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摘要  目的: 采用浊点萃取法富集大鼠血浆中的双氯芬酸钠,并选择高效液相色谱法测定其在大鼠体内的血药浓度。方法:

选用 T riton X - 114作为提取溶剂,色谱柱为 Diam ons ilTM C18色谱柱, 检测波长 225 nm,流动相为乙腈 - 01 02 m o l# L- 1醋酸钠溶

液 ( 35B65, v /v )。结果: 该方法在 0125~ 200 Lg# mL- 1范围内线性良好,在低、中、高 ( 015, 25, 160 Lg# mL- 1 ) 3个浓度的日内

精密度 RSD不大于 71 7% , 日间精密度 RSD不大于 111 4% 。方法准确度 RE在 ? 51 8%范围内。 3个浓度提取回收率不低于

8314%。结论:本方法简便、快捷、环保, 适用于双氯芬酸钠在大鼠体内血药浓度的测定。
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Determ ination of diclofenac sodium in rat plasma by

HPLC- UV w ith cloud- point extraction

SH I Shan, B IK a i- shun, TANG Q ian, GAO X iao- x ia, CHEN X iao- hu,i YU Zhi- guo
*

( S chool of Pharm acy, Sh enyang Pharm aceu ticalUn ivers ity, Shenyang 110016, Ch ina)

Abstract Objec tives: To deve lop a method based on cloud- po in t extraction ( CPE ) for determ ination dic lo fenac

sod ium in rat plasma by high performance liquid chromatography separation and u ltrav io let detection ( HPLC -

UV ).M ethods: The non- ionic surfactant Triton X - 114 w as chosen as the extract solven.t TheD iamonsil
TM
C18was

used as ana lytical co lumnw ith amobile phase consisting o f sodium acetic so lut ion( 0102mo l# L
- 1

) - aceton itrile

( 35B65 v /v ) . Variab le parameters affecting the CPE efficiency w ere eva luated and optim ized w ith detection w ave-

length at 225 nm. Results: Under the opt imum conditions, the method w as show n to be reproduc ib le and reliable

w ith intraday prec ision notmore than 717%, in terday prec ision no tmore than 1114%, and accuracy w ith in ? 518%
and mean ex traction recovery more than 8314%, wh ich w ere a ll ca lculated using a range o f sp iked samp les a t three

concentrations of 015, 25 and 160 Lg# mL
- 1

for diclofenac sodium in plasm a. The linear range w as from 0125 to

200 Lg# mL
- 1
. Conclusion: A fter strict validation, the method w ere successfu lly applied to the pharmacok inetic

study of d iclofenac sodium in rats after .i v. and .i g. adm inistration, respectively.

Key words: cloud- po int extraction; Triton X- 114; HPLC- UV; dic lo fenac sodium

  双氯芬酸钠 ( dic lo fenac sod ium )是一种常用的

非甾体抗炎药 ( NSA IDs), 具有疗效确切、毒副作用

小等特点,因此它的临床应用日趋受到重视
[ 1~ 3]
。

目前生物样品的预处理方法主要有沉淀蛋白与

液 -液萃取等方法, 这些方法使用的试剂多数具有

一定的毒性、污染环境, 或操作步骤多、耗时长。与

上述传统方法比较,浊点萃取法 ( cloud po in t ex trac-

t ion, CPE)只需要确定一定浓度的表面活性剂、适当

的平衡温度、时间和添加剂即可以达到理想的分离

效果,该方法环保、简便、高效、经济、安全。近年来,

浊点萃取技术广泛用于生命科学、环境科学等领

域
[ 6~ 11]

,进行有机、无机物质的分离与富集,但是在

医药学领域的研究和相关报道较少
[ 12~ 16]

。

本文以非离子表面活性剂聚乙二醇辛基苯基醚

( T riton X - 114)作为萃取剂, 建立了大鼠血浆中提

取双氯芬酸钠的新方法, 对生物样品的提取方法做

了有意义的尝试, 并应用于血浆中双氯芬酸钠的测

定。
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1 仪器、试药与动物
药品与试剂: 双氯芬酸钠对照品 (中国药品生

物制品检定所,批号 100334- 200302) ,盐酸非索非

那定对照品 (沈阳药科大学药化教研室精制, HPLC

归一化法测定纯度为 9919% ), 肝素注射液 (医用,

天津市生物化学制药厂 ), 生理盐水 (医用, 沈阳志

鹰制药厂 ), 乙腈 (色谱纯, 天津康科德科技有限公

司 ) ,二次蒸馏水 (实验室自制 ), 醋酸钠 (化学纯,纯

度 > 99%,沈阳市试剂三厂 ) , T riton X - 114(生工生

物工程 (上海 )有限公司 )。

仪器: LC- 10ATvp液相色谱输液泵 (日本 Sh-i

madzu公司 ); LC- 10Avp紫外检测器 (日本 sh imad-

zu公司 ); ANASTAR色谱数据处理系统 (美国 Sun-

tex公司 ) ; BS- 110S分析天平 (北京 Sartorius仪器

有限公司 ); CAY - 1型液体快速混合器 (北京长安

仪器厂 ) ; HC- 2516高速离心机 (科大创新股份有

限公司中佳分公司 ); HH - 2型数显恒温水浴锅 (常

州国华电器有限公司 ); TDL - 40B型离心机 (上海

安亭科学仪器厂 ); 统计软件 DAS210(中国药理学
会 )。

实验动物: 健康 W istar大鼠, 雄性, 体重 200 ~

220 g, 购自沈阳药科大学动物中心, 试验动物生产

许可证号: SCXK (辽 ) 2003- 008; 试验动物使用许

可证号: SYXK (辽 ) 2003- 0012。

2 试验方法

211 溶液的制备
双氯芬酸钠储备液: 称取双氯芬酸钠对照品约

2510mg, 精密称定,置 25mL量瓶中,用乙腈溶解并

稀释至刻度,摇匀,作为储备液 ( 110 mg# mL
- 1

)。

双氯芬酸钠对照品溶液:精密量取该储备液适

量, 用乙腈配制成浓度为 110, 210, 410, 2010,
10010, 40010, 80010 Lg# mL

- 1
的双氯芬酸钠对照品

系列溶液,冰箱 ( 4 e )内保存备用。

内标溶液: 称取盐酸非索非那定对照品约 510
mg,精密称定, 置 100 mL量瓶中, 用乙腈溶解并稀

释至刻度,摇匀, 即得内标 ( 50 Lg# mL
- 1

), 冰箱 ( 4

e )内保存备用。

212 CPE方法  取大鼠血浆样品 200 LL, 置 115
mL离心管中, 依次加入乙腈 50 LL、内标溶液 50

LL、1 mol# L
- 1
氢氧化钠溶液 100 LL和 5% ( v /v )

T riton X- 114水溶液 1 mL, 涡旋混合 5 m in, 置 50

e 恒温箱中平衡 20 m in, 12000 r# m in
- 1
离心 5 m in

使两相分离,弃去上层水相,分取下层表面活性剂溶

液层 100 LL,置 115mL离心管中,加入乙腈 100 LL

降低表面活性剂相的黏度并沉淀蛋白, 涡旋 2m in,

离心 ( 12000 r# m in
- 1

) 5 m in,取上清液 20 LL进样

分析。

213 色谱条件  D iamonsil
TM

C18色谱柱 ( 200 mm @
416 mm, 5 Lm ),迪玛公司; C18保护柱 ( 10 mm @ 416
mm, 5 Lm ), 大连中汇达公司;流动相为乙腈 - 0102
mol# mL

- 1
醋酸钠溶液 ( 35B65, v /v ) ; 流速: 110 mL

# m in
- 1
;检测波长: 225 nm;进样量: 20 LL; 柱温: 40

e 。

214 大鼠体内药动学试验  大鼠试验期间自由饮

水, 给药验前禁食 12 h。 12只 W istar雄性大鼠, 随

机分 2组, 每组 6只。第 1组尾静脉注射给于双氯

芬酸钠注射液 ( 12mg# kg
- 1

), 第 2组灌胃给于同剂

量双氯芬酸钠水溶液。 2组分别于给药前 ( 0 h)及

给药后 010167, 010333, 010833, 01167, 0125, 015,
0175, 2, 4, 6, 8, 12 h从大鼠眼眶后静脉丛取全血

015 mL, 置于经肝素处理的离心管中, 混匀, 离心

( 4000 r# m in
- 1

) 5 m in, 分离血浆,于 - 20 e 保存待

测。

215 数据处理  将试验所得的血药浓度 -时间数

据采用 DAS210统计软件进行模型拟合, 并计算各

药代动力学参数。

3 结果

311 分析方法的确证

31111 方法专属性考察  分别取 6只大鼠的空白

血浆 200 LL,按 / CPE方法 0项下的方法操作 (不加

内标溶液 ) ,进样 20 LL,记录色谱图 (图 1- A ); 将

一定浓度的对照品溶液和内标溶液分别加入空白血

浆中,依同法操作, 记录色谱图 (图 1- B ),双氯芬酸

钠和盐酸非索非那定 (内标物 )的保留时间分别约

为 713, 1016 m in; 取大鼠给药后的血浆样品,同法操

作, 记录色谱图, 如图 1- C示。结果表明, 空白血

浆中的内源性物质和代谢物不干扰血浆中双氯芬酸

钠和盐酸非索非那定的测定。

31112 标准曲线与定量下限  取大鼠空白血浆

200 LL, 加双氯芬酸钠对照品系列溶液 50 LL,制成

相当于双氯芬酸钠浓度为 0125, 015, 1, 5, 25, 100,

200 Lg# mL
- 1
的对照品血浆, 除不加 50 LL乙腈溶

液外,按 / CPE方法 0项下的方法操作, 每一浓度进

行双样本分析。以待测物浓度 (X )为横坐标, 待测

物与内标物的峰面积比值 ( Y )为纵坐标, 用加权 (w

= 1 /X
2
)最小二乘法进行回归运算, 求得的直线回

归方程即为标准曲线。其典型线性回归方程为:

Y= 11289 @10
- 1
X - 21690 @ 10

- 3
 r= 019961
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图 1 双氯芬酸钠和内标的高效液相典型色谱图

Fig 1 Typ ical ch rom atogram s of d iclofenac sod ium and I. S. by H PLC

A.空白血浆 ( b lank rat p lasma sam p le)  B.含内标 ( 50Lg# mL- 1 ) 、

双氯芬酸钠 ( 100 Lg# mL- 1 )血浆 [ b lank rat p lasm a samp le sp iked

w ith I. S. ( 50 Lg# mL- 1 ) and D iclofenac sod ium ( 100 Lg# mL- 1 ) ]

 C.大鼠静脉给予双氯芬酸钠后 0117 h血浆样品 [ rat p lasm a sam p le

0117 h after .i v. adm in istration of d iclofenac sod ium ]

根据标准曲线, 双氯芬酸钠的线性范围为 0125 ~

200 Lg# mL
- 1
,定量下限为 0125 Lg# mL

- 1
。

31113 方法精密度与准确度  取大鼠空白血浆

200 LL,按 / CPE方法 0项下的方法制成低、中、高 3

个浓度 (双氯芬酸钠浓度分别为 015, 25, 160 Lg#
mL

- 1
)的质量控制 (QC)样品, 每一浓度进行 6样本

分析, 连续测定 3 d, 根据当日的标准曲线,计算 QC

样品的测得浓度。连续 3 d测定的结果表明, 低、

中、高 3个浓度的日内 RSD分别为 717%, 419% ,

514%,日间 RSD分别为 1112% , 910%, 1114%; 准

确度 ( RE)分别为 - 312% , 119%, - 518%。
31114 提取回收率和稳定性考察  取空白血浆

200 LL,除不加 50 LL乙腈外, 按 /方法精密度与准
确度0项下的方法制备低、中、高 3个浓度 (双氯芬

酸钠分别为 015, 25, 160 Lg# mL
- 1

)的 QC样品,每

一浓度进行 6样本分析。同时, 另取空白血浆 200

LL,除不加对照品系列溶液和内标溶液外, 其他按

/方法精密度与准确度 0项下的方法操作, 向获得的

上清液中加入内标溶液和相应浓度的系列对照品溶

液各 50 LL, 每一浓度进行 3样本分析,以每一浓度

的平均峰面积作为对照, 计算提取回收率。双氯芬

酸钠浓度为 015, 25, 160 Lg# mL
- 1

3个 QC样品提

取回收率分别为 8416% , 8610%, 8314% , 内标物提

取回收率为 7713%。QC样品在预处理后室温放置

24 h、冷冻 30 d和经历 3次冷冻 -溶解循环的条件

下均稳定。

312 大鼠体内双氯芬酸钠药动学研究  以采血时

间为横坐标,双氯芬酸钠血浆浓度为纵坐标绘制药

时曲线,静脉给药和灌胃给药结果分别见图 2 - A

和图 2- B。

图 2 静脉 ( A)和灌胃 ( B )给药后大鼠血浆中双氯芬酸钠的平均药

时曲线 ( n= 6)

F ig 2 M ean plasm a con centrat ion- t im e curves for d iclofenac sod ium in

rat p lasma after .i v. ( A) and .i g. ( B ) adm in istration( n= 6 )

应用 Das 210统计软件程序, 分别对上述血药

浓度测定数据进行拟合,计算其药代动力学参数,结

果见表 1。经 AUC0- t计算, 双氯芬酸钠的绝对生物

利用度为 4314%。
表 1 大鼠静脉和灌胃给药后双氯芬酸钠的药动学参数

Tab 1 The param eters of d ic lofenac sodium

in rats after .i v. and .i g. adm in istration

参数

( parame ters)

平均值 ? SD (mean ? SD )

静脉给药 ( .i v. ) 灌胃给药 ( .i g. )

Tmax / h 0105? 01026

C
m ax

/Lg# mL - 1 921 55 ? 351 65 81 187 ? 31842

T 1 /2 /h 31589 ? 11395 21 895 ? 11866

AUC
0- t

/L g# h# mL- 1 261 77 ? 41769 11161 ? 41955

AUC
0- ] /Lg# h# mL- 1 321 29 ? 111 68 12190 ? 41905

4 讨论
非离子表面活性剂 T riton X - 114的浊点温度
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约为 25 e , 相对于其他表面活性剂, 浊点温度较低,

密度较大 (易与水相分离 )
[ 7]
, 紫外吸收较弱

[ 12 ]
,因

此选择 Triton X - 114为提取溶剂, 考察了 20 Lg#

mL
- 1
的双氯芬酸钠在表面活性剂的不同浓度、不同

平衡时间,不同温度下的提取回收率。以及酸碱添

加剂对提取回收率的影响,实验方法同 / CPE方法 0

项,结果如图 3所示。结果发现,加入酸性添加剂,

可以减少内源性物质的干扰,但提取率降低;加入碱

性添加剂,并调整表面活性剂为适宜浓度时,即可获

得较好的提取效果。虽然表面活性剂的浓度达到

2%时, 即可以获得良好的提取回收率, 但提取回收

率不够稳定,准确度和重现性下降。因此,本试验采

用了浓度为 5%的表面活性剂溶液。

图 3 添加剂和表面活性剂浓度对双氯芬酸钠提取回收率的影响

( 50 e , 20m in)

Fig 3 Extraction effect of d iclofenac sod ium as a function ofT riton X -

114 concentrat ion w ith d if feren t addit ion( E xperim ental cond ition: 50 e ,

20m in)

当表面活性剂的浓度一定时,平衡温度升高,萃

取率增大,表面活性剂相体积减小。通常选择高于

浊点温度 20 e 左右作为平衡温度 [ 6]
, 因此本试验

研究了平衡温度在 40~ 55 e 间对双氯芬酸钠的提

取回收率的影响,实验方法同 / CPE方法 0项下, 结

果如图 4所示,结果表明: 当温度升高到 50 e 时亦

可达到较高的提取回收率。

图 4 温度对双氯芬酸钠的提取回收率的影响 ( 5% T riton X- 114, 1

m ol# L- 1 NaOH, 20 m in)

Fig 4  E ffect of tem peratu re on the extract ion eff iciency ( Experim ental

cond it ion: 5% T riton X - 114, 20 m in w ith addit ion of 1 m ol# L- 1

NaOH )

平衡时间对于血浆中双氯芬酸钠提取回收率的

影响是在 10, 15, 20, 25m in这几个时间点进行考察

的, 实验方法同 / CPE方法0项下, 结果如图 5所示;

平衡时间至 20m in时即可获较高的提取回收率, 再

延长时间提取率未见提高。

图 5 提取时间对双氯芬酸钠提取回收率的影响 ( 50 e , 5% Triton

X- 114, 1 m ol# L- 1 N aOH )

F ig 5 E f fect of in cubat ion tim e on the extract ion ef ficiency( Experim en-

tal condit ion: 5% T riton X- 114, 50 e w ith add it ion of NaOH )

以上结果表明, 本研究对采用浊点萃取从血浆

中提取有效成分的方法进行了有意义的尝试, 方法

简便,安全,快捷,环保, 同时也为浊点萃取法应用于

生物样品的预处理提供了一些有益的参考。
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