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摘要：目的  建立测定人血浆中亚胺培南浓度的 HPLC 方法。方法  以 0.5 mol·L1 尿素为稳定剂，以 5-溴脲嘧啶为内标，

血浆样品经乙腈沉淀蛋白，二氯甲烷 2 次提取去杂质，取水相进样。色谱柱为 Atlantis C18(4.6 mm×150 mm，5 μm)；流动

相为甲醇-10 mmol·L1 磷酸二氢钾溶液(pH=6.0)(4∶96)；流速为 1.0 mL·min1；柱温：25 ℃；检测波长：300 nm。结果  亚

胺培南在 0.5~100 mg·L1 内线性关系良好，r=0.999 7；定量下限为 0.5 mg·L1；平均绝对回收率 82.72%，方法回收率为

87.60%~96.36%；日内、日间 RSD 均<10%。结论  本方法简单、快捷、灵敏、准确，适用于亚胺培南临床血药浓度

的监测。  
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Determination of Imipenem in Human Plasma by HPLC 
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First Affiliated Hospital of Wenzhou Medical University, WenZhou 325000, China) 

 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To establish an HPLC method for the detection of imipenem in human plasma. METHODS 

Samples were spiked with 0.5 mol·L1 urea as stabilizer solution, 5-bromine urea pyrimidine as internal standard, proteins were 
precipitated with acetonitrile followed by extraction with dichloromethane and the upper aquous phase was injected. Separation 

was achieved on an Atlantis C18 column (4.6 mm×150 mm, 5 m). The mobile phase composed of methanol and 10 mmol·L1 

monopotassium phosphate (pH=6.0)(4∶96) with a flow rate of 1.0 mL·min1. The column temperature was 25 ℃. The UV 

detection wavelength was 300 nm. RESULTS  Calibration curves of imipenem showed good linear regression in the range of 

0.5100 mg·L1(r=0.999 7). The lower limit of quantification of imipenem was 0.5 mg·L1. The mean absolute recovery was 

82.72%, and the method recovery was 87.60%96.36%. Intra- and inter-day variations were <10%. CONCLUSION  The 
established method is simple, sensitive and accurate for determining imipenem in human plasma. 
KEY WORDS: HPLC; imipenem; human plasma 
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亚胺培南为碳青霉烯类广谱抗菌药物，对-

内酰胺酶稳定，临床用于耐-内酰胺类的革兰氏阳

性菌和革兰氏阴性菌引起的感染[1]，目前已成为治

疗严重细菌感染最主要的抗菌药物之一。作为时

间依赖性抗菌药物，亚胺培南的最佳抗菌活性通

常在其有效抑菌浓度的时间不低于 2 次给药间隔
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40% (40%T>MIC)的情况下才能获得。国外文献报

道，在推荐剂量下使用亚胺培南治疗由铜绿假单

胞菌或鲍曼不动杆菌引起的肺炎，约有 15%~30%

的患者无法达到最佳治疗效果[2-3]。而当大剂量给

予亚胺培南治疗严重感染如心内膜炎、骨髓炎等，

易引起惊厥、意识障碍等严重中枢神经系统不良

反应[4]。此外，对于严重感染伴/或肾功能衰竭患

者，其体内药物分布和半衰期因病理因素发生改

变，血药浓度较难预测[5-7]。因此，在临床应用中有

必要对亚胺培南进行浓度监测，以确保有效安全。 

亚胺培南的检测方法国内外文献报道较少，

主要采用 HPLC-MS[8]和 HPLC[9-11]。HPLC-MS 检

测对仪器要求高，国内难以普及。已报道的

HPLC 存在缺乏较好蛋白处理方法[9]，或基线不稳

定[10-11]等不足。本实验在相关文献报道的基础上，

克服以上不足，建立了适合人血浆中亚胺培南浓

度测定的 HPLC 方法，并将其应用于临床患者的

血药浓度监测。 

1  仪器与材料 

1.1  仪器与试药 

Waters 高效液相色谱系统(美国 Waters 公司)：

包括 Waters600 泵，2487 紫外可见检测器，2695

在线脱气机，EmpowerZ 色谱管理系统；AB135-S/ 

FACT 电子分析天平(梅德勒-托利多仪器上海有限

公司)；2500S-DTH 超声脱气机(上海必能信超声有

限公司)；台式离心机(上海安亭科学仪器厂)；漩

涡震荡仪(海门市其林贝尔仪器制造有限公司)。 

亚胺培南对照品(都莱生物公司，批号：P0015，

纯度≥98%)；内标物：5-溴脲嘧啶(Sigma 公司，

批号：MKBF5208V，纯度≥99.0%)；尿素(都莱

生物公司)；三乙醇胺(上海试剂总厂)；甲醇为色谱

纯；磷酸二氢钾等为分析纯；实验用水为重蒸水。 

2  方法与结果 

2.1  色谱条件 

Atlantis C18 色谱柱(4.6 mm×150 mm，5 μm)；

流动相：甲醇-10 mmol·L1 磷酸二氢钾溶液(三乙

醇胺调 pH=6.0)(4∶96)；柱温：25 ℃；流速：

1.0 mL·min1；检测波长：300 nm。血浆中内源性

杂质均不影响亚胺培南和内标物的分离测定，亚

胺培南和内标的保留时间分别为 4.9 和 8.7 min，

结果见图 1。 

 
图 1  HPLC 色谱图 
A空白血浆；B对照品；C血浆样品；1亚胺培南；25-溴脲嘧啶 

Fig 1  HPLC chromatograms 
Ablank plasma; Bcontrol; Cplasma sample; 1imipenem; 25-bromine 
urea pyrimidine 

2.2  溶液的配制 

2.2.1  标准溶液的配制  精密称取亚胺培南对照

品适量，用稳定剂(尿素)配制成 1 g·L1 的亚胺培南

储备液。取亚胺培南储备液用稳定剂稀释，配制

浓度为 5，10，20，50，100，200，500，1 000 mg·L1

的亚胺培南系列对照品溶液，储备液及对照品溶

液均于20 ℃保存。 

2.2.2  内标溶液的配制  精密称取 5-溴脲嘧啶适

量，用水稀释得 1 g·L1 的内标储备液。取内标储

备液用水稀释，配制浓度为 500 mg·L1 的内标溶

液于 4 ℃下保存。 

2.2.3  稳定剂的配制  称取 3.0 g 尿素于 100 mL

量瓶中，加水溶解至刻度，摇匀，备用。 

2.3  血浆样品处理 

精密吸取血浆样品 180 μL，置 1.5 mL EP 管

中，加入浓度为 500 mg·L1 的 5-溴脲嘧啶 20 μL，

涡旋混匀 30 s 后加入乙腈 300 μL，涡旋 1 min，

13 000 r·min1 离心 15 min，吸取上清液 400 μL 于

1.5 mL EP管中，加入二氯甲烷 500 μL，涡旋 1 min，

13 000 r·min1离心 15 min，吸取上清液 20 μL 进样。 

2.4  标准曲线及定量下限 

精密移取不同浓度的亚胺培南系列对照品溶
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液各 20 μL 于 180 μL 空白血浆中，使血药浓度分

别相当于 0.5，1.0，2.0，5.0，10.0，20.0，50.0，

100.0 mg·L1，按“2.3”项下方法处理，以亚胺培

南峰面积(A)与内标峰面积(Ai)之比(Y)对亚胺培

南浓度(X)进行回归，得回归方程 Y=0.050 7X

0.001 6，r=0.999 7。结果表明，亚胺培南浓度在

0.5~100 mg.L1 内与峰面积呈良好线性关系，取标

准曲线的最小浓度值 0.5 mg·L1 为定量下限。 

2.5  回收率试验 

在空白血浆中加入一定量的亚胺培南对照

品，配成浓度分别为 0.5，1，40，80 mg·L1 的样

品各 5 份，按“2.3”项下方法处理进样，另取相

应浓度的亚胺培南对照品和内标物质的纯溶剂溶

液，不经沉淀，用稳定剂稀释进样，将 2 组峰面

积进行比较，计算亚胺培南的绝对回收率。另取

空白血浆，分别配制浓度为 0.5，1，40，80 mg·L1

的血浆样品各 5 份，按“2.3”下项方法处理进样，

将测得峰面积代入标准曲线得到浓度与已知浓度

相比较，计算亚胺培南的相对回收率。结果见表 1。 

2.6  精密度试验 

取空白血浆，分别配制质量浓度为 0.5，1，

40，80 mg·L1 的血浆样品各 5 份，按“2.3”下项

方法处理进样，连续测定 5 d，随行标准曲线，考

察日间精密度，结果见表 1。 

表 1  人血浆中亚胺培南和 5-溴脲嘧啶的精密度和回收率

(n=5) 
Tab 1  Precision and recoveries of imipenem, 5-bromine 
urea pyrimidine(n=5) 

精密度 RSD/% 
药物 

加入量/ 

mg·L1 日内 日间 

相对回 

收率/% 

绝对回 

收率/% 

亚胺培南  0.5 6.12 9.13 87.60±8.27 77.90±7.20

  1.0 5.63 6.67 89.15±3.94 80.77±3.85

 40.0 5.90 5.70 96.36±7.32 85.50±5.01

 80.0 3.85 4.47 93.71±4.18 86.70±0.98

5-溴脲嘧啶 50.0    94.11±7.69

2.7  稳定性试验 

取空白血浆，配制浓度为 40 mg·L1 的血浆标

准品各 3 份，分别考察不加稳定剂和加稳定剂，

室温放置和20 ℃放置，于第 0，2，4，6，15，

30，60，120，180 h 测定，将亚胺培南和内标的

峰面积比与 0 h 峰面积比进行比较，结果平均峰面

积比相当于 0 h 峰面积比 85%认为是稳定的。结果

室温不加稳定剂血浆标准品能保持 4 h 稳定；室温加

稳定剂血浆标准品能保持 15 h；20 ℃不加稳定剂

血浆标准品能保持 30 h；而20 ℃加稳定剂血浆标

准品在 180 h 内仍保持稳定，结果见图 2。 

 
图 2  人血浆中亚胺培南在不同储存条件下稳定性考察 

Fig 2  Stability of imipenem at 40 mg·L1 in plasma with or 

without stabilizer solution at 20 ℃ or room temperature 

3  临床应用 

测定 6 例静滴亚胺培南/西司他丁钠患者的血

样。于静滴 4 h 后抽血，血浆样品放入冰袋中，送

至实验室，血样经离心后，取上层血浆 180 μL，

放入稳定剂 20 μL，放置冰箱20 ℃保存。按本方

法进行亚胺培南血药浓度测定，结果血药浓度分

别为 1.61，3.01，3.24，4.85，5.13，6.28 mg·L1。

结果显示测定的亚胺培南血药浓度值均在标准曲

线的定量范围内。 

4  讨论 

4.1  稳定性考察 

亚胺培南系碳青霉烯类抗菌药物，在血浆中

极不稳定[9]。本实验考察血浆标准品室温加稳定剂

和不加稳定剂，20 ℃加稳定剂和不加稳定剂。结

果发现不加稳定剂室温 4 h 内是稳定的。加入稳定

剂后室温 15 h 内是稳定的。说明加入稳定剂可以

增加其在室温的稳定性。不加稳定剂20 ℃ 30 h

内是稳定的，加入稳定剂后20 ℃ 180 h 仍然稳

定。说明温度是影响其稳定性的主要因素。故亚

胺培南的血浆样品采用20 ℃加稳定剂保存。 

4.2  稳定剂的选择 

亚胺培南在血浆中极不稳定，溶液的 pH 偏酸

或偏碱均会加快其降解。尿素的 pH 在 7 附近，采

用尿素做稳定剂起到生物缓冲的作用，有利于血

浆样品的稳定。 
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4.3  沉淀方法选择 

亚胺培南在血浆中极不稳定，若用强酸直接沉

淀对其稳定性有影响，会发生降解而影响其回收

率。本实验采用乙腈沉淀，二氯甲烷二次提取，达

到浓缩血浆样品的作用。 

4.4  流动相的选择  

流动相由甲醇-10 mmol·L1 磷酸二氢钾溶液

组成(4∶96)，用三乙醇胺调 pH 可减少峰型拖尾。

pH 先后采用 3.0，4.5，5.8，6.0，6.5，7.0，8.5，

当 pH 太小或太大均可出现肩峰，当 pH 值为 6.0

时亚胺培南与内标 5-溴脲嘧啶峰型良好。 

4.5  内标物的选择 

文献采用头孢他定[11]作为内标。本法先后试

验了多种内标，如帕尼培南、美罗培南、异烟肼、

氟脲嘧啶、5-溴脲嘧啶、甲硝唑等。在该实验条件

下美罗培南与甲硝唑不出峰。帕尼培南与亚胺培

南出峰时间相近，有干扰。异烟肼与氟脲嘧啶出

峰在亚胺培南之前，与血浆杂质峰相近，有干扰。

5-溴脲嘧啶出峰在亚胺培南之后，且不干扰亚胺培

南的检测。故选用 5-溴脲嘧啶为内标。 

4.6  临床应用 

临床上亚胺培南的有效血药浓度是相对每个

细菌培养的 MIC 值而言的。根据病原学，认为

40%T>MIC 可获得亚胺培南的最佳抗菌活性。即

当所测患者亚胺培南的血药浓度大于某一培养菌

的 MIC 值时，即认为亚胺培南对该培养菌疗效好。

如大肠杆菌的 MIC 值是 1，若患者血药浓度>1，

则对大肠杆菌疗效好；如鲍曼氏不动杆菌的 MIC

值是 4，若患者血药浓度>4，则对鲍曼氏不动杆菌

疗效好。因此，通过快速测定患者的血药浓度即

可判断患者剂量是否足量。尤其对于严重感染伴/

或肾功能衰竭患者，当其体内药物分布和半衰期

因病理因素发生改变时，通过血药浓度监测即可

迅速调整药量，防止严重不良反应的发生。 

5  结论 

本实验采用 5-溴脲嘧啶为内标，尿素为稳定

剂，建立了亚胺培南的 HPLC 法，生物样本处理

步骤简单，方法准确，灵敏，重复性好，线性范

围宽。将该方法应用于临床患者亚胺培南治疗药

物监测，结果表明，这种方法满足临床亚胺培南

血药浓度的快速监测。本实验为个体化给药方案

的制定提供了技术检测依据。 
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