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·临床药学与研究·

LC-MS/MS法测定人血浆中卡马西平的浓度及其在室间质评中
的应用Δ
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摘 要 目的：建立并验证测定人血浆中卡马西平（CBZ）浓度的方法，并应用于 CBZ 的室间质评。方法：血浆样品经乙腈沉淀

后，采用液相色谱-串联质谱（LC-MS/MS）法测定。内标为氯雷他定，色谱柱为Kromasil C18，流动相为水（含0.1％甲酸）-乙腈，梯度

洗脱，流速为0.6 ml/min，柱温为40 ℃；采用电喷雾离子源，以多反应监测方式进行正离子扫描，用于定量分析的离子对分别为m/z

237.1→194.0（CBZ）、m/z 383.1→267.0（内标）。结果：CBZ血药浓度在5～1 000 ng/ml范围内线性关系良好（r＞0.998），定量下限

为 5 ng/ml；日内、日间 RSD 为 1.00％～6.42％，相对偏差为－6.93％～0.32％；5个室间质评样品的检测结果分别为 679.0、475.0、

104.0、29.2、26.2 ng/ml，评价结果通过率为100％。结论：该方法灵敏、准确、专属性强，可用于CBZ血药浓度测定及其室间质评。

关键词 液相色谱-串联质谱法；卡马西平；血药浓度；室间质评

Application of LC-MS/MS Method for the Determination of Carbamazepine in Human Plasma and Exter-
nal Quality Assessment
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish and validate the method for the determination of carbamazepine（CBZ）in human plas-

ma，and to apply the method for external quality assessment. METHODS：After precipitated with acetonitrile，the plasma sample

was determined by LC-MS/MS. Using loratadine as internal standard，the determination was performed on Kromasil C18 column

with mobile phase consisted of water（containing 0.1％ formic acid）-acetonitrile（gradient elution）at flow rate of 0.6 ml/min and

column temperature of 40 ℃. The ion transitions under MRM mode by ESI+ ionization were performed at m/z 237.1→194.0 and m/z

383.1→267.0 for CBZ and internal standard，respectively. RESULTS：The linear range of CBZ were 5-1 000 ng/ml（r＞0.998）.

The limit of quantitation was 5 ng/ml. RSDs of inter-day and intra-day were 1.00％-6.42％；relative deviation were －6.93％-0.32％.

The external quality assessment of 5 samples were 679.0，475.0，104.0，29.2 and 26.2 ng/ml，respectively. The pass rate of assess-

ment result was 100％. CONCLUSIONS：The method is sensitive，accurate and specific. The method is applicable for the plasma

concentration determination and external quality assessment of CBZ.
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药动学是定量研究药物在生物体内吸收、分布、代谢和排

泄，并运用数学原理和方法阐述血药浓度随时间变化规律的

一门学科。血药浓度的准确测定是描述药物体内代谢过程的

基础和前提，而血药浓度测定的准确性则依赖于测定方法的

准确性和稳定性。生物样品基质复杂、干扰多、血药浓度通常

较低且样品量少，为了获得准确而稳定的测定方法，美国、欧

盟和中国相继出台了生物样品定量分析方法指导原则[1-3]。在

根据指导原则进行方法开发的同时，还需定期进行室内质控

和室间质评以保证测定结果的准确性和稳定性[4]。迄今为止，

室间质评已在治疗药物监测和临床检验领域广泛开展[5-6]，卡

马西平（CBZ）因其性质稳定，被广泛应用于治疗药物监测领域

的质量评价。首届全国范围的药动学实验室生物样品检测室

间质评活动于 2014年开展，测定样品为CBZ。本研究建立并

验证了测定CBZ血药浓度的液相色谱-串联质谱（LC-MS/MS）

法，并顺利完成了室间质评样品的测定，为参与室间质评的相

关实验室提供了参考。

1 材料
1.1 仪器

Qtrap 5500型质谱仪（美国AB Sciex公司）；LC-20AD型串

联液相色谱系统（日本岛津公司）；XS 105 DU型电子天平（瑞

士梅特勒-托利多仪器有限公司）；D2012型高速离心机（美国

Scilogex公司）；Direct-Q3型纯水器（美国Millipore公司）。

1.2 药品与试剂

CBZ对照品（批号：100142-201105，纯度：99.7％）、氯雷他

定对照品（内标，批号：100615-201103，纯度：99.8％）均购自中

国食品药品检定研究院；乙腈、甲酸为色谱纯，水为超纯水，其

余试剂为分析纯。

2 方法与结果
2.1 色谱与质谱条件

色谱柱：Kromasil C18（50 mm×2.1 mm，5 μm）；流动相：水

（A，含0.1％甲酸）-乙腈（B），梯度洗脱（0～0.5 min，90％ A；＞

0.5～3 min，90％ A→10％ A；＞3～3.5 min，10％ A；＞3.5～

3.6 min，10％ A→90％ A；＞3.6～5.5 min，90％ A）；流速：0.6

ml/min；柱温：40 ℃；进样量：1 μl。

采用电喷雾离子源（ESI），以多反应监测（MRM）模式扫

描，正离子方式检测。离子源温度：550 ℃；离子喷雾电压

（IS）：5 500 V；雾化气（GS1）压力：50 psi；辅助加热气（GS2）压

力：50 psi；气帘气（Curtain gas）压力：40 psi；碰撞气（Collision

gas）：Medium；入口电压：10 V；出口电压：15 V。用于定量分

析的离子对分别为m/z 237.1→194.0（CBZ，去簇电压：40 V，碰

撞电压：24 V）、m/z 383.1→267.0（内标，去簇电压：100 V，碰撞

电压：46 V）。CBZ和内标的化学结构及质谱图见图1。

2.2 溶液的配制

精密称取CBZ对照品20.59 mg，用甲醇-水混合溶液（1 ∶1，
V/V，下同）溶解并定容至 10 ml 棕色量瓶中，得质量浓度为

2.059 mg/ml的CBZ贮备液；再用甲醇-水混合溶液将其稀释，

配制成所需质量浓度的CBZ标准工作液。

精密称取内标对照品 20.50 mg，用乙腈溶解并定容至 10

ml棕色量瓶中，得质量浓度为 2.050 mg/ml的内标贮备液；再

用乙腈将其稀释，配制成质量浓度为 1 100 ng/ml 的内标溶

液。上述所有溶液均置于－80 ℃冰箱中保存，备用。

2.3 血浆样品的处理

2.3.1 标准曲线及质控血浆样品的处理 取空白血浆 90 μl，

加入相应质量浓度的CBZ标准工作液及内标溶液各10 μl，涡

旋混匀 30 s，加入乙腈 300 μl，涡旋混匀 30 s，12 000×g 离心 2

min 后，取上清液 20 μl，加入乙腈-水混合溶液（1 ∶ 1，V/V，下

同）180 μl，涡旋混匀 30 s，12 000×g 离心 2 min，取上清液，进

样分析。

2.3.2 待测血浆样品的处理 取待测血浆100 μl，加入内标溶液

10 μl，涡旋混匀30 s，加入乙腈300 μl，涡旋混匀30 s，12 000×g

离心2 min后，取上清液20 μl，加入乙腈-水混合溶液180 μl，涡

旋混匀30 s，12 000×g离心2 min，取上清液，进样分析。

2.4 方法学验证

2.4.1 专属性考察 在“2.1”项的条件下，内源性物质对CBZ

和内标的测定均无显著干扰，CBZ及内标峰形良好，保留时间

分别为3.54、3.65 min。其典型色谱图见图2。

2.4.2 标准曲线的绘制及定量下限的考察 取空白血浆、相

应质量浓度的CBZ标准工作液各适量，分别配制成CBZ质量

浓度为 1 000、500、100、50、10、5 ng/ml 的血浆样品，按“2.3.1”

项下方法处理后，进样分析，记录色谱图。以待测物质量浓度

（x）为横坐标、待测物与内标峰面积的比值（y）为纵坐标进行线

性回归，加权因子为 1/x2，连续测定 4 d。结果表明，CBZ血药

浓度在 5～1 000 ng/ml范围内线性关系良好，其定量下限为 5

ng/ml。每日回归方程见表1。

配制定量下限质量浓度（5 ng/ml）血浆样品，按“2.3.1”项

下方法处理后，进样分析，连续测定 4 d，其日内相对偏差

（RE）、日间RE、日内RSD、日间RSD分别为－0.43％、－6.93％、

6.42％、5.37％。

2.4.3 残留效应 测定标准曲线最高质量浓度（1 000 ng/ml）

血浆样品后，再测定空白溶剂以考察残留效应。结果表明，本

方法的残留效应很小，不影响CBZ和内标的测定，符合生物样

品定量分析指导原则的要求[1-3]。

2.4.4 准确度与精密度试验 分别配制CBZ定量下限质量浓度

（5 ng/ml）的血浆样品和高、中、低质量浓度（750、500、15 ng/ml，

下同）的质控样品，按“2.3.1”项下方法处理后，连续测定4 d，每

质量浓度取5样本分析，根据当日标准曲线计算各样品的实测

质量浓度计算RE和RSD，RE（％）＝（实测质量浓度－理论质

量浓度）/理论质量浓度×100％、RSD（％）＝实测质量浓度标准

偏差/实测质量浓度平均值×100％，分别考察方法的准确度与

图1 CBZ和内标的化学结构及质谱图
A. CBZ；B.内标

Fig 1 Chemical structures and mass spectrum of CBZ and

internal standard
A.CBZ；B.internal standard
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精密度。结果显示，各样品的RE为－6.93％～0.32％，日内、

日间 RSD 为 1.00％～6.42％，表明本方法准确度、精密度良

好[2-3]。准确度与精密度试验结果见表2。

表2 准确度与精密度试验结果（x±±s，n＝5）

Tab 2 Results of accuracy and precision tests（x±±s，n＝5）

批次
日内

日间

理论质量浓度，ng/ml

5

15

500

750

5

15

500

750

实测质量浓度，ng/ml

4.98±0.32

15.05±0.74

490.17±19.23

712.83±17.52

4.68±0.08

14.78±0.38

491.50±5.50

724.04±12.13

RE，％
－0.43

0.32

－1.95

－4.97

－6.93

－1.69

－2.27

－3.66

RSD，％
6.42

4.62

3.89

2.30

5.37

4.64

1.00

1.02

2.4.5 稀释效应 CBZ血药浓度的个体差异较大，有必要考

察方法的稀释效应以扩大检测范围。本试验考察了稀释10倍

和100倍的稀释效应。取空白血浆100 μl，加入乙腈300 μl，涡

旋混匀 30 s，12 000×g 离心 2 min，取上清液 200 μl，加入乙腈

1 800 μl，涡旋混匀30 s，12 000×g离心2 min，其上清液即为沉

淀后的基质。将质量浓度分别为 75 000、7 500 ng/ml 的 CBZ

标准工作液用沉淀后的基质稀释至质量浓度为 750 ng/ml后，

按“2.3.1”项下方法处理，进样测定。稀释 10倍及 100倍的血

浆样品的 RE 分别为－7.88％、－9.12％，RSD 分别为 5.82％、

4.79％，均在±15％范围内，表明稀释 10倍和 100倍并不影响

测定方法的准确度与精密度[2-3]。

2.4.6 基质效应和提取回收率试验 分别用空白溶剂和沉淀

后的基质配制高、中、低质量浓度的质控样品，基质效应

（％）＝沉淀后基质配制的样品的峰面积/空白溶剂配制的样品

的峰面积×100％，内标归一化的基质效应（％）＝CBZ的基质

效应/内标的基质效应×100％。按“2.3.1”项下方法分别用血浆

和沉淀后的基质配制高、中、低质量浓度的质控样品，提取回

收率（％）＝血浆配制的样品的峰面积/沉淀后基质配制的样品

的峰面积×100％，内标归一化的回收率（％）＝CBZ的回收率/

内标的回收率×100％。结果表明，本方法的基质效应较小，回

收率稳定，不影响待测物和内标的测定[2-3]。基质效应和提取

回收率试验结果见表3。

表3 基质效应和提取回收率试验结果（x±±s，n＝6）

Tab 3 Results of matrix effect and recovery tests（ x±±s，

n＝6）

待测物

CBZ

内标

理论质量浓度，
ng/ml

15

500

750

110

基质效应，
％

97.36±3.52

107.86±4.04

107.33±3.04

107.39±7.10

内标归一化的
基质效应，％

97.28±5.66

100.72±6.71

99.11±2.63

提取回收率，
％

86.85±2.46

95.03±4.46

93.41±2.81

93.40±3.41

内标归一化的回收率，
％

95.99±3.41

101.74±2.73

98.34±8.52

2.4.7 稳定性考察 分别配制高、中、低质量浓度的质控样

品，考察室温（22 ℃）放置24 h、冻融循环3次（－80 ℃～22 ℃）

和冷冻（－80 ℃）放置18 d的稳定性。结果显示，各样品的RE

均在±15％范围内，RSD＜10％，表明 CBZ 在上述条件下稳

定。稳定性试验结果见表4。

表4 稳定性试验结果（x±±s，n＝5）

Tab 4 Results of stability tests（x±±s，n＝5）

测试条件
室温放置24 h

冻融循环3次

冷冻放置18 d

理论质量浓度，ng/ml

15

500

750

15

500

750

15

500

750

实测质量浓度，ng/ml

15.30±1.08

495.33±23.84

719.83±39.14

14.93±0.530

483.33±25.67

727.67±45.28

13.85±0.180

497.17±13.33

735.83±38.66

RE，％
1.85

－1.08

－3.95

－0.42

－3.45

－2.93

－8.50

－2.61

－2.77

RSD，％
7.10

4.65

5.34

3.46

5.02

6.12

2.21

5.88

5.37

2.5 室间质评样品的测定

药动学实验室生物样本检测室间质评样品共 5个，按

“2.3.2”项下方法处理，进样分析，其前后随行测定高、中、低质

量浓度和定量下限质量浓度（每质量浓度取 2样本分析，共 8

图2 典型色谱图
A.空白血浆；B.空白血浆+内标；C.空白血浆+CBZ（5 ng/ml）+内标；D.

室间质评样品；1.CBZ；2.内标

Fig 2 Representative chromatograms
A.blank plasma；B.blank plasma + internal standard；C.blank plasma

+ CBZ（5 ng/ml）+ internal standard；D.external quality assessment

sample；1.CBZ；2.internal standard
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表1 回归方程

Tab 1 Regression equation

批次
1

2

3

4

回归方程
y＝0.002 88x+0.000 610

y＝0.002 73x+0.000 652

y＝0.002 80x+0.000 769

y＝0.002 47x+0.001 910

r

0.999 8

0.998 8

0.998 9

0.998 9
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个）质控样品。按当日标准曲线计算CBZ实测质量浓度，上报

国家卫生计生委临床检验中心。质评结果表明，所有质评样

品的测定结果均在允许范围内，通过率为 100％。5个室间质

评样品的测定结果见表5。

表5 5个室间质评样品的测定结果

Tab 5 Results of 5 samples external quality assessment

样本编号
201411

201412

201413

201414

201415

测定结果，ng/ml

679.0

475.0

104.0

29.2

26.2

靶值，ng/ml

764.8

520.1

114.9

32.6

27.6

RE，％
－11.22

－8.67

－9.49

－10.43

－5.07

允许范围，ng/ml

611.8～917.8

416.1～624.1

91.9～137.9

26.1～39.1

22.1～33.1

评价结果
通过
通过
通过
通过
通过

3 讨论
本试验建立的测定人血浆中CBZ质量浓度的LC-MS/MS

法，样品采用一步沉淀法去除蛋白，具有简便、经济、快速等特

点，适用于大样本的药动学研究；经考察，本方法专属性良好，

不受内源性物质的干扰，且几乎没有残留效应；CBZ血药浓度

在5～1 000 ng/ml范围内线性关系良好，r＞0.998；各质控样品

的RE均在±15％范围内，日内、日间RSD均＜15％，表明方法

准确度、精密度良好；本方法几乎没有基质效应，各质控样品

的回收率较为稳定；10、100倍的稀释倍数不影响待测物检测

的准确性，可满足CBZ药动学研究的要求；稳定性试验结果表

明，CBZ在室温放置、冷冻放置、冻融循环 3次等条件下均稳

定。将本血药浓度测定方法应用于首届药动学实验室生物样

品检测室间质评样品的分析，各样品实测质量浓度均在允许

范围内，其评价结果的通过率为100％。

CBZ作为一线抗癫痫用药，临床用量大，有效血药浓度范

围为4～12 mg/ml[7]。而本次室间质评样品CBZ的质量浓度范

围为 5～1 000 ng/ml，可选方法包括液相色谱法（LC）、液质联

用（LC-MS）法和LC-MS/MS法等。目前，文献报道的CBZ血

药浓度测定方法主要为高效液相色谱（HPLC）法和 LC-MS

法。其中，HPLC法的定量下限为 1 000 ng/ml，LC-MS法的定

量下限为2 000 ng/ml[8-12]，而本试验所建立的LC-MS/MS法的定

量下限为5 ng/ml，更接近于室间质评样品的质量浓度范围[11-13]，

因此，本实验室选用LC-MS/MS法进行室间质评。虽然质评

样品评价结果全部通过，但从结果可知，实测质量浓度均偏

小，提示本方法可能存在系统偏差，可能是由于CBZ室间质控

样品开封后存放时间较长吸潮所致。同时，评价结果还提示，

高浓度样品的偏差较低浓度样品大，这可能是因为线性回归

时采用了加权回归法（加权因子为1/x2），使方法更偏重于低浓

度所致[14]。

综上所述，本试验建立并验证了测定人血浆中CBZ质量

浓度的LC-MS/MS法，可应用于CBZ的室间质评。
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