
 

 

质谱法检测血液中免疫抑制剂的研究进展
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摘要：免疫抑制剂主要用于对抗器官移植术后出现的排斥反应，具有降低患者发病率和死亡率的重要作用。然

而，一些免疫抑制剂具有治疗范围窄、药动学个体差异大、药物间存在相互作用等特点。由于免疫抑制剂血药浓

度与疗效和毒性密切相关，因此，检测血液中免疫抑制剂浓度以充分了解患者体内的药物暴露情况，优化给药剂

量以维持稳定的血药浓度，对确保用药的有效性和安全性有着重要意义。质谱具有高灵敏度、高特异性、高选择

性、快速、微量等特点。本文综述了液相色谱-串联质谱法和原位电离质谱法在免疫抑制剂血药浓度检测中的应

用，并对质谱技术检测血液中免疫抑制剂浓度进行展望。
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Abstract: Immunosuppressive  drugs  are  mainly  used  to  fight  against  immune  rejection  after  organ
transplantation,  and  have  great  potential  to  reduce  the  incidence  rate  and  mortality  of  patients.
However,  some  drugs  have  characteristics  such  as  narrow  therapeutic  range,  significant  individual
differences  in  pharmacokinetics,  and  interactions  between  drugs.  The  blood  drug  concentration  is
closely related to efficacy and toxicity. Therefore, detecting the concentration of immunosuppressants
in the blood can fully understand the drug exposure in the patient's body, optimizing the dosage can
maintain  a  stable  blood  drug  concentration,  which  are  of  great  significance  in  ensuring  the
effectiveness  and  safety  of  medication.  Mass  spectrometry,  as  an  analytical  tool,  has  the
characteristics  of  high  sensitivity,  high  specificity,  high  selectivity,  high  speed,  and  low  sample-
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consumption.  This  article  reviewed  the  applications  of  liquid  chromatography  tandem  mass
spectrometry and in situ mass spectrometry in the detection of immunosuppressants in blood. Liquid
chromatography  tandem  mass  spectrometry  has  the  characteristics  of  high  sensitivity  and  good
repeatability. In situ mass spectrometry can directly detect blood samples without the need for sample
pretreatment.  Finally,  the  prospect  of  mass  spectrometry  technology  in  the  detection  of
immunosuppressants in blood was discussed.
Key words: immunosuppressant；blood concentration monitoring；mass spectrometry；blood

目前，器官移植已成为治疗器官衰竭的最佳

选择，但术后的免疫排斥反应是造成器官移植失

败的主要原因，严重时会危及患者生命 [1]。免疫

抑制剂的使用可以最大程度地发挥抗排斥作用，

使移植器官长期存活的同时还可减少不良反应

的发生。

临床上常用的免疫抑制剂类药物有 4种 [2]：

1）钙调磷酸酶抑制剂（calcineurin inhibitor，CNI）：他
克莫司（tacrolimus，FK 506）、环孢素A（ciclosporin，
CsA）等；2）雷帕霉素靶蛋白抑制剂（mammalian
target of rapamycin，mTOR）：西罗莫司（rapamycin
or  sirolimus， SRL）、依维莫司 （everolimus， EVE）
等；3）抗细菌增殖类药物：霉酚酸（mycophenlic
acid，MPA）等；4）糖皮质激素：氢化可的松、倍他

米松等。常用的免疫抑制剂结构示于图 1。
环孢素是最先用于抑制钙调磷酸酶的药物，

但在对肝、肾和神经系统损伤方面，其不良反应

较他克莫司大。目前，国际指南均推荐他克莫司

作为肾脏移植患者术后长期使用的首选钙调磷

酸酶抑制剂 [3]。他克莫司是一种从链霉菌中分

离的免疫抑制剂，主要通过干扰 T细胞活化发挥

免疫抑制作用 [4-5]。他克莫司进入 T细胞后与亲

免素的细胞内蛋白结合，药物-亲免蛋白复合物

抑制钙调磷酸酶。钙调磷酸酶是一种参与活化

T细胞核因子（NF-AT）的酶，NF-AT是 T细胞中

细胞因子基因表达所需的转录因子。因此，他克

莫司对钙调磷酸酶的抑制导致 T细胞衍生的细

胞因子（如 IL-2和  IFN-g）的产生完全阻断 [6]，从

而发挥药理作用。他克莫司在体内分布广泛、

清除率低，口服后需数天才能达到稳态血药浓

度。他克莫司有相对狭窄的治疗窗口并表现出

较高的患者间药动学变异性和暴露-反应关系，

因此，其免疫抑制程度及不良反应与血药浓度密

切相关 [7-12]。临床上，一般将他克莫司的血药浓

度控制在 5～15 μg/L[13]，若浓度低于 5 μg/L，则免

疫排斥反应增加，若浓度高于 15 μg/L，肾毒性和

神经毒性会增加。即使血药浓度在治疗窗范围

内，患者也常会发生肾毒性、消化系统不适等不

良反应。

西罗莫司与他克莫司结构相似，但作用机制

不同。西罗莫司是结合并抑制哺乳动物的雷帕

霉素靶蛋白，最终导致 IL-2介导的信号通路阻

断，阻止细胞从细胞周期的 G1期发展到 S期[14]。

西罗莫司的血药浓度应控制在 5～15 μg/L，若浓

度低于 5 μg/L，则免疫排斥反应增加，若浓度高

于 15 μg/L，则可能导致高血小板血症、血小板减

少症和白细胞减少症等。

霉酚酸抑制 T、B淋巴细胞在有丝分裂原和
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图 1    常用的免疫抑制剂结构

Fig. 1    Chemical structures of common immunosuppressants
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同种异体抗原刺激下引起的增殖，抑制 B淋巴细

胞生成抗体 [15]。霉酚酸的血药浓度监测范围为

1 000～3 500 μg/L，如果患者的白蛋白水平改变，

需测量游离霉酚酸[16]。

目前，血液中免疫抑制剂的检测方法有免疫

分析法 [17]、高效液相色谱 （HPLC）法 [18]和质谱

（MS）法，其中，质谱法包括液相色谱-串联质谱

（LC-MS/MS）法和原位电离质谱（AIMS）法。

免疫分析法是通过抗原和抗体之间的特异

性结合发生不同的化学反应来检测药物 [19-20]，具

有快速、简单、价格低廉等优点。然而，由于目

标药物会与结构相似的药物或药物代谢产物发

生交叉反应，该方法在进行血药浓度检测时会导

致药物浓度测定结果出现正偏倚，缺乏特异性和

准确性[21]。其次，当他克莫司与其他药物联合使

用时，对多种免疫抑制剂的同时检测存在成本

高、通量低的问题。尽管近年来免疫分析法得

到了优化和改进，但仍不能完全弥补这些缺点。

HPLC法采用高压输液系统将不同极性或不

同比例的流动相泵入色谱柱中，各成分在柱内被

分离后，进入检测器检测，从而实现对试样的分

析[22]。与免疫分析法相比，HPLC法提高了对药物

检测的灵敏度和特异性。但在分析前，需从血液

样品中提取药物，使得样本制备时间和分析时间

均较长。此外，由于结构相似的化合物会共存[23]，

在分析时可能存在干扰问题。

质谱法可以提供化合物分子质量和结构信

息，具有高灵敏度、高选择性、强特异性、低检

测限和高通量等优点，已成为免疫抑制剂治疗药

物监测（therapeutic drug monitoring，TDM）的金标

准[24-25]。

相比于单级质谱，串联质谱（MS/MS）[26]具有

更高的选择性、分辨率以及灵敏度，能够更好地

应对复杂样本中目标物质的精准检测。现阶段，

在临床生物样本分析方面，常使用三重四极杆串

联质谱（QqQ-MS/MS）、四极杆-飞行时间质谱（Q-
TOF-MS/MS）和四极杆 -轨道阱质谱（Q-Orbitrap-
MS/MS）等技术，一般与色谱联用，在免疫抑制剂

检测、鉴定和定量方面发挥着重要作用，分析流

程示于图 2。

 
 

样品
（固体/液体/气体）

样品前处理
（萃取/分离/富集）

不含基质的
样品

离子化
（ESI/APCI/MALDI）

进入质谱

图 2    质谱法分析流程

Fig. 2    Analysis process of mass spectrometry
 

AIMS是从原生环境直接采样和电离分析，

无需样品制备，具有快速直接、高通量、高选择

性、实时监测与分析等优势[27]。

本文基于常用的免疫抑制剂的浓度监测及

检测方法进行综述，希望为该类药物的临床合理

用药提供指导。 

1    液相色谱-串联质谱技术 

1.1    液相色谱-串联三重四极杆质谱

三重四极杆质谱 [28]使用 3套四极杆分析器，

是最常见的质谱仪之一，具有全扫描、选择离子

监测、中性丢失扫描和多重反应监测等功能，能

够快速扫描母离子和子离子，有助于化合物的定

性和定量分析 [29]。第 1组四极杆质量分析器通

常被称为 Q1，可以扫描或选择性地过滤特定

m/z 离子；通过 Q1的离子进入第 2组四极杆（Q2），
作为碰撞池，将来自 Q1的选定离子碎片化；最

后，由第 3组四极杆（Q3）扫描在该过程中形成的

产物离子从而获得质谱图，或者固定 Q3以监测

特定离子，其结构示于图 3。
杨旭萍等 [30]采用液相色谱-串联三重四极杆

质谱法测定血液中他克莫司和西罗莫司，电喷雾

离子源正离子多反应监测模式扫描，他克莫司和

西罗莫司在 1～40 μg/L浓度范围内的线性关系

良好，准确度 92.6%～114.4%，精密度 RSD≤15%，

提取回收率 71.48%～94.88%，基质效应 72.36%～

102.80%，该方法可用于肾移植患者的临床血药

浓度监测。Chen等 [31]采用电喷雾离子源正离子

多反应监测模式测定人全血中他克莫司和环孢

素A，仅2.5 min即可完成，他克莫司在0.1～100 μg/L
浓度范围内的线性关系良好，他克莫司和环孢

素 A的定量下限（LLOQ）分别为 0.10和 2.00 μg/L，
日内、日间准确度为 8.3%～11.8%，精密度 RSD≤
15%，该方法简便、快速、准确、灵敏度高，具有
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良好的重现性和稳定性，可用于临床全血中他克

莫司的检测。谢以清等 [32]采用超分子溶剂萃取/
高效液相色谱-串联三重四极杆质谱法测定人血

浆中他克莫司含量，通过单因素实验结合响应面

设计对超分子溶剂一些变量进行优化，以正戊

醇、四氢呋喃和水形成的超分子溶剂高效萃取

血浆样本，在电喷雾质谱正离子多反应监测模式

测定他克莫司，内标法定量。结果表明，他克莫

司在 0.5～30 μg/L浓度范围内的线性关系良好，检

出限和定量限分别为 0.1、0.5 μg/L，RSD为 1.7%～

5.7%，该方法快速、灵敏、稳定，适用于血浆中他

克莫司的准确测定。翟晓慧等 [33]采用蛋白质沉

淀和液 -液萃取法处理血浆和全血中的霉酚酸

等 4种免疫抑制剂，回顾性收集常规监测肾移植

患者的全血标本，比较 LC-MS/MS法与酶增强免

疫测定（enzyme-multiplied immunoassay technique，
EMIT）法的检测结果；2种方法检测全血与血浆

中环孢素 A及他克莫司浓度的相关性良好，血

浆中环孢素 A及他克莫司浓度显著低于全血

中，霉酚酸在血浆中的浓度约为全血中浓度的

2倍，LC-MS/MS法具有方便快速的特点，可同时

测定几种免疫抑制剂。近年来，应用液相色谱-
串联三重四极杆质谱法测定血液中免疫抑制剂

的情况列于表 1。
与三重四极杆类似，Qtrap[41-42]中的 Q1同样

用于选择性地过滤特定 m/z 离子，过滤的离子在

碰撞池区域产生碎片离子，然后在离子阱中选择

性富集，或进一步筛选打碎，形成多级碎裂[43]，其

结构示于图 4。与其他质量分析器相比，离子阱

质量分析器的优点是可以进行多级碎裂，缺点是

随着离子阱捕获离子数的增加，空间电荷效应也

增加，会改变单个离子的运动轨迹，降低离子的

分析性能。因此，离子阱的定量能力不如四极杆[44]。

Heike等 [45]开发了一种高灵敏度的简单在

线提取方法 ，采用液相色谱 -串联 Sciex  Qtrap®

6500质谱仪测量人血浆中未结合蛋白质的他克

莫司，研究游离他克莫司对血药浓度监测的临床

影响。采用正离子多反应监测模式 ，以他克

莫司的锂加合离子作为母离子，大大提高了测定

的灵敏度，定量下限为 0.001 μg/L，且在 0.001～
0.2 μg/L浓度范围内呈线性关系。该方法可为更

大规模的临床研究提供基础，从而改善免疫抑制

药物治疗的个体化管理。 

1.2    液相色谱-串联四极杆-飞行时间质谱

飞行时间质量分析器 [46]主要由飞行管和加

速栅格组成，加速栅格用于将离子“包”从电离

源加速到飞行管，使离子在无场飞行管中飞行后

抵达检测器得到离子信号。具有相同速度的

2个不同 m/z 离子从离子源加速，并允许漂移通

过飞行管的无场区域，则它们到达检测器的时间

不同[47]。分子质量越大则离子飞行时间越长，且

离子的质荷比与时间的平方成正比。因此，在理

 

APCI source Ion transfer optics Ion trap

Detectors

Detectors

Helium

Exhaust

Continuous reagent introduction

图 3    三重四极杆质谱仪结构图[28]

Fig. 3    Structural diagram of triple quadrupole mass spectrometer[28]

第 2 期 潘　菲等：质谱法检测血液中免疫抑制剂的研究进展 257



想状态下，质量较小的离子将更早到达检测器。

与四极杆质谱仪相比，飞行时间质谱仪的精密度

和分辨率更高，扫描速度更快[48-49]。

液相色谱-串联三重四极杆质谱已广泛用于

临床实验室中内源性化合物、药物或代谢物的

定量分析，高分辨质谱由于其有限的动态范围

通常用于化合物鉴定。最近，由于高分辨质谱

仪具有增强的线性动态范围和其他技术优势，

被广泛应用于药物定量分析领域。Bruns等 [50]

使用液相色谱-串联四极杆-飞行时间质谱法定

量分析他克莫司等 4种免疫抑制剂，并与UHPLC-

MS/MS法的测定结果进行比较，该方法的总运

行时间为 3 min，他克莫司在 1.0～41.1 μg/L浓度

范围内的线性关系良好，相关系数（R2）为 0.99，低、

中、高 3个浓度的他克莫司精密度分别为 6.4%、

5.5%和 4.5%，Passing-Bablok回归分析显示，每种

免疫抑制剂通过 UHPLC-MS/MS测得的结果和

高分辨质谱测得的结果之间具有良好的线性相

关性。
 

1.3    液相色谱-串联四极杆-静电场轨道阱质谱

静电场轨道阱质谱是一种利用傅里叶变换

将离子阱中离子振荡产生的时域信号转换为频

域信号的分析仪 [51-52]。与传统意义上的离子阱

不同，它没有使用磁场或射频电压来捕获离子[53]。

静电场轨道阱是通过直流电场捕获围绕中心电

极轨道选装的离子，离子进入轨道阱后，围绕中

心电极旋转振荡，该振荡被外部电极检测并放

大，通过快速傅里叶变化获取不同质量的离子频

 

表 1    液相色谱-串联三重四极杆质谱法检测免疫抑制剂

Table 1    Detection of immunoinhibitors by liquid chromatography tandem triple quadrupole mass spectrometry

检测物质
Compound

样本
类型

Sample type

样品前处理
Sample

pretreatment

线性范围
Linear range/

（μg/L）

定量限
LOQ/
（μg/L）

准确度
Accuracy/%

精密度
Precision/%

参考文献
Reference

他克莫司、西罗莫司 全血 蛋白质沉淀 1～40 1 92.6～114.4 ＜15 [30]

他克莫司、环孢素A 全血 蛋白质沉淀 0.1～100 0.1 8.3～11.8 ＜15 [31]

他克莫司 血浆 超分子溶剂萃取 0.5～30 0.1 — — [32]

霉酚酸、环孢素A、他克莫司、西罗莫司 全血 蛋白质沉淀、
液-液萃取

4～1000 0.2 91.2～109.7 ＜15 [33]

他克莫司 全血 蛋白质沉淀 1.49～29.78 0.5 95.19～99.02 ＜10 [34]

他克莫司、环孢素A 全血 蛋白质沉淀 1～40 1 — ＜10 [35]

他克莫司、西罗莫司、依维莫司、环孢素A 全血 蛋白质沉淀 0.5～40 0.5 — — [36]

他克莫司 全血 固相萃取 0.2～100 0.2 85～115 ＜10 [37]

他克莫司、环孢素A 全血 固相萃取 0.5～100 0.5 94.1～108 — [38]

他克莫司 血浆 固相萃取 0.1～20 0.1 97.8～109.7 — [39]

他克莫司、西罗莫司、环孢素A、霉酚酸 全血 蛋白质沉淀 0.5～100 0.22 — ＜9.4 [40]
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图 4    离子阱结构图[42]

Fig. 4    Structural diagram of ion trap[42]
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谱，从而转换成精准的质荷比谱图 [54-55]，其结构

示于图 5。四极杆串联静电场轨道阱可将四极

杆的筛选能力和 Orbitrap的高分辨特点相结合，

可同时获得全扫描质谱图和该分辨精确质量数

的二级质谱图，为高通量检测提供便利[56]。前体

离子可通过施加高能碰撞解离作用实现离解。
  

图 5    四极杆静电场轨道阱质谱仪结构图[55]

Fig. 5    Structural diagram of quadrupole
electrostatic field Orbitrap mass spectrometer[55]

 

Wei等 [57]使用纳米液相色谱-串联四极杆轨

道阱质谱法测定外周血单核细胞中他克莫司浓

度，仅需 0.5～2 mL样品，在 0.005～0.64 μg/L浓

度范围内的线性关系良好，相关系数为 0.996，定
量限为 0.005 μg/L。该方法的定量限以及低、中、

高 4个浓度水平在日内和日间精密度 RSD均优

于 10%。

综上，液相色谱-串联质谱法检测血液中他

克莫司浓度时，具有检测限低、灵敏度高和通量

高等优点，但在分析前须保证样品的纯净度，故

需进行繁琐的样品前处理。 

2    原位电离质谱技术 

2.1    纸喷雾质谱

纸喷雾电离（paper spray ionization，PSI）[58]是

一种原位电离技术，将待测样品加在切割成尖锐

角度的纸基材上，施加喷雾溶剂，以促使分析物

在纸基上的提取和电离，通过在纸基上施加高压

使纸尖端处产生电喷雾，进入质谱锥孔进行检

测，示于图 6。

Shi团队 [59]建立了一种纸喷雾质谱（PS-MS）

法快速定量分析干血斑（DBS）中他克莫司，不需

要复杂的样品预处理和色谱分离，PS离子源直

接从纸质衬底上的 DBS中自动完成样品的提取

与电离过程，总分析时间仅需 3 min。该研究使

用含 0.1%醋酸钠的甲醇 -氯仿溶液（4:6，V/V）作
为喷雾溶剂，对 DBS中他克莫司进行洗脱并将

其送入质谱仪检测，利用定量离子（m/z 826＞616）

的曲线下面积对他克莫司进行定量分析，该方法

在 1.5～30 μg/L浓度范围内的线性关系良好，灵

敏度为 0.2 μg/L，精密度为 0.7 μg/L。此外，该研

究对血斑载血量、方法特异性等进行了较完备

的评价，证明 PS-MS可准确定量分析他克莫司，

对缩短检测时间、提高检测效率具有重要意义。

纸作为基底还存在不足之处，如，不良的导

电性、不明确的尖锐尖端、处理较大体积样品时

纸张有变形的倾向，以及不能进行液体样品的直

接浸没 [60]。谢以清等 [61]使用铝基硅胶薄层板作
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图 6    纸喷雾质谱法检测流程图

Fig. 6    Flow chart of paper spray mass spectrometry
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为纸喷雾离子源的基底材料，利用硅胶的吸附作

用，在线完成样品的净化除杂过程，通过耦联小

型便携式质谱仪，实现了血液中他克莫司、依维

莫司、西罗莫司、环孢素 A、霉酚酸等 5种免疫

抑制剂的测定。结果表明，5种免疫抑制剂在各

自的线性范围内呈现良好的线性关系，相关系数

（r）为 0.993 9～0.996 8，在低、中、高 3个加标浓

度水平下，平均回收率在 91.0%～114.3%之间，

RSD≤8.4%，检测周期小于1 min。该方法简单快

速、准确高效，适用于血液中免疫抑制剂的实时

分析。 

2.2    涂层刀片喷雾质谱

涂层刀片喷雾 [62]（coated blade spray，CBS）是
一种基于固相萃取的电离技术，可直接与质谱耦

合，以实现对复杂样品的快速定性和定量分析。

CBS[63-65]是一种由不锈钢制成的“剑状”器械，部

分涂有基质相容性浸取相，其原理与纸喷雾相

似。CBS将取样和样品制备集成到单个步骤中，

由于 CBS所用涂层的生物相容性，可以实现目

标分析物的快速提取/富集。分析步骤由 3部分

组成 ： 1）分析物的提取 /富集。将样品点样到

CBS上，或从含有样品的容器中提取；2）涂层清

洁。快速去除涂层表面上的任何基质；3）仪器分

析。将洗脱溶剂滴加到涂层区域，几秒钟后，在

刀片的非涂层区域施加高压，使其尖端产生泰勒

锥，气态离子进入质谱进行分析。

Rickert等 [66]将 CBS与三重四极杆质谱联用

测量他克莫司、依维莫司、西罗莫司、环孢素 A
等 4种免疫抑制剂的浓度，评估了 10天内重复

测量的稳定性、线性和定量限，并与经验证的临

床免疫测定结果进行比较。所有目标化合物的

日间精密度≤5%，稳定性良好。该方法中，环孢

素 A在 2.5～1 000 μg/L，他克莫司、西罗莫司和

依维莫司在 0.25～100 μg/L浓度范围内的线性

关系良好，环孢素 A、西罗莫司、依维莫司和他

克莫司的定量限分别为 2.5、1.0、0.25和 1.0 μg/L，
与免疫法具有良好的一致性。 

2.3    固相微萃取原位质谱

原位电离质谱法的灵敏度一般低于常规的

液相色谱-串联质谱法，为实现复杂样品中痕量

分析物的高灵敏度和选择性测定，研究人员开发

了固相微萃取（solid phase microextraction，SPME）
同质谱联用的方法，为复杂的生物、环境、法

医、食品和个体小生物甚至单细胞样品中的痕

量分析提供了直接、简单的分析手段。SPME是

一种集成了采样、分离与富集步骤的无溶剂预

处理技术，与质谱联用可实现对分析物的有效分

离、富集及检测[67]。

Nazdrajić等[68]通过微流控开放接口将固相微

萃取与质谱联用（Bio-SPME-MOI-MS/MS），快速

测定人全血中他克莫司、西罗莫司、依维莫司和

环孢素 A等 4种免疫抑制药物。通过对比分析

基于荧光微粒免疫测定的临床验证的参考方法

与 Bio-SPME-MOI-MS/MS方法在监测接受免疫

抑制药物治疗患者血液中的他克莫司和西罗莫

司浓度时，这 2种方法所得结果接近，且二者之

间表现出显著的正相关性。相较于传统的荧光

微粒免疫测定法，Bio-SPME-MOI-MS/MS方法具

有更快的分析速度、更好的选择性和灵敏度以

及更宽的动态范围，因此，可作为测定全血中免

疫抑制药物的替代方法。 

3    总结与展望

免疫抑制剂的血药浓度质谱检测方法不断发

展，灵敏度和准确度得到有效提升，为精准医疗提

供了技术保障，对促进临床合理用药有着重要意

义。LC-MS/MS具有灵敏度高、准确性好、选择

性强等优点，但也存在样品前处理过程繁琐、样

品分析时间长、仪器设备昂贵和需要专业人员

操作等问题。原位电离质谱的优点是减少了繁琐

的样品预处理，但灵敏度较低，且存在基质干扰

问题。因此，亟需开发一种既能简化样品预处理

流程，又能显著提高检测灵敏度的质谱分析方

法，以推动临床质谱技术的广泛应用和发展，为

疾病的早期诊断和治疗提供更加有力的技术支持。
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