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摘　 要　 目的:建立测定人血浆中伏立康唑浓度的超高效液相色谱法(UPLC),为优化伏立康唑临床用药方案提供依据。 方法:
采用 Shim-pack

 

GIST-HP
 

C18 色谱柱(150
 

mm×2. 1
 

mm,3
 

μm),以甲醇-水为流动相,检测波长 256
 

nm,流速 0. 3
 

mL / min,进样量
5

 

μL,柱温 40
 

℃ 。 结果:伏立康唑在 0. 25 ~ 20. 00
 

μg / mL 内线性关系较好,定量下限为 0. 25
 

μg / mL,平均回收率 91. 04% ~
95. 93%,日内精密度相对标准偏差(RSD)≤8. 53%,日间精密度 RSD≤1. 36%,室温下 0、12、24

 

h 反复冻融 3 次的稳定性均表现良
好。 本研究建立了伏立康唑个体化用药监护路径,并对 57 例使用伏立康唑的患者进行血药浓度监测,其中 49 例测定结果在
(0. 5~ 5. 0

 

μg / mL)浓度范围内,8 例测定结果未在有效浓度范围内。 结论:本方法操作简便,专属性高,结果准确,适用于医疗机
构开展伏立康唑血药浓度监测工作。 根据监测结果进行给药方案调整,有助于临床安全、合理使用该药。
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ABSTRACT 　 OBJECTIVE:
 

To
 

establish
 

an
 

ultra
 

performance
 

liquid
 

chromatography
 

( UPLC )
 

method
 

for
 

the
 

determination
 

of
 

voriconazole
 

concentration
 

in
 

human
 

plasma,
 

and
 

to
 

provide
 

a
 

scientific
 

basis
 

for
 

the
 

clinical
 

optimization
 

of
 

voriconazole
 

regimen.
 

METHODS:
 

The
 

determination
 

was
 

performed
 

on
 

a
 

Shim-pack
 

GIST-HP
 

C18
 

column
 

(150
 

mm×2. 1
 

mm,
 

3
 

μm)
 

with
 

mobile
 

phase
 

consisting
 

of
 

methanol / water
 

at
 

the
 

flow
 

rate
 

of
 

0. 3
 

mL / min;
 

the
 

detection
 

wavelength
 

was
 

set
 

at
 

256
 

nm,
 

injection
 

volume
 

was
 

5
 

μL,
 

and
 

column
 

temperature
 

was
 

40
 

℃ .
 

RESULTS:
 

The
 

established
 

method
 

for
 

the
 

determination
 

of
 

voriconazole
 

concentration
 

showed
 

good
 

linearity
 

in
 

the
 

range
 

of
 

0. 25-20. 0
 

μg / mL,
 

with
 

a
 

lower
 

limit
 

of
 

quantification
 

of
 

0. 25
 

μg / mL.
 

The
 

average
 

recoveries
 

were
 

between
 

91. 04%
 

and
 

95. 93%.
 

The
 

RSD
 

of
 

intra-day
 

precision
 

was
 

less
 

than
 

8. 53%,
 

and
 

the
 

inter-day
 

precision
 

was
 

less
 

than
 

1. 36%.
 

Voriconazole
 

in
 

plasma
 

showed
 

good
 

stability
 

after
 

storage
 

at
 

room
 

temperature
 

for
 

0,
 

12,
 

24
 

h,
 

followed
 

by
 

three
 

freeze-thaw
 

cycles.
 

An
 

individualized
 

therapeutic
 

drug
 

monitoring
 

(TDM)
 

pathway
 

for
 

voriconazole
 

was
 

established
 

and
 

implemented
 

in
 

57
 

patients
 

receiving
 

voriconazole
 

therapy.
 

Therapeutic
 

concentrations
 

(0. 5-5. 0
 

μg / mL)
 

were
 

attained
 

in
 

49
 

patients,
 

whereas
 

8
 

patients
 

had
 

concentrations
 

outside
 

this
 

range.
 

CONCLUSIONS:
 

This
 

method
 

is
 

simple
 

to
 

operate,
 

highly
 

specific,
 

and
 

accurate,
 

making
 

it
 

particularly
 

suitable
 

for
 

voriconazole
 

TDM
 

in
 

clinical
 

settings.
 

The
 

voriconazole
 

regimen
 

should
 

be
 

adjusted
 

based
 

on
 

TDM
 

results,
 

which
 

contributes
 

to
 

the
 

safe
 

and
 

rational
 

use
 

of
 

voriconazole.
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　 　 伏立康唑是第二代三唑类广谱抗真菌药物,广泛用于预

防或治疗曲霉菌、念珠菌、隐球菌等致病菌引起的侵袭性感

染[1] 。 其具有非线性药动学、治疗窗窄等特征,常规给药方案

在不同个体间及个体内存在较大差异[2] 。 研究表明伏立康唑

的治疗有效性和不良反应发生率与血药浓度显著相关,而血

药浓度受性别、年龄、体重指数、基因多态性、血浆蛋白水平、
药物相互作用、潜在疾病等多因素影响[3-5] 。 因此,对使用伏

立康唑的患者开展个体化用药监护已成为业界共识。 近年来

伏立康唑血药浓度测定方法有:液质联用法、串联质谱法、生
物分析法、高效液相色谱法等。 结合延边大学附属医院仪器

条件,为满足临床对伏立康唑血药浓度监测需求,本研究拟在
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既往报道的超高效液相色谱法( UPLC)测定伏立康唑血药浓

度的基础上优化色谱条件,提供一种更简单、准确、可操作性

强的方法,以便促进医疗机构开展血药浓度监测工作,促进临

床合理用药。

1　 材料与方法
1. 1　 仪器

超高效液相色谱仪 (日本岛津公司,型号: DGU-20A);
BSA124S-CW 电子分析天平(德国赛多利斯科学仪器有限公司);
B320A 低速离心机、Biofuge

 

pico 微量高速离心机(美国科峻仪器

有限公司);MX-S 涡旋混合器(美国赛洛捷克有限公司)。
1. 2　 药品与试剂

伏立康唑对照品(批号 201802,含量 99. 7%),卡马西平对

照品(批号 201905,纯度 99. 7%),均购自中国食品药品检定研

究院;人空白血浆由延边大学附属医院(延边医院)检验科提

供;甲醇、乙腈为色谱纯;水为超纯水。
1. 3　 方法

1. 3. 1　 色谱条件:色谱柱为 Shim-pack
 

GIST-HP
 

C18(150
 

mm
×2. 1

 

mm,3
 

μm),流动相为甲醇-水(63 ∶ 37,V / V),检测器为

光电二极管阵列检测器( PDA),检测波长为 256
 

nm,流速为

0. 3
 

mL / min,进样量为 5
 

μL,柱温为 40
 

℃ 。
1. 3. 2　 储备液制备:(1)精密称取伏立康唑对照品 10

 

mg 置

于 10
 

mL 容量瓶中,用甲醇-水(1 ∶ 1,V / V)溶解定容至刻度,
配制成 1

 

mg / mL 的伏立康唑对照品母液,密封存于-20
 

℃ 冰

箱冷冻备用。 (2)精密称取卡马西平对照品 10
 

mg 置于 10
 

mL
容量瓶中,用甲醇-水( 1 ∶ 1,V / V) 溶解定容至刻度,配制成

1
 

mg / mL 的卡马西平母液,密封于-20
 

℃冰箱冷冻备用。
1. 3. 3　 生物样品预处理:取空白血浆 200

 

μL,加 10
 

μL 浓度

为 350
 

μg / mL
 

的内标卡马西平,加 350
 

μL 乙腈,涡旋 3
 

min,
4

 

℃高速离心机中 15
 

000
 

r / min, 离心半径 8. 5
 

cm, 离心

10
 

min,取上清液,加 50
 

μL 乙腈 15
 

000
 

r / min 离心 10
 

min,有
机膜过滤后进样检测。
1. 3. 4　 方法学考察:(1)专属性:将正常人空白血浆、空白血

浆+内标溶液、空白血浆+内标+伏立康唑对照品溶液的血浆样

品按照 2. 3 项处理,进样分析后记录色谱图。
(2)线性关系:取空白血浆样品 200

 

μL,置于 1. 5
 

mL
 

EP
管,精密量取不同质量浓度的伏立康唑对照品溶液 10

 

μL 配

成 0. 25、0. 5、1. 0、2. 0、5. 0、10. 0、20. 0
 

μg / mL 的标准曲线血浆

样品。 按 2. 3 项处理样品后,进样分析记录图谱。 以待测物

与内标峰面积的比值为 Y 轴,以待测物浓度为 X 轴进行线性

回归,绘制标准曲线。
(3)精密度与回收率:分别配制低、中、高 3 组不同质控

浓度(0. 5、2、10
 

μg / mL)的含药血浆各 5 份,按 2. 3 项处理后

进样。 伏立康唑测定浓度与理论浓度的比值为相对回收率。
同时,同一天测定 5 次计算日内精密度,连续测定 5

 

d 计算日

间精密度。 另配等浓度伏立康唑标准液进样,以质控样品峰

面积与相应浓度标准液峰面积相比,计算提取回收率。
(4)稳定性:分别配制低、中、高 3 组不同质控浓度(0. 5、

2、10
 

μg / mL) 的含药血浆各 5 份,放置于常温下储存 0、12、
24

 

h 及-80
 

℃反复冻融 3 次,按照 2. 3 项处理样品后,进样分

析考察其稳定性。
1. 3. 5　 精准化给药与血药浓度监测路径:本研究方案经延

边大学附属医院伦理委员会批准 ( 伦理批号:延医伦理

2024377 号) 。 对 2022 年 5 月至 2024 年 12 月在延边大学附

属医院使用伏立康唑的 57 例住院患者开展了个体化用药监

护,为减少因初始给药剂量不当导致的不良反应发生风险,
本研究制定了伏立康唑个体化用药监护路径,给药前首先评

估患者的肝功能及合并用药情况,具体给药剂量根据用药监

护路径(图 1)确定。 给药后血药浓度监测时机参考中国治

疗药物监测学术年会发布的《伏立康唑个体化用药指南》 [1] :
给予负荷剂量时, 首次监测时机不早于第 5 次给药前

(第 3 日) ,未给予负荷剂量则需要 5 ~ 7
 

d 达稳态血药浓度,
采血时间为用药前 30

 

min。

TDM:治疗药物监测(therapeutic
 

drug
 

monitoring)。

图 1　 伏立康唑个体化用药监护路径

2　 结果
2. 1　 专属性

空白血浆、空白血浆+内标、空白血浆+内标+伏立康唑色

谱图如图 2 所示。 伏立康唑及内标物卡马西平的保留时间分

别在 15. 3
 

min 和 11. 0
 

min 左右,测定中不受其他内源性物质

干扰,表明该方法专属性良好。
2. 2　 线性关系

伏立康唑标准曲线回归方程:Y= 0. 036
 

1X-0. 002
 

1(R2 =
0. 999

 

7),线性范围 0. 25~ 20. 0
 

μg / mL,线性关系较好且符合

生物样本分析要求。
2. 3　 精密度与回收率

伏立康唑不同质控浓度的精密度和回收率结果显示,各
浓度日内精密度相对标准偏差(RSD)≤8. 53%,相对回收率在

99. 00% ~ 108. 00%之间;日间精密度 RSD≤1. 36%,相对回收

率在 94. 50% ~ 106. 00% 之间,平均提取回收率在 91. 04% ~
95. 93%之间,符合生物样本测定要求。 见表 1。
2. 4　 稳定性

伏立康唑不同质控浓度的稳定性实验结果显示,室温下

0、12、24
 

h 及-80
 

℃反复冻融 3 次后血浆样品的稳定性较好,
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A:空白血浆;B:空白血浆+内标;C:空白血浆+内标+伏立康唑。
VRC:伏立康唑;CBZ:卡马西平。

图 2　 不同血浆样品色谱图

RSD≤8. 49%,符合生物样品测定要求。 见表 2。
2. 5　 临床应用结果

结合临床监护路径并根据本研究所建立的方法共对 57 例

静脉使用伏立康唑的住院患者进行血药浓度测定,结果显示使

用伏立康唑的临床科室主要为血液内科、重症监护室(ICU)及

呼吸科,57 例患者的血药浓度范围为 0. 32 ~ 9. 71
 

μg / mL,ICU
患者平均血药浓度为(4. 01±2. 56)

 

μg / mL,肿瘤科患者平均血

药浓度为(1. 21± 0. 80)
 

μg / mL,不同患者显示出较大个体差

异。 其中 2 例低于目标浓度(0. 5
 

μg / mL),6 例高于目标浓度

(5. 0
 

μg / mL),伏立康唑血药浓度监测的分布情况见表 3。
3　 讨论

伏立康唑是治疗和预防侵袭性真菌感染的一线药物,且
具有可供参考的治疗药物浓度范围和毒性水平[1] 。 由于药

动学过程复杂、个体差异显著,加上临床广泛应用中不合理

用药问题的出现,其治疗有效性与安全性一直是临床关注的

重点。 目前,已有研究证明伏立康唑血药浓度与其安全性、
有效性显著相关[6] 。 但不同医疗机构血药浓度监测工作开

展能力参差不齐,因此,探究一种更简单、环保、低成本并易

于普及的监测方法并应用于医疗机构十分必要,该工作的开

展有助于实时调整患者给药剂量,提高伏立康唑治疗的安全

性与有效性。
3. 1　 伏立康唑方法学建立与评价

目前国内外监测伏立康唑血药浓度的方法多为高效液相

　 　 　 　表 1　 伏立康唑精密度与回收率试验结果(n=5)

标准浓度 / (μg / mL) 日内精密度 日间精密度
测得浓度 / (μg / mL) 相对回收率 / % RSD / % 测得浓度 / (μg / mL) 相对回收率 / % RSD / % 提取回收率 / %

0. 5 0. 54 108. 00 8. 53 0. 53 106. 00 1. 36 92. 83
2 1. 98 99. 00 1. 57 1. 89 94. 50 0. 53 91. 04
10 9. 99 99. 90 0. 70 9. 81 98. 00 0. 47 95. 93
　 　 注:n= 5 表示不同浓度血浆样品各 5 份。

表 2　 伏立康唑稳定性试验结果(n=5)

浓度 / (μg / mL) 时间
0

 

h 12
 

h 24
 

h 反复冻融 3 次
均值 /

(μg / mL) RSD / %

0. 5 0. 54 0. 52 0. 45 0. 47 0. 50 8. 49
2 1. 98 1. 91 1. 98 1. 86 1. 93 2. 90
10 10. 02 9. 77 9. 61 9. 43 9. 70 2. 58
　 　 注:n= 5 表示不同浓度血浆样品各 5 份。

表 3　 伏立康唑血药浓度监测结果

科室
平均血药浓度 /

(μg / mL)
(<0. 5

 

μg / mL) /
例

(0. 5~
5. 0

 

μg / mL) /
例

(>5. 0
 

μg / mL) /
例

合计 / 例

血液科 2. 50±1. 13 1 20 0 21
ICU 4. 01±2. 56 0 12 5 17
呼吸科 2. 59±1. 27 0 15 1 16
肿瘤科 1. 21±0. 80 1 2 0 3

色谱法 ( HPLC) 和液相色谱串联质谱法 ( LC-MS / MS) [7-9] 。
LC-MS / MS 样品处理较复杂、仪器价格昂贵且维修成本较高,
难以在各家医院推广或普及。 HPLC 虽操作简单、重复性较

好,适用于临床上生物样本的测定,但保留时间较长,临床样本

检测效率较低。 本文在参考相关文献[10-11] 的基础上采用

UPLC 测定伏立康唑血药浓度,UPLC 是一种采用小粒径填料

色谱柱和超高压系统的新型色谱技术,具有灵敏度高、分辨率

高、分析速度快和节省试剂等优点[12] 。 部分文献报道的方法

中,流动相常含缓冲盐[13] ,此类流动相需要配制、过滤,且易损

坏仪器系统。 本实验前期分别考察了甲醇-水、乙腈-水、磷酸

盐缓冲液作为流动相时的出峰情况,发现存在不出峰、拖尾等

现象,最终通过调整流动相构成及比例,确定甲醇-水(63 ∶ 37,
V / V)作为流动相。 相较磷酸盐缓冲液,甲醇-水体系更简单、
环保,降低了日常维护成本,且该条件下伏立康唑的峰形及分

离度较好,无拖尾、无其他杂质峰干扰;内标选择上,部分方

法[14] 以结构类似物(酮康唑)为内标,可能存在稳定性及分离

度等问题,本文以结构及化学性质稳定的卡马西平为内标,在
色谱条件下峰形对称,与伏立康唑分离较好。

在样品预处理环节,固液萃取法成本较高、液液萃取法

消耗溶剂较多,蛋白沉淀法所用的溶剂通常为高氯酸和三氟

乙酸,2 种物质有较强的氧化性,会导致伏立康唑氧化破坏,
同时,强酸条件会对色谱柱造成一定的损害[15] 。 本实验经过

条件优化发现血浆样品与乙腈体积比为 1 ∶ 2时蛋白可完全沉

淀,该方法无需萃取和复溶,且更加温和,避免药物降解和对

色谱柱的损害。 相比液质联用法成本极大降低,易于在医院

实验室推广。
3. 2　 伏立康唑治疗药物监测

治疗药物监测一直以来用于药物治疗方案优化,并已显示出
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对患者治疗的益处。 目前,伏立康唑的有效浓度范围尚未形成

国际共识。 非亚洲人群推荐浓度范围大多为 1. 0 ~ 5. 5
 

μg / mL;
而以中国为代表的亚洲人群推荐目标浓度范围为 0. 5 ~
5. 0

 

μg / mL[1,16] 。 这主要是考虑到血药浓度低于 0. 5
 

μg / mL
显著降低了治疗有效性,血药浓度高于 5. 0

 

μg / mL 时亚洲患

者肝毒性发生率升高[17] 。 因此实验室将血药浓度范围确定为

0. 5~ 5. 0
 

μg / mL。 该项目实施初期药师发现血药浓度未在目

标浓度范围内患者占比较高,为实现尽早干预,制定了伏立康

唑的个体化给药监护路径,在初始给药方案制定中考虑患者肝

功能及药物相互作用对血药浓度的影响。 本研究结果发现,
57 例患者中有 8 例血药浓度未在有效目标浓度范围内,6 例血

药浓度高于浓度上限,其中 5 例为 ICU 患者,而 ICU 患者平均

血药浓度为(4. 01±2. 56)
 

μg / mL。 分析原因主要有以下几点:
一是 ICU 患者病情较重,基础疾病复杂,住院期间脏器功能有

所下降,伏立康唑在体内的代谢能力降低;二是 ICU 患者炎症

指标水平较高,影响药物代谢能力[18] ;三是 ICU 患者营养状态

较差,蛋白水平较低,游离药物浓度较正常患者升高[19] 。 本研

究发现 ICU 患者血药浓度水平可能会处于较高水平,故针对

此类患者更应该开展治疗药物监测工作,以降低浓度过高导致

的肝损伤、视觉障碍及神经毒性等不良反应发生率。 此外,
2 例患者血药浓度低于浓度下限,考虑原因为此 2 例患者均联

合使用糖皮质激素,作为细胞色素 P450 酶的诱导剂,糖皮质激

素能诱导伏立康唑代谢,导致血药浓度偏低[20] 。 药师对上述

浓度未在治疗范围内的患者进行给药方案调整后复测血药浓

度,血药浓度达标率明显提高,表明通过治疗药物监测结果进

行个体化用药能显著提高疗效和安全性。
综上所述,本研究成功建立了一种操作简便、经济环保、准

确可靠的 UPLC 法,用于测定人血浆中伏立康唑的浓度。 该方

法在专属性、线性范围、精密度、回收率及稳定性等方面均符合

生物样本分析要求,适用于医疗机构开展伏立康唑治疗药物监

测工作。 此外,伏立康唑的个体化用药监护路径能实现早期干

预,指导剂量调整,从而提高治疗效果并降低不良反应发生风

险。 未来研究可进一步优化色谱条件以提高检测效率,并结合

基因分型等深入探讨影响血药浓度的因素,为伏立康唑的精准

用药提供更全面的依据。
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