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摘要!建立液相色谱$质谱联用法测定人全血中环孢素1浓度$选用YA;34:56$-%)色谱柱"!"33 ’̂>+33^

*#3#$以甲醇$%33;6’J\%甲酸铵溶液为流动相$采用梯度洗脱进行分离$样品用沉淀蛋白法处理后进样$

流速%>%3J’358\%$柱温+"b$进样量!"#J%选用&!""lOA4D型三重四极杆串联质谱仪的多重反应监

测"/U/#扫描方式进行检测%环孢素1的线性范围为">!!!">""#9’J
\%$定量下限为">!#9’J

\%%准

确度与精密度结果显示$方法日间(日内变异 均 小 于%*]$相 对 偏 差 为\%!>+"]!%!>)"]$方 法 提 取 回 收

率为"#)>%e’>(#]$稳定性较好%所建立的方法快速(灵敏(专属性强(重现性好$可用于环孢素眼用乳剂健

康人体药代动力学研究%
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476C3CE<;PB;AE<CPCECA3584E5;8;B-F?6;:D;A5858<=34876;;P>O<C4::4F?487C4DD65CP
B;AE<CPCECA3584E5;8;B-F?6;:D;A5858<=34876;;P48PE<C:E=PF;8D<4A34?;X58CE5?:>
:);<,*17!J-$/0"/0#-F?6;:D;A58#D<4A34?;X58CE5?:

!!环孢 素 1$-F?6;:D;A58%-:1&是 一 种 新 型

的高效免疫抑制剂%广泛用于肾’肝’心’骨髓等

多种器官移植%疗效显著(除了应用于器官和组

织移植外%还用于自身免疫疾病的治疗(环孢素

1的生 物 利 用 度 和 药 代 动 力 学 参 数 个 体 差 异

大%其主要副作用与剂量相关(器官移植病人由

于用药时间较长和用药量不足而影响疗效%出现

排斥反应%这与用药过量而引起的肾功能损害’
肝功能失调等毒性反应难以区别(因此其药代

动 力 学 过 程 在 国 内 外 都 得 到 了 广 泛 深 入 的 研

究)%$&*(环孢素1乳剂可明 显 增 加 环 孢 素 1用

药的有效性和安全性%降低患者的治疗成本(环

孢素1滴眼剂大多数是环孢素1在油中的混悬

液%常 用 的 油 有 蓖 麻 油 和 橄 榄 油%其 浓 度 有

"n*]’%]和!]等(
由于环孢素 1的 治 疗 浓 度 范 围 狭 窄%个 体

差异较大%剂量不易准确把握%临床应用时需要

进行血药浓度监测(目前环孢素1日常血药浓

度监测定量范围为%""!%*""9+J\%%最适合

临床血药浓度监测的方法有微粒酶免疫分析法

$/2,1&’酶 联 免 疫 分 析 法$2J,01&和 液 相 色

谱$串联 质 谱 法$J-$/0"/0&等(2J,01 法 和

/2,1法对环孢素1的体内代谢产物产生交叉

免疫反应%实 际 测 得 结 果 为 环 孢 素 1及 其 代 谢

物之和#J-$/0"/0法测定结果为环孢素 1原

型药物浓度%不 会 对 环 孢 素 1体 内 代 谢 产 物 产

生交叉反应%使得测量值准确可信%能更准确的

说明环孢素1原型药物在体内的药代动力学特

征(有文献报道)’$%!*采用J-$/0"/0法同时监

测多种免疫抑制剂%如环孢素1’他克莫司’西罗

莫司’依维 莫 司 等(Y;:CX5等)%&*报 道 了 同 时 定

量环孢素及其&种代谢产物的方法(由于试验

剂 量 下 环 孢 素 眼 用 乳 剂 的 体 内 血 药 浓 度 极 低%

J-$/0"/0法的高专属性和高灵敏度更适合于

定量分 析(本 实 验 拟 建 立 J-$/0"/0法 测 定

人全血中环孢 素 1的 浓 度%并 运 用 建 立 的 方 法

对中国健康受试者进行环孢素眼用乳剂药代动

力学研究(

=!仪器与试药

&!""lOA4D型液相色谱$串联质谱仪!美国

1DD65CPK5;:F:EC3:公司产品%配有电喷雾离子

化源$20,&以 及 1846F:E%>’>%数 据 处 理 软 件#

1956C8E%%""高 效 液 相 色 谱 系 统!美 国 1956C8E
公司 产 品%包 括 四 元 输 液 泵’自 动 进 样 器’切

换阀(
环孢素1对照品$纯度#)>)]%批号!"’#*$

!""!"!&!由中国药品生物制品检定所提供#子囊

霉素对照品$纯度##(>"]%批号!"’*Y’"&&!由

美国05934公司提供#乙腈为色谱纯#其他试剂

均为分 析 纯#空 白 人 全 血!由 第 二 炮 兵 总 医 院

提供(

>!溶液的配制

对照品储备 液 的 配 制!精 密 称 取%">""39
环孢素1对照品%置于%""3J量瓶中%加入甲

醇溶解%并稀 释 至 刻 度%配 制 成">%"9+J\%环

孢素1储备液(
标准母液的配制!取%""#J环孢素1储备

液%置于%"3J量 瓶 中%加 入 空 白 全 血 溶 解%并

用空白全血稀释至刻度%配制成%>""39+J\%

环孢素1母液(
标准曲线样本的配制!分别取适量环孢素1

母液%用空白全血稀释至标准曲线所需浓度的全

血溶 液%浓 度 分 别 为">!"’">*"’%>""’&>""’

%">""’!">""#9+J
\%(分 别 取 适 量 环 孢 素 1

母液%用空白全血稀释至质控样本所需浓度的全

血溶液%分别为">*"’&>""’%+>""#9+J
\%(

内标溶 液 的 配 制!精 密 称 取%>""39子 囊

霉素 对 照 品%置 于!*3J量 瓶 中%加 入 甲 醇 溶

解%并稀释至刻度%配制成’">""39+J\%储备

液(精密量取!*"#J上述子囊霉素储备液%置

于*""3J量瓶 中%加 入 甲 醇 溶 解%并 稀 释 至 刻

度%即为!"#9+J
\%子囊霉素溶液(

红细 胞 破 碎 剂 的 配 制!精 密 称 取%’>&)9
N80I’+(L!I%置于*""3J量瓶中%加蒸馏水

溶解%并稀释至刻度%即为%""33;6+J\%硫酸

锌溶液(
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?!色谱条件及质谱条件

YA;34:56$-%)色谱 柱!!"33^’>+33^*

#3"#流动相甲醇$%33;6$J\%甲 酸 铵 溶 液#洗

脱方式%梯 度 洗 脱#流 速%>%3J$358\%#柱 温

+"b!*"c*"R&R 分流"#进样量!"#J’
离子喷雾离子化源(正离子 方 式 检 测#离 子

喷射 电 压**""G#温 度**" b#源 内 气 体%
!a0%(H!"压 力&’*X.4(气 体!!a0!(H!"压 力

’’)X.4#气 帘 气 体!H!"压 力%"&X.4#碰 撞 气

!H!"压力%/CP5=3#扫 描 方 式 为 多 重 反 应 监 测

!/U/"#环孢素 1)子 囊 霉 素 解 簇 电 压!V."分

别为%"")**G#碰 撞 能 量!-2"分 别 为(")&%
CG#环孢素1)子囊霉素用于定量分析的离子反

应分别为<&=%!"&>!%’!*>*和<&=)"#>’%
(*+>’#环孢 素 1 用 于 定 性 分 析 的 离 子 反 应 为

<&=%!"&>!%%%)*>!’

B!全血样品处理

精密取%*"#J全血样本(置于%>*3J2.

管中(加入*"#J红细胞破碎剂(&""#J内标子

囊霉 素(涡 旋!358(%&!""A$358\% 离 心*
358(上清液转移至另一2.管中(氮气吹干(%*"

#JR!甲醇"cR!水"_!c%复溶(涡流!358(

%&!""A$358\%离心*358(取上清液(进样!"

#J(进行J-$/0&/0分析’

C!分析方法确证

C@=!质谱分析

将环孢素1)子囊霉素贮备液用甲醇稀释至

一定浓度(采用蠕动泵进样模式进行碎片离子分

析(相应的二级全扫描质谱图示于图%’

C@>!方法的专属性

分别取%*"#J空白全血)标准曲线样本)受
试者给药后收集的全血样品(按上述全血样品处

理方法及检测条件进行定量分析(其色谱图示于

图!’结果表明%内源性物质不干扰环孢素1和

内标子囊霉素的测定’

图=!环孢素2!%‘K"‘#.$和内标子囊霉素!%‘GKB"‘#9$的二级全扫描质谱图

E5F@=!EA44$70./3*,1A065,/73)06*.,+!%‘K"‘+,*";04,73,*5/#.$./1
!%‘GKB"‘+,*270,-;05/#5/6)*/.476./1.*1$#9$

C@?!线性关系考察

分别取%*"#J标准曲线样本(按B项操作(
取上清液(进样!"3J(进 行J-$/0&/0分 析’
以全血中待测物浓度为横坐标I!#9$J

\%"(待

测物与内标物的峰面积比值为纵坐标2(用加权

!S_%&I!"最小二乘法进行回归运算(求得直线

回归方 程 为2_"!"""(!)IZ"!"""""(,_
">##)*’根据工作曲线(环孢素 1的线性范围

为">!!!">"#9$J
\%(定 量 下 限 为">!#9$

J\%(线性关系良好’

C@B!准确度与精密度

分别取%""#J质控样本(按B项操作(取上

清液(进样!"3J(进 行J-$/0&/0分 析(每 浓

度+样 本(连 续 测 定&天’根 据 当 日 的 工 作 曲

线(计算l-样品 的 测 得 浓 度(该 方 法 的 准 确 度

与精密度列 于 表%’结 果 显 示(日 间)日 内 变 异

均小于%*](相对偏差为\%!>+"]!%!>)"](
表明 此 方 法 的 精 密 度 和 准 确 度 均 较 高(重 现 性

较好’
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图>!L"$%&!%&法测定人全血中环孢素2""#和内标子囊霉素"##的典型色谱图

4>空白全血!7>">!"#9"J\%环孢素1标准曲线样本和!">""#9"J\%内标子囊霉素的色谱图!

?>健康受试者右眼使用%滴">"!*]环孢素1滴眼液后&"358的全血样品

E5F@>!"(*,-.6,F*.-7,+";04,73,*5/""#./1270,-;05/"##"5/6)*/.476./1.*1#5/(A-./94,,1
4>7648X76;;P!7>:E48P4AP?=ARC:43D6C4PP58EC846:E48P4AP!

?>76;;P:43D6C&"3584BECA=:589;8CPA;D">"!*]-F?6;:D;A58E;E<CR;6=8ECCA

表=!全血中环孢素2L"$%&!%&法的准确度与精密度"# =̂[#

’.94)=!8)7A467,+3*)0575,/./1.00A*.0;5/(A-./94,,19;L"$%&!%&"# =̂[#

添加值#

$#9"J\%%

测得值#

$#9"J\%%

标准差#

$#9"J\%%
相对偏差#] 日内U0V#] 日间U0V#]

">*" ">*" ">"’ ">*% (>*) (>"%

&>"" &>"( ">%+ !>&" *>!& ’>)"

%+>"" %’>#* ">(" \+>*( ’>(+ ’>"*

C@C!提取回收率和基质效应考察

分别取%*"#J质控样本&按B项操作&取上

清液&进样!"3J&进 行J-$/0#/0分 析&每 一

浓度进行&样本分析’同时另取%*"#J空白全

血&加入&""#J乙腈沉淀剂&涡旋%358&%&!""
A"358\%离心*358&上 清 液 转 移 至 另 一2.管

中&氮气吹干’分别加入%*"#J相应浓度的质

控标准溶液$">!"(&>""(%+>""#9"J
\%环孢素

1的乙腈溶液%&&""#J内标&涡流混匀&%&!""
A"358\%离心*358&上 清 液 转 移 至 另 一2.管

中&氮气吹干&%*"#JR$甲 醇%cR$水%_!c%
复溶&涡流!358&%&!""A"358\%离 心*358&
取上清液&进 样!"#J&进 行J-$/0#/0分 析’
获得相应峰面积&以每一浓度两种处理方法测得

的浓度比 值 计 算 提 取 回 收 率&环 孢 素 1 的 低(
中(高&个 浓 度 提 取 回 收 率 分 别 为$#)>)e
+>!%]($%"!>’e(>’%]($#&>"e’>!%]&内 标

提取回收率为$)’>’e*>%%]’以蒸馏水代替空

白全血&按 上 述 条 件 进 行 样 本 前 处 理&并 进 行

J-$/0#/0检测&低(中(高&个 浓 度 基 质 效 应

+* 质 谱 学 报!!!!!!!!!!!!!!!!!第&%卷!



试验 结 果 显 示!相 对 偏 差 均 小 于%"]"表 明 此

方法的回收率较高!且基质效应不影响样本的准

确测定"

C@D!稳定性考察

分别进行长期稳定性#冰冻放置&"P$和处

理后上清液室温 放 置%!<稳 定 性 的 考 察!将 稳

定性测定结果与理论浓度进行比较!结果显示!
所有稳定性试验中测定值与添加值的相对偏差

均小于%!>#]"表明长期冰冻放置全血样品和

处理后上清液室温放置过程中均较稳定!各种贮

存条件不影响本方法对样品浓度进行准确测定!
结果列于表!"

表>!环孢素2L"$%&!%&法的>种稳定性考察结果

’.94)>!8)7A467,+76.954565)75/(A-./94,,19;L"!%&!%&

添加值%##9&J\%$

平均值

冰冻&"P

测得值%##9&J\%$ 相对偏差%]

室温放置%!<

测得值%##9&J\%$ 相对偏差%]

">*" ">*% %>%" ">*" ">)(

&>"" &>"’ %>!’ &>"+ !>"&

%+>"" %*>&" \’>’" %’>(+ \(>(*

C@S!方法学应用

应用本研究所建立的方法测定)名 中 国 成

年健康志愿者单剂量使用">"!*]环孢素1眼

用乳剂%滴后的血药浓度!所有全血样本浓度均

低于检测限"

D!讨!论

采用J-$/0%/0法 测 定 血 药 浓 度!具 有 选

择性好’灵敏度高’分析时间短等优点!已广泛应

用于药物动力学研究"本研究选用J-$/0%/0
法对中国健康志愿者全血样本进行定量检测!选
用 /U/模式定 量 环 孢 素 1原 型 药 物 浓 度!具

有选择性好’灵敏度高等优点"本研究定量下限

为">!#9&J
\%!是临床血药浓度监测(’$%!)定量

下限 的%%!"""03466等(%’)进 行 了 相 关 眼 用 乳

剂的 体 内 药 代 动 力 学 研 究!J-$/0%/0法 定 量

下限为">%#9&J
\%!比本研究所建立的方法低

%倍!但其前处理使用0.2及氮吹干法!较为繁

琐且成本较高"本试验在不影响灵敏度的前提

下!全血样本的前处理采用了极其简便的沉淀蛋

白法!与液$液萃 取 法’固 相 萃 取 法’在 线 柱 萃 取

法相比!节省了大量的前处理时间!提高了工作

效率"试验中选用子囊霉素作为内标!与文献所

用内标子囊霉素’环孢素V一致!由于子囊霉素

与分析化合物性质较近!能尽可能的消除系统误

差和基质效 应"另 外!环 孢 素 1主 要 分 布 在 全

血中!血浆药物浓度远低于全血药物浓度!因此!
本研究选用全血作为分析测试对象"

研究发现!环 孢 素 1在20,源 正 离 子 方 式

下!(/ZL)Z #<%=%!"&>!$信 号 高 于(/Z
HL’)Z#<%=%!%#>!$!本研究选用(/ZL)Z 作

为/U/扫描方式的母离子!二级碎片扫描时较

高的特征碎片有<%=%%)*>!和<%=’!*>*!选

用信号较高的碎片离子<%=’!*>*作为子离子

进行定量!<%=%%)*>!进行定性考察或同步考

察"流动相中加入醋酸铵可以提高质谱离子化

效率!从而提高信噪比"由于本试验的定量限和

检测限较低!研究初期进行等度洗脱很难达到目

标定量限!为了提高信噪比!使用梯度洗脱是较

为理想的选择"本研究所选用的色谱柱孔径和

内径均较大!并采用分流模式!可以达到较高的

流速!在此条件下采用梯度方式进行梯度洗脱!
可以得到较好的色谱峰!降低梯度延迟效应!缩

短分析时间"全血样品沉淀蛋白的方法可能会

比较脏!试验中将色谱溶剂前沿切入废液罐!以

免造成质谱仪的污染"
运用建立的方法进行健康人体环孢 素 眼 用

乳剂药物动力学研究!由于给药量极低#">"!*]
环孢素眼用乳剂%滴滴于右眼$!检测样本均低

于定量下限!与文献(%’)报道一致"因此表明!
试验剂量下!体内环孢素浓度远低于中毒水平"

S!结!论

本研究所建立的方法灵敏度与文献 报 道 相

同!但前处理过程简单!分析时间短!快速’灵敏’
专属性强*运用建立的方法进行健康人体环孢素

(*!第%期!!!!!!!!!王淑民等+J-$/0%/0法测定人全血中环孢素1浓度及,,



眼用乳剂药物动力学研究!由于给药量极低!检

测样本均低于定量下限!也说明试验剂量下!环

孢素浓度远低于中毒水平"
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