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HPLC-MS/MS 法测定人血浆中奈玛特韦和利托那韦浓度
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［摘要］  目的  建立高效液相色谱质谱联用 （HPLC-MS/MS）法测定人血浆奈玛特韦和利托那韦的血药浓度，并应

用于治疗药物监测。方法  血浆样品经蛋白沉淀后测定，流动相为 0.1% 甲酸水溶液（A 相）、乙腈（B 相 )，采用

等度洗脱，流速为 0.3 mL·min-1，柱温为 40 ℃，使用 EC-C18 色谱柱，正离子模式下进行多反应监测。结果  用

于定量分析的离子通道分别为 m/z 500 → 110 （奈玛特韦 )，m/z   721.2 → 296.3（利托那韦），m/z 614.4 → 421（内

标瑞德西韦）。人血浆中奈玛特韦在 0.01~10 µg·mL-1、利托那韦在 0.01~2.0 µg·mL-1 浓度范围内线性关系良

好，提取回收率分别为 79.56%~89.91%、82.03%~89.56%，日间及日内的 RSD 均小于 15%，并且稳定性良好。采

用该方法检测了 34 例新型冠状病毒肺炎（COVID-19）患者口服 Paxlovid 后的血药浓度，血药浓度范围在 1.04~ 
18.0 µg·mL-1 之间。结论  本研究建立的 HPLC-MS/MS 方法检测快速，灵敏度高，准确性好，能应用于 COVID-19
患者服用 Paxlovid 后的血药浓度监测。
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［ABSTRACT］  AIM  To establish a high-performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry （HPLC-MS/

MS） method for the determination of blood drug concentrations of nirmatrelvir and ritonavir in human plasma and apply it to 

therapeutic drug monitoring （TDM）. METHODS  Plasma samples were precipitated, and the mobile phase consisted of 0.1% 

formic acid aqueous solution （phase A） and acetonitrile （phase B）. Isocratic elution was used with a flow rate of 0.3 mL·

min-1, a column temperature of 40 ℃ , and an EC-C18 chromatographic column. Multiple reaction monitoring was conducted in 

positive ion mode. RESULTS  The ion channels used for quantitative analysis were m/z 500 → 110 （nirmatrelvir）, m/z 721.2 → 

296.3 （ritonavir）, and m/z  614.4 → 421 （internal standard remdesivir）. In human plasma, nirmatrelvir showed good linearity 
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in the range of 0.01 to 10 µg·mL-1, while ritonavir exhibited good linearity in the range of 0.01 to 2.0 µg·mL-1. The 

extraction recoveries were 79.56% to 89.91% for nirmatrelvir and 82.03% to 89.56% for ritonavir. The RSD values for intra-
day and inter-day precision were all less than 15%, and the stability was satisfactory. The developed method was applied to 

measure the blood drug concentrations of 34 patients after oral administration of Paxlovid, which ranged from 1.04 to 18.0 µg·
mL-1. CONCLUSION  The HPLC-MS/MS method established in this study is rapid, highly sensitive, and accurate, and it can 

be applied to monitor the therapeutic drug concentration monitoring of COVID-19 patients after taking Paxlovid.

新型冠状病毒肺炎（COVID-19）由 SARS-CoV-2
病毒引起，自爆发以来已经在全球范围内造成了严

重的公共卫生问题［1］。Paxlovid 是由辉瑞公司开发的

奈玛特韦（nirmatrelvir）片剂（150 mg）和利托那韦

（ritonavir）片剂（100 mg）的复合包装药物，是首批

COVID-19 的口服抗病毒药物之一［2］。在 Paxlovid 的

临床用药患者中，多为伴有多种慢性疾病的老年人，

肝、肾功能可能改变。奈玛特韦主要通过肾脏清除，

利托那韦则通过肝脏代谢［3, 4］，且奈玛特韦和利托那

韦的药动学参数如药物清除率及表观分布容积均具有

较大变异性，用药个体差异大 ；此外，患者大多存在

其他药物的长期用药史，由于奈玛特韦的相关研究较

少，在与其他药物联用时可能出现药物相互作用，而

奈玛特韦浓度过高引起的中毒反应与自身疾病状态难

以区别，因此需要针对此类人群开展治疗药物浓度监

测（TMD）来调整患者给药剂量并制定个体化给药方案。

目前，已存在奈玛特韦和利托那韦在健康受试者

血浆中的浓度测定方法［5-8］，然而鲜有 COVID-19 患

者体内 TMD 的报道。由于疾病状态与健康状态差异

较大，本研究拟建立人血浆中奈玛特韦与利托那韦的

定量方法，用于 COVID-19 患者奈玛特韦的 TMD。

材料与方法

药品与试剂  奈玛特韦对照品（纯度≥ 99.9%，上海阿 

拉丁生化科技公司，批号 ：C2215602），利托那韦对照

品（纯度为 99.8%，上海阿拉丁生化科技公司，批号 ：

101498-202001），瑞德西韦对照品（纯度为 98%，阿

达玛斯试剂有限公司，批号 ：011110119）。乙腈（色

谱纯，SIGMA 公司），甲酸（分析纯 , SIGMA 公司）。

仪器  Agilent 1260 Infinity 液相色谱仪、Agilent 6460K

三重四级杆质谱仪（Agilent Technologies）；LEGEND 

MICRO 17R 低 温 高 速 离 心 机（Thermo scientific）；

VORTEX-5 旋涡混合器（Kylin-bell）；ME55 梅特勒托

十万分之一电子天平（梅特勒托利多）。

色谱条件  Aglient InfinityLab Poroshell 120 EC-C18 色

谱柱（150 mm×2.1 mm, 2.7 µm），0.1% 甲酸水 - 乙

腈 （40 60）流动相，流速 0.3 mL·min-1，柱温 40 ℃，

进样量 2 µL，运行时间 4 min。

质谱条件  采用AJS ESI正离子化，离子源参数：干燥气温

度300 ℃、干燥气流速12 L·min-1、雾化器压力45 psi、 

鞘气温度 325 ℃、鞘气流速 12 L·min-1、毛细管电

压 4 000 V、喷嘴电压 500 V。用于定量分析的离子通 

道分别为 m/z 500 → 110 （奈玛特韦），m/z 721.2 → 296.3 

（利托那韦），m/z 614.4 → 421（内标瑞德西韦）

对照品溶液和内标溶液的制备  精密称取奈玛特韦、

利托那韦、瑞德西韦对照品适量，分别用乙腈配制得

浓度为 10.00 mg·mL-1 的储备液，于 -20 ℃储存。用

适量乙腈稀释内标储备液，得到浓度为 8 µg·mL-1 的

内标工作溶液，于 -20 ℃储存。

血浆样品前处理方法  取血浆样品 100 µL 于 1.5 mL

离心管中，加入内标工作溶液 5 µL、乙腈溶液 395 µL 
作为提取溶剂，涡旋 60 s，4 ℃条件下 13 000×g 离

心 5 min，取上清液 100 µL 加入 1.5 mL 离心管中，再

加入 50% 乙腈水溶液 900 µL 混匀，取 100 µL 于进样

瓶，放入自动进样器中进样分析。

专属性验证  分别取 6 份来自不同健康人的血浆，从

每份空白血浆取 100 µL，其中 3 份作为空白血浆样品

不加入待测样品溶液，并在前述前处理方法中用乙腈

5 µL 代替内标溶液进行前处理，前处理完成后进样检

测 ；另外 3 份加入奈玛特韦、利托那韦对照品工作溶

液配成含药血浆样品，按前述方法前处理后，进样检

测。取临床患者口服 Paxlovid 后的血浆样品，按前述

方法前处理后，进样分析。

标准曲线与线性范围 稀释储备溶液得到浓度梯度为

0.40、2.00、4.00、20.00、40.00、200.00、400.00 µg· 

mL-1 的奈玛特韦乙腈溶液，浓度梯度为 0.40、0.80、4.00、

8.00、40.00、80.00 µg·mL-1 的利托那韦乙腈溶液，同

时取奈玛特韦与利托那韦工作溶液各 25 µL 加入到血

浆 1 mL 中，得到同时含有奈玛特韦与利托那韦的标准

曲线溶液。标准曲线溶液中，奈玛特韦的浓度为 0.010、 

0.050、0.01、0.50、1.00、5.00、10.00 µg·mL-1， 利 托

那韦的浓度为 0.010、0.020、0.10、0.20、1.00、2.00 µg· 

mL-1，平行操作 5 份，血浆样品前处理后进样分析。

精密度与准确度  稀释储备溶液加入到血浆中分别得
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到奈玛特韦浓度为 10.010、0.030、0.80、8.00 µg·mL-1, 

利托那韦浓度为 0.010、0.030、0.16、1.60 µg·mL-1 的

质控样品 , 每个浓度平行制备 5 份，血浆样品前处理后

进样测定，记录峰面积，以测得值 / 真实值 ×100% 计

算日内准确度，以测量值的相对标准差计算日内精密

度，连续测定 3 d，考察日间精密度和准确度。

基质效应和提取回收率  分别取 6 份来自不同健康人

的血浆，制备低、中、高三种浓度的质控样品，将其

待测物的峰面积作为 Set1 ；取空白人血浆先用乙腈作

为沉淀剂处理后，取上清液按前述前处理方法操作，

使之浓度与 Set1 的待测理论浓度一致，其待测物峰

面积为 Set2 ；将利托那韦和奈玛特韦标准溶液用乙腈

稀释，使之与 Set1 待测理论浓度一致，其待测物峰

面积作为 Set3，内标物同法操作。基质效应的计算为

Set2/Set3，提取回收率的计算为 Set1/Set2。

稳定性试验  制备低、高两种浓度质控样品，进行前

处理之后进样测定，分别考察含药血浆样品室温放置

8 h、-80 ℃ 3 次冻融循环、样品前处理后自动进样器

4 ℃放置 24 h，以及血浆样品 -80 ℃储存 30 d 的稳定

性。平行测定 5 份，计算精密度与准确度。

稀释可靠性  取奈玛特韦和利托那韦的储备液，配

制奈玛特韦浓度为 20.0 µg·mL-1，利托那韦浓度为 

6.0 µg·mL-1 的血浆样品，并用空白血浆分别稀释奈

玛特韦浓度为 10.0、4.0、2.0 µg·mL-1，利托那韦浓

度为 3.0、1.2、0.6 µg·mL-1，即稀释 2、5、10 倍，

每个浓度平行配制 5 份，血浆样品前处理后进样测定。

结    果

专属性  奈玛特韦、利托那韦保留时间分别为 2.1、

3.3 min 左右，内标瑞德西韦保留时间为 1.3 min 左右。

结果表明，空白血浆中内源性物质对于奈玛特韦、利

托那韦以及内标的测定均无干扰。见图 1。

标准曲线与线性范围  以奈玛特韦与利托那韦的标准

曲线浓度为横坐标，奈玛特韦与利托那韦的峰面积与

内标的峰面积比值为纵坐标，用加权最小二乘法（权

重为 1/x2）进行回归运算，绘制标准曲线，奈玛特韦

的线性回归方程为 Y=0.000 457X-0.000 561 （r=0.995），
定量限为 10.00 ng·mL-1，在 10.00~10 000.00 ng·mL-1

范围内线性良好 ；利托那韦的线性回归方程为 Y= 
0.000 787X+0.001 46（r=0.991），定量限为 10.00 ng· 

mL-1，在 10.00~2 000.00 ng·mL-1 范围内线性良好。

精密度与准确度  在四个浓度中，奈玛特韦、利

托那韦质控样品的准确度相对误差（RE）分别在

86.89%~101.47%、88.83%~106.53% 范围内，质控样

品的日内、日间相对标准偏差（RSD）均小于 15%，

说明精密度与准确度良好，见表 1。

基质效应和提取回收率  奈玛特韦与利托那韦在低、

中、高三个浓度下内标归一化的基质效应因子均小于

15%，说明样品测定不受基质影响。在低、中、高三

个浓度下，奈玛特韦的提取回收率为 79.56%~89.91%，

利托那韦的提取回收率为 82.03%~89.56%，见表 2。

稳定性试验  含药血浆样品室温放置 8 h、-80 ℃ 3

次冻融循环、样品前处理后自动进样器 4 ℃放置 24 h

以及血浆样品 -80 ℃储存 30 d 四种条件下稳定性均

良好，见表 3。

稀释可靠性  奈 玛 特 韦 的 准 确 度 RE 在 91.02%~ 

95.68% ；利托那韦准确度 RE 在 97.23%~101.05%，两

者的 RSD 均小于 15%，符合检测要求。

图 1 奈玛特韦和利托那韦的人血浆 HPLC-MS/MS 色谱图      A：标准品加入空白血浆，B：患者口服 Paxlovid 后血浆，C: 空白血浆，Ⅰ：
奈玛特韦，Ⅱ ：利托那韦，Ⅲ ：瑞德西韦（内标）  
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TMD  采用本研究建立的方法检测了 34 例 COVID- 
19 患者体内奈玛特韦和利托那韦的血药浓度，患者

年龄为（77±15）岁（31~96 岁），其中 31 例（91%）

为 60 岁以上的老年患者，27 例（79%）有高血压病

史，24 例（70%）有糖尿病史。所有患者每日 2 次

口服 Paxlovid，在第 2 日上午抽血测量血药浓度作

为稳态血药浓度，患者的奈玛特韦浓度为（5.28± 

3.79） µg·mL-1（1.04~18.0 µg·mL-1），利托那韦浓度 

为（0.70±0.76）µg·mL-1 （0.022~2.85 µg·mL-1）。以

健康受试者单次给药的奈玛特韦血药浓度峰值 cmax 

（2.62 µg·mL-1）［9］作为参考浓度，有 8 例（24%）患

者奈玛特韦血药浓度低于 cmax ；26 例（76%）患者奈玛

特韦血药浓度高于 cmax，其中 20 例（59%）患者奈玛

特韦血药浓度高于 1.5 倍 cmax。一名肾功能不全同时伴

有高血压和 2 型糖尿病的 92 岁老年男性患者的血药浓

度监测，在每日 2 次口服奈玛特韦 300 mg、利托那韦

150 mg 后测得稳态奈玛特韦血药浓度为 18 µg·mL-1,

超过 5 倍 cmax, 经临床药师建议停药 1 d，第 2 日改为每

日 2 次口服奈玛特韦 150 mg、利托那韦 150 mg，测得

稳态奈玛特韦血药浓度为 2.65 µg·mL-1，在可接受范

围内，避免因药物浓度过高造成的不良事件。

讨    论

在前处理蛋白沉淀剂的选择中，本课题组前期考

察了乙腈、甲醇、50% 乙腈、50% 甲醇四种蛋白沉淀

剂，在使用乙腈作为蛋白沉淀剂时，待测物质的响应

更高，峰型更好，因此选择乙腈作为蛋白沉淀剂。在

检测中，奈玛特韦的保留时间相对较短，出峰比较快，

生物样本的基质效应对结果测定产生影响，并且由于

临床样本中药物浓度较高，可能影响质谱离子化，导

致离子化不完全，因此选择使用 50% 乙腈水溶液对

样品进行 10 倍稀释，降低生物样本的基质效应，避

免高浓度样本影响离子化。

奈玛特韦是Paxlovid主要起效成分，主要对SARS- 
CoV-2 的 3CLpro 靶点发挥作用。利托那韦作为细胞

色素 P450（CYP）3A4 的抑制剂，可减缓奈玛特韦

的代谢并增加其在血清中的含量［10, 11］。在本方法应

用于 COVID-19 患者的 Paxlovid 监测中，患者的奈玛

特韦血药浓度相比于已有的药动学数据［9］差距较大，

有 76% 的患者奈玛特韦血药浓度高于健康受试者单

次给药的 cmax，这可能与患者多为老年人（91%）有

关。随着年龄的增加，人体内脂肪增加，体内总水分

减少，表观分布容积减少［12, 13］, 可能是导致血药浓度

偏高的原因之一。已有多篇文献报道，在年龄平均为

75 岁的受试者群体中，肝脏的药物清除率平均下降

20%~25%［14, 15］，CYP3A4 的活性大约下降 44% ［16, 17］。

并且老年人群体中多发的高血压和慢性心脏病会导致

肾脏功能受损［18］。Paxlovid 中的奈玛特韦主要通过肝

脏中的 CYP3A4 代谢，经肾脏排泄［19］，而老年人群

体多存在肝肾功能受损，导致奈玛特韦的代谢排泄过

程受到影响，可能是血药浓度偏高的另一原因。目前

针对老年人群体的临床用药指导尚缺乏［20, 21］，并且

老年人群体的个体差异较大［22］，需要根据实际血药

浓度进行给药量的调整。

综上，本研究所建立的 HPLC-MS/MS 法快速、灵敏、

稳定，可实现同时对奈玛特韦和利托那韦的定量测定，

能应用于 COVID-19 患者服用 Paxlovid 后的血药浓度监

测，及时对临床用药进行调整以避免不良反应的发生。
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