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[摘　要 ]　建立了一种简便、灵敏、可重复的高效液相色谱法检测水牛血浆中吡喹酮 ( Praziquantel,

PZQ)的含量。吡喹酮在 C18 (250 mm ×4. 0 mm, 5μm)柱中可以很好地与杂质峰分离开。其保留时间、

紫外检测波长、流动相、流速、色谱柱温度分别为 10. 6 m in、220 nm、甲醇 ∶水 (70∶30,V /V )、0. 8 mL /m in

和 40℃。水牛血浆样品 (0. 5 mL)经乙酸乙酯 (6 mL )两步提取后 ,采用旋转蒸发仪蒸干 , 1 mL流动相

溶解定容 ,取上清滤液 20μL进样做 HPLC分析。吡喹酮的血浆药物浓度在 0. 062 5～8 mg/L范围内 ,

呈现良好的线性关系 ,相关系数 r > 0. 999。在 0. 062 5、1、16 mg/L的 3个药物浓度水平下 ,吡喹酮的平

均回收率均在 90%以上。日内和日间变异系数小于 5%。PZQ的 LOD可达 0. 01 mg/L, LOQ为 0. 03

mg/L。该方法的专属性强、灵敏度高 ,适用于水牛血浆中 PZQ的药动学检测。
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Abstract: A simp le, sensitive and rep roducible method based on a reversed - phase chromatography was

developed for the determ ination of p raziquantel in water buffalo p lasma. Praziquantel was separated from the

impurities on a C18 column (250 mm ×4. 0 mm, 5μm) , with retention times of 10. 6 m in. U ltraviolet detection

was set at 220 nm. The mobile phase consisted of methanol and distilled water (70 ∶30, V /V ) , running through

the column at a flow rate of 0. 8 mL /m in. The chromatographic analysis was operated at 40℃. Samp le p reparation

(0. 5 mL p lasma) was done by a single step liquid - liquid extraction with ethyl acetate. Calibration curves in

p lasma at the concentrations ( 0. 062 5～8 mg/L) were all linear with correlation coefficients higher than 0. 999.

A t the fortified levels of 0. 062 5, 1, 16 mg/L , the mean recoveries of PZQ ranged from 90% to 120%. The

p recision of the method based on within - day repeatability and rep roducibility ( day - to - day variation) was

below 5%. L im it of detection (LOD ) was 0. 01 mg/L. LOQ was 0. 03 mg/L. The method was app licable to

pharmacokinetics detection of PZQ in water buffalo p lasma.
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　　吡喹酮 ( Praziquantel, PZQ )系吡嗪并异喹啉化

合物 , 20世纪 70年代初即用以驱除绦虫 ,继而又发

现其具有很好的抗血吸虫作用 ,并于 20世纪 70年

代末试用于临床治疗血吸虫病 [ 1 - 4 ]。吡喹酮是目

前治疗家畜血吸虫病的首选药物 ,也是大面积防治

血吸虫病的主要药物。目前国内市场上批准使用

的吡喹酮制剂是吡喹酮片剂 ,鉴于吡喹酮口服途径

给药存在明显的肝脏首过效应 ,临床使用不方便 ,

以及静脉注射给药又具有较强毒副反应等缺点 [ 2 ]
,

所以研制吡喹酮新制剂 ,提高其生物利用度具有十

分重要意义。20%吡喹酮注射液是上海兽医寄生

虫研究所研制的一种吡喹酮新制剂 ,拟用于动物寄

生虫病的防治。受研究单位的委托 ,本实验开展了

该注射剂在水牛体内的药代动力学研究 ,目的是提

供数据以阐明该吡喹酮注射液在健康成年水牛体

内的血药浓度 -时间曲线 ,为将来进一步评价其临

床药效提供依据。

关于 PZQ的代谢动力学研究 ,已经有人、家鼠、

家兔、绒山羊以及黄牛体内药代动力学的研究 ,在

水牛体内的药代动力学研究尚未见报道。在以往

的文献中 ,关于在血浆中提取吡喹酮的过程比较繁

琐 ,本实验目的在于简化提取血浆中吡喹酮的方

法 ,并且提高其回收率和改善提取的精密度 ,并为

进一步研究吡喹酮在水牛体内的药代动力学打下

基础。

1　材料与方法

1. 1　试药与试剂　吡喹酮标准品 ,含量 99. 1% ,购

自德国 D r Ehrenstorfer公司 ,批号 80821;受试药物

为吡喹酮注射剂 ,含量 20% ,批号 20080416,由上

海兽医研究所提供 ;甲醇、乙酸乙酯 ,均为 HPLC

级 ,天津科密欧化学试剂厂 ;水为自制超纯水。

1. 2　实验动物 　江苏江都地区成年健康水牛 4

头 ,平均体重 (420 ±30) kg。经过 7 d观察并进行

临床观察 ,均为健康水牛 ,无用药史 ,编号 ,给药前

禁食 12 h、自由饮水 ,给药 2 h后自由采食 ,按 10

mg/kg的给药量肌注给药。

1. 3　主要仪器 　SHMADZU高效液相色谱仪 ,配

LC - 10ATVP泵、SPD - 10ATVP紫外检测器 ;

HW - 2000型色谱工作站 2. 10版 ,千谱软件公司 ;

BP110S电子分析天平 ,德国赛多利斯天平公司 ;

RE - 52型旋转蒸发仪 ,上海青浦沪西仪器厂 ;

KQ - 250B型超声波清洗器 ,昆山市超声仪器有

限公司。

1. 4　标准工作液的配制　准确称取吡喹酮标准品

160 mg,置于 100 mL棕色容量瓶中 ,用甲醇定容至

刻度 ,即为 1 600μg/mL吡喹酮标准工作液。

1. 5　色谱条件　Phenom sil
2

TM VP - ODS C18 ( 5. 0

μm , 250 mm ×4. 0 mm )色谱柱 ;流动相为甲醇 -

水 = 70 ∶30 (V /V ) ;检测波长 220 nm;柱温 40℃;流

速 0. 8 mL /m in;进样量 20μL;紫外检测灵敏度

0. 020 AUFS。

1. 6　水牛血浆样品的预处理　试验动物在给药前

采血记为 0 h,分别在肌注给药后 0. 25、0. 5、0. 75、

1、1. 5、2、3、4、6、8、12、24 h,通过颈静脉插管采血 ,

每次采集血样约 5 mL。血样用肝素抗凝 ,

3 000 r/m in离心 10 m in,分离血浆。血浆样品置于

- 20℃冰箱保存。将采集后保存的血浆样品经自

然 (室温 )解冻后 ,准确吸取 0. 5 mL于 10 mL刻度

离心管 ,加入 3 mL乙酸乙酯去蛋白 ,旋涡振荡 5

m in后 5 000 r/m in离心 10 m in,吸取上清液于 25

mL鸡心瓶中。在离心管中加入 3 mL乙酸乙酯 ,重

复去蛋白一次 ,合并上清液 , 45℃旋转蒸干后 ,用 1

mL流动相溶解 ,涡旋 2 m in,转入 1. 5 mL指形管 ,

16 000 r/m in高速离心 15 m in,上清液经 0. 45μm

滤头过滤 ,用于 HPLC分析。

1. 7　标准曲线的绘制 　用水牛空白血浆配制吡喹

酮溶液 ,使其药物质量浓度为 8、4、2、1、0. 5、0. 25、

0. 125、0. 062 5、0. 03 mg/L。按 1. 6项下的血浆样品

预处理方法进行处理后 ,进样做 HPLC分析。以血

浆药物浓度水平为因变量 ,各浓度水平的平均峰面

积为自变量 ,做线性回归 ,得出标准曲线的回归方程

和相关系数 ,并绘制标准曲线。每个浓度重复 5次。

1. 8　数据处理　水牛肌注给药后的实测血浆药物

浓度 -时间数据 ,采用 3P97药代动力学软件简化

系统计算程序 ,使用微机自动进行处理。

1. 9　实验方法验证

1. 9. 1　回收率测定　加入一定浓度的吡喹酮标准

工作液于水牛血浆中 ,制得吡喹酮浓度为 0. 062 5、

1、16 mg/L的系列浓度 ,经 1. 6项下的方法处理后 ,

取上清滤液 20μL进样做 HPLC分析。再用对应

浓度的吡喹酮标准液 ( 0. 031 25、0. 5、8 mg/L )做

HPLC分析 ,用下面公式计算各浓度的添加回收率。

每一浓度做 5次重复。回收率的计算公式为 :回收

率 =A /AS ×100%。式中 A为样品溶液中吡喹酮的

峰面积 , AS为相应标准液中吡喹酮的峰面积。

1. 9. 2　精密度测定　制得水牛血浆中低、中、高吡
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喹酮浓度分别为 0. 062 5、1、16 mg/L ,经 1. 6项下

的方法处理后 ,求出日间及日内变异系数。

1. 9. 3　最低检测限的确定　取信噪比≥3时的浓

度为最低检测限 ,最低定量限根据标准曲线确定

( S /N一般要≥10)。

2　结 果

2. 1　分离效果　由空白血浆、吡喹酮溶液、吡喹酮

血浆样品的色谱峰的分离图谱可知 ,吡喹酮的色谱

峰分离效果良好 ,空白血清及其他杂质对其无影

响 ,保留时间为 (10. 6 ±0. 2) m in (图 1～图 4)。

2. 2　检测限、定量限及线性关系

2. 2. 1　检测限　吡喹酮在水牛血浆中的最低检测

限浓度为 0. 01 mg/L ,最低定量限为 0. 03 mg/L。

2. 2. 2　线性关系 　相对标准曲线方程为 : Y =

13 705X - 169. 8,线性范围为 0. 062 5～8 mg/L,式

中 Y为峰面积值 , X为所测血药浓度 , r = 0. 999 9,

说明变异系数小 ,线性关系较好。标准曲线如图 5

所示。

图 5　空白血浆不同吡喹酮添加浓度标准曲线

2. 3　肌注药物的药动学特征　血药浓度时间数据

采用中国药理学会数学专业委员会编制的 3P97药

代动力学程序拟合符合一级吸收一室开放模型 ,即

血药浓度和时间关系可用下列方程式表达。C = A

( e - KeT - e - KaT ) ,式中 C为血药浓度 , T为时间 , Ke

为消除速率常数 , Ka为吸收速率常数。

2. 4　肌注吡喹酮的平均药时曲线　结果如图 6所

示。

2. 5　水牛血浆中吡喹酮测定方法回收率　结果如

表 1所示。
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表 1　血浆中吡喹酮提取回收率

添加浓度
(mg/L)

回收率

1 2 3 4 5
x±SD

CV

( % )

0. 0625 98. 11 97. 79 93. 10 93. 70 94. 69 95. 48 ±2. 33 2. 44

1 93. 28 93. 57 97. 22 91. 29 94. 25 93. 92 ±2. 15 2. 29

16 93. 33 92. 21 93. 51 90. 12 93. 50 92. 53 ±1. 46 1. 58

2. 6　血浆中吡喹酮测定方法精密度　结果如表 2

所示。

表 2　血浆样品精密度测定 ( n = 5)

变异
系数
添加浓度

(mg/L)

实测浓度 (mg/L)

1 2 3 4 5

CV

( % )

日内变
异系数

0. 0625 0. 059 0. 062 0. 065 0. 060 0. 061 1. 64

1 0. 928 0. 900 0. 937 0. 915 0. 922 1. 52

16 14. 900 15. 031 14. 905 15. 110 14. 891 0. 65

日间变
异系数

0. 0625 0. 059 0. 061 0. 058 0. 060 0. 061 1. 67

1 0. 889 0. 950 0. 953 0. 925 0. 933 2. 80

16 15. 140 14. 900 15. 049 15. 133 14. 823 0. 95

3　讨 论

在本研究建立的检测条件下 ,生物样品中的杂

质峰干扰少 ,溶剂峰与药物峰能达到良好分离。实

验采用乙酸乙酯去蛋白效果好 ,样品预处理过程简

易可靠 ,方法回收率高。血浆样品中药物浓度在

0. 03～16 mg/L范围内 ,药物浓度与检测器响应值

之间相关性良好 ,相关系数为 0. 999 9。血浆中吡

喹酮在高、中、低三个添加浓度水平下的回收率均

在 90%以上 ,日内和日间变异系数分别为小于 2%

和 5%。本实验建立的血浆吡喹酮检测方法 ,最低

检测限 (LOD )和定量限 (LOQ )分别为 0. 01、0. 03

mg/L ,符合药物动力学及药物定量分析对 LOQ的

要求。

目前在国外已有 Heiko等使用毛细管电泳 -

质谱联用的方法对人及动物体内的 PZQ代谢物

进行了定性分析 [ 5 ]。在药动学方面 ,国外对 PZQ

在人体内的代谢研究较多 ,例如 Ghoneim等使用

电化学方法对人血浆中的 PZQ进行了分析 [ 6 - 7 ]
;

W arunee等利用 HPLC法对 PZQ在人体内的药动学

分布进行了研究 [ 8 ]
;但使用 HPLC方法对反刍动物

肌注 PZQ后药物在体内分布的研究并不多。在国

内已有使用 HPLC方法测定黄牛及绒山羊体内的

PZQ的药动学及生物利用度的报道 [ 9 - 10 ]。但国内

外尚无利用 HPLC法检测 PZQ在水牛体内的药动

学及生物利用度的报道。目前国内已有扬州大学

兽医学院药理实验室对 PZQ在水牛体内的药动学

分析及生物利用度进行了研究 (待发表 )。该实验

建立了运用高效液相色谱仪测定水牛血浆中吡喹

酮的方法 ,并且验证了该方法的可行性 ,为下一步

继续研究 PZQ在水牛体内的药动学分析及生物利

用度打下了一个良好的基础。关于 PZQ在水牛体

内的药动学及其生物利用度分析的研究还有待于

进一步探索。
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