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摘　 要　 目的:建立血清拉莫三嗪治疗药物监测(TDM)方法和实验室质量控制体系。 方法:以预冷冻的色谱纯乙腈为前处理试
剂,采用高效液相色谱法(HPLC)建立血清拉莫三嗪浓度定量方法;基于方法学验证数据,建立 Westgard 多规则室内质量控制方
案。 采用自建 HPLC 法测定患者拉莫三嗪稳态谷浓度,并进行回顾性分析。 参加国家卫生健康委员会临床检验中心室间质量评
价,进一步评估该方法测定的准确性。 结果:建立了适用于拉莫三嗪 TDM 的 HPLC 法,内源性物质、可能联合用药对拉莫三嗪的
测定无干扰;该方法在 1. 00~ 64. 00

 

μg / mL 线性关系良好( r2 >0. 99),平均回收率(91. 2% ~ 95. 8%)、精密度(批内 RSD≤4. 31%,
批间 RSD≤6. 84%)、准确度(-6. 70%≤RE≤4. 34%)和稳定性均符合《中华人民共和国药典(四部)》(2020 年版)“生物样品定量
分析方法验证指导原则”的相关技术要求。 三水平质控的西格玛值分别为 4. 07、4. 12 和 4. 07,推荐采用 1-3s / 2 / 3-2s / R-4s / 3-1s 多
规则质控(n= 3,r= 1)作为该检测体系的室内质量控制规则。 满分通过 2024 年度室间质量评价,确认该方法准确可靠。 2024 年
3—10 月,累计完成血清拉莫三嗪 TDM

 

37 例次,血药浓度达标率为 70. 27%(26 例次)。 结论:本研究为拉莫三嗪 TDM 方法和色
谱分析法室内质量控制提供了方法学参考。
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ABSTRACT　 OBJECTIVE:
 

To
 

establish
 

the
 

method
 

for
 

serum
 

lamotrigine
 

therapeutic
 

drug
 

monitoring
 

( TDM)
 

and
 

laboratory
 

quality
 

control
 

system.
 

METHODS:
 

Serum
 

samples
 

were
 

pretreated
 

with
 

ice-cold
 

acetonitrile
 

for
 

protein
 

precipitation,
 

and
 

a
 

quantitative
 

method
 

for
 

determining
 

serum
 

lamotrigine
 

concentration
 

was
 

established
 

by
 

using
 

high
 

performance
 

liquid
 

chromatography
 

(HPLC).
 

Westgard
 

multi-rule
 

internal
 

quality
 

control
 

procedure
 

was
 

implemented
 

based
 

on
 

methodological
 

validation
 

data.
 

The
 

self-developed
 

HPLC
 

method
 

was
 

used
 

to
 

determine
 

the
 

steady-state
 

trough
 

concentration
 

of
 

lamotrigine
 

in
 

patients
 

and
 

retrospective
 

analysis
 

was
 

conducted.
 

The
 

reliability
 

of
 

the
 

method
 

was
 

further
 

assessed
 

through
 

the
 

external
 

quality
 

assessment
 

organized
 

by
 

the
 

National
 

Center
 

for
 

Clinical
 

Laboratory.
 

RESULTS:
 

An
  

HPLC
  

method
  

suitable
  

for
  

TDM
  

of
 

lamotrigine
  

was
  

established,
 

showing
 

no
 

interference
 

from
 

endogenous
 

substances
 

or
 

co-administered
 

drugs.
 

This
 

method
 

showed
 

a
 

good
 

linear
 

relationship
 

within
 

the
 

range
 

of
 

1. 00
 

to
 

64. 00
 

μg / mL
 

( r2 > 0. 99).
 

The
 

average
 

recovery
 

rate
 

( 91. 2%-95. 8%),
 

precision
 

( intra-day
 

RSD ≤
4. 31%,

 

inter-day
 

RSD≤ 6. 84%),
 

accuracy
 

( - 6. 70% ≤ RE ≤ 4. 34%),
 

and
 

stability
 

all
 

meet
 

the
 

technical
 

requirements
 

specified
 

in
 

the
 

Guidelines
 

for
 

Validation
 

of
 

Quantitative
 

Analysis
 

Methods
 

for
 

Biological
 

Samples
 

of
 

the
 

2020
 

edition
 

of
 

Chinese
 

Pharmacopoeia:
 

Part
 

Ⅳ.
 

Sigma
 

metrics
 

for
 

three-level
 

quality
 

control
 

were
 

respectively
 

4. 07,
 

4. 12
 

and
 

4. 07,
 

supporting
 

the
 

adoption
 

of
 

the
 

1-3s / 2 / 3-2s / R-4s / 3-1s
 

multi-rule
 

protocol
 

(n = 3,
 

r = 1).
 

The
 

method
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received
 

full
 

scores
 

in
 

the
 

2024
 

external
 

quality
 

assessment.
 

From
 

Mar.
 

to
 

Oct. 2024,
 

37
 

clinical
 

TDM
 

of
 

lamotrigine
 

were
 

completed,
 

and
 

the
 

compliance
 

rate
 

was
 

70. 27%(26
 

cases).
 

CONCLUSIONS:
 

This
 

study
 

provides
 

methodological
 

reference
 

for
 

the
 

internal
 

quality
 

control
 

of
 

lamotrigine
 

TDM
 

methods
 

and
 

chromatographic
 

analysis
 

methods.
KEYWORDS 　 Therapeutic

 

drug
 

monitoring;
 

High
 

performance
 

liquid
 

chromatography;
 

Internal
 

quality
 

control;
 

External
 

quality
 

assessment;
 

Lamotrigine

　 　 拉莫三嗪为第 2 代苯三嗪类抗癫痫药,具有广谱抗癫痫

及心境稳定作用。 临床研究证实,该药不仅适用于癫痫的单

药或联合治疗,还可作为情感稳定剂用于双相情感障碍的长

期管理。 拉莫三嗪的治疗窗存在显著个体差异(癫痫治疗的

参考浓度:3~ 14
 

μg / mL;双相障碍:1 ~ 6
 

μg / mL) [1] ;且易受丙

戊酸联合用药、药物基因多态性等因素影响[2] 。 开展血清拉

莫三嗪治疗药物监测( therapeutic
 

drug
 

monitoring,TDM) 可更

好地指导患者个体化用药。 拉莫三嗪 TDM 方法包括均相酶

免疫法、色谱法和液质联用技术。 与液质联用技术相比,高效

液相色谱(HPLC)法的检测灵敏度(0. 2 ~ 1. 0
 

μg / mL)可以完

全满足拉莫三嗪 TDM 的测定要求[3-5] ;此外,对日检测量较低

(<58 例)的医疗机构,HPLC 法还具有更好的经济效益[6] 。 与

既往研究中广泛采用的液液萃取法(如乙酸乙酯) [3,7] 和蛋白

沉淀法(甲醇或乙腈) [5,8] 相比,以-25 ~ -20
 

℃ 预冷冻的色谱

纯乙腈为前处理试剂具有更满意的蛋白沉淀效率和基质效

应[9] 。 临床实验室自建检测方法(LDT)需建立完善的质量控

制体系,以满足临床实验室结果互认要求[10] 。 本研究通过优

化样本前处理流程,开发更加简便的血清拉莫三嗪 TDM 方

法;基于六西格玛(6σ)理论建立室内质量控制(IQC)规则,并
参加国家卫生健康委员会临床检验中心( NCCL)室间质量评

价计划(EQA),以证实检测系统的准确性。 本研究以拉莫三

嗪 TDM 自建色谱法为切入点,为拉莫三嗪 TDM 方法和检验质

量管理提供参考。
1　 材料与方法
1. 1　 仪器

Waters
 

e2695 型高效液相色谱仪,配备 2489UV / Vis 检测

器(美国 Waters 公司);VX-200 型涡旋振荡器(美国 Labnet 公
司); AB135-5 型 电 子 天 平 ( 瑞 士 Mettler

 

Toledo 公 司 );
Eppendorf

 

5430R 型高速冷冻离心机和微量移液器 ( 德国

Eppendorf 公司)。
1. 2　 药品与试剂

拉莫三嗪对照品 ( 中国食品药品检定研究院,批号为

100775-200401);甲醇、乙腈均为色谱纯(美国 Tedia 公司);醋
酸铵(色谱纯,国药集团化学试剂有限公司);去离子水由安徽

医科大学第一附属医院(以下简称“我院”)制剂中心提供。
1. 3　 血清拉莫三嗪 TDM 方法

1. 3. 1　 工作溶液:(1)精密称定拉莫三嗪对照品 10. 00
 

mg,以
甲醇定容,配制成 2

 

000
 

μg / mL 的储备液,-25
 

℃冰箱中保存;
(2)精密吸取储备液 0. 64

 

mL,加 50%甲醇溶液(V / V)至 1
 

mL,
摇匀即得 1

 

280
 

μg / mL(C1);以此倍比稀释得 640
 

μg / mL(C2)、
320

 

μg / mL(C3)、160
 

μg / mL(C4)、80. 0
 

μg / mL(C5)、40. 0
 

μg / mL
(C6)和 20. 0

 

μg / mL(C7)线性工作溶液;制备浓度分别为 50、
500 和 1

 

000
 

μg / mL 的质控工作溶液。
1. 3. 2 　 色谱条件: 采用 Hypersil

 

ODS2 色谱柱 ( 4. 6
 

mm ×

250
 

mm,5
 

μm,大连依利特分析仪器有限公司),柱温设定为

35
 

℃ ,流动相为乙腈-30
 

mmol / L 乙酸铵溶液( pH = 6. 59),等
度洗脱(V ∶ V= 30 ∶ 70),流速为 0. 8

 

mL / min。 检测波长 λ 设为

310
 

nm,进样体积为 10
 

μL,单次运行时间为 10
 

min。
1. 3. 3　 空白血清与患者血清样本采集:空白人血清(未服用

拉莫三嗪,来自健康体检中心、神经内科、重症医学科、器官

移植科,n≥6)轻摇混匀后 1
 

861
 

g 离心 10
 

min 即得。 采集次

日服药前 ( 服用拉莫三嗪 6
 

d 以上) 的空腹促凝血标本,
1

 

861
 

g 离心 5
 

min 即得。
1. 3. 4　 临床质控品和校准曲线样本制备:精密吸取质控工作

溶液 5~ 100
 

μL 空白血清基质,得血清拉莫三嗪浓度分别为

2. 5、25. 0 和 50. 0
 

μg / mL 三水平临床质控品。 制备血清拉莫

三嗪浓度为 1. 00、2. 00、4. 00、8. 00、16. 0、32. 0 和 64. 0
 

μg / mL
的校准曲线样本。
1. 3. 5　 血清样本前处理:以-25~ -20

 

℃预冷冻的色谱纯乙腈

为前处理试剂。 取患者血清或临床质控品、校准曲线样本

100
 

μL,加入血清样本前处理试剂 300
 

μL,涡旋处理 2
 

min。
上述样本以 15

 

000
 

g 离心 10
 

min 并取上清液后再次离心,条
件同上。 分取上清液 100

 

μL,待分析。
1. 3. 6　 方法学考察:参考 《中华人民共和国药典 (四部)》
(2020 年版)“生物样品定量分析方法验证指导原则”进行方

法学验证,包括选择性、标准曲线、精密度、准确度和稳定

性等[11] 。
1. 4　 质量控制

基于方法学验证期间的三水平质控数据(n= 26)计算其 σ
指数,以确定适合该检测系统的 IQC 规则。 参加 2024 年度

NCCL 组织的拉莫三嗪血清 TDM
 

EQA 计划,并分析系统偏倚

情况。
2　 结果
2. 1　 方法学考察

内源性物质及可能涉及的联合用药均未对拉莫三嗪构成

明显干扰,提示该检测方法专属性较高,见图 1。 以加权

(1 / C2 )
 

最小二乘法进行线性回归,得回归方程为 Y= 5
 

746
 

X+
471. 1(n= 4);血清基质中拉莫三嗪在 1. 00 ~ 64. 00

 

μg / mL 线

性关系良好,相关系数( r2 ) >0. 99。 三批次的批内和批间相对

标准偏差(RSD)为 2. 58% ~ 6. 84%,相对误差(RE)为-6. 70% ~
4. 34%,见表 1。 其 中, 最 低 定 量 限 下, 该 方 法 的 RSD ≤
6. 69%,且 RE 为-5. 14% ~ 1. 21%。 空白血清按“ 1. 3. 5”项下

进行预处理后分别加入质控溶液 5
 

μL,计算提取回收率。 平

均提取回收率为 91. 18% ~ 95. 81%,且 RSD≤3. 92%。 考察不

同操作条件下的方法稳定性,结果表明,血清中拉莫三嗪的稳

定性较好,见表 2。
2. 2　 质量控制

2. 2. 1　 IQC 规则建立:IQC 为临床实验室精密度的重要保障
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A. 空白血清;B. 空白血清加入最低定量限(1. 00
 

μg / mL)
拉莫三嗪;C. 服用拉莫三嗪的患者血清。

图 1　 血清拉莫三嗪 TDM 方法的代表性色谱图

表 1　 血清拉莫三嗪 TDM 方法准确度、精密度及提取回收率
理论浓度 /
(μg / mL)

准确度(RE / %) 精密度(RSD / %)
批内(n= 18) 批间(n= 18) 批内(n= 18) 批间(n= 18) 回收率 / %

2. 5 -4. 24 -6. 70 4. 31 3. 94 91. 18±1. 42
25. 0 0. 65 -4. 47 3. 35 6. 13 95. 73±2. 38
50. 0 4. 34 -2. 74 2. 58 6. 84 95. 81±3. 75

手段[12] ,本研究以 NCCL 规定的最大允许总误差( TEa)为判

定标准(靶值±20%)。 经数据清洗(剔除超± 1 / 2
 

TEa 的离群

值)后,通过公式 σ = (TEa- Bias ) / CV 计算得出三水平质控

　 　 　

表 2　 血清拉莫三嗪 TDM 方法的稳定性
理论浓度 /
(μg / mL)

短期与长期稳定性 处理后样本稳定性 冻融稳定性
6

 

h(20~ 25
 

℃ ) 14
 

d(-20
 

℃ ) 自动进样器放置 24
 

h (-25~ 20
 

℃ ,3 次)
2. 5 2. 41±0. 08 2. 30±0. 08 2. 40±0. 10 2. 26±0. 08
25. 0 23. 20±0. 28 25. 10±1. 03 25. 80±0. 99 23. 30±0. 26
50. 0 46. 50±1. 46 49. 50±3. 72 53. 80±1. 42 46. 40±0. 95

σ 分别为 4. 07、4. 12 和 4. 07( CV 为变异系数,Bias 为偏倚),
表明检测系统具备具有优良的分析性能,见表 3。 采用 Unity

 

Real
 

Time 软件(版本号:2. 5. 0. 003;美国 Bio-Rad
 

Laboratories
公司)绘制性能评价图,见图 2。 确立 1-3s / 2 / 3-2s / R-4s / 3-1s
多规则质控方案(n= 3,r = 1)作为其室内质量控制规则,该方

案可同时满足误差检出率(Ped)≥0. 90 和假失控概率( Pfr) ≤
0. 05 的质量目标。

表 3　 血清拉莫三嗪 TDM 方法的西格玛度量值
质控浓度 / (μg / mL) 偏倚 / % CV / % TEa / % 西格玛度量值

2. 5 -1. 13 4. 64 20 4. 07
25. 0 -2. 05 4. 36 20 4. 12
50. 0 -0. 85 4. 71 20 4. 07
　 　 注:TEa 为国家临床检验中心规定的最大允许总误差。

2. 2. 2　 EQA 结果分析:基于 NCCL
 

2024 年新实施的拉莫三嗪

血清 TDM
 

EQA 计划[13] ,本研究实验室通过 LDT 参与的 2 次

评估(2024 年 3 月 20 日和 2024 年 10 月 11 日)均获满分。 通

过与国内 32 家参评单位对比,首次 EQA 数据显示系统性负偏

倚( -11. 76% ~ -7. 55%),对检测流程进行根本原因分析后实

施以下改进,(1)建立关键仪器(分析天平、微量移液器)季度

校准制度;(2)优化 HPLC 设备维护周期(泵密封圈更换、氘灯

寿命监控);(3)规范色谱级试剂储存条件(避光、控温);(4)
实施药师标准化操作培训。 改进后检测偏倚范围收窄至

-6. 78% ~ -2. 31%,为同类实验室开展方法持续改进提供了可

借鉴的质量控制策略,见表 4。

图 2　 血清拉莫三嗪 TDM 方法西格玛(σ)水平图

表 4　 血清拉莫三嗪 TDM 室间质量评价结果
第 1 次(本组实验室数:32) 第 2 次(本组实验室数:30)

靶值(范围) / (μg / mL) 测定结果 / (μg / mL) 偏倚 / % 靶值(范围) / (μg / mL) 测定结果 / (μg / mL) 偏倚 / %
10. 6(8. 5~ 12. 7) 9. 8 -7. 55 8. 7(7. 0~ 10. 4) 8. 3 -4. 60
6. 8(5. 4~ 8. 2) 6. 0 -11. 76 13. 3(10. 6~ 16. 0) 12. 6 -5. 26
16. 9(13. 5~ 20. 3) 15. 2 -10. 06 5. 9(4. 7~ 7. 1) 5. 5 -6. 78
13. 9(11. 1~ 16. 7) 12. 8 -7. 91 13. 0(10. 4~ 15. 6) 12. 7 -2. 31
17. 6(14. 1~ 21. 1) 15. 6 -11. 36 15. 0(12. 0~ 18. 0) 14. 0 -6. 67
　 　 注:所属组为 HPLC / 2D

 

HPLC;方法为 HPLC 法。

2. 3　 临床应用

本研究回顾性纳入 2024 年 3—10 月( NCCL
 

EQA 计划执

行周期)于我院接受拉莫三嗪治疗的癫痫患者 28 例,累计完

成 TDM
 

37 例次,涵盖初诊及复诊人群。 患者年龄呈双峰分布

(9~ 80 岁,中位年龄为 27 岁),其中妊娠期女性监测 5 例次。
血药浓度监测结果 显 示, 拉 莫 三 嗪 平 均 稳 态 谷 浓 度 为
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μg / mL(范围为 0. 5~ 10. 9
 

μg / mL),总体治疗窗达标率为

70. 27%(26 / 37);日剂量分布为 50. 0 ~ 300
 

mg / d(平均剂量为

193. 2
 

mg / d,n= 22),但妊娠亚组谷浓度明显偏低(平均浓度为

1. 4
 

μg / mL,范围为 0. 5 ~ 3. 4
 

μg / mL)。 Spearman 相关性分析

表明,谷浓度与日剂量无显著线性关联( r = 0. 275,P = 0. 216),
提示其药动学受妊娠生理改变及药物(如丙戊酸)相互作用等

多因素影响。
典型病历分析:1 例 20 岁女性患者,癫痫病史。 因“近期

有夜间发作性心慌”就诊,长期口服拉莫三嗪 75
 

mg / d
 

(国药

准字 HJ20160513,规格:50
 

mg)。 2024 年 1 月 19 日,首次 TDM
显示谷浓度为 1. 7

 

μg / mL(低于治疗窗下限)。 根据 TDM 调整

给药方案:分次给药( 100
 

mg 晨服+ 50
 

mg 晚服),总剂量为

150
 

mg / d。 2024 年 3 月 28 日,复测谷浓度升至 3. 4
 

μg / mL,癫
痫发作得到有效控制(末次随访:2024 年 8 月 29 日,谷浓度维

持 3. 4
 

μg / mL,无临床发作事件)。
3　 讨论

与传统液液萃取法(乙酸乙酯、二氯甲烷) [3,14] 相比,本研

究以-25~ -20
 

℃预冷冻的色谱纯乙腈处理血清样本,不仅可

降低内源性物质的干扰,同时可避免氮气吹扫有机试剂挥发对

实验人员及环境的潜在危害。 在色谱条件优化中,基于拉莫三

嗪紫外吸收特性[15] ,选择乙腈-醋酸铵(pH = 6. 59)为流动相体

系,检测波长设定为 310
 

nm,可有效规避血清基质在紫外末端

的背景干扰。
目前,TDM 技术正经历从免疫分析法向色谱 / 液质联用技

术的转变过渡[16] 。 然而,LDT 普遍面临质量管理体系不完善的

问题。 我国药师队伍普遍缺乏检验医学教育背景,TDM 质量管

理意识和能力都有待提升。 既往研究多聚焦于方法学验证,忽
视了 IQC 建立的规范性[17] 。 本研究参考临床检验技术质量控

制经验[10] ,即收集各独立分析批获取的 26 批次 IQC 数据,建立

暂定靶值;参考国际(如临床实验室改进修正案)和 NCCL 标准

设定该检测项目的可接受性能标准(如 TEa),通过评估其 σ 水

平选择合适的 Westgard 多规则 IQC 方案,为拉莫三嗪 TDM 方法

的稳健性提供了保障。 EQA 是检验结果互认的基石。 本研究

通过参与 NCCL 拉莫三嗪 TDM
 

EQA 计划发现负性偏倚,并
通过实验室质量管理体系优化,实现对检验质量的持续改进。

尽管拉莫三嗪 TDM 为临床个体化用药提供了重要依据,但
本研究仍存在以下局限性:(1)样本量有限(n= 37)且缺乏药物

基因组及联合用药信息,难以构建多因素回归模型解析谷浓度

个体差异的影响因素。 (2)在方法学偏倚评估中,虽然参考

CLSI
 

EP15-A3 指南采用 1 / 2
 

TEa 为评价标准[18] ,但尚缺乏更为

客观的统计学依据。 未来的研究应结合群体药动学模型,建立

血药浓度-效应关系的预测模型;制定基于生物学变异的 σ 性

能目标,实现 TDM 质量标准从“可接受”向“个性化”的跨越。
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