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摘要：目的　建立微量检测技术结合液相色谱 －质谱联用法（ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）
测定癫痫儿童血浆中唑尼沙胺的浓度。方法　取血浆样本１０μＬ经有机溶剂沉
淀蛋白进行前处理，采用反相色谱柱，流动相：００７５％甲酸－２ｍｍｏＬ·Ｌ－１乙酸
铵－水（Ａ）和甲醇（Ｂ）进行梯度洗脱，流速为０４５ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温为５０℃，进
样量为１μＬ。定量方法采用内标法，内标为唑尼沙胺 －１５Ｎ－Ｄ４。采用正离子
电喷雾离子源，多反应监测模式扫描。考察该方法的专属性、标准曲线、定量下

限、准确度和精密度、残留效应、提取回收率、基质效应和稳定性。结果　唑尼沙
胺和内标的保留时间均为１２５ｍｉｎ，在其保留时间内无内源性物质干扰。血浆
样品中唑尼沙胺在１～６２５μｇ·ｍＬ－１线性范围内关系良好（ｒ＝０９９９７），定量
下限为１μｇ·ｍＬ－１。批内和批间准确度为９７７５％ ～１０７９５％，准确度标准误
均≤７９５％，精密度相对标准偏差均≤４８４％，不受血浆基质的影响，稳定性良
好，均符合ＩＣＨＭ１０《生物分析方法验证指导原则》要求。结论　本方法微量采
血、操作简便、高效快速，可用于临床癫痫患儿的唑尼沙胺日常治疗药物监测。
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　　唑尼沙胺属于苯并恶唑类新型广谱抗癫痫药，作
为６岁及以上人群的伴或不伴继发性泛化局灶性癫
痫的辅助治疗药物［１－２］。唑尼沙胺在肝脏中的代谢

主要由 ＣＹＰ３Ａ４介导，儿童患者由于代谢酶的不成
熟，对唑尼沙胺的清除率相较于成人表现更高，因此

可能有更低的血药浓度［３］。对于联用 ＣＹＰ３Ａ４酶诱
导或抑制的药物也会对其血药浓度产生影响［４－５］。

据文献报道［６－８］，食欲下降和体重减轻是唑尼沙胺最

明显的不良反应轻，其血药浓度与体重密切相关，体

重偏小的患者似乎具有较高的稳态血药浓度，对处于

不同年龄阶段生长发育的儿童群体，定期监测唑尼沙

胺的血药浓度可以平衡疗效和安全性的最大化［３］。

微量检测技术所需样本量少（一般血浆小于 ５０微
升），能够降低样本浪费，该方法对于定期监测血药浓

度的癫痫儿童，减少了儿童患者抽血时的痛苦和心理

负担，同时样本量的减少也降低了因采血困难造成的

重复采血风险［９－１０］。相较于目前已发表的相关文

献［１１－１４］，本研究建立的微量检测法 －ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ
测定儿童血浆中唑尼沙胺的浓度方法，聚焦癫痫儿童

这一特殊检测对象，针对儿童有限样本量采用微量化

检测，采用稳定同位素规避基质效应干扰，该方法更

贴合儿科临床唑尼沙胺治疗药物监测的实际需求，可

为癫痫儿童的个体化用药提供更精准、高效的技术

支持。

材料、对象与方法

１　药品试剂与仪器
药品　唑尼沙胺标准品，纯度：９９１％，批号：

１０１０１４－２００８０１，购自中国药品生物制品检定所；唑
尼沙胺 －１５Ｎ－Ｄ４对照品，纯度：９８０％，批号：
２００２８９Ｚ－ＳＬ－０１，购自美国ＳＴＤｓｔａｎｄａｒｐｈａｒｍ公司。

试剂　甲醇［色谱级，Ｆｉｓｈｅｒｃｈｅｍｉｃａｌ，赛默飞世
尔科技（中国）有限公司］，甲酸［色谱级，Ｍｒｅｄａ
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙｉｎｃ，ＵＳＡ］，水为屈臣氏纯净水［屈臣氏食品
饮料有限公司，广州］。

仪器　ＴｒｉｐｌｅＱｕａｄＴＭ４５００ＭＤ液相色谱串联质谱
检测系统（ＡＢＳＣＩＥＸ公司产品）；Ｊａｓｐｅｒ日本岛津液

相色谱仪；Ａｎａｌｙｓｔ １６３ＭＤ软件（ＡＢＳＣＩＥＸ公司
产品）。３００Ｃ型医用离心机和 Ｒ２０型高速冷冻离心
机，均为北京白洋医疗器械有限公司产品。Ｅｘｐｌｏｒｅｒ

电子分析天平，美国Ｏｈａｕｓ公司产品。
２　受试者选择

本研究共纳入３０例儿童癫痫患者（来源：河北省
儿童医院），男１２例，女１８例，年龄１４０～１６９０岁
（８９０±４５６），体重９０～７３０ｋｇ（３３７５±１８５１），
给予个体化调整的唑尼沙胺维持剂量（２０－３００ｍｇ／ｄａｙ）。
本研 究 经 河 北 省 儿 童 医 院 伦 理 委 员 会 批 准

［批准文号：２０２４９７］。
３　治疗方法与血样采集

所有患儿规律口服唑尼沙胺至少两周维持剂量

（达稳态），于下一次计划给药前（谷浓度时刻）采集

静脉血０２～０５ｍＬ置于抗凝血离心管中。血样简
单离心得血浆（１６１０×ｇ，５ｍｉｎ），置于－８０℃冰箱保
存待测。

４　测定方法、溶液配制与样品处理
色谱条件　色谱柱：ＨｙｐｅｒｓｉｌＧＯＬＤＴＭ色谱柱

（２１ｍｍ×５０ｍｍ，３μｍ），以００７５％甲酸－２ｍｍｏＬ·Ｌ－１

乙酸铵－水（Ａ）和甲醇（Ｂ）为流动相，柱温：５０℃，自
动进样器温度：４℃，流速：０４５ｍＬ·ｍｉｎ－１，进样量：
１μＬ。梯度洗脱程序：０～０２ｍｉｎ，８５％Ａ；０２～０５
ｍｉｎ，８５％ ～５５％Ａ；０５～１３ｍｉｎ，５５％ ～３０％Ａ；
１３～１５ｍｉｎ，３０％ ～５％Ａ；１５～１７１ｍｉｎ，５％Ａ；
１７１～１７２ｍｉｎ，５％～８５％Ａ；１７２～２５ｍｉｎ，８５％Ａ。

质谱条件　电喷雾离子源，正离子模式和多反应
离子监测模式扫描，喷雾气压力：５５００Ｖ，离子源温度
５５０℃，雾化气：５０ｐｓｉ；加热气：５０ｐｓｉ；气帘气：２０ｐｓｉ。
唑尼沙胺质谱监测离子对为 ｍ／ｚ２１３１→１３２１，其解
簇电压为８２Ｖ，碰撞能量为１９Ｖ；唑尼沙胺－１５Ｎ－Ｄ４
质谱监测离子对为ｍ／ｚ２１８１→１３６２，其解簇电压为
６８Ｖ，碰撞能量为２１Ｖ。唑尼沙胺和同位素内标的化
学结构和质谱图见图１。

溶液配制　准确称取适量对照品于容量瓶中，甲
醇溶解唑尼沙胺和唑尼沙胺 －１５Ｎ－Ｄ４，定容并超声
助溶，分 别 得 质 量 浓 度 为 ２００ｍｇ· ｍＬ－１和
１００ｍｇ·ｍＬ－１的储备液。唑尼沙胺储备液用甲醇精



ＣｈｉｎＪＣｌｉｎＰｈａｒｍａｃｏｌ 　２３３　　

Ｖｏｌ４２Ｎｏ２Ｊａｎｕａｒｙ２０２６（ＳｅｒｉａｌＮｏ４４８）

　　

图 １　唑尼沙胺（Ａ）及内标（Ｂ）的二级质谱图
Ｆｉｇｕｒｅ１　 ＰｏｓｉｔｉｖｅＭＳ２－ｓｐｅｃｔｒａｓｏｆｚｏｎｉｓａｍｉｄｅａｎｄｉｔｓｉｎｔｅｒｎａｌ
ｓｔａｎｄａｒｄｓ

密稀释得质量浓度为 １０、２５、５０、１００、２００、４００、
６２５μｇ·ｍＬ－１的标准工作液和质量浓度为 ２０、１２５、
５００μｇ·ｍＬ－１的质控工作溶液。内标储备液用甲醇
稀释得质量浓度为５μｇ·ｍＬ－１的内标工作液。

标准曲线和质控样品制备　在离心管中加入系
列标准曲线和质控工作溶液 １０μＬ和空白血浆
９０μＬ，涡旋混匀，得唑尼沙胺质量浓度为１０、２５、５、
１０、２０、４０、６２５μｇ·ｍＬ－１的标准含药样品和质控样
品（质量浓度分别为２、１２５、５０μｇ·ｍＬ－１）。

样品处理　精密吸取血浆样品１０μＬ于离心管，
加入１００μＬ内标工作液进行蛋白沉淀，涡旋１ｍｉｎ后
离心１０ｍｉｎ（１３６８０×ｇ，４℃），取上清液进ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ
分析。

５　方法学考察
专属性　取来源不同的６份空白血浆和定量下

限质控样品，按“样品处理”方法操作后得到相应色

谱图。

标准曲线和定量下限（ＬＬＯＱ）　标准含药样品
和质控样品按“样品处理”项下方法分析处理。定量

方法采用内标法，拟合标准曲线参数采用加权

（Ｗ＝１／ｘ２）最小二乘法，得 ｙ＝ａｘ＋ｂ的线性回归方
程，其中ｘ为分析物浓度，ｙ为分析物与内标的峰面积
之比。通过方程回算待测物浓度。应用ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ
方法进行生物样本定量分析时，通常要求标准曲线的

相关系数 ｒ＞０９９，以确保线性关系的可靠性。定量
下限（ｌｏｗｅｒｌｉｍｉｔｏｆｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ，ＬＬＯＱ）的信噪比
（Ｓ／Ｎ）远大于１０。

精密度与准确度　将ＬＬＯＱ、低、中和高质控样品
均按“样品处理”项下方法操作，每个维度的浓度平行

操作６份，测定３个分析批（３天内），考察批内和批间
的精密度和准确度。一般用相对标准偏差（ｒｅｌａｔｉｖｅ

ｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎ，ＲＳＤ）代表精密度，相对误差（ｒｅｌａ
ｔｉｖｅｅｒｒｏｒ，ＲＥ）代表准确度，根据 ＩＣＨＭ１０《生物分析
方法验证指导原则》规定，ＲＥ和 ＲＳＤ均不得超过
１５％，ＬＬＯＱ的ＲＳＤ不得超过２０％。

提取回收率　低、中和高质控样品（各６份）按
“样品处理”项下处理操作，上机检测并记录峰面

积；另取空白血浆（各 ６份），除不加内标按“样品
处理”项下处理操作，取上清液加入相应浓度的

低、中和高质控工作溶液和内标溶液，混匀，上机检

测记录峰面积，计算相应峰面积比值即为提取回收

率。根据《美国药典》（２０１８年版），ＲＳＤ不超过
１５％即符合要求。

残留效应　考察定量上限样品之后空白样品中
的唑尼沙胺的残留效应，以峰面积计算残留，根据

ＩＣＨＭ１０《生物分析方法验证指导原则》要求待分析
物残留不超过 ＬＬＯＱ的 ２０％，其内标残留不超过
ＬＬＯＱ内标的５％。

基质效应　取来源不同的６份空白血浆和纯净
水（对照），按“样品处理”项下处理操作，得到沉淀后

的空白基质和空白溶剂，分别加入等量的质控工作溶

液和内标溶液，混匀上机检测，记录唑尼沙胺和内标

峰面积，计算基质因子、内标归一化基质因子及 ＲＳＤ
值，根据 ＩＣＨＭ１０《生物分析方法验证指导原则》，
ＲＳＤ不超过１５％即符合要求。

稳定性试验　制备低、中和高质控样品各６份，
考察冻融 ３次（－８０℃至室温）、室温（２５℃）放置
４ｈ、样品处理后进样器放置８ｈ、－８０℃冻存两周的
稳定性。

结　　果

１　方法学评价
专属性　空白血浆的内源性物质对唑尼沙胺和

内标无干扰，其典型色谱图见图２。如图所示，两者的
保留时间均为１２５ｍｉｎ。

标准曲线和 ＬＬＯＱ　唑尼沙胺标准曲线回归方
程为ｙ＝０１４ｘ＋１７６×１０－４（相关系数ｒ＝０９９９７），
线性范围为１～６２５μｇ·ｍＬ－１。唑尼沙胺在其线性
范围内良好，ＬＬＯＱ的 Ｓ／Ｎ远远大于１０，符合生物样
本定量要求。

精密度与准确度　唑尼沙胺的的批内和批间准
确度为９７７５％ ～１０７９５％，ＲＥ均≤７９５％，精密度
ＲＳＤ均≤４８４％，准确度和精密度良好（详见表１）。

提取回收率　唑尼沙胺低、中和高质控样本的提
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取效率分别为 ９１２２％（ＲＳＤ为 ５２０％）、９４５１％
（ＲＳＤ为３６８％）和９９０５％（ＲＳＤ为 ５８７％），均满
足日常检测需求。

残留效应　注射定量上限样品（６２５μｇ·ｍＬ－１）
后，空白血浆中唑尼沙胺的残留为 ＬＬＯＱ的６８３％，
为内标唑尼沙胺－１５Ｎ－Ｄ４的００１％，残留符合要求。

基质效应　通过计算，唑尼沙胺在低、中和高质

控下内标归一化基质因子分别为 １０３（ＲＳＤ为
５４１％）、９７９（ＲＳＤ为 ２３１％）和 ９９６（ＲＳＤ为
２２１％），ＲＳＤ均小于１５％，表明正常血浆不同基质对
唑尼沙胺的检测结果没有影响。

稳定性试验　通过计算，待测物唑尼沙胺在各考
察条件下 ＲＳＤ均≤２０４％，稳定性符合要求（详见
表２）。

图 ２　唑尼沙胺及内标的典型ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ（Ａ：空白血浆；Ｂ：标准溶液；Ｃ：空白血浆加入分析物（ＬＬＯＱ）；Ｄ：患儿血浆样品）
Ｆｉｇｕｒｅ２　 ＲｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｚｏｎｉｓａｍｉｄｅａｎｄｉｔｓｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄｓ：（Ａ：Ｂｌａｎｋｐｌａｓｍａ；Ｂ：Ｓｔａｎｄａｒｄｓｏｌｕ
ｔｉｏｎ；Ｃ：ＢｌａｎｋｐｌａｓｍａｓｐｉｋｅｄｗｉｔｈｔｈｅａｎａｌｙｔｅｓａｔＬＬＯＱ；Ｄ：Ｐａｔｉｅｎｔ’ｓｓａｍｐｌｅ）

表１　唑尼沙胺的批内及批间准确度和精密度
Ｔａｂｌｅ１　Ｉｎｔｒａ－ｂａａｔｃｈａｎｄｉｎｔｅｒ－ｂａｔｃｈａｃｃｕｒａｃｙａｎｄｐｒｅｃｉｓｉｏｎｏｆｚｏｎｉｓａｍｉｄｅ

Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｎｄ

Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

／μｇ·ｍＬ－１

Ｉｎｔｒａ－ｂａｔｃｈ（ｎ＝６） Ｉｎｔｅｒ－ｂａｔｃｈ（ｎ＝６）

Ａｃｔｕａｌ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
（珋ｘ±ＳＤ）／
μｇ·ｍＬ－１

Ａｃｃｕｒａｃｙ
／％

ＲＥ
／％

ＲＳＤ
／％

Ａｃｔｕａｌ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
（珋ｘ±ＳＤ）／
μｇ·ｍＬ－１

Ａｃｃｕｒａｃｙ
／％

ＲＥ
／％

ＲＳＤ
／％

ｚｏｎｉｓａｍｉｄｅ １ １０７±００３ １０７４０ ７４０ ２８４ １０５０±００４ １０４８０ ４８０ ３４６
２ ２１６±００５ １０７９５ ７９５ ２１３ ２１４±００５ １０６９４ ６９４ ２２１
１２５ １３４７±０２１ １０７８０ ７８０ １５６ １３３９±０６５ １０７１４ ７１４ ４８４
５０ ４９３１±０４２ ９８６１ １３９ ０８５ ４８８８±０７０ ９７７５ ２２５ １４４

表２　唑尼沙胺稳定性结果
Ｔａｂｌｅ２　Ｓｔａｂｉｌｉｔｙｒｅｓｕｌｔｓｏｆｚｏｎｉｓａｍｉｄｅ

Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｎｄ
Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／
μｇ·ｍＬ－１

Ｆｒｅｅｚｅ－ｔｈａｗ３
ｔｉｍｅｓ（珋ｘ±ＳＤ）／
μｇ·ｍＬ－１

（ｎ＝６）

ＲＳＤ
／％

Ｒｏｏｍｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ
（２５℃），４ｈ
（珋ｘ±ＳＤ）／
μｇ·ｍＬ－１

（ｎ＝６）

ＲＳＤ
／％

Ａｆｔｅｒｓａｍｐｌｅ
ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ，
４℃ ｆｏｒ８ｈ
（珋ｘ±ＳＤ）／
μｇ·ｍＬ－１

（ｎ＝６）

ＲＳＤ
／％

－８０℃，２ｗｅｅｋｓ
（珋ｘ±ＳＤ）／
μｇ·ｍＬ－１

（ｎ＝６）

ＲＳＤ
／％

ｚｏｎｉｓａｍｉｄｅ ２ ２１９±００３ １３９ ２１０±００３ １５２ ２１５±００４ １６９ ２１８±００３ １４９
１２５ １３８７±０１２ ０８４ １３５８±０２０ １４６ １３５１±０２８ ２０４ １３５８±０２０ １５１
５０ ４８５６±０９８ ２０１ ４９３４±０９１ １８５ ５０８６±０５１ １０１ ５１００±０４９ ０９６
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２　临床样品检测
据参考文献报道［９－１０］，唑尼沙胺的有效血药浓

度为１０～４０μｇ·ｍＬ－１，我们建立的 ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ
法测定的 ３０例癫痫患儿血药浓度中位数为 １９９８
μｇ·ｍＬ－１，平均值为（１９７５±８２４）μｇ·ｍＬ－１，稳态
血药浓度在４３８～３９２７μｇ·ｍＬ－１。该浓度范围相
对较宽，主要与患儿给药剂量差异、年龄跨度及体重

等生理发育特征不同导致的药代动力学差异，个体间

代谢酶活性的差异以及部分患儿合并使用其他抗癫

痫药物引发的潜在药物相互作用相关，符合儿童群体

因个体差异导致的药物暴露水平多样化的临床实际

情况。

讨　　论

本研究建立的唑尼沙胺的治疗药物监测方法，采

用微量检测技术，仅需要小于５０微升的血浆（本研究
仅需要１０微升血浆样本）进行样本处理，样本前处理
中相应的试剂用量也大幅减少，从而降低了医疗成

本，提升了资源利用率。微量检测技术对于需定期调

整用药剂量的癫痫慢性病儿童，微量采血可避免频繁

静脉穿刺带来的血管损伤，减轻儿童对医疗操作的心

理恐惧，提高治疗依从性［９－１０］。微量检测技术可实现

通过密集采样构建适应儿童药代动力学特点的药物

药时曲线，避免“成人剂量简单折算”导致的用药不足

或过量。微量检测技术与 ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ方法的结
合是儿童治疗药物监测的重要创新，在儿童精准医疗

中发挥了关键作用。

治疗药物监测的建立和应用可以优化抗癫痫药

物的治疗疗效和降低毒副反应率。目前国内外关于

唑尼沙胺检测方法主要包含高效液相色谱法

（ＨＰＬＣ－ＵＶ）［１１］、毛细管电泳法［１２］、同位素稀释液相

色谱－串联质谱法［１３］、超高效液相色谱 －串联质谱
法（ＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）［１４］等，首先ＨＰＬＣ－ＵＶ方法基于
检测波长识别分析物，存在基质干扰导致的专属性相

对较差的问题，其次相较于 ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法（本研
究将灵敏度提升至１μｇ·ｍＬ－１。），检测灵敏度普遍
偏低；采用毛细管电泳技术对生物样本中的抗癫痫药

物进行检测时，常面临血浆基质干扰显著、样品前处

理流程复杂、检测结果重现性不佳等问题，目前尚无

该方法应用癫痫儿童血浆中唑尼沙胺的检测。对于

已发表的同位素稀释液相色谱 －串联质谱法，该方法
准确性和精密度高，无明显基质效应，但其 ＬＬＯＱ为
１５μｇ·ｍＬ－１，高于本研究 ＬＬＯＱ（１μｇ·ｍＬ－１），且

监测对象为成人，所需血浆样本量在５０μｌ，对儿童患
者不友好。现有 ＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法多为抗癫痫药物
的多药同步检测方法，检测效率高，但该类方法兼顾

多药检测，对单一药物（唑尼沙胺）的检测条件未做专

属优化，且多药检测的色谱分离和质谱参数设置易导

致部分低浓度药物的检测精度下降。本研究为唑尼

沙胺专属检测方法，聚焦癫痫儿童这一特殊检测对

象，结合微量前处理技术，样本量仅需１０μＬ，且依托
ＭＳ／ＭＳ的高选择性和高灵敏度，稳定同为素内标有效
规避了基质干扰，将 ＬＬＯＱ降至１μｇ·ｍＬ－１，解决了
癫痫儿童血浆中低浓度唑尼沙胺的检测难点。此外

文献中报道的唑尼沙胺有效血药浓度范围大多来源

于成人数据［１５－１６］，而本研究测定的３０例儿童癫痫患
者中血药浓度范围更宽广，有些低于治疗窗的患儿也

有较好的疗效，而有些较高浓度的患儿可能存在不良

反应，推断唑尼沙胺在成人和儿童患者中的有效浓度

范围可能不同。因此建立唑尼沙胺的血药浓度测定

方法不仅可以为癫痫患儿提供血药浓度监测服务和

个体化用药指导，同时可以获取更多地儿童数据做后

续的药代药动学研究。

本研究建立了微量检测技术结合ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ
的方法测定了癫痫儿童中唑尼沙胺的血药浓度，采用

稳定同位素内标法进行定量，简便快速、精准高效、微

量采血，适用于临床唑尼沙胺在儿童癫痫患者中的常

规浓度监测和后续药代动力学研究。
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·信息动态·

国家药监局药审中心关于发布《针对泛肿瘤的
抗肿瘤药物临床研发技术指导原则》的

通告（２０２５年第５０号）

为进一步指导针对泛肿瘤的抗肿瘤药物研发，提供可参考的技术规范，在国家药品监督管理局的部署下，药

审中心组织制定了《针对泛肿瘤的抗肿瘤药物临床研发技术指导原则》。根据《国家药监局综合司关于印发药

品技术指导原则发布程序的通知》（药监综药管〔２０２０〕９号）要求，经国家药品监督管理局审查同意，现予发布，
自２０２５－１２－２９起施行。

指导原则从开发泛肿瘤适应症的立题合理性、临床研发过程中的关注要点等几个方面进行了建议。

国家药品监督管理局药品审评中心

２０２５－１２－２９


