、
 

B细胞的活化,也可抑制Ca2+非依赖性T、
B细胞的活化,还可抑制金黄色葡萄球菌引起的B细

胞免疫球蛋白的合成及淋巴细胞激活的杀伤细胞、自
然杀伤细胞和抗体依赖性细胞毒作用,故可治疗和逆

转发展中的急性排异反应,并可抑制生长因子导致的

成纤维母细胞、内皮细胞、肝细胞和平滑肌细胞的增

生,故对预防慢性排异反应也有效。临床上,为了达

到良好的治疗效果,经常将CsA和西罗莫司同时应

用。这3种免疫抑制剂是白血病患者常用的抗排斥

药物,由于这类药物治疗窗窄、药动学个体差异较大,
需进行治疗药物监测。

目前高效液相色谱质谱法(HPLC-MS/MS)逐步

成熟,受到越来越多的广泛关注,此方法专属性好、灵
敏度高,在一个分析过程中可以同时监测多种药物,
在免疫抑制剂治疗药物监测中体现出巨大优势[4-8]。
目前虽有研究建立了关于 HPLC-MS/MS同时监测
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CsA、他克莫司和西罗莫司等多种免疫抑制剂的方法,
但本实验室建立的同时检测CsA、他克莫司和西罗莫

司的方法与其他实验室不同,同时引进了德国Recipe
公司的免疫抑制剂质控试剂盒,此方法更适合于白血

病患者的CsA、他克莫司和西罗莫司血药水平测定,
更有利于临床调整个体化治疗方案。
1 资料与方法

1.1 一般资料 收集2018年1月5日至6月5日河

北燕达陆道培医院收治并进行CsA、他克莫司和RAP
免疫抑制剂治疗药物检测的移植患者的全血标本,共
550例,其中男260例、女290例,中位年龄24岁,其
诊断主要是急性淋巴细胞白血病、慢性粒细胞白血

病、急性髓细胞白血病。在处理标本时,严格遵从对

潜在生物传染性标本处理的相关规定。使用时遵循

生物安全规则,并根据规定对废物进行处理。
1.2 仪器与试剂 4000Qtrap质谱仪(AB

 

Sciex),
Analyst

 

V1.5.2工作站(美国 AB公司);配有Shi-
madzu

 

20A高效液相色谱系统(日本岛津公司),色谱

柱为 Ultimate
 

XB-C18(上海月旭公司);VORTEX
 

QI
 

LIN
 

BEI
 

ER-5(其林贝尔涡旋混合器),全自动高

速冷 冻 离 心 机 (Thermo
 

Fisher)。甲 醇 (HPLC-
Grade,fisher),屈臣氏蒸馏水(广州屈臣氏);甲酸

(HPLC
 

Grade,MREDA
 

TECHNOLOGY
 

INC);乙
酸 铵 (HPLC

 

Grade,MREDA
 

TECHNOLOGY
 

INC);裂解液A1(七水合硫酸锌,AR,西陇化工股份

有限公司);CsA、他克莫司和西罗莫司标准品(HPLC
 

Grade,SIGMA);环 孢 素 D(Cyclosporin
 

D:CsD,
HPLC

 

Grade,Toronto
 

Research);子囊霉素(Asco-
mycin,HPLC

 

Grade,Toronto
 

Research);Clin
 

Chek-
Control:RECIPE(CHEMICALS+INSTRUMENTS

 

GmbH)。
1.3 方法

1.3.1 色谱质谱条件 色谱条件:采用 Ultimate
 

XB-C18色 谱 柱(4.6
 

mm×50
 

mm,5
 

μm),柱 温

65
 

℃;流速:0.8
 

mL/min;流动相:2
 

mmoL/L乙酸铵

-0.1%甲酸水溶液(B)-0.1%甲酸甲醇溶液(A),进样

量5
 

μL;洗脱方式:梯度洗脱,其中0.01~0.1
 

min
 

A
相水平从50%~100%,保持0.9

 

min,1.0~1.1
 

min
 

A相水平从100%~50%,保持1.9
 

min。质谱条件:
电喷雾电离源(ESI);离子极性:正离子模式;监测模式

为 MRM;离子喷射电压:5
 

000
 

V;温度:325
 

℃;喷雾气

(GS1):65;辅助加热气(GS2):55;气帘气(Curtain
 

gas):
20;碰撞气压力:Medium;用于定量分析离子分别为:
CsA质荷比(m/z)

 

1
 

219.900~1
 

203.100,环孢素D
 

m/z
 

1
 

234.000~1
 

217.000,他克莫司 m/z
 

821.5~
768.5,西罗莫司 m/z

 

931.7~864.6,子囊霉素 m/z
 

809.4~756.4;各种质谱条件参数如表1。

表1  质谱条件

药物 母离子(m/z) 子离子(m/z) 驻留时间(ms) 解簇电压(v) 碰撞电压(v) 出口电压(v) 射入电压(v)

CsA 1
 

219.9 1
 

203.0 200 73 27
 

12
 

10

环孢素D 1
 

234.0 1
 

217.0 200 73
 

27
 

12
 

10

他克莫司 821.5 768.5 150 83 30 13.5
 

10

西罗莫司 931.7 864.6 150 79 25
 

8
 

10

子囊霉素 809.4 756.4
 

150 81 30 12.0 10

1.3.2 标准品溶液水平配制 精密称取各标准品于

10
 

mL容量瓶中,用甲醇溶解成CsA
 

105
 

μg/mL、他
克莫司

 

100
 

μg/mL、西罗莫司10
 

μg/mL、环孢素 D
 

100
 

μg/mL、子囊霉素
 

20
 

μg/mL的储备液,均置于

-20
 

℃冰箱保存备用。
1.3.3 血样的处理方法 取全血100

 

μL于1.5
 

mL
离心管中,加入100

 

μL裂解液A1(100
 

mmol/L硫酸

锌水溶液),最后加入300
 

μL的内标混合液(环孢素

D
 

26
 

ng/mL和子囊霉素
 

20
 

ng/mL),涡旋混合1
 

min
后,13

 

000
 

r/min离心8
 

min;取上清液进样检测。
1.3.4 标准曲线和检测限 取标准品溶液适量与甲

醇混合,配制成各标准品系列水平,按照1.3.3方法

处理后进样检测。
1.3.5 回收率和精密度 利用RECIPE实验室提供

的质控 品(ClinChek-Control)(含 低、中、高3个 水

平),按照1.3.3的处理方法进行处理,分别于不同分

析批、批内多次进样(n=5),计算批内及批间精密度

(CV%)和相对回收率,文献[6-7]报道批内、批间

CV%应<8.33%。
1.3.6 稳定性 由于河北燕达陆道培医院临床药理

实验室的标本检测时间最多不超过3
 

d,该院标本基

本上是当天出报告,外院标本最多不超过3
 

d。鉴于

此,该院实验室的稳定性试验按以下处理:收集低、
中、高3个水平的标本,室温放置,连续检测3

 

d,每个

水平平行做5份,按1.3.3方法处理后进样。
1.4 统计学处理 利用SPSS

 

19.0对数据进行分

析,正态分布的计量资料以x±s表述,多组间比较采

用单因素方差分析;非正态分布的计量资料以中位数

(四分位距)[M(Q1~Q3)]表示,组间比较采用单因

素方差分析;以P<0.05为差异有统计学意义。
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2 结  果

2.1 标准曲线和检测限 色谱图见图1。由图1可

知,CsA、环孢素D的出峰时间分别为1.60
 

min、1.65
 

min,他克莫司、西罗莫司和子囊霉素的出峰时间均为

1.49
 

min。CsA、他克莫司和西罗莫司均采用最小二

乘法进行线性回归确立标准曲线,采用内标法定量,
CsA内标是环孢素D,他克莫司和西罗莫司的共用内

标是子囊霉素。其线性范围分别是CsA
 

16~1
 

600
 

ng/mL,他克莫司
 

0.5~50
 

ng/mL,西罗莫司
 

0.5~
50

 

ng/mL,各相关系数(r)≥0.998
 

5,见图2(A、B、
C);最低检测限分别为CsA

 

0.427
 

ng/mL,他克莫司
 

0.078
 

ng/mL,西罗莫司
 

0.153
 

ng/mL。
2.2 回收率和精密度 CsA、他克莫司和西罗莫司结

果见表2,CsA批内精密度(CV%)范围为0.80%~
1.29%,批间精密度(CV%)范围为5.21%~6.73%;
他克 莫 司 批 内 精 密 度 (CV%)范 围 为 0.24% ~

1.35%,批间精密度(CV%)范围为2.22%~3.26%;
西罗莫司批内精密度(CV%)范围为0.31%~1.32%,
批 间 精 密 度(CV%)范 围 为5.49%~5.66%;均<
8.33%。由表2可知CsA、他克莫司和西罗莫司的相对

回收率在90%~110%,表明该方法的准确度较好。

  注:基质效应完全可以忽略

图1  CsA、他克莫司和西罗莫司色谱图

2.3 稳定性 结果见表3,对日间数据结果进行单因

素方差分析,结果表明3个水平的标本稳定性均良好

(RSD≤11.9%)。
 

图2  CsA、他克莫司和西罗莫司的线性图

表2  CsA、他克莫司和西罗莫司的精密度和回收率

项目 n 质控水平

CsA

水平

(ng/mL)
相对回收率

(x±s,%)
CV
(%)

他克莫司

水平

(ng/mL)
相对回收率

(x±s,%)
CV
(%)

西罗莫司

水平

(ng/mL)
相对回收率

(x±s,%)
CV
(%)

批内 5 低水平 57 98.2±5.5 0.80 3.46 100.3±3.7 0.24 3.69 98.4±7.8 0.31

中水平 119 103.34±4.8 1.29 7.08 102.4±4.6 1.35 11.90 105.7±5.3 1.32

高水平 237 104.2±2.6 0.68 14.60 98.5±2.5 0.58 20.30 99.1±5.1 0.74

批间 15 低水平 57 98.2±6.3 5.92 3.46 102.3±6.5 2.22 3.69 95.1±5.4 5.49

中水平 119 99.2±5.9 6.73 7.08 100.4±5.4 3.26 11.90 96.8±6.4 5.53

高水平 237 100.0±3.4 5.21 14.60 96.6±3.8 2.73 20.30 97.4±1.1 5.66

表3  CsA、他克莫司和西罗莫司的稳定性试验(x±s,ng/mL)

项目
CsA

标本1 标本2 标本3

他克莫司

标本1 标本2 标本3

西罗莫司

标本1 标本2 标本3

第1天 79±12.66 131±7.23 250±7.37 3.56±0.04 7.13±0.17 14.27±0.50 3.51±0.14 11.23±0.8119.57±1.91

第2天 89±9.29 162±10.15 304±20.66 3.49±0.05 7.11±0.28 14.00±0.50 3.55±0.38 11.27±0.4019.37±0.99

第3天 80±5.69 143±12.50 248±11.15 3.53±0.04 7.10±0.17 14.13±0.31 3.51±0.16 11.53±0.7620.00±1.30

总计 83±5.51 145±15.63 267±31.77 3.53±0.04 7.11±0.02 14.13±0.14 3.52±0.02 11.34±0.1619.65±0.32

F 2.56 1.81 0.49 1.82 0.02 0.27 0.03 0.18 0.15

P 0.15 0.24 0.64 0.24 0.98 0.77 0.97 0.84 0.87
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2.4 临床应用 利用软件SPSS
 

19.0对CsA、他克

莫司和西罗莫司的检测结果做统计分析,CsA的平均

水平为106
 

ng/mL,中位水平为96
 

ng/mL,低于四分

位距的数据占27.45%,高于四分位距的数据占24.00%;
他克莫司平均水平为5

 

ng/mL,中位水平为4.6
 

ng/
mL,低于四分位距的数据占25.27%,高于四分位距

的数据占24.36%;西罗莫司平均水平为5.83
 

ng/
mL,中位水平为4.6

 

ng/mL,低于四分位距的数据占

26.00%,高于四分位距的数据占24.55%。因此,通
过对河北燕达陆道培医院标本进行四分位距分析可

知,CsA、他克莫司和西罗莫司的 Q1~Q3分别为

61~139
 

ng/mL、2.9~6.2
 

ng/mL 和 2.8~
7.3

 

ng/mL,提示该院患者抗免疫药物水平在此区间

临床作用效果较好。
3 讨  论

  河北燕达陆道培医院临床药理实验室所建立的

检测方法简单、快捷,方法学稳定、可靠,可以用于

CsA、他克莫司和西罗莫司的治疗药物检测。目前国

内免疫抑制剂血药水平检测中主要采用免疫法[2-4],
该方法自动化程度高,适合批量处理样品,但是由于

选择性不佳,存在交叉免疫反应,导致检测结果偏高

并且不能同时检测CsA、他克莫司和西罗莫司,同时

免疫法试验成本较高,增加实验室和临床困难。而

HPLC-MS/MS法[3-8]不存在免疫交叉反应,其只检测

母体药物本身且可以同时检测CsA、他克莫司和西罗

莫司,不需要分离其各种代谢产物,耗时短,同时其标

本处理简单,检测灵敏度高,利于临床快速、准确地检

测血药水平。用本方法进行CsA、他克莫司和西罗莫

司血药水平检测的结果表明,该方案能全面覆盖临床

标本的检测需求,可同时监测药物在患者体内的暴露

量,减少了患者临床血样采集,对于个体化给药方案

调整更具有参考价值。
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