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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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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。
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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

􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂􀤂

··1668



中国药房 2014年第25卷第18期 China Pharmacy 2014 Vol. 25 No. 18

侵袭性真菌感染是器官移植术后常见的并发症，其发病
率和死亡率持续增加[1]。伏立康唑（Voriconazole）作为新一代
的广谱的三唑类抗真菌药，由美国辉瑞公司研发，并于2002年
5月份在美国批准上市。该药为氟康唑的衍生物，在氟康唑结
构丙基骨架上加入1个甲基并用氟代嘧啶环取代了三唑环，使
其对作用靶位的亲和力及抗真菌活性显著增强[2-3]。伏立康唑
已经公布的临床数据表明其对多种致病真菌都有效，对曲霉
菌属的抗菌活性尤为显著。2008年美国感染病学会（IDSA）

制定的曲霉病治疗指南中将伏立康唑列为侵袭性曲霉病的首
选药物。伏立康唑的代谢呈非线性药动学特性[3]，生物利用度
高达 96％，产物经胆汁和尿液排泄。伏立康唑在肝脏内主要
通 过 细 胞 色 素 P450（CYP）的 同 工 酶 CYP2C19、CYP2C9、

CYP3A4进行代谢，CYP2C19为主要代谢酶，其具有基因多态
性，导致不同人种、不同基因型者伏立康唑代谢差异明显，服
用相同剂量伏立康唑后血药浓度差异可能导致不良反应增多
或者疗效不佳[4]。为此国外学者建议条件许可时，应及时进行
伏立康唑的治疗药物监测、调整给药方案、个体化给药，以提
高伏立康唑应用的安全性和有效性。伏立康唑浓度的测定，

目前在国内外主要采用液-质联用（LC-MS）法、高效液相色谱
（HPLC）法进行血药浓度的测定。根据HPLC检测器的不同，

还可以细分为HPLC-紫外（UV）法、HPLC-荧光（FLD）法等；根
据色谱柱不同的还可以分为分子排阻色谱法、交换柱色谱法
等[5-8]。本研究结合实验室实际条件，采用反相高效液相色谱
（RP-HPLC）法，建立了一种快速、灵敏、准确的测定伏立康唑
血药浓度的方法，并应用此方法对肾移植患者体内的伏立康
唑药物浓度进行检测。

1 材料
1.1 仪器

Agilent 1200 高效液相色谱仪，包括 G1311A 四元泵、

G1322A真空脱气机、G1316A柱温箱、G1314B 型可变波长检
测器（VWD）、G1329A型标准自动进样器、Agilent化学工作站
（H4033A，中文版B02.01C）（美国Agilent公司）。

1.2 药品与试剂

伏立康唑对照品（中国食品药品检定研究院，批号：

100862-200701）；内标：尼群地平对照品（中国食品药品检定研
究院）；乙腈为色谱纯，磷酸二氢钠为分析纯，水为Millipore去
离子水。

2 方法与结果[9-12]

2.1 色谱条件

色谱柱：AgilentHC-C18（250 mm×4.5 mm，5μm）；流动相：

0.05 mol/L磷酸二氢钠（pH 6）-乙腈（40∶60），流动相经有机相
微孔滤膜（0.45 μm）过滤后使用；柱温：40 ℃；流速：1.0 ml/min，

进样量：20 μl；紫外检测波长：254 nm。

2.2 溶液的配制

2.2.1 对照品溶液：准确称取伏立康唑对照品 0.025 8 g，用乙
腈溶解并定容至 10 ml，制备成质量浓度为 2 580 mg/L的贮备
液，精密量取该贮备液适量，用乙腈定量稀释成质量浓度为
2.58、6.45、33.25、64.5、129、258 mg/L的稀贮备液，置于－20 ℃
冰箱冷藏保存，待用。

2.2.2 内标溶液：准确称取尼群地平对照品 21.00 mg 至 100

ml量瓶中，用乙腈稀释至刻度，得质量浓度为210 mg/L的内标
溶液，置于－20 ℃冰箱冷藏保存，待用。

2.3 血浆样品处理

精密量取血浆样品0.2 ml ，加入内标溶液10 μl，加入乙腈0.6

ml，加盖后于涡旋混合器上混匀，以离心半径为 8 cm、13 000

r/min离心5 min，取上清液20 μl进样，进行色谱分析。

2.4 方法的专属性

分别取空白血浆、空白血浆+伏立康唑对照品+内标、受试

者血浆样品+内标各20 μl，同法处理并进样测定，色谱见图1。

结果表明，空白血浆中内源性杂质不干扰血浆中伏立康唑的分

析。伏立康唑和尼群地平（内标）的保留时间分别约为4.7、7.7

min，各峰分离度均＞2，理论板数均＞2 000，血浆中的杂质峰

与伏立康唑主峰的分离度＞1.5，色谱见图1。

2.5 标准曲线的制备

精密量取不同质量浓度的伏立康唑对照品贮备液 20 μl，

加入内标溶液10 μl，分别加入空白血浆180 μl，混匀，制得含伏

立康唑0.258、0.645、3.325、6.45、12.9、25.8 mg/L的系列血浆样

品。取血浆样品各 5份，按“2.3”项方法处理，进样测定，记录

色谱。以伏立康唑色谱峰面积与内标峰面积之比（y）为纵坐标

轴，伏立康唑的血药浓度（x）为横坐标，绘制标准曲线，得标准

曲线方程为 y＝0.094 79x+0.018 24（r＝0.999 8），结果表明，伏

立康唑血药浓度在 0.258～25.8 mg/L 范围内线性关系良好。

按照信噪比为3得到最低检测限为0.085 mg/L。

2.6 回收率试验

分别配制伏立康唑低、中、高 3种质量浓度的标准血浆样

品各 5份，按“2.3”项方法操作，进样测定，计算方法回收率，

结果见表1。

表1 回收率及精密度试验结果

Tab 1 Results of precision and accuracy tests

质量浓度，mg/L

0.258

3.325

25.8

方法回收率，％
116.5±4.96

96.65±2.07

99.75±3.05

日内RSD，％
2.64

1.54

3.03

日间RSD，％
5.95

4.50

4.70

2.7 精密度试验

分别配制伏立康唑低、中、高 3种浓度的标准血浆样品各

5份，同日处理 5批，连续测定 3 d，计算得日内、日间 RSD 均

＜6％，结果见表1。

2.8 稳定性试验

配制伏立康唑低、中、高 3种质量浓度（0.258、3.325、25.8

mg/L）血样，各20份。3种浓度各5份样品按照“2.3”项方法处

理，立即进样测得血药浓度；5份在室温下放置24 h，同法处理

测得血药浓度；5份反复冻融2次同法测得血药浓度；5份在－

20℃下冻存7 d后同法测得血药浓度。结果表明，伏立康唑在

上述条件下均稳定，RSD为3.57％～5.25％。

2.9 临床应用

图1 高效液相色谱图
A.空白血浆；B.空白血浆+伏立康唑+内标 ；C.受试者血浆样品+内标；

1.伏立康唑；2.尼群地平

Fig 1 HPLC chromatogram
A. blank plasma；B. blank plasma+voriconazole+ internal standard；C.

blood sample+internal standard；1.voriconazole；2.nitrendipine
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3例肾移植术后随访患者，年龄 29～50岁，口服伏立康唑

400 mg/d（200 mg、q12h）治疗肺部真菌感染。患者服用伏立康

唑后 10 d，分别测定伏立康唑血药浓度为 4.826、4.045、1.564

mg/L，3例患者均达到有效治疗浓度（伏立康唑的有效治疗浓

度范围为1～5 mg/L[6]）。

3 讨论
3.1 血浆样品处理方法的选择

目前，国内测定人血浆中伏立康唑浓度时对于生物样品

的处理过程十分繁琐。考虑到 1.6倍体积的乙腈即可使蛋白

质沉淀完全，遂采用加入 2倍血浆体积的乙腈沉淀蛋白，但是

血浆中有微小杂质峰干扰；采用加入3倍血浆体积的乙腈进行

处理，血浆中微小杂质峰不干扰主峰、专属性好，同时最低定

量限为 0.258 mg/L，完全可以用于临床伏立康唑（有效治疗浓

度范围为1～5 mg/L）血药浓度的测定。

3.2 内标的选择

考虑到伏立康唑是氟康唑的衍生物，在试验之初曾应用

氟康唑为内标。但是蛋白质杂峰与内标氟康唑重合。综合考

虑伏立康唑以及色谱柱的性质，选用尼群地平为内标，稳定性

好，专属性高。

3.3 色谱柱的选择

试验之初曾选择AgilentHC-C18（150 mm×4.5 mm，5 μm），但

是当流动相为 0.05 mol/L磷酸二氢钠（pH 6）-乙腈（40∶60），主

峰保留时间在 3 min内，且与蛋白质峰有干扰；当降低乙腈比

例，主峰与内标峰间的时间间隔增大，且峰拖尾。为增大组分

的保留遂采用AgilentHC-C18（250 mm×4.5 mm，5 μm），主峰与

杂质峰分离度＞1.5且峰型对称，对称因子在0.9～1.2范围内。

应用本文方法测定肾移植术后患者体内伏立康唑的血药

浓度，伏立康唑与血浆中内源性杂质峰得到良好的分离，并且

峰形良好；最主要的是可结合现有的实验室条件，方法快速、

简便、结果准确、灵敏度高，能够将器官移植术后患者血浆中

伏立康唑的浓度及时反馈，满足临床需求。
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国家卫生和计划生育委员会主任李斌出席第四届中国-加拿大卫生政策对话

本刊讯 2014年4月16日，第四届中国-加拿大卫生政策

对话在北京举行。国家卫生和计划生育委员会（以下简称“卫

生计生委”）主任李斌与加拿大卫生部部长安布罗斯共同出席

会议并致辞。

李斌表示，自1995年两国签署卫生合作谅解备忘录以来，

中加卫生合作务实高效，成果丰硕。近年来，两国在卫生政策

制定、人力资源培养、疾病控制等领域开展了多层次、多渠道、

全方位的合作。合作单位包括中央政府、省级和地方政府、大

学、医疗机构、医学科研机构和企业等，充分展示了两国在卫

生领域合作的广度和深度。

会议期间，李斌与安布罗斯部长进行了双边会谈，并共同

签署了《中加2014－2016年度卫生合作执行计划》。中加双方

有关机构签署了多项合作协议，涉及食品安全、全科医学、医

学护理、脊髓损伤、数据分析等多个领域。

本次对话会议上，中加双方就新发传染病防控、健康老龄

化、卫生体制改革等专题进行了广泛深入的交流与讨论。国

家卫生计生委副主任马晓伟出席对话开幕式并致辞。国家卫

生计生委、部分省市卫生计生委、直属单位，以及加拿大卫生

部等机构的约50余人参加。

中加卫生政策对话是两国间级别最高、参与最广泛的卫

生交流机制。2009年，首届中加卫生政策对话在加拿大渥太

华举行。第二和第三届对话分别于 2010年和 2011年在上海

和多伦多举行。
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