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摘要  目的: 建立大鼠血浆中百草枯 HPLC检测方法, 为百草枯中毒患者治疗、预后提供试验依据。方法: 样品处理采用 35%

高氯酸 ( v /v)沉淀蛋白质。D iamonsilTM C18 ( 250 mm @ 416 mm, 5Lm )色谱柱,流动相为 01 1 m o l# L- 1磷酸缓冲液 (含 75 mm o l#

L- 1庚烷磺酸钠 ) -乙腈 ( 88B12) ,用三乙胺调 pH至 31 0,检测波长为 258 nm。结果:所建立方法在 20~ 5000 ng# mL- 1范围内

线性良好, 方法平均回收率为 871 5% ,日内变异 RSD小于 10%。大鼠灌胃给 50 mg# kg- 1后 8 h血浆百草枯浓度为 ( 36013 ?

13019) ng# mL- 1,至第 3d则不能检出。结论:该法准确、灵敏、快速, 复杂生物基质中杂质无干扰, 适用于血浆中百草枯的分

析测定。
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Abstract Objec tive: To develop an HPLC method for determ ination of paraquat in rat p lasma to prov ide ev idence

for the therapy and prognosis o f paraquat- po isoned patients. Methods: The rat p lasm a samp les w ere deproteim ized

w ith 35% ( v /v ) perch lorld acid. A D iamonsil
TM
C18 co lumn ( 250mm @ 416mm, 5 Lm ) w ith themob ile phase con-

sisted o f 011 mo l# L
- 1

phosphate buffer ( 75mmol# L
- 1

sodium heptanesulfonate) - aceton itrile ( 88B12), adjus-

ted pH to 310 by triethylam ine w as used to separate paraquat in b io log ica l samp les, and the detection occurred at

258 nm. Result: A good linearity w as obtained in the concen trat ion range o f 20- 5000 ng# mL
- 1
, the average re-

covery w as 8715% , the intra- day prec ision ( RSD) w as less than 10%. The concentration o f paraquat in rat p las-

ma w as ( 36013 ? 13019) ng# mL
- 1

after ig. 50mg# kg
- 1

paraquat 8 hours, and paraquat cou ldnpt be detected in

rat plasma at the th ird day. Conc lusion: The described method was proved to be sensit ive, rap id and accurate, can

be applied in ident ification and determ ination o f paraquat in rat plasma.
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  百草枯 ( paraquat)又名克无踪、对草快, 化学名

为 1, 1-二甲基 4, 4-联吡啶阳离子盐,属灭生性除

草剂。但因误用、自杀等, 百草枯致人中毒死亡的案

例十分频繁,且呈逐年上升趋势。百草枯属中等毒

性,通过胃肠道、呼吸道及皮肤粘膜吸收, 轻者引起

消化道炎症,严重时引起中毒性肾病、肺水肿和中毒

性心肌炎, 预后极差, 无特效解毒药, 多发生死亡。

已有文献报道采用 HPLC法
[ 1, 2]
测定生物体液中百

草枯,但样本需经固相萃取, 操作繁琐; 也有报道 GC

- M S
[ 3]
、HPCE- M S

[ 4]
和 HPLC - MS

[ 5]
法, 但成本

较高。本文采用简单的蛋白沉淀法处理血浆样本,

建立专一、灵敏、快速的高效液相色谱法检测其中百

草枯的浓度,可为百草枯中毒患者的治疗、预后提供

试验依据。

1 仪器与试药
111 仪器  W aters 515高效液相色谱仪, 2487紫外
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检测器, 717自动进样器 (美国沃特斯公司 )。XW -

80A型旋涡混合器 (上海精科实业有限公司 ) ;

PK514BP超声清洗器 (德国 BANDEL); 梅特勒 -托

利多 AX- 205De lta R ange电子天平 (瑞士梅特勒公

司 ) ; SORVALL B iofuge Primo离心机 (美国科峻仪器

公司 ); ABBOTT离心机 (德国 K endro公司 )。

112 试药  百草枯对照品 (HPLC面积归一化法测

定,纯度为 9912 %, 批号 LOT 6320X ); 乙腈 (色谱

纯,美国 J. T. Baker公司, 批号 LOT C28829); 三乙

胺 (色谱纯, 美国 TED IA公司, 批号 LOT 601048) ;

庚烷磺酸钠 ( J. T. Baker公司, 分析纯, 批号 LOT

B13662)。

113 对照品溶液配制  精密称取百草枯对照品适
量于 10 mL量瓶中,加水定容后混匀, 得浓度为 110
mg# mL

- 1
的对照品溶液, 储存于 4 e 冰箱中, 使用

前逐级稀释。

2 方法与结果

211 方法  色谱条件 D iamonsil
TM
C18 ( 250 mm @

416 mm, 5Lm)色谱柱;流动相为 011mo l# L
- 1
磷酸

缓冲液 (含 75mmol# L
- 1
庚烷磺酸钠 ) -乙腈 ( 88B

12,三乙胺调 pH= 310) ;流速为 110 mL# m in
- 1
; 检

测波长为 258 nm;柱温为室温。

212 样品处理  取血浆样品 5000 r# m in
- 1
离心 5

m in, 取上清液 015 mL置试管中,加入 35%高氯酸

100LL,漩涡 1m in,低温高速 ( 10800 r# m in
- 1
)离心

5m in,取上清液 20 LL进样。

213 方法专一性  分别取大鼠空白血浆 015 mL,
百草枯对照品溶液,空白血浆 +百草枯对照品溶液,

待测血浆样品, 按 /样品处理 /项下方法操作, 得色

谱图,见图 1。结果表明,血浆中的内源性物质不干

扰百草枯的测定。

图 1 百草枯高效液相色谱图

F ig 1 HPLC chrom atogram s of paraquat

A.空白血浆 ( b lank p lasm a)  B.对照品 ( reference sub stance)  C.对照品 +空白血浆 ( b lank p lasm a sp iked w ith referen ce stand ard )  D. 待测大鼠

血浆 ( rat p lasm a sam ple)

214 标准曲线  精密吸取百草枯对照品溶液适量,

分别加入到 015 mL的空白大鼠血浆照 /样品处理
/项下方法操作后,得 20, 50, 100, 500, 1000, 5000 ng

# mL
- 1
血浆。上述色谱条件下进行分析, 分别以峰

面积 Y对浓度做线性回归,得血浆回归方程:

Y= 82913X + 13518 r= 019986
表明百草枯在 20~ 5000 ng# mL

- 1
范围内线性关系

良好, 最低检测限 (S /N = 3)为 20 ng# mL
- 1
。

215 绝对回收率  于 015mL空白大鼠血浆中加入
不同浓度对照品溶液各 25 LL, 使百草枯血浆浓度

分别为 50, 500, 4000 ng# mL
- 1
,按 /样品处理 /项下

方法处理,同时测定相应浓度的百草枯对照品溶液。

将血浆样品中百草枯峰面积与相应浓度对照品溶液

中百草枯的峰面积进行比较,测得绝对回收率。结

果见表 1。

表 1 大鼠血浆中回收率和精密度 ( n= 5)

Tab 1 R ecovery and prec ision in rat p lasm a

C /ng# mL - 1

绝对回收率

( absolute

recove ry ) /%

RSD

/%

相对回收率

( re la tive

recovery) /%

RSD

/%

日内精密 ( intra- day, prec ision) 日间精密度 ( inter- day, prec ision)

测得浓度

( found) /ng# mL- 1

RSD

/%

测得浓度

( found) /ng# mL - 1

RSD

/%

50 8812 216 10415 216 49159 ? 3142 61 9 49150? 2179 517

500 8510 212 10019 215 483137 ? 18133 31 8 486193? 16107 313

4000 8913 111 9119 0128 3730141? 10124 0128 3756184? 1101 14 219
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216 精密度与定量限  取空白血浆配制成含 20 ng

# mL
- 1
血浆, 在方法确证后进行 5份平行样本分

析,测得该浓度的日内精密度 ( RSD)为 4168%, 表

明百草枯定量下限可达 20 ng# mL
- 1
。

217 批内和批间精密度  以空白血浆配制低、中、
高 ( 50, 500, 4000 ng# mL

- 1
) 3个浓度的百草枯对照

品系列溶液, 按 /样品处理 .项下方法处理, 每个浓

度平行测定 5份样本,此为 1个分析批;连续 3d,每

天测定 1个分析批, 分别用当日标准曲线计算测得

浓度。计算批内和批间的 RSD, 评价方法的精密

度。结果见表 1。

218 相对回收率  于 015mL空白大鼠血浆中加入

不同浓度对照品溶液各 25 LL使百草枯血浆浓度分

别为 50, 500, 4000 ng# mL
- 1
,按 /样品处理 0项下方

法处理,每个浓度平行测定 5份样本,计算相对回收

率, 评价方法的准确度。结果见表 1。

219 稳定性试验  分别取含百草枯 50, 500, 4000

ng# mL
- 1
低、中、高 3个浓度的质控样品各 3份, 1

份反复冻融 2次,考察冻融对百草枯稳定性的影响;

另 2份于 - 20 e 存放 24 h和 1周, 评价 - 20 e 冻

融及存放时间百草枯稳定性的影响。结果见表 2,

上述条件下样品稳定。

2110 质控试验  在未知样品测定过程中,随机测

定低、中、高 ( 50, 500, 4000 ng# mL
- 1
)浓度的质控

样品,使其均匀分布在未知样品测试顺序中,考察分

析方法的稳定性。结果准确度偏差均小于 10%,

RSD均小于 5% ( n= 10)。

表 2 冷冻和冻融稳定性 ( n= 5)

Tab 2 Freeze and thaw stab ility of the sam p le

放置条件 ( cond ition)

50 ng# mL- 1 500 ng# mL - 1 4000 ng# mL - 1

测得浓度

( found) / ng# mL- 1

RSD

/%

测得浓度

( found) / ng# mL- 1

RSD

/%

测得浓度

( found) /ng# mL - 1

RSD

/%

冻融 ( freeze thaw ing) /次 ( time) 1 501 81 ? 2184 516 508161? 5155 11 1 3604114 ? 88105 214

2 491 11 ? 2134 418 515130 ? 15152 31 0 3646199? 1351 68 317

冷冻 ( freezing, - 20 e ) / d 1 511 63 ? 3105 519 521118? 6125 11 2 3511126? 1071 71 311

7 511 45 ? 3124 613 495158? 9175 21 0 3790103? 1341 62 315

3 应用

大鼠 6只, 雄性, 体重 200 ~ 240 g, 经灌胃给与

50 mg# kg
- 1
的百草枯溶液,于 8, 24, 36, 48, 72 h取

血浆, 按照 / 2120项下方法操作, 测定大鼠血浆中百

草枯浓度,血药浓度时间曲线见图 2。

图 2 6只大鼠灌胃 50 m g# kg- 1百草枯溶液后平均血药浓度 - 时

间曲线

Fig 2 The average plasm a con cen tration- tim e curve of 6 rats after ig.

50m g# kg- 1 paraquat solu tion

4 讨论

百草枯检测方法有气相色谱法、气质联用

法
[ 3]
、液相色谱法

[ 1, 2 ]
、毛细管电泳质谱联用法

[ 4]
和

液相色谱质谱联用法
[ 5]
。根据百草枯的结构特点

及化学性质,采用 HPLC法较为适宜,其中以反相离

子对 HPLC最为理想。本方法选用磷酸溶液作缓冲

液, 庚烷磺酸钠作离子对试剂,乙腈为有机溶剂, 同

时用有机碱三乙胺调节 pH。分析结果显示, 百草枯

峰形良好,保留时间适当,分析过程简单易行。

百草枯在组织内长时间存留,致使肺组织坏死,

导致患者死亡,因此自 8 h开始取血点的设计更多

考虑临床,且与组织对应
[ 6]
。

在样本处理过程中,本实验采用高氯酸直接沉

淀蛋白的方法,简便快捷, 且沉淀完全,在检测中未

见有干扰组分,且获得了较高的回收率,精密度及准

确度考察结果均显示本方法符合生物样本分析测试

的要求,适用于大鼠血浆中百草枯含量的测定。
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/药品注射剂检测技术体系研究 0课题启动

  2009年 3月 17日, /十一五0国家科技支撑计划 /我国当前急需建立和提高的药品监督检验技术研

究0项目 /药品注射剂检测技术体系研究 0课题启动会在北京召开。该项目的组织单位为国家食品药品
监督管理局,承担单位为中国药品生物制品检定所 (以下简称中检所 )。本课题按中药、化药、生化药,

分为 3个子课题。来自包括北京理工大学、北京中医药大学、北京市药品检验所、上海市食品药品检验

所、天津市药品检验所、黑龙江省药品检验所、辽宁省食品药品检验所、河南省药品检验所、陕西省食品

药品检验所、广东省药品检验所、吉林省食品药品检验所、深圳市药品检验所、总后勤部卫生部药品检验

所等单位的 27名代表出席了会议。

中检所药品检验处和标准物质管理处处长、课题负责人之一马双成主持了会议。中检所科研管理

处处长李冠民介绍了 /十一五 0国家科技支撑计划重点项目由来背景和中检所承担课题情况,对各课题

参与单位强调了项目实施进展跟踪和定期汇报要求。中国药品生物制品标准化研究中心常务副主任、

课题负责人杨化新介绍了课题概况、任务与目标、实施机制、各子课题的研究内容与主要技术指标、技术

路线、年度目标和考核指标等。

全体会议后按 3个子课题进行了分组讨论。各子课题负责人对任务分工、工作中可能出现的问题

等方面进行了研讨,并给出了建议性的意见。与会代表一致表示将按照课题任务书要求及考核指标积

极开展工作,按期圆满完成课题任务。

/药品注射剂检测技术体系研究0课题组供稿
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