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表1样品含量测定结果(rt=3)

批号

0901402

0901409

09014lo

平均含龌(％)

103．82

103．10

103．3l

3讨论

3．1检测波长的选择

取青藤碱对照品、阴性对照品及样品溶液在200—400

am进行UV扫描，结果显示青藤碱在220 nm及264 am处均

有较大吸收。经进一步选择220 nm、264 nm为检测波长进

行试验对比，发现264 nm处阴性样品十扰吸收较小，故最后

确定264 nm为检测波长。

3．2流动相的选择¨1

《卫生部药品标准》中药成方制刺第17册中收载的正

清风痛宁注射液质量标准含鼍测定中规定流动相为甲醇一乙

二胺(1 000"0．1)旧。，本试验采用流动相为乙腈-0．78％磷酸

二氢钠溶液(12：88)。用卜．述两种流动相对同一供试液进

行液相色谱分析。表明采用甲醇一乙二胺(1 000：0．1)为流动

相，青藤碱峰保留时问太短，大约为3．5 min。采用乙腈一

0．78％磷酸二氢钠溶液(12：88)为流动相，青藤碱峰保留时

间大约为12 rain，理论塔板数高，与有关物质及杂质的分离

度高，乙腈旬．78％磷酸二氢钠溶液(12：88)混合液pH在色

谱柱工作pH范围内，故选择乙腈-0．78％磷酸二氢钠溶液

(12：88)为流动相。
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Rp-HPLC法测定人血浆中吡嗪酰胺的浓度

鲁虹1 陈豪2 毛艳梅1 曾建国‘ 刘芳群1 [1．长沙市中心医院药剂科临床药学室 长沙410004；2．沃特世科技

(上海)有限公司]

摘要 目的：建立以反相高效液相色谱法测定人血浆中吡嗪酰胺血药浓度的方法。方法：采用Diamonsil C18(250 toni×4．6

lnnl，5恤m)色谱柱，流动相为0．05 mol·L“乙酸铵一乙腈(9l：9)，流速为1．0 ml·min～，检测波长为268 am，柱温为25℃，采用

蛋白沉淀法处理血浆样品。结果：吡嗪酰胺血浆浓度在1．645～105．28 p．g·ml。(，=0．999 5)范围内线形关系良好，低、中、高

三种浓度的平均相对回收率分别为(85．70±O．75)％，(99．53±2．82)％，(98．93±0．62)％，日内、日间RSD均小于lO％。结

论：本方法简便、快速、准确、灵敏度高，可用于吡嗪酰胺血药浓度测定和人体药动学研究。

关键词吡嗪酰胺：反相高效液相色谱法；血药浓度
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Determination of P、rrazinamide in Human Plasma by Rp．HPLC

Lu Hon91。Chen Ha02，Mao Yanmeil，Zeng Jianguo’，“u Fangqun‘(1．Department of Pharmacy of Changsha Center Hospital，Changsha，

410004。China：2．Waters Technology Company of Shahshai)

ABSTRACT Objective：7r0 establish a Rp—HPLC method for the determination of pyrazinamide in human plasma．Method：The

HPLc separation was achieved on a Dismonsil ClR column(250 mill×4．6 mm，5岬)，and the mobile phase consisted of 0．05 mo卜

L～ammonium acetate．acetonitfile(91：9)．The detection wavelength wan 268 rim．flow rate was 1．O ml·min。and column temperature

was 25℃．The protein precipitation method was used to treat the plasma samples．Result：The linear range of pyrazinamide w够1．645一

105．28雌·ml“(r=0．999 5)，the average relative recovery of IOW，middle and high concentration Wan(85．70±0．75)％，(99．53 4-

2．82)％and(98．93±0．62)％，respectively，and the RSDs were less than l 0％．Conclusion：The method iS simple，rapid，accurate

and sensitive for the plasma concentration monitoring and clinical pharmacokinetic studies of pyrazinamide．

KEY WoRDS Pyrazinamide：HPLC：Plasma concentration

吡嗪酰胺(pyrazinamide)为抗结核药，对人型结核杆菌

有较好的抗菌作用，而对其他非结核分枝杆菌不敏感，因此，

常与其他抗结核药(如链霉素、异烟肼、利福平及乙胺J。醇)

通讯作者：刘芳群Tel：13908494455 E·mail：esszxyyyjk@163，tom

联合用于治疗结核病，也可用于结核性脑膜炎⋯。本品在体

内抑菌浓度为12．5懈-llll～，达50帖·ml一可杀灭结核杆

菌⋯。吡嗪酰胺的不良反应较大，易'-31起高尿酸血症和肝脏
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损害，长期大剂量使用可发生中毒性肝炎等⋯，但其血药浓

度不稳定，难以确定是否达到有效的治疗窗。目前为止，国

内外关于血浆中吡嗪酰胺浓度测定方法的报道有液相色谱

法(LC)"-6]和液质联用法(HPLC．MS)¨J。为有效地对吡嗪

酰胺进行血药浓度监测(TDIVl)，本实验建立了外标法测定

人血浆中吡嗪酰胺浓度的方法，简便、快速、准确、灵敏度高，

可用于吡嗪酰胺人体血药浓度测定及药动学研究。

1材料

1．1仪器

El本岛津LC-20AT高效液相色谱仪(LC-20AT泵，SPD-

b120A紫外检测器)；Shimadzu LCSolution色谱工作站。

CPA225D电子分析天平(Sartorius公司)；TGl6G型台式高

速离心机(Aida公司)；WH-2微型旋涡混合仪(上海沪西分

析仪器厂有限公司)；艾科浦超纯水系统(Aquapro公司)；一

70℃超低温保存箱(Haier公司)。

1．2试药

吡嚷酰胺化学对照品(中国药品生物制品检定所，批号：

100178-200403，含量>98．0％)；水为超纯水；乙腈、甲醇(色

谱纯，美国Tedia公司)；乙酸铵(分析纯，北京化工厂)；空白

血浆(长沙市中心医院血库提供)。

2方法与结果

2．1溶液的制备

2．1．1 吡嗪酰胺标准贮备液 精密称取吡嗪酰胺对照品

26．32 mg，置25“棕色量瓶中，甲醇溶解后并定容至刻度，

配得1．052 8 mg·ml‘1标准贮备液，密封置于4℃冰箱保存。

2．1．2 吡嗪酰胺系列标准溶液 分别精密吸取吡嗪酰胺

标准贮备液一定量于5 IIll量瓶中，用甲醇依次稀释配得浓

度为16．45，32．90，65．80，131．6，263．2，526．4，1 052．8 lag·

ml“的标准溶液。

2．2色谱条件

色谱柱Diamomil Cls柱(250 mm×4．6咖，5 pm；Dikma

公司)；流动相：0．05 tool·L“乙酸铵一乙腈(91：9)；流速：1．0

ml·min～；紫外检测波长：268 rim；柱温：25℃；进样体积：20

山；吡嗪酰胺的保留时间约为5．6 min，色谱图见图1。
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A．空白血浆B．空白血浆+吡嗪酰胺对照品

(13．16懈·m1．1)C．患者用药后血浆样品1．吡嚎酰胺

图1 吡嗪酰胺的HPLC色谱图

2．3血浆样品处理

取血浆100山于具塞离心管中，加入甲醇300山，涡旋

振荡2 min，3 000 r·min“离心10 min，取上清夜即得。

2．4标准曲线制备

取空白血浆90山，加吡嗪酰胺标准系列溶液10一，配

制成1．645，3．29，6．58，13．16，26．32，52．64，105．28 lag·ml。1

的血浆样本，按“2．3”项下操作，并进行色谱分析；以血浆标

准溶液浓度x为横坐标．峰面积y为纵坐标，进行线形回归，

得标准曲线为：Y=14 067．51X+1l 356．35(r=0．999 5，厅=

穸拿'多疗

7)。结果表明吡嗪酰胺血浆浓度在1．645～105．28峭·ml“

与峰面积有良好线形关系。血浆中吡嗪酰胺最低定量浓度

为1．645恤g·ml“(S／N=3)。

2．5相对回收率试验

配制低、中、高3个浓度(2．34，23．34，94．75“g·ml。)

的标准血浆各5份，按“2．3”项下操作，进样20斗l，记录峰面

积，计算3个浓度的回收率。结果见表l。

表1 回收率试验(f／,=5)

鎏崖!噬：竺!：1 2 兰些型堕皇!丝! 丝!竺1
2．34 85．70 7．53

23．34 99．53 2．82

94．75 98．93 o．62

2．6绝对回收率试验

配制低、中、高3个浓度(2．34，23．34，94．75 I．Lg·ml。)

的标准血浆各5份，按“2．3”项下操作，进样20斗l，记录峰面

积，与流动相配制的相同浓度对照品溶液所测峰面积相比

较，计算3个浓度的绝对回收率。结果见表2。

表2绝对回收率试验(rl,=5)

浓度(IJ,g·ml“) 平均绝对回收牢(％) RSt)(％)

2．34 78．76 8．18

23．34 87．96 5．10

94．75 87．4l 1．0l

2．7精密度试验

配制低、中、高3个浓度(2．34，23．34，94．75峭·ml。1)

的标准血浆各5份，按“2．3”项下操作，在1 d内重复测定5

次和连续3 d测定其浓度，计算日内和El间变异，结果见表

3。

表3精密度试验(n=5)

浓度(肛g·ml-1) 13内RSO(％) Et问12SD(％)

2．34 9．43 8．31

23．34 4．88 4．81

94．75 1．24 1．29

2．8稳定性考察

配制低、中、高3个浓度(2．34，23．34，94．75峭·lIll。)

的标准血浆样品，每一种稳定性考察时，每一浓度进行5个

样本分析。血浆样品于室温下放置0、2、4、24 h，按“2．3”项

下操作，考察未处理血浆样品的室温稳定性；血浆样品按

“2．3”项下操作后，分别于0、2、4 h进样测定，考察处理后血

浆样品的室温稳定性；血浆样品在一20℃冷冻．解冻2次

和一70℃冻存14 d后，按“2．3”项下操作，进行色谱测定，

考察血浆样品2次冷冻一解冻稳定性和在一70℃冻存放置

14 d的稳定性。发现未处理的吡嗪酰胺血浆样品室温放置

24 h稳定，RSD均小于15％；处理后的吡嗪酰胺血浆样品室

温放置4 h稳定，RSD均小于10％；吡嗪酰胺血浆样品2次

冷冻一解冻、在一70℃冻存放置14 d均稳定，RSD均小于

10％。

2．9临床应用

经37名患者知情同意，于服用吡嗪酰胺一段时间后抽

血监测血药浓度，37名患者年龄17～89岁，男性27名，女性

10名。均为每天2次服用吡嗪酰胺片，其中27名患者的剂

万方数据
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量是每次0．5 g，另10名患者则是每次0．25 g。在服药4～5

d达到稳态m药浓度后，在次日服药前采血约3 ml于肝素化

试管中，分离出血浆．按“2．3”项下操作，测定吡嗪酰胺血药

浓度。结果：37名患者的平均血药浓度为(11．08±4．25)

p-g·lIll～，其中27名每次服用0．5 g的患者的甲均血药浓度

为(12．68±3．73)p．g·ml～，10名每次服用0．25 g的患者的

平均血药浓度为(7．14±2．98)p,g·ml～。

3讨论

吡嗪酰胺的m药浓度测定方法已有文献报道，有的文

献"一。采用离子对色谱法和液质连用技术进行吡嗪酰胺血药

浓度的检测，实验成本较高，仪器普及率较低，难以在临床上

推广。文献”。采用KH：PO。缓冲液(pH=2．5)为流动相，pH

偏低，会严重影响色谱柱的柱效和降低其使用寿命；文献旧’

采用KH：PO。缓冲液梯度洗脱，洗脱程序较复杂，且时间长。

本法采用乙腈旬．05 mol·L“乙酸铵溶液(9：91)为流动相，

吡嗪酰胺的保留时间合适，峰形较好，且不受血浆中内源性

杂质的干扰。在样品处理过程中，采用蛋白沉淀法操作简便

快速，重复性好，通过比较采用甲醇、乙腈、三氯醋酸”1、高氯

酸旧。作蛋白沉淀剂，其中采用甲醇沉淀蛋白，提取回收率较

高，且内源性杂质少，故选择甲醇为蛋白沉淀剂。

实验采用外标法测定人血浆中吡嗪酰胺的浓度，不受其

他物质的干扰，且在1．645～105．28 g·nd“范围内线形关系

好，准确，能满足临床血药浓度监测要求。
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HPLC测定跌打止痛贴膏中三七皂苷R。和人参皂苷Rg。含量

朱莹 (沈阳市食品药品检验所沈阳110023) 魏清榕 (鞍山市食品药品检验所) 胡东梅 (锦州市中心医院)

史曼秋 (辽宁省医药实业有限公司)

摘要目的：建立HPLC法同时测定跌打止痛贴膏中三七皂苷R1和人参皂苷Rgl含量的方法。方法：色谱柱为Shim．pack

CLC-ODS C协柱(250 mm×4．6 ranl，5斗m)．流动相为乙腈-0．05％磷酸溶液，梯度洗脱；检测波长203 nm，柱温35℃，流速1．0

mt·min～。结果：三七皂苷Rl和人参皂苷R91线性范围分别为0．035 8—0．178 8 mg·IIll“(r=0．999 7)，0．225 5～1．128 0

rag·|nl“(，=0．999 6)；平均回收率分别为96．8％(RSD=2．1％)和97．3％(RSD=2．2％)。结论：本方法简便可靠，重复性

好，可用于测定跌打止痛贴膏中三七皂苷Rl和人参皂苷Rg。的含量。

关键词跌打止痛贴膏；高效液相色谱法；三七皂苷R。；人参皂苷Rg。
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Determination of Notoginsenoside RI and Ginsenoside R91 in Dieda Zhitong Plasters by HPLC

Zhu Yin91，Wei Qingrong。，Hu Dongmei3，Shi Manqiu4(1．Shenyang Institute for Food and Drug Control，Shenyang l 10023，China；2．

Anshan Institute for Drug and Food Control：3．Jinzhou Central Hospital：4．Listoning Medicine lndustrial Co．Ltd．)

ABSTRACT Objective：To develop an HPLC methad for the determination of notoginsenoside Rl and ginsenoside asl in Dieda Zhi．

tong plasters．Method：孔e chromatographic separation was performed on a Shim-pack CLC-ODS C18 column(250 mm×4．6 innl，5

“m)with a linear gradient elution of aeetonitrile-0．05％phosphoric acid．UV detection wavelength was set at 203 nm。the flow rate was

1．0 nd·min-。and column temperature wss set at 35 oC．Result：Notoginsenoside Rt and ginsenoside Rgl had a good linearity within

the range of 0．035 8-0．178 8 mg·ml“(r=0．999 7)and 0．225 5．1．128 0 mg·frIl“(r=0．999 6)with the average recovery of

96．8％(RSD=2．1％)and 97．3％(RSD=2．2％)，respectively．Conclusion：r11le method is sensitive。accurate。rapid and suitable for

the quality control of Dieda Zhitong plasters．
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