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  [摘 要] 目的 建立了测定肾功能亢进(ARC)患者血浆中亚胺培南(IMP)浓度的超高效液相色谱-串联

质谱(UPLC-MS/MS)方法,并研究IMP在ARC患者体内的药代动力学特征。方法 血浆样品用乙腈沉淀蛋

白处理,以阿莫西林为内标,采用UPLC-MS/MS
 

法分析。筛选IMP的给药方案为1
 

g,静脉滴注,每隔8
 

h的

ARC患者,收集不同时间点的血药浓度,计算药代动力学参数。结果 IMP在0.40~200.00
 

μg/mL范围内线

性良好,精密度、准确度、基质效应、方法回收率和稳定性均符合要求。IMP
 

在ARC
 

患者体内的半衰期为(0.97
±0.06)h,血药浓度-时间曲线下面积(AUC)为(48.49±14.93)mg/(L·h),表观分布容积为(16.15±7.90)L,
肌酐清除率为(18.30±5.70)L/h,达峰浓度为(15.63±4.60)μg/mL。结论 UPLC-MS/MS法准确度高、灵

敏度强,可有效用于测定ARC患者血浆中
 

IMP
 

浓度。ARC患者体内IMP的代谢速率和清除率可能发生变

化,为临床用药提供重要参考。
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[Abstract] Objective To

 

establish
 

a
 

ultra
 

performance
 

liquid
 

chromatography-tandem
 

mass
 

spectrome-
try

 

(UPLC-MS/MS)
 

assay
 

to
 

quantify
 

plasma
 

imipenem
 

(IMP)
 

in
 

patients
 

with
 

Augmented
 

Renal
 

Clearance
 

(ARC),and
 

to
 

investigate
 

the
 

pharmacokinetic
 

characteristics
 

of
 

IMP
 

in
 

patients
 

with
 

ARC.Methods The
 

plasma
 

samples
 

were
 

treated
 

with
 

acetonitrile
 

precipitated
 

protein
 

and
 

analyzed
 

by
 

UPLC-MS/MS
 

method
 

with
 

amoxicillin
 

as
 

the
 

internal
 

standard.ARC
 

patients
 

with
 

IMP
 

administration
 

regimen
 

of
 

1
 

g,intravenous
 

drip,ARC
 

patients
 

at
 

an
 

interval
 

of
 

8
 

h
 

were
 

screened,blood
 

samples
 

were
 

collected
 

at
 

different
 

times
 

and
 

plasma
 

concentrations
 

were
 

detected,and
 

pharmacokinetic
 

parameters
 

were
 

calculated.Results Linear
 

cali-
bration

 

curves
 

of
 

IMP
 

were
 

generated
 

over
 

the
 

range
 

of
 

0.40-200.00
 

μg/mL,and
 

the
 

precision,accuracy,ma-
trix

 

effect,method
 

recovery
 

and
 

stabilityall
 

met
 

the
 

requirements.The
 

half-life
 

of
 

IMP
 

in
 

ARC
 

patients
 

was
 

(0.97±0.06)h,the
 

area
 

under
 

the
 

drug
 

curve
 

(AUC)
 

was
 

(48.49±14.93)mg/(L·h),the
 

apparent
 

volume
 

of
 

distribution
 

was
 

(16.15±7.90)L,and
 

the
 

creatinine
 

clearance
 

rate
 

was
 

(18.30±5.70)L/h.The
 

peak
 

con-
centration

 

was
 

(15.63±4.60)μg/mL.Conclusion This
 

method
 

has
 

high
 

accuracy
 

and
 

high
 

sensitivity,and
 

can
 

be
 

effectively
 

applied
 

to
 

the
 

detection
 

of
 

IMP
 

concentration
 

in
 

plasma
 

of
 

ARC
 

patients.The
 

metabolic
 

rate
 

and
 

clearance
 

rate
 

of
 

IMP
 

may
 

change
 

in
 

ARC
 

patients,which
 

provides
 

an
 

important
 

reference
 

for
 

clinical
 

drug
 

use.
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  肾功能亢进(ARC)是指肾脏功能紊乱的一种特

殊病理状态,其特征为肌酐清除率(CrCl)增加,肾脏

对药物的清除增强,与患者药物亚治疗浓度的暴露、
治疗失败甚至耐药性相关,对患者的预后有非常重要

的影响[1-2]。
亚胺培南(IMP)作为碳青霉烯类抗菌药物的经

典药物之一,被广泛用于重症感染患者,是临床指南

推荐的一线用药[3]。当
 

IMP
 

的血药浓度达到致病菌

的4倍最低抑菌浓度(MIC)以上,且该浓度的维持时

间占给药间隔至少在40%~50%时才能达到有效的

杀菌活性,这一比率越高,药物药效越好[4]。由于

IMP主要经肾脏清除(70%~76%),当患者在 ARC
的特殊病理状态时,会严重影响IMP在体内的药物

浓度,导致药物治疗失败[5]。
因此,建立准确、稳定、可靠的IMP分析方法,从

而了解IMP在ARC患者体内的药代动力学特征,结
合患者体内

 

IMP
 

的血药浓度,及时给予个体化给药

方案,对提高临床疗效,改善患者的预后具有重要

意义。
1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 药品及试剂 注射用亚胺培南西司他丁钠

(杭州默沙东有限公司);对照品IMP(纯度≥98%,批
号wkq20212310,四川省维克奇生物科技有限公司);
内标 阿 莫 西 林 对 照 品 (AMX,纯 度 ≥98%,批 号

130409-202113,中国食品药品检定研究院);稳定剂

3-(N-吗啉基)丙烷磺酸(MOPS,纯度≥99%,批号

BCCB9738,德国Sigma公司);色谱纯乙腈和甲醇(美
国Honeywell公司);色谱纯甲酸(东京化成工业株式

会社);其他试剂均为分析纯及以上。
1.1.2 实验仪器 超高效液相色谱-串联质谱(UP-
LC-MS/MS)联用仪系统:Acquity

 

UPLC超高效液相

色谱仪、Quattro
 

Premier
 

XE
 

三重四级杆质谱仪、
Masslynx4.1

 

数据处理系统(美国 Waters
 

公司);高
速低温离心机(德国Eppendorf公司)等。
1.1.3 研究对象 2022年6月至2023年6月收治

在本中心使用了IMP的ARC患者。入组条件:18~
80周岁患者、CrCl>130

 

mL/min·1.73
 

m2、急性生

理和慢性健康评分(APACHEⅡ评分)≥15分或序贯

器官衰竭估计(SOFA)评分≥2分。
1.2 方法

1.2.1 色谱与质谱条件

1.2.1.1 色谱条件 色谱柱:Waters
 

ACQUITY
 

UPLC
 

BEH-C18 色谱柱(2.1
 

mm×50.0
 

mm,1.7
 

μm);A相:0.1%甲酸溶液;B相:乙腈;洗针液∶乙

腈-水(1∶1,V/V);流速:0.20
 

mL/min,洗脱条件见

表
 

1;柱温:40
 

℃;自动进样器温度:10
 

℃;进样量

1
 

μL。
1.2.1.2 质谱条件 离子源:电喷雾喷离(ESI)正离

子模式;检测方式:多重反应选择离子监测(MRM)扫
描;离子源温度:150

 

℃;毛细管电压:3
 

kV,脱溶剂气

温度:350
 

℃;碰撞能电压:IMP为18
 

V,内标AMX为

28
 

V;锥孔电压:IMP和AMX均为27
 

V;定量分析离

子对:IMP为300.37→142.00,AMX 为366.12→
114.14。IMP及内标AMX的二级质谱图见图1。

表1  色谱柱梯度洗脱条件

时间(min) 流速(mL/min) A(%) B(%)

0.00 0.20 92 8

0.95 0.20 92 8

0.96 0.20 60 40

2.40 0.20 60 40

2.41 0.20 92 8

3.50 0.20 92 8

图1  IMP(A)及内标(B)的二级质谱图

1.2.2 溶液的配制

1.2.2.1 IMP储备溶液的配制 精密称量IMP对

照品约5.00
 

mg,至于4
 

mL
 

EP管中,用超纯水溶解

并稀释至约5.00
 

mg/mL,于-80
 

℃冷冻保存。

1.2.2.2 内标溶液的配制 精密称量AMX对照品

5.06
 

mg(按纯度98%计算),加入4.96
 

mL
 

85%甲醇

溶液溶解混匀,用90%乙腈溶液继续稀释,配制成

1.00
 

mg/mL的内标工作液。

1.2.3 标准溶液的制备 精密吸取IMP储备液40
 

μL于
 

1.5
 

mL
 

离心管中,吸取960
 

μL
 

空白血浆,并用
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空白血浆进行稀释,分别配制成质量浓度为
 

0.40、

0.80、2.00、8.00、32.00、80.00、160.00、200.00
 

μg/mL的标准曲线溶液。另取空白血浆适量,加入

IMP储备溶液,分别配制成质量浓度为
 

1.00、40.00、

180.00
 

μg/mL的低、中、高3个质控血浆样品。

1.2.4 血浆样品处理方法 取50
 

μL血浆样本和

0.50
 

mol/L
 

MOPS混合物(2∶1,V/V)加入200
 

μL
内标工作液(AMX浓度为0.20

 

μg/mL,溶剂为90%
乙腈溶液),充分混合,于13

 

000
 

rpm、5
 

℃离心10
 

min后,取 上 清 液50
 

μL 与200
 

μL 水 混 匀,进 样

1
 

μL。

1.2.5 药代动力学研究 筛选IMP的给药方案为

1
 

g,静脉滴注,每隔8
 

h(按IMP计算)的ARC患者,
待达到稳态后,分别收集0、0.5、1.0、2.0、4.0、6.0、

8.0
 

h的血药浓度数据,采用DAS3.0非房室模型计

算
 

IMP
 

的药代动力学参数。

2 结  果

2.1 方法学验证

2.1.1 专属性考察 取空白血浆与 MOPS混合物

50
 

μL,加入200
 

μL
 

90%乙腈溶 液,充 分 混 合,按
“1.2.4”项下操作,得到空白血浆色谱图(图2A);另
依法操作,得到IMP及 AMX血浆样品色谱图(图

 

2B);将临床血浆样品依法处理后,得到临床样品色谱

图(图
 

2C)。结果显示,IMP
 

和 AMX的保留时间分

别为
 

0.74
 

min和1.10
 

min,基质对测定无干扰。

  注:A.空白血浆;B.IMP[最低定量限(LLOQ)0.40
 

μg/mL]和

AMX(0.20
 

μg/mL)的血浆样品;
 

C.给药后
 

0.5
 

h
 

临床血浆样品;

1.IMP;2.AMX。

图2  血浆样品IMP与AMX的色谱图

2.1.2 标准曲线及最低定量限(LLOQ) 按“1.2.3”
项下制备的标准曲线溶液,再按“1.2.4”项下方法处

理后检 测,进 行 线 性 回 归 得 标 准 曲 线。以 UNIFI
1.8.2软件进行色谱图采集和积分,采用内标法对

IMP进行定量,以待测物浓度X(μg/mL)为横坐标,
待测物与内标物的峰面积比值Y 为纵坐标,用加权

(W=1/X2)最小二乘法进行回归运算,得线性回归方

程即为标准曲线:Y=0.003
 

02X+0.00
 

637,r2=
0.996

 

3。结果显示,本法定量范围为0.40~200.00
 

μg/mL,LLOQ为0.40
 

μg/mL(S/N>10)。

2.1.3 精密度和准确度 低、中、高(1.00、40.00、

180.00
 

μg/mL)浓 度 和 LLOQ 血 浆 样 品 (0.40
 

μg/mL)的质控血浆样品各5份,按“1.2.4”项下方法

处理后进行分析,连续进样测定3
 

d,计算批内和批间

精密度(n=5),结果见表
 

1。结果显示,不同浓度
 

IMP
 

的精密度及准确度均符合要求。
表1  IMP测定方法的准确度和精密度

浓度(μg/mL)

批内(n=5)

准确度

(x±s,%)
RSD
(%)

批间(n=5)

准确度

(x±s,%)
RSD
(%)

0.40 91.43±4.32 4.36 90.12±9.11 8.61

1.00 92.01±4.54 4.58 95.81±4.66 4.95

40.00 99.67±3.15 2.32 101.70±4.58 3.22

180.00 103.15±1.20 1.19 99.25±2.69 2.71

  注:RSD 为相对标准偏差。

2.1.4 基质效应和提取回收率 以低、中、高(1.00、

40.00、180.00
 

μg/mL)浓度的质控血浆样品的峰面

积/标准溶液样品的峰面积(%)表示基质效应。结果

显示,各基质效应小于15%,符合规定。另取空白血

浆和 MOPS混合物,处理后加入质控血浆样品,以质

控血浆样品峰面积/处理后添加样品峰面积(%)表示

提取 回 收 率。结 果 显 示,方 法 的 提 取 回 收 率 在

86.04%~91.96%。结果见表2。
表2  IMP测定方法的基质效应和提取回收率(x±s,n=5)

浓度(μg/mL) 基质效应(%) 提取回收率(%)

1.00 103.01±1.86 86.66±3.12

40.00 104.11±1.57 87.35±5.52

180.00 110.02±1.57 91.63±5.88

2.1.5 稳定性考察 分别考察低、中、高(1.00、

40.00、180.00
 

μg/mL)浓度血浆样品(n=5)在白光

条件下室温放置3.1
 

h,常规室温放置2
 

h,反复冻融2
次,-20

 

℃冻存1
 

d,-80
 

℃冻存12、27
 

d,样品处理

后自动进样器放置
 

18
 

h、冻融稳定性。结果表明,

IMP
 

在各条件下均较稳定,RSD 均小于8.4%,符合

规定。IMP全血样品分为稳定剂组和无稳定剂组

(n=5),置于室温和自动进样器(10
 

℃)2、4、8、12、

24
 

h。结果表明,IMP血浆样品稳定剂组和无稳定性
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组在室温条件下分别在8
 

h和4
 

h内稳定,在自动进

样器(10
 

℃)中分别在12
 

h和4
 

h内稳定。

2.2 体内药代动力学参数结果 8例患者IMP给药

后半衰期(t1/2)为(0.97±0.06)h、曲线下面积(AUC)
为(48.49±14.93)mg/(L·h)、表观分布容积为

(16.15±7.90)L、CrCl为(18.30±5.70)L/h、达峰浓

度为(15.63±4.60)μg/mL。平均血药浓度-时间曲

线见图3。

图3  ARC患者静脉滴注IMP后的平均血药浓度-时间

曲线(n=8)

3 讨  论

3.1 IMP血药浓度测定方法的选择 目前,关于

IMP血药浓度测定方法的研究已有报道[6-12],本研究

建立的UPLC-MS/MS方法与已有研究相比,通过改

良稳定剂的比例和选择更适宜的内标,在保证IMP
稳定的前提下,能达到更低的检测限,并降低了检测

成本。

3.1.1 稳定剂比例的选择 国内外文献报道显示,

IMP配置成溶液后,在室温下仅能在4
 

h左右稳定,
在血浆中的稳定性就更差,且溶液pH值对其影响较

大[6-12]。因此,需要加入兼性离子缓冲液来保证其稳

定性[8-10],如 MOPS、2-吗啉基乙磺酸(MES)等。国内

外文 献 报 道 中 多 为 体 液 与 稳 定 剂 体 积 比 为

1∶1[6,8,12],但稳定剂亦能对色谱柱产生损伤,缩短使

用寿命。本研究加入的血浆与稳定剂 MOPS的体积

比进行了筛选和试验,且考察了IMP在不同条件下

的稳定性,最终确定体积比为2∶1。该比例减少了稳

定剂的加入量,既能达到更低的检测限,保证IMP稳

定性,又能延长色谱柱的使用寿命。

3.1.2 内标的选择 为降低基质效应对测定方法准

确度和精密度的影响,有研究报道显示,IMP常选用

美罗培南、法罗培南等及其类似物为内标,但存在价

格较贵、可及性不佳等问题[13]。因此,本实验选择阿

莫西林为内标,与IMP的绝对基质效应较接近,能减

弱基质效应,且价廉易获得,更适用于临床长期开展

IMP血药浓度监测工作。

3.2 药代动力学特征分析 对 ARC患者体内药代

动力学研究结果显示,与文献报道的健康受试者相

比[14],ARC患者体内IMP的CrCl增加,半衰期较前

者缩短,表观分布容积增加,血药浓度-时间 AUC和

达峰浓度相差不大。由于IMP主要经过肾脏清除,

当患者在ARC的特殊病理情况下,IMP在体内的清

除率是明显升高的,半衰期缩短、表观分布容积增大。

ARC患者体内IMP的代谢速率和清除率发生变化,
从而导致临床治疗失败。对于肾功能减退患者,临床

医生为避免药物肾毒性,会关注药物剂量调整,但
ARC对药物的影响常被忽视。有调查研究表明,仅
有15%的医生在给予ARC患者药物时进行了剂量调

整[15-16],这说明ARC患者亟需个体化用药策略的必

要性。因此,对于该研究中的IMP给药方案为1
 

g,静
脉滴注,每隔8

 

h的 ARC患者,应适当增加给药剂

量、增加给药频次、延长给药输注时间等方式进行个

体化用药调整。根据临床治疗指南和药品说明书,结
合ARC患者药代动力学特征和血药浓度监测情况,
本文建议IMP的给药方案可调整为1

 

g,静脉滴注,每
隔6

 

h,每次给药输注时间延长至1
 

h,或者1
 

g,静脉

滴注,每隔8
 

h,每次给药输注时间延长至3
 

h。IMP
个体化给药策略的研究,能提高药物疗效,同时也降

低了不良反应的风险,从而保证患者用药安全性和有

效性。
综上所述,本研究建立的

 

UPLC-MS/MS
 

法测定

ARC患者血浆中IMP的浓度准确度高、灵敏度强,并
获得了IMP在ARC患者的药代动力学参数,可为进

一步开展
 

IMP在患者体内药代动力学研究和临床治

疗药物浓度监测提供技术支持和参考。
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