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高效液相色谱法测定人血清中丙戊酸钠的含量
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摘　要　建立了 H PLC方法测定人血清中丙戊酸钠的药物浓度。 采用反相柱和乙腈-水 ( 60∶ 40)作为流动

相, 庚酸作为内标, 血样经提取后, 用 4-溴甲基 -6, 7-二甲氧基香豆素衍生化, 测定波长设在λS 325 nm 和λR 398

nm,内标庚酸的保留时间为 4. 57 m in,丙戊酸钠的保留时间为 5. 21m in, 线性范围为 2～ 150μg /m l。 测定了 10

名健康受试者单次口服丙戊酸钠片剂后不同时间的血药浓度。
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　　丙戊酸钠 ( sodium va lproa te)又名二丙基乙酸

钠,为广谱抗癫痫药。 因分子结构中缺乏有效的紫

外吸收,采用紫外检测的高效液相色谱法
[ 1]
测定血

药浓度时灵敏度较低且干扰因素多, 因此目前较多

地使用气相色谱法 [2～ 6 ]。国外也有报道 [7, 8 ]采用荧

光检测的高效液相色谱法, 但需用自动催化柱前衍

生化设备和特殊材料, 检测条件要求比较高。本文

通过用丙戊酸钠与 4-溴甲基 -6, 7-二甲氧基香豆素

衍生化,提供了简便、灵敏、专属性好的 H PLC-荧

光检测方法测定丙戊酸钠的血药浓度,为丙戊酸钠

的药动学研究提供了可靠的测定方法,同时为测定

血清样品中其它小分子脂肪酸提供了参考。

1　实验部分

1. 1　仪器

W ate rs 600泵, 420C荧光检测器, PC 800色谱

处理系统 (W a te rs公司,美国 )。

1. 2　药品和试剂

4-溴甲基-6, 7-二甲氧基香豆素 (B rDM C )为

S igm a产品,二氯甲烷、甲醇、三乙胺为分析纯, 庚

酸、乙腈为色谱纯, 丙戊酸钠及丙戊酸钠片剂由江

苏省药物研究所提供。

丙戊酸钠标准液: 精密称取丙戊酸钠精制品

10mg,置于 10m l容量瓶中,用甲醇溶解并稀释到

刻度,摇匀,于 4℃低温保存,备用。

庚酸标准内标液:精密称取庚酸 50 mg置于

50m l容量瓶中,用甲醇稀释至刻度, 于 4℃低温保

存,备用。

B rM DC溶液 ( 2 m g /m l):取 B rDM C 50m g用

乙腈 25m l溶解,临用时配制。

1. 3　色谱条件

色谱柱: Sphe riso rb C18 5μm, 150 mm× 4. 6

mm (中国科学院大连化物所制造 ); 流动相:乙腈 -

水 ( 60∶ 40); 流速: 1. 0m l /m in;检测波长: 激发波

长 325 nm,发射波长 398 nm。

1. 4　血样预处理

取血清 0. 2m l, 加庚酸内标液 10μl,混匀,加

0. 1m o l /L盐酸液 0. 2m l,混匀,加二氯甲烷 3m l,

混旋振荡 3m in, 4000 r /m in离心, 取出有机相,于

40℃水浴中挥发至干后加三乙胺 10μl和 B rDM C

溶液 0. 5m l, 混匀, 密塞, 于 60℃水浴中加热 40

m in。冷却至室温,取 20μl进样, 测定。记录色谱图

(图 1)。

2　实验结果

2. 1　色谱行为

用上述色谱条件和样品处理方法,测定衍生化

试剂、空白血清及血清中的丙戊酸钠,其色谱图见

图 1。内标的保留时间为 4. 57m in, 丙戊酸钠的保

留时间为 5. 21m in, 丙戊酸钠及内标与血清中的

杂质分离良好。

2. 2　线性范围
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2. 2. 1　丙戊酸钠标准曲线　分别精密吸取丙戊酸

钠标准液适量, 制成每毫升含丙戊酸钠 2, 5, 25,

50, 75, 100和 150μg的标准系列, 各加庚酸内标

液 10μl, 混匀, 然后各加三乙胺 10μl和 B rDM C

溶液 0. 5 m l, 混匀, 密塞, 于 60℃水浴中加热 40

m in,取 20μl进样, 结果用丙戊酸钠与庚酸的峰面

积比 ( f )和丙戊酸钠的浓度 (C )进行回归计算, 得

回归方程: C= 57. 75f - 0. 160, r= 0. 9992 (n=

5),线性范围: 2～ 150μg /m l。

F ig 1. T yp icalH PLC ch rom atog ram s

A: B rDM C　B: b lank hum an serum　C: sod ium valp roate in hum an serum　 1. h ep ty lic acid ( tR= 4. 57m in )　 2. sod ium valproate ( tR= 5.

21m in )

2. 2. 2　血清中丙戊酸钠的标准曲线　分别精密吸

取丙戊酸钠标准溶液适量, 加入到空白血清 0. 2

m l中, 配制得每毫升含丙戊酸钠 2, 5, 25, 50, 75,

100和 150μg的标准系列,并加入庚酸内标液 10

μl, 混匀后按“血样预处理”项下操作,结果用丙戊

酸钠与庚酸的峰面积比 ( f )和丙戊酸钠的浓度 (C )

进行回归计算, 得方程: C= 60. 76f - 1. 442, r=

0. 9993(n= 5),线性范围: 2～ 150μg /m l。

2. 3　血清中丙戊酸的回收率

取空白血清 0. 2m l, 加入丙戊酸钠标准液适

量,配制成每毫升含丙戊酸钠 5, 25, 50, 75, 100和

150μg的样品, 按“血样预处理” 项下操作, 并将丙

戊酸钠与庚酸的峰面积比代入“丙戊酸钠标准曲

线”的线性方程中计算回收率,结果见表 1。
T ab 1. Recovery of sod ium va lp roate in serum (n= 5)

A dded

(μg /m l)

F ou nd in serum

(μg /m l)

Recoery

(% )

RSD

(% )

5 5. 4 108. 0 1. 3

25 24. 8 99. 6 1. 6

50 46. 8 93. 6 1. 7

75 72. 3 96. 4 1. 3

100 95. 9 95. 9 3. 2

150 143. 3 2. 3

2. 4　精密度试验

取空白血清配制每毫升含丙戊酸钠 5, 50, 100

μg的标准试样,进行日内和日间精密度试验, 结果

见表 2。
T ab 2. W ith in-day and day -to-d ay precis ion and accu racy o f sod i-

um valproate in a standard sam p les(n= 5)

G iven conc.

(μg /m l)

W ith in-day Day-to-d ay

Found

(μg /m l)

A ccu racy

(% )

RSD

%

F ound

(μg /m l)

A ccu racy

(% )

RSD

(% )

5 5. 3 106. 0 6. 2 5. 4 108. 0 2. 4

50 46. 6 93. 1 1. 6 45. 9 91. 8 2. 1

100 95. 1 95. 1 2. 3 94. 9 94. 9 4. 1

2. 5　重现性试验

取受试者血样 0. 2m l, 5份,分别照“血样预处

理”项下操作测定,按“血清中丙戊酸钠标准曲线”

计算含量, 其重现性试验结果见表 3。
T ab 3. Reproducib il ity o f sod ium valproate in sam p les ( n= 5)

S am p le
Found con cen t ra tion

(μg /m l)

RSD

(% )

1 52. 3 2. 4

2 61. 1 2. 5

3 26. 5 3. 5
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2. 6　受试者血药浓度测定

选健康男性志愿者 10名,体重 71. 9± 9. 5 kg,

年龄 20～ 22岁, 均经体检证明心、肝和肾功能正

常,实验前一周未服任何药物,受试期间禁烟、禁酒

并统一伙食。 空腹 1次口服丙戊酸钠片剂 400m g

( 2× 200 mg /片 )。分别于服药前及服药后 0. 50,

1. 0, 2. 0, 3. 0, 4. 0, 5. 0, 6. 0, 8. 0, 12. 0, 24. 0

和 48. 0 h于肘静脉取血 3. 0m l置试管中, 4000 r /

m in离心,取血清 0. 2m l按“血样预处理”项下操

作测定,受试者平均血药浓度-时间曲线见图 2。

F ig 2. M ean serum con cen t ra tion of sod ium valp roate after o ra lad-

m in is t ra tion o f a s ing le dose o f 400m g (n= 10)

3　讨　论

丙戊酸钠体内血药浓度的测定普遍采用气相

色谱法,用气相色谱法常要求在有机溶剂提取后,

经衍生化 [3 ]处理,样品处理过程复杂,常有溶剂峰

或杂质峰的干扰,影响丙戊酸钠的分离和测定, 本

文采用 HPLC-荧光测定法, 可获得满意的分离和

测定效果。

据文献报道 [7, 9 ], 采用冠醚和碳酸钾系统以溴

甲基-甲氧基香豆素 (B rM C )为衍生化试剂, 测定血

样中的丙戊酸和低级脂肪酸。本实验参照文献 [8 ]的

三乙胺和乙腈系统以 B rDM C为衍生化试剂进行

测定,简便,衍生化反应快, 溶液稳定,干扰因素少。

丙戊酸钠及低级脂肪酸 H PLC法常采用乙腈 -

水流动相系统。 W olf
[9 ]
采用梯度 -自动催化柱前衍

生化技术,低流速状态下一次分离十二碳以上的八

个脂肪酸。我们选用乙腈 -水 ( 60∶ 40)分离庚酸和

丙戊酸钠,获得满意效果,同时,在 10m in内良好

地分离丁酸、戊酸、庚酸、丙戊酸和壬酸, 具有良好

的专属性。

二氯甲烷沸点低, 提取后的血样除去溶剂只需

在 40℃条件下让其自然挥发, 无须吹氮气操作。使

用其它高沸点溶剂, 当水浴加热温度高于 50℃或

较长时间的加热, 引起游离丙戊酸和庚酸的挥发,

影响测定。

据文献报道
[10 ]
, 丙戊酸钠在体内主要与葡萄

糖结合生成丙戊酸 -葡萄糖苷酸 (V PA -G ), 进一步

代谢生成多种碳基、羟基及二元酸的代谢物。 经采

用不同比例的乙腈 -水流动相 ( 65∶ 35, 60∶ 40, 50

∶ 50), 分析受试者 12 h血样,未发现其它杂质色

谱峰出现。 由此说明,在本实验条件下丙戊酸钠代

谢物不影响其原药的测定。
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Abstract　A m ethod w as repo rted fo r the de te rm ina t ion o f sodium valp roa te in se rum by f luo rim e tr ic de-

tect ion. HPLC is pe rfo rm ed on a reversed-pha se co lum n w ith a mobile phase o f aceton itr ile /w ater( 60∶
40) and w ith hep ty lic acid a s an in terna l standa rd. S am ples w e re der iv a tized w ith 4-b rom om e thy l-6, 7-

d im e thoxy coum ar in. T he e lua tew as m on ito red at an excita t ion w ave leng th o f 325 nm and an em ission

w ave leng th o f 398 nm. T he re tain tion t im e o f hep ty lic acid and sodium valp ro atew as 4. 57m in and 5. 21

m in, respec tive ly. T he serum standard cu rv e w as liner f rom 2 to 150μg /m l. T he drug concen tra tion
w as m easu red by th is m e thod a fte r the sod ium va lproa te tab le ts w e re o ra lly adm in iste red by 10 vo lun-

teers.

Keywords　Sod ium valp roa te; Se rum concentrat ion; HPLC; F luo rim e tr ic de tect ion
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