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［摘要］　目的：建立肾移植受者术后咪唑立宾浓度的高效液相色谱串联质谱（ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）分析方法，测定咪唑立宾浓度并

探讨肌酐清除率对咪唑立宾血药浓度的影响。方法：ＨＰＬＣ色谱柱ＸＤＢ－Ｃ１８（１５０　ｍｍ×４．６　ｍｍ，５μｍ）；流动相０．１％甲酸水

溶液（Ａ）－乙腈（Ｂ），梯度洗脱：０～２　ｍｉｎ７０％Ａ，２～４　ｍｉｎ４０％Ａ，４～７　ｍｉｎ７０％Ａ；流速０．６　ｍＬ·ｍｉｎ－１；电喷雾离子源ＥＳＩ负离

子模式。肾移植受者术后口服咪唑立宾（１００　ｍｇ　ｂｉｄ），在初次服药后第１０日与第１５日分别于服药前半小时和服药后３　ｈ测

定血药浓度，观察肌酐清除率对药物浓度的影响。结果：目标化合物咪唑立宾与内标ＢＡ－ＴＰＱ的离子质荷比（ｍ／ｚ）分别为

２５８．２→１２６．１和２７８→９１．１。二者分离完全，保留时间分别为２．１４　ｍｉｎ和２．７４　ｍｉｎ，提取回收率稳定，日内、日间精密度ＲＳＤ
低于１５％，血浆样品在低温环境中稳定。肾移植受者血药浓度监测表明，咪唑立宾浓度与肌酐清除率高度相关，随肌酐清除

率降低而升高，不良反应可能与峰浓度高有关。结论：肾移植术后监测咪唑立宾血药浓度，根据肌酐清除率调整给药剂量，有

助于降低排异反应，减少不良反应的发生。
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　　肾移植是终末期慢性肾衰竭患者最理想的肾脏
替代疗法，免疫抑制剂的发现与应用极大地推进了
移植学科的发展。目前肾移植术后常用免疫抑制维
持治疗方案是以ＣＮＩ类（环孢素或他克莫司）为基
础，联合抗增殖类药物（如ＭＰＡ）加糖皮质激素的三
联免疫疗法。ＣＮＩ及 ＭＰＡ类药物治疗窗窄，同时
移植受者受肾功能情况，以及遗传、环境和药物间相
互作用等多种因素的影响，药物在受者体内的药动
学过程差异较大，导致其临床疗效不稳定且易发生
不良反应［１］。因此，肾移植术后已常规监测ＣＮＩ及

ＭＰＡ类药物浓度，优化给药剂量，确保有效预防排
斥并减少不良反应的发生。

咪唑立宾（ｍｉｚｏｒｉｂｉｎｅ，ＭＺＲ）是由日本旭化成
公司在１９７１年从霉菌中分离出的一种嘌呤核苷合
成抑制剂，其能特异性地抑制快速增长的淋巴细胞，

从而产生免疫抑制作用［２］。与抗增殖类一线用药

ＭＰＡ类药物相比，因其骨髓抑制作用弱、消化系统
不良反应小等特点而受到肾移植学科的关注，《中国
肾移植受者免疫抑制治疗指南（２０１６年版）》［３］已把
咪唑立宾列为 ＭＰＡ类药物出现消化道不良反应、
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骨髓抑制或丙肝病毒（ＨＣＶ）复制活跃、巨细胞病毒
（ＣＭＶ）、ＢＫ病毒感染或术前ＣＭＶ感染高危受者
等情况时的替代用药。研究表明，咪唑立宾口服生
物利用度较低（约４１％），且个体差异较大（１２％～
８１％），临床应用须监测其血药浓度［４］。查阅文献发
现目前并没有针对中国人群肾移植术后咪唑立宾血

药浓度监测的相关研究，为此我们建立了血浆中咪
唑立宾浓度的分析方法，以测定肾移植受者术后咪
唑立宾浓度并探讨肌酐清除率对咪唑立宾浓度的影

响。

１　材料

１．１　试药　咪唑立宾 （Ａｓａｈｉ　Ｐｈａｒｍａ　Ｃｏｒｐｏｒａ－
ｔｉｏｎ，批号ＢＤＮＡ－１６０１，纯度９９．８％）；内标物：ＢＡ－
ＴＰＱ（纯度９８％）［５］；乙腈（分析纯，Ｍｅｒｃｋ，Ｇｅｒｍａ－
ｎｙ）；甲酸铵（分析纯，ＳＩＧＭＡ－ＡＬＤＲＩＣＨ）；甲醇
（分析纯，Ｍｅｒｃｋ，Ｇｅｒｍａｎｙ）；其他试剂均为分析纯。

１．２　仪器　ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ（１２００－６４６０，Ａｇｉｌｅｎｔ，

ＵＳＡ）；ＨＰＬＣ含二元泵、脱气机、自动进样器、柱温
箱等；超声仪（ＰＳ－２０Ａ，洁康有限公司）；Ｍｉｌｌｉ－Ｑ
ｐｌｕｓ超纯水器 （Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）；分析天平（ＢＳ
１２４Ｓ，ｓａｒｔｏｒｉｕｓ）；涡旋器（ＭＳ－３，ＩＫＡ）；低温离心机
（ＳＩＧＭＡ３－１８Ｋ，ｓａｒｔｏｒｉｕｓ）。

２　方法与结果

２．１　ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ参数设置　色谱柱为 ＸＤＢ－
Ｃ１８（１５０　ｍｍ×４．６　ｍｍ，５μｍ）；流动相为０．１％甲酸
铵水溶液（Ａ）－乙腈（Ｂ），梯度洗脱：０～２　ｍｉｎ　７０％
Ａ，２～４　ｍｉｎ４０％Ａ，４～７　ｍｉｎ７０％Ａ；流速０．６　ｍＬ·

ｍｉｎ－１；柱温３０℃；进样量２μＬ。离子源为电喷雾
离子源ＥＳＩ；毛细管电压４．５　ｋＶ；干燥气流速８　Ｌ·

ｍｉｎ－１；干燥气温度３００℃；雾化气压力３０　ｐｓｉ；碎裂
电压１２０　Ｖ；离子化模式为负离子模式；选择的检测
离子质荷比（ｍ／ｚ）：咪唑立宾：２５８．２→１２６．１；ＢＡ－
ＴＰＱ：２７８→９１．１（表１）。

２．２　工作液、标准曲线及质控样品配置　工作液：
精密称取咪唑立宾标准品和内标物 ＢＡ－ＴＰＱ，以

５０％甲醇为溶媒配成１　ｍｇ·ｍＬ－１的储备液及１μｇ·

ｍＬ－１的内标液。用５０％甲醇将储备液分别稀释为
质量浓度为０．１，０．５，２，５，１０，２０μｇ·ｍＬ

－１的工作

液；取工作液１０μＬ，用空白血浆稀释配置成标准曲
线，血浆 Ｌ１～Ｌ６ 的标准曲线浓度分别为１０，５０，

２００，５００，１　０００，２　０００　ｎｇ·ｍＬ－１。低、中、高３个质
控样品的浓度分别为２０，２００，１　６００　ｎｇ·ｍＬ－１。

２．３　血浆样品处理　取血浆样品１００μＬ，加入１０

μＬ内标液以及３００μＬ乙腈，涡旋６０　ｓ，４℃高速离
心１５　ｍｉｎ（１８　０００×ｇ），取上层有机相２００μＬ进行
氮气吹干，用５０μＬ流动相复溶，取２μＬ进样分析。

２．４　专属性考察　在上述条件下进行检测，咪唑立
宾和ＢＡ－ＴＰＱ的保留时间分别为２．１４　ｍｉｎ和２．７４
ｍｉｎ，无空白血浆和组织中内源性物质干扰，专属性
较好。空白血浆及含药血浆色谱图见图１。

Ａ．空白血浆；Ｂ．空白血浆＋咪唑立宾（１μｇ·ｍＬ－１）；Ｃ．空白血浆＋
咪唑立宾（１μｇ·ｍＬ－１）＋内标物ＢＡ－ＴＰＱ（１μｇ·ｍＬ－１）；Ｄ．受试者
样品；１－咪唑立宾；２－内标（ＢＡ－ＴＰＱ）

Ａ．ｂｌａｎｋ　ｓｅｒｕｍ；Ｂ．ｂｌａｎｋ　ｓｅｒｕｍ ＋ ｍｉｚｏｒｉｂｉｎｅ（１μｇ·ｍＬ－１）；Ｃ．
ｂｌａｎｋ　ｓｅｒｕｍ＋ｍｉｚｏｒｉｂｉｎｅ（１μｇ·ｍＬ－１）＋ＢＡ－ＴＰＱ（１μｇ·ｍＬ－１）；

Ｄ．ｓｅｒｕｍ　ｓａｍｐｌｅ　ｏｆ　ｐａｔｉｅｎｔ；１－ｍｉｚｏｒｉｂｉｎｅ；２－ｉｎｔｅｒｎａｌ　ｓｔａｎｄａｒｄ（ＢＡ－
ＴＰＱ）

图１　ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ色谱图

Ｆｉｇ　１　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ　ｏｆ　ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ

２．５　线性范围、回收率和基质效应　空白血浆中咪
唑立宾浓度在１０～２　０００　ｎｇ·ｍＬ－１范围内线性关系
良好，线性方程为Ｙ＝０．６９８　７４９　Ｘ＋５．３６６　８１１×
１０－４（ｒ２＝０．９９８　５）。相对标准偏差（ＲＳＤ）可评估
回收率及基质效应，实验表明，咪唑立宾在血浆中的
绝对回收率在８２．８９％～８６．８１％之间，相对回收率
在８６．１９％～９５．７４％之间，ＲＳＤ在±１５％以内。基
质效应在８８．８９％～９３．１６％之间，ＲＳＤ在±１５％以
内，对 ＭＳ信号无干扰。

２．６　准确度、精密度　考察低、中、高３种质控样
品，各浓度分别平行处理３份和５份，按“２．３”项下
方法预处理样品，考察提取回收率、日内和日间精密
度；用流动相配制低、中、高３个浓度样品，加入内
标，测得响应值Ａ；在空白血浆提取后加入相同质控
和内标，测得响应值Ｂ，基质效应 ＭＥ（％）＝响应值

Ｂ／响应值Ａ×１００％（表２）。

２．７　稳定性　考察低、中、高３个质控样品，考察反
表１　咪唑立宾和内标的 ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ参数

Ｔａｂ　１　ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ　ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ　ｏｆ　ｍｉｚｏｒｉｂｉｎｅ　ａｎｄ　ＩＳ

化合物 母离子ｍ／ｚ 子离子ｍ／ｚ 碎裂电压／Ｖ 碰撞能量／Ｖ 加速电压／Ｖ 离子化模式

咪唑立宾 ２５８．２　 １２６．１　 １２０　 １１　 ３ 负离子

ＢＡ－ＴＰＱ　 ２７８　 ９１．１　 １７０　 ２５　 ４ 正离子
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表２　精密度、回收率和基质效应

Ｔａｂ　２　Ｔｈｅ　ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ，ｒｅｃｏｖｅｒｙ　ａｎｄ　ｍａｔｒｉｘ　ｅｆｆｅｃｔ

质控浓度／
ｎｇ·ｍＬ－１

日内精密度（ｎ＝５） 日间精密度（ｎ＝３）

ＲＳＤ／％ 准确度／％ ＲＳＤ／％ 准确度／％
绝对回收率／％
（ｎ＝３）

相对回收率／％
（ｎ＝３）

基质效应／％
（ｎ＝３）

２０　 ５．４５　 ９７．９　 ２．１７　 ９９．１　 ８６．８１±５．５６　 ８６．１９±４．３６　 ８８．８９±４．６８
２００　 ７．９３　 ９６．８　 ６．０５　 ９０．５　 ８３．９７±５．８７　 ９５．７４±２．３０　 ９３．１６±２．３９
１６００　 ８．８９　 １０２．０　 ４．２８　 ９７．９　 ８２．８９±２．０４　 ８９．７３±２．２９　 ８９．４１±６．０３

表３　稳定性实验结果（珚ｘ±ｓ）

Ｔａｂ　３　Ｔｈｅ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｓｔａｂｉｌｉｔｙ　ｔｅｓｔｓ（珚ｘ±ｓ）

质控浓度／ｎｇ·ｍＬ－１ 反复冻融稳定性／％ 自动进样器稳定性／％ 室温放置稳定性／％ 长期稳定性（２周）／％
２０　 ９６．９８±４．５　 ９７．５４±２．５　 ９４．３８±２．４　 ８９．４３±２．８
２００　 ９０．３８±３．６　 ９０．５９±２．１　 ８９．７２±５．３　 ９２．４２±５．９
１６００　 １０２．５８±１．８　 ９６．９２±４．３　 ９７．４７±３．２　 ９３．８９±４．１

复冻融３次、自动进样器放置６　ｈ、室温放置２４　ｈ及

－７０℃放置２周的稳定性。实验结果表明，咪唑立
宾稳定性良好，在本实验条件下咪唑立宾血浆样品
的稳定性能够满足测定需要（表３）。

２．８　受试者样品检测　临床试验经北京友谊医院
伦理委员会批准，患者自愿签署知情同意书。纳入

８例肾移植术后患者（编号ＳａｍｐｌｅＡ－ＳａｍｐｌｅＨ），４
男４女，年龄集中在３３～４７岁，咪唑立宾服药方法
均为１００　ｍｇ　ｂｉｄ。排除了年龄、药物剂量、合并用药
等影响。患者具体信息见表４。咪唑立宾半衰期

２．７　ｈ，在初次服药后的第１０日与第１５日，血浆药
物浓度已经达稳态后，分别于服药前半小时和服药
后３　ｈ测定咪唑立宾谷浓度与峰浓度。取患者静脉
血２．０ｍＬ置于ＥＤＴＡ 离心管中，３　０００　ｒ·ｍｉｎ－１离
心１０　ｍｉｎ，取血浆－７０℃保存。血浆样品按“２．３”

项下方法预处理。结果见表５。
表４　受试患者信息

Ｔａｂ　４　Ｔｈｅ　ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐａｔｉｅｎｔｓ

患者编号 性别
年龄
／岁

合并免疫抑制剂
肌酐清除率

／ｍＬ·ｍｉｎ－１

Ｓａｍｐｌｅ　Ａ 男 ４１ 他克莫司 醋酸泼尼松 ８９
Ｓａｍｐｌｅ　Ｂ 男 ４７ 他克莫司 醋酸泼尼松 ５２
Ｓａｍｐｌｅ　Ｃ 女 ３３ 他克莫司 醋酸泼尼松 １３１
Ｓａｍｐｌｅ　Ｄ 女 ３８ 他克莫司 醋酸泼尼松 ９６
Ｓａｍｐｌｅ　Ｅ 男 ３９ 他克莫司 醋酸泼尼松 ５６
Ｓａｍｐｌｅ　Ｆ 女 ４２ 他克莫司 醋酸泼尼松 １１５
Ｓａｍｐｌｅ　Ｇ 女 ３７ 他克莫司 醋酸泼尼松 ４５
Ｓａｍｐｌｅ　Ｈ 男 ４１ 他克莫司 醋酸泼尼松 １１０

表５　受试者血浆中咪唑立宾浓度

Ｔａｂ　５　Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ｍｉｚｏｒｉｂｉｎｅ　ｉｎ　ｐａｔｉｅｎｔ　ｐｌａｓｍａ

患者

编号

咪唑立宾浓度

／μｇ·ｍＬ－１（Ⅰ）
咪唑立宾浓度

／μｇ·ｍＬ－１（Ⅱ）

谷浓度 峰浓度 谷浓度 峰浓度

Ｓａｍｐｌｅ　Ａ　 ０．３２　 ０．７３　 ０．１３　 ０．７１
Ｓａｍｐｌｅ　Ｂ　 ０．６１　 ０．７７　 ０．５９　 ０．８８
Ｓａｍｐｌｅ　Ｃ　 ０．０７　 ０．２６　 ０．０９　 ０．６０
Ｓａｍｐｌｅ　Ｄ　 ０．２８　 ０．６１　 ０．２２　 ０．４６
Ｓａｍｐｌｅ　Ｅ　 ０．６１　 ０．８２　 ０．５４　 １．４４
Ｓａｍｐｌｅ　Ｆ　 ０．１６　 ０．５０　 ０．０４　 ０．５７
Ｓａｍｐｌｅ　Ｇ　 ０．６１　 １．１５　 ０．９４　 １．３７
Ｓａｍｐｌｅ　Ｈ　 ０．０５　 ０．３４　 ０．０４　 ０．８５

　　考察不同肌酐清除率下血药浓度的分布情况，
按照肾功能判定标准将患者分为肾功能正常组（Ｃｃｒ

＞８０　ｍＬ·ｍｉｎ－１）、肾功能损害组（Ｃｃｒ＜８０　ｍＬ·

ｍｉｎ－１）。肌酐清除率均由Ｃｏｃｋｃｒｏｆｔ－Ｇａｕｌｔ公式计
算所得。从图２中结果发现，８例患者中３人肾功
能损害，５人肾功能正常。对于肾功能正常患者，咪
唑立宾峰浓度主要在０．８μｇ·ｍＬ

－１以下范围内，谷
浓度分布在０．４μｇ·ｍＬ

－１以下范围内。当患者肾功
能损害时，咪唑立宾峰浓度主要分布在０．８μｇ·

ｍＬ－１以上范围内，谷浓度分布在０．６μｇ·ｍＬ
－１以上

范围内。在同一给药方案下（１００　ｍｇ　ｂｉｄ），咪唑立
宾浓度随肌酐清除率降低而升高，肾功能损害与肾
功能正常患者其平均谷浓度与峰浓度都具有显著性

差异（Ｐ＜０．０５）。咪唑立宾常见不良反应为血尿酸
升高，８例患者中１例肾功能损害患者（Ｓａｍｐｌｅ　Ｅ）
在用药后第１５日出现了高尿酸血症的不良反应，当
日测得咪唑立宾谷浓度０．５４μｇ·ｍＬ

－１，峰浓度１．４４

μｇ·ｍＬ
－１，峰浓度显著升高而谷浓度未见异常，提示

咪唑立宾致尿酸升高的不良反应可能与峰浓度过高

有关。因此，肾移植受者术后或肾功能损害患者在
使用咪唑立宾时应加强血药浓度监测，对患者进行
用药监护，动态监测患者肾功能指标，评估药物疗
效，减少不良反应的发生。

图２　不同肌酐清除率患者咪唑立宾浓度分布图

Ｆｉｇ　２　Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ　ｆｉｇｕｒｅ　ｏｆ　ｍｉｚｏｒｉｂｉｎｅ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ　ｉｎ　ｐａｔｉｅｎｔｓ
ｗｉｔｈ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅ　ｃｌｅａｒａｎｃｅ　ｒａｔｅｓ

３　讨论
肾移植术后常用免疫抑制维持治疗方案是以

ＣＮＩ联合 ＭＰＡ加糖皮质激素。已有足够循证医学
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证据支持ＣＮＩ和ＭＰＡ类药物应监测血药浓度并为

ＣＮＩ类药物提出了明确的监测频率及浓度目标值。
但是目前并没有针对中国人群的肾移植术后咪唑立

宾血药浓度研究，现有方法［６－１１］主要是以健康志愿
者或其他适应证患者为受试对象，且主要通过

ＨＰＬＣ测定。考虑到肾移植术后患者肾功能变化，
复杂的用药环境及患者的个体间差异，为了满足咪
唑立宾血药浓度的测定需要，本课题组借助灵敏度
更高的ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ等仪器，参考了现有方法，并
自己摸索使定量下限（ＬＬＯＱ）达到１０　ｎｇ·ｍＬ－１，更
适用于肾移植术后咪唑立宾血药浓度监测，为今后
的相关研究提供参考。
本研究结果显示，血浆中咪唑立宾在１０～

２　０００　ｎｇ·ｍＬ－１浓度范围内线性关系良好，ｒ２＝
０．９９８　５，日间精密度、日内精密度及稳定性均符
合要求。所测定的所有样本数据均在线性范围
内。患者肾功能情况是咪唑立宾血药浓度的重要
影响因素，肾功能正常、肾功能损害患者的咪唑立
宾浓度存在显著差异。１例患者出现高尿酸血症
不良反应，提示不良反应可能与峰浓度高有关。
本研究入选患者年龄较集中，分布在３３～４７岁，
服药剂量相同，合并免疫抑制剂相同。可初步排
除年龄、药物剂量及合并免疫抑制剂影响。因样
本量较少，只有８例患者的数据，结论具有一定的
局限性，为了更加明确地探究咪唑立宾浓度与肾
功能、不良反应以及其他影响因素的关系，则需要
更多的临床患者数据。
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