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HPLC法测定脑脊液中去甲万古霉素的浓度
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摘要:目的:建立 HPLC法测定人脑脊液中去甲万古霉素浓度。方法:采用 ODS-hypersil C18柱,甲醇-

0 05mol/ L-KH2PO4( 16 84, pH= 5 0)为流动相,检测波长280nm,以替硝唑为内标对去甲万古霉素进

行定量测定。结果:脑脊液中去甲万古霉素在1~ 60mg/ ml 范围内浓度与峰面积具良好线性( r=

0 9993) ,平均回收率为98 70% 2 65%,日内及日间 RSD 分别为1 73% ~ 1 95%和3 62~ 6 78%。
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ABSTRACT:OBJECTIVE:To establish a HPLC method for the determination of norvancomycin in cere-

brospinal fluid. METHODS:With tinidazole as the internal standard, the content of norvancomycin was as-

sayed on a ODS- hypersil C18 column with a mobile phase composed of methanol- phosphate buffer solution

( 16 84, pH= 5 0) . The detection wavelength was 280nm. RESULTS:Concentration compared with the peak

area ratio, the linearity was obtained over the range of 1~ 60 g. ml- 1( r= 0 9993) . The average recovery was

98 70% 2 65% and the intra- day and the inter- day RSD were within 1 73% ~ 1 95% and 3 62~

6 78% respectively.
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去甲万古霉素是我国研制成功的的多肽类

抗生素,与万古霉素结构相似, 作用相近, 临床

上多用于治疗开放性脑外伤患者颅内感染, 特

别是多重耐药葡萄球菌感染
[ 1]
。为了保证达到

治疗浓度并避免耳中毒和肾中毒, 需要进行血

药浓度监测。去甲万古霉素不易透过正常脑脊

髓膜至脑脊髓液中, 但对于血脑屏障不完整患

者的脑脊液中药物浓度的研究, 未见报道。本

文报道一种 HPLC法, 快捷、灵敏准确, 适用于

临床监测脑脊液药物浓度。

1 材料与方法

1 1 药品与试剂

去甲万古霉素化学对照品(中国药品生物

制品检定所) ; 盐酸去甲万古霉素粉针剂(华北

制药集团有限责任公司 991111) ; 替硝唑化学

对照品(中国药品生物制品检定所) ;甲醇、乙腈

为色谱纯,磷酸二氢钾、三氯乙酸为分析纯;所

用水为二次重蒸馏水。

1 2 溶液的配制

精密称取去甲万古霉素适量, 配制成

400mg/ L的溶液为标准贮备液, 另精密称取替

硝唑适量, 配制成260mg/ ml 的溶液为内标溶

液。

1 3 仪器与色谱条件

仪器:美国惠普HP1100型液相色谱仪。日

本岛津 UV - 2401( PC) S 型紫外分光光度仪。

80- 2离心沉淀机 (上海手术器械厂)。XW-

80A旋涡混合器(上海医科大学仪器厂)。

色谱 条件: ODS - hypersil C18 ( 4 6

200mm, 5 m) ,以甲醇- 0 05mol/ L KH2PO4( 16

84, pH= 5 0)为流动相, 流速 1 5 ml/ min, 检测

波长 280nm, 灵敏度0 001 AUFS ,进样量 20 l。
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1 4 样品的处理

取脑脊液 0 4ml 加入 50 l 内标溶液和

0 2ml 10% 三氯乙酸, 旋涡混匀 2min, 离心

( 3500r/min, 5min) ,取上清液 20 l直接进样; 同

法制备空白脑脊液溶液。

1 5 标准曲线的制备

在1. 5ml带塞塑料离心管中, 分别加入不

同体积的去甲万古霉素贮备液, 再加入正常人

脑脊液使成0. 4ml,使脑脊液含去甲万古霉素浓

度为0. 5、1、2、10、20、40、60mg/ml, 涡旋混匀

1min,余照 样品处理 项下操作, 测定药物与内

标物峰面积比,以去甲万古霉素浓度为横坐标,

药物与内标物的峰面积比为纵坐标绘制标准曲

线。

2 结果

2 1 色谱行为

在上述色谱条件下, 空白脑脊液对去甲万

古霉素和内标物色谱峰无干扰,去甲万古霉素

和内标物分离良好,结果见图 1。

图 1 去甲万古霉素的HPLC色谱图

a 空白脑脊液 b 脑脊液中的去甲万古霉素

1 替硝唑内标 2 去甲万古霉素

2 2 线性关系

脑脊液中去甲万古霉素标准曲线经最小二

乘法计算,得线性回归方程为 C= 64 7982X +

0 03617( r = 0 9993) , n = 8线性范围1~ 60mg/

ml。

2 3 精密度试验

按脑脊液标准曲线的制备项下操作, 取浓

度为 2, 10, 40 mg/ml的去甲万古霉素脑脊液样

品,处理后置冰箱 4 保存,分别在 1天内测定

6次, 1周内测定 6次, 其日内、日间的 RSD 分

别为 1 73%~ 1 95%和 3 62%~ 6 78%。

2 4 回收率试验

取含去甲万古霉素 2, 10, 40 mg/ ml的脑脊

液样品,将所得药物与内标物峰面积比代入回

归方程, 求算其浓度, 并计算回收率, 结果为

98 70% 2 65%。

3 讨论

3 1 去甲万古霉素是对多重耐药葡萄球菌有

效的多肽类抗生素, 但存在着耳中毒和肾中毒

等毒副作用,需要进行血药浓度监测[ 2]。对于

开放性脑外伤的患者, 血脑屏障受损,药物能够

进入脑脊液,对于去甲万古霉素鞘内给药的安

全性和有效性,目前尚无定论,因此有必要对开

放性脑外伤患者的脑脊液药物浓度进行监测。

3 2 弱酸、弱碱类药物, 其紫外吸收往往随着

溶液 pH的改变而变化, 去甲万古霉素在 pH 值

为 3~ 5范围时比较稳定, 因此选择流动相缓冲

液的 pH值为 5。为了增加样品检测的灵敏度,

选择去甲万古霉素最大紫外吸收波长 280nm作

为检测波长,在该波长附近,脑脊液样品的紫外

吸收较小,对测定干扰小。

3 3 该方法的线性范围包括了去甲万古霉素

临床治疗的常用有效浓度, 简便、灵敏、准确,适

用于临床脑脊液中去甲万古霉素的浓度测定。
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