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基于 Westgard 多规则理论的伏立康唑药物治疗监测的 HPLC-MS/MS
方法学室内质控的评价 
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摘要：目的  建立伏立康唑治疗药物监测的 HPLC-MS/MS 质量控制方法，应用 Westgard 多规则理论对质控样品进行评

估。方法  精密称取分析物伏立康唑对照品和内标氟康唑对照品适量，分别用甲醇溶解，与空白血浆基质混匀并按血浆

处理方法进行操作，制备含内标氟康唑的低、中、高浓度质控血浆样品(80，5 000，8 000 ng·mL−1)，采用 HPLC-MS/MS
测定 2020 年 12 月随行的 36 组血浆质控样品，并应用 Excel 绘制 Levey-Jennings 质控图和 Z-分数质控图，采用 Westgard
多规则理论进行室内质量评估。结果  伏立康唑低、中、高浓度质控值日内、日间 RSDs 分别为 4.9%~5.3%，6.0%~7.1%，

内标和伏立康唑的提取回收率分别为 110%~112%，98%~112%，符合中国药典对生物样品检测的要求。Levey-Jennings
质控图、Z-分数质控图结果均提示随行 36 组质控血浆样品的浓度检测结果均在可控范围内。结论  伏立康唑治疗药物监

测室内质量控制体系的建立可有效提高血药浓度监测结果的准确性，为临床精准的个体化给药提供服务。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To establish an internal quality control method for therapeutic drug monitoring of voriconazole 
by HPLC-MS/MS and evaluate it by Westgard multi-rule theory. METHODS  Voriconazole as analyte and fluconazole as 
internal standard were weighed and dissolved in methanol. Then they were added into the blank plasma matrix according to the 
plasma treatment method to prepare quality control products with low, medium and high concentration(80, 5 000, 8 000 ng·mL−1). 
HPLC-MS/MS was applied to determine the concentrations of 36 groups of different quality control products from December 
2020. The control charts of Levey-Jennings quality and Z-score were generated by Excel, and Westgard multi-rules were also 
used for quality assessment. RESULTS  The intra-day and inter-day RSDs of low, medium and high concentration of 
voriconazole quality control products were 4.9%−5.3%, 6.0%−7.1%, respectively. While the extraction recovery rates of internal 
standard and voriconazole were 110%−112%, 98%−112%, respectively. This met the requirements of Chinese Pharmacopoeia for 
the detection of biological samples. The results of Levey-Jennings quality control chart and Z-score quality control chart 
indicated that the concentration detection results of the 36 groups of quality control plasma samples were all within the 
controllable range. CONCLUSION  The establishment of internal quality control system for therapeutic drug monitoring of 
voriconazole can effectively improve the accuracy of blood drug concentration monitoring, and provide more accurate clinical 
individualized medication. 
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伏立康唑是一种新型广谱的第二代三唑类抗

真菌药[1]，是在氟康唑的结构上进行改造制备的衍

生物，与其他三唑类药物相比，抗菌作用更强，

耐受性更好，主要用于治疗诸如白色念珠菌类、

曲霉菌类的侵袭性真菌感染[2-3]。伏立康唑主要是

经细胞色素 P450 微粒体酶中的 CYP2C19 代谢，

具有基因多态性，并且容易与其他药物产生药物

相互作用，导致个体间伏立康唑血药浓度的药动

学差异较大[4-5]，可能发生严重不良反应，甚至造

成不可逆损害[6]。因此，对使用伏立康唑的患者进

行血药浓度监测具有重要的临床指导意义。 
目前，国内外已报道的伏立康唑血药浓度监

测方法主要有酶放大免疫测定法[7]、HPLC[8]、液

质 联 用 法 (HPLC-MS/MS)[9] 、 气 质 联 用 法

(GC-MS/MS)[10]。其中，液质联用法由于具有分析

速度快、灵敏度高、专属性强等优点，已成为药

物治疗监测(therapeutic drug monitoring，TDM)领

域的金标准，严格的 TDM 质量控制可以保证监测

结果的准确性。而 Westgard 多规则质控体系是以

概率论发展而来的各种控制规则的误差检出特性

曲线，可以提高质控效率，对误差检出具较好的

灵敏度，同时对失控误差的识别也具有较好的特

异性。本研究采用 HPLC-MS/MS，对 2020 年 12
月伏立康唑血药浓度监测方法中的随行质控血浆

样品的测定值进行统计分析，绘制 Levery-Jennings
质控图及 Z-分数质控图来研究本实验室的室内质

控质量，以期完善伏立康唑室内质量控制体系，

以及提高血药浓度监测的准确性，促进临床个体

化用药。 
1  材料 
1.1  仪器 

岛津 HPLC-30A 高效液相系统(日本岛津公

司)，色谱柱为 Waters X-Bridge C18 键合硅胶柱

(2.1 mm×50 mm，3.5 μm)；Micro21R 低温高速离

心机、TSX2330FV 型‒30 ℃冰箱(美国赛默飞世尔

科技公司)；MS 3 digital 涡旋仪(德国 IKA 公司)；
AB 4500 QTRAP 三重四级杆(美国应用生物公

司)；MS105DU 十万分之电子天平(瑞士梅特勒-
托利多公司)；MilliQ 超纯水制备仪(德国默克密理

博)；DK-S12 型 100℃水浴箱(中国森信公司)；

SB-5200DT 型超声仪(宁波新芝公司)。 
1.2  药品和试剂 

伏立康唑对照品(批号：100862-201903；纯度：

99.8%)、氟康唑对照品(批号：100314-201906；纯

度：99.8%)均购自中国食品药品检定研究院；甲醇、

乙腈、甲酸均为色谱纯；试验用水为纯化用水。 
2  方法与结果 
2.1  检测条件 

色谱条件：Waters X-Bridge C18 色谱柱(2.1 mm× 
50 mm，3.5 μm)；流动相为 0.1%甲酸溶液(A)-乙
腈(B)，梯度洗脱(0~0.5 min，25%B；0.5~1.0 min，

25%→80%B；1.0~2.5 min，80%B；2.5~3.0 min，

25%B)；柱温：40 ℃；流速：0.5 mL·min−1；进样

量：1.0 μL。 
质谱条件：多重反应监测；离子化方式：电

喷雾离子化；离子极性：正离子；离子化电压：

5 500 V；气帘气压力：30 psi；温度：550 ℃；喷

雾气(N2)压力：50 psi；辅助加热气(N2)压力：50 psi；
碰撞气：9 psi。用于待测物伏立康唑离子对为 m/z 
350.0→281.1；内标氟康唑离子对为 m/z 307.2→

238.2；去簇电压为 90 V，碰撞能量为 23 eV。 
2.2  伏立康唑工作液配制 

精 密 称 取 10.16 mg 伏 立 康 唑 对 照 品 置 于

10 mL 量瓶中，加甲醇使溶解，稀释至刻度，摇匀，

即为伏立康唑储备液。取适量甲醇依次将储备液

稀释为 0.25，0.8，10，50，80 μg·mL−1 的系列浓

度伏立康唑工作溶液，储备于 4 ℃冰箱备用。 
2.3  氟康唑工作液配制 

精密称取 5.46 mg 氟康唑对照品置于 10 mL
量瓶中，加甲醇使溶解，稀释至刻度，摇匀，即

为氟康唑储备液。取适量甲醇依次将储备液稀释

为 2 μg·mL−1 的氟康唑溶液作为内标工作溶液，储

备于 4 ℃冰箱备用。 
2.4  血浆质控样品的制备[11] 

取 空 白 血浆 90 μL，分 别 加入 0.8，50，

80 μg·mL−1 的伏立康唑工作液 10 μL，混匀，即得。 
2.5  室内质量控制 
2.5.1  标准曲线的绘制  按“2.2”项下操作配制

0.25，0.51，2.53，5.07，10.13，40.52，81.04，

101.30 μg·mL−1 系列浓度标准曲线工作溶液，再按

“2.4”项下操作配制系列浓度标准曲线血浆质控

溶液；加入 100 μL 内标工作溶液与 200 μL 甲醇，

涡旋振荡混合 1 min，13 871 ×g 离心 5 min 后，

移取上清液 50 μL，用纯化水稀释 10 倍后，按照

“2.1”项下色谱条件与质谱条件进样测定，记

录峰面积。以待测质控血浆样品(X，ng·mL−1)为
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横坐标，伏立康唑与内标峰面积比值为(Y)纵坐

标进行线性回归，得到回归方程 Y=1.477 89X+ 
0.020 21(r=0.996 9，n=8)，该结果表明伏立康唑

血药浓度在 25.325~10 130 ng·mL−1 内具有良好

的线性关系。典型色谱图见图 1~3。 
2.5.2  仪器精密度试验  取配制好的血浆质控样

品，按“2.4”项下操作配制成进样溶液，再按照

“2.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面积。其 
 

 
 

图 1  空白基质下伏立康唑(A)和内标(B)色谱图 
Fig. 1  Chromatograms of voriconazole(A) and internal standard(B) of blank matrix 
 

 
 

图 2  0.25 μg·mL−1 浓度下伏立康唑(A)和内标(B)色谱图 
Fig. 2  Chromatograms of voriconazole(A) and internal standard(B) at a concentration of 0.25 μg·mL−1 
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图 3  检测样品的伏立康唑(A)和内标(B)色谱图 
Fig. 3  Chromatograms of voriconazole(A) and internal standard(B) of test sample 
 

中 1 d 内配制 3 批，每批平行操作 6 次，计算日内

精密度；另外 2 d 各配制 1 批，平行操作 6 次，计

算日间精密度。测定结果均符合中国药典 2020 年

版(四部)对生物样品检测的要求(一般 RSD≤15%，

定量下限 RSD≤20%)，结果见表 1。 
2.5.3  提取回收率试验  取新鲜配制的高、中、

低(0.8，50，80 μg·mL−1)浓度的质控溶液，以及对

应相同浓度的经处理后血浆基质标准溶液(空白血

浆用甲醇按 1∶3 进行蛋白沉淀处理)所测定的峰

面积强度进行比较，平行测定 6 份样品。计算低、

中、高浓度质控样品的回收率，结果见表 1。 
2.5.4  确定质量控制规则  根据 Westgard 多规则

理论的质控规则，确定如下 6 条规则 12S/13S/22S/ 
R4S/41S/10X，①合格：所有质控样品的浓度测定值

都在 x ±2SD 范围内；②警告：12S 表示有 1 个质控

样品测定值超过 x ±2SD；③失控：13S 表示有一个

质控样品测定值超过 x ±3SD；22S 表示有 2 个连续

质控样品测定值超过 x ±2SD；R4S 表示相邻 2 个质

控样品测定值超过 4SD，即一个质控超过 x +2SD，

另一个质控超过 x −2SD；41S 表示连续 4 个连续质

控样品测定值同时超过 x ±SD；10X 表示连续 10
个质控样品测定值在 x 同侧。 
2.5.5  绘制 Levey-Jennings 质控图  通过对 2020
年 12 月 36 组伏立康唑低、中、高浓度质控血浆

样品进行数据统计分析，计算得到实测值分别为

(81.614±6.27)ng·mL−1，(5 473.102±310.75)ng·mL−1，

(8 262.376±437.08)ng·mL−1，相对标准偏差(RSD)
分别为 7.7%，5.7%，5.3%。以测定的质控血浆例

数为横坐标，测定浓度为纵坐标，x 为靶值，x ±SD
为控制线， x ±2SD 为警告线， x ±3SD 为失控线，

采用 Excel 软件绘制 Levey-Jennings 质控图 [12-13]，

结果见图 4。36 组血浆质控品种，低浓度的实测

范围值为 69.59~96.40 ng·mL−1，中浓度实测范围

值为 4 748.58~5 973.63 ng·mL−1，高浓度实测范围 
 
表 1  伏立康唑质控品血药浓度监测的精密度及提取回收率(n=6) 
Tab. 1  Precision and extraction recovery rate of voriconazole quality control products’ concentration(n=6) 

标示浓度/ 
ng·mL−1 

日内 日间 提取回收率/% 

测定值/ng·mL−1 精密度 RSD/% 测定值/ ng·mL−1 精密度 RSD/% 内标 伏立康唑 

80 85.75±4.29 5.00 79.09±5.61 7.09 110.85±3.38 97.73±7.27 

5 000 5 529.69±292.08 5.28 5 491.92±335.33 6.11 110.08±4.27 111.60±4.86 

8 000 8 437.18±412.00 4.88 8 196.01±492.27 6.01 111.80±5.01 105.89±5.30 
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图 4  伏立康唑低、中、高浓度质控品 Levey-Jennings 质控图 
Fig. 4  Levey-Jennings charts of voriconazole quality control products with low, medium and high concentration 
 

值为 7 297.89~8 975.25 ng·mL−1，低、中、高浓度

测定值均为超出失控线。在随行的 36 组数据中，

低浓度质控值中有 14 个低于靶值，22 个高于靶值；

第 12 个点测定值为 96.40 ng·mL−1，超过 x +2SD 
(94.15 ng·mL−1)，提示警告 1 次。中浓度质控值中有

17 个低于靶值，19 个高于靶值；第 25 个点测定值为

4 748.58 ng·mL−1，超过 x −2SD (4 851.60 ng·mL−1)，
提示警告 1 次。高浓度质控值中有 20 个低于靶值，

16 个高于靶值；第 25 个点测定值为 7 297.89 ng·mL−1，

超过 x −2SD (7 388.22 ng·mL−1)，提示警告 1 次。 
2.5.6  绘制 Z-分数质控图  将不同低、中、高 3
个浓度水平的质控测定值转换为 Z 分数形式，绘

制在单个质控图上进行比较，可以直观反映实验

的系统误差与随机误差。Z 分数=(xi‒ x )/SD，xi 为

第 i 次测定值， x 为所有测定值的均值，SD 为所

有测定值的标准差，结果见图 5。 

 
 

图 5  伏立康唑低、中、高浓度质控品 Z-分数质控图 
Fig. 5  Z-score charts of voriconazole quality control 
products with low, medium and high concentration 

 
根据 Westgard 多规则，当出现 2<Z<3 或

−3<Z<−2 时，则违反 12S 规则，即警告；当 Z>3
或 Z<−3 时，则违反 13S 规则，即失控；当连续 2
次 Z>2 或 Z<−2 时，则违反 22S 规则，即失控；当

连续 2 次 Z 之间差值>4 时，则违反 R4S 规则，即
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失控；当连续 4 次 Z>1 或 Z<−1 时，则违反 41S 规

则，即失控；当连续 10 次 Z>0 或 Z<0 时，则违反

10X 规则，即失控。由图 5 可知，低、中、高 3 个

浓度水平均未出现失控现象，且结果与 Levey- 
Jennings 质控图结果保持一致。 
3  讨论 

中国的 TDM 已经发展了 30 多年，随着十几

年来医疗技术水平的高速发展，TDM 领域也在快

速前进[14]。2010 年 12 月，原卫生部印发了《二、

三级综合医院药学部门基本标准(试行)》，要求二、

三级综合医院药剂科(或药学部)应配备血药浓度

监测设备；《三级综合医院评审标准实施细则(2011
版)》和《医疗机构药事管理规定》中均有规定，

医疗机构应开展个体化给药治疗方案的研究与监

测，而 TDM 是开展个体化给药治疗方案的基础。

《抗菌药物临床应用指导原则(2015 年版)》中要求

能开展有关抗菌药物品种和特殊患者的血药浓度

监测，调整给药方案，实现个体化给药。由上可

知，TDM 在现代医疗机构中的重要性愈来愈突显。

目前，TDM 的主要技术手段包括酶放大免疫测定

技术、高效液相测定技术、液质联用技术和气质

联用技术。TDM 的发展方向也不仅仅局限于药物

血药浓度值的报告，而开始与药动学、群体药动

学以及药物基因组学相结合，从而更加精准地指

导个体化给药，促进基准医学的发展。 
在 TDM 中，质量控制是精准制定个体化给药

方案的关键，因此对 TDM 的室内质量控制就非常

重要。Levey-Jennings 质控图联合 Z 分数质控图，

运用 Westgard 多规则理论进行室内质量控制评估

具有重要意义。Westgard 多规则理论主要通过设

定 12S/13S/22S/R4S/41S/10X 规则结合 Levey-Jennings
质控图来判断测定结果是否可控，操作过程简单，

可以很好地反映随机误差和系统误差，具有较低

的假失控率和较强的误差检出能力。目前，逐渐

在 TDM 室内质控研究中得到应用。 
本研究分析了 2020 年 12 月伏立康唑监测方

法中随行低、中、高 3 个浓度水平质控血浆样品

的实测值，结果显示，精密度和提取回收率符合

中国药典 2020 年版四部对生物样品分析的要求。

在应用 Westgard 多规则理论评价本实验室伏立康

唑 TDM 室内质控情况时，Levey-Jennings 质控图

和 Z-分数质控图均提示测定结果在低、中、高 3

个浓度水平各有 1 次警告，之所以在低、中、高

浓度各出现 1 次警告，最大的可能原因为配制的

操作误差，但都在可控范围内，表明本研究确定

的室内质量控制方法保证了血药浓度测定的准确

性、可靠性，为临床个体化给药提供了相应的参

考依据。 
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