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双波长高效液相色谱法同时检测环孢素Ａ
及伏立康唑血药浓度

王林军
（新汶矿业集团有限责任公司中心医院药学部，山东泰安２７１２３３）

摘要：目的建立快速、同时测定人血中环孢素Ａ及伏立康唑血药浓度的方法。方法采用双波长高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法，色谱柱为
Ｄｉａｍｏｎｓｉｌ ＲＰ － Ｃ１８柱（１５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，５ μｍ），流动相为乙腈－ ０． ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ醋酸铵洗脱，检测波长环孢素Ａ为２１５ ｎｍ，伏立康唑为２５６ ｎｍ，
流速为１ ｍＬ ／ ｍｉｎ。结果伏立康唑及环孢素Ａ保留时间分别为５． ３２ ｍｉｎ和６． ４８ ｍｉｎ，血药浓度线性范围分别为３０ ～ １ ５００ ｎｇ ／ ｍＬ和
２００ ～ １０ ０００ ｎｇ ／ ｍＬ，准确度均在９５． ０％以上；日内、日间精密度的ＲＳＤ均小于１５％ 牗 ｎ ＝ ５ 牘。结论该方法灵敏、稳定，结果准确、可靠，
可用于同时测定环孢素Ａ及伏立康唑的血药浓度。
关键词：伏立康唑；环孢素Ａ；双波长高效液相色谱法；血药浓度
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图１ 高效液相色谱图
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环孢素是目前移植领域最常用的免疫抑制药物，其
抗排异作用与用药剂量密切相关，但该药品不良反应多
且与用药剂量过大有关，故临床需要对其进行血液浓度
监测，以保证用药安全有效犤 １ 犦。患者在造血干细胞移植
后的并发症控制是提高恶性血液病疗效的重要环节，而
感染是导致移植失败甚至致死的主要原因，因此，恶性
血液病患者行造血干细胞移植后除了服用免疫抑制剂
外，往往还需同时服用多种药物犤 ２ － ３ 犦。当移植患者并发
真菌感染时，多需联合使用抗真菌药物，其中伏立康唑
属广谱三唑类抗真菌药物，用于治疗非中性粒细胞减少
患者的念珠菌血症，可有效治疗原发性或急救性的亚急
性侵袭性感染和慢性肺曲霉病等，美国感染病学会
（ＩＤＳＡ）制订的曲霉病治疗指南中，伏立康唑是治疗侵
袭性曲霉病的首选药物，移植患者出现该真菌感染后往
往需合并使用该药物，而该药物在体内的代谢具有多态
性，即使使用相同剂量，血药浓度也因人而异，因此，该
药临床使用同样需要进行血液浓度监测犤 ４ － ５ 犦。此外，其
与环孢素Ａ联合使用导致的药品不良反应多有报道犤 ６ 犦。
本研究中旨在建立一种快速、灵敏、准确且能同时测定
两药血药浓度的分析方法，为临床监测其血药浓度提供
参考。现报道如下。
１ 仪器与试药
１． １ 仪器

１２００型高效液相色谱仪牗美国安捷伦公司牘；２０８型
Ｍｉｌｌｉ － Ｑ１０纯水器（美国Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）；ＡＥＧ － １２０型
电子分析天平（日本岛津公司）；ＴＧＬ － ２０Ｍ型台式高速
冷冻离心机（湘仪仪器有限公司）。

１． ２ 试药
环孢素Ａ对照品（百灵威试剂公司，纯度为９９． ７％）；

伏立康唑对照品（中国食品药品检定研究院，批号为
１００８６２ － ２０１７０１）；内标为醋酸可的松及熊果酸对照品
（中国食品药品检定研究院，批号分别为１７１２１７ －
２０１７０２，１１０７０９ － ２０１７０４）；乙腈（美国Ｆｉｓｈｅｒ公司）、醋
酸铵（国药集团化学试剂有限公司，批号为２０１７０２０８）
为色谱纯，其余试剂均为分析纯。
２ 方法与结果
２． １ 色谱条件及专属性试验

色谱柱：Ｄｉａｍｏｎｓｉｌ ＲＰ － Ｃ１８柱（１５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，
５μｍ）；流动相：乙腈－０． ０１ｍｏｌ ／ Ｌ醋酸铵水溶液（６５ ∶ ３５）；
流速：１． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；柱温：３５ ℃；检测波长：２１５ ｎｍ（环孢
素Ａ），２５６ ｎｍ（伏立康唑）；进样量：２０ μＬ。在此色谱条件
下，分别考察空白血清、环孢素Ａ、伏立康唑标准品及血清
样品的色谱图，结果血清中内源性杂质不影响环孢素Ａ
与伏立康唑的分离度，内源性物质无干扰，伏立康唑及环
孢素Ａ保留时间分别为５． ３２ ｍｉｎ和６． ４８ ｍｉｎ。详见图１。
２． ２ 溶液制备

标准溶液配制：称取环孢素Ａ １０． ００ ｍｇ，伏立康唑
对照品 ５０ ｍｇ，精密称定，置１０ ｍＬ容量瓶中，分别用甲
醇溶解并定容，即得环孢素Ａ质量浓度为１ ｇ ／ Ｌ，伏立
康唑质量浓度为５ ｇ ／ Ｌ的对照品贮备液，于４ ℃下保
存。取贮备液适量，用甲醇稀释，配制系列浓度的对照品
工作液待用。称取熊果酸１０． ００ ｍｇ、醋酸可的松５０ ｍｇ
为内标，精密称定，置２５ ｍＬ容量瓶中，用甲醇溶解
并定容，即得内标溶液（质量浓度分别为４００ μｇ ／ ｍＬ和
２ ０００ μｇ ／ ｍＬ），于４ ℃下保存。
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１９

精密度ＲＳＤ（％） 准确度（％）
表１ 精密度及准确度试验（ｎ ＝ ５）

样品
环孢素Ａ

伏立康唑

理论质量浓度
（ｎｇ ／ ｍＬ）

３０
６００
１ ５００
２００
４ ０００
１０ ０００

日内
３０． ４ ± ２． ０５
５９１ ± ４０． ６６
１ ５１１ ± ８７． ３３
１９７ ± １２． ７１
４ ０２１ ± ２４２． １０
１０ ２０２ ± ５７８． ５０

日间
３０． ８ ± ３． ３３
６０７ ± ４６． ０７
１ ５２３ ± １２３． ７０
２１０ ± １８． ３３
４ ０１０ ± ３２６． ４０
１０ ３１１ ± ８００． １０

日内
６． ７４
６． ８８
５． ７８
６． ４５
６． ０２
５． ６７

日间
１０． ８１
７． ５９
８． １２
８． ７３
８． １４
７． ７６

日内
１０１． ３
９８． ５
１００． ７
９８． ５
１００． ５
１０２． ０

日间
１０２． ７
１０１． ２
１０１． ５
１０５． ０
１００． ２
１０３． １

表２ 室温及４ ℃血清样品稳定性试验结果（ｎ ＝ ５）
２５ ℃ ＲＳＤ（％） ４ ℃ ＲＳＤ（％）样品质量浓度

（ｎｇ ／ ｍＬ）
环孢素Ａ ３０

６００
１ ５００

伏立康唑 ２００
４ ０００
１０ ０００

０ ｈ
３． ４６
２． ４７
５． ２２
５． １２
４． １８
３． ４７

６ ｈ
４． ６７
５． １４
５． １３
７． ４５
５． ８３
５． ２２

１２ ｈ
８． ８９
７． ２５
９． １２
１０． １２
７． ６７
６． ４７

６ ｈ
４． ４１
３． ５８
４． １２
５． ６７
５． ６６
４． ６７

１２ ｈ
６． ２７
５． ６７
６． １４
６． ４９
７． ０９
６． １４

２４ ｈ
７． ８５
７． ４８
９． ４６
７． ６１
６． ４３
７． ９８

表３ 血清样品长期稳定性试验结果（ｎ ＝ ５）

样品质量浓度（ｎｇ ／ ｍＬ） ＲＳＤ（％）

环孢素Ａ ３０
６００
１ ５００

伏立康唑 ２００
４ ０００
１０ ０００

０ ｄ
６． ３５
５． ７８
４． ８７
７． ８５
５． ４３
４． ２９

３ ｄ
５． ７８
５． ６７
６． ３７
５． ４８
６． ６６
６． ６７

７ ｄ
４． ８５
４． ２４
４． ７８
６． ４６
６． ７１
５． ２６

表４ 室温及４ ℃条件下进样待测样品稳定性试验结果（ｎ ＝ ５）
２５ ℃ ＲＳＤ（％） ４ ℃ ＲＳＤ（％）样品质量浓度

（ｎｇ ／ ｍＬ）
环孢素Ａ ３０

６００
１ ５００

伏立康唑 ２００
４ ０００
１０ ０００

０ ｈ
４． １１
３． ２８
４． ９４
６． ２１
４． ６６
５． ７６

６ ｈ
７． １２
５． ７７
５． １４
７． ４９
６． ５４
８． ７８

１２ ｈ
６． ７８
８． ２７
４． ８６
１０． ７３
８． ２１
７． １６

６ ｈ
５． ４５
５． ７８
６． ８１
６． １２
４． ２４
６． ４５

１２ ｈ
６． ７４
９． ３４
６． １２
８． ６４
８． ４３
６． ４５

２４ ｈ
８． ４９
７． ４８
５． ３７
１１． ２１
７． ８１
９． １７

·研究·
Ｄｒｕｇ Ｒｅｓｅａｒｃｈ

实测质量浓度（Ｘ ± ｓ，μｇ ／ ｍＬ）

血清样品处理：量取血清样品 ２００ μＬ，１． ５ ｍＬ离
心管中，随即加入内标溶液１０ μＬ，充分混匀，加入乙腈
４００ μＬ，涡旋振荡２ ｍｉｎ，沉淀蛋白，以１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ的
速率，离心１５ ｍｉｎ，取上清液，氮气吹干，２００ μＬ流动相
复溶，待分析。
２． ３ 方法学考察

标准曲线绘制：分别取不同质量浓度的环孢素Ａ
及伏立康唑标准溶液各１００ μＬ，加入１ ８００ μＬ血清中，
混匀，配置环孢素Ａ终质量浓度分别为３０，９０，１５０，
３００，６００，１ ０００，１ ２００，１ ５００ ｎｇ ／ ｍＬ的标准曲线样品；
伏立康唑终质量浓度分别为２００，１ ０００，２ ０００，３ ０００，
４ ０００，６ ０００，８ ０００，１０ ０００ ｎｇ ／ ｍＬ的标准曲线样品。按
血清样品处理方法处理，以环孢素Ａ或伏立康唑质量
浓度为横坐标、环孢素Ａ或伏立康唑峰面积与内标面
积比为纵坐标绘制标准曲线，得回归方程，环孢素Ａ为
Ｙ ＝ ６８． ７ Ｘ ＋ ６． ２４１ 牗 ｒ ＝ ０． ９９９ ４，ｎ ＝ ８ 牘，伏立康唑为
Ｙ ＝ ２６４． １ Ｘ ＋ ９． ５４７ 牗 ｒ ＝ ０． ９９９ ２，ｎ ＝ ８ 牘，环孢素Ａ与
伏立康唑质量浓度线性范围分别为３０ ～ １ ５００ ｎｇ ／ ｍＬ
和２００ ～ １０ ０００ ｎｇ ／ ｍＬ犤信噪比（Ｓ ／ Ｎ）≥３ 犦。

精密度试验：分别配制环孢素Ａ质量浓度为３０，
６００，１ ５００ ｎｇ ／ ｍＬ，伏立康唑质量浓度为２００，４ ０００，
１０ ０００ ｎｇ ／ ｍＬ的血浆样品，每个样品平行配制５份，按
血清样品处理方法处理，按随行标准曲线计算样品浓
度，考察方法学日内、日间精密度。结果见表１。环孢素
Ａ及伏立康唑日内、日间精密度均符合生物样品检测标
准，ＲＳＤ均小于１５％ 牗 ｎ ＝ ５ 牘。

准确度试验：血浆样品配制与操作方法同“精密度
试验”，结果见表１。可见，该方法准确度符合生物样品
检测标准。

样品稳定性：血浆样品配制方法同“精密度试验”，
于室温下放置０，６，１２ ｈ及４ ℃下贮存 ６，１２，２４ ｈ后，按
血清样品处理方法处理。结果见表２，可见，血清样品在
室温存放１２ ｈ内和４ ℃存放２４ ｈ内稳定性均良好，
ＲＳＤ符合生物样品检测标准。
长期稳定性试验：血浆样品配制方法同“精密度试

验”，－ ２０ ℃冷冻贮存，分别于第０，３，７天取出，样品自

然溶解后，按血清样品处理方法处理。结果见表３，血清
样品在０ ～ ７ ｄ内冷冻存放，稳定性良好，样品的ＲＳＤ
均小于１５％ 牗 ｎ ＝ ５ 牘，符合检测标准。

进样待测样品稳定性：血浆样品配制方法同“精密
度试验”，按血清样品处理方法处理，分别于进样前
将待测样品于室温下放置０，６，１２ ｈ及４ ℃下贮存 ６，
１２，２４ ｈ后再进样检测。结果见表４。可见，不同质量浓
度进样待测样品在室温条件下存放１２ ｈ以内及４ ℃条
件下存放２４ ｈ的稳定性良好，样品 ＲＳＤ均小于１５％
牗 ｎ ＝ ５ 牘，符合检测标准。
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３ 讨论
环孢素Ａ又称环孢菌素Ａ，为临床常用免疫抑制

剂，主要给药途径为口服或静脉给药，但口服吸收率低
且不规则，且有显著的肝、肾毒性，不同人群及个体口服
给药后血药浓度差异大，临床疗效也有显著差异，因此，
有效监测血药浓度是该药减毒增效的必要手段。环孢素Ａ
主要通过肝药酶ＣＹＰ３Ａ代谢，而ＣＹＰ３Ａ家族主要参与
环孢素Ａ代谢的ＣＹＰ３Ａ４和ＣＹＰ３Ａ５ 存在基因突变，
可导致机体对环孢素的代谢加速，致血药浓度降低，显
著降低疗效犤 ６ － ８ 犦。此外，由于其主要有ＣＹＰ３Ａ４及
ＣＹＰ３Ａ５代谢，因此环孢素Ａ与影响ＣＹＰ３Ａ的药物合
用时，可引起药物相互作用，影响疗效，甚至发生毒副作
用 犤 ９ － １０ 犦。伏立康唑是临床治疗危重真菌感染的一线用
药，移植患者易发生感染等并发症，当发生真菌感染后
多数患者使用伏立康唑。该药物主要通过肝脏细胞色素
Ｐ４５０同工酶ＣＹＰ２Ｃ１９，ＣＹＰ２Ｃ９和ＣＹＰ３Ａ４代谢犤 １１ 犦。其
中ＣＹＰ２Ｃ１９是主要代谢酶，由于其基因多态性导致不
同人群服用伏立康唑后体内血液浓度差异较大犤 １２ 犦。同
时，该药经ＣＹＰ３Ａ４代谢，当其与环孢素Ａ联用时，可
导致环孢素Ａ血药浓度升高，引起毒性反应。有研究表
明，两药合用可导致高血钾反应犤 １３ 犦或癫痫样反应犤 １４ － １５ 犦。
因此，针对两药联用的患者应进行有效的血药浓度监
测，但现有监测方法均为独立监测２种药物犤 １６ － １８ 犦，同一
个血样需采用不同的监测方法，效率低。此外，部分
医院不同的药物样品往往采取集中监测，导致２种药
物的监测结果存在时间差异，不能有效、及时地指导
临床治疗。

本研究中建立的双波长高效液相色谱法，其精密
度、准确度、稳定性等符合标准，表明该方法可同时检测
血清样品中环孢素Ａ及伏立康唑的血药浓度，节省检
测时间，为临床同时监测两药提供了有效手段。
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