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摘要：目的　建立高效液相色谱 －串联质谱（ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）法同时检测拉莫
三嗪（ＬＴＧ）、左乙拉西坦（ＬＥＶ）、奥卡西平（ＯＸＣ）及其活性代谢物１０，１１－二氢 －
１０－羟基卡马西平（ＭＨＤ）的血清浓度。方法　该方法用简单的一步蛋白沉淀
法对血清样品预处理，以２种抗癫痫药的稳定氘代化合物（ＯＸＣ－Ｄ４、ＬＥＶ－
Ｄ６）为内标，用ＰｈｅｎｏｍｅｎｅｘＣ１８（１０００ｍｍ×４６ｍｍ，３０μｍ）色谱柱分离；以含

５ｍｍｏｌ·Ｌ－１乙酸铵的０１％甲酸水溶液（Ａ）－甲醇（Ｂ）为流动相，梯度洗脱
６ｍｉｎ，流速０６ｍＬ·ｍｉｎ－１；柱温４０℃；用电喷雾离子源，多反应监测模式进行
正离子扫描分析。考察该方法的专属性、标准曲线与定量下限、精密度与回收

率、基质效应和稳定性。以本院就诊的使用 ＬＲＧ、ＬＥＶ或 ＯＸＣ治疗的患者纳入
为研究对象，于血药浓度达到稳态后采集血样并使用本研究开发的方法对血清

浓度进行检测。结果 　 该方法专属性好，ＬＴＧ、ＬＥＶ、ＯＸＣ和 ＭＨＤ在
（０２０～２５００）、（０３９～５０００）、（００４～５００）和（０３１～４０００）μｇ·ｍＬ－１

范围内线性良好，ＬＴＧ的线性方程为ｙ＝０９９ｘ＋００２（ｒ＝０９９９２），ＬＥＶ的线性
方程为ｙ＝０５５ｘ＋００１（ｒ＝０９９９４），ＯＸＣ的线性方程为 ｙ＝４３５ｘ＋００４（ｒ＝
０９９８９），ＭＨＤ的线性方程为ｙ＝０５６ｘ＋００１（ｒ＝０９９８７）。定量下限分别为
０２０、０３９、００４和０３１μｇ·ｍＬ－１，批内、批间的精密度与准确度良好，相对误
差（ＲＥ）和 相 对 标 准 偏 差 （ＲＳＤ）均 ＜１５００％，提 取 回 收 率 为
８８５６％～１１２１８％，无明显的基质效应和残留效应。ＬＴＧ、ＬＥＶ、ＯＸＣ和 ＭＨＤ
血清样品在－２０℃放置１４ｄ、反复冻融３次（－２０℃～室温）、室温３ｈ和处理
后置于进样器（４℃）２４ｈ的条件下可保持稳定，ＲＳＤ均≤１０７２％。１４５例临床
样本的分析显示线性范围能够满足临床需求。结论　本研究成功建立了一种可
同时定量分析ＬＴＧ、ＬＥＶ、ＯＸＣ和ＭＨＤ血药浓度的ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法，该方法简
单、经济、准确、高效。
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： ｌａｍｏｔｒｉｇｉｎｅ； ｌｅｖｅｔｉｒａｃｅｔａｍ； ｏｘｃａｒｂａｚｅｐｉｎｅ；１０－ｈｙｄｒｏｘｙｃａｒｂａｍａｚｅｐｉｎｅ；ａｎｔｉｅｐｉｌｅｐｔｉｃ ｄｒｕｇｓ； ｈｉｇｈ
ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｔａｎｄｅｍｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ；ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｄｒｕｇｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ

　　癫痫是一种普遍且严重的神经系统疾病，影响着
全球超过７０００万人［１］。抗癫痫药物是治疗癫痫的主

要方法，但个体差异和药物相互作用的风险要求对其

进行治疗药物监测 （ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｄｒｕｇｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ，
ＴＤＭ）［２］。高效液相色谱 －串联质谱法（ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒ
ｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｔａｎｄｅｍｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，
ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）是一种结合了色谱高分离能力和质
谱高选择性、高灵敏性及高特异性为一体的先进临床

检验技术［３－４］，避免了传统免疫法中的非特异性干

扰，适用于同时检测多种抗癫痫药物。拉莫三嗪

（ｌａｍｏｔｒｉｇｉｎｅ，ＬＴＧ）、左 乙 拉 西 坦 （ｌｅｖｅｔｉｒａｃｅｔａｍ，
ＬＥＶ）、奥卡西平（ｏｘｃａｒｂａｚｅｐｉｎｅ，ＯＸＣ）作为全面性癫
痫的首选药物和局灶性癫痫的首选药物，在临床应用

十分广泛［２］。其中，ＯＸＣ在体内主要转化为活性代谢
物１０，１１－二氢 －１０－羟基卡马西平（ｍｏｎｏｈｙｄｒｏｘｙ
ｃａｒｂａｚｅｐｉｎｅ，ＭＨＤ）发挥抗癫痫作用［５］。尽管 ＯＸＣ在
体内含量低，但与ＭＨＤ具有相似的抗癫痫效力［６］，且

与ＭＨＤ在体内存在动态平衡［７］，监测这一平衡对于

理解个体代谢差异至关重要［８］。本文建立了一种简

单、经济、准确、高效的 ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法，为癫痫患
者的个体化治疗提供参考。

材料与方法

１　材料
药品与试剂　ＯＸＣ标准品，纯度：９９８０％，规格：

每支１００ｍｇ，批号：１００６５７－２０１１０２，ＬＴＧ标准品，纯度：
９９９０％，规格：每支１００ｍｇ，批号：１００７７５－２０１９０２，均
购自中国食品药品检定研究院；ＭＨＤ标准品，纯度：
９９５０％，规格：每支５ｍｇ，批号：Ｔ１０Ｏ１０Ｆ９９５７５，购自上
海源叶生物科技有限公司；ＬＥＶ标准品，纯度：９８７６％，
规格：每支１００ｍｇ，批号：３１０Ａ０２１，购自北京索莱宝科
技有限公司；ＯＸＣ－Ｄ４标准品（内标），纯度：９６００％，
规格：每支１ｍｇ，批号：６－ＮＡＶ－１７１－１，ＬＥＶ－Ｄ６标
准品（内标），纯度：９８００％，规格：每支 １ｍｇ，批号：
４－ＭＧＧ－３８－２，均购自加拿大ＴＲＣ公司。

仪器　ＪａｓｐｅｒＴＭ高效液相色谱系统及 ＡＢＳｃｉｅｘ
ＴｈｒｉｐｌｅＱｕａｄＴＭ４５００ＭＤ串联三重四极杆质谱仪，美国
ＡＢＳｃｉｅｘ公司产品；ＣＰＡ２２５０Ｄ分析天平，赛多利斯科
学仪器北京有限公司产品；Ｈ１６５０医用离心机，湖南
湘仪实验室仪器开发有限公司产品；ＪＯＡＮＬＡＢ７Ｋ旋
涡混合器，群安实验仪器有限公司产品。

２　检测条件、溶液配制与样品处理
本研究方法学建立和生物样本检测由广州市第
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一人民医院完成。

色谱条件　色谱柱：ＰｈｅｎｏｍｅｎｅｘＣ１８（１０００ｍｍ×
４６ｍｍ，３０μｍ）；柱温：４０℃；以含５ｍｍｏｌ·Ｌ－１乙酸
铵的０１％甲酸水溶液（Ａ）－甲醇（Ｂ）为流动相；梯
度洗脱程序：０～０５ｍｉｎ，６０％Ｂ；０５～４０ｍｉｎ，
６０％→９８％Ｂ；４０～５０ｍｉｎ，９８％Ｂ；５０～５１ｍｉｎ，
９８％→６０％Ｂ；５１ ～ ６０ ｍｉｎ，６０％ Ｂ；流 速：

０６ｍＬ·ｍｉｎ－１；进样量：１μＬ；进样器温度：４℃。
质谱条件　用电喷雾离子源，进行正离子多反应

监测模式扫描；气帘气压力１３７９０ｋＰａ；离子源喷雾
电压 ５５００Ｖ；离子源温度 ６５０℃；雾化气压力
４１３６９ｋＰａ；辅助加热器压力４１３６９ｋＰａ；用于定量分
析的离子对分别为 ｍ／ｚ２５６０→２１１０（ＬＴＧ）、ｍ／ｚ
１７１０→１２６２（ＬＥＶ）、ｍ／ｚ２５３０→１８０２（ＯＸＣ）、ｍ／ｚ
２５５０→１９４１（ＭＨＤ）、ｍ／ｚ１７７０→１３２２（ＬＥＶ－
Ｄ６）、ｍ／ｚ２５７０→１８４２（ＯＸＣ－Ｄ４），ＬＴＧ、ＬＥＶ、ＯＸＣ、
ＭＨＤ、ＬＥＶ－Ｄ６和ＯＸＣ－Ｄ４去簇电压分别为８０００、
４７００、５４８５、７０００、４０８０和５４８５Ｖ，碰撞电压分别
为３７９０、４２００、３０００、３８７６、２２０１和３８７６ｅＶ。

对照品储备液及工作溶液配制　精密称取 ＬＴＧ、
ＬＥＶ、ＯＸＣ和ＭＨＤ标准品，加甲醇溶解，制成质量浓
度分别为２５０、１０００、１００、０５０ｍｇ·ｍＬ－１的对照品
储备液。将上述对照品储备液按一定比例混合并用甲

醇逐级稀释，得到ＬＴＧ质量浓度分别为２５０００、１２５００、
６２５０、３１２５、１５６３、７８１、３９１、１９５μｇ·ｍＬ－１，ＬＥＶ质
量浓度分别为５００００、２５０００、１２５００、６２５０、３１２５、
１５６３、７８１、３９１μｇ·ｍＬ－１，ＯＸＣ质量浓度分别为
５０００、２５００、１２５０、６２５、３１３、１５６、０７８、
０３９μｇ·ｍＬ－１，ＭＨＤ质量浓度分别为 ４００００、
２００００、 １００００、 ５０００、 ２５００、 １２５０、 ６２５、
３１３μｇ·ｍＬ－１的混合标准曲线工作液；同法配制
ＬＴＧ质量浓度分别为２００００、２７７８、４６３μｇ·ｍＬ－１，
ＬＥＶ质量浓度分别为４００００、５５５６、９２６μｇ·ｍＬ－１，
ＯＸＣ质量浓度分别为 ４０００、５５６、０９３μｇ·ｍＬ－１，
ＭＨＤ质量浓度分别为３２０００、４４４４、７４１μｇ·ｍＬ－１

的混合质控工作液；于－２０℃避光保存。
内标溶液配制　精密称取ＬＥＶ－Ｄ６和ＯＸＣ－Ｄ４

各１ｍｇ，加甲醇溶解，分别制成ＬＥＶ－Ｄ６和ＯＸＣ－Ｄ４
质量浓度均为１００μｇ·ｍＬ－１的内标储备液。取适量内
标储备液，加甲醇稀释得到上述成分质量浓度均为

１０ｎｇ·ｍＬ－１的混合内标溶液，于－２０℃避光保存。
标准曲线样品与质控样品配制　分别取不同浓

度的混合工作溶液各５μＬ，加入空白血清（不含待测
物）４５μＬ，混匀后制成 ＬＴＧ质量浓度分别为２５００、

１２５０、６２５、３１３、１５６、０７８、０３９、０２０μｇ·ｍＬ－１，
ＬＥＶ质量浓度分别为 ５０００、２５００、１２５０、６２５、
３１３、１５６、０７８、０３９μｇ·ｍＬ－１，ＯＸＣ质量浓度分别
为 ５００、２５０、１２５、０６３、０３１、０１６、００８、
００４μｇ·ｍＬ－１，ＭＨＤ质量浓度分别为４０００、２０００、
１０００、５００、２５０、１２５、０６３、０３１μｇ·ｍＬ－１的标准
曲线样品，以及 ＬＴＧ质量浓度 ０２０、０４６、２７８、
２０００μｇ·ｍＬ－１，ＬＥＶ质量浓度 ０３９、０９３、５５６、
４０００μｇ·ｍＬ－１，ＯＸＣ质量浓度 ００４、００９、０５６、
４００μｇ·ｍＬ－１，ＭＨＤ质量浓度 ０３１、０７４、４４４、
３２００μｇ·ｍＬ－１的低、中、高质量浓度血清质控样品。

血清样品处理　精密吸取５０μＬ待测血清样品，
加入 ８００μＬ混 合 内 标 溶 液，涡 旋 １ ｍｉｎ，以
１４０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，取１００μＬ上清液，加甲
醇∶水（５０∶５０）溶液８００μＬ，混匀后进样分析。
３　方法学考察

专属性　分别取不同来源的空白血清６份，制成
空白血清、空白血清 ＋混合对照品溶液（使 ＬＴＧ、
ＬＥＶ、ＯＸＣ、ＭＨＤ质量浓度分别为 ０２０、０３９、００４、
０３１μｇ·ｍＬ－１）和空白血清 ＋内标（ＬＥＶ－Ｄ６、
ＯＸＣ－Ｄ４），按“血清样品处理”方法处理后进样分
析，记录色谱图，以考察方法专属性。

标准曲线与定量下限（ｌｏｗｅｒｌｉｍｉｔｏｆｑｕａｎｔｉｆｉｃａ
ｔｉｏｎ，ＬＬＯＱ）　取标准曲线样品各５０μＬ，按“血清样
品处理”方法处理后进样分析。分别以待测成分的质

量浓度为横坐标（ｘ），待测成分与对应内标的峰面积
比值为纵坐标（ｙ）进行线性回归分析（权重为１／ｘ２），
并确定ＬＬＯＱ。

精密度与回收率　按照“标准曲线样品与质控样
品配制”及“血清样品处理”项下方法操作，制备ＬＬＯＱ
和低、中、高质量浓度的血清质控样品，每个浓度平行配

制６份，以随行标准曲线计算实测浓度，比较实测浓度
与理论浓度，计算准确度，以相对误差（ｒｅｌａｔｉｖｅｅｒｒｏｒ，
ＲＥ）表示；连续３ｄ重复测定，计算批内、批间精密度，
以相对标准偏差（ｒｅｌａｔｉｖｅｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎ，ＲＳＤ）表
示。按照“标准曲线样品与质控样品配制”的方法制得

低、中、高３个质量浓度的血清质控样品，按“血清样品
处理”项下操作后进样分析，将待测物与内标峰面积比

值记为Ａ。取６份不同来源的空白血清，按“血清样品
处理”方法处理得空白基质，加入低、中、高３种质量浓
度的混合质控工作液和混合内标溶液，使待测物及内标

的质量浓度与上述血清质控样品相同，待测物与内标峰

面积比值记为Ｂ。提取回收率（％）＝Ａ／Ｂ×１００％。
基质效应　取６份不同来源的空白血清，按“血
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清样品处理”方法处理得空白基质，分别加入与处理

后的低、高质量浓度的质控样品浓度相当的对照品及

内标进行分析，待测成分与内标峰面积比值记为 Ｂ。
另取低、高质量浓度的混合质控工作液，加甲醇制成

与上述质量浓度对应的混合对照品溶液，加入等量内

标，记录待测成分与内标峰面积比值为 Ｃ。基质效应
（％）＝Ｂ／Ｃ×１００％。

稳定性　分别取定量下限、低、中、高浓度的血清质控
样品５０μＬ，各平行６份，考察其－２０℃放置１４ｄ、反复冻
融３次（－２０℃～室温）、室温３ｈ及按“血清样品处理”方
法处理后置于进样器（４℃）２４ｈ的稳定性。

残留评估　取标准曲线样品中最高质量浓度的
含药血清样品，按“血清样品处理”方法处理后进样分

析，再同法测定空白血清以考察残留效应。

４　方法学应用
本研究经广州市第一人民医院伦理委员会批准

（伦理批号：Ｋ－２０２４－０６１－０１）。所有受试者均签署
知情同意书。选取２０２３年２月至２０２４年１月在我院
使用ＬＴＧ或ＬＥＶ或ＯＸＣ治疗的１０５名患者的１４５个样
本，年龄５～９０岁，于血药浓度达稳态后，服药前３０ｍｉｎ
内使用干燥促凝管采集血样，以３５００ｒ·ｍｉｎ－１离心
５ｍｉｎ，留取上清液，于－２０℃避光保存，待检。

结　　果
１　方法学评价

专属性　ＬＴＧ、ＬＥＶ、ＯＸＣ、ＭＨＤ、ＬＥＶ－Ｄ６和
ＯＸＣ－Ｄ４色谱峰的峰形良好，保留时间分别为１８７、
２２７、４３６、４０９、２２６和４３４ｍｉｎ，内源性物质不干扰
待测物和内标的测定，表明方法专属性良好，见图１。

图 １　待测物和内标的典型色谱图
Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｔｙｐｉｃａｌｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｔｈｅａｎａｌｙｔｅｓａｎｄｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄｓ
Ａ：Ｂｌａｎｋｓｅｒｕｍ；Ｂ：Ｂｌａｎｋｓｅｒｕｍ＋ａｎａｌｙｔｅｓ＋ｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄｓ；Ｃ：Ｂｌａｎｋｓｅｒｕｍ＋ｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄｓ；ＬＴＧ：Ｌａｍｏｔｒｉｇｉｎｅ；ＯＸＣ：Ｏｘｃａｒｂａｚｅｐｉｎｅ；ＬＥＶ：

Ｌｅｖｅｔｉｒａｃｅｔａｍ；ＭＨＤ：Ｍｏｎｏｈｙｄｒｏｘｙｃａｒｂａｚｅｐｉｎｅ



ＣｈｉｎＪＣｌｉｎＰｈａｒｍａｃｏｌ 　２５０７　

Ｖｏｌ４１Ｎｏ１７Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４３９）

　　标准曲线与定量下限　ＬＴＧ（内标为 ＬＥＶ－Ｄ６）
的线性方程为ｙ＝０９９ｘ＋００２（ｒ＝０９９９２），ＬＥＶ（内
标为 ＬＥＶ－Ｄ６）的线性方程为 ｙ＝０５５ｘ＋００１
（ｒ＝０９９９４），ＯＸＣ（内标为ＯＸＣ－Ｄ４）的线性方程为
ｙ＝４３５ｘ＋００４（ｒ＝０９９８９），ＭＨＤ（内标为 ＯＸＣ－
Ｄ４）的线性方程为 ｙ＝０５６ｘ＋００１（ｒ＝０９９８７），
ＬＴＧ、ＬＥＶ、ＯＸＣ和 ＭＨＤ分别在（０２０～２５００）、
（０３９～５０００）、（００４～５００）和（０３１～４０００）
μｇ·ｍＬ－１内线性良好，定量下限分别为０２０、０３９、
００４和０３１μｇ·ｍＬ－１，可覆盖 ＬＴＧ、ＬＥＶ和 ＭＨＤ的
临床推荐浓度范围，即（２５～１５）、（１２～４６）和
（３～３５）μｇ·ｍＬ－１［９］，同时 ＯＸＣ的线性范围得到显
著扩展［１０－１３］。

精密度与回收率　ＬＴＧ、ＬＥＶ、ＯＸＣ和 ＭＨＤ的批
内、批间准确度和精密度良好（ＲＥ和 ＲＳＤ均 ＜
１５０％），符合生物样品定量分析方法验证的相关要
求［１４－１５］。不同浓度各待测成分的提取回收率介于

８８５６％～１１２１８％之间。结果见表１。
基质效应　低、高质量浓度的质控样品的平均内

标归一化基质效应因子介于 ８７２３％ ～１０８０２％之
间，说明基质不干扰ＬＴＧ、ＬＥＶ、ＯＸＣ和ＭＨＤ的测定，
　　

详见表２。
稳定性　各质量浓度的血清质控样品在 －２０℃

放置１４ｄ、反复冻融３次（－２０℃ ～室温）、室温３ｈ
和处理后置于进样器（４℃）２４ｈ的条件下，ＲＳＤ均
≤１０７２％，说明ＬＴＧ、ＬＥＶ、ＯＸＣ和 ＭＨＤ的质控样品
在上述条件下可保持稳定。

表２　用液相色谱串联质谱法测定血浆中拉英三嗪、左乙拉西
坦、奥卡西平及其代谢产物质量浓度的基质效应（ｎ＝６）
Ｔａｂｌｅ２　Ｔｈｅｍａｔｒｉｘｅｆｆｅｃｔｓｏｆｔｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｌａｍｏｔｒｉｇｉｎｅ，
ｌｅｖｅｔｉｒａｃｅｔａｍ，ｏｘｃａｒｂａｚｅｐｉｎｅａｎｄｏｎｅａｃｔｉｖｅｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｉｎｐｌａｓｍａｂｙ
ｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ－ｔａｎｄｅｍｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｇ（ｎ＝６）

Ｉｔｅｍ
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

（μｇ·ｍＬ－１）

Ｍａｔｒｉｘｅｆｆｅｃｔｓ

（珋ｘ±ｓ，％）

ＲＳＤ

（％）

ＬＴＧ ０４６ ９９５８±８４４ ８４８

２００ ９７３３±２４０ ２４７

ＬＥＶ ０９３ １０２５０±３８５ ３７５

４００ ９７８７±３２８ ３３５

ＯＸＣ ００９ ９７４０±５２５ ５３９

４０ ９１８６±１９３ ２１０

ＭＨＤ ０７４ ９２４６±５２３ ５６６

３２０ ９３０１±３７８ ４０６

表１　用液相色谱串联质谱法测定血浆中拉莫三嗪、左乙拉西坦、奥犬西平及其代谢产物质量浓度的准确度与精密度（ｎ＝６）
Ｔａｂｌｅ１　Ｔｈｅｐｒｅｃｉｓｉｏｎａｎｄａｃｃｕｒａｃｙｏｆｔｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｌａｍｏｔｒｉｇｉｎｅ，ｌｅｖｅｔｉｒａｃｅｔａｍ，ｏｘｃａｒｂａｚｅｐｉｎｅａｎｄｏｎｅａｃｔｉｖｅｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｉｎｉｎｐｌａｓｍａ
ｂｙｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ－ｔａｎｄｅｍｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｇ（ｎ＝６）

Ｉｔｅｍ
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

（μｇ·ｍＬ－１）

Ｉｎｔｒａ－ｂａｔｃｈ Ｉｎｔｅｒ－ｂａｔｃｈ

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

（μｇ·ｍＬ－１）

ＲＳＤ

（％）

ＲＥ

（％）

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

（μｇ·ｍＬ－１）

ＲＳＤ

（％）

ＲＥ

（％）

Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

ｒｅｃｏｖｅｒｙ

（％）

ＬＴＧ ０２０ ０１９±００１ ５３４ －０５８ ０１９±００１ ７２５ －２１２ －

０４６ ０４８±００２ ３１３ ４１３ ０４９±００３ ５２６ ５４５ ９５８４±５３３

２７８ ２８３±０１６ ５７９ ２０４ ２９４±０２０ ６８０ ５７１ １００１４±２２１

２０００ １９２３±０６６ ３４１ －３８７ １９５３±０６４ ３２６ －２３８ ９５０７±５１９

ＬＥＶ ０３９ ０３８±００２ ５１２ －２３３ ０４１±００３ ６８５ ４０８ －

０９３ ０９３±００７ ７３８ ０８９ ０９２±００９ ９２７ －０４１ １０６７０±５４７

５５６ ５５５±０２１ ３８７ －０１６ ５５５±０３３ ５９４ －０１７ １００２４±３１４

４０００ ３９２８±１９３ ４９２ －１７９ ３９６５±２０９ ５２６ －０８７ ９４９３±３９７

ＯＸＣ ００４ ００３９±０００４ １１４４ －０２７ ００４±０００４ １００４ ２６４ －

００９ ００９±００１ ６５７ －１００ ００９±００１ ７６３ －２０６ ９９４３±３１３

０５６ ０５８±００３ ４５９ ５１５ ０５７±００４ ７４７ ２０８ ９６３１±３８６

４００ ３９８±０１８ ４４３ －０５０ ３８８±０２０ ５１１ －３０７ ９８１０±４１２

ＭＨＤ ０３１ ０３１±００２ ５８２ －１５５ ０３１±００２ ７９２ －０１２ －

０７４ ０７６±００３ ３６８ ２６０ ０７３±００５ ６４６ －１７１ １０８７０±１６４

４４４ ４４５±０４７ １０６６ ０１７ ４２９±０３３ ７６１ －３３７ ９９６９±１９８

３２００ ３１５４±１５８ ５０２ －１４３ ３１６７±２７３ ８６３ －１０２ ９９６６±７８９

ＲＳＤ：Ｒｅｌａｔｉｖｅｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎ；ＲＥ：Ｒｅｌａｔｉｖｅｅｒｒｏｒ
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　　残留评估　通过分析，在待测物及其内标对应
的保留时间处，空白血清中未观察到明显的色谱

峰。此外，空白血清中的噪音与定量下限样品中相

应色谱峰的峰面积比值低于 ０１０％，表明无明显
的残留效应。

２　方法学应用
本研究检测了１４５份临床血清样品的ＬＴＧ、ＬＥＶ、

ＯＸＣ和ＭＨＤ血药浓度，除１份样本的ＯＸＣ浓度低于
最低检测限外，其余１４４份样本的检测结果均在标准
曲线的线性范围内，即 ＬＴＧ、ＬＥＶ、ＯＸＣ和 ＭＨＤ的稳
态谷 浓 度 波 动 范 围 分 别 为 （１１４～２４４７）、
（０７７～４１６５）、（００５～２３７）和（４３５～３４８７）
μｇ·ｍＬ－１，证实了该方法适用于上述四种物质的常
规ＴＤＭ。

讨　　论

癫痫的治疗常需联合用药。鉴于常用药物 ＬＴＧ、
ＬＥＶ和 ＯＸＣ联用的普遍性，同时监测这些药物及
ＯＸＣ的活性代谢物ＭＨＤ的浓度对于优化治疗方案至
关重要。然而，由于目标物浓度差异悬殊（如 ＯＸＣ可
低至 ００４μｇ·ｍＬ－１以下，而 ＬＥＶ浓度可高达
５０μｇ·ｍＬ－１以上），实现 ＬＴＧ、ＬＥＶ、ＯＸＣ和 ＭＨＤ的
同时准确定量面临巨大技术挑战，这亦导致现有方法

的报道较为有限。此前，仅少数外文文献用 ＨＰＬＣ－
ＭＳ／ＭＳ［１０，１６－１７］或高效液相色谱－紫外联用技术（ｈｉｇｈ
ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ － ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ，ＨＰＬＣ－ＵＶ）［１８］实现了 ＬＴＧ、ＬＥＶ、ＯＸＣ和
ＭＨＤ的同时检测。国内研究虽有报道可同时测定
ＬＴＧ、ＬＥＶ和 ＭＨＤ浓度的 ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法，但未涵
盖ＯＸＣ［１９］。为此，本研究建立可同步定量检测 ＬＴＧ、
ＬＥＶ、ＯＸＣ和ＭＨＤ的ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ方法，为临床精
准用药提供技术支撑。

前处理策略的优化是方法实用性的核心。本

研究用操作简便的蛋白沉淀法，摒弃已有报道的混

合沉淀剂［１９］，而选用单一有机溶剂甲醇，因其对

ＭＨＤ的回收率显著优于乙腈。此针对 ＭＨＤ和
ＬＥＶ高浓度导致“一步沉淀”法线性不佳的问
题［２０］，本研究用沉淀后稀释步骤，显著优化了所有

目标物的线性关系，并提升了方法的精密度、准确

度与稳定性。

线性范围的科学设定直接决定定量检测的可靠

性。基于临床推荐浓度范围和仪器性能，本研究确定

了ＬＴＧ、ＬＥＶ和 ＭＨＤ的标准曲线线性范围，并通过
１４５例临床样本验证。特别地，针对 ＯＸＣ缺乏明确治
疗窗且现有文献报道的定量范围存在显著局限的问

题：本研究发现约４４９％的临床样本的 ＯＸＣ浓度低
于常规下限０２μｇ·ｍＬ－１［１０－１２］，同时１０２％的临床
样本ＯＸＣ浓度超出１０μｇ·ｍＬ－１上限［１３］。本研究

通过优化前处理与色谱条件，将 ＯＸＣ的定量范围优
化并拓宽至００４～５００μｇ·ｍＬ－１，确保其覆盖绝大
多数临床样本浓度，成功攻克了 ＯＸＣ极低检测限
（００４μｇ·ｍＬ－１）与ＬＥＶ高定量上限（５０μｇ·ｍＬ－１）
跨３个数量级的技术矛盾，解决了传统方法灵敏度不
足或检测范围受限的问题。

在色谱柱的选择上，为平衡分离效率与实用性

（如成本、柱压及色谱柱寿命），本研究并未采用文献

中常用的小粒径（＜３μｍ）色谱柱［１０，１６－１７，１９］，而是创

新性地选用更经济、耐用的３μｍ粒径 Ｃ１８色谱柱，成
功地在柱压低于１５ＭＰａ的条件下，于６ｍｉｎ内高效分
离了ＬＴＧ、ＬＥＶ、ＯＸＣ和 ＭＨＤ，检测时间与现有方法
相当［１０］。

最后，在内标物的选择上，多种物质的定量检测

通常依赖于非同位素内标或单一对应的同位素内标。

例如，ＤＵＰＯＵＥＹ等［１０］和ＬＥＩ等［１６］分别选用３，５－二
氨基－１，２，４－三氮唑和苯海拉明作为内标进行分
析。然而，这些方法可能无法完全消除基质效应［２１］。

本研究仅使用 ２个同位素内标 ＯＸＣ－Ｄ４和
ＬＥＶ－Ｄ６，即实现了４种物质的准确定量。该方法在
显著降低成本的同时，确保了方法的高准确度和精密

度，更具推广价值。

综上，本研究通过优化ＯＸＣ的线性检测范围，显著
提升了临床适用性；同时，通过优化色谱条件和内标物

质，成功克服了 ＯＸＣ极低 ＬＬＯＱ（００４μｇ·ｍＬ－１）与
ＬＥＶ高定量上限（５０μｇ·ｍＬ－１）间跨 ３个数量级的
技术挑战，解决了传统方法灵敏度不足或检测范围

受限的问题。最终，本文建立了一种简单、经济、准

确、高效的 ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ方法，能够同时准确测
定 ＬＴＧ、ＬＥＶ、ＯＸＣ和 ＭＨＤ的血药浓度，为后续临
床药代动力学研究和治疗药物监测应用奠定了方

法学基础。
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