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ＨＰＬＣ法测定１例肾功能衰竭患者血浆中更昔洛韦浓度
刘鑫ａ，付强ａ，范倩倩ａ，张波ａ，陈丽萌ｂ，梅丹ａ

（中国医学科学院北京协和医院ａ药剂科；ｂ肾内科，北京 １００７３０）

【摘要】目的：建立人血浆中更昔洛韦的ＨＰＬＣ测定方法，测定肾功能衰竭患者静脉滴注更昔洛韦的血浆药物浓
度。方法：取血浆样品１００μＬ，以阿昔洛韦为内标，１０％高氯酸沉淀蛋白后，取１０μＬ进样。ＨＰＬＣ分离采用Ｓｈｉｍｐａｋ
ＣＬＣＯＤＳ（１５０ｍｍ×６０ｍｍ，５μｍ）柱，流动相为００３ｍｏｌ·ｍＬ－１磷酸二氢铵水溶液∶乙腈＝９７∶３（磷酸调节ｐＨ至
３０），流速为１０ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温３５℃，紫外检测波长２５４ｎｍ。应用上述ＨＰＬＣ方法测定１例肾功能衰竭患者静脉
滴注更昔洛韦 （７５ｍｇ）后的血浆药物浓度。结果：标准曲线在０５～５０μｇ·ｍＬ－１浓度范围内线性良好 （ｒ＝０９９９９），
低、中、高浓度质控样品 （１、８、３０μｇ·ｍＬ－１）的日内、日间精密度 （ＲＳＤ）１０１％ ～５５５％ （ｎ＝５），准确度
－０１５％～８００％ （ｎ＝５），更昔洛韦的提取回收率为９８６０％～１００３６％。应用该方法成功测定了１例肾功能衰竭患
者血浆更昔洛韦药物浓度。结论：本方法灵敏度高，准确性好，简便快捷，适用于临床患者血浆中更昔洛韦浓度的

测定。

【关键词】更昔洛韦；血浆；肾衰；药物浓度；高效液相色谱
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［基金项目］中国医学科学院医学与健康科技创新工程项目 （２０１７Ｉ２Ｍ１０１１）
［作者简介］刘鑫，女，博士，药师；研究方向：医院药学；Ｔｅｌ：（０１０）６９１５６５１５；Ｅｍａｉｌ：ｔｗｉｎｓｙｕａｎｘｉｎ＠１２６ｃｏｍ
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　　更昔洛韦是新一代开环核苷类抗病毒药，其
在体内可被转化为三磷酸更昔洛韦，通过竞争性

抑制三磷酸脱氧鸟苷嵌入延伸的病毒 ＤＮＡ，从而
抑制单纯疱疹病毒与巨细胞病毒的 ＤＮＡ聚合酶。
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更昔洛韦对单纯疱疹病毒，尤其对艾滋病患者的

巨细胞病毒具有强大的抑制作用［１２］。临床上主要

应用于巨细胞病毒感染的诱导期和维持期治疗。

更昔洛韦在体内不代谢，以原形经肾排出体外［３］。

目前，尚无文献报道肾功能衰竭患者静脉注射更

昔洛韦后的血浆药物浓度及药代动力学特征，而

了解更昔洛韦在肾功能衰竭患者体内的血浆药物

浓度对于安全用药具有重要参考价值。为此，本

文建立了人血浆中更昔洛韦的 ＨＰＬＣ测定方法，
并成功应用于１例肾功能衰竭患者的血浆更昔洛
韦药物浓度测定，现报道如下。

１　仪器与试药
１１　仪器

高效液相色谱系统 （日本 Ｓｈｉｍａｄｚｕ）：ＬＣ
２０ＡＴ泵，ＤＧＵ２０Ａ在线脱气机，ＳＩＬ２０Ａ自动
进样器，ＳＰＤ２０Ａ可见紫外检测器，ＬＣｓｏｌｕｔｉｏｎ
色谱处理系统；德国 ＰｉｎｇＰｏｎｇ７４５８卧式震荡
器；台湾 ＶｏｒｔｅｘＭｉｘｅｒ液体混合器；德国 Ｍｉｋｒｏ
１２２４离心机。
１２　药品与试剂

更昔洛韦对照品 （中国食品药品检定研究院，

批号：１００３８０２０１１０３，含量９７７％），阿昔洛韦对
照品 （中国食品药品检定研究院，批号：１４０６３０
２０１４０３，含量９９８％），磷酸二氢铵为分析纯，乙
腈、磷酸为色谱纯，实验用水为超纯水。

２　方法与结果
２１　色谱条件

色谱柱：ＳｈｉｍｐａｋＣＬＣＯＤＳ（１５０ｍｍ×６０ｍｍ，５
μｍ）柱；流动相为００３ｍｏｌ·ｍＬ－１磷酸二氢铵缓
冲液水溶液∶乙腈 ＝９７∶３（磷酸调节 ｐＨ至３０）；
流速：１０ｍＬ·ｍｉｎ－１；柱温：３５℃；紫外检测波
长：２５４ｎｍ；进样量：１０μＬ。
２２　样品制备
２２１　血浆标准曲线样品的制备　称取更昔洛韦
对照品２０ｍｇ，置于１０ｍＬ容量瓶中，以蒸馏水溶
解并定容，混匀得到２０００μｇ·ｍＬ－１更昔洛韦标准
曲线储备液。量取储备液适量，用蒸馏水稀释，得

到浓度为１００、１０００μｇ·ｍＬ－１标准曲线工作液。分
别移取不同浓度的工作液适量至１０ｍＬ容量瓶中，
空白血浆加至刻度，摇匀，得到浓度为０５、２５、

１０、２５、５０μｇ·ｍＬ－１的血浆标准曲线样品，分装
后冻存于－６０℃。
２２２　更昔洛韦血浆质控样品制备　以配制血浆
标准曲线样品相同方法，另行配制更昔洛韦血浆质

控样品，浓度分别为１、８、３０μｇ·ｍＬ－１，分装后
冻存于－６０℃。内标储备液：称取阿昔洛韦对照品
３ｍｇ，置于１００ｍＬ量瓶中，加蒸馏水溶解后定容，
混匀得到３０μｇ·ｍＬ－１的内标储备液，分装后冻存
于－６０℃。
２２３　患者血浆样品处理　患者，女，５３岁，体
重６２ｋｇ，ｅＧＦＲ１６５ｍＬ·ｍｉｎ－１·１７３ｍ－２，血 Ｃｒ
６５３ｍｍｏｌ·Ｌ－１，属于肾功能衰竭期且合并巨细胞病
毒感染，未行透析治疗。采集该患者 （给药方案为

更昔洛韦７５ｍｇ，静脉滴注４０ｍｉｎ，每周２次，患
者已签署知情同意书）给药前 （０ｈ）、静滴完毕后
即刻及第１、２４、４８、７２小时的静脉血２ｍＬ于肝素
钠抗凝管中，分离血浆。取待测血浆样品 １００μＬ
于１５ｍＬ离心管中，依次加入１０μＬ内标储备液、
５０μＬ１０％的高氯酸溶液，涡旋 ３０ｓ，１２０００ｒ·
ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，移取上清液１０μＬ进样测定。
２３　方法学验证
２３１　专属性实验　分别取更昔洛韦和内标标准
溶液、空白血浆、空白血浆加更昔洛韦和阿昔洛韦

对照品和患者给药后的血浆样品，按 “２２”项下
方法处理样品，色谱图见图１。血浆中更昔洛韦的
测定不受杂质干扰，基线噪音较小。

２３２　线性实验　取血浆标准曲线样品，按
“２２”项下方法操作，以更昔洛韦浓度为横坐标，
更昔洛韦浓度与内标的峰高比为纵坐标绘制标准曲

线，得到标准曲线回归方程为ｙ＝０３９２７ｘ－００５４３４
（ｒ＝０９９９９），在０５～５０μｇ·ｍＬ－１范围内线性关
系良好。

２３３　方法精密度与准确度实验　对人血浆中更昔
洛韦低、中、高３个浓度 （１、８和３０μｇ·ｍＬ－１）
的日内、日间精密度和准确度进行考察，日内精

密度和准确度考察采取样品连续进样５次；日间
精密度和准确度考察采取连续５ｄ进样分析。结果
详见表１。更昔洛韦测定的日内和日间精密度ＲＳＤ
在１０１％ ～５５５％之间，日内和日间准确度在
－０１５％～８００％之间，提示该方法准确、可靠、
重现性好，符合药物临床生物样品定量分析的

要求。
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图１　更昔洛韦色谱图
　注：Ａ：更昔洛韦 ＋内标对照品；Ｂ：空白血浆；Ｃ：空白血浆 ＋更昔洛韦 ＋内标对照品；Ｄ：患者血浆 ＋内标对照品；ＡＣＶ：阿昔洛

韦；ＧＣＶ：更昔洛韦

表１　更昔洛韦在人血浆中的精密度、准确度（ｎ＝５）

更昔洛韦浓度

（μｇ·ｍＬ－１）

日内

测量浓度（μｇ·ｍＬ－１） ＲＥ（％） ＲＳＤ（％）

日间

测量浓度（μｇ·ｍＬ－１） ＲＥ（％） ＲＳＤ（％）

１ １０８±００６ ８００ ５５５　 １００±００１ －０１５ １０１

８ ８２３±０１４ ２８８ １７０ ８３３±０２４ ４１４ ２９１

３０ ３０１９±０４８ ０６３ １５９ ３１３９±０５７ ４６２ １８３

２３４　提取回收率实验　取浓度为１、８和３０μｇ·
ｍＬ－１质控样品，按 “２２”项下方法操作；另配制
相同浓度的更昔洛韦及内标对照品溶液，直接进

样。将２组峰高进行比较，计算提取回收率。更昔
洛韦的提取回收率为９８６０％ ～１００３６％，ＲＳＤ均
＜６５０％ （ｎ＝５）。

２３５　空白样品残留检测　在标准曲线定量上限浓
度检测后测定空白血浆样品，残留小于曲线最低定量

限的１０％，满足临床血浆样品分析测定的要求。
２３６　肾功能衰竭患者血浆药物浓度测定　采用
本研究建立的 ＨＰＬＣ方法，测定血浆样品中更昔洛
韦的浓度。结果见图２。
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图２　肾功能衰竭患者静脉滴注更昔洛韦 （７５ｍｇ）的血浆药
物浓度时间曲线

３　讨论
在方法学建立过程中，本研究比较了不同提取

溶剂如甲醇、乙腈、高氯酸等对样品处理回收率的

影响。与以往研究方法［４８］相比，本研究以０５倍体
积的１０％高氯酸沉淀血浆样品，不但操作快速、简
便、回收率高，且小体积沉淀剂可提高样品测定的

灵敏度。本研究还考察了流动相中００３ｍｏｌ·ｍＬ－１

磷酸二氢铵水溶液与乙腈的比例分别为７０∶３０、
８５∶１５及９７∶３时的出峰时间及干扰峰情况，结果显
示二者比例为９７∶３时，出峰时间较合适且不受杂峰
干扰。因以往研究［４８］均表明更昔洛韦血浆样品稳

定性好，因此本实验未进行更昔洛韦血样样品稳定

性实验。

更昔洛韦是继阿昔洛韦之后开发的一种核苷类

广谱抗病毒药，是第一个用于治疗人体巨细胞病感

染的药物。更昔洛韦最常见的不良反应是骨髓抑

制，发生率约为４０％，其主要表现为中性粒细胞和
血小板减少，严重者会引起出血和感染。更昔洛韦

的其他不良反应还包括中枢神经系统异常 （精神异

常、紧张、震颤、头痛、失眠、抽搐、神志不清

等）、消化道不良反应、过敏反应等［９］。由于更昔

洛韦体内不代谢、经肾由尿排出体外，因此肾功能

对于更昔洛韦体内血药浓度具有重要影响，说明书

中也指出肾功能减退者使用剂量应酌减。因此，了

解肾功能衰竭患者体内更昔洛韦血药浓度，对于指

导临床用药、调整药物剂量具有重要意义。但限于

临床中使用更昔洛韦的肾功能衰竭患者较少，本研

究仅测定了１例患者的血浆药物浓度，在今后研究
中尚需要收集更多的临床样品数据，进一步阐明更

昔洛韦在肾功能衰竭患者体内的动力学特征，为临

床合理用药提供参考。

综上，本实验所建立的人血浆中更昔洛韦的

ＨＰＬＣ测定方法灵敏度高、重现性好、操作简便、
快速，能够满足临床对更昔洛韦血浆浓度测定的要

求，为日后肾功能衰竭患者应用更昔洛韦的用药安

全性奠定了基础。
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