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摘要　目的 :建立测定人体血浆中雷贝拉唑钠浓度的高效液相色谱法。方法 :色谱条件 : D ikma D iamonsil C18

分析柱 (250 mm ×4. 6 mm, 5μm) , 0. 1 mol/L醋酸铵缓冲液 (0. 1 mol/L NaOH调 pH 7. 81) 2乙腈 (72ζ 28)为

流动相 ,检测波长 284 nm ,流速 1. 5 mL /m in。血浆样品经乙酸乙酯萃取一次 , 40 ℃氮气挥干后进样。结果 :

雷贝拉唑钠血药浓度的线性范围为 5～1 600 ng/m lL ( r = 0. 999 9) ,提取回收率 78. 45 %～89. 56 % ,方法

回收率 95. 16 %～97. 52% ,日内、日间 RSD分别为 6. 52%和 8. 23%。结论 :该方法灵敏、准确、专一、简便 ,

适于雷贝拉唑钠肠溶片的人体药动学和生物等效性研究。
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D eterm ina tion of rabeprazole sod ium in human pla sma by RP2HPLC
CHEN Hong, D ING Xue2ying, GAO J ing, GAO Shen (Department of Pharmaceutics , Pharmacy College , Secondary M ilitary Medical

University, Shanghai 200433, China)

ABSTRACT　O bjective: To develop a RP2HPLC method for determ ination of the rabep razole sodium in human p lasma. M ethods:

The chromatographic separation was carried out on D ikma D iamonsil C18 column (416 mm ×250 mm, 5μm) , the mobile phase was 011

mol/L ammonium acetate buffer(pH adjusted to 7181 with sodium hydroxide solution) 2acetonitrile (72ζ 28) and the flow rate was 115

mL /m in with UV detection (284 nm). After extraction once from p lasma with ethyl acetate, RPZ was evaporated to dryness at 40 ℃ un2
der a nitrogen stream . Results: The linear range was 5～1 600 ng/mL, r = 01999 1. The extraction recovery of raberazole was78145

%～89156 % , recovery of the method was within 95116 %～97152 % , and within2day and between2day RSD 6125% and 8123% ,

respectrely. Conclusion: The method is sensitive, specific and rep roducible for the determ ination of rabep razole sodium concentration in

human p lasma. It is very suitable for pharmacokinetics study of rabep razole.
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　　雷贝拉唑钠 ( rabep razole sodium , RPZ)是继奥美

拉唑、兰索拉唑后的新一代质子泵抑制剂。临床主

要用于治疗胃溃疡、十二指肠溃疡、吻合口溃疡、反

流性食管炎、卓 2艾 ( Zollinger2Ellision )综合征 ,其首

日作用强于奥美拉唑 [ 1 ] ,在 pH值 = 5. 1的环境中起

效时间为 72 m in,优于其他 pKa < 4的质子泵抑制药

的起效时间 10倍以上 [ 2 ]
,且疗效稳定、个体差异小。

目前 ,国内外已有相关文献报道使用高效液相色谱

法 [ 4～7 ]和柱切换 2高效液相色谱法 [ 3 ]测定雷贝拉唑

钠的血药浓度 ,但方法比较繁琐 ,需要多步提取 ,且

保留时间较长。笔者建立了人体血浆中 RPZ的 RP2
HPLC测定方法 ,灵敏、准确、专一、简便 ,适用于临

床 RPZ血药浓度检测及其药代动力学和生物等效

性研究。

1　仪器与试药

H ITACH I高效液相色谱仪系统 :由 L22455二极

管阵列检测器 , L22200全自动进样器 , H ITACH I2
L2000高效液相色谱化学工作站组成 ,美国 H ITA2
CH I公司生产 ; VXH旋涡混合器 (上海和欣科教设

备有限公司 ) ; TGL20M台式高速冷冻离心机 (湖南

凯达实业发展有限公司 )。雷贝拉唑钠对照品 (含

量 99. 1% )、雷贝拉唑钠肠溶片 ( 10 mg/片 ,批号

070707)均由上海医药 (集团 )有限公司信谊制药总

厂提供 ; 甲醇、乙腈为色谱纯 , 其他试剂为分析纯 ;

试验用水为纯化水。

2　方法与结果

2. 1　色谱条件

2. 1. 1　紫外检测波长的选择　据文献报道 [ 3～8 ]
,雷

贝拉唑钠在 288nm附近有较强吸收。在 220 nm～

400 nm内对雷贝拉唑钠进行全波长扫描 ,结果显示

其在 284 nm处有最大吸收 ,如图 1所示 ,故选择此

处波长为测定波长。
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图 1　雷贝拉唑钠紫外扫描图谱

2. 1. 2色谱条件 　色谱柱为 D ikma D iamonsil C18

(250 ×4. 6 mm , 5 mm ) ;流动相为 0. 1% NH4 AC缓

冲液 (pH = 7. 5) :乙腈 = 72 ζ 28;柱温为室温 ;流速

为 1. 5 mL /m in;检测器为 UV检测器 ;检测波长为

284 nm。在此色谱条件下 ,可见色谱图峰形对称 ,主

峰的保留时间为 13. 60 m in,且峰形尖锐 ,血浆中的

内源性杂质不干扰雷贝拉唑钠的测定 ,该法具有较

高的专属性 ,其典型谱图见图 2。

图 2　HPLC分析典型图

A2空白血浆色谱图 ; B2空白血浆 +标准品色谱图 (1 000 ng/mL) ; C2受试者服药后 2. 5 h血浆样色谱图 ; 12雷贝拉唑钠

2. 2　标准品溶液的配制 　精密称取雷贝拉唑钠对

照品 10 mg,用 10 mL甲醇溶解 ,再用重组液定容至

50 mL,作为标准品贮备液。另精密量取适量贮备

液 ,以重组溶液 ( 0. 1 mol/L NaOH:乙腈 = 75 ζ 25)

定容至 5 mL,分别得浓度为 : 100、200、1 000、2 000、

10 000、20 000、32 000 ng/mL的标准品溶液 ,置冰箱

4 ℃冷藏保存备用。

2. 3　血浆样品预处理 　取血浆 950μL,置 10 mL

试管内 ,精密加入标准溶液 50μL,漩涡混旋 1 m in,

加入 200 μL 011 mol/L NH4AC 缓冲盐溶液

( 011mol/L NaOH调 pH至 10145) ,漩涡混旋 1 m in,

加入乙酸乙酯 4 mL,漩涡混旋 2 m in后高速离心

(10 000 r/m in) 5 m in,取上清液置 10 mL离心管中 ,

40 ℃水浴氮气挥干。残留物用 100μL重组溶液溶

解 ,进样 20μL作 RP2HPLC分析。

2. 4　标准曲线的建立　取健康人空白血浆 950μL

若干份 ,分别加入雷贝拉唑钠标准溶液 50μL使其

浓度分别为 5、10、50、100、500、1 000、1 600 ng /mL,

按“血样预处理”项下处理后作 RP2HPLC分析。以

样品峰面积 ( Y)对药物浓度 (C, ng/mL )进行回归处

理 ,在 5～1 600 ng/mL范围内其线性良好 ,回归方

程为 Y = 96. 032X - 481. 48 ( r = 0. 999 1, n = 3) ,以

信噪比 S/N = 2计 , RPZ的最低检测限为 2. 5 ng/

mL。结果见图 3。

2. 5　回收率及精密度试验

图 3　人体血浆中雷贝拉唑钠的标准曲线

2. 5. 1　提取回收率试验 　配制低、中、高 3种浓度

(10、100、1 000 ng/mL )的雷贝拉唑钠血浆各 3份 ,

按“血样预处理”方法处理后作 RP2HPLC分析 ,所

得峰面积与相应浓度的雷贝拉唑钠标准溶液直接进

样所得峰面积进行比较 ,计算提取回收率。

方法回收率 :配制低、中、高 3种浓度 (10、100、1

000 ng/mL)的雷贝拉唑钠血浆各 3份 ,按“血样预

处理”方法处理后作 RP2HPLC分析 ,所得峰面积代

入血浆标准曲线 ,将计算所得浓度与已知血样浓度

比较 ,计算方法回收率。结果见表 1。

表 1　雷贝拉唑钠的回收率 ( n = 3)

浓度
( ng/mL)

提取回收率
( % )

提取回收率
RSD ( % )

方法回收率
( % )
方法回收率

RSD ( % )

10 89. 56 8. 19 96. 21 5. 89

100 82. 14 4. 98 95. 16 4. 52

1 000 78. 45 4. 80 97. 52 3. 21
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2. 5. 2　精密度试验 :配制低、中、高 3种浓度 ( 10、

100、1 000 ng/mL)的雷贝拉唑钠标准血浆 ,按“血样

预处理”方法处理后进样 ,同一天内作 RP2HPLC分

析 ,平行操作 5次 ,计算日内精密度 ;连续 3 d每天

配制上述 3种浓度的血浆样品各 5份 ,作 RP2HPLC

分析 ,计算日间精密度。结果见表 2。

表 2　雷贝拉唑钠的日内及日间精密度 ( n = 5)

浓度 ( ng/mL) 日内 RSD ( % ) 日间 RSD ( % )

10 8. 47 8. 89

100 5. 65 8. 56

1 000 5. 44 7. 24

2. 6　样品稳定性考察

2. 6. 1　样品放置稳定性考察 　取已知浓度 ( 10、

100、1 000 ng/mL)雷贝拉唑钠血浆样品数份 ,在 218

℃下放置 1个月 ,按“血浆样品预处理”项下方法操

作 , RP2HPLC测定浓度 ,考察冷冻放置后的稳定性 ,

结果见表 3,样品 RSD为 4. 36%。

表 3　雷贝拉唑钠血浆样品放置稳定性考察 ( n = 5)

浓度 ( ng/mL) 第 0个月测得浓度 第 1个月测得浓度

10 9. 76 9. 37

100 97. 23 96. 41

1 000 998. 12 987. 35

以上数据说明血浆样品在 218 ℃放置 1个月后

仍较稳定。

2. 6. 2　样品冻融稳定性考察 :取已知浓度 (10、100、

1 000 ng/mL)雷贝拉唑钠血浆样品数份 ,按血浆样

品预处理与 RP2HPLC测定方法操作 ,即时测定其含

量 ,另反复冻融 3次后测定其浓度 (每次消融时间

约为 30 m in) ,考察其冻融稳定性 ,结果见表 4,样品

RSD为 6. 46%。

表 4　雷贝拉唑钠血浆样品反复冻融稳定性考察 ( n = 5)

浓度
( ng/mL)

未冻融测得浓度
( ng/mL)

第 3次冻融测得浓度
( ng/mL)

10 9. 95 9. 89

100 99. 21 93. 62

1 000 1 001. 08 999. 04

以上数据说明血浆样品在反复冻融 3次后仍较

稳定。

2. 6. 3　样品重组后的稳定性考察 :取已知浓度 (10、

100、1 000 ng/mL)雷贝拉唑钠血浆样品数份 ,按血浆样

品预处理与 RP2HPLC测定方法操作 ,测定雷贝拉唑钠

含量 ,将重组后的样品在室温放置 12 h后 ,重新测定 ,

考察其稳定性 ,结果见表 5,样品 RSD为 4. 21%。

表 5　雷贝拉唑钠血浆样品在重组液中的稳定性考察

浓度 ( ng/mL) 第 0 h测得浓度 第 12 h测得浓度

10 9. 94 9. 88

100 99. 34 97. 87

1 000 998. 29 986. 34

以上数据说明血浆样品用重组液重组后在室温

下保存 12 h后仍较稳定。

2. 7　方法学应用　20名男性健康志愿者空腹单剂

量雷贝拉唑钠肠溶片 40 mg,于给药前和给药后 0、

1、1. 5、2、2. 5、3、3. 5、4、5、6、7、8、9、10、12 h抽取静

脉血 3 mL置肝素化离心试管中 , 分离出血浆 ,于 -

18 ℃冷藏保存待测 , 按“血样预处理”项下方法处

理后作 RP2HPLC分析。结果表明 , 本方法灵敏、准

确、专一、简便 ,适于雷贝拉唑钠肠溶片的人体药动

学和生物等效性研究。

3　讨论

3. 1　流动相的选择 　参考文献 [ 5, 6, 8 ] ,本文分别考

察了以乙腈 2甲醇 2醋酸铵缓冲液、乙腈 2水、乙腈 2醋
酸铵缓冲液为流动相对雷贝拉唑钠的定量分析。结

果表明 : 乙腈 2甲醇 2醋酸铵缓冲液、乙腈 2水为流动
相时峰形较差 ,且主峰与血浆中杂质峰不能较好分

离 ,因此选择了乙腈 2醋酸铵缓冲液为流动相 ,考察

了其配比和缓冲液的浓度。结果显示乙腈 2醋酸铵
缓冲液配比为 70ζ 30时 ,主峰与血浆中杂质峰分离

不好 ;配比为 75ζ 25时虽分离度较好 ,但保留时间

过长 ;配比为 72ζ 28时主峰可与杂质峰完全分离 ,

且保留时间适宜 ;当缓冲液的浓度为 0101 mol/L、

0105 mol/L时主峰峰形较差 ,杂质干扰严重 ;当缓冲

液浓度为 011 mol/L时 ,主峰峰形尖锐 ,保留时间适

宜 ,与血浆中杂质峰分离较好。综合考虑保留时间、

峰形、分离度等因素 ,最终选择 011 mol/L的醋酸铵

缓冲液与乙腈配比为 72 ζ 28的流动相 ,在此配比

下 ,主峰出峰时间较理想 ,无血浆杂质峰干扰。

3. 2　碱性环境的维持　RPZ在酸性环境和光照及高

温条件下易降解 ,但在碱性环境下相对稳定 ,因此采

用重组溶液配制 RPZ标准溶液 ,使用 pH = 7181的流

动相 ,在血浆样品中加入 011 mol/L醋酸铵溶液 (pH

= 10145) 200μL,用重组溶液溶解氮气挥干的残渣 ,

尽最大限度的维持碱性环境 ,保持其稳定性。

3. 3　本试验按文献 [ 5, 8 ]
,分别考察了在预处理时未

加入 0. 1 mol/L醋酸铵溶液、加入 0. 1 mol/L醋酸铵

溶液 (pH = 7. 8)和加入 0. 1 mol/L醋酸铵溶液 (pH

= 10. 45)的血浆样品 ,结果前二者的样品图谱中杂

(下转第 121页 )
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所以综合判断 ,取辛酸甘油三酯与聚氧乙烯 (35)蓖

麻油之间的百分比为 70 /30组的处方乳化效果较

好 ,表面活性剂的用量较少 ,该处方对药物有较好的

溶解能力 ,试验结果较为理想。

3　讨论

本制剂选用辛酸甘油三酯与聚氧乙烯 ( 35)蓖

麻油为阿德福韦酯自乳化制剂处方里的油和表面活

性剂 ,是由于自乳化制剂里所选的油辛酸甘油三酯

能以较少的用量溶解处方量的药物 ,即使在低温贮

藏条件下 ,也不会有药物析出 ,容易被处方中的乳化

剂乳化 ;所选用的聚氧乙烯 (35)蓖麻油为非离子型

表面活性剂 ,这是因为它的 HLB值 ( 12～14)较高 ,

聚氧乙烯 (35)蓖麻油的强亲水性是立即形成 O /W

乳滴和自乳化液在水环境中扩散所必要的 ,它能使

自乳化过程更快 ,其本身也能溶解相对大量的疏水

性药物阿德福韦酯 ,具有较强的乳化能力 ,从而有效

增加油相中药物同胃肠道的接触面积。

阿德福韦酯自乳化制剂处方里未加助表面活性

剂 ,因为使此制剂的生物利用度在体内达到最大程

度的提高 ,故将其制备为胶囊剂 ;而其助表面活性剂

使用长链醇、乙二醇、丙二醇、聚甘油等衍生物 ,可使

囊材软化或溶解 ,导致药物外渗。因此阿德福韦酯

自乳化制剂处方里不能加助表面活性剂。

自乳化速率是评价混合物自发形成稳定微乳或

分散相粒径均一精细乳滴能力的一个指标。在研究

中 ,自乳化的时间虽不能正式测定但可以通过目测

观察。如用 37 ℃恒温的溶出介质以不同比例稀释

SEDDS,轻微搅拌后以肉眼观察分散完全的时间。

根据实验结果 ,初步确定阿德福韦酯自乳化制

剂最佳的配方比例为辛酸甘油三酯 ( 70% ) ,聚氧乙

烯 (35)蓖麻油 (30% ) ;该研究为以后的该制剂在体

内考察提供了有益的研究基础。
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质峰较多、主峰和杂质峰无法较好分离 ,且提取回收

率较低 ,仅为 68% ;加入 0. 1 mol/L醋酸铵溶液 (pH

= 10. 45)的血浆样品图谱中杂质峰减少 ,主峰和杂

质峰分离较好 ,提取回收率增至 86%。

3. 4　萃取液的选择　据文献 [ 4报道 ,乙酸乙酯提取

率优于乙醚、正己烷、异丙醇、正己烷 2二氯甲烷 2异
丙醇 (300ζ 150ζ 1. 5)。本试验又考察了使用乙酸

乙酯和二氯甲烷做萃取液时样品的提取回收率。结

果表明 ,乙酸乙酯回收率最高 ,且毒性较小。
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