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VPA一级吸收和消除的一房室开放模型F＝100％[9]。

VPA的稳态血药浓度往往受到许多药物的影响[10]，且VPA

是肝药酶抑制剂，可抑制其他药在肝脏的代谢[11]，加之其蛋白

结合率很高，可影响其他药的治疗效果。本研究结果表明PB

合用会减少VPA的稳态血药浓度，反而PT与CBZ对VPA的血

药浓度影响不显著，VPA最低的血药浓度出现在与PB合用。

合用时VPA浓度的降低很有可能是因为PB、PT、CBZ等能诱

导肝微粒体酶，加速VPA的代谢。因此，临床上联合应用时应

注意监测VPA游离血药浓度，及时调整给药。

总之，针对VPA的血药浓度波动及各影响因素，临床药师

可以通过提醒患者服用 VPA 和血药浓度监测时需注意的事

项，使患者配合监测，达到提高监测结果的准确性。同时在得

到准确的监测结果后，与医师进行相互沟通，提高患者的用药

疗效，使临床上能认识到血药浓度监测的必要性。另外，在对

患者进行调整治疗时，往往需掌握患者过往的用药情况、疗

效。因此，在进行VPA治疗时，需建立患者个人的详细资料及

血药浓度监测档案，这样既能给患者当前的治疗提供可靠依

据，又能为患者未来的治疗提供资料。
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摘 要 目的：考察酶放大免疫测定法（EMIT）和酶联免疫吸附法（ELISA）测定他克莫司血药浓度的特点。方法：两种方法分别

测定 29名患者共 35份全血样本中的他克莫司浓度，并比较两者间的相关性。结果：EMIT 法测定他克莫司血药浓度结果高于

ELISA法，两组间有极显著性差异（P＜0.01），但两组结果相关性良好（R2＝0.920 3）。结论：两种方法均可用于常规的他克莫司治

疗药物浓度监测。建议长期服用他克莫司的患者应相对固定地选用同一种方法检测血药浓度，以便为临床提供准确可靠的个性

化用药依据。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To compare the characteristics of EMIT and ELISA for the determination the blood concentration of

tacrolimus. METHODS：35 blood samples were collected from 29 patients. Assay of tacrolimus was based on EMIT and ELISA．

RESULTS：The measurement value of EMIT was significant higher than that of ELISA，there was significant difference between 2

methods（P＜0.01）；good relationship was found between 2 methods（R 2＝0.920 3）. CONCLUSIONS：2 method are suitable for

drug concentration monitoring of common tacrolimus. It is suggested to determine blood concentration of tacrolimus in patients re-

ceiving long-term therapy of tacrolimus by the same method in order to provide reference for accurate and reliable data of individu-

al drug use.
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他克莫司（Tacrolimus，FK506）是从土壤真菌中提取的一
种大环内酯类物质，为选择性T淋巴细胞钙调神经磷酸酶抑制
剂，其体外免疫抑制作用为环孢菌素A的50～100倍。作为第
2代免疫抑制剂的代表性药物，其广泛应用于器官移植术后抗
排异反应和某些自身免疫性疾病的治疗，具有药效强、使用剂
量低、器官存活率高、急性排斥反应低等特点。他克莫司存在
一定毒性，不良反应类似于环孢菌素，包括肾毒性、神经毒性、

消化系统不适、葡萄糖不耐受等。他克莫司的有效血药浓度
范围窄，血药浓度受诸多因素影响，不同患者体内的药动学参
数个体差异大，因此，临床使用时有必要进行治疗药物监测
（Therapeutic drug monitoring，TDM）。而不同监测方法测定结
果的准确性是衡量血药浓度对临床治疗评价的关键。本文考
察目前国内临床普遍认同并比较常用的两种临床检测方法：

酶放大免疫测定（Enzyme multiplied immunoassay technique，

EMIT）法和酶联免疫吸附（Enzyme linked immunosorbent as-

say，ELISA）法在他克莫司血药浓度测定方面的特点。 本研究
国内尚无报道，现报道如下。

1 材料
1.1 仪器

Viva-E（生化分析仪（德国西门子公司）；DNM-9602型酶
标分析仪（北京普朗公司）；VORTEX-5涡旋混合器（海门其林
贝尔公司）；XK96型微量振荡器（姜堰市新康医疗器械有限公
司）；高速离心机（美国雅培公司）。

1.2 试剂

Emit® 2000他克莫司检测试剂（批号：8R019UL-E2）、标准
液（批号：8R019UL-E3）、预处理试剂（批号：8R019UL-E1）、质
控试剂（Tac/CsA Control）（批号：1284）均为德国西门子公司提
供；PRO-TracTMⅡTacrolimus Elisa Kit（96人份）检测试剂、标准
及质控试剂（意大利Diasorin公司，批号：129011）。

1.3 临床资料

29位患者，其中肝移植术后患者3例，肾移植术后患者22

例，肾病患者 4例。男性 21例，女性 8例，年龄 11～61岁。器
官移植时间、用药时间14 d～12 年，肝肾功能基本正常。

2 方法
采用EMIT法和ELISA法两种检测方法测定患者他克莫司

血药浓度。两份均使用全血样本，患者抽血时间为用药后12 h

的次晨（空腹），全血样本收集于乙二胺四乙酸二钾（EDTA-2K）

抗凝管中备用。取血当天用两种方法分别测定。

2.1 测定方法

2.1.1 EMIT法：1.5 ml离心管中先加入预处理试剂50 µl和沉
淀剂（甲醇）200 µl，混匀，分别吸取6个浓度的标准液、各浓度
的质控品、全血样本200 µl缓慢加入管中，立即充分涡旋混合
30 s，静置 2 min，10 800 r/min离心 10 min，离心结束后倾倒出
所有上清液置样品管中上机测定。定标曲线完成后，仪器可
自动拟合出质控品和样品的浓度结果。

2.1.2 ELISA法：分别吸取6个浓度的标准液，低、高两个浓度
的质控品，全血样本各25 µl加入1.5 ml离心管中，加入150 µl

消化液，涡旋混合器上充分混匀，室温孵育 15 min，75 ℃水浴
箱中孵育 15 min，取出后立即混匀，10 800 r/min离心 10 min，

离心结束后吸取上清液100 µl加入酶标微孔板中，各孔中再分
别加抗体 50 µl，放在振荡器上振荡（振幅：700次/min）30 min

后，每孔加入稀释酶液50 µl，室温振荡60 min。震荡结束后用
洗板液洗微孔板 3次并拍干孔内液体，每孔加入底物 200 µl，

室温振荡15 min，加入终止液100 µl，轻轻摇晃混匀，立即在酶
标仪 450/630 nm双波长下测定吸光度，使用 4PL软件制作标
准曲线，计算各样品浓度值。

2.2 方法学考察

2.2.1 标准曲线及质控：（1）EMIT法使用新启用的试剂盒进
行定标试验。标准曲线质量浓度分别为：0、2.5、5、10、20、30

ng/ml，线性范围为 2～30 ng/ml。定标后每次测试均跟随低、

中、高3个浓度水平的质控进行控制。当质控在规定限度范围
内时，沿用首次的定标曲线；如质控超标，需重新定标。（2）ELI-

SA法每次测试均同时做标准曲线，质量浓度梯度为：0、0.3、1、

3、10、30 ng/ml，线性范围为 1～30 ng/ml。并用 c1、c2两个浓度
水平的质控进行控制。

2.2.2 精密度试验：（1）日内精密度：EMIT法测定低、中、高 3

个浓度水平的质控样品，ELISA法测定 c1、c2两个浓度水平的
质控样品。同日内分别处理各质控样品各 5份，依法测定，计
算平均值和相对标准偏差。（2）日间精密度：连续 10次测定质
控样品，计算平均值和相对标准偏差（x±s）。

2.2.3 回收率试验：测定的各浓度水平的质控品结果，分别用
测得值除以质控样品标示量再乘以100％，即得回收率。

2.3 统计处理

采用 SPSS 16.0统计分析软件对用两种不同检测方法测
定结果作统计分析。

3 结果
3.1 两种检测方法的方法学考察

两种方法的测定结果均符合《中国药典》对生物样品检测
RSD＜15％的要求，结果见表1。

表1 EMIT法和ELISA法测定的精密度及回收率试验结果

Fig 1 Precision and recovery of EMIT and ELISA

方法

EMIT法

ELISA法

质控靶值，

ng/ml

5.0
9.8

19.0
2.0

15.0

日内精密度（n＝5）

x±s，
ng/ml

5.0±0.36
9.1±0.27

17.1±1.6
2.3±0.069

14.0±0.59

RSD，
％
7.1
3.0
9.4
0.3
4.3

回收率，
％

100.4
92.5
90.0

113.8
93.4

日间精密度（n＝10）

x±s，
ng/ml

5.5±0.83
9.8±1.3

18.8±1.8
2.1±0.15

14.6±2.1

RSD，
％

15.2
12.9
9.6
7.4

14.6

回收率，
％

109.9
99.6
98.8

102.6
97.2

3.2 两种检测方法测定他克莫司血药浓度的相关性

两种检测方法所得结果及两组结果的平均值、差值见表
2。EMIT法测定值（8.12±3.70）ng/ml明显高于ELISA法测定
值（5.14±3.18）ng/ml。两组测定值进行配对 t检验分析，结果，

t＝15.88，P＜0.01，显示两组测定值之间的差异有非常显著的
统计学意义。以ELISA法测定值为X轴，EMIT法测定值为Y

值，绘制散点（见图 1），拟合线性回归方程为：Y＝1.116 9X+

2.376 2（R2＝0.920 3），表明两组数据有较好的相关性 。

Bland-Altman曲线表示两种方法测定值的差值与均值之比（见
图 2），横坐标为两种方法同一样本两次检测结果的平均值之
和，纵坐标为两种方法同一样本两次检测结果的平均值之差。

结果，两种方法 95％的一致性界限为（2.98±2.17）ng/ml[1]，绝
大部分两种方法对应点落在95％的一致性界限内，仅1组数据
落在界限外。表明两种方法测定结果的一致性较好。

4 讨论
他克莫司血药浓度测定的方法较多[2]，如：放射免疫分析

法、ELISA 法、EMIT 法、微粒子酶免疫分析（Microparticle en-

zyme immunoassay，MEIA）法、液-质联用（LC-MS/MS）法、化
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学发光免疫分析（Chemistry luminescence immunoassay，CLIA）

法、生物分析法等。

LC-MS/MS法被视为他克莫司血药浓度测定的“金标准”，

其方法学不受他克莫司体内代谢产物的影响，特异性高、专属

性强、灵敏度高、检测限低（0.1 ng/ml）。但因其设备成本高，特

别对操作人员的专业技术水平要求高，样品前处理过程较繁

琐、时间长，前处理方法学、色谱、质谱条件等因不同实验室而

难以标准化操作，目前仍多应用于实验室研究，在临床常规检

测中难以普及应用。而免疫分析法因试剂商品化、自动化程

度高、准确性和重复性较好、检测速度快、操作方便等特性，在

临床常规检测中得以广泛应用。比较常用的几种免疫分析方

法：ELISA法的准确性和敏感性较好，设备及试剂成本较低，

但检测过程较为繁琐，试验用时长约 4 h；MEIA 法使用美国

Abbottt公司开发的全自动快速微粒子酶分析仪（IMx），自动化

程度高，但近年该机型及配套试剂在全球已停止生产供应，目

前我国已无法使用；EMIT法是 20世纪 70年代初开发应用的

一种半定量的均相免疫分析法，Svya公司开发了自动化的Vi-

va-E®生化分析仪，后由西门子公司收购，在我国国内各临床检

验室广泛使用。

关于上述几种常用检测方法在他克莫司血药浓度结果的

比对，已有一些研究结果[2-5]，不同的方法对样本提取的过程不

同，对代谢物的识别亦不同，因此所得的结果也存在差异。但

基本上公认的是，LC-MS/MS 测定值一般低于免疫分析方法

的结果[4]，是因为该方法能有效区分他克莫司和代谢产物，有

效避免了抗原抗体反应中的交叉反应的情况。而两种免疫试

剂的说明书 [1-2] 均提供证据证明本公司试剂测得结果与

LC-MS/MS一致性良好。

本文考察EMIT法和ELISA法分别测定同一血样中他克

莫司浓度的结果，显示：两种方法测定的结果有非常显著的统

计学差异（P＜0.01），EMIT法结果显著高于ELISA法结果，但

两法的相关性及一致性良好。这一结论与叶伟民等 [4]认为

MEIA法结果显著高于ELISA法、丁慧等[3]认为：EMIT法结果

与MEIA法一致性好的结论一致，可以很好地相互印证。

由于免疫方法测定他克莫司浓度的影响因素很多[6]，为了

客观评价两种方法的可靠性和准确性，本研究对整个操作过

程作了严格要求：环境温度控制在±1 ℃，样本采集、存放、实

验器具的选用等尽可能保持一致性，严格按照标准操作规程

由同一操作者进行实验，以尽量减少偶然误差。绘制的质控

图显示，两种方法日内、日间质控良好，变异符合有关规定。

EMIT法的低浓度质控变异最大，ELISA法的高浓度质控变异

表 2 EMIT法和ELISA法测定患者他克莫司谷质量浓度结

果

Fig 2 Results of trough concentration of tacrolimus by

EMIT and ELISA

序号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

x±s

ELIS法测定值，
ng/ml

5.98

7.99

5.40

3.49

3.39

6.67

2.10

1.73

4.20

5.20

4.37

3.19

7.18

1.67

5.29

3.66

10.67

6.29

6.30

3.00

2.00

2.04

7.39

16.85

0.93

4.25

11.10

3.86

5.30
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Fig 1 Correlation of the concentration of FK506 by EMIT

and ELISA
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次大，可能与两种方法在标准曲线制作时浓度点的分布有

关。EMIT 法的标准曲线横坐标上的浓度点为倍比增加，而

ELISA法标准曲线以浓度的对数为横坐标。同时，EMIT法的

低浓度标准点比 ELISA 法少，定量限（2.0 ng/ml）较 ELISA 法

（0.3 ng/ml）高，而ELISA法超过 10 ng/ml的标准点少而稀疏，

故显示高浓度时误差较大。

由于两种方法的检测结果有统计学意义的差异，虽然有

较好的一致性，但还是建议同一患者应尽量长期选用同一种

方法来检测他克莫司的血药浓度，以便为临床提供准确可靠

的个性化用药依据。
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摘 要 目的：通过分析服用他克莫司（FK506）患者的全血浓度监测结果，参考有效的治疗范围，为FK506血药浓度监测及临床

合理用药提供参考。方法：采用回顾性分析，以我院2011年12月－2012年12月FK506血药浓度监测的977人次为研究对象，对

血药浓度监测结果正常范围的治疗效果及异常监测结果进行分析。结果：977人次中，正常、低于、高于参考范围所占的比例分别

为65.5％、33.2％、1.3％。血药浓度的异常可能与患者的饮食、依从性、合并用药、血容量、监测方法及个体差异有关。FK506不良

反应相对少见。结论：应用FK506时应遵循个体化用药的原则，从小剂量开始，并根据患者FK506的血药浓度、肝肾功能及机体的

耐受力进行综合评估，及时调整用药。

关键词 他克莫司；血药浓度监测；合理用药

Analysis of Blood Concentration Monitoring of Tacrolimus and Rational Use of Drugs
XIE Hua，WANG Rong，WU Xiao-yu，LI Wen-bin，ZHANG Juan-hong，JIA Zheng-ping（Key Laboratory of The
Plateau of The Environmental Damage Control of PLA/Base of Clinical Pharmacology of PLA， Lanzhou Gener-
al Hospital，Lanzhou Military Command，Lanzhou 730050，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To provide reference for blood concentration monitoring of tacrolimus（FK506）and clinical use of

drug by analyzing the blood concentration monitoring results of FK506 and referring to the effective range of treatment. METH-

ODS：Blood concentration of FK506 in 977 patients as research object was determined by retrospective method in our hospital dur-

ing Dec. 2011－Dec. 2012. Therapeutic effect of normal range of blood concentration monitoring was analyzed as well as results of

abnormal monitoring. RESULTS：Among 977 patients，blood concentration of FK605 which was equal to，lower than or higher

than reference range accounted for 65.5％，33.2％ and 1.3％，respectively. Abnormal blood concentration may be related to the

compliance of patient and drug dosage. The adverse drug reactions of FK506 was rarely found. CONCLUSIONS：FK506 should fol-

low the principle of individual medication，starting from small dose；based on the blood concentration of FK506，liver and kidney

function and the body’s tolerance were evaluated comprehensively to adjust medication timely.

KEY WORDS Tacrolimus；Blood concentration monitoring；Rational use of drugs
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他克莫司（FK506）属钙调神经磷酸酶抑制剂，其免疫抑制

作用机制[1]与环孢素相似。FK506在体内与T淋巴细胞胞质内

的FK506结合蛋白（FK506BP）结合，形成的FK506-FKBP复合

物抑制钙调蛋白磷酸酶的磷酸化酶活性，抑制Ca2+内流，使T

细胞核因子不能去磷酸化，进而抑制T细胞特异性的转录因子

（NF-AT）的活化剂白介素类（ILs）细胞因子的合成。其也可抑
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