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摘要：目的　开发并验证一种测定干血点（ＤＢＳ）样品中泊沙康唑药物浓度的液
相色谱串联质谱法（ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ），为干血点法的应用和泊沙康唑治疗药物监测
（ＴＤＭ）的临床实践提供一种可行的参考。方法　干血点样本通过将含泊沙康
唑的全血样本滴加到 Ｗｈａｔｍａｎ９０３卡片上干燥获得。样本处理过程为裁取
３ｍｍ直径的圆孔得到分析样本，通过添加０２％甲酸－５０％乙腈水溶液（含内标
０５０μｇ·ｍＬ－１）提取，经超声、离心，取上清直接进样检测。用 ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ测
定，色谱柱选择ＰｈｏｎｏｍｅｎｅｘＫｉｎｅｔｅｘＸＢ－Ｃ１８柱，梯度洗脱方式分离，质谱检测模
式为正离子多反应监测，待测物泊沙康唑和内标Ｄ５－泊沙康唑监测离子对分别
为ｍ／ｚ７０１３→６１４４和ｍ／ｚ７０５３→６１８４。方法学验证包括选择性、特异性、
线性、残留、准确度、精密度、提取回收率、基质效应、稳定性，以及针对基于干血

点分析的特殊参数验证。此外，将所开发的ＤＢＳ方法应用于泊沙康唑临床ＴＤＭ
样本的检测，并与血浆方法进行比较，对两种方法的一致性进行评价。结果　
ＤＢＳ的 ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ测 定 方 法 具 有 良 好 的 选 择 性 和 线 性 （０１０～
１０００μｇ·ｍｌ－１），无残留和交叉干扰的影响，样本处理过程分析物的回收率在
７０６７％～７５６６％范围内，批内准确度偏差、精密度分别在 －１２１８％ ～－０８６％、
３０５％～８７５％范围内，批间准确度偏差、精密度分别在 －４２１％ ～３４９％、
８５７％～１２２１％范围内。６个不同来源的空白全血测试的基质效应，准确度在
±１５％以内、精密度均 ＜１５％，稳定性结果显示泊沙康唑在干血点样本中室温
（２０～２５℃）、３７℃、４℃、－２０℃、－７０℃不同温度条件下分别至少稳定３、３、
１４、３０、９０ｄ。７８个临床验证样本的Ｂｌａｎｄ－Ａｌｔｍａｎ、Ｐａｓｓｉｎｇ－Ｂａｂｌｏｋ分析结果显
示，泊沙康唑在 ＤＢＳ和血浆中测定结果具有较好的相关性，但具有显著偏差
（Ｐ＜０００１），ＤＢＳ测定结果较低于血浆测定结果，平均偏差为０３３μｇ·ｍＬ－１，
在低Ｈｃｔ中更显著。结论　本研究开发并验证了一种简单、便捷的测定 ＤＢＳ中
泊沙康唑浓度的ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ方法，检测所需样本量小（全血最少１０μＬ）、分析
时间短（２００ｍｉｎ）、操作便捷、适用性高，为泊沙康唑ＴＤＭ的临床实践提供一种
便捷可行的参考检测方法。
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８５７％－１２２１％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＦｏｒｔｈｅｍａｔｒｉｘｅｆｆｅｃｔｔｅｓｔｅｄｗｉｔｈｓｉｘｂｌａｎｋｗｈｏｌｅｂｌｏｏｄｓａｍｐｌｅｓｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｏｕｒｃｅｓ，
ｔｈｅａｃｃｕｒａｃｙｗａｓｗｉｔｈｉｎ±１５％ ａｎｄｔｈｅｐｒｅｃｉｓｉｏｎｗａｓａｌｌ＜１５％Ｔｈｅｓｔａｂｉｌｉｔｙｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｐｏｓａｃｏｎａｚｏｌｅｗａｓ
ｓｔａｂｌｅｆｏｒａｔｌｅａｓｔ３，３，１４，３０，ａｎｄ９０ｄａｙｓａｔｒｏｏｍｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ（２０－２５℃），３７℃，４℃ －２０℃，ａｎｄ－７０℃
ｉｎＤＢＳｓａｍｐｌｅｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＢｌａｎｄ－ＡｌｔｍａｎａｎｄＰａｓｓｉｎｇ－Ｂａｂｌｏｋａｎａｌｙｓｅｓｏｆ７８ｃｌｉｎｉｃａｌｌｙｖｅｒｉｆｉｅｄ
ｓａｍｐｌｅｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｒｅｗａｓａｇｏｏｄｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｐｏｓａｃｏｎａｚｏｌｅｉｎｄｒｉｅｄｂｌｏｏｄｓｐｏｔｓ
（ＤＢＳ）ａｎｄｐｌａｓｍａＨｏｗｅｖｅｒ，ｔｈｅｒｅｗａｓａｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｅｖｉａｔｉｏｎ（Ｐ＜０００１）ＴｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｉｎＤＢＳｗｅｒｅ
ｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｐｌａｓｍａ（ａｖｅｒａｇｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ＝０３３μｇ·ｍｌ－１），ａｎｄｔｈｉｓｗａｓｍｏｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｉｎｃａｓｅｓｗｉｔｈｌｏｗ
ｈｅｍａｔｏｃｒｉｔ（Ｈｃｔ）Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＡｓｔｒａｉｇｈｔｆｏｒｗａｒｄａｎｄｐｒａｃｔｉｃａｌＬＣ－ＭＳ／ＭＳｍｅｔｈｏｄｗａｓｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｄｅｖｅｌｏｐｅｄａｎｄ
ｆｕｌｌｙｖａｌｉｄａｔｅｄｆｏｒｐｏｓａｃｏｎａｚｏｌｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎｉｎＤＢＳｓａｍｐｌｅｓＴｈｉｓｍｅｔｈｏｄｒｅｑｕｉｒｅｓａｍｉｎｉｍａｌｂｌｏｏｄｖｏｌｕｍｅ（ｍｉｎｉｍｕｍ
１０μＬｗｈｏｌｅｂｌｏｏｄ），ｆｅａｔｕｒｅｓａｓｈｏｒｔａｎａｌｙｔｉｃａｌｒｕｎｔｉｍｅ（２００ｍｉｎｐｅｒｉｎｊｅｃｔｉｏｎ）ａｎｄｆａｃｉｌｉｔａｔｅｓｓｔｒｅａｍｌｉｎｅｄｌａｂｏｒａｔｏｒｙ
ｏｐｅｒａｔｉｏｎｗｉｔｈｒｏｂｕｓｔｐｒａｃｔｉｃａｂｉｌｉｔｙ，ｗｈｉｃｈｃａｎｓｅｒｖｅａｓａｃｏｎｖｅｎｉｅｎｔａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅａｎａｌｙｔｉｃａｌｓｔｒａｔｅｇｙｆｏｒｒｏｕｔｉｎｅｃｌｉｎｉｃａｌ
ＴＤＭｏｆｐｏｓａｃｏｎａｚｏｌｅ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｐｏｓａｃｏｎａｚｏｌｅ；ｄｒｉｅｄｂｌｏｏｄｓｐｏｔｍｅｔｈｏｄ；ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｄｒｕｇｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ；ｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ－ｔａｎｄｅｍｍａｓｓ
ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ

　　泊沙康唑属第二代三唑类抗真菌药，具有广泛抗
真菌活性，对念珠菌、曲霉、大多数接合菌、球孢子菌

等均有作用。临床用于侵袭性真菌感染（Ｉｎｖａｓｉｖｅ
ｆｕｎｇａｌｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＩＦＩ）的预防和挽救治疗，在各种血液
肿瘤患者、移植患者以及免疫缺陷患者中预防和治疗

ＩＦＩ显示良好疗效［１］。泊沙康唑口服通过胃肠道吸

收，血药浓度受给药方案、进食和剂型等影响，药动学

（ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓ，ＰＫ）、生物利用度差异大，尤其在在
儿童、孕妇、移植、肝肾功能不全以及其他特殊疾病患

者等人群中更需注意，静脉给药ＰＫ受影响较小，但在
特殊群体中仍需引起注意［２－３］。相关临床研究显示，

泊沙康唑用于 ＩＦＩ，谷浓度（Ｃｔｒｏｕｇｈ）＞０７０μｇ·ｍＬ
－１

时真菌突破性感染发生率仅为 ０％ ～１９％，而低于
０７μｇ·ｍＬ－１时则达到３９％～６５％［４］；用于挽救治

疗时，泊沙康唑血药平均浓度为 １２５μｇ·ｍＬ－１、
０４１１～０７１９μｇ·ｍＬ－１和０１３４μｇ·ｍＬ－１时治疗应
答率分别为７５％、５３％和２４％［５］；因此，在临床使用

泊沙康唑过程中积极开展治疗药物监测（ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ
ｄｒｕｇｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ，ＴＤＭ）以提高临床疗效和预防不良反
应发生十分必要。目前，用于泊沙康唑 ＴＤＭ的检测
方法多是实验室自建方法，以液相色谱串联质谱法

（Ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，
ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）为主，凭借其灵敏度高、专属性强、检测
高效等优点，视为泊沙康唑ＴＤＭ主流分析技术和“金
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标准”，但由于仪器设备昂贵和技术要求高，导致普及

率较低。微量干血点采样结合 ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ分析，近
年来在药物浓度检测方面表现出巨大优势，相较于传

统的基于静脉采血的治疗药物监测方法，具有侵袭性

低、采样量少、存储运输便捷等优势，尤其适用于居家

监测、提高了监测的普及率［６－７］。本研究旨在建立一

种简便、高效的液质联用法检测干血点样品中泊沙康

唑的浓度，为泊沙康唑临床个体化用药提供指导。

材料与方法

１　材料
药品与试剂　泊沙康唑标准品，规格：每支 １ｍｇ，

纯度：９８％，批号：２１Ｊ０８５－Ｂ２，上海甄准生物科技有
限公司生产；Ｄ５－泊沙康唑标准品（内标），规格：每支
１ｍｇ，纯度：９９６％、同位素纯度：９９５％，批号：２２３６
－０２５Ａ４，加拿大 ＴＬＣＰｈａｒｍａＣｈｅｍ有限公司生产；
甲酸、乙腈、甲醇均由德国 Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ公司生产；
Ｗｈａｔｍａｎ９０３ＰｒｏｔｅｉｎＳａｖｅｒＣａｒｄ样品采集卡，美国 ＧＥ
Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ公司生产。

仪器　高效液相色谱串联质谱仪由 ＪａｓｐｅｒＴＭ高效
液相色谱仪和 ＴｒｉｐｌｅＱｕａｄＴＭ４５００ＭＤ质谱仪组成，美
国ＡＢＳＣＩＥＸ公司产品；ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｄｅｌｏＸＳ２０电子分
析天平，瑞士梅特勒公司产品；３５１０Ｅ－ＤＴＨ超声仪，
美国 ＢＲＡＮＳＯ公司产品；Ｍｉｌｌｉ－ＱＩＱ７０００超纯水仪，
美国Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司产品。
２　检测条件、溶液配制与样品处理

色谱条件　色谱柱：ＰｈｏｎｏｍｅｎｅｘＫｉｎｅｔｅｘＸＢ－Ｃ１８
柱（１００ｍｍ×２１ｍｍ，２６μｍ），液相用０２％甲酸乙
腈溶液（Ａ相）：０２％甲酸水溶液（Ｂ相）梯度洗脱方
法，０～０５ｍｉｎ维持６０％ Ａ，０５～０６ｍｉｎ匀速升至
９８％Ａ，０６～１２ｍｉｎ维持９８％Ａ，１２～１３ｍｉｎ匀速
降至６０％ Ａ，１３～２０ｍｉｎ维持６０％Ａ，总洗脱时间
２０ｍｉｎ。色谱柱为流速：０４０ｍＬ·ｍｉｎ－１。

质谱条件　质谱用正离子多反应监测模式
（ｍｕｌｔｉｐｌｅｒｅａｃｔｉｏｎｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ，ＭＲＭ），泊沙康唑和内标
检测离子对分别为 ｍ／ｚ７０１３→６１４４和 ｍ／ｚ７０５３
→６１８４，碰撞能量（ＣｏｌｌｉｓｉｏｎＥｎｅｒｇｙ，ＣＥ）分别为５１Ｖ
和４６Ｖ，去簇电压（ｄｅｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇｐｏｔｅｎｔｉａｌ，ＤＰ）、入口电
压（ＥｎｔｒａｎｃｅＰｏｔｅｎｔｉａｌ，ＥＰ）、出口电压（ＣｏｌｌｉｓｉｏｎＣｅｌｌ
ＥｘｉｔＰｏｔｅｎｔｉａｌ，ＣＸＰ）均分别为１８１Ｖ、１０Ｖ、１２Ｖ。

标准曲线与质量控制样品和内标溶液的制备　
分别精密称量泊沙康唑和Ｄ５－泊沙康唑标准品适量，
制备成浓度１０００００μｇ·ｍＬ－１的标准曲线、质量控
制储备液和内标储备液，将泊沙康唑储备液用超纯水

梯度稀释成浓度分别为 ２００、４００、１０００、２０００、
４０００、１００００、２００００μｇ·ｍＬ－１的标准曲线工作溶
液和浓度分别为６００、３０００、１６０００μｇ·ｍＬ－１的质
控工作溶液，将工作溶液按２０倍稀释添加至乙二胺
四乙酸二钾（Ｅｔｈｙｌｅｎｅｄｉａｍｉｎｅｔｅｒａａｃｅｔｉｃａｃｉｄｄｉｐｏｔａｓｓｉｕｍ
ｓａｌｔ，ＥＤＴＡ－Ｋ２）抗凝空白全血得到浓度分别为
０１０、０２０、０５０、１００、２００、５００、１０００μｇ·ｍＬ－１

的全血标准曲线样品和浓度分别为 ０３０、１５０、
８００μｇ·ｍＬ－１的全血质控样品，颠倒混匀，再将全血
准确吸取５０μＬ至干血点卡片上，室温放置２ｈ干燥，
得到干血点标准曲线和质控样品。内标工作液使用

纯乙腈将 Ｄ５ －泊沙康唑储备液稀释为浓度为
０５０μｇ·ｍＬ－１获得。

样本预处理方法　用打孔器从干燥完全的干血点卡
片上裁取３ｍｍ直径大小样品，加入４００μＬ的０１％甲酸
－５０％乙腈水溶液（含内标０５０μｇ·ｍＬ－１）超声
２０ｍｉｎ，然后４℃、４３００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，取上清
至９６孔板，５μＬ进样检测。
３　方法学考察

方法学验证主要参考 ＩＣＨ：《Ｍ１０：生物分析方法
验证及样品分析》指导原则［８］，以及国际治疗药物监

测学 会 （ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＳｏｃｉｅｔｙｏｆＴｈｅｒａｐｅｕｔｉｃＤｒｕｇ
Ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ，ＩＳＴＤＭ）发布的“基于干血点的治疗药物监
测方法开发和验证指导原则”［９］。验证内容包括完整

方法学验证：选择性、特异性、残留、线性、批内和批间

准确度、精密度、基质效应、提取回收率、稳定性和针

对干血点分析的特殊参数验证：红细胞压积

（ｈｅｍａｔｏｃｒｉｔ，Ｈｃｔ）、体积效应、均匀性，除 Ｈｃｔ验证外，
其他验证内容中制备的干血点样本所用的空白全血

Ｈｃｔ均为正常范围内（约０４０～０５０Ｌ／Ｌ）。
特异性、标准曲线、定量下限和残留　通过选取

６个不同来源的空白全血，分别进行检测分析来评价
选择性，此外还应考察分析物（泊沙康唑）和内标

（Ｄ５－泊沙康唑）在对应的离子通道中是否存在相互干
扰以评估方法的特异性。在０１０～１０００μｇ·ｍＬ－１的
浓度范围内评估至少３条标准曲线线性，采用权重因
子（ｗ＝１／Ｘ２），对泊沙康唑与内标的峰面积比和泊沙
康唑的浓度进行线性回归。重复６个高浓度样本分
析后紧接着进样空白样本，用于评价残留的影响。

准确度和精密度　批内准确度、精密度的考察在
定量下限（ｌｏｗｅｒｌｉｍｉｔｏｆｑｕａｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＬＬＯＱ）和低浓度
质控（ｌｏｗｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌ，ＱＣＬ）、中浓度质控（ｍｅｄｉａｎ
ｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌ，ＱＣＭ）、高 浓 度 质 控 （ｈｉｇｈｑｕａｌｉｔｙ
ｃｏｎｔｒｏｌ，ＱＣＨ）４个浓度水平上进行考察，每个浓度用至
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少５个样本，验证结果要求除ＬＬＯＱ以外，准确度（％）
均值应在标示浓度的±１５％偏差以内，ＬＬＯＱ应在标示
浓度的±２０％偏差以内，精密度变异系数（ｃｅｅｆｆｉｃｉｅｎｔｏｆ
ｒａｖｉａｔｉｏｎ，ＣＶ％）要求 ＬＬＯＱ不能超过２０％、其他质控
样本不能超过１５％。批间准确度、精密度的考察要求
通过至少３个分析批，在至少２天内完成，所有结果的
准确度、精密度要求同批内准确度、精密度。

提取回收率和基质效应、稳定性　在 ＱＣＬ和高
ＱＣＨ水平下，使用至少６个来自不同来源的空白全血
制备干血点ＱＣ样本并测定，通过准确度、精密度进行
评估基质效应。提取回收率的考察在 ＱＣＬ、ＱＣＭ、
ＱＣＨ三个浓度水平进行，分别测定质控样本和空白处
理后添加分析物和内标的样本，计算提取回收率 ＝正
常处理的质控样本峰面积／空白样本处理后添加分析
物的峰面积×１００％。

通过考察干血点质控样本 ＱＣＬ、ＱＣＨ在室温
（２０～２５℃）、３７℃、４℃、－２０℃以及－７０℃冻融循
环３次等条件下的存储后测定的准确度、精密度，评
估干血点样本的稳定性。

基于干血点分析的特殊参数验证　综合临床和
实际采样情况，本研究考察 Ｈｃｔ＝０１５、０３、０４、０５、
０６和点样体积 ＝１０、２０、３０、４０及５０μＬ条件下对干
血点分析结果的影响，不同 Ｈｃｔ全血制备通过将向全
血中添加或吸取一定体积血浆获得。本部分验证在

ＱＣＬ、ＱＣＨ浓度水平上进行，制备不同条件下的干血
点质控样本，每个条件下测试３个重复且均来自同１
个干血点样本中不同穿孔位置（中央、边缘区域打

孔），从而实现对均匀性的同步考察，用平均准确度和

精密度进行评估特殊参数的影响。

４　方法学应用
采集接受泊沙康唑治疗患者第五天给药前（达稳

态血药浓度）３０ｍｉｎ内静脉全血（ＥＤＴＡ－Ｋ２抗凝），用
移液器精密吸取静脉全血５０μＬ至干血点采集卡片
上，室温放置２ｈ干燥后密封冻存于 －７０℃暂存待

测。剩余静脉全血离心取上层血浆，用于本实验室常

规ＴＤＭ检测（ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ检测）。本研究收集的泊
沙康唑治疗药物监测样本均来自于复旦大学附属华

山医院，经复旦大学附属华山医院伦理委员会批准

［伦理批号：（２０２３）临审第（０５４）号］。

结　　果

１　方法学评价
专属性　考察６个不同来源空白全血，泊沙康唑

和内标的保留时间均在０９０ｍｉｎ左右，出峰处均无干
扰峰出现，泊沙康唑定量上限样品按空白处理在内标

出峰处和空白加内标处理在泊沙康唑出峰处均无干

扰峰出现，证明该方法具有良好的选择性和特异性。

空白全血、空白加内标、定量下限以及来自临床样品

的典型色谱图，见图１。
标准曲线与定量下限　考察３条标准曲线，线性

相关系数（ｒ２）均≥０９９，代表性线性回归方程：
ｙ＝７１８×１０－１ｘ＋１１８×１０－２（ｒ２＝０９９６６）。干血
点样本中泊沙康唑在 ０１０～１０００μｇ·ｍＬ－１内具有
良好的线性关系，定量下限为 ０１０μｇ·ｍＬ－１。

精密度与回收率　在２天内测试３个准确度、精密
度批次，结果均通过，定量下限和质控样本批内、批间准

确度均在±１５％以内、精密度均＜１５％。泊沙康唑在干
血点样本中回收率在７０６７％～７５６６％ 范围内，泊沙
康唑内标回收率为４５７５％，ＣＶ％ 均＜１５％，见表１。

基质效应　使用６个不同来源空白全血考察基
质效应的平均准确度在 ９９０３％ ～１１２００％范围以
内，精密度在 １１１％ ～１２５０％范围以内，准确度在
±１５％ 以内，精密度＜１５％，满足要求。
稳定性　考察干血点样本在室温放置３天、３７℃

放置３天、４℃放置１４天、－２０℃放置３０天、－７０℃
放置９０天、－７０℃冻融循环３次条件下稳定性，再测
试平均准确度均在 ±１５％以内、精密度均 ＜１５％，说
明以上条件保存均稳定。

表１　泊沙康唑在干血点样本中的精密度和回收率
Ｔａｂｌｅ１　Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎａｎｄｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆｐｏｓａｃｏｎａｚｏｌｅｉｎｄｒｉｅｄｂｌｏｏｄｓｐｏｔｓａｍｐｌｅｓ

Ｉｔｅｍ
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

（μｇ·ｍＬ－１）

Ｉｎｔｅｒ－ｂａｔｃｈ（ｎ＝５） Ｉｎｔｒａ－ｂａｔｃｈ（ｎ＝１５）

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

（μｇ·ｍＬ－１，珋ｘ±ｓ）

ＲＳＤ

（％）

ＲＥ

（％）

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

（μｇ·ｍＬ－１，珋ｘ±ｓ）

ＲＳＤ

（％）

ＲＥ

（％）

Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

ｒｅｃｏｖｅｒｙ

（％，珋ｘ±ｓ）

ＬＬＯＱ ０１０ ９９１×１０－２±８６７×１０－３ ８７５ －０８６ ９５８×１０－２±８８２×１０－３ ９２１ －４２１ ／
ＱＣＬ ０３０ ２８４×１０－２±１８９×１０－２ ６６４ －５２８ ０３０±３６６×１０－２ １２２１ －００１ ７５０８±６３０
ＱＣＭ １５０ １３２±００４ ３０５ －１２１８ １３９±０１２ ８５７ －７５８ ７０６７±２７４
ＱＣＨ ８００ ７４１±０３０ ４０７ －７３２ ８２８±０８２ ９９７ ３４９ ７５６６±４６４

ＬＬＯＱ：Ｌｏｗｅｒｌｉｍｉｔｏｆｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ，ＱＣＬ：Ｌｏｗｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌ，ＱＣＭ：Ｍｅｄｉｕｍｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌ，ＱＣＨ：Ｈｉｇｈｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌ，ＲＳＤ：Ｒｅｌａｔｉｖｅｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎ；

ＲＥ：Ｒｅｌａｔｉｖｅｅｒｒｏｒ



ＣｈｉｎＪＣｌｉｎＰｈａｒｍａｃｏｌ 　１５７７　

Ｖｏｌ４２Ｎｏ１１Ｊｕｎｅ２０２６（ＳｅｒｉａｌＮｏ４５７）

图 １　干血斑样本中泊沙康唑的典型色谱图
Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｔｙｐｉｃａｌｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｐｏｓａｃｏｎａｚｏｌｅｉｎｄｒｉｅｄｂｌｏｏｄｓｐｏｔｓａｍｐｌｅｓ
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｂｌａｎｋ；Ｂ：Ｃｏｎｔｒｏｌｂｌａｎｋｗｉｔｈｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄ；Ｃ：Ｌｏｗｅｒｌｉｍｉｔｏｆｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ；Ｄ：Ｐａｔｉｅｎｔｓａｍｐｌｅ（Ｌｅｆｔ：ｐｏｓａｃｏｎａｚｏｌｅ；Ｒｉｇｈｔ：Ｄ５－ｐｏｓａｃｏｎａｚｏｌｅ）．

图 ２　不同红细胞压积和点样体积下泊沙康唑在干血斑样本中ＱＣＬ和ＱＣＨ的平均准确度分布热图
Ｆｉｇｕｒｅ２　 ＴｈｅａｖｅｒａｇｅａｃｃｕｒａｃｙｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｈｅａｔｍａｐｏｆｐｏｓａｃｏｎａｚｏｌｅｉｎｄｒｉｅｄｂｌｏｏｄｓｐｏｔｓａｍｐｌｅｓａｔＱＣＬａｎｄＱＣＨｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｕｎｄｅｒ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔＨｃｔａｎｄｓｐｏｔｔｉｎｇｖｏｌｕｍｅｓ
Ｈｃｔ：Ｈｅｍａｔｏｃｒｉｔ
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　　残留评估　重复６个高浓度样本分析后紧接进
样空白样本以评价残留，结果显示 ６个空白在待测物
和内标出峰处均未见明显出峰，待测物峰面积小于

ＬＬＯＱ响应的２０％，内标峰面积小于 ＬＬＯＱ内标响应
的５％，均满足要求。

基于干血点分析的特殊参数验证　针对干血
点的特殊参数验证，研究结果显示样品均匀性不受

干扰，检测结果准确性受 Ｈｃｔ和点样体积共同影
响。对于不同 Ｈｃｔ和点样体积条件，来自同一个干
血点样本上３个不同穿孔位置的测试精密度均 ＜
１５％，说明均匀性良好，点样的均匀性受点样体积
和 Ｈｃｔ影响可忽略。对于 Ｈｃｔ和点样体积的考察，
结果显示在同一个点样体积水平下，随着 Ｈｃｔ的减
小，测试结果将逐渐偏低，当 Ｈｃｔ＞０５０Ｌ／Ｌ时，
高浓度质控准确度偏差＞１５％，当Ｈｃｔ≤ ０３０Ｌ／Ｌ时
准确度偏差将 ＜－１５％；在同一个 Ｈｃｔ水平下，随着
点样体积的减小，准确度也存在降低趋势，与Ｈｃｔ共同
　　

影响检测结果，但这种影响在高Ｈｃｔ（Ｈｃｔ＞０３０Ｌ／Ｌ）
时几乎可以忽略，在低 Ｈｃｔ（Ｈｃｔ≤ ０３０Ｌ／Ｌ）时偏
差将影响结果。不同 Ｈｃｔ和点样体积下测试准确
度分布，见图２和表２。
２　方法学应用

本研究共收集７８例泊沙康唑治疗药物监测全血
样本，同步检测静脉全血制备的干血点样本和血浆样

本，采用Ｐａｓｓｉｎｇ－ｂａｂｌｏｋ和 Ｂｌａｎｄ－Ａｌｔｍａｎ对两种方
法检测结果进行相关性分析和一致性评价，Ｐａｓｓｉｎｇ－
ｂａｂｌｏｋ回归方程为 ｙ＝８２５×１０－１ｘ＋３３０×１０－３，斜
率的９５％置信区间：０７６０～０８８５，截距的９５％置信
区间：－００５０３～００７００，线 性 度 无 明 显 偏 差
（Ｐ＞００５），回归图见图３。Ｂｌａｎｄ－Ａｌｔｍａｎ一致性分
析结果显示 ＤＢＳ和血浆测定结果平均差异为
－０３３４μｇ·ｍＬ－１，平 均 差 异 ９５％ 置 信 区 间：
－０４５７～－０２１１μｇ·ｍＬ－１，尽管 ９６２％（７５例／
７８例）的样本测定差异在９５％置信区间内，但该置信
　　

表２　基于干血点（ＤＢＳ）分析的特殊参数验证（点样体积和红细胞压积）
Ｔａｂｌｅ２　Ｖａｌｉｄａｔｉｏｎｏｆｓｐｅｃｉａｌｐａｒａｍｅｔｅｒｓｂａｓｅｄｏｎｄｒｉｅｄｂｌｏｏｄｓｐｏｔ（ＤＢＳ）ａｎａｌｙｓｉｓ（ＳｐｏｔｔｉｎｇｖｏｌｕｍｅａｎｄＨｃｔ）

Ｈｃｔ（Ｌ／Ｌ）
Ｓｐｏｔｔｉｎｇｖｏｌｕｍｅ

（μＬ）

ＱＣＬ（０３０μｇ·ｍＬ－１） ＱＣＨ（８００μｇ·ｍＬ－１）

Ａｖｅｒａｇｅｃｏｎｃ

（μｇ·ｍＬ－１）

Ａｃｃｕｒａｃｙ

（％）

Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ

（％）

Ａｖｅｒａｇｅｃｏｎｃ

（μｇ·ｍＬ－１）

Ａｃｃｕｒａｃｙ

（％）

Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ

（％）

０１５ １０ １６６×１０－１ ５５２２ ４３９ ３９０ ４８７１ ７１４

２０ １６９×１０－１ ５６２２ １２０３ ３９２ ４８９６ ７３５

３０ １７４×１０－１ ５７８９ ５３２ ３８８ ４８５４ １３３１

４０ １９４×１０－１ ６４７８ １０７２ ４９９ ６２３８ ３７８

５０ １９９×１０－１ ６６４４ １１８０ ６２６ ７８２９ ４６９

０３０ １０ ２１６×１０－１ ７２１１ ３７１ ６３３ ７９０８ １０４２

２０ ２２８×１０－１ ７５８９ １７３ ６４４ ８０４６ ０７８

３０ ２５１×１０－１ ８３５６ １３７６ ６７０ ８３７１ ０９８

４０ ２４８×１０－１ ８２６７ ８４５ ６６２ ８２７９ ３７０

５０ ２６５×１０－１ ８８３３ ６２３ ８５５ １０６８３ ３７４

０４０ １０ ２８４×１０－１ ９４７８ ４１３ ６３６ ７９４６ ５８９

２０ ３２０×１０－１ １０６６７ ４３３ ７６０ ９４９６ ６３８

３０ ３２３×１０－１ １０７６７ １２７９ ７４６ ９３２１ １２４２

４０ ３３８×１０－１ １１２５６ ６４２ ８５３ １０６６７ ３９０

５０ ３２０×１０－１ １０６５６ ５１６ ８５４ １０６７１ ４８６

０５０ １０ ２９７×１０－１ ９９００ ７８４ ７３９ ９２４２ ２１６

２０ ２９６×１０－１ ９８７８ ７２３ ７７３ ９６６３ １２３３

３０ ３２６×１０－１ １０８７８ ２６６ ７８２ ９７７９ １３６０

４０ ３４１×１０－１ １１３５６ ３６７ ７８０ ９７５０ ３２３

５０ ３４４×１０－１ １１４７８ ９５７ ８５９ １０７４２ １９４

０６０ １０ ２８７×１０－１ ９５５６ ９５４ ８１１ １０１３８ ４４４

２０ ３２４×１０－１ １０８１１ ４６３ ８１７ １０２１７ ８３４

３０ ３３２×１０－１ １１０５６ ５４５ ８１１ １０１３８ ３５６

４０ ３３９×１０－１ １１３１１ ４０６ ８４４ １０５５０ １９８

５０ ３３３×１０－１ １１１１１ ８８７ ９３１ １１６４２ ５０４



ＣｈｉｎＪＣｌｉｎＰｈａｒｍａｃｏｌ 　１５７９　

Ｖｏｌ４２Ｎｏ１１Ｊｕｎｅ２０２６（ＳｅｒｉａｌＮｏ４５７）

区间不包含０，且 Ｐ＜０００１（Ｈ０：平均值 ＝０），说明２
种测定结果差异间存在显著的平均差异，见图４。

图 ３　血浆和 ＤＢＳ样本中测定的泊沙康唑浓度的 Ｐａｓｓｉｎｇ－
Ｂａｂｌｏｋ相关图
Ｆｉｇｕｒｅ３　 Ｐａｓｓｉｎｇ－Ｂａｂｌｏｋｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｐｌｏｔｓｆｏｒｐｏｓａｃｏｎａｚｏｌｅ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｍｅａｓｕｒｅｄｉｎｐｌａｓｍａａｎｄＤＢＳｓａｍｐｌｅｓ

图 ４　血浆和 ＤＢＳ样本中测定的泊沙康唑浓度的 Ｂｌａｎｄ－
Ａｌｔｍａｎ图
Ｆｉｇｕｒｅ４　 Ｂｌａｎｄ－Ａｌｔｍａｎｐｌｏｔｓｏｆｐｏｓａｃｏｎａｚｏｌｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ｍｅａｓｕｒｅｄｉｎｐｌａｓｍａａｎｄＤＢＳｓａｍｐｌｅｓ

讨　　论

基于干血点的分析方法开发大多参考已有的血

浆或血清液体基质检测方法，由于样本的特性，其中

样本预处理是重点需要考察的，包括打孔、提取溶剂、

提取过程等。本研究在方法开发过程，考察了３ｍｍ、
６ｍｍ大小打孔面积的影响；根据泊沙康唑溶解性和
最终进样溶剂的体系，考察了５０％乙腈水溶液、５０％
乙腈－０１％甲酸水溶液、５０％乙腈 －２％甲酸水溶液
提取溶剂的影响；此外还考察了振摇 ２０ｍｉｎ、超声
１０ｍｉｎ对提取效率影响。最终结果显示，添加不同提
取溶剂和不同提取方式对检测结果的影响无明显差

异，３ｍｍ穿孔灵敏度高可满足检测要求且需要样本
量更少，最终确定预处理方法为３ｍｍ打孔样本添加
５０％乙腈－０１％甲酸后超声１０ｍｉｎ提取，开发的方
法预处理简单，分析时间短（２０ｍｉｎ），线性范围宽
（０１０～１０００μ·ｍＬ－１），可满足大通量和自动化检
测需求。

参考相关指导原则，本研究进行充分的方法学验

证，均通过验证要求，所建立的分析方法稳健、精密度

准确度好，可用于真实样本检测。对于干血点分析，

由于全血自身的特性和以及全血在纸片上渗透、扩散

的影响，Ｈｃｔ、体积效应、均匀性被认为是影响测定准
确性的重要因素［１０－１１］。一般男性和女性的 Ｈｃｔ参考
范围分别约为（０４１～０５０）和（０３６～０４４）Ｌ／Ｌ，住院
患者Ｈｃｔ根据大样本统计９５％在（０２３～０４８）Ｌ／Ｌ之
间，一般在（０３０～０４０）Ｌ／Ｌ之间，在特殊情况下（如
烧伤患者、接受免疫抑制或化疗患者、新生儿或高原

地区人群等），Ｈｃｔ会异常偏高或偏低［１２］。在验证结

果中发现，Ｈｃｔ可能会影响测定结果的准确性，这与既
往发表的干血点相关研究一致，Ｈｃｔ仍是限制干血点
在实际推广应用中的一个重要因素［１３－１４］。对于 Ｈｃｔ
正常患者群体［男性：（０４０～０５０）Ｌ／Ｌ；女性：
（０３５～０４５）Ｌ／Ｌ］，经过本研究的 Ｈｃｔ验证，可以忽
略Ｈｃｔ对检测结果影响，但对于异常群体，Ｈｃｔ将会影
响检测结果。尤其应注意，如需在器官移植、免疫抑

制、血液病患者群体中进行干血点中泊沙康唑药物浓

度检测，Ｈｃｔ带来的检测误差应被评估，因为这类患者
群体常伴有较低的Ｈｃｔ。点样体积的验证显示该方法
可适应一定范围点样体积波动的影响，可适用于指尖

非定量体积采样的实践，但在极低的情况下

（约１０μＬ）可能会影响检测结果，导致结果偏低，如
果遇到 Ｈｃｔ同样低的情况，这种影响将被放大，因此，
综合考虑建议实际采样应关注应用个体的 Ｈｃｔ，且点
样体积应尽可能＞３０μＬ。

本研究共收集 ７８例患者样品进行临床验证，
ｐａｓｓｉｎｇ－ｂａｂｌｏｋ回归结果显示两种方法测定结果间成
正相关（Ｓｐｅａｒｍａｎ等级相关系数＝０９４０），但斜率＜１
且斜率的９５％置信区间不包含 １（９５％ ＣＩ：０７６０～
０８８５）；Ｂｌａｎｄ－Ａｌｔｍａｎ一致性评价结果显示两种方
法测定结果差异大部分都在平均差异的９５％置信区
间内（７５例／７８例），平均差异为 ０３３４μｇ·ｍＬ－１

（９５％ＣＩ：－０４５７～ －０２１１μｇ·ｍＬ－１）。Ｐａｓｓｉｎｇ－
ｂａｂｌｏｋ回归及Ｂｌａｎｄ－Ａｌｔｍａｎ一致性评价均显示泊沙
康唑在干血点样本和血浆样本检测结果之间存在一

定的系统差异，干血点样本测定结果较小于血浆测定
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结果。导致２种测定结果间存在这种显著偏差的结
果可能是由于 Ｈｃｔ影响或全血中药物浓度自身分布
差异造成，在回顾下检索到部分患者的血常规 Ｈｃｔ检
查结果后，发现部分患者 Ｈｃｔ明显偏低（０１～０３），
且均为器官移植后免疫抑制患者，其干血点样本测定

结果部分也存在异常偏低（偏差＞５０％），但仍有部分
Ｈｃｔ异常患者ＤＢＳ测定结果与血浆一致，且 Ｈｃｔ与两
种方法测定结果偏差间相关性弱（ｒ２＝０４９３），说明
除Ｈｃｔ外，可能有其他因素导致两种方法的差异。

本研究临床验证结果与既往 ＳＩＭＥＯＬＩ［１５］、
ＣＨＥＮＧ［１６］等发表的研究结果一致的一致，说明低Ｈｃｔ
情况下会影响泊沙康唑在干血点中药物浓度测定的

准确度，在低 Ｈｃｔ人群中应用干血点测定应引起警
觉。由于本研究为回顾性研究，纳入临床验证的样本

数量有限、且未同时采集指尖全血干血点样本和测定

采集静脉全血的 Ｈｃｔ，无法准确评估 Ｈｃｔ对测定差异
的影响和指尖血与静脉血浓度差异，该差异可能是由

Ｈｃｔ和其他因素共同导致，本研究尝试通过 Ｐａｓｓｉｎｇ－
ｂａｂｌｏｋ回归方程校正和 Ｈｃｔ校正均未能建立干血点
样品与血浆样品中泊沙康唑浓度的数学转换关系。

未来研究中应纳入更多样本量，进行前瞻性研究，同

步采集静脉全血和指尖全血的干血点样本进行临床

验证，并同步测定采集的静脉全血Ｈｃｔ，以准确评估泊
沙康唑在不同样本中的测定差异和 Ｈｃｔ影响，准确建
立泊沙康唑在干血点样本与血浆中药物浓度关系。

本研究提示：开发并验证了 １种高效、简便的
ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ测定干血点样本中泊沙康唑药物浓度的
分析方法，可为泊沙康唑 ＴＤＭ检测及其在特殊人群
（如儿童或居家患者）中的应用，提供一种便捷可行的

参考方法，完整的方法学验证提示该方法在临床实际

应用中应警惕低Ｈｃｔ的影响，以及需注意血浆和干血
点样本中泊沙康唑浓度的系统偏差，必要的浓度校正

是方法应用于临床的重要前提。

参考文献：

［１］　计建军，张慧，查丽，等泊沙康唑预防侵袭性真菌感染疗效及

安全性的 Ｍｅｔａ分析 ［Ｊ］实用药物与临床，２０２１，２４（３）：

２２９—２３６

［２］　ＫＲＩＳＨＮＡＧ，ＭＯＴＯＮ Ａ，ＭＡ Ｌ，ｅｔａｌ．Ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓａｎｄ

ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎｏｆｐｏｓａｃｏｎａｚｏｌｅｏｒａｌｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎｕｎｄｅｒｖａｒｉｏｕｓｇａｓｔｒｉｃ

ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｉｎｈｅａｌｔｈｙｖｏｌｕｎｔｅｅｒｓ［Ｊ］．ＡｎｔｉｍｉｃｒｏｂＡｇｅｎｔｓＣｈｅｍｏｔｈｅｒ，

２００９，５３（３）：９５８—９６６．

［３］　泊沙康唑临床应用专家组．泊沙康唑临床应用专家共识 ［Ｊ］．

国际呼吸杂志，２０２０（４）：２４１—２４２．

［４］　ＪＡＮＧＳＨ，ＣＯＬＡＮＧＥＬＯＰＭ，ＧＯＢＢＵＲＵ ＪＶ．Ｅｘｐｏｓｕｒｅ－

ｒｅｓｐｏｎｓｅｏｆｐｏｓａｃｏｎａｚｏｌｅｕｓｅｄｆｏｒｐｒｏｐｈｙｌａｘｉｓａｇａｉｎｓｔｉｎｖａｓｉｖｅｆｕｎｇａｌ

ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ：ｅｖａｌｕａｔｉｎｇｔｈｅｎｅｅｄｔｏａｄｊｕｓｔｄｏｓｅｓｂａｓｅｄｏｎｄｒｕｇ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｉｎｐｌａｓｍａ［Ｊ］．ＣｌｉｎＰｈａｒｍａｃｏｌＴｈｅｒ，２０１０，８８（１）：

１１５—１１９．

［５］　ＷＡＬＳＨＴＪ，ＲＡＡＤＩ，ＰＡＴＴＥＲＳＯＮＴＦ，ｅｔａｌ．Ｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆ

ｉｎｖａｓｉｖｅａｓｐｅｒｇｉｌｌｏｓｉｓｗｉｔｈｐｏｓａｃｏｎａｚｏｌｅｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｈｏａｒｅｒｅｆｒａｃｔｏｒｙ

ｔｏｏｒｉｎｔｏｌｅｒａｎｔｏｆｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌｔｈｅｒａｐｙ：Ａｎｅｘｔｅｒｎａｌｌｙｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ

ｔｒｉａｌ［Ｊ］．Ｃｌｉｎｉｃａｌｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓｄｉｓｅａｓｅｓ，２００７，４４（１）：２—１２．

［６］　周利娟，汪硕闻，石卫峰，等．干血法及其临床应用进展 ［Ｊ］．

中国临床药学杂志，２０１９，２８（４）：３１２—３１６．

［７］　ＬＩＷ，ＴＳＥＦＬ．ＤｒｉｅｄｂｌｏｏｄｓｐｏｔｓａｍｐｌｉｎｇｉｎｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｗｉｔｈＬＣ

－ＭＳ／ＭＳｆｏｒｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｓｍａｌｌｍｏｌｅｃｕｌｅｓ［Ｊ］．Ｂｉｏｍｅｄ

Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ，２０１０，２４（１）：４９—６５．

［８］　ＩＣＨ．ＧｕｉｄｅｌｉｎｅＭ１０－ｂｉｏａｎａｌｙｔｉｃａｌｍｅｔｈｏｄｖａｌｉｄａｔｉｏｎａｎｄｓｔｕｄｙ

ｓａｍｐｌｅａｎａｌｙｓｉｓ［ＥＢ／ＯＬ］．２０２２－０５－２４［２０２６－０２－１０］．

ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｅｍａ．ｅｕｒｏｐａ．ｅｕ／ｅｎ／ｉｃｈ－ｍ１０－ｂｉｏａｎａｌｙｔｉｃａｌ－

ｍｅｔｈｏｄ－ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ－ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ－ｇｕｉｄｅｌｉｎｅｄａｔａｂａｓｅ．ｉｃｈ．

［９］　ＣＡＰＩＡＵ Ｓ，ＶＥＥＮＨＯＦ Ｈ，ＫＯＳＴＥＲ Ｒ Ａ，ｅｔａｌ． Ｏｆｆｉｃｉａｌ

ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｆｏｒｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｄｒｕｇｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇａｎｄｃｌｉｎｉｃａｌ

ｔｏｘｉｃｏｌｏｇｙｇｕｉｄｅｌｉｎｅ：Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｎｄｖａｌｉｄａｔｉｏｎｏｆｄｒｉｅｄｂｌｏｏｄｓｐｏｔ

－ｂａｓｅｄｍｅｔｈｏｄｓｆｏｒｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｄｒｕｇｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ［Ｊ］．ＴｈｅｒＤｒｕｇ

Ｍｏｎｉｔ，２０１９，４１（４）：４０９—４３０．

［１０］　ＨＡＬＬＥＭ，ＦＬＯＲＥＳＳＲ，ＤＥＪＥＳＣＵ′ＳＶ Ｒ．Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆ

ｈｅｍａｔｏｃｒｉｔａｎｄｔｏｔａｌ－ｓｐｏｔｖｏｌｕｍｅｏｎｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆ

ｄｒｉｅｄｂｌｏｏｄｓｐｏｔｓｆｏｒｎｅｗｂｏｒｎｓｃｒｅｅｎｉｎｇ［Ｊ］．ＩｎｔＪＮｅｏｎａｔａｌＳｃｒｅｅｎ，

２０１５，１（２）：６９—７８．

［１１］　ＣＨＥＮＧＣＮ，ＰＥＮＧＹＦ，ＣＨＥＮＪＹ，ｅｔａｌ．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｔｈｅ

ｄｒｉｅｄｂｌｏｏｄｓｐｏｔｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｐｒｏｔｏｃｏｌｆｏｒｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆ

ｔｈｅｈｅｍａｔｏｃｒｉｔｅｆｆｅｃｔ［Ｊ／ＯＬ］．ＡｎａｌＣｈｉｍ Ａｃｔａ，２０２３，１２３９：

３４０６５０．２０２２－１１－２１［２０２６－０２－１０］．ｈｔｔｐｓ：／／ｐｕｂｍｅｄ．ｎｃｂｉ．
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ｉｓｓｕｅｓｉｎｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｄｒｉｅｄｂｌｏｏｄｓｐｏｔｓ：Ｃｈａｌｌｅｎｇｅｓａｎｄ

ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ［Ｊ］．Ｂｉｏａｎａｌｙｓｉｓ，２０１３，５（１６）：２０２３
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Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒ，２０１３，５７（１０）：４９９９—５００４．
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ｕｓｉｎｇｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ－ｔａｎｄｅｍｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ［Ｊ／ＯＬ］．

ＪＰｈａｒｍ ＢｉｏｍｅｄＡｎａｌ，２０２３，２３６：１１５６８８．２０２３－１１－３０

［２０２６－０２－１０］．ｈｔｔｐｓ：／／ｐｕｂｍｅｄ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／３７６８３３７１／．
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ｔｈｅｈｅｍａｔｏｃｒｉｔｅｆｆｅｃｔ［Ｊ／ＯＬ］．ＡｎａｌＣｈｉｍ Ａｃｔａ，２０２３，１２３９：

３４０６５０．２０２３－０１－２５［２０２６－０２－１０］．ｈｔｔｐｓ：／／ｐｕｂｍｅｄ．ｎｃｂｉ．
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