
家兔血浆中克林霉素的HPLC/UV 检测

施飞, 李英伦, 蒋智钢 ( 四川农业大学基础兽医系 , 四川雅安625014)

摘要  [ 目的] 采用HPLC/ UV 法检测家兔血浆中克林霉素。[ 方法] 血清样品经乙腈沉淀蛋白后 , 用二氯甲烷提取。分析柱为C18 反相柱 ,
流动相为12 .5 mmol/ L 四丁基硫酸氢铵乙腈溶液- 磷酸盐缓冲液( 10 mmol/ L Na2HPO4 ,20 mmol / L KH2PO4 ,pH 值3 .50) ( 20/ 80) , 柱温40 ℃ ,
流速1 ml / min 。[ 结果] 在上述色谱条件下 , 克林霉素血浆提取液与空白血浆中其它杂质分离良好。克林霉素血浆浓度标准曲线线性范
围为40 ～8 000 ng/ ml , 血浆中定量检测限为80 ng/ ml( 最低) ,定性鉴定限为40 ng/ ml , 在80 ～8 000 ng/ ml 血浆浓度范围内具有良好的线性
关系。总体回收率为(93 .50 ±0 .42) % , 变异系数低于4 .33 % 。在自动样器中存放24 h、30 ℃保存以及反复冻融均对克林霉素的稳定性
无显著影响。[ 结论] 该方法的选择性、灵敏度和色谱分辨率均很理想 ,可作为检测血浆中克林霉素的一种标准方法。
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Detection on Clindamycinin Rabbit Plasma by HPLC/UV
SHI Fei et al  ( Department of Basic Veteri nary Medicine ,Sichuan Agricultural University ,Ya′an,Sichuan 625014)
Abstract  [ Objective] The ai m was to detect the clindamycin in rabbit plasma by HPLC/ UV method .[ Method] The serumsamples were extracted by
dichloromethane after the protei n was deposited by acetonitrile .The analytical column was C18reversed phase column,the mobile phase was acetonitrile so-
lution containing 12 .5 mmol/ L tetra- n-butylam moloniumhydrogen sulfate - phosphate buffer (contained 10 mmol/ L Na2HPO4 ,20 mmol / L KH2PO4 ,pH
=3 .50) ( 20/ 80) ,the column temperature was 40 ℃ and the flowrate was 1 ml/ min .[ Result] Under the above chromatographic conditions ,the clin-
damycin plasma extract was better separated fromother i mpurity inthe blank plasma .The linear range of the concn.standard curve of the clindamycin plas-
ma was 40 - 8 000 ng/ ml ,the li mit of quantification inthe plasma was 80 ng/ ml ( lowest) and the li mit of qualitative detection was 40 ng/ ml .There was
a good linearity inthe plasma concn.range of 80 - 8 000 ng/ ml .The overall mean recovery value was (93 .50±0 .42) % and the coefficient of variation
was lower than 4 .33 % .Storing in the automatic sampler for 24 h,preserving at 30℃ ,and repeated repeatedly freezing and thawing all had no significant
influence onthe stability of cli ndamycin.[ Conclusion] The method all had ideal selectivity ,sensitivity and chromatogramresol utionand could be used as a
standard method for detecting the clindamycini nthe plasma .
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  克林霉素是一种林可霉素类抗生素。通过用氯原子置

换林可霉素7 位上的羟基合成, 而这一置换恰恰极大地增强

了其抗菌活性, 其主要抑菌机制为通过与细菌核糖体50S 亚

基结合而抑制细菌蛋白质的合成[ 1] 。它对革兰氏阳性菌、厌

氧菌、支原体和部分原虫有抗菌活性。克林霉素被用于伴侣

动物疾病的治疗, 如葡萄球菌性皮肤感染、骨髓炎、牙周疾

病、细菌性前列腺炎和弓形体病[ 2] 。

现有生物样品中克林霉素的检测方法有微生物法[ 3] 、

RIA( 放射免疫性鉴定) [ 4] 、GLC( 气相色谱) [ 5] 、HPLC/ UV( 高效

液相色谱- 紫外法) [ 6 - 8] 和 HPLC/ MS( 高效液相色谱 - 质谱

法) [ 15 - 18] 。微生物法和 RIA 都不具特异性, 都不能克服时间

和试剂对克林霉素含量的影响。La Follette 等提出了一种

HPLC/ UV 法[ 6] 。但Liu 等报道该法不具重复性 , 并提出了一

种匪夷所思的做法 : 把2 条柱子和2 种流动串连起来提取人

血浆样品中的克林霉素[ 7] 。Fieger- Büschges 等提出了一种采

用固相萃取的简单方法, 但其色谱分析时间长达21 min , 色

谱分辨率也不高[ 8] 。HPLC/ MS 的检 测效果最好[ 9 - 12] , 但

HPLC/ MS 仪并非所有实验室都能具有 , 笔者采用 HPLC/ UV

法检测家兔血浆中克林霉素。

1  材料与方法

1 .1 仪器与试剂 岛津2010 液相色谱仪; 漩涡混合器 ; 离心

机; 超速离心机; 氮气吹干仪 ;pH 计; 电子天平。克林霉素化

学对照品( 87 .2 % , 中国药品生物制品检定所,0422 - 9903) ;

盐酸克林霉素( 原粉,84 .1 %) ;HPLC 级乙腈和二氯甲烷 ; 分析

纯NaOH; 色谱纯四丁基硫酸氢铵( Darmstadt ,Germany) ; 色谱

纯磷酸、磷酸二氢钾和磷酸氢二钠。

1 .2 标准溶液 精确称取克林霉素对照品10 mg 置10 ml 容

量瓶中, 用高效液相级水溶解并定容, 配制1 mg/ ml 作为母

液。4 ℃避光保存, 备用。用乙腈对母液进行梯度稀释获得

0 .1 、1 .0、10 .0 μg/ ml 中间标准溶液。所有中间标准溶液与母

液相同条件保存。

移取适量的中间标准溶液入另外玻璃试管中 ,40 ℃氮气

缓慢吹干,500 μl 流动相溶解配制40 ～8 000 ng/ ml 范围内的

9 种标准工作溶液。

1 .3  验证对照样品 用配制标准溶液的程序配制5 个水平

( 80、200 、800 、2 000 、8 000 ng/ ml) 的对照验证样品 : 精确移取适

量中间标准溶液入干净玻璃试管 ,40 ℃氮气吹干后0 .5 ml 空

白兔血浆溶解, 旋涡混匀, 静置30 min。准备成批的验证对照

样品, 用于对准确性、精确性的验证和克林霉素在空白血清

中的稳定性作评诂。

1 .4 色谱条件  C18 反相柱 ( VP- ODS,150L ×4 .6 ,4012503) ;

流动相:12 .5 mmol/ L 四丁基硫酸氢铵乙腈液 - 磷酸盐缓冲

液( 20∶80) , 用1 mol/ L 的磷酸调节缓冲液pH 值至3 .5。流速

1 .0 ml/ min ; 检测波长195 nm; 柱温:40 ℃ ; 样品室温度15 ℃ ;

进样50 μl 。

1 .5  样品收集与制备  在给药之前和给药之后10、20、30 、

45 、60 、120 、240、360、480 及720 min 采血。肝素钠抗凝, 立即以

4 000 r/ min 离心5 min , 收集血浆分析或贮于 - 30 ℃。取样

品血浆0 .5 ml , 加入乙腈1 .0 ml , 高速旋涡混匀1 min ,5 000

r/ min离心5 min 。将上清液倾入另一试管中, 并向其中加入

0 .4 mol/ L NaOH50 μl , 旋涡混匀后加入6 ml 二氯甲烷, 高速

旋涡混匀1 min ,5 000 r/ min 离心10 min , 弃去表面水层 , 取下

层试样5 ml 加入另一试管中,40 ℃氮气吹干。用500 μl 流动

安徽农业科学,Journal of Anhui Agri . Sci .2008 ,36( 27) :11777 - 11779                    责任编辑 王淼 责任校对 张士敏



相溶解剩余物, 旋涡混匀15 s ,12 000 r/ min 离心10 min 后避

开表面脂质层和下层沉淀物将澄清液移入样品瓶, 待测。

1 .6 测定  通过测定8 个水平标准工作溶液, 采用最小二

乘法回归分析以峰高对相应克林霉素浓度作图获得标准曲

线。为了覆盖整个浓度范围( 40 ～8 000 ng/ ml) , 采用了2 条

标准曲线: 低浓度标准曲线( 40 ～2 000 ng/ ml ) 用于检测浓度

低于1 000 ng/ ml 的溶液 ; 高浓度标准曲线( 400～8 000 ng/ ml)

用于检测浓度高于1 000 ng/ ml 的溶液。未知样品克林霉素

含量由后面相关峰高和相应标准曲线结合预处理中的稀释

度和整体平均回收率通过方程计算:

x = ( y - b) / a

式中, x 表示所采1 ml 样中克林霉素的纳克数; y 表示峰高 ;

a 表示斜率 ; b 表示截距。

2  结果与分析

2 .1  盐酸克林霉素血浆提取液和空白血浆色谱图  在上述

色谱条件下, 克林霉素血浆提取液与空白血浆中其他杂质可

得到良好分离, 见图1、2 和3。

图1 典型的空白兔血浆色谱图

Fig .1 Typical chromatogramof blankrabbit plasma

图2 加入800 ng/ml 克林霉素的血浆样品色谱图

Fig .2 Thechromatogramof plasmasample with adding 800 ng/ml

clindamycin

2 .2  标准曲线及线性 用6 个已知浓度( 40 ～1 200 ng/ ml)

的标准溶液对低浓度标准曲线作了验证, 而用另5 个已知浓

度( 400 ～8 000 ng/ ml) 的标准溶液对高浓度标准曲线作了验

证, 从而覆盖了整个检测范围, 都为5 个重复。结果2 条标

准曲线都高度直线相关。低浓度标准曲线为: y = ( 3 .180 ±

0 .018) x - 2 .100 ,r2 = 0 .999 9 , 标准曲线截距 P = 0 .855。高浓

度标准曲线为: y = ( 3 .100 ±0 .028) x + 48 .000 , r2 = 1 .000 , 标

准曲线截距 P = 0 .676。2 条标准曲线截距 P > 0 .05。

2 .3 盐酸克林霉素在兔体内的药代动力学  兔4 只, 平均

体重为1 .75 kg , 口服20 mg/ kg 体重的盐酸克林霉素, 给药后

分别在不同的时间点采血, 肝素钠抗凝,4 000 r/ min 离心5

min , 分离血浆- 30 ℃保存。按上述方法提取测定血药浓度 ,

其平均血药浓度- 时间曲线见图4 。

图3 兔一次口服20 mg/kg .b.w后血浆样品的典型色谱图

Fig .3 Thetypical chromatogramof plasmasamplefromrabbits af-

ter once oral administration with20 mg/kg .b.wclindamycin

hydrochloride

图4 4 只兔血浆中的药一时曲线

Fig .4 The concentration- ti me curve of clindamycin hydrochloride

inthe plasma of 4 rabbits

2 .4  定性检测极限和定量检测极限 定性检测极限即标准

曲线中能检测到的最低克林霉素浓度。定量检测极限是经

检验准确性和精确性均符合要求的最低已知克林霉素浓度

水平。在验证过程中有24 个重复( n = 24) ,80 ng/ ml 偏差为

4 .67 % , 变异系数为3 .88 % 。根据公认的标准百分偏差和变

异系数小于20 % 得出定量检测极限是80 ng/ ml 。

2 .5  准确性和精确性 该方法的准确性即回收率是衡量该

分析方法的响应和样品中实际克林霉素含量的参数。通过

加样回收试验对该方法作了评价。检出的回收率为93 .62 %

～97 .16 % 。通过以实测值对实际值作图得出总体回收率为

93 .50 % 。最小二乘线性回归分析表明实际值( x) 和实测值

( y) 的关系可用以下 方程描述: y = ( 0 .935 ±0 .004) x +

( 17 .420 ±13 .420) , SEM 为±0 .004 , 该截距的 P 值为 0 .197

( > 0 .05) 。而该曲线的斜率( 93 .5 ±0 .4) % 即为该方法的总

体回收率。通过连续3 d 对前述5 个水平的样品进行分析评

价, 实测值变异系数在1 .64 % ～4 .33 % 范围内。说明该方法

的精确性较高。

2 .6 储存稳定性 对80 、600 和1 800 ng/ ml 3 个水平的空白

加样样品进行提取, 放置于自动采样器中, 并于当时和24 h

后2 次测定。统计分析( 配对 t 检验) 结果中3 个水平都为 P

> 0 .05 , 表明2 次检测结果差异不显著。说明在自动采样器

中存放24 h 对克林霉素的稳定性无显著影响。向空白血浆

中加入克林霉素, 配成含克林霉素180、600 和1 800 ng/ ml 的

87711              安徽农业科学                        2008 年



样品,6 个重复, 并于当时和 - 30 ℃保存4 个月之后进行提

取分析。统计分析( 配对 t 检验) 结果中3 个水平都为 P >

0 .05 , 表明2 次检测结果差异不显著, 说明在- 30 ℃保存对

克林霉素的稳定性无显著影响。向空白血浆中加入克林霉

素, 配成含克林霉素600 和1 800 ng/ ml 的样品,6 个重复, 并

于当时和反复3 次冻融之后进行提取分析。统计分析结果

中2 个水平都为 P > 0 .05 , 表明2 次检测结果差异不显著。

说明反复冻融对克林霉素的稳定性无显著影响。

3  结论与讨论

3 .1 提取与纯化 通过预试验证明, 用有机溶剂沉淀蛋白

优于用酸沉淀蛋白, 因为用酸沉淀蛋白引入干扰过多, 使得

色谱分辨率降低。因为要使克林霉素成为易被提取状态必

需在碱性条件下, 所以接下来选用了50 μl 0 .4 mol/ L 氢氧化

钠溶液碱化。选用乙酸乙酯和二氯甲烷作为有机溶剂提取

样品中的克林霉素。乙酸乙酯比水轻, 易于移入另外玻璃试

管中进行下一步操作。然而, 用乙酸乙酯引入的干扰远大于

用乙腈。而且在预试验中省去沉淀蛋白时也观察到了严重

的干扰。而且用乙腈的回收率高于用乙酸乙酯。因此 , 首选

程序为用二氯甲烷在碱性条件下提取。

3 .2 色谱条件 因为四丁基硫酸氢铵的pKa 与克林霉素相

近, 这是检测阳离子物质的最佳选择[ 13] , 所以选用了四丁基

硫酸氢铵。水相的pH 值调到3 .50 , 这低于其他大多数研究

者所使用的水相的pH 值[ 6 - 7 ,14 - 15] , 但 Hornedo- Nuňez 等则成

功使用了用1 mol/ L 磷酸调节pH 值到2 .50 的流动相[ 16] 。即

使在这样的酸性环境下 , 硅烷醇仍然充分地处于电离状态。

加入的离子对试剂对负电荷起到了屏蔽效应, 减小了克林霉

素和硅烷醇的相互静电吸引。另外, 根据静电排斥原理, 质

子化了的克林霉素将被带正电荷的四丁基硫酸氢铵正离子

排斥而被固定相吸附[ 17] 。通过改变有机相的比例和TBA 的

量反复试验得出了最佳流动相条件:12 .5 mmol/ L 四丁基硫

酸氢铵乙腈液- 磷酸盐缓冲液( 20∶80) 。新的色谱条件显著

地改善了LC 性能。克林霉素的保留时间为5 .5 min , 峰尖锐

而对称 , 基线平稳, 与其他未知物分离良好。保留时间的增

加主要归因于四丁基硫酸氢铵和克林霉素组成的离子对构

成以及所构成分子分子量的相对增大。据La Follete 等报道 ,

190～200 nm 的光谱分析证明克林霉素在195 nm 处吸收较

高、干扰最小, 同时基线平稳。所以选择了195 nm 作为检测

波长。总之, 样品预处理和提纯使基线噪声和干扰降到最

低, 保证了较低的定量检测极限。验证过程中高而稳定的回

收率使得采用外标法成为可能。该方法不仅经济, 样品处理

速度快, 而且其选择性、灵敏度和色谱分辨率均很理想, 可作

为检测血浆中克林霉素兔的标准方法。
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