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摘 要 目的: 建立以高效液相色谱法测定霉酚酸血药浓度的方法,并研究其在中国肾移植患者体内的多剂量药动学特征。方法:血

浆采用乙腈蛋白沉淀后进样。其中,色谱柱为Diamonsil C 18,流动相为乙腈- 10 mmol# L - 1 KH 2PO 4( 5B6) , 流速为 111 mL #min - 1,

检测波长为 254 nm ,柱温为 40 e。此方法应用于测定 12例肾移植患者的多剂量药动学。结果:色谱中霉酚酸与内标分离良好, 血浆

中的内源性杂质无干扰。霉酚酸检测浓度在 0138~ 59100 Lg #mL - 1范围内线性关系良好, 最低检测限为 0138 Lg #mL - 1; 回收率

为 89132%~ 97163% , 日内、日间 RSD 均< 8100%。药动学结果显示患者服用霉酚酸酯后,霉酚酸的药动学个体差异较大, 与文献

报道基本一致。结论:本方法结果准确,操作简便, 适合于霉酚酸的药动学研究。
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Determination of Mycophenol ic Acid in Kidney Transplantation Patients by HPLC
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ABSTRACT OBJECT IVE : T o dete rm ine t he plasma mycophenolic acid concent rat ion by HPLC, and study the mult idoses

pharmacokinet ics characte r of mycophenolic acid in Chinese kidney t ransplant ation pat ients1 MET HODS: T he samples w ere

precipitat ed with acet onitr ile be fore injection1 Diamonsil C 18 co lumn w as used1 The m obile phase consisted of acetonitr ile- 10

mmol# L - 1
KH 2PO 4 ( 5B6) at a flow rat e of 111 mL #min - 11 The det ection w aveleng th w as 254 nm and the column tem per-

ature w as 40 e 1 This met hod w as used t o det erm ine the multidoses pharm acokine tics in 12 kidney transplanta tion pat ients1
RESU LTS: M PA was w ell- separated from internal standard in chrom atog raphy, and endogenous foreign subst ance in plasma

had no inte rference on t he determina tion1 The line r range f or MPA w as 0138~ 59100 Lg # mL - 1, and t he low est detect able

concentration of M PA w as 0138 Lg #mL - 11 The recovery rate stood at 89132%~ 97163% ; Both intra- day and inter- day
R SD w ere less t han 8100% 1 S ignificant individua l diff erence w as no ted among the pat ients treated w it h M MF in pharma-

cokinet ic results, w hich was in line w ith the lite rat ure1 CONCLUSION : This met hod is accurate and simple and applicable f or

the pharm acokinetics study o f mycophenolic acid1
KEY WORDS Mycophenolic acid; HPLC; Kidney transplantat ion patient s; P lasma drug concent rat ion; Multidoses; Phar-

macokinetics
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霉酚酸酯 ( M ycopheno lat e mofetil, MM F) 是一种常用

免疫抑制药物, 于 1998年在我国上市, 被广泛应用于防治器官

移植后的免疫排斥反应以及自体免疫性疾病的治疗。MM F 是

霉酚酸 ( M ycopheno lic acid, MPA)的 2- 乙基酯类衍生物, 在

体内脱酯化后形成具有免疫抑制活性的代谢产物M PA。MPA

通过抑制次黄嘌呤单核苷酸脱氢酶 ( IM PDH ) , 抑制鸟嘌呤的

合成 , 选择性阻滞 T 和 B淋巴细胞的增殖, 发挥免疫抑制作

用。由于MM F 的免疫抑制作用机制有别于环孢素 A( CsA)和

他克莫司 ( FK 506) , 因而可与作用于免疫激活早期的其它免疫

抑制剂 ( CsA、FK506等) 发挥协同作用。近年来研究证实,

M MF 与 CsA 和强的松( P red)联合应用, 可显著降低肾急性排

斥反应的发生率, 因而MM F+ CsA+ Pred的免疫抑制方案被

广泛应用于临床。另有研究表明, M MF 的药动学个体差异较

大, 且其药动学曲线下面积与药效及不良反应相关, 因此监测其

血药浓度具有重要意义。文献报道的高效液相色谱 (H PLC) -

紫外检测法测定MPA 时, 建立的方法往往采用外标法, 对操作

过程准确性要求较高
[1 ~ 3 ]

, 或提取过程比较复杂, 需要液- 液

萃取
[4 , 5 ]
。在现有研究文献报道中,少有文献报道患者服用小剂

量MMF( 500 mg, bid)后的药动学特征, 但国内不少肾移植术

后患者长期服用MM F( 500 mg , bid)。本研究拟采用内标法,

建立快捷、简便、准确的M PA 血药浓度 HPLC测定法, 并用此

方法进行肾移植患者服用小剂量MM F 后的M PA 药动学研

究。

1 材料
111 仪器

HPLC系统, 包括 LC- 10AT vp双泵、SPD- 10Avp可

变波长紫外检测器、CT O- 10Avp柱温箱、S IL- 10ADvp 自动

进样器、SCL- 10Avp 系统控制器、DGU - 10A 脱气装置、

LC- Solution 色谱工作站 (日本岛津公司) ; 5417R 小型台式

高速离心机 (德国 E ppendor f公司) ; XW- 80A 漩涡混合器

(上海精密仪器仪表有限公司)。

112 试药

M PA 对照品 (上海罗氏制药有限公司, 批号: 1150383) ;

内标: 扎莱普隆 (中国药品生物制品检定所, 批号: 10022-

0101) ; 甲醇和乙腈均为色谱纯, 磷酸二氢钾为分析纯, 所用超

纯水为自制去离子水。

2 方法与结果
211 色谱条件

色谱柱: D iamonsil C 18柱( 250mm @ 416mm, 5 Lm) ; 流动
相: 乙腈- 10 mmol# L - 1 KH 2PO 4( 5B 6) ; 流速: 111 mL #



中国药房 2008年第 19卷第 17期 China Pharm acy 2008 Vol119 No117 # 1307#

表 1 精密度及方法回收率试验结果( x ? s)

Tab 1 Precision and methodology recovery of MPA assay

( x ? s)

理论浓度

/Lg # mL
- 1

日内精密度( n = 5) 日间精密度( n= 15)

测得浓度

/Lg # mL
- 1 回收率/ % RSD / %

测得浓度

/ Lg # mL
- 1 回收率/ % RSD / %

01 76 0173 ? 0104 96141 6100 01 74 ? 01 05 971 63 7139
31 78 3137 ? 0115 89132 4135 31 41 ? 01 22 901 28 6146

231 60 21155 ? 0105 91131 5134 211 69 ? 11 05 911 91 4186

m in - 1; 检测波长 : 254 nm; 柱温 : 40 e ; 检测灵敏度 :

01005AU FS。

212 溶液的配制

21211 M PA 贮备液: 准确称取 1118 mg MPA 对照品至10

mL 容量瓶,用乙腈溶解定容至刻度,得 1118 mg #mL - 1
MPA

贮备液。

21212 内标贮备液:准确称取 1 g 扎莱普隆对照品至 100 mL

容量瓶, 用乙腈定容至刻度, 得 10 mg #mL - 1
扎莱普隆贮备

液, 置于 4 e 冰箱储存待用。
213 血浆样品处理

取血浆 012 mL, 置于 115 mL 聚丙烯试管中, 加入内标溶

液 ( 250 Lg #mL - 1扎莱普隆) 10 LL, 混匀, 加入乙腈 015 mL,
涡漩振荡 1 min, 14 000 r #m in - 1离心 10 m in, 取上清液 10

LL 进样。

214 标准曲线的绘制

取空白血浆 7份, 分别加入由标准贮备液及乙腈配制的系

列标准液适量并混匀, 使血浆中药物浓度分别为 0138、0176、
1189、3178、9144、23160、59100 Lg #mL - 1

, 按/ 2130项方法处理
后测定。以MPA 与内标峰面积的比值( Y )对浓度(X )进行线性

回归 , 得回归方程为: Y= 01042 4X ) 01004 9( r = 01999 4,

n= 7)。结果表明, MPA 血浆浓度在 0138~ 59100Lg #mL - 1范

围内线性关系良好。MPA 的最低检测限为 0138 Lg #mL
- 1。

215 色谱行为

在本试验条件下, MPA 及内标峰形良好, MPA 与内标及

血浆中的内源性物质能够较好地分离。MPA、内标保留时间分

别约为 818、617 min。色谱见图 1。

216 精密度及回收率试验

配制M PA 低、中、高 ( 0176、3178、23160 Lg #mL - 1) 3种

不同浓度含药标准血浆, 按 / 2130项方法处理, 每个浓度进行 5

样本分析, 连续 3 d, 其日内、日间精密度及方法回收率试验结

果见表 1。

217 稳定性试验

配制 0176、3178、23160 Lg #mL - 1系列浓度的血浆标样,

分别于室温和 ) 20 e 冰箱中保存。于配制后即刻以及 6、12 h

时按/ 2130项方法操作、测定, 评价血浆样品在室温条件下的稳

定性。另在 ) 20 e 冰箱中保存 1个月或经历 3次冻融循环处理

后, 按/ 2130项方法操作, 与即刻测定值进行比较, 评价血浆样品
在- 20 e 冰冻或反复冻融条件下的稳定性。结果, 血浆样品经处

理后,在室温下 12 h内MPA 浓度变化< 10% ,稳定性良好。) 20

e 冰冻 1个月或经历 3次冻融循环处理后测定血浆M PA 浓度

的 RSD< 15% (分别为 5136%~ 13143%、4113%~ 8165%) ,

表明血浆样品经冰冻和 3次冻融后稳定性良好。

3 临床试验
311 受试者选择及样品采集

本院首次接受同种移植术的肾移植患者 12例 (男性 9例,

女性 3例) , 年龄( 34158 ? 0125) a, 均> 18 a, < 65 a。患者无可能

影响MM F的吸收及肝肠循环的严重胃肠道疾病; 未同时服用

含铝、镁等的胃黏膜保护剂、制酸剂等可能影响MMF 吸收的药

物;无严重肝功能异常者。所有肾移植受者均采用三联免疫抑制

方案: MM F+ CsA/ FK506+ Pred。所有参加试验的患者均签署

知情同意书。

受试者分别于服药前 0 h和服药后 0125、015、1、115、2、3、
4、6、8、10、12 h时采集静脉血各 4 mL, 置于 5 mL 肝素抗凝管

中, 3 000 r #min - 1
离心 5m in后取血浆,置于 ) 20 e 冰箱中,直

至分析。血药浓度数据用 DAS 21111药动学软件处理,以计算有

关药动学参数。

312 药- 时曲线

12例肾移植患者术后口服MM F( 500 mg , bid) 的多剂

量平均药- 时曲线见图 2。

313 主要药动学参数

将 12例肾移植患者口服MM F 后的M PA 血药浓度数据

用 DAS 21111药动学软件进行处理, 计算药动学参数, 结果见

表 2。表 2显示, 各受试者的药动学参数个体差异很大, 其中

Cm a x 为 11173~ 39162 Lg #mL - 1
, AUC0 ~ 12为 17184~ 59114

Lg # h #mL - 1
。其中, 5位受试者有明显的肝肠循环,其时间为

4 ~ 10 h, 其肝肠循环分别占总 AUC 的 2512%、5518%、
3518%、2812%和 4013%。由于本试验的样本量少, 患者个体

差异较大, 准确的M PA 在我国肾移植患者体内的药动学需要

进一步加大样本的研究。

4 讨论
本文建立的 MPA 血浆浓度测定方法, 以扎莱普隆为内



# 1308# China Pharm acy 2008 Vol119 No117 中国药房 2008年第 19卷第 17期

�副主任药师,硕士。研究方向:体内药物分析、药事管理。电话:

0851- 6833359。E- mail: zhengzc@ hotm ail. com

HPLC手性固定相法测定血浆中氟西汀对映体的浓度
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摘 要 目的:建立以高效液相色谱手性固定相法测定血浆中氟西汀对映体浓度的方法。方法: 采用 Chirobiotic V 手性色谱柱, 流

动相为甲醇- 冰醋酸- 三乙胺( 100B 0104B0104) , 检测波长为 226 nm, 流速为 1 mL #m in - 1, 内标为氯氮平。结果: R- 去甲氟西

汀和 S- 去甲氟西汀对氟西汀对映体和内标的分离没有干扰。R- 氟西汀、S - 氟西汀检测浓度分别在 811~ 432( r = 01999 8)、

1018~ 432( r = 01999 2) ng #mL - 1范围内线性关系良好; 其相对回收率分别为 9712%~ 10119%和 9817%~ 10212% , 日内 R SD

分别为 216%~ 513%和 211%~ 617% , 日间 R SD 分别为 717%~ 819%和 810%~ 1016%。结论: 本试验所建立的方法简便、可靠、

灵敏度高, 可用于血浆中 R- 氟西汀和 S- 氟西汀的血药浓度测定及对映体的药动学研究。

关键词 高效液相色谱法;手性固定相法;氟西汀;对映体; 血药浓度

Determination of Enantiomers of Fluoxetine in Plasma by HPLC- Chiral Stationary Phase
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ABSTRACT OBJECT IVE: T o establish an HPLC- CSP ( chiral st ationary phase) f or the determina tion of plasm a levels o f

enantiomers of fluoxetine1M ETHODS: Enant iom ers o f fluoxet ine w ere separat ed on a Chirobiot ic V co lumn1 T he mobile phase
consist ed o f m ethanol - acet ic acid - t riethy lam ine ( 100B0104B0104) w it h a flow rat e o f 1 mL #m in

- 11 T he det ection w ave-

leng th w as set at 226 nm1Clozapine w as used as the int ernal standard1 RESU LTS: U nder this chromatographic condit ion, bo th

R- nor fluoxetine and S - norf luoxet ine had no inter ference on the enantiomers o f fluoxet ine and t he internal st andard1 T he

calibrat ion curve w as linear in the range of 811~ 432 ng #mL - 1( r = 01999 8) for R- enant iom er and in the range o f 1018~ 432

ng #mL - 1 ( r = 01999 2) for S- enant iomer1 T he relative recovery o f R- fluoxetine and S- fluoxet ine in plasma w ere 9712%~

10119% and 9817%~ 10212% , respectively1 RSD o f int raday and interday ranged from 216% to 513% and from 717% to

819% for R- f luoxet ine, and from 211% to 617% and from 810% to 1016% for S- fuoxet ine, respectively1 CONCLU SION:

T he met hod is simple , reliable and sensitive, and applicable for the determination and pharm acokinetic study o f the enan-

t iomers o f fluoxetine in plasma1
KEY WORDS HPLC; Chiral sta tionary phase; F luoxe tine; Enantiomers; Blood drug concentration

表 2 12例受试者口服MMF( 500mg, bid)的药动学参数

Tab 2 Pharmacokinetic parameters for 12 kidney trans-

plantation patients af ter oval administrat ion of MMF( 500

mg, bid)

参数 数值

C max /Lg # mL - 1 19162? 9101
C m in /Lg # mL - 1 1146? 0187
tm ax /h 1110? 0161
AU C0 ~ 1 2 /Lg # h# mL

- 1
44152? 16193

AU C0 ~ ] /Lg # h# mL
- 1

69178? 71108
t 1 / 2 / h 9153? 11110

标, 每个样品测定时间 < 10 min, 处理方法采用乙腈蛋白沉淀

法, 方便、快捷、准确, 适合应用于MPA 药动学的研究。

12位受试者中, 有 5位有明显的肝肠循环, 但在平均药-

时曲线中未能体现; 在平均药- 时曲线中有双峰现象, 其原因

为受试者的达峰时间个体差异较大( 015~ 2 h)。国外文献报道

的 MPA 肝肠循环时间为 6~ 12 h, 国内无详细报道, 但本研究

中的 5位患者中有 2位患者肝肠循环时间从 4 h 开始, 6 h 已

达到第 2峰的峰浓度, 这样的结果提示MPA 肝肠循环可能与

人种或其他因素有关。
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