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摘 要 目的 建立3种临床常用碳青霉烯类抗生素——厄他培南（ETP）、亚胺培南（IPM）、美罗培南（MEM）血药浓度检测的超

高效液相色谱-质谱联用（UPLC-MS/MS）法。方法 血浆样品经甲醇沉淀蛋白后，以 3种抗生素的稳定性同位素（ETP-D4、IPM-

D4、MEM-D6）为内标，采用 ACQUITY UPLC BEH C18（2.1 mm×50 mm，1.7 μm）色谱柱分离；流动相为98% 乙腈+2% 水+0.1% 甲

酸和98% 水+2% 乙腈+0.1% 甲酸，梯度洗脱；流速为0.3 mL/min；柱温为40 ℃；采用正离子、多反应监测模式进行扫描分析。结果 

该方法专属性良好，在 ETP、IPM、MEM 0.2～200、0.1～100、0.1～100 μg/mL 范围内线性良好（r2≥0.993），批内、批间精密度和准

确度良好（RE 均≤5.14%，RSD 均≤11.15%），基质效应、提取回收率较一致（RSD≤12.99%）。结论 本实验建立了一种可以同时

定量ETP、IPM、MEM血药浓度的UPLC-MS/MS法，该方法样品前处理简单、检测时间短、所需样品量少，可满足临床需求。

关键词 碳青霉烯类抗生素；超高效液相色谱-质谱联用；血药浓度；厄他培南；亚胺培南；美罗培南

Establishment of UPLC-MS/MS method for the determination of plasma concentration of three common 
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ABSTRACT OBJECTIVE To establish a UPLC-MS/MS method for the determination of plasma concentration of three 

carbapenem antibiotics， i.e. ertapenem （ETP）， imipenem （IPM） and meropenem （MEM）. METHODS After protein precipitation 

with methanol， the plasma samples were separated by ACQUITY UPLC BEH C18 column （2.1 mm×50 mm， 1.7 μm） using stable 

isotopes of three antibiotics （ETP-D4， IPM-D4， MEM-D6） as the internal standard. The mobile phases were 98% acetonitrile +2% 

water +0.1% formic acid and 98% water +2% acetonitrile +0.1% formic acid， by gradient elution. The flow rate was 0.3 mL/min 

and the column temperature was 40 ℃. Scanning analysis was performed in the positive ion and multiple reaction monitoring mode. 
RESULTS The method had good specificity， good linearity （r2≥0.993） in the range of 0.2-200， 0.1-100 and 0.1-100 μg/mL of 

ETP， IPM and MEM， and good intra-batch and inter-batch precision and accuracy （all RE≤5.14%， all RSD≤11.15%）， the 

matrix effect and extraction recovery were consistent （RSD≤12.99%）. CONCLUSIONS This study establishes the UPLC-MS/MS 

method to simultaneously quantify the plasma concentration of ETP， IPM and MEM. The method has the advantages of simple 

pretreatment， short detection time and small sample quantity to meet clinical requirement.
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碳青霉烯类抗生素具有抗菌谱广、抗菌活性强、耐

药率低的特点，已成为治疗重症感染的主要选择。最佳

的抗生素剂量、适当的抗生素浓度和足够的给药疗程是

重症感染治疗成功的关键[1]。碳青霉烯类抗生素多为亲

水性药物，主要以原型形式通过肾脏排泄，故其易受肾

脏清除率和分布容积的影响[2]。半数以上的重症患者在

使用与非重症患者剂量相同的抗生素给药时，会出现剂

量不足的现象，造成抗生素耐药和感染控制无效，从而

增加患者的住院时间，甚至降低患者的生存质量[3]。此

外，碳青霉烯类抗生素的蓄积还会导致神经毒性[4]。目

前，治疗药物监测的目的已逐步从避免药物毒性反应转

移 为 确 保 疗 效 和 减 少 治 疗 指 数 较 宽 药 物 的 不 良 反

应[5―6]。《重症患者 β-内酰胺类抗生素治疗的优化指南

（2019版）》明确指出，使用治疗药物监测可提高 β-内酰

胺类抗生素药动学/药效学目标实现的达标率，降低药物

处于次优浓度和发生剂量相关不良反应的风险[7]。
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目前，我国临床用碳青霉烯类抗生素主要为亚胺培

南（imipenem，IPM）、美罗培南（meropenem，MEM）、厄

他培南（ertapenem，ETP），通常为单一用药。然而有研

究表明，双碳青霉烯联合疗法（ETP 联合 MEM）可以增

强碳青霉烯类药物对耐药肠杆菌/肺炎克雷伯菌的抗菌

作用，用于多黏菌素类抗生素导致肾功能受损的重症感

染患者[8―9]。由于临床用药方案的改进及血浆中碳青霉

烯类抗生素的不稳定性[10]，故需满足临床上重症患者不

同碳青霉烯类抗生素血药浓度定量需求，即定量方法应

达到同时快速定量多种药物血药浓度的要求。超高效

液 相 色 谱 - 质 谱 联 用（ultra-high performance liquid 

chromatography-mass spectrometry，UPLC-MS/MS）法灵

敏度和特异度高，操作简单快速，适用于多种药物监测。

本研究建立了一种简单快速测定3种常用碳青霉烯类抗

生素（ETP、IPM、MEM）血药浓度的 UPLC-MS/MS 法，用

于监测重症患者的血药浓度，以期为患者个体化给药提

供参考。

1　材料
1.1　主要仪器

Waters ACQUITY UPLC Ⅰ-Class 系统、Xevo TQD

系统、Masslynx V4.2 工作站均购自美国 Waters 公司；

MX-F 型固定式涡旋混合仪购自美国 Scilogex 公司；

BY-G20 型高速离心机购自北京白洋医疗器械有限公

司；SB-5200DT 型超声波清洗机购自宁波新芝生物科技

有限公司。

1.2　主要药品与试剂

ETP（纯度98.16%，批号 V-806800-NU1）、IPM（纯度

98.14%，批号 V-804800-NU1）、MEM（纯度86.80%，批号

130506-202004）均购自中国食品药品检定研究院；ETP-

D4（内标，同位素丰度99.00%，批号12-MRS-161-1）购自

上海甄准生物科技有限公司；IPM-D4（内标，同位素丰

度 99.50%，批号 7-MMH-92-2）、3-吗啉丙磺酸（3-mor‐

pholinopropanesulfonic acid，MOPS）缓 冲 剂 购 自 美 国

CFW 公司；MEM-D6（内标，同位素丰度99.70%，批号5-

JUZ-42-1）购自谱析（上海）生物科技有限公司。甲醇、

乙腈均购自美国 Thermo Fisher Scientific 公司；甲酸购自

上海安谱科学仪器有限公司；水为屈臣氏蒸馏水。

1.3　人血浆

血浆为健康者未用药的空白血浆。本研究获天津

医科大学一中心临床学院伦理委员会审批，伦理号为科

研20240124-1。

2　方法与结果
2.1　色谱与质谱条件

色 谱 柱 为 ACQUITY UPLC BEH C18（2.1 mm×50 

mm，1.7 μm）；流动相 A 为 98% 水+2% 乙腈+0.1% 甲酸，

流动相 B 为 98% 乙腈+2% 水+0.1% 甲酸，梯度洗脱（0～

0.50 min，95%A；0.50～0.51 min，95%A→85%A；0.51～

1.60 min，85%A→65%A；1.60～1.70 min，65%A→95%A；

1.70～3.50 min，95%A）；流速为 0.3 mL/min；进样量为 8 

μL；柱温为40 ℃；进样器为8 ℃。离子源为电喷雾离子

源 ，采 用 多 反 应 监 测（multiple reaction monitoring，

MRM）方式，检测模式为正离子模式。ETP、IPM、MEM

及其内标的质谱检测参数见表1。

2.2　相关溶液与血浆样品的配制

2.2.1　稳定剂配制

精密称取 MOPS 缓冲剂 10.46 g，置于 250 mL 容量

瓶中，加纯水溶解并定容，得0.2 mol/L MOPS 缓冲液，用

1 mol/L NaOH 调节 pH 至 6.8，即得稳定剂，置于 4 ℃冰

箱冷藏备用。

2.2.2　ETP、IPM、MEM 标准品溶液配制

精密称取 ETP、IPM、MEM 各 1.00 mg，分别置于 EP

管中，加“2.2.1”项下稳定剂 250 μL 溶解，配制成质量浓

度 均 为 4 000 μg/mL 的 标 准 品 储 备 液。将 上 述 适 量

ETP、IPM、MEM 储备液以 2∶1∶1比例混匀，得质量浓度

分别为 2 000、1 000、1 000 μg/mL 的混合标准品溶液。

取混合标准品溶液，用稳定剂倍比稀释，得 ETP 质量浓

度 分 别 为 2 000、1 000、200、100、20、10、5、2 μg/mL，

IPM、MEM 质量浓度分别均为1 000、500、100、50、10、5、

2.5、1 μg/mL 的混合系列标准工作液。同时，用稳定剂

配制 ETP 质量浓度为1 600、100、5 μg/mL，IPM、MEM 质

量浓度分别均为 800、50、2.5 μg/mL 的混合质控样品溶

液。各标准品储备液于－80 ℃避光保存，系列标准工作

液和混合质控样品溶液现配现用。

2.2.3　内标溶液配制

精密称取 ETP-D4、IPM-D4、MEM-D6各1.00 mg，分

别置于 5 mL 棕色容器中，加稳定剂溶解并定容，摇匀，

配制成 ETP-D4、IPM-D4、MEM-D6 质量浓度均为 200 

μg/mL 的内标储备液。取适量储备液，加稳定剂稀释得

ETP-D4、IPM-D4、MEM-D6质量浓度分别为 25、100、25 

μg/mL的混合内标溶液，分装后于－80 ℃避光保存备用。

2.2.4　混合标准曲线样品和质控血浆样品的配制

精密吸取180 μL 空白血浆，置于1.5 mL 离心管中，

加入 ETP、IPM、MEM 混合系列标准工作液 20 μL，涡旋

15 s 混匀，得 ETP 质量浓度为 200、100、20、10、2、1、0.5、

0.2 μg/mL，IPM、MEM 质量浓度分别均为100、50、10、5、

表1　ETP、IPM、MEM及其内标的质谱检测参数

项目
ETP 定量
ETP 定性
ETP-D4

IPM 定量
IPM 定性
IPM-D4

MEM 定量
MEM 定性
MEM-D6

母离子 m/z

476.02

476.02

480.20

300.02

300.02

304.14

384.01

384.01

390.20

子离子 m/z

68.02

113.97

68.02

97.92

141.99

107.01

68.02

140.89

68.02

锥孔电压/V

28

28

18

30

30

44

30

30

30

碰撞电压/V

28

18

44

30

30

16

30

17

30

保留时间/min

1.60

1.60

1.60

0.49，0.62

0.49，0.62

0.56，0.72

1.30

1.30

1.30
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1、0.5、0.25、0.1 μg/mL 的混合标准曲线样品。混合步骤

同标准曲线样品，配制成 ETP 质量浓度为 160、10、0.5 

μg/mL，IPM、MEM 质量浓度分别均为80、5、0.25 μg/mL

的高、中、低浓度的混合质控血浆样品溶液。

2.3　血浆样品预处理

精密吸取 100 μL 血浆样品，与稳定剂 1∶1混合，加

入 10 μL 混合内标溶液（ETP-D4 为 25 μg/mL，IPM-D4

为 100 μg/mL，MEM-D6 为 25 μg/mL），涡旋 15 s；加入

400 μL 甲醇，涡旋30 s，以13 000 r/min 离心10 min；取上

清液，用0.22 μm 微孔滤膜过滤，取滤液100 μL，加超纯

水300 μL，涡旋10 s，以13 000 r/min 离心10 min 后取上

清液，进样。

2.4　方法学验证

2.4.1　专属性

分别取健康者的空白血浆加入中浓度的混合质控

样品溶液和混合内标溶液，均按“2.3”项下方法处理，记

录色谱图。结果显示，ETP、IPM、MEM 与对应内标色谱

峰峰形良好，完全分离。ETP 和 ETP-D4保留时间均为

1.60 min；MEM 和 MEM-D6保留时间均为1.30 min；IPM

和 IPM-D4以双峰存在，其中 IPM 双峰保留时间为0.49、

0.62 min，IPM-D4双峰保留时间为 0.56、0.72 min。人血

浆中内源性物质不干扰药物和对应内标的测定，该方法

专属性良好。结果见图1（空白血浆图略）。

2.4.2　标准曲线与定量下限

取 ETP、IPM、MEM 混合标准曲线样品，每一质量浓

度各 3份，按“2.3”项下方法处理，记录峰面积。分别以

对照品质量浓度为横坐标（X），3种药物与其内标的峰面

积比值为纵坐标（Y），采用 W＝1/X2进行线性回归运算，

得 到 ETP、IPM、MEM 在 0.2～200、0.1～100、0.1～100 

μg/mL范围内线性良好，线性方程分别为Y＝2.877 67X－

0.082 915（r2＝0.997）、Y＝4.195 77X－0.167 327（r2＝

0.993）、Y＝6.256 62X－0.074 893 （r2＝0.994）。以最低

浓度为定量下限（lower limit of quantification，LLOQ）。

取 6 份 ETP、IPM、MEM 质量浓度为 0.2、0.1、0.1 μg/mL

的混合标准曲线样品，按照“2.3”项下方法处理后记

录 实 测 浓 度 。 实 测 浓 度 的 相 对 误 差（relative error，

RE）＜3.60%，相对标准偏差（relative standard deviation，

RSD）＜9.41%。

2.4.3　提取回收率与基质效应

取不同来源空白血浆配制低（ETP 为 0.5 μg/mL，

IPM、MEM 分别均为0.25 μg/mL）、中（ETP 为10 μg/mL，

IPM、MEM 分别均为 5 μg/mL）、高（ETP 为 160 μg/mL，

IPM、MEM 分别均为 80 μg/mL）3种质量浓度的质控样

品，按“2.3”项下方法处理，每个质量浓度平行制备6份，

将对照品与内标峰面积的比值记为 A。取6份不同来源

的空白血浆按“2.3”项下方法处理后，加入高、中、低3种

质量浓度混合质控样品溶液和混合内标溶液，对照品和

内标峰面积比值记为 B。取 6 份低（ETP 为 5 μg/mL，

IPM、MEM 分别均为2.5 μg/mL）、中（ETP 为100 μg/mL，

IPM、MEM分别均为50 μg/mL）、高（ETP为1 600 μg/mL，

IPM、MEM 分别均为800 μg/mL）3种质量浓度的混合质

控样品溶液10 μL，与190 μL 稳定剂、400 μL 甲醇混匀，

以超纯水适当稀释后上样检测，对照品和内标峰面积比

值 记 为 C。提 取 回 收 率（%）＝A/B×100%，基 质 效 应

（%）＝B/C×100%。结果显示，ETP、IPM、MEM 低、中、

高3种质量浓度混合质控样品内标归一化的提取回收率

及基质效应较一致，全部 RSD≤12.99%，详见表2。

表2　ETP、IPM、MEM 混合质控样品内标归一化的提

取回收率及基质效应（n＝6）

药物

ETP

IPM

MEM

理论质量浓度/（μg/mL）

0.5

10

160

0.25

5

80

0.25

5

80

提取回收率/%
x±s

99.03±7.72

97.53±5.77

95.14±3.80

107.08±7.81

96.46±7.59

94.62±6.13

102.82±4.37

102.38±3.04

97.85±4.32

RSD

7.79

5.92

3.99

7.29

7.87

6.48

4.25

2.96

4.42

基质效应/%
x±s

92.30±6.67

95.10±6.06

98.02±4.33

91.65±8.69

101.55±8.15

98.46±12.79

83.77±3.39

90.41±5.75

94.89±5.70

RSD

7.23

6.38

4.42

9.48

8.03

12.99

4.04

6.36

6.01

2.4.4　精密度和准确度

配制 ETP 质量浓度分别为 0.2、0.5、10、160 μg/mL，
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A3. 空白血浆+MEM 标准品

100
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0

相
对

丰
度

/%

1.30
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图1　ETP、IPM、MEM及其内标的MRM图谱
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IPM、MEM 质量浓度分别均为 0.1、0.25、5、80 μg/mL 的

LLOQ 和低、中、高质量浓度的混合血浆标准样品，按

“2.3”项下方法处理，每个质量浓度平行制备 5份，连续

3 d 重复测定，根据随行标准曲线计算样品的实测浓度。

ETP、IPM、MEM 的 LLOQ 和低、中、高质量浓度的批内、

批间 RE 均≤5.14%、RSD 均≤11.15%，详见表3。

2.4.5　稳定性

待测物低、中、高3个质量浓度的混合质控样品溶液

与血浆混合后，分别在室温放置 4、8、12、24 h 和 4 ℃放

置 4、8、12、24 h 考察血浆样品短期稳定性，在－80 ℃冰

箱冻存60 d 考察血浆样品长期稳定性；冻融循环3次考

察血浆样品冻融稳定性。血浆样品按“2.3”项下方法处

理后置于处理进样器（8 ℃）和室温4、8、12、24 h，室温放置

4、8、12、24 h，考察处理后血浆样品稳定性。4 000 μg/mL

的 ETP、IPM、MEM 标准品储备液分装，置于－80 ℃冻

存 60 d，考察储备液稳定性。RE 和 RSD 均＜15% 视为

稳定性良好。结果显示，ETP、IPM、MEM 血浆样品在室

温条件下分别可以稳定8、4、8 h，在4 ℃下分别可以稳定

24、8、24 h，在－80 ℃冰箱冻存 60 d、冻融循环 3次稳定

性良好。ETP、IPM、MEM 血浆样品处理后在进样器

（8 ℃）中分别可以稳定24、4、24 h，室温条件下分别可以

稳定8、4、8 h。ETP、IPM、MEM 标准品储备液在－80 ℃

冰箱冻存60 d 可以保持稳定。

3　讨论
3.1　内标物质的选择

稳定性同位素内标是 UPLC-MS/MS 定量分析方法

的首选，本实验选择 ETP-D4、IPM-D4、MEM-D6这 3种

同位素内标，分别与3种待测物 ETP、IPM、MEM 一一对

应。同位素内标与待测物的理化性质完全一致，不仅可

以消除仪器进样的误差，还在最大程度上消除了基质效

应。本实验根据调谐结果分别比较了 4 对 IPM-D4 离

子 对（304.14→107.01、304.14→141.98、304.07→97.91、

304.07→106.96）的质谱监测参数和响应强度。结果显

示，304.14→141.98、304.07→97.91 这 2 组 保 留 时 间 与

IPM 一致，但其信噪比和响应强度均不佳；304.14→
107.01虽与 IPM 保留时间不一致，但其峰面积位于 IPM

线性范围中段且线性范围良好。

3.2　血浆样品与前处理方法的选择

研究显示，与血清、柠檬酸盐乙二胺四乙酸血浆样

品相比，肝素化血浆样品中 IPM 和 MEM 质量浓度超过

标称值的115%，低浓度尤其明显，故本实验血样采集选

择柠檬酸盐乙二胺四乙酸抗凝管[4]。生物样品前处理方

法常用蛋白沉淀法、液-液萃取法、固相萃取法等，碳青

霉烯类抗生素较不稳定，简单、高效的前处理方法可最

大限度地缩短样品周转时间，因此本实验选择了操作简

单的蛋白沉淀法。本实验前处理中比较了以甲醇（分

别为 3∶1、4∶1、5∶1）和乙腈（分别为 2∶1、3∶1、4∶1）沉淀

血浆样品蛋白的6种方式。结果发现，乙腈沉淀血浆样

品蛋白时，无论其比例如何，ETP 均出现裂峰，IPM、

MEM 出现不同程度的分峰或拖尾。以甲醇 3∶1沉淀血

浆样品蛋白时，IPM 分峰；以甲醇5∶1沉淀血浆样品蛋白

时，IPM 峰展宽，ETP 出现前沿峰；以甲醇 4∶1沉淀血浆

样品蛋白时，ETP、IPM、MEM 峰形和响应强度均较好，

同时蛋白沉淀效果良好，故本研究最终选择甲醇4∶1沉

淀血浆样品蛋白。沉淀蛋白后上清液与流动相初始梯

度极性相差较大，直接上样后 ETP、IPM、MEM 不同程度

地出现拖尾峰。为确保分析物峰形良好并降低基质效

应，上样前应加水稀释上清液，且当上清液与水的比例

为1∶3时，化合物的峰形、线性范围、基质效应、提取回收

率均良好。

3.3　碳青霉烯类抗生素稳定性分析

碳青霉烯类抗生素，尤其是 IPM 在血浆中极不稳

定，并且会受到浓度与温度的影响[10]。兼性离子缓冲液

可延缓碳青霉烯类抗生素的降解[11―12]，故本实验选择

0.2 mol/L MOPS 作为稳定剂。但是 MOPS 可能会损伤

色谱柱，干扰方法稳定性，并且会增加检测成本[13]。所

以本实验只在保存样品与制备样品时加入稳定剂，不在

流动相中加入稳定剂。此外，β-内酰胺类抗生素环状结

构对 pH 敏感，当 pH＞6时，会产生降解，且碱性越强降

解越快。因此，本实验在流动相的水相和有机相中加入

0.1% 甲酸调节 pH，使流动相 pH 为酸性，同时避免碱性

物质加入，减少药物降解[14]。

临床上若对碳青霉烯类抗生素进行治疗药物监测，

应重视取血到上机分析时的保存条件和温度。此外，本

实验发现，将 IPM 置于4 ℃保存12 h 或冻融循环3次后，

仅高浓度组不满足稳定性要求（RE＞15%）。以往研究

表明，更高的温度与药物浓度会导致 IPM 注射液稳定性

降低，故临床上检测 IPM 血药浓度应倾向选择稳态谷

浓度[10]。

3.4　IPM双峰现象

IPM 已被证明在水溶液中存在顺式和反式两种形

式的构象异构体[4]。IPM 的两种构象异构体处于平衡状

态，可以通过 UPLC 分离[15―16]。本实验中 IPM 以稳定的

表3　ETP、IPM、MEM 在血浆中的批内及批间精密度

和准确度（n＝5）

药物

ETP

IPM

MEM

理论质量浓
度/（μg/mL）

0.2

0.5

10

160

0.1

0.25

5

80

0.1

0.25

5

80

批内
实测浓度/

（μg/mL）

0.203

0.505

10.293

160.895

0.099

0.253

4.948

75.735

0.104

0.253

5.085

81.984

准确度
RE/%

1.30

1.04

2.93

0.56

－0.80

1.20

－1.04

－5.33

3.60

1.28

1.69

2.48

精密度
RSD/%

8.97

1.72

3.49

2.80

9.41

6.23

5.88

4.08

4.35

3.13

2.74

11.15

批间
实测浓度/

（μg/mL）

0.193

0.501

10.265

163.482

0.103

0.253

4.844

77.937

0.101

0.256

5.093

84.116

准确度
RE/%
－3.47

0.19

2.65

2.18

2.53

1.01

－3.11

－2.58

0.67

2.37

1.85

5.14

精密度
RSD/%

9.13

6.28

10.03

6.72

8.19

6.36

6.37

7.24

7.20

5.96

10.11

9.37
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双峰形式存在，未发生展宽或者合并现象，且基线未完
全分离，因此根据双峰的总面积进行定量。此外，本实
验用稳定同位素内标 IPM-D4矫正了在测量浓度范围内
IPM 的峰形变化及与 IPM 共洗脱极性内源性化合物的
基质效应。

综上所述，本实验建立了一种可以同时定量临床 3

种常用碳青霉烯类抗生素（ETP、IPM、MEM）血药浓度
的 UPLC-MS/MS 法，该方法样品前处理简单，检测时间
短，所需样品量少，可以满足临床上（尤其重症患者）对
碳青霉烯类抗生素血药浓度的监测需求。
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