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摘要!以铝基硅胶薄层板作为纸喷雾离子源基底材料"结合小型便携式质谱建立了血液样品中他克莫

司$西罗莫司$依维莫司$环孢素
B

和霉酚酸等
@

种免疫抑制剂的即时检验方法&将铝基硅胶薄层板剪

成三角形"滴加
+)

"

\

血液样品"以
()

"

\

甲醇作为洗脱'喷雾溶剂"薄层板尖端距离小型便携式质谱进

样口
+_):<

"施加喷雾电压"样品在薄层板上洗脱后形成电喷雾"进入小型便携式质谱进行分析&结果

表明"
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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!
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&在低$中$高
*

个加标浓度水平下"平均回收率在
D+_)a
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之间"相对标准偏差!

b8[

#小于
E_!a

"检测周期小于
+<4/

&该方法简单快速$准确高效"适用

于血液中免疫抑制剂的即时床旁分析&
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即时检验!
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也称床旁检测"是指在采样现场进行的"利用便

携式分析仪器及配套试剂快速得到检测结果的

一种检测方式)

+C(

*

&该技术可以提高工作效率$

改善工作流程$节省资源成本$提升工作质

量)

*C@

*

"现已广泛应用于临床检验$健康管理$体

育赛事$娱乐盛会$现场执法$灾难救援等众多

领域)

"CA

*

&

随着器官移植技术的成熟"免疫抑制剂的

临床使用越来越普及"其临床检测对于用药

指导具有重要意义&常见的免疫抑制剂包括

环孢素$他克莫司$依维莫司$雷帕霉素和霉

酚酸等)

EC+)

*

"其中"他克莫司因药效强于环孢

素而成为临床上普遍采用的免疫抑制药物&

但在使用过程中发现"他克莫司存在不良反

应大$个体差异大$治疗窗口窄等问题"患者

服药后需要测量血药浓度来指导个体化给

药&因此在药物的药代动力学$生物等效性

研究中亟需开发血液中免疫抑制剂药物的床

旁快速检测方法"从而改善用药的安全性"降

低他克莫司等免疫抑制剂的肝肾毒性$神经

毒性和胃肠毒性等)

++C+*

*

&

目前"血液中免疫抑制剂的检测方法主要

有免疫反应分析法和色谱
C

质谱联用法&免疫

反应分析法的缺点是可靠性与特异性差%而

色谱
C

质谱联用法通常需要复杂的样品前处理

和色谱分离过程"存在检测周期长$无法现场

快速检测$无法及时给出用药指导等弊端&

因此"开发即时快速检测方法尤为重要)

+!

*

&

质谱技术具有选择性好$灵敏度高和分析速

度快等优点"在众多领域发挥着越来越重要

的作用)

+@C+"

*

&相较于传统实验室的大型质谱

仪"小型便携式质谱仪具有体积小$质量轻$

功耗低$易携带等优点"是实现样品现场快速

检测的核心设备)

+A

*

&此外"纸喷雾离子化技

术具有离子源制备和操作简单$成本低廉等

优点"通过与小型便携式质谱仪联用"可在生

命科学$环境监测$毒品检测$消费品安全等

领域实现样品的现场快速检测)
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*
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本研究以铝基硅胶薄层板制备纸喷雾离子

源"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"建立血
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谢以清等(薄层纸喷雾离子化
C

小型便携式质谱法即时检验血液中免疫抑制剂
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种免疫抑制剂的即时检验方法"以期为免疫

抑制剂的临床检测和用药指导提供技术支撑&
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仪器操控和数据处理软件(北京清谱科技

有限公司产品%
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铝基硅胶薄层板(西格玛

奥德里奇!上海#贸易有限公司产品&
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材料与试剂

他克莫司$依维莫司$西罗莫司$环孢素
B

$

霉酚酸和吲达帕胺标准品(纯度均为
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国
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公司产品%甲醇!色谱纯#(
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腈$氯仿$二氯甲烷(北京北化精细化学品有限

公司产品%兔全血!
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抗凝剂#(生工生物工
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实验步骤

将铝基硅胶薄层板剪成边长为
+_):<

的

等边三角形"滴加
+)

"

\

血液样品"静置
*)6

"

在样品后端滴加
()

"

\

甲醇溶剂&三角形铝基

硅胶薄层板底部通过金属夹与小型便携式质谱

仪高压源连接"置于质谱仪进样口前端
+_):<

处"施加喷雾电压&在高压驱动下"甲醇向三角

形铝基硅胶薄层板前端迁移"完成目标物质的

萃取和洗脱过程"并在尖端形成电喷雾"采用小

型便携式质谱仪即时检验&血液样品中免疫抑

制剂的即时检验流程示于图
+

&

图
:

!

免疫抑制剂的即时检验流程图
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质谱条件

负离子模式"进样时间
()<6

"碰撞气为空

气"碰撞时间
+@)<6

&

@

种免疫抑制剂和内标

物!吲达帕胺#的喷雾电压$母离子$子离子和碰

撞能量列于表
+

"二级质谱图示于图
(

&

表
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种免疫抑制剂及内标物的参数
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结果与讨论

EC:
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薄层板的选择

薄层板因涂层不同而具有不同的吸附分离

能力"进而影响目标物质的分离效果及质谱响

应&血液样品基质复杂"为了提高目标物质的

分离效率"提升质谱响应"本研究考察了硅胶薄

层板$氧化铝薄层板和纤维素薄层板等
*

种铝

基薄层板&结果表明"当选择铝基硅胶薄层板

进行样品洗脱分离时"目标物质的质谱响应最

强&这可能是因为铝基硅胶薄层板上的硅胶涂

层能够较好地吸附血液中的强极性杂质分

子"达到了良好的分离效果"并且该薄层板以金
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属铝为基材"具有良好的导电性"从而提高了离

子化效果&因此"选择铝基硅胶薄层板作为纸

喷雾离子源的基底材料&

ECE

!

离子化条件的优化

合适的离子化模式对目标物质的分析非常

重要&本实验首先在正离子模式下对目标物质

进行分析"发现除形成较弱的)

7^K

*

^峰外"

还会形成)

7^'0

*

^

$)

7^H

*

^峰%而在负离子

模式下"各物质形成的)

7fK

*

f峰响应强度明

显高于正离子模式下生成的)

7^K

*

^峰&因

此"选择在负离子模式下对各物质进行分析&

纸喷雾离子化过程中"纸基顶角的角度对

离子化效率有着重要影响&本研究考察了
@

种

角度!

+@m

$

*)m

$

!@m

$

")m

$

A@m

#对质谱信号强度的

影响"结果示于图
*0

&当角度较小时"靶标物

质的信号强度较弱%随着角度增加"信号逐渐

增强%当角度达到
")m

时"响应信号强度达到

最大%再继续增大顶角角度"信号强度下降"

这可能是由于角度过大"目标物质的离子化

效率降低所致&因此"选择薄层纸喷雾的顶

角为
")m

&

洗脱'喷雾溶剂的选择不仅影响目标化合

物从硅胶板表面洗脱的效率"还影响电喷雾电

离效果"从而影响目标物质的质谱响应&本研

究考察了乙腈$甲醇$氯仿以及二氯甲烷等
!

种

不同极性溶剂对目标物质的检测效果"结果示
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图
J

!

薄层板顶角角度"

(

#%洗脱(喷雾溶剂种类"

7

#%溶剂用量"

'

#和离子源与进样口距离"

!

#的优化

;#

<

=J

!
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"

(
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#

于图
*N

&以乙腈作为洗脱'喷雾溶剂时"目标

物质的质谱响应信号较弱%以甲醇作为洗脱'喷

雾溶剂时"目标物质的响应值最强%以二氯甲烷

和氯仿作为洗脱'喷雾溶剂时"目标物质会形成

较强的)

7^2%

*

f峰"但其二级质谱信号较弱"

不利于定量分析&因此"选择甲醇作为洗脱'喷

雾溶剂&

洗脱'喷雾溶剂的用量是影响分析结果的

重要因素&用量过少"会导致洗脱和离子化效

率较低"信号减弱%用量过多"液滴之间可能会

相互作用"形成较大的液滴"影响离子化效率和

信号强度&本研究分别考察了
@

$

+)

$

+@

$

()

$

(@

"

\

甲醇作为洗脱'喷雾溶剂对质谱响应强

度的影响"结果示于图
*:

&随着甲醇体积增

加"目标物质的响应值逐渐增大"当体积为

()

"

\

时"响应信号最强"随后呈下降趋势&因

此"选择
()

"

\

洗脱'喷雾溶剂&

离子源是质谱的重要组成部分"离子源与

进样口之间的距离对离子化效果和信号强度有

着重要影响&距离太近"样品液滴去溶剂化效

率低"影响检测信号强度"同时容易击穿空气"

产生放电现象%距离太远"雾滴运动受阻"进入

离子传输管以及质量分析器的待测离子减

少"同样会造成质谱信号响应强度较弱&本

实验考察了离子源与进样口之间距离为
)_@

$

+_)

$

+_@

$

(_)

$

(_@:<

时的信号强度"结果示

于图
*U

&当距离为
)_@:<

时"信号强度较低%

当距离大于
+_):<

时"随着距离的增加"信号

强度逐渐下降&因此"设定离子源与进样口的

距离为
+_):<

&

ECJ

!

方法学考察

采用小型便携式质谱检测分析一系列不同

浓度的
@

种免疫抑制剂进行方法学考察"结果

列于表
(

&以
*

倍和
+)

倍信噪比作为方法的

检出限和定量限"分别为
)_@

!

@<

P

'

\

和
+

!

+)<

P

'

\

&以
@

种免疫抑制剂的浓度为横坐标

!

M

#"免疫抑制剂与内标物吲达帕胺的峰面积

比值为纵坐标!

0

#"绘制标准曲线"其在各自的

线性范围内呈现良好的线性关系"相关系数!

.

#

大于
)_DD

&以经测定不含
@

种免疫抑制剂的
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表
E

!

方法的检出限%定量限%线性范围%线性方程%相关系数和加标回收率

D(7&/E

!

X/-L&)-"+M>N

$

M>

\

$

&#*/(00(*

<

/

$

&#*/(0/

W

L()#"*

$

'"00/&()#"*'"/++#'#/*)(*!0/'"?/0

2

化合物

2$<

9

$-/U

检出限

\?[

'

!

<

P

'

\

#

定量限

\?g

'

!

<

P

'

\

#

线性范围

\4/50.

.0/

P

5

'!

<

P

'

\

#

线性方程
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环孢素
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霉酚酸
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#

+)!_+
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"_E
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++)_*
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E_!
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血液样品作为空白基质"分别制备低$中$高
*

个添加浓度水平的免疫抑制剂基质加标样品进

行加标回收实验"每个水平平行测定
"

次"他克

莫司$西罗莫司$依维莫司$环孢素
B

$霉酚酸的

回收率分别为
D"_Da

!

++!_*a

$

DD_Aa

!

+++_Aa

$

+))_Aa

!

++)_)a

$

D!_Ea

!

+)D_"a

$

D+_)a

!

++)_*a

"相对标准偏差分别小于
A_+a

$

!_Aa

$

E_(a

$

E_"a

$

E_!a

&在此基础上进一

步考察方法的稳定性"将加标样品分别置于

!l

冰箱和室温下"

+(3

后测定"每个水平平行

测定
"

次&在不同的测定时间$各水平的测定

浓度值与真实值较接近"相对标准偏差小于

E_+a

"表明不同温度下的样品测定稳定性良

好&由此可见"该方法准确稳定"可用于血液中

免疫抑制剂的即时检验&

ECI

!

样品检测

以兔全血模拟实际血样"制备得到含
+))

<

P

'

\

他克莫司$西罗莫司$依维莫司$环孢素

B

和霉酚酸的样品"采用薄层纸喷雾离子化
C

小

型便携式质谱法进行即时检测"测得其浓度分

别为
DE_D

$

+)+_*

$

+))_D

$

DE_+

$

DD_( <

P

'

\

&

同时"采用液相色谱
C

串联质谱法)

+E

*进行分析"

测得他克莫司$西罗莫司$依维莫司$环孢素
B

$

霉酚酸的浓度分别为
DE_A

$

DD_*

$

+)+_@

$

+))_"

$

DE_!<

P

'

\

&本方法的检测结果与传统方法

接近&

总体而言"本方法的检出限略高于传统的

大型色谱
C

质谱联用法"一方面是由于小型便携

式质谱仪以线性离子阱作为质量分析器"而传

统的大型质谱仪通常以三重四极杆作为质量分

析器%另一方面"本研究采用薄层纸喷雾作为原

位电离源"省去了传统的色谱分离过程"而在一

定程度上损失了灵敏度&但本方法可以提高检

测速度$缩短检测周期"更适合临床用药监测及

快检的需求&本方法与传统方法的检测周期对

比情况列于表
*

&
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本方法与文献报道方法的比较
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结论

本研究以铝基硅胶薄层板为基材制备纸喷

雾离子源"结合小型便携式质谱"建立了血液中

他克莫司$西罗莫司$依维莫司$环孢素
B

和霉

酚酸等
@

种免疫抑制剂的即时检验方法&该方

法简便快速$准确可靠"可在
+<4/

内完成样品

的检测分析"为免疫抑制剂的临床快速检测提

供了解决方案"具有良好的应用前景&
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