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超高效液相色谱质谱联用法测定人痰液中抗结核药物乙胺丁醇和阿米

卡星浓度

黄中依１，２，贾小芳１，席秀红１，焦萍２，尹林１，孙涛１，张丽军１
（１．上海市公共卫生临床中心，上海 ２０１５０８；２．湖北理工

学院化学与化工学院，湖北 黄石 ４３５０００）

摘要：目的　建立超高效液相色谱串联质谱法测定人痰液中乙胺丁醇（ｅｔｈａｍｂｕｔｏｌ，ＥＭＢ）和阿米卡星（ａｍｉｋａｃｉｎ，ＡＭＫ）２种抗结
核药物浓度的检测方法，为指导临床用药提供帮助。方法　痰液样品经磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）稀释匀浆后采用蛋白质沉淀法进
行样品提取后进样分析。以含０１％甲酸水溶液０１％甲酸乙腈溶液 （８０∶２０）为流动相，流速０３５ｍＬ·ｍｉｎ－１，采用 ＡＣＱＵ
ＩＴＹＵＰＬＣＨＳＳＴ３ｃｏｌｕｍｎ柱（２１ｍｍ×１００ｍｍ，１８μｍ）分离；采用电喷雾电离源，以多反应监测（ｍｕｌｔｉｐｌｅｒｅａｃｔｉｏｎｍｏｎｉｔｏ
ｒｉｎｇ，ＭＲＭ）扫描模式进行正离子检测。结果　测定痰液中 ＥＭＢ和 ＡＭＫ分别在 ４８～１２０００ｎｇ·ｍＬ－１（ｒ＝０９９７８）、
３２０～８００００（ｒ＝０９９９５）ｎｇ·ｍＬ－１内线性关系良好。日内和日间精密度均小于９２％，提取回收率处于９６６５％ ～１０６３５％
之间。同时该方法成功用于 ５例临床患者痰液样本分析，乙胺丁醇的浓度为 １４８５～９１９ｎｇ·ｍＬ－１，未服用阿米卡星。
结论　该方法快速简便，灵敏度高，测定结果可靠，已能够服务于临床治疗药物监测。
关键词：乙胺丁醇；阿米卡星；结核；液质联用；痰液
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　　结核病是一种严重危害人类健康的慢性传染
病，可侵及许多脏器，主要以肺部结核感染为主。

２０１６年全球新发结核病约１０４０万例，死于结核病
约１３０万例。我国 ２０１６年的新发肺结核人数为
８９５万，占全球的８６％。尽管异烟肼、利福平、吡
嗪酰胺和乙胺丁醇（ｅｔｈａｍｂｕｔｏｌ，ＥＭＢ）（４种一线抗
结核药药物可以有效治疗结核病，但仍有部分患者

难以治愈，仅约８７％的新发患者和４１％的利福平耐
药患者治疗成功［１］。

导致患者治疗失败的主要原因是耐药甚至耐多

药结核菌的产生。导致耐药的一个重要原因则是药

物浓度低于有效治疗浓度。据目前研究，在耐药患

者中，有约６０％患者的二线药物的血药浓度低于治
疗窗［２４］。可能的原因有药物药物相互作用，患者
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个体代谢的差异等［５］。导致治疗失败的另一个原

因在于药物的毒副作用引起的依从性差甚至停药。

如异烟肼、利福平等容易损害肝脏［６］，链霉素、卡那

霉素（别名：阿来卡那霉素）、卷曲霉素损害肾脏功

能［７８］。而药物毒副作用的很大一部分原因是药物

过量。

对于这些药量不足或者过量的患者需要调整

用药剂量，治疗药物监测（ＴＤＭ）为调整临床用药
剂量提供了快速直接的依据，已经成为结核治疗

中的一个新的发展方向［８］。目前结核耐药检测主

要依靠痰培养方法，该方法所需时间较长，造成了

对疗效的判断相对滞后。而 ＴＤＭ方法具有快速、
通量大等优点更利于个体化给药研究的临床推

广。在抗结核药物中，仅有文献［９］报道血液中
ＥＭＢ、利福平、吡嗪酰胺几个药物测定的高效液相
色谱（ＨＰＬＣ）或者液相色谱串联质谱（ＬＣＭＳ）方
法。

尽管基于血液的 ＴＤＭ能够从侧面快速地了解
药物在体内的浓度情况［１０］，然后由于肌体天然屏

障的存在，血液中的药物浓度不能准确反映病灶

（如结核患者肺部空洞）中药物浓度。痰液直接与

结核肺部空洞相连，痰中药物浓度可能与结核空

洞中的药物浓度一致［１１］，与肺部疾病的疗效密切

相关［１２］。在一项针对慢阻肺病（ＣＯＰＤ）患者的阿
莫西林研究中发现，在７８％患者痰液中阿莫西林
的药物浓度小于９０％最小抑菌浓度（ＭＩＣ９０），血中
只有３０％的患者小于 ＭＩＣ９０

［１３］。患者痰液中阿莫

西林的浓度大于 ＭＩＣ９０者其平均住院天数为 ７ｄ，
其住院天数比浓度小于ＭＩＣ９０的患者少３ｄ

［１２］。因

此，痰液中药物浓度不等同于血液中的，且其对结

核耐药的预测与个体化用药的指导可能比血液中

更有帮助。

然而目前笔者尚未见痰液中抗结核药物浓度检

测方法报道，发展高灵敏、高通量的针对痰液中多种

药物的抗结核药物同时定量的方法对指导结核患者

的个体化给药具有重要意义。

１　材料与方法
１１　仪器

超高效液相色谱仪 （包括二维溶液管理系统、

样品管理系统和柱温控制系统，美国Ｗａｔｅｒｓ公司）；
ＡＰＩ５５００三重串联四极杆质谱仪，电喷雾电离源
（ＥＳＩ）以及 Ａｎａｌｙｓｔ１４１数据处理系统（美国 Ａｐ
ｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司）；Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ５４１５Ｒ低温高速
离心机（德国艾本德公司）。

１２　药品和试剂
盐酸 ＥＭＢ对照品 （纯度为 １００％，批号：

ＨＺＭ４８９，美国药典会）；阿米卡星（ａｍｉｋａｃｉｎ，ＡＭＫ）
对照品（纯度为７４９１％，批号：２００２０４，中国药品生
物制品检定所）；乙胺丁醇氘 ４（ＥＭＢｄ４）对照品
（化学纯度为９８％，同位素纯度为９９３％，批号：１
ＷＥＮ５１４，加拿大多伦多研究化学）；硫酸安普霉素
（ＡＰＭ）对照品（８９６％，硫酸占 ２７２％，批号：
３１２０５２０１７３２４，德国 ＤＲ公司）；乙腈和甲酸为色
谱纯。

１３　色谱条件
色谱柱：ＡＣＱＵＩＴＹＵＰＬＣＨＳＳＴ３１８μｍｃｏｌ

ｕｍｎ（２１ｍｍ×１００ｍｍ，Ｗａｔｅｒｓ公司）；ＳｅｒｉａｌＮｏ：
０１８８３６２９１３５１６１（美国 Ｗａｔｅｒｓ公司）；流动相：Ａ：
０１％甲酸水溶液；Ｂ：０１％甲酸乙腈；流速：０３５
ｍＬ·ｍｉｎ－１；柱温：３５℃；分析时间为每个样品 ５
ｍｉｎ，进样量为２μＬ，采用自动进样方式。
１４　质谱条件

电喷雾电离源（ＥＳＩ），正离子扫描，源喷射电
压：５５００Ｖ，温度：５５０℃，碰撞气 Ｍｅｄｉｕｍ，气帘气
２７５８ｋＰａ，离子源气体１为４１３７ｋＰａ，离子源气体
２为４１３７ｋＰａ，扫描方式为 ＭＲＭ，每种化合物的质
谱仪扫描参数见表１。
１５　储备液、工作液、质控样品和内标的制备

分别精密称取ＥＭＢ１０６７９ｍｇ和ＡＭＫ对照品
１６２８ｍｇ分置于１０ｍＬ量瓶中，加入纯水定容至１０
ｍＬ。精密量取各溶液适量混合加入体积分数２０％
甲醇制备成混合对照品溶液，最后用体积分数２０％

表１　盐酸乙胺丁醇（ＥＭＢ）、盐酸乙胺丁醇ｄ４（ＥＭＢｄ４）、阿米卡星（ＡＭＫ）及硫酸安普霉素（ＡＰＭ）质谱扫描参数
Ｔａｂ１　ＭＳＳｃａｎｎｉｎｇｐａｒａｍｅｔｅｒｓｆｏｒｔｈｅＥＭＢ、ＥＭＢｄ４、ＡＭＫａｎｄＡＰＭ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ　　 Ｑ１ Ｑ３ ＤＰ／ｖｏｌｔｓ ＣＥ／ｖｏｌｔｓ ｔ／ｍｓ

ＥＭＢ ２０５１ １１６１ ７０ １９ １００

ＥＭＢｄ４ ２０９１ １２０２ ５７ ２０ １００

ＡＭＫ ５８６３ ４２５３ ５０ ２５ １００

ＡＰＭ ５４０１ ２１７１ １６ ３３ １００
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甲醇梯度稀释得系列混合标准工作液，工作液的质

量浓度为：ＥＭＢ：１２０、４８、２４、１２、６、３、０９６和 ０４８
μｇ·ｍＬ－１；ＡＭＫ：８００、３２０、１６０、８０、４０、２０、６４和
３２μｇ·ｍＬ－１。质控样品：精密称取盐酸 ＥＭＢ
２１７１ｍｇ和ＡＭＫ８５４４ｍｇ分置于１０ｍＬ量瓶中，
加入纯水定容至１０ｍＬ。精密量取各溶液适量混合
加入体积分数２０％甲醇制备成混合对照品溶液，最
后用体积分数２０％甲醇梯度稀释得系列混合标准
工作液，工作液的质量浓度为：ＥＭＢ：９６、９６、０９６、
０４８μｇ·ｍＬ－１；ＡＭＫ：６４０、６４、６４、３２μｇ·ｍＬ－１。
内标工作液：精密称取 ＡＰＭ４７１１ｍｇ和 １０ｍｇ
ＥＭＢｄ４分置于１０ｍＬ量瓶中，加入纯水定容至１０
ｍＬ。分别量取 ０５和 ０２ｍＬ上述 ２种内标储备
液，转移至同一个１０ｍＬ量瓶中，用体积分数２０％
甲醇稀释，定容至 １０ｍＬ，获得混合内标工作液
（ＡＰＭ质量浓度为 ６２５μｇ·ｍＬ－１，ＥＭＢｄ４为
５９６μｇ·ｍＬ－１）。
１６　痰液样品处理

先匀浆使痰液液化后量取其体积，加入１５倍
体积的ＰＢＳ匀浆，获得痰液样品。１００μＬ痰液加入
１０μＬＡＭＫ和ＥＭＢ混合工作液，再加入１０μＬ内标
工作液，加入１９０μＬ沉淀剂１５％ 三氯乙酸（Ｗ／Ｖ），
震荡混匀３ｍｉｎ，离心（４℃，１２０００×ｇ，５ｍｉｎ），吸取
２０μＬ上清，加入２００μＬ稀释剂（２０％乙腈，０１％
甲酸，２％七氟丁酸酐），震荡混匀３ｍｉｎ，再次离心
（４℃，１２０００×ｇ，５ｍｉｎ），吸取１００μＬ上清至进样
瓶中，进样２μＬ。
１７　选择性

取６个不同来源的空白痰液１００μＬ，除不加对
照品和内标外，其余按“１６”项下方法操作，进行
ＬＣＭＳ／ＭＳ分析获得色谱图，考察空白痰液中的内
源性物质是否干扰待测物及其内标的测定。

１８　标准曲线
取空白痰液１００μＬ，分别依次加入各浓度混合

标准工作溶液１０μＬ和混合内标溶液１０μＬ，配制
成一系列质量浓度的标准曲线痰液样品，按“１６”
项下方法进行操作。以待测物质量浓度（ρ）为横坐
标，以待测物与内标峰面积比值（Ａｓ／Ａｉ）为纵坐标，
采用加权最小二乘法（权重因子 ｌ／ρ２）进行线性回
归得到标准曲线。

１９　精密度与准确度
取空白痰液１００μＬ，用质控工作液和内标工作

液各１０μＬ配制２个化合物的定量下限、低、中、高
４个浓度水平的质控样品，按“１６”项下方法操作。

每个质量浓度的６份样品在同一分析批中进行分
析，连续测定３个分析批，以当日的随行标准曲线计
算样品的测定质量浓度，与配制的质量浓度对照，求

得本方法的精密度与准确度。精密度由相对标准差

（ＲＳＤ）表示。
日内准确度和精密度由一个分析批中的每个质

控样品浓度点的６个平行样计算得到。日间准确度
和精密度由３个连续的分析批中的每个质控样品浓
度点的１８个平行样计算得到。
１１０　提取回收率

取空白痰液１００μＬ，用质控工作液 １０μＬ和
内标工作液１０μＬ配制低、中、高３个浓度的样品，
然后按“１６”项下方法进行处理，每一浓度进行６
样本分析得分析物峰面积（Ａ１）和对应的内标峰面
积。同时另取空白痰液 １００μＬ，除不加对照品溶
液和内标溶液外，按“１６”项下方法操作，取 １９０
μＬ上清液，加入相应浓度的标准溶液 ５μＬ和内
标溶液５μＬ，涡旋２ｍｉｎ混匀，转移１００μＬ至进
样瓶，２μＬ进样分析，获得相应分析物峰面积
（Ａ２）和对应的内标峰面积。以前一种处理方法
的分析物峰面积（Ａ１）与内标峰面积比值的平均
值同后一种处理方法的分析物峰面积（Ａ２）与内
标峰面积比值的平均值进行比值计算，得到提取

回收率。

１１１　基质效应
取６份不同来源空白痰液，配制低、中、高３个

浓度的样品，然后按“１６”项下方法进行处理，每一
浓度进行６样本分析得峰面积（Ａ３）。同时另外以
流动相代替痰液，然后按“１６”项下方法进行处理，
每一浓度进行６样本分析得到峰面积（Ａ４）。以前
一种处理方法的分析物峰面积（Ａ３）与内标峰面积
比值的平均值同后一种处理方法的分析物峰面积

（Ａ４）与内标峰面积比值的平均值进行比值计算，得
到基质效应。

１１２　稳定性
冻融循环稳定性由测定２个浓度的质控样品

（ＬＱＣ、ＨＱＣ）各３个平行样进行评价。经过３次冻
融循环（－８０℃），这些ＱＣ样品和新鲜配制的校正
曲线样品同时分析，稳定性由测定值来评价。

样品制备后自动进样器（４℃）放置２４ｈ稳定
性由测定２个浓度的质控样品（ＬＱＣ、ＨＱＣ）各３个
平行样进行评价。这些样品在处理及复溶后，在自

动进样器放置２４ｈ后，与新鲜配制的校正曲线同时
进样分析，稳定性由测定值来评价。
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长期冷冻存储稳定性由测定２个浓度的质控样
品（ＬＱＣ、ＨＱＣ）各３个平行样进行评价。这些 ＱＣ
样品在冰箱中－８０℃冷冻保存２５ｄ后，分别与新鲜
配制的校正曲线样品同时分析，稳定性由测定值来

评价。

室温稳定性由测定ＬＱＣ、ＨＱＣ各３个平行样进
行评价。这些ＱＣ样品在室温下放置２４ｈ后，与新
鲜配制的校正曲线样品同时分析，稳定性由测定值

来评价。

１１３　方法学应用
在获得上海市公共卫生临床中心伦理批件后，

志愿者签署知情同意书。收集５例结核患者的痰液

样本，并以当日的随行标准曲线测得痰液中目标药

物的浓度。

２　结　果
２１　质谱分析

在选定的质谱条件下，ＡＭＫ、ＡＰＭ、ＥＭＢ和
ＥＭＢｄ４主要生成 ［Ｍ ＋Ｈ］＋离子峰，分别为
ｍ／ｚ５８６３、５４０１、２０５１和 ２０９１。选 择 性 对
［Ｍ＋Ｈ］＋进行 ＭＳ２产物离子全扫描质谱分析（图
１），ＡＭＫ、ＡＰＭ、ＥＭＢ和 ＥＭＢｄ４的主要碎片离子分
别为ｍ／ｚ４２５３、２１７１、１１６１和１２０２，将其作为多
反应监测 （ＭＲＭ）扫描时监测的产物离子。

图１　人痰液中抗结核药物及其内标的质谱图
一级质谱图：Ａ，Ｃ，Ｅ，Ｇ：分析物的正离子峰用箭头指示；二级质谱图：Ｂ，Ｄ，Ｆ，Ｈ：箭头所指标记为ＭＳ／ＭＳ的为各分析物的碎片离子，ＭＳ为二级谱图中检测到的母离子

Ｆｉｇ１　Ｔｈｅｍａｓｓｓｐｅｃｔｒａｏｆｐａｒｅｎｔｉｏｎａｎｄｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆａｎｔｉｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓｄｒｕｇｓａｎｄｔｈｅｉｒｉｓｏｔｏｐｅｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄｉｎｈｕｍａｎｓｐｕｔｕｍ
ＭＳｐｒｏｆｉｌｅｓ：Ａ，Ｃ，Ｅ，Ｇ，ｔｈｅｐｅａｋｏｆｐｏｓｉｔｉｖｅｉｏｎｏｆｅａｃｈａｎａｌｙｓｔｓｈｉｇｈｌｉｇｈｔｅｄｂｙａｒｒｏｗｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ＭＳ／ＭＳｐｒｏｆｉｌｅｓ：Ｂ，Ｄ，Ｆ，Ｈ，ｔｈｅ－ＭＳ／ＭＳｐｅａｋｈｉｇｈｌｉｇｈｔｅｄｂｙａｒ

ｒｏｗｓｗａｓｔｈｅｆｒａｇｍｅｎｔｉｏｎｏｆｅａｃｈａｎａｌｙｓｔ，ｔｈｅ－ＭＳｐｅａｋｏｆｔｈｅｐａｒｅｎｔｉｏｎｏｆｅａｃｈａｎａｌｙｓｔｄｅｔｅｃｔｅｄｉｎｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ（ＭＳ２）ｗａｓａｌｓｏｈｉｇｈｌｉｇｈｔｅｄｂｙａｒｒｏｗｉｎｉｔｓＭＳ／ＭＳｐｒｏｆｉｌｅ，

ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ
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２２　方法学验证
２２１　选择性　各样品峰具有很好的分辨率，空白
人痰液中的内源性物质不干扰待测物和内标的测

定，且同位素内标不干扰待测物的测定。空白痰液、

空白痰液加待测物对照品溶液、空白痰液加内标对

照品溶液及空白痰液加待测物对照品和内标对照品

溶液的痰液样品色谱图，见图２。
２２２　标准曲线、线性范围和定量下限　用加权
（Ｗ＝１／ρ２）最小二乘法进行回归运算，求得的标准
曲线的相关系数（ｒ２）均大于０９９００。ＥＭＢ和ＡＭＫ
的典型回归方程分别为 Ｙ＝００００９１７ρ－０００８６９
（ｒ＝０９９９５）和Ｙ＝０００１４８ρ＋００１７２（ｒ＝０９９７８）。

其痰液药物浓度分别在４８～１２０００和３２０～８００００
ｎｇ·ｍＬ－１内线性关系良好，定量下限分别为４８和
３２０ｎｇ·ｍＬ－１。
２２３　精密度和准确度　本方法２种药物的日内
准确度在 ９８９３％～１１０２５％ 之间，精密度在
１８％～９２％ 之 间 （表 １）。日 间 准 确 度 为
９９６０％～１０９９９％，日间精密度为 ２１％～１１６％
（表２）。
２２４　样品提取回收率　结果表明，ＥＭＢ低、中、高
质控样品提取回收率平均值分别为 ９６７６％、
１０６５３％和１０１９０％；ＡＭＫ低、中、高质控样品提取
回收率平均值分别１０１７１％、１０８６２％和１００３１％。

图２　ＡＭＫ和ＥＭＢ及其内标的多反应监测（ＭＲＭ）色谱图
空白痰液提取物：Ａ－阿米卡星；Ｂ－安普霉素；Ｅ－乙胺丁醇；Ｆ－乙胺丁醇ｄ４；空白痰液中加药物：Ｃ－阿米卡星０３２μｇ·ｍＬ－１；Ｄ－安普霉素０６２５μｇ·ｍＬ－１；

Ｇ－乙胺丁醇００４８μｇ·ｍＬ－１；Ｈ－乙胺丁醇ｄ４０５９６μｇ·ｍＬ－１

Ｆｉｇ２　ＭＲＭＣｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆＡＭＫａｎｄＥＭＢ，ａｎｄｔｈｅｉｒｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄｓ
ｂｌａｎｋｓｐｕｔｕｍｗｉｔｈｏｕｔｓｔａｎｄａｒｄｓ：Ａ－ＡＭＫ；Ｂ－ＡＰＭ；Ｅ－ＥＭＢ；Ｆ－ＥＭＢｄ４；ｂｌａｎｋｓｐｕｔｕｍｗｉｔｈｓｔａｎｄａｒｄｓ：Ｃ－ＡＭＫ０３２μｇ·ｍＬ－１；Ｄ－ＡＰＭ０６２５μｇ·ｍＬ－１；Ｇ－

ＥＭＢ００４８μｇ·ｍＬ－１；Ｈ－ＥＭＢｄ４０５９６μｇ·ｍＬ－１
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表１　痰液中ＥＭＢ和ＡＭＫ的日内准确度和精密度．ｎ＝６
Ｔａｂ１　ＴｈｅｉｎｔｒａｄａｙｐｒｅｃｉｓｉｏｎａｎｄａｃｃｕｒａｃｙｏｆＥＭＢａｎｄＡＭＫ
ｉｎｈｕｍａｎｓｐｕｔｕｍ．ｎ＝６

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ
ρ／ｎｇ·ｍＬ－１

Ｓｐｉｋｅｄ Ｍｅａｓｕｒｅｄ

Ａｃｃｕｒａｃｙ

／％

Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ

／％

ＥＭＢ ４８９９ ５４０ １１０２３ ２４

９７９９ ９８９ １００９３ ３８

９７９９ ９８３６ １００３８ １８

９７９９ ９６９３ ９８９２ ４１

ＡＭＫ ３２１４ ３３３１ １０３６４ ５５

６４２８ ６１１３ ９５１０ ９２

６４２８ ６５３９ １０１７３ ３１

６４２８０ ６７４９０ １０４９９ ２９

表２　痰液中ＥＭＢ和ＡＭＫ的日间准确度和精密度．ｎ＝１８
Ｔａｂ２　ＴｈｅｉｎｔｅｒｄａｙｐｒｅｃｉｓｉｏｎａｎｄａｃｃｕｒａｃｙｏｆＥＭＢａｎｄＡＭＫ
ｉｎｈｕｍａｎｓｐｕｔｕｍ．ｎ＝１８

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ
ρ／ｎｇ·ｍＬ－１

Ｓｐｉｋｅｄ Ｍｅａｓｕｒｅｄ

Ａｃｃｕｒａｃｙ

／％

Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ

／％

ＥＭＢ ４９ ５４０ １０９９９ ２１

９８ ９８３ １００２３ ２７

９８０ ９８８ １００８３ ３０

９８００ ９７５９ ９９６０ ４１

ＡＭＫ ３２０ ３５０９ １０５１８ １１６

６４１ ６２６９ ９９２２ ９１

６４１４ ６４９４ １００９９ ３９

６４１４０ ６６２９４ １０３０９ ５５

２２５　基质效应　结果表明，ＥＭＢ在低、中、高浓
度经内标校准的基质效应分别为 １００３８％、
１０１４３％和１００７５％，ＲＳＤ均小于３３０％；ＡＭＫ在
低、中、高浓度经内标校准的基质效应分别为

８８０７％、１００５０％和９９６０％，ＲＳＤ均小于６７８％。
２２６　稳定性　测定结果表明，２种抗结核药物的
痰液样品室温放置２４ｈ、－８０℃经过 ３次冻融循
环、在－８０℃下放置２５ｄ和自动进样器放置２４ｈ
均稳定，准确度皆满足８５％ ～１１５％，精密度皆小于
９４％，相关数据见表３。
２３　临床样品分析结果

盲态分析了５份结核病人的痰液标本，５份标本
中均含有抗结核药物 ＥＭＢ，不含有 ＡＭＫ，其中 ＥＭＢ
质量浓度从１４８５到９１９ｎｇ·ｍＬ－１。结果见表４。

３　讨　论
ＥＭＢ为浓度依赖性抗菌药物，药物浓度越高，

杀菌、抑菌作用越强，在保证安全的前提下，应使用

大剂量、单次给药，从而提高峰值浓度［７８］，ＡＭＫ为
氨基糖苷类抗生素，二线药物，疗效较差、毒性较大，

　　　表３　不同贮存条件下痰液中ＥＭＢ和ＡＭＫ的稳定性．ｎ＝３
Ｔａｂ３　ＳｔａｂｉｌｉｔｙｏｆＥＭＢａｎｄＡＭＫｉｎｈｕｍａｎｓｐｕｔｕｍｕｎｄｅｒｖａ
ｒｉｏｕｓｓｔｏｒａｇｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ．ｎ＝３

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ
Ｓｔｏｒａｇｅ

ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ

ρ／ｎｇ·ｍＬ－１

Ｓｐｉｋｅｄ　　 Ｍｅａｓｕｒｅｄ

Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ

／％

ＥＭＢ Ａｕｔｏｓａｍｐｌｅｒ（２４ｈ） ＬＱＣ（９８） ９８５ １７

ＨＱＣ（９８００） ９４９９０ １４

Ｂｅｎｃｈ（２４ｈ） ＬＱＣ（９８） １０３０ ６７

ＨＱＣ（９８００） ９５５７０ ０９

Ｔｈｒｅｅｆｒｅｅｚｅｔｈａｗ ＬＱＣ（９８） ９５９ ２２

ＨＱＣ（９８００） ９３７７ ５０

２５ｄａｙｓａｔ－８０℃ ＬＱＣ（９８） ９７３ ０６

ＨＱＣ（９８００） ９７３３ ３２

ＡＭＫ Ａｕｔｏｓａｍｐｌｅｒ（２４ｈ） ＬＱＣ（６４１） ６７３１ ６０

ＨＱＣ（６４１４０） ６２６０７ １６

Ｂｅｎｃｈ（２４ｈ） ＬＱＣ（６４１） ６４６１ ９９

ＨＱＣ（６４１４０） ６４６３０ ２６

Ｔｈｒｅｅｆｒｅｅｚｅｔｈａｗ ＬＱＣ（６４１） ６４２７ ９４

ＨＱＣ（６４１４０） ６０１６６ ８４

２５ｄａｙｓａｔ－８０℃ ＬＱＣ（６４１） ６５４ ３５

ＨＱＣ（６４１４０） ６６１６７ ５８

表４　盲态测定５份结核患者痰液中ＥＭＢ和ＡＭＫ浓度
Ｔａｂ４　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｂｌｉｎｄｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＥＭＢ
ａｎｄＡＭＫｉｎｈｕｍａｎｓｐｕｔｕｍ

ＳａｍｐｌｅＮｏ ρＥＭＢ／ｎｇ·ｍＬ－１ ρＡＭＫ／ｎｇ·ｍＬ－１

１ ４５４ ０

２ ２６０ ０

３ ３５８ ０

４ １４８５ ０

５ ９１９ ０

用于对一线抗结核药产生抗药性或不能耐受的患

者。开展病灶部位药物浓度检测对临床用药具有重

要的意义。本试验开发了基于 ＬＣＭＳ同时定量 ２
种抗结核药物痰液中药物浓度测定的方法。发现２
种药物在正离子模式下均有较强的 ＭＲＭ信号响应
且稳定。方法处理方法简单［６，９］、快速、测得各化合

物的最低检出限均较低，且准确度、精密度和提取回

收率良好。另外，根据目前文献［１０］资料，ＥＭＢ和
ＡＭＫ在成人患者血液中的峰值浓度 ρｍａｘ推荐范围
分别为２０００～６０００和３５０００～４５００００ｎｇ·ｍＬ－１。
通过检测发现，痰液中药物浓度远小于推荐的峰

值浓度。因此，不能用血浆浓度数据去推测痰液

中的药物浓度，监测痰液中抗结核药物浓度对结

核患者的临床用药具有重要意义。基于高效液

相色谱或者色谱串联质谱的方法因其高通量和

高灵敏度的特点能为药物定量分析提供快速有

·７９０１·
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效的方法［１１］。本试验仅在 ４例临床样本中进行
了方法验证，无法全面反馈患者痰液中药物浓度

情况，方法尚需在更大标本量中进行应用与验

证，但本试验开发的痰液中同时测定多种抗结核

药物浓度方法已能服务于临床，为临床治疗药物

监测提供技术支持。
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