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柱前衍生高效液相色谱法测定人血浆中白消安的浓度

张善堂 ,方焱 ,屈建 ,陈象青 ,沈爱宗 ,孙言才　(安徽省立医院 ,安徽 合肥 230001)

[摘要 ]　目的 :建立测定人血浆中白消安浓度的高效液相色谱法。方法 :血浆样品经衍生化处理后 ,以甲醇2水 (74∶26)为流动

相 ,流速0 . 9 mL·min - 1 ,选用 NovaPak C18色谱柱 (3 . 9 mm×150 mm ,4μm) ,在 280 nm波长下进行检测。结果 :白消安血浆

质量浓度的线性范围为0 . 050～3 . 20 mg·L - 1 ,以加权最小二乘法运算得到回归方程为 Y = 4 . 575 X - 37 . 04 ( r = 0 . 999 3 , n =

9) ,方法回收率 (100 . 6±1 . 6) %(99 . 66 %～102 . 4 %) ,血浆萃取回收率 (83 . 6 ±2 . 4) %(81 . 70 %～86 . 35 %) ,日内和日间 RSD

均小于 15 %。检测限为0 . 6 ng ,最低血浆检测质量浓度为0 . 030 mg·L - 1。结论 :该方法准确、灵敏 ,适用于白消安血浆浓度测

定及其药动学研究。

[关键词 ]　白消安 ;高效液相色谱法 ;血药浓度
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Determination of busulfan in human plasma by HPLC with pre2colum derivatization

ZHAN G Shan2tang ,FAN G Yan ,QU Jian ,CHAN Xiang2qing ,SH EN Ai2zong ,SUN Yan2cai (Anhui Provincial

Hospital ,Anhui Hefei 230001 ,China)

ABSTRACT :OBJECTIVE　To develop an HPLC assay for determination of busulfan concentration in human plasma. METH2
ODS　Plasma samples were prepared by derivatization with sodium diethyldithiocarbamate (DD TC) and extracted with ethyl ac2
etate ,the extract was dried under nit rogen and reconstituted with methanol prior to HPLC determination. Chromatography was

accomplished using a NovaPak C18 analytical colum (4μm ,3 . 9 mm×150 mm) and mobile phase of methanol2water (74∶26) at a

flow rate of 0 . 9 mL·min - 1 with UV detection at 280 nm. RESULTS　Calibration curves were linear f rom 0 . 05 to 3 . 20 mg·L - 1

( r = 0 . 999 3 , n = 9) , the recovery of method was (100 . 6 ±1 . 6) % (99 . 66 % - 102 . 4 %) ,and the mean extraction yield for

busulfan in plasma was (83 . 6±2 . 4) %(81 . 70 % - 86 . 35 %) . The RSDs of int ra2 and inter2day were lower than 11 . 20 % and

14 . 99 % ,respectively. The limit of detection was 0 . 030 mg·L - 1 ( signal2to noise ratio of 6) . CONCL USION　The method is

sensitive and accurate for the determination of busulfan concentration in human plasma. It is suitable for the pharmacokinetics

study of busulfan.

KEY WORDS :busulfan ; HPLC ;plasma drug concentration

　　白消安 ( busulfan , Bu)是一种双功能烷化剂 ,

对造血祖细胞和多能干细胞具有细胞毒作用 ,通常

口服小剂量 (2～8 mg·d - 1 )治疗慢性粒细胞白血

病。随着造血干细胞移植 ( hematopoietic stem cell

t ransplantation , HSCT)治疗恶性血液病的基础及

临床研究的深入 ,白消安主要用于 HSCT前的预处

理 ,大剂量的白消安 (1 mg·kg - 1 ,q6 h×4 d)与环磷

酰胺 (cyclop hosp hamide , Cy)组成的 BuCy 方案是

目前国际上异基因造血干细胞移植的标准预处理方

案 [ 122 ]。国外研究表明 ,BuCy方案的疗效和毒副作

用与白消安血浆浓度2时间曲线下面积 (AUC)或稳

态血药浓度有密切关系 ,且白消安的药动学性质具

有显著的个体差异 ,因此开展白消安治疗药物监测

十分必要[ 324 ]。

开展白消安治疗药物监测 ,首先必须建立灵敏、

准确的血药浓度测定方法。目前 ,国外用于白消安

血药浓度分析的方法主要是色谱法 ,包括气相色谱

法 ( GC) 、高效液相色谱法 ( HPL C)和高效液相色谱

法2质谱联用法 (L C2MS)等[ 426 ] ,国内尚未见文献报

道。参考国外文献 ,本试验建立柱前衍生化的高效

液相色谱法 ,以用于测定异基因造血干细胞移植预

处理患者血浆白消安浓度。
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1　材料

Waters高效液相色谱仪 ,包括 515 泵、2487 双

波长紫外检测器 ; A T - 130 色谱柱恒温箱 (天津鑫

洲科技有限公司) ; HS色谱数据工作站4 . 0 + (杭州

英谱科技开发有限公司) ; U32 R 台式冷冻离心机

(德国 Hettich公司) ;白消安 ( Sigma2Aldrich 公司 ,

批号 07 K2506) ;二乙基二硫代氨基甲酸钠 (DD TC ,

Sigma2Aldrich公司 ,批号 112 K2606) ;甲醇、醋酸乙

酯和乙腈等均为色谱纯 ;亚沸二次纯化水为本实验

室制备 ;健康人空白血浆由本院输血科提供。

2　方法与结果

2. 1　对照品溶液及衍生反应试剂的配制 　精密称

取白消安 10 mg ,用乙腈溶解后移至 100 mL 量瓶

中 ,加乙腈稀释至刻度 ,混匀 ,制成储备液 (100 mg·

L - 1 ) 。以储备液配成质量浓度分别为0 . 625 ,1 . 25 ,

2 . 50 ,5 . 00 ,10 . 0 ,15 . 0 ,20 . 0 ,30 . 0 ,40 . 0 mg·L - 1的

系列对照品溶液。储备液及对照品溶液均置于 4 ℃

冰箱中保存。衍生试剂在使用前临时配制 :称取

DD TC 0 . 8 g ,加新鲜制备的亚沸二次纯化水溶解至

10 mL ,即得。

2. 2　血浆样品的处理 　精密吸取血浆样品 250

μL ,加甲醇 500μL ,旋涡混合 15 s ;加入新鲜配制的

8 %DD TC液 150μL ,旋涡混合 10 s ; 加入亚沸纯化

水 500μL ,旋涡混合 5 s ,随后立即加入醋酸乙酯 3

mL ,旋涡混合 1 min ;在 10 ℃下 ,以4 000 r·min - 1

离心 10 min。取醋酸乙酯层 (上层) ,于 30 ℃水浴

下氮气吹干 ,用 150μL 甲醇溶解后 ,取 20μL 进样。

2. 3　色谱条件 　色谱柱 : NovaPak C18柱 (3 . 9 mm

×150 mm ,4μm) ;柱温 :30 ℃;流动相 :甲醇2水 (74

∶26) ;流速 :0 . 9 mL·min - 1 ;检测波长 :280 nm。

2. 4　方法学验证

2. 4. 1　专属性试验　按前述血浆样品处理方法和

色谱条件处理并检测空白血浆、加药血浆和患者用

药后的血浆样品 ,结果表明血浆中的内源性物质和

患者在预处理期间使用的其他药物如苯妥英钠、恩

丹司酮、伊曲康唑、谷胱甘肽、环孢素等对白消安的

检测无干扰 ,白消安峰峰形好 ,理论塔板数大于

4 000 ,分离度大于5 . 0 ,保留时间约为13 . 7 min。见

图 1。

2. 4. 2　标准曲线及线性范围　取不同质量浓度的

对照品溶液各 20μL 置具塞试管中 ,加入空白血浆 ,

配成分别为 0 . 050 , 0 . 100 , 0 . 200 , 0 . 400 , 0 . 800 ,

1 . 20 ,1 . 60 ,2 . 40 ,3 . 20 mg·L - 1的含药血浆样品 ,按

“2 . 2”项下操作 ,进样分析 ,记录白消安色谱峰高。

以白消安血浆质量浓度为自变量、峰高为因变量 ,用

t/ min

图 1　血浆中白消安色谱图

A.空白血浆 (经过衍生化处理) ;B.标准血浆样品 (3 . 20 mg·L - 1 ) ;

C.患者血浆样品 (BUCY预处理患者口服白消安后 1 h) ;12白消安
Fig 1　HPLC chromatograms of busulfan in plasma

A. blank plasma ; B. plasma containing 3 . 20 mg·L - 1 busulfan ; C. a

patient plasma sample ;12busulfan

加权最小二乘法进行回归运算 ,求得白消安的直线

回归方程即标准曲线为 Y = 4 . 575 X - 37 . 04 ( n = 9 ,

r = 0 . 999 3) ,表明白消安在0 . 050～3 . 20 mg·L - 1范

围内线性关系良好。

2. 4. 3　精密度和准确度　按“2 . 4 . 2”项下方法配制

含白消安0 . 050 ,1 . 20 ,3 . 20 mg·L - 1 3 种质量浓度

的质控 (QC)样品 ,每种质量浓度进行 5 样本分析 ,

连续测定 5 d ,并与标准曲线同时进行。以当日标准

曲线计算 QC样品质量浓度 ,对 QC样品的测定结

果进行统计分析 ,求得本法的精密度和准确度 ,结果

见表 1。
表 1　方法的准确度和精密度 ( n = 5)

Tab 1　Accuracy and precision of busulfan determination in

plasma ( n = 5)

标示质量浓度
/ mg·L - 1

测得质量浓度
/ mg·L - 1

准确度
/ %

RSD/ %

日 内 日 间
0 . 050 0 . 051 2±0 . 001 4 102 . 4 11 . 20 14 . 99
1 . 200 1 . 196±0 . 014 99 . 67 9 . 81 10 . 82
3 . 200 3 . 189±0 . 039 99 . 66 8 . 85 12 . 02

2. 4. 4　萃取率　按“2 . 4 . 2”项下方法配制含白消安

0 . 050 ,1 . 200 ,3 . 20 mg·L - 1 3 种质量浓度样品 ,每

个质量浓度进行 5 份平行样本分析 ;另以亚沸二次

纯化水代替空白血浆配制相应质量浓度的样品 ,同

法进行处理分析。以每一质量浓度两种处理方法测

得的峰高值之比计算血浆萃取率。结果见表 2。血

浆中白消安的平均萃取回收率 (83 . 6 ±2 . 4) %

表 2　血浆中白消安的萃取率 ( n = 5)

Tab 2　Extraction yield for busulfan in plasma ( n = 5)

标示质量浓度
/ mg·L - 1

峰 高/ uV

血样 水样
萃取率

/ %

0 . 050 234 . 4±17 . 8 286 . 9±24 . 2 81 . 70
1 . 200 5 550 . 8±544 . 8 6 428 . 2±517 . 8 86 . 35
3 . 200 14 739 . 4±1 006 . 7 17 799 . 1±1 717 . 6 82 . 81

2. 4. 5　检测限　用空白血浆制备质量浓度分别为

0 . 005 ,0 . 010 ,0 . 020 ,0 . 040 mg·L - 1样品 ,按“2 . 2”
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项下操作分析 ,以空白血浆为对照 ,白消安的检测限

为0 . 6 ng ( S/ N = 6 ) ,最低血浆检出质量浓度为

0 . 030 mg·L - 1。

2. 4. 6　稳定性考察　(1)冷冻样品的稳定性 :配制

质量浓度为1 . 20 mg·L - 1白消安血浆样品一式 5

份 ,放置 - 20 ℃冷冻保存 ,分别于第 1 ,2 ,4 ,8 ,16 天

解冻处理分析 ,测定样品浓度 ,各测定结果的 RSD

为9 . 44 %。表明 - 20 ℃冷冻保存 ,样品比较稳定。

(2)血浆样品反复冻融的稳定性 :配制质量浓度为

1 . 20 mg·L - 1白消安血浆样品1 . 0 mL 置于具塞离

心管中 ,放置 - 20 ℃冷冻。反复冻融 3 次 ,每次融

化后取 0 . 2 mL 测定白消安浓度 ,各测定结果的

RSD 为9 . 32 %。(3)白消安衍生产物的稳定性 :配

制质量浓度为1 . 20 mg·L - 1白消安血浆样品一式 5

份 ,按“2 . 2”项下处理至“氮气吹干”后 ,室温放置 ,于

0 ,1 ,3 ,6 ,24 h 分别用 150μL 甲醇溶解、进样 ,测定

样品浓度 ,各测定结果的 RSD为8 . 16 %。表明白消

安衍生产物在室温下 ,24 h内基本稳定。

2. 4. 7　临床样本测定 　1 例行异基因造血干细胞

移植的患者 ,采用 BUCY方案进行移植前预处理 ,

口服白消安 1 mg·kg - 1 ,q6 h ,共 16 次。分别在口

服首剂白消安前及服药后第 15 , 30 , 60 , 90 , 120 ,

180 ,240 ,360 min采集血样 1～2 mL , ED TA 抗凝 ,

血样置于冰箱冷藏并于 6 h内离心分离出血浆。按

“2 . 2”项下方法处理分析血样 ,测得各时间点的血浆

白消安质量浓度分别为 0 ,0 . 43 ,1 . 21 ,1 . 49 ,1 . 28 ,

1 . 07 ,0 . 77 ,0 . 65 ,0 . 38 mg·L - 1。另外测得第 9 次

服药后 1 h点血浆白消安质量浓度为1 . 90 mg·L - 1。

3　讨论

自 Henner等[ 7 ]首次报道采用 HPL C方法测定

血浆中白消安浓度以来 ,国外对白消安血药浓度测

定方法进行了长期的研究。近年来 ,L C2MS或 L C2
MS2MS方法的应用成为研究重点 ,有多篇相关报

道[ 8210 ]。L C2MS或 L C2MS2MS方法灵敏、准确 ,样

品不需要作衍生化处理 ,分析简便快速 ,但仪器设备

价格昂贵 ,难以普及使用。为满足临床需求 ,笔者结

合所在实验室的实际情况 ,对 H PL C测定白消安血

浆浓度的实验条件进行了较为全面的探索。

3. 1　检测波长的选择　白消安的化学名为 1 ,42丁
二醇二甲基磺酸酯 ,无紫外吸收 ,一般要利用其与衍

生试剂反应 ,形成具有紫外吸收或产生具有荧光的

产物 ,然后进行 HPL C定量检测 ,衍生化方法包括

柱前衍生和柱后衍生 ,所用的衍生试剂也各不相

同[ 11212 ]。本实验以 DD TC为衍生试剂 ,采用柱前衍

生的方法 ,使形成具有紫外吸收的衍生产物 ,该产物

在 250 nm和 280 nm 处有吸收峰。为减少杂质紫

外吸收的干扰 ,本实验采用 280 nm作为检测波长。

3. 2　流动相的选择 　分别考察了甲醇2水、乙腈2
水、甲醇2乙腈2水等为流动相时的分离效果、柱压、
出峰时间等 ,结果在取得理想分离效果的前提下 ,含

有乙腈的流动相柱压较低 ,但出峰时间较迟 (相同流

速) ;以甲醇2水 (74∶26)为流动相时 ,虽然柱压较高 ,

但出峰时间较为理想 ,峰形好 ,无血浆杂质峰干扰 ,

且试剂成本较低。

3. 3　提取溶剂的选择 　实验考察了醋酸乙酯、乙

醚、异丙醇、正己烷等溶剂对血浆中白消安的萃取

率 ,结果醋酸乙酯的萃取率最高 ,且毒性较低 ,相对

安全 ,故选择醋酸乙酯作为提取溶剂。

另外 ,衍生反应受温度的影响比较明显 ,低于

15 ℃则反应速度很慢 ,高于 35 ℃则衍生产物不稳

定。本实验将室内温度控制在 20～25 ℃,在此温度

下 ,白消安与 DD TC的衍生反应可以瞬间完成。
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头孢羟氨苄咀嚼片的人体生物等效性

邓鸣1 ,杨汉煜2 ,赵曦2 ,侯艳宁1 ,宋连怿1 　(1 .白求恩国际和平医院临床药理室 ,河北 石家庄 050082 ;2 .石药集团中奇

制药技术石家庄有限公司 ,河北 石家庄 050051)

[摘要 ]　目的 :评价头孢羟氨苄咀嚼片与参比片剂在人体内生物等效性。方法 :采用随机交叉试验设计 ,20 名健康男性受试

者分别口服单剂量受试制剂与参比制剂 500 mg , HPLC法测定血浆中头孢羟氨苄的浓度 ,用DAS 1 . 0统计软件计算药动学参

数并进行生物等效性评价。结果 :受试制剂与参比制剂的 Cmax分别为 (19 . 2±2 . 3) mg·L - 1和 (18 . 4 ±2 . 7) mg·L - 1 , tmax分别为

(0 . 95±0 . 22) h和 (1 . 3±0 . 4) h , t1/ 2分别为 (1 . 78±0 . 14) h和 (1 . 73±0 . 09) h ,AUC0210分别为 (53 . 3±7 . 5) mg·h·L - 1和 (54 . 0±

7 . 4) mg·h·L - 1 ,AUC02∞分别为 (54 . 4±7 . 9) mg·h·L - 1和 (55 . 1±7 . 7) mg·h·L - 1。受试制剂相对于参比制剂的生物利用度为

(99 . 0±7 . 0) %。结论 :两制剂具有生物等效性。
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Bioequivalence of cefadroxil che wable tablets in healthy volunteers

DEN G Ming1 , YAN G Han2yu2 , ZHAO Xi2 , HOU Yan2ning1 , SON G Lian2yi1 (1 . Department of Clinical Phar2
macology , Bethune International Peace Hospital , Hebei Shijiazhuang 050082 , China ; 2 . Zhongqi Pharmaceutical Technology

(Shijiazhuang) Co . Ltd. , Hebei Shijiazhuang 050051 , China)

ABSTRACT :OBJECTIVE　To evaluate the bioequivalence of cefadroxil chewable tablet s and reference tablet s in healthy volun2
teers. METHODS　In a randomized crossover study , 20 healthy male volunteers were given a single oral dose of 500 mg test and

reference formulations. The plasma concentration of cefadroxil was determined by an HPLC method. The pharmacokinetic pa2
rameters were calculated and the bioequivalence of two formulations were evaluated by DAS 1 . 0 software. RESULTS　The main

pharmacokinetic parameters of the test and the reference formulations were as follows : Cmax were (19 . 2 ±2 . 3) mg·L - 1 and

(18 . 4±2 . 7) mg·L - 1 , tmax were (0 . 95±0 . 22) h and (1 . 3±0 . 4) h , t1/ 2 were (1 . 78±0 . 14) h and (1 . 73±0 . 09) h ,AUC0210 were

(53 . 3±7 . 5) mg·h·L - 1 and (54 . 0±7 . 4) mg·h·L - 1 , AUC02∞were (54 . 4±7 . 9) mg·h·L - 1 and (55 . 1 ±7 . 7) mg·h·L - 1 , respec2
tively. The relative bioavailability of the test tablet s was (99 . 0±7 . 0) %. CONCL USION　 The two formulations are bioequiv2
alent .

KEY WORDS :cefadroxil ; HPLC ; pharmacokinetics ; bioequivalence

　　头孢羟氨苄 (cefadroxil)是第一代长效半合成

口服头孢类抗生素 ,具有口服吸收好 ,抗菌谱广 ,作

用强而持久 ,不良反应少等特点 ,临床上广泛用于治

疗呼吸道、泌尿道、口腔和皮肤软组织等部位的敏感

菌感染。国内有关头孢羟氨苄的药动学和生物等效

性研究已有报道[ 123 ] ,主要包括普通片、胶囊剂、颗粒

剂、分散片等 ,但咀嚼片的药动学研究尚未见报道。

本试验以石药集团欧意药业有限公司生产的头孢羟

氨苄片 (商品名为欧意)为参比制剂 ,对石药集团中

奇制药技术 (石家庄)有限公司研制的头孢羟氨苄咀

嚼片进行了人体相对生物利用度研究 ,并作出生物

等效性评价 ,为临床合理用药提供科学依据。

1　材料

Waters 2695高效液相色谱系统泵 (含四元泵 ,

在线脱气机 ,自动进样器 ,柱温箱) ,Waters 2996 型

二极管阵列检测器 ,Empower 软件 (美国 Waters公

司) ;受试制剂 :头孢羟氨苄咀嚼片[石药集团中奇制

药技术 (石家庄)有限公司研制 ,规格 125 mg/片 ,批

号 060301 ] ;参比制剂 :头孢羟氨苄片 (商品名为欧

意 ,石药集团欧意药业有限公司生产 ,规格 250 mg/
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