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［摘　 要］ 　 建立了 ＨＰＬＣ 法测定猪血浆中帕托珠利含量的方法。 色谱柱为安捷伦 ＺＯＲＢＡＸ Ｅｃｌｉｐｓｅ

ＸＤＢ－Ｃ１８ 柱（２５０ ｍｍ×４．６ ｍｍ，５μｍ），流动相 ０．２％乙酸水溶液－乙腈（４７ ∶ ５３），柱温 ３５ ℃，流速为

１ ｍＬ ／ ｍｉｎ，检测波长为 ２５０ ｎｍ。 在本方法条件下，帕托珠利在 ０．１ ～ １０ μｇ ／ ｍＬ 浓度范围内线性关系

良好（ｒ＞０．９９９），检测限（ＬＯＤ）为 ０．０４ μｇ ／ ｍＬ，定量限（ＬＯＱ）为 ０．１ μｇ ／ ｍＬ，批内和批间回收率均大

于 ９０％，批内和批间精密度 ＲＳＤ 均小于 ９％。 本方法简单、准确、快速，可用于测定猪血浆中帕托珠

利的含量。
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　 　 帕托珠利（Ｐｏｎａｚｕｒｉｌ），又名妥曲珠利砜（Ｔｏｌｔｒａｚｕｒｉｌ
ｓｕｌｆｏｎｅ），化学名为 １－甲基－３－［３－甲基－４－（４－三
氟甲基砜基－１－苯氧基） －苯基］ －［１，３，５］ －三嗪－

［２，４，６］－三酮，分子式 Ｃ１８Ｈ１４Ｆ３Ｎ３Ｏ６Ｓ。 帕托珠利

属三嗪酮类药物，主要用于治疗原虫疾病，该药最

早由德国 Ｂａｙｅｒ 公司开发，并于 ２００１ 年经 ＦＤＡ 批

准在美国上市。 帕托珠利对球虫的各个发育阶段

都有效果，具有用药量低，安全性高，无耐药性等特

点［１］，凭借其强大的抗原虫效果以及相对低廉的价

格，在其上市后就迅速占领美国市场［２］。 目前测定

帕托珠利的方法主要有 ＨＰＬＣ［２－４］ 法和 ＬＣ－ＭＳ［５－７］

法两种，研究采用的是 ＨＰＬＣ 法，旨在建立一种可

以在猪血浆中准确快速测定帕托珠利含量方法，以
期为研究帕托珠利在猪体内的代谢动力学提供

基础。
１　 材料与方法

１．１　 仪器与试剂　 高效液相色谱仪：Ａｇｉｌｅｎｔ １２６０，
安捷伦公司；电子分析天平：感量 ０．０００１ ｇ，德国赛

多丽丝天平公司；超声仪：ＫＳ－２５０Ｄ，宁波科生仪器

厂；超纯水设备：ＵＰＨ－１１－２０Ｔ，成都超纯科技有限

公司；氮吹仪：Ｏｒｇａｎｏｍａｔｉｏｎ Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ 公司；台式高

速离心机：Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ ５８１０ Ｒ，Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司；微量

移液器：１０、２００、１０００ μＬ，Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司。
帕托珠利对照品（含量 ９９．６％，批号：１８０５０２ＷＳ）

购自湖北龙翔药业科技股份有限公司；甲醇，色谱

纯，购自美国 ＴＥＤＩＡ 公司；乙腈，色谱纯，购自美国

ＴＥＤＩＡ 公司；乙酸，色谱纯，购自德国 ＣＮＷ 公司；乙
酸乙酯，分析纯，国药集团化学试剂有限公司。
１．２　 方法

１．２．１　 提取方法　 准确吸取 ２００ μＬ 血浆于 ２ ｍＬ 离

心管中，加入 １ ｍＬ 乙酸乙酯涡旋 ３ ｍｉｎ，１２０００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 １０ ｍｉｎ，将上清液移至 １０ ｍＬ 离心管中，下层

残渣用 ０．５ ｍＬ 乙酸乙酯重复提取一次，合并上清

液并于氮气下吹干。 氮吹后的残渣用 ２００ μＬ 流动

相复溶，１２０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，取上清经０．２２ μｍ
有机滤膜过滤，滤液供 ＨＰＬＣ 分析。
１．２．２　 色谱条件　 色谱柱：安捷伦 ＺＯＲＢＡＸ Ｅｃｌｉｐｓｅ
ＸＤＢ－Ｃ１８ 柱（２５０ ｍｍ×４．６ ｍｍ，５ μｍ）；流动相：乙

腈－０．２％乙酸水溶液（５３ ∶ ４７，Ｖ ／ Ｖ）；流速 １ ｍＬ ／ ｍｉｎ；
紫外检测波长 ２５０ ｎｍ；柱温 ３５ ℃；进样量：２０ μＬ。
１．２．３　 试液的配制　 标准储备液与质控储备液：准
确称取约 １０ ｍｇ 帕托珠利标准品于 １０ ｍＬ 容量瓶

中，用甲醇定容并稀释至刻度，浓度为 １ ｍｇ ／ ｍＬ，于
－２０ ℃保存。 质控储备液于做稳定性试验当日配。
工作液：准确吸取适量帕托珠利标准储备液，用流

动相稀释成一定浓度的系列浓度的标准工作液，现
配现用。
１．３　 方法学验证

１．３．１　 准确度与精密度的测定　 按照生物样品定

量分析指导原则，用质控储备液配制定量限、低、
中、高四个血浆浓度添加水平， 即 ０． １、 ０． ２、 ５、
７．５ μｇ ／ ｍＬ四个血浆添加浓度。 以 １．２．１ 项的前处

理方法进行处理后，按照 １．２．２ 项的条件进行检测。
每批每个浓度制备 ５ 个平行，连续 ３ ｄ。 测定结果带

入当天绘制的标曲中，计算回收率以及变异系数。
１．３．２　 稳定性考察　 按照生物样品定量分析指导原

则，采用低和高浓度质控样品进行稳定性的考察。
１．３．２．１　 储备液在冻存条件下的稳定性 　 用质控

储备液配制浓度为 ０．２、７．５ μｇ ／ ｍＬ 的帕托珠利标准

工作液，每个浓度 １５ 个平行，并分别于 ０、３０、６０ ｄ
上机分析。 通过与第 ０ 天数据比较，考察储备液冻

存期间（－２０ ℃）的稳定性。
１．３．２．２　 血浆样品在冻存条件下的稳定性 　 用质

控储备液配制浓度为 ０．２、７．５ μｇ ／ ｍＬ 的帕托珠利血

浆添样品，每个浓度 １５ 个平行，并于－２０ ℃条件下

冻存。 分别在 ０、３０、６０ ｄ 对样品进行分析。 通过与

第 ０ 天数据比较，考察血浆样品冻存期间（－２０ ℃）
的稳定性。
１．３．２．３　 血浆样品反复冻融的稳定性 　 用质控储

备液配制浓度为 ０．２、７．５ μｇ ／ ｍＬ 的帕托珠利血浆添

样品，每个浓度 １０ 个平行。 每个浓度的 ５ 个平行

立刻处理分析，得到 ０ 时数据。 其余样品在－２０ ℃
冻存 １ ｄ 后取出解冻，之后再次冷冻、解冻，反复 ３
次循环处理，两次冻融时间间隔至少为 ５ ｈ。 通过

与 ０ 时数据比较，考察血样反复冻融的稳定性。
１．３．２．４　 血浆样品在室温放置的稳定性 　 用质控
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储备液配制浓度为 ０．２、７．５ μｇ ／ ｍＬ 的帕托珠利血浆

添样品，每个浓度 ５ 个平行，并立刻处理分析，得到

０ 时数据，之后在室温（约 ２０ ℃）６ ｈ 后进行样品分

析。 通过与 ０ 时数据比较，考察血样室温放置的稳

定性。

２　 结果与分析

２．１　 色谱行为　 由帕托珠利标准品、空白血浆、空
白添加样品的分离图谱可知，空白血浆与杂质对帕

托珠利出峰无明显干扰，帕托珠利出峰良好，保留

时间在 ９ ｍｉｎ 左右（图 １）。

图 １　 ＨＰＬＣ 色谱图（Ａ、Ｂ、Ｃ 分别为空白血浆、０．１μｇ ／ ｍＬ 帕托珠利标准品、空白血浆添加 ０．１μｇ ／ ｍＬ 帕托珠利标准品）

Ｆｉｇ １　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ（Ａ， Ｂ， ａｎｄ Ｃ ａｒｅ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ｂｌａｎｋ ｐｌａｓｍａ，

ｐｏｎａｚｕｒｉｌ ｓｔａｎｄａｒｄ ａｔ ０．１μｇ ／ ｍＬ ａｎｄ ｓｐｉｋｅｄ ｐｉｇ ｐｌａｓｍａ ａｔ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ０．１μｇ ／ ｍＬ）
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２．２　 标准曲线和线性范围　 由表 １ 所示帕托珠利

在 ０．１０ ～ １０．００ μｇ ／ ｍＬ 浓度范围内，标准工作液中

帕托珠利与峰面积呈良好的线性关系（ ｒ≥０．９９９）
（表 １）。 以标准工作液药物浓度为横坐标，峰面积

为纵坐标，绘制的标准曲线见图 ２。

表 １　 帕托珠利标准回归方程及相关系数

Ｔａｂ １　 Ｌｉｎｅａｒ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｅｑｕａｔｉｏｎ ａｎｄ

ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｏｆ ｐｏｎａｚｕｒｉｌ

批次
线性范围

／ （μｇ·ｍＬ－１）
标准曲线回归方程 相关系数 ｒ

１ ０．１０～１０．００ ｙ＝ ５２．１２０ｘ＋０．０５９３ ０．９９９７

２ ０．１０～１０．００ ｙ＝ ５２．５３７ｘ＋０．４５０２ ０．９９９７

３ ０．１０～１０．００ ｙ＝ ５３．４４３ｘ－０．３２１７ ０．９９９９

图 ２　 帕托珠利标准曲线图

Ｆｉｇ ２　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｗｏｒｋｉｎｇ ｃｕｒｅ ｏｆ ｐｏｎａｚｕｒｉｌ

２．３　 检测限和定量限　 帕托珠利在猪血浆中的最

低检测限为 ０．０４ μｇ ／ ｍＬ，最低定量限为 ０．１ μｇ ／ ｍＬ。
２．４　 准确度和精密度　 猪血浆中帕托珠利测定方

法准确度和精密度的测定结果见表 ２。 由表 ２ 可

见，猪血浆样品在 ０．１～１０ μｇ ／ ｍＬ 时，批内和批间回

收率均大于 ９０％，批内和批间变异系数均小于 ９％，
该方法符合生物样定量分析指导原则的要求且重

复性良好。
２．５　 稳定性　 帕托珠利储备液稳定和血浆样品稳

定性的考察结果分别见表 ３ 和表 ４。 结果显示，储
备液冻存稳定 （ ＲＳＤ ＜ ４％），血浆样品冻存稳定

（ＲＳＤ ＜ ８％），血浆样品反复冻融后稳定 （ ＲＳＤ ＜
６％），血浆样品室温放置稳定（ＲＳＤ＜４％），表明帕

托珠利在整个实验中过程中基本没有降解。

表 ２　 血浆样品中帕托珠利的相对回收率和精密度

Ｔａｂ ２　 Ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ ｐｏｎａｚｕｒｉｌ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ

ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｉｎ ｐｌａｓｍａ

项目
添加浓度

／ （μｇ·ｍＬ－１）
平均回收率

ｘ±ＳＤ ／ ％
ＲＳＤ ／ ％

批内（ｎ＝ ５）

０．１ １０４．９７±４．１５ ４．０４

０．２ １０１．２３±２．３２ ２．２０

５ ９０．７６±１．７７ １．９２

７．５ ９１．７２±３．４２ ３．３９

批间（ｎ＝ １５）

０．１ ９７．４５±７．９３ ８．１３

０．２ ９６．３５±６．１４ ６．４４

５ ９２．６６±３．４７ ３．７４

７．５ ９０．４５±３．６０ ３．９３

表 ３　 帕托珠利储备液在－２０ ℃储存条件下的稳定性

Ｔａｂ ３　 Ｔｈｅ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｐｏｎａｚｕｒｉｌ ｓｔｏｃｋ ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ
ｓｔｏｒｅｄ ａｔ －２０ ℃

项目
添加浓度

／ （μｇ·ｍＬ－１）
峰面积 ｘ±ＳＤ

／ （ｍＡＵ）
ＲＳＤ ／ ％

储备液冻存
稳定性（ｎ＝ １５）

０．２ １３．００５±０．０３２ ３．１８８

７．５ ４１４．９１３±６．６４８ １．６０２

表 ４　 帕托珠利血浆样品的稳定性

Ｔａｂ ４　 Ｔｈｅ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｐｏｎａｚｕｒｉｌ ｉｎ ｐｌａｓｍａ

项目
添加浓度

／ （μｇ·ｍＬ－１）
实测浓度 ｘ±ＳＤ
／ （μｇ·ｍＬ－１）

ＲＳＤ ／ ％

血浆样品冻存
稳定性（ｎ＝ １５）

０．２ ０．１９８±０．０１４ ７．１６２

７．５ ６．８８９±０．２１８ ３．１６６

血浆样品冻融
稳定性（ｎ＝ １０）

０．２ ０．１９６±０．０１０ ５．０１０

７．５ ６．８７９±０．０３０ ２．９５４

血浆样品室温
稳定性（ｎ＝ ５）

０．２ ０．１７８±０．００６ ３．４６５

７．５ ６．６１３±０．２１９ ３．３０４

３　 讨论与结论

３．１　 色谱条件的优化 　 根据文献报道，本实验分

别尝试了以甲醇－水、甲醇－０．２％乙酸水、乙腈－水、
乙腈－ ０． ２％乙酸水作为流动相。 结果显示，以甲

醇－水和甲醇－０．２％乙酸水系统作为流动相时，分
离效果不理想，药物洗脱时间过长；而以乙腈－水体

系作为流动相时，主峰会出现拖尾现象，因此，选择
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乙腈－０．２％乙酸水作为流动相。 在本研究中发现，
适当提高乙腈在流动相中的比例，可极大程度缩短

帕托珠利的保留时间，当乙腈在流动相中的比例达

到 ５７％时，主峰可与杂峰完全分离。 在柱温低于

３５ ℃时，低浓度样品主峰峰形较差，由于柱温过高

会减少色谱柱的使用寿命，故选择柱温 ３５ ℃，在此

条件下，帕托珠利的出峰时间在 ９ ｍｉｎ 左右。 由于

在猪血浆样品中 ２０ ｍｉｎ 左右会出现干扰杂峰，为了

不影响下一个样品的检测，选择 １３ ｍｉｎ 作为一个样

品的分析周期。
３．２　 提取条件的优化 　 据文献报道，帕托珠利样

品的提取剂选择主要有乙酸乙酯［３］、乙腈［８－１０］、甲
醇［１］等，本试验分别对这 ３ 种提取剂进行了考察，
结果发现，３ 种提取剂的提取回收率均可达到 ９０％
左右，但乙腈和甲醇属于蛋白沉淀剂，提取后所含

杂质较多，影响低浓度样品测定的准确性。 而乙酸

乙酯的提取属于液液萃取，相比于蛋白沉淀，提取

后杂质明显减少，同时乙酸乙酯的挥发性强于其他

提取剂，可明显缩短氮吹时间，提高工作效率。
研究所建立的猪血浆测定帕托珠利的方法操

作简单，灵敏度高，血浆中帕托珠利的线性范围为

０．１ ～ １０ μｇ ／ ｍＬ，样品回收率高，平均回收率大于

９０％，能够准确测定各个时间点的血浆药物浓度。
在方法学论证和稳定性考察中，准确度、精密度和

各个阶段的稳定性均符合生物样定量分析指导原

则的要求，能够保证检测结果的准确性和重现性。
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