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泊沙康唑属第 2代三唑类抗真菌药物，相较于三唑

类与棘白菌素等抗菌药物，具有抗菌效果好、抗菌谱

广、毒性低等优点［1 - 2］，其血药浓度与临床疗效相关［3］，
是预防和治疗全身性真菌病的一线药物［4］。但口服三唑

类药物泊沙康唑的生物利用度会受到食物摄入量的影

响，同时个体间的药物代谢动力学差异显著［5］。目前，泊

沙康唑主要剂型为口服混悬液，且需与食物（最好是高

脂肪餐）同服才能提高生物利用度。肾移植患者常口服

泊沙康唑以防治真菌感染［6］，但肾移植术后并发侵袭性

真菌感染导致移植肾失功和受体移植带功的死亡率达

40%［7］。其主要原因为口服泊沙康唑的个体差异性，以

及移植肾加剧了其个体差异性［8］，导致患者用药后血药
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高效液相色谱串联质谱法快速检测肾移植患者泊沙康唑血药浓度*
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摘要：目的 建立快速检测肾移植患者血清中泊沙康唑血药浓度的高效液相色谱串联质谱（HPLC - MS / MS）法。方法 采用蛋白沉

淀法处理血清样本，以泊沙康唑 - d4 为内标。色谱柱为 Agilent Eclipse Plus C18 柱（150 mm × 4. 6 mm，3. 5 μm），流动相为乙腈 -
10 mmol / L乙酸铵（85∶15，V / V），流速为 0. 5 mL / min，柱温为 40 ℃；采用正离子、电喷雾电离源、多反应监测（MRM）模式进行定量扫

描，定量分析离子对质荷比（m / z）分别为 701. 5 → 683. 6（泊沙康唑）和 705. 5 → 687. 6（内标）。结果 泊沙康唑的血药浓度在 0. 05～
10. 00 μg / mL 范围内与分析物和内标峰面积的比值线性关系良好（R2 = 0. 990 2，n = 8）；平均提取回收率为 82. 75%～87. 47%，RSD
为 1. 99%～3. 09%（n = 6）；基质效应的 RSD < 7. 8%（n = 6）；批内、批间精密度的变异系数（CV）< 7. 3%（n = 18）；冷藏、冻融、室温、长

期稳定性试验的 RSD < 8. 0%。7例肾移植术后服用泊沙康唑口服混悬液的患者，泊沙康唑血药浓度均在 0. 13～1. 27 μg / mL范围内。

结论 该方法高效、快速、准确，有望进一步用于泊沙康唑的血药浓度监测，实现肾移植患者的个性化治疗。
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Rapid Determination of Drug Concentration of Posaconazole in Patients with Kidney Transplant
by HPLC - MS / MS
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AbstractAbstract：：Objective To establish a high - performance liquid chromatography - tandem mass spectrometry（HPLC - MS / MS）method
for the rapid determination of the drug concentration of posaconazole in serum of patients with kidney transplant. Methods The
protein precipitation method was used to treat the serum samples，and posaconazole - d4 was as the internal standard. The
chromatographic column was Agilent Eclipse Plus C18 column（150 mm × 4. 6 mm，3. 5 μm），the mobile phase was acetonitrile -
10 mmol / L ammonium acetate （85∶ 15，V / V），the flow rate was 0. 5 mL / min，and the column temperature was 40 ℃ . The
positive ion，electron spray ionization （ESI） and multiple reaction monitoring （MRM） mode were adopted for the quantitative
analysis. The mass - to - charge ratios（m / z） of ion pairs for the quantitative analysis were 701. 5 → 683. 6（posaconazole） and
705. 5 → 687. 6（internal standard） respectively. Results The linear range of posaconazole was 0. 05 - 10. 00 μg / mL（R2 = 0. 990 2，
n = 8）. The average extration recovery rate of posaconazole was in the range of 82. 75% - 87. 47% with an RSD of 1. 99% - 3. 09%
（n = 6）. The RSD of matrix effect was lower than 7. 8%（n = 6）. The coefficients of variation （CV） of intra - and inter - batch
precisions were lower than 7. 3%（n = 18）. The RSDs of the stability tests under the conditions of cold storage，freeze thawing，room
temperature and long time were lower than 8. 0%. The drug concentration of posaconazole in seven patients who ungerwent the
kidney transplant surgery and were treated with Posaconazole Oral Suspension was in the range of 0. 13 - 1. 27 μg / mL.
Conclusion This method is efficient，rapid and accurate，which is expected to be further used to monitor the drug concentration of
posaconazole and achieve the personalized treatment for patients with kidney transplant.
Key wordsKey words：：HPLC - MS / MS；posaconazole；drug concentration；kidney transplant
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浓度未达到有效治疗窗或预防浓度感染致死。此外，肾

移植术后患者需服用免疫抑制剂，而泊沙康唑会影响

其血药浓度。血药浓度超出治疗窗可能导致肝、肾功能

损伤，神经毒性和胃肠道反应，甚至可能影响移植肾的

恢复。因此，需实时、快速检测肾移植患者体内泊沙康

唑的血药浓度，并通过个性化给药防治真菌感染，降低

死亡率。目前，国内外定量检测泊沙康唑的方法有高效

液相色谱串联质谱（HPLC - MS / MS）法［9 - 11］、超高效

液相色谱串联质谱（UPLC - MS / MS）法［12 - 13］、还原氧

化石墨烯（rGO）和荧光标记的适配体方法［14］。但方法专属

性差，分析时间长，缺少肾移植患者临床实际用药指导的

相关研究。为此，本研究中建立了精准、快速、高效检测肾

移植患者体内泊沙康唑血药浓度的HPLC - MS / MS法，

并对 7例肾移植患者进行了临床用药指导，制订了个体

化给药方案，及时调整给药剂量，缩短了病程，节约了

治疗成本，临床疗效更好。现报道如下。

1 仪器、试药与研究对象

1. 1 仪器

1200 - G6410B型液相色谱 -三重四极杆串联质谱

仪（安捷伦科技 <中国 >有限公司）；CPA225D型电子分

析天平（德国赛多利斯有限公司，精度为十万分之一）。

1. 2 试药

泊沙康唑口服混悬液（Patheon Inc.，WhitbyOperations，
进口药品注册证号为H20181110，规格为每瓶 40 mg∶
1 mL）；泊沙康唑标准品（批号为 3 - JLW - 13 - 1），泊

沙康唑 - d4（内标，批号为 12 - MRS - 161 - 1），纯度均

为 98%，均购自美国 TRC公司；乙腈、甲醇（德国默克股

份两合公司）；乙酸铵（广州化学试剂厂，纯度为 98%）；

试验用水为蒸馏水；空白血浆由广州医科大学附属第

二医院提供。

1. 3 研究对象

选取医院移植科 2020年 12月至 2021年 4月收治

的确诊或高度怀疑侵袭性真菌感染、有侵袭性真菌感

染高危因素的 7例肾移植术后服用泊沙康唑口服混悬

液的患者，其中预防用药4例、治疗用药3例，共完成13例
次血样检测。

2 方法与结果

2. 1 色谱与质谱条件

2. 1. 1 色谱条件

色谱柱：Agilent Eclipse Plus C18柱（150 mm × 4. 6 mm，
3. 5 μm）；流动相：乙腈 - 10 mmol / L乙酸铵（85∶15，
V / V）；流速：0. 5 mL / min；柱温：40 ℃；进样量：5 μL。
2. 1. 2 质谱条件

正离子，电喷雾电离（ESI）源，多反应监测（MRM）
模式进行定量扫描。离子源：ESI，电压为 4 000 V，温度

为 300 ℃；雾化气流速：6 L / min；碰撞气压力：40 psi。其
他参数：质荷比（m / z）泊沙康唑离子对为 701. 5 →
683. 6，内标离子对为 705. 5 → 687. 6；碎裂电压为

235 eV；碰撞能量为37 eV；驻留时间为200 ms。
2. 2 样本采集与处理

采用蛋白沉淀法处理血清样本，患者首次口服泊

沙康唑混悬液后第 5天，于下一剂给药前 30 min采集血

样 5 mL，置无抗凝剂的采血管中，精密吸取 100 μL，置
2 mL离心管中，加内标溶液 20 μL，涡旋混匀，加乙腈

1 mL，涡旋振荡 1 min，离心（温度为 21 ℃，转速为

15 000 r / min）5 min，吸取上清液 200 μL，即得供试品。

在空白血清样本处理前加入适量待测物，其他操作与

供试品一致，即得加标样品。取空白血清，按供试品处

理方法处理，即得阴性样品。

2. 3 溶液制备

取泊沙康唑标准品 2. 264 mg，精密称定，用少量

95%甲醇超声溶解，转移至 5 mL容量瓶中，用 95%甲醇

定容，即得质量浓度为 452. 8 μg / mL的泊沙康唑贮备

液。4 ℃下保存，备用。取内标 0. 50 mg，精密称定，加适

量 95%甲醇超声溶解，转移至 5 mL容量瓶中，用 95%
甲醇定容，即得质量浓度为 100 μg / mL的内标母液，用

50%甲醇稀释成质量浓度为 2. 00 μg / mL的内标贮备

液。4 ℃下保存，备用。

根据不同工作要求，泊沙康唑贮备液用 50%甲醇

稀释，配制成所需质量浓度。

2. 4 方法学考察

专属性试验：分别取 6例患者的空白血清和用药

后的血浆（加入内标溶液），按 2. 2项下方法处理，得阴

性样品和供试品，按 2. 1项下条件进样分析，色谱图见

图 1。供试品色谱图中，泊沙康唑和内标的色谱峰峰形

良好，保留时间分别为 3. 618 min和 3. 603 min；阴性样

品色谱图中，内标色谱峰峰形良好，泊沙康唑无信号响

应。结果表明，方法专属性良好，待测物与内标的测定

不受样品内源性物质的干扰。

线性关系考察：取空白血清，按 2. 2项下方法处理，

精密加入 2. 3项下泊沙康唑贮备液适量，配制成泊沙康

唑质量浓度分别为 0. 05，0. 10，0. 20，0. 50，1. 00，2. 00，
5. 00，10. 00 μg / mL的系列标准溶液，按 2. 1项下条件

进样分析，以分析物泊沙康唑与内标峰面积的比值（Y）
为纵坐标、泊沙康唑质量浓度（X，μg / mL）为横坐标进

行线性回归，以 1 /（X2）为权重系数，绘制泊沙康唑标准

曲线，得回归方程Y = 9. 192 7X + 0. 052 1（R2 = 0. 990 2，
n = 8）。结果表明，泊沙康唑的血药浓度在 0. 05～
10. 00 μg / mL范围内与分析物和内标峰面积比值的线

性关系良好，且标准曲线各点的质量浓度偏差均在标
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示值的 ± 15%范围内，符合要求。

定量下限确定：同时满足准确度和精密度要求的

标准曲线最低质量浓度为定量下限，即0. 05 μg / mL。
残留检测：一般情况下，检测高质量浓度后会存在

一定残留效应，故检测定量上限（10. 00 μg / mL）样本

后，再检测 3个空白血清样本，以评价残留效应。结果均

未检出残留泊沙康唑，即残留未超过定量下限的

20%［15］，符合要求。

批内、批间精密度试验［15］：在空白血清样本中加入

相应质量浓度的泊沙康唑及内标，分别制成定量下限

和低、中、高质量浓度（0. 05，0. 15，1. 50，8. 00 μg / mL）
各 6个参比样品，按 2. 1项下条件进样分析。结果批内、

批间精密度试验结果的均值均在质控样品标示值的

± 15%范围内，变异系数（CV）分别为 7. 16%，3. 46%，

6. 03%，2. 67% 和 4. 00%，3. 28%，4. 41%，2. 78%
（n = 18）。

基质效应测定：收集 6例患者的空白血样，处理后

得到空白血清基质，分别加入低、中、高质量浓度

（0. 15，1. 50，8. 00 μg / mL）的质控溶液和内标溶液，进

样分析，记录峰面积；同质量浓度的质控溶液不经过处

理直接进样分析，记录峰面积。结果质控溶液基质效应

的RSD分别为 4. 92%，7. 75%，2. 34%（n = 6）；内标溶液

基质效应的RSD分别为 7. 25%，4. 94%，7. 37%（n = 6）。

表明基质干扰较小，符合要求［15］。
提取回收试验：分别配制低、中、高质量浓度

（0. 15，1. 50，8. 00 μg / mL）的质控血清样本，平行 6份；

空白血清样本处理后加入相应质量浓度的泊沙康唑及

内标，制成低、中、高相应质量浓度的参比样品，平行6份，

进样分析，记录峰面积。结果低、中、高质量浓度质控血

清样本的平均提取回收率分别为 83. 08%，87. 47%，

82. 75%，RSD分别为 2. 67%，3. 09%，1. 99%（n = 6），表

明提取回收率良好。

稳定性试验：1）冷藏及室温条件稳定性。取提取回

收试验项下低、中、高质量浓度（0. 15，1. 50，8. 00 μg / mL）
质控血清样本，分别在冷藏（4 ℃）和室温（10～30 ℃）条

件下放置24 h和192 h进行预处理，定量分析测得实际浓

度，与相应标示浓度对比。结果见表1，RSD均在 ± 15%范

围内［15］，符合要求。2）冻融稳定性。泊沙康唑血样低、

中、高质量浓度（0. 15，1. 50，8. 00 μg / mL）质控工作液

于冷冻（- 12 ℃）条件下保存 24 h，取出，置室温融化后

进行预处理；或融化后再放回冷冻（- 12 ℃）条件保存，

反复 3次预处理，进行定量分析，测得实际浓度，与相应

标示浓度对比。结果见表 1，RSD均在 ± 15%范围内［15］，
符合要求。

表1 稳定性试验结果的RSD（%）
Tab. 1 RSDs of the stability test（%）

质量浓度

0. 15 μg / mL
1. 50 μg / mL
8. 00 μg / mL

冷藏（4 ℃）

24 h
5. 14
2. 74
3. 96

192 h
4. 08
1. 33
2. 16

室温（10～ 30 ℃）

24 h
2. 83
1. 88
3. 58

192 h
5. 89
1. 97
2. 63

冻融（- 12 ℃）

1次

6. 81
7. 13
3. 52

3次

6. 81
7. 13
2. 81

2. 5 临床应用

血药浓度分布：7例肾移植术后患者正常给药后，采用

HPLC - MS / MS法测定泊沙康唑的血药浓度。结果显

示，所有样本泊沙康唑血药浓度均在0. 13～1. 27 μg / mL
范围内，4 例预防用药患者的平均血药谷浓度为

0. 37 μg / mL，均未达预防有效浓度（> 0. 70 μg / mL）；

3例治疗用药患者的平均血药谷浓度为 0. 71 μg / mL，
仅 1例达到治疗有效浓度（> 1. 00 μg / mL）［16］。泊沙康

唑的吸收有个体差异，且易受多种因素影响，本研究中

多数肾移植患者的血药浓度未达到有效浓度，故泊沙
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康唑的血药浓度监测很有必要。

指导用药：针对上述问题，迅速调整给药剂量或次

数，制订个性化用药方案，多数肾移植患者用药后均达

到有效血药浓度。其中，1例病情严重患者经个性化指

导后，相较于传统给药方法，病程缩短。其临床资料：

男，52岁，体质量52 kg，“慢性肾衰竭”诊断入院，入院后

行肾移植手术，术后并发肺炎，痰培养白色念珠菌（+），

给予“泊沙康唑混悬液10 mL，po q12 h”治疗，用药第5天，

于下一剂给药前 30 min采血测得泊沙康唑血药浓度为

0. 13 μg / mL，未达到有效治疗浓度。次日，询问患者用

药情况，得知服药量不足 10 mL，且为餐前服药。随即对

患者进行用药教育，量装药液前需充分振摇药瓶，混

匀后立即倒入量匙，量匙量装药液时要装满，每次需

服用 10 mL（2勺），每日 2次，随餐或餐后 20 min内服

用；并向患者说明随餐或餐后服用有利于增加泊沙康

唑的吸收，提高血药浓度，达到有效治疗浓度。宣教后，

患者用药依从性佳，5 d后再次测得泊沙康唑血药浓度

为 0. 52 μg / mL，未达有效治疗窗（> 1. 00 μg / mL）。随

即替换为“泊沙康唑混悬液 10 mL，po q 8 h”，达稳态后

测得血药浓度为 1. 27 μg / mL，继续治疗，效果较佳。胸

片示肺部炎症基本消失，转归，出院回家休养。

3 讨论

本研究中对监测泊沙康唑血药浓度的HPLC -MS / MS
法进行了优化和验证。结果表明，方法基质效应干扰

低；血清中泊沙康唑的浓度在0. 05～10. 00 μg / mL范围

内有良好的线性关系（R2 = 0. 990 2，n = 8），且定量限低，

准确度和精密度均良好；方法耐用性好，残留效应小，提

取回收率高。相较于外标法，以同位素泊沙康唑 - d4为
内标，能降低质谱检测过程中信号波动带来的影响。且

样品前处理方便，具有快速、高效、准确的特点，有利于

肾移植患者泊沙康唑血药浓度的快速分析。

由本研究结果可知，采用HPLC - MS / MS法检测

患者的血药浓度，可快速、准确地掌握患者用药后的实

际情况，并及时调整给药方案，使患者在调整用药剂量

后均达治疗有效浓度，较好地控制病情。若未对泊沙康

唑血药浓度进行监测，无法确定是否在有效治疗窗内

发挥最佳药效，可能延误病情，从而累及移植肾甚至危

及生命安全；且泊沙康唑口服混悬液价格高昂，若未能

实现应有的治疗效果，无法发挥其药物经济效应，增加

患者的经济负担。故需临床药师及时、快速掌握患者服

用泊沙康唑后的血药浓度，进行个性化指导用药，以提

高疗效，节约成本。

本研究具有以下局限性：1）受时间限制纳入样本

量较少，未能很好地统计泊沙康唑的疗效及相关不良

反应；2）肾移植患者的生理变化和所服用的其他治疗

药物可能影响泊沙康唑的血药浓度。对于其他因素导

致的泊沙康唑血药浓度的变化需结合临床具体分析，

后期会收集更多的病例数据进行进一步分析。
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