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　 　 ［摘要］ 　目的 　建立人血浆中阿克他利浓度的高效液相色谱检测方法 。方法 　血浆样品采用液唱液萃取的方法 ，采用

Dikma C１８柱分离 ，以水（含 １畅２％ 乙酸）唱甲醇 （５０ ∶ ５０ ，V ／V ）的混合溶液为流动相 ，检测波长为 ２４５ nm ，流速为１ ．０ ml／min ，
柱温 ３０ ℃ 。结果 　建立的人血浆内阿克他利测定方法线性范围为 ７５ ～ ４ ０００ ng／ml ，定量下限可达 ７５ ng／ml 。日内 、日间精

密度（RSD）均小于 １０％ ，方法准确度大于 ９０％ ，提取回收率大于 ８８％ 。结论 　该方法快速 、灵敏 、专属 ，适用于人血浆中阿克

他利浓度的测定 。
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Study on pharmacokinetics and determination of actarit in human plasma by
HPLC
HE Juan１ ，ZHOU Chengjie２ （１ ．Department of Pharmacy ，Shanghai Shuguang Hospital Affiliated to Shanghai University of
T raditional Chinese Medicine ，Shanghai ２０１２０３ ，China ；２ ．Shanghai New Drug Research Center ，Shanghai ２０１２０３ ，China）

［Abstract］ 　 Objective 　 To develop a simple and sensitive HPLC唱UV method to determined actarit in plasma ．Methods 　
The chromatographic separation was carried out on a Dikma C １８ column with a mobile phase composed of water containing
１畅２％ acetic acid唱methanol （５０ ∶ ５０ ，V ／V ） at a flow rate of １ ．０ ml／min and the temperature of column was ３０ ℃ ．UV wave唱
length mode was monitored at ２４５ nm ．Results 　 A linear response function was established for the range of concentrations ７５唱

４ ０００ ng／ml for actarit ．The inter唱 and intra唱day precision value were less than １０％ for actarit and the accuracy was more than
９０％ ．The extraction recovery was more than ８８％ ．Conclusion 　 This simple ，sensitive ，and exclusive method could be used in
routine clinical practice to monitor actarit concentrations in human plasma ．

　 　 ［Key words］ 　 actarit ；HPLC ；pharmacokinetics

　 　阿克他利（化学名 ：４唱乙酰基氨基苯乙酸） ，是一

种口服的免疫调节剂 ，临床上用于类风湿性关节炎

的治疗 ，其作用机制主要是抑制 T 淋巴细胞的活化
与增生［１唱３］

。 有文献报道［４］
，口服单剂量阿克他利

１００ ～ ８００ mg ，血药浓度与剂量呈线性相关 ，１ ～ ２ h
达峰值 ，半衰期约 １ h ，但其他相关人体药动学参数
报道较少［５］

。另有国外学者使用离子对色谱法测定

阿克他利片剂的含量 ，但该方法也局限于体外研究 ，

不适用于体内血药浓度的测定［６］
。

　 　本研究在文献的基础上建立了一种快速 、灵敏 、

专属的 HPLC方法 ，可用于阿克他利的人体血浆中

浓度的测定 ，并详细统计了中国健康受试者中的药

动学参数 ，可为后期的新药开发及药物安全性评价

提供参考 。

1 　仪器与试药

　 　 SPD唱１０Avp高效液相色谱仪（检测器 ，日本岛

津公司） ；LC唱１０AT 色谱泵 （日本岛津公司） ；L唱
２３００柱温箱（杭州瑞析科技有限公司） ；LC唱２０A 手
动进样器（日本岛津公司） ；HP２０００色谱工作站（杭

州英谱有限公司） 。阿克他利（纯度 ：９９ ．３％ ，安徽金

太阳生化药业有限公司 ，批号 ２０１２０７２１ ） ；内标为香

豆素（纯度 ：９８ ．１％ ，上海基免实业有限公司 ，批号

８０４０５ ） ；乙腈和甲醇为色谱纯 ；其他试剂均为分析

纯 ；水为去离子水 。

2 　方法学验证与结果［6］

2 ．1 　标准溶液的配制
2 ．1 ．1 　阿克他利储备液 　 精密称取阿克他利标准

品 １０ mg ，置 １０ ml量瓶中 ，加甲醇溶解并稀释至刻

度 ，摇匀 ，即得 １ mg／ml的阿克他利储备液 。
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2 ．1 ．2 　 香豆素储备液 　 精密称取香豆素标准品

１０ mg ，置 １０ ml量瓶中 ，加甲醇溶解并稀释至刻度 ，

摇匀 ，即得 １ mg／ml的香豆素储备液 ，置冰箱 ４ ℃

保存 ，备用 。

2 ．2 　 色谱条件 　 色谱柱为 Dikma Diamonsil C１８ ，

流动相为水（１ ．２％ 乙酸）唱甲醇 （５０ ∶ ５０ ，V ／V ） ，流

速为 １ ．０ ml／min ，柱温为 ３０ ℃ ；检测波长 ２４５ nm 。

2 ．3 　血浆样品的处理 　取血浆 １ ml置离心管中 ，

先后加入 ５０ μl （１００ μg／ml）内标溶液和 ５０ μl ２０％
高氯酸溶液 ，最后加入 ２ ．９ ml的混合溶液［乙腈唱二

氯甲 烷 （１ ∶ ３ ， V ／V ）］ ，混 合 振 荡 ５ min ，
１２ ０００ r／min离心 １０ min 。将弃除沉淀后的液体于
４５ ℃氮气吹干 ，残渣用 １００ μl流动相复溶 ，过微孔

滤膜（０畅４５ μm） ，取 ２０ μl进 HPLC分析 。

2 ．4 　方法学验证
2 ．4 ．1 　方法的专属性 　在本色谱条件下 ，阿克他利

和内标分离良好 ，血浆中杂质不干扰药物与内标的

测定 。阿克他利与内标的保留时间分别为 ５ ．２ min
和 ９ ．３ min ，二者的分离度大于 １ ．５ ，色谱图见

图 １ 。 　 　

图 1 　血浆中阿克他利色谱图
A ．空白血浆 ；B ．标准血浆样品（１ ５００ ng ／ml） ；C ．给药后的血浆样品（t ＝ ４ h ，１ ５２０ ng ／ml） ；１ ．阿克他利 ；２ ．内标

2 ．4 ．2 　 标准曲线和最低定量浓度 　 取空白血浆

９００ μl ，准确加入不同浓度的阿克他利标准液
（１００ μl） ，使其浓度分别为 ７５ 、１５０ 、３００ 、７５０ 、１ ５００ 、

３ ０００和４ ０００ ng／ml ，按“２ ．３”项下操作 ，将测得的

阿克他利与内标峰面积比（R）对药物浓度（C）进行
直线回归计算（加权系数为 １／c２ ） ，回归方程为 R ＝

０ ．８６２ C＋ ０ ．０４４（r ＝ ０ ．９９９ １） ，在 ７５ ～ ４ ０００ ng／ml
浓度范围内呈线性关系 ，最低定量浓度为 ７５ ng／ml
（S／N ＝ １０ ，SD ＝ ６ ．７ ng／ml ，RSD ＝ ８ ．９％ ） 。

2 ．4 ．3 　 精密度与准确度 　 配制 １５０ 、１ ５００ 、

３ ０００ ng／ml的标准血样各 ５ 管 ，于同一天按血样预

处理方法处理后做 HPLC分析 ，计算测定数据的相

对标准差 ，即为日内准确度 。以后连续测定 ５ d ，每
天测定上述浓度的当日配制样品 ，计算日间准确度 。

以血样中阿克他利的峰面积与相同浓度阿克他利标

准溶液的峰面积的比值求算阿克他利的提取回收

率 ，见表 １ 。

2 ．4 ．4 　样品稳定性 　 本试验分别考察了阿克他利

血浆样品在 － ２０ ℃ 的冰箱中放置 ３０ d 后的稳定
性 ，反复冻融 ３次以及生物样品用流动相复溶后室

温下保存 ２４ h的稳定性 。检测结果表明 ，血浆中阿

克他利的含量没有发生明显变化 ，结果见表 ２ 。

表 1 　阿克他利的精密度与回收率试验结果（珚x ± s ，n＝ ５）

浓度
（ρB ／ng · ml － １ ）

日内

测定值
（ρB ／ng · ml － １ ） 准确度（％ ）

精密度
（％ ）

日间

测定值
（ρB ／ng · ml － １ ） 准确度（％ ）

精密度
（％ ）

提取回收率
（％ ）

１５０  １５３ E．２ ± １０ ．６ １０２ <．１ ６ 种．９ １４８ =．５ ± ９ ．４ ９９  ．０ ６ 构．３ ８８ 忖．２ ± ４ ．３

１ ５００  １ ５１９ E．４ ± １４３ ．７ １０１ <．３ ９ 种．５ １ ５１２ =．１ ± １３９ ．５ １００  ．８ ９ 构．２ ８５ 忖．１ ± ３ ．２

３ ０００  ３ ００９ E．２ ± ２２１ ．３ １００ <．３ ７ 种．４ ２ ９８８ =．２ ± ２１４ ．６ ９９  ．６ ７ 构．２ ８６ 忖．７ ± ４ ．６

表 2 　样品稳定性试验结果（珚x ± s ，n＝ ５ ，ng ／ml）
浓度

（ρB ／ng · ml － １ ）
－ ２０ ℃ 存放

０ 槝３０ d
反复冻融

冻融前 第 ３ 次冻融

复溶液

０ 挝２４ h
１５０  １４９ 1．５ ± ９ ．２ １５１ 种．４ ± １０ ．２ １５２ 父．４ ± １０ ．３ １５１ 厖．９ ± ９ ．８ １５０ g．２ ± ９ ．３ １５１  ．１ ± １０ ．１

１ ５００  １ ５０７ 1．３ ± １３８ ．６ １ ５１２ 种．３ ± １４１ ．３ １ ５１１ 父．２ ± １５１ ．４ １ ５１２ 厖．３ ± １４３ ．４ １ ５１０ g．６ ± １４１ ．３ １ ５１１  ．８ ± １４５ ．７

３ ０００  ３ ００６ 1．４ ± ２１２ ．５ ２ ９８９ 种．３ ± ２０９ ．２ ２ ９９９ 父．７ ± ２０８ ．２ ３ ００１ 厖．８ ± ２０７ ．４ ３ ００３ g．３ ± ２０２ ．３ ３ ００１  ．９ ± ２０８ ．６
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2 ．5 　人体药动学研究 　 ８名健康成年男性 ，平均年

龄 ２４ ．２ 岁 ，平均身体质量指数 （BMI）为 ２２ ．５ ±

３畅６ 。所有受试者均接受病史 、临床 、实验室检查（血

液学 、血液生化学 、尿分析）合格后才符合健康标准 。

并且其被要求试验前至少两周不得服用任何药物

（包括 OTC药物） 。该研究受试者在试验前和试验

后 ４ h 内禁食 ，试验按单剂量方案给受试者口服

１００ mg阿克他利片 ，并用 ２５０ ml水服送 。通过静脉

留置针 ，在给药前 ５ 、１５ 、４５ min和给药后的 １ 、２ 、４ 、

６ 、８ 、１０ 、１２ 、２４ h分别取血浆 ４ ml ，血样分别置涂有
肝素的离心管中 ，于３ ０００ r／min离心 １０ min ，取上
层血浆 ，于 － ２０ ℃ 保存 ，备用 。该研究经当地伦理

委员会的许可 ，所有受试者均签署知情同意书 。

2 ．6 　 统计学处理 　 用梯形法计算 AUC０ ～ t ，
AUC０ ～ ∞ ＝ AUC０ ～ t ＋ Ctn ／λ ，tn为最后一次可测浓度
的取样时间 ，Ctn为测定的最后一点的血药浓度 ，λ为

末端消除速率常数 ，t１／２ ＝ ０ ．６９３／λ。其他药动学参

数采用 DAS ３ ．０药动学统计软件计算 。

2 ．7 　药动学参数 　 ８名受试者单剂量口服 １００ mg
阿克他利片剂后主要药动学参数见表 ３ 。 ８ 名受试

者单剂量口服 １００ mg阿克他利片剂后体内平均药唱

时曲线见图 ２ 。

表 3 　单剂量口服 100mg阿克他利片剂
后的主要药动学参数

参数 珚x ± s

Cmax （ng ／ml） ３ ２１２  ．５ ± ２５７ ．２

tmax （h） １  ．２ ± ０ ．３

t１／２ （h） ２  ．１ ± ０ ．７

MRT （h） １８  ．１ ± ３ ．２

V d（L ） ３３  ．２ ± ５ ．４

AUC０唱t （h · ng ／ml） １４ ５３２  ．８ ± １ ０３３ ．２

AUC０唱 ∞ （h · ng ／ml） １６ ２０９  ．６ ± １ ２９７ ．３

　 　 注 ：MRT ：平均滞留时间 ；V d ：表观分布容积

图 2 　单剂量口服 100 mg阿克他利片剂药唱时曲线图

3 　讨论

　 　阿克他利是一种有效的口服免疫调节剂 。对类

风湿性关节炎相关模型动物（ Ⅱ 型胶元性关节炎小

鼠 、自发性自身免疫关节炎小鼠）关节炎病变的发展

有控制作用 ，对类风湿性关节炎患者的病情有改善

作用 ，但无镇痛和抗炎作用［４ ，８］
。

　 　根据预实验结果阿克他利易溶于甲醇 ，因此标

准溶液在配制时选用甲醇为溶剂 。在色谱条件的选

择上 ，作者考察了乙腈和水 、含乙酸（０ ．５％ ～ １ ．５％ ）

的甲醇溶液分别为流动相的组成 ，结果当流动相为

水 （１ ．２％ 乙酸 ）唱甲醇 （５０ ∶ ５０ ， V ／V ） ，流速为

１ ．０ ml／min时能够获得较好的峰形及保留时间 。在

样品的制备上最初采用甲醇或乙腈的蛋白沉淀法 ，

但样品分离度差 ，且有内源性杂质干扰 ，后改用高氯

酸溶液提取 ，虽能显著降低杂质干扰 ，但主药和内标

的提取回收率较低 ，在参考文献［９］ 后最终选用在

乙腈和二氯甲烷的混合溶液中增加少量高氯酸作为

提取剂 ，既保证了有较高的提取率又避免血浆内杂

质的干扰 。 此外 ，对建立的 HPLC 方法进行了验
证 ，其专属性 、线性 、灵敏性 、稳定性 、日内及日间准

确度等均符合生物样品检测标准 。

　 　本文系统地报道了中国人群单剂量口服阿克他

利片剂的药动学参数 ，在药动学研究的过程中该药

物表现出很好的耐受性 ，且无受试者发生不良反应 。

血药的达峰时间和半衰期均与国内外文献报道一

致［５ ，９］
。因此 ，该方法可以成功应用于阿克他利的

体内研究 。

【参考文献】

［１］ 　 Nakamura H ，Ueki Y ，Sakito S ，et al ．Clinical effects of act唱
arit in rheumatoid arthritis ： improvement of early disease ac唱
tivity mediated by reduction of serum concentrations of nitric
oxide［J］ ．Clin Exp Rheumatol ，２０００ ，１８（４） ：４４５唱４５０ ．

［２］ 　 Takeba Y ，Suzuki N ，Wakisaka S ，et al ．Effects of actarit on
synovial cell functions in patients with rheumatoid arthritis
［J］ ．J Rheumatol ，１９９９ ，２６（１） ：２５唱３３ ．

［３］ 　 Fujisaw a H ，Nishimura T ，Inaba M ，et al ．Suppressive effect
of actarit on IgA production in mice ：activation of CD４ ＋ sup唱
pressor T唱cells in Peyer＇s patches［J］ ．Int J Immunopharmacol ，
１９９５ ，１７（７） ：６１１唱６１７ ．

［４］ 　 Kawai K ， Kobayashi Y ， Hirayama M ， et al ． Suppressive
effects of ４唱acetylaminophenylacetic acid （actarit ） on experi唱
mental autoimmune encephalomyelitis in rats ［J ］ ． Immunop唱
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　 　采用以上 ２种方法 ，测定 ３个规格的各 ３ 批次

样品 ，测定结果见表 ２ 。

表 2 　 2种方法测定盐酸利多卡因注射液试验结果

规格 批号

新方法

占标示量
百分比
（％ ）

RSD
（％ ）

原枟规范枠方法

占标示量
百分比
（％ ）

相对平
均偏差
（％ ）

１０ ml ∶ ０ 热．２ g １３０７２２唱１ 佑９２ 邋．０ ０ -．５ ９５ 膊．１ ０ �．２

１３０７２２唱２ 佑９３ 邋．４ ０ -．３ ９５ 膊．８ ０ �．３

１３０７２２唱３ 佑９２ 邋．３ ０ -．３ ９５ 膊．４ ０ �．２

５ ml ∶ ２５ mg １３０７２２唱１ 佑９１ 邋．５ ０ -．２ ９４ 膊．７ ０ �．４

１３０７２２唱２ 佑９１ 邋．４ ０ -．１ ９４ 膊．７ ０ �．２

１３０７２２唱３ 佑９１ 邋．４ ０ -．１ ９４ 膊．５ ０ �．２

２ ml ∶ ５ mg １３０７２２唱１ 佑９３ 邋．９ ０ -．１ ９７ 膊．９ ０ �．３

１３０７２２唱２ 佑９３ 邋．５ ０ -．３ ９７ 膊．４ ０ �．１

１３０７２２唱３ 佑９３ 邋．４ ０ -．１ ９７ 膊．４ ０ �．２

　 　上述测定结果表明 ，此 ２ 种方法的测定结果有

较大差异 ，原方法结果偏高 ，理由是 ：我们配制盐酸

利多卡因注射液时 ，按处方投料加入盐酸利多卡因

固体原料 ，而此固体原料实际上是含 １个结晶水的

盐酸利多卡因固体 ，每 １ g 折算成盐酸利多卡应为 ：

１ × ２７０ ．８／２８８ ．８ ＝ ０ ．９３７ ７ g ，即我们配成的盐酸利
多卡因注射液理论含量约相当于标示量的 ９３％ 左

右 ，考虑原料在储存过程中可能吸潮等原因 ，实际含

量可能更低（即实际投料量偏低） 。

　 　采用 SPSS 统计学软件中 ONE Way ANOVA
方差分析 ，比较二次测定结果 ，发现存在显著性差异

（P＜ ０ ．０５） 。采用 t检验 ，比较新拟定方法的测定结

果与理论标示量值 ９３％ 之间的差异 ，结果无显著性

差异（P＞ ０ ．０５） ；而比较原枟规范枠方法的测定结果

与理论标示量值 ９３％ 之间的差异 ，结果存在显著性

差异 （ P ＜ ０ ．０５ ） 。 根据以上结果分析可知 ，用

HPLC法可准确测定盐酸利多卡因注射液中盐酸利
多卡因的含量 ，而原枟规范枠方法的测定结果明显

偏高 。

3 　讨论

3 ．1 　有关物质的检查 ，参考了枟中国药典枠２０１０ 年

版二部盐酸利多卡因注射液中有关物质检查的方

法 。经方法学验证 ，拟定的方法操作简单 、快速可

靠 ，可用于该制剂中有关物质的检查 。

3 ．2 　 枟规范枠采用提取后剩余滴定法测定盐酸利多

卡因的含量 ，方法烦琐 ，步骤复杂 ，测量误差较大 ，测

定结果偏高 ，且试验中大量使用剧毒试剂氯仿 。笔

者采用 HPLC法测定盐酸利多卡因的含量 ，方法操

作简单 ，结果准确可靠 ，纠正了原方法使检测结果偏

高的问题 ，建议采用 HPLC法替代原方法来测定盐
酸利多卡因注射液的含量 。

3 ．3 　含量测定的样品及对照品色谱图可用于盐酸
利多卡因的专属性鉴别试验 ，列入质量标准中 。

3 ．4 　 本文含量测定及 ２ ，６唱二甲基苯胺杂质检查 ，

均未采用强光照射 、高温 、高湿 、酸碱水解或氧化的

方法进行加速破坏试验 ，原因是本文考察的 ２ ，６唱二

甲基苯胺杂质为可获得的 、有市售的对照品 。根据

枟中国药典枠２０１０ 年版附录关于药品质量标准分析

方法验证指导原则规定 ，对于含量测定和杂质检查

测定 ，在杂质可获得的情况下 ，对于含量测定 ，试样

中可加入杂质或辅料 ，考察测定结果是否受干扰 ，并

可与未加杂质或辅料的试样比较测定结果 。对于杂

质测定 ，也可向试样中加入一定量的杂质 ，考察杂质

之间能否得到分离 。专属性试验结果显示 ，杂质未

对试验的测定结果产生干扰 。
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