
C7 4

中 国 药 科 大 学 学 报
J o u r n a l o f C h i n a P h a r m a e e u t ica l U n iv e rs it y 19 9 6

,

2 7 ( 1 1 )
: 6 7 4 ~ 6 7 6

反相离子对高效液相色谱法测定人血浆中

阿昔洛韦浓度及药代动力学

赵飞浪 罗 楠 袁倚盛

( 南京军区南京总医院检验科仪器分析室
,

2 1 00 02 )

摘 要 建立了用反相离子对高效液相色谱法测定人血浆中阿昔洛韦浓度的方法
。

色谱柱采

用 八 11: ce h e .。

分析柱
,

以 0
.

0月 m o一/ L 抓化钠
一

甲醉
一
I P R

一
B 7 离子对色谱试剂混合液 ( 1 00

: 15
:

0
.

6 ;

v
八 )为流动相

。

检测波长为 254
n m

,

肾上腺素为内标
。

血浆样品经高抓酸沉淀蛋白后直接进样测

定
。 .

阿昔洛韦浓度在 4 0~ 1 6 00 ng / m l 范围内线性良好
, , 二 0

.

99 92
。

测定含阿昔洛韦 160 gn /ml 的血

浆样品
,

其口内 (
。 ~ 7 ) 及 日问的 月习。 分别为 4

.

7%和 3
.

0%
。

平均回收率为 98
.

2士 5
.

3%
。

侧定了 10

名健康志愿者单次 口服阿昔洛韦片剂 40 0 m8 后不同时间的血药浓度并计算了有关的药代动力学

参数
。

关键词 阿昔洛韦
;
反相离子对高效液相色谱

;

药代动力学

阿昔洛 韦 ( ac y 。 ! o v ir ) 又名 无环鸟昔
,

是

一种新型的抗病毒药
,

临床上主要用于治疗

水痘
、

单纯疤疹病毒引起的皮肤和粘膜感染
。

尚用于治疗 乙 型肝 炎扛’
·
2 〕

。

因其血药浓度很

低
,

且又为水溶性
,

测定较困难
。

国内外已有

文献报道采用反相高效液相色谱法 .s[
` ]测定

人血浆中的阿昔洛韦浓度
。

但大多采用外标

法
,

且需较复杂的样品前处理
,

测定速度也

较慢
。

本文采用反相离子对高效液相色谱法

测定人血浆中的阿昔洛韦浓度
,

以肾上腺素

为内标
,

高氯酸沉淀蛋 白后直接进样
.

6 m in

即可完成一个样品的测定
,

且结果准确
,

灵敏

度高
。

通过对 10 名健康志愿者单次口服阿昔

洛韦片剂 后的药代动 力学研究显示
,

所求得

的药动学参数和 血药浓度均与文献基本相

符 犷弓 ]
。

材料与方法

1
·

l 仪 器 与试药

4 5 0 型高压平流 泵和 U v
一

2 00 型紫外分

光检测器 ( 南京分析仪器厂 ) ; 3 0 6 6 型记录仪

(岛津 )
。

阿昔洛韦片 (湖北省医药工业研究所

科益药厂 )
:

批号 9 5 0 4 0 5
。

庚磺酸钠
:
l p R B 7

离子对色谱试剂 (天津市化学试剂二厂 )
。

其

他试剂均为分析纯级
,

水为二次蒸馏水
。

阿昔洛韦对照液
:

精确称取经 1 05 C 烘

干至恒重的阿昔洛韦 (广东汕头金石制药总

厂提供 ) 4 0
.

0 m g
,

溶于甲醉 2 0 0
.

0 m l 作为贮

备液 ; 再用 甲醇稀释至 2 0 0 9 / m l 作为供试

液
。

均保存在 4℃冰箱
。

内标贮备液
:

精确称取 肾上腺素 ( F L U
-

K ^
,

瑞士 ) 5 0
.

0 m s
,

溶于 0
.

1 m o l / L 盐酸

50
.

0 m l
,

包以黑纸 4℃冰箱保存
。

蛋 白沉淀液
:

取内标贮备液 0
.

75 ml
,

用

3
.

5 m o 一/ L 高氯酸稀释至 1 0
.

o m一(当天用 )
。

1
.

2 色错条件

色谱柱
: 4

.

6 m m x 2 5 0 m m A ll t hc c : 。 ,

5

协m (淮 阴精细化工 研究所 ) ;
流动相

:
0

.

04

m ol L/ 氯化钠
一

甲醇
一

护R B 7 离子对色谱试剂

( 1 0 0
: 15

:
0

.

6
, v / v ) ;

使用前以 0
.

4 5 林m 溶

剂过滤 器减压过滤 ;流量
: 1

.

0 m l/ m in
,

进样

2 0 0 1; 检测 波 长
:
2 5 4 n m ;

灵 敏 度
:
0

.

0 1

收稿 [ l期 1 9 9 6 0 8 18



1 1期 赵飞浪等
:

反相离子对高效液相色谱法测定人血浆中阿昔洛韦浓度及药代动力学 6 了 5

A UF S
。

1
.

3样品处理

取血浆样品 0
.

sl m于 l l m塑料离心管

内
,

加入蛋白沉淀液 0
.

2 m l( 含内标 15 陀 )
,

振荡后离心 10 m i n ( 1 5 0 0 0 r / m i n )
,

取上清液

进样测定
。

2 实验结果

2
.

1 色语行为

在选定的色谱条件下
,

测定对照品及血

浆样品的色谱图 (图 1 )
,

在 6 m in 内即可完

成一次分析过程
,

且阿昔洛韦及内标与血浆

中的杂质分离良好
。

t / m i n

F i g 1
.

C h r O幻n a t例梦a

ms
o f a c y e lvo i r i n ( a ) b l a n k p la s m a ; ( b ) a

Plas m a sa m Pl e
.

Pea k 1
.

a cy e lo 训 r .

坛 = 4
.

2 2 m亏n ; P e a k 2
.

i n

比m
a l s at n d a r d ,

饭 一 5
.

3 5 m泛n

测定
,

计算 日内误差 ,后共 7 天测定算出 日间

误差
。

结果
,

以上三个 浓度的 日内 朋n .l( 一

7 )分别为 4
.

7乡石
,

2
.

5%和 8
.

5写 ; 日间姗 l ) ( ,

一 7) 分别为 3
.

0%
,

8
.

3% 和 3
.

6 %
。

2
.

4 方法的 回 收率

分别于空 白血浆 0
.

5 m l 中加入阿昔洛

韦对照品
,

使其浓度为 1 6 0
,

6 4 0
,

16 0 0 n g / ; n 」
,

按前述方法处理测定后
,

分别与同浓度对照

品及内标溶液直接进样的峰高进行比较
,

具

回收率分别为 98
.

8士 5
.

7%
,

9 8
.

2士 5
.

3%和

1 0 0
.

7士 5
.

3% ( 。一 7 ) ; 内标的回收率为 9 8
.

3

士 2
.

2% ( n = 7 )
。

2
.

5 正常人 口 服阿昔洛韦后的药代动 力学

选健康男性志愿者 10 名
,

年龄 2 4
.

3 士

1
.

2 岁
;
体重 62

.

7士 4
.

g kg
,

均经体检证 明

肝
、

心和肾功能正常
,

试验前一周未服任何药

物
。

受试时禁烟
、

禁牺并统一伙食
。

晨起 空腹

l 次 口服阿昔洛韦片剂 4 0 0 m g ( 4 X 10 0 m g )
,

分别于服药前及服药后 0
.

5
,

1
.

。
,

1
.

5
,

2
.

。
,

2
.

5
,

3
.

0
,

4
.

0
,

6
.

0
,

8
.

0
,

1 0
.

o h 各取 血 Z m -

(肝素抗凝 )
。

离心 15 m i n ( 2 5 0 0 r / m i n )
,

分离

血 浆后按样品处理项 下处理 测定
。

结果 川

PK B P
一

N I 药代动力学程序对 10 名受试者药

时数据分别进行处理
,

其药
一

时曲线符合一房

室开放模型 (图 2 )
,

药代动力学参数见表 ,
。

2
.

2 标准曲线及检浏限

于 空白血浆中加入阿昔洛韦对照 品溶

液
,

使其浓度分别为 4 0
,

5 0
,

1 6 0
,

3 2 0
,

6 4 0
,

1 0 0 0
,

1 6 0 0 n g / m l
,

按前述方法处理
,

色谱分

离
.

计算样品峰高 ( H )与内标峰高 ( l,i )的比

值 ( H / iH )
,

此值与样品浓度 ( C
,

n8 / m l) 的回

归方程为 C ~ 9 1 7
.

3 H /月 i + 8
.

3
, : = 0

.

9 9 9 2
。

最低检测浓度 2 0 n g / m 一( s / N 妻 2 )
。

2
.

3 重现性试验

配制含阿 昔洛韦 16 0
,

6 ` o
,

1 6 0 0 n g / m -

三个浓度的血浆样品各 7 份
,

同 日处理进行

一二日
。

f 19 2
.

P la s n l a e o l一此 n Lr a t i叭
一 t im e e u r v e o f a e y e lo v i r a f t e r a : ,宝x义

g l e o ar 一d
o
se 40 0 m g ( ,孟

= 10 )

3 讨 论

3
.

1 色谱条件选择



6 7 6 中 国 药 科 大 学 学 报 2 7卷

T a b 1
.

P ha r们 na e o ki n e t i e 闪 r a m e t e rs o f a e y e l o v i r a f et r a s i n g le

。 r a l d os
e

4 0 0 m名 (
.
= 1 0 )

Pa r a m e比玲 V a lu留 占 D

K。 ,

h一 1
.

0 4 0
.

3 9

K
,

h 一 1 0
.

3 1 0
.

0 4

T o
.

s , h 2
.

2 0
.

3

I产 e / F 3 0 8
.

6 1 3 7
.

9

` “ 、 , n吕/ m 1 8 5 4
.

2 2 2 6
.

5

了 , ,

h 2
.

3 0
.

3

A U C 卜
, h

·
n g / m l 4 78 5 13 6 2

文献报道 流 动相大 多 采用 4 % 甲醇体

系
「,

·

`
·

“ 〕
,

此时阿昔洛韦保留时间长
,

且 p H 对

阿昔洛韦的 tI’l 值影响不大
,

保留时间只靠

甲醇含量单向调节
,

峰形相对也较差
,

影响检

测速 度和灵敏 度
。

在流动相中加 入适量的

IP R
一
B 7 离子对色谱试剂后即成为离子对色

谱
红, ]

,

同时阿昔洛韦有较强的离子效应
,

故

此时阿昔洛韦的保留时间对离子强度有很高

的敏感性
。

此时加大甲醇含量和离子强度均

能使阿昔洛韦出峰时间提前
,

这样保留时间

可进行双向选择
,

易实现快速分离的 目的
。

同

时
,

采用离子对色谱可使阿昔洛韦的色谱峰

明显变窄而使峰高增加
,

间接地提高了检测

的灵敏度
。

实验显示
:

流动相中氯化钠
、

离子

对试剂和甲醇含量三者的比例对阿昔洛韦及

内标的峰形影响极大
。

采用本方法的流动相

时
,

阿昔洛韦能与内标及血浆中的内源性杂

质之间较好的分离
,

且分析速度快
,

峰形也

很窄
。

3
.

2 提取条件的选择

采用液
一

液萃取和液
一

固萃取均难有理想

的回收率s[]
,

采用硫酸铝和氢氧化钡沉淀蛋

白的方法报道较多 .s[
` ]

,

此法操作烦琐
,

且样

品最终 的稀释度较大而影响测定的 灵敏度
。

本文采用较高浓度的高氯酸去蛋白
,

可减少

用量而降低样品的稀释度
。

另外 内标肾上腺

素虽为内源性物质
,

但人血浆中的含量极低
,

正常人在 i gn / m1 以下
,

异常病 人也 不超过

10 gn /m1
,

故不会因此而带来误差
。
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