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致力探索



“ 在 所 有 高 效 液 相
色 谱 法 研 究 难 点 中
9 0 % 是 由 色 谱 柱 问
题 引 起 的 ， 其 中 大
部 分 来 自 于 污 染 的
水 ” 。

上述引文摘自LC/MS：《实际使用者指南》，
作者M.C McMaster，反映了采用最高质量水进行HPLC
分析的重要性。1
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本白皮书有助于您理解超纯水对于HPLC和LC-MS/MS的重
要性。我们将研究与其在不同应用中优化相关的挑战，这
些挑战往往与使用水质量相关，并找到一些克服这些挑战
的关键方法。

我们研究的应用范围十分广泛，包
括
（一、）ISD监测和处理，
（二、）抗精神病药物监测，
（三、）法医毒理学药物监测和
（四、）调查严重感染时抗菌剂的
循环水平。

研究人员早就认识到，水纯度对于
HPLC监测取得成功起着决定性的作
用。事实上，在最近一次关于HPLC

应用的调查中，89.7%的受访者承
认，水纯度对他们的HPLC应用能否
取得成功起着决定性的作用，且在
HPLC结果的质量受到质疑时，水中
的微粒和有机污染物都被举证为误
差的最可能的潜在来源（n=229，
内部数据，ELGA 2019）。

 既然水作为HPLC和LC-MS/MS中所
谓的移动相或液相如此重要，由此
得出结论，水纯度对于任何涉及这
些技术的诊断或药物应用都是至关
重要的。

这一点已经在以前的ELGA白皮书中
讨论过：“如何由使用高纯水的
HPLC 获得最精准可靠的数据”，白
皮书重点讨论了特定的水污染物对
HPLC结果的影响，并强调HPLC中
采用电阻率为18.2 MΩ.cm、总有机
碳（TOC）<10ppb和细菌数<1 

CFU/ml 2的超纯（I类）水的必要
性。

ELGA编辑团队



挑战：不精确的药物剂量会导致死亡

全球器官移植活动的增长正驱动
对监测免疫抑制药物更精确快速
而又经济划算的方法的需求。

尽管免疫抑制药物（ISDs）存在
固有的风险，但其广泛使用促进
了每年数以万计的同种异体移植
的移植手术，因此有降低病人发
病率和死亡率的巨大的潜力。

窄治疗指数ISD的治疗药物监测
（TDM）是日益受到欢迎的一款
工具，可最小化药物毒性，并同
时最大限度防止移植物损失和器
官排斥。器官移植病人体内定期
精确的TDM是减少与其使用有关
的风险必不可少的步骤，
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图1. 2014 – 2025年间美国器官移植增加趋势（十亿美元）3。
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用于治疗药物监测（ T D M ）和处理的 L C  -  M S / M S

监测内容包括：
 • 窄治疗范围的药物疗效极有可能造

成病人用药量不足或过量，取决于
病人当前的健康状况和治疗阶段，
病人也可能会出现个体反应和变异
反应

 

 • 可变的药物动力学意味着，在病人
的免疫系统内，在任何给定时间都
有ISD可用



图2 精确测定ISD的重要性
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•如果剂量过高，有潜在的毒性：通
过加速动脉粥样硬化、糖尿病、高
血压等疾病伤害其它器官（例如，
肾脏）以及增大对机会性感染和恶
性肿瘤的敏感性

•安全和法规合规：对于每个个体患
者，必须遵循严格的指导方针

几十年来，免疫测定法一直是
所有类型TDM的首选主要测定方法
和技术。然而，免疫测定法伴随着
很多缺点，其中包括与代谢物交叉
反应，这会导致不精确的药物剂
量、假阳性和假阴性，反过来又会
产生可怕的后果，居于导致病人死
亡最坏病例之首。4

为此，研究人员目前正在用
LC-MS/MS等质谱分析（MS）方法
取代免疫测定法，此分析方法比免
疫测定法提高了特异度、灵敏度和
精确度。LC-MS/MS快速灵活、适
应性强和允许同时量化多个分析
物。5

测定的药物浓度差异如此微小
（ n g / m l ） ， 对 成 功 实 施 用
LC-MS/MS进行药物监测提出了挑
战，包括样品制备的分析前阶段和
HPLC过程本身运行期间。

免疫抑制药物也用于治疗自体
免疫疾病。这些药物弱化免疫系
统，从而抑制人体内潜在有害的自
体免疫反应的影响。已经用免疫抑
制药物治愈的自体免疫疾病包括，
但不仅限于，牛皮癣、红斑狼疮、
类风湿性关节炎、克罗恩病、多发
性硬化症和斑秃。6

五个最常见的处方免疫抑制药
物是：环孢霉素A、他克莫司、西
罗莫司（雷帕霉素）、依维莫司和
霉酚酸。最近的进展表明，液相色
谱一串联质谱分析（LC-MS/MS）
现在已经充分标准化，足以执行一
直研究主要ISD的TDM，且现在可
以取代免疫测定法。7

他克莫司可通过抑制混合淋巴
细胞反应和生成细胞毒性T细胞产
生体外免疫抑制作用。对通过含量
实现的他克莫司血清测量的免疫测
定法（ELISA）和LC-MS/ MS方法之
间的一致性的评价的一个令人关注
的研究表明，ELISA方法的主体间变
异系数高于LC- MS/MS的主体间变
异 系 数 ， 最 终 结 论 是 ， 较 低 的
LC-MS/MS的主体间变异会导致较
少的剂量变化和总体改善儿科肾移
植病人体内的免疫抑制控制。

与ISD的精确的监测有关的挑
战 以 样 品 类 型 和 质 量 和 整 个
LC-MS/MS过程期间讨论药物的相
对稳定性。

特别是，在样品制备过程中使
用的水必须超纯：非病人样品中固
有的任何细菌或离子都可能摧毁其
完整性，从而导致结果扭曲和假阳
性或假阴性和不精确的配量1。鲜血
可能是用于ISD分析的最常见的样
品类型，因为鲜血是十分重要的某
一特定ISD的实际循环浓度：即鲜
血的生物利用度8。然而，最近利用
干燥的血斑点进行的研究表明，鲜
血也能用作一个样品类型，用于在
LC-MS/MS前面监测ISDs9。

然而无论哪种样品类型，研究
人员和QA科学家都要在一个极窄的
治 疗 范 围 内 频 繁 应 付 I S D 的 临 界
量。为了充分解决这一挑战，在制
备病人TDM样品和MS前面的HPLC

分析中使用的水必须超纯，以避免
可能被误认为是活性药物成分的鬼
峰值等产生的问题2。
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解决方案：确保您TDM化验的超纯水供应

实际上，一个含有标准化审
计可追踪成分，足够纯的水必须
用于这些临床化验，比如由一个
内部水净化系统提供的纯水。由
一个不可靠的水源引入的可变性
越低，则开发的LC-MS/MS TDM

化验就越有可能全局标准化和再
现，而FDA等相应组织也因此更愿
意批准此方法。

此整个工作流程标准化的深
远影响是，更多的样品和更多的
病人数据能有意地合并和比较和
能够精简试验，其中包括HPLC和
LC-MS中使用的水质量的标准化。
这必将最终导致更成功的病人治
疗效果和对全世界的人类医疗保
健事业做出巨大贡献。



抗 精 神 病 药 物  T D M 的 U  H  P L C  -  M S / M S 方 法
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挑战：检测的下限

治疗药物监测（TDM）的另
一个诱发区域是，开发测量特定的
抗精神病药物含量的方法。鉴于病
人对此类药物反应的个体特征，此
类方法可潜在用于优化药物释放和
提高病人治疗效果10。鉴于此方法
检测的抗精神病药物的较小
（ng/ml）浓度，分析前阶段和
HPLC检测使用的水的纯度至为关
键10。

为 此 ，开 发 了 一 个 基 于
UHPLC-MS/MS的选择性灵敏方
法，用于同时量化人血浆中七种典
型的抗精神病药物（顺式-氯曾喧
吨、三氟喧吨、氟哌啶醇、左美丙
嗪、匹泮哌隆、普马嗪和珠氯噻
醇）。一个采用乙腈的简单的蛋白
质沉淀程序用于进行样品制备。所
有分析物都采用稳定的同位素标记
内部标准可保持内部标准-正常基
体效应在92–108%范围内。

方法经过充分的验证，涵盖
了氟哌啶醇、三氟喧吨、左美丙
嗪、普马嗪、珠氯噻醇、顺式-氯
曾喧吨和匹泮哌隆的大浓度范围。
真实性（89.1– 114.8%）、重复性
（ 1 . 8 – 9 . 9 % ） 、 中 间 精 密 度
（ 1 . 9 – 1 6 . 3 % ） 和 精 确 度 轮 廓
（<30%）符合最新的国际建议。
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解决方案：确保您的抗精神病药物化验
的超纯水供应

治疗药物监测（ T D M ）和处理的 L C  -  M S / M S  

随后监测了500多个病人的血浆
样品。水纯度是成功开发和验证化验
方 法 的 关 键 ， 其 中 检 测 的 下 限 约 为
ng/ml等级，尤其是在尝试再现实验室
之间的结果时10。



法 医 毒 理 学 中 的 样 品 制 备 和 处 理  
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挑战：找到法医毒理学试验中可变性的来源

法医毒理学包含生物样本中
酒精、药物和其它有毒物质的测
量和在法医学背景中解释此类结
果。在此，作为一个具体示例，
我们考虑对毛发中的毒品进行测
量，测量结果证明，水对测量结
果的精确度有直接影响。

检测毛发样品的毒品或药物
成分现在是临床和法医毒理学中
一个完善的技术，但实验室之间
的定量结果会变化。一项新的研

究提出了提高再现性的建议，这
对于边界检测结果特别重要。

在很多情况下，确定一个人
是否涉嫌滥用毒品或药物十分重
要，其中包括法医学、临床应用
或兴奋剂检测。药物分析通常在
体液上执行，比如尿样或血样。

但近些年来，灵敏分析技术
的突飞猛进已经扩展了在不太传
统的样品中使用药物的机会，其

中包括毛发。

毛发分析提供很多优点，因
为样品能在不侵袭和严密监视之
下 轻易收集，从而防止任何潜在
的掺杂或替换。在取得了一个物
质以后，毛发分析也能将药物检
测的窗口期显著地扩展到周、月
甚至于年。
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由于这些原因，毛发分析正
越来越广泛地用于回溯性药物监
测。

但实验室之间的定量结果变
化相当大，主要是由于缺少标准
化的协议。

当药物浓度接近一个阳性结
果的截断值时，这就会具有临界
重要性，比如接近由包括欧洲工
作场所药物检测学会（EWDTS）

在内的外部组织定义的截断值。

聚焦于溶剂 
在一项新的研究中，瑞士苏

黎世大学的研究人员评估了使用
不同的溶剂对来自于吸毒者的样
品的毛发分析结果的影响11。

团队利用七种不同的溶剂，
按照一步或两步协议，对从已知
吸毒者身上收集的汇集毛发样品
进行了萃取。他们接着利用液相

色谱串联质谱（LC- MS/MS）

检测和量化不同的毒品或药
物，其中包括鸦片剂、氯胺酮、
抗抑郁药和抗组胺药。

在制备用于检测过程的液相
色谱阶段的流动相时，他们采用
了由ELGA LabWater的PURELAB系
统处理的水。
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解决方案：用超纯水去除可变性的主要来源

法医毒理学中的样品制备和处理

研究人员发现，毒品产量取决
于特定物质和溶剂萃取方法。对于
很多毒品，用盐酸酸化甲醇的两步
萃取法给出了最高的萃取率，而在
其它情况下，选择的溶剂又很小的
影响。然而，在一个一步协议中用
乙腈作溶剂则普遍给出了低萃取
率。

这一重要的新研究表明，萃取
剂的选择是量化毛发样品中的

毒品的一个重要的因素。研究
结果强调，萃取协议应在各个检测
实验室间统一，特别是在解释某个
人的结果是否基于相同的截断值的
情况下。

作者们还强烈建议，实验室应
采用从已知吸毒者身上收集的真正
的毛发样品验证他们的分析方法的
精确度和精度，而不是用人工加入
标准的样品。



测 定 严 重 感 染 中 的 抗 生 素
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挑战：找到治疗严重感染的正确剂量的抗生素

当处理包括在他们的方案和
他们的毒性水平之间有一个窄余
裕的药剂时，精确测定抗菌剂的
血清浓度十分重要，比如氨基甙
类抗生素（尤其是庆大霉素）或
在肾衰竭病人体内，他们积累了
超出肾脏能正常排泄的异常高水
平的抗菌剂。如果病人免疫功能
低下，这尤为重要。

在此，我们对一个研究进行
总结，其中，简单高效液相色谱-

质谱分析方法被用于进行抗菌剂
的TDM。

当处理低浓度的分析物
（ng/ml）时，在最佳条件下执行
HPLC和LC-MS分析，流动相制备
使用的水需要高度纯化：水质对
可达成的检测极限有直接影响12。

研究着眼于危重症病人体内
治疗药物监测过程中LC-MS/MS使
用的九种抗菌剂的同时量化，而
且，在考虑抗生素的通用（或滥
用）时，也很有用13。

适当的抗生素处理是成功治
疗系统感染的一个先决条件。

基于积累的科学证据，一个
固定剂量方案会导致不足和无效
的
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抗生素方案。研究的目的因
此是开发和验证一个简化而又敏
感的方法，以便用LC-MS/MS同时
量化抗菌剂，以此用治疗药物监
测开发个性化治疗方案。

本研究中监测的九种抗菌剂
有：阿普洛韦、氨苄青霉素、头
孢呋辛、环丙沙星、美罗培南、
灭滴灵、哌拉西林、利福平和他
唑 巴 坦 ， 全 部 采 样 自 肝 素 锂 血
浆。

一个简单的样品制备方法和
色谱运行时间为10分钟能够快速
处理样品。制备方法根据欧洲药
品管理局的生物分析方法验证指
导 方 针 进 行 验 证 和 解 决 了 灵 敏
度、特异度、线性度、精确度、
精 度 、 稀 释 完 整 性 、 遗 留 、 恢
复、基体效应和稳定性问题。在
色谱运行时间为10分钟时，洗脱
的抗菌剂的保留时间范围在1.1到
2.2分钟之间。所有抗菌剂的校正
曲线在范围为

1–100 mg/L之间保持线性，
样品的2倍或5倍稀释因此得以实
现。未观察到干扰和遗留和样品
在室温或自动取样器中稳定至少5

小时。作者们得出如下结论，由
于其分析时间短、需要少量的血
浆和其特异度和精确度高，使得
本研究开发的LC-MS/MS方法适用
和实用于日常临床实验室实习中
的抗菌剂的治疗药物监测。



15
致力探索

解决方案：在抗菌剂化验中使用超纯水

测 定 严 重 感 染 中 的 抗 生 素

当处理低浓度的分析物（ng/ml）
时，在最佳条件下执行HPLC和LC-MS

分析，流动相制备使用的水需要高度
纯化：水质对可达成的检测极限有直
接影响12。
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通过这些从免疫抑制剂处理
中的治疗药物监测到吸毒者中违
禁物的精确测定的具体示例，清
楚表明，为了取得精确和成功的
病人和法医检测结果，用于样品
制备和MS前面的HPLC的水的纯度
至为关键。

在这些HPLC相关的化验中，
我们更多着眼于ng/ml级分析物的
检测的下限，并不断寻求标准化
试验和因此提高不同的实验室间
取得结果的再现性。安装一个内
部水净化系统是最小化与如此敏
感的临床应用有关的风险的最好
方法。

为探索如何优化您HPLC相关
的临床应用中水的质量和深入讨
论您的需求，请访问https://ww-

w.elgalabwater.com/ products 
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ELGA Labwater 是水纯化系统工程、服务和支持
方面的专家。 

无与伦比的产品设计赢得了国际认可和众多奖项。

全球技术服务团队以专业知识为全世界的科学和医
疗保健领域提供支持。

来自  的全球数字性能监控确保实验室工作
不间断。

ELGA 是 Veolia 的全球实验室纯水品牌名称。本文档包含的信息是 VWS (UK) Ltd 的财产，该公司以 ELGA LabWater 为商号从事贸易，并且对于错误或遗漏不承担任何责任。 
© VWS (UK) Ltd. 2020 - 保留所有权利。ELGA® 和 MEDICA® 是 VWS (UK) Ltd 的注册商标。
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