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作，同时最大限度地减少不良反应，建议临床在治疗时，

应从小剂量开始，缓慢地增加剂量至完全控制发作[3]。

本文建立了测定人血浆中GBP的LC-MS/MS法，该

方法分析灵敏度高、专属性好、适用性强，具有良好的精

密度及准确度，可用于临床血药浓度的监测及药动学的

研究。将该方法应用于临床癫痫患者的血药浓度监测，

有助于临床及时发现治疗中存在的问题，开展个体化治

疗，保障患者用药的安全、有效。
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摘 要 目的：建立测定人血浆中伏立康唑浓度的方法。方法：血浆样品经乙腈沉淀蛋白后，以酮康唑为内标，采用高效液相色谱

法测定。色谱柱为Dionex U-3000 Dimonsil C18，流动相为三乙胺-冰醋酸-水混合溶液（1 ∶1 ∶98，V/V/V，pH约为4.0）-乙腈（40 ∶60，V/

V），流速为1.0 mL/min，检测波长为255 nm，柱温为40 ℃，进样量为20 μL。结果：伏立康唑血药浓度在0.2～20.0 μg/mL范围内线

性关系良好，定量下限为 0.2 μg/mL，最低检测限为 0.03 μg/mL；日内、日间 RSD 均小于 10％；方法回收率为 92.06％～106.26％

（RSD＜5％，n＝5），提取回收率为 75.62％～90.59％（RSD＜5％，n＝5）。采用该法测得 10例患儿体内伏立康唑的血药浓度为

0.22～4.90 μg/mL（n＝10）。结论：该方法简单、快速、专属性强，可用于伏立康唑治疗药物监测。

关键词 伏立康唑；血药浓度；高效液相色谱法
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伏立康唑（Voriconazole，VRC）主要用于治疗侵袭

性曲霉病、氟康唑耐药型念珠菌引起的严重侵袭性感

染、足放线病菌属和镰刀菌属病原菌引起的严重感染，

具有抗菌谱广、抗菌活性强、分布范围广泛、组织浓度

高、非线性代谢等特点，是目前临床上抗深部真菌感染

的一线药物 [1-4]。基于健康受试者的药动学研究发现，

VRC血药浓度存在显著的个体差异，并与其临床疗效及

不良反应密切相关[4-7]。Friberg LE等[8]的研究发现，儿童

药动学参数的个体差异要较成人显著。因此，通过血药

浓度监测调整VRC剂量对患儿的临床治疗具有重要的

意义。本研究结合现有文献和自身实验室条件，建立了

一种测定人血浆中VRC浓度的高效液相色谱（High per-

formance liquid chromatography，HPLC）法，并将其应用

于临床，以期为儿科临床用药方案的调整提供参考。

1 材料
1.1 仪器

U-3000型 HPLC 仪，包括 U-3000型四元梯度泵、

VWD-3000型紫外检测器、WPS-3000型自动进样器（美

国Dionex公司）；Master-S型超纯水仪（上海和泰仪器有

限公司）；BP221S 型电子天平（德国 Sartorius 公司）；

DT5-6型医用低速离心机（北京时代北利离心机有限公

司）；HC-2518型医用高速离心机（安徽中科中佳科学仪

器有限公司）；MS3型涡旋混合仪（德国 IKA公司）。

1.2 药品与试剂

VRC对照品（批号：100862-201402，纯度：98.9％）、

酮康唑对照品（内标，批号：100294-201203，纯度：

99.0％）均由中国食品药品检定研究院提供；注射用伏立

康唑（丽珠集团丽珠制药厂，批准文号：国药准字

H20064493，批号：150806，规格：100 mg）；伏立康唑片

（成都泰合健康科技集团股份有限公司华神制药厂，批

准文号：国药准字 H20055840，批号：160705，规格：50

mg）；乙腈、甲醇为色谱纯，三乙胺、冰醋酸为分析纯，水

为超纯水。

1.3 空白血浆

空白血浆由深圳市儿童医院检验科提供。

2 方法与结果
2.1 色谱条件

色谱柱：Dionex U-3000 Dimonsil C18（250 mm×4.6

mm，5 μm），流动相：三乙胺-冰醋酸-水混合溶液（1 ∶1 ∶98，
V/V/V，pH约为4.0）-乙腈（40 ∶ 60，V/V），经超声脱气后使

用；流速：1.0 mL/min；检测波长：255 nm；柱温：40 ℃；进

样量：20 μL。

2.2 溶液的配制

精密称取VRC对照品25 mg，用乙腈定容至25 mL，

得质量浓度为 1 000 μg/mL的VRC贮备液，置于 4 ℃冰

箱中保存。临用时将上述贮备液用乙腈稀释，得质量浓

度分别为 4、10、25、50、100、200、400 μg/mL的系列标准

溶液。精密称取内标对照品 2.5 mg，用乙腈定容至 25

mL，得质量浓度为 100 μg/mL内标贮备液，置于 4 ℃冰

箱中保存，备用。

2.3 血浆样品处理

取空白血浆适量，加入100 μg/mL内标贮备液10 μL，

混匀，加入乙腈1 mL，涡旋混匀，静置5 min后，以离心半

径5 cm、转速13 000 r/min离心10 min，取上清液20 μL，

进样分析。

2.4 方法学考察

2.4.1 专属性考察 分别取空白血浆、空白血浆+VRC+

内标、患儿血浆样品+内标各适量，除不加内标外，其余

按“2.3”项下方法处理后，进样分析。结果显示，在“2.1”

项色谱条件下，VRC与内标的峰形良好，保留时间分别

为4.7、6.0 min，且空白血浆在相应保留时间处并未见有

色谱峰出现，详见图1。

2.4.2 标准曲线的绘制、定量下限和最低检测限的考

察 取空白血浆适量、“2.2”项下各质量浓度的VRC系列

标准溶液 25 mL，配制成VRC质量浓度分别为 0.2、0.5、

1.25、2.5、5.0、10.0、20.0 μg/mL的血浆样品，按“2.3”项下方

法处理后，按“2.1”项下色谱条件进样分析，记录色谱图。

以待测物质量浓度（x）为横坐标、待测物与内标的峰面积比

值（y）为纵坐标，进行线性回归，得回归方程为y＝0.233x+

0.032（r＝0.998 9）。结果表明，VRC血药浓度在0.2～20.0

μg/mL范围内线性关系良好，定量下限为0.2 μg/mL[信噪

比（S/N）≥10]，最低检测限为0.03 μg/mL（S/N≥3）。

2.4.3 精密度试验 配制VRC低、中、高质量浓度（0.5、

5.0、10.0 μg/mL，下同）的血浆样品，各质量浓度重复配

制5份，按“2.3”项下方法处理后，进样分析，考察日内精

密度；连续测定5 d，根据当日标准曲线计算实测质量浓

ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a method for the concentration determination of voriconazole in human plasma. METH-

ODS：Plasma samples were precipitated with acetonitrile. Using ketoconazole as internal standard，HPLC method was adopted. The

determination was performed on Dionex U-3000 Dimonsil C18 column with mobile phase consisted of triethylamine-glacial acetic ac-

id-water mixed solution（1 ∶ 1 ∶ 98，V/V/V，pH was about 4.0）-acetonitrile（40 ∶ 60，V/V）at the flow rate of 1.0 mL/min. The detection

wavelength was set at 255 nm. The column temperature was 40 ℃，and sample size was 20 μL. RESULTS：The linear range of vori-

conazole was 0.2-20.0 μg/mL. The limits of quantification was 0.2 μg/mL，and the minimum detection limit was 0.03 μg/mL. RSDs of

inter-day and intra-day were lower than 10％. The method recoveries were 92.06％-106.26％（RSD＜5％，n＝5），and extraction recov-

eries were 75.62％-90.59％（RSD＜5％，n＝5）. The plasma concentration of voriconazole in 10 children ranged 0.22-4.90 μg/mL（n＝

10）. CONCLUSIONS：The method is simple，rapid，specific and can be used for drug monitoring of voriconazole.

KEYWORDS Voriconazole；Plasma concentration；HPLC
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度，考察日间精密度。结果显示，日内、日间RSD均小于

10％（n＝5），详见表1。

2.4.4 方法回收率试验 配制VRC低、中、高质量浓度

的血浆样品，各质量浓度重复配制5份，按“2.3”项下方法

处理后，进样分析，根据当日标准曲线求得实测质量浓

度，以实测质量浓度与理论质量浓度进行比较，计算方法

回收率。结果显示，低、中、高质量浓度血浆样品的方法

回收率分别为 92.85％～99.43％、92.06％～103.57％、

99.20％～106.26％（RSD＜5％，n＝5），详见表1。

2.4.5 提取回收率试验 配制VRC低、中、高质量浓度

的血浆样品，各质量浓度重复配制 5份，按“2.3”项下方

法处理后，进样分析，得VRC色谱峰峰面积（A）；将未添

加VRC对照品和内标的空白血浆按“2.3”项下方法处理

后，加入VRC对照品与内标各适量，使最终质量浓度与

前者对应，进样分析，得VRC色谱峰峰面积（B）。提取

回收率＝A/B×100％。结果显示，低、中、高质量浓度血

浆 样 品 的 提 取 回 收 率 分 别 为 75.62％ ～83.81％ 、

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）

理论质量浓度，μg/mL

0.5

5.0

10.0

日内精密度
实测质量浓度，μg/mL

0.47±0.02

4.97±0.26

10.20±0.12

RSD，％
3.02

5.28

1.20

日间精密度
实测质量浓度，μg/mL

0.48±0.25

5.04±0.22

10.18±0.01

RSD，％
2.34

4.31

2.40

方法回收率
计算值，％

096.77±2.74

100.92±4.87

101.88±2.54

RSD，％
2.49

4.84

2.68

提取回收率
计算值，％

80.23±3.43

82.35±2.71

85.33±4.01

RSD，％
4.60

3.23

4.47

79.50％～85.14％、81.15％～90.59％（RSD＜5％，n＝

5），内标的提取回收率为95.40％，详见表1。

2.4.6 稳定性试验 配制VRC低、中、高质量浓度的血

浆样品，按“2.3”项下方法处理后，分别考察其在室温下

放置 8、24 h，反复冻融 3次（－20 ℃～室温）的稳定性。

结果显示，在上述条件下，各血浆样品的稳定性良好，

VRC质量浓度均未出现明显变化（RSD＜6％，n＝3），详

见表2。

表2 稳定性试验结果

Tab 2 Results of stability tests

理论质量浓
度，μg/mL

0.5

5.0

10.0

室温放置8 h

实测质量浓度，
μg/mL

0.49±0.02

4.93±0.08

9.83±0.14

RSD，
％

3.10

1.54

1.45

室温放置24 h

实测质量浓度，
μg/mL

0.48±0.02

4.94±0.09

9.87±0.11

RSD，
％

3.16

1.72

1.08

反复冻融

实测质量浓度，
μg/mL

0.48±0.03

4.89±0.13

9.84±0.14

RSD，
％

5.21

2.55

1.41

2.5 临床应用

采用上述HPLC法测定 10例患儿体内VRC的血药

浓度。10例患儿中，男、女性各半。其中，4例为侵袭性

真菌感染，6例为经验性用药。参照VRC药品说明书，

待连续用药 6 d后即可达稳态，于下次给药前 30 min抽

取患儿外周静脉血 3 mL，置于乙二胺四乙酸（Ethylene

diamine tetraacetic acid，EDTA）抗凝管中，以离心半径 5

cm、转速 3 500 r/min 离心 5 min，分离上清层（血浆）至

1.5 mL EP 管中，按“2.3”项下方法处理后，进样分析，

每例患儿各测定 1次。结果显示，10例患儿体内 VRC

的血药浓度为0.22～4.90 μg/mL（n＝10），详见表3。

3 讨论
测定唑类药物血药浓度的方法主要包括HPLC法、液

质联用（Liquid chromatography-mass spectrometry，LC-

MS）法以及微生物学方法（Microbiological methods）[9-10]。

其中，LC-MS法成本高、操作烦琐，难以用于临床大样本

的监测；微生物学方法虽较HPLC法简便易行且成本更

低，但灵敏度和特异性相对较差；应用 HPLC 法检测

VRC血药浓度，不同的流动相（包括缓冲液和有机溶剂）

和不同的样品预处理方法（包括湿法萃取和蛋白沉淀

等）已经有报道[4，9，11]，但操作相对烦琐。本研究结合自

身实验室条件，对色谱条件、样品预处理方法等进行了

调整和优化，建立了测定人血浆中 VRC 浓度的 HPLC

法，并将其应用于临床。

由于VRC的分子结构中含有三唑环、吡啶环等碱性

基团，因此在流动相中加入一定比例的三乙胺，一方面

可以调节流动相的pH值，另一方面可以作为扫尾剂，防

止色谱峰拖尾，改善峰形。酮康唑和VRC 同为抗真菌

药，二者结构中均含有咪唑环，在255 nm波长下均有较

强响应，且分离度良好；其次，酮康唑因其肝毒性及耐药

现象严重，已基本不再用于真菌感染的临床治疗，因此

作为内标时可排除其对VRC血药浓度监测的影响，故最

终选择酮康唑作为内标化合物[12]。血浆样品的前处理

一般采用蛋白沉淀法，所用的溶剂包括高氯酸和三氟乙

酸[4，9，11]。但笔者考虑到上述两种物质具有强氧化性，在

m
A

U

30.0

20.0

10.0

－5.0
0 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00

t，min
A

m
A

U

30.0

20.0

10.0

－5.0
0 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00

t，min
B

1

2

m
A

U
30.0

20.0

10.0

－5.0
0 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00

t，min
C

1 2

A.空白血浆；B.空白血浆+VRC+内标；C.患儿血浆样品+内标；1. VRC；
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图1 高相液相色谱图

Fig 1 HPLC chromatograms
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血浆样品的处理过程中，可能会对VRC和内标造成氧化
破坏，且其强酸性也会对色谱柱造成一定损伤。因此，

本研究采用乙腈作为蛋白沉淀试剂。本课题组在前期
试验中发现，当血浆与乙腈体积比为1 ∶1时，蛋白虽可沉
淀完全，但容易再出现浑浊；而当血浆与乙腈的体积比
为1 ∶2时，蛋白可沉淀完全，且无浑浊出现。色谱条件经
过优化后，方法学考察的结果显示，该方法具有简便、快
速、专属性强等特点。

采用上述HPLC法测得10例患儿体内VRC的血药
浓度为 0.22～4.90 μg/mL。相关研究显示，VRC正常血
药浓度应维持在1.5～4.5 μg/mL范围内[4，7]。本研究检测
的10例患儿中，有8例低于该范围，1例在该范围以内，1

例则超出该范围。笔者认为，VRC血药浓度普遍偏低可
能与维持给药剂量偏低有关。药品说明书指出，2岁以
上患儿VRC的维持给药剂量应为 7 mg/kg，而本研究中
的10例患儿由于病情复杂、同时联合使用了多种药物，

其平均给药剂量仅为 4.67 mg/kg。值得注意的是，有 1

例患儿体内VRC的血药浓度超出了正常范围，笔者认为
可能与其低血浆白蛋白有关，该患儿血浆白蛋白为21.5

g/L，结合药物的量减少，从而导致游离药物浓度升高；

但该患儿在应用VRC治疗期间并未出现肝肾功能损伤
及视力损害等不良反应。此外本研究结果还显示，不同
患儿体内VRC 血药浓度的差异明显，这些差异可能与
VRC 给药剂量、细胞色素 P450（Cytochrome P450，CYP）

2C19基因多态性、药物相互作用等因素有关[5，13]，同时也
再次提示了开展VRC治疗药物监测的必要性。

综上所述，该方法简便、快速、专属性强，可用于VRC

治疗药物监测，可为临床用药方案的调整提供参考。
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表3 10例患儿的基本情况及VRC血药浓度检测结果

Tab 3 General information of 10 pediatric patients and plasma concentrations of VRC

序号
1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

诊断
化疗后骨髓抑制
急性淋巴细胞白血病
β-地中海贫血，造血干细胞移植术后
β-地中海贫血（重型），造血干细胞移植术后
伯基特淋巴瘤
急性淋巴细胞白血病
急性淋巴细胞白血病
颅内感染
急性淋巴细胞白血病
急性髓系白血病

性别
女
男
男
女
女
男
女
男
男
女

年龄
3年2个月
1岁8个月
7岁9个月

9岁
2岁10个月
7岁7个月
5岁9个月

13岁
11岁3个月
14岁5个月

体质量，kg

12.5

10.4

24.6

27.4

13.5

21.0

20.8

47.5

35.7

38.5

药品名称
注射用伏立康唑
注射用伏立康唑
注射用伏立康唑

伏立康唑片
注射用伏立康唑
注射用伏立康唑

伏立康唑片
伏立康唑片

注射用伏立康唑
注射用伏立康唑

维持给药剂量，mg/kg

4.40

7.40

4.07

3.65

5.19

4.05

3.61

4.21

3.92

5.19

给药途径
ivgtt

ivgtt

ivgtt

po

ivgtt

ivgtt

po

po

ivgtt

ivgtt

给药频次
q12 h

q12 h

q12 h

q12 h

q12 h

q12 h

q12 h

q12 h

q12 h

q12 h

血药浓度，μg/mL

0.22

0.25

0.38

0.47

0.55

0.82

1.25

1.30

2.20

4.90
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