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LC-MS/MS 测定人血浆中多黏菌素 B 浓度及其应用 
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摘要：目的  建立测定人血浆中多黏菌素 B 总浓度的液相色谱串联质谱(LC-MS/MS)方法，并应用于临床多黏菌素 B 的

治疗药物监测。方法  采用 Welch Ultimate LP-C18(100 mm×2.1 mm，5 μm)色谱柱对多黏菌素 B 的主要成分进行色谱分离，

建立时间程序为 4.0 min 的 LC-MS/MS 法，以乙腈为沉淀剂进行蛋白沉淀的样品前处理，用正离子扫描以及多反应监测

模式进行分析物测定。结果  多黏菌素 B 的总浓度线性范围为 100~10 000 ng·mL–1，各主要成分线性系数均>0.996，批内

和批间精密度 RSD 均≤6%，准确度为 91.88%~114.02%，测定 3 例使用多黏菌素 B 患者的体内暴露量，AUC0-24 h 分别为

39.73，64.15，107.75 mg·L–1·h–1。结论  本研究建立了一种稳健的测定人血浆中多黏菌素 B 总浓度的 LC-MS/MS 方法，

灵敏度和特异性好，并成功用于临床上多黏菌素 B 的治疗药物监测。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To establish a liquid chromatography tandem mass spectrometry(LC-MS/MS) method for the 
determination of polymyxin B concentration in human plasma, and to use it for clinical drug monitoring of polymyxin B. 
METHODS  The Welch Ultimate LP-C18(100 mm×2.1 mm, 5 μm) column was used to separate the main components of 
polymyxin B, and an LC-MS/MS with a time program of 4.0 min was established. Acetonitrile was used as precipitator for 
sample pretreatment of protein precipitation, positive ion scanning and multi-reaction detection mode were used for analyte 
determination. RESULTS  The linear range of total polymyxin B concentration was 100−10 000 ng·mL–1. The linear 
coefficients of the main components were both > 0.996. The intra-assay and inter-assay precisions were both ≤ 6%, and the 
accuracy was 91.88%−114.02%. The in vivo exposure of three patients using polymyxin B, AUC0-24 h was 39.73, 64.15 and 
107.75 mg·L–1·h–1, respectively. CONCLUSION  This study has established a robust LC-MS/MS method for the determination 
of the total concentration of polymyxin B in human plasma, with good sensitivity and specificity, and has been successfully used 
for clinical monitoring the concentration of polymyxin B. 
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多黏菌素是由多黏芽孢杆菌分泌的一种十

肽类抗菌药物，于 20 世纪 50 年代起用于革兰氏

阴性菌的治疗，特别适用于耐碳青霉烯的肺炎克

雷伯菌、铜绿假单胞菌以及鲍曼不动杆菌引起的

感染[1-2]。但由于具有较强的肾毒性[3-4]，多黏菌

素在一段时间内被其他安全性更好的抗菌药物

所替代。随着近年来多药耐药问题越来越严峻，

又缺乏新型有效的抗菌药物，多黏菌素作为防治

革兰氏阴性菌的 后一道防线又被重新投入临

床使用[5-7]。 

目前在临床应用的多黏菌素类药物主要是多

黏菌素 B(polymixin B，PB)和多黏菌素 E。多黏菌

素类药物治疗窗狭窄，具有较强的肾毒性，其药

动学参数在个体之间存在较大差异[8-9]，因此国外

专家共识一致推荐对多黏菌素类药物进行治疗药

物监测[10-11]。PB 是应用 为广泛的多黏菌素类药

物之一，是由三十多种成分组成的混合物，成分

复 杂 ， 其 含 量 较 高 的 主 要 成 分 为 多 黏 菌 素

B1(PB1)、多黏菌素 B2(PB2)、多黏菌素 B1-I(PB1-I)
以及多黏菌素 B3(PB3)，总含量>80%。本研究拟
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建 立一 个 稳 健 的测 定 人 血 浆中 PB 总 浓度 (以

PB1、PB1-I 及 PB2、PB3 的浓度总和计算)的液

相色谱串联质谱(LC-MS/MS)方法，并进行 PB 的

治疗药物监测。 
1  仪器与试剂 
1.1  仪器 

配 有 SIL-20ACHT 自 动 进 样 器 以 及 CTO- 
20AC 柱温箱的 LC-20AD 高效液相色谱泵(日本

Shimadzu)；QTRAP 5500 质谱仪(美国 AB Sciex)；
Multifuge X3R 型高速冷冻离心机(美国 Thermo 
Fisher Scientific)；MS105DU 分析天平美国(Mettler 
Toledo)；Vortex-2 GENIE G560E 涡旋混匀器(美国

Scientific Industries)及 PURELAB flex 型超纯水机

(英国 ELGA)。 
1.2  试剂 

硫酸 PB 标准品(欧洲药典 EP，货号：ZEP- 
P24000006.0/7.0，各组分含量分别为 PB1：63.8%；

PB2：12.3%；PB1-I：9.1%；PB3：3.2%)；达托霉

素标准品(ZZ standard，批号：ZZS-20-145-A2；纯

度：99.90%)；甲醇、乙腈(色谱级，德国 Simark
公司)；甲酸(分析纯，天津市富宇精细化工有限公

司)；超纯水由 PURELAB flex 纯水仪制备。 
2  LC-MS/MS 分析条件 
2.1  色谱条件 

选用 Welch Ultimate LP-C18(100 mm×2.1 mm，

5.0 μm)色谱柱对化合物进行分离。选用含 1%甲酸

的超纯水作为 A 相，含 1%甲酸的甲醇/乙腈(50∶

50)作为 B 相；梯度洗脱，流速为 0.60 mL·min–1：

0~0.2 min，10%B；0.2~0.8 min，10%→75%B；0.8~ 
2.0 min ， 75%B ； 2.0~2.9 min ， 75% → 95%B ；

2.9~3.0 min，95%→10% B；3.0~4.0 min，10% B；

进样体积为 10 μL；柱温箱温度设定为 40 ℃；自

动进样器温度为 4 ℃。 
2.2  质谱条件 

采用电喷雾离子源、正离子电离以及多反应监

测模式(multiple reaction monitoring，MRM)进行分

析 物 和 内 标 的 离 子 监 测 ， 离 子 源 电 压 设 置 为

5 500 V，气帘气为 206.8 kPa，离子源温度设为

550 ℃。PB1 和 PB1-I 的离子对为 m/z 602.6/101.1，

PB2 和 PB3 的离子对为 m/z 595.6/ 101.1，内标达托

霉素离子对为 m/z 811.1/313.2。离子源气体 1 和离

子源气体 2 均设为 379.2 kPa，入口电压为 10 V，

碰撞室出口电压设为 16 V。 

2.3  储备液和工作溶液的配制 
精密称取 PB 标准品 27.7，9.1 mg 2 份，用甲

醇∶水(10∶90)配制成浓度为 2.77，0.91 mg·mL–1

的 PB 储备液，分别用于配制标准曲线工作液和质

控样品工作液。称取内标达托霉素 4.80 mg，用甲

醇∶水(50∶50)配制成浓度为 0.48 mg·mL–1 的达托

霉素储备液，将上述储备液存于–80 ℃冰箱中备用。 
经浓度换算后，用超纯水对 PB 储备液进行稀

释，分别配制成浓度为 200，160，100，50，20，

10，5，2 μg·mL–1 的标准曲线工作液和浓度为 150，

40，6，320 μg·mL–1 的高浓度质控(high concentration 
quality control ， HQC) 、 中 浓 度 质 控 (middle 
concentration quality control，MQC)、低浓度质控

(low concentration quality control，LQC)以及稀释可

靠性质控(dilution reliability quality control，DQC)
的工作溶液。用甲醇∶水(50∶50)对内标储备液进

行稀释，获得浓度为 12 μg·mL–1 的内标工作液。将上

述工作液存储于–20 ℃冰箱中备用。 
2.4  样品前处理 

吸取 50 μL 血浆样品于 EP 管中，与 20 μL 内

标工作溶液混匀，加入 150 μL 乙腈进行蛋白沉淀，

涡旋 5 min，以 18 630 ×g 的转速在 4 ℃下离心

10 min，取离心后上清，与含 2%甲酸的超纯水进

行 1∶1 稀释，充分涡旋混匀后，取 10 μL 进行

LC-MS/MS 分析。 
2.5  患者血样收集 

本试验经华中科技大学同济医学院附属同济

医 院 伦 理 委 员 会 批 准 通 过 ( 批 准 号 ：

TJ-IRB202111254)。患者均为耐碳青霉烯的革兰氏

阴性菌感染者，给药途径为静脉滴注，每 12 h 给

药 1 次，滴注时长为 1 h。在给药第 5 剂之后(即到

达稳态血药浓度后)，进行患者血样收集，采血点分

别为 0 h(给药前)，给药后 1，2，4，6，8 h(由于血

药浓度达到稳态，12 h 点可用 0 h 点浓度替代)，使

用含 EDTA-K2 抗凝剂的采血管收集患者滴注对侧

静脉血样 1~2 mL，于 2 h 内进行 2 878 ×g 离心

10 min 处理，吸取上层血浆，按照“2.4”项下血浆

样品预处理方法处理或保存于–80 ℃冰箱。 
3  方法学验证 
3.1  方法选择性 

由于 PB1 和 PB1-I 之间及 PB2 和 PB3 之间互

为同分异构体，且结构差异极小(图 1)，难以使用

色谱分离，且前期研究表明 PB 的 4 种主要成分具 
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图 1  多黏菌素 B 结构图 
Fig. 1  Structure diagram of polymyxin B 

 
有相近的药动学和药效学参数[12]。因此本研究以

PB1 和 PB1-I 的总和峰以及 PB2 和 PB3 的总和峰

进行 PB 总浓度的测定。 
为了考察本方法的特异性，选取 6 份不同批

次来源的人空白血浆，除用甲醇-水(50∶50)代替

内标工作溶液外，其他操作均按照“2.4”项下血浆

样品前处理方法进行。此外，另取上述 6 份空白

血浆对 PB 工作溶液进行稀释，配制成血浆样品并

进行前处理，进样并记录色谱图，典型色谱图见

图 2。结果表明 PB1+PB1-I 峰、PB2+PB3 峰以及

内标峰峰形均良好，相互之间均无杂峰干扰测定。 
3.2  标准曲线与定量下限 

用空白血浆稀释标准曲线工作液，配制成 PB
浓度为 100，250，500，1 000，2 500，5 000，8 000，

10 000 ng·mL−1(PB1+PB1-I 的浓度为 82.47，206.18，

412.35，824.70，2 061.80，4 123.50，6 597.60，

8 247 ng·mL–1，PB2+PB3 的浓度为 17.53，43.82，

87.65 ， 175.30 ， 438.20 ， 876.50 ， 1 402.40 ，

1 753 ng·mL–1)的校正标样。对配制好的校正标样按

血浆样品前处理方法进行处理，并用 LC-MS/MS
进行进样分析，以 PB 和内标的峰面积比值 f 和分

析物浓度来绘制校正曲线，并采用加权(W=1/x2)
小二乘法进行回归运算。结果表明 PB1+PB1-I 和

PB2+PB3 的线性相关系数均>0.996，线性关系良

好，见表 1。 
 

表 1  线性方程，相关系数以及线性范围(n=5) 
Tab. 1  Linear equations, correlation coefficients and linear 
ranges(n=5) 

分析物 线性方程 r 浓度范围/ng·mL–1

PB1+PB1-I y=0.001 35x–0.075 29 0.999 4 82.47~8 247 

PB2+PB3 y=0.002 02x–0.017 45 0.998 6 17.53~1 753 
 

3.3  准确度与精密度 
用空白血浆稀释质控工作溶液，配制成 PB 浓

度为 100，300，2 000 以及 7 500 ng·mL–1(PB1+PB1-I
的浓度为 82.47，247.41，1 649.40，6 185.25 ng·mL–1，

PB2+PB3 的 浓 度 为 17.53 ， 52.59 ， 350.60 ，

1 314.75 ng·mL–1) 的 定 量 下 限 (lower limit of 
quantification，LLOQ)、LQC、MQC 和 HQC 质控

样品，每个浓度配制 5 份平行样，作为一批精密

度和准确度样品。在>2 d 的时间内，配制并测定 3
批不同精密度和准确度样品，记录色谱图。计算

批内与批间的准确度与精密度，见表 2。结果表明

PB1+PB1-I 以及 PB2+PB3 的 LLOQ 以及各质控样

品 的 批 内 与 批 间 精 密 度 均 <10% ， 准 确 度 在

85%~115%，符合要求。 
3.4  基质效应和提取回收率 

选取 6 份不同健康受试者的空白血浆考察方

法的基质效应。用含 2%甲酸的超纯水配制内标浓

度为 1 090.9 ng·mL–1，PB1+PB1-I 浓度为 56.23，

1 405.73 ng·mL–1，PB2+PB3 的浓度为 11.95，

298.81 ng·mL–1 的低浓度和高浓度的稀释液。用超

纯水代替血浆，甲醇-水(50∶50)代替内标工作溶

液，按照样品前处理步骤加入等量乙腈，并用上

述稀释液进行 1∶1 稀释来制备对照组样品，每个

浓度平行制备 3 份样品。实验组则取 6 份不同来

源的健康受试者的空白血浆，甲醇-水(50∶50)代
替内标工作溶液，经样品前处理后， 后用上述 
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图 2  分析物质谱图及空白血浆、空白血浆+分析物+内标、患者血浆样本的典型色谱图 
A：(1)−PB1(PB1-I)质谱图，(2) −PB2(PB3)质谱图；B−空白血浆；C−中质控样品(MQC=2000 ng·mL–1)；D−患者血浆样本。 
Fig. 2  Mass spectra of analyst and typical chromatograms of blank plasma, blank plasma+analyte+IS, and patient plasma samples 
A: (1)−PB1(PB1-I) mass spectrum, (2)−PB2(PB3) mass spectrum; B−blank plasma; C−medium quality control sample(MQC=2000 ng·mL–1) ; D−patient 
plasma samples. 
 
表 2  分析物的准确与精密度(n=3) 
Tab. 2  Accuracy and precision of the analyte(n=3) 

分析物 质控样品 质控浓度/ng·mL–1 批内准确度/% 批间准确度/% 批内精密度 RSD/% 批间精密度 RSD/%

PB1+PB1-I 

LLOQ 82.47 98.51±1.95 99.77±4.31 3.27 4.32 

LQC 247.41 112.62±1.99 109.32±4.78 5.48 4.38 

MQC 1 649.40 104.90±5.68 103.15±4.64 5.41 4.50 

HQC 6 185.25 113.28±1.98 112.10±3.41 3.50 3.05 

PB2+PB3 

LLOQ 17.53 95.47±3.80 96.95±6.97 6.30 7.19 

LQC 52.59 110.08±3.51 109.17±5.27 3.90 4.83 

MQC 350.60 98.60±2.66 102.32±4.49 3.76 4.39 

HQC 1 314.75 105.45±1.99 106.48±3.47 5.08 3.26 

 
稀释液进行 1∶1 稀释配制低浓度和高浓度质控样

品，进样分析。计算分析物和内标的相对基质效

应和分析物的绝对基质效应。 
用 含 2%甲酸 的超 纯水配 制成 内标浓 度为

1 090.9 ng·mL–1，PB1+PB1-I 浓度为 56.23，374.86，

1 405.73 ng·mL–1，PB2+PB3 的浓度为 11.95，79.68，

298.81 的低、中、高浓度的稀释液。取混合空白

血浆 50 μL，以甲醇-水(50∶50)代替内标工作溶

液，经样品前处理后，用上述稀释液进行 1∶1 稀

释来制备对照组样品，每个浓度制备 3 份平行样。

对低、中、高浓度的血浆质控样品按照样品前处

理步骤制备实验组，每个浓度制备 5 份平行样。

计算各分析物与内标的提取回收率。 
结果表明各分析物在低、高质控浓度基质样

品和纯溶液样品经内标归一化的相对基质因子为

0.87~1.08，且 RSD 均<10.0%。分析物在低、中、

高质控浓度提取回收率分别为 67.93%，61.42%和

60.54%，变异系数≤15.0%，基质效应和提取回收

率均符合要求。 
3.5  稳定性 

本研究考察了血浆样品–80 ℃反复冻融 3 次、

血浆样品室温放置 24 h、处理后样品在 4 ℃进样

器中放置 24 h 以及血浆样品在–20 ℃下放置 3 个

月稳定性；稳定性项目均考察了 LQC 和 HQC 样

品，各制备 3 个平行样。见表 3，结果表明血浆样

品室温下放置 24 h，反复冻融 3 次以及–20 ℃下放

置 3 个月均稳定；处理后样品在 4 ℃进样器中放

置 24 h 稳定。 
4  患者血药浓度监测 

对使用 PB 治疗的体质量相近的 3 例耐碳青霉

烯革兰氏阴性菌感染患者进行血药浓度监测，在

患者静脉滴注达稳态后(给药第 5 剂后)，按照血样 
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表 3  分析物的稳定性(n=3) 
Tab. 3  Stability of the analytes(n=3) 

分析物 
质控 
样品 

理论浓度/ 
ng·mL–1 

回收率/% 

–80 ℃冻融 3 次 –20 ℃，3 个月 处理后样品置自动进样器 24 h 血浆样品室温放置 24 h

PNI+PBI-I  LQC 247.41 101.27±2.63 103.32±8.57 105.86±3.05 106.20±3.84 

 HQC 6 185.25 100.84±8.20 103.04±1.01 98.82±3.07 102.82±4.05 

PB2+PB3 LQC 52.59 103.04±5.71 102.47±6.19 106.20±5.35 105.33±3.93 

  HQC 1 314.75 100.17±1.49  98.93±1.81 95.05±4.78 100.61±5.65 
 

收集方案采血，并进行血药浓度检测，使用梯形

面 积 法 计 算 患 者 的 24 h 药 时 曲 线 下 面 积

(AUC0-24 h)，并使用 DAS 软件用非房室模型的方

法模拟了这 3 例患者的 PK 参数，结果显示，在相

同的给药策略(75 mg q12 h)下，患者的 AUC0-24 h

分别为 39.73，64.15，107.75 mg·L–1·h–1，数据差

异大，可见 PB 在个体间药动学具有较大的差异

性，结果见表 4 和图 3。 
5  讨论 

近年来，细菌多药耐药性问题已成为临床的

严峻挑战，多黏菌素类药物是目前防治耐药革兰

氏阴性菌感染的 后一道防线[1-3]。由于多黏菌素

类药物治疗窗窄，毒性浓度与治疗浓度接近，且

个体间药动学差异较大，因此建立 PB 血药浓度的

测定方法，并进行治疗药物监测是指导患者个体化

用药以及避免不良反应的 有效方式之一[11,13]。 
本研究建立了 LC-MS/MS 测定人血浆中 PB

总浓度的方法，以 PB1+PB1-I、PB2+PB3 的浓度

总和计算 PB 总浓度。PB1 和 PB1-I 之间及 B2 和

PB3 之间互为同分异构体，难以通过色谱分离，

但本实验利用 PB1 和 PB1-I 的单体进一步研究发

现 PB1 和 PB1-I 具有相近的质谱响应值，与 Liu
等[14]的研究结果一致，因此 PB1 与 PB1-I 可使用

同一个色谱峰计算两者浓度总和；此外由于 PB3
本身在 PB 药物中含量极低，且与 PB2 结构相近，

因而可使用 PB2 和 PB3 的总和峰计算两者浓度总

和。较于 Covelli 等[15]只利用 PB1 和 PB2 的单体

作为对照品测定 PB 的总浓度，本方法利用成分标

定的混合对照品测定 4 种主要成分的浓度，能更

加准确地反映血液中 PB 的总浓度。 
蛋白沉淀高速离心后，选用含 2%甲酸的超纯

水进行稀释后进样而非直接进样，这是由于直接

进样基质效应较大，不能满足指导原则要求；由

于 PB 水溶性强而脂溶性弱，使用高比例有机相进

行蛋白沉淀后，加入 2%甲酸超纯水稀释一方面可

以增加 PB 的溶解性，另一方面则可降低基质效应；

另外加入 2%甲酸的原因是保持与流动相中 1%甲

酸含量一致，且本研究发现，加入高比例甲酸相

较 0.1%，0.5%的甲酸可显著改善 PB 的残留效应。

此外，相较于 Thomas 等[16]采用固相萃取进行前处

理的方式，本研究利用蛋白沉淀的样品前处理更

加简单、快速，也更加节省临床测样时间。 
 
表 4  3 例患者静脉注射 PB 的药动学参数 
Tab. 4  Pharmacokinetic parameters of intravenous PB in 3 patients 

患者 性别 年龄 感染菌类 给药方案 AUC0-24 h/mg·L–1·h–1 平均稳态血药浓度/mg·L–1 V/L CL/L·h−1 t1/2/h

1 男 30 鲍曼不动杆菌 75 mg q12h 39.730 1.655 16.302 2.703 6.060

2 男 65 鲍曼不动杆菌 75 mg q12h 64.150 2.673 16.946 1.563 7.512

3 男 67 肺炎克雷伯菌 75 mg q12h 107.750 4.489 10.771 0.970 8.390
 

 
 

图 3  3 例患者的 PB、PB1+PB1-I、PB2+PB3 血药浓度-时间曲线 
Fig. 3  PB, PB1+PB1-I, PB2+PB3 plasma concentration-time curves of 3 patients 
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PB 为浓度依赖型杀菌剂，研究表明药动学/
药效学参数 AUC0-24 h/ 低抑菌浓度与 PB 杀灭

细菌的效果密切相关[17]，因此国内外专家共识推荐以

PB 的 AUC0-24 h 或平均稳态血药浓度作为临床上 PB
治疗药物监测的指标，并推荐治疗窗为 AUC0-24 h= 
50~100 mg·L–1·h–1 ， 对 应 平 均 稳 态 血 药 浓 度 为

2~4 mg·L–1。本研究测定了 3 例给予相同剂量 PB
治疗且体质量相近的患者，结果发现在这 3 例患者

中 ， 1 例 患 者 AUC0-24 h 低 于 指 南 推 荐 的 下 限

(50 mg·L–1·h–1)，1 例患者的 AUC0-24 h 高于指南给出

的上限(100 mg·L–1·h–1)，这可能存在剂量不足或肾

毒性风险。因此，为了安全合理地使用 PB，对患

者进行治疗药物监测非常必要。 
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