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摘 要 目的：建立同时测定人血浆中依曲韦林、利匹韦林和地拉韦啶浓度的方法。方法：血浆样品以沉淀蛋白联合萃取的方法

进行处理后，采用液相色谱串联质谱（LC-MS/MS）法进样测定，以替米沙坦为内标，Eclipse XDB-C18为色谱柱，0.1％甲酸+100％

水-甲醇（20∶80）为流动相进行色谱分离。采用电喷雾电离源（ESI），以多反应监测（MRM）方式进行正电荷检测，用于定量分析的

依曲韦林、利匹韦林、地拉韦啶和内标检测离子对 m/z 分别为 437.1/165.1、367.2/195.2、457.3/221.2和 515.1/276.0。结果：依曲韦

林、利匹韦林、地拉韦啶血药浓度分别在0.02～5 µg/ml（r＝0.994 2）、0.005～10 µg/ml（r＝0.995 6）、0.001～5 µg/ml（r＝0.998 0）范

围内线性关系良好，定量下限可分别达 20、5、1 ng/ml；各待测物的日内、日间精密度以及准确度均符合生物样品分析相关要求，

RSD＜10％。血浆样品在经历3次冷冻-解冻循环、室温放置4 h和－80 ℃放置60 d的条件下均稳定，RSD＜15％。结论：该方法

具有快速、灵敏、重复性好等特点，适用于临床测定血药浓度及药动学研究。

关键词 液相色谱串联质谱法；依曲韦林；利匹韦林；地拉韦啶；血药浓度

Simultaneous Determination of Etravirine，Rilpivrine and Delavirdine in Human Plasma by LC-MS/MS
LIU Xiao-qian，YIN Lin，SUN Tao，JIA Xiao-fang，WU Da-ge，LU Hong-zhou，ZHANG Li-jun（Shanghai Public
Health Clinical Center，Shanghai 201508，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a method for simultaneous determination of etravirine，rilpivrine and delavirdine in hu-

man plasma. METHODS：After plasma sample was treated with protein precipitation combined with extraction，using telmisartan

as internal standard，the determination was performed on Eclipse XDB-C18 column with 0.1％ formic acid+100％ water+methanol

（20 ∶ 80）. Etravirine（m/z 437.1/165.1），rilpivrine（m/z 367.2/195.2），delavirdine（m/z 457.3/221.2） and internal standard（m/z

515.1/276.0）were detected by electrospray ionization（ESI）with positive ion in MRM mode quantitatively. RESULTS：The linear

range was 0.02-5 µg/ml for etravirine（r＝0.994 2），0.005-10 µg/ml for rilpivrine（r＝0.995 6），0.001-5 µg/ml for delavirdine（r＝

0.998 0），repsepctively. The lower limits of quantitation were 20，5 and 1 ng/ml for etravirine，rilpivrine and delavirdine，respec-

tively. The intra-day and inter-day precision and accuracy were all in line with the requirements of biological sample analysis

（RSD＜10％）. The plasma samples were stable after three freeze-thaw cycles and being stored for 4 h at room temperature and 60

days at －80 ℃（RSD＜15％）. CONCLUSIONS：The method is proved to be rapid，sensitive and repeatable，and can be used for

the determination of plasma concentration and pharmacokinetic study.

KEYWORDS LC-MS/MS；Etravirine；Rilpivrine；Delavirdine；Plasma concentration
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全球共有 33种抗艾滋病病毒药物，有些药物的专利即将

到期，比如依曲韦林、利匹韦林和地拉韦啶等，国外新药和仿

制药将会不断进入中国市场。

依曲韦林为人类免疫缺陷病毒（HIV）-1非核苷类逆转录

酶抑制剂（NNRTI），FDA 批准用于抗 HIV 感染 [1]，与其他抗

HIV药物联用，可以降低病毒载量，提高CD4细胞计数，提高

免疫能力。利匹韦林作为新一代非核苷类反转录酶抑制剂，

是用于抗HIV治疗的新型药物。它的不良反应更少，安全性

更好，主要用于无HIV 治疗史的HIV-成年感染者[2]。另外，它

还适用于对其他NNRTI不良反应不耐受的HIV 感染者和艾滋

病患者，因为其不良反应较其他NNRTI少见[3]。地拉韦啶亦属

NNRTI，该药能与NNRTI及蛋白酶抑制剂合用，故国外在治疗

艾滋病“鸡尾酒”综合疗法中已作为典型的第3、第4种药物应

用于临床[4]。

抗艾滋病病毒药物有时候需要多种药物一起服用，药物

之间相互作用影响药物的血药浓度，其血药浓度与疗效、毒副

作用密切相关，因此测定药物的血药浓度就显得尤为重要。

目前国内尚未见有关依曲韦林、利匹韦林和地拉韦啶的血药

浓度测定方法的报道。本研究旨在建立一种选择性好、灵敏

度高的液相色谱串联质谱法，同时测定血浆中这3种药物的血

药浓度，为临床药动学、治疗药物监测、生物利用度研究等奠

定基础。

1 材料
1.1 仪器

LC-20AD 高效液相色谱仪（日本岛津公司）；API3200串

联三重四极杆质谱仪（美国ABI公司）；Eppendorf5415R低温

高速离心机（德国艾本德公司）；Techne 氮吹仪（英国 Techne

公司）。

1.2 药品与试剂

依曲韦林（加拿大 TRC 公司，产品号：E937000，纯度：

98％）；利匹韦林（加拿大 TRC 公司，产品号 R509800，纯度：

98％）；地拉韦啶（加拿大TRC公司，产品号：D230625，纯度：

98％）；内标：替米沙坦（北京柏雅方舟医药科技有限公司，纯

度：99.5％，批号：040511）；四甲基叔丁基醚、乙腈和甲醇均

为色谱纯。

2 方法与结果
2.1 色谱条件

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

相：A（0.1％甲酸+100％水）-B（甲醇）＝20∶80；流速：0.5 ml/min；

柱温：35 ℃；进样量：10 µl。采用自动进样方式。

2.2 质谱条件

电喷雾电离源（ESI），采用正电荷检测模式。离子源温

度：550 ℃；电压：4 500 V；气帘气：69 kPa；CAD：41 kPa；Gas 1：

276 kPa；Gas 2：345 kPa。扫描方式：多反应监测（MRM）；用于

定量的替米沙坦、依曲韦林、利匹韦林和地拉韦啶的离子反应对

m/z分别为515.1/276.0、437.1/165.1、367.2/195.2、457.3/221.2，去

簇电压（DP）分别为80、70、70、65 V，入口电压（EP）分别为3.5、

8、10、7 V，碰撞能量（CE）分别为63、45、45、35 eV，扫描时间分

别为100、200、200、200 ms。

2.3 对照品溶液的配制

分析物和内标用甲醇配成 1.0 mg/ml的贮备液，于－80 ℃

保存。对照品贮备液的制备：将 1.0 mg/ml贮备液用甲醇配成

依曲韦林质量浓度分别为0.2、0.5、1、2、5、10、20、35、50 µg/ml，

利匹韦林质量浓度分别为 0.05、0.1、0.5、1、5、10、50、75、100

µg/ml，地拉韦啶质量浓度分别为 0.01、0.02、0.1、0.5、2、10、20、

35、50 µg/ml的混合贮备液。内标贮备液质量浓度为 10 µg/ml。

2.4 血浆样品处理

精密移取血浆 200 µl，置于 1.5 ml离心管中，精密加入甲

醇20 µl和10 µg/ml内标替米沙坦溶液20 µl，混合30 s，再加入

有机溶剂A（50 mmol/L 醋酸铵-乙腈＝1∶6，V/V）200 µl，涡旋混

合2 min，再加入四甲基叔丁基醚1 ml，涡旋混合3 min，于4 ℃

下，以 12 000 r/min 高速离心（13 400 ×g）10 min，吸取上清液

（乙酸乙酯层）至另一1.5 ml离心管中，37 ℃氮气吹干，残渣用

流动相200 µl复溶，涡旋混合，取上清液10 μl进行LC-MS/MS

分析。

2.5 质谱及图谱结果

质谱分析在选定的质谱条件下，依曲韦林、利匹韦林、地拉

韦啶和内标替米沙坦主要生成[M+H]+准分子离子峰，分别为

m/z 437.1、367.2、457.3和515.1。选择性对[M+H]+进行 MS2产

物离子全扫描质谱分析，依曲韦林、利匹韦林、地拉韦啶和替米

沙坦主要碎片离子分别为 m/z 165.1、195.2、221.2和 276.0，将

其作为MRM扫描时监测的产物离子。依曲韦林、利匹韦林和

地拉韦啶的母离子、子离子图见图1。

2.6 典型色谱图

分别取 6 名受试者空白血浆考察方法的选择性，结果表

明各样品峰具有很好的分辨率，内源性杂质无干扰，内标响

应稳定。空白血浆、空白血浆+依曲韦林+利匹韦林+地拉韦

啶+内标替米沙坦对照溶液的血浆样品色谱图见图 2。

2.7 标准曲线的制备

取空白血浆200 µl，加入依曲韦林、利匹韦林和地拉韦啶

系列混合对照溶液20 µl，配制成相当于依曲韦林血浆质量浓

度为0.02、0.05、0.1、0.2、0.5、1、2、3.5、5 µg/ml，利匹韦林血浆质

量浓度为0.005、0.01、0.05、0.1、0.5、1、5、7.5、10 µg/ml，地拉韦啶

血浆质量浓度为 0.001、0.002、0.01、0.05、0.2、1、2、3.5、5 µg/ml

的样品，按“2.4”项下依法操作，每一浓度进行双样本分析，
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图1 质谱特征离子图
A.依曲韦林；B.利匹韦林；C.地拉韦啶

Fig 1 MS characteristic ion chromatograms
A. etravirine；B. rilpivrine；C. delavirdine
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进样 10 µl，记录色谱图。以待测物浓度（x）为横坐标，待测

物与内标物的峰面积比值（y）为纵坐标，用加权最小二乘法

（w＝1/x2）进行回归运算，得依曲韦林、利匹韦林和地拉韦啶

的标准曲线回归方程分别为 y 依=0.189x 依－8.58×10－5（r＝

0.994 2）、y 利＝0. 556x 利+4.69×10－4（r＝0.995 6）、y 地＝2.13x 地+

5.03×10－ 3（r＝0.998 0）。结果表明，三者血药浓度分别在

0.02～5、0.005～10、0.001～5 µg/ml范围内线性关系良好。

2.8 灵敏度考察

定量下限（LLOQ）采用质谱分析时信噪比≥10，在5次独

立试验中测量值与理论值的标准偏差＜20％。依曲韦林、利

匹韦林、地拉韦啶的 LLOQ 分别为 20、5、1 ng/ml。检出限

（LOD）采用质谱分析时信噪比≥3，依曲韦林、利匹韦林、地拉

韦啶的LOD 分别为5、2、0.5 ng/ml 。结果表明，本方法有很好

的灵敏度，能够满足临床检测的需要。

2.9 精密度及提取回收率试验

取空白血浆 200 µl，按照“2.7”项下方法配制成低、中、高

（依曲韦林质量浓度分别为 0.05、2、4 µg/ml，利匹韦林质量浓

度分别为 0.01、4、8 µg/ml，地拉韦啶质量浓度分别为 0.002、2、

4 µg/ml）梯度浓度的QC样品，每一浓度进行 5 样本分析，连

续测定3 d，根据当日的标准曲线计算 QC 样品测得的浓度并

进行方差分析，得到日内和日间精密度；同法以空白血浆，除

不加标准系列溶液和内标外，按照“2.4”项方法处理后，再加入

相应浓度的依曲韦林、利匹韦林和地拉韦啶，取10 µl进样。以

每一浓度两种处理方法的峰面积比值计算提取回收率（n＝

5）。采用同一天数据，将3种药物与内标峰面积的比值代入随

行标准曲线，计算所得浓度和加入浓度的比值，即为方法回收

率。精密度及回收率试验结果见表1。

表1 精密度及回收率试验结果（x±±s，n＝5）

Tab 1 Results of precision and recovery tests（x±±s，n＝5）

药品名称

依曲韦林

利匹韦林

地拉韦啶

加入量，
μg/ml

0.05

2.

4.

0.01

4.

8.

0.002

2.

4.

日内精密度

测得量，μg/ml

0.049±0.003

1.906±0.097

4.038±0.170

0.010±0.000，

3.856±0.164

7.680±0.266

0.002±0.000

1.970±0.092

3.758±0.181

RSD，％

5.94

5.09

4.22

4.44

4.25

3.47

7.63

4.65

4.82

日间精密度

测得量，μg/ml

0.051±0.005

2.065±0.139

4.103±0.302

0.010±0.001

3.978±0.294

7.890±0.428

0.002±0.000

2.016±0.138

3.978±0.350

RSD，％

8.93

6.75

7.36

9.23

7.38

5.42

9.83

6.89

8.81

提取回收率，
％

97.9±5.09

90.5±2.81

89.8±3.77

93.1±6.98

88.6±3.81

88.2±2.91

102.4±6.35

91.9±2.02

93.0±4.46

方法回收率，
％

119.5±7.77

115.5±5.66

112.4±6.18

110.5±9.06

102.8±6.68

106.3±4.89

91.4±7.22

95.8±4.12

97.6±6.05

2.10 基质效应

取志愿者空白血浆200 µl，按“2.4”项下方法处理，加入依

曲韦林、利匹韦林和地拉韦啶低、中、高质量浓度溶液 20 µl，

内标 20 µl，进行 LC-MS/MS 分析获得峰面积，与相同浓度混

合标准品溶液直接进样获得峰面积之比评价基质效应，比值

均在 98％～120％范围内，内标的基质效应为120％。

2.11 稳定性考察

考察了依曲韦林、利匹韦林和地拉韦啶低、中、高质量浓度

的血浆样品在不同保存条件下的稳定性（n＝ 3），检测结果的

RSD＜15％。研究结果显示，依曲韦林、利匹韦林和地拉韦啶

血浆样品室温放置4 h稳定（依曲韦林RE为 －13.8％～9.0％，

利匹韦林 RE 为－6.5％～ 12％，地拉韦啶 RE 为－14.5％～

－4.0％），血浆样品经历 3 次冷冻-解冻循环稳定（依曲韦林

RE 为－10.8％～4.6％，利匹韦林RE为－10％～5.0％，地拉韦

啶RE为－5.9％～13.8％），血浆样品－80 ℃保存 2个月稳定

（依曲韦林 RE 为－3.2％～12.6％，利匹韦林 RE 为－9.0％～

2.8％，地拉韦啶RE为－13.2％～10.7％）。稳定性试验结果见

表2。

表2 稳定性试验结果（x±±s，n＝3）

Tab 2 Results of stability tests（x±±s，n＝3）

药品名称

依曲韦林

利匹韦林

地拉韦啶

加入量，μg/ml

0.05

2.

4.

0.01

4.

8.

0.002

2.

4.

测得量，μg/ml

室温放置4 h

0.0431±0.002

2.181±0.135

4.462±0.094

0.011±0.001

4.171±0.163

7.483±0.404

0.002±0.000

1.827±0.046

3.421±0.106

3次冻融
0.0446±0.001

2.135±0.124

4.184±0.205

0.011±0.001

3.620±0.245

7.584±0.698

0.002±0.000

2.158±0.114

3.764±0.184

-80 ℃保存2个月
0.0484±0.003

2.138±0.126

4.504±0.117

0.009±0.000

4.112±0.300

7.560±0.461

0.002±0.000

2.214±0.137

3.472±0.128

3 讨论
3.1 应用前景

依曲韦林、利匹韦林和地拉韦啶这3种药物将在不久的将

来进入抗艾滋病的临床治疗中，这些药物的血药浓度与不良
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图2 典型色谱图

A.空白血浆；B.空白血浆+0.02 µg/ml 依曲韦林+0.005 µg/ml 利匹韦

林+0.001 µg/ml地拉韦啶+1 µg/ml内标

Fig 2 Typical chromatograms
A.blank plasma；B. blank plasma+0.02 µg/ml etravirine+0.005 µg/ml ril-

pivrine+0.001 µg/ml delavirdine+1 µg/ml internal standard
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反应存在一定相关性。因此，建立准确、简便、易行的抗病毒

药物的血药浓度测定方法，对研究其不良反应具有非常重要

的意义。

3.2 与其他文献比较

有文献[5]应用液-液提取的方法测定了大鼠血浆中依曲韦

林的浓度，灵敏度很高，但是峰形不好，有拖尾；Fayet A等[6]用

乙腈沉淀法测定人血浆中包括依曲韦林在内的 4种抗病毒药

物的浓度，两种方法依曲韦林的灵敏度欠佳。有文献[7]应用蛋

白沉淀、稀释上清液的方法测定人感染艾滋病的血浆样本；

Burugula L[7]用液-液萃取的方法测定血浆中利匹韦林的浓度，

这两种方法回收率欠佳。目前只查到一篇关于地拉韦啶液-质

联用检测方法的文章，Egge-Jacobsen W等[8]用蛋白沉淀方法测

定包括地拉韦啶在内的9种抗病毒药物的浓度，地拉韦啶的灵

敏度是本方法中地拉韦啶LLOQ的20倍。本文应用蛋白沉淀

联合液-液萃取的方法，样品处理后这 3种药物的灵敏度和峰

形都比较好，满足临床样本检测的要求。

一些国外文献给出了服用 3种药物后血浆中各药物的浓

度[9-16]，其中该 3种药物的血药浓度均在笔者建立方法所设定

的标准曲线的范围之内，因此所建立的方法适用于临床血药

浓度测定、临床血药浓度监测和研究药物之间的相互作用，对

国内抗艾滋病药物的临床研究可起到很好的支撑作用。
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