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摘 　要 :采用 BF32CH3 O H 为衍生化试剂 ,壬烷作内标 ,建立了氧氟沙星的气相色谱分

析法。氧氟沙星在其质量浓度为 1. 0～250. 0 mg/ L 时 ,药物与内标物峰面积比和药物

浓度呈良好的线性关系 ,其相关系数为 0. 9988 ,检出限为 10μg/ L 。该法已成功用于药

物制剂与体液中氧氟沙星含量的测定。
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氧氟沙星 (Ofloxacin ,O FL X)属于第三代喹诺酮类药物 ,为 DNA 螺旋酶抑制剂 ,具有抗菌谱广、生物

利用度好、毒副作用小等优点而广泛应用于临床。该药通过肾脏排泄 ,大部分以原形由尿液中排出 ,因此

测定体液中的 OFL X 在临床和药代动力学研究方面是十分必要的。目前体液中氧氟沙星的测定主要有

紫外分光光度法[ 1 ] 、荧光分光光度法[2 ] 、高效液相色谱法[3 ] 、流动注射法[ 4 ]和毛细管电泳法[5 ] 等 ,尚未见有

关测定 O FL X 的气相色谱法报道。

本文以 BF32CH3 O H 为衍生试剂 ,壬烷作内标 ,对氧氟沙星的衍生化气相色谱法进行了研究。结果表

明 ,OFL X 质量浓度为 1. 0～250. 0 mg/ L 时 ,药物与内标物的峰面积比与药物浓度呈良好的线性关系 ,据

此建立了一种药物制剂和体液中氧氟沙星的气相色谱分析方法。

1 　实验部分

1 . 1 　仪器与试剂

HP 5890 Ⅱ型气相色谱仪 (美国 ,惠普公司) ,氢火焰离子化检测器 ( FID) , HP 化学工作站 ; UV22201

型紫外可见分光光度计 (日本 ,岛津公司) ; F TIR 410 型傅立叶变换红外光谱仪 (美国 ,N ICOL ET 公司) 。

氧氟沙星标准溶液 :称取氧氟沙星标准品 (质量分数为 99. 5 % ,中国药品生物制品检定所) ,用甲醇配

制成 100 mg/ L 的标准储备液 ,使用时稀释至所需浓度 ;壬烷 (色谱纯) :用甲醇配制成 100 mg/ L 的内标储

备液 ,使用时稀释至所需浓度 ;衍生化试剂 :47. 7 %的三氟化硼乙醚溶液配成 14 %的甲醇溶液 ;甲醇、氯化

钠和正己烷均为分析纯。

1 . 2 　色谱条件

HP2FFA P 石英毛细管柱 (25 m ×0. 20 mm i. d. ×0. 33μm) ;载气 ( N2 ) 流速 2. 0 mL/ min ,柱温

140 ℃;进样口温度 250 ℃;检测器温度 250 ℃;分流比 100∶1 ,进样量 1μL ;内标法定量。

1 . 3 　实验方法

准确吸取 0. 5 mL 一定浓度的氧氟沙星标液于 5 mL 具塞试管中 ,加入 0. 5 mL 14 %BF32CH3 O H 溶

液和 1 mL 100 mg/ L 内标溶液 ,摇匀 ,在 80 ℃水浴中酯化 30 min 后 ,取出置于冰水中冷至室温 ,再加入

1 mL正己烷和 1 mL 饱和氯化钠溶液 ,超声振荡萃取 2 min ,直接取上层清夜 1μL 进行 GC 分析。
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2 　结果与讨论

2 . 1 　色谱柱的选择

对 HP21、H P21701、H P220M 和 HP2FFA P 等不同极性的色谱柱进行考察 ,发现 OFL X 衍生物在非极

性和中等极性柱上的响应值不高 ,峰形拖尾 ;而在极性柱上尤其在 TPA 改性聚已二醇为固定相的 H P2
FFA P 极性毛细管色谱柱上出峰速度快、分离度好、峰形对称无拖尾。故本实验选用 HP2FFA P (25 m ×

0. 20 mm i. d. ×0. 33μm)毛细管色谱柱为分离柱。不同试样的分离效果见图 1。

Fig. 1 　Chromatograms of OFL X standard ( a) , tablet sample ( b) , urine sample ( c) and plasma sample( d)
1. n2nonance (internal standard) ; 2. OFL X derivation.

2 . 2 　衍生化反应条件的选择

采用不同的方法对氧氟沙星进行衍生化处理。实验发现 ,以六甲基二硅胺烷法制备衍生物后 ,反应体

系处于均相状态 ,便于直接进行气相色谱分析 ,但硅烷化衍生物易于水解 ,需在无水条件下操作 ,难于控

制 ;硫酸2甲醇法操作简便、转化率高 ,但酯化时间冗长 ;而三氟化硼2甲醇法反应速度快、酯化产率高。故

本实验选择三氟化硼2甲醇作衍生化试剂。

研究了温度、时间和三氟化硼用量对酯化反应的影响。结果表明 ,酯化反应温度过低时反应不完全 ;

过高时产物易分解。其它条件不变 ,三氟化硼浓度过低时 ,所需衍生化试剂的量增加 ,反应时间延长 ;三氟

化硼浓度过高时 ,会使衍生化后的反应体系酸性增强 ,柱效降低 ;而三氟化硼在 12 %～16 %范围内不仅催

化效果好、色谱响应值高且反应后混合液几乎为中性。本实验选择 14 %三氟化硼2甲醇溶液与氧氟沙星

(体积比 1∶1)在 80 ℃加热 30 min 为最佳衍生化反应条件。

用不同溶剂对氧氟沙星衍生物的萃取效率进行了比较 ,实验表明 ,正己烷分层速度快、萃取效果好 ,故

本实验选正己烷作萃取溶剂。为提高萃取效率 ,在酯化体系中加入饱和氯化钠溶液 ,不仅使氧氟沙星衍生

物的色谱响应值显著提高 ,而且使上层液由酸性转变成中性 ,有利于延长色谱柱的寿命。

2 . 3 　衍生化产物的红外光谱表征

将酯化产物的正己烷溶液用氮气吹干 ,采用 KBr 压片法制样 ,直接放入傅立叶变换红外光谱仪中测

定。对氧氟沙星酯化产物进行傅立叶红外光谱分析。从红外光谱图可以看出 ,在 1 740 cm - 1处有一强的

酯羰基 ( —COOR)吸收峰 ,在 1 212 cm - 1 和 1 171 cm - 1 为υs (C = O) 和υas ( C = O) 伸缩振动吸收峰 ;而

3 150 cm - 1处的羧羟基吸收峰完全消失 ,表明生成了酯化产物。

2 . 4 　线性关系与检出限

分别取 1. 0～250. 0 mg/ L 氧氟沙星系列标准溶液各 0. 5 mL ,按实验方法处理 ,在选定的色谱条件下

分析 ,以氧氟沙星/ 内标物浓度比 (ci / cs )为横坐标 X、相应峰面积比 ( A i / A s )为纵坐标 Y ,进行线性回归 ,得

到的线性回归方程及相关参数列于表 1。

取 0. 5 mL 空白尿或空白血浆 ,分别加入不同体积的氧氟沙星浓度系列标准溶液 ,使其质量浓度分别

为 1 ,2 ,6 ,8 ,10 ,20 mg/ L ,加入 0. 5 mL 14 %BF32CH3 O H 溶液和 1 mL 10 mg/ L 内标溶液 ,按实验方法进

行操作 ,色谱分析前需离心 5 min (2 000 r/ min)取上清液分析 ,实验结果见表 1。

2 . 5 　样品分析及回收率试验

2 . 5 . 1 　药物测定 　取 10 枚 OFL X 药片 ,准确称取其总重 1/ 10 (相当于含有 O FL X 约 100 mg) 的药粉用

甲醇定容至 100 mL 容量瓶中 ,待药物充分溶解后过滤除去不溶物 ,弃去 10 mL 前滤液 ,取 10 mL 后续液

用甲醇适量稀释。取 0. 5 mL 样品溶液按上述方法进行处理 ,其色谱图见图 1b。为了验证方法的有效性 ,
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Table 1 　Regression equations and related parameters for OFL X

Sample solution Regression equation r Linear range (mg/ L) Detection limit (μg/ L)

Standard Y = 15 . 5740 X + 0. 5957 0. 9993 1. 0～250. 0 10

Urine Y = 0 . 6310 X - 1. 3650 0. 9988 1. 0～20. 0 10

Plasma Y = 0 . 1819 X + 0. 3376 0. 9997 1. 0 ～ 20. 0 10

采用标准加入法做回收率实验 ,平行测定 5 次 ,其测定结果见表 2。经 t 和 F 检验 ,本方法与文献[ 1 ] 方法

不存在显著性差异 ( P > 0. 05 时) ,这表明两者间有相似的精密度和准确度。

Table 2 　Determination of OFL X ( % of quantity specif ied , n = 5)

Sample No.
GC method Reference method

Content
( %)

Recovery
( %)

RSD ( %)
Inter2day

RSD ( %)
Int ra2day

Content
( %)

0412122 97. 76 ( t ,2 . 57 ; F ,4 . 65) 102. 03 1. 39 2. 31 97. 61

0407021 98. 35 ( t ,2 . 66 ; F ,3 . 37) 98. 54 2. 17 2. 56 98. 15

B050209201 97. 68 ( t ,2. 45 ; F ,5. . 12) 99. 02 1. 54 2. 78 99. 13

Fig. 2 　Mean urine concentration2time curve of OFLX in 5
healthy volunteers after oral administration of OFLX

2 . 5 . 2 　尿样测定 　5 名健康志愿者单剂量口服氧氟沙

星药片 300 mg 后 ,于不同时间取尿样 ,取 0. 5 mL 尿样

按上述方法处理 ,图 1c 表明尿中内源性物质不干扰

OFL X 衍生物的测定 ,将测定结果代入线性方程计算

其尿药浓度 ,其平均尿药浓度2时间曲线见图 2。分别

取 1 h、2 h 和 4 h 尿样 0. 25 mL ,加入相应浓度的氧氟

沙星标准溶液 0. 25 mL ,按实验方法进行衍生化和色

谱测定 ,平行测定 5 次 ,将所测定的峰面积比值 ( A i /

A s ) 代入线性回归方程 ,计算回收率和精密度 ,结果见

表 3。

2 . 5 . 3 　血浆测定 　分别于 0. 5 mL 空白血浆中加入不

同浓度的氧氟沙星标准溶液 0. 5 mL ,得到氧氟沙星含量为 0. 5 ,3 和 5 mg/ L 的血浆样品 ,按上述方法测

定 ,所加试剂中的甲醇就可沉淀蛋白 ,离心 ,用正己烷萃取 ,样品处理简单。图 1d 表明血浆中物质与氧氟

沙星衍生物完全分离 ,不干扰其测定。计算回收率和精密度 ,结果见表 3。

Table 3 　Recovery and precision of OFL X in urine and plasma ( n = 5)

Sample
Background

(mg/ L)
Added

(mg/ L)
Found

(mg/ L)
Recovery

( %)
Int ra day
RSD ( %)

Inter day
RSD ( %)

1 h 0. 411 0. 5 0. 894 98. 13 1. 87 2. 91

Urine 2 h 2. 712 2. 5 5. 280 101. 30 2. 02 3. 16

4 h 6. 721 6. 5 12. 930 97. 80 2. 31 3. 08

2 0. 5 0. 486 97. 20 2. 12 2. 75

Plasma 2 5. 0 2. 907 96. 91 1. 75 3. 06

2 5. 0 4. 934 98. 67 1. 98 3. 14
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Determination of Ofloxacin by Capillary Gas
Chromatography and Its Appl ication

XU Qing2qin1 ,2 , YAO Ru2xin1 , S HUAN G Shao2min2 , DU Li2ming 3 1 ,

HUAN G Hui2sheng1 , GUO Zhi2hao1

(1 . Center of A nal ysis and Testi ng , S hanx i N orm al Uni versi t y , L i n f en , S hanx i 041004 ;

2 . Dep artment of chemist ry , S hanx i U ni versi t y , T ai y uan 030006)

Abstract : A new met hod has been developed for t he determination of ofloxacin in p harmaceutical do sage

forms and human fluid samples by derivatization gas chromatograp hy. Ofloxacin was esterified by means

of BF32CH3 O H and analyzed by GC2FID wit h HP2FFA P capillary column (25 m ×0. 20 mm ×0. 33μm) .

The calibration curve had good linearity in the range of 1. 0 ～ 250. 0 mg/ L . The correlation coefficient

was 0. 9988 and t he detection limit was 10μg/ L for O FL X. The method has been successf ully applied to

t he determination of OFL X in medicament and human fluid samples.

Keywords : Gas chromatograp hy ; Derivatization ; Boron t rifluoride ; Ofloxacin ( OFL X) ; Urine ; Plasma
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