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HPLC法测定人血清中左乙拉西坦的浓度Δ
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摘 要 目的：建立测定人血清中左乙拉西坦浓度的方法。方法：血样经甲醇去蛋白处理后，采用高效液相色谱法进样测定。色

谱柱为SunFire C18，流动相为50 mmol/L磷酸盐缓冲液（pH 4.5）-乙腈（93.5∶6.5），流速为1.0 ml/min，检测波长为205 nm。结果：左

乙拉西坦血药浓度在2.0～60.0 mg/L范围内线性关系良好（r＝0.999 7），最低检测限为0.5 mg/L；低、中、高3种质量浓度血样平均

回收率为97.72％、97.67％、97.82％，日内RSD为2.74％、1.86％、1.63％，日间RSD为4.21％、1.88％、2.24％。18例患儿[给药量：

左乙拉西坦片30～60 mg/（kg·d）]血药浓度测得值为2.8～20.1 mg/L，平均为（9.53±6.12）mg/L，个体差异大。结论：本方法精密、

准确、特异性强、回收率高。

关键词 左乙拉西坦；高效液相色谱法；血药浓度

Determination of Levetiracetam Concentration in Human Serum by HPLC
LI Hui-fen1，ZHANG Yu-qin1，LIU Yan2（1. Tianjin Children’s Hospital，Tianjin 300074，China；2. Tianjin People’s
Hospital，Tianjin 300121，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a method for the determination of levetiracetam concentrations in human serum. METH-
ODS：Serum samples were deproteinized with methanol. HPLC method was adopted. SunFire C18 column was used with mobile
phase consisted of 50 mmol/L phosphate buffer（pH 4.5）-acetonitrile（93.5∶6.5）at the flow rate of 1.0 ml/min. The detection wave-
length was set at 205 nm. RESULTS：The linear range of levetiracetam was 2.0-60.0 mg/L（r＝0.999 7），and the lowest limit of de-
tection was 0.5 mg/L；at three concentrations，the average recoveries were 97.72％，97.67％ and 97.82％，respectively；RSD of in-
tra-day were 2.74％，1.84％ and 1.62％；RSD of inter-day were 4.21％，1.89 and 2.24％ respectively. Serum concentrations of le-
vetiracetam were 2.8-20.1 mg/L in 18 children [Levetiracetam tablets 30-60 mg/（kg·d）] with average concentration of（9.53±6.12）
mg/L，showing significant individual difference. CONCLUSIONS：The method is precise，accurate and specific with sound recov-
ery.
KEY WORDS Levetiracetam；HPLC；Serum concentration
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图1 高效液相色谱图
A.空白血清；B.空白血清+左乙拉西坦标准品；C.受试者血清样品；1、2.

血清中内源性物质；3.左乙拉西坦

Fig 1 HPLC chromatograms
A. blank serum；B. blank serum+1evetiracetam standard；C. serum sam-

ples；1，2. serum endogenous substances；3. 1evetiracetam

左乙拉西坦（Levetiracetam）为第 2代乙酰胆碱激动药，吡

咯烷酮衍生物，具有选择性治疗局限性和原发全身性癫痫的

独特药理作用，是一种具有良好耐受性且药物相互作用小的

新型广谱抗癫痫药物。该药已于2000年4月获得美国FDA批

准上市，2007年引入国内，用于治疗癫痫的部分发作、原发性

或继发性全身发作，也可以作为肌阵挛的添加治疗[1-2]。目前

测定左乙拉西坦血药浓度的方法主要有高效液相色谱法和浓

度液-质联用法[3]。本试验对其加以改进，建立了测定微量血中

左乙拉西坦的高效液相色谱法，为临床安全、有效、合理用药

奠定基础。

1 材料
1.1 仪器

600E系列高效液相色谱仪，含486紫外检测器、EC2000工

作站（美国Waters公司）。

1.2 药品与试剂

左乙拉西坦标准品[加拿大TRC（Toronto Research Chemi-

cals）公司，批号：12-YM-175-1，纯度：100.00％]；左乙拉西坦片

[商品名：开浦兰，UCB pharma S.A（比利时）公司，规格：0.25g，

批号：H20110409]；乙腈、甲醇为色谱纯，其他试剂为分析纯。

2 方法
2.1 色谱条件

色谱柱：SunFire C18柱（150 mm×4.6 mm，5 μm）；柱温：

25 ℃；流动相：磷酸盐缓冲液（50 mmol/L，pH 4.5）-乙腈（93.5∶
6.5；流速：1.0 ml/min；紫外检测波长：205 nm；进样量：20 μl。

2.2 血清样品处理

取标准或待测血清0.025 ml，加甲醇0.075 ml，涡旋振荡1

min，10 000 r/min离心 5 min，取上清液 20 μl进样分析。采用

外标法以峰高或峰面积定量。

2.3 标准贮备溶液的配制

准确称取左乙拉西坦标准品10.0 mg，置于10 ml量瓶中，

加甲醇溶解并稀释至刻度，制得 1.0 mg/ml的标准贮备溶液。

于4 ℃保存，备用。

2.4 标准样品配制及方法学考察

将无药血清作为空白血清，分别加入不同量的左乙拉西

坦标准贮备溶液，配制不同浓度的标准血清样品，以标准样品

测定考察方法的线性关系、精密度和回收率。

3 结果
3.1 色谱分离效果

将空白血清、标准样品，经上述样品处理方法处理后，在

“2.1”项色谱条件下进样分析，记录色谱图（见图1）。结果，左

乙拉西坦色谱峰形对称，分离效果好，保留时间为10.6 min。

3.2 标准曲线及检测限

配制 2.0、6.0、12.0、24.0、36.0、48.0、60.0 mg/L系列质量浓

度的标准血清样品，经“2.2”项下方法处理，进样分析，记录色

谱。以左乙拉西坦的峰高为应变量（y），浓度为自变量（x），进

行线性回归，得回归方程为y＝365.3x－157.5（r＝0.999 7）。结

果表明，左乙拉西坦血药浓度在2.0～60.0 mg/L范围内线性关

系良好。以信噪比≥3考察该药物的最低检出限，结果血清最

低检测限为0.5 mg/L。

3.3 精密度试验

配制左乙拉西坦3个质量浓度（12.0、36.0、48.0 mg/L）的血

清标准样品5份，当日测定，考察日内精密度；同法，在4 ℃放置

1、2、3、5、7 d测定，考察日间精密度。结果精密度良好，见表1。

表1 精密度及回收率试验结果

Tab 1 Results of precision and recovery tests

质量浓度，
mg/L

12.0
36.0
48.0

日内精密度（n＝6）
x±s，mg/L
11.82±0.32
36.11±0.67
49.18±0.80

RSD，％
2.70
1.86
1.63

日间精密度（n＝6）
x±s，mg/L
12.09±0.51
36.15±0.68
48.58±1.09

RSD，％
4.21
1.88
2.24

加样回收率（n＝3）
x±s，％

97.72±2.68
97.67±1.92
97.82±1.19

RSD，％
2.73
1.96
1.22

3.4 加样回收率试验

将同一血清标本，分别加入 12.0、36.0及 48.0 mg/L 3个浓

度的标准血清样本3份，做回收率试验，结果见表1。

3.5 干扰试验

在上述色谱条件下，分析多种临床上常与左乙拉西坦合

用的抗癫痫药物。结果，拉莫三嗪、卡马西平、奥卡西平、丙戊

酸、苯妥英钠、苯巴比妥、地西泮、氯硝安定等均不干扰左乙拉

西坦的测定。

3.6 血药浓度测定

临床上口服左乙拉西坦达稳态的患儿[左乙拉西坦片

30～60 mg/（kg·d）]，于晨服药前取血 1.0 ml，进行血药浓度测

定。结果，18例患儿血药浓度测定值为 2.8～20.1 mg/L，平均

为（9.53±6.12）mg/L，个体差异较大。

4 讨论
左乙拉西坦符合理想的抗癫痫药物药动学特点，口服吸

收迅速，生物利用度接近100％，与蛋白结合＜10％，可迅速通

过血脑屏障，呈线性药动学特点；不经肝脏代谢，不诱导细胞

色素P450酶，以原型经肾脏排泄，与其他药物无相互作用，安全

性好。国外已应用于儿童及成人各种类型的癫痫单药治疗和

添加治疗，有很好的疗效和安全性。《国际治疗药物监测抗癫

痫药物治疗监测指南》认为在特殊人群（儿童、老年人、孕妇）

服用抗癫痫药物时有必要对所有药物进行治疗药物监测[4]。

本文建立的以高效液相色谱法测定左乙拉西坦血药浓度

的方法，是在参考文献 [3]基础上加以改进的。筛选色谱条件

时，对左乙拉西坦溶液在190～400 nm波长范围内进行光谱扫

描，左乙拉西坦只有末端吸收，经205、210、214 nm波长处左乙

拉西坦色谱峰对比优化，最终选用205 nm为检测波长；流动相

选用磷酸盐缓冲液（pH 4.5）和乙腈，调节两者的比例，使保留

时间为 10 min左右，左乙拉西坦主峰与血清中内源性物质峰

有较好的分离度；固定相的选择以 SunFire C18柱较 Symmetry

C18柱色谱行为更优。总之，该方法色谱分离理想、线性关系良

好、精密、准确、特异性强、回收率高、操作简便，适用于临床血

药浓度监测。本试验为癫痫患儿合理用药、促进个体化药物

治疗、提高癫痫的控制率奠定了基础。
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复方对乙酰氨基酚Ⅱ胶囊溶出度和人体生物等效性研究Δ
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摘 要 目的：研究复方对乙酰氨基酚Ⅱ胶囊的溶出度，并考察其与上市片剂的人体生物等效性。方法：溶出度测定方法采用

2010年版《中国药典》（二部）附录ⅩC第一法，以盐酸溶液为溶出介质，转速100 r/min，检测波长273 nm；生物等效性采用随机双交

叉试验，18名健康受试者分别单剂量口服复方对乙酰氨基酚Ⅱ胶囊（受试制剂）与片剂（参比制剂）后，用高效液相色谱串联质谱

电喷雾（HPLC-MS/MS）法测定血药浓度，计算药动学参数，评价生物等效性。结果：受试制剂与参比制剂中对乙酰氨基酚和咖啡

因在15 min时的累积溶出量＞85％，异丙安替比林相似因子（f2）＝85；受试制剂相对于参比制剂的生物利用度分别为对乙酰氨基

酚（103.2±11.3）％、异丙安替比林（108.0±29.5）％、咖啡因（110.1±48.3）％。结论：两种制剂的体外溶出行为相似，体内生物等

效。

关键词 复方对乙酰氨基酚Ⅱ胶囊 ；咖啡因；异丙安替比林；溶出度；生物等效性

Study on the Dissolution of Compound Paracetamol ⅡCapsules and Bioequivalence in Healthy Volunteers
YU Chun-mei，ZHOU Cheng-lin，XU Jie，CHEN Lan，LUO Hong，PU Dao-jun（Institute of Drug Reaserch，South-
west Pharmaceutical Co.，Ltd.，Chongqing 400038，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To study the dissolution of Compound paracetamol Ⅱ capsules and bioequivalence of it and tablet on

the market. METHODS：First method of appendix in 2010 edition of Chinese Pharmacopoeia（part ⅡⅩC） was adopted in the de-

termination of dissolution，which was as follows：hydrochloric acid slontion as medium；rotation speed of 100 r/min；detection

wavelength of 273 nm. By randomized crossover study of bioequivalence，18 healthy volunteers were given Compound paracetamol

Ⅱ capsules （test preparation） and Compound paracetamol Ⅱ tabelts （reference peparation）. The blood concentration of

paracetamol was determined by HPLC-MS/MS. RESULTS：The accumulative dissolution of paracetamol and caffeine in two prepa-

rations exceeded 85％ in 15 mins；similarity factor（f2）of propyphenazone was 85；the relative bioavailability of test preparation to

reference preparation were（103.2±11.3）％ for paracetamol，（108.0±29.5）％ for propyphenazone and（110.1±48.3）％ for caf-

feine. CONCLUSIONS：In vitro dissolution behavior of two preparations is similar，and two preparations are bioequivalent in vivo.

KEY WORDS Compound paracetamol Ⅱcapsules；Caffeine；Propyphenazone；Dissolution；Bioequivalence
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复方对乙酰氨基酚Ⅱ胶囊疗效确切，退热镇痛作用明显，

不良反应较同类品种小，广泛应用于解热镇痛。本品处方中

含对乙酰氨基酚、异丙安替比林和无水咖啡因 3种成分：对乙

酰氨基酚和异丙安替比林系通过抑制中枢神经系统的前列腺

素合成产生镇痛作用；无水咖啡因为中枢兴奋药，可收缩脑血

管、减少脑血管搏动幅度从而增强镇痛效果；解热作用系通过

下视丘体温调节中枢而起作用。国内外主要将其用于治疗各

类疼痛症，如头痛、牙痛、月经痛、神经痛、风湿痛等。笔者根据

已经建立的复方对乙酰氨基酚Ⅱ胶囊的溶出度测定方法，对自

制的胶囊和已上市销售的片剂进行了溶出曲线的对比研究，同

时进行了两者的生物等效性研究，为全面评价研究制剂的科学

性、工艺合理性、临床的安全有效性提供试验依据。

1 材料
1.1 仪器

HP1260高效液相色谱仪（美国安捷伦公司）；API3000三

重四极杆质谱仪，配有电喷雾离子源（美国Applied Biosystems

公司 ）；ZRS-8C 智能溶出度仪（天津大学仪器厂）；Met-

tler-AB204电子天平（瑞士Mettler公司）。

1.2 药品与试剂

受试制剂：复方对乙酰氨基酚Ⅱ胶囊（本课题组开发研

制，规格：每粒含对乙酰氨基酚 125 mg、异丙安替比林 75 mg、

无水咖啡因25 mg，批号：20110701）；参比制剂：复方对乙酰氨

基酚片（Ⅱ）（西南药业股份有限公司上市销售品种，规格：每

片含对乙酰氨基酚250 mg、异丙安替比林150 mg、无水咖啡因
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