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高效液相色谱法测定人血清中吡仑帕奈质量浓度高效液相色谱法测定人血清中吡仑帕奈质量浓度**

李会婷 1，2，付恩桃 3，吴 妍 1，2，史天陆 1，2，郭安平 1，2△

（1. 中国科学技术大学附属第一医院·安徽省立医院，安徽 合肥 230001； 2. 精准药物制剂与临床药学安徽省

重点实验室，安徽 合肥 230001； 3. 合肥职业技术学院生物工程学院，安徽 合肥 238000）
摘要摘要：：目的 建立测定人血清中吡仑帕奈（PER）质量浓度的高效液相色谱（HPLC）法。方法 样本以乙腈蛋白沉淀法进行前处理，以异丙

嗪为内标。色谱柱为 Hypersil ODS柱（250 mm × 4. 6 mm，5 μm），流动相为 0. 05%磷酸水溶液（pH 2. 38）-乙腈（56∶44，V / V），流速为

1. 0 mL / min，检测波长为 251 nm，柱温为 30 ℃，进样量为 40 μL。结果 PER质量浓度在 50～2 500 μg / L范围内与峰面积线性关系良

好（R² = 0. 999 9），定量下限为 50 μg / L，日内与日间精密度试验结果的 RSD 均小于 7. 0%；提取回收率为 94. 69%～96. 16%，RSD 为

1. 62%～3. 87%（n = 6）；质控样本在室温（25 ℃）放置 24 h、4 ℃冷藏放置 7 d、- 20 ℃冷冻放置 30 d、- 20 ℃反复冻融 3次条件下的 RSD

均小于 2. 0%，基质效应的 RSD 均小于 5. 0%（n = 6），且无残留效应。纳入 11例添加服用 PER的癫痫患者进行临床分析，PER日剂量

（D）为（4. 73 ± 2. 05）mg，稳态血药浓度（C₀）为 88. 92～710. 37 μg / L。联合奥卡西平 /卡马西平组患者的 C₀ / D显著低于未联合奥卡西

平 /卡马西平组（P = 0. 01）。结论 所建方法操作简便快捷、灵敏度高、专属性好，可满足临床对癫痫患者 PER血药浓度的监测要求。

关键词关键词：：癫痫；吡仑帕奈；内标法；高效液相色谱法；药物代谢动力学

Determination of Perampanel Concentration in Human Serum by High - Performance Liquid Chromatography Method
LI Huiting¹，²，FU Entao³，WU Yan¹，²，SHI Tianlu¹，²，GUO Anping¹，²△
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Hefei，Anhui 238000，China）

AbstractAbstract：：Objective To establish a high - performance liquid chromatography（HPLC）method for the determination of perampanel
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（PER） concentration in human serum. Methods Serum samples were pretreated by acetonitrile protein precipitation with
promethazine as internal standard. The chromatographic column was Hypersil ODS column（250 mm × 4. 6 mm，5 μm），the mobile
phase was 0. 05% phosphoric acid aqueous solution（pH 2. 38） - acetonitrile（56∶44，V / V），the flow rate was 1. 0 mL / min，the
detection wavelength was 251 nm，the column temperature was 30 ℃，and the injection volume was 40 μL. Results The linear
range of PER was 50–2 500 μg / L（R² = 0. 999 9）. The lower limit of quantification was 50 μg / L. The RSDs of intra - day
and inter - day precision were all lower than 7. 0%. The extraction recovery was 94. 69% - 96. 16%，with RSDs of 1. 62% -
3. 87%（n = 6）. The quality control samples were stable after being placed at room temperature（25 ℃） for 24 h，stored at 4 ℃
for 7 d of refrigeration，stored at - 20 ℃ for 30 d of frozen and subjected to three repeated freeze - thaw cycles at - 20 ℃，the
RSDs were all lower than 2. 0%. The RSDs of matrix effect were all lower than 5. 0%（n = 6），and no carry - over effect was
found. A total of 11 epileptic patients treated with PER were enrolled for clinical application analysis. The PER daily dose（D）
was（4. 73 ± 2. 05） mg，and the steady - state plasma concentration（C₀） was 88. 92 - 710. 37 μg / L. The C₀ / D ratio in the
group combined with oxcarbazepine / carbamazepine was significantly lower than that in the without such combination（P = 0. 01）.
Conclusion The established method is simple，rapid，sensitive and specific，which can meet the clinical requirements for therapeutic
drug monitoring of perampanel in epileptic patients.
Key wordsKey words：：epilepsy；perampanel；internal standard method；HPLC；pharmacokinetics

癫痫是神经系统常见病，主要采用药物治疗［1］。吡
仑帕奈（PER）是治疗癫痫发作的α -氨基 - 3 -羟基 -
5 - 甲基 - 4 - 异噁唑丙酸谷氨酸受体非竞争性拮抗

剂，可通过抑制突触后受体谷氨酸活性，减少神经元过

度兴奋而发挥抗癫痫作用［2］，临床广泛用于成人和 4岁
以上儿童局灶性癫痫发作一线治疗及多种癫痫发作的

添加治疗［3 - 4］。PER药物代谢动力学受年龄、肝肾功能、

合并用药等多种因素影响，且其不良反应发生率与血

药浓度呈正相关［5 - 7］。目前针对 PER血药浓度监测的

方法较多，包括高效液相色谱（HPLC）法［8 - 9］、超高效液

相色谱（UPLC）法［10］、液相色谱串联质谱（LC - MS /
MS）法［11］等，其中HPLC法具有仪器成本低、操作简单

等优点，内标法凭借精密度高、准确性好的优势［12 - 15］，
广泛用于血药浓度监测。为此，本研究基于内标法建立

HPLC法测定人血清中PER质量浓度，旨在为PER的个

体化给药提供技术保障。现报道如下。

1 材料

1. 1 仪器

Waters e2695 型高效液相色谱仪（美国Waters公
司）；MS205DU型分析天平（瑞士Mettler Toledo公司，精

度为 0. 01 mg）；SB - 5200D型超声波清洗器（宁波新芝

生物科技股份有限公司）；Pico 17型高速台式离心机

［赛默飞世尔科技（中国）有限公司］。

1. 2 试药

PER对照品（河南谱析科技有限公司，批号为

S57971，含量 ≥ 99%）；异丙嗪对照品（上海源叶生物科

技有限公司，批号为 58 - 33 - 3，含量 ≥ 98%）；拉莫三

嗪对照品（上海源叶生物科技有限公司，批号为

S29A6B2883，含量 ≥ 98%）；丙戊酸钠对照品（上海源叶

生物科技有限公司，批号为 S60377，含量 ≥ 98%）；卡马

西平对照品（中国食品药品检定研究院，批号为

8RBB - 6M7R，含量 99. 7%）；奥卡西平对照品（合肥

博美生物科技有限责任公司，批号为 XA110721，含
量 ≥ 98%）；左乙拉西坦对照品（上海源叶生物科技有限

公司，批号为 B27389，含量 ≥ 99%）。乙腈为色谱纯，其

余试剂均为分析纯，水为超纯水。

1. 3 空白血清

空白血清为安徽省立医院输血科健康人血清。

2 方法与结果

2. 1 色谱条件

色 谱 柱 ：Hypersil ODS 柱（250 mm × 4. 6 mm，

5 μm）；流动相：0. 05%磷酸水溶液（pH 2. 38）- 乙腈

（56∶44，V / V）；流速：1. 0 mL / min；检测波长：251 nm；
柱温：30 ℃；进样量：40 μL。
2. 2 溶液制备

对照品溶液：取 PER对照品 10 mg，精密称定，置

10 mL容量瓶中，加乙腈溶解并定容，制成质量浓度

为 1 mg / mL的对照品溶液。

内标溶液：取异丙嗪对照品10 mg，精密称定，置10 mL
容量瓶中，加甲醇溶解并定容，制成质量浓度为1 mg / mL
的内标贮备液；取适量，加甲醇稀释成质量浓度为

2. 5 μg / mL的内标溶液。

2. 3 血清样品前处理

采用乙腈蛋白沉淀法。取待测血液样本，3 000 r / min
离心 10 min，取上清液；精密吸取 100 μL，加 10 μL内标

溶液，混匀，置 1. 5 mL离心管中，加乙腈 300 μL，涡旋

振荡 1 min，13 000 r / min离心 10 min，取上清液，移入

离心管，37 ℃下氮气吹干，残渣加流动相 100 μL复溶，

13 000 r / min离心 5 min，取上清液，置进样瓶内插管

中，即得。

•药学论著•
Pharmacy Articles

62



2026年 6月 20日 第 35卷第 12期

Vol. 35，No. 12，June 20，2026 China Pharmaceuticals

2. 4 方法学考察

专属性考察：取空白血清、空白血清 +对照品溶液 +
内标溶液、用药后血清 +内标溶液，按 2. 3项下方法处

理，另取对照品溶液 +内标溶液 +药品混合溶液（含拉

莫三嗪、奥卡西平、左乙拉西坦、丙戊酸钠、卡马西平）

各适量，再按 2. 1项下色谱条件进样测定，记录色谱图。

结果空白血清在对照品及内标溶液色谱出峰处均无干

扰；用药后血清及内标溶液色谱出峰位置与对照品及

内标溶液色谱一致。内标和对照品的保留时间分别为

5. 2 min和 12. 2 min，分离度（R）分别为 1. 9和 2. 3，表明

方法专属性良好。详见图1。
线性关系考察与定量下限考察：取 2. 2项下对照品

溶液适量，加空白血清，分别制成质量浓度为 50，100，
250，500，1 000，2 000，2 500 μg / L的系列血清对照品

溶液。精密吸取 100 μL，加 10 μL内标溶液。按 2. 3项下

条件处理样品，再按 2. 1项下色谱条件进样测定，以

PER质量浓度（X，μg / L）为横坐标、峰面积与内标峰面

积比值（Y）为纵坐标进行线性回归，得回归方程 Y =
0. 003 1X - 0. 017 2（R2 = 0. 999 9，n = 7）。结果表明，

PER质量浓度在 50～2 500 μg / L范围内与峰面积线性

关系良好。取空白血清 90 μL，加对照品溶液 10 μL及
内标溶液 10 μL，混匀，信比稀释，以信噪比（S / N）为 10
时的质量浓度为定量下限，结果为50 μg / L。

精密度试验与回收试验：取定量下限和低、中、高

质量浓度（250，750，1 500 μg / L）的血清对照品溶液，

按 2. 3项下方法处理，再按 2. 1项下色谱条件进样测

定，记录峰面积，平行制备 6份，计算日内精密度；连续

操作 3 d，计算日间精密度。另取定量下限和低、中、高质

量浓度的血清对照品溶液各 6份，同法处理，记录峰面

积（A1）。另取空白血清适量，按 2. 3项下方法操作至氮

气吹干，残渣加对照品溶液和内标溶液，使终质量浓度

与上述质控样品相同，作为提取回收试验对照样品，按

2. 1项下色谱条件进样测定，记录峰面积（A₂）。计算提

取回收率（= A₁ / A₂ × 100%）。结果日内和日间精密度的

RSD 均小于 7. 0%。提取回收率为 94. 69%～96. 16%，

RSD为1. 62%～3. 87（n = 6）。详见表1。
稳定性试验：取新配制的低、高质量浓度的血清对

照品溶液，平行制备 6份，分别于室温（25 ℃）放置 24 h、
4 ℃冷藏放置 7 d、- 20 ℃冷冻放置 30 d、- 20 ℃反复冻

融 3次，按 2. 3项下方法处理，再按 2. 1项下色谱条件进

样测定，记录峰面积。结果的RSD均小于 2. 0%。表明血

清对照品溶液在室温、4 ℃、- 20 ℃和反复冻融条件下

均基本稳定。

2. 5 基质效应与残留评价

基质效应：取空白血清适量，按 2. 3项下方法处理，

取上清液作为基质，加入低、高质量浓度的血清对照品

溶液和内标溶液，按 2. 1项下色谱条件进样测定，记录

峰面积与内标峰面积比值（A）。取等体积流动相，同法

处理和进样测定，记录峰面积与内标峰面积比值（B），

基质效应 = A / B × 100%，平行操作 6次。结果低、高质

量浓度的基质效应分别为 101. 16%和 99. 11%，其RSD
均小于5. 0%（n = 6），表明该方法无明显的基质效应。

残留效应：取高质量浓度的血清对照品溶液和空

白血清，按 2. 3项下方法处理，再按 2. 1项下色谱条件

进样测定，记录峰面积。结果空白血清在对照品与内标

物的峰位处均无响应（残留峰面积不超过定量下限样

品峰面积的 20%，同时不超过内标峰面积的 5%），表明

该方法无残留效应。

1. 异丙嗪 2. 吡仑帕奈

A. 空白血清 B. 空白血清 + 对照品溶液 + 内标溶液 C. 对照品溶液 + 内标溶液 + 药品混合溶液 D. 用药后血清 + 内标溶液

图1 高效液相色谱图

1. Promethazine 2. PER
A. Blank serum B. Blank serum + reference solution + internal standard solution C. Reference solution + internal standard + mixed drug solution

D. Post - medication serum + internal standard solution
Fig. 1 HPLC chromatograms
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表1 精密度与回收试验结果

Tab. 1 Results of precision and recovery test

质量浓度

（μg / L）
50
250
750
1 500

日内精密度（n = 6）
X（μg / L）
52. 81
252. 54
750. 52
1 501. 80

RSD（%）

4. 64
1. 44
1. 20
2. 41

日间精密度（n = 3）
X（μg / L）
51. 96
250. 01
748. 24
1511. 99

RSD（%）

6. 36
1. 66
1. 05
2. 33

提取回收率（%，n = 6）
X

94. 85
96. 16
95. 75
94. 69

RSD

2. 34
2. 17
1. 62
3. 87
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2. 6 临床应用

查询医院病历系统，提取 2023年 4月至 2024年
5 月服用 PER的癫痫患者的基线资料，待患者服用

PER ≥ 10 d达到稳态血药浓度（C₀）后，于下次服药前抽

取静脉血，3 000 r / min 离心 10 min，取血清，按 2. 3项
下方法处理，再按 2. 1项下色谱条件进样测定，记录峰

面积，并计算 PER的 C₀。同时参考文献［16］评估疗效

（无发作为无癫痫发作持续时间达到治疗前最长发作

间期的 3倍且持续时间 ≥ 3个月，有效和无效分别为癫

痫发作频率与治疗前3个月比较降低 ≥ 50%和 < 50%）。

根据合并用药情况，将患者分为联合奥卡西平 /卡马西

平组（n = 3）和未联合奥卡西平 /卡马西平组（n = 8），比

较两组患者的C₀ /日剂量（D）。研究经中国科学技术大

学附属第一医院伦理委员会批准（批件号：2024KY伦

审第 058号）。采用 Excel 2010和 SPSS 24. 0软件进行

分析。

结果共纳入 11例患者，其中男 7例，女 4例，平均年

龄（37. 09 ± 14. 90）岁，平均D为（4. 73 ± 2. 05）mg，C0为
88. 92～710. 37 μg / L，体质量校正D与 C₀呈显著正相

关（r = 0. 61，P < 0. 05），PER均为添加治疗。随访 12个
月，11例患者中，有效 3例，无发作 3例，无效 5例。联合

奥卡西平 / 卡马西平组的 C0 / D为 19. 21 ± 5. 83，未联

合奥卡西平 /卡马西平组的C0 / D为 68. 54 ± 26. 72，两

组比较，差异有统计学意义（t = 3. 07，P = 0. 01）。表明

服用 PER同时服用奥卡西平 / 卡马西平患者的 C0 / D
显著低于联合其他抗癫痫药物。详见表2。

表2 患者基本情况及PER血清谷浓度测定结果

Tab. 2 Basic information of patients and determination results of serum trough concentration of PER

病例编号

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11

性别

男

男

男

男

女

女

女

女

男

男

男

年龄（岁）

54
54
41
43
26
6
28
24
58
37
37

体质量（kg）
73
62
75
80
54
19
60
52
66
80
94

D（mg）
4
4
4
4
8
2
6
2
6
4
8

C0（μg / L）
336. 13
143. 36
356. 82
155. 73
710. 37
123. 54
631. 56
88. 92
99. 32
103. 60
121. 52

C0 / D（mg）
84. 03
35. 84
89. 21
38. 93
88. 8
61. 77
105. 26
44. 46
16. 55
25. 90
15. 19

合并用药

丙戊酸钠 +氯硝西泮 +左乙拉西坦

丙戊酸钠

丙戊酸钠 +拉莫三嗪

丙戊酸钠 +拉莫三嗪

拉莫三嗪 +托吡酯

拉莫三嗪

拉莫三嗪 +左乙拉西坦

丙戊酸钠 +拉莫三嗪

丙戊酸钠 +拉莫三嗪 +左乙拉西坦 +奥卡西平

丙戊酸钠 +卡马西平

氯硝西泮 +奥卡西平 +左乙拉西坦

疗效评估

有效

有效

有效

无发作

无发作

无发作

无效

无效

无效

无效

无效
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3 讨论

研究表明，多种生理病理因素可影响 PER体内暴

露水平［17］。与外标法比较，内标法将样品前处理和进入

色谱系统后等的影响因素均考虑在内，其结果更准

确［18 - 23］。2020年版《中国药典（四部）》［15］推荐生物制品

的HPLC法可选择适当的内标。

色谱分析内标一般选择与被测物化学结构相似或

化学结构不相似但理化性质相近的药物或化合物，查

阅文献发现内标物质的选择包括异丙嗪［18］、尼罗替

尼［20］、恩他卡朋［21］等，本研究前期考察 3种内标物，其

中 pH对恩他卡朋影响较大；尼罗替尼需流动相梯度洗

脱，且易受溶剂峰影响；异丙嗪使用流动相等度洗脱即

可，较易获得，故选择异丙嗪作为内标。全波长扫描可

见，异丙嗪最大吸收波长为 251. 3 nm，PER最大吸收波

长为 292. 9 nm和 332. 3 nm，在 250 nm左右也有较好吸

收，通过比较发现，在 251nm波长处内标和 PER响应值

均较理想。同时对柱温（30 ℃、40 ℃、50 ℃），流动相 pH

（2. 38、3. 5、4. 0），甲醇、乙酸乙酯、乙腈作为沉淀试剂

和使用乙腈、甲醇、流动相作为复溶溶剂等进行了考

察，最终选择 0. 05%磷酸水溶液（pH 2. 38）-乙腈（56∶
44，V / V）作为流动相、柱温 30℃、乙腈作为沉淀试剂，在

此条件下内标和 PER可避免流动相溶剂峰、样品内源

性物质对监测的潜在干扰，专属性强。采用离心上清液

氮气吹干后流动相复溶的方法相比乙腈沉淀后上清直

接进样，定量下限更低且提取回收率好。

临床实践表明，与酶诱导抗癫痫药物联用可显著

降低 PER血药浓度，尤其是与中效或强效酶诱导抗癫

痫药物（如奥卡西平、卡马西平等）联用，本研究结果

表明，联合奥卡西平 /卡马西平组患者的 PER C0 / D值

显著低于非联合奥卡西平 / 卡马西平组，与前期研究

结果相似［24 - 25］。有研究指出，PER的血药浓度与其临

床疗效、不良反应密切相关［25 - 26］，本研究中 11例患者

PER血清 C0为 88. 92～710. 37 μg / L，临床疗效为有效

或 无 发 作 患 者 6 例（54. 55%），PER C0 为 123. 54～
64
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710. 37 μg / L，1例患者出现头晕，PER C0为143. 36 μg / L，
因本研究纳入例数较少，暂未观察到 PER血清稳态谷

浓度与癫痫控制情况和不良反应的相关性，后期将扩

大样本量，研究影响 PER血药浓度的因素和血药浓度

与临床疗效的相关性，为PER的个体化治疗提供参考。

综上所述，本研究中所建方法操作简便，快速，结

果准确，成本低，可用于测定人血清 PER稳态谷浓度，

为医疗机构开展PER药物监测和药物代谢动力学研究

提供参考。
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