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用 UPLC-MS/MS法测定肝功能不全患者血浆中伏立康唑的浓度

刘琳琳，宋洪涛，严　佳 （中国人民解放军联勤保障部队第九〇〇医院药剂科，福建 福州 350025）

［摘要］　目的　建立超高效液相色谱-串联质谱（UPLC-MS/MS）方法以测定人血浆中伏立康唑的浓度，用于临床治疗药

物监测。方法　血浆中加入甲醇进行蛋白沉淀，取上清液用于 UPLC-MS/MS 分析。分析柱为 InertSustain C18 HP (3.0 mm×
100 mm，3 μm)，流动相为水-乙腈（15:85）等度洗脱，流速 0.3 ml/min，柱温 35 ℃。电喷雾离子化电离源 ESI 正离子检测，

MRM 扫描，检测离子分别为 m/z：350.9/282.2（伏立康唑）和 m/z：307.0/238.0（内标氟康唑）。结果　伏立康唑的血药浓度在

0.1～20 μg/ml 范围内线性关系良好（r=0.999 5），方法定量下限为 0.1 μg/ml。提取回收率在 90% 以上，高、中、低 3 种浓度的

日内和日间 RSD 均<10%。应用所建方法对 10 例肝功能不全的用药患者进行治疗药物监测，浓度范围在 0.97～18.70 μg/ml
之间。结论　该方法准确、快速且灵敏度高，适用于临床伏立康唑的治疗药物监测，并为肝功能不全患者的合理化用药提供

依据。
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The assay of voriconazole in plasma from patients with hepatic insufficiency by
UPLC-MS/MS
LIU Linlin，SONG Hongtao，YAN Jia（No.900 Hospital of Joint Logistics Support Force of the PLA, Fuzhou 350025, China）

［Abstract］　 Objective　To  establish  an  UPLC-MS/MS  method  of  voriconazole  assay  in  human  plasma  for  clinical
therapeutic drug monitoring. Methods　The plasma samples were treated with methanol to precipitate protein and the supernatants
were assayed by UPLC-MS/MS. The chromatographic column was InertSustain C18 HP (3.0 mm×100 mm, 3 μm) with the mobile
phase of water and acetonitrile solution (15:85) at 35 ℃ and 0.3 ml/min flow rate. ESI was used for Mass Spectrum in positive ion
MRM  mode  with  target  ions m/z:  350.9/282.2(voriconazole)  and m/z:  307.0/238.0(fluconazole). Results　The  linear  range  of
voriconazole was 0.1–20 μg/ml (r=0.999 5）. The lower limit of quantitation was 0.1 μg/ml. The extraction recovery was higher than
90%. RSDs of inter-day and intra-day were all  lower than 10%. The plasma concentrations measured by this method were in the
range  of  0.97  to  18.7  μg/ml  from  10  patients  with  hepatic  insufficiency  who  were  treated  with  voriconazole. Conclusion　The
established  method  was  fast,  accurate  and  sensitive。 It  can  be  applied  for  the  therapeutic  drug  monitoring  of  voriconazole，and
provided a good base for rationalized medication treatment in patients with hepatic insufficiency.

［Key words］　UPLC-MS/MS；voriconazole；hepatic insufficiency；therapeutic drug monitoring

 

伏立康唑（voriconazole）是第二代三唑类广谱

抗真菌药，主要用于治疗由侵袭性曲霉菌、念珠菌

等引起的侵袭性感染[1-2]。伏立康唑血药浓度受多

种因素影响，其中，肝脏和肾脏疾病[3] 是导致伏立

康唑较大个体化差异的重要因素，伏立康唑的临床

疗效及不良反应与药物浓度有明显相关性[4]。目前

用于伏立康唑的血药浓度监测的方法主要有：酶联

免疫法、高效液相色谱法[5]，超高效液相色谱-串联

质谱法[6]，其中，酶联免疫法存在假阳性，高效液相

色谱法检测时间较长。本研究采用的超高效液相

色谱-串联质谱检测方法灵敏度高，简便快速，适用

于伏立康唑血药浓度监测。由于伏立康唑大部分

在肝脏代谢，肝脏疾病患者的血药浓度具有可变性

和不可预知性，尤其是肝功能不全的患者，治疗药

物监测对其尤为重要。然而，国内针对肝功能不全

患者的伏立康唑药物浓度监测鲜有报道，笔者应用

自建方法对肝功能不全患者进行伏立康唑治疗药

物血药浓度监测，根据患者临床症状和生化指标及

时调整用药方案，避免了药物不良反应的发生，具
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有一定的临床意义。 

1    材料

LC-30AT 高效液相色谱仪（日本岛津公司）；

AB Qtrap 5500 型质谱仪，配有电喷雾电离源  (美
国 AB SCIEX 公司)。AL 204 型分析天平 [ 梅特

勒-托利多仪器 (上海) 有限公司 ]；Simplicity 纯水

仪 (美国 Millipore 公司)；H1850R 低温高速离心机

（湘仪离心机仪器有限公司）；XH-B 型旋涡混合器

（湖北姜堰市康健医疗器具有限公司）。伏立康唑

对照品 (中国食品药品检定研究院，批号：100862-
201402，纯度 99.8%)；氟康唑对照品 (中国食品药

品检定研究院，批号：100314-201605，纯度 99.8%)；
甲醇、乙腈为色谱纯，其他试剂均为分析纯。 

2    方法与结果
 

2.1    色谱条件

色谱柱：InertSustain C18 HP（3.0 mm×100 mm，

3 μm）；流动相：水 -乙腈（15∶85）；流速: 0.3 ml/min，
柱温：35 ℃；进样量：1 μl。 

2.2    质谱条件

电喷雾离子源（ESI） ，正离子多反应监测

（MRM）模式监测。喷雾电压（IS）5 550 V；离子化

温度（TEM）550 ℃；雾化气（GS1）55 psi；辅助气

（GS2）60 psi；气帘气（CUR）)20 psi；碰撞气（CAD）

10 psi；去簇电压（DP）80 V。伏立康唑和内标氟康

唑的定量分析离子分别为 m/z：350.9/282.2 和 m/z：
307.0/238.0；碰撞能量分别为 25 V 和 22 V。 

2.3    溶液的制备 

2.3.1    对照品溶液

精密称取伏立康唑适量，置 10 ml 容量瓶中，

用甲醇溶解并稀释至刻度，得 1 mg/ml 伏立康唑储

备液，置 2～8 ℃ 冰箱保存，备用。 

2.3.2    内标溶液

精密称取氟康唑适量，置于 10 ml 容量瓶中，

用甲醇溶解并稀释至刻度，得 1 mg/ml 的氟康唑储

备液，置 2～8 ℃ 冰箱保存，备用。临用前用甲醇

稀释成 500 ng/ml 的内标溶液。 

2.4    样品处理方法

取样本血浆 50 μl，加入 500 ng/ml 内标液 50 μl，
加入甲醇 250 μl，在微型混合器上涡流振荡 1 min
混匀，13 000 r/min 低温 4 ℃ 离心 5 min，取上清液

1 μl 进样分析。 

2.5    专属性考察

分别取人空白血浆、人空白血浆加伏立康唑对

照品和内标溶液、临床使用伏立康唑的患者血浆样

品加内标溶液，按照“2.4”项下方法处理，按“2.1”
和“2.2”项下条件进行检测。伏立康唑和内标的保

留时间分别为 4.61、3.64 min，峰形良好，血浆中其

他成分对伏立康唑和内标的测定无干扰，方法的专

属性好。结果见图 1。 

2.6    线性关系考察

取不同来源的健康人血浆，精密加入不同浓度

的对照品溶液，配制成浓度为 0.1、0.5、1、2、5、
10、20 μg/ml 的标准曲线工作液。以伏立康唑浓度

为横坐标，伏立康唑峰与内标峰面积的比值为纵坐

标，采用最小二乘法进行加权回归计算，回归方程

为：Y=0.732 36 X−0.013 55（r=0.999 5）。结果表明，

人空白血浆中伏立康唑在 0.1～20 μg/ml 内线性关

系良好。本方法伏立康唑定量下限（S/N>10）为
0.1 μg/ml。 

2.7    精密度试验

以人空白血浆为基质，制备浓度分别为 0.3、
8、15 μg/ml 的低、中、高 3 个水平的质控样品各 6
份，连续检测 3 d，按“2.4”项下方法处理后分析测

定，计算其日内、日间精密度，结果见表 1。 

2.8    提取回收率和基质效应

取 6 个不同来源的健康人空白血浆作为基质，

制备浓度分别为 0.3、8、15 μg/ml 的低、中、高 3 个
水平的质控样品，按“2.4”项下方法处理并测定，得

到伏立康唑峰面积 A1；以 6 个不同来源的人空白

血浆甲醇沉淀提取液配制浓度分别为 0.3、 8、
15 μg/ml 的低、中、高 3 个水平的样品各 6 份，得

到伏立康唑峰面积 A2；以流动相代替空白血浆，同

样方法配制备 0.3、8、15 μg/ml 的低、中、高 3 个水

平的样品各 6 份，得到伏立康唑峰面积 A3；以

A1/A2 的值计算提取回收率，A2/A3 的值计算基质

效应，结果见表 1。 

2.9    稳定性试验

以人空白血浆为基质，制备浓度分别为 0.3、
8、15 μg/ml 的质控样品，考察样品室温放置稳定性

（12 h）、冻融稳定性（反复冻融 3 次）、冷冻稳定性

（−20 ℃ 放置 30 d），结果见表 2。 

2.10    临床样本测定

对本院 10 名真菌感染使用伏立康唑的肝功能

不全患者进行治疗药物监测，稳态谷浓度最大值

为 18.7 μg/ml，最小值为 0.97 μg/ml。在 Pascual 等[7]

的研究中，设定伏立康唑的治疗药物浓度范围为

1.0～5.5 μg/ml。其中一名患者肝硬化、胆石症伴

梗阻性黄疸，行经内镜逆行性胰胆管造影术
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（ERCP）后胆红素、C-反应蛋白（CRP）、降钙素原

（PCT）进行性升高，存在胆管感染，且患者反复腹

泻，合并肠道真菌感染，予加用伏立康唑抗真菌治

疗。用药前肌酐值 81 μmol/L，碱性磷酸酶 259 U/L，
谷氨酰转肽酶 69 U/L，谷草转氨酶 116.3 U/L，伏立

康唑胶囊口服给药，负荷剂量 400 mg，q12 h，维持

剂量为 200 mg，q12 h，达到稳态谷浓度后监测浓度

值为 18.7 μg/ml，复查生化，肌酐值 151 μmol/L，碱
性磷酸酶 324 U/L，谷氨酰转肽酶 154 U/L，谷草转

氨酶 154 U/L，胆红素仍持续性升高，伴肾功能不

全，为防止发生严重肝损害和不良反应，予停药处

理。还有一名患者肝炎后肝硬化、肝功能衰竭伴黄

疸，粪便培养出黑霉菌，予伏立康唑抗真菌治疗，用

药前肌酐值 49 μmol/L，碱性磷酸酶 198 U/L，谷氨

酸转氨酶 99 U/L，谷草转氨酶 211 U/L。伏立康唑

片剂口服给药，负荷剂量 400 mg，q12 h，维持剂量

为 200 mg，q12 h，达到稳态谷浓度后监测浓度值

为 10.7 μg/ml，已超出伏立康唑治疗窗浓度高限，患

者诉视物变黄，初步考虑为药物引起的不良反应，

临床医生调整剂量为 100 mg，q12 h，达到稳态浓度

后复测伏立康唑的血药浓度为 5.1 μg/ml，视物变黄

较前缓解，无视物模糊，黄疸下降，凝血酶原活动度

（PTA）改善，感染症状有所好转。 

3    讨论

在色谱法测定伏立康唑血药浓度的文献中，前

人多采用乙酸乙酯-环己烷或者三氯甲烷萃取剂提

取[8-9]，前处理的过程操作比较复杂，时间长。本研

 

表 1    方法学考察结果 (n=6) 
浓度

（μg/ml）
日内 日间 提取

回收率
（%）

基质
效应
（%）x̄± s 精密度(%) x̄± s 精密度(%)

0.3   0.27±0.01 3.47   0.28±0.01 3.43 93.57 88.85

8   7.75±0.40 5.13   7.66±0.08 1.09 91.05 90.37

15 14.32±0.29 2.04 14.69±0.41 2.76 92.46 93.61

 

表 2    稳定性考察结果 (n=6) 
浓度

(μg/ml)
室温放置12 h 反复冻融3次 −20 ℃放置30 d

x̄± s RSD(%) x̄± s RSD(%) x̄± s RSD(%)

0.3   0.30±0.01 2.83   0.28±0.01 5.32   0.31±0.02 5.31

8   7.98±0.21 2.62   8.15±0.27 3.31   7.87±0.30 3.78

15 14.56±0.63 4.35 14.51±0.56 3.89 15.08±1.02 6.79
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图 1    伏立康唑和内标提取离子色谱图

A.人空白血浆；B.人空白血浆 + 伏立康唑对照品+内标；C. 使用伏立康唑患者血浆样本+内标

1.伏立康唑；2.内标
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究使用甲醇蛋白沉淀方法，能够较好地去除血浆样

本中内源性物质的干扰，降低基质效应对检测的影

响，前处理方法简单快速，缩短了检测时间。所选

内标氟康唑稳定性好，保留时间适宜且峰形好，定

量准确，同时，液相方法使用乙腈-水等度洗脱，将

分析时间缩短至 6 min 以内，分析效率显著提高。

综上所述，本研究建立的伏立康唑血药浓度的测定

方法具有较好的专属性，操作简便，回收率好、灵敏

度高，可满足伏立康唑日常血药浓度的测定和药动

学研究的需要，为合理使用伏立康唑提供依据。

伏立康唑谷浓度低于治疗窗最低浓度时临床

治疗效果不好，当谷浓度高于治疗窗最大浓度时，

中枢系统[10] 和肝功能[11] 的不良反应发生率会明显

升高。其中，视觉障碍最为常见，与用药剂量较大

或血药浓度较高有关，一般用药剂量减少或停药后

可完全恢复。患者个体化差异和药物间相互作用

等因素会导致血药浓度偏高或偏低，影响伏立康唑

的治疗效果。此外，患者肝功能不全会影响伏立康

唑的代谢，导致代谢时间减慢，半衰期延长，药物不

良反应的发生率增加，从而使得肝损害进一步

加重。

本例中两名患者肝功能损害较严重，伏立康唑

用药需更加谨慎。伏立康唑在脑脊液和脑组织液

中可达到较高浓度，有研究表明伏立康唑药物浓度

与视觉副作用的发生率呈正相关，临床药师通过监

测伏立康唑血药浓度，及时调整用药，结合患者实

际病情制订个体化给药方案，提高治疗效果，避免

了药物不良反应的发生，为临床肝功能不全患者合

理用药提供依据。
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