
中国兽药杂志 ２０１６，５０（７）：３４～４０／王东亮，等　

犬血浆中特比萘芬的高效液相色谱检测方法

王东亮１，２，聂 巧１，２，李宇琛１，２，吴天兴１，２，卜仕金１，２

（１．扬州大学兽医学院，江苏扬州２２５００９；２．江苏省动物重要疫病与人兽共患病防控协同创新中心，江苏扬州２２５００９）

［收稿日期］２０１６－０４－２４　［文献标识码］Ａ　［文章编号］１００２－１２８０（２０１６）０７－００３４－０７　［中图分类号］Ｓ８５９．８３

［摘　要］　建立并优化一种简单、快速、灵敏、高选择性的 ＨＰＬＣ方法测定犬血浆中特比萘芬血药

浓度，并考察方法的稳定性。特比萘芬血浆样品经提取剂乙腈－异丙醇（用磷酸调ｐＨ至３．０）（４０：

６０，Ｖ／Ｖ）液－液萃取后，提取液经４０℃氮气吹干，用流动相复溶后离心过滤，取上清液２０μＬ进样

分析，对血样处理后及标准溶液保存不同时间后的稳定性进行了考察。色谱柱 Ａｇｉｌｅｎｔ５ＨＣ－Ｃ１８

（２）柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；流动相甲醇－０．１％磷酸水（５９：４１，Ｖ／Ｖ）；流速０．８ｍＬ／ｍｉｎ；紫外

检测波长２２３ｎｍ；柱温３５℃。色谱峰分离良好，无干扰。特比萘芬最低检测浓度为０．０１μｇ／ｍＬ，

线性范围是０．０２～５μｇ／ｍＬ，相关回归方程：ｙ＝３５６．２８ｘ－２．０３１１（ｒ２＝０．９９９８９）。低、中、高血浆

质控样品日内ＲＳＤ均小于５％，日间 ＲＳＤ均小于７％，方法平均回收率分别为１０８．９％，１００．４％，

１０２．１％。血样处理后８ｈ内样品能保持较好稳定性，血样处理后３次循环冻融能保持较好稳定性。

血样处理后于－２０℃条件下冻存能够保持稳定２个月，标准溶液有效保存期同样为２个月。本研

究建立的特比萘芬血样浓度测定方法有较高的准确度和灵敏度，适用于候选化合物的体内药代动

力学研究。
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５ＨＣ－Ｃ１８（２）ｃｏｌｕｍｎ（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）．Ｔｈｅｉｓｏｃｒａｔｉｃｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅｗａｓｍｅｔｈｙｌａｌｃｏｈｏｌａｎｄ０．１％

ｐｈｏｓｐｈｏｒｉｃａｃｉｄｗｉｔｈｔｈｅｒａｔｅｏｆ（５９：４１，Ｖ／Ｖ），ａｎｄｔｈｅｒｕｎｒａｔｅｗａｓ１ｍＬ·ｍｉｎ－１．ＴｈｅｄｅｔｅｃｔｉｖｅＵＶｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ

ｗａｓ２２３ｎｍａｎｄｔｈｅｃｏｌｕｍｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｗａｓ３５℃．Ｔｈｅｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｃｏｎｄｉｔｉｏｎｇｏｏｄａｎｄｎｏｔｉｎｔｅｒｆｅｒｅｄｂｙｔｈｅ

ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｏｆｔｈｅｐｌａｓｍａ．Ｔｈｅｌｉｍｉｔｏｆｑｕａｎｔｉｔｙｗａｓ０．０１μｇ·ｍＬ－１．ＴｈｅＨＰＬＣｍｅｔｈｏｄｈａｄａｌｉｎｅａｒｉｔｙｏｖｅｒｔｈｅ

ｒａｎｇｅｏｆ０．０２～５μｇ·ｍＬ－１．Ｔｈｅｌｉｎｅａｒｅｑｕａｔｉｏｎｗａｓｙ＝３５６．２８ｘ－２．０３１１（ｒ２ ＝０．９９９８９）．Ｔｈｅｉｎｔｒａ－

ａｓｓａｙｐｒｅｃｉｓｉｏｎｄｉｄｎｏｔｅｘｃｅｅｄ５％ ａｎｄｉｎｔｅｒ－ａｓｓａｙｐｒｅｃｉｓｉｏｎｄｉｄｎｏｔｅｘｃｅｅｄ７％ ｆｏｒｌｏｗ，ｍｅｄｉｕｍ，ｈｉｇｈｑｕａｌｉｔｙ

ｓａｍｐｌｅｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆｔｈｅｄｅｓｃｒｉｂｅｄｍｅｔｈｏｄｗａｓ１０８．９％，１００．４％ ａｎｄ１０２．１％，

ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅｓａｍｐｌｅｓｉｎ８ｈｏｒ３ｔｉｍｅｓｏｆｆｒｅｅｚｉｎｇａｎｄｔｈａｗｉｎｇｃｙｃｌｅｓａｆｔｅｒｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇｃａｎｍａｉｎｔａｉｎｇｏｏｄ

ｓｔａｂｉｌｉｔｙ．Ｔｈｅｓａｍｐｌｅｓａｆｔｅｒｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇａｎｄｔｈｅｓｔａｎｄａｒｄｓｏｌｕｔｉｏｎｏｆｔｅｒｂｉｎａｆｉｎｅｗｅｒｅｓｔａｂｉｌｉｚｅｄｆｏｒ２ｍｏｎｔｈｓ．Ａ

ｓｅｎｓｉｔｉｖｅａｎｄａｃｃｕｒａｔｅｍｅｔｈｏｄｆｏｒｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇｔｅｒｂｉｎａｆｉｎｅｈａｓｂｅｅｎｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ，ｗｈｉｃｈｍａｙｂｅｕｓｅｄｉｎｆｕｔｕｒｅｉｎ

ｖｉｖｏｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓｔｕｄｉｅｓｏｆｔｈｉｓａｎｔｉｆｕｎｇａｌｄｒｕｇ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｔｅｒｂｉｎａｆｉｎｅ；ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｐｌａｓｍａｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ；ｓｔａｂｉｌｉｔｙ：ＨＰＬＣ

　　盐酸特比萘芬是第二代丙烯胺类广谱抗真菌

药，能够高选择性地抑制真菌细胞中的角鲨烯环氧

化酶，抑制真菌细胞膜的形成，从而达到杀菌和抑

菌的双重作用，尤其能够有效地对抗入侵角质化组

织（如趾甲、毛发、皮肤）的丝状真菌［１］，已在人医

临床广泛应用，而在动物方面的研究较少。犬猫局

部真菌感染的治疗通常倾向于口服药物，事实上，

如果能够保证药物良好的渗透性与释放性，在局部

给药能够达到更好的治疗效果［２］。在欧美，盐酸特

比萘芬已经研制出了指甲油、乳膏剂、片剂等剂型，

用以口服和局部使用［３］。目前国内外对盐酸特比

萘芬在血浆中的检测方法正向着高选择性、高灵敏

度及整体多功能性研究，高效液相色谱法由于可靠

性和准确性受到了极大的关注［４］。本试验参照相

关文献，建立了更稳定灵敏的特比萘芬血药浓度

ＨＰＬＣ测定方法，并考察了该方法在各种条件下的

稳定性，旨在为系统开展犬体内特比萘芬药代动力

学研究奠定必要的方法学基础。

１　材 料

１．１　仪器　Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０型高效液相色谱仪，包括

ＡｇｉｌｅｎｔＧ１３１１Ｃ四元泵带脱气机，Ｇ１３３０Ｂ柱温箱，

Ｇ１３１５Ｄ检测器及手动进样器，ＡｇｉｌｅｎｔＯｐｅｎＬＡＢ

ＣＤＳ化学工作站，Ａｇｉｌｅｎｔ公司；色谱柱Ａｇｉｌｅｎｔ５ＨＣ

－Ｃ１８（２）（２５０×４．６ｍｍ，５μｍ），Ａｇｉｌｅｎｔ公司；

ＵＰＨ－１１－２０Ｔ型优普超纯水制造系统，成都超纯

科技有限公司；Ｎ－ＥＶＡＰＴＭ１１２型干浴氮吹仪，美

国Ｏｒｇａｎｏｍａｔｉｏｎ公司；电子分析水平，感量０．０００１

ｇ，德国塞多利斯天平公司；ＰＢ－１０型 ＰＨ计，德国

塞多利斯天平公司；ＫＳ－２５０Ｄ超声仪，宁波科生仪

器厂；ＷＨ－１微型漩涡混合仪，上海沪西分析仪器

厂有限公司；５８１０－Ｒ型高速冷冻离心机，德国

ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ股份公司。

１．２　药品与试剂　甲醇为色谱纯，购自美国

ＴＥＤＩＡ公司，磷酸为色谱纯，购自德国 ＣＮＷ公司，

乙腈、异丙醇为色谱纯，购自国药集团化学试剂有

限公司。盐酸特比萘芬对照品购自中国兽医药品

监察所，纯度９９．８％，批号１００５６３－２０１４０２。

１．３　动物　成年健康比格犬，体重１２ｋｇ，购自四

方动物科技有限公司。

２　方 法

２．１　溶液的配制

２．１．１　对照品的配制　精密称取盐酸特比萘芬对

照品（０．０２８０±０．０００１）ｇ，用甲醇溶解并定容于５０

ｍＬ容量瓶中，配成５００μｇ／ｍＬ的特比萘芬储备液，

－２０℃冻存。

２．１．２　提取剂的配制　将色谱纯乙腈和异丙醇按

４０∶６０（Ｖ／Ｖ）的比例混匀，用磷酸调ｐＨ至３．０，现配

现用。

·５３·



中国兽药杂志 ２０１６，５０（７）：３４～４０／王东亮，等　

２．２　色谱条件　色谱柱：Ａｇｉｌｅｎｔ５ＨＣ－Ｃ１８（２）

（２５０×４．６ｍｍ，５μｍ）；流动相：甲醇 －０．１％磷酸

水（５９∶４１，Ｖ／Ｖ）；流速０．８ｍＬ／ｍｉｎ；柱温３５℃；进

样量２０μＬ；紫外检测波长：λ＝２２３ｎｍ。

２．３　血浆样品处理　准确吸取室温下冻融后的血

浆样品２００μＬ置于２ｍＬ指形管中，加入１ｍＬ提

取液涡旋振荡３ｍｉｎ后，离心 ２０ｍｉｎ（４℃，１２０００

ｒ／ｍｉｎ），将上清液移至 ５ｍＬ指形管中。残渣加

１ｍＬ提取液涡旋振荡 ３ｍｉｎ，离心 ２０ｍｉｎ（４℃，

１２０００ｒ／ｍｉｎ），合并上清液。取上清液于４０℃干浴

氮气吹干，用２００μＬ流动相复溶吹干残渣，涡旋振

荡５ｍｉｎ。将复溶后的溶液移至２ｍＬ指形管内，离

心２０ｍｉｎ（４℃，１２０００ｒ／ｍｉｎ），取上清液经０．２２μｍ

滤膜过滤，滤液供ＨＰＬＣ分析。

３　结果与分析

３．１　标准曲线及线性范围　分别配制特比萘芬质

量浓度为０．０２，０．０５，０．１０，０．５０，１．００，２．５０，５．００

μｇ／ｍＬ的血浆样品，按２．３项血浆样品处理方法处

理后，进行 ＨＰＬＣ分析。采用外标法计算，以特比

萘芬峰面积（Ａｓ）对血药浓度（Ｃ）进行线性回归，

得回归方程：Ａｓ＝ ３５６．２８Ｃ －２．０３１１（ｒ２ ＝

０．９９９８９）。表明特比萘芬于本方法在０．０２～５．００

μｇ／ｍＬ线性关系良好。血浆最低检测浓度为０．０１

μｇ／ｍＬ（Ｓ／Ｎ≥３），定量限浓度为０．０２μｇ／ｍＬ（Ｓ／Ｎ

≥１０）。标准曲线如图１所示。

图１　特比萘芬标准曲线图

３．２　精密度和准确度　分别平行配制低、中、高３

个浓度，分别为０．０２，１．００，５．００μｇ／ｍＬ血浆质控

各５份，同日萃取测定，计算日内 ＲＳＤ分别为

４．６９９％，１．３４８％，２．８９２％；在５个不同日进行萃

取测定，计算得日间 ＲＳＤ分别为 ６．５９８％，

６．４８２％，３．５６４％，结果见表１所示。

表１　特比萘芬血浆浓度ＨＰＬＣ方法的精密度和准确度（ｎ＝５）

浓度／（μｇ·ｍＬ－１）
日内精密度 日间精密度

测得浓度 （ｘ－±ＳＤ，μｇ·ｍＬ－１） ＲＳＤ／％ 测得浓度 （ｘ－±ＳＤ，μｇ·ｍＬ－１） ＲＳＤ／％

０．０２ ０．０２２±０．００１ ４．６９９ ０．０２２±０．００１ ６．５９８

１．００ １．００４±０．０１３ １．３４８ １．０８５±０．０７０ ６．４８２

５．００ ５．１０６±０．１４８ ２．８９２ ５．３１５±０．１８９ ３．５６４

注：ｎ：样本数；ＲＳＤ：变异系数

３．３　回收率　分别平行配制低、中、高３个浓度，分
别为０．０２，１．００，５．００μｇ／ｍＬ血浆质控各５份，同日
萃取测定，计算得方法平均相对回收率分别为

１０８．８６６％，１００．４０６％，１０２．１２０％，结果见表２所示。
表２　血浆中空白添加特比萘芬ＨＰＬＣ方法的

相对回收率（％）（ｎ＝５）
添加浓度

／（μｇ·ｍＬ－１）
检出加标浓度平均

回收率／％ａ
样本数ｎ ＲＳＤ／％

０．０２ １０８．８６６ ５ ４．６９９

１．００ １００．４０６ ５ １．３４７

５．００ １０２．１２０ ５ ２．８９２

注：ＲＳＤ：变异系数；ａ：基于检出的平均浓度进行计算

３．４　稳定性
３．４．１　室温放置下的稳定性　制备浓度为０．１，
１．０，５．０μｇ／ｍＬ的５个空白血浆添加平行样品，立
刻对样品进行分析，得到第０时数据，之后在室温
（约２２℃）下分别放置２、６、８ｈ后进行样品分析。
通过与０时测定的数据比较，考察室温下放置时血
样中特比萘芬的稳定性。计算得８ｈ的 ＲＳＤ分别
为３．４７１％，３．７２９％，３．９６７％，结果见表 ３所示。
表明在本试验建立的处理方法下，样品中特比萘芬

在室温条件下（＋２２℃）能够保持稳定达８ｈ。
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表３　室温放置８ｈ后犬血浆中特比萘芬测定的稳定性

储存时间（温度） 加标浓度／（μｇ·ｍＬ－１） 检出的平均浓度／（μｇ·ｍＬ－１） ＲＳＤ／％ 样本数ｎ 检出加标浓度回收率／％ａ

０ｈ

０．１ ０．１０４ ３．５８０ ５ １０４．１

１．０ ０．９８９ ２．２０１ ５ ９８．９

５．０ ５．２８２ ３．９７３ ５ １０５．６

２ｈ
（室温，＋２２℃）

０．１ ０．１０１ １．６０３ ５ １００．８

１．０ ０．９９７ ５．０７３ ５ ９９．７

５．０ ５．２４５ ４．０９８ ５ １０４．９

６ｈ
（室温，＋２２℃）

０．１ ０．１０３ ２．８８５ ５ １０３．０

１．０ ０．９９９ ２．４８３ ５ ９９．９

５．０ ５．２００ ２．８７９ ５ １０４．０

８ｈ
（室温，＋２２℃）

０．１ ０．１０５ ３．４７１ ５ １０４．８

１．０ ０．９７９ ３．７２９ ５ ９７．９

５．０ ５．１１８ ３．９６７ ５ １０２．４

注：ＲＳＤ为变异系数；ａ：基于检出的平均浓度进行计算

３．４．２　冻融稳定性考察　制备浓度为０．１，１．０，
５．０μｇ／ｍＬ的５个空白血浆添加平行样品，立刻对
样品进行分析，得到第０时数据。在－２０℃下至少
储存１ｄ后取出解冻，之后再次冷冻、解冻，反复共
进行３次冻融循环处理。两次冻融间隔时间至少

为５ｈ。通过与０时测定的数据比较考察反复冻融
下血样中特比萘芬的稳定性。计算得最终浓度

ＲＳＤ分别为４．９９９％，２．２１５％，０．５６１％，结果见表
４所示。表明特比萘芬样品在三个冻融循环后，仍
然保持稳定。

表４　三个冻融循环后犬血浆中特比萘芬测定的稳定性

储存时间（温度） 加标浓度／（μｇ·ｍＬ－１） 检出的平均浓度／（μｇ·ｍＬ－１） ＲＳＤ／％ 样本数ｎ 检出加标浓度回收率／％ａ

第０时

０．１ ０．１０８ ２．９６８ ５ １０８．０

１．０ １．０９７ １．８０９ ５ １０９．７

５．０ ５．４６８ ３．０７７ ５ １０９．４

３次循环冻融后
（＋２２℃／－２０℃）

０．１ ０．１０８ ４．９９９ ５ １０８．２

１．０ １．０６１ ２．２１５ ５ １０６．１

５．０ ５．３２７ ０．５６１ ５ １０６．５

注：ＲＳＤ：变异系数；ａ：基于检出的平均浓度进行计算

３．４．３　样品存储期间的稳定性　制备浓度为０．１，
１．０，５．０μｇ／ｍＬ的５个空白血浆添加平行样品，立
刻对样品进行分析，得到第０时数据。之后分别于
冻存（约－２０℃）１周和２个月后进行样品分析。
通过与０时测定的数据比较考察样品贮存期间的
稳定性。计算得２个月浓度ＲＳＤ分别为９．６９７％，
１．３６０％，３．６０１％，结果见表５所示。表明特比萘
芬样品在 －２０℃条件下冻存，可保持稳定达２个
月。

３．４．４　储备液的稳定性　制备２ｍＬ浓度为０．１，
１．０，５．０μｇ／ｍＬ的标准液，立刻对样品进行分析，
每个浓度重复５次，得到第０时数据。之后分别于
冻存（约－２０℃）１个月和２个月后进行样品分析。
通过与０时测定的数据比较考察储备液贮存期间
的稳定性。２个月浓度 ＲＳＤ分别为 １．５１４％，
３．０９７％，１．８０９％，结果见表６所示。表明特比萘
芬储备液稀释后的标准溶液，在 －２０℃条件下冻
存可保持２个月稳定。
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表５　－２０℃条件下冻存后血浆中特比萘芬测定的稳定性
储存时间（温度） 加标浓度／（μｇ·ｍＬ－１） 检出平均浓度／（μｇ·ｍＬ－１） ＲＳＤ／％ 样本数ｎ 检出加标浓度回收率／％ａ

第０时

０．１ ０．１０５ ４．０５９ ５ １０４．６

１．０ １．０１７ ２．１８７ ５ １０１．７

５．０ ５．０２９ ２．８４４ ５ １００．６

１个月
（－２０℃）

０．１ ０．１０５ ９．７６４ ５ １０４．７

１．０ ０．９９４ １．６６１ ５ ９９．４

５．０ ５．１３８ ３．３８１ ５ １０２．８

２个月
（－２０℃）

０．１ ０．１０１ ９．６９７ ５ １００．８

１．０ ０．９６１ １．３６０ ５ ９６．１

５．０ ５．１３１ ３．６０１ ５ １０２．６

注：ＲＳＤ：变异系数；ａ：基于检出的平均浓度进行计算

表６　－２０℃条件下冻存后储备液中特比萘芬测定的稳定性
储存时间（温度） 加标浓度／（μｇ·ｍＬ－１） 检出平均浓度／（μｇ·ｍｌ－１） ＲＳＤ／％ 样本数ｎ 检出加标浓度回收率／％ａ

第０时

０．１ ０．０９９ ２．１５７ ５ ９８．７

１．０ １．０４８ １．０６４ ５ １０４．８

５．０ ５．２８５ ３．１９４ ５ １０５．７

１个月（－２０℃）

０．１ ０．０９８ １．２９６ ５ ９８．２

１．０ １．０８７ ２．８８０ ５ １０８．７

５．０ ５．４０２ １．４５３ ５ １０８．０

２个月
（－２０℃）

０．１ ０．０９７ １．５１４ ５ ９７．０

１．０ １．０６４ ３．０９７ ５ １０６．４

５．０ ５．３２２ １．８０９ ５ １０６．４

注：ＲＳＤ：变异系数；ａ：基于检出的平均浓度进行计算

３．５　分离效果　由特比萘芬对照品、空白添加样
品、空白血浆色谱峰的分离图谱可知，特比萘芬的

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１４．１ｍｉｎ左右（图２～图６）。

图２　特比萘芬（０．０２μｇ／ｍＬ）对照品色谱图

４　讨论与小结
本试验对特比萘芬血药浓度测定方法进行了

大量的研究。在色谱条件方面，用安捷伦１２６０进

图３　空白血浆添加特比萘芬标准品
（０．０２μｇ／ｍＬ）对照品色谱图

行ＤＡＤ全波长扫描，发现在２２３ｎｍ紫外检测波长
处有最大吸收，其他波段吸收皆较低（图７）。通过
参考文献发现特比萘芬在较强的无机酸性环境下

溶解性及稳定性较好［５］，经多次尝试，最终流动相

选用甲醇 －０．１％磷酸水；而用乙腈 －０．１％磷酸
水，则无法经该色谱设备检测到。由于紫外检测波

长较低，杂质峰较多，多次调试发现当流动相比例
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图４　特比萘芬（１μｇ／ｍＬ）对照品色谱图

图５　空白血浆添加特比萘芬标准品
（１μｇ／ｍＬ）对照品色谱图

图６　空白血浆色谱图

图７　特比萘芬紫外全波长扫描图

为甲醇－０．１％磷酸（５９∶４１，Ｖ／Ｖ）时，出峰时间为
１４．１ｍｉｎ，能够在图谱上呈现较好的峰形，并能与
其他杂质峰分离开。当柱温为室温或者３０℃时，
发现药物峰有前沿峰，经试验调试，当柱温升为

３５℃时，前沿峰消失。考虑缓冲剂因素时［６－８］，试

验中发现加入磷酸二氢钾或乙酸铵等缓冲液时，均

会造成增加较多杂质峰，故流动相未添加缓冲液。

在提取方法中，试验先后用１ｍＬ纯正己烷、甲
醇、乙腈、异丙醇三种方法进行两次重复萃取药物，

发现正己烷组回收率不足１０％，甲醇组回收率不足
１５％，乙腈组为 ２５％左右，异丙醇组为 ５８％ ～
６５％，乙腈组和异丙醇组增大剂量均未见回收率明
显提高，正己烷组剂量增大至４ｍＬ时，重复提取两
次回收率在２０％左右。有大量研究在对血样进行
处理时主要使用正己烷［９－１１］，本试验发现药物在正

己烷中的回收率低于甲醇，低于乙腈，低于异丙醇，

并且与其他提取剂混合后没有明显更高效果，故提

取剂中未添加正己烷。参考文献［１２－１３］，试验设计

了用磷酸将提取剂酸化和萃取后加入磷酸酸化萃

取液两种方案，试验发现两种方案三组回收率均达

８５％以上，分析特比萘芬在酸性条件下能够被
ＨＰＬＣ稳定测出，但是酸性条件并不能提高萃取率。
考虑到检测的便捷性，最终选用酸化提取剂方法对

样品进行药物提取。有些报道［１４］通过加入大量盐

酸进行酸化，考虑到盐酸量过多不易被氮气吹干，

会增加检测周期，故未选用。为进一步提高药物回

收率及检测的精确度，试验尝试酸化混合提取剂进

行药物提取，最终选用提取剂乙腈 －异丙醇（４０∶
６０，Ｖ／Ｖ）（用磷酸调 ｐＨ至３．０）的提取剂，能够极
大的提高药物的回收率。

在稳定性研究方面，特比萘芬血样处理前于

－２０℃冰箱避光保存 ２个月能保持相对稳定，经
处理后室温下血样在８ｈ内保持相对稳定。血样
经反复冻融后，特比萘芬也能保持相对稳定性；标

准溶液在－２０℃冰箱避光保存２个月无明显变化。
在本试验所建立的 ＨＰＬＣ条件下，待测药物特

比萘芬峰形良好，出峰时间为 １４．１ｍｉｎ左右，在
２２３ｎｍ处有最大紫外吸收峰，并且能够准确定量。
空白血浆添加不同浓度的特比萘芬在０．０２～５．００
μｇ／ｍＬ范围内回收率在９５％ ～１１０％之间，批内和
批间变异系数分别小于５％和７％，方法的检测限
和定量限分别为０．０１μｇ／ｍＬ和０．０２μｇ／ｍＬ。特
比萘芬在０．０２～５．００μｇ／ｍＬ浓度范围内，药物浓
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度与检测器响应值之间相关性良好 （ｒ２ ＝
０．９９９８９）。本试验所建立的反相高效液相色谱 －紫
外检测法，分析成本低，操作便捷，方法的灵敏度、

准确性和重现性均能满足特比萘芬血药浓度检测

的需求，能够为进一步的特比萘芬药动学研究和生

物利用度研究提供依据。
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［２］　ＡｌｂｅｒｔｉＩ，ＫａｌｉａＹＮ，ＮａｉｋＡ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｏｆｅｔｈａｎｏｌａｎｄｉｓｏｐｒｏ

ｐｙｌｍｙｒｉｓｔａｔｅｏｎｔｈｅａｖａｉｌａｂｉｌｉｔｙｏｆｔｏｐｉｃａｌｔｅｒｂｉｎａｆｉｎｅｉｎｈｕｍａｎ

ｓｔｒａｔｕｍｃｏｒｎｅｕｍ，ｉｎｖｉｖｏ．［Ｊ］．ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＪｏｕｒｎａｌｏｆＰｈａｒｍａ

ｃｅｕｔｉｃｓ，２００１，２１９（１／２）：１１
!

１９．

［３］　ＦｅｌｉｘＦＳ，ＦｅｒｒｅｉｒａＬＭＣ，ＲｏｓｓｉｎｉＰＤＯ，ｅｔａｌ．Ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｏｆｔｅｒｂｉｎａｆｉｎｅｉｎｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｔａｂｌｅｔｓｕｓｉｎｇｃａｐｉｌｌａｒｙｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏ

ｒｅｓｉｓｗｉｔｈｃｏｎｔａｃｔｌｅｓｓｃｏｎｄｕｃｔｉｖｉｔｙｄｅｔｅｃｔｉｏｎａｎｄｂａｔｃｈｉｎｊｅｃｔｉｏｎ

ａｎａｌｙｓｉｓｗｉｔｈａｍｐｅｒｏｍｅｔｒｉｃｄｅｔｅｃｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｔａｌａｎｔａ，２０１２，１０１

（２２）：２２０
!

２２５．

［４］　ＣａｒｄｏｓｏＳＧ，ＳｃｈａｐｏｖａｌＥＥＳ．Ｈｉｇｈ－ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏ

ｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃａｓｓａｙｏｆｔｅｒｂｉｎａｆｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅｉｎｔａｂｌｅｔｓａｎｄ

ｃｒｅａｍｓ．［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ＆ＢｉｏｍｅｄｉｃａｌＡｎａｌｙｓｉｓ，

１９９９，１９（５）：８０９
!

８１２．

［５］　ＤｕｋｅｓＭＮＧ，ＡｒｏｎｓｏｎＪＫ．Ｍｅｙｌｅｒ＇ｓｓｉｄｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｒｕｇｓ：ｔｈｅ

ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａｏｆａｄｖｅｒｓｅｄｒｕｇｒｅａｃｔｉｏｎｓａｎｄｉｎｔｅｒａｃ

ｔｉｏｎｓ（ｆｉｆｔｅｅｎｔｈｅｄｉｔｉｏｎ）［Ｊ］．Ｒｉｔｔｅｎｈｏｕｓｅ，２００６：３３１６－３３２２．

［６］　王 昂，丁焕中，高 艳，等．盐酸特比萘芬胶囊在比格犬体内

的药物动力学及生物利用度研究［Ｊ］．华南农业大学学报，

２０１２，４：５５６－５６０．

［７］　欧阳冬生，史卉妍，谭志荣，等．盐酸特比萘芬片的人体生物

等效性研究［Ｊ］．中国新药杂志，２００８，１４：１２６１－１２６３．

［８］　罗世英，陈华萍．高效液相色谱法测定克霉舒搽剂中盐酸特

比萘芬含量［Ｊ］．中国医院药学杂志，２００６，３（３）：３５３－

３５５．

［９］　陈 红，孙艳伏，蔡丽伟，等．盐酸特比萘芬片在健康人体中

的相对生物利用度及生物等效性试验［Ｊ］．中国新药杂志，

２０１２，２１（９）：１０１６－１０１９．

［１０］王灵杰，王 娜，田 媛，等．盐酸特比萘芬片人体药动学和生

物等效性研究［Ｊ］．中国现代应用药学，２００８，３：２１７－２２０．

［１１］张 洛，陈 新，刘利锋，等．犬口服盐酸特比萘芬片的生物利

用度研究［Ｊ］．江苏农业科学，２０１１，５：３０６－３０８．

［１２］Ｌ．Ｍａｔｙｓｏｖａ，Ｐ．Ｓｏｌｉｃｈ，Ｐ．Ｍａｒｅｋ，ｅｔａｌ．Ｓｅｐａｒａｔｉｏｎａｎｄｄｅｔｅｒ

ｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｔｅｒｂｉｎａｆｉｎｅａｎｄｉｔｓｆｏｕｒｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓｏｆｓｉｍｉｌａｒｓｔｒｕｃｔｕｒｅ

ｕｓｉｎｇｓｉｍｐｌｅＲＰ－ＨＰＬＣｍｅｔｈｏｄ［Ｊ］．Ｔａｌａｎｔａ，２００６，（３）：７１３

－７２０．

［１３］丁莉坤，杨 静，陈苏宁，等．ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法测定人血浆中特

比萘芬浓度及其生物等效性评价［Ｊ］．中国药师，２０１２，８：

１１１８－１１２１．

［１４］龚志成．人血浆中特比萘芬的ＨＰＬＣ测定及药动学［Ｊ］．中国

医药工业杂志，２００８，８：６０３－６０５．

（编 辑：侯向辉）

·０４·




