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摘要：目的　建立液相色谱串联质谱（ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）法测定多黏菌素Ｅ甲磺酸钠
治疗患者血浆中活性成分多黏菌素Ｅ的血药浓度。方法　以多黏菌素Ｂ１为内
标，用固相萃取法处理样品。色谱柱为ＫｉｎｅｔｅｘＣ１８（３ｍｍ×１００ｍｍ，２６μｍ），流

动相Ａ为含０１％甲酸和５ｍｍｏｌ·Ｌ－１乙酸铵的水溶液，流动相Ｂ为含０１％甲
酸的甲醇溶液，梯度洗脱，流速０５ｍＬ·ｍｉｎ－１。选用电喷雾离子源（ＥＳＩ），正离
子多反应监测扫描检测（ＭＲＭ），用于定量分析的离子对分别为 ｍ／ｚ５８５６→
２４１１（多黏菌素 Ｅ１），ｍ／ｚ５７８６→２２７２（多黏菌素 Ｅ２），ｍ／ｚ６０２６→１０１２
（多黏菌素Ｂ１），对方法的选择性、标准曲线、残留、精密度与准确度、回收率、基
质效应和稳定性进行了考察。并测定使用多黏菌素 Ｅ甲磺酸钠的患者血浆中
多黏菌素 Ｅ１、Ｅ２的血药浓度。结果　多黏菌素 Ｅ１、Ｅ２分别在 ００２～３８６

μｇ·ｍＬ－１和００３～５６５μｇ·ｍＬ－１与测定值线性关系良好，多黏菌素Ｅ１、Ｅ２的
定量下限分别为 ００２μｇ·ｍＬ－１和 ００３μｇ·ｍＬ－１标准曲线方程分别为
Ｙ＝４５５×１０－１Ｘ－２９２×１０－２（ｒ＝０９９４２）、Ｙ＝８６１×１０－１Ｘ－１３８×１０－２

（ｒ＝０９９６４）。多黏菌素Ｅ１、Ｅ２日内与日间精密度、准确度、提取回收率、基质
效应、稳定性均符合方法学要求，应用本方法测定接受多黏菌素 Ｅ甲磺酸钠治
疗的２６例患者，多黏菌素 Ｅ的 ＡＵＣ２４ｈ范围是２８４２～３１７５１ｍｇ·ｈ

－１·Ｌ－１。
结论　本方法准确、灵敏、快速，稳定性良好，可用于检测人血浆中多黏菌素Ｅ１、
Ｅ２的血药浓度。
关键词：多黏菌素 Ｅ甲磺酸钠；多黏菌素 Ｅ１；多黏菌素 Ｅ２；液相色谱 －串联
质谱；固相萃取；血药浓度
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ｐｒｏｃｅｓｓｔｈｅｓａｍｐｌｅｓＴｈｅｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃｃｏｌｕｍｎｗａｓａＫｉｎｅｔｅｘＣ１８
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ｐａｔｉｅｎｔｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｃｏｌｉｓｔｉｍｅｔｈａｔｅｓｏｄｉｕｍｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄＲｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅｌｉｎｅａｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓｏｆｐｏｌｙｍｙｘｉｎＥ１ａｎｄＥ２
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｗｅｒｅｇｏｏｄｗｉｔｈｉｎｔｈｅｒａｎｇｅｓｏｆ００２

!

３８６μｇ·ｍＬ－１ａｎｄ００３!５６５μｇ·ｍＬ－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ
Ｔｈｅｌｏｗｅｒｌｉｍｉｔｓｏｆｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ（ＬＬＯＱ）ｆｏｒｐｏｌｙｍｙｘｉｎＥ１ａｎｄＥ２ｗｅｒｅ００２μｇ·ｍＬ－１ａｎｄ００３μｇ·ｍＬ－１，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＴｈｅｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｅｑｕａｔｉｏｎｓｆｏｒｐｏｌｙｍｙｘｉｎＥ１ａｎｄＥ２ａｒｅＹ＝４５５×１０－１Ｘ－２９２×１０－２（ｒ＝０９９４２）、
Ｙ＝８６１×１０－１Ｘ－１３８×１０－２（ｒ＝０９９６４），ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＴｈｅｗｉｔｈｉｎ－ｄａｙａｎｄｄａｙ－ｔｏ－ｄａｙｐｒｅｃｉｓｉｏｎ，ａｃｃｕｒａｃｙ，
ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｒｅｃｏｖｅｒｙ，ｍａｔｒｉｘｅｆｆｅｃｔｓ，ａｎｄｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｐｏｌｙｍｙｘｉｎＥ１ａｎｄＥ２ａｌｌｍｅｔｔｈｅｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｉｃａｌｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓ
Ｕｓｉｎｇｔｈｉｓｍｅｔｈｏｄ，ｔｈｅＡＵＣｏｆｐｏｌｙｍｙｘｉｎＥｉｎ２６ｐａｔｉｅｎｔｓｒｅｃｅｉｖｉｎｇｃｏｌｉｓｔｉｍｅｔｈａｔｅｓｏｄｉｕｍｒａｎｇｅｄｆｒｏｍ２８４２ｔｏ３１７５１
μｇ·ｍＬ－１Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｔｈｉｓｍｅｔｈｏｄｉｓａｃｃｕｒａｔｅ，ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ，ｒａｐｉｄ，ａｎｄｓｔａｂｌｅ，ａｎｄｃａｎｂｅｕｓｅｄｆｏｒｔｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ
ｏｆｔｈｅｐｌａｓｍａｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｐｏｌｙｍｙｘｉｎＥ１ａｎｄＥ２ｉｎｈｕｍａｎｐｌａｓｍａ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｃｏｌｉｓｔｉｍｅｔｈａｔｅｓｏｄｉｕｍ；ｐｏｌｙｍｙｘｉｎＥ１；ｐｏｌｙｍｙｘｉｎＥ２；ｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ－ｔａｎｄｅｍｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ；
ｓｏｌｉｄｐｈａｓｅｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ；ｐｌａｓｍａｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

　　多黏菌素是２０世纪５０年代从多黏杆菌培养基
中提取的多肽类抗生素，但由于其肾毒性限制了其临

床应用。近年来耐药菌广泛蔓延，耐碳青霉烯革兰氏

阴性菌（ｃａｒｂａｐｅｎｅｍ－ｒｅｓｉｓｔａｎｔｇｒａｍ－ｎｅｇａｔｉｖｅｂａｃｉｌｌｉ，
ＣＲ－ＧＮＢ）的发病率不断上升，而多黏菌素相关制剂
对多重耐药及泛耐药的革兰氏阴性杆菌表现出显著

的抗菌活性。由于缺乏抗ＣＲ－ＧＮＢ的新药，２０１８年多
黏菌素Ｅ重返临床一线［１－２］，而多黏菌素 Ｅ甲磺酸钠
（ｃｏｌｉｓｔｉｍｅｔｈａｔｅｓｏｄｉｕｍ，ＣＭＳ）于２０２１年在我国重新上市。

目前，国内外已上市的多黏菌素 Ｅ包括硫酸黏菌
素（ｃｏｌｉｓｔｉｎｓｕｌｆａｔｅ，ＣＳ）及 ＣＭＳ［３］。ＣＭＳ为前药，本身
无活性，需在体内转化为有活性的多黏菌素 Ｅ
（ｐｏｌｙｍｙｘｉｎＥ，ＰＭＥ），其主要成分为多黏菌素 Ｅ１（又
称ｃｏｌｉｓｔｉｎＡ）和多黏菌素Ｅ２（又称ｃｏｌｉｓｔｉｎＢ）［４］，临床
上主要用来治疗由多重耐药革兰氏阴性菌引起的脓

毒症和严重感染，ＣＭＳ６０％ ～７０％经肾排出，在尿液
中转化为多黏菌素 Ｅ更适用于治疗尿路感染［５］。

ＣＭＳ是浓度依赖性抗生素［６］，治疗窗窄，推荐平均稳

态血药浓度（Ｃｓｓ，ａｖｇ）靶值为２μｇ·ｍＬ
－１［７］，而高于此

浓度，急性肾损伤（ａｃｕｔｅｋｉｄｎｅｙｉｎｊｕｒｙ，ＡＫＩ）的发生率
显著升高［８］。因此，有必要开展治疗药物监测

（ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｄｒｕｇｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ，ＴＤＭ）。
本研究用固相萃取（ｓｏｌｉｄ－ｐｈａｓｅｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ，ＳＰＥ）

的预处理方法，能够有效分离分析物与干扰组分，特

别是对于在体外防止ＣＭＳ转化为多黏菌素 Ｅ有着极
大的作用。利用液相色谱串联质谱（ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）测
定人血浆中活性成分多黏菌素 Ｅ中多黏菌素 Ｅ１、Ｅ２
的血药浓度，可用于使用 ＣＭＳ治疗的革兰氏阴性菌
感染的重症患者的ＴＤＭ，为临床用药提供参考。

材料与方法

１　药品、试剂与仪器
血液样本　多黏菌素 Ｅ甲磺酸钠血液样本来自

苏州大学附属第三医院（常州市第一人民医院）重症

医学科接受ＣＭＳ静脉滴注的２６例重症患者，所有患
者均采取静脉滴注联合雾化吸入的治疗方法。本研

究经苏州大学附属第三医院（常州市第一人民医院）

医学伦理委员会批准［伦理批号：（２０２５）科第００３号］。
药品　注射用多黏菌素 Ｅ甲磺酸钠（商品名：天

韵），规格：１５０ｍｇ（按多黏菌素 Ｅ计），批号：
２４０７１３１１５，批准文号：国药准字Ｈ２０２１３７７３，江苏省正
大天晴药业集团股份有限公司生产；多黏菌素 Ｅ，纯
度：９３％（多黏菌素 Ｅ１含量为３９３２％、多黏菌素 Ｅ２
含量为 ５７５６％），批号：５－ＭＦＩ－１６５－１，加拿大
ＴＲＣ公司生产；多黏菌素 Ｂ，纯度：９８１４％（硫酸盐含
量为１６８％，多黏菌素 Ｂ１含量为７７％，多黏菌素 Ｂ２
含量为２２％），批号：１９－ＪＰＯ－１８４－１，加拿大 ＴＲＣ
公司生产。

试剂　乙腈，ＬＣ级，批号：ＪＢ０９１２３０，美国 Ｍｅｒｃｋ
公司生产；甲酸，纯度：９５％，批号：ＳＨＢＬ０３３１，德国
Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ公司生产；乙酸铵，纯度：９８％，批号：
ＢＣＣＢ９３９８，德国 Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ公司生产；纯水由
Ｍｉｌｌｉ－Ｑ纯水仪制得。

仪器　ＴｒｉｐｌｅＱｕａｄ４５００ＭＤ三重四极杆串联质谱
仪，美国ＳＣＩＥＸ公司产品；Ｊａｓｐｅｒ高效液相色谱系统，
美国ＳＣＩＥＸ公司产品；５４１７Ｒ低温高速离心机，德国
Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司产品；Ｖｏｒｔｅｘ－Ｇｅｎｉｅ２涡旋震荡仪，
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Ｖｏｌ４２Ｎｏ３Ｆｅｂｒｕａｒｙ２０２６（ＳｅｒｉａｌＮｏ４４９）

美国ＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＩｎｄｕｓｔｒｉｅｓ公司产品；ＢＴ２５Ｓ电子分析天
平，德国 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公司产品；Ｍｉｌｌｉ－Ｑ纯水仪，美国
Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司产品；Ｗｅｌｃｈｒｏｍ ＳＰＥ小柱ＢＲＰ（３０ｍｇ／
１ｍＬ），上海月旭科技股份有限公司产品；ＣＮＷ２４位
固相萃取真空装置，上海安谱实验科技股份有限公司

产品；ＧＭ－０３３Ａ防腐型隔膜真空泵（含截留瓶），
天津津腾实验设备有限公司产品。

２　测定方法
色谱条件　ＰｈｅｎｏｍｅｎｅｘＫｉｎｅｔｅｘ Ｃ１８色谱柱

（３ｍｍ×１００ｍｍ，２６μｍ）；流动相Ａ为含０１％甲酸
和５ｍｍｏｌ·Ｌ－１乙酸铵的水溶液，流动相Ｂ为含０１％
甲酸的甲醇溶液；梯度洗脱：０～１ｍｉｎ，２０％Ｂ；１～２ｍｉｎ，
２０％→９５％Ｂ；２～３８ｍｉｎ，９５％Ｂ；３８～４２ｍｉｎ，９５％→
２０％Ｂ；４２～５ｍｉｎ，２０％Ｂ；流速０５ｍＬ·ｍｉｎ－１；进样器
温度１５℃；柱温４０℃；进样体积５μＬ；分析时间５ｍｉｎ。

质谱条件　电喷雾离子化电离源（ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｒａｙ
ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ，ＥＳＩ），扫描方式为多重反应监测（ｍｕｌｔｉｐｌｅ
ｒｅｓｐｏｎｓｅｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ，ＭＲＭ），正离子模式；离子源温度
５００℃；离子喷射电压：５５００Ｖ；雾化气（ＧＳ１）：
３４５ｋＰａ；辅助气（ＧＳ２）：３４５ｋＰａ；气帘气（ｃｕｒｔａｉｎ
ｇａｓ）：２０７ｋＰａ；碰撞气：５５ｋＰａ；多黏菌素Ｅ１、多黏菌素
Ｅ２、内标多黏菌素 Ｂ１离子对分别为 ｍ／ｚ→５８５６／
２４１１，ｍ／ｚ→５７８６／２２７２，ｍ／ｚ→６０２６／１０１２，解簇电
压（ｄｅｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇｐｏｔｅｎｔｉａｌ，ＤＰ）分别为９０、９０和１００Ｖ；
碰撞能量（ｃｏｌｌｉｓｉｏｎｅｎｅｒｇｙ，ＣＥ）分别为３３、３３和６２Ｖ。
３　溶液配制与血浆样本处理

对照品溶液配制　精密称取多黏菌素 Ｅ对照品，
用甲醇定容并稀释得１ｍｇ·ｍＬ－１的工作液；精密称
取适量多黏菌素Ｅ甲磺酸钠对照品，用甲醇定容并稀
释得１ｍｇ·ｍＬ－１的工作液；精密称取多黏菌素 Ｂ对
照品适量，用甲醇定容并稀释得多黏菌素 Ｂ为
２０００μｇ·ｍＬ－１（多黏菌素 Ｂ１为１２６０μｇ·ｍＬ－１）
的内标工作液。所有工作液置于－２０℃冻存。

标准曲线和质控（ｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌ，ＱＣ）样品的制
备　用甲醇稀释含多黏菌素Ｅ的工作液，制得混合标
准品溶液（多黏菌素Ｅ１质量浓度为０１９、０３９、０７７、
１９３、３８６、７７２、１９３１、３８６２μｇ·ｍＬ－１，多黏菌素
Ｅ２质量浓度为 ０２８、０５７、１１３、２８３、５６５、１１３１、
２８２７、５６５４μｇ·ｍＬ－１）。考虑实际样品中含有ＣＭＳ，
为了监测其在预处理过程中 ＣＭＳ是否有转化，将质
控样品设置成含多黏菌素 Ｅ和 ＣＭＳ的混合质控，即
将多黏菌素Ｅ与ＣＭＳ的工作液混合并用甲醇稀释成
低、高浓度质控溶液（多黏菌素Ｅ／多黏菌素Ｅ甲磺酸
钠的质量浓度水平分别为８／５、２０／１００μｇ·ｍＬ－１）。

取空白血浆１８０μＬ，加入上述不同浓度的含多黏菌素
Ｅ１和Ｅ２的标准品溶液和质控溶液２０μＬ，得到系列
标准血浆样品（多黏菌素 Ｅ１质量浓度为００２、００４、
００８、０１９、０３９、０７７、１９３、３８６μｇ·ｍＬ－１，多黏菌
素Ｅ２质量浓度为００３、００６、０１１、０２８、０５７、１１３、
２８３、５６５μｇ·ｍＬ－１），及低、高浓度的质控血浆样品
（低浓度质控血浆样品中多黏菌素 Ｅ１为 ０３１
μｇ·ｍＬ－１，多黏菌素Ｅ２为０４５μｇ·ｍＬ－１；高浓度质
控血浆样品中多黏菌素 Ｅ１为０７７μｇ·ｍＬ－１，多黏
菌素Ｅ２为１１３μｇ·ｍＬ－１）。

血浆样本前处理　预先用甲醇１ｍＬ、纯水１ｍＬ
将ＳＰＥ小柱平衡，主要目的是对 ＳＰＥ小柱进行活化，
以备后续使用。取使用了 ＣＭＳ的患者血浆样本
２００μＬ，加入内标２０μＬ混匀后，再加入的５％氨水溶
液２００μＬ，涡旋混匀，上述过程要注意的是均需在冰
上进行操作，主要目的是防止 ＣＭＳ转化为多黏菌素
Ｅ。上样液混匀后，加至预先使用甲醇、纯水活化的
ＳＰＥ小柱中，并依次使用纯水１ｍＬ、甲醇１ｍＬ、乙腈／
水（３０／７０，ｖ／ｖ，含 ２％氨水）１ｍＬ和 ０５％甲酸溶液
１ｍＬ洗净小柱，洗净的主要目的是去除血浆中的各种
杂质。最后使用乙腈／水（３０／７０，ｖ／ｖ，含６％甲酸）溶
液６００μＬ洗脱，收集至１５ｍＬ的ＥＰ管中，洗脱的主
要目的是洗脱出有活性的多黏菌素Ｅ，最后取５μＬ进
样ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ。
４　方法学考察

参考美国食品药品监督管理局（ＵＳＦｏｏｄａｎｄ
ＤｒｕｇＡｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ，ＦＤＡ）与国家药品监督管理局
（ＮａｔｉｏｎａｌＭｅｄｉｃａｌＰｒｏｄｕｃｔｓＡｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ，ＮＭＰＡ）《生
物样品定量分析方法验证指导原则》［９］。

专属性　取６份不同个体的空白血浆，分别加入
“标准曲线和质控样品的制备”项下的质控工作液，配

制成２个质量浓度水平的质控样品。将上述样品按
“血浆样本前处理”项下方法处理后进样分析。

标准曲线和定量下限　以人空白血浆为基质，采
用“标准曲线和质控样品的制备”项下的方法制备一

系列标准血浆样品，按照“血浆样本前处理”项下的步

骤处理后进样，建立线性回归的标准曲线。待测物与

内标物的峰面积比 Ｙ作为纵坐标，待测物浓度
Ｘ（μｇ·ｍＬ－１）作为横坐标，利用加权（Ｗ＝１／Ｘ２）最小
二乘法来进行线性回归运算。

准确度和精密度试验　以人空白血浆为基质，分
别加入“标准曲线和质控样品的制备”项下制备的低、

高浓度的质控样品，每个浓度平行做５份，列为一个
分析批，按“血浆样本前处理”项下进行处理后进样分
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析，根据当日随行标准曲线，计算批内准确度和仪器

精密度。于不同天制备并测定３个分析批，计算批间
准确度和仪器精密度。

提取回收率和基质效应　取“标准曲线和质控样
品的制备”项下制备的低、高２个水平的质控样品各６
份，按“血浆样本前处理”项下方法处理后进样分析，

得到峰面积 Ａ１；另取不同个体的空白血浆，按“血浆
样本前处理”项下方法进行固相萃取，在最后一步洗

脱结束后得到的溶液中加入质控样品（使其浓度与

低、高质控血浆样本浓度相同），配制成各水平样品各

６份，取涡旋混匀后的溶液进样分析得到峰面积 Ａ２。
以峰面积比Ａ１／Ａ２计算提取回收率，提取回收率（％）
＝Ａ１／Ａ２×１００％。以纯水代替空白血浆作为基质配
制成低、高水平的质控样品各６份，按“血浆样本前处
理”项下方法处理后进样分析，得到峰面积 Ａ３。根据
Ａ２与Ａ３的比值计算基质效应，基质效应（％）＝Ａ２／Ａ３
×１００％。
稳定性试验　取“标准曲线和质控样品的制备”

项下制备的低、高浓度的质控血浆样品６份，考察样
品在常温６ｈ，４℃放置２４ｈ、－２０℃冻融３个循环、
－８０℃冷冻保存 ３０ｄ及处理后在自动进样器放置
２４ｈ的稳定性。
５　临床应用

本研究对象是接受ＣＭＳ静脉滴注的２６例重症患
者，所有患者均采取静脉滴注联合雾化吸入的治疗方

法，每例患者采取给药前０５ｈ内、给药后１ｈ、给药后
６ｈ的血药浓度。ＣＭＳ不稳定，在室温条件下可以转
化为多黏菌素 Ｅ，易导致测定多黏菌素 Ｅ的浓度偏
高［１０］，因此在采集全血后需立即放置冰水浴中并尽

快在低温（２～８℃）条件下离心分离血浆，于 －８０℃
冰箱冷冻保存。本研究方案经苏州大学附属第三医

院（常州市第一人民医院）医学伦理委员会审核，（伦

理批件号为（２０２５）科第００３号）。
血浆中多黏菌素 Ｅ的血药浓度计算参考公式如

下：

Ｃ（Ｅ）＝
Ｃ（Ｅ１）
Ｍｏｌ（Ｅ１）

＋
Ｃ（Ｅ２）
Ｍｏｌ（Ｅ２[ ]

）

Ｍｏｌａｖｇ（Ｅ）
＃ （１）

其 中，Ｍｏｌ（Ｅ１）：１１６９４８ ｇ· ｍｏｌ－１；Ｍｏｌ（Ｅ２）：

１１５５４６ｇ·ｍｏｌ－１；

Ｍｏｌａｖｇ（Ｅ）＝
Ｅ１％ＭＶＥ１＋Ｅ２％ＭＶＥＺ

Ｅ１％＋Ｅ２％ ＋２５ＭＶＨＺＳＯ４
＃ （２）

其中，ＭＶＥ１：１１６９５；ＭＶＥ２：１１５５５；ＭＶＨ２ＳＯ４：９８；
Ｅ１％：３９３２％；Ｅ２％：５７５６％。

结　　果

１　方法学评价
专属性　结果表明多黏菌素 Ｅ１和 Ｅ２在相应色

谱峰保留时间内均无内源性组分的干扰，说明该方法

专属性良好。多黏菌素 Ｅ１、多黏菌素 Ｅ２、内标（多黏
菌素 Ｂ１）的保留时间分别为 ３１９、３１５、３２１ｍｉｎ，
见图１。

标准曲线和定量下限　结果显示多黏菌素Ｅ１的标
准曲线为Ｙ＝４５５×１０－１Ｘ－２９２×１０－２（ｒ＝０９９４２）；多
黏菌素 Ｅ２的标准曲线为 Ｙ＝８６１×１０－１Ｘ－１３８×
１０－２（ｒ＝０９９６４），多黏菌素 Ｅ１和 Ｅ２的 ＬＬＯＱ分别
为００２μｇ·ｍＬ－１、００３μｇ·ｍＬ－１。表明血浆中多
黏菌素 Ｅ１和 Ｅ２分别在 ００２～３８６μｇ·ｍＬ－１、
００３～５６５μｇ·ｍＬ－１范围内线性关系良好。

准确度和精密度试验　含多黏菌素 Ｅ１和 Ｅ２的
质控样品（低、高浓度）的精密度与准确度结果显示均

符合生物样品测定要求，结果，见表１。
提取回收率和基质效应　经内标归一化后得基

质效应，含多黏菌素 Ｅ１和 Ｅ２的质控样品（低、高浓
度）的提取回收率和基质效应，见表２。测定结果均值
相对误差均在±１５％范围内，结果表明样品前处理方
法适用于待测物的提取分析。

稳定性　显示多黏菌素 Ｅ１、Ｅ２在上述条件下保
持稳定，血浆样品在室温条件下放置６ｈ后稳定性良
好；血浆样品在４℃条件下室温放置 ２４ｈ、－２０℃经
３次冻融循环、－８０℃长期储存３０ｄ，以及待测样品
在４℃自动进样器中放置２４ｈ的条件下均显示良好
稳定性，各浓度测定结果的相对标准偏均在 ±１５％范
围内，见表３。
２　方法学应用

应用本方法对２６名使用ＣＭＳ的患者进行药物浓
度监测，ＡＵＣ２４ｈ的中位值为 ９８０８ｍｇ·ｈ

－１·Ｌ－１

（２８４２～３１７５１ｍｇ· ｈ－１· Ｌ－１），住院天数为
（３６３１±２２５１）ｄ，用药疗程为（１２３５±４９８）ｄ。测
得活性成分多黏菌素 Ｅ在给药前 ０５ｈ内、给药后
１ｈ、给药后６ｈ的血药浓度折线图，见图２。

ＡＵＣ２４ｈ数据不满足正态分布和方差齐性，故采用
了Ｋｒｕｓｋａｌ－ＷａｌｌｉｓＨ检验进行非参数统计分析。结果
显示，不同肌酐清除率组的ＡＵＣ２４ｈ在统计学上差异有
统计学意义（Ｈ＝２１９３，Ｐ＜０００１）。进一步分析显
示，＜８０ｍＬ·ｍｉｎ－１患者组的 ＡＵＣ２４ｈ显著低于
８０～１２０ｍＬ·ｍｉｎ－１患者组的 ＡＵＣ２４ｈ（Ｐ＜００１）；
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Ｖｏｌ４２Ｎｏ３Ｆｅｂｒｕａｒｙ２０２６（ＳｅｒｉａｌＮｏ４４９）

　　

图１　多黏菌素Ｅ甲磺酸钠患者血浆样品中多黏菌素Ｅ１（Ｉ）、多黏菌素Ｅ２（Ⅱ）、内标多黏菌素Ｂ１（Ⅲ）的液相色谱－串联质谱法
（ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）典型色谱图
Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｔｈｅｔｙｐｉｃａｌｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｔｈｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ－ｔａｎｄｅｍｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ（ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）ｆｏｒｐｏｌｙｍｙｘｉｎＥ１（Ｉ），
ｐｏｌｙｍｙｘｉｎＥ２（Ⅱ），ａｎｄｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄｐｏｌｙｍｙｘｉｎＢ１（Ⅲ）ｉｎｔｈｅｐｌａｓｍａｓａｍｐｌｅｓｏｆｐａｔｉｅｎｔｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｃｏｌｉｓｔｉｍｅｔｈａｔｅｓｏｄｉｕｍ
Ａ：Ｂｌａｎｋｐｌａｓｍａｓａｍｐｌｅ；Ｂ：Ｂｌａｎｋｐｌａｓｍａｐｌｕｓｌｏｗｅｒｌｉｍｉｔｏｆｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ（Ｅ１：００２μｇ·ｍＬ－１；Ｅ２：００３μｇ·ｍＬ－１）；Ｃ：Ｂｌａｎｋｐｌａｓｍａｐｌｕｓｃｏｎｔｒｏｌ

ｓｕｂｓｔａｎｃｅ（Ｅ１：０１９μｇ·ｍＬ－１；Ｅ２：０２８μｇ·ｍＬ－１）；Ｄ：Ｐｌａｓｍａｓａｍｐｌｅｓｆｒｏｍａｐａｔｉｅｎｔａｆｔｅｒｔａｋｉｎｇｔｈｅｄｒｕｇ１ＰｏｌｙｍｙｘｉｎＥ１；２ＰｏｌｙｍｙｘｉｎＥ２；

３ＰｏｌｙｍｙｘｉｎＢ１

表１　用ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法测定多黏菌素甲磺酸钠患者血浆样品中的精密度和准确度 （珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ１　Ａｃｃｕｒａｃｙａｎｄｐｒｅｃｉｓｉｏｎｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／

（μｇ·ｍＬ－１）

Ｉｎｔｒａｄａｙｐｒｅｃｉｓｉｏｎ Ｉｎｔｅｒｄａｙｐｒｅｃｉｓｉｏｎ

Ｍｅａｓｕｒｅｄ／（μｇ·ｍＬ－１） Ａｃｃｕｒａｃｙ／％ ＲＳＤ／％ Ｍｅａｓｕｒｅｄ／（μｇ·ｍＬ－１） Ａｃｃｕｒａｃｙ／％ ＲＳＤ／％

ＰｏｌｙｍｙｘｉｎＥ１ ０３１ ０３２±００４ １０３３０ １１３７ ０３１±００３ ９９３４ ９９６
０７７ ０８８±００３ １１４１９ ３４９ ０８３±００６ １０８３３ ７７７

ＰｏｌｙｍｙｘｉｎＥ１ ０４５ ０４７±００５ １０４３３ ９８８ ０４６±００４ １０１１０ ９０７
１１３ １１０±００７ ９７０５ ６８１ １０６±００８ ９４１５ ７３４

ＲＳＤ：Ｒｅｌａｔｉｖｅｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎ

表２　用ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法测定多黏菌素甲磺酸钠患者血浆样品中待测物的基质效应和提取回收率结果 （ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ２　Ｒｅｃｏｖｅｒｙａｎｄｍａｔｒｉｘｅｆｆｅｃｔｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄｓ（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／（μｇ·ｍＬ－１） Ｍａｔｒｉｘｅｆｆｅｃｔ／％ ＲＳＤ／％ ＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＲｅｃｏｖｅｒｙ／％ ＲＳＤ／％

ＰｏｌｙｍｙｘｉｎＥ１ ０３１ １１６３８±３３５ ２２８ ６１６４±６０１ ９７４
０７７ １０６３４±３９５ ３２３ ４２８５±３６９ ８６１

ＰｏｌｙｍｙｘｉｎＥ２ ０４５ １２９７３±４１９ ３７２ ６９７７±５４９ ７８６
１１３ １０５０３±４３８ ４１７ ４８３４±４７３ ９７８
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表３　用ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法测定多黏菌素甲磺酸钠患者血浆样品中待测物的稳定性结果 （ｎ＝５，珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ３　Ｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄｓ（ｎ＝５，珋ｘ±ｓ）

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／

（μｇ·ｍＬ－１）

ＲＳＤ／％

６ｈａｔ

ｒｏｏｍｔｅｍｐ

２４ｈ

ａｔ４℃

３ｆｒｅｅｚｅ－ｔｈａｗ

ｃｙｃｌｅｓａｔ－２０℃

３０ｄａｔ

－８０℃

２４ｈｉｎ

ｓａｍｐｌｅｒ

ＰｏｌｙｍｙｘｉｎＥ１ ０３１ ２９８ ２０９ １４４ ２０４ ５５１

０７７ ３３４ ２３６ ２７５ ３５６ ７３０

ＰｏｌｙｍｙｘｉｎＥ２ ０４５ ５５４ ４９８ ６６１ ３３３ ４５４

１１３ １５７ ２５５ ９１５ ３０６ ２７４

＜８０ ｍＬ· ｍｉｎ－１患 者 组 的 ＡＵＣ２４ｈ显 著 低
于＞１２０ｍＬ·ｍｉｎ－１患者组的ＡＵＣ２４ｈ（Ｐ＜０００１），见表４。

图 ２　２６例患者的给药前０５ｈ内、给药后１ｈ、给药后６ｈ的
血药浓度折线图

Ｆｉｇｕｒｅ２　 Ｔｈｅｌｉｎｅｇｒａｐｈｏｆｐｌａｓｍａｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓａｔ１ｈｐｏｓｔ－
ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ，６ｈｐｏｓｔ－ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ，ａｎｄ０５ｈｂｅｆｏｒｅｔｈｅ
ｎｅｘｔｄｏｓｅｉｎ２６ｐａｔｉｅｎｔｓ

表４　不同肌酐清除率组ＡＵＣ２４ｈ比较 ［Ｍ（Ｐ２５，Ｐ７５）］
Ｔａｂｌｅ４　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＡＵＣ２４ｈｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｒｅａｔｉｎｉｎｅｃｌｅａｒａｎｃｅ
ｇｒｏｕｐｓ［Ｍ（Ｐ２５，Ｐ７５）］

Ｃｒｅａｔｉｎｉｎｅｃｌｅａｒａｎｃｅ
（ｍＬ·ｍｉｎ－１）

ｎ
ＡＵＣ

（ｍｇ·ｈ－１·Ｌ－１）

＜８０ １１ ４５１２（３５５４，６２４２）
８０～１２０ ８ １００４４（９８３３，１１０９２）ａ

＞１２０ ７ １５０４２（１３０６４，２３６９８）ｂ，ｃ

ａ：Ｇｒｏｕｐ１ｖｓＧｒｏｕｐ２，Ｐ＜００５，ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ；
ｂ：Ｇｒｏｕｐ１ｖｓＧｒｏｕｐ３，Ｐ＜００５，ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ；
ｃ：Ｇｒｏｕｐ２ｖｓＧｒｏｕｐ３，Ｐ＞００５，ｎｏｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ

讨　　论

本研究利用 ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法测定 ＣＭＳ治疗的患
者血浆中活性成分多黏菌素Ｅ的血浆浓度，该方法具

有特异性好、准确度高等优点，适合开展检测。ＣＭＳ
主要经肾排出，不同程度肾功能对 ＣＭＳ及其转化的
多黏菌素Ｅ的药动学影响较大，需进行剂量调整［１１］。

ＣＭＳ的稳定性较差，在酸性条件下易水解，存放过程
中ＣＭＳ也会发生降解，易在体外转化为多黏菌素 Ｅ，
这可能导致多黏菌素 Ｅ血药浓度测量不准确。由于
ＣＭＳ不稳定，因此本研究方法学验证中采用了含
多黏菌素 Ｅ和 ＣＭＳ混合质控。通过观察质控中多
黏菌素 Ｅ１、Ｅ２的浓度测定值与真实值的接近程度
来观察是否有 ＣＭＳ转化为多黏菌素 Ｅ，准确度及
稳定性考察结果均表明本方法对 ＣＭＳ的水解是稳
定的。血浆样本预处理方法多样，包括亲水亲油平

衡固相萃取、微柱正压固相萃取，其余采用的均是

蛋白沉淀法［１２－１９］。本研究使用的是固相萃取法预

处理，它能有效去除 ＣＭＳ血浆中的干扰物质，分离
ＣＭＳ、保留活性成分多黏菌素 Ｅ，具有较高的选择
性，确保测定结果的准确性。固相萃取法的难点在

于萃取条件的优化，条件选择不当可能导致目标物

的损失或无法有效分离。因此，本研究考察了不同

厂家的 ＳＰＥ小柱，以及不同溶剂、ＰＨ值、流速以保
证萃取效果，有效地减缓 ＣＭＳ转化过程，确保测定
浓度的真实性。

根据２０１９年的国际共识［７］，多黏菌素 Ｅ的治疗
窗与肾毒性浓度几乎重叠［８，２０－２１］，推荐稳态平均血药

浓度Ｃｓｓ，ａｖｇ达到２μｇ·ｍＬ
－１。既往研究多集中于大鼠

血浆［１２－１３，１６，１９］或人尿及人血浆［１４－１５，１７－１８］的测定，样

本量偏少。先前报道使用ＣＭＳ的患者，其 ＰＫ特征存
在很大差异。在健康人群中，ＣＯＵＥＴ等［２２］研究结果

显示，在使用了单次剂量１ＭＩＵ（相当于３３ｍｇＣＢＡ）
ＣＭＳ的法国健康志愿者中，测得多黏菌素Ｅ的Ｃｍａｘ平
均值为０８３μｇ·ｍＬ－１；ＭＩＺＵＹＡＣＨＩ等［１４］研究结果

显示在接受２５ｍｇ·ｋｇ－１ＣＢＡ（ｑ１２ｈ）ＣＭＳ单次和多
次给药的日本健康男性志愿者中，测得多黏菌素 Ｅ的
Ｃｍａｘ的平均值分别为（２５５±１２８）、（４３８±１５６）
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Ｖｏｌ４２Ｎｏ３Ｆｅｂｒｕａｒｙ２０２６（ＳｅｒｉａｌＮｏ４４９）

μｇ·ｍＬ－１；ＦＡＮ等［２３］ 研 究 显 示，在 接 受 ２５
ｍｇ·ｋｇ－１ＣＢＡ（ｑ１２ｈ）ＣＭＳ的中国健康受试者中，测
得多黏菌素Ｅ的Ｃｍａｘ为（１７９±０３７）μｇ·ｍＬ

－１，Ｃｍｉｎ
为（０６７±０２２）μｇ·ｍＬ－１。在危重患者中，ＫＡＲＡＩＳ
ＫＯＳ等［２４］研究显示在使用了 ９ＭＵ负荷剂量、４５
ＭＩＵ，ｑ１２ｈ（相当于 ２９７ｍｇＣＢＡ负荷剂量、１４９ｍｇ
ＣＢＡ，ｑ１２ｈ）ＣＭＳ的希腊人群中，测得多黏菌素 Ｅ的
Ｃｍａｘ为２６５μｇ·ｍＬ

－１；ＧＡＲＯＮＺＩＫ等［２５］研究显示，在

使用了２５～１３６ＭＩＵ，ｑｄ（相当于８２５～４４８８ｍｇ
ＣＢＡ）ＣＭＳ的泰国、美国人群中，测得多黏菌素 Ｅ的
Ｃｍａｘ为２３６μｇ·ｍＬ

－１。本研究对２６例患者进行血
浆浓度测定，结果显示 ＡＵＣ２４ｈ为（１００６３±６５４１）
ｍｇ·ｈ－１·Ｌ－１，个体差异大，推测可能与患者基础
肾功能以及代谢能力的个体化差异密切有关，与文

献中的结果差异较大，这种差异可能与研究对象不

同及剂量不同有关，以及临床研究中可能存在的混

杂因素（如用药时间、个体差异等）导致结果的不

同，同时危重患者、肾功能异常、持续肾替代治疗对

ＣＭＳ的药代动力学有显著影响［２５］。此外，本研究

通过分析不同肌酐清除率组的 ＡＵＣ２４ｈ，发现肌酐
清除率与 ＡＵＣ２４ｈ存在显著关联，呈现出肌酐清除
率越高，ＡＵＣ２４ｈ越高的趋势，推测因肌酐清除率过
低时，患者代谢功能受限，代谢缓慢，使得 ＡＵＣ２４ｈ
较低；而肌酐清除率过高的患者，可能存在多黏菌

素 Ｅ在体内蓄积的情况，使得 ＡＵＣ２４ｈ较高，且不排
除后续引发肾毒性的风险，但具体机制还需要进一

步验证。

综上所述，本研究通过固相萃取法有效减少了多

黏菌素Ｅ甲磺酸钠转化为多黏菌素Ｅ的干扰，同时利
用ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法测定多黏菌素Ｅ甲磺酸钠治疗的患
者血浆中活性成分多黏菌素Ｅ的血浆浓度，可为临床
上治疗药物监测提供参考依据，并为患者的个体化治

疗提供支持，以期减少不良反应发生的风险，提高治

疗的安全性和有效性。
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·科学文摘·

危重病患者针对铜绿假单胞菌的黏菌素给药方案：
蒙特卡罗模拟的应用

引自：ＮＧＵＹＥＮＶＴＫ，ｅｔａｌＣｏｌｉｓｔｉｎｄｏｓｉｎｇｒｅｇｉｍｅｎｓａｇａｉｎｓｔｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａｉｎｃｒｉｔｉｃａｌｌｙｉｌｌｐａｔｉｅｎｔｓ：Ａｎ
ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆｍｏｎｔｅｃａｒｌｏｓｉｍｕｌａｔｉｏｎ［Ｊ］Ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ，２０２１，１０（５）：５９５

我们的目的是评估针对危重患者铜绿假单胞菌感染的不同黏菌素给药方案，并根据微生物学数据提出合适

的方案。使用已发表的重症患者黏菌素药代动力学参数、已发表的小鼠大腿感染模型的药效学目标以及越南医

院的最低抑菌浓度（ｍｉｎｉｍｕｍｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＭＩＣ）结果进行蒙特卡罗模拟。使用８０％的目标达成概率
（ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙｏｆｔａｒｇｅｔａｔｔａｉｎｍｅｎｔ，ＰＴＡ）和９０％的累积缓解分数来评估每种方案的疗效。在１２１个铜绿假单胞菌实
验室数据集中，耐碳青霉烯类铜绿假单胞菌和耐黏菌素铜绿假单胞菌率分别为２９８０％和０８０％。ＭＩＣ５０、ＭＩＣ９０
均为０５０ｍｇ·Ｌ－１。模拟结果显示，在 ＭＩＣ为２００ｍｇ·Ｌ－１时，大多数方案无法达到ＰＴＡ目标，尤其是肾功能
正常的患者。在ＭＩＣ为０５０ｍｇ·Ｌ－１和１００ｍｇ·Ｌ－１时，当前的建议仍然有效。根据这些结果，除了肺部感
染外，我们的研究推荐了三种针对铜绿假单胞菌感染的方案，ＭＩＣ分别为０５０、１００和２００ｍｇ·Ｌ－１。总之，较
高的每日总剂量和分次黏菌素给药方案可能是（难以获得 ＰＴＡ病例的）策略，而在低 ＭＩＣ５０／ＭＩＣ９０的情况下，较
不激进的剂量可能适合经验性治疗。


