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摘 要 目的：比较液相色谱-串联质谱（LC-MS/MS）法与酶放大免疫（EMIT）法测定人血清中丙戊酸（VPA）浓度的差异，为临床

治疗药物监测提供参考。方法：分别采用LC-MS/MS法和EMIT法对144份住院或门诊患者血清样品中的VPA浓度进行检测，采

用配对 t检验、Pearson相关性分析和Bland-Altman偏差图等方法对其检测结果的差异进行评价。结果：LC-MS/MS法和EMIT法

的检测结果呈正相关（r＝0.924，P＜0.05）；两者的回归方程为 cEMIT＝0.920 7cLC-MS/MS－1.114 4（r＝0.924）；LC-MS/MS法和EMIT法

测得的VPA平均血药浓度分别为（49.9±21.2）、（54.9±21.3）μg/mL，组间比较差异有统计学意义（P＜0.05）；EMIT法检测结果比

LC-MS/MS法偏高8.3 μg/mL，95％置信区间为（－13.6，18.7）。结论：LC-MS/MS法和EMIT法测定人血清中VPA的浓度相关性良

好，但检测结果有一定的差异，建议同一患者长期监测应选用同一种方法。
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Comparative Stndy on Concentration Determination of Valproic Acid in Human Serum by LC-MS/MS and

EMIT
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ABSTRACT OBJECTIVE：To compare the difference in the concentration determination of valproic acid（VPA）in human serum

by LC-MS/MS and EMIT. METHODS：Both LC-MS/MS and EMIT methods were applied to determine the serum concentration of

VPA in 144 inpatients or outpatients. The paired t-test，Pearson correlation analysis，Bland-Altman deviation chart and other methods

were used to evaluate the difference in the results of concentration determination. RESULTS：The results of LC-MS/MS method was pos-

itively correlated with that of EMIT method（r＝0.924，P＜0.05）；the regression equation of them was cEMIT＝0.920 7cLC-MS/MS-1.114 4

（r＝0.924）. Average serum concentrations of VPA determined by LC-MS/MS and EMIT were（49.9±21.2）and（54.9±21.3）μg/mL，

with statistical significance（P＜0.05）. The serum concentration of VPA determined by EMIT was higher than that by LC-MS/MS

8.3 μg/mL，95％ confidence interval was（－13.6，18.7）. CONCLUSIONS：The serum concentration of VPA determined by LC-MS/MS and

EMIT have high correlation. But the determination results still have certain difference，it is suggested to use same method for long-

term monitering.
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丙戊酸（Valproic acid，VPA）为临床上应用最广泛的
广谱抗癫痫药物，最初主要用于治疗失神性发作，现广
泛应用于治疗各种类型的癫痫发作，包括全身强直阵挛
性发作、肌阵挛性发作和小发作等[1-2]。VPA是癫痫大发
作合并小发作的首选药物，还可用于多种精神和神经系
统疾病，如双极神经元障碍、精神分裂症、抑郁症、神经
痛、偏头痛、阿尔茨海默病及其他神经性病变[3]。其在临
床上使用频率很高，但由于该药治疗窗较窄，服用后药
动学及药效学个体差异大，抗癫痫作用和毒性与血药浓
度密切相关 [4]，故临床使用需对其进行血药浓度监测。

目前，测定 VPA 血药浓度的方法主要有高效液相色谱
（HPLC）法、酶放大免疫（EMIT）法、荧光偏振免疫分析

（PFIA）法、气相色谱法、高效液相色谱 - 串联质谱

（LC-MS/MS）法等。其中，EMIT法自动化程度高、样品

用量少，仅需简单处理即可完成测定，适合于急诊和样

本量较大的分析；但因其试剂盒稳定性较差、专属性较

差、价格昂贵、对环境要求较高等缺点限制了该方法在

临床上的应用；LC-MS/MS法测定血药浓度具有准确度

高、灵敏度高、专属性强、分析快速等优点，现逐步在临

床中得以推广[4-7]。不同方法在药物血药浓度监测应用

方面各有优劣，故本研究考察了上述 2种方法测定人血

清中VPA浓度的差异，以期为不同患者选择合适的监测

方法、优化个体化给药方案提供参考。

1 材料
1.1 仪器

Eksigent Skspert Ultra LC 110XL型液相系统（包括

四元泵、进样器和柱温箱）、API 4500 Qtrap型质谱仪[配

备电喷雾电离源（ESI），美国Applied Biosystems公司]；

AE-240型电子天平（美国梅特勒-托利多仪器有限公
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司）；VIVA-E型全自动药物浓度分析仪（德国西门子公

司）；Lab Dancer型涡旋仪（德国 IKA公司）；Milli-Q型超

纯水仪（美国Millipore公司）。

1.2 药品与试剂

VPA 对照品（美国 Sigma 公司，批号：47H3481，纯

度：98％）；苯甲酸对照品（内标，镇江前进化工有限公

司，批号：131104，纯度：99％）；Emit 2000 VPA 定标液

（批号：4G109UL-1）和 Emit 2000 VPA 检测试剂（批号：

4F019UL-G1）均购自德国西门子公司；VPA Emit检测质

控品（美国BIO-RAD公司，批号：57321、57322、57323）；

甲醇为分析纯，水为去离子水。

2 方法与结果
2.1 LC-MS/MS方法

2.1.1 色谱与质谱条件 色谱柱：Atlantis dC18（150

mm×3.9 mm，3 μm）；流动相：甲醇-水（82 ∶ 18，V/V）；流

速：1.0 mL/min；进样量：3 μL。

ESI；以多反应监测（MRM）模式扫描，负离子方式

检测；离子化电压：－4 500 V；温度：600 ℃；喷雾气（氮

气）压力：60 psi；辅助加热气（氮气）压力：60 psi；碰撞气

模式：Medium；扫描时间：200 ms。用于定量分析的离子

分别为m/z 143.4[VPA，碰撞能量（CE）：－10 eV，去簇电

压（DP）：－76 V]、m/z 121.0（内标，CE：－37 eV，DP：－8

V）。

2.1.2 溶液的制备 精密称取VPA对照品适量，用甲醇

溶解并稀释，得VPA 质量浓度为 990 μg/mL的贮备液，

再用50％甲醇稀释，得相应质量浓度的标准溶液，备用。

精密称取内标对照品适量，用甲醇溶解并稀释，得

质量浓度为1.0 mg/mL的内标贮备液，再用甲醇稀释，得

质量浓度为1.0 μg/mL的内标溶液，备用。

2.1.3 血清样品处理 取血清样品 25 μL，加入 50％甲

醇 25 μL、内标溶液 25 μL 和甲醇 100 μL，涡旋混匀 1

min，离心 5 min（13 000×g），精密吸取上清液 3 μL进样

分析。

2.1.4 专属性考察 分别取6份不同来源的空白血清各

25 μL，除不加内标外，其余按“2.1.3”项下方法操作，进

样分析，得色谱图1A；将相应质量浓度的标准溶液加至

空白血清中，按“2.1.3”项下方法操作，进样分析，得色谱

图1B和1C；取患者血清样品适量，按“2.1.3”项下方法操

作，进样分析，得色谱图 1D。结果显示，VPA和内标的

保留时间分别为 2.23和 1.89 min，空白血清中的内源性

物质不干扰其血药浓度的测定。

2.1.5 标准曲线的绘制与定量下限的考察 取空白血

清和 VPA 对照品贮备液各适量，配制成 VPA 质量浓度

为 0.50、1.00、5.00、10.0、50.0、100、200 μg/mL 的血清样

品，按“2.1.3”项下方法处理后，进样测定，记录色谱图。

以待测物质量浓度（x）为横坐标、待测物与内标的峰面

积比值（y）为纵坐标，采用加权最小二乘法（加权系数

w＝1/x2）进行线性回归，得VPA的回归方程为y＝0.001 2x+

0.011 5（r＝0.998 7）。结果显示，VPA 的血药浓度在

0.50～200 μg/mL 范围内线性关系良好，定量下限为

0.50 μg/mL。

2.1.6 精密度与准确度试验 取空白血清适量，配制
VPA低、中、高质量浓度（0.80、40.0、160 μg/mL，下同）的
质控样品，每质量浓度取6样本分析，连续测定3 d，根据
当日标准曲线计算各样品的测得质量浓度，考察方法的
精密度与准确度。结果显示，该方法的日内、日间RSD

和相对偏差（RE）均＜15％，符合相关规范的要求 [8]。

LC-MS/MS法的精密度与准确度试验结果见表1。

表1 LC-MS/MS法的精密度与准确度试验结果（x±±s）

Tab 1 Results of precision and accuracy tests for

LC-MS/MS method（x±±s）

理论质量浓度，
μg/mL

0.80

40.0

160

日内精密度（n＝6）

测得质量浓度，
μg/mL

0.8±0.1

44.4±3.2

149.0±7.5

RSD，％

11.9

02.5

12.2

日间精密度（n＝3）

测得质量浓度，
μg/mL

0.8±0.1

42.5±2.9

152.0±10.5

RSD，％

7.9

6.1

8.5

RE，％

02.5

11.1

06.9

2.1.7 提取回收率与基质效应试验 分别取6份不同来
源的空白血清各25 μL，经甲醇100 μL沉淀，涡旋混匀1

min，离心5 min（13 000×g），取上清液，加入相应质量浓
度的VPA标准溶液（使最终质量浓度分别与低、中、高质
量浓度质控样品相同）和内标溶液 25 μL，涡旋混匀后，

进样分析，得各组分峰面积（B）。以水代替空白血清进
行上述操作，得各组分峰面积（A）。取当日质控样品，按

“2.1.3”项下方法处理后，进样分析，得各组分峰面积
（C）。基质效应＝B/A×100％，提取回收率＝C/B×100％
[基质效应考察低、高质量浓度血清样品，提取回收率考
察低、中、高质量浓度血清样品]。结果表明，VPA低、高
质量浓度血清样品的基质效应分别为 91.0％和 92.5％，

内标基质效应为95.6％，基本可忽略基质效应的影响[9]；

VPA低、中、高质量浓度血清样品的提取回收率分别为
95.9％、105.0％和96.3％，内标的提取回收率为96.5％。

2.1.8 稳定性试验 取空白血清适量，配制VPA低、高

A. 空白血清；B. 空白血清+VPA（0.50 μg/mL）+内标；C. 空白血清+

VPA（50.0 μg/mL）+内标；D. 患者血清样品+内标；1. 内标；2. VPA

A. blank serum；B. blank serum+VPA（0.50 μg/mL）+ internal standard；

C. blank serum+VPA（50.0 μg/mL）+internal standard；D. serum sample

of patients+ internal standard；1. internal standard；2. VPA

图1 典型色谱图

Fig 1 Typical chromatograms
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质量浓度质控样品，考察其在不同条件下的稳定性。结

果显示，各样品室温放置 6 h 稳定（RE 为－3.9％～

7.8％），各样品经历3次冷冻-解冻循环（－20 ℃～室温）

稳定（RE 为 2.9％～7.1％），各样品于－20 ℃冷冻放置

31 d稳定（RE为－6.3％～5.5％）。

2.2 EMIT法

2.2.1 样品测定 按VIVA-E全自动药物浓度分析仪的

标准操作规范、以Emit 2000 VPA定标液进行定标，线性

范围为 0～150 μg/mL，患者样品采用Emit 2000 VPA检

测试剂进行测定，每批次测定样品时需对质控品进行平

行测定。

2.2.2 精密度与回收率试验 分别取低、中、高质量浓

度（36.4、66.2、135 μg/mL）的 VPA 质控品，1 d 内平行操

作 6次，连续测定 3 d，计算精密度和方法回收率。结果

显示，日内、日间RSD＜15％，低、中、高质量浓度质控品

的方法回收率分别为93.7％、95.2％、105.4％，详见表2。

表2 EMIT法的精密度与回收率试验结果（x±±s）

Tab 2 Results of precision and accuracy tests for

EMIT method（x±±s）

理论质量浓度，
μg/mL

36.4

66.2

135.

日内精密度（n＝6）

测得质量浓度，
μg/mL

35.2±6.8

61.5±8.0

142.0±12.4

RSD，％

02.3

06.6

11.2

日间精密度（n＝3）

测得质量浓度，
μg/mL

34.8±5.2

64.7±4.4

137.0±10.5

RSD，％

05.8

10.1

05.6

方法回
收率，％

093.7

095.2

105.4

2.3 LC-MS/MS法与MEIA法患者血清样品检测结果

比较

选择我院住院或门诊患者常规VPA血药浓度监测

样品，共 144份。将分离的血清分为 2份，1份于当日采

用EMIT法测定，另1份样品于－20 ℃冰箱内保存，1周

内采用LC-MS/MS法测定，比较 2种方法检测结果的差

异。应用SPSS 17.0软件对数据进行统计分析。正态性

检验采用Kolmogorv-Smirnov法，检测结果的差异采用

配对 t检验，其相关性评价采用 Pearson相关性分析；同

时，绘制LC-MS/MS法和EMIT法检测结果的散点图和

Bland-Altman偏差图，评价检测结果的一致性[10]。

Kolmogorv-Smirnov 法分析结果显示，LC-MS/MS

法和EMIT法检测结果均符合正态分布；Pearson相关性

分析结果显示，2 种方法的检测结果呈正相关（r＝

0.924，P＜0.05）；以 LC-MS/MS 法检测结果（cLC-MS/MS）为

横坐标、EMIT 法检测结果（cEMIT）为纵坐标进行线性回

归，得回归方程为 cEMIT＝0.920 7cLC-MS/MS－1.114 4（r＝

0.924），详见图2。

LC-MS/MS法测得的平均血药浓度为（49.9±21.2）

μg/mL，EMIT 法测得的平均血药浓度为（54.9±21.3）

μg/mL，两者比较差异有统计学意义（P＜0.05）。

LC-MS/MS法和EMIT法测定患者血清中VPA浓度

的Bland-Altman偏差图（图3）可见，EMIT法检测血清中

VPA的浓度比LC-MS/MS法偏高 8.28 μg/mL，95％置信

区间为（－13.6，18.7）。

3 讨论
近几年，LC-MS/MS 法不断发展，由于其具有高效

的色谱分离和专属特异的质谱检测等优势而被广泛应
用于生物样品的分析。本试验建立了测定血清中VPA

浓度的 LC-MS/MS法，以VPA类似物苯甲酸为内标，具
有快速、灵敏、专属性较高、干扰少、稳定性好等优点，适
用于VPA血清浓度的常规监测，现已逐步在实际应用中
推广[6]。

EMIT法是基于样品中药物与试剂中葡萄糖-6-磷酸
脱氢酶（G6PDH）标识的药物竞争抗体结合位点，活性酶
与抗体结合后活性降低，根据酶活性变化来确定样品中
待测物质量浓度的方法。该方法自动化程度高、样品用
量少，仅需简单处理即可完成，适合于急诊和样本量较
大的分析。但其商品化的试剂盒稳定性较差、对环境要
求高、价格昂贵、专属性较差等缺点也限制了其临床应
用[5]。

本研究对比了EMIT法和LC-MS/MS法测定血清中
VPA浓度的差别。结果显示，2种检测方法的相关性良
好（r＝0.924，P＜0.05），但 EMIT 法 的 测 定 结 果 比
LC-MS/MS 法高，且组间比较差异有统计学意义（P＜

0.05）。通过 Bland-Altman 偏差图法可直观地反映 2种
方法检测结果的差异性，提示两者可能存在系统偏差。

造成这种差异的原因可能为：一方面，EMIT法利用酶标
半抗原与抗体相互识别并结合而产生不同的检测信号，

图2 LC-MS/MS法和EMIT法检测结果的散点图

Fig 2 Scatter diagram of determination results of

LC-MS/MS and EMIT methods
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图 3 LC-MS/MS法和 EMIT法测定患者血清中 VPA

浓度的Bland-Altman偏差图

Fig 3 Bland-Altman deviation graph of VPA serum
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进而转换成浓度单位来测定待测药物浓度，若待测样品

中含有与待测药物结构相近的代谢产物、内源性物质

时，易产生交叉反应，可干扰检测结果。VPA在人体内

可代谢为2-丙基-4-戊烯酸，此代谢物与VPA的药理作用

及毒副作用均相似，结构母核也相近，故EMIT法测定血

清中VPA药物浓度可能是VPA及其代谢物药物浓度的

总和[11]。另一方面，基于EMIT法是以活性酶与抗体竞争

结合为原理，而酶活性会受外界环境温度的影响，因此工

作环境的温度也可显著影响EMIT法的检测结果[12]。

LC-MS/MS法和EMIT法检测VPA血药浓度，其检

测结果呈正相关，但后者检测结果较前者高。因此，在

临床监测VPA血药浓度时应予以关注，并作相应调整。

VPA血药浓度受患者基因多态性、并发疾病、肝肾功能

改变、药物剂型、药物相互作用以及高蛋白饮食等众多

因素的影响，从而使得常规用药可能导致不同患者出现

不同的临床疗效[4]。建议同一患者长期监测应选用同一

种方法，并结合其他检验指标及患者实际症状，为临床

提供准确可靠的个性化用药依据，更好地指导临床剂量

调整，优化药物治疗方案。
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·不良反应与监测·

我院21例利培酮致白细胞减少的不良反应报告分析Δ
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摘 要 目的：分析利培酮导致白细胞减少的不良反应特点。方法：收集并分析2004－2015年我院上报的21例利培酮致白细胞

减少的不良反应病例并进行分析，探讨利培酮导致白细胞减少的特点。结果：21例患者中，男性 10例，女性 11例。年龄 15～72

岁，其中31～40岁有9例，占42.9％。原患疾病以精神分裂症为主，患者均为口服用药，用药剂量为正常剂量，用药至发生白细胞

减少的潜伏期为（28.6±21.4）d。发生不良反应时，患者均无不适的主诉，白细胞计数均值为（3.1±0.5）×109 L－1，经减量、停药及对

症处理均好转。结论：利培酮致白细胞减少时，患者通常无躯体不适的主诉，临床需定期监测、尽早识别、谨慎处理。

关键词 利培酮；白细胞减少；不良反应；合理用药
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