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［摘　要］　为研究磺胺嘧啶钠与兔血浆中血浆蛋白结合情况，采用平衡透析法和超滤法模拟磺胺

嘧啶钠与血浆蛋白结合过程，高效液相色谱法测定透析内液及外液中药物浓度，计算磺胺嘧啶钠血

浆蛋白结合率。结果表明：血浆中其他成分对测定无干扰，各待测物在选择浓度范围内线性关系均

良好，精密度及稳定性结果均符合方法学要求。透析外液线性范围为０．５～２０μｇ／ｍＬ，透析内液的

线性范围为１～１００μｇ／ｍＬ，提取回收率在７８．６７％ ～９８．３６％之间，日内、日间变异均小于１０％，磺

胺嘧啶钠的体外血浆蛋白结合率平均为３２．４７％，体内血浆蛋自结合率平均为３６．４３％。本试验建

立的方法简单，灵敏、专属性强，磺胺嘧啶钠在兔血浆中蛋白结合率较低，且具有浓度依赖性。
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　　磺胺嘧啶是兽医临床方面广泛应用的抗微生物

药物之一，通常与磺胺甲氧苄啶合用，通过双重阻断

细菌叶酸合成而抑制细菌繁殖，两者合用，抗菌作用

可增效数倍至数十倍，并可减少抗药菌株的出现［１］。

药物血浆蛋白结合率是药代动力学的重要参数之

一，药物与血浆蛋白结合对药物具有贮存、运输和缓

冲毒性的作用，影响药物在体内的分布、代谢、排泄，

甚至吸收，进而影响药物在靶位的效应［２］。临床研

究发现，磺胺嘧啶钠与血浆蛋白结合率具有种属差

异性，存在饱和现象［３］，因此研究磺胺嘧啶钠兔体内

血浆蛋白结合率具有重要临床意义。本文用平衡透

析法结合超滤法，并用高效液相色谱法测定了磺胺

嘧啶钠家兔体内及体外血浆蛋白结合率，为临床上

科学使用磺胺嘧啶钠提供理论依据。

１　材料和方法

１．１　材料

１．１．１　仪器与试剂　Ａｇｉｌｅｎｔ１１００型高效液相色谱

仪（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ公司）；ＪＹ２００２型电子天平（上海

精密科学仪器有限公司生产）；管状半透膜（上海兴

亚净化材料厂生产）；磺胺嘧啶钠标准品（中国兽医

药品监察所提供，批号 Ｈ０８０４０１，含量９９．７％）；磺

胺嘧啶钠原料（浙江新昌国邦兽药厂生产，批号

０７０８１４，含量９８％）；甲醇、乙腈、乙酸乙酯、三乙胺

均为分析纯（上海国药集团）。

１．１．２　试验动物　健康大耳白兔６只，雌雄各半，

体重（２±０．２）ｋｇ，信阳职业技术学院实验动物中

心提供，实验前禁食２４ｈ自由饮水。

１．１．３　溶液配制　磺胺嘧啶钠贮存液：取标准

品 ０．１２５ｇ溶于蒸馏水中，并稀释至 １０００ｍＬ。

磺胺嘧啶钠标准液：精确吸取贮存标准液 ３ｍＬ，

置１００ｍＬ容量瓶中，用 ３％三氯醋酸稀释至刻

度。透析液：精密称取磷酸氢二钾１４．１１ｇ，磷酸

二氢钾２．５９ｇ，氯化钠１．９９ｇ于 １Ｌ容量瓶中，

加去离子水溶解并稀释至刻度，得 ｐＨ７．４磷酸

缓冲液。

１．２　方法

１．２．１　色谱条件　色谱柱：ＡｇｉｌｅｎｔＴＣ－Ｃ１８柱

（１５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），流动相：水：乙腈：磷酸

（体积分数为１２．５％）：三乙胺（体积分数为１５％）

＝８５∶１３∶１∶１；紫外检测波长 ２７０ｎｍ；流速 １．０

ｍＬ／ｍｉｎ；柱温３０℃；进样量２０μＬ［４］。

１．２．２　样品处理方法　透析内液样品的预处理：

取血浆样品（透析内液）０．５ｍＬ，置１０ｍＬ具塞离心

管中，加入乙腈１ｍＬ涡旋混合３０ｓ，４０００ｒ／ｍｉｎ离

心２０ｍｉｎ，取上清液过微孔滤膜（０．２２μｍ），取滤

液２０μＬ注入高效液相色谱仪测定。

透析外液样品的预处理：取透析外液样品微孔

滤膜（孔径０．２２μｍ）过滤后，精密吸取１ｍＬ，离心

（３０００ｒ／ｍｉｎ）５ｍｉｎ，取上清液２０μＬ注入高效液相

色谱仪测定。

１．２．３　标准曲线　取空白血浆０．５ｍＬ，加入磺胺

嘧啶钠标准液，配成相当于磺胺嘧啶钠血浆浓度为

１、２、５、１０、２０、５０、１００μｇ／ｍＬ的模拟透析内液样

品；另取空白透析液 １ｍＬ，加入磺胺嘧啶钠标准

液，配成相当于磺胺嘧啶钠血浆浓度为０．５、１、２、５、

１０、２０μｇ／ｍＬ的模拟透析外液样品，按１．２．２项下

方法操作。以 ＳＤ的峰而积（ｙ）对其血药浓度（ｃ）

作图，求得回归方程。

１．２．４　准确度和精密度　取空白血浆０．５ｍＬ，按

标准曲线项下的方法操作，分别配制成低、中、高３

个浓度透析内液（１、１０、１００μｇ／ｍＬ）和透析外液

（０．５、２、２０μｇ／ｍＬ）。考察方法的日内和日间精密

度（ＲＳＤ）和准确度。

１．２．５　回收率测定　精密吸取空白血浆０．５ｍＬ，

按标准曲线项下的方法操作，配制成低、中、高３种

浓度，每个浓度５样品，计算加样提取后进样的药

物峰面积和标准溶液进样的峰面积之比，考察样品

的回收率。

１．２．６　稳定性测定　精密吸取空白血浆０．５ｍＬ，

按标准曲线项下的方法操作，配制成低、中、高３种

浓度，每个浓度３样品，考察血浆样品预处理后室

温放置４℃和－２０℃下放置７ｄ的稳定性。

１．２．７　体外血浆蛋白结合率测定方法　参考文

献［５］，将管状半透膜一端折叠用线结扎，将空白血浆

２．０ｍＬ于上述半透膜袋内，并扎紧口袋另一端（注

意：袋口不得污染血浆）。将两端扎紧的半透膜置于
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盛有９．７５ｍＬ透析液的３０ｍＬ广口瓶中，透析外液

的质量浓度分别为０．０１２５、０．０２５、０．０５ｍｇ／ｍＬ将该

广口瓶于冰箱中放置至药物扩散平衡。透析结束

后，吸出袋外透析液少许，加等量磺基水杨酸试剂，

检查有无血浆蛋白漏出。如检查为阳性，则该样品

作废。另取加２．０ｍＬ透析液代替血浆于半透膜袋

内，作平衡时间对照样品，以确定药物从袋内外自由

扩散达到平衡所需时间。分别测定透析袋内外的药

物浓度，计算血浆蛋白结合率，其公式为 ｆｂ＝（Ｄｔ－

Ｄｆ）／Ｄｔ×１００％，其中 ｆｂ：血浆蛋白结合率，Ｄｔ：血药

总浓度（透析袋内的血浆药物浓度），Ｄｆ：游离药物浓

度（透析袋外缓冲液中药物浓度）。

１．２．８　体内血浆蛋白结合率实验方法　健康大耳

白兔６只耳静脉注射ＳＤ１００ｍｇ／ｋｇ，１０ｍｉｎ心脏取

血，４℃，３０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ，取血浆０．５ｍＬ

按“透析内液样品的预处理”项下操作。另取

０．５ｍＬ于超滤离心管中、４℃，１００００ｒ／ｍｉｎ离心

２０ｍｉｎ，取滤液２０μＬ注入高效液相色谱仪测定。

２　结果与分析

２．１　方法专属性　在本试验建立的色谱条件下，

基线走动平稳，峰形良好，无杂质峰出现，色谱图见

图１～图４。该测定方法简便，重现性好，分析样品

的时间均不超过１０ｍｉｎ，分析效率高。

图１　空白缓冲溶液色谱图

图２　空白血浆色谱图

图３　透析内液色谱图

图４　透析外液色谱图

２．２　标准曲线的制备　本研究所建立的标准工作曲

线相见图５、图６。透析内液的标准回归曲线为 ｙ＝

０．０２１９ｘ＋０．１７４２，线性范围为１～１００μｇ／ｍＬ。透析外

液的标准曲线为ｙ＝０．０５８８ｘ＋０．０６１６，线性范围为０．５

～２０μｇ／ｍＬ。其相关系数均在０．９９９０以上。

图５　透析内液标准曲线图

图６　透析外液标准曲线图
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２．３　回收率、准确度和精密度　参透析内液和透

析外液回收率、准确度及精密度数据见表１、表２，

从表１、表２可以看出，３种浓度磺胺嘧啶钠的回收

率的值在７８．６７％～９８．３６％之间，准确度高。日内

变异系数均小于１０％，日间变异系数均小于１０％，

方法具有较好的精密度。

表１　透析内液回收率、准确度和精密度结果表

添加药物浓度／（μｇ·ｇ－１）
回收率／％

实测值 平均值±Ｓ．Ｄ．
准确度／％

精密度（Ｃ．Ｖ．／％）
日内 日间

１００ ８４．３３ ８６．２５±１．９２ １０９．７６ ４．６８ ６．０２
８９．２１ ５．０２
８５．７２ １．７４
８６．９８ ３．６８
８５．０１ ２．５２

１０ ７９．３１ ８１．１２±２．２０ １１３．３５ ５．９７ ５．９２
７８．６７ ４．７５
８２．８５ ２．６３
８３．７７ ３．３５
８１．０１ ４．１３

１ ７９．５２ ８３．３３±３．８６ ９７．８０ ５．０７ １０．４６
８９．２５ ４．６１
８３．１０ ６．０３
８０．３６ ４．５６
８４．４２ ２．１２

表２　透析外液回收率、准确度和精密度结果表

添加药物浓度／（μｇ·ｍＬ－１）
回收率／％

实测值 平均值±Ｓ．Ｄ．
准确度／％

精密度（Ｃ．Ｖ．／％）

日内 日间

２０ ９４．１５ ９５．２１±１．４１ １０１．２７ ２．２３ ６．５３
９６．２７ ３．９６
９４．９３ ３．０２
９７．０２ ２．０９
９３．６８ １．９７

２ ９５．５０ ９６．７０±２．５２ ９９．７６ ４．０２ ４．７５
９８．３６ ５．６８
９６．７３ ４．３６
９９．７０ ３．８７
９３．２２ ２．３１

０．５ ９０．２３ ９２．５４±１．９１ ８９．３１ ５．３５ ７．１２
９５．０２ ３．８５
９２．６１ １．６９
９１．１８ ４．１９
９３．６６ ２．６３

２．４　稳定性实验结果　考察结果表明：血浆样品
在室温放置４ｈ和 －２０℃下放置７ｄ等条件下稳
定性良好。

２．５　平衡时间　磺胺嘧啶钠平衡时间见表３，由表
３可以看出，平衡时间为６０ｈ时，透析袋内外磺胺
嘧啶钠的浓度达到平衡。

表３　磺胺嘧啶钠平衡时间表

药物浓度
浓度比（透析袋内／透析袋外）

１２ｈ ２４ｈ ４８ｈ ６０ｈ ７２ｈ
０．０１２５ｍｇ／ｍＬ ０．７４ ０．９０ ０．９７ １．０ １．０
０．０２５ｍｇ／ｍＬ ０．７６ ０．９０ ０．９２ ０．９９ １．０
０．０５ｍｇ／ｍＬ ０．７８ ０．８９ ０．９７ １．０ １．０

２．６　血浆蛋白结合率　体外血浆蛋白结合率试验结
果：低、中、高３个质量浓度的血浆蛋白结合率分别为

（４１．３±１．１）％、（３２．２±１．３）％和（２３．９±０．８）％。
体内血浆蛋白结合率试验结果：母兔和公兔的血浆
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蛋白结合率分别为（３５．２±２．３）％和（３７．７±４．５）％。
３　讨论与小结
３．１　药物与血浆蛋白结合率测定方法的选择　药
物与血浆蛋白结合的方法包括平衡透析（ｅｑｕｉｌｉｂｒｉ
ｕｍｄｉａｌｙｓｉｓ）、超过滤（ｕｌｔｒａｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ）、超离心（ｕｌｔｒａ
ｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎ、快速或动力透析、分配平衡、光谱等
各类方法［６］。在这些常用的方法中，平衡透析

（ＥＤ）和超过滤（ＵＦ）是两种使用最多的方法。ＥＤ
法基于药物结合的平衡原理，且受实验因素的干扰

很小，常被认为是研究药物一蛋白结合的经典参比

方法。ＵＦ的最大优点是实现血浆中游离药物的快
速分离，加之与高灵敏度的液相联用检测技术相结

合，ＵＦ已被广泛运用于大规模生物样品的游离药
物浓度分析。微透析方法是以生理溶液不断灌注

埋在组织中的微透析探针，组织中小分子物质经探

针头部的半透膜弥散进入灌注液而在膜两侧达成

动态平衡，同时被连续流动的灌注液不断带出从而

达到活体取样的目的，但是微透析法不能进行血液

药物总浓度检测［７］。

３．２　磺胺嘧啶钠血浆蛋白结合率的影响因素　药
物与血浆蛋白之间的结合反应不仅关系到药物在

体内的分布和消除，还与药物相互作用密切相关，

影响药物和血浆蛋白结合的因素比较多，主要有药

物性质、血浆 ｐＨ值、血浆蛋白对药物的亲和率
等［８］。文献报道，一般带负电荷的药物及酸性药物

和血浆蛋白结合率较高［９］。磺胺类药物的消除速

率与其血浆蛋白结合率关系密切，蛋白结合率高，

半衰期相对长。对ＳＤ的血浆蛋白结合率的研究发
现，ＳＤ血浆蛋白结合率存在着种属差异性，其中
ＳＤ与绵羊血浆蛋白结合率最高，为４０．７６％，而在
鸡体内ＳＤ血浆蛋白的结合率为３３．６９％。本试验
中磺胺嘧啶钠与兔体外血浆蛋白结合率平均为

３２．４７％，其血浆蛋白率结合较高原因可能是在动
物血浆中，磺胺嘧啶钠是一种带负电的弱酸性药物

容易和血浆蛋白结合，此外血浆ｐＨ值、血浆中血浆
蛋白组成及含量也可能会影响磺胺嘧啶钠在兔体

内的血浆蛋白结合率。此外，从试验结果中可以看

出磺胺嘧啶钠和血浆蛋白结合率存在着质量浓度

依赖性，表明磺胺嘧啶钠和血浆蛋白结合具有一定

的饱和性，随着药物浓度增加血浆蛋白结合率降

低，这和文献报道的相一致［１０－１１］。

本试验中采用平衡透析和超滤法模拟磺胺嘧

啶钠与兔血将蛋白的结合过程，建立了磺胺嘧啶钠

在透析外液及透析内液中含量测定方法。试验结

果显示：本试验所建立的试验方法简便、专属性强、

准确度高，血浆中其他成分对测定无干扰，各待测

物在选择浓度范围内线性关系均良好，精密度及稳

定性结果均符合方法学要求，能够满足临床上对生

物样品检测和分析的要求。
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