
表３　正交试验结果

Ｔａｂ　３　Ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ　ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ

试验号
因素

Ａ　 Ｂ　 Ｃ
吸附率

（ｙ１％）
解吸率

（ｙ２％）
综合评分

（ｙ１＋２ｙ２）

１　 １（１．０ｇ·ｍＬ－１） １（３．０） １（１　ＢＶ·ｈ－１） ５４．６　 ５１．６　 １５７．８
２　 １　 ２（４．０） ２（２　ＢＶ·ｈ－１） ４５．９　 ４９．６　 １４５．１
３　 １　 ３（５．０） ３（３　ＢＶ·ｈ－１） ２３．４　 ３１．２　 ８５．８
４　 ２（１．５　ｇ·ｍＬ－１） １　 ２　 ５０．６　 ４６．９　 １４４．４
５　 ２　 ２　 ３　 ４０．１　 ３７．４　 １１４．９
６　 ２　 ３　 １　 ２５．８　 ３４．３　 ９４．４
７　 ３（２．５　ｇ·ｍＬ－１） １　 ３　 ３２．９　 ４１．４　 １１５．７
８　 ３　 ２　 １　 ３５．２　 ３８．６　 １１２．４
９　 ３　 ３　 ２　 ３２．７　 ２５．４　 ８３．５
Ⅰ １２９．６　 １３９．３　 １２１．５
Ⅱ １１７．９　 １２４．１　 １２４．３
Ⅲ １０３．９　 ８７．９　 １０５．４
Ｒ　 ２５．７　 ５１．４　 １８．９

表４　方差分析表

Ｔａｂ　４　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｖａｒｉａｎｃｅ　ｏｎ　ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ　ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ

方差来源 自由度 离均差平方和 均方 Ｆ　 Ｐ
Ａ　 ２　 ９９３．５　 ４９６．８　 ２５．９ ＜０．０５
Ｂ　 ２　 ４１８４．８　 ２０９２．４　１０９．２ ＜０．０１
Ｃ　 ２　 ６２１．９　 ３１１．０　 １６．２

误差 ２　 ３８．３　 １９．１５

根有机酸组分的吸附率（ｙ１％）、解吸率（ｙ２％）分 别

为（５２．９±９．２），（５６．３±１４．７）（ｎ＝３）。
通过验证 试 验，表 明 所 优 化 的Ｄ１０１型 树 脂 分

离纯化板蓝根有机酸组分的工艺参数稳定、可行。

３　讨论

本实验采用酸性乙醇提取板蓝根药材，以丁香

酸为 指 标，对 非 极 性 的 ＨＰＤ１００、Ｄ１０１，极 性 的

ＮＫＡ－９和 弱 极 性 的 ＡＢ－８等 型 号 大 孔 树 脂 的 吸 附

性能加以考察。结果表明，Ｄ１０１型树脂对板蓝根中

有机酸组分的吸附与解吸性能较好，通过优选树脂

洗脱液，并进一步采用正交试验优化影响树脂吸附

的因素以确定其合理工艺流程，所应用的优化工艺

参数效果良好，符合规模化生产要求。
由于大孔吸附 树 脂 对 目 标 物 质 的 纯 化 效 果 主

要受树脂 结 构、吸 附 或 洗 脱 条 件 以 及 待 分 离 物 质

结构等 因 素 的 制 约［９］，故 务 必 结 合 ＨＰＬＣ等 定 量

分析手段考察 有 效 部 位 化 学 成 分（群）的 变 化，从

而科学指导工艺 研 究；在 此 基 础 上，可 以 逐 步 增 加

考察指标或采用 ＨＰＬＣ特 征 图 谱 研 究 方 法 对 其 进

行扩大化比较研 究，综 合 遴 选 优 化 树 脂，拓 展 研 究

的适用范围。
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灵敏度高，准确，重现性好，适用于该药的临床药代动力学研究。
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ＫＥＹ　ＷＯＲＤＳ：ｄｉｓｃｌｏｆｅｎａｃ　ｓｏｄｉｕｍ；ＵＦＬＣ－ＭＳ／ＭＳ；ｈｕｍａｎ　ｐｌａｓｍａ

　　双氯 芬 酸 钠（Ｄｉｓｃｌｏｆｅｎａｃ　ｓｏｄｉｕｍ）为 苯 乙 酸 类

衍生物，化学名称为２－［（２，６－二氯苯基）氨 基］苯 乙

酸钠，属非甾 体 类 抗 炎 药，具 有 抗 炎、镇 痛、解 热 作

用。目前临床上主要用于治疗风湿性关节炎，骨关

节炎，关节周围病变以及创伤引起的肌腱、韧带、肌

肉及关节损伤［１］。有关双氯芬酸钠血药浓度的测定

方法，国内外已有相关文献报道，但是这些方法多存

在检测时间较长或样品处理方法繁琐等缺点［１－６］；为
此，本文建立 了 一 种 样 品 处 理 方 法 简 单、分 析 时 间

短、灵敏度高的双氯芬酸钠超快速液相色谱－质谱联

用（ＵＦＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）测定方法，以满足该药的临床药

动学研究的需要。

１　材料

ＡＰＩ　４０００　ＬＣ／ＭＳ／ＭＳ　Ｓｙｓｔｅｍ，配 备 电 喷 雾 离

子化源（ＥＳＩ）（美国 Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍ 公司）；Ａｇｉ－
ｌｅｎｔ　１２００液相色谱系统，包括Ｇ１３１１Ａ 型四元输液

泵，Ｇ１３１３Ａ 型 自 动 进 样 器，Ｇ１３１６Ａ 型 柱 温 箱 和

Ｇ１３７９Ａ型脱气机（美国Ａｇｉｌｅｎｔ公司）。
双氯芬酸钠对照品（铁岭天德制药，纯度：９９％，

批号２００９０５１７）；内标苯妥英钠对照品（苏州第五制

药厂有限公司，纯度：９９％，批号２００９０４２３）；受试药

品用双氯芬 酸 钠 栓（Ａ药，规 格：１２．５　ｍｇ／粒，批 号

０９０５１２，湖北东信药业有限公司）；对照药品双氯芬

酸钠 栓（润 安 可，Ｒ 药，规 格：１２．５　ｍｇ／粒，批 号

０９０４０２，湖北四环制药有限公司）。保存条件：遮光、
密封、阴凉干燥处保存。乙腈、甲醇均为色谱纯；乙

酸铵为分析纯；实验用水为娃哈哈纯净水。

２　方法

２．１　分析条件

２．１．１　色谱条件　Ｕｌｔｉｍａｔｅ　Ｃ１８（５μｍ，２．１　ｍｍ×
１５０　ｍｍ）色谱柱，美国 Ｗｅｌｃｈ　ｍａｔｅｒｉａｌｓ公司；预柱：

Ｃ１８保护柱（４　ｍｍ×３．０ｍｍ　Ｉ．Ｄ．），美国Ｐｈｅｎｏｍｅ－
ｎｅｘ公司；流动相：乙 腈－２　ｍｍｏｌ·Ｌ－１乙 酸 铵 水 溶 液

（４５∶５５），流 速：０．３　ｍＬ·ｍｉｎ－１，进 样 量：１０μＬ，柱

温：３０℃。

２．１．２　质 谱 条 件　离 子 源 为 电 喷 雾 离 子 化 源

（ＥＳＩ）；喷雾电压（ＩＳ）－４５００　Ｖ；ＤＰ电压为－６０　Ｖ；
碰 撞 诱 导 解 离（ＣＥ）电 压 为 －１６　Ｖ；ＥＰ 电 压 为

－６　Ｖ；ＣＸＰ电压 为－５．８　Ｖ；气 帘 气（ＣＵＲ）为２５；
碰撞 气（ＣＡＤ）为６；加 热 温 度 为４５０℃；ＧＡＳ１为

６０；ＧＡＳ２为６０。检 测 方 式：负 离 子 检 测；扫 描 方

式：多反应监测（ＭＲＭ）方式，用于定量分析的离子

反应分别为ｍ／ｚ２９５．９—ｍ／ｚ２５１．８（双氯芬酸钠），

ｍ／ｚ２５０．８—ｍ／ｚ２０７．９（苯妥英钠，内标）。
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２．２　受试者选择　２０名男性受试者，年龄（２３．２±
２．１７）岁，体重指数１９～２４　ｋｇ·ｍ－２。试验前接受全

面体检，其血、尿常规、肝、肾功能、血压、心率、心电

图等均为正常。３个月内未参加其他药物试验，２周

内未服用任何药物。试验前受试者自愿签署书面知

情同意书。按照国家食品药品监督管理局ＧＣＰ指

导原则设计试验方案，并获得华中科技大学同济医

学院医学伦理委员会批准。

２．３　样品收集与溶液配制

２．３．１　受试者血样采集　采用两制剂，两周期，随

机自身对照交叉试验设计，２０名受试者随机分为２
组，每组１０人，于试验前一日晚餐后开始禁食。试

验当日晨间受试者排空大便，空腹以直肠用药。用

时将栓剂取出，以少量温水湿润后，轻轻塞入肛门２
ｃｍ处。给药２　ｈ后方可饮水，４　ｈ后统一进低脂清

淡饮 食。受 试 者 于 给 药 前（０ｈ），给 药 后０．１６７，

０．３３３，０．５，０．７５，１，２，３，４，６，８，１０，１２　ｈ。采集上肢

静脉血４　ｍＬ，置于肝素抗凝管中，３　０００　ｒ·ｍｉｎ－１离

心１０　ｍｉｎ，取血浆，－８０℃保存备 用。试 验 分 成 两

周期进行，清洗期为７　ｄ。

２．３．２　对照品溶液的配制　取双氯芬酸钠对照品

适量，精 密 称 定，以 甲 醇 为 溶 剂 溶 解，定 量 配 制 成

１９．５５，４８．８７５，１２２．１８７５，２４４．３７５，４８８．７５，９７７．５，

１９５５μｇ·Ｌ
－１的 双 氯 芬 酸 钠 标 准 溶 液，及 浓 度 为

４８．８７５，２４４．３７５，１５６４μｇ·Ｌ
－１的 质 控 标 准 溶 液，于

－２０℃冰箱保存待用。

２．３．３　内标溶液的配制　取苯妥英钠适量，精密称

定，以甲醇为溶剂溶解，定量配制成１．７４μｇ·ｍＬ
－１

溶液，作为内标工作液。于－２０℃冰箱保存待用。

２．３．４　血 浆 样 品 处 理　精 密 吸 取 血 浆 样 品０．２
ｍＬ，置１．５　ｍＬ的Ｅｐ管 中，精 密 加 入 内 标 溶 液２０

μＬ，涡旋 混 匀 后，加 乙 腈５００μＬ，涡 旋１　ｍｉｎ，于

１２　０００　ｒ·ｍｉｎ－１离心１０　ｍｉｎ，吸取２００μＬ上清液于

进样瓶中，取上清液１０μＬ进行ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ分析。

２．４　方法学考察

２．４．１　标准曲线的制备　取空白血浆０．１８　ｍＬ，加

入不同浓度的 双 氯 芬 酸 钠 标 准 溶 液２０μＬ，配 制 成

相 当 于 双 氯 芬 酸 钠 血 浆 浓 度 为１．９５５，４．８８７５，

１２．２１８７５，２４．４３７５，４８．８７５，９７．７５，１９５．５μｇ·Ｌ
－１的

样品，按“２．３．４项”自“精密加入内标溶液２０μＬ”起
同样操作，记录色谱图；以待测物浓度为横坐标，待

测物与内标 物 的 峰 面 积 比 值（Ｙ）为 纵 坐 标，用 加 权

（Ｗ＝１／ｘ２）最小二乘法进行回归运算，求 得 的 直 线

回归方程即为标准曲线。

２．４．２　回收率和精密度　取双氯芬酸钠对照品，按

“２．４．１”项下方法，配制４．８８７５，２４．４３７５，１５６．４μｇ·

Ｌ－１低、中、高３个 浓 度 的 血 浆 样 品，按 照 前 述 血 浆

样品处理方法进行处理，并进行测定。计算双氯芬

酸钠的方法学回收率；每天进行５样本测定作为日

内精密度；连续测定３　ｄ，求得不同浓度样品的日间

精密度。

２．４．３　稳 定 性 试 验　按“２．４．１项下”测 定 方 法 配

制成 为 双 氯 芬 酸 钠 浓 度 为４．８８７５，２４．４３７５，１５６．４

μｇ·Ｌ
－１的低、中、高３个 浓 度 的 各１２份 血 浆 样 本。

３份样 品 配 制 好 于 室 温 下 放 置８　ｈ后 按“２．３．４”项

下操作分析；３份样品处理好后于进样器中放置８　ｈ
进样分析；３份 样 品 配 制 好 后 反 复 冻 融３次 后 按

“２．３．４”项下操 作 分 析；３份 样 品 于 配 制 好 后 放 入

－８０℃冰箱中冷 冻 保 存１个 月 后 取 出 室 温 融 解 化

冻，按“２．３．４”项下操作分析，考察血浆样本中双氯

芬酸钠的稳定性。

３　结果

３．１　方法学评价

３．１．１　专属性　在上述的实验条件下，血浆中内源

性物质及其他药物不干扰双氯芬酸钠的测定。双氯

芬酸钠和苯妥英钠峰形良好，保留时间分别为２．３，

３．０ｍｉｎ，结果见图１。

图１　血浆中双氯芬酸钠（左）和苯妥英钠（右）的 ＭＲＭ色谱图

Ａ．空白血浆；Ｂ．空白血浆＋双氯芬酸钠＋苯妥英钠；Ｃ．直肠用双氯

芬酸钠栓４５　ｍｉｎ后血浆样品色谱图

Ｆｉｇ　１　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ　ｏｆ　ｄｉｃｌｏｆｅｎａｃ　ｓｏｄｉｕｍ（ｌｅｆｔ）ａｎｄ　ｐｈｅｎｙｔｏｉｎ　ｓｏ－

ｄｉｕｍ（ｒｉｇｈｔ）ｉｎ　ｈｕｍａｎ　ｐｌａｓｍａ

Ａ．ｂｌａｎｋ　ｐｌａｓｍａ；Ｂ．ｂｌａｎｋ　ｐｌａｓｍａ＋ｄｉｃｌｏｆｅｎａｃ　ｓｏｄｉｕｍ＋ｐｈｅｎｙｔｏｉｎ

ｓｏｄｉｕｍ；Ｃ．ｐｌａｓｍａ　ｓａｍｐｌｅ　ｏｆ　４５　ｍｉｎ　ａｆｔｅｒ　ｒｅｃｔａｌ　ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ

３．１．２　标 准 曲 线　结 果 表 明，双 氯 芬 酸 钠 浓 度 在
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１．９５５～１９５．５μｇ·Ｌ
－１范围内，色谱响应符合线性关

系，其标 准 曲 线 方 程（ｎ＝５）为：Ｙ＝（０．０１４　３４±
０．０００　７４７）Ｘ ＋ （－０．００１　９６±０．００１　９５１），ｒ＝
（０．９９８　１±０．００１　３３２），血 浆 中 双 氯 芬 酸 钠 的 定 量

下限为１．９５５μｇ·Ｌ
－１。

３．１．３　回收率和精密度　双氯芬酸钠血浆样品的

方法学回收率在６５．０１％～９２．６８％，日 内 精 密 度＜
１０％，日间精密度＜８％，符合生物样本测定的要求，
结果见表１。
表１　血浆中双氯芬酸钠测定方法的精密度及相对回收率

Ｔａｂ　１　Ｔｈｅ　ｒｅｃｏｖｅｒｙ　ｒａｔｅ　ａｎｄ　ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｍｅｔｈｏｄ　ｆｏｒ

ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｄｉｃｌｏｆｅｎａｃ　ｓｏｄｉｕｍ　ｉｎ　ｈｕｍａｎ　ｐｌａｓｍａ
加样质量浓度

／ｍｇ·Ｌ－１
检出质量浓度

／ｍｇ·Ｌ－１
日内精密度

ＲＳＤ／％
日间精密度

ＲＳＤ／％
相对回收率

／％
４．８８７５　 ４．８１±０．１５　 ４．９６　 ３．１４　 １０２．６±５．８
２４．４３７５　 ２５．０１±０．１４　 ７．８５　 ０．５５　 １０３．０±８．８
１５６．４　 １５８．９±１．２　 ５．７６　 ０．７９　 １０２．２±６．５

３．１．４　稳 定 性　按 上 述“２．４．３”项 中 各 项 操 作 分

析，血浆样品中的双氯芬酸钠均保持稳定。表明样

品在储存及检测过程中稳定性良好，可以满足试验

的需要。

３．２　药动学研究　用本方法测定血浆中双氯芬酸

钠的浓度，其受试者直肠给予双氯芬酸钠栓受试药

品（Ａ药）和对照药品（Ｒ药）后 平 均 血 药 浓 度－时 间

曲线图见图２，其 主 要 药 动 学 参 数 采 用ＤＡＳ　２．０软

件进行计算，结 果 见 表２。本 法 中 血 浆 内 源 性 杂 质

和其他药物不干扰双氯芬酸钠的测定，符合生物样

本的测定要求，可用于双氯芬酸钠血药浓度的测定

和临床药动学研究。

图２　健康受试者直肠给予双氯芬酸钠平均血药浓度－时间曲线图

—◇—对照药；—◆—受试药品

Ｆｉｇ　２　Ｔｈｅ　ｍｅａｎ　ｐｌａｓｍａ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ－ｔｉｍｅ　ｃｕｒｖｅｓ　ｏｆ　ｄｉｃｌｏｆｅｎａｃ　ｓｏ－

ｄｉｕｍ　ａｆｔｅｒ　ｒｅｃｔａｌ　ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ　ｉｎ　ｈｅａｌｔｈｙ　ｖｏｌｕｎｔｅｅｒｓ
—◇—ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ　ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ；—◆—ｔｅｓｔ　ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ

４　讨论

据国内外文献［１－４］报道，双氯芬酸钠血药浓度的

测定 主 要 采 用 ＨＰＬＣ法，ＨＰＬＣ法 灵 敏 度 低，据 文

献［２］报 道 定 量 下 限 为１０μｇ·Ｌ，难 以 达 到 药 动 学 研

表２　２０名受试者给 予２种 制 剂 后 的 主 要 药 动 学 参 数（ｎ＝

２０）

Ｔａｂ　２　Ｔｈｅ　ｍａｉｎ　ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃ　ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ　ｏｆ　２０　ｓｕｂｊｅｃｔｓ

ａｆｔｅｒ　ｔａｋｉｎｇ　ｄｉｃｌｏｆｅｎａｃ　ｓｏｄｉｕｍ（ｎ＝２０）

制　　剂 Ａ药 Ｒ药

ｔ１／２／ｈ ２．１±０．５　 ２．０±０．６
Ｃｍａｘ／μｇ·Ｌ－１　 １４５．８±２２．９　 １４３．９±１８．９
Ｔｍａｘ／ｈ　 １．５±０．４　 １．７±０．６
ＡＵＣ（０－ｔ）／ｎｇ·ｍＬ－１·ｈ　 ５５９．８±１１７．６　 ５４２．７±８８．４
ＡＵＣ（０－∞）／ｎｇ·ｍＬ－１·ｈ　 ５７９．２±１２７．６　 ５５４．８±８０．２

究所需的检测限，文献报道的液质联用法［５－６］均用于

测定中成药 或 中 药 制 剂 中 的 双 氯 芬 酸 钠 成 分 的 浓

度，尚未用于药动学研究。本实验采用 ＵＦＬＣ－ＭＳ／

ＭＳ方法用于 人 体 血 浆 中 双 氯 芬 酸 钠 浓 度 的 测 定，
其定量下限为１．９５５μｇ·Ｌ

－１，灵敏度较高，用沉淀蛋

白法处理样品，操作简单，分析时间短。
在方法学考察过程中，我们曾用乙腈－水，甲醇－

水作为流动相，双氯芬酸钠和内标的分离效果均不

好，且保 留 时 间 很 长，后 改 用 乙 腈－水（含２　ｍｍｏｌ·

Ｌ－１乙酸铵）作为流动相，峰形较好，分离效果也好。
血浆样品处理方法，据文献［１］报道，多采用溶剂提取

法，样品处理繁琐，耗时长且杂峰干扰多。本方法采

用乙腈直接沉淀除去蛋白，其处理方法比提取法简

单，快捷，回收率高，重复性好。文献报道样品分析

时间为１５　ｍｉｎ［１］，本方法分析时间仅用４．５　ｍｉｎ，节

约了样品分析时间，适合大量样本分析的需要。
本法操作简单，灵敏度高，准确，重 现 性 好。在

进行药动学研究时，无双氯芬酸钠代谢物和血浆中

内源性杂质的干扰，适用于双氯芬酸钠血药浓度的

测定。
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