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HPLC-DAD 法同时测定孢子菌肺炎患者血浆中的磺胺甲 唑与甲氧苄啶浓度

罗雪梅 1, 徐媛 1, 何雄雄 2, 葛卫红 1* 

（1. 南京大学医学院附属鼓楼医院药学部，南京  210008； 2. 正大天晴药业集团股份有限公司，南京  210042）

【摘要】目的：建立 HPLC-DAD 法同时测定血浆中磺胺甲 唑（SMZ）与甲氧苄啶（TMP）浓度，用于临床肺

孢子菌肺炎（PCP）患者治疗药物监测。方法：200 μL 血浆样本经 60 μL10% 高氯酸蛋白沉淀，离心后取上清液 30 
μL 进样。色谱柱为 Kromasil 100-5-C8（4.6 ×150 mm，5μm），流动相为甲醇 – 0.1 mol•L-1 乙酸铵（35 : 65），

流速为 0.9 mL•min-1，柱温为 35℃，紫外检测波长为 240 nm。采集 20 名经口服复方新诺明（0.48 g/ 次，3 次 /d）的

PCP 患者不同时间点共 51 份血浆样本，测定浓度。结果：在所建立的色谱条件下，磺胺甲 唑、甲氧苄啶与各杂质

分离良好，单次分析时间为 6 min/ 样本。两待测物线性范围均为 1~300 μg•mL-1，最低检测限为 1 μg•mL-1。通过 10 
名 PCP 患者（取血点n  ≥ 3）浓度测定结果确定 1 h 时间点为峰浓度取血点，统计所有患者 1 h 时间点血药浓度结果，

磺胺甲 唑峰浓度均值为（131.9±41.3） μg•mL-1，甲氧苄啶峰浓度均值为（6.3±2.0）μg•mL-1。参照目标范围浓度，

仅 55.0% 的患者达标，其余需剂量调整。结论：此法操作简单，准确、精密度好，适用于临床 PCP 患者复方磺胺甲

唑的治疗药物监测。
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Simultaneous determination of sulfamethoxazole and trimethoprim in human plasma in patients with 
pneumocystis carinii pneumonia by HPLC-DAD
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【Abstract】  Objective: A precise and rapid HPLC-DAD method has been developed and validated for the simultaneous determination 

of sulfamethoxazole (SMZ) and trimethoprim (TMP) in patients with pneumocystis carinii pneumonia (PCP). Methods: plasma sample 

(200ul) was deproteinized with 60μL 10% perchloric acid, and separated on a reversed phase C8 column with a mobile phase of methanol 

- 0.1 mol•L-1 ammonium acetate (35:65) using isocratic elution. The flow rate was 0.9 min•L-1 and the detection wavelength was 240 nm. 

51 plasma samples drawn from 20 patients with PCP were collected and quantified. Results: The calibration curves were linear over the 

range of 1-300 μg•mL-1 for both analytes. The run time for each sample of the method was within 6 min. The peak time was at 1.0h, which 

is obtained from the preliminary test of 10 PCP patients samples (3-5 time-point samples from each patient).  The average plasma peak 

concentrations of SMZ and TMP were (131.9±41.3) μg•mL-1 and (6.3±2.0) μg•mL-1, respectively. Comparing with the target concentration 

range, only 55.0% patients met the criterion and the rest of them needed dose adjustment. Conclusion: This method can be used as an 

effective approach in clinic field.
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肺孢子菌肺炎（pneumocystis carinii pneumonia , 

PCP） 常见于各类先天或后天免疫功能不全者，如

骨髓移植，实体器官移植，肿瘤放化疗后及各种疾

病使用糖皮质激素和免疫抑制剂治疗后 [1-2]，免疫
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受损患者的 PCP 死亡率高达 34%~49%[3]。复方磺

胺甲 唑，又称复方新诺明，是磺胺甲 唑（SMZ）

和甲氧苄啶（TMP）的复方制剂，是目前治疗 PCP
的一线药物 [4]。

近年来，随着抗生素耐药、不良反应频生，抗

生素治疗药物监测引起更广泛重视，使得一些新抗

生素如伏立康唑、替考拉宁等 [5-7] 的治疗药物监测

工作得以在临床上积极的开展，指导用药方案调整。

复方磺胺甲 唑早在 20 年前既已有文献 [8] 开始报

道治疗药物监测的重要性，但由于其耐药性增加，

临床使用减少，致使其在临床治疗药物浓度监测工

作上的重视度一直不够。事实上，PCP 患者病情危

重，胃肠道功能紊乱，口服药物后血药浓度极不稳

定 [9]，一旦超出目标浓度范围，就有可能影响 PCP
患者的救治，浓度过高甚至会引起血液、肝肾功能

等方面不良反应。

本 试 验 建 立 HPLC-DAD 法 同 时 测 定 血 浆 中

SMZ 与 TMP 的药物浓度，采用高氯酸一次沉淀法，

最低定量下限为 1 μg•mL-1，单针分析时长 6 min，

适用于临床 PCP 患者血药浓度的测定。

1  材料   
1.1 仪器

Agilent 1200 Series （安捷伦）高效液相色谱

仪（G1322A 脱气阀，G1312A 泵，G1367B 自动进

样器，G1330B 柱温箱，G1315B 二级阵列管检测

器）。

1.2  试剂

磺胺甲 唑对照品（中国药品生物制品检定所 ,
批号：100582-200401）；甲氧苄啶对照品（中国

药品生物制品检定所，批号：100031-201205）；

内标对乙酰氨基酚对照品（中国药品生物制品检定

所，批号：100018-200408）。甲醇、乙腈为色谱纯，

乙酸铵、高氯酸为分析纯；实验用水为去离子纯净

水。

1.3  色谱条件

色 谱 柱：Kromasil 100-5-C8（4.6×150 mm，

5 μm）；流动相：甲醇 – 0.1 mol•L-1 乙酸铵（35 : 
65）；检测波长：240 nm；柱温：35℃；流速：0.9 
mL•min-1，进样体积：30 μL。

1.4  对照品溶液的制备

精密称取一定量磺胺甲 唑与甲氧苄啶置于 10 mL
容量瓶中，加纯水溶解并稀释至刻度，摇匀，得质

量浓度为 5 mg•mL-1 的储备液。取该储备液适量，

依次稀释至质量浓度为 10、30、100、300、1 000、

3 000 μg•mL-1 的标准工作溶液。

1.5  血浆样品处理

取离心后所得血浆样品 200 μL 于 1.5 mL 离心

管中，加入 20 μL 内标（0.1 mg•mL-1），混匀。加

入 10% 高氯酸 60 μL 蛋白沉淀，震荡涡旋 1 min，

然 后 14 000 r•min-1 离 心 6 min， 取 上 清 液 30 μL
进样，完成 HPLC 分析。

1.6  方法学验证

观察磺胺甲 唑与甲氧苄啶血药浓度测定时

的方法特异性，计算待测物在血清样品中的回收

率，在高、中、低质量浓度血浆样中的准确度、

重复性。

1.7  病例选择及取血方案

选 取 本 院 2015 年 8 月至 2015 年 12 月期间入

院 时 诊 断 为 PCP 的 呼 吸 科 患 者 20 例， 患 者 年 龄

35~88 岁，平均年龄（59.4±16.8）岁。初始复方磺

胺甲 唑管饲或口服剂量为 0.48 g / 次，tid。

用药达稳态后，患者给药后 0（谷浓度）、0.5、1、

1.5、2 h 时间点采血收集血浆样本。10 名患者取血

点 n  ≥ 3 分布在上述 5 个点中，其余 10 名患者取

血 1~2 个点。

测 定 浓 度 并 参 照 THOMAS 与 Hughes 等 [13,14]

研究中指出的治疗 PCP 时，SMZ 与 TMP 的治疗药

物监测参考浓度范围（SMZ：100~150 μg•mL-1，

TMP：3~8 μg•mL-1）以及复方磺胺甲 唑说明书

中指出的总磺胺血浓度不应超过 200 μg•mL-1，来

共同评价目前本院临床 PCP 感染患者的给药方案。

2  方法与结果

2.1  方法专属性试验

在本试验所采用的色谱条件下，磺胺甲 唑和

甲氧苄啶的保留时间分别为 2.66 min 和 5.08 min
左右，内标（对乙酰氨基酚）的保留时间为 2.37 
min 左右，待测物峰形良好，杂质峰对样品测定均

没有影响（图 1）。

2.2  线性关系考察

分别精密称取磺胺甲噁唑标准品 10.21 mg 和甲氧

苄啶标准品 10.37 mg，置于 10 mL 容量瓶中，加水溶
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啶浓度在 1~300 μg•mL-1 范围内线性关系均良好，

最低定量限为 1 μg•mL-1，信噪比＞10。

2.3  精密度和准确度试验

首先制备含磺胺甲 唑及甲氧苄啶浓度为 2、

25、250 μg•mL-1 的标准含药血浆样品，每个浓度

各配制 5 份样品，按“1.5”项下操作，计算样品

和内标峰面积的比值 ƒ ，将 ƒ 代入随行标准曲线方

程，计算各样品的浓度，连续测定 3 批样品，根据

批样品浓度计算准确度与精密度。结果见表 1，本

方法的准确度与精密度符合生物样品分析要求。

2.4  回收率试验

配制并处理含磺胺甲 唑与甲氧苄啶浓度为 2、

25、250 μg•mL-1 的标准含药血样，每个浓度平行

5 份，作为回收率样品；另取 5 个不同来源空白血

浆同法处理，取沉淀后上清液，加入待测物和内标

标准溶液，配制同上 3 个质量浓度水平的标准含药

血浆，每个浓度平行 5 份，作为回收率对照样品。

将上述样品进样，记录色谱图，回收率样品峰面积与

相应对照品峰面积均值之比即为回收率。测得血浆中

内标对乙酰氨基酚的回收率分别为（95.8 ± 1.9）%，

血浆中磺胺甲 唑与甲氧苄啶回收率结果见表 1，

结果表明本实验条件下两待测物和内标的回收率均

良好，测定无影响。

2.5  临床患者血药浓度的测定

2.5.1 峰浓度时间点选择  10 名 PCP 患者（取血点

n  ≥ 3）服用复方磺胺新诺明后血药浓度测定结果

分 析，SMZ 血 药 浓 度 在 0.5、1、1.5、2 h 的 达 峰

人数分别为 3、5、1、1 人，TMP 血药浓度在 0.5、

1、1.5、2 h 的达峰人数分别为 0、4、4、2 人。通

过均值图（图 2）选取 1 h 时间点作为其余 10 名患

者 1~2 取血点中的必选取点。

待测物 ρ /μg•mL-1 批内精密
度 RSD/%

批间精密
度 RSD/% 准确度 /% 回收率 /%

SMZ     2   6.7 6.5   98.1 ± 6.8 84.5 ± 3.3

  25   2.8 3.4   99.4 ± 3.1 88.1 ± 5.7

250   1.5 0.48   99.7 ± 1.4 90.7 ± 2.6

TMP     2 11.8 6.0   98.8 ± 5.2 91.4 ± 2.5

  25   5.1 2.4 102.4 ± 4.7 86.5 ± 1.6

250   0.96 1.4   99.6 ± 1.1 90.1 ± 4.7

表 1  血浆磺胺甲 唑与甲氧苄啶的精密度（RSD，n  = 5）、

准确度和回收率（n  = 5）

图 1  待测物及内标色谱图
A- 空白血样；B- 空白血样中加入磺胺甲 唑、甲氧苄啶和内标（LLOQ）；C- 
肺孢子菌肺炎（PCP）患者服用复方磺胺新诺明（3 片, tid）后峰浓度样品

t /min

t /min

t /min

C

B

A

解并稀释至刻度，摇匀，得质量浓度为 1.021 mg•mL-1

的 磺 胺 甲 唑 储 备 液 与 1.037 mg•mL-1 的 甲 氧 苄

啶 储 备 液。 分 别 在 6 份 200 μL 空 白 血 浆 中， 加

入一定量的标准储备液，分别配成含磺胺甲 唑

和甲氧苄啶质量浓度为 1、3、10、30、100、300 
μg•mL-1 的标准含药血浆。按“1.5”项下方法操

作，并同时制备空白样品，进行 HPLC 分析，记

录色谱图，制备标准曲线。计算磺胺甲 唑与甲氧

苄啶峰面积 As 和内标峰面积 Ai 的比值 ƒ （ƒ  = A s/
A i），以峰面积比值 ƒ 对血药浓度 C 作权重回归

计算，得磺胺甲 唑回归方程：ƒ smz = 5.840×10-2 
C  -1.004×10-2（r =0.9987）与甲氧苄啶回归方程：

ƒ tmp = 8.072 ×10-2 C  – 3.245×10-2（r =0.9991），权

重系数 ω=1/C 2。结果显示，磺胺甲 唑与甲氧苄
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2.5.2 血药浓度监测结果  20 名 PCP 患者服用复方

磺胺新诺明后，SMZ 峰浓度均值为（131.9±41.3）

μg•mL-1（52.2~245.6 μg•mL-1），TMP 峰 浓 度 均

值为（6.3±2.0） μg•mL-1（3.28~11.1 μg•mL-1）。

参照 THOMAS 与 Hughes 等 [13-14] 研究中指出

的治疗 PCP 时，SMZ 与 TMP 的治疗药物监测参考

浓 度 范 围（SMZ：100~150 μg•mL-1，TMP：3~8 
μg•mL-1）以及复方磺胺甲 唑说明书中指出的总

磺胺血浓度不应超过 200 μg•mL-1，将 20 名 PCP
患者服用复方磺胺新诺明后峰浓度测定结果划分见

表 2。

3 讨论

已有的同时测定 SMZ 与 TMP 血中药物浓度的

文献 [10-12] 中，Sayar 等 [10] 建立的测定方法，最

低定量下限为 50 ng•mL-1，单针分析时长＞ 9 min。

参 照 THOMAS 与 Hughes 等 [13-14] 研 究 中 指 出 的

治 疗 PCP 时，SMZ 与 TMP 的 治 疗 药 物 监 测 参 考

浓度范围为 SMZ：100~150 μg•mL-1，TMP：3~8 
μg•mL-1，过低的定量下限并不必需，简易、快速、

稳定的测定方法更适用于临床患者监测。

SMZ 与 TMP 结构极性存在一定差异，要建立

快速、准确的同时测定方法，需要色谱条件进行优

化：①有机相比例增加，加快两待测物整体出峰时

间；②使用乙酸铵溶液为水相，改善待测物色谱峰

拖尾现象的同时，可有效缩短两峰出峰时间差；③

柱温提升至 35℃，加快待测物与干扰物在色谱柱

中的分离，减少干扰。最终本研究中所建立 SMZ
与 TMP 同时测定的检测方法单针分析时间为 6 min
内，且干扰少，分离度较好。

复方磺胺甲 唑用于敏感菌所致肠炎，支气管

炎等疾病治疗。由于目前细菌对 SMZ 与 TMP 耐

药已经很严重，临床上现主要用于 PCP 治疗。PCP
病情危重，及时充分和恰当的抗 PCP 治疗是成功

关键。虽然复方磺胺甲 唑口服吸收较少受食物及

其他药物的影响，但不同 PCP 患者之间服用复方

磺胺甲 唑后仍存在一定的 PK/PD 变化，仅采用

所谓标准治疗剂量方案会导致某些患者过高或过低

治疗浓度 [8]，从而影响治疗效果。

复方磺胺甲 唑说明书中指出 SMZ 与 TMP 两

者给药后体内达峰时间为 1~4 h。在本研究中发现，

前 10 名 PCP 患者给药后采集的 3~5 个样本结果显

示，各患者间达峰时间差异，这可能与患者用药方

式为管饲或口服有关。管饲受胃肠道影响较少，达

峰时间早于口服给药。除此之外，SMZ 与 TMP 两

药物间达峰时间也有差异，SMZ 达峰时间略早，

综合考虑两者达峰情况，及各患者达峰时间均值，

最终选定给药后 1 h 时间点作为峰浓度时间采血点。

这 与 美 国 梅 奥 诊 所（Mayo Clinic）2015 年 发 布 的

Test Catalog 下关于复方磺胺甲 唑的采血时间点 1 h
一致。

PCP 感染患者所需 SMZ 与 TMP 血药浓度较其

他感染高。在本研究中，参照 THOMAS 与 Hughes
等 [13-14] 的研究及复方磺胺甲 唑说明书中对总磺胺

血浓度的限制，将 20 名 PCP 患者血浆峰浓度结果

分组，结果显示，分别有 10.0%、85.0%、5.0% 患

者的 SMZ 浓度低于、包含于、高于目标范围，以及

5.0%、75.0%、20.0% 患者的 TMP 浓度低于、包含

于、高于目标范围，而两者都在目标范围内的患者

为 11 人，占 55.0%。这意味着按照标准治疗方案仍

有 45.0% 的患者给药后剂量偏高或低，需要调整。

因此，综上所述，通过给药后 SMZ 与 TMP 的

血药浓度测定，及时调整到合适的给药剂量，有助

于提高患者治愈率及避免因浓度过高而引起的不良

反应。

待测物
峰浓度
( )

ρ /μg•mL-1

分组
ρ /μg•mL-1 患者人数 百分比（%）

SMZ 131.9±41.3

         <100   2 10.0

   100~150 12 60.0

   150~200   5 25.0

        >200   1   5.0

TMP     6.3±2.0

         <3   1   5.0

       3~8 15 75.0

         >8   4 20.0

表 2   20 名 PCP 患者服用复方磺胺新诺明后血药浓度测定结果

图 2  10 名 PCP 患者服用复方磺胺新诺明后血药浓度测定结果

t /h t /h
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