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高效液相色谱质谱联用测定全血中环孢霉素Ａ含量
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［摘要］　目的：建立高效液相色谱质谱联用测定全血中环孢霉素 Ａ含量的方法。方法：色谱柱为 ＨｙｐｅｒｓｉｌＣ８（４．６ｍｍ×

１５０ｍｍ，５μｍ），流动相为乙腈醋酸溶液（ｐＨ４．５）７０３０，流速为１．０ｍｌ·ｍｉｎ
－１，柱后分流比８２，柱温为６５℃，进样量１０

μｌ；质谱条件为电喷雾电离源（ＥＳＩ），正离子选择离子监测，毛细管电压为４０００Ｖ，干燥气流速为８．０Ｌ·ｍｉｎ
－１，干燥气温度为

３５０℃，雾化器压力为３０ｐｓｉ，裂解器电压为１４０Ｖ。结果：环孢霉素 Ａ在２６．６８～１０６７μｇ·Ｌ
－１范围内线性方程为ｙ＝

０．００１１ｘ－０．００４６（ｒ＝０．９９９３），最低检测浓度为４．３５μｇ·Ｌ
－１，低、中、高３种浓度的相对回收率分别为（８９．８１±４．９１）％、

（１０４．５±３．７３）％、（９５．１７±２．３３）％，绝对回收率分别为（７７．６４±４．３８）％、（７８．０１±３．７９）％、（８３．０２±１．５９）％，日内、日间

ＲＳＤ均＜６％，１５０ｄ内稳定性试验结果，ＲＳＤ均＜５％。结论：该法操作快速、简便、灵敏度高、专属性强，适用于环孢霉素 Ａ
临床血药浓度监测。
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　　环孢霉素 Ａ（ｃｙｃｌｏｓｐｏｒｉｎＡ，ＣｓＡ）是由８种氨基酸组成

的具有环状结构的１１肽化合物，临床广泛用于器官移植术

后抗排斥反应。由于ＣｓＡ临床治疗范围比较窄，高于有效

浓度会导致肝、肾、神经系统毒性［１～３］，而低于有效浓度机体

会产生排斥反应。目前临床多监测ＣｓＡ谷浓度，有效谷浓

度的参考范围为１００～４００μｇ·Ｌ
－１［４，５］，因此，需要进行血

药浓度监测。目前常用的临床监测方法为免疫法和高效液

相色谱法（ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ＨＰＬＣ）。

免疫法［６，７］同药物代谢物存在交叉反应，易导致检测结果偏

高；而 ＨＰＬＣ法［８～１０］通常采用液液萃取或固相萃取，操作步

骤繁琐，不适用于批量样品的测定。本研究建立了高效液

相质谱联用测定全血ＣｓＡ含量的方法，同时具备了专属性

强、操作简便、快速等优点，可用于临床ＣｓＡ血药浓度监测。

１　仪器和试剂

　　Ａｇｉｌｅｎｔ１１００ＬＣ／ＭＳＤ系统（在线脱气机、四元泵、自动

进样器、柱温箱、四极杆质谱检测器）；十万分之一电子天平

（梅特勒，美国）；液体涡旋混合器（ＸＷ８０型，上海医科大学
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仪器厂）；高速离心机（ＡＢＢＯＲＴ，美国）。

　　ＣｓＡ（中国药品生物制品检定所，纯度＞９９．０％），环孢

霉素Ｄ（ＣｓＤ，福建省微生物研究所，纯度＞９５％），乙腈为色

谱纯（Ｆｉｓｈｅｒ），水为娃哈哈纯净水，醋酸为分析纯。

２　方法和结果

２．１　测定条件　色谱柱为 ＨｙｐｅｒｓｉｌＣ８（４．６ｍｍ×１５０ｍｍ，

５μｍ），流动相为乙腈醋酸溶液（ｐＨ４．５０）７０３０，流速为

１．０ｍｌ·ｍｉｎ－１，柱后分流比８２，柱温为６５℃，进样量１０

μｌ，运行时间１２ｍｉｎ。离子源为电喷雾源（ＥＳＩ），正离子选择

离子监测，ＣｓＡ：ｍ／ｚ＝１２０２．８，１２２４．８；ＣｓＤ：ｍ／ｚ＝

１２１６．８，１２３８．８，毛细管电压为４０００Ｖ，干燥气流速为８．０

Ｌ·ｍｉｎ－１，干燥气温度为３５０℃，雾化器压力为３０ｐｓｉ，裂解

器电压为１４０Ｖ。

２．２　对照品与内标溶液的配制　精密称取ＣｓＡ对照品适

量，用甲醇配制成２１３．４ｍｇ·Ｌ－１ＣｓＡ对照品贮备液。同法

配制１０４．０ｍｇ·Ｌ－１ＣｓＤ甲醇溶液，作为对照品贮备液，置

冰箱２～８℃保存。精密量取ＣｓＡ 对照品贮备液适量，分别

配制成浓度为５３．３５、１０６．７、２１３．４、４２６．８、１０６７、２１３４μｇ·

Ｌ－１的对照品溶液。另精密量取ＣｓＤ对照品贮备液适量，配

制成浓度为１０．４０ｍｇ·Ｌ－１的内标溶液。

２．３　全血样品的处理　取２００μｌ全血，置－３５℃冰箱冷冻

３０ｍｉｎ，取出３７℃解冻，加１５μｌＣｓＤ内标液，加４００μｌ乙腈，

涡旋３０ｓ，离心１０９００ｒ／ｍｉｎ×５ｍｉｎ，取上清１０μｌ进样。

２．４　方法学考察

２．４．１　方法专属性　本实验条件下，空白全血、全血中加入

ＣｓＡ和内标物的色谱图，见图１，证明全血中的内源性物质

不干扰测定。

图１　全血空白对照图谱

Ｆｉｇ１　Ｇｒａｐｈｓｏｆｂｌａｎｋａｎｄｓａｍｐｌｅｏｆｗｈｏｌｅｂｌｏｏｄ
Ａ：Ｂｌａｎｋｂｌｏｏｄ；Ｂ：ＢｌｏｏｄｗｉｔｈＣｓＡａｎｄＣｓＤ；Ｃ：Ｂｌｏｏｄｓａｍｐｌｅ

２．４．２　标准曲线的制备　分别取ＣｓＡ对照品溶液１００μｌ，

常温氮气挥干后加入２００μｌ全血，配制成浓度为２６．６８、

５３．３５、１０６．７、２１３．４、５３３．５、１０６７μｇ·Ｌ
－１的全血标准溶液，

按２．３项下条件提取并按２．１项下条件测定，以ＣｓＡ浓度

（ｘ，μｇ·Ｌ
－１）为横坐标，ＣｓＡ与内标响应值之比（ｙ）为纵坐

标计算ＣｓＡ线性回归方程为：ｙ＝０．００１１ｘ－０．００４６，ｒ＝

０．９９９３。结果显示，ＣｓＡ在２６．６８～１０６７μｇ·Ｌ
－１范围内呈

良好线性。

２．４．３　精密度实验　分别配制浓度为５３．３５、４２６．８、８５３．６

μｇ·Ｌ
－１的低、中、高不同浓度的ＣｓＡ全血样品，于１ｄ内重

复测定５次，连续测定５ｄ，计算日内、日间精密度。日内

ＲＳＤ分别为 ５．４６％、３．５７％、２．４５％，日间 ＲＳＤ 分别为

５．９３％、４．６１％、４．５７％。

２．４．４　准确度实验

２．４．４．１　相对回收率　取浓度为５３．３５、４２６．８、８５３．６μｇ·

Ｌ－１的低、中、高不同浓度的ＣｓＡ全血样品，按２．３项下条件

提取并测定，全血标准曲线上求得浓度与实际配制的全血浓

度相比，得到相对回收率分别为（８９．８１±４．９１）％、（１０４．５±

３．７３）％、（９５．１７±２．３３）％。

２．４．４．２　　绝对回收率　分别配制浓度为５３．３５、４２６．８、

８５３．６μｇ·Ｌ
－１的低、中、高不同浓度的 ＣｓＡ全血样品２００

μｌ，置－３５℃冰箱冷冻３０ｍｉｎ，取出３７℃解冻，加入４００μｌ乙

腈，涡旋３０ｓ，离心１０９００ｒ／ｍｉｎ×５ｍｉｎ，取上清４００μｌ，加入

１５μｌＣｓＤ内标液，混匀后１０μｌ进样，计算ＣｓＡ与内标峰面

积比（Ａｓｒ）；另配制同上述各提取液浓度相同的ＣｓＡ溶液，

混匀后１０μｌ进样，计算ＣｓＡ与内标峰面积比（Ａｒｒ），按 Ａｓ

ｒ／Ａｒｒ×１００％计算全血样品处理方法的绝对回收率分别为

（７７．６４±４．３８）％、（７８．０１±３．７９）％、（８３．０２±１．５９）％。

２．４．５　稳定性考察　分别配制浓度为５３．３５、４２６．８、８５３．６

μｇ·Ｌ
－１的低、中、高不同浓度的 ＣｓＡ全血样品２００μｌ，置

－３５℃冰箱冷冻，分别在０、１５、３０、６０、９０、１２０、１５０ｄ按２．１

项下条件检测，结果表明血液样品在１５０ｄ内基本稳定

（ＲＳＤ＜５％）。

２．４．６　最低检测限　以信噪比（Ｓ／Ｎ）为３∶１计，测定ＣｓＡ

的最低检测限为４．３５μｇ·Ｌ
－１。

２．４．７　全血样品含量测定　肝移植术后患者７４例，口服

ＣｓＡ１００ｍｇ，２次／ｄ，于再次服用ＣｓＡ前（即谷浓度时）取血，

肝素抗凝后，按２．１及２．３项下条件提取测定，结果各患者血
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药浓度在３８．５０～４４８．０μｇ·Ｌ
－１。

３　讨　论

３．１　样品的预处理　国内文献［９，１０］均采用液液萃取或固相

萃取进行全血样品的预处理，此类方法操作繁琐、费时，本研

究考察了不同体积甲醇和乙腈沉淀蛋白的方法，结果显示相

当于血液样本２倍体积的乙腈沉淀蛋白效果较佳。

　　另外，为使红细胞内的ＣｓＡ尽量释放出来，需要破坏红

细胞，本研究选用冷冻破坏红细胞，并考察了不同冷冻时间

（３０ｍｉｎ、１ｈ、２ｈ）对血液样本的影响，结果显示冷冻３０ｍｉｎ
红细胞就能完全破坏，最终选用冷冻３０ｍｉｎ破坏红细胞。

３．２　流动相溶剂选择　实验考察了甲醇醋酸水系统和乙

腈醋酸水系统对ＣｓＡ样品中峰形等因素的影响。结果显

示，使用甲醇醋酸水系统峰形较差，且要达到ＣｓＡ、ＣｓＤ基线

分离需要延长保留时间至１３ｍｉｎ；乙腈醋酸水系统中ＣｓＡ
峰形更好，分析时间缩短，最终选用乙腈醋酸水系统。

３．３　盐浓度、ｐＨ 对质谱响应的影响　考察了０、５、１０、２０

ｍｍｏｌ·Ｌ－１，ｐＨ值３．５～６．５醋酸铵溶液对ＣｓＡ质谱响应值

的影响。结果显示，醋酸铵抑制ＣｓＡ质谱响应，随着醋酸铵

浓度的增加，ＣｓＡ质谱响应逐渐减小。而醋酸可增加ＣｓＡ质

谱响应，当ｐＨ为４．５时，ＣｓＡ质谱响应最高。

３．４　柱温对峰形的影响　柱温对ＣｓＡ的峰形影响很大，随

着柱温的升高，ＣｓＡ、ＣｓＤ的峰形逐渐改善。实验考察了柱温

为５５、６０、６５、７０、７５℃时ＣｓＡ、ＣｓＤ的峰形，结果显示柱温为

６５℃时，ＣｓＡ、ＣｓＤ的峰形均较理想，分离度佳，能够满足样品

的分离分析，本实验设定温度为６５℃。
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