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HPLC测定人血浆中阿莫西林含量
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摘要 :目的　建立 HPLC测定人血浆中阿莫西林含量的方法。方法　血浆经 6%三氯乙酸沉淀蛋白后进行 HPLC分析 ,色谱柱

为 D ikma D iamonsilTM C18 , 5μm, 150 mm ×4. 6 mm,流动相为 0. 01 mol·L - 1的 KH2 PO4 2甲醇 (84∶16) , NaOH调 pH = 6. 90,柱温

为 30 ℃,流速 1. 0 mL·m in - 1 ,紫外检测波长为 228 nm。结果　血浆内源性物质对样品测定没有干扰。阿莫西林在血浆中的

线性范围为 0. 50～40μ g·mL - 1 ,血浆中回收率 > 85%。阿莫西林的日内、日间 RSD < 10%。结论　该方法简便、灵敏、准确、

可用于人血浆中阿莫西林含量的测定以及临床药学研究。
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ABSTRACT:O BJECT IVE　To establish a HPLC method for the determ ination of amoxicillin in human p lasma. M ETHOD S　

Plasma samp les were p repared by p rotein p recip itation with 6% trichloracetic acid. The analytes were separated on a D ikma

D iamonsilTM C18 , 5μm, 150 mm ×4. 6 mm ID, the mobile phase consisted of 0. 01 mol·L - 1 phosphate buffer (pH = 6. 90) 2methanol

(84: 16) at a flow rate of 1. 0 mL·m in - 1 at 30 ℃ and the detection wavelength was 228 nm. RESUL TS　The calibration cruve of

amoxicillin in human p lasma was linear in the range of 0. 50～40μ g·mL - 1 with no interference of endogenous substances in p lasma.

Intra2 and inter2 assay coefficients did not exceed 10%. CO NCL US IO N　The method established in the paper can be used to

determ ine the concentration of amoxicillin in human p lasma. The method can also be app lied to the clinical pharmaceutical research in

vivo.
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　　阿莫西林 ( amoxicillin, Am )为β内酰胺类抗生素 ,对革

兰阳性菌和阴性菌都有高效杀菌作用 ,对大多数病人耐受性

良好。近年来 ,阿莫西林制剂中含量测定的方法较为常

见 [ 1 ] ,但血浆样品中阿莫西林含量测定的方法则少有报道。

本实验建立了一种精确、简便、快速的 HPLC法 ,测定血浆中

阿莫西林的含量 ,为阿莫西林药动学研究提供有益的参考。

1　仪器、药品和试剂

LC - 10AT VP ( SH IMADZU ) , SPD - 10A VP ( SH IMADZU

UV2V is DETECTOR) , Anastar色谱工作站 (天津奥特赛思仪

器有限公司 ) , H21旋涡混合器 (上海青浦沪西仪器厂 ) , TGL2
16G高速离心机 (上海医用分析仪器厂 )。阿莫西林标准品

(中国药品生物制品检定所 ,批号 : 1304092200208,含量 86.

2% ) ;空白血浆 (健康受试者 ) ;三氯乙酸 ,优级纯 (南京化学

试剂厂 ) ;甲醇 ,色谱纯 (德国 ,Merck) ;其余试剂均为分析纯。

2　实验方法

2. 1　色谱条件

色谱柱为 D ikma D iamonsilTM C18 , 5μm, 150 mm ×4. 6

mm,流动相为 0. 01 mol·L - 1的 KH2 PO4 2甲醇 ( 84∶16 ) ,

NaOH调 pH = 6. 90,柱温为 30 ℃,流速 1. 0 mL·m in - 1 ,紫外

检测波长为 228 nm。

2. 2　血浆样品处理与测定

精密量取含药血浆 0. 5 mL置 2 mL塑料离心管中 ,加入

0. 5 mL 6%三氯乙酸液 ,混旋提取 1 m in, 15 000 r·m in - 1离

心 10 m in,取上清液 20μL进样 ,记录色谱图 ,外标法计算血

浆中阿莫西林的含量。

2. 3　标准贮备液配制

精密称取相当于阿莫西林约 50 mg,用 0. 01 mol·L - 1的

KH2 PO4溶液 (称取磷酸二氢钾 1. 36 g,加水溶解至 1 000

mL,用 1. 0 mol·L - 1NaOH调 pH = 6. 5)溶解 ,并定容至 50

mL,阿莫西林的含量为 1. 000 mg·mL - 1 ,分装于 1 mL塑料

离心管中并保存于 - 20 ℃,每次测定时解冻并稀释之所需

浓度的工作液。

3　实验结果

3. 1　专属性

按选“2. 1”的色谱条件 ,测得的空白血浆、空白血浆加阿

莫西林对照品溶液的色谱图。由图可见 ,血浆中杂质不影响
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阿莫西林的分离测定 ,内源性物质峰与样品峰分离良好。

3. 2　最低检测限

对照品血浆按“2. 2”项下处理后进样 20μL,得阿莫西林

最低检测限为 0. 50μg·mL - 1。

3. 3　标准曲线

精密量取阿莫西林对照品贮备液适量 ,用 0. 01

mol·L - 1的 KH2 PO4溶液稀释成系列浓度的对照品工作液 ,

各取 20μL加入 0. 5 mL空白血浆中 ,得到浓度为 40, 20, 15,

10, 5, 1, 0. 50μg·mL - 1的含药血浆。按“2. 2”项下方法操

作 ,以阿莫西林峰面积 (A )作为纵坐标 ,血浆中阿莫西林浓度

(C)为横坐标 ,进行线性回归。用最小二乘法计算得到的标

准曲线方程为 : A = 10 212C - 321. 226, r = 0. 999 9。结果表

明 ,血浆中阿莫西林浓度在 0. 50～40μg·mL - 1内 ,浓度 (C )

与峰面积 (A )比有良好的线性关系。

3. 4　方法回收率

0. 5 mL空白血浆中分别加入 20μL不同浓度的对照品

工作液 ,得到浓度为 30, 10, 0. 50μg·mL - 1的含药血浆 ,按

“2. 2”项下方法操作 ,测定回收率。结果见表 1。

表 1　空白血浆中阿莫西林的方法回收率 ( n = 5)

Tab 1　R recovery of amoxicillin in human blank p lasma ( n = 5)

已知浓度

/μg·mL - 1
测得浓度 /μg·mL - 1 方法回收率 / %

0. 5 0. 51 0. 49 0. 51 0. 47 0. 52 100. 14 ±3. 80

10. 0 10. 16 10. 06 10. 33 9. 89 10. 26 101. 40 ±1. 75

30. 0 28. 97 30. 75 30. 23 29. 06 30. 27 99. 52 ±2. 64

3. 5　精密度

分别于 0. 5 mL空白血浆中加入 20μL不同浓度的对照

品工作液得到浓度为 30, 10, 0. 50μg·mL - 1的含药血浆 ,

“2. 2”项下方法操作 ,测定日内 (1 d内测定 5次 )与日间精

密度 (测定 5 d,每天 1次 )结果见表 2。

表 2　空白血浆中阿莫西林日内、日间的方法回收率 ( n = 5)

Tab 2　Precision of amoxicillin in human blank p lasma ( n = 5)

浓度 /

μg·mL - 1
日内测得值 /μg·mL - 1 RSD /%

浓度 /

μg·mL - 1
日间测得值 /μg·mL - 1 RSD /%

0. 5 0. 51 0. 49 0. 51 0. 47 0. 52 3. 80 0. 5 0. 51 0. 53 0. 45 0. 47 0. 51 6. 87

10. 0 10. 16 10. 06 10. 33 9. 89 10. 26 1. 73 10. 0 10. 16 9. 38 10. 27 9. 83 10. 33 3. 94

30. 0 28. 97 30. 75 30. 23 29. 06 30. 27 2. 66 30. 0 28. 97 29. 35 31. 07 30. 32 30. 79 3. 02

3. 6　提取回收率

测定 30, 10, 0. 50μg·mL - 1质控血浆各 5份 ,按“2. 2”

项下方法操作 ,其峰面积与未经提取的相同量对照品 (流动

相液 )的峰面积比较。30, 10, 0. 50μg·mL - 1的 3种质控血

浆的提取回收率 ( n = 5)分别为 ( 89. 2 ±2. 4) % , ( 87. 6 ±

4. 6) %和 ( 80. 2 ±3. 1 ) % , RSD分别为 5. 85% , 5. 61% ,

6. 56%。

3. 7　稳定性试验

3. 7. 1　样品室温下放置稳定性试验　配制含阿莫西林对

照品的血浆 5 mL,在放置 0, 2, 4, 6, 8 h后 ,按“2. 2”项下方法

操作 ,测定浓度 ,结果表明含阿莫西林对照品的血浆在室温

下放置 8 h内稳定 , RSD = 2. 73%。

3. 7. 2　样品冷冻稳定性试验　配制含阿莫西林对照品的

血浆 5份 ,冷冻储存 ,分别于 0, 1, 2, 5, 10 d,按“2. 2”项下方

法操作 ,测定浓度 ,结果表明含阿莫西林对照品的血浆冷冻

放置 10 d内稳定 , RSD = 4. 2%。

4　讨论

4. 1　由于阿莫西林有两性化合物的性质 ,与生物样品中的

极性物质性质相近 ,因此生物样品的预处理与色谱分离十分

困难。Krauwinke WJ [ 3 ]等用固相萃取法 ,但操作繁琐。潘家

祜等 [ 2 ]曾用 70%高氯酸直接沉淀蛋白处理 ,方法简便 ,原理

是利用一定浓度的酸破坏阿莫西林中的内酰胺环 ,生成中间

产物青霉素酸 ,通过测定青霉素酸确定阿莫西林的含量。但

由于样品中有高浓度的高氯酸 ,使得进样液的 pH = 0,若以

这样的酸度进样 ,不仅影响柱效 ,还会损坏柱子。因此经过

实验进行适当的调整 ,采用 6%的 TAC沉淀蛋白的方法 ,色

谱分析快速简便。

4. 2　青霉素类抗生素在水溶液中不稳定 ,尤其是羟氨苄青

霉素的钠盐 ,在水溶液中 ,特别是在 pH偏碱或偏酸的情况下

极易降解 ,而在弱酸 (pH = 6. 0～7. 0)情况下却较为稳定 ,因

而标准贮备液用 pH = 6. 5磷酸盐缓冲液溶解。
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