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高效液相色谱外标法检测人血清中拉莫三嗪、卡马西平
及单羟奥卡西平的血药浓度
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  摘 要:目的 建立同时检测人血清中卡马西平、拉莫三嗪及单羟奥卡西平浓度的高效液相色谱外标法。
方法 采用高效液相色谱外标法进行血药浓度测定,血清样品用甲醇去除蛋白,用C18色谱柱(4.6

 

mm×
250.0

 

mm,5.0
 

μm)分析,流动相为甲醇水溶液(其比例为60∶40),流速为1.0
 

mL/min,柱温为35
 

℃,检测波

长为240
 

nm。同 时 考 察 该 方 法 的 专 属 性、标 准 曲 线 及 最 低 检 测 限、精 密 度 与 回 收 率、稳 定 性 及 重 复 性。
结果 卡马西平、拉莫三嗪、单羟奥卡西平浓度分别在0.25~4.00

 

μg/mL(Y=15
 

032.4X+22
 

918.4,r=
0.996),0.25~4.00

 

μg/mL(Y=17
 

249.7X+52
 

954.8,r=0.992)及0.75~12.00
 

μg/mL(Y=6
 

268.65X+
28

 

631.3,r=0.995)线性关系良好。卡马西平、拉莫三嗪、单羟奥卡西平的方法回收率均为95%~106%,日内

和日间精密度均<5%。结论 该方法操作简便、准确、灵敏度高,可用于卡马西平、拉莫三嗪及单羟奥卡西平

血药浓度监测。
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Abstract:Objective To

 

establish
 

an
 

external
 

standard
 

High
 

Performance
 

Liquid
 

Chromatography
 

method
 

to
 

determinate
 

the
 

concentrations
 

of
 

lamotrigine,carbamazepine
 

and
 

monohydroxyoxcarbazepine
 

simultane-
ously

 

in
 

human
 

blood.Methods The
 

proteins
 

in
 

the
 

serum
 

were
 

removed
 

with
 

methanol,their
 

contents
 

were
 

determined
 

by
 

using
 

the
 

external
 

standard
 

High
 

Performance
 

Liquid
 

Chromatography
 

method.The
 

method
 

was
 

performed
 

on
 

the
 

C18
 

column
 

(4.6
 

mm×250.0
 

mm,5.0
 

μm).The
 

mobile
 

phase
 

consisted
 

of
 

methanol-
water

 

(60∶40),the
 

flow
 

rate
 

was
 

1.0
 

mL/min
 

and
 

the
 

detecting
 

wavelength
 

was
 

240
 

nm.The
 

method
 

was
 

in-
spected

 

in
 

the
 

aspects
 

of
 

specificity,lower
 

limit
 

of
 

quantification,precision,recovery
 

rate,stability
 

and
 

repeat-
ability.Results The

 

linear
 

range
 

of
 

lamotrigine,carbamazepine
 

and
 

monohydroxyoxcarbazepine
 

were
 

from
 

0.25
 

to
 

4.00
 

μg/mL
 

(Y=15
 

032.4X+22
 

918.4,r=0.996),0.25
 

to
 

4.00
 

μg/mL(Y=17
 

249.7X+52
 

954.8,
r=0.992)

 

and
 

0.75
 

to
 

12.00
 

μg/mL
 

(Y=6
 

268.65X+28
 

631.3,r=0.995)
 

respectively.The
 

range
 

of
 

extrac-
tion

 

recovery
 

rations
 

were
 

all
 

between
 

95%
 

and
 

106%.The
 

intra
 

and
 

inter-day
 

precision
 

were
 

all
 

less
 

than
 

5%.Conclusion The
 

method
 

is
 

shown
 

to
 

be
 

simple,accurate
 

and
 

sensitive,which
 

could
 

be
 

applied
 

in
 

the
 

de-
termination

 

of
 

concentration
 

of
 

lamotrigine,carbamazepine
 

and
 

monohydroxyoxcarbazepine
 

in
 

human
 

blood.
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  癫痫俗称“羊角风”或“羊癫疯”,是由于大脑神经

元高度同步化异常放电而导致短暂的大脑功能障碍

的一种慢性疾病,临床表现具有发作性、短暂性、重复

性和刻板性的特点。由于异常放电的起始部位、波及

范围和传递方式的不同,癫痫发作的临床表现复杂多

样,可表现为发作性运动,以及感觉、自主神经、意识、
精神障碍,或兼有之。引起癫痫的发病原因多种多

样,据统计,中国约有900万癫痫患者,其中500万至

600万是活动性癫痫患者,该病已成为神经科仅次于

头痛的第2大常见病[1]。拉莫三嗪是新型广谱抗癫
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痫药物,临床常用于顽固性癫痫的治疗。卡马西平主

要通过降低细胞膜对Na+、Ca2+ 的通透性,从而使细

胞兴奋性下降,并增加γ氨基丁酸的抑制功能,阻止

脑部异常电位活动向周围脑组织扩散,能阻止癫痫的

发作,是临床常用的抗癫痫药物。奥卡西平是卡马西

平的衍生物,在体内迅速转化为具有生物活性的代谢

产物单羟奥卡西平而发挥作用[2-4]。由于上述3种药

物口服吸收慢,药物代谢易受年龄、合并用药等因素

的影响,导致治疗效果不佳或产生不良反应。因此,
临床上需要监测药物浓度,并根据药物浓度进行药物

疗效的评价,确定个体化给药方案。本研究建立了简

便的高效液相色谱外标法可同时监测上述3种药物

的血药浓度,现报道如下。

1 材料与方法

1.1 仪器与药品、试剂 LC-2010AHT高效液相色

谱仪购自日本岛津公司。高速冷冻离心机5424R购

自美国Eppendorf公司;大容量ST16-40离心机购自

美国Thermo
 

Fisher公司;旋涡混合器购自上海医科

大学仪器有限公司;微量加样器购自美国Eppendorf
公司;KQ-300DE数控超声波发生器购自昆山超声仪

器有限公司;ME104E型分析天平购自梅特勒托利多

集团。色谱级甲醇购自天津科密欧化学试剂有限公

司。拉莫三嗪、卡马西平和单羟奥卡西平标准品由中

国食品药品检定研究院提供。

1.2 测定条件及标本处理

1.2.1 色谱条件 色谱柱:岛津C18色谱柱(4.6
 

mm×250.0
 

mm,5.0
 

μm);流动相:甲醇∶水=60∶
40;柱温:35

 

℃;流速:1.0
 

mL/min;检测波长:240
 

nm;进样量:20
 

μL。

1.2.2 溶液配制 称取卡马西平、拉莫三嗪对照品

各4
 

mg,加甲醇1
 

000
 

mL溶解,得到4
 

μg/mL的卡

马西平及拉莫三嗪标准液;称取单羟奥卡西平对照品

12
 

mg,加甲醇1
 

000
 

mL得到12
 

μg/mL的单羟奥卡

西平标准液。标准液于4
 

℃下保存。

1.2.3 标本处理 取血清标本200
 

μL放置于1.5
 

mL离心管中,加入600
 

μL甲醇(漩涡充分混匀后加

入),15
 

000
 

r/min离心10
 

min,取上清液400
 

μL加

入液相小瓶进行分析。

1.3 方法学考察

1.3.1 专属性 分别取卡马西平、拉莫三嗪、单羟奥

卡西平标准溶液、服药患者的血清,按“样品处理”项
操作,测定并记录色谱图。

1.3.2 标准曲线 取空白血清,加入不同浓度的3
种药品标准溶液,分别配制成含有拉莫三嗪浓度为

0.25、0.50、1.00、2.00、4.00
 

μg/mL,卡马西平浓度

为0.25、0.50,1.00、2.00、4.00
 

μg/mL,单羟奥卡西

平浓度为0.75、1.50、3.00、6.00、12.00
 

μg/mL的标

准血样,按“样品处理”操作,用外标法峰面积定量,测
定拉莫三嗪、卡马西平、单羟奥卡西平线性回归方程。

1.3.3 精密度与回收率 取人空白血清分别加入拉

莫三嗪、卡马西平、单羟奥卡西平标准溶液,分别配制

成含拉莫三嗪浓度为0.25、1.00、4.00
 

μg/mL,卡马

西平浓度为0.25、1.00、4.00
 

μg/mL,单羟奥卡西平

浓度为0.75、3.00、12.00
  

μg/mL的低、中、高
 

3个浓

度质控样品。每种浓度平行配制5份,按“样品处理”
操作并测定,由标准曲线求出各样品的浓度,并计算

回收率。以
 

1
 

d
 

内重复5次测定的每种药物浓度计算

日内精密度,另以1周内重复5次测定的每种药物浓

度计算日间精密度。

1.3.4 稳定性 取低、中、高浓度拉莫三嗪、卡马西

平、单羟奥卡西平血清质控样品3份,分别考察提取

前室温放置3
 

h,提取后4
 

℃放置
 

24
 

h,—20
 

℃反复3
次冻融和—20

 

℃冰冻放置1个月的稳定性。

1.3.5 重复性试验 本实验室其他工作人员按拟订

方法绘制标准曲线,得到回归方程,分别测定5份拉

莫三嗪、5份卡马西平及5份单羟奥卡西平血样,根据

所得结果判定其重复性。

1.3.6 最低检测限确定 以信噪比S/N=3来确定

拉莫三嗪、卡马西平和单羟奥卡西平的最低检测限。

1.4 方法学应用 收集本院神经内科及儿科规律服

药癫痫患者182例,均在血药浓度达到稳态后于早上

服药前(服药后12
 

h)空腹采集血液标本进行检测。
其中单用拉莫三嗪101例,单用卡马西平56例,单用

奥卡西平14例;拉莫三嗪与卡马西平合用6例,拉莫

三嗪与奥卡西平合用5例,卡马西平与奥卡西平合用

0例;拉莫三嗪、卡马西平及奥卡西平3种药物合用0
例。采用本文建立的方法测定患者血清中拉莫三嗪、
卡马西平及单羟奥卡西平的血药浓度。列举两例长

期服用拉莫三嗪的患者加以说明。患者男起始维持

剂量为每次100
 

mg,检测后维持剂量调整为每次75
 

mg;患者女起始维持剂量为每次75
 

mg,检测后维持

剂量调整为每次50
 

mg。二者均为每日服药两次,服
药间隔12

 

h。两例患者调药后维持治疗两周再进行

检测。监测结果与金域公司检验结果进行比较。

2 结  果

2.1 方法学评价结果

2.1.1 专属性验证结果 拉莫三嗪、卡马西平、单羟

奥卡西平3种药物分离效果良好,各色谱峰无重叠,
峰形好,且保留时间分别为4.16、7.57、4.59

 

min。

2.1.2 标准曲线结果 拉莫三嗪的直线回归方程为

Y=15
 

032.4X+22
 

918.4(r=0.996),结果表明,拉
莫三嗪浓度为0.25~4.00

 

μg/mL,与峰面积积分值

线性关系良好;卡 马 西 平 的 直 线 回 归 方 程 为Y=
17

 

249.7X+52
 

954.8(r=0.992),结果表明,卡马西
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平浓度为0.25~4.00
 

μg/mL,与峰面积积分值线性

关系良好;单羟奥卡 西 平 的 直 线 回 归 方 程 为Y=
6

 

268.65X+28
 

631.3(r=0.995),结果表明,单羟奥

卡西平浓度为0.75~12.00
 

μg/mL,与峰面积积分值

线性关系良好。
 

2.1.3 精密度与回收率试验结果 拉莫三嗪、卡马

西平、单羟奥卡西平的日内和日间精密度均<5%,回
收率均为95%~106%,见表1。

表1  拉莫三嗪、卡马西平和单羟奥卡西平的精密度和

   回收率试验结果(n=5)

药物
浓度

(μg/mL)
回收率

(%)
均值

(%)

精密度(%)

日内 日间

拉莫三嗪 0.25 103.2 101.70 3.8 4.0

1.00 102.7 3.9 4.1

4.00 99.2 4.5 3.8
卡马西平 0.25 98.3 102.00 4.0 4.2

1.00 103.6 3.9 4.1

4.00 104.1 4.2 3.7
单羟奥卡西平 0.75 101.1 101.97 3.9 3.9

3.00 99.6 4.0 4.2

12.00 105.2 3.6 3.9

2.1.4 稳定性验证结果 含有拉莫三嗪、卡马西平、
单羟奥卡西平的血样在测试过程中和本次储存条件

下较稳定,相对误差(RE)均在±15%。
2.1.5 重复性试验结果 本实验室其他工作人员按

拟订方法绘制标准曲线,得到线性回归方程,并分别检

测5份拉莫三嗪、5份卡马西平及5份单羟奥卡西平血

样,所得结果与本研究结果相差不大,重复性良好。
2.1.6 最低检测限确定结果 以信噪比S/N=3拉

莫三嗪、卡马西平和单羟奥卡西平的最低检测限分别

为0.25、0.25、0.75
 

μg/mL。
2.2 方法学应用结果 在本院神经内科及儿科收集

的规律服药癫痫患者中,检测结果大多处于正常血药

浓度或较低血药浓度,很少出现不良反应(高于正常

值)。当测得患者血药浓度低于或者超出治疗药物浓

度时,告知临床医生改变用药策略,使得血药浓度回

归到药物浓度治疗窗范围。
下面举例说明利用本文建立的方法监测血药浓

度的例子。
某癫痫患者,男,16岁,长期服用抗癫痫类药物拉

莫三嗪,2020年10月8日检测血药浓度为5.19
 

μg/
mL,降低服药剂量后2021年1月9日血药浓度达到

4.21
 

μg/mL,仍然控制在有效治疗浓度范围内,通过

本文建立的方法对患者血药浓度的监测使医生和患

者掌握血药浓度,使患者在服用较少剂量药物下仍达

到有效治疗浓度范围,控制癫痫发作的同时,减少了

不良反应。
某癫痫患者,女,28岁,长期服用癫痫类药物拉莫

三嗪(有效血药浓度范围为3~15
 

μg/mL),2021年

10月8日检测血药浓度为9.81
 

μg/mL(正常高值),
降低服药剂量后2021年11月11日血药浓度达到8.
43

 

μg/mL,再次降低服药剂量后2021年12月16日

血药浓度达到了6.40
 

μg/mL,仍然控制在有效治疗

浓度范围内。见表2。

表2  182例服用拉莫三嗪、卡马西平及奥卡西平患者血药浓度监测结果(μg/mL)

用药方案 n 拉莫三嗪 卡马西平 单羟奥卡西平

拉莫三嗪 101 0.35~18.27 - -

卡马西平 56 - 1.34~15.11 -

单羟奥卡西平 14 - - 8.49~40.74

拉莫三嗪+卡马西平 6 1.23~11.48 1.58~9.64 -

拉莫三嗪+单羟奥卡西平 5 1.14~10.47 - 7.97~28.77

卡马西平+单羟奥卡西平 0 - - -

拉莫三嗪+卡马西平+单羟奥卡西平 0 - - -

  注:-为未服用该药,未检测该药浓度。

3 讨  论

目前监测拉莫三嗪、卡马西平和单羟奥卡西平血

药浓度的方法有高效液相色谱(HPLC)法、荧光偏振

免疫(FPIA)法[5]。FPIA法需使用试剂盒,且我国常

用的试剂盒为国外进口,有效期短,对于患者不多的

医院,成本相对较高。笔者参考文献[6-7]建立了简

便、准确的高效液相色谱外标法,可同时测定拉莫三

嗪、卡马西平和单羟奥卡西平的血药浓度,具有成本

低、选择性好、灵敏度高、精密度高等优点,适合于临

床常规监测这3种药物的血药浓度。
临床应用拉莫三嗪、卡马西平及奥卡西平治疗癫

痫患者时常联合用药,其血药浓度与临床疗效相关,
对其进行血药浓度监测对于提高疗效和减少不良反

应有重要意义,也应在临床中推荐使用。此方法在本

院经历了两年多的临床应用,当测得患者血药浓度低

于或者超出治疗药物浓度时,告知临床医生改变用药

策略,使得血药浓度回归到药物浓度治疗窗范围,实
践证明本文提供的方法可行。 (下转第489页)
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高迁移率族蛋白B1在宫颈癌中表达特点及临床意义的 Meta分析*

张 睿,李 岚,周欢欢,辛天芳,朱正鹏△

湖北医药学院附属国药东风总医院病理科,湖北十堰
 

442008

  摘 要:目的 通过 Meta分析探讨不同临床病理参数宫颈癌患者的高迁移率族蛋白B1(HMGB1)表达情

况。方法 计算机检索维普中文科技期刊全文(VIP)数据库、中国期刊网全文(CNKI)数据库、万方数据库、中

国生物医学文献(CBM)数据库和Pubmed、Embase、Cochrane、Web
 

of
 

Science数据库中有关 HMGB1在宫颈

癌中表达的文献,以比值比(OR)和95%置信区间(
 

95%CI)为效应指标,应用STATA14.0进行Meta分析,并
对发表偏倚及敏感性分析进行检验。结果 纳入25篇病例对照研究文献,宫颈癌组2

 

028例,对照组1
 

095
例。Meta分 析 结 果 显 示,HMGB1在 宫 颈 癌 组 织 中 阳 性 率 远 高 于 对 照 宫 颈 组 织(OR=35.936,95%CI:

22.861~56.490,P<0.001),并且宫颈癌患者 HMGB1的阳性率在不同宫颈癌临床分期(OR=2.993,95%
CI:2.202~4.068,P<0.001)、淋巴结转移(OR=4.379,95%CI:3.091~6.205,P=0.001)、肿瘤分化程度

(OR=1.965,95%CI:1.455~2.654,P<0.001)及肿瘤浸润深度(OR=3.086,95%CI:1.482~6.428,P=
0.003)宫颈癌组织中,差异有统计学意义(P<0.05)。不同肿瘤最大径宫颈癌肿瘤组织中 HMGB1的阳性率

比较,差异无统计学意义(P>0.05)。结论 与对照宫颈组织相比,HMGB1在宫颈癌组织中高表达,HMGB1
可能在宫颈癌的发生、发展过程中发挥着重要作用。

关键词:宫颈癌; 高迁移率族蛋白B1; Meta分析; 病例对照
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Abstract:Objective Meta-analysis

 

was
 

conducted
 

to
 

investigate
 

the
 

expression
 

of
 

high
 

mobility
 

group
 

protein
 

B1
 

(HMGB1)
 

in
 

patients
 

with
 

cervical
 

cancer
 

with
 

different
 

clinicopathological
 

parameters.Methods The
 

computer
 

was
 

used
 

to
 

search
 

VIP
 

database,CNKI
 

database,Wanfang
 

database,CBM
 

database,Pubmed,Embase,Co-
chrane

 

and
 

Web
 

of
 

Science.The
 

literature
 

about
 

the
 

expression
 

of
 

HMGB1
 

in
 

cervical
 

cancer
 

in
 

databases
 

was
 

analyzed
 

by
 

using
 

odds
 

ratio
 

(OR)
 

and
 

95%
 

confidence
 

interval
 

(95%CI)
 

as
 

the
 

effect
 

index.STATA14.0
 

software
 

was
 

used
 

for
 

Meta-analysis,and
 

the
 

publication
 

bias
 

and
 

sensitivity
 

analysis
 

were
 

tested.Results 
Twenty-five

 

case-control
 

studies
 

were
 

included,including
 

2
 

028
 

cases
 

of
 

cervical
 

cancer
 

and
 

1
 

095
 

cases
 

of
 

nor-
mal

 

control.The
 

results
 

of
 

Meta-analysis
 

showed
 

that
 

the
 

positive
 

rate
 

of
 

HMGB1
 

in
 

cervical
 

cancer
 

tissues
 

was
 

much
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

control
 

cervical
 

tissues
 

(OR=35.936,95%CI:
 

22.861—56.490,P<0.001),the
 

positive
 

rate
 

of
 

HMGB1
 

in
 

cervical
 

cancer
 

patients
 

with
 

different
 

clinical
 

stages
 

(OR=2.993,95%CI:2.202—
4.068,P<0.001),lymph

 

node
 

metastasis
 

(OR=4.379,95%CI:
 

3.091—6.205,P<0.001),tumor
 

differenti-
ation

 

(OR=1.965,95%CI:1.455—2.654,P<0.001)
 

and
 

the
 

depth
 

of
 

tumor
 

infiltrating
 

muscle
 

layer
 

(OR=
3.086,95%CI:1.482—6.428,P=0.003)

  

had
 

significant
 

differences
 

(P<0.05).There
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

on
 

the
 

positive
 

rate
 

of
 

HMGB1
 

in
 

different
 

maximum
 

diameter
 

cervical
 

cancer
 

tissues
 

(P>0.05).
Conclusion HMGB1

 

expressed
 

highly
 

in
 

cervical
 

cancer
 

compared
 

with
 

control
 

cervical
 

tissues,and
 

HMGB1
 

might
 

play
 

an
 

important
 

role
 

in
 

the
 

occurrence
 

and
 

development
 

of
 

cervical
 

cancer.
Key

 

words:cervical
 

cancer; high
 

mobility
 

group
 

protein
 

B1; Meta-analysis; case
 

control
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本研究方法能够在短时间内同时测定拉莫三嗪、

卡马西平和单羟奥卡西平的血药浓度,色谱峰分离度

好,无内源性杂质干扰,分析快速、准确、简便,且样品

处理简单,适用于临床血药浓度的检测和药物代谢动

力学的研究。本院所收集的癫痫患者虽没有3种药

物同时服用者,但所建立的方法可大大缩短不同药物

血药浓度监测中前期冲洗柱子所用时间;此外,本方

法为高效液相色谱外标法,检测准确、方便,且样本处

理过程相对简便,为日常工作带来方便。
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