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［摘　要］　为了建立高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法测定地犬血浆中托芬那酸的含量，采用 ＡｇｉｌｅｎｔＺＯＲ
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（ｐＨ＝４．６）为３６．５∶３６．５∶２７，流速为０．７ｍＬ／ｍｉｎ，柱温为３５℃，检测波长为２９０ｎｍ。结果：托芬那

酸的血浆药物浓度在 ０．０５～１０．０μｇ／ｍＬ范围内，线性关系良好（ｒ＝０．９９９３）；最低检出限为

０．０２５μｇ／ｍＬ；定量限为０．０５μｇ／ｍＬ，平均回收率为８５％，批内和批间系数分别小于１１％和６％。

本方法简便准确、快速可靠，适用于犬血浆中托芬那酸的药动学和相对生物利用度研究。
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　　托芬那酸（ＴＡ），Ｎ（２－甲基－３－氯苯基）－邻

氨基苯甲酸是一种非甾体抗炎药物（ＮＳＡＩＤ），结构

与甲氯芬酸类似［１］。非甾体抗炎药主要用于人类

和动物的止痛和缓解肌肉骨骼疾病，对于治疗滑膜

炎、关节炎、痛风具有较强作用。它的主要作用原

理为抑制环氧化酶，减少花生四烯酸向前列腺素转

化，从而抑制炎症介质前列腺素的合成。此外，托

芬那酸还能够抑制β－葡萄糖醛酸酶、血清中血栓

素Ｂ２和缓激肽诱导的肿胀。ＴＡ的甘氨酸及葡萄

糖醛酸结合物形式通过尿液排泄（９０％），没有严重

的特异性的毒性反应在兽医临床上具有非常广阔

的市场前景［２］。目前，对于托芬那酸血药浓度测定

方法国内报道的很少，通过研究，提供一种简单、快

速、准确的犬血浆中托芬那酸的含量的测定方法，

可用于该药物的药动学和相对生物利用度的研究。

１　材 料

１．１　药品与试剂　托芬那酸标准品：含量１００％，

批号：ＢＰ９０７－Ｆ６７０２９，货号 Ｙ００００１５４，由青岛农

业大学郝智慧教授馈赠；甲醇、乙腈，均为色谱纯，

美国ＴＥＤＩＡ公司；醋酸，醋酸钠，均为色谱纯，德国

ＣＮＷ公司；超纯水。

１．２　仪器　高效液相色谱仪：Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０型高效

液相色谱仪，Ａｇｉｌｅｎｔ公司；色谱柱：ＺＯＲＢＡＸＥｃｌｉｐｓｅ

ＰｌｕｓＣ１８（２５０ｍｍ×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；ＲＥ－５２旋转蒸发器：上海亚荣生化

仪器厂；Ｎ－ＥＶＡＰＴＭ１１２型干浴氮吹仪（美 Ｏｒｇａｎｏ

－ｍａｔｉｏｎ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；ＴＧＬ－１６Ｃ型高速离心机：上海安亭科学仪

器厂。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；

ＴＧＬ－１６Ｃ型高速离心机：上海安亭科学仪器厂。

２　方 法

２．１　血浆中托芬那酸测定方法的建立

２．１．１　色谱条件　色谱柱：ＺＯＲＢＡＸＥｃｌｉｐｓｅＰｌｕｓ

Ｃ１８（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；流动相：甲醇∶乙腈

∶０．０５Ｍ醋酸钠（ｐＨ４．６）＝３６．５∶３６．５∶２７，流速：

１ｍＬ／ｍｉｎ；柱温：３５℃；进样量：２０μＬ；紫外检测波

长：λ为２９０ｎｍ。

２．１．２　标准工作液的制备　精密称取托芬那酸标

准品１００ｍｇ于１００ｍＬ容量瓶中，用乙腈溶解并定

容到刻度线，及配成浓度为１０００μｇ／ｍＬ托芬那酸

标准储备液，－２０℃下保存。经流动相稀释成

０．５、１、２、５、１０、２０、１００μｇ／ｍＬ标准工作液备用。

２．１．３　血浆样品的制备与保存　犬卧姿保定后经

前肢静脉采血，采血完毕后解除保定，在规定范围

内自由活动，每次采血量约２～３ｍＬ，给动物补充适

量的５％葡萄糖生理盐水。血样采集后置于肝素浸

润并烘干的 １０ｍＬ离心管内，３５００ｒ／ｍｉｎ离心

１０ｍｉｎ。血浆分离后于－２０℃下保存备用。

２．１．４　血浆样品处理　将冷冻保存的血浆室温下

自然解冻，吸取１８０μＬ血浆，然后分别加入浓度为

０．５、１、２、５、１０、２０、１００μｇ／ｍＬ托芬那酸标准工作

液２０μＬ，涡旋 ２ｍｉｎ，分别配成 ０．０５、０．１、０．２、

０．５、１、２、１０μｇ／ｍＬ的血浆标准溶液，将２００μＬ的

血浆标准溶液置于５ｍｌ离心管中，加入２ｍＬ乙腈

去蛋白，混合涡旋 ３ｍｉｎ。超声 １０ｍｉｎ，４℃

１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清于４５℃氮气吹干。

加入２００μＬ流动相溶解氮气吹干后残渣，混合涡

旋３ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清２５μＬ进

样供ＨＰＬＣ分析。

２．１．５　标准曲线的制备　取７支５ｍＬ塑料指形

管，将冷冻保存的血浆室温下自然解冻。分别加入

空白犬血浆１８０μＬ，然后分别加入浓度为０．５、１、

２、５、１０、２０、１００μｇ／ｍＬ标准工作液２０μＬ，按２．１．４

项方法处理，并进行 ＨＰＬＣ分析。采用外标法计

算，以托芬那酸峰面积（Ａｓ）与对血药浓度（Ｃ）进行

加权线性回归，得回归方程，每个浓度重复３次。

２．１．６　检测限和定量限　按照“２．１．４”项处理血

浆样品进样检测，当仪器信噪比（Ｓ／Ｎ）＝３时，对

应样品中的含药浓度即为检测限；当仪器信噪比

（Ｓ／Ｎ）＝１０时，对应的样品中的含药浓度即为定

量限。

２．１．７　回收率和精密度　取空白血浆１８０μＬ，加

入托芬那酸标准工作液（０．５、１０、１００μｇ／ｍＬ）
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２０μＬ，制成低、中、高 ３个质量浓度（０．０５、１、

１０μｇ／ｍＬ）的血浆样品，每一浓度 ５个样品并测

定，按２．１．４项下方法处理后进行测定，以测定值与

加入值之比计算回收率，并计算批内精密度。连

续 ３ｄ配制并测定托芬那酸浓度，考察批间精

密度。

２．１．８　稳定性试验　对浓度水平为 ０．０５、１、

５μｇ／ｍＬ的５个平行稳定性样品执行分析，从而评

估犬血浆中托芬那酸的稳定性。按照标准曲线制

备方法分别制备上述３个浓度的空白血浆添加样

品后立刻对样品执行分析，以得到第０天数据；在

室温（约２２℃）下放置４、８ｈ后执行样品分析，在

冻存（约－２０℃）一周后执行样品分析，在冻存（约

－２０℃）一个月后执行样品分析，在三个冻融循环

之后执行样品分析。将稳定性样品中检出的托芬

那酸浓度与理论加标浓度做比较。

３　结 果

３．１　血浆中托芬那酸检测方法的确立

３．１．１　标准曲线　托芬那酸的血浆药物浓度在

０．０５～１０．０μｇ／ｍＬ范围内，血浆药物浓度与峰面

积比值呈良好的线性关系（Ｒ２＝０．９９９）。以峰面积

为横坐标，血药浓度为纵坐标，典型的标准曲线方

程为：ｙ＝６３．６５ｘ＋０．６０５４。

图１　托芬那酸标准曲线图

３．１．２　检测限和定量限　取信噪比 Ｓ／Ｎ≥３时浓

度为最低检测限，该方法检测限为０．０２５μｇ／ｍＬ；

根据精密度和准确度试验结果，取信噪比 Ｓ／Ｎ≥１０

时浓度为最低定量限为０．０５μｇ／ｍＬ。

３．１．３　精密度和回收率　血浆中托芬那酸 ＨＰＬＣ

测定方法的结果表明，空白血浆添加样品在０．０５～

１０．０μｇ／ｍＬ范围内，批内和批间系数分别小于

１１％和６％，精密度良好；空白血浆中托芬那酸添加

浓度在０．０５、１和１０μｇ／ｍＬ时的回收率均在８５％

以上，回收率稳定。

表１　血浆中空白添加托芬那酸相对回收率及精密度（ｎ＝５）
添加浓度

（μｇ／ｍＬ）
重复测定次数

１ ２ ３ ４ ５
±ＳＤ 批内ＲＳＤ／％ 批间ＲＳＤ／％

０．０５ ８５．７９ ８８．０８ ８７．０２ ９４．８５ ８４．７９ ８８．１０６±３．９６９ ２．６５９ ５．１２８
１ ９３．０３ ９０．０６ ９７．４５ ９４．０５ ９３．７５ ９３．６６８±２．６４０ ２．７７８ ２．４３６
１０ ９０．１０ ９２．１３ ９２．７５ ８９．９０ ９０．８１ ９１．１３８±１．２５５ １．６３３ ０．３８０

ＳＤ：标准偏差，ＲＳＤ：相对标准偏差，ｎ：平行数

３．１．４　稳定性试验　对于犬血浆中的托芬那酸而
言，于－２０℃条件下冻存时能够保持稳定１个月，
在３个冻融循环之后仍可保持稳定，于室温条件
（约２２℃）下储存时可保持稳定达４ｈ。
３．１．５　专属性考察　在所建立的色谱条件下，分
别得到托芬那酸标准品图谱、空白血浆样品的图

谱、空白血浆加入标准品后的图谱。由图２－图４
（横坐标为保留时间ｍｉｎ，纵坐标为峰面积ｍＡＵ）可
知，空白血浆中内源性物质不干扰托芬那酸的测

定，保留时间为９．１４ｍｉｎ。
４　讨 论

高效液相色谱法 （ＨＰＬＣ）发展迅速已成为血

图２　托芬那酸（５μｇ／ｍＬ）标准品色谱图

药浓度检测的最佳方法之一，其优点是适用范围

广，快速准确，操作简便，样品用量少，可同时测定

·４５·



　２０１６，５０（６）：５２～５５／李龙飞，等 中国兽药杂志

图３　空白犬血浆色谱图

图４　空白血浆添加托芬那酸标准品（５μｇ／ｍＬ）色谱图

多种药物及其活性代谢物或化合物，检测灵敏度

高，一般检出限可达ｎｇ级。为此，本文建立了犬血
浆中托芬那酸的高效液相色谱检测方法［３］。

托芬那酸因其良好的止痛和抗炎作用已被广

泛应用于不同动物［４］。目前，国外已有托芬那酸在

狗、牛、羊、大鼠、犬、人体内的药代动力学研究报

道［５－８］。Ｍ．Ｆ．ＬＡＮＤＯＮＩ等［６］用 ｐＨ３．０的枸橼酸
缓冲液酸化血浆样品，用二乙醚提取，建立了牛血

浆中托芬那酸浓度的 ＨＰＬＣ检测方法。Ｐ．Ｋ．Ｓｉｄｈｕ
等［８］用ｐＨ３．０的枸橼酸缓冲液酸化血浆样品，氯
仿萃取，建立了山羊血浆中托芬那酸浓度的 ＨＰＬＣ
检测方法。胡婷等［９］综述了托芬那酸在大鼠，牛，

羊，犬猫等物种血液、尿液等体液中的 ＨＰＬＣ检测
方法。本试验参考上述文献报道，用乙腈替代了二

乙醚或氯仿，建立了犬血浆中托芬那酸浓度的

ＨＰＬＣ检测方法。乙腈作为蛋白沉淀剂，其一可以
降低水的介电系数，其二可以使大分子表面的水层

脱水，相互聚集，从而使蛋白从水中析出［１０］；乙腈

还是良好的溶剂，托芬那酸在溶液中性质稳定，不

易析出。通过高效液相色谱紫外检测器检测托芬

那酸的最大吸收波长发现，在波长２２０和 ２９０ｎｍ
附近吸收峰最大，但由于在波长２２０ｎｍ附近其他
杂峰干扰明显，在波长２９０ｎｍ托芬那酸吸收峰分

离明显，无杂峰干扰，故波长定为２９０ｎｍ。根据托
芬那酸的弱酸性，流动相 ＰＨ的选择参考托芬那酸
的ＰＫａ＝４．１和综上文献，在 ＰＨ＝４．６处可保证托
芬那酸的酸性官能团以单一的形式存在，从而保证

了峰形的尖锐性和对称性；醋酸盐缓冲液的加入可

使溶液变温和，减少对色谱柱的损坏。

本试验研究建立提取方法和色谱条件下，待测

物附近无内源性物质干扰托芬那酸的测定，标准曲

线在０．０２５～１０．０μｇ／ｍＬ范围内线性关系良好
（Ｒ２＞０．９９９），最 低 检 测 限 和 定 量 限 分 别 为
０．０２５μｇ／ｍＬ和０．０５μｇ／ｍＬ；空白血浆中托芬那酸
添加浓度在 ０．０５、１和 ５μｇ／ｍＬ时回收率均在
８５％以上。本实验建立的血浆样品中托芬那酸提
取、净化和检测方法可用于托芬那酸注射在犬体内

药动学研究时血药浓度测定要求。
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