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摘 要 目的：建立能同时测定人血浆中拉米夫定（3TC）、齐多夫定（AZT）和奈韦拉平（NVP）浓度的方法。方法：血浆用乙腈沉

淀处理后，以乙酸乙酯提取后进行高效液相色谱法测定。色谱柱为 Agilent XDB-C18，流动相为乙腈-水溶液（梯度洗脱），流速为

0.8 ml/min，检测波长为 268 nm，柱温为 30 ℃，内标为甲硝唑。结果：3TC、AZT、NVP 血药浓度分别在 0.05～10 µg/ml（r＝0.998

1）、0.05～10 μg/ml（r＝0.999 0）、0.1～20 µg/ml（r＝0.999 3）范围内线性关系良好，定量限分别为0.05、0.05、0.1 µg/ml；平均方法回

收率分别为96.36％～105.84％、98.73％～101.93％、98.78％～108.07％，日内、日间RSD＜8％。结论：本方法简便、快速、准确、灵

敏，可用于同时使用3TC、AZT和NVP的艾滋病患者的临床治疗药物监测及药动学研究。

关键词 拉米夫定；齐多夫定；奈韦拉平；高效液相色谱法；治疗药物监测

Simultaneous Determination of Lamivudine，Zidovudine and Nevirapine in Human Plasma by HPLC
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Eighth People’s Hospital，Guangzhou 510060，China；2.Dept. of Infectious Disease，Guangzhou Eighth People’s
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ABSTRACT OBJECTIVE: To establish a sensitive and rapid method for the simultaneous determination of lamivudine（3TC），zid-

ovudine（AZT）and nevirapine（NVP）in human plasma. METHODS: The plasma were extracted with ethyl acetate after precipitat-

ed by acetonitrile. The determination was performed on Agilent XDB-C18 with mobile phase consisted of acetonitrile-water（gradient

elution）at the flow rate of 0.8 ml/min. The detection wavelength was 268 nm，and column temperature was 30 ℃. Metronidazole

was used as the internal standard. RESULTS: The linear range of 3TC，AZP，NVP were 0.05-10 μg/ml（r＝0.998 1），0.05-10 μg/ml

（r＝0.999 0），0.1-20 µg/ml（r＝0.999 3），respectively；and the limits of quantitation was 0.05，0.05，0.1 µg/ml respectively. the av-

erage method recovery were 96.36％-105.84％，98.73％-101.93％，98.78％-108.07％，respectively. The intra-day and inter-day RSD

were all ＜8％。CONCLUSIONS: The method is simple and rapid，accurate，sensitive，and can be used for therapy drug monitor-

ing and pharmacokinetic study of AIDS patients receiving 3TC，AZT and NVP simultaneously.

KEYWORDS Lamivudine；Zidovudine；Nevirapine；HPLC；Therapy drug monitoring
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高效抗逆转录病毒治疗（Highly active anti-retroviral thera-

py，HAART）是目前抗人类免疫缺陷病（HIV）治疗的最有效和
最主要的措施。初治HIV感染/艾滋病（AIDS）患者治疗推荐
方案为 2种核苷类逆转录酶抑制剂（NRTIs）+1种非核苷类转
录酶抑制剂（NNRTIs）或2种NRTIs+1种加强型蛋白酶抑制剂
（PIs）（含利托那韦）[1]。拉米夫定（Lamivudine，3TC）、齐多夫
定（Zidovudine，AZT）、奈韦拉平（Nevirapine，NVP）三者合用
是我国目前抗HIV治疗常用的三联用药方案之一，前两者属
于NRTIs，而后者属于NNRTIs。为便于临床进行血药浓度监
测和开展药动学研究，本试验以甲硝唑（Metronidazole）为内
标，建立了同时测定人血浆中3TC、AZT和NVP浓度的高效液
相色谱（HPLC）法。

1 材料
1.1 仪器

Agilent 1200高效液相色谱仪，包括 G1314B 型紫外检测
器、Agilent 色谱化学工作站（美国 Agilent 公司）；XW-B 型涡
旋混合器（江苏康健医疗用品有限公司）；AL204型电子天平
（瑞士 Mether Toledo 公司）；5417R 型高速冷冻离心机（德国
Eppendorf公司）；B320A型离心机（北京白洋医用离心机有限
责任公司）；DZF-6021型真空干燥箱（上海一恒科学仪器有限
公司）。

1.2 药品与试剂

3TC 对照品（中国药品生物制品检定研究院，批号：

101007-200701，纯度＞99.7％）；AZT对照品（中国药品生物制
品检定研究院，批号：100672-200401，纯度＞99.5％）；NVP对
照品（中国药品生物制品检定研究院，批号：100641-200401，纯
度＞99.5％）；内标：甲硝唑（安徽双鹤药业有限责任公司，批
号：1209205D）；乙腈、乙酸乙酯为色谱纯，水为双重蒸馏去离
子水。

2 方法与结果
2.1 色谱条件

色谱柱：Agilent Eclipse XDB-C18（150 mm×4.6 mm，5 μm）；

流动相：乙腈-水（梯度洗脱程序：0～10 min为5∶95，10.1～18.8

min 为 25 ∶75）；流速：0.8 ml/min；柱温：30 ℃；检测波长：268

nm；进样量：30 µl。

2.2 对照品贮备液的制备

准确称取 3TC、AZT、NVP对照品各适量，分别置于 10 ml

量瓶中，用甲醇溶解并定容至刻度，制得质量浓度为 1 mg/ml

的对照品贮备液，贮存于4 ℃冰箱内避光保存备用。试验前按
需用乙腈 -水（10：90）混合液稀释至相应浓度并混合成
3TC-AZT-NVP标准溶液。

2.3 内标贮备液、内标溶液的制备

准确称取甲硝唑适量置于10 ml量瓶中，用甲醇定容至刻
度，配制成质量浓度为 1 mg/ml的内标贮备液，贮存于 4 ℃冰
箱内避光保存备用。试验前用乙腈-水（10∶90）混合液稀释成
浓度为30 µg/ml的内标溶液。

2.4 供试品溶液的制备

取含药血浆 0.25 ml，置 2.0 ml 离心管中，加入内标溶液
（30 µg/ml 甲硝唑溶液）50 µl，涡旋振荡 3 s，再加入乙腈 0.75

ml，密塞，涡旋振荡 1 min，以离心半径为 8 cm、转速为 14 000

r/min离心 10 min。吸取上清液置 5.0 ml的离心管内，加入乙
酸乙酯3.0 ml，密塞，涡旋振荡1 min，以离心半径为8 cm、转速

为5 000 r/min离心10 min。吸取上清液置5.0 ml的离心管内，

真空干燥（42 ℃）至干。进样前加入乙腈-水（10∶90）200 µl，涡
旋振荡 10 s溶解残渣，以离心半径为 8 cm、转速为 5 000 r/min

离心10 min，吸取30 µl上清液进样分析。

2.5 专属性考察

取空白血浆 0.25 ml置 2.0 ml 锥形离心管中，除不加内标
外，按“2.4”项方法操作，按“2.1”项色谱条件测定，获得空白血
浆样品的色谱图，见图1A ；将一定浓度的3TC-AZT-NVP混合
标准溶液和内标溶液加入空白血浆中，同法操作获得色谱图
1B，3TC、AZT、NVP和甲硝唑分别在6.1、14.4、17.7、11.2 min出
峰；取HIV感染者同时口服3TC片（艾息®，安徽贝克生物制药
有限公司）、AZT片（克度®，东北制药总厂）及NVP片（艾太®，

浙江华海药业股份有限公司）后收集的血浆样品，同法操作，

得色谱图1C。由图1可见，3TC、AZT、NVP及内标的测定不受
血浆中内源性物质的干扰，本方法具有较高的专属性。

2.6 标准曲线及定量下限考察

取空白血浆 0.25 ml，分别加入同时含有质量浓度为 0、

0.25、0.5、2.5、5、25、40、50 µg/ml 3TC，0、0.25、0.5、2.5、5、25、

40、50 µg/ml AZT以及0、0.5、1、5、10、50、80、100 µg/ml NVP的
3TC-AZT-NVP混合标准溶液 50 μl，振荡 3 s，使 3TC血药浓度
相当于 0、0.05、0.1、0.5、1、5、8、10 µg/ml，AZT 血药浓度相当
于 0、0.05、0.1、0.5、1、5、8、10 µg/ml，NVP 血药浓度相当于 0、

0.1、0.2、1、2、10、16、20 µg/ml。其余项按“2.4”项方法处理，进
样测定，记录色谱。以药物峰面积与内标甲硝唑峰面积之比
（y）对药物血浆浓度与内标甲硝唑浓度之比（x）进行线性回归，

分别得 3TC、AZT、NVP 回归方程为：y＝2.095x+0.018 7（r＝

0.998 1，n＝7）；y＝2.766 8x +0.021 8（r＝0.999 0，n＝7）；y＝

2.134 8x+0.016 2（r＝0.998 3，n＝7）。结果表明，三者血药浓度
分别在 0.05～10、0.05～10、0.1～20 µg/ml 范围内线性关系良
好；定量限分别为0.05、0.05、0.1 µg/ml。

2.7 精密度及方法回收率试验

按“2.6”项方法分别配制低（3TC 0.1 µg/ml、AZT 0.1 µg/

ml、NVP 0.2 µg/ml）、中（3TC 1 µg/ml、AZT 1 µg/ml、NVP 2 µg/

ml）和高（3TC 8 µg/ml、AZT 8 µg/ml、NVP 16 µg/ml）质量浓度

图1 典型色谱图
A.空白血浆；B.空白血浆+3TC（1 µg/ml）+AZT（1 µg/ml）+NVP（2 µg/

ml）+甲硝唑（6 µg/ml）；C.受试者口服 3TC 片（300 mg）、AZT 片（600

mg）和 NVP 片（400 mg）后收集的血浆样品；1. 3TC ；2. 甲硝唑；3.

AZT；4. NVP

Fig 1 Typical chromatogram
A.blank plasma；B. blank plasma+3TC（1 µg/ml）+AZT（1 µg/ml）+ NVP

（2 µg/ml）+metronidazole（6 µg/ml）；C. plasma after taking 3TC tablet

（300 mg），AZT tablets（600 mg）and NVP tablets（400 mg）orally；1.

3TC；2. metronidazole；3. AZT；4. NVP
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的 3TC-AZT-NVP血浆质控样品各 15份，分为 3批，每批 5份，

每批随行标准曲线，依“2.4”项方法处理后，按“2.1”项色谱条
件进样测定，计算质控样品的浓度。将测得量与配制量对照，

考察本法的准确度（方法回收率）和精密度，结果分别见表 1、

表 2及表 3。结果表明，本法测定血浆中 3TC、AZT与NVP浓
度的准确性与精密度高、重现性好。

2.8 提取回收率试验

分别配制低（3TC 0.1 µg/ml、AZT 0.1 µg/ml、NVP 0.2 µg/

ml）、中（3TC 1 µg/ml、AZT 1 µg/ml、NVP 2 µg/ml）和高（3TC 8

µg/ml、AZT 8 µg/ml、NVP 16 µg/ml）质量的 3TC-AZT-NVP 血
浆质控样品，处理后测定，以所得峰面积与相应浓度对照品溶
液直接进样所得峰面积比较，计算提取回收率，结果分别见表
1、表2及表3。结果表明，3TC、AZT与NVP低、中、高3个浓度
的提取回收率对测定结果影响程度基本一致。

表1 3TC回收率与精密度试验结果

Tab 1 Results of recovery and precision tests of 3TC

配制量，μg/ml

0.1

1

8

日内精密度（n＝5）

测得量（x±s），μg/ml

0.100±0.006

0.95±0.08

8.32±0.29

RSD，％
6.37

7.99

3.44

日间精密度（n＝5）

测得量（x±s），μg/ml

0.099±0.005

0.98±0.06

8.29±0.24

RSD，％
4.96

4.15

5.00

方法回收率（n＝5）

平均值，％
96.36

98.65

105.84

RSD，％
3.59

3.48

1.68

提取回收率（n＝3）

平均值，％
63.64

61.60

62.16

RSD，％
6.77

4.87

4.65

2.9 稳定性试验

按“2.6”项方法分别配制低（3TC 0.1 µg/ml、AZT 0.1 µg/

ml、NVP 0.2 µg/ml）、中（3TC 1 µg/ml、AZT 1 µg/ml、NVP 2 µg/

ml）和高（3TC 8 µg/ml、AZT 8 µg/ml、NVP 16 µg/ml）质量的
3TC-AZT-NVP血浆质控样品，分别考察经室温避光放置1 h和

24 h、冻融1次和3次、－20 ℃冻存3 d和7 d的稳定性。结果3

种血药浓度 3TC、AZT 和 NVP 在上述条件下的 RSD 值均＜

15％，符合方法学要求。

2.10 临床样本检测

从我院HIV门诊抽取 9例HIV/AIDS患者的血浆，这些患

者均服用 3TC-AZT-NVP 治疗方案且达半年以上。血浆样本

按“2.4”项方法处理后，按“2.1”项色谱条件进行测定，结果见

表4。

表4 HIV/AIDS患者血浆3TC-AZT-NVP浓度测定结果

Tab 4 Determination results of 3TC-AZT-NVP blood con-

centration of HIV/AIDS patients

编号

1
2
3
4
5
6
7
8
9

性别

男
男
男
女
男
男
男
男
男

年龄，
岁

39
47
32
30
41
65
38
29
43

体质量，
kg

65
85
70
53
75
52
55
53
69

服药后至抽血时间间隔，h

3TC

14.0
14.0
13.0
14.0
1.25

13.5
13.5
13.0
3.0

AZT

2.0
2.0
1.0
2.0
1.25
1.5
1.5
1.0
3.0

NVP

2.0
2.0
1.0
2.0
1.25
1.5
1.5
1.0
3.0

血药浓度，µg/ml

3TC

0.115
0.352
0.054
0.093
2.020
0.174
0.144
0.109
1.097

AZT

0.199
0.127
0.144
0.140
0.393
0.121
0.151
0.131
0.280

NVP

3.011
6.297
6.043
4.019
3.909
5.211
4.898
4.063
4.132

3 讨论
HAART是全球公认为现今抗病毒治疗HIV感染/AIDS最

主要的有效措施，但所用药物在有效抑制病毒复制的同时，毒
副反应较大、耐药及个体差异等问题突出。通过治疗药物监
测（TDM）指导临床个体化合理用药，提高抗病毒治疗效果和
患者的依从性，尽可能避免过高药量导致的毒副作用和偏低
药量诱发耐药等情况则显得尤为重要。

同时检测血浆中 3TC、AZT、NVP 浓度的方法，有 HPLC-

紫外（UV）法[2]和液-质联用（LC-MS/MS）法[3-4]。LC-MS/MS法
灵敏度高，但设备较昂贵，难将其常规应用于二、三级医院的
TDM。HPLC法稳定性好、成本较低，可满足抗HIV药物临床
监测的需要，故本研究意在探寻HPLC-UV法同时测定 3种常
用抗HIV药物浓度的优选方法，并用于TDM。

根据文献[5]，3TC、AZT、NVP的最大吸收波长分别为275、

268、282 nm。最大吸收波长处的响应值（AU）从大到小分别
为NVP、3TC和AZT。综上，比较三者在268、273、278 nm波长
处的响应值：3TC在 268 nm与 273 nm波长处AU相近且大于
其在 278 nm 处 AU；AZT 在 268 nm 波长处 AU 为三波长中最
高；NVP 虽在 268 nm 波长处 AU 为中值，但亦为此处 3TC 及
AZT AU的 6～7倍。为使三者均有较好响应，故确定 268 nm

为本研究方法的检测波长。

将法莫替丁、司他夫定、甲硝唑、替硝唑、奥硝唑等作内标
考察，发现司他夫定、甲硝唑、替硝唑、奥硝唑在本方法的色谱
条件下有较强吸收，但唯有甲硝唑的出峰时间最合适，且介于
3TC和AZT之间、分离度好、内源性物质不干扰，故确定甲硝

唑为内标。

表3 NVP回收率与精密度试验结果

Tab 3 Results of recovery and precision tests of NVP

配制量，μg/ml

0.2

2

16

日内精密度（n＝5）

测得量（x±s），μg/ml

0.203±0.008

2.09±0.02

16.06±0.28

RSD，％
3.81

1.18

1.77

日间精密度（n＝3）

测得量（x±s），μg/ml

0.200±0.008

2.09±0.09

16.36±0.65

RSD，％
6.46

7.92

3.82

方法回收率（n＝5）

平均值，％
98.78

108.07

104.26

RSD，％
3.43

1.39

6.58

提取回收率（n＝3）

平均值，％
90.90

88.67

87.23

RSD，％
5.10

2.80

2.00

表2 AZT回收率与精密度试验结果

Tab 2 Results of recovery and precision tests of AZT

配制量，μg/ml

0.1

1

8

日内精密度（n＝5）

测得量（x±s），μg/ml

0.091±0.004

0.99±0.03

8.23±0.15

RSD，％
4.36

3.10

1.84

日间精密度（n＝3）

测得量（x±s），μg/ml

0.100±0.005

0.99±0.04

8.03±0.28

RSD，％
3.48

7.45

6.27

方法回收率（n＝5）

平均值，％
98.73

101.93

100.78

RSD，％
2.85

1.36

1.61

提取回收率（n＝3）

平均值，％
89.21

84.74

89.52

RSD，％
2.69

3.23

2.47
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3TC极性强，NVP极性弱，AZT极性介于两者之间。单用

乙腈、乙酸乙酯或叔丁基甲醚提取，难达到理想提取效果。用

乙腈-乙酸乙酯混合体系（2∶1、1∶1、1∶2）作提取溶剂，3种目标药

物及内标皆能被提取。但仅采用一步液-液萃取后杂质始终较

多，且杂质会随乙腈比例的增加而增加。故采取先用乙腈沉

淀后再对上清液用乙酸乙酯进行萃取的方法，结果显示杂质

明显减少，提取效果较好。

AIDS患者常因HAART和机会性感染治疗而需同时服用

较多药物。本方法对9例门诊临床样本进行检测，3种目标药

物及内标皆无干扰（见图 1C），证明本法可应用于AIDS患者

TDM。由表4可知，患者的3TC-AZT-NVP血药浓度存在较明

显个体差异，有必要对HAART进行TDM以确保疗效稳定。

本方法仅需用0.25 ml血浆，低于文献报道的0.50 ml[2]，无

需固相萃取[3]，对检测设备要求不高[3-4]，操作简单、快速、灵敏，

检测结果准确、重复性好，是临床常规开展 3TC、AZT和NVP

血药浓度同时监测及药动学研究的优选方法。
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RP-HPLC法测定肾移植术后患者血浆中伏立康唑的浓度

王 超 1＊，张 弋 2（1.天津医科大学一中心临床学院，天津 300070；2. 天津市第一中心医院，天津 300192）

中图分类号 R969.1 文献标志码 A 文章编号 1001-0408（2014）18-1668-03

DOI 10.6039/j.issn.1001-0408.2014.18.12

摘 要 目的：建立一种快速检测肾移植术后患者血浆中伏立康唑浓度的方法。方法 ：血浆样品处理后，采用反相高效液相色谱

（RP-HPLC）检测。色谱柱为 Agilent HC-C18，流动相为 0.05 mol/L 磷酸二氢钠（pH 6）-乙腈（40∶60），流速为 1.0 ml/min，柱温为

40 ℃，进样量为20 μl，测定波长为254 nm。结果：伏立康唑血药浓度在0.258～25.8 mg/L范围内线性关系良好（r＝0.999 8），定量

下限为0.258 mg/L；最低检测限为0.085 mg/L；3种浓度样的日内、日间RSD＜6％；平均回收率在95％～120.0％之间。并采用此

方法测定3例肾移植患者服用伏立康唑10 d 血浆中的伏立康唑的浓度分别为4.826、4.045、1.564 mg/L。结论：本方法操作简便、

结果准确，适用于人血浆中的伏立康唑药物浓度的检测。

关键词 伏立康唑；反相高效液相色谱法；血药浓度；肾移植；药动学

Determination of Voriconazole Concentration in Patients after Renal Transplantation by RP-HPLC
WANG Chao1，ZHANG Yi2（1. The First Center Clinical College of Tianjin Medical University，Tianjin 300070，

China；2. Tianjin First Center Hospital，Tianjin 300192，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a rapid detective method for concentration determination of voriconazole in human plas-

ma of renal transplantation patients. METHODS：Plasma samples were extracted，then RP-HPLC method was adopted. The determi-

nation was performed on Agilent HC-C18 column with mobile phase composed of 0.05 mol/L sodium dihrydrogen phosphate（pH＝

6）-acetonitrile（60∶40）at the flow rate of 1.0 ml/min and column temperature of 40 ℃. The sample size was 20 μl，and the detec-

tion wavelength was set at 254 nm. RESULTS：The linear range of voriconazole was 0.258-25.8 mg/L（r＝0.999 8）；quantitative

limit was 0.258 mg/L，and detection limit was 0.085 mg/L；RSDs of intra-day and inter-day of high，medium and low concentra-

tions were all lower than 6％；average recoveries were 95％-120.0％. Drug concentration of voriconazole in 3 renal transplantation

patients was determined by this method 10 days after voriconazole administration，the determination results were 4.826，4.045，

1.564 mg/L respectively. CONCLUSIONS：The method is easy，accurate，and suitable for the concentration determination of vori-

conazole in patients.

KEYWORDS Voriconazole；RP-HPLC；Plasma concentration；Renal transplant；Pharmacokinetics
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