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反相高效液相色谱法测定人血清中氧氟沙星的含量
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摘 要 建立了人血清中氧氟沙星的反 相高效液相色谱测定方法
,

采用 乙睛沉淀蛋白后直接

进样
,

方法简便易行
,

准确度高
,

精密度好
,

方法回收率> 98 %旧 内 R s D 2
.

0~ 4
.

0%旧 间 R s D 为

2
.

2一 4
.

5%
,

血药浓度在 40 ~ 6 0 O0 gn / m l 范围内呈线性关系
, , 一 0

.

9 99 2
,

采用荧光检测器
,

灵敏度

大大提高
,

血药最小检测浓度为 25 ng / m1
。

关健词 氧氟沙星
;
高效液相色谱

;
含量测定

氧氟沙星是一种新型喳诺酮类抗菌药
,

对革兰氏阳性菌和阴性菌均具有较强活性
,

与其它抗菌素无交叉耐药性
,

具广谱
、

高效
、

可口服等特点 〔 `〕
,

国外 已广泛应用于临床
。

有

关 氧 氟 沙 星 的 测 定方法
,

有 微 生 物 法 和

H P L C 法
,

而 H P L C 法或多或少存在色谱峰拖

尾
、

灵敏度低
、

需要萃取分离等缺点 .2[
3〕

,

本文

采用反相 H P L C
,

用乙 睛沉淀蛋 白后直接进

样
,

采用荧光检测器检测氧氟沙星血药浓度
,

具有简便
、

灵敏
、

准确等特点
,

为氧氟沙星的

药动学和药效学研究奠定了基础
。

实验部分

L l 仅器和试 药

1
.

1
.

1 仪器

美国 w at er s 高效液相色谱仪系统 (包括

5 10 泵
,

68 0 梯度控制器
,

7 40 色谱数据处理

机 ) ;岛津 R F
一

5 3 0 荧光 H P L e 检测器
。

.1 L 2 试药

氧氟沙星标准品 (符合部颁标准
,

江苏昆

山制药厂 ) ;重蒸馏水
; 乙腊

、

乙酸钱
、

柠檬酸
、

二 乙胺
、

磷酸等为分析纯
; 空白血清

、

血清样

品均由南京铁道 医学院提供
。

.1 2 实验条件

色谱柱 ( C
、 。

H y p e r s i l 5 om ) 1 0 0 x 4
.

6 m m

不锈钢柱
,

柱温
:

室温
。

流动相
:
0

.

05 m ol / L 柠

檬酸
一

0
.

5 m of / L 乙酸按
一

乙腊
一

1%磷酸
一

二 乙

胺 ( 75
: 1 : 2 2 : 2 :

0
.

1 5 )
,

流速 1 m l / m in
,

进

样量 20 川
。

荧光检测器激发波长为 2 95
n m

,

发射波长为 5 0 5 n m
。

1
.

3 浏定方法

1
.

3
.

1 贮备液配制

精密称取氧氟沙星标准品 0
.

1 0 0 2 9
,

用

0
.

1 m o l / L H c l 溶解并定容至 5 0 0 m l
,

得 0
.

2

m g / m l 标液
,

临用时将贮备 液用 0
.

1 m of / L

稀 H cl 稀释至所需浓度
。

1
.

3
.

2 血样预处理

精取 0
.

5 m l 血清样品于具塞离心管中
,

加 Z m l 乙睛
,

涡旋 振荡 l m in
,

离 心 z o m in

(转速 2 5 0 0 r / m in )后
,

取上清液 2 0 0 1进样
。

实验结果

2
.

1 色谱行为

在本色谱条件下
,

空 白血清经乙睛沉淀

后的色谱峰对氧氟沙星色谱峰无干扰
,

两者

达到 良好分离 (图 1 )
,

氧氟沙星保留时间为

4
.

8 m i n
。

.2 2 线性关系

2
.

2
.

1 氧氛沙星的标准 曲线

精密配制浓度为 8
.

0
,

2 0
.

0
,

5 0
.

0
,

2 0 0
,

收稿 日期 19 9 3
一 1 0

一

0 5
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40 0
,

8 0 0
,

1 2 0 0 n g / m l 的氧氟沙星 0
.

1 m o 一/ L

H o 溶液
,

分别进样 20 口
,

计算峰面积 ( A )与

浓度 ( C )的关系
,

其回归方程为
: A ~ 一 2 90

.

+ 4 0 5
.

S C ( , 一 0
.

9 9 9 6 )
。

t / n z in

F i g 1
.

C h r o m a t o gr a m s o f o f l o x a e i n
.

A : b趁a n k h u m an 骆 r u
m ; B : b l a n k h u m a n se r u

m
s Pi k e d w i t h o f j o x a e i n ; C :

se r u m o f a h e a l t h y v o l u n
-

t e e r a f et r a d m i n i s t r a tion o f of l o x a e i n ; 卜: s iet o f o 们o x a e i n

2
.

2
.

2 血清中氧氛沙星的标准 曲线与最低

检测限

精密量取 浓度为 1
.

0
,

2
.

5
,

10
.

0
,

25
.

0
,

5 0
.

0
,

10 0
,

1 5 0 0 9 / m l 的氧氟沙星 0
.

] m o l / L

溶液各 20 川
,

分别置于 7 个 5 m l 具塞离心管

中
,

吹干
,

加空 白血清 0
.

s ml
,

按
“

血 样预处

理
”
项下操作

,

用氧氟沙星的峰面积 ( )A 和血

清浓度 ( C )进行回归计算
,

结果表明
,

氧氟沙

星血药浓度在 钧一 6 0 O 0 gn /ml 范围 内线性

关 系良好 (未作 最高限 )
,

回归方程 为
:

一

, ~

4 2 0
.

9 + 6 5
.

5 6 C (
:
= 0

.

9 9 9 2 )
。

当信噪比 S /: ,

一 3 时
,

血清中氧氟沙星的最低检测浓度为

2 5 n g / m l
。

2
.

3 血清中氧氛沙星的 回收 率

2
.

3
.

1 方法 回 收率

精密吸取不同浓度的氧氟沙星 。
.

1 m of /

L H e l 溶液 ( 1 0
.

0
,

2 5
.

0
,

1 0 0 件g / m l ) 各 2 0 林l
,

分别置于具塞离心管中
,

吹干
,

加空白血样

0
.

s ml
,

按
“

血样预处理
”

项下操作
,

测得的氧

氟沙星峰面积
,

从血清中氧氟沙星的标准 曲

线上求得含量
,

计算回收率
,

结果见表 l
。

T a b 1
.

R e e vo e r y o f Lh e P r o P .滔 e d m e 一h司 (
皿
= 5 )

2
.

3
.

2 绝对 回 收率

按上法配制 0
.

s ml 三种不同浓度 ( 40 0
,

10 0 0
,

4 0 0 0 n g / m l ) 的氧氟 沙星血清模拟样

品
,

同法预处理
,

进样
,

结果与对应条件下含

相同浓度氧氟沙星的 0
.

1 m of / L H o 溶液直

接 进 样 时 相 比
,

得 绝 对 回 收 率 分 别 为

8 9
.

5%
,

9 0
.

1%
,

8 9
.

7% (
n
~ 5 )

。

2
.

4 精密度试验

2
.

4
.

1 日内相对标准偏差

按 2
.

3
.

1法配制 0
.

5 m l 三种不同浓度

( 4 0 0
,

1 0 0 0
.

4 0 0 0 n g / m l ) 的氧 氟沙星血清模

拟样品
,

分别按
“
血样预处理

”
项

一

「操作
,

连续

进样 5 次
,

测得 日内标准偏差
,

结果见表 2
。

T a b 2
.

P r e e i s i o n o 一
:

m
e t hod w i t h 一n

一

d a y a n d be t w ee n 一 d a y

W i t h i n 一 d a y ( 皿 ~ 5 ) 氏一w e e n
一

血 y 式
砚
~ 7 )

A d d ed
,

n 名/ m l
M ae s u r

de
,

n g / m l

R

胃
M e a s u r

ed
。

n g / m 盆
·

R

臀
’

UO亡J,̀

…
,U通,,山nU此h

o

…
`q八J,心

4 0 0

10 0 0

40 0 0

4 0 4
.

8士 16

9 8 5
.

0土 35

4 0 7 2士 8 1

3 9 5
.

5士 1 5

9 9 1
.

0士 4 5

3 9 6 3士 8 7

nU只ù艺

…
,J,ù ,
立

nOUù八石

A dd de
,

n g / m l

4 00

1 0 0 0

4 0 0 0

M e a s u r ed
,

n g / m l

3 9 9
.

4士 1 2

10 0 8士 2 8

39 8 6士 7 2

R S D ,

%

9 9
.

8 5士 3
.

1 0 0
.

8士 2
.

9 9
.

6 7士 1
.

2
.

4
.

2 日间相对标准偏差

按上法配制血清模拟样品
,

分别按
“
血清

预处理
”
项下操作

,

样品每天测定 l 次
,

连续

1周
,

求得 日间标准偏差
,

结果见表 2
。

2
.

5 样品浏定

3 位健康志愿者 口服适 量氧氟沙星片
,

数小时后取静脉血
,

分取血清 0
.

s ml
,

按
“

血
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样预处理
”
项下操作

,

由氧氟沙星的峰面积计

算血药浓度
,

结果见表 3
。

T a b 3
.

D e t e r m i n a t io n o f o f lo x a e i n i n h u m a n s e r u
m sa m Ples

檬酸 75
,

磷酸 2
,

乙 酸铁 1
,

二乙胺 0
.

巧 )
,

仅

改变乙腊含量
,

样品容量因子 k 与乙睛量的

关系如图 2
。

C o n t e n t ,

n g / m l

12 5 1 1 2 4 0

12 7 9 1 2 3 0

A v e r a s e c o n t e n t ,

n g / m l

12 5 0

R S D ,

%

2 7 9 8
.

5 7 6 0
.

1 7 7 9
.

4 3
.

6

7 5 0
.

6 8 0 8
.

4

3 6 3
.

3 0 5 9
.

1 0 6 2
.

0 0 3
.

9

6 1
.

2 0 6 4
.

4 0

3 讨 论

3
.

1 血样预处理方法选择

分别用 C H C 13

和 C H Z
C I

:

在 p H 7
.

0 磷 酸

盐缓冲液中对 血清样品进行萃取分离
,

回收

率很低 ( < 30 % )
,

与文献 [ 2〕不符
,

本文采用

乙腊沉淀蛋 白后直接进样
,

不仅蛋白沉淀作

用完全
,

且回收率高
,

处理方法简便易行
。

3
.

2 二乙胺的影响

由于氟呱 酸类 的 R P
一

H P L C 色谱分离方

法均或多或少存在峰形展宽且拖尾的缺点
,

目前国内外均 采用离子对色谱以改善其峰

形
,

本文采用柠檬酸
一

乙酸铰
一

乙睛
一

磷酸系统

作流动相
,

峰形得到一定改善
,

当向流动相中

加入一定量的二乙胺时
,
t ,

大大降低
,

峰形明

显改善
,

这可能是因为流动相中的游离
一

N H
Z

与反相键合相表面残余硅轻基 ( iS
一

O H )作用
,

从而掩盖了溶质分子与键合相 的亲合作用
,

即消除了
“
亲硅轻基效应

” 。

3
.

3 流动相 中乙睛含量对分离的影响

当流动相 中其它组分量 ( m l) 不变时 (柠

30

C / m l

F 19 2
.

E f fec t o f t h e c o n et n 一 o f a沈ot n i tr i l e i n t
he m ob i l e Ph姗

o n

k o f o f l o x a e i n

图 2 表 明
,

乙腊用量小于 30 m l 时
,
k 值

随乙腊含量增加呈明显减小趋势
,

当乙睛量

超过 30 m l 时
,

其变化趋于平缓
,

考虑到样品

出峰时间不能太慢
,

但出峰太快又将导致血

清空 白峰与样品峰的部分重叠
,

影响分离度
,

故本文选用乙腊 22 ml
。
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D e t e r min at in o f f Ol o xe ain in H u m an Se r u mb y

Re e vr se d一P h ae sHP L C

D uY in gx i an g
,

L u o D a n ’ ,

W a n g Q i a o f e i

hC lan P版17
,

刀“ 配℃砚蒯 1lU ~ 威y
,

庚脚 rt 7ne nt of A刀川娜耐 C加刀己

istr y ,

Na nj 乙n g 2 1 0 0 0 9 ; ’ 入乞刀户 g

而汉
权刀歹刀诫友汉 己汉距卯

,
入吸儿7胡夕 2 10 0 0 9

A s e n s i t iv
e a n d r a Pid m e t h de f o r t h

e
d

e t e r m i n a t i o n o f o f lo x a e i n i n s e r u m w a s d e v e l o pe d
.

H i g h pe r f o r -

m a n e e li q u i d e h r o m a to g r a Ph (W
a t e r s ,

U S A ) w i th a v a r ia b le w a v e l e n g t h f l u o r o s P e e t r o Ph ot o m e t r i e d e t e e -

t o r ( S h im a d z u R F
一

5 3 0
,

J a Pa n ) a n d r e v e r s e d
一
P h a s e C

; 。 H y pe
r s il e o l u m n ( 1 0 0 m m X 4

.

6 m m ) w e r e

u s e d
.

T h e m o b il e p h a s e o f 0
.

0 5 m o l / L e i t r i e a e id
一

0
.

5 m o l / L a m m o n i u m a e e at t e
一 a e e t o n i t r i一e

一

l % p h os
-

p h o r i e a e i d
一

d i
e t h y la m i n e ( 7 5

: l : 2 2 : 2 : 0
.

1 5 ) w a s p
u m p

e
d a t 1

.

0 m l / m i n t h r o u gh t h
e e o l u m n

.

T h e r e te n t io n tim e
f o r o f lo x a e in w a s 4

.

8 m i n
.

T h
e s e r u m as m Pl es w e r e d e P r o t e i n i z e d by a dd i n g a e e -

to n i t r il e
.

A f t e r e e n t r i f u g a t i o n a 2 0 件1 pe r t io n o f t h e s u
pe

r n a at n t w a s d ir e e t ly c h r o m a t go r a Ph e d b y u s -

i n g a R f,
一

H f, L C s y s t e m
.

S ta n d a r d e u r v e
w a s li n

e a r o v e r th e e o n e e n t r a t i o n r a n即 o f 4 0一 6 0 0 0 n g /m l
,

a n d th e d e t e e t iv
e lim i t i n s e r u m w a s 2 5 n g / m l

.

T h e r e e o v e r y o f p r o 侧万 e d m e th浏 w a s m o r e t h a n 9 8%
a n d th e a b s o 一u t e r e e o v e r y m o r e t h a n 8 9 %

.

T h e w i t h in
一
d a y R S o r a n s e d f r o m 2

.

0% to 4
.

0% a n d t h
e

b e t w e e n 一 d a y R s o f r o m 2
.

2% to 4
.

5 %
.

K e y w o r d s O f l o x a e i n ; H P L C ; C o n t e n t d e t e r m i n a t i o n

【文摘 0 0 3】角质层及其类脂对 5
一

氟眠啥咤经皮渗

透的作用 平 其能
,

孙 国庆
,

刘 国 杰
.

药 学学报
,

19 9 3
,

2 8 ( 1 2 )
:
9 2 4

采用离体皮肤扩散等技术研究了 5
一

氟脉啼咤

( 5
一
F u

)在人皮肤各层次中的渗透性质和 1
,

8
一

按油精

( l
,

8
一
C N )对药物渗透及皮肤热转变的影响

。

实验表

明 5
一
F u
在皮肤各层次中有相近分配系数

,

但扩散性

质不同
。

角质层
、

全皮层
、

脱脂角质层和去角质层全

皮扩散系数依次为 1
.

32 x 1 0一
’ ,

l
.

01 x 1 0一
’ ,

1
.

37

X 1 0
一 `
和 54

.

09 又 10 一 6 c m ”
h/

。

用 1
,
8
一
CN 处理上述皮

肤样品 2] h 后
,

5
一
F u
在各组织的分配均减少

,

角质

层和全皮的通透性显著增加 (P < 0
.

05 )
,

对去脂角质

层和去角质层全皮的通透性无明显影响
。

结合 D cs

分析证明
,

角质层是 5
一
F u
经皮渗透的重要屏障

,

类

脂对 5
一
F u
的扩散和 l

,

8
一
C N 的增效具重要意义

。

【文摘 0 0 4】数种中药对迟发型变态反应的影响

徐 强
,

赵 红
,

王 蓉
.

中药药理 与临床
,
1 9 9 3

,

9

( 4 )
:
3 0

观察了苦参
、

地肤子
、

赤芍和鸡血藤对迟发型变
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鸡血藤有较明显或显著的抑

制作用 ;其它三味中药仅在抗原攻
.

击后给药对 cP 所

致的 D T H 有较强的抑制作用
,

表明这三味中药主要
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