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高效液相色谱法测定利卡西平血药浓度
周清武

（四川省绵阳市中心医院药学部，四川绵阳６２１０００）
摘要：目的建立测定人血浆中利卡西平（ＭＨＤ）药物浓度的高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法。方法以多索茶碱为内标，空白全血为色标，乙酸
乙酯萃取血样，色谱柱为Ｂｅｃｋｍａｎ Ｃｏｕｌｔｅｒ － ＯＤＳ柱（２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，５ μｍ），流动相为乙腈－ ０． ３％醋酸（２４ ∶ ７６），流速为１． １ ｍＬ ／ ｍｉｎ，柱
温为３０ ℃。紫外检测波长为２４０ ｎｍ。结果血浆中内源性杂质对样品及内标测定无干扰，利卡西平血药浓度在２． ０ ～ ５０． ０ μｇ ／ ｍＬ范围
内与样品和内标峰高比线性关系良好，回归方程为Ｃ ＝ ３１． ４８０ ２ Ｙ － ０． ０６０ ８，ｒ ＝ ０． ９９９ ８（ｎ ＝ ６）；日内精密度的ＲＳＤ ＜ ５． ８４％ 牗 ｎ ＝ ５ 牘，
日间精密度的ＲＳＤ ＜ ６． ４２％（ｎ ＝ ５）；方法回收率为９９． ４０％ ～ １０３． ５０％，平均相对误差介于－ ０． ６０％ ～ ３． ５０％；检测限为０． ５ μｇ ／ ｍＬ。
结论该方法操作简便，检测灵敏、准确，可用于利卡西平常规血药浓度的测定。
关键词：高效液相色谱法；利卡西平；血药浓度；杂质
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利卡西平（ｌｉｃａｒｂａｚｅｐｉｎｅ，ｍｏｎｏｈｙｄｒｏｘｙｃａｒｂａｍｚｅｐｉｎｅ，
ＭＨＤ）犤 １ － ２ 犦为较新型的广谱抗癫痫药物犤 ３ 犦，可单独应用
或与其他抗癫痫药合用治疗局限性及全身性癫痫发作，
对顽固性癫痫也有作用犤 ４ － ５ 犦。其前体药物奥卡西平
（ＯＸＣ），在体内吸收快而完全，并能迅速转化为利卡西
平犤 ６ 犦。利卡西平为一级动力学肾消除，儿童消除较快犤 ７ 犦，
稳态药物浓度较低，影响了其临床有效应用，而老人消
除较慢。其嗜睡及低钠血症等严重不良反应的出现，影
响了该药物在临床的安全应用犤 ８ 犦。为安全有效地用好

利卡西平，进行药物浓度监测很有必要，近年来相关研
究较多。为寻找适合于本实验室的准确、灵敏、简单和快
捷的检测方法，本研究中优化色谱条件及血样处理流
程，建立了测定人血浆利卡西平药物浓度的高效液相色
谱（ＨＰＬＣ）法，有利于更好地指导临床奥卡西平的个体
化合理用药。
１ 仪器与试药
１． １ 仪器

Ｂｅｃｋｍａｎ Ｃｏｕｌｔｅｒ高效液相色谱仪（美国Ｂｅｃｋｍａｎ
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公司，包括ＲＣ － １１微量进样器，ＨＴ － ２３０Ａ柱温箱，
Ｓｙｓｔｅｍ Ｇｏｌｄ １２６溶剂泵，Ｓｙｓｔｅｍ Ｇｏｌｄ １６６紫外检测器）；
ＫＪＯ － ４２８２ Ｃ１８ 保护柱（４ ｍｍ × ３ ｍｍ，Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ公
司）；ＦＡ１００４型电子天平（感量为０． １ ｍｇ，上海舜宇恒
平科学仪器有限公司）；ＴＧ１６ －Ⅱ型台式高速离心机
（长沙平风仪器仪表有限公司）；Ｑｉｌｉｎｂｅｉｅｒ旋涡混匀器
（江苏海门市其林贝尔仪器制造有限公司）；Ｑｉｕｊｉｎｇ移
液器（上海求精生化仪器厂）；Ｔ１０２０５ － ９４微型打气筒
（邢台平乡振兴打气筒厂）。
１． ２ 试药

利卡西平标准品（美国，批号Ｄ０３０５Ａ）；多索茶碱
葡萄糖注射液（安徽国森药业有限公司，批号为
１６１０２８０２２，规格为每瓶１００ ｍＬ ∶多索茶碱０． ３ ｇ与葡
萄糖５ ｇ）；乙腈（成都市科龙化工试剂厂，色谱纯）；异丙
醇（成都市科龙化工试剂厂，分析纯）；乙二醇和无水乙
醇（成都金山化学试剂有限公司，分析纯）；冰醋酸（台山
市新宁制药有限公司）；灭菌注射用水（四川科伦药业股
份有限公司）；血浆样品，取自本院做治疗药物浓度监测
的门诊及住院患者。
２ 方法与结果
２． １ 色谱条件

色谱柱：ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｒｅｒ －ＯＤＳ柱（２５０ｍｍ×４． ６ｍｍ，
５ μｍ），ＫＪＯ － ４２８２ Ｃ１８ 型保护柱（４ ｍｍ × ３ ｍｍ）；流动
相：乙腈－ ０． ３％醋酸（２４ ∶ ７６，Ｖ ／ Ｖ）；流速：１． １ ｍＬ ／ ｍｉｎ；
柱温：３０ ℃；紫外检测波长：２４０ ｎｍ，记录时间为１０ ｍｉｎ；
进样量：２０ μＬ；检测灵敏度：０． １ ｍＡＵ。
２． ２ 溶剂制备

标准贮备液：称取５０． ０ ｍｇ利卡西平，精密称定，置
５０ ｍＬ容量瓶中，加无水乙醇溶解并定容，即得质量浓
度１ ０００ μｇ ／ ｍＬ的利卡西平标准浓配液，取２０． ０ ｍＬ浓
配液，用乙二醇－水（３７∶ １３）稀释至１００ｍＬ，即得２００μｇ ／ ｍＬ
的利卡西平标准贮备液，密封，贮于－ ２０ ℃冰箱中备
用。用前吸取少量置１． ５ ｍＬ塑料离心管中并密封，在
２６ ℃水浴中静置１０ ｍｉｎ平衡至室温。

内标液：精密量取多索茶碱葡萄糖注射液（１００ ｍＬ ∶
多索茶碱０． ３ ｇ）８． ０ ｍＬ，加乙二醇－水（３７ ∶ １３）稀释至
１００ ｍＬ，即得质量浓度为２４０ μｇ ／ ｍＬ的多索茶碱内标
液，密封，贮于－２０℃冰箱中备用。用前吸取少量置１． ５ｍＬ
塑料离心管中并密封，在２６ ℃水浴中静置１０ ｍｉｎ平衡
至室温。
２． ３ 血浆样品处理

在１０ ｍＬ ＰＶＣ塑料试管中加入样品血浆４００ μＬ，
２４０ μｇ ／ ｍＬ多索茶碱内标液４０ μＬ，空白全血４０ μＬ作
为色标，涡漩１０ ｓ，混匀，加异丙醇１００ μＬ，乙酸乙酯

２． ０ ｍＬ，再旋涡３０ ｓ，萃取，以２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ的速率离心
１０ ｓ分离血浆蛋白，取尽上层无色酯液２０ ｍＬ锥形试管
中，锥形试管置４０ ℃水浴瓶中，用微型打气筒鼓入空气
使挥干，加注射用水１００ μＬ，涡漩１０ ｓ，使萃取物溶解
或混匀，取２０ μＬ上机检测。
２． ４ 方法学考察

专属性考察：分别用注射用水和空白血浆稀释利卡
西平标准贮备液，得质量浓度为２５ μｇ ／ ｍＬ的利卡西平
标准水溶液和利卡西平标准血浆液。利卡西平标准水溶
液参照２． ３项下方法，加入多索茶碱内标后混匀检测；
空白血浆和利卡西平标准血浆液分别按２． ３项下方法
处理后检测。结果表明，血浆杂质对内标和利卡西平
的检测均无干扰，杂质、内标与利卡西平分离完全，保
留时间分别为２． ５，３． ９，７． ２ ｍｉｎ，重复性良好。色谱图
见图１。

标准曲线绘制与检测限测定：取６支１０ ｍＬ ＰＶＣ塑
料试管，分别加入质量浓度为２００ μｇ ／ ｍＬ的利卡西平
标准贮备液适量，用空白血浆稀释，涡漩１０ ｓ使混匀，
得质量浓度为２，１０，２０，３０，４０，５０ μｇ ／ ｍＬ的系列血浆
利卡西平标准工作液各４００ μＬ。其余操作同２． ３项下
方法，得ＨＰＬＣ系列色谱图，以血浆利卡西平质量浓度
（Ｃ）对标准品与内标物的峰高比（Ｙ）进行线性回归，得
标准曲线方程Ｃ ＝ ３１． ４８０ ２ Ｙ － ０． ０６０ ８，ｒ ＝ ０． ９９９ ８
（ｎ ＝ ５）。最低检测限为０． ５ μｇ ／ ｍＬ。

精密度与准确度试验：精密度以日内和日间ＲＳＤ
表示。准确度以测得浓度与配制浓度的接近程度（相对
误差）来表示，测得浓度／配制浓度× １００％，即为方法
回收率。用空白血浆分别稀释质量浓度为２００ μｇ ／ ｍＬ的
利卡西平标准贮备液，得高、中、低质量浓度（３０，１０，
２ μｇ ／ ｍＬ）的血浆利卡西平标准样品，按２． ３项下方法处
理，各样品日内重复操作５次，考察日内精密度及准确
度；连续测定５ ｄ，考察日间精密度。结果显示，日内精密
度的ＲＳＤ ＜ ５． ８４％ 牗 ｎ ＝ ５牘，方法回收率为９９． ４０％ ～
１０３． ５０％，平均相对误差为－０． ６０％ ～３． ５０％，日间精密
度的ＲＳＤ ＜ ６． ４２％ 牗 ｎ ＝ ５ 牘。符合２０１０年版《中国药典
（二部）》中生物样品检测的ＲＳＤ应小于１５％，相对误差
在± １５％以内的基本要求犤 ９ 犦。结果见表１。

提取回收率试验：分别用注射用水和空白血浆稀释
质量浓度为２００ μｇ ／ ｍＬ的利卡西平标准贮备液，得高、
中、低质量浓度（３０，１０，２ μｇ ／ ｍＬ）的利卡西平水溶液标
准样品和利卡西平加标血浆样品各４００ μＬ。水溶液标
准样品分别加入质量浓度为２４０ μｇ ／ ｍＬ的多索茶碱内
标４０ μＬ，涡漩１０ ｓ混匀后上机检测。加标血浆样品按
２． ３项下方法处理后检测。同法操作５次。用利卡西平
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图１ 高效液相色谱图

的血浆检测浓度／水溶液检测浓度× １００％，计算提取
回收率。结果显示，高、中、低质量浓度加标血浆样品的
平均提取回收率分别为７７． ２０％，７７． ０２％，７９． ９４％，
ＲＳＤ分别为２． ３３％，１． ９２％，５． ８３％（ｎ ＝ ５）。
稳定性试验：分别配制利卡西平高、中、低质量浓度

（３０，１０，２ μｇ ／ ｍＬ）的加标血浆样品，各质量浓度分别配
制５份，室温避光放置，并分别于０，２，４，６，８ ｈ时，检
测利卡西平的质量浓度。结果显示，各样品室温放置
８ ｈ内的质量浓度变化较小，ＲＳＤ介于０． ９３％ ～
５． ３８％（ｎ ＝ ５）。

干扰性试验：在收集到的６８例临床利卡西平血样
中，有些患者合用了左乙拉西坦、苯妥英钠、拉莫三嗪、
丙戊酸钠、卡马西平、托吡酯、地西泮和氯硝西泮等抗癫
痫药物中的个别药物，或其他非抗癫痫药物，在检测
利卡西平血药浓度时，均未发现有干扰现象。
２． ５ 临床应用

某患者，女，３２岁，身高１５５ ｃｍ，体质量５５ ｋｇ，使用

奥卡西平近２个月，目前口服奥卡西平３００ ｍｇ，每天
２次，近次给药的１０． ５ ｈ采血送检，检测质量浓度为
８． ５３ μｇ ／ ｍＬ，应用药代动力学公式原理计算，得知患者
利卡西平的消除半衰期（ｔ１ ／ ２）为１０． ４ ｈ，现在可能的稳
态谷峰质量浓度波动范围为８． ０ ～ １０． ０ μｇ ／ ｍＬ，低于有
效质量浓度参考范围（１２ ～ ３５ μｇ ／ ｍＬ）犤 １０ － １１ 犦，近期偶有
癫痫发作，肾消除速率居中犤群体ｔ１ ／ ２为（９． ３ ± １． ８）ｈ 犦，
为有效性考虑，药师建议：口服奥卡西平６００ ｍｇ，每天
２次，患者将来可能的利卡西平稳态谷峰质量浓度波动
范围为１６． ０ ～ ２０． ０ μｇ ／ ｍＬ，１周后可复查药物稳态谷
质量浓度。
３ 讨论

流动相选择：有文献使用磷酸盐作流动相犤 １ 犦，优点
是可提供较稳定的酸性环境，色谱稳定性较好，缺点是
磷酸盐浓度较高，易堵塞色谱柱，损伤溶剂泵，且配制较
烦琐，易长霉；也有文献用三氟乙酸犤 １２ 犦或甲酸犤 １３ 犦提供酸
性环境，因本实验室贮备有冰醋酸，故用０． ３％的醋酸

表１ 利卡西平的精密度与准确度试验结果（Ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５）
日内精密度 日间精密度配制质量浓度

（μｇ ／ ｍＬ）
３０
１０
２

测定质量浓度（μｇ ／ ｍＬ）
３０． ２９ ± ０． ７２
９． ９４ ± ０． １９
２． ０７ ± ０． １２

方法回收率（％）
１００． ９７
９９． ４０
１０３． ５０

平均相对误差（％）
０． ９７
－ ０． ６０
３． ５０

ＲＳＤ（％）
２． ３３
１． ９１
５． ８３

测定质量浓度（μｇ ／ ｍＬ）
２９． ８２ ± ０． ４０
９． ８４ ± ０． ２９
２． ０２ ± ０． ０９

ＲＳＤ（％）
１． ９８
４． ３７
６． ４１
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提供酸性环境，色谱效果较好，具有醋酸浓度较低、容易
配制、合用乙腈、流动相组成较简单等优点。

血样处理方法考察：有文献使用甲醇沉淀血浆蛋白犤１４犦，
也有文献用乙醚犤 １ 犦、二氯甲烷犤 １２ 犦、甲基叔丁基醚犤 １５ 犦和乙
酸乙酯犤１３，１６ 犦处理血样，有文献加用异丙醇提高回收率犤１２ 犦。
考虑到甲醇、二氯甲烷对人体毒性较大，乙醚回收率较
低，甲基叔丁基醚较难得到，故选用毒性较小的乙酸乙
酯＋异丙醇处理血浆样品，利卡西平萃取率较理想，杂
质、内标和样品峰形较尖锐，分离较好。

波长选择：利卡西平检测波长多选择２１０ ～ ２４０ ｎｍ
的较短波长犤 １２，１５ 犦，但波长越短，杂质峰越多，基线容易飘
移，故本研究中选用２４０ ｎｍ作为检测波长。

内标选择：多索茶碱葡萄糖注射液的室温有效期可
达２年（说明书），有文献报道可用作ＨＰＬＣ检测内标犤１７犦，
且患者体内多不含多索茶碱。研究显示，多索茶碱与利
卡西平样品及血浆杂质之间分离度和重复性都比较好。
用乙二醇－水（３７ ∶ １３）混合溶剂配制利卡西平的标准
贮备液和多索茶碱内标液，优点是在－ ２０ ℃的冰箱中
贮存不会结冰，用时便于吸取，在２６ ℃水浴中静置
１０ ｍｉｎ平衡至室温后，溶剂挥发很少，吸水也很少，配制
试剂的质量浓度稳定性较好。

鼠标读数：试验发现，在确定没有杂质峰与样品或内
标峰有重叠的情况下，内标和样品的峰前较远处，有时会
因倒峰现象而导致电脑的峰高读数产生较大偏差，如果改
用鼠标读数，即用鼠标在检测峰最高点与峰前近低点的读
数差，得到绝对峰高值，读数会比电脑直接读数准确。

溶剂选择：利卡西平的样品提取物常用流动相或甲醇
溶解，但考虑到毒性问题，本实验室用注射用水１００ μＬ
作替代溶剂，混合得到澄明或乳浊液体，上机试验，无保
护柱堵塞情况，效果良好。

有效质量浓度：利卡西平的有效质量浓度参考范围
目前尚无定论，一般认为是３ ～ ３５ μｇ ／ ｍＬ犤１８ 犦。但有文献
报道为１２ ～ ３５ μｇ ／ ｍＬ犤１０ － １１ 犦时，可更好地控制癫痫发
作；大于３５ μｇ ／ ｍＬ时，易发生疲劳、头痛、头晕、嗜睡、
低钠血症等不良反应（说明书）。

相关参数：利卡西平的群体药代动力学参数，奥卡
西平片有说明书记载，吸收分数（Ｆ）大于０． ９５，表观分
布容积（Ｖｄ）为０． ６８ Ｌ ／ ｋｇ，达峰时间（Ｔｍ）为５ ｈ，肾消除
分数（Ｆｕ）大于０． ９５，儿童ｔ１ ／ ２为５ ～ ９ ｈ，成人ｔ１ ／ ２为
（９． ３ ± １． ８）ｈ，老人更长。群体药代动力学参数结合血
药浓度检测值等个体药代动力学参数，应用药代动力学
公式原理，能较准确地推算出患者个体的利卡西平消除
半衰期和稳态血药浓度波动范围，便于指导患者个体化
合理用药。
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西平的血药浓度犤 Ｊ犦． 药学服务与研究，２００９，９（４）：２９５ － ２９７．

犤１３ 犦张全英，徐文俊，俞蕴莉． 高效液相色谱法测定癫痫患者血
浆中奥卡西平活性代谢物的浓度及其血药浓度与疗效关系
评价犤 Ｊ 犦 ． 中国生化药物杂志，２０１５，３５（１）：１０６ － １０９．

犤１４ 犦林志燕，刘海涛，舒扬，等． ２１７例次癫痫患儿血清奥卡西平
代谢物浓度监测分析犤 Ｊ犦． 医药导报，２０１３，３２（１）：１２ － １４．

犤１５ 犦迟丹怡，李中东，焦正，等． 人血浆中奥卡西平及其代谢
物１０ －羟基卡马西平的ＨＰＬＣ法测定犤 Ｊ 犦 ． 药物分析杂志，
２００６，２６（９）：１１９５ － １１９８．

犤１６ 犦谢宁，林志霞，杨红梅，等． ＨＰＬＣ法测定人血浆中奥卡西
平及其活性代谢产物的浓度犤 Ｊ 犦 ． 中国药房，２０１５，２６（１１）：
１４９６ － １４９８．

犤１７ 犦朱金平，林秀丽，陈春枚，等． 互为内标法测定人血清茶碱
与多索茶碱的浓度犤 Ｊ 犦 ． 海峡药学，２０１１，２３（６）：２４３ － ２４５．

犤１８ 犦中华医学会儿科学分会临床药理学组． 儿童治疗性药物监
测专家共识犤 Ｊ 犦 ． 中华儿科杂志，２０１５，５３（９）：６５０ － ６５９．
牗收稿日期：２０１７ － ０８ － １６；修回日期：２０１７ － １２ － ０７ 牘
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