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快速测定唑尼沙胺血药浓度的高效液相色谱法

王　侠１，２，张忠新１，任方龙３，李瑞光１，郭庆合１，贺志安１

（１．新乡医学院医学检验学院，河南省免疫与靶向药物重点实验室，河南省分子诊断与医学检验技术协同创新中心，
河南　新乡　４５３００３；２．新乡医学院第三附属医院检验科，河南　新乡　４５３００３；３．郑州爱微迪医学检验实验室有限
公司，河南　郑州　４５００１９）

摘要：　目的　建立简便快速测定唑尼沙胺血药浓度的高效液相色谱法。方法　采用甲醇和醋酸铅沉淀蛋白法

处理唑尼沙胺血清样本，以苯代三聚氰胺为内标，ＡＣＥＵｌｔｒａＣｏｒｅ２．５ＳｕｐｅｒＣ１８（１００．００ｍｍ×３．００ｍｍ）为色谱柱分离

化合物。流动相Ａ相为超纯水，Ｂ相为纯甲醇，梯度洗脱（０．０１～５．００ｍｉｎ，１８％ ～５０％ 甲醇；５．００～５．５０ｍｉｎ，５０％ ～

１８％ 甲醇；５．５０～７．５０ｍｉｎ，１８％甲醇），流速为０．６ｍＬ·ｍｉｎ－１，进样量２０μＬ，柱温３０℃，检测波长２４０ｎｍ。并依据《中

国药典》２０２０年版第四部通则中“生物样品定量分析方法验证指导原则”对所建方法的选择性、标准曲线、精密度与准确

度、残留及稳定性等进行验证。结果　本研究建立的方法测定唑尼沙胺血药浓度线性范围为３．９２～１２５．５５ｍｇ·Ｌ－１，

Ｒ２＞０．９９９；符合要求。经处理样品２４ｈ内分析稳定，未处理样品４℃保存，１周内分析稳定。结论　本研究建立的高

效液相色谱法简便快速、准确度高、精密度好，适用于测定唑尼沙胺血药浓度。

关键词：　唑尼沙胺；高效液相色谱；血药浓度监测
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　　唑尼沙胺是一种新型广谱抗癫痫药物，可有效
治疗包括部分性发作、继发性全身发作等多种类型

的癫痫。有研究发现，唑尼沙胺可明显改善帕金森

病患者的临床症状［１２］，自２００９年以来唑尼沙胺被
推荐用于帕金森病的补充治疗［３］。

唑尼沙胺在体内吸收迅速，最大吸收时间

２～６ｈ，生物利用度 ＞９５％。唑尼沙胺不会诱导自
身的代谢，也不会抑制细胞色素 Ｐ４５０酶系统；但苯
妥英钠、卡马西平和巴比妥酸盐会加速唑尼沙胺的

代谢并降低其半衰期［４］；有研究显示，唑尼沙胺可

抑制苯妥英钠在体内的代谢［５］。唑尼沙胺可引起

患者发生不良事件，最常见的有嗜睡（１７％）、头昏
（１３％）、厌食（１３％）和头痛（１０％）［６］。唑尼沙胺
还会影响某些癫痫患者延迟的单词回忆、口语流利

性，且具有剂量依赖性［７］。据报道，服用唑尼沙胺

易致代谢性酸中毒［８］，因此，美国食品和药物管理

局要求抗癫痫药物唑尼沙胺的生产厂商在其产品标

签上增加有关该药物存在代谢性酸中毒风险的警

告。另外，唑尼沙胺在不同性别、给药次数的患者间

药物峰浓度存在差异，女性患者给药后血药浓度明

显高于男性，多次给药后血药浓度明显大于单次给

药［９］。综上所述，尽管唑尼沙胺利用度较高，但其

药物毒副作用可引发不良事件，与其他药物共用时

存在相互影响。因此，有必要对唑尼沙胺血药浓度

进行监测，尤其对于女性，避免由于药物浓度过大而

引起不良反应的增加，实现个体化用药。

本研究参照国内外相关方法，依据本实验室条

件，利用高效液相色谱（ｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏ
ｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，ＨＰＬＣ）平台建立了测定人血清中唑尼沙
胺浓度的方法，并依据《中国药典》２０２０年版第四部
通则中“生物样品定量分析方法验证指导原则”［１０］

对该方法进行验证，旨在为临床上检测唑尼沙胺血

药浓度及预防毒副作用的发生等提供依据 。

１　材料与方法

１．１　试剂与仪器　纯度 ９９．９％唑尼沙胺对照品、
纯度 ９９．３％苯代三聚氰胺对照品购自梯希爱（上
海）化成工业发展有限公司，分析纯醋酸铅购自天

津市科密欧化学试剂有限公司，色谱纯甲醇、乙腈购

自美国 Ｆｉｓｈｅｒ公司；ＬＣ２０ＡＨＰＬＣ仪、ＡＵＷ２２０Ｄ十
万分之一分析天平购自日本岛津公司，Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ
５４２７Ｒ高速离心机购自德国 ＣｅｎｔｒｉｆｕｇｅＥｐｐｅｄｏｒｆ公
司，ＳＴ７０２恒温振动器购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司，

ＰＡＬＣＡＸＸＢＩＯＭ２超纯水机购自美国Ｐａｌｌｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ公
司，ＯＦ１旋涡混合器购自上海琪特分析仪器有限公司，
ＡＣＥＵｌｔｒａＣｏｒｅ２．５ＳｕｐｅｒＣ１８色谱柱（１００．００ｍｍ×
３．００ｍｍ）购自英国ＡＣＥ公司。
１．２　唑尼沙胺标液、质控液和内标工作溶液配制
１．２．１　唑尼沙胺标液的配制　称取唑尼沙胺标准
品粉末１２５．６８ｍｇ，将其溶解于１００ｍＬ甲醇中，即
可获得１．２５６８ｇ·Ｌ－１的唑尼沙胺储备液。已知唑
尼沙胺对照品纯度为９９．９％，唑尼沙胺储备液真实
质量浓度为１．２５５５ｇ·Ｌ－１。将唑尼沙胺储备液使
用甲醇逐级对半稀释，连同唑尼沙胺储备液一起，得

到Ｌ６Ｌ１系列浓度的标液，质量浓度分别为１２５５．５、
６２７．７５、３１３．８８、１５６．９４、７８．４７、３９．２３ｍｇ·Ｌ－１。
１．２．２　内标工作溶液的配制　称取苯代三聚氰胺
对照品粉末 ２１６．０９ｍｇ，将其溶解于 １００ｍＬ甲醇
中，即可获得质量浓度为２．１６０９ｇ·Ｌ－１的苯代三
聚氰胺储备液。吸取２５０μＬ储备液，用乙腈定容至
１００ｍＬ，即可获得质量浓度为５．４０ｇ·Ｌ－１的内标工作
溶液。

１．２．３　不同浓度质控液的配制　取３００μＬ唑尼沙
胺储备液加入１００μＬ甲醇混匀即为高浓度质控液；
取２００μＬ唑尼沙胺储备液加入２００μＬ甲醇混匀即
为中浓度质控液；取 １００μＬ唑尼沙胺储备液加入
３００μＬ甲醇混匀，再从中取出 １００μＬ加入甲醇
３００μＬ混匀即为低浓度质控液；从低浓度质控液中
取２００μＬ加入２００μＬ甲醇混匀即为定量下限浓度
质控液。

１．３　色谱条件　ＡＣＥＵｌｔｒａＣｏｒｅ２．５ＳｕｐｅｒＣ１８
（１００．００ｍｍ×３．００ｍｍ）色谱柱；流动相：Ａ相为超
纯水，Ｂ相为纯甲醇，梯度洗脱（０．０１～５．００ｍｉｎ，
１８％～５０％甲醇；５．００～５．５０ｍｉｎ，５０％ ～１８％甲醇；
５．５０～７．５０ｍｉｎ，１８％甲醇），流速０．６ｍＬ·ｍｉｎ－１，进
样量２０μＬ，柱温３０℃，检测波长２４０ｎｍ。
１．４　观察指标
１．４．１　方法的选择性　分别取６份未服用唑尼沙
胺健康志愿者的血清为空白血清考察方法的选择

性，样品处理方法：取１００μＬ空白血清，加入１０μＬ
的４００ｇ·Ｌ－１的醋酸铅水溶液，再加入３００μＬ的乙
腈，充分涡旋混匀 １ｍｉｎ后放置 １０ｍｉｎ，２５℃下
１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ。取１００μＬ上清液移
至已加入１００μＬ超纯水的９６孔进样板内，２５℃下
５００ｒ·ｍｉｎ－１离心 １０ｍｉｎ，最后吸样 ２０μＬ进行
ＨＰＬＣ定量分析。以峰面积响应值衡量干扰组分。
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接受标准：干扰组分响应低于分析物定量下限响应

的２０％，并低于内标响应的５％。
１．４．２　样品残留评价　残留的考察是通过高浓度
样品分析后即刻分析空白样品来进行。高浓度样品

制备方法：取唑尼沙胺储备液２００μＬ加入５０μＬ甲
醇混匀，从中取１０μＬ加入到９０μＬ空白血清中，加
入１０μＬ４００ｇ·Ｌ－１的醋酸铅水溶液，再加入３００μＬ
内标工作溶液，平行制备５份高浓度样品。空白样品
制备方法：取１００μＬ空白血清，加入１０μＬ４００ｇ·Ｌ－１

的醋酸铅水溶液，再加入３００μＬ乙腈。各样品充分
涡旋 混 匀 １ ｍｉｎ后 放 置 １０ ｍｉｎ，２５ ℃ 下
１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ。各取１００μＬ上清液
移至已加入１００μＬ超纯水的９６孔进样板内，２５℃
下５００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，最后吸样２０μＬ进行
ＨＰＬＣ定量分析。
１．４．３　线性评价　精确吸取空白血清 ９０μＬ于
１．５ｍＬＥＰ管内，分别加入Ｌ６Ｌ１标液１０μＬ、４００ｇ·Ｌ－１

醋酸铅水溶液１０μＬ及内标工作溶液３００μＬ，充分涡
旋混匀１ｍｉｎ后放置１０ｍｉｎ，２５℃下１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离
心１０ｍｉｎ。取１００μＬ上清液移至已加入１００μＬ超
纯水的９６孔进样板内，２５℃下５００ｒ·ｍｉｎ－１离心
１０ｍｉｎ，最后吸样２０μＬ进行 ＨＰＬＣ定量分析。每
份标本重复检测３次，评价仪器对唑尼沙胺分析物
的响应。通过已知浓度的分析物与仪器检测分析物

与内标面积并计算比值建立标准曲线。

１．４．４　准确度与精密度评价　精确吸取空白血清
９０μＬ于１．５ｍＬＥＰ管内，分别加入各浓度质控液
１０μＬ、４００ｇ·Ｌ－１醋酸铅水溶液 １０μＬ及 内标

３００μＬ，充分涡旋混匀１ｍｉｎ后放置１０ｍｉｎ，２５℃下
１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ。取１００μＬ上清液移
至已加入１００μＬ超纯水的９６孔进样板内，２５℃下
５００ｒ·ｍｉｎ－１离心 １０ｍｉｎ，最后吸样 ２０μＬ进行
ＨＰＬＣ定量分析。每个浓度平行５份。３个浓度质
控液每天测５次计算批内精密度、准确度，连续测定
３ｄ计算批间精密度、准确度。准确度均值应在质
控样品标示值的 ±１５％范围内，定量下限应在标示

值的 ±２０％范围内。批内、批间精密度相对标准偏
差（ｒｅｌａｔｉｖｅｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎ，ＲＳＤ）不超过１５％，定
量下限ＲＳＤ不超过２０％［１０］。

１．４．５　样品稳定性评价　将配制好的唑尼沙胺储
备液加 入 到 空 白 血 清 中，配 成 低 质 量 浓 度

（７．８５ｍｇ·Ｌ－１）和高质量浓度（１００．４４ｍｇ·Ｌ－１）血
清质控样品。取 ９０μＬ空白血清加入 １．５ｍＬＥＰ
管，分别加入各浓度质控液 １０μＬ，充分涡旋混匀
１ｍｉｎ后放置１０ｍｉｎ，２５℃下１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心
１０ｍｉｎ。取１００μＬ上清液移至已加入１００μＬ超纯
水的 ９６孔进样板内，２５℃下 ５００ｒ·ｍｉｎ－１离心
１０ｍｉｎ，于室温条件下放置２４ｈ后吸样２０μＬ进行
ＨＰＬＣ定量分析，评价处理后样本室温放置２４ｈ的
稳定性。将９０μＬ空白血清加入１．５ｍＬＥＰ管内，
分别加入１０μＬ各浓度质控液，混匀并密封，于室温
存放２４ｈ后充分涡旋混匀１ｍｉｎ，放置１０ｍｉｎ，２５℃
下１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ。取１００μＬ上清液移
至已加入１００μＬ超纯水的９６孔进样板内，２５℃下
５００ｒ·ｍｉｎ－１离心 １０ｍｉｎ，最后吸样 ２０μＬ进行
ＨＰＬＣ定量分析。评价未经处理样品室温放置２４ｈ
的稳定性情况。取 １．５ｍＬＥＰ管，加入９０μＬ空白
血清，分别加入１０μＬ各浓度质控液，混匀并密封，
于４℃冰箱中存放１周后充分涡旋混匀１ｍｉｎ，放置
１０ｍｉｎ，２５℃下 １２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心 １０ｍｉｎ。取
１００μＬ上清液移至已加入１００μＬ超纯水的９６孔
进样板内，２５℃下５００ｒ·ｍｉｎ－１离心１０ｍｉｎ，最后吸
样２０μＬ进行ＨＰＬＣ定量分析，评价未经处理样品
４℃存放１周的稳定性。
１．５　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ１９．０软件进行统计
学描述。

２　结果

２．１　方法的选择性　结果见图１。唑尼沙胺、苯代
三聚氰胺的保留时间分别为３．６３、４．７８ｍｉｎ，唑尼
沙胺及内标处干扰符合要求。

Ａ：空白血清；Ｂ：苯代三聚氰胺；Ｃ：唑尼沙胺＋苯代三聚氰胺；１：苯代三聚氰胺；２：唑尼沙胺。

图１　唑尼沙胺和苯代三聚氰胺ＨＰＬＣ图
Ｆｉｇ．１　ＨＰＬＣｇｒａｐｈｏｆｚｏｎｉｓａｍｉｄｅａｎｄｂｅｎｚｏｇｕａｎａｍｉｎｅ
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２．２　样品残留评价　各分析物在空白血清中的残
留与定量下限浓度峰面积比值均 ＜２０％，内标在空
白中的残留与定量下限浓度峰面积比值均 ＜５％。
残留量均符合要求。

２．３　线性考察结果　以唑尼沙胺质量浓度为横坐
标ｘ、唑尼沙胺峰面积与内标峰面积之比为纵坐标
ｙ，进行线性回归得唑尼沙胺的标准曲线方程为 ｙ＝

０．０２４４８０４＋０．０１１７７８５（Ｒ２＝０．９９９）。线性考察
结果，唑尼沙胺在３．９２～１２５．５５ｍｇ·Ｌ－１的质量浓
度范围内线性良好。

２．４　准确度与精密度考察　结果见表１。除唑尼
沙胺在定量下限第 ２批的批内准确度为 ７６．７３％
外，其余定量下限及低中高浓度的精密度与准确度

结果均符合要求。

表１　准确度与精密度试验结果
Ｔａｂ．１　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｐｒｅｃｉｓｉｏｎａｎｄａｃｃｕｒａｃｙｔｅｓｔｓ （珋ｘ±ｓ）

质量浓度／

（ｍｇ·Ｌ－１）

批内准确度／％（ｎ＝５）

第１批 第２批 第３批

批内ＲＳＤ／％（ｎ＝５）

第１批 第２批 第３批

批间

准确度／％

批间

ＲＳＤ／％
３．９２ ８３．８３±３．３６ ７６．７３±１．３８ ９３．６２±７．１６ ４．０３ １．１８ ７．６５ ８４．７３±８．３０ ９．８４
７．８５ ８９．８１±２．０３ ９０．２２±２．０４ ９７．６８±３．０２ ２．２６ ２．２８ ３．０９ ９２．５７±４．３６ ４．７１
６２．７８ ９８．２９±４．６９ １０２．９６±１．６９ ９５．７６±６．３５ ４．７８ １．６５ ６．６３ ９９．００±５．３０ ５．３６
９４．１６ ９８．２０±２．５９ １０２．３６±２．６４ ９７．１２±２．５１ ２．６４ ２．５８ ２．７８ ９９．２３±３．３０ ３．３３

２．５　样品稳定性　结果见表２。经处理血清质控
品于室温存放２４ｈ，其准确度稳定；未经处理血清质
控品样品于室温下存放２４ｈ、４℃下放置１周，准确
度稳定。

表２　稳定性考察结果

Ｔａｂ．２　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓｔａｂｉｌｉｔｙ

质控样品浓度／

（ｍｇ·Ｌ－１）

准确度／％

２４ｈ（处理后） ２４ｈ（未处理）１周（未处理）
１００．４４ １０３．１４ ９９．７５ ９９．７５
１００．４４ ９９．５３ １０１．９１ １０１．９１
１００．４４ ９７．３２ １０２．８０ １０２．８０
１００．４４ １００．９４ １０４．２０ １０４．２０
１００．４４ ９７．７４ １０２．８０ １０２．８０
７．８５ １０３．８２ １１２．２２ １０３．８２
７．８５ ９１．３４ １０８．３４ ９１．３４
７．８５ ９４．０１ １１１．５６ ９４．０１
７．８５ ９４．０１ １２７．６２ ９４．０１
７．８５ ９４．９０ １１１．５５ ９４．９０

３　讨论

近期国外有学者采用乳胶颗粒增强比浊免疫测

定（ｌａｔｅｘｐａｒｔｉｃｌｅｓｅｎｈａｎｃｅｄｔｕｒｂｉｄｉｍｅｔｒｉｃｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ，
ＬＴＩＡ）方法进行唑尼沙胺浓度的测定，结果显示，在
高浓度和低浓度下，ＨＰＬＣ与 ＬＴＩＡ法定量的浓度之
间无差异，但 ＬＴＩＡ法可能无法确定血清水平维持
在目标范围以下的患者血清唑尼沙胺的确切浓度，

或者可能无法在治疗药物监测中用于确认依从性，

当ＬＴＩＡ方法显示质量浓度低于５ｍｇ·Ｌ－１时，必须
使用ＨＰＬＣ法确认其确切的水平［１１］。因此，ＨＰＬＣ
依然是比较理想的唑尼沙胺检测方法。

本实验室利用 ＨＰＬＣ平台，建立了测定人血清
中唑尼沙胺浓度的方法，并参照《中国药典》２０２０年
版第四部通则中“９０１２生物样品定量分析方法验证
指导原则”，对该方法进行了验证。苯代三聚氰胺

与唑尼沙胺结构相似，分子量接近，其性质稳定、保

留时间适当，与唑尼沙胺峰无干扰，适用于唑尼沙胺

色谱分析的内标。经筛选，唑尼沙胺与苯代三聚氰胺

在２４０ｎｍ紫外吸收波长下响应最强，无内源性干扰。
本研究所用 ＨＰＬＣ色谱为二元泵系统，具备梯

度系统条件。笔者曾尝试等度洗脱，峰宽和峰形皆

不理想；采用梯度洗脱可改善峰宽和峰形拖尾，提高

分析方法的灵敏度。因此实验过程采用梯度洗脱

法。据报道流动相多采用乙腈磷酸二氢钠溶
液［１２］、甲醇水［１３］、甲醇乙腈三氟乙酸水溶液［５］

等，本实验中流动相选择Ａ相为超纯水和Ｂ相为纯
甲醇（１８％～５０％），方法优化中尝试过不同组成的
流动相（加改性剂如甲酸、加乙酸铵等，不同比例甲

醇水以及乙腈水等），但分离效果均不理想。使用

纯水甲醇作为流动相的分离效果最佳且保留时间
重复性高、峰宽小且对称性好，并且与宣贵达等［１３］

所采用的甲醇水（８０２０）相比，降低了有机溶剂
用量、试剂成本，可延长色谱柱寿命。

ＨＰＬＣ测定唑尼沙胺血药浓度对于蛋白沉淀有
乙腈［１１］、甲醇［５］、硫酸锌甲醇沉淀蛋白法［１２］，其操

作繁琐或耗时。本研究采用两步法，即乙腈和醋酸

铅沉淀蛋白法。将内标溶液与乙腈混合后获得内标

工作溶液，此过程同时添加了内标和蛋白沉淀剂，使

操作步骤简化，且相同体积的乙腈沉淀蛋白效果明

显优于甲醇，因此，经少量（３００μＬ）内标工作液处
理后，蛋白沉淀效果即可满足实验需求。醋酸铅作

为沉淀蛋白沉淀剂，不仅可降低有机溶剂的使用量，

提高分析方法的灵敏度，而且相比其他重金属溶剂

沉淀蛋白，醋酸铅的污染轻，且与蛋白形成复合物可

作为医疗垃圾处理。笔者曾尝试硫酸铵等盐溶液辅

助沉淀蛋白，但效果均不理想。因此，加入醋酸铅后
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蛋白沉淀更加完全，干扰少，离心后即可上机检测，

完成１个标本的检测仅需７．５ｍｉｎ，较韦斯军等［１２］

的９．１ｍｉｎ更迅速。另外本法样本用量少，使用超
纯水稀释后进行分析，降低了样品的挥发，同时改善

了峰形。因此，本方法具有简单、快速、结果准确的

特点，可实现高通量样本的快速测定。

综上所述，本研究建立了测定唑尼沙胺血药浓

度的ＨＰＬＣ分析方法，其干扰少、低残留，准确度高、
精密度好，线性关系良好，满足临床检测需求。本法

样本适应性好，稳定性高，分析物处理后室温可放置

２４ｈ，未处理样品可稳定存放于室温 ２４ｈ、４℃ １
周。因此，在规定时间内可保证检测结果能准确地

反映患者采样时的药物浓度，从而满足实验室因标

本量大需分批检测的要求。本法操作简便，所需血

清仅１００μＬ，可小样本送检，适宜唑尼沙胺药物浓
度常规监测，便于样本集中处理。
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