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地高辛为洋地黄类强心苷，临床上广泛应用于慢性心力

衰竭及心律失常等心脏疾病的一线治疗。其有效血药浓度范

围为 0.50～2.00 ng/ml，t1/2约为 32～48 h，具有治疗指数低、治

疗窗窄、个体差异大、体内代谢缓慢、长期应用易发生蓄积等

特点，其疗效易受患者年龄、肝/肾功能、疾病类型、药物相互作

用等因素的影响[1-3]。因此，对地高辛血药浓度进行临床监测

有利于维持其有效治疗浓度、预防药物中毒、提高治疗效果、

降低药品不良反应发生率，是目前临床医师及患者普遍认可

的有效手段。地高辛血药浓度的常用测定方法有微粒子酶联

免疫（MEIA）法、液相色谱-串联质谱（LC-MS/MS）法等[4]。然

而，有研究发现，同一份样品采用不同的测定方法，其结果存

在一定差异，给临床监测的结果解读和个体化治疗带来了极

大的困难[5]。目前，对于LC-MS/MS法和MEIA法的差异性比

较尚无相关报道，故本研究考察了这两种血药浓度检测方法

的差异性，以为临床治疗药物监测和地高辛的合理使用提供

依据。

1 材料
1.1 仪器

Abbott Axsym System全自动生化分析仪（美国雅培制药

有限公司）；AB Sciex Triple QuadTM 5500型高效液相色谱-质谱

联用仪（美国应用生物系统公司）；Toled AB204-S型电子分析

天平（梅特勒-托利多仪器上海有限公司）；Universal 16R型低

温高速离心机（德国Hettich公司）；XW-80A型旋涡混合器（上

海精科实业有限公司）；KQ3200E型医用超声波清洗器（昆山

市超声仪器有限公司）。

1.2 药品与试剂

地高辛对照品（北纳创联生物技术研究院，批号：130629，

纯度≥98％）；洋地黄毒苷对照品（内标，德国 Dr.Ehrenstorfor

公司，批号：00118，纯度：99.0％）；地高辛标准曲线试剂盒（批

号：25548M500）、地高辛质控试剂盒（批号：18467M500）、地高

辛检测试剂盒（批号：23406M500）均购自美国雅培制药有限公

司；甲醇、甲酸铵为色谱纯，水为纯净水；空白血浆由河北省人

民医院体检中心提供。

2 方法与结果

·临床药学与研究·
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摘 要 目的：比较液相色谱-串联质谱（LC-MS/MS）法与微粒子酶联免疫（MEIA）法测定人血浆中地高辛浓度的差异。方法：分

别采用LC-MS/MS法与MEIA法对质控样品及50例患者血浆样品中的地高辛浓度进行检测，采用配对 t检验比较分析两种方法的

检测结果。结果：质控样品检测结果显示，两种方法检测结果间的差异无统计学意义（P＞0.05）；50例患者血浆样品检测结果显

示，MEIA法检测结果明显高于LC-MS/MS法，两者差异有统计学意义（P＜0.01）。结论：MEIA法检测结果与临床实际情况相比

存在一定的差异，LC-MS/MS法更适于临床地高辛血药浓度的检测。
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图1 一级、二级质谱图
A.地高辛的一级质谱图；B.地高辛母离子的二级质谱图；C.内标的一级

质谱图；D.内标母离子的二级质谱图

Fig 1 Precursor ion and product ion mass spectra
A. precursor ion mass spectra of digoxin；B. product ion mass spectra

of digoxin；C. precursor ion mass spectra of internal standard；D. prod-

uct ion mass spectra of internal standard

2.1 LC-MS/MS法

2.1.1 色谱与质谱条件 色谱柱：Waters Symmetry C18（150 mm×

2.1 mm，5 μm）；流动相：5 mmol/L甲酸铵水溶液（A）-5 mmol/L

甲酸铵甲醇溶液（B），梯度洗脱（洗脱程序见表 1）；流速：0.3

ml/min；柱温：40 ℃；进样量：10 μl。

表1 梯度洗脱程序

Tab 1 Gradient elution progress

t，min

0.1

1.0

3.0

4.0

4.1

6.0

A，％
40

25

5

5

40

Stop

B，％
60

75

95

95

60

Stop

离子源：电喷雾离子源（ESI）；离子极性：正离子（Posi-

tive）；离子检测方式：多离子反应监测（MRM）；气帘气（CUR）

压力：30 psi；碰撞气（CAD）压力：6 psi；离子源喷射电压（IS）：

5 500 V；离子源温度：350 ℃；源内气体 1（Gas 1，N2）压力：50

psi；气体2（Gas 2，N2）压力：50 psi。用于定量分析的离子对分

别为m/z 798.4→651.4[地高辛，解簇电压（DP）：100 V，碰撞能

量（CE）：20 eV]、m/z 782.4→635.4（内标，DP：100 V，CE：16

eV）。地高辛及内标的一级、二级质谱图见图1。

2.1.2 溶液的配制 精密称取地高辛对照品 11.2 mg，置于

100 ml量瓶中，加甲醇溶解并定容，摇匀，得质量浓度为 0.11

mg/ml的地高辛标准溶液，置冰箱4 ℃保存，备用。

精密称取内标对照品 19.0 mg，置于 100 ml 量瓶中，加甲

醇溶解并定容，得质量浓度为 0.19 mg/ml的内标贮备液，再用

甲醇稀释得所需质量浓度的内标溶液，置冰箱4 ℃保存，备用。

2.1.3 血浆样品的处理 精密吸取血浆 500 μl，置于 10 ml试

管中，分别加入内标溶液（质量浓度为9.50 ng/ml）和0.1％氢氧

化钠溶液各50 μl，涡旋1 min，加入提取液[乙酸乙酯-正己烷-二

氯甲烷（3 ∶ 1 ∶ 1，V/V/V）]4 ml，涡旋 3 min，以 1.37×103 ×g、3 500

r/min 离心 5 min，取上清液，于 40 ℃恒温水浴中以氮气流吹

干，用流动相 200 μl 复溶，以 1.61×104×g、12 000 r/min 离心 5

min，取上清液10 μl进样测定。

2.1.4 专属性考察 在“2.1.1”条件下，地高辛与内标均具有

较好的离子响应度及分离度，其保留时间分别约为 2.55、3.62

min，血浆中内源性物质不干扰样品峰的测定，表明该方法专

属性良好。LC-MS/MS图谱见图2。

2.1.5 标准曲线的绘制与定量下限的考察 精密吸取地高辛

标准溶液适量，置于 10 ml试管中，分别加入空白血浆 450 μl，

涡旋 3 min，配制成地高辛质量浓度分别为 0.05、0.22、0.55、

1.10、2.20、5.50、10.10 ng/ml的血浆样品，按“2.1.3”项下方法处

理后，进样测定，记录色谱峰面积。以地高辛峰面积与内标峰

面积比值（y）为纵坐标、地高辛质量浓度（x）为横坐标进行线性

回归（权重因子 1/x2），得回归方程为 y＝2.39x+0.084 2（R2＝

0.997 4，n＝5）。结果表明，地高辛血药浓度在0.05～10.10 ng/ml

范围内线性关系良好。

取空白血浆适量，加入地高辛标准溶液适量，配制成地高

辛质量浓度为0.05 ng/ml的血浆样品，按“2.1.3”项下方法处理

后，进样分析，据当日标准曲线计算测得浓度。结果表明，在

定量下限浓度下，该方法的准确度在真实浓度的80％～120％

范围内，RSD为 10.40％，可满足地高辛血药浓度临床监测的

需求。

2.1.6 精密度与准确度试验 分别配制地高辛低、中、高质量

浓度（0.11、1.10、8.80 ng/ml）的血浆样品，按“2.1.3”项下方法操

作，每浓度取 5样本分析，连续测定 3 d，据当日标准曲线计算

各样品的测得浓度，考察方法的精密度和准确度。结果显示，

该方法的日内、日间RSD和相对偏差（RE）绝对值均＜15％，

表明该方法精密度良好。精密度和准确度试验结果见表2。

2.1.7 基质效应与提取回收率考察 取6批空白血浆适量，分

别配制低、中、高质量浓度（0.11、1.10、8.80 ng/ml）的血浆样品，

按“2.1.3”项下方法操作，每浓度取 3样本分析，得相应峰面积

（A）；同时，按“2.1.3”项下方法处理空白血浆后，加入相应浓度

的地高辛标准溶液，使终浓度与前者浓度相对应，每质量浓度

图2 LC-MS/MS图谱

A. 空白血浆；B.空白血浆+地高辛标准溶液（1.10 ng/ml）+内标

溶液；C.患者血浆+内标溶液；1.地高辛；2.内标

Fig 2 LC-MS/MS chromatograms
A. blank plasma；B. blank plasma + digoxin（1.10 ng/ml）+ internal

standard；C. patient plasma sample + internal standar；1. digoxin；2. in-

ternal standard
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取 3样本分析，得相应峰面积（B）。取低、中、高质量浓度

（0.11、1.10、8.80 ng/ml）地高辛标准溶液，每质量浓度取3样本

分析，得相应峰面积（C）。按公式：基质因子（MF％）＝B/C×

100％、归一化基质因子（％）＝MF 地高辛/MF 内标×100％、提取回

收率（％）＝A/B×100％计算。结果显示，各质量浓度样品及内标

的基质因子分别为 68.25％、67.47％、64.16％、67.05％，RSD＜

10％；各质量浓度样品的归一化基质因子分别为 101.93％、

100.64％、95.84％，RSD＜10％；各质量浓度样品及内标的提取

回收率分别为67.07％、72.31％、69.41％、67.20％，RSD＜10％。

2.1.8 稳定性试验 分别配制低、中、高质量浓度（0.11、1.10、

8.80 ng/ml）的血浆样品，考察其在室温放置 8 h、冷冻-解冻循

环 3次、－20 ℃放置 7 d的稳定性。结果显示，各质量浓度样

品的RE为－6.24～－1.55，RSD＜10％，表明地高辛血浆样品

在上述条件下稳定。

2.2 MEIA法

2.2.1 MEIA法标准曲线的建立 按Abbott Axsym System全

自动生化分析仪的标准操作规范及试剂使用说明书操作，用

地高辛标准曲线试剂盒建立标准曲线。分别取 0、0.50、1.00、

2.00、3.00、4.00 ng/ml的标准溶液适量，进样测定。结果显示，

标准曲线符合Axsym System生化分析仪接受标准。

2.2.2 MEIA 法的质量控制 对低、中、高质量浓度（0.90、

1.90、3.20 ng/ml）室内质控样品进行考察。结果显示，所有实

测质量浓度均在其说明书规定的范围之内，RE 为 5.31％～

12.22％。室内质控样品测定结果见表3。

表3 室内质控样品测定结果

Tab 3 Determination results of the assay internal quality

control samples

加入质量浓度，ng/ml

0.90

1.90

3.20

实测质量浓度，ng/ml

1.01

2.08

3.37

规定范围，ng/ml

0.60～1.20

1.43～2.38

2.50～3.90

RE，％
12.22

9.47

5.31

通过测定卫生部临床检验中心全国血清治疗药物监测室

间质评样品，对方法进行实验室室间质评。结果显示，所有实

测质量浓度均在允许范围内，室间质评结果符合卫生部临床

检验要求[6]，RE为－10.94％～14.29％。室间质评样品测定结

果见表4。

2.3 LC-MS/MS法与MEIA法质控样品检测结果比较

取已知质量浓度（分别为0.50、0.90、1.00、1.27、1.90、2.00、

2.78、3.00、3.20、3.94 ng/ml，样品编号 1～10）的地高辛质控样

品各适量，分别采用MEIA法与LC-MS/MS法测定，检测结果

见图3。采用SPSS 13.0软件对已知质量浓度、MEIA法检测结

果、LC-MS/MS法检测结果三组数据分别进行配对 t检验，P＜

0.05为差异有统计学意义。

由图 3可见，LC-MS/MS法和MEIA法的实测质量浓度分

别为0.50～4.01、0.61～4.14 ng/ml。与质控样品已知质量浓度

相比，MEIA法检测结果略高于已知质量浓度，差异有统计学

意义（P＝0.01），LC-MS/MS法检测结果与已知质量浓度间的

差异无统计学意义（P＝0.30）；MEIA 法与 LC-MS/MS 法检测

结果相比，两者间的差异无统计学意义（P＝0.15）。

2.4 LC-MS/MS法与MEIA法患者血清样品检测结果比较

选择我院2013年接受地高辛治疗患者的稳态谷浓度血浆

样品50例（样品编号1～50），分别采用LC-MS/MS法和MEIA

法测定，检测结果见图 4。采用SPSS 13.0软件对两组数据进

行配对 t检验，P＜0.05为差异有统计学意义。

由图 4可见，LC-MS/MS法和MEIA法的实测质量浓度分

别为：0～7.51、0.36～7.54 ng/ml，平均值分别为0.06、2.98 ng/ml。

配对 t 检验结果显示，MEIA 法的测定结果显著高于 LC-MS/

MS法，差异有统计学意义（P＜0.01）。其中，MEIA法检测结

果显示，超过地高辛中毒浓度（＞2.0 ng/ml）的患者血浆样品共

计 30例，这 30例样品经LC-MS/MS法测定显示，有 14例样品

（编号 22、24、25、27、31、33、34、36、38、40、41、46、47、48）的实

测浓度＜0.8 ng/ml。通过调查该 14例患者的临床状况，发现

其均未出现地高辛中毒反应，这与LC-MS/MS法检测结果一

图3 LC-MS/MS法与MEIA法测定地高辛质控样品的结果

Fig 3 The results of digoxin control samples determined

by LC-MS/MS and MEIA
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表2 精密度和准确度试验结果（x±±s，n＝5）

Tab 2 Results of precision and accuracy tests（x±±s，n＝5）

批次
日内

日间

加入质量浓度，ng/ml

0.11

1.10

8.80

0.11

1.10

8.80

测得质量浓度，ng/ml

0.10±0.01

1.01±0.11

8.13±0.34

0.10±0.01

1.01±0.08

8.08±0.35

RSD，％
6.98

10.58

4.13

7.18

7.61

4.38

RE，％
－2.76

0.68

1.68

－9.09

－8.18

－8.18

表4 室间质评样品测定结果[6]

Tab 4 Determination results of the assay external quality

control samples

样品
1

2

3

4

5

靶值，ng/ml

1.10

2.83

1.73

0.63

2.17

实测质量浓度，ng/ml

1.07

2.52

1.56

0.72

2.03

RE，％
－2.73

－10.94

－9.83

14.29

－6.45

允许范围，ng/ml

0.88～1.32

2.26～3.40

1.38～2.08

0.43～0.83

1.74～2.60

评价结果
通过
通过
通过
通过
通过

图 4 LC-MS/MS法与MEIA法测定患者地高辛血浆样品的

结果

Fig 4 The results of patient plasma samples determined

by LC-MS/MS and MEIA
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致，而与 MEIA 法的检测结果相反。说明 MEIA 法在测定地

高辛血药浓度时可能存在较大误差，而 LC-MS/MS 法检测

结果更符合临床实际情况，较前者更适用于地高辛血药浓

度的测定。

3 讨论
地高辛稳态谷浓度与该药临床疗效密切相关，是公认的

血药浓度监测指标 [7]。然而，由于地高辛有效血药浓度极低

（0.50～2.00 ng/ml）[8]，常规色谱方法难以检测，因此笔者参照

文献[9]建立了临床地高辛血药浓度测定的LC-MS/MS法。虽

然本法地高辛低、中、高质量浓度血浆样品的基质因子＜

70％，但参照2015年版《中国药典》指导原则[10]，基质效应主要

要求不同来源血浆样品之间归一化基质因子的变异在15％以

内即可。本法地高辛低、中、高质量浓度血浆样品归一化的基

质因子分别为 101.93％、100.64％、95.84％，RSD＜10％，符合

药典要求；且本试验建立的LC-MS/MS法在0.05～10.10 ng/ml

血药浓度范围内线性关系良好，定量下限浓度血浆样品（0.05

ng/ml）的RSD为 10.40％；日内、日间RSD＜15％；提取回收率

为 67.07％～72.31％，RSD＜10％，均符合药典规定[10]，可用于

临床检测地高辛的血药浓度。MEIA法是利用地高辛与包被

微粒的第一抗体和第二抗体形成夹心体后，加入基质液，在激

发光照射下检测其光信号，从而计算地高辛的质量浓度。ME-

IA法所需样品量小，测定速度快，自动化程度高，可以批量取

样，是目前临床普遍采用的测定方法。

分别采用LC-MS/MS法和MEIA法对已知浓度的地高辛

质控样品进行测定。结果显示，LC-MS/MS 法的测定结果比

MEIA法更接近于真实浓度，但两种方法检测结果之间的差异

无统计学意义（P＞0.05）。然而，50例患者血浆样品检测结果

显示，MEIA法的检测结果高于LC-MS/MS法检测结果，两者

间的差异有统计学意义（P＜0.01），尤其对于MEIA法检测为

中毒浓度（＞2.0 ng/ml）的 30例患者血浆样品，LC-MS/MS 法

检测结果却显示其中 14例为非中毒浓度（＜0.8 ng/ml），临床

观察显示，这14例患者也并未出现心律失常、恶心、呕吐、视力

模糊等中毒症状，说明LC-MS/MS法检测结果与患者实际情

况更为相符。

据文献报道，地高辛样免疫活性物质（Digoxin-like immu-

noreactive substances，DLIS）可与免疫分析法中的地高辛抗体

交叉反应，使地高辛测定结果出现数十倍的误差[11]，这给地高

辛血药浓度监测及其剂量调整带来极大困难。DLIS包括外源

性和内源性，外源性DLIS来自于某些合并治疗药物如丹参、

人参、螺内酯及其代谢物等，由于本身物质结构与地高辛类

似，所以易与地高辛抗体发生交叉反应而干扰检测；内源性

DLIS是由体内产生和分泌的一种具有洋地黄样生物活性的小

分子物质，是洋地黄受体的内源性递质，可与地高辛抗体结

合，显著抑制细胞膜Na+-K+-ATP酶活性，具有强心、利尿、缩血

管等作用[12-13]。MEIA方法利用免疫分析法原理，极有可能存

在DLIS等物质的干扰，使地高辛难以实现准确定量，导致检

测结果明显偏高。然而，LC-MS/MS法利用色谱质谱技术独特

的分离定量能力，能排除DLIS的干扰，实现地高辛的准确定

量，这也许是两种方法测定地高辛血药浓度存在明显差异的

原因之一。此外，本研究采用LC-MS/MS法和MEIA法测定质

控样品的检测结果显示，两者间差异并无统计学意义（P＞

0.05），这可能是因为质控样品与患者血浆样品存在根本区别

（如质控样品中无DLIS干扰等），使得两种方法在测定质控样

品时结果无明显差异。

综上所述，MEIA法等免疫分析法测定地高辛血药浓度时

存在一定缺陷，导致误差的主要原因还有待进一步确证。本

研究所建立的LC-MS/MS法具有专属性强、稳定性良好、检测

快速、准确、抽血量小、可批量检测、不易产生交叉反应等优

点，可应用于临床地高辛血药浓度监测及药动学的研究。
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