
  Drug Evaluation Research  第 34 卷 第 5 期  2011 年 10 月 - 374 - 

干血点采样技术及其在药动学研究中的应用 
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摘  要：干血点采样（dried blood spot，DBS），即将全血样品收集在卡纸上，在血样采集方法上比传统方法有一定的优势。

它需求较少的血量，可减少动物使用，方便血样采集、存储运输，简化样品前处理。到目前为止，DBS 与 LC-MS/MS 技术

联用在小分子定量分析中已成为一个重要的方法，将在药动学研究中得到越来越多的应用。概述 DBS 样品收集，储存、前

处理以及分析方法。 
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Application of dried blood spot technology in pharmacokinetic studies 
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Abstract: The collection of whole blood samples on paperboard, known as dried blood spot (DBS), offers a number of advantages over 
conventional blood sampling. DBS requires a smaller blood volume and reduces the number of laboratory animals. It simplified sample 
collection, storage, shipment, and processing. To date, DBS-LC-MS/MS has emerged as an important method for quantitative analysis 
of small molecule drugs. It will get more and more applications in pharmacokinetic studies. This paper summarizes the collection, 
storage, pretreatment, and analysis for DBS samples. 
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进行药动学研究通常需要从生物体采集大量的

全血（临床前试验每个时间点通常采集 100～500 
μL，临床试验 1～5 mL）以获得足够的血浆用于生

物定量分析。在临床前试验中，每只动物只能获得

一定体积的全血，如果用血量大，则需要将多只动

物的血样混合，这往往导致药动学数据的可靠性下

降，而且对动物的需求量增加。另外，血浆的处理

要使用固相萃取、液液萃取或者蛋白沉淀等方法，

这些步骤耗时耗力，限制了检测通量和样品检测数

量。最后，血样的运输和储存也存在实质上的困难，

运输以及储存过程需要冻存并妥善处理。 
干血点（dried blood spot，DBS）采样法，作为

一种采集生物样品的新型替代技术，克服了传统方

法的诸多缺点，并很大程度上节省了研究经费[1]。

目前 DBS 法已广泛应用在新生儿筛查、治疗药物监

测等领域中[2-12]。随着 LC-MS/MS 技术对分析灵敏

度和重现性的不断提高，使用 LC-MS/MS 用于 DBS
样品的定量分析，将为临床前药动学研究提供可靠

的技术支持。尽管 DBS 在临床前毒动学、药动学以

及药物筛选研究中的应用鲜有报道，但是这项技术

越来越受到制药工业界的关注和认可。DBS 法采血

量小（通常小于 100 μL），因此特别适合小动物的

连续样品采集。目前，葛兰素史克公司正在药物研

发阶段积极开展 DBS 采样技术，将其应用于口服小

分子化合物的新药筛选当中。本文从 DBS 样品采

集、干燥、储存和运输、前处理以及分析方法等方

面进行综述，为 DBS 的进一步应用提供参考。 
1  DBS 样品采集方法 
1.1  DBS 采样卡 

FTA和FTA Elute卡由Whatman公司生产制造， 
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用于核酸分析等研究。两种卡通过适宜的化学试剂

处理后，具备溶解细胞，使蛋白变性，并且抑制细

菌等其他微生物生长的功能。FTA 和 FTA Elute 卡，

可以用于 DBS 采样。最近，已有文章报道了在临床

前和临床试验中，将 DBS 与 LC-MS/MS 结合用于

小分子药物及其代谢物的定量分析研究[13-14]。 
1.2  DBS 样品采集过程及影响因素 

在临床前研究中，小动物（如小鼠、大鼠）可

以从尾部采血。血样可直接滴到采样卡的圆圈内，

应避免直接接触到卡纸，尤其是在采样前和血样未

干燥前。还应避免凝血、分层以及过饱和等情况的

发生。血样应均匀分布在圆圈内，采样卡两侧血样

的颜色应保持一致。如果样品被污染，出现溶血现

象或者采样体积不够，均为不合格的采样。也可以

使用加样枪将血样点到采样卡上，这样可避免潜在

的血细胞比容差异、采血量的影响、血样在采样卡

上分布不均匀等采样错误。加样枪头应距离采样卡

若干毫米，当血样碰触到卡时会迅速分散开，使血

样在卡上分布均匀[15-17]。 
另外，为保证分析的精密度和准确度，还应该

考察不同的点样工具、点样温度、点样体积的影响。

（1）点样工具  由于分析物的化学性质不同，分析

物对不同介质（塑料或者玻璃）的吸附程度不同，

应选择不同的点样工具，比如加样枪或者内壁浸泡

乙二胺四乙酸（EDTA）或肝素钠等抗凝剂的毛细

管。（2）点样温度  为考察点样温度对准确度和精

密度的影响，质控全血在不同温度下（室温、37 ℃、

0 ℃）放置 30 min 后进行点样，并随行标准曲线测

定质控 DBS 样品的浓度，考察点样温度对测试结果

的影响。（3）点样体积  为考察全血点样体积对准

确度和精密度的影响，选择 3 种点样体积进行点样，

并通过打孔得到相同大小的滤纸片，处理后进行样

品分析，随行标准曲线测定其浓度。考察点样体积

对测试结果的影响[18-21]。 
2  DBS 样品干燥、储存和运输方法 
2.1  DBS 样品的稳定性评价 

DBS 法对不稳定样品的保存与一般的样品处

理方法相比具有一定优势。大多数的 DBS 样品可以

在室温条件下保存，但是对于不稳定的分析物，低

温可以延长保存时间。如酰基肉碱在 DBS 卡上储存

在室温条件超过 2 周会出现因为水解作用而不稳定

的情况，但是储存在 −18 ℃条件下可至少在 330 d
内保持稳定[17-23]。 

如果不进行分析物的稳定性试验（覆盖样品采

集到分析过程），仅仅开展样品的重复分析测定不能

评价分析物的稳定性。一般而言，分析物在 DBS
上的稳定性需要考察一种或几种储存条件（−60 ℃、

−15 ℃、2～8 ℃、18～22 ℃）：（1）比较不同储

存周期的 QC 样品（低、中、高 3 个浓度，一式 3
份）的测量值与标示值的差异；（2）比较真实样品

第一次测量值与经过不同储存周期后的测量值。前

者称为 QC 样品稳定性，后者称为真实样品稳定性。

QC 样品稳定性的差异应不超过标示值的±15%。对

于真实样品的稳定性，每一种储存条件至少选择 20
个样品进行重复分析，不选择低于定量下限或者小

于 3 倍定量下限浓度的样品。重复测定的结果与两

次测定的平均值的比值应在 80%～120%，并且至少

2/3 的样品符合上述标准。真实样品稳定性的结果

不仅阐明了目标化合物（包括氨基或酯化的化合物）

的稳定性情况，还揭示了可能由水解或降解导致的

转化。任何明显的浓度下降意味着目标化合物的不

稳定，而目标化合物的浓度显著增加可能由代谢物

转化或者共轭分子水解引起[18-29]。 
另外，有必要将 QC 样品放置在高温条件下

（30～40 ℃、40～50 ℃或 50～70 ℃）或者冻融 3
次进行稳定性试验，用来模拟样品运输过程的极端

条件或者样品储存在低温环境的情况。上述 QC 样

品的测定要随行标准曲线和普通 QC 样品，一式 3
份，并且偏差应在标示值的±15%，这样才能说明

DBS 样品在高温或者冻融条件下是稳定的[19-28]。 
有些化合物易发生酶降解，这种过程可能发生

在干燥阶段或者在点样之前，但酶抑制剂又不方便

在点样前添加，因此必须对没有经过任何处理的分

析物在全血中 2～3 h 的稳定性进行考察，以覆盖血

样采集和干燥过程。如果试验结果显示样品不稳定，

那么该化合物不适合 DBS 点样[19]。 
增加 DBS 样品的稳定性可采取以下措施：（1）

控制温度  降低温度通常有助于小分子化合物的稳

定。当温度由 22 ℃降至 0 ℃时，降解反应（氧化

或者水解作用等）的速率会降低为 1/10。（2）保持

干燥  DBS 样品中存留的水分是化合物发生酶解

或化学水解的关键因素，将 DBS 卡充分干燥、更换

干燥剂，或者放置在干燥器内，这几种方式相结合

可以减少水分。（3）改善卡的化学性质  化学处理

过的 DBS 卡具有溶解细胞，使蛋白变性，抑制细菌

和微生物生长等特性，有助于提高不稳定化合物的
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稳定性。研究显示一种对酯酶不稳定的化合物的

QC 样品（低、中、高 3 个浓度）在干燥阶段质量

分数降低了 50%，而加入了酶抑制剂后 QC 样品在

全血中的质量分数降低小于 15%，说明 DBS 卡的

化学性质可以进一步改善[14-29]。 

2.2  DBS 样品的干燥、储存和运输 
在储存和运输前将 DBS 样品充分干燥是十分

重要的。一般而言，在室温开放环境（15～22 ℃）

下，干燥时间至少为 2～3 h。干燥时间取决于采样

卡的类型以及采血量的多少。样品不应该加热、重

叠放置或者接触其他表面，需要的话应避免阳光直

射。潮湿可能引起细菌生长，改变提取效率或者促

进不稳定分析物的降解，从而导致血样的分析质量

下降。因此在干燥之后，为避免 DBS 样品接触水分

或湿气，可用纸覆盖 DBS 样品并装进含有干燥剂的

封口袋里，另外，包装袋内应含有湿度指示剂。通

过这种方式包装的 DBS 样品可在室温下储存数周

至数年。如果样品含有不稳定的化合物，则应储存在

低温环境（2～8 ℃、≤−15 ℃或≤−60 ℃）。按照上

述方法包装的 DBS 样品可通过邮寄方式运输，在此

期间不需考虑血样暴露或者传染性物质等问题[17-22]。 
3  DBS 样品前处理方法 
3.1  打孔位置的选择 

为考察全血在 DBS 卡上的分布情况，根据干血

点的直径大小，选择中心及边缘位置打孔得到相同

尺寸的滤纸片，处理后进行样品分析，随行标准曲

线测定其浓度。研究表明，打孔位置会直接影响

DBS 样品定量分析的结果。如果点卡体积小而打孔

面积大，那么所测结果的精密度会比较好；如果点

卡体积大而打孔面积小，那么所测结果的精密度会

比较差，原因可能是卡纸成分的干扰。唯一能精确

地对待测物进行定量分析的方法为点卡体积完全相

同，从卡上取下所有的血点[14-20]。 
3.2  离线提取 

在定量分析中，从 DBS 卡上打下一个或多个一

定直径的圆片放入分析试管或 96 孔微量滴定盘中

进行提取。提取时通常加入一定量的含有内标的提

取溶剂（甲醇、乙腈或者一定比例的水-有机溶剂混

合物）。选择合适的提取溶剂破坏基质或滤纸里分析

物与蛋白的结合，并通过振荡或者涡旋等方式将分

析物洗脱下来，涡旋时间一般为 20～60 s，必要时

也可采用超声处理来提高提取效率。离心之后，提

取物手动或自动转移到试管或微量滴定盘中直接进

样，或者吹干后用流动相复溶进样[14-19]。 
3.3  在线提取 

最近有报道关于 DBS 样品的在线提取方法。该

方法基于“inox cell”结构，可以将滤纸片上的分析

物洗脱下来，随即导入 LC-MS 系统，从滤纸上释

出的分析物通过色谱分离后进入质谱检测[26]。 
4  DBS 样品分析方法 

DBS 样品的分析方法与普通生物样品的分析

方法类似，应根据化合物的性质，选择特异性好、

灵敏度高的测定方法。色谱 -质谱联用法（如

LC-MS、LC-MS/MS、GC-MS、GC-MS/MS 方法）

在特异性、灵敏度和分析速度等方面更有优势。 
DBS 样品的分析方法学确证与普通生物样品

一样需要通过标准曲线、准确度、精密度、特异性、

灵敏度、重现性、稳定性、基质效应、稀释效应等

研究来建立并确证。在检测过程中应进行方法学质

控，制备随行标准曲线并对质控样品进行测定，以

确保检测方法的可靠性。 
4.1  特异性和灵敏度 

与传统的血浆分析类似，DBS 法要保证所测定

的物质是预期的分析物，内源性物质和其他代谢物

不得干扰样品的测定。考察 6 个不同个体空白全血

点样并处理后的空白生物样品色谱图、空白生物样

品外加对照物质色谱图（注明浓度）及用药后的生

物样品色谱图。对于以液质联用（ LC-MS 、

LC-MS/MS）为基础的检测方法，要注意考察分析

过程中的介质效应，如离子抑制等。 
用 LC-MS/MS 检测待测物最低定量限的响应

值（至少 5 个样本）要比空白血的响应值高 5 倍以

上，即待测物最低定量限的的干扰峰要低于最低定

量限的响应值的 20%，且最低定量限的精确度和精

密度要在 20%以内。由于打孔出来的样品体积有限，

为了能提高待测物的最低定量限可以打尺寸大些的

孔或者收集多个孔的样品[17-27]。 
4.2  标准曲线 

全血标准曲线配制  DBS 采用全血点样，因此

标准曲线应使用全血配制。在配制标准曲线时，若

有机相的加入量多，会出现蛋白沉淀，势必会影响

全血中的活性酶等成分。因此配制工作液时应考虑

到分析物在水相中的溶解度，若分析物在水中溶解

度高，则在逐级稀释过程中向有机相加入一定比例

的水相，可以减少有机相对全血含有的活性酶等蛋

白质的破坏。若分析物在水相中溶解度很小，则要



  Drug Evaluation Research  第 34 卷 第 5 期  2011 年 10 月 - 377 -

尽量减少有机相的加入量。同时，加入血样中的工

作液体积应该尽量少（一般＜5%总体积）。另外，

为保证分析的准确性，全血标准曲线应在每个分析

日当天配制[17]。 
标准曲线建立  用至少 6 个浓度建立标准曲

线，定量范围要能覆盖全部待测浓度，不允许将定

量范围外推求算未知样品的浓度。建立标准曲线时

应随行空白生物样品。 
4.3  精密度与准确度 

选择 3 个浓度的质控样品同时进行方法的精密

度和准确度考察。低浓度选择在定量下限附近，其

浓度在定量下限的 3 倍以内；高浓度接近于标准曲

线的上限；中间选择一个浓度。每一浓度每批至少

测定 5 个样品，为获得批间精密度，应至少连续 3
个分析批合格。精密度用质控样品的批内和批间相

对标准差（RSD）表示，RSD 一般应小于 15%，在

定量下限附近 RSD 应小于 20%。准确度一般应在

85% ～ 115% ， 在 定 量 下 限 附 近 应 在 80% ～

120%[15-18]。 

4.4  定量下限 
定量下限是标准曲线上的最低浓度点，要求至

少能满足测定 3～5 个半衰期时样品中的药物浓度，

或 Cmax 的 1/10～1/20 时的药物浓度，其准确度应在

真实浓度的 80%～120%，RSD 应小于 20%。应由

至少 5 个标准样品测试结果证明。 
4.5  稀释效应 

对于超过定量上限的血样要进行稀释效应的测

定。一般样品可以用空白基质来稀释，但对 DBS
样品要制备稀释液，即将空白全血点样干燥后，按

样品处理方法处理，得到的空白提取液为稀释液。6
份稀释样品和标准曲线一起测定，结果精密度要≤

15%，准确度在±15%[14-23]。 
4.6  样品稳定性 

根据 DBS 的采样情况，应对分析物（以及代谢

物）在室温下不同介质以及不同存放时间进行稳定

性考察，以确定 DBS 的存放条件和时间。具体的稳

定性试验应包括储备液的稳定性、样品处理后的溶

液中分析物的稳定性、分析物在全血中的稳定性、

含药全血点样后室温放置的稳定性、含代谢物全血

点样后室温放置的稳定性等[14-25]。 
4.7  基质效应和回收率 

基质效应定义为样品或介质中存在干扰物质，

对响应造成的直接或间接的影响。在以液质联用为

基础的分析方法中，基质效应是影响方法灵敏度以

及重现性的关键因素，因此样品处理过程要尽可能

除去干扰物质。基质效应的计算方法定义为 6 个不

同个体的空白全血 DBS 样品提取后加入标准品的

峰面积与相应浓度标准品峰面积的比值，比值应尽

量在±15%，并且 RSD＜15%。 
回收率即样品处理过程的提取效率，以样品处

理过程前后分析物质量分数表示。DBS 法应考察

高、中、低 3 个浓度的提取回收率，其结果应精密、

可重现。 
进行基质效应和回收率研究要准备 3 组样品：

（A）DBS 质控样品（低、中、高 3 个浓度，每个浓

度至少 3 个样品）。将标准品加入空白全血中，制成

质控样品并以一定体积点样，待干燥后，打孔，用

含有内标的提取液提取，涡旋离心后进样；（B）空

白全血 DBS 样品在提取后加入与 A 等浓度的标准

品和内标进样；（C）与 A、B 等浓度的标准品和内

标直接进样。3 组样品在同一条件下进行 LC-MS/MS
分析，基质效应为 B 组的响应值/C 组的响应值；回

收率为 A 组的响应值/B 组的响应值[14-25]。 
5  结语 

相较于传统的血浆采集方法，在药动学研究中

使用 DBS 采集全血样品具备了一定优势。DBS 的

采血量少，特别适合小动物的血样采集；使用 DBS
采集全血的预处理简单（无需冷冻离心分离血浆），

全血在滤纸片上吸收迅速（10 s 内吸收），便于储存

（保存在封口塑胶袋内室温干燥放置）；DBS 样品可

通过普通的邮政系统运输（无需冰箱或者干冰）；

DBS 样品前处理简单，使用适宜的溶剂（水或其他

溶剂），分析物易于从滤纸片上洗脱下来。 
但是作为一种新方法，DBS 法尚存在以下不

足。测定结果的准确性可能受点样条件（工具、温

度、体积）影响；样品量少，灵敏度不高；不适用

于不稳定的药物（如易于氧化、酶解的药物）。 
虽然 DBS 技术还处在开发期，有待完善，但其

较一般样品采集及处理方法显示出的优点使其在药

动学研究的应用范围越来越广泛。现在国际大型制

药公司对 DBS 的技术已经产生了极大兴趣，2010
年6月17—18日在布鲁塞尔举行的欧洲生物分析论

坛上，题为“干血点连接策略”的研讨会吸引了来

自世界各地的制药公司的专业人士参加，包括葛兰

素史克、辉瑞、诺华、科文斯、赛诺菲安万特等的

研究人员。如果 DBS 技术更加完善，其处理分析过
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程更加简化，那么它将在药动学研究中起到重要  
作用[30]。 
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