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体液中吡罗昔康的高压液相测定法 
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ABSTⅡ^CT M inimal detectable concentration of 

scrum piroxicam by using HPLC reported in literature 

was mostly around 50 n量·ml～ scrtlm Though the 

sensitivity was enough for pharmacokinetics study， it 

could not mect the needs of drug formulation sc1"ogn 

study in developing precision drug delivery system 

(DDS)such a＆transdcrmal dclivcry system A flew 

l{PLC method providing a detectjOD 1imit 0f O．75 ng 

scnsitive enOugh to quantify low conc(~ntrations of 

∞nIm piroxicam down to 5 ng ·ml-‘ was reported in 

this paper． A W aters M odeI 48I instrument wRs used 

thro~IghOUt th亡 experiment． Isoxicam was proved to 

be the most suitable intcrnal standard at maximum 

absol ption wave 1cng七h of 360 nm A mixcu of 

methanol and ammonium acetate 0．1 tool-L fI： 

0 9 vol-vol was selected as mobile phase with a 

flow rate Of l ml· rain～ 0 025％ tetramethv1 

~thY1ene disminc was added to ammonium acetate 

solution and adjusted to pH 4．5 with citric acid before 

rillxing Calibration CUUVC was linear f，=0．999 in 

the concentration range of10— 5 O00 ng·mr‘． The 

withlm_day and day o_d precisions(cV)of this 

method were 2．88％ and 2．89％ respectively with 

average recoveries of 96．0一102．4％ (10—5 O00 ng· 

ml ． Nointerference wasfoundinthebodyfluids of 

subiccts who took piroxicam concomitantly with other 

oDmmonly used non--steroidal anti-inflammatory 

mcdicine$ such 鼬  indomethacin， ibuprofen， 

i~proxcn． phcnylbutazone and acetylsalicylic acid． 
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提要 伊索昔 康为 内标 ．酸化血样 乙醚 挺取 

YWG-C．I为固定相，流动相为 1：0 9(vol·vol )的 

甲醇一醋酸铵溶藏 0 1 tool·L。。叻口四甲基乙二胺 

0025％，拧檬酸调 pH至 4，5)，uv 360Ⅱm检测．最 

低检测浓度 5 ng·ml-。，仅文献报道浓度的 l／lO 

可用于体液中低浓度吡罗昔康的检测和药动学研究以 

及多种给药系统的处方筛选研究． 

关键词 吡罗昔康；高压液相色谱洁；药物动力学 

HPLC法测定吡罗昔康(piroxicam，Pir) 

的血药浓度，国内外报道的最低检测浓度均为 
50—500 ng·ml-l( 

． 在开展多 种给 药系统 

的新剂型研究中，上述方法 的灵敏度尚嫌不 

足．为此我们建立了一个检测限为 O．75 ng 

的 新 方 法 ， 血 清 中 其 最 低 检 测 浓 度 为 

5ng·mr ． 

M ATERIALS 

Watcrs 48l系列 HPLC仪．岛津 uv 250 

型分光光度仪 Pit样品，mp 198—201℃，含量 

>99％ (上海第六制药厂，840101)；伊索昔康 

(isoxicam，Iso)样 品，含量 >99％ (重庆医药工 

业研究所，870516)．健康人空白血清(上海市 

中心血站)．甲醇为色谱纯．乙醚、醋酸铵、 

柠檬酸、四甲基乙二胺、盐酸均为 AR级． 

M ETHoDs AND RESULTS 

血药浓度曩4定方法 

1 色谱条件 色谱柱：I50x 5mm不锈 

钢柱 ， 内填 YWG—C1 B化学 键 台相 (10／am． 

天津试剂二厂)．流动相 ：l：0．9(vD1．vol )的 

甲醇一醋酸铵溶液0．1 mol·L-‘(内加四甲基 

乙二胺 0．025％ 并用柠檬酸调节至 pH 4．5)． 
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流速 lml·rain～，纸速 0 5 cm ·rain～。检测 

波长先用岛津 uv 250型分光光度仪扫描定为 

360nra。检测器灵敏度0．02 AUFS。数据处理 

仪衰减 l6。环境温度 20-25℃。内标为Iso． 

2 标准溶液厦 内标溶液的配帝I 配制 Pit 

0．5 mg·ml 甲醇溶液为标准溶液。Iso 0．06 

mg·ml。。甲醇溶液为内标溶液．球箱保存， 

用时稀释至所需浓度． 

3 内标的选择 HPLC法定量中内标的 

选择至关重要．从提高检测灵敏度这一 目的 

出发，我 们对多个化台物进行了比较．其中 

非那西丁、噻吗心安在一定的流动相条件下虽 

能与 Pir分离，但是在 Pir最大吸收峰(360 

nm)处。它们的吸收值甚小．而 Iso的分子结 

构与 Pir极为相似．两者的 uv最大吸收峰相 

近 (Fig 1)。且绝对 回收率都超过 90％，选作 

内标可提高分析方法的灵敏度和精密度． 

nl 1． Abeorptlmt spectra of Igroxlcmm Ir)and 

~oxleam(I吣1IImobilephase． 

4 流动柑的选择 通过改变流动相的 

醇、水比例，选用不同种类的缓冲盐及流动相 

的 pH ，以选择最隹条件。保证 360 nm处 

Pir峰与 ]so峰的良好分离，结果表明：流动 

相的 pH对两者的分离影响最大，pH 4．5时 

两者完全分离 (Fig 2)．此外，醋酸铵、拧檬 

酸、四甲基乙二胺对 Pir及 Iso的峰形和分离 

度均有较好影响，由此确定了流动相条件． 

该条件下 Pir的保留时间 =6．9rain，I∞ 的 

FI|2．EffectsofpH T- 嘲 afmobilephase呻 leolatlou 

Of plroxleua IId tsoxie．am． 

Fig 3． Cltromsto~'ams of ImmanⅧ ∞． I1 blink 8e- 

rum, b) rⅢ 卵Iked with plroxteim and l~teraal 
slauda~lI_Oxh m． 

=5．7rain(Fig 3)． 

5 血清 中药物的提取 参考文献”’方 

法．稍加修改，方法如下：取志愿者(或动物) 

血清 iml，加^ Iso O 3O螂；为内标，用 O．1ml 

HCI 1 tool·L 酸化，摇匀，加乙醚 7 ml， 

在旋涡混合器上振摇 2 min，离心 3 min(1600 

g)．取醚层于尖底试管，45℃水浴中通 N2 

吹干 。残留物用 100 流动相溶解，量藏 20 

进样．经提取后，血清中的杂质对Pit测定 

无干扰(I~ig 3)．并且 Pir及 Iso的绝对回收率 

都大于90％． 

● ●  ● ●  ●  
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辁 涮 限 与曩 {匪辁 测浓 度 根据信 噪 比 

s／N>2的规定，Pir的检测限为O．75 ng．经 

提取后测得最低检测浓度为 5 ng·mr。血清． 

线性范围 分别于 1 m1空白血清中加入 

Pir 0．O1、 0．02、 0．05 0．10、 0．20、 0．50、 

1．00，2．0o、5．0o g’各加内标 O_30p g'按上 

述方法提取后色谱测定．每一浓度配制三份 

样品，每份样品进样二次，取其平均值．以 

Pit浓度( 轴)对 Pir与 Iso的峰高比(y轴)进 

行 线 性 回归 ， 线 性 范 围 为 0．Ol一5．00 pg· 

mr。血清(，=0．9999)。回归方程为 =0．007 

+3_315 

精密度试验 天内精密度：分别于 1 m1 

空白血清中加入一定量的 Pir，各加内标O_3O 

pg'天 内提取 测 定． 天 间精 密度 ：方法 同 

上，连续测定 5 d，结果可见 Tab 1． 

Tab1． Predslonofdiemethod． ^崔 5． SD 

回收率潮定 

1 鲍对回收率 Pit绝对回收率测定：分 

别于 1 m1空白血清中加入 Pit0．05、3．00p g' 

经提取后残留物中加入内标 0．30 m，用流动 

相溶解后色谱测定，与不经提取 Pir样品比 

较，求得 Pir的绝对 回收率为 93．2±1．8％， 

= 4． 

1so绝对 回收率的测定：于 l m1空白血清 

中加入 Iso 0．30 pg'经提取后残留物中加入 

Pit 0．30 pg作内标，用流动相溶解后色谱测 
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皇．与不经挺取的 Iso样 品比较，求得 Iso的 

绝对 回收率为 92％， =2． 

2 方法回收率 分别于 1 m1空白血清中 

加入不 同量的 Pir及 内标 0．30 pg，经提取后 

色谱测定，结果见 Tab 2． 

Tab 2．Recovery by the method． =5． ±SD 

干扰试验 将临床上常用的几种非甾体 

抗炎药如吲哚美辛、布洛芬、萘普生、保泰 

松、乙酰水杨酸分别与 Pir合并给药，经 2 h 

后采血，按上述方法进行色谱分析，结果表明 

这些药物对 Pit的测定均无干扰(未发表资料) 

APPU CATlONS OF M ETH oD 

本方法灵敏度较高，能测定体内外低浓度 

的Pir，故可用于精密给药系统的处方筛选及 

体内药物动力学研究． 

精密给药系统体外筛选潮定 用于测定 

Pit透膜给药系统(如透皮吸收{6j剂)的量及浓 

度．将生物膜夹于扩散双池间，每隔一定时 

间从接受池中取样直接作 HPLC分析，测定 

透过生物膜的Pit量frab 3)．这种测定可明显 

地分辨出处方组成对药物透膜性的影响，为处 

方筛选提供依据． 

Tab 3． Coueemt~afloma of Pit(1l·ml一‘)I矗reseryolr 

following membrane tramd'ormatlou． 
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体内药动学景I定 测定一种Pir透膜制剂 

给药后的血药浓度，结果见 Fig 4，算得消除 

Tl为43 h，与文献佃相近，本方法可检测出 
2 

经6—7个7’ 的血药浓度．而文献方法仅能测 
2 

至4个 !． 
2 

Rl 4． senm ~o~ u'aflom of plmxIⅫ mambraae 

FrcparmC~om(Idroxlcam 3o m after·d- -l to mn~nJ 

~ brane mdminbJtra~oL 

分 析方法 的灵敏度直接关 系到应用． 

HPLC法测定 Pir血药浓度的报道较多，其中 

有些以 UV 254 llm 为检测波长， 由于测定不在 

最大吸收峰处进行，因此检测灵敏度不够理 

想．本文针对波长问题，决定选用Pir最大吸 

收峰 360 nm为检测波长 ．然后广泛筛选适宜 

的内标 ，最后选用最大吸收峰相近的 Iso为内 

标．这样，使检测灵敏度得以提高．另外， 

醋酸铵在流动相中的浓度也影响Pir的 uv吸 

收值，当浓度从 0．Ol tool·L 提高到 0．1 

tool·L 时，Pir的蜂高值又可提高 36％左 

右 但浓度继续提高时可影响 PiI与内标的分 

离度． 
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