
·技术与方法·

ＨＰＬＣＵＶ检测法及其在比格犬血浆非布司他浓度检测中的应用
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　　摘　要：目的　建立测定比格犬血浆非布司他浓度的高效液相色谱紫外（ＨＰＬＣＵＶ）检测法。方法　采用冰醋酸和乙腈对

５００μＬ比格犬血浆进行蛋白沉淀，离心后取上清液２０μＬ进样分析。采用反相Ｃ１８液相色谱柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）进行检

测；流动相为甲醇水（９０∶１０，犞／犞），流速１．０ｍＬ／ｍｉｎ，紫外检测波长为３１４ｎｍ。结果　非布司他色谱峰的保留时间为

４．５０ｍｉｎ，标准曲线在０．２７～１６．３２μｇ／ｍＬ浓度范围内线性关系良好，平均相关系数（狉）＝０．９９９５±０．００２０。日内和日间的精密

度均不超过７．０％；准确度分别为９６．７％～１０４．２％、９７．７％～１０５．４％。结论　ＨＰＬＣＵＶ检测法简单、准确、可靠，可用于非布

司他药代动力学研究。
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ｃｏｌｕｍｎ（２５０．０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）ｗａｓａｐｐｌｉｅｄｗｉｔｈｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅｃｏｎｓｉｓｔｅｄｏｆｍｅｔｈａｎｏｌｗａｔｅｒ（９０∶１０，犞／犞）ａｔａｆｌｏｗｒａｔｅｏｆ
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ａｐｐｌｉｅｄｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓｏｆｆｅｂｕｘｏｓｔａｔ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ｌｉｑｕｉｄ；ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｒｙ，ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ；ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓ；ｆｅｂｕｘｏｓｔａｔ

　　非布司他是一种新型的高选择性黄嘌呤氧化酶抑制剂，化

学结构见图１，是近４０年来美国食品和药物管理局（Ｆｏｏｄａｎｄ

ＤｒｕｇＡｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ，ＦＤＡ）批准的第１个用于治疗高尿酸血

症的痛风药物［１３］。痛风为常见的炎性关节疾病。血浆高尿酸

水平引起尿酸盐结晶并沉积，严重者可导致痛风性关节炎，肾

尿酸结石和（或）痛风性肾实质病变。非布司他为黄嘌呤氧化

酶抑制药，能抑制次黄嘌呤转化为黄嘌呤以及黄嘌呤转化为尿

酸，用于治疗伴痛风的高尿酸血症［４］。作者采用比格犬作为非

布司他经口给药的药物动力学研究模型，建立了简单、灵敏度

高的分析方法进行检测。最近研究显示，在非布司他的生物样

品测定中，人们已开发出几种定量分析方法，包括高效液相紫

外检测法、高效液相荧光检测法及高效液相质谱检测法［５６］。

然而，高效液相荧光检测法需要放射性标记，在普通实验室的

制剂过程中不易实现；高效液相紫外检测法用于尿液和粪便样

品的检测，只给出了有限的分析验证过程；新近建立的高效液

相色谱（ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ＨＰＬＣ）法不

能直接用于生物样本的测定。虽然 Ｋｈｏｓｒａｖａｎ等
［７］报道了一

种灵敏的高效液相荧光法用于血浆非布司他检测的方法，但该

研究中所采用的荧光检测器在实验室中并不普及，且在人体药

代动力学／药效动力学（ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓ／ｐｈａｒｍａｃｏｄｙｎａｍｉｃｓ，

ＰＫ／ＰＤ）研究中，分析方法阐述简单，未对该法进行详细说明。

考虑到非布司他给药后在犬血浆中浓度较高，作者建立了简

单、快速的 ＨＰＬＣ紫外（ＨＰＬＣｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ，ＨＰＬＣＵＶ）检测

法，采用了蛋白沉淀对血浆样品进行一步处理，并对这一方法

在选择性、灵敏度、线性、准确度、精密度和样品稳定性方面进

行了验证。本方法成功用于犬给药后的非布司他药动学研究。

图１　　非布司他的化学结构

１　材料与方法

１．１　药品和试剂　非布司他标准品（９９．８％）及其片剂（规格

１２０ｍｇ，批号２０１１０４０３）由重庆市医药高等专科学校制备；色

谱级甲醇和乙腈购自美国ＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司，冰醋酸为分

析纯，实验用水均为自制双蒸水。

１．２　仪器和色谱条件　Ａｇｉｌｅｎｔ１１００ＨＰＬＣ仪配紫外检测

器。色谱柱为反相 Ｃ１８液相色谱柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，

５μｍ），采用匹配保护柱，柱温为２５℃；流动相为甲醇水（９０∶

１０，犞／犞），流速为１．０ｍＬ／ｍｉｎ，紫外检测波长为３１４ｎｍ。

１．３　标准校正曲线和质控样品的制备　采用乙腈制备非布司

他贮备液，浓度为４５．３４μｇ／ｍＬ，贮备液密封保存于４℃备用。

采用乙腈稀释贮备液，并制备校正曲线所需的次级稀释液，空

白犬血浆加样后的校正曲线浓度点分别为０．２７、０．４５、０．９１、

９４重庆医学２０１３年１月第４２卷第１期
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１．８１、３．６３、５．４４、７．２５、１２．６９、１６．３２μｇ／ｍＬ。采用相同方法

制备低浓度（０．４５μｇ／ｍＬ）、中浓度（３．６３μｇ／ｍＬ）、高浓度（７．

２５μｇ／ｍＬ）的质控样品。

１．４　血浆样品的处理　将５００μＬ犬血浆样品（标准曲线样

品、质控样品和药物动力学血浆样品）与１５００μＬ乙腈和

５０μＬ冰醋酸混合，涡流振荡３ｍｉｎ，然后在室温下离心１０ｍｉｎ

（离心半径８ｃｍ，１２０００ｒ／ｍｉｎ）。取上清液１０００μＬ转移到进

样瓶中，进样体积为２０μＬ。为确定在非布司他色谱峰保留时

间处是否有干扰，采用相同的方法处理空白血浆样品。

１．５　方法验证

１．５．１　校准标准曲线的线性　在浓度０．２７～１６．３２μｇ／ｍＬ

范围内，以非布司他峰面积为犢 轴，非布司他血浆浓度为 犡

轴，用加权（权重系数：犠＝１／犡２）进行线性回归，获得斜率、截

距和相关系数。

１．５．２　准确度和精密度　采用质控样品进行准确度和精密度

的计算，精密度以相对标准偏差（ｒｅｌａｔｉｖｅｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎ，

ＲＳＤ）表示。按上述浓度制备质控样品，将已知浓度的质控样

品进行定量分析，每天进样６次，用于日内精密度的计算，连

续，６ｄ按相同方法操作以确定日间精密度，采用标准曲线计

算的浓度与已知浓度比较，以获得准确度。

１．５．３　提取回收率　以浓度０．４５、３．６３、７．２５μｇ／ｍＬ制备加样

血浆样品，以上述方法进行定量。通过提取后样品与未经提取

的标准溶液样品的峰面积比较，计算回收率（即沉淀效率）。

１．５．４　稳定性　将非布司他标准贮备液在室温（２５℃）下放

置２周，与新配溶液的浓度进行比较以获得贮备液稳定性。分

别在浓度０．４５、３．６３、７．２５μｇ／ｍＬ下考察血浆冻融稳定性、血

浆长期稳定性、血浆短期室温稳定性及提取样品稳定性。通过

复融、复冻（－４０℃至室温）考察冻融稳定性。将标准质控样

品放置１个月后与新配样品进行平行比较，以考察血浆样品的

长期稳定性。将冷冻的血浆样品在处理前于室温下放置６ｈ

以考察血浆样品短期稳定性。将处理后的血浆样品提取液在

室温下放置２４ｈ以考察提取后样品稳定性。可接受的稳定性

标准为：与新配样品的偏差在±１５％内。

１．６　方法的应用　建立的 ＨＰＬＣＵＶ法已成功用于非布司

他片剂的比格犬药动学研究。１０只雄性比格犬，体质量９～

１０ｋｇ，购自重庆中药研究院实验动物中心。禁食一夜（１２ｈ）

后，单次给予Ａ晶型或 Ｈ晶型的非布司他片剂（１２０ｍｇ）。在

经口给药后８ｈ内禁食，自由饮水。于给药前（０．００ｈ）和给药

后０．２５、０．５０、０．７５、１．００、１．５０、２．００、２．５０、３．００、３．５０、４．００、

５．００、６．００、７．００、９．００ｈ自前肢静脉采集抗凝血样１．５ｍＬ。

全血离心１０ｍｉｎ（离心半径８ｃｍ，１２０００ｒ／ｍｉｎ），血浆冷冻保

存于－４０℃待测。

２　结　　果

２．１　特异性、线性和灵敏度　特异性图谱见图２。在上述色

谱条件下，非布司他色谱峰的保留时间为４．５０ｍｉｎ，犬血浆中

的内源性化合物对目标化合物并不发生干扰。重复５次建立

犬血浆加样标准校正曲线，在０．２７～１６．３２μｇ／ｍＬ范围内线

性关系良好。标准曲线方程为：犢＝（－０．２６００±０．００３０）＋

（０．０２１３±０．００５０）犡，平均相关系数狉＝０．９９９５±０．００２０。

非布司他在犬血浆中的最低定量限确定为０．２７μｇ／ｍＬ，为标

准曲线的最低浓度点，准确度为８５％～１１５％。最低检测限为

０．０５μｇ／ｍＬ，其信噪比为３。

２．２　准确度和精密度　日内和日间血浆非布司他质控浓度的

精密度及准确度见表１，精密度均不超过７．０％；日内和日间血

浆非布司他质控浓度的准确度分别为９６．７％～１０４．２％、

９７．７％～１０５．４％。上述结果表明本方法精密度和准确度良好。

２．３　提取回收率　血浆样本质控浓度分别为０．４５、３．６３、

７．２５μｇ／ｍＬ时，测 得 其 准 确 度 分 别 为 １０３．６％、１０１％ 和

９８．８％，数据表明采用蛋白沉淀法适合对非布司他犬血浆样品

的处理。

　　Ａ：空白血浆样品；Ｂ：非布司他血浆加样（２．０６μｇ／ｍＬ）；Ｃ：犬经口

给予１２０ｍｇ非布司他片剂后４５ｍｉｎ的血浆样品。

图２　　非布司他色谱图

表１　　日内、日间血浆非布司他质控浓度的

　　精密度与准确度（狀＝６）

质控浓度（μｇ／ｍＬ）实测值（μｇ／ｍＬ）， 精密度（％） 准确度（％）

日内

　０．４５ ０．４７±０．０２７ ５．７ １０４．２

　３．６３ ３．５１±０．１４６ ４．２ ９６．７

　７．２５ ７．４９±０．２３３ ３．１ １０３．３

日间

　０．４５ ０．４４±０．０３１ ７．０ ９７．７

　３．６３ ３．８０±０．１７４ ４．６ １０４．６

　７．２５ ７．６４±０．２４０ ３．１ １０５．４

图３　　比格犬经口给予非布司他（Ａ晶型、Ｈ晶型）后的

平均药时曲线

２．４　稳定性　在本实验条件下非布司他贮备液稳定，其准确

度与新配溶液相当。此外，在不同的贮存条件下对非布司他犬

血浆样品的稳定性进行了考察，所有受试的非布司他犬血浆样

品与相应平均值的偏差均在２．４％～５．８％之间。血浆冻融过

程不会对样品产生影响。质控样品在－４０℃条件下至少可以

保存１个月。在室温下冷冻血浆样品放置６ｈ（下转第５３页）
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后不会对定量产生影响。提取后样品在室温２４ｈ内稳定。上

述研究表明含非布司他的血浆样品在普通实验室条件下稳定，

并不会出现明显的化合物丢失。

２．５　方法的应用　上述方法对非布司他犬血浆的定量结果良

好，并成功用于非布司他片剂经口给药的比格犬药动学研究。

１０只比格犬非布司他Ａ晶型和 Ｈ 晶型片剂给药后的药时曲

线见图３。

３　讨　　论

在本研究对色谱条件进行了筛选以获得最佳的灵敏度和

非布司他色谱峰形。非布司他具有２个明显紫外吸收波长，分

别为２１６ｎｍ和３１４ｎｍ，虽然２１６ｎｍ的响应值较大，但在此波

长条件下，处理后血浆样品的内源性物质会有明显干扰，为兼

顾本方法的特异性和灵敏度，选择３１４ｎｍ作为目前使用的波

长。作者对不同的流动相比例进行了筛选，最后选择甲醇和水

（９０∶１０，犞／犞）作为洗脱系统以获得最佳分离和色谱峰型。

本研究采用不同蛋白沉淀溶剂（如甲醇、乙腈、甲酸和冰醋

酸）以确定非布司他血浆样品的前处理过程，结果表明采用乙

腈与冰醋酸对非布司他进行蛋白沉淀的效果最佳。

本实验对目标化合物的定量未使用内标内标化合物进行

校正，尽管如此，方法学验证的结果表明本研究建立的体内药

物分析方法重现性好、准确可靠，这可能得益于简单的样品前

处理方法。此外，在待测样品进样前、后，分别采用了标准曲线

样品对仪器响应的稳定性进行了考察。本方法可以作为非布

司他动物血浆样品测定的参考，具有特异性高、准确和重现性

好的优点。此外，在本方法的基础上，如果配备荧光检测器［８］，

可建立更为灵敏的、用于人体的药效动力学生物分析方法。
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