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%摘要&
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目的
!

建立同时测定骨髓移植患者全血环孢素
1

"

2C1

#及
15'

浓度的
WDV2?5C

'

5C

法!探索
2C1

及其主要代

谢产物
15'

在个体内及个体间的关系!为临床合理选用
2C1

血药浓度监测方法提供可靠依据$方法
!

采用环孢素
!

"

2C!

#作

内标!全血样品经含内标甲醇沉淀蛋白处理$色谱柱为
c>JK8GJ@eQ?2',

!柱温
)(i

!流动相为含
&$'f

甲酸和
%88I>

'

V

乙酸铵

的水和含
&$'f

甲酸的甲醇!梯度洗脱$质谱检测方式为电喷雾离子阱正离子模式!质谱多反应监测"

565

#扫描!监测
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$结果
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范围内线

性关系良好!
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浓度在
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范围内线性关系良好!
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2C1

与
15'

个体间比率"

15'

'

2C1

#范围为
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%

2C1

与
15'

个体内比率"

15'

'

2C1

#范围为

%3f
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$结论
!

建立了同时检测
2C1

及
15'

的
WDV2?5C

'

5C

法%

2C1

在骨髓移植患者个体间及个体内代谢存在变异%

WDV2?5C

'

5C

法可用于临床骨髓移植患者全血
2C1

浓度的监测$

%关键词&

!

环孢素
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环孢素
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2C1

$是由
''

个氨基酸组成的环

状多肽"其相对分子质量为
'%&-$)-;'&

-

"主要与体内的钙调

磷酸酶#多基因亲环蛋白$结合"发挥免疫抑制活性"广泛应用

于骨髓移植患者!在体内通过氧化和结合反应产生至少
-&

种

代谢产物'
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"其代谢产物总体活性小于
2C1

活性的
'*f

,

15'

为
2C1

在体内代谢的第一代代谢产物"也是其主要的代

谢产物"其活性至少比
2C1

活性低
-&

倍,

15'2

及
15'1

为

其次生代谢产物及半合成产物,

15'

在个体间的变异较大"在

个体内的变异目前尚无详细数据可查"对其研究就显得尤为必

要'
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!使用
2C1

治疗需要监测血药浓度"其剂量调整取决于

血药浓度水平及移植后间隔时间!由于
2C1

治疗窗窄"其口

服制剂具有很高的变异率"临床主要通过监测其血药浓度谷值

来调整患者给药剂量"达到较好的免疫抑制效果'
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目前
2C1

血药浓度监测方法较多"主要有
5̀#"
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0D#1
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>̀@H:
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及
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5C

!

5̀#"

%

6#1

%

0D#1

%

>̀@H:
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:

及
25#1

为免疫法"均存在免疫交叉反应"只是

免疫交叉反应强弱不同'

'&?'%

(

,而
WDV2

和
WDV2?5C

&

5C

法

不存在免疫交叉反应"其只检测
2C1

母体药物本身'

'&?'(

(

!由

于
WDV2

法检测
2C1

血药浓度需要分离
2C1

的各种代谢产

物"耗时较长"同时其检测灵敏度较低"不利于临床快速%准确

地检测
2C1

血药浓度,而
WDV2?5C

&

5C

法是根据待测物分子

量的不同而实行检测"不需分离
2C1

各种代谢产物"其检测耗

时较短"灵敏度较高"可满足临床快速%准确检测
2C1

血药浓度

的需要'

'-?'(

(

!本文建立同时测定
2C1

和
15'

在全血中浓度的

WDV2?5C

&

5C

法"同时对
2C1

在骨髓移植患者体内代谢进行

研究"进而为临床选用
2C1

血药浓度检测方法提供依据!

!

!

资料与方法

!$!

!

一般资料
!

#

'

$

2C1

与
15'

个体间代谢研究+选择前来

本科室监测
2C1

血药浓度的骨髓移植患者
%&

例"其中男
'%

例"女
,

例"患者年龄
-

!

*(

岁"平均
%%$(

岁"骨髓移植后时间

*-%-

重庆医学
%&'3

年
,

月第
*)

卷第
%-

期



未知!每位患者于清晨
,

+
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服药前"抽取静脉血
%8V

"应用

专用乙二胺四乙酸#

!̀"1

$抗凝管进行抗凝"应用
WDV2?5C

&

5C

法进行全血
2C1

及
15'

浓度检测!#

%

$

2C1

与
15'

个

体内代谢研究+选择前来本科室监测
2C1

血药浓度的骨髓移

植患者潘某"女"年龄
(

岁"诊断为急性淋巴细胞白血病

#

1VV

$"共收集其用于监测
2C1

血药浓度全血标本
')

份"同

时用
WDV2?5C

&

5C

方法进行全血
2C1

及
15'

浓度检测!
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仪器设备
!

岛津
%&1

高效液相色谱系统#日本岛津公

司$"配有
1QCHK@g*&&&jJBG

L

质谱仪"

1MG>

A

:Jb'$($%

工作站

#美国
1Q

公司$,其林贝尔涡旋混合器#上海坤肯生物化工有

限公司$"全自动高速冷冻离心机#

"4@B8I0K:4@B

公司$!

!$#

!

试剂
!

甲醇#

WDV2

级"美国
0K:4@B

公司$"屈臣氏蒸馏水

#广州屈臣氏有限公司$,甲酸%乙酸铵#

WDV2

级"

56̀ !1

"@H4MI>I

=A

有限公司$,

2C1

#

WDV2

级"美国
CK

=

8G

公司$,

15'

%环孢素
!

#

2

A

H>I:

L

IBKM!

"

WDV2

级"加拿大
"IBIMJI6@?

:@GBH4

公司$!

!$D

!

方法

!$D$!

!

液相色谱及质谱条件
!

色谱条件+采用
c>JK8GJ@eQ?

2',

色谱柱#

*$)88;'(&$&88

"

(

#

8

$"柱温
)(i

,流速+

&$,

8V

&

8KM

,流动相+

%88I>

&

V

乙酸铵
F&$'f

甲酸水溶液#

Q

$

?&$

'f

甲酸甲醇溶液#

1

$"进样量
(

#

V

,洗脱方式+梯度洗脱"其中

&$&'

!

&$(&8KM

"

1

相浓度从
(&f

!

'&&f

"保持
-$(

!

*$*

8KM

"

1

相浓度从
'&&f

!

(&f

"保持
-$)8KM

!

表
'

!!

质谱条件

药物
母离子

#

8

&

[

$

子离子

#

8

&

[

$

停留时间

#

8:

$

去簇电压

#

b

$

碰撞能量

#

b

$

出口电压

#

b

$

排除电压

#

b

$

2C1 '%'+$+'%&-$& %&& 3- %3 '% '&

15' '%-)$''%'+$' '(& '%* %* '% '&

2C! '%-*$&'%'3$& %&& 3- %3 '% '&

!!

质谱条件+电喷雾电离源#

C̀#

$,离子极性+正离子模式,监测模式

为
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,离子喷射电压+

(&&&b

,温度+

-%(i

,

YC'

+

)&

,

YC%

+

((

,

2<B?

JGKM

=

G:

+

%&

,碰撞气压力+

5@/K<8

,用于定量分析的离子反应+

2C1

'%'+$+

!

'%&-$'8

&

[

"

15''%-)$'

!

'%'+$'8

&

[

"

2C!'%-*$&

!

'%'3$&8

&

[

,各种质谱条件参数如表
'

!$D$"

!

样品处理方法
!

精密量取样本全血
'&&

#

V

置于
'$(

8V D̀

管中"然后加入
'&&8I>

&

V

硫酸锌溶液
'&&

#

V

"涡旋振

荡
&$(8KM

"再加入
%(M

=

&

8V2C!-&&

#

V

"涡旋振荡
&$(8KM

"

'-&&&B

&

8KM

离心
'&8KM

"取上清液
'(&

#

V

置于自动进样器!

!$D$#

!

专属性
!

在上述色谱质谱条件下"

2C1

%

2C!

及
15'

的保留时间分别为
-$3&

%

-$,%

和
-$,%8KM

!血样中的内源性

物质对
2C1

%

2C!

及
15'

的测定无干扰!考察了
)

份不同的

空白全血"结果表明"流动相和空白全血中的杂质均不干扰样

品峰和内标峰"且峰形良好!见图
%

!

!$D$D

!

标准曲线的制备
!

分别在
3

个
'$(8V D̀

管中加入

空白全血
+&

#

V

"并加入
'&

#

V2C1

和
15'

各系列混合标准

工作液"得到
2C1

为
')

%

*&

%

,&

%

')&

%

*&&

%

,&&

%

')&&M

=

&

8V

和

15'

为
'&

%

%(

%

(&

%

'&&

%

%(&

%

(&&

%

'&&&M

=

&

8V

系列质量浓度!

按)

'$*$%

*项下样品处理方法处理后进样测定"以
2C1

峰面积

与
2C!

峰面积比值为#

^

$对
2C1

浓度#

e

$进行线性回归"拟

合方式为加权最小二乘法"得
2C1

标准曲线,以
15'

峰面积

与
2C!

峰面积比值为#

^

$对
15'

浓度#

e

$进行线性回归"拟

合方式为加权最小二乘法"得
15'

标准曲线!

!$D$K

!

相对回收率%精密度%绝对回收率试验
!

分别在
-

个

'$(8V D̀

管中加入空白全血
+&

#

V

"并加入含有
2C1

和

15'%

%

-

%

(

号系列混合标准工作液各
'&

#

V

"得
2C1

对照品

各浓度为
*&

%

,&

%

*&&M

=

&

8V

,

15'

对照品各浓度为
%(

%

(&

%

%(&

M

=

&

8V

!按)

'$*$%

*项下样品处理方法处理后进样测定"各浓

度日内重复测定
-

次"计算相对回收率及日内精密度"并连续

测定
(/

"计算日间精密度!同时"分别在
-

个
'$(8V

印管中

加入空白甲醇
+&

#

V

"并加入含有
2C1

和
15'%

%

-

%

(

号系列

混合标准工作液各
'&

#

V

"得
2C1

对照品各浓度为
*&

%

,&

%

*&&

M

=

&

8V

,

15'

对照品各浓度为
%(

%

(&

%

%(&M

=

&

8V

!按)

'$*$%

*

项下样品处理方法处理后进样测定"测得
2C1

%

15'

与
2C!

峰 面 积"分 别 计 算 其 比 值"

6

2C1

全血
E 1

2C1

全血&
1

2C!

全血,

6d

15'

全血
E 1

15'

全血&
1

2C!

全血,

6

2C1

甲醇
E 1

2C1

甲醇&
1

2C!

甲醇,

6d

15'

甲醇
E 1

15'

甲醇&
1

2C!

甲醇,

2C1

绝 对 回 收 率
E 6

2C1

全血&

6

2C1

甲醇
;'&&f

,

15'

绝 对 回 收 率
E6d

15'

全血&
6d

15'

甲醇
;

'&&f

!

!$D$L

!

稳定性试验
!

分别在
',

个
'$(8V D̀

管中加入空白

全血
+&

#

V

"并加入含有
2C1

和
15'%

%

-

%

(

号系列混合标准

工作液各
'&

#

V

"得
2C1

对照品各浓度为
*&

%

,&

%

*&&M

=

&

8V

,

15'

对照品各浓度为
%(

%

(&

%

%(&M

=

&

8V

"每个系列浓度
)

份

样品!每个浓度样品各取
-

份按)

'$*$%

*项下血样处理方法处

理后置于
*i

冰箱中"于放置时间
3%4

测定各样品的浓度,其

余样品于
*i

冰箱中放置
3%4

后取出放至室温"按)

'$*$%

*项

下样品处理方法处理后进样测定"考察其稳定性!

"

!

结
!!

果

"$!

!

色谱质谱行为
!

在)

'$*$'

*项下的色谱质谱条件下"测得

2C1

%

15'

%

2C!

二级碎片离子质谱图"见图
'

,

2C1

%

15'

%

2C!

质谱色谱图见图
%

!由图
%

可见"

2C1

%

15'

%

2C!

各个峰

型良好"无杂质峰干扰"专属性较好!

"$"

!

标准曲线回归方程
!

分别以
2C!

为内标"

2C1

峰面积与

2C!

峰面积比值为#

B

$对
2C1

浓度#

3

$进行线性回归"得
2C1

的回归方程+

BE&$&'*-3k&$&%'-

#

9E&$++3)

$"表明
2C1

在
')

!

')&&M

=

&

8V

范围内线性关系较好"可用于定量"其最

低检测限为
&$*M

=

&

8V

,

15'

峰面积与
2C!

峰面积比值为

#

B

$对
15'

浓度#

3

$进行线性回归"得
15'

的回归方程+

BE

&$&&-)-3F&$&&(%,

#

9E&$++3-

$"表明
15'

在
'&

!

'&&&

M

=

&

8V

范围内线性关系较好"可用于定量"其最低检测限为

&$'M

=

&

8V

!

!!

1

+

2C1

,

Q

+

15'

,

2

+

2C!

质谱图

图
'

!!

2C1

)

15#

)

2C!

质谱图
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!!

1

+空白全血,

Q

+空白全血
k15'k2C1k2C!

,

2

+患者血样
k2C!

图
%

!!

2C1

"

15'

和
2C!

色谱图

"$#

!

回收率和精密度试验结果
!

2C1

和
15'

的回收率和日

内%日间精密度测定结果如表
%

!

2C1

和
15'

相对回收率为

+($%)f

!

'&)$-(f

"绝对回收率
3+$,*f

!

+&$-(f

"绝对回

收率比相对回收率低"存在基质效应"但回收率都大于
3&f

"

均符合药典分析定量要求"该方法可用于定量分析!同时"日

内及日间精密度均小于
(f

"说明该方法重现及重复性好"较

稳定!

表
%

!!

2C1

和
15'

精密度和回收率结果!

%E-

#

药物
浓度

#

M

=

&

8V

$

相对回收率

#

!."

"

f

$

日内精密度

#

f

$

日间精密度

#

f

$

绝对回收率

#

!."

"

f

$

2C1 *& +($().*$(% -$*( *$&( ,3$-(.($)*

,& '&'$%*.%$&( %$&* -$%( ,-$%+.-$,3

*&& '&)$-(.'$,( '$'3 %$&' ,&$%).)$)%

%( +($%).*$&* ($&* )$-( +&$-(.($-,

15' (& +3$'(.-$&% -$%( ($%& ,($-%.*$%(

%(& '&%$-3.*$,% %$'( ($'% 3+$,*.-$,'

"$D

!

稳定性考察结果
!

由表
-

可知"在
*i

条件下"血中
2C1

和
15'

放置
3%4

浓度稍微下降"但差异无统计学意义#

$

%

&$&(

$,血样经过处理后"在
* i

条件下"放置
3%42C1

和

15'

浓度基本保持不变!由此可以得出"在此条件下测定血

中
2C1

和
15'

浓度的稳定性良好"能保证测定结果的准确性

和重现性!由于
2C1

为多肽类药物"本身性质较稳定"不易降

解"又由于临床血药浓度监测的及时性"故本实验只研究了
*

i

条件下的
3%4

稳定性"可满足临床标本的检测!

表
-

!!

稳定性结果!

!."

"

M

=

(

8V

"

%E-

#

药物
2C1

*& ,& *&&

15#

*( (& %(&

2C1 *&.( 3,., -+&.-& %*.* *3., %(%.%3

15# -,.- ,'.) *&'.%) %-.) ('., %*+.%,

"$K

!

2C1

与
15'

个体间代谢检测结果
!

%&

例患者全血标本

进行
WDV2?5C

&

5C

检测"对数据进行散点分析"结果如图
-

,

以个体内
15'

&

2C1

为研究对象进行比率分析"结果如图
*

%

(

!由图
-

%

*

可知"

15'

与
2C1

在个体间的代谢无相关性,由

图
(

可见
15'

&

2C1

的比率范围为
-%f

!

-()f

"平均值为

'*3f

!表明
2C1

在骨髓移植患者个体间代谢存在差异"代谢

产物的量和比例不定"造成用免疫法检测
2C1

浓度时"不同患

者的免疫交叉反应程度不同"质谱法检测结果与免疫法检测结

果差别较大"二者无固定的换算系数!

"$L

!

2C1

与
15'

个体内代谢检测结果
!

对
%&')

年
-

月
''

日至
%&')

年
*

月
'&

日潘某的
2C1

全血标本进行回顾性检测

分析"对其检测结果进行比率分析和散点分析"结果如图
)

%

3

!

由图
)

%

3

可见"

15'

&

2C1

比率范围为
%3f

!

'*3f

"波动较

大"表明
2C1

在骨髓移植患者个体内代谢存在差异"代谢产物

的量和比例不确定"造成用免疫法检测
2C1

浓度时"同一患者

的免疫交叉反应程度不同"质谱法检测结果与免疫法检测结果

存在较大差别"二者无固定的换算系数!

图
-

!!

15'

和
2C1

离散分析!

%E%&

#

图
*

!!

15'

(

2C1

相关性分析

图
(

!!

15'

(

2C1

比率分析

图
)

!!

15'

和
2C1

比率分析
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图
3

!!

15'

和
2C1

离散分析

#

!

讨
!!

论

!!

2C1

广泛应用于骨髓移植患者"由于
2C1

治疗窗窄"其

浓度受移植后时间和其他药物代谢的影响显著"并且患者需长

期服药"

2C1

血药浓度监测就显得尤为重要!同时"

2C1

口服

生物利用度约为
-&f

"主要经肝脏代谢"代谢产物种类众多%

比例各异"决定了临床医师对
2C1

血药浓度检测方法的选择!

2C1

浓度检测方法较多"有
WDV2

%

6#1

%

0D#1

%

25#1

和

WDV2?5C

&

5C

法等"不同的
2C1

血药浓度检测方法所测得

的
2C1

血药浓度水平不同"影响临床医师和临床药师对
2C1

结果的解读"进而影响患者的治疗"因此临床医师和临床药师

在分析
2C1

结果时应该注意检测方法"各实验室在发放检测

结果时也应注明检测方法"利于临床对结果进行分析"准确调

整患者药物剂量"使骨髓移植患者应用
2C1

剂量更为合理"降

低毒性反应和排斥反应的发生"提高患者的生存率!

本实验建立同时测定骨髓移植患者
2C1

及
15'

血药浓

度的
WDV2?5C

&

5C

法"能快速%准确及高灵敏地检测全血中

2C1

及
15'

浓度!采用
2C!

作内标"通过七水硫酸锌裂解

红细胞"用甲醇沉淀蛋白处理样品"线性良好"适于临床应用血

药浓度监测!同时"该处理方法简单"易操作和重复"用于

2C1

和
15'

母体药物测定准确度高"特异性强!

15'

为
2C1

众多代谢产物中含量较多的一种代谢产物"

通过检测
15'

与
2C1

在个体间及个体内的变化"可为
2C1

血药浓度监测方法的选择提供依据!由本文可知"

15'

与

2C1

在骨髓移植患者个体间及个体内比例各异"进一步推测

可知
2C1

代谢产物的比例在个体间及个体内代谢存在偏倚"

并且
2C1

代谢产物的活性各异"免疫法如
6#1

%

0D#1

%

25#1

均存在不同程度的免疫交叉反应"使
2C1

测量结果偏高"偏高

的程度与
2C1

代谢产物的种类和量有关!因此"

2C1

母体药

物的准确检测就显得非常必要"而
WDV2?5C

&

5C

不仅能准确

检测
2C1

母体药物含量而且耗时较短"能满足临床快速检测

的需求!
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