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高效液相色谱法同时测定癫痫患儿血清中丙戊酸钠
和２－丙基－４－戊烯酸血药浓度

李 赛 １，苏凌璎 ２△

（１．扬州大学附属淮安市妇幼保健院，江苏 淮安 ２２３０００； ２．南京医科大学附属淮安第一医院，江苏 淮安 ２２３０００）
摘要：目的 建立同时测定癫痫患儿血清中丙戊酸钠及其代谢产物２－丙基 －４－戊烯酸血药浓度的高效液相色谱法。方法 以乙腈为

蛋白沉淀剂，以 ２－溴 －４－硝基苯乙酮为衍生化试剂，以环己甲酸为内标物质，在超声条件下进行衍生化反应。色谱柱为 Ｂｅｎｎｅｔｎａｃｈ
Ｃ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），流动相为甲醇－水（７５∶２５，Ｖ／Ｖ），流速为１ｍＬ／ｍｉｎ，柱温为２５℃，检测波长为２４３ｎｍ，进样量为１０μＬ。
结果 丙戊酸钠、２－丙基 －４－戊烯酸血药浓度分别在 ５～２００μｇ／ｍＬ（ｒ＝０．９９７６，ｎ＝７）和 ０．５～１６．０μｇ／ｍＬ（ｒ＝０．９９７８，ｎ＝７）范
围内与所测峰面积和内标物质峰面积比值的线性关系良好，日内与日间精密度试验、稳定性试验的 ＲＳＤ均不超过８％（ｎ＝５），平均回
收率分别在 ９４．６０％ ～１００．７８％与 ９４．５０％ ～９７．００％之间，ＲＳＤ均不超过 ８％（ｎ＝５）。结论 该方法操作简便，准确度高，稳定性好，

可用于同时测定癫痫患儿血清中丙戊酸钠和２－丙基－４－戊烯酸的血药浓度。
关键词：高效液相色谱法；丙戊酸钠；２－丙基－４－戊烯酸；血药浓度
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丙戊酸钠（ＶＰＡ）是治疗儿童癫痫的一线药物犤１－２犦，

肝毒性为 ＶＰＡ最严重的不良反应，常见于 ２岁以下儿
童犤３－４犦。ＶＰＡ体内代谢产物多达５０种，其中由细胞色素
Ｐ４５０（ＣＹＰ４５０）催化生成的 ２－丙基 －４－戊烯酸（４－
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图１ 高效液相色谱图

１．４－ｅｎｅ－ＶＰＡ ２．ｃｙｃｌｏｈｅｘａｎｅｃａｒｂｏｘｙｌｉｃａｃｉｄ ３．ＶＰＡ
Ａ．Ｂｌａｎｋｓｅｒｕｍ Ｂ．Ｂｌａｎｋｓｅｒｕｍ＋ＶＰＡ＋ｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄｅｘｔｒａｃｔ Ｃ．ＳｅｒｕｍａｆｔｅｒｏｒａｌａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆＶＰＡ＋ｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄｅｘｔｒａｃｔ

Ｆｉｇ．１ ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ

ｅｎｅ－ＶＰＡ）被认为是 ＶＰＡ产生肝毒性的主要物质犤５－８犦，

可抑制线粒体β氧化，引起肝细胞脂质变性，与谷胱甘
肽反应，降低机体的抗氧化能力，诱导肝损伤犤９－１０犦。目

前，主要采用气相色谱－质谱联用法犤１１犦、液相色谱－质谱
联用法犤１２犦及高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法测定４－ｅｎｅ－ＶＰＡ，
但前２种方法由于成本过高，不适于在医疗机构广泛开
展。本研究中参考文献犤１３犦，建立了同时测定癫痫患儿
血清中 ＶＰＡ及其代谢产物 ４－ｅｎｅ－ＶＰＡ血药浓度的
ＨＰＬＣ法。现报道如下。
１ 仪器与试药

１．１ 仪器

Ａｇｉｌｅｎｔ１２２０型高效液相色谱仪（美国安捷伦科技
公司）；ＴＤＬ８０－２Ｂ型离心机（上海安亭科学仪器厂）；
ＡＬ１０４型电子天平（瑞士梅特勒 －托利多公司，精度为
０．１ｍｇ）；ＷＨ－３型微型旋涡混合仪（上海沪西分析仪器厂
有限公司）；ＸＯ－３２００Ｄ型超声清洗机（南京先欧仪器制造有
限公司，功率为８０Ｗ，频率为４０ｋＨｚ）；ＤＨＧ－９１０１－Ａ型
电热鼓风干燥箱（上海三发科学仪器有限公司）。

１．２ 试药

ＶＰＡ口服溶液（赛诺菲 ＜杭州 ＞制药有限公司，批
号为 ＡＨＧ０５６５，规格为每支 ３００ｍＬ∶１２ｇ）；ＶＰＡ对照
品（中国食品药品检定研究院，批号为 １００９６３－
２０１１０１，纯度为９４．５％）；４－ｅｎｅ－ＶＰＡ对照品（加拿大
ＴｏｒｏｎｔｏＲｅｓｅａｒｃｈＣｈｅｍｉｃａｌｓ公司，批号为１－ＬＩＪ－８７－２，
纯度≥９８％）；环己甲酸（批号为２０１２０３０４），２－溴代－
４－硝基苯乙酮（批号为 ２０１２０７０３），甲醇、乙腈、正己
烷、三乙胺（色谱纯），浓硫酸（分析纯），均购自国药集团

化学试剂有限公司；水为超纯水；空白血清由扬州大学

附属淮安市妇幼保健院检验科提供。

２ 方法与结果

２．１ 色谱条件

色谱柱：ＢｅｎｎｅｔｎａｃｈＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；

流动相：甲醇－水（７５∶２５，Ｖ／Ｖ）；流速：１ｍＬ／ｍｉｎ；检测
波长：２４３ｎｍ；柱温：２５℃；进样量：１０μＬ；液相色谱工
作站：ＥｚｃｈｒｏｍＥｌｉｔｅ。
２．２ 溶液配制

取ＶＰＡ对照品１０．００ｍｇ，精密称定，置１０ｍＬ容量
瓶中，加甲醇溶解并定容，摇匀，即得质量浓度为１ｍｇ／ｍＬ
的ＶＰＡ对照品贮备液；取４－ｅｎｅ－ＶＰＡ对照品５．００ｍｇ，精
密称定，置 ５ｍＬ容量瓶中，用甲醇溶解并定容，即得质
量浓度为１ｍｇ／ｍＬ的 ４－ｅｎｅ－ＶＰＡ对照品贮备液；于
－２０℃冰箱中保存，备用。取环己甲酸４．００ｍｇ，精密称
定，置１００ｍＬ容量瓶中，用正己烷溶解并定容，混匀，即
得质量浓度为 ４０ｍｇ／Ｌ的内标提取液；取 ２－溴代 －
４－硝基苯乙酮１００ｍｇ，精密称定，置１０ｍＬ容量瓶中，
加乙腈溶解并定容，即得质量浓度为 １０ｍｇ／ｍＬ的 ２－
溴代－４－硝基苯乙酮溶液；于４℃冰箱中保存，备用。
２．３ 样品处理

取患儿血清２５０μＬ，加入５００μＬ乙腈，沉淀蛋白，
加入２５０μＬ（１ｍｏｌ／Ｌ）稀硫酸，涡旋１ｍｉｎ，加入内标提
取液１ｍＬ，涡旋２ｍｉｎ；以４０００ｒ／ｍｉｎ的速率离心１５ｍｉｎ，
吸取上层有机相６００μＬ置试管中，加入碱化液１００μＬ、衍生
化试剂５０μＬ，混匀，于４０℃超声处理牗功率为８０Ｗ，频率为
４０ｋＨｚ牘５ｍｉｎ，氮气吹干。用１００μＬ乙腈复溶，进样。
２．４ 方法学考察

专属性试验：按２．３项下方法前处理样品，按２．１项下
色谱条件进样测定。在此色谱条件下，ＶＰＡ，４－ｅｎｅ－ＶＰＡ与
血清内源性物质均分离良好；４－ｅｎｅ－ＶＰＡ、内标物质
与 ＶＰＡ保留时间分别为 ７．９３，１０．５５，１７．８８ｍｉｎ。色谱
图见图１。

线性关系考察：精密吸取 ＶＰＡ对照品贮备液和
４－ｅｎｅ－ＶＰＡ对照品贮备液各适量，置试管中，４０℃吹
干，加入空白血清 ２５０μＬ复溶，配成 ＶＰＡ质量浓度分
别为５，１０，２０，４０，８０，１６０，２００μｇ／ｍＬ和 ４－ｅｎｅ－ＶＰＡ
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待测物

ＶＰＡ

４－ｅｎｅ－ＶＰＡ

１００
４０
１０
８
４
１

实测血药浓度

（Ｘ±ｓ，μｇ／ｍＬ）

９９．５４±２．４９
３９．２６±１．１８
９．９６±０．４６
７．６８±０．４３
３．７４±０．２５
０．９９±０．０７

ＲＳＤ
（％）

２．５０
３．００
４．６３
５．６３
６．７１
６．６２

实测血药浓度

（Ｘ±ｓ，μｇ／ｍＬ）

９８．８２±３．０８
３９．７２±１．０２
９．８４±０．５６
７．９４±０．３０
３．８４±０．２６
０．９８±０．０７

ＲＳＤ
（％）

３．１２
２．５６
５．７３
３．８４
６．７９
７．２９

平均回收率

９８．７２
９７．６４
９７．４６
９８．３６
９６．８７
９９．０３

ＲＳＤ

４．５６
６．７３
７．８１
６．５１
５．９６
５．１７

待测物

ＶＰＡ

４－ｅｎｅ－ＶＰＡ

理论血药浓度（μｇ／ｍＬ）

１００
４０
１０
８
４
１

实测血药浓度（Ｘ±ｓ，μｇ／ｍＬ）

１００．８０±３．３０
３８．９８±１．５８
９．４６±０．６６
７．７０±０．３６
３．７８±０．２５
０．９７±０．０４

Ｘ（％）

１００．７８
９７．４８
９４．６０
９６．２６
９４．５０
９７．００

ＲＳＤ（％）

３．３０
４．０７
６．９６
４．６７
６．５９
４．６１

序号

１
２
３
４
５
６
７
８
９
１０
１１
１２

性别

女

女

男

男

女

女

女

男

男

男

女

女

年龄

５个月

２岁

３岁

５岁

１岁

１２岁

４岁

２岁

２岁

１岁

６岁

２岁

体质量

（ｋｇ）

７．３４
１１．７１
１６．０５
２０．２２
１０．５１
３５．５４
１６．９６
１３．２３
１２．３７
１０．８５
２２．３２
１２．５９

ＶＰＡ剂量
犤ｍｇ／牗ｋｇ·ｄ）犦

２１．９４
２０．５３
１５．０８
１９．８５
２２．９４
１７．１２
２３．７７
３０．３８
２６．１２
２２．２２
２２．４６
２８．８４

ＣＶＰＡ
（μｇ／ｍＬ）

６９．５３
５９．６８
３２．１３
６０．２５
６２．１４
５３．９１
７５．３３
１０９．６０
９２．１４
７６．５３
６９．６０
１１２．３４

Ｃ４－ｅｎｅ－ＶＰＡ
（μｇ／ｍＬ）

２．６４
２．８７
０．７８
３．１３
２．７２
１．９９
３．２１
４．４８
１．２２
３．２９
２．８３
１．９６

联合用药

托吡酯６０ｍｇ／ｄ

托吡酯６０ｍｇ／ｄ

日内精密度 日间精密度 稳定性试验（％）
理论血药浓度

（μｇ／ｍＬ）

表１ 方法学考察结果（ｎ＝５）
Ｔａｂ．１ Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｉｃａｌｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ（ｎ＝５）

表２ 加样回收试验结果（ｎ＝５）
Ｔａｂ．２ Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙｔｅｓｔ（ｎ＝５）

表３ １２例癫痫患儿血药浓度测定结果
Ｔａｂ．３ Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｂｌｏｏｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｎ１２

ｃｈｉｌｄｒｅｎｗｉｔｈｅｐｉｌｅｐｓｙ

质量浓度分别为０．５，１．０，２．０，４．０，６．０，８．０，１６．０μｇ／ｍＬ
的系列标准血清样品，各７份。按２．３项下方法操作，分
别以 ＶＰＡ和 ４－ｅｎｅ－ＶＰＡ的血药浓度（Ｘ）为横坐标、
所测峰面积与内标物质峰面积之比（Ｙ）为纵坐标进行
线性回归，得回归方程 ＹＶ＝０．００４７ＸＶ－０．００４８，ｒ＝
０．９９７６（ｎ＝７）；Ｙｅ＝０．０１８５Ｘｅ－０．００８３，ｒ＝０．９９７８
（ｎ＝７）。结果表明，ＶＰＡ和４－ｅｎｅ－ＶＰＡ血药浓度分别
在 ５～２００μｇ／ｍＬ和 ０．５～１６．０μｇ／ｍＬ范围内与所测
峰面积和内标物质峰面积比值的线性关系良好。

精密度试验：按线性关系考察项下方法分别配制

ＶＰＡ高、中、低（１００，４０，１０μｇ／ｍＬ）和 ４－ｅｎｅ－ＶＰＡ
高、中、低（８，４，１μｇ／ｍＬ）３种质量浓度的血清样品，按
２．３项下方法前处理，按２．１项下方法进样测定，每日重
复测定 ５次，共测定 ５ｄ，记录血清中 ＶＰＡ和 ４－ｅｎｅ－
ＶＰＡ实测血药浓度，计算日内、日间 ＲＳＤ。结果见表１。

稳定性试验：取精密度试验项下 ３种质量浓度的
ＶＰＡ和 ４－ｅｎｅ－ＶＰＡ血清样品各 ５份，分别考察其在
室温放置１２，２４ｈ，反复冻融３次，－８０℃冰冻放置１５，
３０ｄ的稳定性。结果见表 １，表明各质量浓度的血清样
品稳定性良好。

加样回收试验：按精密度试验项下方法分别配制

ＶＰＡ高、中、低（１００，４０，１０μｇ／ｍＬ）和 ４－ｅｎｅ－ＶＰＡ高、
中、低（８，４，１μｇ／ｍＬ）３种质量浓度的血清样品，按２．３项
下方法前处理，按２．１项下色谱条件进样测定，每个血药
浓度平行５份，按公式犤相对回收率（％）＝实测血药浓
度／理论血药浓度×１００％犦计算回收率。结果见表２。
２．５ 癫痫患儿血药浓度测定

采用 ＨＰＬＣ法测定 １２例癫痫患儿血清中 ＶＰＡ和
４－ｅｎｅ－ＶＰＡ的血药浓度。ＶＰＡ治疗 ５ｄ后，于晨起服
药前采集静脉血 １～２ｍＬ，取血清，按 ２．３项下方法前
处理。结果见表 ３。可见，２例合并托吡酯患儿血清中
４－ｅｎｅ－ＶＰＡ血药浓度明显降低，与张玲敏等犤２犦的研究

结果类似，但本研究中选取病例数较少，目前无法形成

具体结论，还需进一步研究。

３ 讨论

联合用药可能会干扰 ＶＰＡ和 ４－ｅｎｅ－ＶＰＡ血药
浓度的测定结果，本试验中考察了临床可能联用的药

物，如苯巴比妥、苯妥英钠、地西泮、卡马西平、拉莫三

嗪、左乙拉西坦等对测定结果的影响。结果，上述药物在

该色谱条件下均对目标峰无干扰。

前期研究发现，乙腈作为蛋白沉淀剂不仅能有效

沉淀蛋白，还能减弱加入内标提取液后引起的乳化现

象，缩短血样处理时间。乙腈同样适用于测定血清中

４－ｅｎｅ－ＶＰＡ的血药浓度犤１４犦，在复溶过程中，乙腈具有较

好的溶解性能，尤其是检测低血药浓度４－ｅｎｅ－ＶＰＡ时。
ＶＰＡ与 ４－ｅｎｅ－ＶＰＡ分子结构相似，均无特征性

的紫外吸收基团。故适宜的衍生化反应条件是准确测定

ＶＰＡ及４－ｅｎｅ－ＶＰＡ血药浓度的关键。目前，应用较多
的衍生化反应条件为 ７０℃条件下水浴反应 １５ｍｉｎ。但
水浴温度过高，可能会导致水蒸气进入反应液，影响衍

生化反应进行。另外，在水浴反应过程中，三乙胺的挥发

也会在一定程度上影响反应进行，导致衍生化反应不完

全。本研究中创新性地采用超声法进行衍生化反应，与

水浴加热相比具有反应快、反应完全等优点犤１５犦。

·药学论著·
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