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改进 HPLC 法测定人血清中丙戊酸钠的浓度
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( 滁州市第一人民医院 药剂科临床药学室，安徽 滁州 239000)

【摘 要】目的: 建立改进 HPLC 法测定人血清中丙戊酸钠的浓度，为临床合理使用丙戊酸钠提供依据。方法: 环己烷羧酸作

为内标，血样经硫酸酸化和蛋白沉淀，用正己烷提取后，与 2-溴苯乙酮和三乙胺催化衍生，使用 HPLC 进行测定。色谱柱:

ZOＲBAX SB-C18 柱( 150 mm ×4． 6 mm，5 μm) ; 流动相: 甲醇-水 ( 72 ∶ 28 ) ; 流速: 1． 0 mL /min; 紫外检测波长: 248 nm; 柱温:

25℃ ; 进样量: 10 μL。结果: 血清中丙戊酸钠线性范围 13． 3 ～ 160． 7 μg /mL( r = 0． 9979，n = 6) ，血清丙戊酸钠低、中、高浓度方

法回收率和萃取回收率分别为 88． 6% ～ 107． 2% 和 82． 1% ～ 89． 5% ，日内精密度≤6． 4%，日间精密度≤8． 2%。结论: 本实验

改进后的方法特异性强、准确度高、线性关系良好、节约实验室成本等，可适用于临床丙戊酸钠常规血药浓度监测的需求。
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Modified high performance liquid chromatography to determine the concentration of sodium
valproate in human serum

SHEN Chenjun，CHEN Xingui，WANG Yong，HU Xiuping
Department of Clinical Pharmacy，The First People's Hospital of Chuzhou，Chuzhou 239000，China

【Abstract】Objective: To improve the high performance liquid chromatography( HPLC) for determination of the sodium valproate concentration in human

serum in order to supply evidence with rational use of this drug． Methods: Cyclohexanecarboxylic acid was used as the internal standard． The serum samples

were extracted with n-hexane after acidification and precipitation by sulphuric acid，and subjected to treatment with 2-bromoacetophenone as derivative rea-

gent and triethylamine as catalytic agent． Then the samples were determined by HPLC as protocol: chromatographic column，ZOＲBAX SB-C18( 150 mm ×

4． 6 mm，5 μm) ; mobile phase，methanol-water( 72∶ 28) at flow rate of 1． 0 mL /min; detection wavelength set at 248nm; the column temperature at 25℃，

and sample size in 10 μL． Ｒesults: The linear range of sodium valproate was 13． 3 － 160． 7 μg /mL( r = 0． 9979，n = 6) ． The recovery rate for the sodium

valproate in low，middle and high concentration and extraction recovery rate was 88． 6% －107． 2% and 82． 1% －89． 5% ，respectively． The ＲSD of intra-

day and inter-day were less than 6． 4% and 8． 2% ，respectively． Conclusion: The modified HPLC technique can satisfy the needs of clinically monitoring

the valproate concentration in patients，for it has higher specificity and accuracy as well as better linear dependence and reduced laboratory cost．

【Keywords】high performance liquid chromatography; sodium valproate; serum concentration; pharmacokinetics

丙戊酸钠又叫二丙基乙酸钠，是临床上常用的

抗癫痫药，但其副作用明显，其中较严重的是导致血

液系统损害和肝肾功能的异常等［1］。由于使用量

大，在临床上常有不良反应事件的发生。丙戊酸钠

有效血药浓度在 50 ～ 100 μg /mL 之间，由于给药剂

量和其体内过程与疗效有较大差异，并且其剂量与

药效的相关度明显小于血药浓度与药效的相关度，

因此对丙戊酸钠进行临床常规血药浓度监测是很有

必要的［2］。目前丙戊酸钠血药浓度检测采用免疫

法和 HPLC 法［3］，对已发表的大量 HPLC 法测定丙

戊酸钠血药浓度的文献进行分析和实验室验证发

现，存在如下问题［4 － 5］: 色谱条件选择差异大，应遵

循色谱结果最佳且节约试剂的目的; 萃取提取剂选

择不一，其中乙醚挥发性大并且有毒; 衍生催化剂三

乙胺加入量不统一，且相应实验结果有较大差异; 水

浴衍生过程阐述不明，如水浴温度、时间、水浴后萃

取剂挥发方法不明等。因此通过改进现有实验室条

件和方法，本实验室建立了用硫酸酸化，正己烷萃
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取，三乙胺催化，2-溴苯乙酮衍生化和 HPLC 检测的

实验方法，且此方法准确、重复性好，可满足临床丙

戊酸钠血药浓度测定的需求。

1 材料

1． 1 仪器 Agilent 1260 型高效液相色谱仪( 美国

Agilent 公司) ，包括 DAD 紫外检测器和自动进样

器; XW-80A 旋涡混合器( 上海精科实业有限公司) ;

TDZ5-WS 低速多管自动平衡离心机、TG16-W 高速

离心机 ( 长沙维尔康湘鹰离心机有限公司 ) ; FA-
2004 电子天平 ( 常州天之平仪器设备有限公司) ;

DCY-24S 氮吹仪 ( 青岛海科仪器有限公司) ; SK40-
120 小型超声清洗机( 张家港市神科超声电子有限

公司) 。
1． 2 试剂 丙戊酸钠( 美国 Sigma 公司，批号: WX-
BB4060V) ; 2-溴苯乙酮 ( 美国 aladdin 公司，批号:

J1222026) ; 环己烷羧酸 ( 美国 aladdin 公司，批号:

J1323025) ; 正己烷、甲醇、乙腈( 天津科密欧试剂公

司) 均为色谱纯; 三乙胺; 浓氨水; 浓硫酸均为分析

纯; 超纯水( 院检验科提供) ; 空白血清( 院检验科提

供) 。

2 方法与结果

2． 1 色谱条件 色谱柱: ZOＲBAX SB-C18 柱( 150
mm ×4． 6 mm，5 μm) ; 流动相: 甲醇∶ 水 = 72∶ 28; 检

测波长: 248 nm; 流速: 1． 0 mL /min; 柱温: 25℃ ; 进样

量: 10 μL; 工作站: Agilent ChemStation。
2． 2 溶液配制

2． 2． 1 丙 戊 酸 钠 储 备 液 精 密 称 取 丙 戊 酸 钠

106． 5 mg至 50 mL 容量瓶中，加甲醇至刻度，制得

2． 134 mg /mL 的丙戊酸钠储备溶液。利用制备的丙

戊酸钠储备液加入甲醇配制得 1． 607 mg /mL、1． 067
mg /mL、0． 803 mg /mL、0． 534 mg /mL、0． 267 mg /mL、
0． 133 mg /mL的丙戊酸钠各浓度标准品溶液。
2． 2． 2 内标物 称取环己烷羧酸 50 mg 至 100 mL
容量瓶中，加 0． 2 mol /L 的氨水稀释至刻度，再精密

吸取该溶液 7． 5 mL 至 25 mL 容量瓶中，加 0． 5 mol /
L 的氨水甲醇稀释至刻度，得到 150 μg /mL 的环己

烷羧酸内标液。
2． 2． 3 衍生化试剂 精密称取 2-溴苯乙酮 1． 0 g
置于 25 mL 棕色容量瓶中，加乙腈定容，得 40 mg /
mL 的 2-溴苯乙酮乙腈溶液。
2． 2． 4 氨水与酸化试剂 0． 2 mol /L 氨水配制: 取

浓氨水 1． 5 mL 至 100 mL 的容量瓶中，加水至刻度。
0． 5 mol /L 氨水甲醇配制: 取浓氨水 3． 87 mL 至 100
mL 容量瓶中，加甲醇至刻度，即得。1 mol /L 硫酸

配制: 精密称取浓硫酸 9． 81 g，置于 100 mL 容量瓶

中，加水稀释至刻度，即得。以上各试剂制备后置于

4℃冰箱中保存。
2． 3 血 样 处 理 血 液 样 品 经 3800 r /min 离 心

5 min，取血清 100 μl 于离心管中，加环己烷羧酸内

标液 50 μL、硫酸 50 μL，混匀 1 min，加正己烷 500
μL 振荡混匀 2 min，然后以 5000 r /min 离心5 min，

取上清液有机相于干净的离心管中，下层液再加

500 μL 正己烷振荡混匀 2 min，再次以 5000 r /min
离心 5 min，合并两次上清有机相，加 2-溴苯乙酮 10
μL、三乙胺 20 μL，振荡混匀 2 min，于 55℃ 水浴 15
min 后通氮气并继续水浴直至挥干溶剂，用甲醇 100
μL 溶解残渣，振荡混匀 2 min，再以 10 000 r / min 离

心5 min，取上清 10 μL 进样。
2． 4 特异性实验

2． 4． 1 空白血清 取健康人的空白血清 100 μL 置

于离心 管，然 后 按 照 步 骤 2． 3 进 行 处 理，得 色 谱

图 A。
2． 4． 2 空白血清 + 丙戊酸钠标准品 + 内标物 取

健康人的空白血清 100 μL 置于离心管中，加丙戊酸

钠标准品 10 μL，环己烷羧酸内标液 50 μL，然后按

照步骤 2． 3 进行处理，得色谱图 B。
2． 4． 3 样品血清 + 内标物 取服用丙戊酸钠患者

的血清 100 μL 置于离心管中，然后按照步骤 2． 3 进

行处理，得色谱图 C。

A． 空白血清; B． 空白血清 + 丙戊酸钠标准品 + 内标物; C． 样品血清 + 内标物; 1． 环己烷羧酸( 内标物) ; 2． 丙戊酸钠。

图 1 丙戊酸钠特异性 HPLC 色谱图
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2． 5 标准曲线制备 取 6 支 2． 0 mL 离心管，分别

加入 100 μL 健康人空白血清，加入 2． 2． 1 中制备的

不同浓度的丙戊酸钠标准品溶液，然后按照 2． 3 步

骤进行处理，每个浓度进样 2 次，记录各种浓度标准

品溶液中的丙戊酸钠和内标物的峰面积。以丙戊酸

钠和内标物峰面积之比( Ｒ) 为横坐标，以血清中丙

戊酸钠终浓度( C) 为纵坐标，计算丙戊酸钠线性回

归方程和相关系数( r) ，绘制丙戊酸钠标准曲线，得

到标准曲线为 Y = 87． 79X － 3． 885 ( r = 0． 9979，n =
6) 如图 2，内标物和丙戊酸钠保留时间分别约为

6． 3 min和 11． 8 min，最后结果显示丙戊酸钠血药浓

度在 13． 3 ～ 160． 7 μg /mL 范围内线性关系良好。
以信噪比( S /N) = 6 计算，丙戊酸钠最低检测限为

1． 0 μg /mL。

图 2 丙戊酸钠标准曲线图

2． 6 精密度试验 根据 2． 2． 1 方法配制丙戊酸钠

高、中、低( 1． 607 mg /mL、0． 803 mg /mL、0． 133 mg /
mL) 3 种浓度，然后按照 2． 5 标准曲线的制备方法

处理，得到血清中丙戊酸钠终浓度为 160． 7 μg /mL、
80． 3 μg /mL、13． 3 μg /mL 的样品，然后进样检测，

计算并记录血清中丙戊酸钠实测浓度，每日重复测

定 5 次，重复测定 5 d，计算日内、日间 ＲSD 值，结果

见表 1。

表 1 精密度试验结果( n = 5)

终浓度

/ ( μg /mL)

日内

实测浓度

/ ( μg /mL)

ＲSD

/%

日间

实测浓度

/ ( μg /mL)

ＲSD

/%

160． 7 182． 8 ± 8． 4 4． 6 172． 2 ± 12． 1 7． 0

80． 3 80． 2 ± 0． 8 0． 9 77． 4 ± 4． 0 5． 2

13． 3 12． 0 ± 0． 8 6． 4 11． 8 ± 1． 0 8． 2

2． 7 回收率试验

2． 7． 1 方法回收率 取空白血清数份，分别加入浓

度为 1． 607 mg /mL、0． 803 mg /mL、0． 133 mg /mL 的

丙戊酸钠标准品，然后按照步骤 2． 3 进行处理，每个

浓度各做 5 份，根据丙戊酸钠标准曲线和线性回归

方程计算各浓度标准品中丙戊酸钠的实测浓度 Ct，
计算丙戊酸钠实测浓度与理论浓度 Cs 之比，方法回

收率( % ) m = Ct /Cs × 100%，结果见表 2。
2． 7． 2 萃取回收率 取空白血清数份，分别加入浓

度为 1． 607 mg /mL、0． 803 mg /mL、0． 133 mg /mL 的

丙戊酸钠标准品，然后按照步骤 2． 3 进行处理 ( 不

加内标物) ，每个浓度各做 5 份，记录各浓度标准品

中丙戊酸钠峰面积 Ｒ0，另取浓度为以上各丙戊酸钠

标准品，加甲醇稀释制得终浓度为 160． 7 μg /mL、
80． 3 μg /mL、13． 3 μg /mL 的对照溶液再按照步骤

2． 3进行处理后，每个浓度各做 5 份，然后进样检测，

记录各浓度对照品溶液中丙戊酸钠峰面积 Ｒs，萃取

回收率( % ) e = Ｒ0 /Ｒs × 100%，结果见表 2。

表 2 回收率试验结果( n = 5)

终浓度

/ ( μg /mL)

方法回收率

m/% ＲSD /%

萃取回收率

e /% ＲSD /%

160． 7 107． 2 ± 7． 5 7． 0 89． 5 ± 8． 1 6． 4

80． 3 96． 4 ± 5． 0 5． 2 87． 9 ± 6． 7 7． 5

13． 3 88． 6 ± 7． 2 8． 2 82． 1 ± 3． 0 8． 9

2． 8 专一性试验 由于临床上合用药物有可能对

丙戊酸钠血药浓度检测有影响，根据本实验的临床

检测和药动学研究，在步骤 2． 1 色谱条件下，对可能

合用的几种药物，如苯妥英钠、卡马西平、苯巴比妥、
地西泮、拉莫三嗪等进行分析，结果上述药物在本实

验色谱条件下不出峰，所以以上药物对本实验测定

无干扰，不会影响丙戊酸钠血药浓度的测定。
2． 9 稳定性试验 丙戊酸钠标准品和其他相关配

制溶液放置于 4℃的冰箱中冷藏，分别在第 1、3、5、
8、11、15 d 时用 1． 067 mg /mL、0． 534 mg /mL、0． 267
mg /mL 丙戊酸钠标准液和其他相关溶液进行浓度

测定。结果显示丙戊酸钠标准液含量未发生明显变

化，说明丙戊酸储备液及相关溶液在 15 d 内稳定性

良好。

3 讨论

本实验室用甲醇-水( 72∶ 28 ) 为流动相，可以使

主峰分离完全，峰型良好并且主峰保留时间分别为

6． 3 min 和 12． 8 min 较为合理，能够满足方法验证

要求，同时达到节省流动相的目的。部分文献显示

色谱条 件 为 流 动 相 甲 醇-水 ( 80 ∶ 20 ) ，检 测 波 长

235 nm、265 nm，柱温 30℃时［6 － 7］，结果不能适用本

实验室临床检测。利用 DAD 二极管阵列检测器紫

外全波段扫描显示，丙戊酸钠在衍生后在 202 nm、
248 nm和 264 nm 处有吸收，为避免与溶剂截止波长

和杂质干扰，在波长 248 nm 处主峰吸收合理，峰型

好。可知，应根据实验室具体条件: 如色谱柱长短、
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检测器原理、流动相比例和衍生试剂的不同等因素

合理选择检测波长。
由于丙戊酸钠自身在紫外条件下无吸收，必须

经历酸化、萃取、衍生化后才能在紫外波长下有吸

收，因此合理选择酸化剂、萃取剂和衍生化催化剂直

接关系检测结果。值得一提的是本实验观察到乙醚

作为萃取剂时，由于其挥发性强、毒性大等特点，与

正己烷作为萃取剂相比得到的峰型较小，而正己烷

可以达到萃取完全、损失少、相对安全的效果。在实

验水浴催化衍生化阶段，三乙胺作为催化剂加入体

积为 20 μL，当增加三乙胺加入的量为 50 μL 和 100
μL 时［8 － 9］，其实验结果并无改善，因此可选择节约

的试 剂 成 本。有 文 献 显 示 实 验 在 衍 生 阶 段 选 择

50℃水浴 10 min［10］，结果发现主峰峰面积较小，且

与内标峰面积比不稳定、波动大，可能是水浴反应不

完全造成。最后，本实验选择 55℃水浴 15 min 后通

入氮气并继续水浴直至溶剂挥发干，相对于自然挥

发和水浴完全后再吹干，本实验采用的方法溶剂挥

发完全浓缩好，且用时短一般 3 min 左右，降低了衍

生物质接触空气被氧化变质的风险，同时节省了氮

气资源。因此本法适用于本院丙戊酸钠血药浓度检

测，同时实验结果可靠、准确度高、重复性好和节约

实验室成本，可为临床合理用药提供参考。
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接去粘附切片时，要将切片含有组织的部位贴在玻

片的中央，冻头恰好阻碍了此操作过程。为此我们

将组织包埋在包埋托的近边缘处，将包埋托含有组

织的部位在下固定在冻头上，如此切出的切片含有

组织的部位与冻头的距离拉远了，有利于将切片含

有组织的部位贴在玻片的中央。
在冰冻切片中，防卷板对切片也会产生很大影

响。每次切片都要对防卷板进行调试，如果调试不

当，很难切出平整的切片。本实验在制作切片时，放

弃使用防卷板，采用边切边用毛刷轻轻按住切片边

缘向后拉的方式切片。省去了每次切片都要对防卷

板的调试过程，缩短了切片时间。
LCM 冰冻切片所有染色试剂的配制均用高温

高压灭菌的 DEPC 水配制，保证切片在染色过程中

不被 DNA 酶、ＲNA 酶污染。同时在不影响切片观

察和细胞筛选的情况下，省去了传统切片染色中分

化和返蓝两步，缩短了染色时间。本实验通过对传

统切片制作过程与染色上的改进，不仅成功制作出

了经样本保存液处理的子宫内膜组织标本的冰冻切

片，同时简化了切片和染色过程，缩短了制片时间，

制作出更符合 LCM 要求的冰冻切片。
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