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摘 要 研究了反相高效液相色谱测定双氯灭痛血药浓度的新方法
,

考察了蛋白沉淀剂乙睛

用量
、

流动相 p H 值等对血药色谱行为的影响
。

优化的色谱条件为
: c . 。 H y eP r s i l ( 5 卜m

,
1 0 0 m m X 4

·

6

m m )不锈钢柱
,

甲醇
一

乙睛
一
p H 6

.

0磷酸盐缓冲液 ( 25
:

20
: 55) 作流动相

,

检测波长 280
n m

,

进样量

5 0 时
。

采用 乙睛沉淀蛋白后 直接进样
,

操作简便快速
,

回收率达 99
.

18 % 一 103
.

6%旧 内 几夕刀 为

3
.

4% ~ 3
.

7%旧 间 几 ,。 4
.

4% ~ 4
.

9%
,

血药浓度在 0
.

25 ~ 8
.

0 p g / m l 线性关系良好
, , 一 0

.

999 4
,

血

药最低检测浓度为 20 0 ng /m l
。

关镇词 双氯灭痛
;
药物分析

;
高效液相色谱

双氯灭痛是一种新型的非幽体强效抗炎

镇痛药 l[]
,

其抗炎作用 比氟灭酸
、

甲灭酸强
,

镇痛作用比阿司匹林
、

消炎痛强
。

但由于双氯

灭痛 尚存在 胃肠道不 良反应
,

生物半衰期短
,

有效血药浓度维持时间短等缺点 z[]
,

近年来

国内外越来越多的药学工作者开始致力于双

氯灭痛的经皮给药 系统和控速释药体系的研

制 3j[
。

而有关双氯灭痛的血药浓度测定方法

中
,

分光 光度法灵 敏度低
、

选择性差
,

H P L c

法样品预处理需要萃取分离
,

不仅繁琐费时
,

而且容易带来样品损失及定量误差 [’. `〕
。

我们

采用乙睛沉淀蛋 白质后直接进样
,

大大简化

了预处理操作
,

研究了蛋白沉淀剂乙睛用量
、

流动相 p H 等对双氯灭痛血药色谱行为的影

响
,

建立了反相高效液相色谱测定双氯灭痛

血药浓度 的新方法
,

为双氯灭痛的药动学和

药效学研究及新剂型研制提供了可靠的分析

手段
。

实验部分

1
.

1 仅器和试药

岛津 L C
一

4 A 型高效 液 相 色谱仪
,

S P O
-

ZA S 紫外检测器
,

SI L
一

I A 进样器
,

C
一

R ZA x
色

谱数据处理机
; X H

一

89 旋涡混合器
; 8 00 型高

速离心沉淀器
。

双氯灭痛对照品 (广州明兴制药厂 ) ; 空

白血清
、

血清样品由南京铁道医学院提供
;重

蒸馏 水
; 乙 睛 (光谱纯

,

中科 院上海 脑研究

所 ) ; p H 称 0 磷 酸盐 缓 冲液
:

取磷 酸二氢钾

8
.

3 4 9 与磷酸氢二钾 0
.

87 9
,

加水使溶解成

1 0 0 0 m l
,

用 0
.

1 m o l / L N a o H 调至 p H 6
.

0
,

即

得
,

其他试剂除特别注明外均为分析纯
。

1
.

2 实验方法

1
.

2
.

1 色谱 条件 色谱柱
: e l :

H y p e r s i一( 10 0

m m x 4
.

6 m m
,

5 以m ) 不锈钢柱
,

G u a r d
一

p a k T M

lC
。

保护柱
,

柱 温
:

室 温
,

流 动相
:

甲醇
一

乙睛
-

p H 6
.

0 磷酸盐缓冲液 ( 2 5 : 2 0 : 5 5 )
,

流速 l

m 一/ m i n
,

检测波长 2 8 0 n m
,

进样量 5 0 林 l
。

L .2 2 双氛灭 痛标 准溶液的配制 精密称

取双氯灭痛标准品 0
.

1 00 0 9
,

置于 1 00 ml 容

量瓶中
,

用甲醇溶解并稀释至刻度
,

摇匀
,

得

1 m g / m l 贮备液
。

取上述贮备液适量用甲醇

稀释 成 1 00 o s/ m l 的标准溶液
,

临用时将标

准溶液用甲醇稀释成所需浓度
。

1
.

.2 3 血样 处理 准 确 吸取 人血清样 品

0
.

5 m l 于尖底具塞离心管中
,

加 0
.

s ml 乙

收稿 日期 1 9 9 4
一

0 4一 2 3
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睛
,

置漩涡振荡器上振荡 1 m in
,

离心 10 m in

( 2 0 0 0 r / m i n )后
,

取上清液 5 0 抖l 进样
。

2 实验结果

2
.

1 色谱行为

取空白血清
、

血清模拟样品和血清样品

各 0
.

s ml
,

按
“

血样处理
”
项下方法操作

,

并进

行 H P L C 测定
,

得色谱图 1
。

在本文色谱条件

下
,

双氯灭痛保留时间为 4
.

0 m in
,

而空 白血

清和双氯灭痛代谢产物于 2
.

5 m in 内全部出

峰
,

与前者达到 良好分离
,

不干扰双氯灭痛的

测定
。

(厂万一丁不厂 6 少
’

4 己 (犷几一
月

丁一不一
t / nr 一n

F 19 1
.

C h r o m a t o g r a m s o f d i e l o f e n a e j n h u m a n s e r u m

A :
se r u m o f a h e a l t h y v o l u n 抚 e r a f t e r a d m i n i s t r a t i o n o f d i -

e Io f e n a e at b l e t ; B : b l a n k h u m a n s e r u
m

s P i k e d w i t h d ie lo f e n a e ;

C : b l a n k h u m a n s e r u m ;
pe

a k l : s i et o f d i e lo f e n a e

2
.

2 线性关系

.2 .2 1 双氛 灭痛的标准 曲线 准确配制浓

度为 0
.

0 5
,

0
.

10
,

0
.

2 0
,

0
.

4 0
,

0
.

8 0
,

1
.

6
,

3
.

2
,

.6 4
,

12
·

8 阳 / m1 的双氯 灭痛甲醇溶液
,

分 别

进样 5 0 砰 l
,

以峰面积 (八 )对浓度 ( e )进行线性

回归
,

得 回归 方程 为 A 一 3 2 5
.

0 + 1
.

12 5 x

1 0
5
c ( , = 0

.

9 9 9 7 )
,

说明浓度在 0
.

0 5 ~ 12
.

8

阳 / ml
,

双氯灭痛 的线性关系良好 (未测最高

和最低值 )
。

2
.

2
.

2 血清中双氛灭痛的标准 曲线和最低

检浏 限 精密 量取 浓度 为 2
.

5
,

5
.

0
,

10
.

0
,

2 0
.

0
,

40
.

0
,

8 0
.

0 昭 / m l 的双氯灭痛甲醇溶液

各 50 川
,

分别置于 6 个 尖底具塞离心管中
,

用 N
:

吹干
,

加入空白血清 0
.

s ml
,

按
“
血样处

理
”
项下方法操作

,

进行 H P L C 测定
,

然后以

双 氯灭痛 的峰面积 (A ) 为纵坐标
,

双氯灭痛

的血药浓度 (C )为横坐标
,

求得回归方程为 A

= 一 4 5 1
.

2 + 5
.

1 3 6 X 1 0
`
C (

,
一 0

.

9 99 4 )
,

可

见
,

双氯灭痛的血药浓度在 .0 25 一 .8 0 林g /ml

线性关系良好 (未作最高限 )
。

当 S / N 一 3 时
,

血清中双氯灭痛的最低检测浓度为 20 0 gn /

m l
。

2
.

3 回 收率试验

2
.

3
.

1 绝对 回 收 率 按
“

血清中双氯灭痛的

标准曲线
”
项下方法配制三种不同浓度 (0

.

5
,

2
.

0
,

6
.

0 阳 / m l) 的双氯 灭痛血清模拟样品
,

按
“
血样处理

”
项下方法操作

,

测定峰面积
,

结

果与对应条件下含相同浓度的双氯灭痛 甲醇

溶液直接进样时相 比
,

得绝对 回收率分别为

5 8
.

7%
,

9 0
.

6%
,

9 1
.

1% (
n
= 5 )

,

由此可见
,

用

乙睛沉淀血清蛋白
,

双氯灭痛的纯化率较高
。

2
.

3
.

2 方法回 收率 按上法配制三种浓度

( 0
.

5
,

2
.

0
,

6
.

0 0 9 / m l ) 的双氯灭痛血清模拟

样品
,

按
“

血样处理
”
项下方法操作

,

由双氯灭

痛的峰面积
,

从血清中双氯灭痛的标准曲线

求得含量
,

计算回收率
,

结果见表 1
。

T a b 1
.

R e e o v e r y o f d e t e r m i n a t io n o f d i e l o f e n a e i n h u m a n se r u m

dA ded
, “ g / m l F o u n d , p g / m - 无士 s , ” g / m 一 R

vcoe
e r y ,

% 月农。 ,

%
ù”钻J,,臼

…
目咬nJ弓̀

0
.

5 0 0 0

2
.

0 0 0

6
.

0 0 0

0
.

5 1 2 2
,

0
.

5 2 4 8
,

0
.

49 5 3
,

0
.

4 8 7 7
,

0
.

5 13 6

2
.

0 4 8
,

2
.

1 5 6
,

1
.

9 65
,

2
.

0 8 7 ,

2
.

10 2

5
.

8 7 4
,

5
.

9 0 3
,

6
.

0 5 4
,

6
.

1 2 0
,

5
.

80 6

0
.

5 0 6 7士 0
.

0 1 5

2
.

0 7 2士 0
.

0 7 1

5
.

9 5 1士 0
.

1 3

1 0 1
.

3

1 0 3
.

6

9 9
。

18

2
.

4 精密度试验

按
“

血清中双氯灭痛的标准曲线
”

项下方

法配制三种不 同浓度 (0
.

5
,

.2 0
,

.6 0 阳 / m l)

的双氯灭痛血清模拟样品
,

按
“

血样处理
”

项

下方法操作
,

1天 内进样 10 次
,

由血清中双

氯灭痛的标准曲线计算双氯灭痛浓度
,

测得

日内标准偏差
。

另于 1周内每天进样 1次
,

计

算日间标准偏差
。

结果见表 2
。
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T ab 2
.

P re e i sin o
o f me t h o dw it h in 一 d ayn adbe

t w 忱n 一 d ay

人翻司
,

p g / m趁

W后t h i n
一

d a y , .
= 1 0 Be 一w ee n 一 d a y , 扭

= 7

%一..4948.44

F o u n d
,

“ g / m l

F o u n d
,

林g / m l%一.37.35.34
0

.

5 0 0 0

2
.

0 0 0

6
.

0 0 0

0
.

5 0 9 8士 0
.

0 1 9

2
.

0 4 9土 0
.

0 7 2

5
.

8 7 6士 0
.

2 0

0
.

4 9 12士 0
.

0 2 4

2
.

0 2 3士 0
.

0 9 7

5
.

9 0 2士 0
.

2 6

行为
。

当流动相 p H 为 7
.

0 时
,

双氯灭痛的色

谱峰有较大的分裂
,

故选择 p H 6
.

0 磷酸盐缓

冲液
一

甲醇
一

乙睛体系作流动相
,

此时不仅峰

形对称而且也较尖锐
。

2
.

5 人血清样品的浏定

4 名健康志愿者
,

各 口 服适量双氯灭痛

片
,

分别于数小时后静脉取血约 3 ml
,

分离血

细胞
,

取血清 0
.

s ml
,

按
“

血样处理
”

项下方法

操作
,

进行 H P CL 测定
,

由双氯灭痛的峰面积

计算血药浓度
,

结果见表 3
。

T a b 3
.

A ssa y o f d i e l o fe n a e in h u
m a n s e r u m sa m P les 石 昼 通 启 6 一歹 刁 乙 (’J 全 4 后 6 立 4 启

t/ rn in

N o
.

C on
t e n t o f d ie 】o f e n a e , “ 8 / m l

口OJ口且、几,U
.

…
2
叹U,了工,工

.

2 13
,

4
.

3 08
,

4
.

3 5 4 , 4
.

1 5 2
,

4
.

0 6 1

.

0 3 4
, 1

.

0 7 6
,

1
.

0 9 3
,

1
.

1 3 2
,

1
.

0 5 8
.

4 2 8
,

3
.

4 9 0
,

3
.

50 1 ,

3
.

3 7 6
,

3
.

3 2 9
.

7 6 5
,

5
.

9 0 1
,

5
.

87 2
,

5
.

6 5 3
,

5
.

5 9 4

p g / m l

4
.

2 18

1
.

0 7 9

3
.

42 5

5
.

7 57

缨
F i g 2

.

E f fe e t o f t h e P r o op r t i o n o f P r ce iP iat n t o n t h e
pe a k s h a pe

o f d i C lo fe n a C i n S e t u m

m ob i l e Ph毗
: C H 3 0 H 一 a倪 t o n i一r i l e

一

p H 6
.

0 Ph渭 Ph a t e b u f fe r ( 25

:
2 0

:
5 5 ) ; a倪 t o n i t r i l e 一 se r u m

: ^ = l : l , B 一 1
.

2
: l

,

C =

1
.

5
:

l
, D 一 2

: l ; 讲刁 k l : s i t e o f d i e t o fe n a e

d
.11,O一勺21

odJ
月

3 讨 论

3
.

1 蛋 白沉淀剂用量
、

流动相 p H 对血 药色

语行为的影响

用有机溶剂作蛋白沉淀剂去除血蛋白后

直接进样
,

具有快速简便之特点
,

在体内药物

分析中已得到 T 广泛 的应用
。

B la n e h a r d [6 ]认

为
,

在乙睛
、

丙酮
、

乙醇
、

甲醇四种溶剂中
,

乙

睛的沉淀效果最好
。

本文以乙睛沉淀血清蛋

白后直接进样
,

取得 了较好的结果
。

但实验中

发现 乙睛用量和流动相 p H 对双氯灭痛血药

色谱行为有较大的影响 ( 图 2
,

3)
。

图 2 表示

用不 同量乙 腊沉淀蛋白后
,

双氯灭痛的色谱

行为
。

当乙腊
一

血清 (l
.

2 : 1 )时
,

双氯灭痛色

谱峰即开始形变
,

乙睛
:

血清达 2 : 1 时
,

色

谱峰峰顶裂分
。

显然
,

乙腊用量太小
,

蛋白沉

淀作用不完全
,

而太大则导致双氯灭痛色谱

峰形变或分裂
,

而且也浪费试剂
。

故选用乙腊
一

血清 ( 1
: 1 )

。

同时
,

为了防止少量未除去的

血清蛋 白被分析柱所吸附
,

造成色谱柱的堵

塞
,

我们在 分析 柱 前 又增 加 了一 个 G ua r d
-

P ak MT CI
:

保护柱
。

图 3 则表示用不同 p H 的磷

酸盐缓冲液配制流动相时
,

双氯灭痛的色谱

0 2 4

州 m 一n

F 19 3
.

E f f e e t o f t h e P H o f m o b i le Ph a挑 o n t h e
沐 a k s h a

pe
o f d i -

e lo f e n a e i n s e r u
m

a ce t o n i t r i l e韶
r u m ( l , 1 ) ; m o b i l e p h a se

: A 一 C H a 0 H 一 a ce t on i
-

tr i le
一

PH 6
.

0 Ph os Ph a et b u f f e r ( 2 5 :
2 0

: 5 5 )
,

B 一 C H 30 H 一 a e e -

t o n j t r i一e
一

p H 7
.

0 Ph as Ph a te b u f f e r ( 2 5
:
2 0

:
5 5 ) ; 详a k l : s i t e o f

d i e l o f e n a c

血药色谱峰的形变和分裂是体内药物分

析中存在的一个较为普遍的问题 v.[
“ 〕

,

产生峰

形变的原 因较为复杂
,

故至今仍未被完全阐

明
。

w a hl u dn 等 aj[ 认为
,

血浆蛋白中白蛋白与

药物间存在的络合平衡是导致药物色谱峰形

变的根本 原因
,

而 w oo lla
r d[

, 〕则提 出了另一

种观点
,

认为药物色谱峰形变的产生并不是
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由于血样中存在蛋 白质
,

而是流动相的干扰

所致
。

但从血药色谱峰形变和分裂的表现形

式来看
,

两者虽然都可以从各自的角度解释

某些现象
,

但还不尽完善
,

所以血药色谱峰形

变和分裂的产生机理 尚待进一步研究
。

3
.

2 色谱条件的优化

用紫外检测器检测血药浓度
,

最大的缺

点是灵敏度较低
,

而采用乙睛沉淀血清蛋 白

后直接进样也将使血样得到稀释而导致检测

限的提高
,

故在不影响双氯灭痛色谱峰形和

蛋 白沉淀率 的前提下
,

采用 了较大 的进样量

( 50 以 )和较小的蛋 白沉淀剂 用量 (乙睛
,

血

清 ~ 1 : l )
。

另外
,

通过改变流动相中乙睛含

量
,

降低双氯灭痛保留时间
,

从而使方法的灵

敏度得到了较大的提高
,

流动相中乙腊含量

变化对双氯灭痛保留时间的影响情况 见图

4
。

双氯灭痛保留时间随流动相中乙腊含量的

降低而增大
。

考虑到分析速度
、

方法灵敏度
、

双氯灭痛和代谢物及血清空白峰的分离度等

多种因素
,

选择流动相 比例为甲醇
一

乙睛
一

pH

6
.

0磷酸盐缓冲液 ( 2 5
:
2 0

:
5 5 )

。
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