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三种质谱仪测定血液环孢素 A 浓度性能确证和优选研究
王　磊 1, 赵　颖 1, 刘红星 1,2

（1. 河北燕达陆道培医院 , 河北三河　065201；2. 北京陆道培血液病研究院，北京　100176）

摘　要：目的　比较环孢素 A（CsA）血药浓度测定在 TRIPLE QUADTM 4500 MD,4000 Q TRAP 和 API 3200 MD 三台

质谱仪上的性能确证结果，优选出一台更适合环孢素 A 血药浓度测定的质谱仪。方法　对三台质谱仪上环孢素 A 血

药浓度测定的方法学、定量下限、精密度、准确度、残留、基质效应和稳定性进行比较，并对同一批临床样本在三台

质谱仪上的检测结果进行分析。结果　环孢素 A 在 TRIPLE QUADTM 4500 MD,4000 Q TRAP 和 API 3200 MD 上的检

测时间分别为 3.0，3.0 和 4.0min，峰型均良好；最低定量限分别为 1.7, 0.7 和 2.1 ng/ml；批内及批间标准偏差均小于

5%，回收率均大于 90%，残留均小于 5%，内标归一化基质因子分别为 94.96% ~ 106.02%，88.96% ~ 95.47% 和 99.14% 
~ 107.82%；24h 的 CV 在 TRIPLE QUADTM 4500 MD 和 4000 Q TRAP 上均小于 10%，在 API 3200 MD 上 CV 小于 5%。

同一批临床样本在三台质谱仪上的检测结果差异无统计学意义（P=0.665）。结论　环孢素 A 血药浓度测定在三台质谱

仪上均可进行，但从合规性和检测通量上宜选用 TRIPLE QUADTM 4500 MD。
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Abstract: Objective　To compare the performance of Cyclosporine A(CsA) in three mass spectrometers (TRIPLE QUADTM 

4500MD, 4000 Q TRAP and API 3200MD), and optimize a mass spectrometer which is more suitable for the determination of 
Cyclosporine A in blood. Methods　Compared the methodology, lower limit of quantification, precision, accuracy, residue, 
matrix effect and stability of Cyclosporine A in three mass spectrometers, and analyzed the detection results of the same batch 
of clinical samples in three mass spectrometers. Results　The detection time of Cyclosporine A on TRIPLE QUADTM 4500MD, 
4000 Q TRAP and API 3200MD was 3.0, 3.0 and 4.0min, respectively, with good peak type. The minimum quantitative limit 
was 1.7, 0.7 and 2.1 ng/ml, respectively. The standard deviation within and between batches was less than 5%, the recovery 
was more than 90%; the residue was less than 5%, the normalized matrix factor of internal standard was 94.96% ~ 106.02%, 
88.96% ~ 95.47% and 99.14% ~ 107.82%,respectively. The CV of 24h was less than 10% on TRIPLE QUADTM 4500 MD and 
4000 Q TRAP, and the CV was less than 5% on API 3200 MD. There was no significant difference in the test results of the same 
batch of clinical samples on three mass spectrometers（P=0.665）.Conclusion　Cyclosporin A can be measured on three mass 
spectrometers, but TRIPLE QUADTM 4500 MD should be used in terms of compliance and detection throughput.
Keywords: cyclosporine A;HPLC-MS/MS; performance validation

环孢素 A（cyclosporine A,CsA）是由 11 个氨

基酸水合而成的亲脂性环状多肽，是一种具有高选

择性的强效免疫抑制剂，为拮抗临床器官和组织移

植后排异反应的首选药物 [1]。在骨髓移植患者中，

主要用于骨髓移植排异和移植物抗宿主反应（graft 
versus host reaction,GVHD）的预防和治疗 [1-6]，其

使用周期长，应用频率高，但其具有治疗窗窄，个

体 差 异 大， 须 进 行 血 药 浓 度 监 测 [2-7]。 目 前，
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CsA 血 药 浓 度 测 定 方 法 主 要 有 免 疫 法（EIA，

EMIT，MEIA，CMIA，Elecsys 等）、 色 谱 法 及 质

谱法 [2-15]。由于免疫法易产生交叉反应，导致结果偏

离，同时其试剂价格昂贵；色谱法分析时间长，限

制了大样本的临床检测对血药浓度检测及时性的要

求，因此质谱法检测 CsA 血药浓度越来越受到广大

实验室的 。因此，本文根据临床需求结合医院实际

情况，在实验室现有三台不同型号质谱仪（TRIPLE 
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QUADTM 4500 MD，4000 Q TRAP 和 API 3200 
MD）上分别进行 CsA 血药浓度测定的方法学性能

确证 [16-20]，找出 CsA 血药浓度测定在实验室现有哪

款质谱仪上性能更稳定，检测更方便，且更适合大

批量临床样本检测。通过临床实际样本检测进一步

确认同一批样本分别在三台质谱仪上检测结果之间

差异是否有统计学意义，优选出合适的质谱仪用于

CsA 血药浓度测定。

1　材料与方法

1.1　研究对象　收集 2019 年 11 月 24 日 ~ 25 日送

河北燕达陆道培医院药理室检测 CsA 血药浓度的

新鲜剩余全血样本，共 100 份。要求血样无黄疸、

无乳糜、无溶血及凝血，样本剩余全血量不小于

2ml。
1.2　仪器与试剂

1.2.1　 仪 器 ：TRIPLE QUADTM 4500 MD 质 谱 仪

（ 美 国 Sciex 公 司），Jasper 高 效 液 相 色 谱 仪，

4000 Q TRAP 质 谱 仪（ 美 国 AB Sciex 公 司 ），

岛津 20A 型高效液相色谱仪（日本岛津公司），

API 3200 MD 质谱仪（美国 AB sciex 公司），岛津

Nexera Xp 型高效液相色谱仪（日本岛津公司）。

其它仪器有涡旋振荡器，离心机等。

1.2.2　 试 剂：ClinCal®-Calibrator（RECIPE，CHEM-
ICALS+INSTRUMENTS GmbH)，ClinChek®-Control
（RECIPE，CHEMICALS+INSTRUMENTS GmbH)；
CsA 测定试剂盒（红细胞裂解液和 CsA-d4 内标液

及 CsA 标准液；批号 20191111，江苏豪思生物科

技有限公司）。甲醇为色谱纯（Fisher）, 水为屈臣

氏蒸馏水（广州屈臣氏），甲酸为色谱纯（Fisher），

乙酸铵（AR，MREDA TECHNOLOGY INC）。

1.3　方法

1.3.1　色谱条件：色谱柱 Ultimate XB-C18 色谱柱

（4.6mm×50mm，5µm），柱温 60℃；流速 0.8ml/
min；流动相：2mmol/L 乙酸铵 -0.1% 甲酸水溶液

（B）-0.1% 甲酸甲醇溶液（A）。

表 1　　　　　　　　　　　　　　　　　　不同质谱仪上的色谱条件

仪器型号 洗脱梯度（A：0.1% 甲酸甲醇溶液） 进样量（µl）

TRIPLE QUADTM 4500 MD 0.01min ～ 0.5min，50% ～ 100%；维持 1.5min；～ 2.5min，～ 50%；维持 0.5min 1

4000 Q TRAP 0.01min ～ 0.5min，50% ～ 100%；维持 1.5min；～ 2.5min，～ 50%；维持 0.5min 1

API 3200 MD 0.01min ～ 0.8min，50% ～ 100%；维持 1.2min；～ 2.8min，～ 50%；维持 1.2min 5

1.3.2　质谱条件：采用电喷雾电离源（ESI+）； MRM；碰撞气：Medium。
表 2　　　　　　　　　　　　　　　　　三台质谱仪的主要质谱参数 

仪器型号 药物 母离子 (m/z) 子离子 (m/z) 去簇电压 (v) 碰撞能量 (v)

TRIPLE QUADTM 4500 MD CsA 1 220.0 1 203.0 60 32

CsA-d4 1 224.0 1 207.0 60 32

4000 Q TRAP CsA 1 219.9 1 203.1 73 27

CsA-d4 1 223.9 1 207.0 90 17

API 3200 MD CsA 1 202.7 100.2 120 120

CsA-d4 1 206.7 100.2 120 120

1.3.3　前处理方法：精密吸取 100µl 全血置于 1.5ml 
EP 管 中， 然 后 依 次 加 入 红 细 胞 裂 解 液 100µl， 
CsA-d4 内标液 300µl，涡旋震荡 1.0min，13 000r/
min 离心 8min，取上清液 150µl 于自动进样器，待检。

ClinCal®-Calibrator 和 ClinChek®-Control 处 理 方 法

同上。

1.3.4　性能确证 [16-20]

1.3.4.1　方法学考察：在上述色谱质谱条件下，取

空白全血 100µl，用 300µl 的 50% 甲醇代替内标液，

按照“1.3.3”项下处理；另取 100µl 空白全血加一

定量 CsA 标准液，余下按照“1.3.3”项下处理；另

取 100µl 患者样品全血按照“1.3.3”项下处理方法

处理。根据三组样品的出峰情况，对本实验的方法

学进行考察。 
1.3.4.2　标准曲线制备：分别在 7 个 1.5ml 的 EP 管

中加入100µl ClinCal®-Calibrator各系列校准工作液，

按“1.3.3”处理后进行检测，用加权（W=1/X2）最

小二乘法以 CsA 峰面积与 CsA-d4 峰面积比值为 (Y)
对 CsA 浓度（X）进行线性回归，得 CsA 标准曲线。

以平均信噪比（S/N）为 3 的浓度作为方法的最低

检测线（limit of detection，LOD），以平均信噪比

（S/N）为 10 的浓度作为方法的最低定量线（limit 
of quantitation，LOQ）。

1.3.4.3　精密度和正确度：按“1.3.3”样品处理办法，

对 ClinChek®-Control 每一浓度平行制备 6 个样本分

析，连续测定 3 天，根据测得结果计算日内及日间
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精密度和回收率。

1.3.4.4　残留和基质效应：通过分析高浓度样品或

校准曲线最高点浓度样品后，立即测定空白样品来

评价方法残留，测定空白基质样品中的 CsA 和内

标 CsA-d4 的峰面积，以确认残留对 CsA 准确定量

的影响；基质效应是通过评价 CsA 在有无全血基质

中的信号值强弱来实现的，分别添加 3 个浓度水平

的 CsA ClinChek®-Control 质控溶液到全血基质和纯

溶剂，按照“1.3.3”样品处理办法处理，通过比较

全血存在下 CsA 及 CsA-d4 的信号强度与不含全血

CsA 及 CsA-d4 的信号强度，通过内标归一化的基

质因子 (IS-normalized MF) 来评价基质效应，计算

公式如下：

IS-normalized MF =（ 基 质 存 在 下 CsA 峰 面

积 /CsA-d4 面积）/（基质不存在下 CsA 峰面积 /
CsA-d4 峰面积）

1.3.4.5　稳定性：由于 CsA 血药浓度检测要求及时

性，故对 ClinChek®-Control 低、中、高浓度样品分

别进行室温放置 24h 后分析，4℃冰箱放置 24h 后

分析，每个浓度五份样品，按照“1.3.3”项下进行

ClinChek®-Control 质控品处理。如果重复性测定的

偏倚不超过 ±15%，则样品的稳定性符合实验室临

床检测的要求。

1.4　统计学分析　收集的 100 份患者 CsA 血药浓

度剩余全血样本，按“1.3.3”项下处理，分别在三

台质谱仪上检测其 CsA 浓度。使用 SPSS 17.0 对三

台仪器检测结果进行方差分析，以 P ＜ 0.05 为差

异具有统计学意义。同时对三台仪器检测结果进行

相关性分析。

2　结果

2.1　方法学考察结果　见图 1。在选用条件下，

全血中内源性物质不干扰 CsA 和 CsA-d4 的测定，

CsA 在 TRIPLE QUADTM 4500 MD，4000 Q TRAP
和 API 3200 MD 出 峰 时 间 分 别 为 1.95，1.95 和

1.99min，各峰型良好，CsA-d4 与 CsA 保持一致。

TRIPLE QUADTM 4500 MD 和 4000 Q TRAP 每针

检测时间为 3min；API 3200 MD 每针检测时间为

4min，耗时较长，检测速度慢。

A. 空白全血 + 甲醇 B. 空白全血 +CsA+CsA-d4

Time,min Time,min Time,min

In
te

ns
ity

,c
ps

C. 患者全血 + CsA-d4

图 1　方法学考察（A，B，C）

2.2　标准曲线　见表 3。表明 CsA 在浓度区间（26.4 
ng/ml ~ 1 290 ng/ml）内，在 TRIPLE QUADTM 4500 
MD，4000 Q TRAP 和 API 3200 MD 质谱仪上的线

性关系良好，均可用于定量；其 LOD 分别为 0.5，

0.2，0.6 ng/ml；其 LQD 分别为 1.7，0.7，2.1 ng/
ml。

表 3　　　　　　　　　　　　　　　　不同型号质谱仪标准曲线结果

仪器型号 批次 方程 线性拟合

TRIPLE QUADTM 4500 MD 1 Y=0.001 29X-0.005 75(r=0.999 4)

Y=0.001 3X-0.004(R2=0.999 6)2 Y=0.001 25X-0.004 03(r=0.999 6)

3 Y=0.001 19X-0.003 94(r=0.999 8)

4000 Q TRAP 1 Y=0.002 23X-0.00 73(r=0.999 4)

Y=0.002 3X-0.000 63(R2=0.999 0)2 Y=0.002 18X-0.005 31(r=0.999 6)

3 Y=0.002 29X-0.006 34(r=0.997 8)

API 3200 MD 1 Y=0.00 18X+0.002 67(r=0.999 4)

Y=0.001 8X+0.003 6(R2=0.999 4)2 Y=0.001 82X+0.002 26(r=0.999 4)

3 Y=0.001 79X+0.003 63(r=0.999 5)

2.3　 精 密 度 和 准 确 度　 见 表 4。CsA 在 TRIPLE 
QUADTM 4500 MD，4000 Q TRAP 和 API 3200 MD
上的相对标准偏差均较小（<5%），精密度好，回

收率高 (>90%)，准确度好。说明此三台质谱仪上

的 CsA 检测方法均能满足患者 CsA 血药浓度监测

对精密度和准确度的要求。
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表 4　　　　　　　　　　　　　　　三台质谱仪精密度与准确度结果

仪器型号 浓度 (ng/ml) x(ng/ml) 批内 RSD（%） 批间 RSD（%） 回收率（%） 批内拟合 RSD（%） 批间拟合 RSD（%）

TRIPLE QUADTM 57 57.69 3.77 4.59 101.25

4500 MD 119 113.72 4.53 4.97 95.56 3.91 4.66

237 223.33 3.42 3.81 94.29

4000 Q TRAP 57 58.03 1.95 4.06 101.74

119 115.44 2.07 3.09 96.98 2.63 3.03

237 222.22 2.63 3.03 93.74

API 3200 MD 57 58.43 2.86 2.69 102.53

119 117.89 2.68 2.58 99.04 2.17 2.12

237 232.39 0.97 1.08 98.06

2.4　残留、基质响应结果　残留结果见表 5，CsA
和 内 标 CsA-d4 在 TRIPLE QUADTM 4500 MD，

4000 Q TRAP 和 API 3200 MD 三台质谱仪上残留结

果均小于 5%，符合中国药典药品生物样品定量分

析方法验证指导原则 [16]。

基质效应结果见表 6，表明有全血、无全血基

质中加入不同浓度 CsA 在 TRIPLE QUADTM 4500 

MD，4000 Q TRAP 和 API 3200 MD 三 台 质 谱 仪

上 的 IS-normalized MF 分 别 为 94.96%~ 106.02%，

88.96% ~ 95.47% 和 99.14%~ 107.82%，偏倚（CV）

均小于 15%，说明内标与分析物的基质效应接近，

可以补偿样品中分析物可能出现的基质效应，基质

效应评价符合中国药典药品质量标准分析方法验证

指导原则 [16]。

表 5　　　　　　　　　　　　　　　　　　三台质谱仪残留结果

仪器型号 样本类型
CSA CSA-d4

峰面积 最低点峰面积 残留 峰面积 最低点峰面积 残留

TRIPLE QUADTM 4500 MD 最高点样品 1 440 000   - 853 000    -

空白 01 651 25 100 2.6 2 210 831 000 0.3

空白 02 221 0.9 1 530 0.2

4000 Q TRAP 最高点样品 3 280 000    - 1 230 000    -

空白 01 0 56 300 0 0 1 140 000 0

空白 02 0 0 0 0

API 3200 MD 最高点样品 1 210 000   - 552 000   -

空白 01 948 23 700 4.0 11 688 487 000 2.4

空白 02 40.4 0.2 122 0.02

表 6　　　　三台质谱仪基质效应结果（%）

仪器型号
IS-normalized MF 偏倚

（CV）QCL QCM QCH

TRIPLE QUADTM 4500 MD 106.02 95.46 94.96 5.20

4000 Q TRAP 95.47 88.96 89.68 5.30

API 3200 MD 99.14 103.76 107.82 4.14

2.5　稳定性结果　低、中、高浓度质控品分别进行

室温放置 24h，4℃冰箱放置 24h 稳定性实验（n=5），

在 TRIPLE QUADTM 4500 MD，4000 Q TRAP 和

API 3200 MD 三台质谱仪上重复测定的偏倚 (CV)
均小于 15%，稳定性数据符合要求；但根据实验数

据可知，样本 4℃冰箱放置其结果偏倚更小，更稳定，

在实际操作中更可行。

表 7　　三台质谱仪稳定性结果（n=5）

仪器型号
浓度

（ng/ml）
室温 24h

偏倚（%） 
4℃冰箱 24h
偏倚（%）

TRIPLE QUADTM 4500 MD 57 4.14 4.67

119 8.40 2.86

237 8.19 3.71

4000 Q TRAP 57 3.90 4.21

119 5.21 1.03

237 6.16 7.17

API 3200 MD 57 2.56 2.70

119 0.50 1.51

237 1.35 2.70
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2.6　临床应用　随机收集 2019 年 11 月 24 日 ~25
日的环孢素样本 100 份，并分别在三台质谱仪上

进行检测，其中 CsA 血药浓度结果小于 100 的占

比 58%，结果大于 100 并小于 300 的占比 42%。

其方差分析结果为 F=0.409，P=0.665>0.05，说明

TRIPLE QUADTM 4500 MD 与 4000 Q TRAP，API 
3200 MD 三种方法检测结果差异均无统计学意义。

同时，TRIPLE QUADTM 4500 MD 与 4000 Q TRAP
相关系数为 0.994 0，4000 Q TRAP 与 API 3200 MD
样 本 结 果 相 关 系 数 为 0.996 9，TRIPLE QUADTM 
4500 MD 与 API 3200 MD 相关系数为 0.995 9, 说明

三台质谱仪检测结果相关性较好，无需换算可直接

进行互相转换，供临床参考。见图 2。

A. TRIPLE QUADTM 4500 MD 与 4000 Q TRAP　  　B.  4000 Q TRAP 与 API 3200 MD　　C.  TRIPLE QUADTM 4500 MD 与 API 3200 MD
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Y=1.006 5X+0.794 8

R2=0.988 1

Y=1.075 5X-1.363 7

R2=0.993 9
Y=1.087 9X-1.047 9

R2=0.992

图 2　相关性分析 
3　讨论

CsA 作为环状多肽类免疫抑制剂，主要用于临

床 GVHD 的预防和治疗。由于其分子量较大，代

谢产物种类较多，且代谢产物含量各异 [1-11]。因此，

其血药浓度受不同检测方法影响较大 [2-5,7-10]。用免

疫法检测，其代谢产物和结构类似物容易与 CsA 发

生免疫交叉反应，导致 CsA 血药浓度检测结果偏高

或偏低；同时又由于 CsA 代谢产物活性不同，导致

CsA 血药浓度结果与临床现象不符，对 CsA 血药浓

度监测，方法的选择就显得尤为重要。DAVID W.Holt
等 [11] 人认为色谱法作为 CsA 血药浓度测定的金标

准，质谱检测具有更高的灵敏度和选择性。2002 年

澳大利亚的专家共识指出 CsA 血药浓度测定可以选

择免疫法（EMIT，ACMIA）或者是色谱法和质谱

法，同时指出随着质谱仪的普及，质谱法检测 CsA
血药浓度将成为趋势 [12]。2009 年 WHO 指出 CsA
血药浓度测定应选择特异性强的检测方法，避免代

谢产物的干扰 [13]。同时西雅图标准中也指出 CsA
血药浓度选择高效液相色谱串联质谱测定且梅奥诊

所也采用高效液相色谱串联质谱来测定免疫抑制剂

的血药浓度 [14]。2019 年，中国治疗药物监测专家

共识指出，从药物专属性上推荐采用液相色谱 - 质

谱联用技术和高效液相色谱技术用于药物血药浓

度测定 [15]。本文选择质谱法检测 CsA 血药浓度，

是基于色谱法作为 CsA 血药浓度监测的金标准而进

行的，通过确定的质量数特异性监测 CsA，进而定

量，其不受代谢产物和结构类似物的干扰，用于检

测 CsA 母体药物。

由于本实验拥有三台质谱仪（TRIPLE QUADTM 

4500 MD，4000 Q TRAPAPI 与 3200 MD），不同

仪器间用于检测骨髓移植患者 CsA 血药浓度是否

存在差异以及哪台仪器更适合的问题，一直困扰实

验室。本试验主要对以上三种不同型号质谱仪进

行 CsA 血药浓度进行性能验证，以明确哪一种型

号质谱仪更加适合 CsA 血药浓度监测，主要通过

标准曲线，日内、日间精密度，残留，基质效应，

稳定性这几方面进行验证 [15-20]。有以上结果可见，

API 3200 MD 检测时间长，进样量大，质谱仪易受

污染。本实验室前期预实验也发现 API 3200 MD 对

色谱梯度洗脱方法要求很严格，其影响检测稳定性

因素较多。而 TRIPLE QUADTM 4500 MD 与 4000 
Q TRAP 检测时间短，进样量小，其方法较稳定。

但由于其价格较高，尚不能广泛使用。而 API 3200 
MD 和 TRIPLE QUADTM 4500 MD 均 获 得 CFDA
批准，可以用于临床实验室检测。整体结果表明

TRIPLE QUADTM 4500 MD 与 4000 Q TRAP 和 API 
3200 MD 相比，更适合于 CsA 血药浓度监测。希

望基于本试验的结果对临床如何选择质谱仪监测

CsA 血药浓度提供参考，以便更好地实现个体化、

合理化用药 [2-5,9-12]。
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