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摘要：目的　评定超高效液相色谱－串联质谱法（ＵＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）测定人血浆
中１０，１１－二氢－１０－羟基卡马西平（ＭＨＤ）浓度的不确定度。方法　采用同位
素内标，流动相为含０１％甲酸的甲醇和含５％甲醇与０１％甲酸的水溶液，ＢＥＨ
Ｃ１８色谱柱（２１ｍｍ×５００ｍｍ，１７μｍ），在０４ｍＬ·ｍｉｎ

－１流速下进行梯度洗

脱，３分钟内实现分离。利用电喷雾电离（ＥＳＩ），在多反应监测 （ＭＲＭ）模式下，
使用ＵＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ分析测定血浆样品浓度。考察该方法的专属性、标准曲
线和定量下限、精密度、回收率、基质效应、稳定性。对ＭＨＤ浓度测定过程中的
各影响因素进行分析评定，计算各因素的不确定度和合成不确定度，最终计算扩

展不确定度。结果　ＭＨＤ在００３至６００ｍｇ·Ｌ－１范围内具有良好线性，批内、
批间样品检测的准确度与理论浓度的偏差在 ±１５％以内，精密度变异系数均在
１３３２％以内。血浆样品 ２５℃下放置 ９ｈ，４℃下放置 ５ｈ，３次冻融循
环，－８０℃下储存１８ｄ等条件下均表现出良好的稳定性。根据各因素的不确
定度计算结果，低浓度质控的重复性、基质效应和回收率的不确定度较大，分别

为１９６×１０－２，５４９×１０－２和７２５×１０－２；高浓度质控的基质效应和回收率不
确定度较大，分别为 ４９２×１０－２和 ２０１×１０－２。人血浆中 ＭＨＤ低浓度
（００９ｍｇ·Ｌ－１）和高浓度（４５０ｍｇ·Ｌ－１）的扩展不确定度分别为１６２×１０－２

ｍｇ·Ｌ－１和０４８ｍｇ·Ｌ－１（Ｐ＝９５％，ｋ＝２）。结论　ＵＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法测定人
血浆中ＭＨＤ浓度的不确定度在低浓度时主要由重复性、基质效应和回收率引入，
高浓度时主要由基质效应与回收率引入。

关键词：１０，１１－二氢－１０－羟基卡马西平；超高效液相色谱－串联质谱法；人血
浆；不确定度

ＤＯＩ：１０１３６９９／ｊｃｎｋｉ１００１－６８２１２０２５２３０１０
中图分类号：Ｒ９１７　　　文献标志码：Ａ
文章编号：１００１－６８２１（２０２５）２３－３３６６－０８

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｅｖａｌｕａｔｅｔｈｅｕｎｃｅｒｔａｉｎｔｙｆｏｒｔｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ
ｏｆ１０，１１－ｄｉｈｙｄｒｏ－１０－ｈｙｄｒｏｘｙｃａｒｂａｚｅｐｉｎｅ（ＭＨＤ）ｉｎｈｕｍａｎｐｌａｓｍａ
ｂｙｕｌｔｒａｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ－ｔａｎｄｅｍｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ
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　　癫痫作为儿童群体高发的神经系统疾病，药物治
疗仍是当前首选方案［１－２］。奥卡西平因其疗效显著

且安全性较好，被广泛应用于儿童癫痫治疗［３－４］，其

活性成分为代谢物１０，１１－二氢 －１０－羟基卡马西
平，但血药浓度存在明显的个体差异［５］。临床实践表

明，该药物在儿童患者中易引发多种不良反应［５－７］。

通过监测１０，１１－二氢 －１０－羟基卡马西平，开展治
疗药物监测有助于设计个体化给药方案，确保血药浓

度处于治疗窗内，从而优化疾病管理［８］。

本团队前期已建立人血浆中１０，１１－二氢－１０－羟
基卡马西平（１０，１１－ｄｉｈｙｄｒｏ－１０－ｈｙｄｒｏｘｙｃａｒｂａｚｅｐｉｎｅ，
ＭＨＤ）的快速、灵敏定量分析方法［９］。目前，针对此特

定方法的测量不确定度研究尚缺乏报道，为进一步提

升检测质量可靠性，本研究依据相关技术指南［１０］，对

该测定方法进行不确定度评估，量化了关键影响因

素，以促进该方法的规范应用。

材料与方法

１　材料
空白血浆　来自北京天坛医院血库的匿名健康

献血者残留样本。本研究经首都医科大学附属北京

天坛医院医学伦理委员会批准，伦理批号：ＫＹ２０２２－
０１８－０２。

试剂　ＭＨＤ对照品，规格：每瓶 １００ｍｇ，纯度：
９７％，批号：２０１４０８２７，中国南京康满林化工实业有限

公司生产；内标物（ｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄ，ＩＳ）ＭＨＤ－Ｄ４，规
格：每瓶１ｍｇ，纯度：９９８％，批号：２－ＴＭＨ－１５３－５，加
拿大ＴｏｒｏｎｔｏＲｅｓｅａｒｃｈＣｈｅｍｉｃａｌｓ公司生产；色谱级甲
酸，规格：每瓶５０ｍＬ，批号：２２５５０３，美国Ｆｉｓｈｅｒ公司生
产；色谱级甲醇，规格：每瓶 ４Ｌ，批号：２０３３９８，美国
Ｆｉｓｈｅｒ公司生产。

仪器　ＡＢＱｔｒａｐ５５００质谱仪，美国ＡＢＳｃｉｅｘ产品；
ＷａｔｅｒｓＡｃｑｕｉｔｙＵＨＰＬＣ超高效液相色谱仪，美国
Ｗａｔｅｒｓ公司产品；ＳＣＩＬＯＧＥＸＤ２０１２高速离心机，美国
ＳＣＩＬＯＧＥＸ公司产品；ＭｅｔｔｌｅｒＸＳ１０５ＤＵ电子天平，瑞
士Ｍｅｔｔｌｅｒ公司产品；ＭｉｌｌｉｐｏｒｅＤｉｒｅｃｔ－Ｑ３纯水器，美
国Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司产品。
２　测定方法、标准溶液配制与血浆样品处理

色谱条件　采用 ＢＥＨＣ１８色谱柱（２１ｍｍ×
５００ｍｍ，１７μｍ）；流动相 Ａ：含０１％甲酸的甲醇，
Ｂ：含 ５％ 甲 醇 与 ０１％ 甲 酸 的 水 溶 液；流 速
０４ｍＬ·ｍｉｎ－１；柱温３７℃；进样量１μＬ；自动进样器
温度１０℃。梯度洗脱程序：０ｍｉｎ（５５％Ａ）→１０ｍｉｎ
（８００％ Ａ）→１１ｍｉｎ（９００％Ａ）→１６ｍｉｎ（９００％Ａ）
→１７ｍｉｎ（５５％ Ａ）→３０ｍｉｎ（５５％ Ａ）［９］。

质谱条件　电喷雾电离正离子模式（ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｒａｙ
ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎｐｏｓｉｔｉｖｅｉｏｎｍｏｄｅ，ＥＳＩ＋）；监测离子对 ｍ／ｚ
２５５１＞１９４１和２５５１＞２３７１（ＭＨＤ）；ｍ／ｚ２５９１＞１９８１
和２５９１＞２４１１（ＩＳ）；碰撞电压２８Ｖ（ＭＨＤ）／２９Ｖ（ＩＳ）；
去簇电压５０Ｖ（ＭＨＤ）／８０Ｖ（ＩＳ）；入口电压８Ｖ（ＭＨＤ）／
８Ｖ（ＩＳ）；出口电压１８Ｖ（ＭＨＤ）／１６Ｖ（ＩＳ）［９］。
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溶液配制　标准工作液：精密称取ＭＨＤ３０９ｍｇ，
甲醇定容至５ｍＬ得６００ｍｇ·Ｌ－１储备液。梯度稀释
获得０３０、０６０、３００、６００、３０００、６０００ｍｇ·Ｌ－１系
列工作液（Ｓ１－Ｓ６）及质控溶液（低浓度质控溶液：
０９０ｍｇ·Ｌ－１；高浓度质控溶液：４５００ｍｇ·Ｌ－１）。内
标工作液：精密称取ＭＨＤ－Ｄ４，甲醇定容至１０ｍＬ得
１００ｍｇ·Ｌ－１储备液，稀释制得１ｍｇ·Ｌ－１工作液。

血浆样品处理　取１００μＬ空白血浆，加入１０μＬ
系列工作液及１０μＬ内标液，添加３００μＬ甲醇涡旋
混匀３０ｓ。４℃静置１５ｍｉｎ后，１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心
２ｍｉｎ。取上清液 ２０μＬ与 １８０μＬ甲醇混合，涡旋
４ｍｉｎ后同条件离心，取上清进样。
３　方法学考察
３１　专属性

分别取空白血浆（不含 ＭＨＤ及内标）、只加内标
未加待测物的空白血浆、ＭＨＤ定量下限标准含药血
浆样品、患者血浆样品，按“血浆样品处理”项处理后

检测。

３２　标准曲线与定量下限
在１００μＬ空白血浆中用移液器加入 １０μＬ

ＭＨＤ标准工作液，１０μＬ内标工作液，配制血浆标
准曲线样品，各血浆样品中 ＭＨＤ质量浓度分别为
００３、００６、０３０、０６０、３００和６００ｍｇ·Ｌ－１，处
理步骤按照“血浆样品处理”，通过液质联用仪分

析，基于标准曲线 ６个浓度样品中 ＭＨＤ与内标的
峰面积比定量，对理论浓度与响应值（ＭＨＤ与内标
峰面积比值）进行线性回归，权重因子为 １／ｘ２，定
量下限为００３ｍｇ·Ｌ－１。
３３　精密度

取不同浓度的质控样品（ＭＨＤ质量浓度分别为
００３、００９、２２５×１０－１、２２５、４５０ｍｇ·Ｌ－１）。进行
测定（分析批数量为７，每批包含 ５个浓度水平的质
控，每个浓度平行配制５份），通过标准曲线计算测定
浓度，评估批内和批间准确度和精密度。

３４　基质效应与回收率
回收率和基质效应通过制备不同质控浓度水平

（ＭＨＤ质量浓度分别为 ００９、２２５×１０－１、２２５、
４５０ｍｇ·Ｌ－１）的３批样品进行评估，３批样品如下：
（Ａ）取６名不同个体的空白血浆１００μＬ，加入分析物
１０μＬ及内标１０μＬ后进行提取；（Ｂ）取６名不同个
体的空白血浆提取后的１００μＬ，加入分析物１０μＬ及
内标１０μＬ（即提取后空白血浆）；（Ｃ）将分析物
１０μＬ及内标１０μＬ溶于１００μＬ水，按“血浆样品处
理”项处理后检测。回收率 ＝（Ａ／Ｂ×１００）％，基质

效应＝（Ｂ／Ｃ×１００）％。内标归一化的回收率与基
质因子分别为（Ａ分析物／Ｂ分析物）／（Ａ内标／Ｂ内标）×１００％
和（Ｂ分析物／Ｃ分析物）／（Ｂ内标／Ｃ内标）×１００％。
３５　稳定性

通过制备４个浓度水平的质控样品（ＭＨＤ质量
浓度分别为００９、２２５×１０－１、２２５、４５０ｍｇ·Ｌ－１），
在下列特定条件下进行稳定性评估：

血浆样品：２５℃下放置 ３、５、９ｈ；４℃下放置
５ｈ；－８０℃至２５℃间经３次冻融循环；－８０℃下储存１８ｄ。

提取后样品：２５℃下放置４、８ｈ；４℃下放置８ｈ；
１０℃下放置１０ｈ；－８０℃下储存１２ｄ。

稳定性通过计算储存后样品测定值与初始值的

偏差进行评估（血浆样品的初始值为同日制备的 ＱＣ
样品浓度；提取后样品的初始值为制备后立即测定的

浓度）。若偏差在 ±１５％以内，则认为分析物在该条
件下稳定。

３６　残留效应
在最高浓度校准样品进样后立即进样空白样品，

以评估待测物及内标（ＩＳ）的进样残留。若空白样品
中待测物与内标的色谱响应分别低于定量下限

（ＬＬＯＱ）样品中相应响应的２０％和５％，则认为残留
效应在可接受范围内。

４　数学模型
标准曲线方程：ｙ＝ａｘ＋ｂ
浓度计算公式：Ｃ＝ｘ×ｆ
（ｘ：ＭＨＤ浓度；ｙ：ＭＨＤ与内标峰面积比；ａ：

斜率；ｂ：截距；ｆ：温度校正因子，由于不同时间、季
节实验室内温度可能出现较大变化，通过温度校

正因子，消除因季节或空调波动带来的潜在系统

偏差）

结　　果

１　方法学评价
１１　专属性

ＭＨＤ和同位素内标的保留时间为１８４ｍｉｎ左
右，空白人血浆中的信号响应远低于 ＬＬＯＱ中待测
物及 ＩＳ响应的 ５％，表明方法的选择性符合要求。
在仅含内标的样品中，待测物的响应远低于其在

ＬＬＯＱ样品中响应的５％，见图１。
１２　标准曲线与定量下限

ＭＨＤ在００３至６００ｍｇ·Ｌ－１浓度范围内呈现
良好的线性关系，且相关系数较高。典型的线性回归

方程如下：ｙ＝４４５ｘ＋１５６，ｒ＝０９９７０（其中 ｘ为待
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图 １　１０，１１－二氢－１０－羟基卡马西平（ＭＨＤ）及内标（ＭＨＤ－Ｄ４）的典型谱图
Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｔｙｐｉｃａｌｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆ１０，１１－ｄｉｈｙｄｒｏ－１０－ｈｙｄｒｏｘｙｃａｒｂａｚｅｐｉｎｅ（ＭＨＤ）ａｎｄｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄ（ＭＨＤ－Ｄ４）ｏｂｔａｉｎｅｄｆｒｏｍ：
（Ａ）ｂｌａｎｋｐｌａｓｍａ；（Ｂ）ｂｌａｎｋｐｌａｓｍａｓｐｉｋｅｄｗｉｔｈｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄ（ＭＨＤ－Ｄ４）ｂｕｔｎｏｔａｎａｌｙｔｅｓ；（Ｃ）ｂｌａｎｋｐｌａｓｍａｓｐｉｋｅｄｗｉｔｈｌｏｗｅｒ

ｌｉｍｉｔｏｆｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ（００３μｇ·ｍＬ－１）ｆｏｒＭＨＤ

测物浓度，ｙ为待测物与内标的峰面积比）。定量下限
为００３ｍｇ·Ｌ－１。
１３　精密度

方法的批内及批间准确度与精密度对所有待测物均

符合要求。在５个质控浓度水平下，ＭＨＤ的批内及批间
偏差为－１３１１％至－０９７％；变异系数均＜１３３２％。
１４　基质效应与回收率

ＭＨＤ的回收率和基质效应均值分别为９７２５％
至 １２８５９％ 与 ７６４１％ 至 ８９３８％。经同位素内标
校正后，内标归一化提取效率与基质效应分别为

９３０２％ 至９９７５％ 与９７３０％ 至１０４５３％（变异系
数＜１３４６％）。
１５　稳定性

ＭＨＤ生物基质样品在以下条件下均稳定：血浆
样品２５℃下放置９ｈ；４℃下放置５ｈ；－８０℃至２５℃
间经３次冻融循环；－８０℃下储存１８ｄ。提取后样
品：２５℃下放置 ８ｈ；４℃下放置 ８ｈ；１０℃下放置
１０ｈ；－８０℃下储存１２ｄ。各浓度测定结果均值相对
误差均在±１５％范围内。
１６　残留效应

空白血浆样品的分析结果显示，待测物 ＭＨＤ及
内标（ＩＳ）的残留效应可忽略不计。
２　不确定度分析
２１　不确定度来源

实验流程分析表明，不确定度主要源于：对照品

纯度、称量误差、温度波动、溶液配制、生物样本处理、

仪器精密度、重复性、回收率、基质效应及标准曲线拟

合。下文将逐项评估低浓度（Ｌ，００９ｍｇ·Ｌ－１）和高
浓度（Ｈ，４５０ｍｇ·Ｌ－１）的各项不确定度分量。
２２　不确定度分量量化
２２１　对照品纯度

纯度Ｐｒ＝９７％，假设误差α＝０２５％（均匀分布

ｋ 槡＝３）
［１１］，相对不确定度 ｕｒ（１，Ｌ）＝ｕｒ（１，Ｈ）＝

α
ｋ×Ｐｒ

＝１４５×１０－３。样品均匀性影响可忽略。

２２２　称量误差
电子天平（ｅ＝００１ｍｇ），非线性误差ｕ（△）及调

零误差ｕ（△０）服从均匀分布（ｋ 槡＝３）：ｕ（Δ）＝
ａ
ｋ＝

槡０５ｅ／３＝２８９×１０－３ｍｇ。减重称量时：自动调零作
为一次扣皮，则ａ０＝ａ，ｕ（△０）＝ｕ（△）

重复性误差ｕ（ｍ）会计入重复性实验中，在此不
重复计算。

ｕｃ （ｍ） ＝ ｕ２（ｍ）＋ｕ２（△０）＋ｕ
２（△槡 ） ＝

ｕ２（△０）＋ｕ
２（△槡 ）＝４０９×１０－３ｍｇ

ＭＨＤ称量值Ｗ为３０９ｍｇ，相对不确定度ｕｒ（２）＝

ｕｒ（Ｗ）＝
ｕｃ（ｍ）
ｗ ＝０００４０９／３０９＝１３２×１０－３。

２２３　温度效应
甲醇膨胀系数 α＝１１９×１０－３℃－１，玻璃器皿膨

胀系数 ７５４×１０℃－１［１２］。实验室温度波动 ΔＴ

为±２℃（矩形分布， 槡ｋ＝３）：

ｕｒ （温 度 ） ＝ （
α×Ｖ×ΔＴ
Ｖ 槡×３槡

） ＝

（
（１１９×１０－３－７５３５×１０－６）×２

槡３
２

槡
）＝１３７×１０－３

（α为膨胀系数差）该分量并入容器允差评估。
２２４　溶液配制

容量瓶：５ｍＬ、１０ｍＬＡ级容量瓶允差±００１０ｍＬ

和±００２０ｍＬ（三角分布 槡ｋ＝６，珋ｘ为量器量程，ａ为
量器允差）：

ｕｒ（允差，Ｆ１０ｍＬ）＝ａ／（ｋｘ
－）

ｕｒ（Ｆ５ｍＬ）＝ｕｒ（Ｆ１０ｍＬ）＝ ００００８１７２＋０００１３７槡
２＝
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１５９×１０－３

移液管：１ｍＬ、２ｍＬ、５ｍＬＡ级移液管允差±８００×
１０－３ｍＬ、±１２０×１０－２ ｍＬ和 ±２５０×１０－２ ｍＬ，对
　　　　

应的 ｕｒ（Ｐ１ｍＬ）＝３５４×１０
－３，ｕｒ（Ｐ２ｍＬ）＝２８１×

１０－３，ｕｒ（Ｐ５ｍＬ）＝２４６×１０
－３。

工作液合成不确定度为：

ｕｒ（Ｐｒｅｐ，ｓｔｄ）＝ ｕ２ｒ（Ｆ５ｍＬ）＋６ｕ
２
ｒ（Ｆ１０ｍＬ）＋ｕ

２
ｒ（Ｐ１ｍＬ）＋２ｕ

２
ｒ（Ｐ２ｍＬ）＋３ｕ

２
ｒ（Ｐ５ｍＬ槡 ）＝８０１×１０－３

ｕｒ（Ｐｒｅｐ，Ｌ）＝ ｕ２ｒ（Ｆ５ｍＬ）＋３ｕ
２
ｒ（Ｆ１０ｍＬ）＋２ｕ

２
ｒ（Ｐ１ｍＬ）＋ｕ

２
ｒ（Ｐ２ｍＬ槡 ）＝６５７×１０－３

ｕｒ（Ｐｒｅｐ，Ｈ）＝ ｕ２ｒ（Ｆ５ｍＬ）＋ｕ
２
ｒ（Ｆ１０ｍＬ）＋ｕ

２
ｒ（Ｐ１ｍＬ槡 ）＝４２０×１０－３

ｕｒ（３，ＱＣ）＝ ｕ２ｒ（Ｐｒｅｐ，ｓｔｄ）＋ｕ
２
ｒ（Ｐｒｅｐ，ＱＣ槡 ）

ｕｒ（３，Ｌ）＝１０４×１０
－２，ｕｒ（３，Ｈ）＝９０５×１０

－３

２２５　生物样本处理

移液器允差（三角分布ｋ 槡＝６，珋ｘ为量程，ａ为允差）：
２～２０μＬ（Ｐ１）：（１０μＬ：±１２％，ｕｒ（Ｐ１－１０）＝

５０９×１０－３；２０μＬ： ±１０％，ｕｒ（Ｐ１－２０）＝
４３１×１０－３）

１０～１００μＬ（１００μＬ：±０６％，ｕｒ（Ｐ２－１００）＝
２８１×１０－３）

２０～２００μＬ（１８０μＬ：±１０％，ｕｒ（Ｐ３－１８０）＝
４３１×１０－３）

１００～１０００μＬ（３００μＬ：±１０％，ｕｒ（Ｐ４－３００）＝
４３１×１０－３）

移液器引入的相对标准测量不确定度分

别为：

ｕｒ（Ｐ１－１０）＝５０９×１０
－３，ｕｒ（Ｐ１－２０）＝４３１×

１０－３，ｕｒ（Ｐ２－１００）＝２８１×１０
－３，ｕｒＰ３－１８０ ＝４３１×

１０－３，ｕｒ（Ｐ４－３００）＝４３１×１０
－３。

样品配制合成不确定度：标准含药样品（Ｓ）和质
控样品（ＱＣ）配制分别使用：２～２０μＬ吸取１０μＬ２
次，吸取２０μＬ１次，１０～１００μＬ吸取１００μＬ１次，
２０～２００μＬ吸取１８０μＬ１次，１００～１０００μＬ吸取
３００μＬ１次，则配制样品时的相对标准测量不确定
度为：

ｕｒ（４，Ｓ）＝ｕｒ（４，ＱＣ）＝ ２ｕ２ｒ（Ｐ１－１０）＋ｕ
２
ｒ（Ｐ１－２０）＋ｕ

２
ｒ（Ｐ２－１００）＋ｕ

２
ｒ（Ｐ３－１８０）＋ｕ

２
ｒ（Ｐ４－３００槡 ）＝１０７×１０－２

ｕｒ（４，Ｌ）＝ｕｒ（４，Ｈ）＝ ｕ２ｒ（４，Ｓ）＋ｕ
２
ｒ（４，ＱＣ槡 ）＝１５２×１０－２

２２６　仪器精密度

质谱／液相定量允差±１％（均匀分布 槡ｋ＝３）：

ｕｒ（５，Ｌ）＝ｕｒ（５，Ｈ）＝ ｕ２ｒ（ＭＳ）＋ｕ
２
ｒ（ＬＣ槡 ）＝

（
００１

槡３
２

槡
）＋（００１

槡３
２）＝８１６×１０

－３

２２７　重复性
质控样品（Ｌ：００９ｍｇ·Ｌ－１；Ｈ：４５０ｍｇ·Ｌ－１）７组

平行测定（ｍ＝７），每组测定５次（ｎ＝５），数据见表１：

贝塞尔公式计算合并样本偏差 Ｓｐ（珋ｘ，ＱＣ）＝Ｓｐ（ｘ，

ＱＣ）／槡ｍｎ。
Ｓｐ（ｘ，Ｌ）＝９９１×１０

－３ｍｇ·Ｌ－１，ＳＰ（ｘ，Ｈ）＝
４０７×１０－１ｍｇ· Ｌ－１

相对不确定度：ｕｒ（ｘ，ＱＣ）＝Ｓｐ（ｘ，ＱＣ）／ｘＱＣ
—
，ｘＬ
— ＝

８５３×１０－２ｍｇ·Ｌ－１，ｘＨ
— ＝４０７ｍｇ·Ｌ－１

ｕｒ（６，Ｌ）＝ｕｒ（ｘ，Ｌ）＝１９６×１０
－２，ｕｒ（６，Ｈ）＝ｕｒ

（ｘ，Ｈ）＝１６９×１０－２

表１　样品重复测定数据（ｎ＝５）
Ｔａｂｌｅ１　Ｔｈｅｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙｆｏｒｓａｍｐｌｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ（ｎ＝５）

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

（ｍｇ·Ｌ－１）
Ｇｒｏｕｐ１ Ｇｒｏｕｐ２ Ｇｒｏｕｐ３ Ｇｒｏｕｐ４ Ｇｒｏｕｐ５ Ｇｒｏｕｐ６ Ｇｒｏｕｐ７

－９８９×１０－２ －８０７×１０－２ ８７４×１０－２ ８０１×１０－２ ９０７×１０－２ ８５３×１０－２ ８１１×１０－２

９２８×１０－２ ７２７×１０－２ ８１４×１０－２ ８１５×１０－２ ８４２×１０－２ ９０２×１０－２ ９０５×１０－２

００９ ７３６×１０－２ ７３１×１０－２ ７９４×１０－２ ８６５×１０－２ ７４８×１０－２ ９８１×１０－２ ８７６×１０－２

９８１×１０－２ ８０９×１０－２ １０３×１０－１ ９７９×１０－２ ７６０×１０－２ ８５１×１０－２ ７８３×１０－２

８５８×１０－２ ７８７×１０－２ １０４×１０－１ ７２０×１０－２ ８０６×１０－２ ９７０×１０－２ ７８４×１０－２

３９６ ４２８ ４４ ４０６ ４３８ ４１１ ３８０
３９４ ３８２ ３９８ ４２７ ４０５ ３４５ ４３９

４５０ ４４１ ３９１ ４５３ ３７５ ３８１ ３４８ ４６７
３８９ ３５０ ４９５ ４２２ ３７９ ４１８ ４０７
３７６ ３７５ ４４７ ４７８ ３５２ ３８６ ４１６
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ２３Ｄｅｃｅｍｂｅｒ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４４５）

２２８　回收率与基质效应
用ＭＨＤ的回收率（基质效应）除以 ＩＳ的回收率

（基质效应）得内标归一化的回收率（基质效应）。平

行测６次（ｎ＝６），内标归一化回收率 ＲＥ±ＳＤ：Ｌ：
（９７８７±１７３７）％，Ｈ：（９５９２±４７２）％，ｕｒ（７，

ＱＣ）＝ｕｒ（ＲＥ，ＱＣ）＝ＳＤＱＣ／（ＲＥ％ＱＣ×槡ｎ），ｕｒ（７，Ｌ）＝
７２５×１０－２，ｕｒ（７，Ｈ）＝２０１×１０

－２。

内 标 归 一 化 基 质 效 应 ＭＥ ± ＳＤ：Ｌ：

（９８４７±１３２５）％，Ｈ：（１０４３５±１２５７）％

ｕｒ（８，ＱＣ）＝ｕｒ（ＭＥ，ＱＣ）＝ＳＤＱＣ／（ＭＥ％ＱＣ×槡ｎ）
ｕｒ（８，Ｌ）＝５４９×１０

－２，ｕｒ（８，Ｈ）＝４９２×１０
－２。

２２９　标准曲线拟合
用ＭＨＤ峰面积与内标峰面积的比值对浓度进行

线性拟合，加权回归（１／ｘ２），峰面积比及回归曲线参
数见表２。用拟合曲线反算对照品血浆中ＭＨＤ浓度，
反算浓度见表３。

表２　１０，１１－二氢－１０－羟基卡马西平与内标峰面积比及回归曲线参数
Ｔａｂｌｅ２　Ａｒｅａｒａｔｉｏｏｆ１０，１１－ｄｉｈｙｄｒｏ－１０－ｈｙｄｒｏｘｙｃａｒｂａｚｅｐｉｎｅｔｏｔｈｅｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄａｎｄｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｔｈｅｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｓ

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

（ｍｇ·Ｌ－１）

Ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ

ｃｕｒｖｅ１

（ＣＣ１）

Ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ

ｃｕｒｖｅ２

（ＣＣ２）

Ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ

ｃｕｒｖｅ３

（ＣＣ３）

Ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ

ｃｕｒｖｅ－４

（ＣＣ４）

Ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ

ｃｕｒｖｅ－５

（ＣＣ５）

Ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ

ｃｕｒｖｅ－６

（ＣＣ６）

Ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ

ｃｕｒｖｅ－７

（ＣＣ７）

Ｍｅａｎ

００３ １２８ １８４ １４３ １５６ １６０ １２８ １４９

００６ ２３７ ３３４ ２７９ ３２７ ２９２ ２４７ ２６６

０３０ １０６５ １４１６ １１２３ １３１１ １４３１ １２４４ １３１３

０６０ ２４７６ ３１２７ ２０７４ ３１４５ ２８７６ ２６９１ ２７６４

３００ ９７６７ １３４８７ １１２３８ １４６３１ １５４４７ １３５７６ １２１４３

６００ ２０９１３ ２５３８１ ２２９０３ ２８０３４ ２６３０４ ２６３５２ ２５６９３

Ｓｌｏｐｅ ３５７０ ４６２０ ３６９０ ４８２０ ４７４０ ４３８０ ４２８０ ４３００

Ｉｎｔｅｒｃｅｐｔ ０２１ ０４８ ０３７ ０１５ ０１５ －００７ ０１８ ０２１

表３　用拟合曲线计算出每个校正曲线样品１０，１１－二氢－１０－羟基卡马西平浓度 （ｍｇ·Ｌ－１）
Ｔａｂｌｅ３　Ｂａｃｋ－ｃａｌｃｕｌａｔｅｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆ１０，１１－ｄｉｈｙｄｒｏ－１０－ｈｙｄｒｏｘｙｃａｒｂａｚｅｐｉｎｅｉｎｓｔａｎｄａｒｄｐｌａｓｍａｓａｍｐｌｅｓ（ｍｇ·Ｌ－１）

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

（ｍｇ·Ｌ－１）

Ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ

ｃｕｒｖｅ１

（ＣＣ１）

Ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ

ｃｕｒｖｅ２

（ＣＣ２）

Ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ

ｃｕｒｖｅ３

（ＣＣ３）

Ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ

ｃｕｒｖｅ４

（ＣＣ４）

Ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ

ｃｕｒｖｅ５

（ＣＣ５）

Ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ

ｃｕｒｖｅ６

（ＣＣ６）

Ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ

ｃｕｒｖｅ７

（ＣＣ７）

００３ ２９９×１０－２ ２９３×１０－２ ２８８×１０－２ ２９１×１０－２ ３０５×１０－２ ３０７×１０－２ ３０５×１０－２

００６ ６０４×１０－２ ６１９×１０－２ ６５６×１０－２ ６４６×１０－２ ５８５×１０－２ ５７９×１０－２ ５８０×１０－２

０３０ ２９２×１０－１ ２９６×１０－１ ２９４×１０－１ ２６９×１０－１ ２９９×１０－１ ２８６×１０－１ ３０３×１０－１

０６０ ６８８×１０－１ ６６６×１０－１ ５５２×１０－１ ６４９×１０－１ ６０４×１０－１ ６１６×１０－１ ６４２×１０－１

３００ ２７３ ２９１ ３０４ ３０３ ３２６ ３１０ ２８３

６００ ５８５ ５４８ ６２０ ５８１ ５５５ ６０２ ６００

　　标准曲线６个浓度（ｎ＝６），每个浓度测定７次
（ｍ＝７），Ｎ＝ｍｎ＝４２，ａｍ为标曲斜率；ｂｍ为标曲截距；
ｘｉ为第ｉ个标准血浆溶液的浓度，珋ｘ为６个标准血浆浓
度的理论平均值，ｉ为每组对照溶液的序数，ｊ为测定
血浆标准溶液的序数。

残余标准差

Ｓ＝ ｍｎ
ｊ＝１［ｙｉ－（ａｍｘ２＋ｂｍ）］

２／（Ｎ－２槡 ）＝
１２８×１０－３，
自相关方差为：Ｓｘｘ＝

Ｎ
ｊ＝１（ｘｉ－珋ｘ）

２＝１９２４７
测定低、高浓度质控样品各３５次（Ｐ＝３５），平均

斜率 珔ａ＝４３００，平均浓度ｘＬ
— ＝８５３×１０－２ｍｇ·Ｌ－１、

ｘＨ
— ＝４０７ｍｇ·Ｌ－１

曲线拟合不确定度：

ｕ（ｘＱＣ）＝
Ｓ
珔ａ
１
Ｐ＋

１
Ｎ＋
（ｘＱＣ
— －珋ｘ
Ｓｘｘ槡

）

ｕ（ｘＬ）＝７５９×１０
－６ｍｇ·Ｌ－１，ｕ（ｘＨ）＝８５３×

１０－６ｍｇ·Ｌ－１

曲线拟合的相对标准测量不确定度为：

ｕｒ（１０，Ｌ）＝ｕｒ（ｘＬ）＝ｕ（ｘＬ）／ｘＬ
— ＝００００００７５９／

００９０＝９００×１０－５
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ｕｒ（１０，Ｈ）＝ｕｒ（ｘＨ）＝ｕ（ｘＨ）／ｘＨ
— ＝００００００８５３／

４２０＝２１０×１０－６

２３　合成不确定度
ｕｒ，ｃ＝ ｕ２ｒ（１）＋ｕ２ｒ（２）ｕ２ｒ（３）ｕ２ｒ（４）ｕ２ｒ（５）ｕ２ｒ（６）ｕ２ｒ（７）ｕ２ｒ（８）ｕ２ｒ（９槡 ）

则ＭＨＤ质控样品的合成相对标准测量不确定度
分别为：

ｕｒ，ｃ（Ｌ）＝９５２×１０
－２，ｕｒ，ｃ（Ｈ）＝５９１×１０

－２。

ＭＨＤ质控样品的合成标准测量不确定度分
别为：

ｕｃ（Ｌ）＝ｕｒ，ｃ（Ｌ）×ｘＬ
— ＝００８５×００９５２＝

８０９×１０－３ｍｇ·Ｌ－１

ｕｃ（Ｈ）＝ｕｒ，ｃ（Ｈ）×ｘＨ
— ＝４０７×００５９１＝

０２４ｍｇ·Ｌ－１

各不确定度分量直方图见图１。

图２　超高效液相色谱－串联质谱（ＵＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）法测定
人血浆中ＭＨＤ浓度的不确定度分量图
Ｆｉｇｕｒｅ２　 Ｈｉｓｔｏｇｒａｍｏｆｔｈｅｕｎｃｅｒｔａｉｎｔｙｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｉｎｔｈｅｄｅｔｅｒ
ｍｉｎａｔｉｏｎｏｆＭＨＤｉｎｈｕｍａｎｐｌａｓｍａｂｙｕｌｔｒａｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄ
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ－ｔａｎｄｅｍｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ（ＵＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）

２４　扩展不确定度
置信水平 ９５％（ｋ＝２），扩展不确定度分别为：

ＵＬ＝ｋ×ｕｃ（Ｌ）＝１６２×１０
－２ｍｇ·Ｌ－１，ＵＨ＝ｋ×ｕｃ

（Ｈ）＝０４８ｍｇ·Ｌ－１

测定结果分别表示为：（８５０×１０－２±１６２×
１０－２）ｍｇ·Ｌ－１（Ｌ），（４０７±０４８）ｍｇ·Ｌ－１（Ｈ）

讨　　论

不确定度分量直方图（图１）显示，基质效应与
回收率对高／低浓度均产生显著影响［１３－１６］，是总不

确定度的主要贡献者，这与文献结论一致。实验中

已采用内标法对回收率进行校正，为进一步降低该

因素引入的变异性，后续研究可聚焦于优化蛋白沉

淀试剂的选择或探索其他样本预处理方法。基质

效应主要源于样本中共存组分在电喷雾离子化过

程中对目标物离子化效率的干扰，其程度受样本基

质复杂性、前处理方法、色谱分离条件及分离效能

等多种因素影响。为降低由此产生的不确度，需对

生物样本前处理流程进行系统优化，以最大程度减

少最终进样液中的基质成分。例如，采用固相萃取

技术替代有机溶剂沉淀法通常可显著减弱基质效

应，但该技术成本较高，且往往难以满足临床检测

对高通量与快速性的要求。此外，优化色谱条件以

延长分析物保留时间也是降低基质效应的有效途

径。采用同位素内标也可有效抑制基质效应［１７］，

但成本较高，限制了其常规应用。重复性测定引入

的不确定度同样不可忽视，尤其是在低浓度时更为

显著［１８－１９］，此项不确定度主要由前处理操作的准

确性、仪器稳定性及响应值的变化，这提示需严格

规范操作流程以保证测定精度，同时优化定量下限

可提升低浓度检测准确性［１４］。

一个尤其需要注意的因素是温度效应，虽然本次

未在单项中列出，但温度波动可能影响工作溶液的稳

定性，移液器的精度，容器的膨胀效应，温度带来的不

确定度约占容器总不确定度的８０％，不可忽视，这提
示在溶液配制、样品制备等关键步骤中控制环境温度

的重要性。称量误差因本实验使用天平精度高而可

忽略［２０］，若使用低精度天平，则需通过增加称样量以

降低称量误差。本方法中的曲线拟合带来的影响非

常小，这可能与权重因子优化及同位素内标的使用

有关。

综上，本方法不确定度在低浓度时主要由重复

性、基质效应和回收率主导，高浓度时主要受基质效

应与回收率支配。
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·科学文摘·

一种治疗尼帕病毒感染的候选药物 ＶＶ１１６
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中国科学院武汉病毒研究所肖庚富、张磊研究员团队及单超研究员团队联合上海药物研究所、旺山旺水

生物医药股份有限公司胡天文博士共同证实口服核苷类药物ＶＶ１１６对尼帕病毒（Ｎｉｐａｈｖｉｒｕｓ）具有显著的抗病
毒活性。ＶＶ１１６是一种靶向于病毒ＲＮＡ依赖性ＲＮＡ聚合酶（ＲＮＡ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔＲＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ，ＲｄＲｐ）的前体
药物，在体外实验中ＶＶ１１６及其代谢活性分子均展示了对尼帕病毒的显著抑制作用。在金黄地鼠致死剂量感
染模型中，口服给于４００ｍｇ／ｋｇ的ＶＶ１１６能将实验动物的存活率提高至６６７％，并显著降低感染靶器官肺、脾和
脑中的病毒载量。ＶＶ１１６为这一高致死性新发传染病的防治带来了希望。


