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中文摘要： 

   高效液相層析法已經發展到用來研究三種得到許可的蛋白酶抑制劑，包

括 indinavir、saquinavir和 ritonavir。 

    500μl 的血漿，加入內標準品所形成的溶液再以 0.5ml 的 10%氨水和

5ml methyl tert-butyl ether萃取，去水後，將殘留物溶解在由3ml hexane和 

acetonitrile–phosphate buffer，60:40%，v/v 所組成的溶液中，層析

法是利用 C18逆相層析管柱和移動相為 acetonitrile：50mM KH2PO4緩衝液

(pH5.63，以 50Mm Na2HPO4滴定) = 45:55(v/v)，紫外光偵測波長為 215nm，

而此分析方法可測得 0.2μg/ml ~ 2μg/ml濃度的三種蛋白酶抑制劑。 

    這個方法可在多種不同條件下使用已被廣泛的認為是有效且穩定，現

在這個方法已經開始被用來研究於使用 HIV蛋白酶抑制劑患者的血漿中。 

 

 

 

 

 

 

中文關鍵詞(至少三個)：蛋白酶抑制劑、高效液相層析法、抗愛滋病毒藥物 
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Abstract 

  A sensitive high-performance liquid chromatographic method has been 

developed for the simultaneous determination of the three licensed HIV-protease 

inhibitors indinavir, saquinavir and ritonavir. An aliquot of 500μl plasma, 

spiked with internal standard, was extracted with 0.5ml 10%NH4OH and methyl 

tert-butyl ether. After evaporating, the residue was dissolved in eluent consisting 

of acetonitrile-50mM phosphate buffer (40:60,v/v). Subsequently, the eluent was 

washed with hexane. Chromatography was performed using a C18 reverse-phase 

column and acetonitrile-50mM phosphate buffer (45:55,v/v) for analysis. The 

method was validated extensively and stably tests under various conditions were 

performed. The assay is now in use to analyze plasma samples from patients 

treated with HIV-protease inhibitors.    
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(1)前言: 

抗愛滋病毒藥物有蛋白酶抑制劑、反轉錄酶抑制劑、非反轉錄酶抑制

劑，將其組合成有效的抗愛滋病毒配方，其中的蛋白酶抑制劑是值得我們

探討的一部份，因為在治療 HIV陽性患者在 1996年有一個重大的突破，

那就是使用蛋白酶抑制劑，這種蛋白酶抑制劑通常是和反轉錄酶抑制劑一

起組成的。最先被使用的蛋白酶抑制劑為 indinavir、saquinavir、ritonavir 

。 

首先，以一種方法同時分析三種蛋白酶抑制劑的血中濃度，它是較為

節省時間與成本的。我們也已經在研究室中開始使用依照標準操作程序的

生化分析方法，這使得我們可以透過週期性地觀察患者血中濃度，來監測

所有使用蛋白酶抑制劑治療 HIV感染患者之情形，進而決定患者將來所使

用的雞尾酒療法之配方及劑量。 
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(2)材料與方法: 

一、實驗材料與設備 

1. indinavir-由Merck提供 

2. saquinavir-由Roche提供 

3. ritonavir-由Abbott提供 

4. internal standard(I.S.)-propyl paraben 

5. HPLC-Waters 

  ○1 column(層析管)-LUNA 5u C18 150，150*4.60mm 

○2mobile phase( 移 動 相 )-buffer:acetonitrile=55:45 ， 其 buffer 是        

50mM KH2PO4以 50Mm Na2HPO4滴定成 pH5.63，流速 1.5㏄/min 

○3detector(偵測器)-Waters 486，測定波長設為 215nm 

6. Stock solution 的配製:indinavir、saquinavir、ritonavir、I.S.的 stock 

solution 是 將 這 四 種 藥 物 各 自 以 methanol 溶 解 ， 再 利 用

buffer:acetonitrile=60:40的 solution稀釋成所需的濃度，儲存於 4℃下 

二、以高效液相層析法分析 indinavir、saquinavir、ritonavir 

    本實驗採用內標準法(internal standard method) 

1. 分析方法 

移動相的組成為 acetonitrile：50mM KH2PO4緩衝液(pH5.63，以 50Mm 
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Na2HPO4 滴定)=45:55(v/v)，移動相在使用前需先以過濾方式除氣，流

速 1.5㏄/min，以注射器取大於 100μl(約 200μl)的檢品溶液，注入 100

μl之 sample loop中，所有分析在室溫下進行 

2. 血漿檢品之處理步驟 

     取 500μl血漿檢品至玻璃管中，加入 25μl(占血漿體積的5%)溶於

acetonitrile –phosphate buffer(60:40%，v/v)中的樣品溶液後，再加入濃度

為 50μg/ml的內標準品 50μl、0.5ml的 10%氨水、5ml methyl tert-butyl 

ether，劇烈震盪混合一分鐘，以轉速 3000g離心五分鐘，再置於-70℃之

冰櫃中五分鐘，使水層冰凍固化，與有機層易與分離，取出試管後將有

機層倒出至圓底試管，將圓底試管置於旋轉減壓濃縮機 (rotary 

evaporator)，將其抽乾，再加入 0.5ml 的 eluent(acetonitrile –phosphate 

buffer，60:40%，v/v)和 3ml hexane，劇烈震盪混合五分鐘，以轉速 3000g

離心五分鐘後，以注射針取下層液，以進行分析 

三、以高效液相層析法分析 indinavir、saquinavir、ritonavir之確效 

    本實驗中高效液相層析法的確效，是參考 Shah 等人於 1990 年在

Washington  D.C.舉行的”Analytical Methods Validation: Bioavailability , 

Bioequivalence and Pharmacokinetic Studies”研討會中，所歸納的確效要求 

1. 校正曲線(Calibration Curve) 
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校正曲線的製作，是將所製備，已知濃度的 indinavir、saquinavir、

ritonavir 血漿檢品，依檢品步驟處理之後，經高效液相層析系統分析測定

結果，以理論配製濃度(spiked concentration)為橫軸，測定濃度(measured 

concentration)為縱軸，利用最小平方線性迴歸(least-square linear regression)

所求得。迴歸線之迴歸係數作為評估校正曲線的依據，校正曲線則可用於

評估測定範圍內，各濃度點估計值與理論值間的差異。   

2. 選擇性/專一性(Selectivity/Specificity) 

若觀察空白檢品之層析圖譜，在藥物出現的位置沒有看到任何干擾，

注入藥品後層析峰面積與檢品濃度約略成正比關係，則此方法之選擇性與

專一性可以得到驗證 

3. 精密度(precision) 

精密度可經由校正曲線中，八個濃度點在同日內(within-day)分析三次

及異日間(between-day)一天分析一次共四天所得之濃度值，計算其平均值

(mean)、標準差 (standard deviation，S.D)、和變異係數 (coefficient of 

variation，C.V.%)得到驗證。 
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(3)結果： 

indinavir、saquinavir、ritonavir 在層析圖中之滯留時間約為 3.54±0.5、

12.17±0.5、13.55±0.5 分鐘，內標準品之滯留時間約為 4.48±0.54，而檢品

分析一次所需的時間為十五分鐘，本實驗採用內標準法(internal standard 

method)。圖一為含 50μg/ml 內標準品的血漿檢品，圖二為含 1μg/ml 

indinavir、saquinavir、ritonavir及 50μg/ml內標準品的血漿檢品，兩個圖

相比較，可以觀察出 indinavir、saquinavir、ritonavir 的血漿檢品在此分析

條件下，並不受血漿組成的干擾。圖三、四、五是以高效液相層析法分析

未經處理之 indinavir、saquinavir、ritonavir 溶液檢品之校正曲線，在四個

工作天分析檢品，其濃度範圍為 0.2~2.0μg/ml(共八點)，得到的線性迴歸

係數(R
2
)皆大於0.999。由表一可看出indinavir 異日間分析的變異係數，

最大為5.25%，最小為1.76%，由表二可看出 saquinavir異日間分析的變異

係數，最大為 5.59%，最小為0.97%，由表三可看出ritonavir 異日間分析

的變異係數，最大為 5.95%，最小為1.18%，皆在規定範圍內，再將所測

得的相對面積帶回校正曲線中，可得回推濃度，進而利用此作準確度性試

驗，可由表一、二、三中觀察出誤差值皆落在-5.82%~2.06%的區間。則圖

六、七、八為未經處理之 indinavir、saquinavir、ritonavir 在同日內的三個
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不同時間點的校正曲線，其濃度範圍為 0.2~2.0μg/ml(共八點)，得到的線

性迴歸係數(R
2
)皆大於0.998，顯示此分析條件在所用的檢品濃度範圍

內，線性關係良好，且從表四中得知 indinavir變異係數，最大為13.6%，

最小為 2.4%，由表五中得知saquinavir 變異係數，最大為 9.7%，最小為

3.3%，由表六中得知ritonavir 變異係數，最大為 9.6%，最小為2.1%，再

將所測得的相對面積帶回校正曲線中，可得回推濃度，進而利用此作準確

度性試驗，可由表四、五、六中觀察出誤差值皆落在-9.6%~6.0%的區間由

這些數據可以證明此分析條件，有好的穩定性和再現性。從表七可以看出

indinavir、saquinavir、ritonavir 回復率的標準偏差皆在範圍內，顯示出檢

品經萃取步驟處理後，有極良好的結果。 
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(4)結論與建議： 

精準的分析方法是藥物動力學研究的必備條件，我們利用逆向高效層

析液相層析法，配合簡單的檢品處理步驟，建立一個穩定性與再現性良好

的分析方法，可用於分析血漿中 indinavir、saquinavir、ritonavir 的濃度，

進而應用於抗愛滋病毒藥物組合及劑量上，使患者有良好的藥物治療配

方，且副作用控制在最低。 
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(6)圖、表： 

圖一、含 50μg/ml內標準品的血漿檢品 

圖二、含 1μg/ml indinavir、saquinavir、ritonavir及 50μg/ml內標準品的
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血漿檢品 
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圖三、未經處理之 indinavir溶液檢品之校正曲線(n=8) 

 

 
Ind 8月27日 8月28日 8月29日 8月30日     

原濃度 1 2 3 4Mean Std CV% 回推濃度 誤差% 

0.20.279263643 0.2991967590.2917695890.2879543420.28950.008293406 2.86% 0.203074696 1.54%

0.40.570842517 0.5609349890.5576945610.5274058270.55420.018730293 3.38% 0.390321524 -2.42%

0.60.868128037 0.8579401040.8431399440.8159346320.84630.022686236 2.68% 0.596947774 -0.51%

0.81.046626591 1.189106044 1.136739121.1377446571.12760.0592343245.25% 0.795934986 -0.51%

11.332878014 1.3894862691.4503903811.4771289771.41250.0645029064.57% 0.997503297 -0.25%

1.21.704664422 1.7040869651.7745989661.7004854581.72100.035807777 2.08% 1.215747402 1.31%

1.52.115983751 2.1958311092.1200727962.1620346762.14850.037810194 1.76% 1.518203455 1.21%

22.807895156 2.796297942.7261425442.8882491662.80460.0664141782.37% 1.982416839 -0.88%

表一、未經處理之 indinavir溶液檢品的變異係數及誤差(n=8) 
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圖四、未經處理 saquinavir之溶液檢品之校正曲線(n=8) 

 

 
 8月27日 8月28日 八月 29日 八月 30日      

原濃度 1 2 3 4Mean Std CV% 回推濃度 誤差% 

0.20.1731824990.168430715 0.16185459 0.1626457570.16650.00533.19%0.1884 -5.82%

0.40.3668814980.340335926 0.330549131 0.3449259130.34570.01544.44% 0.3982 -0.45%

0.60.5674022030.514054058 0.500359805 0.5173447080.52480.02935.59% 0.6080 1.33%

0.80.6918326680.705053816 0.654408219 0.6985286240.68750.02273.30% 0.7985 -0.19%

1 0.8958725150.878113768 0.802103562 0.88259940.86470.04244.90%1.0061 0.61%

1.21.0537307321.044099153 1.030294477 1.0493655841.04440.01020.97% 1.2165 1.38%

1.51.292756491.338477693 1.218271944 1.2639055511.27840.05053.95%1.4906 -0.63%

2 1.7422336221.719808309 1.683583413 1.686897581.70810.02801.64%1.9939 -0.30%

表二、未經處理之 saquinavir溶液檢品的變異係數及誤差(n=8) 
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圖五、未經處理之 ritonavir溶液檢品之校正曲線(n=8) 

 

 
RIT 8月27日 8月28日八月 29日 八月 30日      

原濃度 1 2 3 4Mean Std CV% 回推濃度 誤差% 

0.20.174632707 0.161468287 0.1700709850.1751206250.17030.00633.71% 0.1977 -1.16%

0.40.341791404 0.342574357 0.3297744520.3489660660.34080.00802.35% 0.3950 -1.26%

0.60.562854466 0.507587728 0.4907981410.5151198210.51910.03095.95% 0.6013 0.22%

0.80.736397407 0.699412495 0.6417384250.6934579440.69280.03905.62% 0.8023 0.29%

1 0.871828944 0.880830686 0.8015506020.876184710.85760.03754.38% 0.9931 -0.69%

1.21.134363209 1.040299932 1.0039597241.0525388171.05780.05515.21% 1.2247 2.06%

1.51.343720927 1.319443957 1.2042863811.2766402611.28600.06114.75% 1.4889 -0.74%

2 1.738085394 1.745235162 1.7017976831.7140668861.72480.02031.18% 1.9966 -0.17%

表三、未經處理之 ritonavir溶液檢品的變異係數及誤差(n=8) 
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圖六、未經處理之 indinavir在同日內的三個不同時間點的校正曲線(n=8) 

 

 
Ind 早 中 晚      

原濃度 1 2 3Mean Std CV% 回推濃度 誤差% 

0.20.1765441 0.1731824990.1746327070.1747864220.0016860451.0%0.180817002 -9.6%

0.4 0.350816 0.3668814980.3417914040.3531629530.0127086393.6%0.386533217 -3.4%

0.60.5404165 0.5674022030.5628544660.5568910480.0144474612.6%0.62148662 3.6%

0.80.6947494 0.6918326680.7363974070.7076598280.0249301663.5%0.795363658 -0.6%

1 0.9205531 0.8958725150.8718289440.8960848460.0243627612.7%1.012668488 1.3%

1.21.0619306 1.0537307321.1343632091.0833415020.0443758974.1%1.228625882 2.4%

1.51.2998557 1.292756491.3437209271.3121110480.0276041332.1%1.492458826 -0.5%

2 1.7303089 1.7422336221.7380853941.7368759690.0060536640.3%1.982327262 -0.9%

表四、未經處理之 indinavir在同日內的三個不同時間點的變異係數及誤差

(n=8) 
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圖七、未經處理之 saquinavir在同日內的三個不同時間點的校正曲線(n=8) 

 

 
Saq 早 中 晚      

原濃度 1 2 3Mean Std CV% 回推濃度 誤差% 

0.20.279263643 0.280738935 0.277788470.2792636830.0014752320.5%0.204424692 2.2%

0.40.570842517 0.537958671 0.5573342580.5553784820.0165289333.0%0.400098138 0.0%

0.60.868128037 0.856113002 0.8728387080.8656932490.0086245851.0%0.620007972 3.3%

0.81.046626591 1.107888492 1.1231666541.0925605790.0405068393.7%0.780781361 -2.4%

1 1.332878014 1.405391916 1.2824085261.3402261520.0618201014.6%0.956293779 -4.4%

1.21.704664422 1.718218904 1.7384779671.7204537640.0170171941.0%1.22574854 2.1%

1.52.115983751 2.145585646 2.1443350892.1353014950.0167413380.8%1.519737436 1.3%

2 2.807895156 2.818172314 2.7819813122.8026829270.0186500040.7%1.992688631 -0.4%

表五、未經處理之 saquinavir 在同日內的三個不同時間點的變異係數及誤

差(n=8) 
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圖八、未經處理之 ritonavir在同日內的三個不同時間點的校正曲線(n=8) 

 

 
Rit 早 中 晚      

原濃度 1 2 3Mean Std CV% 回推濃度 誤差% 

0.20.170255256 0.171395919 0.1594847560.167045310.0065724253.9%0.211919307 6.0%

0.40.324741515 0.313278302 0.3230454710.3203550960.0061870761.9%0.390977688 -2.3%

0.60.494541651 0.493621693 0.4958571460.4946734970.0011235440.2%0.59457311 -0.9%

0.80.669774306 0.677256948 0.675584140.6742051310.0039273060.6%0.804257336 0.5%

1 0.877247352 0.861939759 0.7700330190.836406710.0579886266.9%0.993700899 -0.6%

1.20.990485824 1.005053357 1.0203317431.0052903080.014924371.5%1.190948736 -0.8%

1.51.296591294 1.276855417 1.2798074971.284418070.0106451510.8%1.5169564 1.1%

2 1.700563445 1.702748291 1.6806416941.6946511430.0121816210.7%1.996088698 -0.2%

表六、未經處理之 ritonavir在同日內的三個不同時間點的變異係數及誤差

(n=8) 
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Ind/I.S. recavery1 recavery2 recavery3 recavery4 mean std 

0.2 0.126607309 0.584239409 0.3977806530.1076559490.304070830.229018246

0.4 1.056705433 1.403465277 1.4606149171.1302290261.2627536640.199137713

0.6 1.215486937 1.384491461 1.2305859631.3336819021.2910615660.081474866

0.8 0.985319533 1.113047964 1.0168273970.9914736011.0266671240.059179606

1 0.983503571 0.9150124 0.9342395390.8727989060.9263886040.045916701

1.2 0.868681984 0.915810988 0.8856039750.8552218690.8813297040.026133071

2 1.020046186 0.999114012 1.1002526980.9892058441.0271546850.05039922

Saq/I.S. recavery1 recavery2 recavery3 recavery4 mean std 

0.2 0.964184603 1.281732207 1.1957738641.1292039231.1427236490.134408183

0.4 0.97318239 1.171707986 1.1430020770.9528638631.0601890790.113112518

0.6 0.946376145 0.854424961 0.8504500270.8367815340.8720081670.050151219

0.8 1.032308448 0.993840665 0.999021391.0718193991.0242474750.036004614

1 1.000075574 0.883478329 1.0006740831.019706730.9759836790.062340411

1.2 1.067680623 1.024301692 1.0375192460.9473066321.0192020480.051253127

2 1.100044722 0.948101001 1.0372507470.9261782611.0028936830.080635447

Rit/I.S. recavery1 recavery2 recavery3 recavery4 mean std 

0.2 1.602508858 1.391474826 1.4163713041.2638996071.4185636490.13963693

0.4 0.978913749 0.937226096 0.9381621690.9420389940.9490852520.019994519

0.6 0.925823541 1.009193916 1.0437199721.105408041.0210363670.074919626

0.8 0.970878209 0.879190945 0.9416655630.9181625930.9274743270.038743952

1 0.977526684 0.961280099 1.0198388970.9581238870.9791923920.028399795

1.2 1.03605382 0.928420187 0.9207693190.9266473520.952972670.055483871

2 1.032389492 1.05457915 1.0307208141.0013332931.0297556870.021847236

表七、indinavir、saquinavir、ritonavir在血漿檢品中的回復率 


