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［摘　要］　目的　建立高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法测定血清头孢唑肟浓度。方法　色谱柱为μｂｏｎｄａｐａｒＣ１８（７．８ｍｍ

×３００ｍｍ，５μｍ），流动相：甲醇０．０１ｍｏｌ·Ｌ１磷酸二氢钾（２０∶８０），内标为丙酮，检测波长：２５４ｎｍ，柱温：室温，流速：
１．０ｍＬ·ｍｉｎ１。结果　头孢唑肟的血药浓度在１０～２０μｇ·ｍＬ１范围内与峰面积比有良好的线性关系。血清中头孢唑
肟在２４ｈ内约降解６０．０％。结论　该方法简单，快速，准确，为头孢唑肟的血清浓度监测提供了分析方法。
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　　头孢唑肟作为第３代头孢菌素类抗生素，目前在
临床上广泛应用，测定血清头孢唑肟的浓度，并根据实

验结果调整临床用药方案很有必要［１～３］。为了配合其

临床合理使用以及临床药动学等研究，笔者建立高效

液相色谱（ＨＰＬＣ）法测定人血清头孢唑肟浓度，该法
简便、快速、准确，报道如下。

１　材料　
１．１　药品与试剂　头孢唑肟对照品（中国药品生物
制品检定所提供，含量：８７．２％），丙酮（湖北大学化工
厂，分析纯），甲醇、磷酸二氢钾等均为分析纯。

１．２　仪器与色谱条件　Ｗａｔｅｒｓ高效液相色谱仪：５１０
泵，４８６紫 外 检 测 器；色 谱 柱：μｂｏｎｄａｐａｒｄ Ｃ１８
（７．８ｍｍ×３００ｍｍ，５μｍ），流 动 相：甲 醇０．０１
ｍｏｌ·Ｌ１磷酸二氢钾（２０∶８０），流速：１．０ｍＬ·ｍｉｎ１，
检测波长：２５４ｎｍ，进样量：２０μＬ，内标：含２％丙酮的
甲醇溶液。

２　方法与结果　
２．１　头孢唑肟对照储备液的配制　精密称取头孢唑
肟对照品６０ｍｇ，置于５０ｍＬ容量瓶中，用蒸馏水溶解
并定容至刻度，配成１２００μｇ·ｍＬ１的对照储备液，将
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该对照储备液稀释成一系列浓度的对照标准液。

２．２　血样预处理　取待测血清５００μＬ加内标溶液
５０μＬ，甲醇５００μＬ，旋涡震动５ｍｉｎ，３０００ｒ·ｍｉｎ１离
心１０ｍｉｎ，取上清液用针头过滤后，进样分析。
２．３　系统适应性实验　按上述样品处理方法，取适量
血清样品，在“１．２项”色谱条件下测定血清色谱图，结
果显示头孢唑肟和内标完全分离，空白血清对测定无

干扰见图１。

Ａ．空白血清　　　　　　　　Ｂ．含药血清

１．内标；２．头孢唑肟

图１　空白血清和样品血清的ＨＰＬＣ色谱图　

２．４　线性关系考察　取健康人空白血清４５０μＬ，分
别加入头孢唑肟对照液５０μＬ，使血清药物浓度为１０，
２０，４０，６０，１２０μｇ·ｍＬ１，加甲醇５００μＬ，内标５０μＬ，
按样品预处理方法处理，取２０μＬ清液进样分析，以血
清中头孢唑肟浓度（Ｃ）为横坐标，以头孢唑肟与内标
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的峰面积比（Ａ）为纵坐标，进行线性回归，得血清标准
曲线：Ａ＝０．０８１７Ｃ－０．０６２１（ｒ＝０．９９９５）。最小检
测浓度为０．１μｇ·ｍＬ１，结果表明，血清头孢唑肟浓度
在１０～１２０μｇ·ｍＬ１呈良好的线性关系。
２．５　回收率实验　取 ３种浓度的对照品标准液
５０μＬ，分别加入４５０μＬ空白血清中，使其对应的血清
药物浓度为１０，６０，１２０μｇ·ｍＬ１，操作同标准曲线制
备，在同一天内分别测定３次，计算回收率，结果见表１。
　　表１　头孢唑肟血清样品回收率结果 ｘ±ｓ，ｎ＝９

头孢唑肟浓度／

（μｇ·ｍＬ１）

测得浓度／

（μｇ·ｍＬ１）
回收率／
％

ＲＳＤ／
％

１０ １０．０８±０．０３ １０２．８±６．８ ６．９
６０ ５８．０２±０．２９ ９６．０±５．４ ６．４
１２０ １１７．５０±０．２８ ９８．０±３．４ ５．８

２．６　血清药物的稳定性　用浓度为 １０，６０，１２０
μｇ·ｍＬ１的标准液分别置于４５０μＬ的空白血清中，操
作方法同“２．４项”，同一样品在２４ｈ内不同时间测４
次，观察血药浓度的变化，结果显示头孢唑肟血清药物

浓度不稳定（表２），说明头孢唑肟在血液中有降解作
用。

３　讨论　
影响头孢唑肟色谱分离的因素比较多，主要有流

动相各成分的比例、柱温、流速，根据 μｂｏｎｄａｐａｒｋＣ１８柱
分离特点，有机溶剂的比例不能太大，柱温不宜高，否

　　　表２　血清药物的稳定性实验结果　 μｇ·ｍＬ１

头孢唑肟浓度／

（μｇ·ｍＬ１）
０ｈ

４ｈ
含量 ％

８ｈ
含量 ％

２４ｈ
含量 ％

１０ ９．９６ ９．７５ ９７．５ ７．１４ ７１．４ ６．１８ ６１．８
６０ ５８．７８ ５５．００ ９１．７ ５３．８０ ８９．７ ４３．６８ ７２．８
１２０ １１８．３８１１１．１２ ９２．６ ８４．５８ ７０．５ ７３．３２ ６１．１

则样品中的蛋白质沉淀变性。笔者选择了室温和

２０％的有机溶剂比例，血清中内源性干扰物质在１６．８
ｍｉｎ内被洗脱，内标在１７．６ｍｉｎ出现峰值，头孢唑肟约
在２３ｍｉｎ出现峰值，三峰完全分离，互不干扰。本法
采用了丙酮以甲醇溶解作为内标，简便易得，保留时间

适宜，分离较好。由于头孢菌素类药物在血清的稳定

性差，在２４ｈ内变异很大，低浓度药物在２４ｈ后约降
至６０％，所以血药浓度测定最好在４ｈ内完成。
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恶性淋巴瘤患者血清甲氨蝶呤的浓度监测
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［摘　要］　目的　建立反相高效液相色谱法监测恶性淋巴瘤患者血清中甲氨蝶呤（ＭＴＸ）浓度，为临床合理用药提
供依据。方法　色谱柱ＨＷＧＣ１８（４．６ｍｍ×２００ｍｍ，５μｍ），柱温：３５℃，流动相为甲醇磷酸盐缓冲液（１９∶８１，Ｖ／Ｖ），

检测波长：３０６ｎｍ，流速：１．０ｍＬ·ｍｉｎ１，血浆样品经高氯酸沉淀蛋白后进样２０μＬ。结果　血清 ＭＴＸ浓度在０．０１～
１０．００和１０．００～１００．００μｇ·ｍＬ１范围内线性良好，平均回收率为９２．００％，日内及日间ＲＳＤ均＜６．００％。结论　该法简
便、准确、灵敏，适用于应用大剂量ＭＴＸ患者血药浓度的监测。
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　　恶性淋巴瘤是一组高度异质性疾病，目前仍以化学药物治
疗（化疗）为主要治疗手段，其最好的方案中均已包括大剂量甲

氨碟呤（ＭＴＸ）１～３ｇ·（ｍ２）１静脉滴注［１］。ＭＴＸ的疗效、毒性
均与剂量有关，且体内代谢有个体差异［２］，笔者采用反相高效
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液相色谱（ＲＰＨＰＬＣ）法进行恶性淋巴瘤患者体内 ＭＴＸ血药浓
度监测，并改进检测方法，快速为临床提供用药依据。

１　仪器与试剂　
１．１　仪器　岛津ＬＣ１０Ａ型高相液相色谱仪，ＣＴＯ１０ＡＶＰ柱温
箱，ＳＰＤ１０ＡＶＰ二极管陈列检测器（日本岛津公司），ＨＷ２０００
色谱工作站。

１．２　试剂　ＭＴＸ对照品（含量为９６％，中国药品生物制品检
定所提供）。甲醇为色谱纯（Ｔｅｄｉａ公司），高氯酸、磷酸二氢钠、
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