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[摘要]目的:建立测定癫痫患儿拉考沙胺(LCM)血药浓度的超高效液相色谱(UPLC)方法。 方法:内标为盐酸普萘洛尔;色谱柱

为 Waters
 

ACQUITY
 

UPLC
 

BEH
 

C18 柱(100
 

mm×2. 1
 

mm,1. 7
 

μm);流动相为甲醇-10
 

mmol / L 磷酸二氢铵溶液(45 ∶ 55,用甲酸调至

pH
 

4. 0),流速 0. 2
 

mL/ min,进样量 2
 

μL;检测波长 240
 

nm;柱温 30
 

℃。 结果:LCM 和普萘洛尔的保留时间分别为 2. 468
 

min 和

5. 475
 

min。 LCM(X)在 1. 0~40. 0
 

μg / mL 浓度范围内与峰面积(Y)的线性关系良好(Y= 0. 049
 

4X+0. 022
 

2,r = 0. 999
 

8),检测下限

为 0. 50
 

μg / mL(S / N = 4),定量下限为 1. 00
 

μg / mL(S / N = 12)。 日内精密度 1. 88% ~ 3. 29%,日间精密度 2. 33% ~ 5. 68%,准确度

88. 75% ~105. 29%,加样回收率为 96. 58% ~101. 76%。 LCM 血清样品的室温稳定性、长期稳定性和冻融稳定性均较好(偏差<
15%)。 结论:该方法预前处理简单,分析灵敏度高、特异性强,稳定可靠,能够满足临床 LCM 治疗血药浓度监测的需求。
[关键词]超高效液相色谱法;拉考沙胺;血药浓度
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[Abstract]Objective:
 

To
 

establish
 

the
 

ultra-high
 

performance
 

liquid
 

chromatography
 

( UPLC)
 

method
 

for
 

determination
 

of
 

blood
 

concentration
 

of
 

lacosamide
 

(LCM)
 

in
 

children
 

with
 

epilepsy.
 

Methods:
 

Phenytoin
 

sodium
 

was
 

used
 

as
 

the
 

internal
 

standard.
 

The
 

Waters
 

ACQUITY
 

UPLC
 

BEH
 

C18
 column

 

( 100
 

mm × 2. 1
 

mm,
 

1. 7
 

μm)
 

was
 

used,
 

the
 

mobile
 

phase
 

was
 

methanol-10
 

mmol / L
 

ammonium
 

dihydrogen
 

phosphate
 

solution
 

(45 ∶ 55,
 

adjusted
 

with
 

formic
 

acid
 

to
 

pH
 

4. 0),
 

the
 

flow
 

rate
 

was
 

0. 2
 

mL / min,
 

the
 

injection
 

volume
 

was
 

2
 

μL,
 

the
 

detection
 

wavelength
 

was
 

240
 

nm,
 

and
 

the
 

column
 

temperature
 

was
 

30
 

℃ .
 

Results:
 

The
 

retention
 

time
 

of
 

LCM
 

and
 

propranolol
 

was
 

2. 468
 

min
 

and
 

5. 475
 

min,
 

respectively.
 

LCM
 

(X)
 

showed
 

good
 

linearity
 

with
 

peak
 

area
 

(Y)
 

in
 

the
 

concentration
 

range
 

from
 

1. 0
 

to
 

40. 0
 

μg / mL
 

(Y= 0. 049,4X+0. 022,2,
 

r= 0. 999,8),
 

the
 

lower
 

limit
 

of
 

detection
 

was
 

0. 50
 

μg / mL
 

(S / N = 4)
 

and
 

the
 

lower
 

limit
 

of
 

quantification
 

was
 

1. 00
 

μg / mL
 

( S / N = 12).
 

The
 

intra-day
 

precision
 

was
 

from
 

1. 88%
 

to
 

3. 29%,
 

the
 

inter-day
 

precision
 

was
 

from
 

2. 33%
 

to
 

5. 68%,
 

the
 

accuracy
 

was
 

from
 

88. 75%
 

to
 

105. 29%,
 

and
 

the
 

extraction
 

recovery
 

rate
 

was
 

from
 

96. 58%
 

to
 

101. 76%.
 

The
 

room
 

temperature
 

stability,
 

long-term
 

stability
 

and
 

freeze-thaw
 

stability
 

of
 

LCM
 

samples
 

were
 

good
 

(deviation
 

<15%).
 

Conclusion:
 

The
 

UPLC
 

method
 

has
 

the
 

advantages
 

of
 

simple
 

pre-treatment,
 

high
 

analytical
 

sensitivity,
 

specificity,
 

stability
 

and
 

reliability,
 

and
 

can
 

meet
 

the
 

needs
 

of
 

clinical
 

drug
 

concentration
 

monitoring
 

for
 

LCM
 

treatment.
[Keywords]ultra-high

 

performance
 

liquid
 

chromatography;
 

lacosamide;
 

blood
 

concentration

　 　 癫痫是一种常见的神经系统疾病,影响全球超过

2%的人口[1] 。 目前临床治疗癫痫的首要方法是使用抗

癫痫药物[2] 。 拉考沙胺( lacosamide,LCM) 是一种新型

N-甲基-D-天冬氨酸(NMDA)受体甘氨酸位点拮抗剂,具
有全新的作用模式,通过降低异常增加的钠通道活性来

控制癫痫发作。 LCM 在国外已开展血清、脑脊液和唾液

中药物浓度的研究[3-5] 。 由于 LCM 在我国上市较晚,目
前国内有关 LCM 的研究报道多与合成工艺、含量测定

及临床疗效相关,尚无与治疗药物监测和群体药代动力

学相关的研究报道。 新疆是一个多民族聚集地[6] ,通过

检测癫痫患儿 LCM 的血药浓度,有利于医师及时调整

剂量,预防蓄积中毒。 因此,本研究首次采用超高效液

相色谱(UPLC)法测定癫痫患儿 LCM 的血药浓度,为临

床抗癫痫药物个体化用药提供参考。

1　 实验对象与材料

1. 1　 实验对象

本研究经新疆维吾尔自治区人民医院伦理委员会

批准(伦理批件编号 KY2019120614),参与本研究的患

儿和(或)监护人均签署知情同意书。 选取我院 2019 -
2020 年收治的癫痫患儿。 纳入标准:(1)基于发作症状

和脑电图检查符合国际抗癫痫联盟最新的癫痫发作类

型及癫痫诊断[3] ;(2)4 ~ 14 岁;(3)严格遵守医嘱或本研

究要求口服 LCM 治疗并定期监测血药浓度和其他相关

实验室检查。 排除标准:(1)采血时间不符合临床要求;
(2)末次服药时间不明确;(3)相关研究资料不全;(4)
颅内占位性疾病、进行性中枢神经系统病变及接受透析

或利尿治疗等显著影响药物消除的情况;(5)其他临床

医师或研究人员认为不适合纳入的情况。 本研究纳入

120 例患儿,患儿严格按医嘱或本研究要求口服 LCM 或

联合其他抗癫痫药物(如丙戊酸钠、奥卡西平或左乙拉

西坦等)进行治疗,LCM 起始剂量为 2
 

mg / ( kg·d),每
周增加剂量 2

 

mg / ( kg·d),治疗时间≥2 周,直至增至

最高推荐剂量 12
 

mg / (kg·d)。

1. 2　 仪器与试剂

H-CLASS 型超高效液相色谱仪(美国 Waters 公司);

FJY1002-UVF 型超纯水机(青岛富勒姆公司);BP221S 型

电子天平(德国赛多利斯公司);S20K 型 pH 调节仪(上海

梅特勒托利多公司);5430R 型低温冷冻离心机(德国艾本

德公司);WH-2 型涡旋混合仪(上海泸西分析仪器厂有限

公司);259DVC / C 型低温保存箱(青岛海尔股份有限公

司);LCM(UCB
 

Pharma
 

S. A,Belgium,国药准字 H20180062,
每片 50

 

mg);LCM 对照品(European
 

pharmcopoeia
 

reference
 

standard,纯度 99. 00%,批号 Y0001982) ;盐酸普萘洛

尔对照品(中国食品药品检定研究院,纯度 98. 00%,
批号 100783-200401,仅供国家药品标准检验用,内标

物) ;甲醇、甲酸(色谱纯,美国赛默飞世尔公司) ;水为

超纯水;磷酸二氢铵(天津市北联精细化学品开发有限

公司) 。

2　 方法与结果

2. 1　 色谱条件

色谱柱:Waters
 

ACQUITY
 

UPLC
 

BEH
 

C18 柱(100
 

mm×
2. 1

 

mm,1. 7
 

μm),流动相:甲醇-10
 

mmol / L 磷酸二氢铵溶

液(45 ∶ 55,用甲酸调至 pH
 

4. 0),流速 0. 2
 

mL / min,进样

量 2
 

μL,检测波长 240
 

nm,柱温 30
 

℃ 。

2. 2　 溶液的配制

精密称取 LCM 对照品 10
 

mg 于 10
 

mL 量瓶中,用甲

醇溶解并稀释至刻度,摇匀,得到浓度为 1
 

mg / mL 储备

液。 以甲醇分别配制 LCM 浓度为 5、10、20、25、50、100、
150、200、300、400

 

μg / mL 的系列溶液。 精密称取盐酸普

萘洛尔适量,用甲醇配制成质量浓度为 5
 

μg / mL 的内标

溶液。

2. 3　 方法学实验

2. 3. 1　 专属性实验　 按色谱条件,对空白血清、空白血

清+LCM 标准液、空白血清+内标、空白血清+混合标准

液和癫痫患儿服用 LCM 后的血清样品+内标进行测定,
记录色谱图;根据癫痫患儿可能联合用药的情况,制备

同时含有丙戊酸、苯巴比妥、苯妥英钠、卡马西平、奥卡

西平、拉莫三嗪和氯硝西泮等对照品的血清样本,按色

谱条件测定,记录色谱图。 结果显示,LCM 和普萘洛尔

的保留时间分别为 2. 468
 

min 和 5. 475
 

min;血清样品中
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其他内源性物质均不干扰 LCM 及内标的测定;丙戊酸、
苯巴比妥、苯妥英钠、卡马西平、奥卡西平、拉莫三嗪和氯

硝西泮等药物对 LCM 血药浓度测定均无干扰(在本研究

色谱条件下 10
 

min 之内均未出现色谱峰)。 见图 1。
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图 1　 血清样品色谱图

2. 3. 2　 线性关系考察　 精密量取空白血清 80
 

μL,分别

加入 LCM 系列浓度溶液 10
 

μL,加入内标溶液 10
 

μL,配
制成 LCM 浓度为 1. 0、 2. 0、 2. 5、 5. 0、 10. 0、 15. 0、 20. 0、
30. 0、40. 0

 

μg / mL 的系列标准血清样本溶液,进样分析,
记录色谱图。 以 LCM 与普萘洛尔的色谱峰面积比值为因

变量(Y),LCM 浓度为自变量(X),用加权最小二乘法进

行回归运算。 结果显示,LCM(X)在 1. 0 ~ 40. 0
 

μg / mL 浓

度范围内与峰面积(Y)的线性关系良好(Y = 0. 049
 

4X+
0. 022

 

2,r= 0. 999
 

8),检测下限为 0. 50
 

μg / mL(S / N = 4),
定量下限为 1. 00

 

μg / mL(S / N = 12)。
2. 3. 3　 精密度、准确度和提取回收率实验 　 精密吸取

空白血清 80
 

μL,分别加入 LCM 系列浓度溶液 10
 

μL、内
标溶液 10

 

μL,配制高(30. 0
 

μg / mL)、中(10. 0
 

μg / mL)
和低(2. 5

 

μg / mL) 3 个浓度的质控样品各 6 份,每个浓

度进样 6 针,连续测定 3
 

d,计算日内、日间精密度和准

确度;比较质控样品与标准溶液的峰面积,计算提取回

收率。 结果显示,3 个浓度的日内精密度、日间精密度的

变异系数(CV)均<15%,实测浓度在理论浓度±15%范围内,
提取回收率为 96. 58% ~101. 76%,RSD 为 1. 58% ~ 3. 52%,
均满足方法学验证要求。 见表 1。
2. 3. 4　 稳定性实验　 配制高、中、低 3 个浓度的 LCM 质

控样品各 6 份,分别考察室温稳定性(室温放置 8
 

h)、长期

稳定性(-70
 

℃放置 30
 

d)、冻融稳定性( -70
 

℃和室温下

反复冻融 4
 

次,每次间隔 12
 

h)。 以实时测定值与 0
 

h 测

定值的偏差反映稳定性,结果显示,LCM 血清样品的室

温稳定性、长期稳定性和冻融稳定性均较好 ( 偏差 <
15%)。 见表 2。

表 1　 精密度、准确度和提取回收率实验结果(n=6)

LCM 浓度 /
(μg / mL)

日间精密度

CV / %
日内精密度

CV / %
准确度 /

%
提取回

收率 / %
RSD /

%
2. 5 2. 09 4. 50 100. 60±2. 09 99. 59 1. 58
10. 0 2. 72 5. 68 88. 75±2. 72 101. 76 3. 52
30. 0 1. 88 2. 34 96. 91±1. 88 96. 58 2. 55

表 2　 稳定性实验结果(n=6)

LCM 浓度 / (μg / mL) 室温偏差 / % 冻融偏差 / % 长期偏差 / %
2. 5 2. 54 1. 80 3. 99
10. 0 2. 86 3. 46 3. 84
30. 0 1. 65 3. 58 2. 38

2. 4　 血清样品测定

120 例患儿在测定当日早晨均未服药,空腹抽取静脉

血 2~3
 

mL 后立即以 3
 

500
 

r / min 低温(-4
 

℃ )离心 5
 

min,
分离血清。 精密吸取血清样品 90

 

μL,加入内标溶液 10
 

μL,涡旋混合 60
 

s,精密加入样本前处理蛋白沉淀剂 200
 

μL,涡旋混合 90
 

s,12
 

000
 

r / min 离心 10
 

min,用注射器吸

取上清液,经 0. 22
 

μm 针头式过滤器过滤后进样测定,
记录色谱图,采用内标法进行定量分析,计算 LCM 血药

浓度。 120 例癫痫患儿年龄 4 ~ 14(5. 68±3. 44)岁,体质

量 7 ~ 62(20. 70±12. 04) kg,LCM 给药剂量 2 ~ 12(8. 57±
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3. 18)mg / (kg·d),血药谷浓度为 2. 97 ~ 11. 63( 6. 28 ±
2. 22)μg / mL。

3　 讨论

3. 1　 本方法的优缺点

目前国外研究[5,7-8] 多采用高效液相色谱( HPLC)法

和液相色谱串联质谱(LC-MS)法测定 LCM 血药浓度,本
研究首次建立测定癫痫患儿 LCM 血药浓度的 UPLC 法。
UPLC 法的分析速度、灵敏度和分辨率均比 HPLC 法高,
一次样品测定时间可控制在 6

 

min 内,提高了临床工作

效率,可及时为临床实施 LCM 个体化用药提供理论依

据。 超高效液相色谱仪较质谱仪便宜,UPLC 法的分析

成本比 LC-MS 法低。 因此,UPLC 法更适合偏远地区开

展 LCM 血药浓度的临床常规检测。 值得注意的是,本方

法仅需血清 100
 

μL,还可应用于年龄更小的癫痫患儿。
但是,UPLC 法由于灵敏度较高,各环节对测定结果的干

扰较大,尤其是样本前处理过程。 此外,本研究建立的

UPLC 法采用的是紫外检测器,检测下限较 LC-MS 法高,
因此不能准确测定血清含量较低的药物浓度。

3. 2　 内标和色谱条件的选择

本研究采用内标法以减少样品处理等所引入的误

差。 通过对替考拉宁、甲硝唑、盐酸普萘洛尔、萘普生和

氯唑沙宗等化合物在本方法色谱条件下进行测定,发现盐

酸普萘洛尔的性质稳定,峰形较好,保留时间为 5. 48
 

min,
和 LCM 色谱峰的分离度>1. 5,重复性和线性均较好,血
清样品中其他内源性物质均无干扰。 本研究预实验中,
当流动相为甲醇-10

 

mmol / L 磷酸二氢铵溶液(甲酸调

pH = 4)时,LCM 的色谱峰型较好,峰宽较窄,峰形较尖,
柱效最高;当甲醇与 10

 

mmol / L 磷酸二氢铵溶液体积比

为 45 ∶ 55 时,LCM 和内标普萘洛尔的色谱峰型、分离度

( >1. 50)和理论塔板数均较好;当进样量为 2
 

μL 时,色
谱峰型较好,峰宽较窄,峰型较尖,柱效最高,测定可在

6
 

min 内完成。

3. 3　 操作过程中的注意事项

(1)过滤流动相时,应根据需要选择过滤膜。 本研

究采用的流动相为甲醇-10
 

mmol / L 磷酸二氢铵溶液

(45 ∶ 55,甲酸调 pH 至 4. 0),因而采用有机相和水相相

结合的混合膜。 (2)抽滤后的流动相必须进行超声脱气

10 ~ 20
 

min,若流动相脱气不彻底,气泡进入色谱系统,
将造成基线不稳定。 (3) 由于本研究测定的是生物样

本,样本前处理中蛋白过程对色谱系统的干扰较大,因
此应在加入样本前处理蛋白沉淀剂涡旋混合离心后,采
用注射器吸取上清液,经 0. 22

 

μm 针头式过滤器过滤后

再进样测定。

3. 4　 LCM 的临床用药与监护

LCM 于 2008 年 9 月和 2009 年 5 月获得欧盟和美国

FDA 批准,用于治疗成人、青少年和>4 岁儿童癫痫伴或

不伴继发的部分发作性癫痫[9-10] 。 2019 年中国国家药

品监督管理局批准 LCM(维派特)用于≥4 岁癫痫患者

部分性发作的添加治疗,而本研究中 120 例癫痫患儿年

龄分布为 4 ~ 14 岁。 临床药师已对拉考沙胺的临床疗效

和安全性进行了药学监护,具体内容:( 1) 做好用药指

导,如选择适宜的药物剂型及给药途径、严格掌握用药

剂量、密切注意给药时间和间隔及用药依从性;(2)定期

监测患儿的肝肾功能,如果患儿存在肝功能损害或重度

肾功能损害,应及时与医师沟通,以调整剂量,尤其是接

受血液透析后的剂量调整;(3) LCM 可能引起头晕或视

力模糊等症状,应告知家属密切观察,如果患儿出现情

绪或行为改变,如情绪低落、紧张、坐立不安、满腹牢骚、
恐慌等情况时,应立即就诊。

目前,LCM 已开始在我院用于儿童抗癫痫治疗。 但

LCM 在我国于 2018 年上市,国内尚无癫痫患儿 LCM 血

药浓度测定相关的研究报道,临床亦缺乏适合中国儿童

的药物治疗参数。 查阅相关文献[11] 发现,抗癫痫药物的

吸收、消除受多种因素影响,在控制和治疗儿童癫痫的

过程中用药存在个体差异。 已有文献[12-13] 报道,LCM 治

疗儿童癫痫的有效血药浓度为 2. 5 ~ 15. 0
 

μg / mL。 在一

些研究[14-15] 中,LCM 血药浓度参考区间存在差异,也与

本研究结果(LCM 血药谷浓度范围 2. 97 ~ 11. 63
 

μg / mL)
存在一定差异。 其可能的影响因素为:选择病例不同,
样本量较小以及各地区的地理环境、生活习惯、饮食和

遗传背景不同。 因此,LCM 有效血药浓度参考范围需要

进一步扩大样本量深入研究。
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临床药师对 1 例超低出生体质量早产儿合并代谢性骨病的药学监护
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[摘要]目的:探讨临床药师参与 1 例超低出生体质量早产儿合并代谢性骨病的钙、磷补充及个体化肠外营养方案制定的切入

点。 方法:临床药师参与 1 例超低出生体质量早产儿合并代谢性骨病患儿的治疗过程,并对治疗方案与监测指标进行分析和总

结。 结果:结合患儿病理生理特点和病情进展,临床药师对患儿肠外营养钙、磷补充及维生素 D 添加提出药学建议,参与肠外

营养个体化用药方案制定,促进疾病转归。 结论:临床药师从药学角度参与早产儿个体化药物治疗,尤其是肠外营养方案的优

化及加强代谢性骨病相关药学监护,在促进临床合理用药、改善患儿预后方面发挥了积极作用。
[关键词]超低出生体质量;早产儿;代谢性骨病;药学监护
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[Abstract]Objective:
 

To
 

explore
 

the
 

entry
 

points
 

of
 

clinical
 

pharmacists
 

to
 

participate
 

into
 

the
 

calcium
 

and
 

phosphorus
 

supplementation
 

and
 

individualized
 

parenteral
 

nutrition
 

programs
 

for
 

extremely
 

low
 

birth
 

weight
 

( ELBW)
 

preterm
 

infants
 

with
 

metabolic
 

bone
 

disease.
 

Methods:
 

Clinical
 

pharmacists
 

participated
 

into
 

the
 

treatment
 

process
 

of
 

an
 

ELBW
 

preterm
 

infant
 

with
 

metabolic
 

bone
 

disease,
 

the
 

treatment
 

regimen
 

and
 

monitoring
 

indicators
 

were
 

analyzed
 

and
 

summarized.
 

Results:
 

Combined
 

with
 

the
 

pathophysiological
 

characteristics
 

and
 

disease
 

progression
 

of
 

the
 

infant,
 

clinical
 

pharmacists
 

provided
 

pharmaceutical
 

suggestions
 

for
 

calcium,
 

phosphorus
 

and
 

vitamin
 

D
 

supplementation
 

of
 

parenteral
 

nutrition
 

in
 

children,
 

participated
 

into
 

the
 

formulation
 

of
 

individualized
 

parenteral
 

nutrition
 

programs,
 

and
 

promoted
 

the
 

disease
 

outcomes.
 

Conclusion:
 

Clinical
 

pharmacists
 

participate
 

into
 

the
 

individualized
 

drug
 

treatment
 

of
 

preterm
 

infant
 

from
 

the
 

perspective
 

of
 

pharmacy,
 

especially
 

the
 

optimization
 

of
 

parenteral
 

nutrition
 

programs
 

and
 

the
 

strengthening
 

of
 

pharmaceutical
 

care
 

related
 

to
 

metabolic
 

bone
 

disease,
 

which
 

play
 

an
 

active
 

role
 

in
 

promoting
 

clinical
 

rational
 

drug
 

use
 

and
 

improving
 

the
 

prognosis
 

of
 

children.
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low
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weight;
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disease;
 

pharmaceutical
 

care
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