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直接蛋白沉淀超高效液相色谱法测定
氟尿嘧啶血药浓度

袁文博，丁永娟

，徐静静

（无锡市第四人民医院，无锡 ２１４０００）

摘　要　建立直接蛋白沉淀超高效液相色谱法测定血浆中微量氟尿嘧啶的方法。以６％高氯酸为沉淀剂，５氯尿嘧
啶为内标物，样品经涡旋振荡等处理后，高速离心获取上清液作为供试液。供试液测定采用 ＡｃｑｕｉｔｙＨＳＳＴ３色谱柱，水乙
腈为流动相，流速为０２ｍＬ／ｍｉｎ，进样量为５μＬ，柱温为２０℃。方法的专属性、准确度、精密度、线性等指标经验证后完全
符合定量测定要求，与传统的测定方法相比，可显著缩短进样分析时间、降低试剂成本。本方法已经被成功用于临床病人

的血药浓度检测，具有良好的临床应用前景。
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　　氟尿嘧啶（５ｆｌｕｏｒｏｕｒａｃｉｌ，５ＦＵ）是临床上常用
的抗代谢类化疗药之一［１］。由于５ＦＵ价格低廉，
在体内能显著干扰并阻断 ＤＮＡ、ＲＮＡ及蛋白质合
成，对消化道肿瘤及其他实体瘤有良好疗效，因此

被广泛运用于临床［２－４］。

国内外相关研究显示：由于患者体内代谢酶的

活性存在差异，个体对５ＦＵ的代谢速率差异较大。
在按常规体表面积计算５ＦＵ的用量时，较难掌握
剂量。同样的剂量因血药浓度偏低而影响疗效，或

因血药浓度偏高而不可耐受的现象常有发生［５－６］。

对于个体化调整５ＦＵ用药剂量，从而进一步提高
联合化疗的疗效，血药浓度检测工作具有重要的
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意义［７］。

目前，文献报道的５ＦＵ血药浓度测定方法主
要有液相色谱法、气相色谱法和紫外分光光度法

等［８－９］。这些方法适用范围不同且各有优缺点。

本文提出的是一种将直接沉淀蛋白与超高效液相

色谱联用的技术，可提高检测效率，降低检测成本。

该技术不仅经过了方法学验证，而且被成功地用于

１５例病人的血药浓度检测。

!

　材　料

１１　试　剂
５ＦＵ化学标准品（中国食品药品检定研究院，

批号：１００１８７２０１２０３）；５氯尿嘧啶化学标准品
（Ｊ＆Ｋ化学技术有限公司，批号：ＬＧ９０Ｊ０３）；高氯酸
（国药集团化学试剂有限公司）；乙酸（南京化学试

剂有限公司）；乙腈（色谱纯，美国 Ｍｅｒｃｋ公司）；甲
醇（色谱纯，江苏汉邦科技有限公司），水为双蒸水。

１２　仪　器
高速离心机（德国艾本德公司）；ＷａｔｅｒｓＡｃｑｕｉｔｙ

超高效液相色谱仪（美国 Ｗａｔｅｒｓ公司），配 ＰＤＡ检
测器。

'

　方法和结果

２１　色谱条件
色谱柱：ＡｃｑｕｉｔｙＨＳＳＴ３（２１ｍｍ×１００ｍｍ，

１８μｍ）；流动相：水乙腈（９５∶５）（用前需经
０４５μｍ微孔滤膜过滤）；流速：０２ｍＬ／ｍｉｎ；检测
波长：２６５ｎｍ，柱温：２０℃。进样室温度：５℃，进样
量：５μＬ。
２２　内标溶液和标准储备液的制备

内标溶液：精密称取 ５氯尿嘧啶 ００２８ｇ于
１００ｍＬ量瓶中，用甲醇定容成质量浓度为
１９２μｇ／ｍＬ的储备液。临用时用甲醇稀释１０倍
得到质量浓度为 ０１９２μｇ／ｍＬ的溶液作为内标
溶液。内标溶液在８℃的冰箱中可以稳定保存２
个月。

标准储备液：精密称取５ＦＵ标准品０１ｇ于
１００ｍＬ量瓶中，用水稀释至刻度作为标准储备液。
标准储备液在８℃下可稳定保存２个月，临用时逐
级稀释为１００，５０，１０，１μｇ／ｍＬ的工作液。
２３　样品预处理

精密吸取血清样品３００μＬ于１０ｍＬ尖底离

心管中，用 １００μＬ平底进样针准确加入内标溶
液５０μＬ后，将离心管中液体涡旋混匀。精确加
入６％高氯酸溶液２００μＬ作为蛋白沉淀剂，并迅
速涡旋５ｍｉｎ混匀。待样品充分混匀后，将样品
４０００ｒ／ｍｉｎ低速离心１０ｍｉｎ，以促进沉淀相与上
清液的分离。进样时，取经１００００ｒ／ｍｉｎ高速离
心后的上清液１００μＬ作为供试液。
２４　色谱分离情况

由图１可见，空白血清色谱图在５ＦＵ和５氯
尿嘧啶的出峰时间均未见明显的杂质干扰，５ＦＵ
和５氯尿嘧啶的峰形分离均较好，５ＦＵ的保留时
间为１８ｍｉｎ，５氯尿嘧啶的保留时间为２８５ｍｉｎ。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＵＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｂｌａｎｋｓｅｒｕｍ（Ａ）ａｎｄｓｅｒｕｍｃｏｎｔａｉ
ｎｉｎｇ５ｆｌｕｏｒｏｕｒａｃｉｌａｎｄ５ｃｈｌｏｒｏｕｒａｃｉｌ（Ｂ）
１：５ｆｌｕｏｒｏｕｒａｃｉｌ；２：５ｃｈｌｏｒｏｕｒａｃｉｌ

２５　专属性考察
取６份健康体检者的血清按照“２３”项下处

理方法预处理后进样，６份血清样本中在５ＦＵ和
５氯尿嘧啶的保留时间处均无干扰，证明本法的专
属性良好。

２６　线性考察
取一定量健康人血清于尖底离心管中，用

１０μｇ／ｍＬ５ＦＵ工作液配制成含 ０５，２，４，５，１０，
３０，５０μｇ／ｍＬ５ＦＵ的血清，按“２１”、“２３”项下方
法测定。计算５ＦＵ与５氯尿嘧啶的峰面积之比
（ｙ）对５ＦＵ血药浓度（ｘ）进行线性回归，得到标准
曲线ｙ＝００８４８ｘ－０００１３（ｒ＝０９９９８）。
２７　准确度和精密度考察

配制０５，１０，３０μｇ／ｍＬ３个质量浓度的５ＦＵ
血清样本各５份，按照“２１”、“２３”项下方法，根
据随行标准曲线计算样本的血药浓度，并计算相对

２８
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回收率。考察精密度时，将配制好的同浓度的样品

１ｄ内５次连续进样，并计算日内精密度。再连续
５ｄ每天进样１次，计算日间精密度。结果（表１）
表明，该法测定的准确度和精密度均符合要求。

Ｔａｂｌｅ１　ＲｅｃｏｖｅｒｙａｎｄａｃｃｕｒａｃｙｏｆＵＰＬＣｆｏｒｔｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆ５
ｆｌｕｏｒｏｕｒａｃｉｌｉｎｈｕｍａｎｓｅｒｕｍ（ｎ＝５）

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／
（μｇ／ｍＬ）

Ａｖｅｒａｇｅ
ｒｅｃｏｖｅｒｙ／％

Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ／％
Ｉｎｔｒａｄａｙ Ｉｎｔｅｒｄａｙ

０５ １０６２０ ５０８ ６５０
１０ ９８９０ ３５４ ３８８
３０ ９６７０ ５７０ ５３１

２８　检测限考察
检测限是指检测信号为噪声信号的３倍时所对

应的血样的浓度，本方法的检测限为０１μｇ／ｍＬ。
２９　真实血样检测

利用本文建立的方法，检测了１５例静脉注射
５ＦＵ病人的血药浓度。有文献报道，胃癌患者的
５ＦＵ血药峰浓度控制在２５６～３７４μｇ／ｍＬ时不
良反应发生概率较小且疗效较好［７］，而５ＦＵ的血
药谷浓度大于３μｇ／ｍＬ时不良反应的发生概率较
大［１０］。在本实验中，有２例患者的血药峰浓度小
于２０μｇ／ｍＬ，提示可能疗效较差；有１例患者的血
药谷浓度大于３μｇ／ｍＬ，出现了严重的黏膜损害和
骨髓抑制等不良反应。经过与临床医生的沟通，对

治疗方案进行了适当调整，有效地减少了该患者后

续化疗中出现的不良反应。

$

　讨　论

血液样本成分复杂，必须经过复杂的预处理，

富集、浓缩，除去干扰物质，才能进行 ＵＰＬＣ分析。
直接蛋白沉淀法是一种快速、有效的预处理方法。

常用的蛋白沉淀剂有乙腈、乙酸乙酯、硫酸铵溶液、

高氯酸溶液等［１１－１４］。经过预实验，最终采用 ６％
高氯酸溶液，既可以去除内源干扰物又不影响５
Ｆｕ和内标的稳定性。Ｔ３柱是一种可以耐受１００％
水相长时间冲刷的特殊色谱柱，对于水溶性药物的

分离效果优于Ｃ１８柱。本实验采用Ｔ３柱，样品的分
离度和柱效均满足分析测定的要求。

真实血样定量检测过程中，必须与样本一起做

随行标准曲线，以减少定量的误差。随行标准曲线

的获得方法与“２６”项下所述完全一致，只是与测
定的样品一起平行预处理后进样。本实验中，真实

血样检测共绘制了３条随行标准曲线，分别为 ｙ＝

００８１２ｘ＋０００７３（ｒ＝０９９９５），ｙ＝００８０６ｘ＋
０００３８（ｒ＝０９９９６），ｙ＝００８６３ｘ－０００１３（ｒ＝
０９９９５）。其中，ｙ为氟尿嘧啶与５氯尿嘧啶的峰
面积之比，ｘ为氟尿嘧啶的血药浓度。

超高效液相色谱技术是当前兴起的色谱新技

术，利用小颗粒固定相，更低的系统体积，获得更高

的柱效和分离效率［１５－１７］。本研究所建立的直接蛋

白沉淀超高效液相色谱联用技术用于５ＦＵ血药
浓度测定，可以在 ５ｍｉｎ内完成整个进样分析过
程，满足临床快速检测的需求。１５例临床血样的
检测和后期临床干预的实践，充分显示了本法良好

的临床应用前景。
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