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摘要  目的 : 建立快速测定血清和尿样中头孢他啶含量的 H PLC法 , 进行药代动力学研究。方法 : 采用 A lltim a C18 ( 53

mm @ 7 mm, 3 Lm )色谱柱 , 流动相为 01 02 m o l# L- 1磷酸二氢钾 -甲醇 ( 85B15, v /v ), 流速为 2 m L# m in- 1, 检测波长为

254 nm。结果 : 血清样品在 01 25~ 50 Lg# mL- 1范围内 , 尿样在 11 25~ 250 Lg# mL- 1范围内呈现良好的线性关系。对

血清样品和尿样, 平均回收率分别为 95% ~ 115% 和 102% ~ 105% , 日内和日间 RSD均小于 61 0% 。整个分析时间约 3

m in。 12名受试者静脉给予 1000 m g头孢他啶后 , 获得的主要药代动力学参数为 C
m ax

( 701 58 ? 81 23) Lg# m L- 1, t
1 /2

( 11 89 ? 01 57) h, AUC0- 24 ( 1391 0 ? 191 5) Lg# h# mL- 1, 0~ 24 h尿累计排泄率为 ( 781 9 ? 171 2)%。结论 : 与 5 Lm 填

料色谱柱常规分析所需相比, 3 Lm填料的色谱柱可以显著提高测试速度。本方法简便、快速和准确 , 可用于头孢他啶

的药代动力学研究。
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Pharmacokinetic study and rapid determ ination of ceftazidime in serum
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Abstract Objective: To establish a rapidHPLC method for the determ ination of ceftazidime in serum and urine and

to study the pharmacok inet ics o f ceftazidime.Method: A llt ima C18 ( 53 mm @ 7 mm, 3 Lm )w as used as analysis co-l

umn, mobile phase w as 0102mol# L
- 1
KH 2PO4 - methanol( 85B15, v /v ) , f low rate w as 210 mL# m in

- 1
, ultravio let

detectorw as used w ith w avelength set at 254 nm. Results: The ca libration curvesw ere linear over the range of 0125-
50 Lg# mL

- 1
for serum and 1125- 250 Lg# mL

- 1
for urine. Average recovery ratesw ere 96% - 115% for serum and

102% - 105% for urine samples. The intra- day and inter- day relat ive standard dev iat ions w ere less than 610%.

Thewhole run tim ew as around 3 m in. A fter 12 sub jects w ere intravenously given 1000 mg of ceftazidime, the ma in

pharmacokinet ic parameters w ere as fo llows: Cmax ( 70158 ? 8123) Lg# mL
- 1
, t1/2 ( 1189 ? 0157) h, AUC0- 24 ( 13910 ?

1915) Lg# h# mL
- 1
, accumulative excret ion rate o f ceftazidime in urine from 0 to 24 h w as( 7819 ? 1712)%. Con-

clusion: Compared w ith that o f 5 Lm particle size, the co lumn packed w ith 3 Lm particle size can sign if icantly reduce

the run time. The establishedmethod is simple, rapid and accurate for the pharmacokinet ic study o f ceftazidime.

Key words: ceftazid ime; rapid reso lution liquid chromatography; pharmacokinet ics

头孢他啶 ( ceftazidime, CAZ)是在临床上使用的

第 3代头孢菌素类抗生素, 对许多革兰阴性杆菌特

别对绿脓杆菌有很强的抗菌作用,且组织渗透性好,

不具常见于氨基糖苷类抗生素的耳毒和肾毒等特

点, 是临床危重感染病人的首选抗生素。

生物样品中头孢他啶的测定主要为 HPLC方
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法,由于静脉给药的剂量较高, 使用 UV检测其灵敏

度就可以满足要求
[ 1, 2]
。

HPLC常规分析方法一般采用粒径 5 Lm填料,

长度为 15 cm的色谱柱, 每根色谱柱的理论板数在

8000左右, 1次样品的分析时间常常为 10 m in左

右, 24 h的通量为 144个样品。在进行药代动力学

研究时,有上千个样品需要在短时间内进行测定,这

要求所建立的分析方法具有更高的通量。近年来,

粒径小于 5 Lm 的填料被广泛使用, 如 315, 310,
218, 118 Lm甚至更细的填料已经被商品化。为与
这些填料的色谱柱匹配, 新的耐高压、低脉冲的

HPLC系统已经被开发出来。与普通 HPLC方法相

比,使用更细填料的色谱分析具有更高的灵敏度、更

快的分析速度、更强的分辨率
[ 3]
。本文使用 3 Lm

填料的色谱柱在普通 HPLC上对血清和尿样中的头

孢他啶浓度进行了快速测定,并用于药代动力学研

究。

1 仪器与试药

Ag ilent 1100 Series高效液相色谱仪,美国 Ag-i

lent公司生产, 包括: G1310A HPLC泵, G1313A自

动进样器, G1314A紫外可调波长检测器, G1310A

色谱工作站。

头孢他啶对照品 (批号: 0484 - 9901, 含量

8419% )购自中国药品生物制品检定所。头孢他啶

(规格: 1000 mg#支 - 1
; 批号: 021226;生产单位:深

圳九新药业有限公司 )。试验中所用的乙腈为色谱

纯,其他试剂为分析纯,试验用水为双蒸水。空白血

清为北京红十字会血站提供的健康人血清。

2 方法与结果

211 色谱条件  色谱柱: A lltim a C18 ( 53 mm @ 7

mm, 3 Lm, 美国 A lltech公司 ); 色谱预柱: A ichrom-

BondAQ C18 ( 211mm @ 10 mm, 5 Lm, 美国 Abel In-

dustries公司 ) ; 流动相: 0102 mo l# L
- 1
磷酸二氢钾

-甲醇 ( 85B15, v /v ) ;流速: 2 mL# m in
- 1
, 检测波长:

254 nm;柱温:室温; 进样量: 20 LL。

212 溶液配制  精密称取头孢他啶对照品适量,置

50mL量瓶中,用水溶解并稀释至刻度,配制成 500 Lg

# mL
- 1
的溶液,作为储备液备用,冰箱 - 4 e 保存 7 d。

213 样品预处理

血清样本处理方法: 精密吸取血清样品 500

LL,置 5 mL离心管中,加入高氯酸 ( 015mo l# L
- 1
)

500 LL, 涡旋振荡 1 m in, 于 10000 r# m in
- 1
离心 5

m in,吸取上清液进样测定。

尿样本处理方法: 取尿液样本, 3000 r# m in
- 1

离心分离 10m in。取上清液依浓度高低分别稀释 5

~ 50倍,取稀释尿液样本进样,进行分析。

214 专属性  在本实验条件下的色谱图见图 1。

头孢他啶的保留时间为 119 m in, 空白尿样和空白

血清中的杂质峰不干扰测定, 整个分析时间约 3

m in。

215 标准曲线

用空白血清和头孢他啶储备液制备成 0125,
015, 1, 5, 10, 25, 50 Lg# mL

- 1
的已知浓度对照品血

清, 按照 / 2130项血样的处理方法进行处理,以待测

物浓度为横坐标 X ( Lg# mL
- 1
) ,待测物的峰面积 Y

为纵坐标,用 1 /Y
2
为权重进行加权回归, 求得直线

回归方程为:

Y= 71009X + 11112 r= 019997
最低检测浓度 ( LOD, S /N = 3)为 0105 Lg# mL

- 1
。

用离心后 5倍稀释的人空白尿样, 加入头孢他

啶的储备液制成浓度为 1125, 215, 5, 10, 25, 50, 75,
100, 250 Lg# mL

- 1
的液体, 按照 / 2130项尿样的处

理方法进行处理, 以待测物浓度为横坐标 X ( Lg#
mL

- 1
), 待测物的峰面积 Y为纵坐标,用 1 /Y

2
为权重

进行加权回归,求得直线回归方程为:

Y= 151306X - 01882 r= 019994
最低检测浓度 ( LOD, S /N = 3)为 011 Lg# mL

- 1

216 准确度和精密度  取高、中、低浓度的质控样

品各 5份, 每日测定 5次, 连续测定 5 d,以日内测定

的各物质的浓度计算日内 RSD, 不同日测得的各物

质浓度计算日间 RSD, 结果见表 1。以同浓度下的

血清和尿样与其对照品水溶液的峰面积比, 求得绝

对回收率,见表 2。

217 稳定性  分别取高、中、低 3个浓度的质控

样品 (每个浓度 3样本分析 ) , 考察药物稳定性。

血清样品在预处理后室温 6 h稳定, 经过 2个冷

冻 - 解冻循环保持稳定; 样品在 - 20 e 冰箱中保
存 15 d稳定。以上试验结果的差异均在 51 0%
以内。

218 药动学研究

入选的 12名健康男性志愿者均为大学在校学

生, 受试者的平均年龄为 ( 2118 ? 116 )岁, 身高为

( 17318 ? 219) cm,体重为 ( 6519 ? 414) kg,体重指

数 BM I为 2118 ? 115,体检、心电图、血生化、血常规
和尿常规试验前均为正常。受试者试验前 1周未服

用过任何药物,无药物过敏史及烟酒嗜好。本试验

经过院伦理委员会批准, 参加试验的受试者均签署

书面知情同意书。
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图 1 色谱图

Fig 1 Ch rom atogram s

A.空白血清 ( blank serum )  B.空白血清 +头孢他啶 (终浓度为 10 Lg# mL- 1 ) ( blank serum sp iked w ith ceftazid im e 10 Lg# mL- 1 )  C.给药后 1 h

的血清样品 ( serum sam ple 1 h after int ravenou s adm inistrat ion of ceftaz id im e)  D.空白尿样 ( b lank u rine)  E.空白尿样 +头孢他啶 (终浓度为 10 Lg

# mL- 1 ) ( b lank urin e sp ikedw ith ceftazidmi e 10Lg# mL- 1 )  F.给药后 0~ 2 h的尿样 ( urine samp le 0- 2 h after in travenous adm in istration of ceftazidmi e)

1.头孢他啶 ( ceftaz id im e)

表 1 日内和日间变异 (Lg# mL- 1, n= 5)

Tab 1 In tra- day and inter- day prec ision

样品 ( sample) C /Lg# mL- 1
日间 ( in tra- day) 日内 ( inter- day)

m ean ? SD /Lg# mL- 1 R SD /% mean ? SD /Lg# mL - 1 RSD /%

血清 ( serum ) 1138 1139 ? 0110 619 1158 ? 0109 514

1214 12100 ? 0124 210 12176 ? 0111 0186

11117 113199 ? 1161 114 115131 ? 0144 0138

尿样 ( ur ine) 1138 1149 ? 0112 718 1144 ? 0109 610

1214 13107 ? 0114 110 12167 ? 0117 114

11117 114100 ? 0158 0151 113180 ? 0134 0130

表 2 绝对回收率 (Lg# mL- 1, n= 5)

Tab 2 Absolu te recoveries

样品

( sample)

浓度

( concentra tion) /Lg# mL - 1

实测值

( found) ? SD /L g# mL - 1

回收率

( recoveries) /%
RSD /%

血清 ( serum ) 1138 1158? 0108 11510 510

1214 12138? 0110 10010 0184

11117 107190? 0161 9611 0157

尿样 ( ur ine) 1138 1144? 0109 10512 519

1214 12170? 0117 10212 113

11117 113171? 0150 10211 0144
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12名受试者于服药前一天吃清淡晚餐后禁食

12 h,受试当天早晨给药后继续禁食至 4 h, 分别在

给药后 4, 10 h进食标准餐, 受试期间可以饮水,不

能饮茶、咖啡及其他饮料。受试者在试验期间,只能

在专门病房活动, 不能进行剧烈活动。试验期间不

能饮酒、吸烟。注射用头孢他啶钠用少量生理盐水

溶解后,加入 250mL生理盐水中, 恒速静脉点滴 30

m in。试验期间采血安排为滴注前、点滴期间的 15

m in、点滴 30m in结束的即刻以及给药结束后的 5,

15, 30, 45, 60, 90, 120, 180, 240, 360, 480, 720 m in

取静脉血 5 mL, 同时收集 0 ~ 2, 2 ~ 4, 4 ~ 8, 8 ~

12, 12~ 24 h的尿样, 计总体积后留取部分尿样于

- 20 e 保存,受试者采血完毕后, 可以离去。 4000

r# m in
- 1
离心 10 m in, 分离血清, 给药后的血标本

立即测定, 没有测完的标本于 - 20 e 保存, 并在样

品的稳定期内测定完毕。测得的平均血药浓度时

间曲线见图 2, 0~ 24 h累计尿排泄率为 ( 7819% ?

1712)%, 见图 3。用 3P97药代动力学计算软件求

得主要药代动力学参数, 见表 3。

表 3 健康受试者单剂量给予 1000 mg头孢

他啶后的主要药代动力学参数

Tab 3 M ain pharm acok inetic param eters af ter iv

dose of 1000m g ceftazidim e

参数 ( parame ters) mean ? SD

C
m ax

/Lg# mL- 1 70158? 81230

t1 /2 / h 1189? 01570

AU C0- 24 /L g# h# mL- 1 139102? 19149

AUC0- ] /Lg# h# mL- 1 143165? 19157

V d /L 8196? 21590

C l/L# h- 1 7134? 11180

3 讨论

311 分析通量  在新药研发阶段, 需要对大量化合
物进行药代动力学研究, 这使得研究人员遇到越来

越多的样品测试压力,研究人员通常会选择提高分

析通量的分析方法。LC- M S /M S具有高通量分析

的优点,一般可以用 3 m in完成 1个样品的测定, 最

快可以在 15 s内完成 1个样本的测定
[ 4]
, 但该种仪

器价值昂贵、使用成本高。目前, HPLC在国内实验

室内普及度远远高于 LC - M S /M S, 因此, 提高

HPLC的使用效率将加快新药研发的步伐。本试验

采用 3 Lm填料进行血清和尿样中头孢他啶的分

析, 在不改变现有设备的情况下,实现快速测定, 分

析通量由常规色谱柱的 144个 /24 h,可以达到 480

个 /24 h(不考虑进样时间 )。

312 色谱柱压  按照理论公式 [ 3]
, 在保持色谱柱

长度, 流动相粘度、流速、内径不变的情况下,色谱

柱压的大小与填料粒度直径的平方呈反比。因

此,使用细粒度的填料会显著增加色谱柱的柱压。

为了减少柱压, 采取的措施是缩短细粒度填料的

色谱柱长度,增加色谱柱内径, 也可以采取流动相

加温降低粘度的方式。目前的快速分离色谱系

统,流动性的温度可以达到 100 e 。在本试验中,

采用了 7 mm 内径、53 mm长的色谱柱, 即使在流

速达到 2 mL # m in
- 1
时, 柱压也维持在 150 kg#

cm
- 2
左右。加入保护预柱可以减少样品中细微颗

粒对色谱柱的污染。

313 采样频率  当分析时间缩短时, 如要保持对

色谱峰的准确记录, 可以采取提高采样频率的办

法。本试验没有调整采样的频率, 主要考虑所获

得的色谱图中, 其流出峰的峰宽在正常的记录峰

宽范围内。

314 流动相流速  填料粒度越小的色谱柱,其最

小理论板高受流速变化的影响越小, 通常 5 Lm填
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料最小理论板高时的流速在 1mL# m in
- 1
左右, 而

3 Lm填料的最小理论板高的流速在 2 ~ 3 mL#

m in
- 1
。本试验的流速设定在 2 mL# m in

- 1
, 可以

兼顾到柱压和分析速度。

315 分析测试  据文献资料介绍 [ 5]
, 静脉 30

m in滴注 1 g头孢他啶后, 血峰浓度可以达到 69

m g# L
- 1
, 消除半衰期约为 119 h, 大于 80% 的

给药剂量在 24 h内经尿排泄。本试验采用 3

Lm填料的色谱柱所建立的测定方法对血清和

尿中头孢他啶的浓度进行了准确和快速的测

试 , 所得到的药代动力学参数与文献报告结果

基本一致。

4 结论

与使用 5 Lm填料的常规 HPLC方法比较,在不

增加仪器投资的情况下, 使用 3 Lm填料的色谱柱

可以显著缩短分析时间,提高了分析通量。
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全国药品快检技术教员暨湖北省快检技术学员培训班在武汉召开

  2009年 4月 8日至 13日,全国药品快检技术教员暨湖北省快检技术学员培训班在湖北省武汉市

召开。中检所的专家、教员, 全国药品快检技术教员以及湖北省各市、州、直管市、林区的 70多名专业技

术人员参加了培训班。本次培训班是我国药品快检技术领域的高层次培训班,集中了全国高水平的快

检专家和全国各地高水平的教员。培训的内容既涉及到快检领域最前沿、最尖端的创新成果,又结合实

践体现出很强的实用性。

本次培训班包括药品快检技术信息管理平台培训班和近红外快速鉴别系统培训班, 对各药品快检

信息软件更新升级后的变化和使用方法以及近红外快速鉴别系统进行了全面的培训。

培训期间,中检所及相关公司技术人员对湖北省的 18台药品检测车车载系统和近红外快检软件进

行全面的升级和更新,并对 18台车载近红外光谱仪进行检查和维护。

详见 http: / /www. n icpbp. org. cn
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