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液质联用法测定联用阿兹夫定前后人尿液中依非韦伦浓度

刘冰洁a,李青a,张西军a,常俊标b

(河南师范大学a.化学国家级实验教学示范中心;b.化学化工学院,河南 新乡453007)

摘 要:建立液质联用法(HPLC-MS/MS)测定联用阿兹夫定(FNC)前后健康人尿液中的依非韦伦(EFV)浓
度,为个体化治疗提供依据.色谱柱为 HypersilGOLDC18(2.1mm×100mm,3μm),流动相为2mmol/L乙酸铵水

溶液和甲醇,流速为0.2mL/min,柱温30℃,进样量10μL,梯度洗脱,质谱采用电喷雾(ESI)电离正离子模式下的选

择反应检测扫描(SRM),测定12例志愿者.EFV保留时间为7.1min,线性范围为1~200ng/mL,在该线性范围内标

准曲线的相关性系数r2>0.99.EFV连续单用14d和联用FNC的7d前后,EFV尿药浓度和排泄量无明显变化.该
方法没有明显基质效应,能满足尿药研究需要,灵敏度高、准确性好.EFV和FNC联用对EFV的尿样排泄无显著影响.
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依非韦伦(Efavirenz,EFV)是抗艾滋病治疗的一线用药,是人免疫缺陷病毒-1型(HIV-1)的选择性非核

苷反转录酶抑制剂,脂溶性好,血脑屏障透过率高,并且经常与核苷类的逆转录酶抑制剂联合使用[1].依非韦

伦是P450氧化酶CYP2B6的作用底物,具有中等强度的诱导作用,进而影响相应的药物代谢[2-3].由于艾滋

病患者经常采用鸡尾酒疗法联合治疗,但EFV和多种药物均有明显的相互作用,如禁止联合使用的药物有

阿司咪唑、特非那定、咪达唑仑、三唑仑、西沙必利、伏立康唑、麦角碱衍生物和金丝桃草.联合用药可能会影

响药物的吸收和代谢,治疗中有必要检测EFV单用和联用阿兹夫定(Azvudine,FNC)前后的尿液药物浓

度,观察FNC对EFV代谢的影响,用以指导临床用药[4].FNC是一种新型的核苷类逆转录酶抑制剂,对

HIV-1有很好的抑制活性,于2013年获得国家食品药品监督管理总局(CFDA)批准进行临床研究(临床批

件号2013L00942)[5-6].因艾滋病一线治疗方案均包含3种抗病毒治疗药物,其中包括两种核苷类反转录酶

抑制剂(NRTIs)和一种非核苷类反转录酶抑制剂(NNRTIs)[7].鉴于本研究药物II期临床试验拟合并使用

EFV,故本研究将开展FNC与EFV的药物相互作用临床试验.EFBV单剂量给药的终点半衰期相对较长,
为52~76h,而多次给药后的半衰期为40~55h[8].放射性标记EFV,尿中发现的大约占14%~34%,以原

形排泄至尿中的EFV小于1%.本研究建立了一种精密度好、准确度高的液质联用分析方法,测定了12例健

康人口服单服EFV(1片,600mg/片)和与FNC(4片,1mg/片)联用前后的尿液中EFV药物浓度,分析联

合用药对药物代谢的潜在影响,结合其临床疗效,研究EFV和FNC定联用的可行性[9-10].

1 试剂和仪器

1.1 药品与试剂

EFV标准品,纯度100.0%,由郑州大学提供;齐多夫定(AZT,内标),购自中国药品生物制品检定所,批
号10070009;甲醇为色谱纯,购自Fisher公司;空白尿液:健康正常人尿液.依非韦伦片(600mg/片)、阿兹夫

定片(1mg/片).
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1.2 仪器与设备

高效液相,型号:戴安Ultimate3000液相色谱系统,美国Thermo公司生产;质谱,型号:TSQQUAN-
TUMULTRA质谱系统,美国Thermo公司生产;旋涡混合仪,型号:HMS-350,天津恒奥科技发展有限公

司生产;高速离心机,型号:Centrifuge5424,德国Eppendorf公司生产.

2 试验方法

2.1 色谱、质谱条件

质谱扫描方式采用SRM扫描模式,毛细管温度:350℃,雾化室温度:室温,鞘气流量:40Arb,辅气流

量:10Arb,正离子扫描喷雾电压:3500V.EFV的质谱检测条件为正离子检测:母离子316.0,子离子244.0,
碰撞能为16V,采集时间段为6~8min.内标AZT的质谱检测条件为正离子检测:母离子268.0,子离子

127.0,碰撞能为12V,采集时间段为2~4min.
液相色谱柱:HypersilGOLDC18(100mm×2.1mm,3μm);内标:AZT;流动相为2mmol/L乙酸铵

水溶液和甲醇,梯度洗脱条件:0.0~4.0min,甲醇体积百分数从35%逐渐上升至85%;4.1~5.0min,甲醇体

积百分数保持85%;5.1~8.0min,甲醇体积百分数为35%.流速:0.2mL/min;柱温:30℃;进样器温度:

22℃;进样量:10μL;进样针润洗液:甲醇和水混合液(体积比1∶1).
2.2 分析物储备液和工作液的配制

以下溶液配制均为双人分别称量,并分别配制.
EFV储备液S-1.00mg/mL:精密称取10.00mgEFV于10mL的容量瓶中,甲醇溶解定容至刻度,配

成1.00mg/mL的EFV储备液,配好后于冰箱中4℃保存备用.用于标准曲线工作液的配制.
EFV储备液Q-1.00mg/mL:配备方法同EFV储备液S-1.00mg/mL.用于质控(QC)工作液的配制.
按照逐级稀释的方法分别配制EFV标准曲线工作液(1.00、2.00、5.00、20.00、50.00、100.00、200.00ng/mL)

和EFVQC工作液(20.00、200.00、1000.00ng/mL).
2.3 标准曲线样品的配制

精密吸取50μL混合空白人尿液于1.5mL离心管(EP管),依次加入50μLEFV标准曲线工作液

(1.00,2.00,5.00,20.00,50.00,100.00,200.00ng/mL),50μL内标溶液(AZT100.00ng/mL)和100μL甲

醇,涡旋30s,14000r·min-1离心5min,取上清200μL,加入120μL水,涡旋60s,过膜,14000r·min-1

离心3min,取上清进样10μL.精密吸取50μL混合空白人尿液于1.5mLEP管,加入200μL甲醇,其余按

上述操作,作为空白样品.
2.4 QC样品的配制

精密吸取45μL混合空白人尿液于1.5mLEP管,依次加入5μLEFVQC工作液(20.00,200.00,

1000.00ng/mL),配制一系列浓度的EFVQC样品.方法学确证中涉及长期稳定性考察的QC样品经预先

配制、分装,冻存在-20℃、-80℃冰箱中,按照不同时间取出进行测定.加50μL内标溶液(AZT100.00ng/mL)
和150μL甲醇,涡旋30s,14000r·min-1离心5min,取上清200μL,加入120μL水,涡旋60s,过膜,

14000r·min-1离心3min,取上清进样10μL.
2.5 含药尿液样品的配制

精密吸取50μL含药尿液于1.5mLEP管,加入50μL内标溶液(AZT100.00ng/mL)和150μL甲醇,
涡旋30s,14000r·min-1离心5min,取上清200μL,加入120μL水,涡旋60s,过膜,14000r·min-1离
心3min,取上清进样10μL.
2.6 阿兹夫定与依非韦伦相互作用临床试验

临床试验经过伦理许可在首都医科大学附属北京佑安医院进行,受试者首先单独服用EFV,1片/次,

1次/天,连续14d(第1~14天),再同时服用EFV+FNC,(1片EFV+4片FNC)/次,1次/天,连续7d
(第14~21天).两组受试者均于试验前1日(d-1)入住Ⅰ期临床试验病房,晚上统一清淡饮食,此后禁食不

禁水10h过夜,第2天(d1)早上根据随机分配的组别空腹服药,用200mL温水送服.受试者服药时有医护
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人员在场,确认受试者服用所给予的药物、剂量、种类和时间,并进行记录.第7、21天给药前(0h)和第21天

给药后(0,4)h、[4,8)h、[8,12)h、[12,24)h采集尿液样本检测EFV尿药浓度.

3 试验结果

3.1 专属性

吸取50μL空白尿液(6个不同来源),按“空白样品的配制”项操作,获得空白尿液色谱图:吸取50μL
空白尿液,加EFV标准品溶液(LLOQ)和内标液,同法操作,得到标准品色谱图;取给药尿液样品50μL,按
“含药尿液样品的配制”项操作,获得给药后尿液样品色谱图.空白尿液中在EFV保留时间处的杂峰面积需

小于LLOQ峰面积的20%.EFV和内标AZT的出峰时间分别为7.1min和2.6min.
典型色谱图见图1~图3.结果表明尿液样品中EFV和内标均有较强的质谱响应,内源性物质不干扰分

析测定,专属性良好.

3.2 标准曲线及最低定量下限(LLOQ)
吸取50μL人尿液于1.5mLEP管,依次加入50μLEFV标液(EFV质量浓度分别为1,2,5,20,50,
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100,200ng/mL),50μL内标溶液(100ng/mL),100μL甲醇,涡旋30s,14000r·min-1离心5min,取上

清200μL,加入120μL水,涡旋60s,过膜,14000r·min-1离心3min,取上清进样10μL.每个浓度平行

3份,建立标准曲线.

以待测物EFV浓度为横坐标,待测物与内标物的峰面积比值为纵坐标,用加权(W=1/x2)最小二乘法

进行回归运算,求得直线回归方程,即为标准曲线.标准曲线方程见表1,标准曲线回归图示例见图4.在该线

性范围内EFV的回归系数均在0.99以上,标准曲线回算质量浓度与标示值的偏差均在可接受范围内.
LLOQ各浓度点精密度(%CV)为7.89%,准确度(%DEV)在(-16.97)%~4.39%之间.

表1 标准曲线方程

Tab.1 Standardcurveequations

线性方程 相关系数(r2)

Y=-0.000797417+0.00296613*X 0.9914

Y=-0.000288331+0.00280565*X 0.9939

Y=-5.36095e-005+0.0019284*X 0.9907

3.3 精密度和准确度

按“QC样品的配制”方法用空白尿液制备低、
中、高3个质量浓度(2、20、100ng/mL)EFV样品

各6个,与随行标准曲线一同进样,考察批内准确

度和精密度,连续测定3d,考察批间准确度和精密

度.准确度要在标示值的±15%以内,在定量下限附近应小于±20%.精密度要求变异系数不能超过15%,在
定量下限附近应小于20%.

批内精密度和准确度结果见表2,低、中、高3个质量浓度的EFV样品的批内精密度(%CV)在1.92%~
13.51%之间,批内准确度(%DEV)低浓度连续5针均值在(-16.50)%~10.00%之间,中、高2个浓度在

(-7.76)%~7.88%之间,且均在要求的范围内.
批间精密度和准确度结果见表3,低、中、高3个浓度的EFV样品3个分析批的批间精密度(%CV)在

7.04%~14.91%之间,低、中、高3个浓度批间准确度(%DEV)均值分别为1.50%、1.70%和1.44%,且均在

要求的范围内.
取空白尿液50μL,分别加入3个质量浓度EFV标准曲线工作溶液50μL(2、20、100ng/mL),内标

50μL(100ng/mL),甲醇100μL,涡旋30s,14000r·min-1离心5min,取上清200μL,加入120μL水,涡
旋60s,过膜,14000r·min-1离心3min,取上清进样10μL.每个浓度平行5份,测定峰面积,分别以Rec-L、

Rec-M、Rec-H表示.
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表2 EFV尿药检测方法学验证结果汇总

Tab.2 VerificationresultsofmethodfordeterminingtheconcentrationofEfavirenzinurine

参数 计算项
结果/%

低质量浓度 中质量浓度 高质量浓度

批间准确度 DEV -1.50 1.70 1.44

批间精密度 CV 14.91 7.21 7.04

批内准确度 DEV(3d测试值从最小到最大) -16.50~10.00 -6.40~6.15 -7.76~7.88

批内精密度 CV(3d测试值从最小到最大) 6.86~13.51 3.47~5.09 1.92~2.30

提取回收率 平均回收率 108.14 113.83 108.91

室温放置8h稳定性 DEV 3.50 8.15 7.65

室温放置24h稳定性 DEV 0.50 9.90 5.61

冻融1次稳定性 DEV -5.50 -1.55 1.71

冻融3次稳定性 DEV -5.50 3.95 2.97

冷冻放6个月稳定性 DEV -10.50 -6.90 -5.45

    注:DEV(%)为数据对理论值的相对偏差;CV为数据变异系数计算,以示数据精密度.

取水50μL,分别加入3个质量浓度EFV标准曲线工作溶液50μL(2、20、100ng/mL),内标50μL
(100ng/mL),甲醇100μL,涡旋30s,14000r·min-1离心5min,取上清200μL,加入120μL水,涡旋

60s,过膜,14000r·min-1离心3min,取上清进样10μL.进样测定峰面积,用Sol-L、Sol-M、Sol-H表示.
取540μL空白尿液样品处理后的上清液,分别加入3个质量浓度EFV标准曲线工作溶液30μL(5、

50、250ng/mL),内标30μL(250ng/mL),涡旋,离心,取上清液进行测定,所得到的峰面积用 Mat-L、Mat-
M、Mat-H表示.用公式(Rec/Matrix)×100%分别计算EFV和内标的提取回收率.用公式(Mat/Sol)×
100%分别计算EFV和内标基质效应.

计算结果得EFV平均提取回收率在(108.14±15.43)%~(113.83±6.73)%之间;内标的平均提取回收

率为(113.36±1.81)%.说明提取回收率较高.EFV平均基质效应在(88.32±2.85)%~(93.95±2.67)%之

间;内标的平均基质效应为(70.46±1.01)%.说明不存在明显基质效应.
3.4 质控(QC)

按“QC样品的配制”方法制备QC样品.样品测定当天制备一条标准曲线和大于样本数5%的QC样品,

QC样品均匀分布于每个分析批,要求偏差一般应小于15%,低浓度点偏差一般应小于20%.最多允许1/3
的QC样品结果超限,但不能出现在同一浓度质控样品中.

结果显示,3个分析批QC偏差均符合要求.
3.5 稳定性

配制低、中、高(2、20、100ng/mL)3个质量浓度的EFV尿液样品各5份,于不同保存条件放置,放置后

按“含药尿液样品的配制”项操作处理,与随行标准曲线同时测定,考察其稳定性.要求测得浓度变异系数在

15%以内.考察项目包括:

1)室温放置8h稳定性:将尿液样品在室温放置8h后测定样品质量浓度.
2)处理后放置24h稳定性:将处理后样品放置24h后测定样品质量浓度.
3)冻融稳定性:尿液样品放置-80℃冻存12h,取出室温融化.另取尿液样品按上述操作冻融循环3次,

测定样品质量浓度.
4)长期稳定性:将尿液样品-80℃低温冻存6个月后测定样品质量浓度.
结果显示,含药尿液在室温放置8h、处理后放置24h后,低、中、高3个浓度变异系数(%CV)为1.26%~

8.09%,冻融1、3次后变异系数(%CV)在2.09%~10.84%之间,尿液样品-80℃放置6个月后,变异系

数(%CV)在4.01%~9.26%之间,尿液样品-80℃放置1年后,变异系数(%CV)在1.70%~11.35%之间,
准确度结果见汇总表2,上述结果均在允许的范围内,说明样品在各种保存过程中稳定.
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3.6 阿兹夫定与依非韦伦相互作用临床试验

参与试验的12位健康志愿者先连续口服单药EFV14d,再合并口服FNC+EFV连续7d,依据上述

EFV尿液浓度检测的方法对连续单服EFV的最后一天(第14天)给药后和合并口服FNC+EFV连续7d
(第21天)给药后(0,4)h、[4,8)h、[8,12)h、[12,24)h采集尿液样本检测EFV尿药浓度.各分析批的标准

曲线样品和质控样品测定结果均符合分析批接受的要求,受试者EFV平均尿药质量浓度见表3,结果表明,

EFV单用和与FNC联用后尿药差异不大,尿液中EFV排泄量均小于1%.
表3 受试者试验EFV尿药质量浓度均值

Tab.3 ThemeanconcentrationofEFVinurinefromvolunteer ng/mL

给药天数
采尿时间段/h

给药前 (0,4) [4,8) [8,12) [12,24)

14d 7.23 9.35 7.73 5.86 5.70

21d 4.67 6.34 9.45 6.02 6.30

4 讨 论

4.1 方法学建立讨论

本研究建立的健康人尿液中EFV的LC-MS/MS检测方法灵敏度高、准确性好.定量下限为1ng/mL,
标准曲线范围1~200ng/mL.没有明显基质效应,稳定性好,能满足尿药浓度检测的要求.采用内标法定量

分析尿液中EFV浓度,加入内标齐多夫定能校准和消除由于操作条件和仪器的波动而对分析结果产生的影

响,从而提高分析结果的准确度.在液质条件优化过程中发现,流动相从纯水和甲醇更改为乙酸铵溶液和甲

醇后,EFV的质谱响应强度有明显上升,且峰型有所改善,变化乙酸铵溶液的浓度最终采用2mmol/L的乙

酸铵溶液和甲醇作为流动相进行梯度洗脱.为了降低尿样中存在的大量无机盐和有机盐对质谱干扰所产生

基质效应,结合EFV和内标AZT的出峰时间,选择将0~2min的液体切入废液,因为前2min的流出液体

中不含需要检测的物质,且含有大量大极性的无机盐和有机盐,这些盐往往是造成质谱基质效应的原因,且
不利于质谱的维护保养.
4.2 临床试验结果讨论

目前基于EFV联合用药的考察大多仅基于血药浓度的研究,而忽略了尿药浓度的检测,不能全面体现

联合用药对药物代谢的影响[11-13].本研究采用LC-MS/MS的方法检测了EFV单用和联用FNC前后的尿

液中的EFV浓度,分析联合用药对药物代谢的潜在影响,结合其临床反应,研究EFV和FNC联用的可行

性.结果表明联用FNC不影响尿液中EFV浓度和排泄量,测定结果结合治疗方案,可为临床抗艾滋病治疗

提供药物安全性和有效性依据.
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Determinationofefavirenzinhealthyvolunteer'surinebeforeand
afterco-administrationwithazvudinebyHPLC-MS/MS

LiuBingjiea,LiQinga,ZhangXijuna,ChangJunbiaob

(a.NationalDemonstrationCenterforExperimentalChemistryEducation;

b.SchoolofChemistryandChemicalEngineering,HenanNormalUniversity,Xinxiang453007,China)

  Abstract:ToestablishanHPLC-MS/MSmethodfordeterminingtheconcentrationofefavirenzinhealthyvolunteer's
urinebeforeandafterco-administrationwithAzvudine(FNC).TheHPLCprocedurewasperformedontheHypersilGOLDC18
(2.1mm×100mm,3μm),withthemobilephasecomposedofmethanolandammoniumacetatesolution(2mmol/L),atthe
flowrateof0.2mL/min,columtemperaturewas30℃,theinjectionvolumewas10μL,gradientelutionmethodwasusedfor
HPLCandSRMscanninginpositiveESIionizationmodewasusedformassspectrometryinthedeterminationofthe12volun-
teers.TheEFV'sretentiontimewas7.1min,withalinearityrangeof1-200ng/mLthestandardcurve'sequationwasestab-
lished,r2>0.99.TheconcentrationandexcretionofEFVinurineshowednosignificantchangeafter14consecutivedaysofsin-

gle-useEFVand7consecutivedaysofEFVcombinedwithFNC.Thisdeterminationmethodwithsmallmatrixeffectissensi-
tive,accurate,andreliable,couldbeusedtodetecttheconcentrationofEFVinurine.Theco-administrationofEFVandFNC
hadnosignificanteffectontheexcretionofEFVinurine.

Keywords:efavirenz;azvudine;druginteraction;HPLC-MS/MS
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