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丙戊酸（VPA）是一种不含氮的广谱抗癫痫药，作为原发
性全面性癫痫、失神、肌阵挛发作的首选药物，对部分性发作、

继发性全面性发作也有不同程度的治疗作用[1-2]。VPA血药浓
度与药效的相关性明显大于其剂量与药效的相关性，其安全
范围窄，有效的血药浓度范围为 50～100 μg/ml，故＜50 μg/ml

不能有效控制病情，＞100 μg/ml则会增加严重毒副反应发生
率且疗效无明显增加[2]。VPA体内吸收和代谢存在较大的个
体差异[2-3]，合并用药、药物剂型以及患者年龄、体质量等众多
因素都可引起血药浓度的变化[4]。因此，VPA治疗癫痫患者长
期用药或增减药物剂量时，需进行血药浓度监测，以此有效判
断临床用药剂量与效果的关系，便于及时调整药物剂量，使
VPA最小剂量发挥最大效果，降低毒副作用。建立准确的测
定方法是准确测定VPA血药浓度的基础。VPA结构中没有紫
外吸收基团，在使用高效液相色谱（HPLC）串联紫外检测器测
定VPA血药浓度时需要进行柱前衍生化反应，原理为在酸性

条件下用有机溶剂提取血清中的 VPA，在三乙胺催化下将
VPA羧基端连接上具有紫外吸收的基团后测定。笔者查阅近
年来国内外相关文献，拟对文献报道的柱前衍生化HPLC法测
定人血浆中VPA浓度的色谱条件和衍生化反应条件进行归纳
和总结，旨在为新方法的开发提供参考。

1 2-溴-对硝基苯乙酮作为衍生化试剂
1.1 色谱条件

以2-溴-对硝基苯乙酮为衍生化试剂测定VPA血药浓度的色
谱条件见表1。由表1可见，测定方法均进行了方法学验证，流动
相采用甲醇-水体系，流速大多为1.0 ml/ min，柱温设置在25～

30℃，进样体积均为20 μl，内标均为环己烷羧酸。线性范围均能
满足临床测定需求，线性范围的质量浓度下限为5 μg/ml，上限为
275.86 μg/ml。VPA的保留时间为8.8～13.7 min，内标的保留时
间为5.5～7.3 min，检测波长为248～265 nm。

1.2 衍生化条件
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摘 要 目的：了解柱前衍生化高效液相色谱（HPLC）法测定人血浆中丙戊酸（VPA）浓度的色谱条件和衍生化反应条件。方法：
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果与结论：柱前衍生化HPLC法测定人血浆中VPA浓度的衍生化试剂主要为2-溴-对硝基苯乙酮和2-溴苯乙酮，酸化试剂主要为

硫酸，反应用三乙胺催化，反应温度大多为50 ℃；色谱分离多用甲醇-水体系，内标大多选用环己烷羧酸。可以此为基础，建立更

快、更准确、更稳定的VPA血药浓度测定新方法。

关键词 高效液相色谱法；柱前衍生化；丙戊酸；血浆浓度测定；治疗药物监测

Δ基金项目：国家自然科学基金资助项目（No.81301118）

＊药士。研究方向：药物分析、临床药学。电话：010-67096862。

E-mail：309352312@qq.com

# 通信作者：主管药师，博士。研究方向：药物化学、药物分析。

电话：010-67096857。E-mail：meishenghui1983@126.com

表1 以2-溴-对硝基苯乙酮为衍生化试剂测定VPA血药浓度的色谱条件

研究者
张伟东等[5]

李炳东[6]

周莉华等[7]

李文艳等[8]

流动相（V/V）

甲醇-水（77 ∶23）

甲醇-水（80 ∶20）

甲醇-水（80 ∶20）

甲醇-水（72.5 ∶27.5）

柱温，℃
30

30

30

25

流速，ml/min

1.0

1.0

0.9

1.0

波长，nm

248

265

265

264

内标
环己烷羧酸
环己烷羧酸
环己烷羧酸
环己烷羧酸

线性范围，μg/ml

19.43～275.86

8.96～134.40

10～150

5～250

进样体积，μl

20

20

20

20

待测物保留时间/内标保留时间，min

9.82/5.88

8.8/5.5

13.7/7.3

以2-溴-对硝基苯乙酮为衍生化试剂测定VPA血药浓度的

衍生化条件见表 2。由表 2可见，血清用量介于 50～1 000 μl；

萃取前加入的酸化液均为硫酸，浓度为 1～3 mol/L，用量介于

100～500 μl；萃取溶剂以正己烷为主，体积介于1～6 ml；衍生

化试剂的浓度不同，用量变化较大，绝对用量介于 25～

1 000 μg；催化剂均为三乙胺，用量变化较大，从 10～100 μl均

有报道；反应温度介于48～60 ℃，反应时间介于10～15 min。

2 2-溴苯乙酮作为衍生化试剂
2.1 色谱条件

以2-溴苯乙酮为衍生化试剂测定VPA血药浓度的色谱条

件见表3。2-溴苯乙酮又名α-溴苯乙酮或ω-溴苯乙酮，是文献
报道最多的衍生化试剂。由表3可见，以2-溴苯乙酮为衍生化
试剂测定VPA血药浓度的文献报道中，多采用甲醇-水作为流
动相，流速介于 0.5～1.2 ml/min，柱温控制在 30～40 ℃，进样
体积为2～20 μl，内标均为环己烷羧酸。线性范围均能满足临
床测定需求，质量浓度下限为 6.25 μg/ml，上限为 200 μg/ml。
待测物保留时间介于 2.725～18.565 min，内标保留时间介于
1.63～8.615 min，检测波长为248 nm和262 nm。

2.2 衍生化条件
以2-溴苯乙酮为衍生化试剂测定VPA血药浓度的衍生化

条件见表 4。由表 4可见，血清用量为 100～250 μl；酸化液均
为硫酸，浓度均为 1 mol/L，用量从 50～200 μl均有使用；萃取
溶剂以正己烷为主，乙醚和正戊烷也有使用，体积介于0.6～4

ml；衍生化试剂的浓度不同，用量变化较大，绝对用量介于
50～500 μg；催化剂均为三乙胺，用量为 10～50 μl；反应温度
为50～65 ℃，反应时间为10～15 min。
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表2 以2-溴-对硝基苯乙酮为衍生化试剂测定VPA血药浓度的衍生化条件

研究者

张伟东等[5]

李炳东[6]

周莉华等[7]

李文艳等[8]

血清用量，
μl

200

50

100

1 000

萃取前酸化液
品名

硫酸
硫酸
硫酸
硫酸

萃取前酸化液
浓度，mol/L

1

1

3

3

萃取前酸化液
用量，μl

200

100

100

500

萃取溶剂
品名

正己烷
石油醚
正己烷
正己烷

萃取溶剂
体积，ml

3

1

2

6

衍生化试剂质量
浓度，mg/ml

0.494

5.

10.

衍生化试剂
用量，μl

20

50

50

100

催化剂
品名

三乙胺
三乙胺
三乙胺
三乙胺

催化剂
用量，μl

20

50

10

100

反应温度，
℃

48

30

50

55～60

反应时间，
min

15

10

10

15

表3 以2-溴苯乙酮为衍生化试剂测定VPA血药浓度的色谱条件

研究者
袁孔现等[9]

胡伟等[10]

杨春兰等[11]

张志国等[12]

段自皡等[13]

胡琳[14]

汪宝军等[15]

陈艳等[16]

流动相（V/V）

乙腈-水（70 ∶30）

甲醇-水（60 ∶40）

甲醇-水（82 ∶18）

甲醇-水（75 ∶25）

乙腈-水（75 ∶25）

甲醇-水（79 ∶21）

甲醇-水（75 ∶25）

甲醇-水（65 ∶35）

柱温，℃
40

40

30

30

35

40

40

30

流速，ml/ min

1.

0.5

1.

1.

1.

1.

1.

1.2

波长，nm

248

248

248

248

248

248

248

262

内标
环己烷羧酸
环己烷羧酸
环己烷羧酸
环己烷羧酸
环己烷羧酸
环己烷羧酸
环己烷羧酸
环己烷羧酸

线性范围，μg/ml

8.3～132.74

16.632～166.32

12.5～150

18.8～150.4

6.25～200

12.5～200

11.24～180.96

20～200

进样体积，μl

20

2

10

15

20

10

20

20

待测物保留时间/内标保留时间，min

6.04/3.98

2.725/1.63

10.9/7.0

7.1/4.7

18.565/8.615

表4 以2-溴苯乙酮为衍生化试剂测定VPA血药浓度的衍生化条件

研究者

袁孔现等[9]

胡伟等[10]

杨春兰等[11]

张志国等[12]

段自皡等[13]

胡琳[14]

汪宝军等[15]

陈艳等[16]

血清用量，
μl

100

200

100

200

100

250

200

100

萃取前酸化液
品名

硫酸
硫酸
硫酸
硫酸
硫酸
硫酸
硫酸
硫酸

萃取前酸化液
浓度，mol/L

1

1

1

1

1

1

1

1

萃取前酸化液
用量，μl

50

100

50

200

100

100

100

100

萃取溶剂
品名

正戊烷
正己烷
正己烷
正己烷
正戊烷
正己烷
乙醚

正戊烷

萃取溶剂
体积，ml

4.

0.8

0.6

4.

5.

2.

2.

4.

衍生化试剂质量
浓度，mg/ml

1.

10.105

10.

5.016

1.2

10.

10.

10.

衍生化试剂
用量，μl

50

10

10

40

100

50

10

10

催化剂
品名

三乙胺
三乙胺
三乙胺
三乙胺
三乙胺
三乙胺
三乙胺
三乙胺

催化剂
用量，μl

50

10

10

20

20

20

10

10

反应温度，
℃

60～65

53

55

61～65

55

50

55

50~55

反应时间，
min

10

15

15

15

10

15

10

2.3 其他衍生化试剂
文献报道中的VPA血药浓度监测除了以2-溴-对硝基苯乙

酮和 2-溴苯乙酮作为衍生化试剂外，还有少数文献使用 2，4′-
二溴苯乙酮和ε-溴苯乙酮作为衍生化试剂，其液相色谱条件和
衍生化条件与以2-溴-对硝基苯乙酮和2-溴苯乙酮作为衍生化
试剂的相差不大。其他衍生化试剂测定VPA血药浓度的色谱

条件与衍生化条件见表5、表6。

表5 其他衍生化试剂测定VPA血药浓度的色谱条件

研究者

邹小琴等[17]

Chen ZJ等[18]

流动相
（V/V）

甲醇-乙醇-水
甲醇-水（76 ∶24）

柱温 ，
℃

35

流速 ，
ml/min

1.1

1.

波长，
nm

248

254

内标

环己基丙酸
辛酸

线性范围，
μg/ml

5～150.5

5～200

进样体积，
μl

20

10

表6 其他衍生化试剂测定VPA血药浓度的衍生化条件

研究者

邹小琴等[17]

Chen ZJ 等[18]

血清用量，
μl

50

200

萃取前酸化液
品名

硫酸
盐酸

萃取前酸化液浓度，
mol/L

3

1

萃取前酸化液用量，
μl

50

200

萃取溶剂
品名

乙醚
乙酸乙酯

萃取溶剂
体积，ml

2

1.5

衍生化
试剂品名

2，4′-二溴苯乙酮
2，4′-二溴苯乙酮

衍生化试剂质量
浓度，mg/ml

2

12

衍生化
试剂用量，μl

100

50

催化剂
品名

三乙胺
三乙胺

催化剂
用量，μl

40

10

反应温度，
℃

55

70

反应时间，
min

30

40

3 结语
VPA各种剂型的药品经酸化转变成VPA后，才能用有机

溶剂萃取，常用的衍生化试剂有 2-溴-对硝基苯乙酮和 2-溴苯
乙酮。在VPA的柱前衍生化测定过程中，色谱条件和衍生化
条件是试验的重要影响因素。衍生化试剂用量与VPA浓度之
比一般为 2.5～10。张志国等 [12]的研究考察了 HPLC 法测定
VPA血药浓度的衍生化影响因素，当该比值＜7.33时可能会衍
生化不完全，造成峰面积偏低。由于VPA可挥发，袁孔现等[9]探
讨HPLC法测定血清中VPA浓度质控方法的研究显示，以水
浴温度介于48～70 ℃、反应时间为10～20 min，经正交试验比
较发现，在 55 ℃反应 15 min 为宜[9]。胡伟等[10]采用柱前衍生
HPLC 法测定人血清中 VPA 浓度的研究发现，光照条件所得
VPA峰面积为避光反应的10倍以上。氮气吹干的效果比空气
吹干好，用不同流量的氮气吹干，相对标准偏差均在合理范围
内[12]。付翠香等[19]的研究表明，反应温度＞45 ℃时，VPA衍生
物的峰面积不再增加，温度太高或加热时间太长，易引起VPA
挥发而影响测定结果。

纳入本综述的文献中常用的萃取溶剂有正戊烷、正己烷

和乙醚。正戊烷沸点低、挥发性强、成本更低、提取更方便，且
衍生化结束时基本挥干，测定结果稳定。周莉华等 [7]研究发
现，在酸性条件下用有机溶剂萃取VPA时，使用硫酸浓度为 3

mol/L酸化比 1 mol/L酸化的萃取回收率高。张伟东等[5]的研
究发现，用正己烷萃取时会出现乳化现象，提高正己烷用量至
3 ml即可防止乳化。段自皞等[13]的研究采用的萃取溶剂为正
戊烷，结果显示峰形理想、分离效果好、柱效高。正戊烷沸点
为36.1 ℃，水浴温度高于其沸点，因此水浴衍生化过程中无需
氮气吹干，溶剂基本挥发至干，方法简便、快速。但是，李炳东[6]

的研究认为正己烷、环己烷、正戊烷沸点均较低，操作中挥发
会影响测定结果，且萃取时均会带入一定量的水分，直接影响
检测结果，故采用石油醚作提取溶剂。由于VPA的衍生化反
应产物与环己烷羧酸的结构相似，故较多选用环己烷羧酸为
内标。

纳入本综述的文献大多采用甲醇-水作为流动相，可能是
因为价格便宜且能满足分离测定需求。袁孔现等[9]的研究选
择乙腈作流动相，原因为乙腈的黏度低于甲醇，可以减小试验
过程中产生的压力，降低试验设备负荷。三乙胺作为催化剂
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丁香酚是丁香及丁香罗勒油的主要成分，作为一种天然

香料，具有解热、镇痛、抗炎、抗氧化、抑制花生四烯酸代谢、抗

血小板聚集、抗血栓形成等药理活性[1-4]，临床常用于镇痛、麻

醉、抗炎等方面[5]。丁香酚等苯丙醇类清除一氧化氮（NO）自

由基的活性较好，提示其对NO诱导的肿瘤有抑制作用[1]。丁

香酚有优良的透皮吸收促进作用，可发挥促渗与治疗的双重

功 效 。 透 皮 给 药 系 统（Transdermal drug delivery system，

TDDS）或称透皮吸收系统（Trandermal therapeutic system，
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摘 要 目的：了解丁香酚透皮吸收的研究进展，为其临床应用提供参考。方法：查阅近年来国内外相关文献，对丁香酚透皮给药

的特性、透皮吸收的影响因素及透皮给药的方法等研究进行归纳和总结。结果：丁香酚具有一定的透皮性能，其透皮吸收的影响

因素包括透皮吸收促透剂、基质的性质和药粉粒径等，其透皮给药的方法包括制成纳米乳给药、环糊精包合的凝胶剂给药及穴位

给药等。结论：选择合适的基质、透皮吸收促透剂、透皮给药方法对丁香酚的透皮吸收具有重要意义。

关键词 丁香酚；透皮吸收；透皮给药

能中和反应中生成的溴化氢，阻止反应向逆反应进行，使VPA

酯化完全，同时还可改善色谱峰峰形。

综上所述，笔者归纳和总结了不同柱前衍生化HPLC法在
测定VPA血药浓度中的色谱条件和衍生化条件，结果显示柱
前衍生化HPLC法测定VPA血药浓度的衍生化试剂主要为2-

溴-对硝基苯乙酮和2-溴苯乙酮，酸化试剂主要为硫酸，反应用
三乙胺催化，反应温度大多为 50 ℃，反应产物多用环己烷提
取；色谱分离多用甲醇-水体系，内标大多选用环己烷羧酸。建
议以此为基础，为VPA安全使用时的血药浓度监测建立更快、

更准确、更稳定的新方法。
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