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液相色谱一质谱联用(1iquid chromatogr8phy—mass spec一

￡rome￡ry，LC—MS)技术是当代最强有力的分离和鉴定分析系

统之一。近年来，LC—MS技术在医院药学领域得到了广泛应

用，本文就LC—MS技术的特点及其在医院药学工作中的应

用作一简要综述。

1 LC—MS技术简介

LC—MS是以发展成熟的液相色谱(1iquid chromat091．a—

Phy，LC)技术为分离于段、采用质谱(mass 8pectrome‘ry，MS)

为检测器的一种综合性在线分析技术。它集LC的高分离能

力与MS的高灵敏度、极强的专属性与特异性于一体，具有传

统MS分析技术小可比拟的优越性。与传统的LC检测器如

紫外、荧光等检测器不同，MS是一种通用型检测器。它检测

的是离子质量而非基于化合物特定基团或结构的信号。通过

多种电离方式，MS可使各种样品分子得到有效的电离，经质

量分析器分离后均可被检测，具有广泛适用性。同时，获得的

化合物质谱图也解决了LC定性的局限性。通过MS的多种

扫描方式和质量分析技术，可实现对目标化合物特征离子的

选择性检测，极大的提高了分析的专属性，并且排除了基质

和杂质的干扰，大大提高了检测灵敏度”J。

LC—MS技术的关键在于如何将经LC分离出的液体组分

引入高真空的MS。这一关键技术被称为“接口”，接口同时又

是MS仪的电离装置。大气压离子化(atmospheric pressu”

ionization，API)接口的应用，彻底改变了LC—MS的面貌。2’3 J，

使得LC—MS技术在分离分析领域得到了前所未有的发展和

应用。API是在大气压条件下的质谱离子化技术的总称，包括

电喷雾离子化(electmspray ionization，ESI)，大气压化学离子

化(atmospheric chemical ionization，APCI)和大气压光离子化

(atmospheric pressuIe photoionization，APPI)等技术。目前应用

最广泛的API技术是ESI和APCI。

ESI是一种很温和的离子化按术，多用于中等极性到强

极性、非挥发性、热不稳定的化合物，特别是那些在溶液中能

预先形成离子的化合物和可以获得多个质子的大分子物质

(如蛋白质)阻l。只要有相对较强的极性，ESI对小分子的分析

常常可以得到满意的结果，已在LC—MS仪中得到广泛应用。

借助气动辅助和超声等雾化技术，ESI已可在2 ml／min的高

流速下工作。通过形成多电荷离子，相对分子质量分析上限

已达到150×103，可对经LC分离的牛物大分子进行直接进样

分析一J。与其他离子源不同，ESI的表现行为如浓度型检测

器，因此可以不受样品量的限制，可采用柱后分流技术，同时

收集经色谱纯化的样品，同时使用与MS仪平行的另一检测

器，或以较低流速通过离子源以增加离子化效率。近年来，

ESI在低流速范围内得到了发展，出现了一种称之为纳升电

喷雾的装置。通过这种喷雾装置，可在25 nl／min的低流速下

稳定喷雾，从而使毛细管LC法得以与ESI—MS连接起来，尤

其适合微量样品的高灵敏度分析扣】。

在APCI离子源中，样品溶液借助于雾化气的作用，喷入

高温蒸发器，使得溶剂和溶质均成为气体，通过电晕放电来

电离气相中的分析物。因此APCI适合分析具有一定挥发性

的中、低极性小分子化合物，如醇和醚等。此外，APCI通常易

与正相色谱连接。非极性溶剂易于蒸发，生成的试剂离子是

强气相酸，易于将质子转移至样品分子。

APPI是在大气压下利用光化作用将气相分析物离子化

的技术，其适用范围与APCI相似，是对APCI的补充。基质辅

助激光解吸离子化(matrix assisted laser desorption ionization，

MAT。DI)是近年来发展较快的一种离子化技术。MALDI是将

样品加入到一种能够强烈吸收入射激光的基质中，通过能量

转移产生样品的分子离子或准分子离子。MALDI常与飞行时

问质谱联用测定高质量数分子，其灵敏度高，样品制备简单，

现已被广泛应用于蛋白质、肽类、核苷酸、多糖以及合成聚合

物等的检测。由于其自身特点MALDI与LC的联用多为非在

线方式进行，将LC分离的大分子物质点样于MALDI靶上，

从而通过MALDI一串联质谱(MS／MS)进行自动鉴定_7 J。Boyan

等8。于2004年发表的文章中，介绍了一种MALDI—MS与LC

在线连接的新型接口技术一热液滴接口，并且应用这种接口

分析了大肠埃希菌K12中的水溶性蛋白成分。这种接口的出

现可能改变MALDI与LC—MS无法在线联用的状况。

目前常用的质谱仪包括四级杆、离子阱、飞行时间和傅

里叶变换MS等。ESI、APCI与APPI三种离子源大多与四级
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杆、离子阱和飞行时间质谱联用，是Ij前1．C—MS仪中应用最

广泛的几种MS技术，⋯。

2 LC—MS技术在医院药学中的应用

2．1药代动力学研究 LC—MS技术是分析和鉴定复杂混合

物的强力一I?具，尤其适用丁体内药物的痕量测定分析。在过

去的10年中，I。C—MS有力地推动了药代动力学的研究发展。

尤其是随着MS／MS的应用，通过多种扫描方式如选择离子

监测(selected or single ion recording，SIR)技术和多反应监测

(mulfiple reaction monicoring，MRM)技术可以大大的提高分

析的专属性，提高灵敏度，改善信噪比，从而对各种复杂生物

样品中的药物及其代谢物浓度精确定量。Wiesen等”训采用

LC—MS／MS法对人血浆及唾液中的霉酚酸及其葡萄糖醛酸

结合物的浓度进行了测定，结果表明，唾液样本中的霉酚酸

及其葡萄糖醛酸结合物浓度线性范同为5～400 ng／mL；Im浆

样本中霉酚酸及其葡萄糖醛酸结合物浓度线性范周分别为

0，08～20 p∥m1．和0．4～100卜∥mL。

经过体内的生物转化，多数药物的代谢产物保留了母体

药物的骨架结构或亚结构，通过碰撞诱导解离可以将化合物

的分子离子或准分子离子打碎，代谢产物与母体药物可能具

有相似的特异性裂解规律，丢失某些相同的中性碎片或形成

相似的特征离子，通过母离子扫描、子离子扫描和r卜性丢失

扫描，结合比较结构信息，即町找到可能的代谢产物并签定

出代谢产物的结构川。于治国等”23用I。C—MS鉴别出6，7一_二

甲氧基香豆素大鼠体内的主要代谢产物，结果是大鼠给药后

0—10 h内，血样巾有药物原犁，胆汁中有两个主要代谢广：物

(M1和M2)，血中、尿中以M为主。Ml和M2的含量占代谢

物总量的80％以上。根据MS断裂规律、推定Ml、M2为药物

经水解脱甲基牛成的羟基化合物，以硫酸酯结合物形式存

在，互为同分异构体。

自Lc—MS技术诞生以来，在药物及其代谢产物研究领

域得到了广泛应用，极大推动了药物研究的进程，并以其独

特的分离鉴定优势，成为了药物代谢研究的有力工具：．

2．2中毒药物筛畲 每年由于误服、滥用或患者遗传因素差

异导致成千上万的患者因药物中毒而无法确定中毒药物，给

重症患者的抢救带来极大同难。仅靠维持患者生命体征往往

使患者贻误最佳治疗时机，而错误推测巾毒药物又极可能适

得其反。』天I此，快速、灵敏、专属性强的申毒药物检测方法是

临床急救急需解决的问题?而体内毒物分析又具有灵敏度要

求高、干扰多、样本少、时间紧迫的特点，常规分析丁I段已无

法满足需求。I。C—Ms／MS技术集高效液相色谱(hi小pe南I-

mance liquid chromatogr8phy，HPLC)的高分离性能与质谱的

高灵敏度、高专属性的优点于一体，冈为其对多数药物结构

的通用性、榆测的专属性和灵敏度等各方面的优势，已迅速

成为临床毒理学研究中采用的主要分析方法。丁春雷等”采

用l。C—MS／MS技术开展中毒药物筛杏一作，并运用该方法为

43例患者成功进行了快速毒物检测分析，为临床抢救赢得了

韦贵的时间。

Smink等”1采用LC—MS／MS同时测定了仓血中33种苯

二氮卓类化合物及其代谢物。样品采用液液苹取，选用APCI

电离源，33种化合物的最低检测限为0．1_v12．6 ng／mL，苹取

回收率为60％～90％Naidong等”1采用LC—MS／MS技术同时

检测了血液中吗啡、吗啡一3一葡萄糖醛酸结合物、吗啡一6一葡

萄糖醛酸结合物。样品采用崮相萃取技术处理，FSI电离源，

绝对回收率70％～93％，最低定量限达0．5～10 n∥mL。上述研

究中均采用串联四极杆MS仪，定量准确、灵敏度高，检测迅

速。

然而在临床实践中发现，中毒药物筛查更需要在广度上

做文章，而非，一味要求定量的高精度，可筛查药物覆盖面窄

将不利于该方法在临床的应用，很可能出现无法筛查出正确

中毒源的结果。MS技术的发展也再次推动了中毒药物检测

手段的进步，新型的混合型串联质谱仪一四极杆一线性离子阱

串联质谱仪的出现成功解决了这一问题，该型仪器是将，j重

四极杆的最后一级四极杆改为线性离了阱设计而成。其特点

在于兼具传统四极fr和离子阱的功能，离子阱模式下灵敏度

更高，能获得更丰富的MS／Ms数据，信息量更大。Mueller等

”6采用QTRAP型的I．C—MS／MS，运用IDA扫描模式，直接将

二级扫描图跟谱库进行对比分析，以化合物的二级碎片特征

峰为指标筛选药物，可同时筛查定性301种化合物。

2．3 治疗药物监测(therapeuti(=dmg monitoring，TDM)

TDM是通过测定血液或其他体液中的药物浓度，并结合临床

疗效，通过药动学、药效学原理调整给药方案，以达到最大治

疗效果和最小毒副作用，其核心是药物治疗个体化。目前临

床实施TI)M的药物主要有地高辛、茶碱、甲氨喋呤、环孢霉

索、他克莫司、西罗莫司等，其特征是毒性强，治疗窗狭窄，因

此，在患者中实施个体化治疗显得尤为重要。目前，TDM主要

采用免疫化学技术，如荧光偏振免疫分析法和微粒子酶免分

析法÷这类方法分析快速、灵敏度较高，适于批昂样品测定。

但这类免疫方法基于抗原抗体结合反应，可能因为这些药物

的代谢产物或结构类似物的非选择性交叉反应使得这些药

物的血药浓度被高估。与免疫技术不同，质谱检测技术足基

于不同的质荷比+测定4i同带电粒子的丰度丽非化合物特定

基团或结构的信号。而MS／MS技术则利用多重(两荸或更

多)质涪串联并通过碰撞池提供不同特点的分子碎片，极大

地提高了选择性。采用LC—MS／MS技术监测治疗药物浓度，

不但可以高选择性监测药物浓度，还可以同时监测药物在体

内的各种代谢产物浓度，，

2．3．1 免疫抑制剂 在最近的几十年里，移植患者的寿命得

到显著的提岛，这主要归功于免疫抑制剂治疗方案的个体化
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调整。免疫抑制剂有毒性强和治疗窗窄的特点。例如，环孢素

有很多副作用包括免疫系统、肾脏、肝脏和神经系统的损害，

在相当多的一部分患者中要不断的调整药量或者停药。而

且，不同个体不同种族血药浓度水平变化很大，不同的联合

用药也影响血药浓度。因此，移植后患者的成功治疗主要依

赖于免疫抑制治疗方案的优化，而治疗方案的优化依赖于常

规的治疗药物监测[17。

Simpson等“8一将样品沉淀蛋白经C8色谱柱分离，以ESI

离子源电离后，采用MS／MS检测，实现了全血中CsA原型药

物及其9种代谢产物的同时定量分析。Dubbelboer等”9。建立

了采用LC—MS／MS技术同时测定他克莫一J及其三种去甲基

化代谢物的方法，并将该方法应用于53份临床样本的测定。

由于HPLC—MS／MS的高灵敏度和高选择性，已经被用

作、一种标准来评估免疫分析的准确性。Mo“is等∞1比较了用

微粒子免疫分析法(microparticle enzyme immunoassy，MEIA)

分析和用已经建立的HPLC—MS／MS法分析不同类型器官移

植的116例患者全血(EDTA抗凝)中西罗莫司的浓度，结果

发现，与HPLC—MS／MS分析相比，MEIA分析的平均偏倚是

(49．2±23．1)％(范围一2．4％一128％)，表明MEIA分析方法可能

仍然存在羟基化和甲基化代谢产物交叉反应的干扰。

Borrows等。21’在80位肾移植术后服用他克莫司的患者中

开展r MEIA法和HPLC—MS法的比较研究。在该研究中，患

者被分成两组，40人采用MEIA法测定全血谷浓度，浓度控

制在10～15斗g／L；另外一组采用HPLC—MS法测定全血谷浓

度，浓度控制在8～13斗g／L。通过6个月的随访发现，两组在

预后的各个方面差异均无统计学意义(患者存活率、移植器

官存活率、剂量调整、移植器官功能、急性排斥反应、。肾毒性、

血压、总胆固醇和感染)。结果证明，即使采用选择性低于

T．C—MS／MS法的LC—MS法监测患者移植术后他克莫司血药

浓度也是安全、有效的。

目前，器官移植患者的免疫抑制治疗方案多为联合用

药，但是合并使用的药物在治疗药物监测时是否会对测定结

果产生相互干扰呢?有研究陋j表明西罗莫司存在对用荧光偏

振免疫法(nuorescence polarization immunoassay，FPIA)测定

环孢素浓度有显著的影响。该项研究以LC—MS法作为参照

方法，与FPIA法结果进行比较，分析了采集自121位肾移植

患者的726份全血，这些患者服用全剂量的环孢素或西罗莫

司加低剂量环孢素。结果表明，对于不同采样时间点的样本，

FPIA法不同程度的高估了环孢素的浓度，而且西罗莫司的存

在对通过该法测得的12 h曲线下面积都有影响。而由于测定

原理的差异，HPLC—MS／MS法能够很好的排除同类药物的干

扰，并可以同时对生物样本中的多种药物浓度进行测定。

Ce封a1．ek等驯运用I￡一MS／MS法同时测定147个肾移植、67

个肝移植和15个肾脏胰脏联合移植和48个骨髓移植患者

共1483个血液样本，对这些样本中的环孢霉素、他克莫司和

西罗莫司进行了定量分析，精密度为2．4％～9．3％，准确率超

过95％。

2．3．2抗真菌药物 随着广谱抗生素、糖皮质激素、免疫抑

制剂的广泛应用，真菌感染的发病率日趋增高，同时由于临

床抗真菌药的大量使用，菌群耐药现象严重。如何合理使用

抗真菌药物，已成为临床亟待解决的问题。有研究Ⅲ3表明，部

分抗真菌药物的血药浓度与治疗疗效和毒性有密切联系。因

此，在抗真菌治疗中开展TDM工作将有利于降低药物毒性，

提高治疗有效率并延缓耐药现象的发生。

三唑类抗真菌药物(氟康唑、伊曲康唑、伏立康唑和泊沙

康唑等)作用于细胞膜，是固醇14—0【一去甲基酶抑制剂。此类

药物具有广谱抗菌活性，副作用相对较少，包括口服及注射

两种剂型，目前广泛应用于预防和治疗侵袭性真菌感染。此

类药物血药浓度的个体差异很大，其药动学特征使其在临床

应用时需要进行TDM。

快捷的血药浓度测定方法是开展TDM的先决条件，LC—

MS技术的发展，使同时测定不同种类的抗真菌药物成为了

可能。Decosterd等瞵j建立采用超高效LC—MS技术测定人血

浆中氟康唑、伊曲康唑、羟基一伊曲康唑、伏立康唑、泊沙康

唑、卡泊芬净、阿尼芬净的方法。该方法样本用量少、前处理

简便，检测迅速，仅需100 M血浆样本，以乙腈沉淀蛋白，上

样后即可在7 min内完成7种药物的检测。该方法可应用于

测定血浆样本、单核细胞、中性粒细胞及红细胞中的上述药

物浓度。

TDM在三唑类抗真菌药物应用于临床中起到了不可或

缺的作用。但目前部分三唑类疗效和毒性与药物浓度的相关

性研究资料尚有欠缺，尤其是不同研究中确定的目标浓度也

并不统一，尚需不断深入研究，但HPLC—MS／MS技术为这些

研究的开展提供了可靠的技术手段【26】。

2．3．3抗肿瘤药物 虽然大多数抗肿瘤药物具有治疗指数

低、毒性大及体内过程个体差异大的特点，理论上应该进行

TDM，但由于其量效关系的复杂性，目前在临床广泛开展

TDM的抗肿瘤药物并不多。Bnchel等田1采用LC—MS／MS技

术同时测定结肠癌患者血浆中的尿嘧啶、二氢尿嘧啶、5一氟

尿嘧啶及5一氟二氢嘧啶一2，4一二酮的浓度，结合测定结果可

在治疗前评估患者二氢嘧啶脱氢酶的活性，指导临床给药。

该方法巧妙地将5一氟尿嘧啶的浓度测定与二氢嘧啶脱氢酶

的活性评估合二为一，有利于指导5一氟尿嘧啶的个体化给

药，并可降低药物毒性。

自2001年第一代酪氨酸激酶抑制剂伊马替尼上市以

来，该类药物已应用于慢性髓性白血病及肝癌等的治疗中。

该类药物的体内代谢个体差异大，国外已有对该类药物进行

TDM的方法学研究报道。Couchman等∞采用96孔固相萃取
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装置处理样本，UPLC—MS／MS技术配合同位素内标测定了伊 析，特别适合临床生物样本定性、定量分析工作。目前，LC一

马替尼、达沙替尼、尼罗替尼等9种酪氨酸激酶抑制剂。该方 MS技术已在医院药学领域得到了广泛应用，本文仅对于其

法前处理简便，一次可处理近百份样本，分析速度快，适合常 中的一些应用进行了综述。可以预见，随着LC—MS仪器的普

规TDM工作。 及，其应用会有更飞速的发展，必将对我国医院药学工作起

2．4生物标志物 Biomarkers等瑚3对生物标志物的特征做 到很大的推动作用。

出了如下描述：作为指示剂，生物标志物可以被测定，并且通 4参考文献
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