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液相色谱-串联质谱法在抗菌药物TDM中的应用研究进展
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  [摘 要] 抗菌药物的不合理应用除了会增加耐药的发生率,还会导致严重不良反应,降低患者用药依从

性,从而影响疗效,增加治疗的经济负担。液相色谱-串联质谱法(LC-MS/MS)结合色谱强大的分离能力和质

谱灵敏特异的鉴别定量能力,具有高灵敏度、高特异性和高分辨率的优点。治疗药物监测(TDM)利用定量药理

模型,以药物治疗窗为基准,制订适合患者的个体化给药方案,可提高药物治疗效果,减少或避免药物不良反

应,同时也可以提高患者用药依从性。目前,LC-MS/MS已成为进行TDM的主要技术。该文综述了LC-MS/

MS在抗菌药物TDM中的应用研究进展,以期为临床提供参考。
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[Abstract] Irrational

 

use
 

of
 

antibiotics
 

will
 

not
 

only
 

increase
 

the
 

incidence
 

of
 

drug
 

resistance,but
 

also
 

lead
 

to
 

serious
 

adverse
 

reactions,reduce
 

the
 

medication
 

compliance
 

of
 

patients,thus
 

affecting
 

the
 

curative
 

effect
 

and
 

increasing
 

the
 

economic
 

burden
 

of
 

treatment.Liquid
 

chromatography-tandem
 

mass
 

spectrometry
(LC-MS/MS)

 

has
 

the
 

advantages
 

of
 

high
 

sensitivity,high
 

specificity
 

and
 

high
 

resolution,which
 

combines
 

the
 

powerful
 

separation
 

ability
 

of
 

chromatography
 

and
 

the
 

sensitive
 

and
 

specific
 

identification
 

and
 

quantification
 

a-
bility

 

of
 

mass
 

spectrometry.Therapeutic
 

drug
 

monitoring(TDM)
 

uses
 

the
 

quantitative
 

pharmacological
 

model
 

and
 

takes
 

the
 

drug
 

treatment
 

window
 

as
 

the
 

benchmark
 

to
 

formulate
 

the
 

individualized
 

drug
 

administration
 

scheme
 

suitable
 

for
 

patients,which
 

can
 

improve
 

the
 

drug
 

treatment
 

effect,reduce
 

or
 

avoid
 

adverse
 

drug
 

reac-
tions,and

 

improve
 

the
 

medication
 

compliance
 

of
 

patients.At
 

present,LC-MS/MS
 

has
 

become
 

the
 

main
 

tech-
nology

 

for
 

TDM.This
 

article
 

reviews
 

the
 

research
 

progress
 

of
 

LC-MS/MS
 

in
 

the
 

application
 

of
 

antibacterial
 

TDM,in
 

order
 

to
 

provide
 

reference
 

for
 

clinical
 

practice.
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  液相色谱(LC)是以液体作为流动相来对物质进

行分离分析的技术,适用于分离高沸点不易挥发的、
受热不稳定易分解的、分子量大且不同极性的有机化

合物,以及生物活性物质及天然产物、高分子化合物

等[1]。质谱是根据样品离子的质量电荷比(M/Z)进
行定性、定量的分析技术[2]。串联质谱则是将2个或

2个以上的质谱串联在一起形成的多级质谱,串联质

谱可以给出化合物的结构信息,提高检测的选择性和

专一性。液相色谱-串联质谱法(LC-MS/MS)在分析

过程中收集的数据主要包含3个方面:保留时间、前
体离子的 M/Z和产物离子的 M/Z。前体和产物离子

的质量代表了分子的基本性质(分子质量和结构),这
些分子的基本性质是LC-MS/MS具有高特异性的基

础[3]。
治疗药物监测(TDM)通过测定患者体内药物暴

露、药理标志物或药效学指标,利用定量药理模型,以
药物治疗窗为基准,制订适合患者的个体化给药方

案,可提高药物治疗效果,减少或避免药物不良反应,
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同时也可提高患者用药依从性。个体生理状态、基
因、代谢的差异使得相同剂量药物产生不同的治疗效

果,精准的药物浓度检测可减少细菌耐药的发生,使
临床治疗安全、有效、经济。重症感染患者与健康人

的药代动力学(PK)和药效学(PD)参数明显不同,

TDM在提高细菌和真菌导致的感染性疾病愈合力、
减少或避免不良反应方面具有重要的临床意义。临

床上需要进行TDM的情况:(1)治疗指数小、安全范

围窄、不良反应大的药物,如氨基糖苷类抗生素(包括

链霉素、庆大霉素、阿米卡星和奈替米星等)[4]及糖肽

类抗生素(如万古霉素和替考拉宁)[5-6]等;(2)合并脏

器功能损害患者使用的药物,其肝肾功能减退,可影

响药物的代谢和排泄[7];(3)新生儿期使用易发生严

重不良反应[8]的药物;具有非线性药代动力学性质,
且药物之间相互作用比较多的药物,如伏立康唑和泊

沙康唑[9-10]等;治疗其他一些特殊部位的感染的药物。
进行TDM可以监测感染部位药物浓度是否达到有效

浓度,也可以减少用药过量导致的严重不良反应[11]。
目前,全球抗菌药物耐药性的增加导致多种药物对许

多细菌菌株的最低抑菌浓度(MIC)逐渐增加,因此达

到足够的药物浓度对于临床治疗的成功尤为关键。
目前,LC-MS/MS已成为进行TDM的主要技术。抗

菌药物的不合理应用除了会增加细菌耐药发生率,还
会导致严重不良反应,降低患者用药依从性,从而影

响疗效,增加治疗的经济负担。LC-MS/MS在TDM
中应用的逐渐增多,其所采用的样本类型大多是血

浆、血清,也有尿液和唾液等一些通过无创或微创方

式采集的样本[12-13]。对于一些特殊部位的感染,可采

集感染部位样本进行TDM。这对于指导临床用药具

有更重要的意义[11]。本文对LC-MS/MS在抗菌药物

TDM中的应用研究进展进行了综述。

1 LC-MS/MS在β-内酰胺类抗菌药物 TDM 中的

应用

重症监护病房(ICU)患者抗菌药物的PK参数差

异非常大。在病理状态下,如与脓毒症相关的炎症、
休克、肝衰竭、肾衰竭等,会导致患者抗菌药物的PK
参数发生改变。相关治疗方案,如血浆置换、机械通

气、体外循环或连续性肾脏替代疗法等也会影响抗菌

药物的PK参数。由于ICU患者状态极不稳定,除个

体间差异外,还存在个体内差异。不同药物蛋白结合

率不同,同种药物蛋白结合率也会因血浆浓度的改变

而变化。因此,抗菌药物在这些患者中的分布和消除

是不可预测的,这也可能导致尽管患者遵循了推荐的

给药方案,但药物血浆浓度仍有很大差异。这些情况

将会导致潜在的药物不足或过量,有治疗失败或发生

不良反应的风险。对于ICU患者的抗菌药物管理,在
不同的临床病理、生理条件下,达到理想的PK/PD值

的概率很低[14]。在整个给药间隔期间,β-内酰胺类抗

菌药物的游离浓度应高于致病菌的 MIC,特别是在

ICU患者中,甚至高于 MIC的4~8倍,而浓度越高,
发生不良事件的风险越高[15]。因此,一些专家委员会

已经建议ICU患者使用β-内酰胺类抗菌药物时需进

行TDM[15-17]。

NEUGEBAUER等[18]开发了一种应用于ICU
患者的LC-MS/MS,其具有较高灵敏度、特异度且快

速、可靠,并可同时定量9种抗菌药物,包括阿昔洛

韦、氨苄西林、哌拉西林(PIP)、头孢呋辛(CFX)、美罗

培南(MEM)、他唑巴坦(TAZ)、环丙沙星(CIP)、利福

平和甲硝唑。该方法仅需50
 

μL血浆,10
 

min即可完

成以上不同类别的9种药物检测,可及时对ICU患者

用药剂量进行调整和优化。该研究还对该方法的特

异性、检出限(LOD)、定量下限(LLOQ)、线性、准确

性和精密度等进行了验证,其中氨苄西林、PIP、CFX、

MEM、TAZ的 LOD 分别为0.670、0.020、0.001、

0.140、0.005
 

mg/L,所有药物的LLOQ均为1
 

mg/

L。REHM等[19]于2020年开发了可同时检测血浆中

头孢菌素[头孢克洛、头孢唑林(CZO)、头孢泊肟、头
孢他啶(CTZ)、CFX]、碳青霉烯类药物(厄他培南)、

CIP和复方新诺明(磺胺甲噁唑和甲氧苄啶)的方法,
其中头孢克洛定量范围为0.25~25.00

 

mg/L,CZO、

CTZ、CFX 均为1.00~100.00
 

mg/L,头孢泊肟为

0.10~10.00
 

mg/L。而且稳定性试验结果显示,室温

中除头孢克洛外,其余8种药物在血浆中至少能稳定

24
 

h。因此,建议采血后,头孢克洛样本必须立即保存

在冰水中。

RADOVANOVIC等[20]研发了可用于常规检测

10种不同抗菌药物的方法,与上述2个方法相比,其
主要不同点在于增加了恶唑烷酮类药物利奈唑胺

(LIN)的检测,整个方法运行时间仅5.8
 

min[18-19],可
在下一个给药间隔前给出结果,从而为临床剂量的调

整提供依据。该研究结果显示,CZO、头孢吡肟、头孢

噻肟、CTZ和氟氯西林定量范围均为0.5~250.0
 

mg/L,MEM、TAZ为0.2~100.0
 

mg/L,CIP、LIN
为0.1~50.0

 

mg/L,PIP为1.0~500.0
 

mg/L。而且

稳定性试验结果显示,头孢吡肟、TAZ、MEM、PIP在

全血中比在血浆中更稳定,而CIP、氟氯西林在血浆中

更稳定,CZO、头孢噻肟、LIN在全血和血浆中都稳

定,所有分析物均可在—80
 

℃血浆中长期保存至少8
个月,与其他研究结果一致[21-23]。FELIU等[24]研发

了能同时检测15种抗菌药物的方法,所检测抗菌药
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物包括β-内酰胺类药物、恶唑烷酮类药物、氟喹诺酮

类药物、达托霉素(DAP)和克林霉素。该方法准确、
灵敏,在样本前处理时只需进行简单的蛋白沉淀(PP)
即可,用于临床常规检验非常方便。LU等[25]研发了

能同时检测18种抗菌药物的方法,与上述方法的最

大的不同之处在于增加了伏立康唑和卡泊芬净的检

测。该方法仅需6
 

min即可完成检测,18种抗菌药物

的检测准确性为89.1%~112.4%,日内精密度为

1.4%~9.3%,日间精密度为2.1%~7.2%,基质效

应范围为93.1%~105.8%,提取回收率为90.1%~
109.2%。2023年,MULA等[26]研发了能检测19种

抗菌药物的试剂盒,其根据药物化学性质和临床实践

中最常用药物组合将抗菌药物分成2组,A组包括头

孢地尔、CTZ、头孢曲松、头孢吡普、舒巴坦、TAZ、法
硼巴坦、PIP、阿维巴坦、头孢洛林、头孢洛生;B组包

括达巴万星、DAP、LIN、特地唑胺、莫西沙星、左氧氟

沙星、厄他培南、MER。除了舒巴坦、法硼巴坦是在电

喷雾离子源(ESI)负离子模式下检测,其余都是在

ESI正离子模式下检测。该方法成功对19种抗菌药

物进行了分组,并优化了提取步骤,为了最大限度地

回收与血浆蛋白高度结合的达巴万星和DAP,增加了

一个冷冻沉淀步骤,即在血浆样本中加入萃取试剂混

匀后,将样本放置于—20
 

℃下10
 

min,可最大限度地

增加蛋白质沉淀。采用LC-MS/MS检测更多亲脂性

化合物中有严重干扰作用的磷脂部分时,则将样本放

置于—20
 

℃下10
 

min后以10
 

000
 

r/min离心10
 

min
进一步去除。考虑到近年来多药耐药的增加,该方法

也可用于检测头孢立定等新一代头孢菌素、新型的糖

肽类抗菌药物达巴万星、β-内酰胺酶抑制剂阿维巴坦、
他唑巴坦、法硼巴坦与头孢菌素等。

碳青霉烯类抗菌药物是抗菌谱最广、抗菌活性最

强的非典型β-内酰胺抗菌药物,包括亚胺培南、MEM
和厄他培南等,因其具有对β-内酰胺酶稳定及毒性低

等特点,已成为治疗严重细菌感染最主要的抗菌药物

之一。随着临床上这类抗菌药物的广泛使用,耐药菌

株也 不 断 增 多[27]。对 碳 青 霉 烯 类 抗 菌 药 物 进 行

TDM,可减少耐药的发生,提高治疗效果,这对临床合

理用药具有非常重要的意义。WŁODARSKI等[28]采

用薄膜微萃取技术联合LC-MS/MS对ICU中呼吸机

相关 肺 炎(VAP)患 者 血 液 和 支 气 管 肺 泡 灌 洗 液

(BAL)标本中的游离PIP和亚胺培南进行定量检测,
并通过最终的检测浓度直接确定抗菌药物的生物活

性部分,结果显示,PIP的LLOQ为0.02
 

mg/L,亚胺

培南的LLOQ是0.05
 

mg/L,提示该方法具有高选择

性、高灵敏度、高准确度、不受基质相关因素影响的特

点。该研究揭示了PIP和亚胺培南从血液进入反映

细菌感染部位的BAL的渗透性差、药物与血浆蛋白

的非线性结合及药物对肌酐清除率的特异性依赖。

CAO等[29]建立并验证了检测干血浆 斑(DPS)中

MEM浓度的LC-MS/MS,并对MEM在DPS和血浆

样本中的稳定性进行了验证,结果显示,MEM在DPS
中比在血浆样本中更稳定。该方法在样本前处理阶

段只需要进行简单的乙腈PP,其操作简单,LLOQ为

0.5
 

mg/L,线性范围为0.5~50.0
 

mg/L,r2≥0.995,
且DPS中 MEM 浓度与血浆中的浓度无明显偏倚。
采用DPS进行 MEM

 

TDM,方便远距离运输。姜锡

娟等[30]开发了检测脑脊液中 MEM的新方法,其只需

要10
 

μL脑脊液即可完成检测,比 BELLOUARD
等[31]的100

 

μL更少,更适用于儿童患者。该研究结

果显示,脑脊液中 MEM 的定量范围为0.01~50.0
 

mg/L,LLOQ为0.01
 

mg/L,更灵敏。MEM-法硼巴

坦是碳青霉烯类与首个硼酸基β-内酰胺酶抑制剂的

组合,在治疗中加入法硼巴坦,可通过阻断β-内酰胺

酶促进 MEM 降解,使其恢复抗菌作用。这种抗菌药

物组合扩大了治疗革兰氏阴性多重耐药菌感染的用

药选择范围。MEM-法硼巴坦组合已获欧洲药品管理

局的批准,可用于治疗复杂尿路感染、复杂腹腔内感

染和医院获得性肺炎,包括VAP。BARONE等[32]建

立了同时定量检测微量血浆中 MEM 和法硼巴坦的

LC-MS/MS,其只需要3
 

μL血浆,且运行时间更短,
只需4

 

min。该研究结果显示,MEM 和法硼巴坦的

LLOQ均为0.1
 

mg/L,方法灵敏度更高,线性范围更

宽(0.1~100.0
 

mg/L)。

2 LC-MS/MS在氨基糖苷类抗菌药物 TDM 中的

应用

氨基糖苷类抗菌药物安全范围窄且不良反应大,
已成为临床常规TDM项目。氨基糖苷类抗菌药物可

干扰细菌蛋白质合成的各个环节,有严重的耳毒性和

肾毒性,还可导致神经肌肉麻痹、剥脱性皮炎等过敏

反应。通过TDM对患者的给药剂量和给药间隔进行

合理调整,可达到理想PK/PD值,从而提高药物疗

效,预防或减少不良反应的发生[33]。ANIBALETTO
 

DOS
 

SANTOS等[34]开发、验证了检测血浆中庆大霉

素的超高效LC-MS/MS(UPLC-MS/MS),其采用固

相萃取(SPE)方法对样本进行前处理,线性范围为

0.2~40.0
 

mg/L。与上述方法相比,该方法用SPE
进行样本前处理,具有干扰少、灵敏度高特点,但提取

步骤相对复杂、成本高。同年,SAMB等[13]开发了采

用新生儿唾液检测庆大霉素的方法,在检测唾液中庆

大霉素浓度的同时,也可检测血浆中的药物浓度,并
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通过构建的模型描述唾液和血浆中庆大霉素浓度之

间的关系。该研究结果显示,应用唾液进行庆大霉素

TDM是可行的,而且唾液与血浆中 TDM 的精密度

差异可能无临床意义,尤其是对于早产儿,可以采用

唾液这一无创且易得的样本进行庆大霉素TDM。
阿米卡星引起的肾毒性、耳毒性和神经肌肉毒性

呈剂量依赖性,这与高龄、肾衰竭、治疗持续时间、较
高谷浓度,以及联合使用其他耳毒性、肾毒性和神经

毒性药物及其他可能因素相关。对于高危患者,应同

时监测血药浓度和肾功能,以避免可能的不良反应。

XU等[35]建立了定量血浆中阿米卡星的LC-MS/MS,
其收集100

 

μL血浆用PP进行前处理,运行时间为7
 

min,定量范围是0.1~100.0
 

mg/L,LLOQ是0.1
 

mg/L。依替米星是第4代氨基糖苷类抗菌药物,用
于治疗革兰阴性和革兰阳性细菌感染时,具有强大的

活性和低毒性。CUI等[12]建立并验证了可快速、可
靠、定量人血清和尿液中依替米星的LC-MS/MS方

法。该方法所需样本量较少,只需要血清50
 

μL、尿液

25
 

μL,在血清中药物浓度为0.05~20.00
 

mg/L、尿
液中药物浓度为0.05~10.00

 

mg/L时具有良好的线

性、选择性、准确度和精密度。血清中依替米星在—

80
 

℃或—30
 

℃下至少稳定60
 

d,25
 

℃稳定18
 

h,—

80~25
 

℃反复冻融4次依然稳定。前处理后的样品

若不能及时检测,可在10
 

℃下存放72
 

h。尿液中依

替米星较在血清中更稳定,—80
 

℃或—30
 

℃下至少

稳定120
 

d,25
 

℃可稳定24
 

h,—80~25
 

℃反复冻融5
次依然稳定。在前处理后的样本中,依替米星可稳定

68
 

h。

3 LC-MS/MS在糖肽类抗菌药物TDM中的应用

万古霉素和替考拉宁为第1代糖肽类抗菌药物,
目前多应用VAN治疗颅内革兰阳性菌感染,尤其是

耐甲氧西林金黄色葡萄球菌和耐甲氧西林表皮葡萄

球菌感染[36]。糖肽类抗菌药物的不良反应有浓度依

赖性的耳毒性和肾毒性,在应用VAN治疗患儿过程

中,高达25%的患儿发生肾毒性[5-6]。MOORTHY
等[37]开发了体积吸收微量采样(VAMS)技术联合

LC-MS/MS检测小体积(20
 

μL)人全血中VAN浓度

的方法,其LLOQ为1.0
 

mg/L,定量范围为1.0~
100.0

 

mg/L。VAMS的优点包括采血量少、染风险

低、操作更简便、患者接受度高,可减轻静脉穿刺引起

的焦 虑,其 与 LC-MS/MS联 合,更 有 利 于 临 床 应

用[38]。李宁红等[39]建立了检测人血浆中TEI
 

A2-1、

A2-2、A2-3、A2-4和A2-5
 

5种主要成分总浓度的LC-
MS/MS,其运行时间为4.6

 

min,LLOQ为1.0
 

mg/

L,总浓度线性范围为1.0~60.0
 

mg/L。相较于单一

成分的定量,该方法定量总浓度的结果更准确。谭磊

等[40]建立了测定人血浆中雷莫拉宁的 UPLC-MS/

MS,其LOD为0.003
 

mg/L,LLOQ为0.01
 

mg/L。

4 小  结

TDM是临床上一种整合PK/PD参数以优化和

实现个性化用药的重要方法,药物剂量的个体化调整

可以改善治疗效果,减少不良反应,并降低发生耐药

性的风险。目前,LC-MS/MS在TDM领域发挥着重

要作用。基于LC-MS/MS的高灵敏度、高特异性和

可以同时检测多种药物的高通量特性,越来越多的

TDM方法被开发出来。但是,LC-MS/MS仍然存在

很多挑战,如设备昂贵、前期投入高、维修成本高、对
实验室人员要求较高、培养专业实验人员周期较长、
一些分析物的检测缺少参考方法或无相应的参考范

围等。
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还处于起步探索阶段,而且对教师的计算机技术水平

要求也较高,还需要3D打印机和打印材料,且模型设

计制作[12]需要的时间也较长,费用也较高。随着3D
打印技术的应用越来越广泛[13],相信将来,随着计算

机技术的不断发展,3D打印模型在教学领域会应用

得更加广泛,前景会更好。
综上所述,将3D打印教学模型技术应用于骨科

护理教学中,可使髋关节脱位的教学直观化、形象化,
这样不仅可提高教学吸引力,还可让护理专业学生更

好地理解解剖学知识和生物力学知识,加深其对髋关

节脱位治疗方法和护理要点的理解,从而提高教学效

率和教学质量。
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