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前 言

帕罗韦德（Paxlovid）是美国辉瑞公司2021年上市的新药，

主要用于发病5天以内的轻、中型且伴有进展为重症高风险因素的

新冠病毒（SARS-CoV-2）感染成年患者。帕罗韦德为奈玛特韦片

（Nimatrelvir）和利托那韦片（Ritonavir）的组合包装，分别放在

不同的药片中。奈玛特韦是一种对抗SARS-CoV-2的抗病毒药物，

它与蛋白酶抑制剂利托那韦联合使用；利托那韦在新冠肺炎病例

中主要作为酶阻断剂，防止奈玛特韦的过早代谢消除，以帮助其

在较高浓度下在体内保持更长时间的活性。通过奈玛特韦和利托

那韦的治疗药物监测（TDM），可以进一步提高奈玛特韦片/利托

那韦片组合包装治疗的安全性和有效性。

本研究旨在建立一种简单、快速、灵敏的HPLC-MS/MS 法用于

检测人血清中帕罗韦德浓度的通用检测方法，并为帕罗韦德的药

代动力学研究提供帮助，进而指导临床合理用药。图1为帕罗韦德

两个主要成份奈玛特韦和利托那韦的结构式。

本文使用SCIEX Triple Quad™ LC-MS/MS建立了人血清中的帕罗

韦德的定量方法。该方法具有以下特点：

1. 前处理简单、快速、方便；

2. 仪器的灵敏度高，方法定量下限可低至31.25 pg/mL。

3. 仪器和方法的重现性好，低中高不同浓度质控QC样品的RSD%

均小于5%。

4. 仪器和方法的特异性好，定量准确度高，准确度均在95%-105%

之间。
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仪器设备

SCIEX ExionLC™ 超高效液相系统联用SCIEX Triple Quad™三重四

极杆复合质谱系统

图1. 帕罗韦德两个成份奈玛特韦和利托那韦的结构式

图2. ExionLC™ 系统和SCIEX Triple Quad™ LC-MS/MS系统
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色谱方法：

色谱柱：Phenomenex Kinetex F5 100×3.0mm, 2.6 µm

流动相：   A：水+ 5mM NH4FA； B：甲醇

洗脱方式：梯度洗脱10min

进样量：5 µL

流速：0.3 mL/min；       

柱温：60℃；

质谱方法：

离子源：ESI电喷雾电离源 扫描方式：POS正模式

气帘气CUR：30psi 喷雾电压IS：4000v

源温度 Temp：650℃ 雾化气Gas1：45psi

辅助气GAS2：55psi 碰撞气 CAD：9psi

定量分析采集方式设置：MRM多反应监测模式

标准品离子对信息请见表1。

2.  定量标准曲线

分别取50 µL的空白人血清，加入150 µL乙腈 :甲醇(1:1)沉

淀蛋白，配置奈玛特韦和利托那韦的人血清的标准工作溶液

至31.25 pg/mL, 62.50 pg/mL, 125 pg/mL, 250 pg/mL, 500 pg/mL, 

1000 pg/mL, 2000 pg/mL，以峰面积对浓度做标准曲线。图4为奈玛

特韦和利托那韦的人血清的线性范围、线性方程和相关系数，线

性回归系数 r2 均大于0.995，满足检测要求。
表1. MRM质谱离子对参数

Compounds Q1 Q3 CE

rito 1 721.3 426.1 25

rito 2* 721.3 296.2 26

nir 1 500.2 319.1 24

nir 2* 500.2 110.2 34

备注：*为定量离子对

定量结果

1.  特异性

分别取50 µL的空白人血清，加入150 µL乙腈:甲醇(1:1)沉淀蛋

白后，作为空白血清溶液；空白血清中在待测物保留时间处无干

扰；奈玛特韦和利托那韦的LLOQ定量限分别达到31.25pg/mL。图3

分别为奈玛特韦和利托那韦的空白人血清和LLOQ 31.25pg/mL。

2. 定量标准曲线 

2. 定量标准曲线 

图3. 利托那韦和奈玛特韦的空白人血清和LLOQ 31.25pg/mL的XIC提取离子

流图

图4. 奈玛特韦和利托那韦的人血清的标准曲线
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3.  准确度和重现性

分别取50 µL的空白人血清，加入150 µL乙腈:甲醇(1:1)沉淀蛋

白，加标溶液平行制备三份，浓度分别在LQC，MQC和HQC作为QC

样品，离心取上清液上机。测定结果请见表2和表3。加标样品的

准确度均在95-105%，平行样品的RSD%＜5%，准确度和重现性均

满足测试要求，测试结果良好。图5和图6分别为奈玛特韦和利托

那韦的LLOQ最低定量限31.25 pg/mL的连续六针进样XIC谱图，RSD

分别为1.44%和1.96%，重现性良好。

表2. 利托那韦的准确度和精密度测试结果

表3. 奈玛特韦的准确度和精密度测试结果

质控点
理论浓度
(pg/mL)

实测浓度平
均值(pg/mL)

相对标准偏
差RSD%

平均准确度
(%)

LQC 62.50 60.69 1.70 97.10

MQC 500 510.85 1.56 102.17

HQC 2000 1911.12 0.75 95.56

总 结 

本文使用SCIEX Triple Quad™ 液质系统建立了LC-MS/MS 方法测

定人血清中帕罗韦德两个主要成份奈玛特韦和利托那韦的浓度含

量。结果表明，该方法的特异性好，无干扰；奈玛特韦和利托那

韦的血清线性范围分别为31.25 pg/mL-2000 pg/mL，在线性范围内

线性关系良好，相关系数大于0.995；低、中、高浓度的QC加标准

确度以及重现性良好，满足方法学要求。

质控点 理论浓度
(pg/mL)

实测浓度平均
值(pg/mL)

相对标准偏
差RSD%

平均准确度
(%)

LQC 62.5 62.20 1.30 99.52

MQC 500 500.92 1.71 100.18

HQC 2000 1986.33 1.98 100.99

3．准确度和重现性 

62.50 60.69 1.70 97.10
500 510.85 1.56 102.17
2000 1911.12 0.75 95.56

62.5 62.20 1.30 99.52

500 500.92 1.71 100.18

2000 1986.33 1.98 100.99

图5. 利托那韦的LLOQ浓度的6个XIC提取离子流图

图6. 奈玛特韦的LLOQ浓度的6个XIC提取离子流图


