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高效液相色谱法同时测定人尿液中布洛芬和吲哚美辛的浓度Δ
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摘 要 目的：建立同时测定人尿液中布洛芬和吲哚美辛浓度的方法。方法：尿液样品经乙腈沉淀蛋白后，采用高效液相色谱法

测定。色谱柱为Discovery C18，流动相为乙腈-20 mmol/L乙酸铵溶液（85 ∶ 15，V/V，用冰醋酸调节pH至3.5），紫外检测波长为220

nm，流速为1.0 mL/min，柱温为室温，进样量为80 μL。结果：布洛芬和吲哚美辛的尿药浓度均在0.1～50.0 μg/mL范围内线性关系

良好（r分别为0.999 6、0.999 5，n＝3），定量下限均为0.1 μg/mL，最低检测限均为0.03 μg/mL；日内、日间RSD均小于10％（n＝5），

准确度为94.7％～97.2％；布洛芬和吲哚美辛的提取回收率分别为89.5％～91.8％、90.2％～92.4％（RSD均小于10％，n＝15）。结

论：该方法简便、快速，且选择性、精密度、准确度良好，适用于人尿液中布洛芬和吲哚美辛浓度的同时测定。

关键词 高效液相色谱法；布洛芬；吲哚美辛；尿药浓度

Simultaneous Determination of Ibuprofen and Indomethacin in Human Urine by HPLC

LIU Feng1，ZHOU Hui2，YUAN Taixian3（1. Pharmacy，Xianning Hospital of TCM，Hubei Xianning 437100，

China；2. School of Pharmacy，Chongqing Medical University，Chongqing 400016，China；3. School of Labora-

tory Medicine，Chongqing Medical University/Key Lab of Clinical Laboratory Diagnostics，Ministry of Educa-

tion，Chongqing 400016，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a method for simultaneous determination of ibuprofen and indomethacin concentration in

human urine. METHODS：The urine samples were precipitated by acetonitrile. HPLC method was adopted. The determination was

performed on Discovery C18 column with mobile phase consisted of acetonitrile-20 mmol/L ammonium acetate solution（85 ∶ 15，V/V，

pH value adjusted to 3.5 with glacial acetic acid）at the flow rate of 1.0 mL/min. UV detection wavelength was set at 220 nm. The

column temperature was room temperature，and sample size was 80 μL. RESULTS：The linear range of ibuprofen and indometha-

cin were both 0.1-50.0 μg/mL（r＝0.999 6，0.999 5，n＝3）. The limits of quantitation were both 0.1 μg/mL，and the limits of detec-

tion were both 0.03 μg/mL. RSDs of inter-day and intra-day were all lower than 10％（n＝5），and accuracy ranged 94.7％-97.2％.

The extraction recoveries of ibuprofen and indomethacin were 89.5％-91.8％ and 90.2％-92.4％（all RSDs＜10％，n＝15），respec-

tively. CONCLUSIONS：The method is simple and rapid with high selectivity，sensitivity and accuracy. It is suitable for simultane-

ous determination of ibuprofen and indomethacin concentration in human urine.

KEYWORDS HPLC；Ibuprofen；Indomethacin；Urine concentration



··3631



中  国
  药

  房
  网

 

www.china-pharm
acy.

com 

China Pharmacy 2017 Vol. 28 No. 26 中国药房 2017年第28卷第26期

布洛芬（Ibuprofen）和吲哚美辛（Indometacin）均属

于非甾体抗炎镇痛药[1]。布洛芬通过强力抑制前列腺素

的合成，发挥止痛和抗炎作用，临床上主要用于治疗轻

中度偏头痛、慢性风湿性关节炎、腰痛、手术后外伤及拔

牙后的消炎、镇痛等[2-3]。吲哚美辛也是强效前列腺素合

成抑制剂之一，具有显著的抗炎解热作用，目前临床已

广泛应用于早产儿动脉导管未闭、肾小球肾炎、原发性

直立性低血压、Batter综合征、眼科疾患、各种肿瘤发热

和非特异性低热等[4-5]。这两种药物口服后大部分经小

肠吸收，在肝脏转化，胃肠道不良反应较轻，临床应用广

泛[6-7]。目前，临床上常将二者合用，治疗早产儿动脉导

管未闭[8]。二者都具有很高的蛋白结合率，合用时可竞

争结合蛋白；同时，吲哚美辛与蛋白的结合较布洛芬更

稳定，可置换出已与蛋白结合的布洛芬，从而使后者的

血药浓度升高，增加不良反应发生的风险；此外，二者联

用还有可能加剧共同存在的不良反应，如胃出血、肝损

害等[9]。因此，为减少不良反应发生，当两药联用时有必

要对患者体内的药物浓度进行监测[10]。目前，已有多种

技术可用于体内药物监测，也有研究者对布洛芬和吲哚

美辛的测定方法进行了报道，主要包括高效液相色谱

（HPLC）法、液相色谱-串联质谱（LC-MS/MS）法、气相色

谱（GC）法、气相色谱-串联质谱（GC-MS/MS）法、毛细管

电泳法、分光光度法、薄层色谱法（TLC）等，检测的样品

以血液、尿液、动物组织为主[11-18]。为了进一步提高检测

效率，本研究尝试建立一种无创、低成本、高灵敏度、简

便、快速的同时测定尿液中布洛芬和吲哚美辛浓度的方

法，以期为其人体药动学研究提供参考依据，为临床个

体化用药提供技术支持。

1 材料
1.1 仪器

1200型高效液相色谱仪，配有紫外检测器（美国Agi-

lent公司）；TDZ4B-WS型低速离心机（湖南赛特湘仪仪器

公司）；MS3型漩涡混合器（广州艾卡仪器设备公司）；

MTN-2800D型氮吹仪（天津奥特赛恩斯仪器公司）。

1.2 药品与试剂

布洛芬对照品（批号：17905，纯度：99.7％）、吲哚美

辛对照品（批号：17378，纯度：99.6％）均购自美国 Sig-

ma-Aldrich公司；甲醇、乙腈为色谱纯，乙酸铵为分析纯，

实验用水为超纯水。

1.3 空白尿液

空白尿液来源自重庆医科大学附属第一医院健康体

检者，无生殖泌尿系统感染且5 d内未服用过任何药物。

2 方法与结果
2.1 色谱条件

色谱柱：Discovery C18（250 mm×4.6 mm，5 µm）；保

护柱：Agilent Zorbax SB-C18（12.5 mm×4.6 mm，5 µm）；

流动相：乙腈-20 mmol/L乙酸铵溶液（85 ∶ 15，V/V，用冰

醋酸调节 pH 至 3.5）；紫外检测波长：220 nm；流速：1.0

mL/min；柱温：室温；进样量：80 µL；整个分析流程共 10

min。

2.2 溶液的配制

取布洛芬和吲哚美辛对照品各 10 mg，置于 10 mL

量瓶中，用乙腈溶解并定容，得质量浓度均为 1 mg/mL

的混合对照品贮备液，置于4 ℃冰箱中保存。取上述贮

备液1 mL，置于10 mL量瓶中，用乙腈定容，得质量浓度

均为100 μg/mL的标准工作液，备用。

2.3 尿液样品的处理

取空白尿液 100 µL，加入乙腈 1 mL，涡旋振荡 2

min，以离心半径 10.5 cm、转速 4 200 r/min 离心 10 min

后，取上清液，置于另一试管中，以氮气流吹干，残渣用

流动相 200 µL复溶，涡旋振荡 30 s，混匀，经 0.22 μm微

孔滤膜滤过，取续滤液80 µL进样分析。

2.4 方法学考察

2.4.1 专属性考察 分别取空白尿样、空白尿样+布洛

芬+吲哚美辛（质量浓度均为 10 μg/mL）的尿液样品，按

“2.3”项下方法处理后，进样分析。结果显示，在“2.1”项

色谱条件下，吲哚美辛和布洛芬的保留时间分别为7.02

min 和 8.13 min，而空白尿液在该保留时间处未见有色

谱峰出现，详见图1。

2.4.2 标准曲线的绘制及检测限与定量限的考察 取

空白尿液 100 μL，分别加入“2.2”项下标准工作液各适

量，配制成相当于二者质量浓度均为 0.1、0.5、1.0、5.0、

10.0、20.0、50.0 μg/mL的混合尿液样品，按“2.3”项下方

法处理后，进样分析，记录色谱图。以待测物质量浓度

（c）为横坐标、待测物峰面积（y）为纵坐标进行线性回

归，得布洛芬的回归方程：y 布＝56.3c 布－9.1（r＝0.999 6，

n＝3），吲哚美辛的回归方程：y 吲＝71.9c 吲 +12.0（r＝

0.999 5，n＝3）。结果表明，布洛芬和吲哚美辛的尿药浓

度均在 0.1～50.0 μg/mL范围内线性关系良好。按信噪

比（S/N）为3测得两者的最低检测限均为0.03 μg/mL，按

S/N为10测得两者的定量下限均为0.1 μg/mL。

2.4.3 精密度与准确度试验 取空白尿液100 μL，分别

加入“2.2”项下标准工作液各适量，配制成布洛芬和吲哚

美辛低、中、高质量浓度（均为 0.2、10.0和 30.00 μg/mL）

的混合尿液样品，各质量浓度平行测定5次，考察其日内

精密度；连续测定 5 d，考察其日间精密度；将实测质量
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图1 高效液相色谱图

Fig 1 HPLC chromatograms
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浓度与理论质量浓度进行比较，考察准确度。结果显

示，日内、日间 RSD 均小于 10％（n＝5），表明精密度良

好；准确度为 94.7％～97.2％，表明准确度良好，符合

2015年版《中国药典》（四部）“通则”中生物样品定量分

析方法验证指导原则对准确度的要求[19]，详见表1。

表1 精密度与准确度试验结果（x±±s，n＝5）

Tab 1 Results of precision and accuracy tests（x±± s，

n＝5）

待测物

布洛芬

吲哚美辛

理论质量浓
度，μg/mL

0.2

10.0

30.0

0.2

10.0

30.0

日内
实测质量浓度，μg/mL

0.20±0.02

9.52±1.02

28.41±1.74

0.20±0.02

9.72±1.32

29.13±2.26

RSD，％
5.7

5.6

5.2

5.4

6.1

6.3

日间
实测质量浓度，μg/mL

0.18±0.02

9.35±1.12

28.06±1.81

0.18±0.02

9.37±1.42

29.04±2.47

RSD，％
8.5

7.4

7.9

7.9

6.5

7.2

准确度，％

95.6

95.2

94.7

96.7

97.2

97.1

2.4.4 提取回收率试验 取空白尿液100 μL，分别加入

“2.2”项下标准工作液各适量，配制成布洛芬和吲哚美辛

低、中、高质量浓度（均为 0.2、10.0、30.0 μg/mL）的混合

尿液样品，按“2.3”项下方法处理后，进样分析。连续3 d

配制上述各质量浓度样品，每日平行测定5次，将上述样

品的峰面积与未经提取的标准工作液（质量浓度与前者

对应）的峰面积进行比较，计算提取回收率。结果显示，

布洛芬、吲哚美辛的平均提取回收率分别为 89.5％～

91.8％、90.2％～92.4％（RSD均小于 10％，n＝15），详见

表2。

表2 提取回收率试验结果

Tab 2 Results of extraction recovery tests

待测物

布洛芬

吲哚美辛

理论质量浓度，
μg/mL

0.2

10.0

30.0

0.2

10.0

30.0

提取回收率
（第1天），％

88.2

90.6

89.0

89.5

91.7

90.4

提取回收率
（第2天），％

90.1

92.7

90.3

89.8

93.4

89.4

提取回收率
（第3天），％

90.2

92.1

91.5

91.5

92.1

90.9

平均提取
回收率，％

89.5

91.8

90.3

90.3

92.4

90.2

2.4.5 稳定性试验 取空白尿液100 μL，分别加入“2.2”

项下标准工作液各适量，配制成布洛芬和吲哚美辛低、

中、高质量浓度（均为 0.2、10.0、30.0 μg/mL）的混合尿

液样品各 5份。以当日随行标准曲线计算尿液样品中

2种待测物的质量浓度，分别考察其在室温、4 ℃冰箱

和－20 ℃冷冻条件下放置的稳定性。结果显示，在室温

放置2 d、4 ℃冰箱放置 5 d、－20 ℃冷冻放置 15 d后，上

述混合尿液样品中各待测物的质量浓度均超过理论质

量浓度的 90％，RSD 均小于 5％（n＝5），表明稳定性良

好，详见表3。

3 讨论
布洛芬和吲哚美辛是两种常见的非甾体抗炎药，而

布洛芬更是世界卫生组织、美国FDA唯一共同推荐的儿

童退烧药，是公认的儿童首选抗炎药[20]。非甾体抗炎药

是全球使用较多的药物种类之一，而布洛芬和吲哚美辛

又是非甾体抗炎药中使用最多的药物。这两种药物的

同时应用容易加剧共同不良反应的发生（如胃肠道反应

加重、肝脏受损等），尤其是在儿童用药中应时刻保持警

惕。因此，监测患者体内布洛芬和吲哚美辛的药物浓度

显得尤为重要。该类药物的检测方法包括 HPLC 法、

LC-MS/MS 法、TLC 法等，但大部分前处理方法复杂或

仅适用于单一药物的检测[11-18，21]，而同时检测这两种药

物的报道较少。

本研究在已有文献的基础上，建立了同时测定人尿

液中布洛芬和吲哚美辛浓度的HPLC法。与现有方法相

比，该法以尿液作为研究对象，经乙腈沉淀蛋白后，进样分

析，样品的前处理方法简单，且用量少。相关文献报道，布

洛芬和吲哚美辛在200～250 nm波长内峰形良好[22]，故本

研究比较了 200、220、250 nm波长下的检测效果。结果

发现，当检测波长为200 nm时，待测物的响应信号较弱；

当检测波长为250 nm时，出现了众多杂质峰，干扰了待

测物的测定；而当检测波长为 220 nm时，2个待测物的

分离度良好，杂质峰不干扰其测定。因此，最终将检测

波长设定为220 nm。前期试验中，笔者对流动相的构成

进行了考察。结果发现，在流动相中加入乙酸铵可增强

待测物的离子化效果，且避免了色谱峰的拖尾现象，提

高了灵敏度。同时，还考察了流动相不同 pH（3.0、3.5、

4.0、4.5）对检测的影响。结果发现，当流动相 pH 为 3.5

时，布洛芬和吲哚美辛的峰形良好，且受尿液中其他物

质的干扰最小，故最终将流动相确定为乙腈-20 mmol/L

乙酸铵溶液（85 ∶ 15，V/V，pH＝3.5）。方法学考察结果显

示，在上述色谱条件下，日内、日间RSD＜10％，准确度

为 94.7％～97.2％，提取回收率为 89.5％～92.4％，符合

生物样品定量分析方法验证指导原则的要求[19]。

综上所述，本法以患者的尿液样品为检测对象，大

大简化了样品的前处理过程，缩短了检测时间，且具有

较好的选择性、精密度和准确度，可用于同时测定人尿

液中布洛芬和吲哚美辛的浓度；同时，本法也进一步为

布洛芬和吲哚美辛药物浓度监测和药动学研究奠定了

基础，也为其他非甾体抗炎药的分析提供了参考。
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某院2013－2016年抗菌药物眼用制剂使用量与眼部感染细菌耐
药性分析Δ
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摘 要 目的：为临床合理选用抗菌药物眼用制剂提供参考。方法：汇总、分析某院2013年1月－2016年12月抗菌药物眼用制剂

的使用情况，计算其用药频度（DDDs）；收集细菌培养、鉴定及药敏试验结果，采用Pearson检验考察抗菌药物眼用制剂DDDs与细

菌耐药率的相关性。结果：2013－2016年，该院使用的抗菌药物眼用制剂共计七大类 10个品种，总DDDs呈上升趋势，年均增长

率为26.16％。妥布霉素（地塞米松）滴眼液的DDDs连续3年（2013－2015年）最高，加替沙星滴眼液/眼用凝胶、氧氟沙星滴眼液/

眼膏的DDDs在第2～4位波动。共送检眼部标本26 143份，检出细菌21种，共6 221株，检出率为23.80％。检出率最高的前3种

细菌分别为表皮葡萄球菌（3 067株）、肺炎链球菌（470株）、金黄色葡萄球菌（321株）。上述3种细菌对红霉素的耐药率均在70％

以上，而对利福平、氯霉素、庆大霉素、左氧氟沙星等药物较为敏感。利福平（2015年）、庆大霉素（2015、2016年）、四环素（2015

年）、氧氟沙星（2014、2015年）、左氧氟沙星（2016年）、加替沙星（2016年）的平均耐药率与上一年比较，差异均有统计学意义（P＜

0.05）。四环素的DDDs与其平均耐药率呈正相关（r＝1.000，P＜0.05）；而其他抗菌药物的DDDs与耐药率无关（P＞0.05）。结论：

该院患者眼部感染以表皮葡萄球菌、肺炎链球菌、金黄色葡萄球菌为主；四环素的DDDs与耐药率之间存在一定的相关性。规范

抗菌药物眼用制剂的临床使用对延缓细菌耐药性的发展具有重要意义。
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