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人血浆中头孢他啶、阿维巴坦及氨曲南浓度同时测定方法的
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摘 要 目的 建立同时测定人血浆中头孢他啶、阿维巴坦及氨曲南浓度的方法。方法 以稳定同位素标记物头孢他啶-D5、阿维

巴坦-13C5、氨曲南-2H6为内标，以甲醇沉淀蛋白结合氮吹浓缩的方法进行血浆样品前处理，采用超高效液相色谱-串联质谱（UPLC-

MS/MS）技术建立同时测定人血浆中头孢他啶、阿维巴坦及氨曲南浓度的定量分析方法。以 ACQUITY UPLC BEH C18柱为色谱

柱，以0.01% 甲酸-乙腈溶液为流动相进行梯度洗脱，流速为0.3 mL/min，柱温为40 ℃，进样量为5 μL，并采用电喷雾离子源在正、

负离子模式下进行多反应监测；然后根据2020年版《中国药典》（四部）“生物样品定量分析方法验证指导原则”进行方法学验证。

结果 头孢他啶、阿维巴坦及氨曲南的线性范围分别为0.04～200、0.05～50、0.01～50 μg/mL（r 均不小于0.996），准确度的相对误

差（RE）均不大于12.25%（n＝5），精密度的 RSD 均不大于 13.49%（n＝5），内标归一化基质因子的 RSD 均小于 15.00%（n＝6），稳

定性试验的 RE 均小于 15.00%（n＝3）。结论 本研究成功建立了同时测定人血浆中头孢他啶、阿维巴坦及氨曲南浓度的 UPLC-

MS/MS 方法，该方法具有良好的准确度、精密度和稳定性，可为接受头孢他啶-阿维巴坦联合氨曲南治疗患者的血药浓度监测及

个体化给药提供方法学支持。
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Establishment of a method for simultaneous determination of ceftazidime， avibactam and aztreonam 

concentrations in human plasma
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Central Hospital， Tianjin 300192， China；2. The First Central Clinical College， Tianjin Medical University， 
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ABSTRACT OBJECTIVE To establish a method for simultaneous determination of ceftazidime， avibactam and aztreonam 

concentrations in human plasma. METHODS Stable-isotope-labeled compounds ceftazidime-D5， avibactam-13C5 and aztreonam-2H6 

were used as internal standards. Plasma samples were pretreated by protein precipitation with methanol， followed by nitrogen 

blowing. A ultra-performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry （UPLC-MS/MS） technique was applied to develop 

a quantitative analytical method for simultaneous measurement of ceftazidime， avibactam and aztreonam in human plasma. An 

ACQUITY UPLC BEH C18 column was used as the chromatographic column. Gradient elution was performed with 0.01% formic 

acid-acetonitrile solution as the mobile phase at a flow rate of 0.3 mL/min. The column temperature was set at 40 ℃， and the 

injection volume was 5 μL. An electrospray ionization source was operated in both positive and negative ion modes for multiple 

reaction monitoring. Method validation was carried out according to the Guidelines for Bioanalytical Method Validation contained in 

volume Ⅳ of the 2020 edition of Chinese Pharmacopoeia. RESULTS The linear ranges of ceftazidime， avibactam and aztreonam 

were 0.04-200， 0.05-50，0.01-50 μg/mL， respectively， with all correlation coefficients no less than 0.996. The relative error （RE） 

for accuracy was no more than 12.25% （n＝5）， and the RSD for precision was no more than 13.49% （n＝5）. The RSD of internal-

standard-normalized matrix factors was less than 15.00% （n＝6）. The RE in stability tests was lower than 15.00% （n＝3）. 
CONCLUSIONS This study successfully established an UPLC-MS/MS method for simultaneous determination of ceftazidime， 

avibactam and aztreonam concentrations in human plasma. The 

method possesses favorable accuracy， precision and stability， 

and can provide methodological support for therapeutic drug 

monitoring and individualized medication in patients treated 

with these three combined drugs.
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目前，由多重耐药革兰氏阴性菌引发的感染已成为

全球公共卫生挑战，发生该类感染的患者病死率居高不

下；与此同时，耐碳青霉烯类肺炎克雷伯菌、耐甲氧西林

金黄色葡萄球菌等难治性病原体的分离率也持续上

升[1―3]。我国数据显示，重症监护病房患者一旦发生多

重耐药菌感染，死亡风险增加1.54～3.00倍，住院时间延

长 4.11～20.17 d[1]。研究发现，产肺炎克雷伯菌碳青霉

烯酶和金属β-内酰胺酶（metallo-β-lactamase，MBL）的肠

杆菌科细菌因对多数β-内酰胺类抗菌药物耐药，导致临

床治疗选择有限[2]。针对产 MBL 菌株感染，多项指南和

研究推荐采用头孢他啶-阿维巴坦联合氨曲南的治疗方

案，其中阿维巴坦可抑制丝氨酸 β-内酰胺酶的活性，保

护氨曲南免受酶水解，从而恢复氨曲南对产 MBL 菌株

的抗菌活性[2―3]。相关真实世界研究也显示，该方案可

改善碳青霉烯耐药菌感染患者的临床结局[4]。然而，头

孢他啶、阿维巴坦及氨曲南均具有明显的个体药代动力

学差异，其血药暴露水平易受到肾功能变化、连续肾脏

替代治疗、感染严重程度等因素影响[5―6]。因此，对上述

药物进行治疗药物监测，准确评价患者体内药物暴露水

平，对于优化给药方案和提高治疗效果具有重要意义[7]。

目前，已有研究建立了头孢他啶-阿维巴坦或氨曲

南的血浆浓度检测方法[8―9]，但是缺乏同时测定这3种药

物血浆浓度的方法。因此，本研究基于超高效液相色

谱 - 串 联 质 谱（ultra-performance liquid chromatography-

tandem mass spectrometry，UPLC-MS/MS）技术，建立同

时测定人血浆中头孢他啶、阿维巴坦及氨曲南浓度的方

法，并按照2020年版《中国药典》（四部）“生物样品定量

分析方法验证指导原则”进行系统验证，以期为接受该

联合治疗方案患者的血药浓度监测及个体化给药提供

方法学支持。

1　材料

1.1　主要仪器

本研究采用的色谱-质谱联用系统由美国 Waters 公

司提供，包括 ACQUITY UPLC I-Class 型超高效液相色

谱仪、Xevo TQD 型三重四极杆质谱仪及 MassLynx V4.2

数据采集与处理软件；其他仪器主要包括 BY-G20型高

速离心机（北京白洋医疗器械有限公司）、HGC-24A 型氮

气吹干仪（天津恒奥科技发展有限公司）等。

1.2　主要药品与试剂

头 孢 他 啶 对 照 品（批 号 130489-201703，含 量

99.9%）、阿 维 巴 坦 对 照 品（批 号 130599-201901，含 量

98.06%）均购自中国食品药品检定研究院；氨曲南对照

品（批号 RFS-S20240301，纯度99.6%）、氨曲南-2H6（批号

1127452-94-1，同位素丰度 100%）均购自天津瑞信达生

物科技有限公司；头孢他啶-D5（批号 CDAA-749355D5，

同位素丰度100%）、阿维巴坦-13C5（批号 V-990600-NU1，

同位素丰度 100%）均购自成都迈达斯医药科技有限公

司。甲醇、乙腈均为色谱纯，购自美国 Thermo Fisher 

Scientific 公司；甲酸为色谱纯，购自上海安谱实验科技

股份有限公司；实验用水为屈臣氏蒸馏水。

1.3　人血浆样本

空白血浆为未服用任何药物的患者血浆，来源于天

津市第一中心医院检验科临床检测后剩余的人血浆样

本（所有空白血浆样本均通过病历系统核查，确认患者

未使用过头孢他啶-阿维巴坦及氨曲南，以避免基质干

扰，该操作符合2020年版《中国药典》（四部）“生物样品

定量分析方法验证指导原则”对空白基质的要求[10]）。

本研究方案经天津市第一中心医院伦理委员会审查批

准（伦理批号：20240808-2）。

2　方法与结果

2.1　色谱与质谱条件

2.1.1　色谱条件

本研究所用色谱柱为 ACQUITY UPLC BEH C18柱

（2.1 mm×50 mm，1.7 μm），以 0.01% 甲酸（A）-含 0.01%

甲酸的乙腈溶液（B）为流动相进行梯度洗脱（0～0.5 

min，95%A；0.5～0.55 min，95%A→85%A；0.55～2.7 

min，85%A→80%A；2.7～3.5 min，80%A→5%A；3.5～

3.6 min，5%A→95%A；3.6～5.0 min，95%A）；流速为 0.3 

mL/min；柱温为40 ℃；进样量为5 μL。

2.1.2　质谱条件

采用电喷雾离子源，在正、负离子切换模式下进行

多反应监测；离子源温度为 150 ℃；毛细管电压为 1.0 

kV；脱溶剂气温度为600 ℃。各分析物及其内标的质谱

参数详见表1。

表1　各分析物及其内标的质谱参数

分析物
头孢他啶（定量）

头孢他啶（定性）

头孢他啶-D5

氨曲南（定量）

氨曲南（定性）

氨曲南-2H6

阿维巴坦（定量）

阿维巴坦（定性）

阿维巴坦-13C5

母离子 m/z

547.27

547.27

552.00

435.84

435.84

441.78

264.12

264.12

269.05

子离子 m/z

468.20

396.21

468.05

313.06

356.04

318.99

97.92

141.99

96.03

锥孔电压/V

30

30

32

32

32

32

42

42

46

碰撞电压/V

16

17

14

17

17

17

28

28

21

保留时间/min

1.70

1.70

1.70

1.96

1.96

1.94

0.66

0.66

0.66

离子模式
+

+

+

+

+

+

－

－

－
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2.2　溶液配制

2.2.1　头孢他啶、阿维巴坦、氨曲南相关溶液的配制

精密称取头孢他啶对照品 2.00 mg、阿维巴坦对照

品1.00 mg 及氨曲南对照品1.00 mg，分别加入10% 甲醇

溶液溶解并定容，配制成质量浓度分别为 4 000、1 000、

1 000 μg/mL 的标准储备液。取上述标准储备液各适

量，按一定比例混合，配制成头孢他啶、阿维巴坦及氨曲

南质量浓度分别为2 000、500、500 μg/mL 的混合标准储

备液。取混合标准储备液适量，以10% 甲醇溶液逐级稀

释，配制成系列混合标准工作液。其中，头孢他啶质量

浓度分别为2 000、1 000、400、200、40、20、4、2、0.4 μg/mL；

阿维巴坦和氨曲南质量浓度均分别为500、250、100、50、

10、5、1、0.5、0.1 μg/mL。另外，配制低、中、高质量浓度

的质控工作液，其中高质量浓度质控工作液中头孢他

啶、阿维巴坦和氨曲南质量浓度分别为 1 600、400、400 

μg/mL；中质量浓度质控工作液中头孢他啶、阿维巴坦

和氨曲南质量浓度分别为 40、10、200 μg/mL；低质量浓

度质控工作液中头孢他啶、阿维巴坦和氨曲南质量浓度

分别为0.8、1、0.3 μg/mL。

2.2.2　内标溶液的配制

精密称取头孢他啶-D5、阿维巴坦-13C5、氨曲南-2H6各

1.00 mg，分别置于不同5 mL 棕色容量瓶中，以10% 甲醇

溶 液 溶 解 并 定 容，配 制 成 各 内 标 质 量 浓 度 均 为 200     

μg/mL 的储备液。取各内标储备液适量，混合后用10%

甲醇溶液稀释，得混合内标工作液（头孢他啶-D5、阿维巴

坦-13C5、氨曲南-2H6的质量浓度分别为40、10、10 μg/mL）。

2.2.3　混合标准曲线样品与混合质控血浆样品的配制

精密吸取空白血浆 90 μL，加入混合标准工作液 10 

μL，涡旋混匀1 min，配制成系列质量浓度的混合标准曲

线样品：头孢他啶质量浓度分别为 0.04、0.2、0.4、2、4、

20、40、100、200 μg/mL，阿维巴坦和氨曲南质量浓度均

分别为0.01、0.05、0.1、0.5、1、5、10、25、50 μg/mL。

同上述方法制备头孢他啶质量浓度分别为 160、4、

0.08 μg/mL，阿维巴坦质量浓度分别为40、1、0.10 μg/mL，

氨曲南质量浓度分别为 40、20、0.03 μg/mL 的高、中、低

质量浓度混合质控血浆样品。

2.3　血浆样品前处理

精密量取空白血浆样品 100 μL 于 1.5 mL 离心管

中，加入混合内标工作溶液 5 μL，涡旋振荡 15 s 使充分

混匀；继续加入甲醇 400 μL，涡旋 1 min 进行蛋白沉淀；

以 13 000 r/min 离心 10 min，取上清液 200 μL 至洁净离

心管中，经氮气吹干后，加入5% 甲醇100 μL 复溶，涡旋

1 min；再以13 000 r/min 离心10 min，取上清液80 μL 进

样分析。

2.4　方法学考察

2.4.1　专属性试验

分别取空白血浆、混合质控血浆样品（低质量浓

度），按“2.3”项下方法处理后，再按“2.1”项下色谱与质

谱条件进样分析，记录色谱图。结果（图1）显示，头孢他

啶及其内标头孢他啶-D5的保留时间均为1.70 min，阿维

巴坦及其内标阿维巴坦-13C5的保留时间均为 0.70 min，

氨曲南及其内标氨曲南-2H6 的保留时间分别为 1.96、

1.94 min；各分析物的色谱峰峰形对称，与血浆内源性杂

质及代谢产物分离完全，无显著干扰峰出现，表明该方

法具有良好的专属性。

2.4.2　标准曲线与定量下限

取“2.2.3”项下系列浓度混合标准曲线样品各适量，

每个浓度平行 3份，按“2.3”项下方法处理后，再按“2.1”

项下色谱与质谱条件进样分析。以分析物质量浓度为

横坐标（X，μg/mL）、分析物与内标的峰面积比值为纵坐

标（Y），采用加权最小二乘法进行线性回归。结果显示，

头孢他啶的回归方程为 Y＝0.327 150X+0.000 889（r＝

0.998），线性范围为 0.04～200 μg/mL；阿维巴坦的回归

方程为 Y＝0.719 863X－0.010 276（r＝0.997），线性范围
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图1　专属性试验考察结果
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为0.05～50 μg/mL；氨曲南的回归方程为Y＝0.723 209X+

0.022 675（r＝0.996），线性范围为 0.01～50 μg/mL。另

外，选取各分析物信噪比≥10的最低质量浓度（头孢他

啶质量浓度为 0.04 μg/mL、阿维巴坦质量浓度为 0.05 

μg/mL、氨曲南质量浓度为 0.01 μg/mL），平行配制 6份

样品，进行准确度与精密度考察。结果显示，在上述质

量浓度下，各分析物的相对误差（relative error，RE）均不

大于14.00%，RSD 均不大于13.49%（n＝6），符合2020年

版《中国药典》（四部）“生物样品定量分析方法验证指导

原则”相关要求[10]，故将上述质量浓度作为各分析物的

定量下限。

2.4.3　准确度与精密度试验

取“2.2.3”项下的高、中、低质量浓度混合质控血浆

样品各适量，每个质量浓度平行 5份，按“2.3”项下方法

处理，再按“2.1”项下色谱与质谱条件进样分析，以考察

准确度和精密度（准确度以 RE 评价，精密度以 RSD 评

价）。结果显示，头孢他啶、阿维巴坦及氨曲南在低、中、

高质量浓度水平下准确度的 RE 均不大于 12.25%、精密

度的 RSD 均不大于13.49%（n＝5），符合2020年版《中国

药典》（四部）“生物样品定量分析方法验证指导原则”相

关要求[10]。

2.4.4　基质效应

取 6 份不同来源的空白血浆各 100 μL，分别加入

400 μL 甲醇沉淀蛋白，涡旋混匀 1 min 后，以 13 000       

r/min 离心10 min；取上清液200 μL 以氮气吹干，随后分

别加入低、中、高质量浓度的质控工作液及内标工作液

复溶，按“2.1”项下色谱与质谱条件进样分析，记录分析

物与内标的峰面积比值（记为 A）。另以5% 甲醇代替空

白血浆，同上述方法处理后，记录分析物与内标的峰面

积比值（记为 B）。以 A 与 B 的比值（即内标归一化基质

因子）评价基质效应。结果显示，头孢他啶、阿维巴坦及

氨曲南在低、中、高质量浓度水平下内标归一化基质因

子的 RSD 均小于15.00%（n＝6），符合2020年版《中国药

典》（四部）“生物样品定量分析方法验证指导原则”相关

要求[10]，表明不同来源的血浆基质对 3种分析物的定量

测定无明显影响。

2.4.5　稳定性试验

（1）冻融稳定性：取“2.2.3”项下高、中、低质量浓度

的混合质控血浆样品各适量，每个质量浓度平行3份，分

别于－80 ℃下冷冻 24 h 后再于室温（25 ℃）自然融化

（此为第1次冻融），然后将其中2份再次于－80 ℃下冷

冻24 h 后再于室温融化（此为第2次冻融），最后将经过

2次冻融的其中1份样品于－80 ℃下冷冻24 h 后再于室

温融化（此为第 3 次冻融）；将上述 3 种冻融后样品按

“2.3”项下方法处理后，再按“2.1”项下色谱与质谱条件

进样分析，以考察样品的冻融稳定性。结果显示，所有

样品在不同冻融条件下的测定结果与理论值的 RE 均小

于15.00%，表明样品冻融稳定性良好。（2）血浆样品处理

前及处理后稳定性：取“2.2.3”项下高、中、低质量浓度的

混合质控血浆样品各适量，每个质量浓度平行3份，分别

置于室温（25 ℃）放置 6、24 h 和 4 ℃放置 6、24 h 以考察

血浆样品处理前的稳定性；另取“2.2.3”项下高、中、低质

量浓度的混合质控血浆样品各适量，每个质量浓度平行

3份，分别按“2.3”项下方法处理后，再置于上述条件下

以考察血浆样品处理后的稳定性。结果显示，血浆样品

处理前，头孢他啶、阿维巴坦和氨曲南在室温放置6 h 及

4 ℃放置24 h 条件下的测定结果与理论值的 RE 均不大

于 15.00%（n＝3）；血浆样品处理后，3种分析物在室温

及4 ℃放置24 h 条件下的测定结果与理论值的 RE 均不

大于15.00%（n＝3）；上述结果均符合2020年版《中国药

典》（四部）“生物样品定量分析方法验证指导原则”相关

要 求[10]，表 明 血 浆 样 品 处 理 前 及 处 理 后 的 稳 定 性 均

良好。

3　讨论

3.1　内标的选择

本研究选用氘代或 13C 标记的稳定同位素作为相应

分析物的内标，这些内标与分析物具有几乎一致的理化

性质和色谱行为，可有效补偿样品处理过程中的损失、

进样误差及基质效应[7―8]。值得注意的是，头孢他啶-D5、

阿维巴坦-13C5、氨曲南-2H6的保留时间与待测物几乎完

全匹配，内标质量浓度（头孢他啶-D5 2 μg/mL、阿维巴

坦-13C5 0.5 μg/mL、氨曲南-2H6 0.5 μg/mL）与待测物质量

浓度比例适当，确保了定量准确性。

3.2　色谱条件的优化

本课题组前期系统考察了甲醇、乙腈作为有机相对

分析物响应强度的影响，结果发现，当乙腈作为有机相

时，头孢他啶、阿维巴坦、氨曲南均表现出更强的质谱响

应信号，这可能与乙腈黏度较低、离子化效率高有关。

由于阿维巴坦为强极性化合物，在 C18柱上保留较弱[11]，

因此笔者优化了流动相添加剂的种类与浓度，结果发

现，在流动相中添加 0.1% 甲酸虽然可以改善阿维巴坦

色谱峰峰形，但会显著抑制其质谱响应；最终确定在流

动相中添加0.01% 甲酸，其可在保证阿维巴坦色谱峰峰

形的同时维持检测灵敏度。另外，针对头孢他啶与氨曲

南保留时间相近的问题，笔者通过调整0.55～2.7 min 时

段的梯度斜率，并在2.7 min 后采用陡峭梯度洗脱强保留

组分，实现了头孢他啶和氨曲南的良好分离，且将总分析时

间控制在5 min 以内，从而满足了临床高通量检测需求。
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3.3　血浆样品前处理的优化

生物样品前处理方法的选择，需综合考量分析物的

理化性质、生物基质的复杂程度以及临床实验室的实际

检测条件。本课题组前期比较了直接蛋白沉淀后进样

与甲醇沉淀蛋白结合氮吹浓缩后进样两种前处理方式，

结果发现，直接蛋白沉淀后进样会导致阿维巴坦的回收

率偏低，难以满足定量分析要求，这可能是因为阿维巴

坦与氨曲南均属于强极性化合物[12]，在常规蛋白沉淀条

件下易保留于水相。虽有研究表明，采用固相萃取或使

用亲水性色谱柱可以改善强极性化合物的提取与分离

效果，但固相萃取存在耗材成本较高、操作步骤烦琐、批

量处理效率较低等问题[13—14]。因此，本研究最终采用甲

醇沉淀蛋白结合氮吹浓缩的进样方案，进一步考察甲醇

用量、复溶溶剂配比等关键参数后，本研究确定血浆样

品前处理方法为：加入400 μL 甲醇沉淀蛋白，离心取上

清液行氮吹浓缩，以100 μL 5% 甲醇复溶后进样。该方

法可有效富集强极性分析物、降低基质干扰、提高检测

灵敏度，且在保障分析性能的基础上，节约检测成本、简

化操作步骤，更适合临床大批量样品的常规分析。

综上所述，本研究成功建立了一种同时测定人血浆

中头孢他啶、阿维巴坦及氨曲南浓度的 UPLC-MS/MS

方法，该方法准确度、精密度、稳定性良好，可为临床患

者的血药浓度监测和个体化给药提供参考。然而，本研

究亦存在一定局限性：（1）本研究虽完成了该方法的建

立，但未纳入足够数量的临床样本进行系统应用；（2）本

研究未进一步分析不同肾功能状态、血液净化方式及感

染部位对3种药物血药浓度的影响。今后，本课题组将

利用临床样本，进一步验证该方法在重症感染患者治疗

药物监测中的应用价值。
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