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反相高效液相色谱唱柱前衍生法测定人血清中丙戊酸浓度
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　 　 ［摘要］ 　目的 　建立人血清中丙戊酸浓度测定方法 。方法 　将血清酸化 ，用乙醚提取 ，以环己烷羧酸为内标 ，α唱溴苯乙酮

为衍生化试剂 ，采用高效液相色谱法测定 。色谱柱 ：Eclipse Plus C１８柱（１５０ mm × ４畅６ mm ，５ μm） ，流动相 ：甲醇唱水（７０ ∶ ３０） ，

检测波长 ：２４８ nm ，流速 ：１畅０ ml／min 。结果 　血清中丙戊酸浓度线性范围为 ８畅６５ ～ １７３ μg ／ml ，平均回收率 ＞ ９９畅２７％ ，日内和

日间 RSD ＜ ５％ 。结论 　本法快速 、简便 、准确 ，适合于临床血药浓度监测 。
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Determination of valproate in serum by precolumn derivatization HPLC
CHEN Bi ，HUANG Xiaoliang ，LI Hui （Department of Pharmacy ，the First People′s Hospital of Chenzhou ，Chenzhou ４２３０００ ，

China）

［Abstract］ 　 Objective 　 To establish a determination method for valprate in serum ．Methods 　 Serum sample was acidified
by sulfuric acid and extracted with ethyl ether ，cyclohexanecarboxylic acid was selected as an internal standard ，α唱bromoaceto唱
phenone as derivative reagent ．Determination was performed with HPLC with methanol ∶ water （７０ ∶ ３０） as the mobile phase ．

The nalytical column was Eclipse Plus C １８ （１５０ mm × ４ ．６ mm ，５ μm） ，detected at ２４８ nm ，the flow rate was １ ．０ ml／min ．Re唱
sults 　 The linear rang of valproate was ８ ．６５ ～ １７３ μg／ml ．The mean relative recovery was bigger than ９９ ．２７％ ．Both the rela唱
tive standard deviation （RSD） of inter唱day and intra唱day was less than ５％ ．Conclusions 　 The method is rapid ，accurate ，sensi唱
tive and suitable for clinical therapeutic drug monitoring ．

　 　 ［Key words］ 　 valproate ；serum concentration ；derivatization ；HPLC

　 　丙戊酸（valproate ，VPA ）是临床常用的一线广

谱抗癫痫药 ，有效血药浓度范围为 ５０ ～ １００ μg／ml 。
由于丙戊酸体内个体差异大 ，需对其血药浓度进行

常规监测 。目前测定方法多采用荧光偏振免疫法

（FPIA）
［１］

、气相色谱法 （GC）
［２］

。 新近采用 HPLC
衍生法测定丙戊酸钠血药浓度的报道［３ ～ ７］较多 ，但

所采用的血样前处理方法 、衍生化试剂 、衍生条件及

色谱条件各不相同 。笔者将临床血样酸化后 ，选用

乙醚萃取 ，以环己烷羧酸为内标 ，α唱溴苯乙酮为衍生

化试剂 ，建立了反相高效液相色谱法测定人血清中

的 VPA 浓度 ，本法操作简单 ，结果稳定可靠 ，适合

临床常规检测 。

1 　材料

1 ．1 　仪器 　 Agilent １１００ 高效液相色谱仪（美国安

捷伦有限公司） ：G１３２２A 在线脱气机 ，G１３１１A 四
元泵 ，G１３２９A 自动进样器 ，G１３１６A 柱温箱 ，

G１３１４A VWD检测器（美国惠普安捷伦公司） ；８０唱２

台式离心机（上海医疗器械有限公司） ；XW唱８０A 旋
涡混合器（江苏海门麒麟医用仪器厂） ；电热恒温水

浴锅（医疗器械五厂） 。

1 ．2 　试剂 　丙戊酸镁对照品（江苏恒瑞医药有限公

司 ，含量 ９９畅８％ ） ；α唱溴苯乙酮 （Aladdin Chemistry
Co ．Ltd ，含量 ９８％ ） ；环己烷羧酸（Aladdin Chemis唱
try Co ．Ltd ，含量 ９９％ ） ；甲醇（国药集团化学试剂

有限公司 ，色谱纯） ；水为自制蒸馏水 ；其他试剂为分

析纯 。

2 　方法和结果

2 ．1 　 色谱条件 　 色谱柱 ：Eclipse Plus C１８ 柱

（１５０ mm × ４畅６ mm ，５ μm ） ；流速 ：１畅０ ml／min ；柱

５５２
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温 ：３０ ℃ ；流动相 ：甲醇唱水（７０ ∶ ３０ ，V ／V ） ；紫外检

测波长 ：２４８ nm ；进样体积 ：２０ μl 。
2 ．2 　相关溶液的配制
2 ．2 ．1 　丙戊酸标准溶液 　 精密称取丙戊酸镁对照

品 ７４畅５５ mg 置 １００ ml容量瓶中 ，用甲醇溶解并稀

释至刻度 ，得到 ７４５畅５ μg／ml 的丙戊酸镁对照品溶
液 ，相当于丙戊酸标准溶液 ６９２ μg ／ml ，置冰箱中冷
藏保存 。

2 ．2 ．2 　内标溶液 　精密称取环己烷羧酸 １４０ mg 置
１００ ml容量瓶中 ，用甲醇溶解并稀释至刻度 ，得到

１畅４ mg／ml的环己烷羧酸溶液 ，置冰箱中冷藏保存 。

2 ．2 ．3 　衍生化试液 　精密称取 α唱溴苯乙酮 ５００ mg
置 ５０ ml容量瓶中 ，用甲醇溶解并稀释至刻度 ，得到

１０ mg／ml的衍生化试剂溶液 ，置冰箱中冷藏保存 。

2 ．3 　样品处理与测定 　精密吸取血清 ２００ μl ，加
内标溶液 １５ μl ，再加 ０畅１ mol／L 的硫酸 １００ μl ，摇
匀 ，加乙醚 ５ ml ，涡旋振荡 ３ min 后提取 ，

３ ０００ r／min离心 ２ min ，转移上清液至干净试管 ，加

衍生化试液 １５ μl 、三乙胺 １０ μl ，摇匀 ，置５０ ～ ５５ ℃

水浴中衍生化反应至自然挥干 ，丙戊酸及内标分别

生成苯甲酰甲基丙戊酸 、苯甲酰甲基环己烷羧酸 。

吸取流动相 ［甲醇唱水 （７０ ∶ ３０ ）］ ２００ μl 复溶 ，

４ ０００ r／min离心 ２ min ，转移上清液至进样瓶 ，取

２０ μl进样 。在本实验条件下 ，空白血清 、空白血清

＋丙戊酸标准溶液 ＋内标溶液及患者血清 ＋内标溶

液进样后色谱图见图 １ 。

图 1 　丙戊酸及内标衍生化后的 HPLC色谱图
A ．空白血清样品 ；B ．空白血清 ＋ 丙戊酸 ＋ 内标 ；C ．患者血清 ＋ 内标 ；１ ．苯甲酰甲基环己烷羧酸 ；２ ．苯甲酰甲基丙戊酸

2 ．4 　 标准曲线 　 取 ２００ μl 空白血清 ，精密加入

２０ μl不同浓度的 VPA 标准溶液 ，使其浓度分别为

８畅６５ 、１７畅３ 、３４畅６ 、６９畅２ 、１３８畅４ 、１７３ μg／ml ，按“２畅３”

项下方法进行操作 。以 VPA 浓度 Y 对 VPA 衍生
物峰面积与内标衍生物峰面积之比值 X 进行线性
回归 ，得到 VPA 的回归方程为 ：Y ＝ ７９畅６６３ ６ X ＋

０ ．２３４ ４ ，r ＝ ０畅９９９ ６ 。丙戊酸在 ８畅６５ ～ １７３ μg／ml范
围内线性关系良好 。标准曲线图见图 ２ 。

图 2 　丙戊酸标准曲线图

2 ．5 　 回收率和精密度试验 　 新配制 VPA 低 、中 、

高（２４畅６ 、７３畅８ 、１４７畅６ μg ／ml）３ 个浓度的血清样品 ，

按“２畅３”项样品处理方法操作 ，利用线性回归方程测

定其结果 ，计算其方法回收率 。同一天内每个浓度

测定 ５次 ，得日内 RSD 。同法每天测低 、中 、高 ３个

浓度的标准血清液各 １ 份 ，连续测定 ５ d ，得日间

RSD 。结果见表 １ 。

2 ．6 　 稳定性试验 　 配制 VPA 低 、中 、高 （２４畅６ 、

７３畅８ 、１４７畅６ μg／ml）３个浓度的血清样品各 ８份 ，置

２ ～ ８ ℃ 冰箱中冷藏保存 ，分别于 ０ 、２４ 、４８ 、７２ 、９６ 、

１２０ 、１４４ 、１６８ h取出 ，自然恢复到室温后 ，按“２畅３”项

样品处理方法操作 ，测定样品浓度 ，RSD ＜ ５％ ，结果

无显著性差异 ，说明血清样品在 ２ ～ ８ ℃中放置７ d ，

性质稳定 ，不影响血药浓度测定结果 。

2 ．7 　干扰试验
2 ．7 ．1 　配制 ５００ μg／ml的 α唱溴苯乙酮衍生试液在

表 1 　丙戊酸回收率和精密度试验（n＝ ５）

样品浓度
（ρB ／μg · ml － １ ）

日内

测定量
（ρB ／μg · ml － １ ）

回收率（％ ） RSD（％ ）

日间

测定量
（ρB ／μg · ml － １ ） 回收率（％ ） RSD（％ ）

２４  ．６ ２４ 觋．４２ ± ０ ．４ ９９ 2．２７ ２ \．２８ ２４  ．２８ ± ０ ．４ ９８ r．７ ３ 噰．３２

７３  ．８ ７３ 觋．９４ ± １ ．１ １００ 2．１９ １ \．１８ ７４  ．０８ ± １ ．９ １００ r．３８ ２ 噰．４１

１４７ 1．６ １４７ 觋．８５ ± １ ．６ １００ 2．１７ ０ \．８６ １４７  ．９６ ± ２ ．８ １００ r．２４ １ 噰．８６

６５２
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“２畅１”项色谱条件下直接进样 ，保留时间在 ３ min
前 ，对环己烷羧酸衍生物及丙戊酸衍生物的吸收峰

无干扰 ，色谱图见图 ３ 。

2 ．7 ．2 　取 ２００ μl 空白血清 ，加入临床常用的抗癫

痫一线药物 ：苯巴比妥 （２５８ μg／ml） 、苯妥英钠
（１５０ μg ／ml） 、卡 马 西 平 （８０ μg／ml） 、地 西 泮
（８９畅６ μg ／ml）各 ２０ μl ，混匀后 ，按“２畅３”项样品处理

方法操作 ，在“２畅１”项色谱条件下进行测定 ，其色谱

图见图 ４ 。结果表明 ，这些常用抗癫痫药物在丙戊

酸衍生物及环己烷羧酸衍生物保留时间出峰处无吸

收峰 ，对结果无干扰 。

图 3 　 α唱溴苯乙酮 HPLC色谱图

图 4 　干扰试验 HPLC色谱图

3 　讨论

3 ．1 　柱前衍生物是关键 　 丙戊酸及环己烷羧酸分

子结构中不含有紫外特征吸收基团 ，实验中将丙戊

酸标准溶液和环己烷羧酸内标溶液直接进样 ，并未

检测到吸收峰 ，因此 ，在样品处理时进行柱前衍生化

形成具有紫外吸收基团的衍生物就成为本法的关

键 。本法采用 α唱溴苯乙酮为衍生化试剂 ，在三乙胺

的催化下 ，反应完全彻底 ，基线稳定 ，结果稳定可靠 ，

完全可以满足 HPLC 法测定人血清中丙戊酸血药
浓度的临床需要 。

3 ．2 　 检测波长的确定 　 文献报道中检测波长有

２４８ nm［３］
、２６２ nm［４ 、７］和 ２６６ nm［５］

，将“２畅３”项中同

一份制备液转移至进样瓶中 ，将 VWD 检测器检测
波长分别设定为 ２４８ 、２６２ 、２６６ nm 依次进样 ，结果

显示 ，当检测波长为 ２４８ nm 时丙戊酸及内标衍生
物处均可获得更大的吸收峰 。

3 ．3 　提取溶剂的考察 　 文献报道从生物样品中萃

取丙戊酸可选用二氯甲烷 、正己烷等 。经试验 ，二氯

甲烷提取时位于下层 ，转移过程中易带入杂质 ，且沸

点高 、毒性大 ，挥干浓缩过程中对实验环境和条件要

求高 。正己烷比重低 ，涡旋震荡提取易产生乳化现

象 ，且衍生化反应不完全 ，吸收峰面积较乙醚提取

低 ，笔者选用乙醚提取 ，萃取回收率 ＞ ６０％ ，由于沸

点低 ，可在 ５５ ℃衍生反应时自然挥干 ，操作简便 ，无

需使用氮吹仪 。

3 ．4 　衍生化条件的考察 　 实验对丙戊酸及环己烷

羧酸衍生化条件 ：催化剂三乙胺的用量（５ 、１０ 、２０ 、

３０ μl） 、水浴温度（４０ 、５５ 、７０ ℃ ） 、光照条件（室光 、日

光灯 、避光）分别进行考察 ，结果表明 ：三乙胺用量

１０ μl效果最佳 。水浴温度 ４０ ℃内标及对照品衍生

物吸收峰略有拖尾 ，且衍生化不完全 ；５５ ℃与 ７０ ℃

差异不大 ，但 ５５ ℃吸收峰面积略高 ，相较于乙醚的

低沸点 ，更适宜自然挥干 。在避光 、室光 、日光灯 ３

种光照条件下 ，吸收峰峰形及峰面积均相差不大 ，因

此 ，光照对衍生化影响不大 。

3 ．5 　内标的重要性 　由于本法相较于常规 HPLC
法多了一步柱前衍生化的过程 ，干扰因素急剧增大 。

在实际操作过程中 ，不同的患者之间 ，即使丙戊酸血

药浓度非常接近 ，但平行操作后 ，丙戊酸衍生物的吸

收峰峰面积可能会相差很大 。因此必须加入环己烷

羧酸做内标 ，以丙戊酸衍生物峰面积对环己烷羧酸

衍生物峰面积的比值作为参考 ，以此消除衍生化反

应以及样品处理过程中的误差 。每隔半年验证一次

标准曲线 ，每周进行一次标准一点法校正 ，结果基本

相同 ，证明本方法稳定可行 。
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