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RP2HPLC法测定人血浆中氟吡汀的浓度
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摘要 : 目的 建立以 HPLC法测定人血浆中马来酸氟吡汀的浓度的方法。方法 采用 D iamonsilC18色

谱柱 ,流动相 : 5 mmol·L - 1磷酸氢二钠缓冲溶液 2乙腈 (体积比为 55∶45) ,流速 : 110 mL·m in - 1 ,荧光
检测激发波长 : 323 nm,发射波长 : 370 nm。结果 氟吡汀血药质量浓度在 1010～1 50010μg·L - 1内
线性关系良好 ( r = 01999) ,定量下限为 10μg·L - 1 ,方法回收率平均为 105136% ,提取回收率平均
为 90174% ,日内、日间 RSD均小于 10%。结论本方法适用于人血浆中氟吡汀的药代动力学研究。
关键词 : 氟吡汀 ; 高效液相色谱法 ; 血药浓度
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　　马来酸氟吡汀 ( flup irtine maleate)为选择性

神经元钾通道开放剂 ,是一种作用于中枢神经系

统的非阿片类镇痛药 ,有镇痛、肌松作用和对疼痛

迁延化的影响 ,不产生依赖性和耐受性 [ 1 ]
,临床

上适用于急性轻、中度疼痛。测定马来酸氟吡汀

血药浓度的方法有薄层色谱法 [ 2 - 3 ]、HPLC荧光

检测法 [ 4 - 5 ]、LC2MS
[ 6 ]等 ,本文作者为开展氟吡汀

的药代动力学研究 ,建立了测定氟吡汀血药浓度

的 RP2HPLC法。作者选择研究马来酸氟吡汀的

药动学过程 ,为以后多民族健康受试者口服马来

酸氟吡汀后体内血药浓度的变化规律及其药物动

力学提供参考依据 ,国内未查到有关马来酸氟吡

汀液相方法学和药动学的报道 ,通过本实验 ,进一

步验证了其 HPLC的方法学和药动学 ,为全军及

地方普及其方法学和药动学作为基础。

1　仪器与试药

W aters HPLC系统 (包括 W aters600四元梯度

泵、717自动进样器、W aters2475可见 2荧光检测
器 ,美国 W aters公司 ) , Empower色谱工作站 (美

国 W aters公司 ) , AUW 120D电子分析天平 (日本

Shimadzu公司 ) , PB 210 Sartorius普及型 pH计 (德

国 Sartorius公司 ) , YKH2Ⅱ型液体快速混合器 (江

西医疗仪器厂 ) , LG102214A (北京医用离心机

厂 )。

马来酸氟吡汀 (纯度质量分数为 9910% ,批

号为 20080401,武汉鑫华远科技发展有限公司 ) ,

唑吡坦对照品 (纯度质量分数为 9910% ,批号为

1003672200501,中国药品生物检定所 ) ,乙腈 (色

谱纯 ,美国 Fisher公司 ) ,甲醇 (色谱纯 ,美国 Fish2
er公司 ) ,磷酸氢二钠、磷酸等均为分析纯试剂 ,

重蒸馏水 (沈阳军区总医院药剂科自制 ) ,空白人

血浆 (由沈阳军区总医院输血科提供 )。

2　方法与结果

211　色谱条件

色谱柱 : D iamosil C18柱 ( 200 mm ×416 mm,

5μm) ,流动相 : 5 mmol·L - 1磷酸氢二钠缓冲溶

液 2乙腈 (体积比为 55∶45) ,用 1 mol·L - 1磷酸调

pH值至 6170,流速 : 110 mL·m in
- 1

,荧光检测激

发波长 : 323 nm ,发射波长 : 370 nm,柱温 :室温。

212　溶液的制备

21211　对照品和内标溶液

精密称取马来酸氟吡汀对照品 (相当于氟吡

汀 5 mg) 710 mg,置于 10 mL量瓶中 ,以甲醇溶解

并稀释至刻度 ,配成质量浓度均为 500 mg·L - 1的

贮备液 ,置 4 ℃冰箱避光保存备用。精密称取唑

吡坦对照品 5 mg,置 100 mL量瓶中 ,用甲醇溶解



定容 ,配制成 50 mg·L - 1的唑吡坦内标贮备液 ,置

4 ℃冰箱中保存 ,临用前精密量取适量配制成

500μg·L - 1的内标溶液。

21212　磷酸氢二钠溶液

称取磷酸氢二钠 01355 g,加水适量超声溶

解 ,加水至 500 mL,即得 5 mmol·L - 1磷酸氢二钠

溶液。

213　血浆样品处理

取血浆 015 mL,加 500μg·L - 1的内标溶液 50

μL,乙腈 1 mL,涡旋混合 1 m in, 101000 r·m in
- 1离

心 5 m in (离心半径 618 cm ) ,取上清液 20μL进

样。

214专属性试验

在“211”色谱条件下 ,空白血浆、空白血浆加

对照品与内标 ,血浆样品加内标的色谱图见图 1,

结果表明氟吡汀和内标与血浆内源性杂质分离良

好。

1—Zolp idem; 2—Flup irtine; A—B lank p lasma; B—B lank p lasma + flup irtine + zolp idem; C—Plasma samp le after oral adm in2
istration

F ig. 1　Chroma togram s of flup irtine

215　线性关系的考察

取空白血浆 015 mL,加马来酸氟吡汀对照品

系列溶液 ,配制成相当于血药质量浓度为 10、20、

50、100、200、500、1 000和 1 500μg·L - 1的系列质

量浓度标准血浆样品 ,按“213”条操作 ,进样测

定。以血浆样品中氟吡汀质量浓度 (ρ)为横坐

标 ,氟吡汀与内标的峰面积比值 ( Y)为纵坐标 ,用

加权 (W = 1 / x
2 )最小二乘法进行回归运算 ,求得

直线回归方程 : Y = 01008ρ- 01028, ( r = 01999)。

氟吡汀的定量下限为 10 μg·L
- 1 ( RSD 为

12179% , n = 5)。

216　精密度和回收率试验

取空白血浆 015 mL,制备氟吡汀血浆质量浓

度分别为 20、200、1 000μg·L - 1的低、中、高 3个

浓度的质控血浆样品 ,按“213”条操作 ,每一质量

浓度测定 5个样本 ,连续测定 3 d,计算方法的回

收率和精密度。与相同浓度对照品未经提取获得

的色谱峰面积之比 ,考察样品的提取回收率 ,结果

见表 1。内标唑吡坦溶液经同样方法测定 ,提取

回收率为 82112%。结果见表 1。
Table 1　Recovery ra te, w ith2day and between2day of flup irtine( n = 5)

ρadded / (μg·L - 1 ) Extract recovery/% Method recovery/%
RSD /%

W ith2day Between2day

2010 92136 ±0113 99164 ±5116 5126 4162

20010 90104 ±0105 106137 ±4160 5101 4129

1 00010 89183 ±0108 110107 ±7172 5168 6124

217　样品稳定性考察

取“216”条低、中、高血浆质量浓度分别为

20、200和 1 000μg·L - 1的质控样品 ,分别在室温、

- 20 ℃冰冻 20 d和冻融条件下存放。以 0 h测

得值为 100% ,室温条件下放置 4 h后 ,测得的含

量分别为 ( 96138 ±0118) %、( 99153 ±0165) %、

(99178 ±13113) % ,室温条件下放置 12 h后 ,测得

的含量分别为 ( 98131 ±0191 ) %、( 95145 ±

4133) %、(96122 ±7116) % , - 20 ℃冰冻 20 d条

件下取样 ,测得的含量质量分数分别为 ( 104160
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± 0190 ) %、 ( 102165 ± 6176 ) %、 (98175 ±

13165) % , - 20 ℃冰冻 24 h,在室温下解冻 ,反复

冻融 3次 ,测得的含量质量分数为 ( 1021700 ±

01013 ) %、 ( 991250 ±01029 ) %、 ( 1001340 ±

01019) %。实验结果表明 ,氟吡汀的血浆样品在

室温放置、- 20 ℃冰冻 20 d和反复冻融 3次的条

件下是稳定的。

218　应用

3名男性健康受试者 ,年龄 ( 2213 ±016)岁 ,

体质量 (6710 ±512) kg。受试者空腹口服氟吡汀

胶囊 100 mg,用 200 mL温开水送服。于服药前

(0 h)和服药后 015、110、115、210、215、310、410、

610、810、12、24、36 h由前臂静脉取血 4 mL置涂

肝素的离心管中 ,离心后的血浆样品 ,冷冻保藏备

用。本实验中 ,作者经沈阳军区总医院医学伦理

委员会通过 ,试验前向受试者说明试验目的、药物

特性、临床应用范围及可能出现的不良反应 ,然后

由本人签署知情同意书。按“213”条操作 ,测定

氟吡汀的血药浓度。3名健康受试者口服 100 mg

马来酸氟吡汀后的平均药 -时曲线见图 2。

F ig. 2　M ean pla sma concen tra tion2tim e curve of flup ir2
tine after a single ora l dose of 100 m g flup irtine tablet in

3 hea lthy volun teers

3　讨论

a1国外文献报道测定氟吡汀血药浓度的方
法有 HPLC法和液质联用法等。国内有关氟吡汀

血药浓度测定方法较少。作者考察过甲醇 2水、乙
腈 2水、甲醇 2缓冲盐、乙腈 2缓冲盐作为流动相。通
过考察流动相的比例、pH值及流速 ,最终确定

测定氟吡汀血药浓度的流动相为 5 mmol·L - 1磷

酸氢二钠缓冲溶液 2乙腈 (体积比为 55∶45)并用

1 mol·L - 1 磷 酸 将 pH 值 调 至 617, 流 速 :

110 mL·m in - 1 ;此条件下氟吡汀、内标与内源性杂

质完全分离。

b1参考国外文献血样处理方法有蛋白沉淀
法 [ 4 - 5 ]、液液萃取方法 [ 6 ]。在本色谱条件下考察

过蛋白沉淀法和液液萃取方法。文献中乙腈沉淀

蛋白后 ,取上清液吹干复溶 ,缺点为吹干时间过

长 ,操作繁琐。液液萃取方法提取回收率低 ,内源

性杂质干扰多。作者最终尝试直接乙腈沉淀蛋白

后取上清液进样 ,结果表明内源性杂质干扰少 ,各

成分间分离良好 ,故最终选择乙腈蛋白沉淀方法。
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Abstract: O bjective To estab lish an H PLC m ethod for the determ ina tion of flup irtine in hum an p lasm a.

M ethods The sepa ra tion w as carried on a D iam onsil C18 co lum n w ith the m obile phase consisted of

5 mm ol·L - 1
phospha te buffe r2ace ton itrile (55∶45) ; the flow ra te w as 110 mL·m in

- 1
and the exc ita tion and

em ission w aveleng ths w ere se t a t 323 and 370 nm , respec tive ly. Results The linea r range of f lup irtine w as

101021 50010μg·L - 1 ( r = 01999) , w ith the low er quan tity lim it of 1010μg·L - 1
. The average m ethod re2

covery w as 105136% and the ave rage ex trac tion recove ry w as 90174%. The in te r2day RSD and in tra2day

RSD w ere bo th less than 10%. Conclusion s The m ethod is sim p le, sensitive, rap id and accura te, and can be

used for the pha rm acok ine tic s tudy of f lup irtine.

Key words: flup irtine; HPLC; drug p lasma concentration
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Chem ica l con stituen ts from the flowers of Castanea
m ollissim a Blum e

GAO L i2m ei, W U L i2jun, HUAN G J ian, SUN B o2hang, GAO H ui2yuan
(Schoo l of Trad itiona l C hinese M a teria M edica, Shenyang Pha rm aceu tica l U nivers ity, Shenyang 110016,

C h ina )

Abstract: O bjective To iso la te the chem ica l constituen ts and e luc ida te the ir struc tu res from the flow ers of

C astanea m ollissim a B lum e. M ethods The com p ounds w ere iso la ted by co lum n chrom atography on silica

ge l, Sephadex L H 220 and so on, toge ther w ith recrysta lliza tion m ethods. NM R sp ec tra l ana lysis and co2TL C

w ere em p loyed fo r the struc tu ra l iden tif ica tion. Results E leven com pounds w ere ob ta ined and eluc ida ted as:

2α, 3β, 232trihydroxy2o lean2122en2282ac id ( 1 ) , 42qu ino linone2ca rboxy lic222ac id n2bu ty l este r ( 2 ) , querce tin2
32O 2β2D 2ga lac topy ranoside (3) , kaem pfero l ( 4 ) , querce tin ( 5 ) , kaem pfero l232O 2[ 6″2O 2( E ) 2p 2coum aroy l ] 2
β2D 2g lucopy ranoside (6) , kaem p fero l232O 2[ 2″, 6″2d i2O 2( E ) 2p 2coum aroy l ] 2β2D 2g lucopy ranoside ( 7 ) , ga llic

ac id (8) , p ro toca techu ic ac id ( 9 ) , 52hydroxym ethy lfu rfu ra ldehyde ( 10 ) , que rce tin232O 2β2D 2g lucuron ide 6″2
m ethy l este r (11) , resp ec tive ly. Conclusion s Com pounds 1, 2 and 11 are iso la ted from C astanea genus fo r

the f irs t tim e, and com pound 3 is ob ta ined from th is p lan t fo r the f irs t tim e.

Key words: Castanea m ollissim a B lume; chem ical constituent; structural elucidation
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