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摘  要  目的：建立二维高效液相色谱测定拉米夫定血药浓度的方法。方法：血清样

品经去蛋白剂处理后，以二维高效液相色谱法进样分析。第一维色谱柱为 Aston SN
（4.6×50mm，5μm），捕获柱为 Aston SH（4.6×10mm，5μm），第二维色谱柱为

Aston SNX4（4.6×130mm，5μm）。流动相：第一维流动相为甲醇：乙腈：10mmol/L
乙酸水溶液（二乙胺调 pH 至 5.35）= 4：5：16（V：V：V），第二维流动相为甲醇：

6.5mmol/L 乙酸水溶液（三乙胺调 pH 至 3.8）= 2：3（V：V）；辅助流动相：纯化水。

第一维色谱泵流速为 0.5mL/min，第二维色谱泵流速为 1.0mL/min；柱温为 40℃，紫外

检测波长为 270nm，进样量为 100μL。结果：拉米夫定血药浓度在 204.80~12800 
ng/mL 范围内线性关系良好（R2=0.9999，%RSD=0.9379），定量下限为 204.80 ng/mL；
提取回收率为 91.14%~92.32%；日内、日间的 RSD 均＜3%。结论：二维高效液相色谱

法检测拉米夫定血药浓度简便高效、准确稳定、灵敏度高，可用于拉米夫定的血药浓

度监测和药动学研究。
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ABSTRACT  OBJECTIVE: To establish a method for the determination of lamivudine 
concentration in human serum. METHODS: The samples were detected and analyzed after 
eliminating the protein. The determination was performed on 2-dimensional high performance
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liquid chromatography（2D-HPLC） which the extraction column was Aston SN with 
mobile 

phase consisted of methanol-acetonitrile-water(containing 10mmol/L acetic acid) (V:V:V= 

4:5:16, PH=5.35)at the flow rate of 0.5 mL/min and the analytical column was Aston SNX4 

with mobile phase consisted of methanol- water(containing 6.5mmol/L acetic acid) (V:V = 

2:3, PH=3.8)at the flow rate of 1.0 mL/min. The column temperature was 40℃ and UV 

detection wavelengh was set at 270nm. Injection volume was 100 μL. RESULTS: The linear 
range of lamivudine were 204.80-12800 ng/mL（R2=0.9999, %RSD=0.9379）, and the 
quantitative lower limit was 204.80 ng/mL. The extraction recoveries were 91.14%~92.32%. 
The intra-day and inter-day RSD were all less than 3%. CONCLUSIONS: The 2D-HPLC 
method for the determination of plasma concentration of lamivudine is not only simple and 
efficient, but also accurate and stable, with high sensitivity suitable for the determination of 
plasma concentration and pharmacokinetic study of lamivudine.
KEY WORDS  Lamivudine; 2-dimensional high performance liquid chromatography; 
plasma concentration

拉米夫定（lamivudine，3TC）是第 2 代核苷类抗逆转录病毒药物，口服吸收后在

生物体内代谢生成其活性形式拉米夫定三磷酸盐（L-TP），通过阻碍病毒 DNA 合成，

发挥抗病毒作用[1]。拉米夫定相较于其他核苷类逆转录酶抑制剂，不良反应较为轻微，

广泛应用于临床上慢性乙型病毒性肝炎和 HIV 感染的治疗，是目前国际上推荐的及国

内常用的抗艾滋病三联用药治疗方案的基础药物[2]。目前，拉米夫定的耐药现象日趋严

重[3]，因此对其开展药物浓度监测、保证患者获得充分治疗、减少耐药的发生显得尤为

重要。

目前，国内外拉米夫定的血药浓度检测主要采用高效液相色谱法（High 
Performance Liquid Chromatography，HPLC）和液相色谱—串联质谱法（LC-MS/MS）
[4, 5]，而二维高效液相色谱技术具有简便高效、准确稳定、灵敏度高的特点，故本研究

拟建立一种基于二维高效液相色谱技术的拉米夫定血药浓度 HPLC 检测方法，以期为

临床开展血药浓度监测、指导个体化给药以及实验室开展相关药动学研究提供一种稳

定可靠的方法学基础。

1 材料



1.1 仪器

本实验使用全自动二维液相色谱系统。该系统由 FLC2701 全自动二维色谱耦合仪

（湖南德米特仪器有限公司，中国）及岛津 LC-20ATVP 液相色谱部件（日本岛津公

司）构成；电子分析天平（AND，HR-200，日本）；高速离心机（奥盛，MINI-15K，

中国）；漩涡混合器（琪特，XW-80A，中国）；冷藏冷冻箱（星星，BCD-221NMV，

中国）；纯水仪（宜科，EKUS-I-120L，中国）。

本方法采用“柱柱转移”的二维系统的关联方式，共通过 3 个工序完成样品的二

维分离与检测，具体工序见图 1。

A 全自动二维液相色谱仪结构

LC1：第一维液相色谱系统，包括 1.第一维色谱

泵；

2.进样器；3.第一维色谱柱；4.废液收集器。

LC2：第二维液相色谱系统，包括 5.第二维色谱

泵；

6.第二维色谱柱；7.紫外检测器。

TRS：捕获柱转移系统，包括 8（捕获柱）。

B 工序 1（样品在第一维色谱柱上分离）

注：样品通过自动进样器导入，样品中目标组分

在第一维色谱柱上分离。

C 工序 2（目标组分被中间柱捕获）

注：第一维色谱柱与捕获柱连通，目标组分被捕

获柱捕获。

D 工序 3（目标组分在第二维色谱柱上分离）

注：捕获柱与第二维色谱柱连通，目标组分在第

二维色谱柱上分离，被检测器检测。

图 1 FLC 2701 全自动二维液相色谱系统结构及工作原理

Fig 1  The structure and the working principle of FLC 2701 automatic 

two-dimensional liquid chromatography system

FLC 采用化学物质发光或吸光特征（简称“化学发光或化学吸光”）并结合二维色



谱分离进一步去除干扰物质，有时也采用免疫萃取方法提纯样品（简称“免疫法”），

以便获得良好的检测效果。

1.2 药品与试剂

拉米夫定对照品（含量 99.6%，批号：2-SEH -171-1，北京柏奥易思生物科技有限

公司）；甲醇、乙腈、异丙醇（色谱纯，Merck，Germany）；磷酸、磷酸氢二铵、氨

水、高氯酸、醋酸铵、乙二醇（分析纯，国药集团化学试剂有限公司）；前处理试剂：

ORG-2 去蛋白剂（湖南德米特仪器有限公司，中国）；纯化水为双重蒸馏去离子水（纯

水仪所制，不低于 GB17323 执行标准）；空白马血清（北京政博伟业生物科技有限公

司）。

2 方法与结果

2.1 色谱条件

色谱柱：第一维色谱柱：Aston SN（4.6mm×50mm，5μm），第二维色谱柱：

Aston SNX4（4.6mm×130mm，5μm），捕获柱：Aston SH4（4.6mm×10mm，5μm）。

流动相：第一维流动相为甲醇：乙腈：10mmol/L 乙酸水溶液（二乙胺调 pH 至 5.35）
=4: 5: 16（V: V: V），第二维流动相为甲醇：6.5mmol/L 乙酸水溶液（三乙胺调 pH=3.8 
）=2: 3（V: V）；辅助流动相：纯化水。流速：第一维色谱泵流速为 0.5mL/min，第二

维色谱泵流速为 1.0mL/min。柱温：40℃，检测波长：270nm，进样量：100μL，运行

时间程序见表 1。

表 1  FLC 2701 系统运行时间程序

Tab 1  Time program for FLC 2701 system

工序流程 工序 1 工序 2 工序 3

时间 0-1.7min 1.7-2.6min 3.5-11min

系统工作状态
LC1 色谱柱工作，进行

样品初级分离
样品中目标组分的转移

目标物在二维色谱柱中再

次分离检测

2.2 对照品溶液的制备

准确称取拉米夫定对照品 3.40mg，置于 10mL 量瓶中，用甲醇溶解并定容至刻

度，制得质量浓度为 340μg/mL 的对照品贮备液，贮存于 4℃冰箱内避光保存备用。临

用时用甲醇稀释成所需浓度的拉米夫定对照品溶液。

2.3 血清样品处理

将患者血样离心（3000 r/min）5min，取上层血清 400μL 置于 1.5mL EP 管中，再

准确吸取 1000μL ORG-2 去蛋白剂加入 EP 管中，涡旋振荡 1min，高速离心（14500 
r/min）8min，取上层清液 1000μL 于进样瓶中，吸取 100μL 进样分析。



2.4 专属性考察

按“2.3”项方法操作，在“2.1”项色谱条件下，考察方法的专属性，测得空白马

血清、空白人血清、拉米夫定对照品、拉米夫定对照品+空白马血清的色谱图见图 2。
在该色谱条件下，11min 内完成血浆中拉米夫定的检测，拉米夫定的保留时间约为

9.3min，空白人血清与空白马血清色谱图中此处未发现干扰峰，表明拉米夫定的测定

不受血浆中内源性物质的干扰，本方法具有较高的专属性。

图 2 拉米夫定二维液相色谱图

Fig 2  Two-dimensional liquid chromatogram of lamivudine

A. 空白马血清（blank horse serum）；B. 空白人血清（blank human serum）；C. 拉米夫定对照品溶液（reference of 

lamivudine）；D. 拉米夫定马血清溶液（horse serum spiked with lamivudine）



2.5 标准曲线及定量下限

取质量浓度为 340 μg/mL 的拉米夫定对照品贮备液，分别用空白血清逐级稀释成

拉米夫定质量浓度为 204.80、512.00、1137.78、2560.00、4266.67、9600.00、12800.00 
ng/mL7 个浓度及空白血清用于标准曲线的绘制，按“2.3”项方法操作，在“2.1”项

色谱条件下，进样分析。以测得拉米夫定的峰面积（Y）与其对应的质量浓度（X）进

行线性回归，得到线性回归方程 Y=642.448X + 157.026（R2=0.9999，%RSD=0.9379）。
结果表明，拉米夫定血药浓度在 204.80~12800 ng/mL 范围内线性关系良好。血清中拉

米夫定的检测定量下限为 204.80 ng/mL（信噪比＞10）。

2.6 精密度与准确度

取质量浓度为 340 μg/mL 的拉米夫定对照品贮备液，分别用空白血清稀释成拉米

夫定质量浓度为 425 ng/mL、3400 ng/mL、10200 ng/mL 的含药血清样本，按“2.3”项

方法操作，在“2.1”项色谱条件下，进样分析，计算样品浓度。将实测浓度与配制浓

度对照，考察日内、日间精密度和准确度。结果表明，该方法测定血清中拉米夫定浓

度的精密度与准确度高、重现性好，符合生物样品分析要求（见表 2）。

表 2 拉米夫定精密度与准确度试验结果（x±s，n=5）

Tab 2  Results of precision and accuracy tests of lamivudine（x±s，n=5）

日内精密度 日间精密度配制浓度

（ng/mL） 实测浓度（ng/mL） RSD（%） 准确度（%） 实测浓度（ng/mL） RSD（%） 准确度（%）

425 410.58±7.08 1.72 96.61 418.20±12.23 2.92 98.40

3400 3526.42±17.43 0.49 103.72 3542.77±39.58 1.12 104.20

10200 10065.07±37.19 0.37 98.68 10105.83±88.63 0.88 99.08

2.7 提取回收率

按“2.6”项方法配制拉米夫定质量浓度为 425 ng/mL、3400 ng/mL、10200 ng/mL
的含药血清样本，按“2.3”项方法操作，在“2.1”项色谱条件下，进样分析，记录血

清样品中拉米夫定的色谱峰面积 Ax，并与相应浓度对照品溶液直接进样记录的色谱峰

面积比较 As，计算提取回收率，结果见表 3。结果表明，拉米夫定低、中、高 3 个浓

度的血清样本提取回收率均＞70%，满足准确定量的要求。

表 3 拉米夫定回收率试验结果（x±s，n=5）

Tab 3  Results of recovery tests of lamivudine（x±s，n=5）

回收率配制浓度

（ng/mL） 数值（%） RSD（%）

425 92.32±2.06 2.23

3400 91.26±1.86 2.04



10200 91.14±1.74 1.91

2.8 稳定性试验

按“2.6”项方法配制拉米夫定质量浓度为 425 ng/mL、3400 ng/mL、10200 ng/mL
的含药血清样本，每组浓度平行 3 个样本，分别考察室温放置 24 小时、4℃条件放置

5 天、45℃条件放置 5 天、﹣20℃条件冻存放置 15 天、反复冻融 3 次的稳定性。样本

处理按“2.3”项方法操作，在“2.1”项色谱条件下，进样分析，计算样品浓度。结果

表明，拉米夫定低、中、高 3 个浓度的血清样本在上述条件下 RSD 值均＜15%，稳定

性良好，符合方法学要求。

3 讨论

拉米夫定作为第 2 代核苷类抗逆转录病毒药物，具有抗病毒高效、使用安全、不

良反应相对轻微、耐受性良好等特点，被世界卫生组织（WHO）推荐为核苷类逆转录

酶抑制剂（nucleoside reverse transcriptase inhibitor，NRTI）中的一线药物[6]，亦是国际

上推荐的控制、治疗艾滋病最为有效的高效抗逆转录病毒疗法（highly active 
antiretroviral treatment，HAART）的基础药物[7]。然而，随着拉米夫定在临床的广泛使

用，其耐药株不断出现，给临床抗病毒治疗带来了困难[3, 8]，诸如像开发新型抗艾滋病

复方药物（替诺福韦+拉米夫定+依非韦伦）等举措正在努力应对这一问题[9]。开展拉

米夫定血药浓度监测，指导临床个体化给药，提高拉米夫定的临床疗效、减少其不良

反应的发生、避免或延缓耐药性的产生，降低患者的经济负担，意义尤为重大。为

此，本实验旨在建立一种快速简便、准确稳定、灵敏度高的拉米夫定血药浓度检测方

法，以期为临床安全、合理用药提供依据。

目前，国内外拉米夫定的血药浓度检测基本采用 HPLC 法和 LC-MS/MS 法[4, 5]，而

本方法是基于全自动二维液相色谱系统建立，相比 HPLC 法和 LC-MS/MS 法有诸多优

点。样本前处理操作简单、步骤简便，一方面减少了检测人员的工作量，另一方面降

低了因复杂的前处理操作过程带来的误差；此外，本方法避免了传统 HPLC 采用液液

萃取法提取目标物[10]，最大程度减少了有毒有害试剂对检测人员身体健康的影响。本

法基于全自动二维液相色谱仪对样品进行色谱分析，采用“柱柱转移”的二维分离与

检测，最大可实现 500μL 的进样体积，本实验中进样体积为 100μL，体现了二维液相

色谱系统处理大体积样品的能力。拉米夫定在正常给药剂量下，血浆药物浓度范围在

1~8μg/mL，其线性范围为在 204.80~12800.00 ng/mL 中，而本实验发现 FLC2701 全自

动二维液相色谱系统检测拉米夫定的定量下限可达到 20ng/mL，这与谢栋[5]等人开发的

拉米夫定 LC-MS/MS 方法中拉米夫定的定量下限相差无异，且标准曲线线性关系良

好、方法学稳定性好，避免了质谱仪离子源易被污染导致灵敏度降低和 LC-MS/MS 法

随行标准曲线带来的大工作量的问题。目前，该方法学正在进行临床样本验证阶段，

对拉米夫定血药浓度与患者疾病严重程度、疗效及不良反应的相关性展开研究。



综上所述，该方法通过改进传统 HPLC 的样本前处理步骤以及采用二维液相色谱

系统等措施，以达到降低系统误差、提高检测灵敏度及准确性等目的，确保检测过程

及结果准确易用、稳定可靠，可为临床开展拉米夫定血药浓度监测、指导个体化给药

以及实验室开展拉米夫定药动学研究提供一种稳定可靠的方法学基础，具有较好的推

广价值。

（本研究获合肥市第六周期医学重点学科建设项目资助，在此表示感谢！）
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