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摘要：洛匹那韦、利托那韦和利巴韦林是《新型冠状病毒感染的肺炎诊疗方案(试行第五版)》的推荐药物。通过研究近年

来洛匹那韦、利托那韦和利巴韦林临床药物分析的进展概况，重点关注药物在血浆中的多种测定方法，包括 HPLC、

LC-MS、MS、分光光度法、毛细管电泳法、免疫法等，为开展治疗药物监测工作提供参考。 
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ABSTRACT: Lopinavir, ritonavir and ribavirin are recommended in Diagnostic and Treatment Scheme for COVID-19(Trial 
Version 5). The research progress of clinical drug analysis of lopinavir, ritonavir and ribavirin in recent years is summarized. The 
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自 2019 年 12 月湖北省武汉市陆续发现多例新

型冠状病毒(SARS-CoV-2)感染的肺炎(COVID-19)
患者以来，COVID-19 已成为重大的公共卫生问题。

SARS-CoV-2 属于 β 属的冠状病毒，理化性质类比

SARS 病毒，经呼吸道飞沫和接触传播，临床感染

者出现肺炎表征，具体表现为发热、乏力、干咳，

严重者可能出现急性呼吸窘迫综合征、脓毒症休

克、代谢性酸中毒和出凝血功能障碍等症状表征，

甚至能危及生命。SARS-CoV-2 的一般潜伏期为

1~14 d，且无症状感染者也可能成为传染源，因此

具有极高的传染系数。 
SARS-CoV-2 为新型病毒，现无针对性的特效

治疗药物。在探究可行的治疗方案时，发现洛匹

那韦和利托那韦作为蛋白酶抑制剂，二药合用可

有效干扰 HIV 病毒的装配过程；而利巴韦林作为

核苷类广谱抗病毒药，可抑制磷酸次黄苷脱氢酶

活性，减少 DNA 或 RNA 病毒的复制。以上 3 种

药物在 2003 年非典时期被发现对与 SARS-CoV-2

同类型的 SARS-CoV 病毒有明显抑制作用，且随

着疾病认识的深入和诊疗经验的积累，国家卫生

健康委员会发布的《新型冠状病毒感染的肺炎诊

疗方案(试行第五版)》，也明确提出可将洛匹那韦、

利 托 那 韦 和 利 巴 韦 林 作 为 抗 病 毒 药 治 疗

COVID-19[1]。随着这些药物在特殊情况下的大规

模 使 用 ， 治 疗 药 物 监 测 (therapeutic drug 
monitoring，TDM)必要性势必凸显。尤其是诊疗

方案中已明确指出“要注意洛匹那韦-利托那韦相

关腹泻、恶心、呕吐、肝功能损害等不良反应，

同时要注意和其他药物的相互作用”。通过 TDM，

可以在获得良好疗效的同时避免或减轻不良反

应，而且还可以为药物不良反应的诊断和处理提

供有价值的实验室依据，将临床用药从经验模式

提高到比较科学的水平。本文综述了近年来洛匹

那韦、利托那韦和利巴韦林临床药物分析的研究

进展，重点关注药物在血浆中的多种测定方法，

包括 HPLC、LC-MS、MS、分光光度法、毛细管
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电泳法、免疫法等，为本次 COVID-19 药物治疗

的 TDM 提供参考。 
1  洛匹那韦和利托那韦的体内药物分析 

洛匹那韦：CAS 号 192725-17-0，分子式

C37H48N4O5 ， 分 子 量 628.8 ， 化 学 名 称 为

(2S)-N-[(2R,4S,5S)-5-[[2-(2,6-二甲基苯氧基)乙酰]
氨基]-4-羟基-1,6-二苯基-己-2-基]-3-甲基-2-(2-氧
代-1,3-二氮杂环己-1-基)丁酰胺，化合物的分子结

构见图 1A。利托那韦：CAS 号 155213-67-5，分

子式 C37H48N6O5S2，分子量 720.96，化学名称为

N-[(2S,3S,5R)-3- 羟 基 -5-[[(2S)-3- 甲 基 -2-[[ 甲 基

-[(2-异丙基-1,3-噻唑-4-基)甲基]氨基甲酰]氨基]丁
酰]氨基]-1,6-二苯基-己-2-基]氨基甲酸 5-噻唑基甲

基酯，化合物的分子结构见图 1B。这 2 种药物都

属于蛋白酶抑制剂，能与 HIV 病毒壳蛋白结合，

抑制逆转录病毒的组装过程，尤其是二药联合使

用时，能大幅度减弱病毒逆转录活性，临床试验

也证明，洛匹那韦和利托那韦针对 SARS-CoV 和

SARS-CoV-2 也有抑制作用。 
目前，对这 2 种药物在血浆中的定量分析研

究较多。由于临床药物联用的需要，一般都是对

这 2 种药物同时检测，当然，也不乏对单一药物，

或者包含这 2 种药物在内的多个药物的同时检测。

检测方法以 HPLC 为主，另有少量的薄层色谱法、

光谱法等报道。 

 
图 1  药物化学结构 
A洛匹那韦；B利托那韦；C利巴韦林。 
Fig. 1  Chemical structure of drugs  
Alopinavir; Britonavir; Cribavirink. 

1.1  HPLC 及 LC-MS 
HPLC 作为经典的药物体内分析方法，在洛匹

那韦和利托那韦的测定中应用较早，国内外科研

工作者对此进行了大量的研究[2-6]。随着 MS 技术

的进步和仪器的普及化，LC-MS 分析越来越多地

应用于洛匹那韦和利托那韦的体内浓度测定。

LC-MS 体现了色谱和 MS 的互补优势，将色谱的

高分离能力与 MS 的高选择性、高灵敏度充分结合

起来，使得即使待检化合物在色谱上没有完全分

离开，但通过 MS 也可定量测定，从而大大提高了

测定结果的准确度和仪器分析效率；同时，质谱

的高灵敏度使得其检测限较之紫外检测器大大提

高至少 3 个数量级。这些优势使得 LC-MS 非常适

合于血浆等生物样品的定量测定，甚至逐渐表现

出取代单液相色谱法的趋势 [7-12]。现有报道的

LC-MS 分析大多是利用电喷雾电离(electron spray 
ionization，ESI)来测定，Chu 等[11]报道了一种使用

大气压化学电离 (atmospheric pressure chemical 
ionization，APCI)的 HPLC-APCI-MS/MS 分析方

法：由于洛匹那韦和利托那韦的极性较低，Chu
等[11]改用 APCI 离子源，有效地降低了基质效应引

起的背景噪音，同时简化了样品前处理过程，获

得了更好的分析效果。UPLC 虽然与 HPLC 的分离

理论一样，但其涵盖了小颗粒填料、快速分离和

极低死体积等全新技术，增加了分析的通量、灵

敏度及色谱峰容量，较之 HPLC 更适合与 MS 联

用，使用 UPLC-MS/MS 测定洛匹那韦和利托那韦

也有相应报道[13-15]。LC-MS 定量分析需要使用内

标化合物，一般使用结构类似物的情况较多，但

Yadav等[13]和 Djerada等[15]使用洛匹那韦和利托那

韦的氘代同位素作为内标物获得了更好的测定效

果。具有代表性的洛匹那韦和利托那韦 HPLC 及

LC-MS 的定量分析研究汇总见表 1。 
除了定量分析，Marzinke 等[16]还报道了一种

高通量定性方法的开发与验证，该方法使用高分

辨率质谱(exactive-MS)多重检测了 15 种抗逆转录

病毒药物，包括 9 种蛋白酶抑制剂(PIs)、4 种核苷

酸/核苷逆转录酶抑制剂(NRTIs)和 2 种非核苷酸/
核 苷 逆 转 录 酶 抑 制 剂 (NNRTIs) 。 在

Hypersil-Gold-PFP (100 mm×3 mm)柱上进行了分

离，并在全扫描模式下对洗脱液进行了分析。使

用临床血浆样品，通过对检测限、信号强度精度、

保留时间分析、选择性和残留等研究，表明该方

法与 LC-MS/MS 具有一致性[16]。 
样品的前处理上，较常规的是使用乙酸乙酯

萃取或者用乙腈沉淀蛋白的方式将洛匹那韦和利

托那韦从血浆中分离、富集出来。此外，有报道

使用固相萃取法进行样品前处理，获得较好的效

果[7,13-14]，特别是 Illamola 等[7]通过固相萃取实现

了血浆中游离洛匹那韦的测定，并对比了使用乙

腈沉淀蛋白法测得的总洛匹那韦含量差异。 
1.2  MS 

基质辅助激光解吸电离(matrix assisted laser 
desorption ionization，MALDI)是一种新型的电离 
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表 1  洛匹那韦和利托那韦的液相色谱及液相色谱-质谱联用的代表性分析方法 
Tab. 1  Representative analysis methods of HPLC and LC-MS for lopinavir and ritonavir 

方法 样本及前处理 化合物 色谱柱 流动相 
UV 波长/MS

离子对 
检测范围 LOD 文献

LC-UV 药片，乙腈超声

提取 
LPV 
RTV 

Luna C18(250×4.6 mm,
5 μm) 

85%甲醇(磷酸调 pH 3.5) 240 nm 40~200 μg·mL1* 
10~50 μg·mL1# 

40 μg·mL1* 
20 μg·mL1# 

[2]

LC-UV 人血浆，乙酸乙

酯萃取 
LPV Eclipse XDB-C18 

(150×4.6 mm, 5 μm) 
80%甲醇(含0.1 mol·L1醋酸

铵) 
210 nm 1~12 mg·L1   [3]

LC-UV 药片，甲醇超声

提取 
LPV 
RTV 

Phenomenex Gemini C18 
(250×4.6 mm, 5 μm) 

55%乙腈(含 NaH2PO4 缓冲

液，pH 5.3) 
262 nm 5~30 μg·mL1* 

2~10 μg·mL1# 
1.47 μg·mL1* 
0.79 μg·mL1# 

[4]

LC-UV 人血浆，乙腈沉

淀蛋白 
RTV Hypersil C18 

(4.6×200 mm, 5 μm) 
50%乙腈(含 0.05 mol·L1 磷

酸盐缓冲液 pH 5.6) 
210 nm 0.078~40.0 μg·mL1 0.02~40.0 μg·mL1 [5]

LC-UV 人血浆，叔丁基

甲醚萃取 
LPV 
RTV 

Shim-pack CLC-ODS 
(6 mm×150 mm, 5 μm)

60% 乙腈 ( 含 0.01 mol·L1

NaH2PO4缓冲液，pH 4.8)
205 nm 0.5~20 mg·L1* 

0.05~5 mg·L1# 
 [6]

LC-MS/MS 人血浆，超滤(游
离)乙腈沉淀(总) 

LPV Phenomenex Kinetex C18

(100×2.1 mm, 5 μm) 
40%乙腈(含 0.1%甲酸) 629.41/447.30 0.1~15 μg·mL1  [7]

LC-MS/MS 人血浆，碱化沉

淀蛋白后，乙

酸乙酯萃取 

LPV 
RTV 

Agilent ZORBAX Eclipse
XDB-C18 

(150×4.6 mm, 5 μm) 

80%甲醇(含 0.1%甲酸) 629.6/155.2*
721.4/268.2#

62.5~10 000 ng·mL1* 
12.5~2 000 ng·mL1# 

15 pg·mL1* 
8 pg·mL1# 

[8]

LC-MS/MS 人血浆，乙酸乙

酯萃取 
LPV 
RTV 

Agilent Eclipse Plus C18 
(150×4.6 mm, 3.5 μm) 

90%乙腈(含0.005 mol·L1甲

酸铵、0.1%甲酸) 
629.6/155.1*
721.4/296.1#

20~20 000 μg·L1* 
5~5 000 μg·L1# 

 [9]

LC-MS/MS 人血浆，乙腈沉

淀蛋白 
LPV 
RTV 

Inertsil ODS 
(50×4.6 mm, 5 μm) 

80%乙腈(含 5 mmol·L1 醋

酸铵缓冲液，调 pH 3.5)
629.3/447.1*
721.2/296.2#

50.67~10 008.82 ng·mL1* 
5.066~1 000.693 ng·mL1# 

 [10]

LC-MS/MS 人血浆，乙腈沉

淀蛋白 
LPV 
RTV 

Thermo Hypersil GOLD 
(2.1×100 mm, 5 μm) 

甲醇-水(含 0.1%甲酸) 629.3/155.0*
721.3/268.0#

20~1 000 ng·mL1  [12]

LC-APCI-
MS/MS 

人头发，甲醇

提取 
LPV 
RTV 

Platisil ODS C18 
(150 × 4.6 mm, 5 μm) 

90%甲醇(含2 mmol·L1醋酸

铵 pH 4.5) 
629.0/155.4*
721.0/140.3#

10~50 000 pg·mg1* 
12~12 500 pg·mg1# 

5 pg·mg1* 
6 pg·mg1# 

[11]

UPLC-MS/
MS 

人血浆，固相

萃取 

LPV 
RTV 

Waters Acquity UPLC
BEH C18(50×2.1 mm,
1.7 μm) 

90%甲醇(含 10 mmol·L1甲

酸铵，pH 4.0) 
629.3/447.4*
721.3/296.3#

2.9~1 452 ng·mL1# 
29.6~14 379 ng·mL1* 

 [13]

UPLC-MS/
MS 

人血浆，固相

萃取 

LPV 
RTV 

Waters Acquity UPLC
BEH C18(50×2.1 mm,
1.7 μm) 

60%甲醇(含 0.1%甲酸) 721.40/296.1*
629.40/447.4#

30~15 000 ng·mL1* 
3~1 500 ng·mL1# 

29.7 ng·mL1* 
2.9 ng·mL1# 

[14]

UPLC-MS/
MS 

人血浆，固相

萃取 
LPV 
RTV 

Waters Acquity HSS T3
(2.1×50 mm, 1.8 μm) 

乙腈/水(含 0.1 甲酸)梯度

洗脱 
629.3/447.4*
721.2/296.2#

78.12~20 000 ng·mL1* 
7.81~2 000 ng·mL1# 

10 ng·mL1* 
0.5 ng·mL1# 

[15]

注：LPV洛匹那韦；RTV利托那韦；*洛匹那韦对应的数据；#利托那韦对应的数据。 
Note: LPVlopinavir; RTVritonavir; *data corresponding to lopinavir; #data corresponding to ritonavir. 

技术手段，具有快速、准确、易于自动化和耗费

少等优点。MALDI-MS 相较于传统 LC-MS，样品

不需要复杂的前处理，而且避免了液相分离过程，

成为定量分析的一个新领域。Notari 等 [17]用

MALDI-TOF/TOF 法测定了 HIV 感染者血浆中洛

匹那韦和利托那韦的浓度：将 600 μL 血浆样品固

相萃取(二乙烯基苯和 N-乙烯基吡咯烷酮)后，在

氮气流下水浴蒸发，再用 100 μL 甲醇复溶后与饱

和 基 质 溶 液 1 ∶ 1 混 合 ， 然 后 点 样 于

MALDI-TOF/TOF 样品靶板上。采用外标法定量，

洛匹那韦和利托那韦在 0.002 5~0.50 pmol·μL1 线

性 良 好 ， 绝 对 回 收 率 在 80%~110% 。 该

MALDI-TOF/TOF 法的测定结果与 LC-UV 和

LC-MS/MS 测定的浓度值非常一致；同时，

MALDI-TOF/TOF 还可用于利托那韦代谢物 R5 的

检测。 

Kampen 等[18]开发了基于 MALDI-FTICR 质谱

法的细胞裂解液中 5 种 HIV-1 蛋白酶抑制剂的定

量检测方法：向 2,5-二羟基苯甲酸基质溶液中加入

DMSO 可以显著提高定量精度，向基质溶液中添

加碘化钾可显著提高信噪比。洛匹那韦和利托那

韦的平均定量精密度(以相对标准偏差表示)分别

为 7.3%和 8.5%，平均定量准确度(以偏差百分比

表示)分别为 6.0%和 5.9%，细胞裂解物的定量下

限分别为 16 fmol·μL1 和 31 fmol·μL1，用外标法

测定蛋白酶抑制剂的平均质量准确度为 0.28 ppm。

结果表明，MALDI-FTICR 质谱法可用于细胞裂解

液中 HIV-1 蛋白酶抑制剂的精确、准确、选择性

定量分析[18]。 
1.3  薄层色谱法 

Sulebhavikar 等[19]建立了一种快速简便的高效薄

层色谱(high performance thin layer chromatography，
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HPTLC)法测定药物中洛匹那韦和利托那韦的含

量。以硅胶 60F254 铝板 HPTLC 为固定相，甲苯、

乙酸乙酯、甲醇和冰醋酸为流动相，体积比分别

为 7.0∶2.0∶0.5∶0.5。显影后，在 λ263 nm 下观察。

洛 匹 那 韦 和 利 托 那 韦 的 线 性 范 围 分 别 为

6.67~20.00 µg 和 1.67~5.00 µg，回收率分别为 
98.23%~102.28%和 98.03%~103.50%。所述方法具

有快速、简便的优点，可用于制剂及稳定性研究

中洛匹那韦和利托那韦的常规质量控制分析[19]。 
1.4  分光光度法 

Phechkrajang 等[20]建立了化学计量辅助分光

光度法测定糖浆中洛匹那韦和利托那韦的含量。

采用中心组合设计(central composite design，CCD)
方法设计了一系列混合标准品溶液。分别用主成

分回归(PCR)和偏最小二乘回归(PLS-1)法对标准

品的紫外光谱进行分析，从而建立未知样品中洛

匹那韦和利托那韦的预测模型，最后利用预测模

型对糖浆中的 2 种药物进行了分析，与 HPLC 比

较，PCR 和 PLS-1 的结果与 HPLC 的结果一致[20]。

Nagulwar 等[21]建立了同时测定复方片剂中利托那

韦和洛匹那韦含量的简便、准确的吸收比法，在

λ257.4 nm 处测得二者线性范围分别为 5~30 µg·mL1

和 20~120 µg·mL1，对照品回收率分别 98.6%和

101.3%，2 种药物在片剂中的含量分别为 98.3%和

99.9%[21]。 
2  利巴韦林的体内药物分析 

利巴韦林， CSA 号 36791-04-5，分子式

C8H12N4O5，分子量 244.2，化学名称为 1-β-D-呋
喃核糖-1,2,4-三氮唑-3-羟酰胺，化合物的分子结构

见图 1C。利巴韦林是 1972 年首次合成的嘌呤核苷

类似物，它对多种 DNA 和 RNA 病毒具有广谱活

性。临床上，利巴韦林与干扰素等其他药物的联

合使用情况较普遍，这也对利巴韦林的体内药物

分析造成了一定的挑战。 
2.1  HPLC 及 LC-MS 

利巴韦林的体内药物分析方法主要是 HPLC
及 LC-MS。由于核苷类药物在水中极性高、溶解

度高，其生物分析尤其是在人血浆等复杂介质中

的样品制备一直是一个挑战，因此，在样品前处

理时，除了经典的有机溶剂沉淀蛋白外，固相萃

取法(SPE)越来越多地被应用到定量分析中[22-24]，

样品的富集与净化同时完成，工作效率高，比液

液萃取更快、更节省溶剂，可自动化批量处理、

重现性好。同时，亲水色谱柱也被应用于利巴韦

林的分离[22,25-26]。亲水色谱柱是专为亲水性和极性

化合物具有更强的保留能力和选择性而设计的，

具有基线稳定、选择性高和保留时间长等优点，

可以在中性 pH 值条件下和没有缓冲溶液或离子

对试剂条件下使用，这对于 MS 尤为重要。其中，

Waters Atlantis dC18 色谱柱是一种双功能键合硅胶

反相色谱柱，极性化合物保留率高，它不仅可以

在 100%的水流动相中使用，而且不对疏水化合物

过度保留。另外，还有使用胶束色谱法(micellar 
chromatography，MC)对血浆和尿液中利巴韦林测

定的报道[27]。 
利巴韦林与 α-干扰素联用是临床治疗丙肝病

毒感染的一个标准用药方案，但利巴韦林有可能

导致溶血性贫血，因此有必要测定血液细胞内中

利巴韦林及其磷酸化代谢产物的水平。D'avolio 等[28]

用 5 倍体积的冰冷蒸馏稀释的全血进行酸性磷酸

酶消化，将磷酸化利巴韦林代谢物转化为游离利

巴韦林，然后进行反相高效液相色谱分析。全血

利巴韦林浓度在 625~320 000 ng·mL1 呈线性，利

巴韦林和磷酸化利巴韦林准确度、日内和日间准

确度均<9.0%，最后通过 13 例 HCV+患者接受 α-
干扰素和利巴韦林联合治疗后的血液来检验了这

一方法[28]。类似，有研究通过 LC-MS/MS 对外周

血单核细胞中利巴韦林[29]和 CEMss 细胞中一磷酸

利巴韦林和三磷酸利巴韦林的含量 [30]进行了测

定。Clemens 等[31]探讨了采血后样品的存放温度和

时间对利巴韦林血浆浓度的影响：将 23 例患者的

2 份平行血样分别置于冰上和室温，1~3 h 后从每

个样本中离心1.5 mL血液获得血浆，然后在20 ℃
下保存直到检测。使用 HPLC-UV 分析血浆利巴韦

林发现其在冷藏和室温下保存 1，2，3 h 后的平均

浓度损失分别<3%，9%，13%，表明用于利巴韦

林测定的血液样本可在室温下保存 2 h[31]。代表性

分析方法[22-23,25-27,29,32-34]见表 2。 
2.2  毛细管电泳法(capillary electrophoresis，CE) 

HPLC 的一个常见的替代分析方法是 CE。CE
是基于各组分之间淌度和分配行为上的差异而实

现分离，这种不同的分离机制为 HPLC 提供了明

显不同的选择性，通常分离难以用 HPLC 分离的

成分。当与更高的分离效率相结合时，CE 通常比

HPLC 分析快，在某些情况下可以减少甚至消除样

品预处理。如 Breadmore 等[35]建立的利巴韦林的 
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表 2  利巴韦林的 HPLC 及 LC-MS 的代表性分析方法 
Tab. 2  Representative analysis methods of HPLC and LC-MS of ribavirin 

方法 样本及前处理 色谱柱 流动相 
UV 波长/MS

离子对 
检测范围 LOD 文献

LC-UV 人血浆，乙酸乙酯

萃取 
Scharlau® C18 

(250×4.6 mm，5 μm)
乙腈水梯度洗脱 207 nm 0.5~80 μg·mL1  [32]

LC-UV 人血浆，固相萃取 Waters Atlantis dC18 
(150×3.9 mm，5 μm)

乙腈水梯度洗脱 207 nm 0.05~10 μg·mL1  [22]

LC-UV 人血浆，乙腈沉淀

蛋白 
Atlantis dC18 

(150×4.6 mm，3 μm)
乙腈水 (含 50 mmol·L1

KH2PO4，pH 3.23)梯度

洗脱 

235 nm 78.125~10 000 ng·mL1 78.125 ng·mL1 [25]

LC-MC-UV 血浆和尿液 Shim-pack VP-ODS 
(150×4.6 mm，5 μm)

0.1 mol·L1 SDS、8%正丙

醇、0.02 mol·L1 磷酸(含
0.3%三乙胺)，pH 6.0 

214 nm 0.01~0.1 μg·mL1  [27]

LC- MS/MS 人血浆，甲醇沉淀

蛋白 
Inertsil HILIC 

(2.1×150 mm, 3.5μm)
乙腈水(含 0.1%甲酸) 245.1/113.1 1.029~1 029 ng·mL1  [26]

LC-MS/MS 人血清，超滤 Waters Atlantis® T3 
(100×2 mm, 3 μm) 

乙腈水梯度洗脱 245.1/113.0 0.2~10 mg·L1  [33]

LC-MS/MS 人血浆、血清，乙

腈沉淀蛋白 
Betasil silica column 

(50×3 mm, 5 μm) 
95%乙腈(含 0.05%三氟乙

酸) 
245/113 10.0~10 000 ng·mL1  [34]

SPE-LC-MS/MS 人血浆，在线固相

萃取 
Thermo Acclaim 120 

C18(4.6×150 mm, 
5 µm) 

乙腈水梯度洗脱 245.1/113.2 10~2 000 ng·mL1  [23]

UPLC-MS/MS HIV 患者外周血单

核细胞 
Waters Acquity UPLC 

HSS T3(150×2.1 mm,
1.8 μm) 

乙腈水(含 0.05%甲酸)梯
度洗脱 

245.10/113.05 0.1~200 ng 0.05 ng [29]

 

CE 检测法，通过加入精氨降低硼酸盐电解液电渗

流量以实现反极性分离，并利用苯基硼酸滤筒的

固相萃取弥补传统乙腈蛋白沉淀法导致的低灵敏

度和强干扰性缺陷，其对 34 例临床样本测定后证

实，CE 与传统 HPLC 的测定结果具有较强的相关

性，但 CE 的检测限更低，可达 0.05 μg·mL1[35]。

2.3  免疫分析法 
Austin 等[36]报道了一种测量利巴韦林的放射

免疫分析法，该方法能够测定低至 0.01 μmol·L1 
(2.45 ng·mL1)的血浆浓度。但是，该方法特异性

不佳，会与许多利巴韦林的代谢物发生交叉反应，

限制了其在药动学研究中的应用。随后，有报道

用酶免疫法 (enzyme immunoassay，EIA)直接在

HEp-2 细胞固定感染单层上测定利巴韦林对呼吸

道合胞病毒的抗病毒活性，并与传统的菌斑减少

法(plaque reduction assay，PRA)进行比较。EIA 和

PRA分别在 3.4 mg·L1和 5.9 mg·L1的药物下观察

到病毒复制减少了 50%。该方法操作简单，重现

性好，有客观的终点。此外，EIA 比 PRA 更具优

势，因为它可以更快地得到结果，并且可以在不

影响敏感度数据的情况下使用更广泛的接种量范

围，非常适用于大量临床分离菌的快速准确检测[37]。 
2.4  分光光度法 

利巴韦林与达卡他韦、索非他韦和索拉非尼

联用常用于治疗由丙型肝炎病毒感染引起的肝细

胞癌。由于这些化合物具有药物治疗作用，因此

测定它们是必要的。Hassan 等[38]开发了一个基于

单因素和多因素校正技术的紫外分光光度法同时

测定它们的含量：由于利巴韦林、达卡他韦、索

非他韦和索拉非尼的光谱重叠，采用单变量扩展

导数比(EDR)法、多元偏最小二乘(PLS)法和 PCR
建立校正曲线。分别在 215.0，310.5，240.3，
284.5 nm 测定利巴韦林、达卡他韦、索非他韦和

索拉非尼，线性范围分别为 6~42 μg·mL1，4~16 
μg·mL1，10~70 μg·mL1，3~9 μg·mL1，相关系

数(r2)分别为 0.999 7，0.999 9，0.999 9 和 0.999 7，
分别建立了测定利巴韦林、达卡他韦、索非他韦

和索拉非尼的 PLS 和 PCR 模型。该方法可有效地

应用于纯药物制剂和人血、尿中，将所得结果与

官方和报道方法进行比较，结果无显著性差异。

Hassan 等[39]根据国际协调人用药品注册技术要求

会议(ICH)指南，开发并验证了基于分光光度法的

联合用药时利巴韦林、索非他韦和达克拉韦测定，

3 个药物在 6~42 μg·mL1，10~70 μg·mL1 和 4~16 
μg·mL1 内线性良好。该方法已成功地应用于药

物、人尿和人血浆。该方法是，无需预分离的同

时测定二/三元混合体系的非常简单的方法，所得

结果与其他方法的准确度和精密度无显著性差异
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(P =0.05)[39]。 
3  小结 

近年来，针对血浆等生物样本中洛匹那韦、

利托那韦和利巴韦林的分析方法研究较多，其中

以 HPLC 及 LC-MS 为主。临床上，由于本次

COVID-19 感染的用药是基于经验开展的，因此，

有必要借鉴现有的临床药物分析方法，开展这 3
个药物的 TDM，可以在获得良好疗效的同时避免

或减轻不良反应，同时为药物不良反应的诊断和

处理提供参考，以提高临床合理用药的水平。 
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