
５３０　　 中 国 临 床 药 理 学 杂 志　
第４２卷　第４期　２０２６年２月（总第４５０期）　　　　

用 ＵＰＬＣ法测定人血清中帕唑帕尼浓度
ＤｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｐａｚｏｐａｎｉｂｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｎｈｕｍａｎｓｅｒｕｍｂｙＵＰＬＣ

基金项目：云南省科技厅科技计划基金资助项

目（２０２３０１ＡＹ０７０００１－２８０）；云南省
卫生科技成果转化基金资助项目

（ＹＸ－２０２３－０２）
作者简介：李发双（１９９０－），男，主管药师，主

要从事治疗药物监测的工作和研究

通信作者：李惠英，主任药师，硕士生导师

Ｔｅｌ：（０８７１）６３３０９２５６
Ｅ－ｍａｉｌ：２０６４７９０１６６＠ｑｑｃｏｍ

李发双，黎林波，李惠英，

余绍春，雷　嫣，卢红敏，
茹　毅，张力麟，鲁　萍，
孔　洁，周　瑾

（昆明市儿童医院／昆明医科大学 附属儿童医院

药剂科，云南 昆明６５０２２８）

ＬＩＦａ－ｓｈｕａｎｇ，ＬＩＬｉｎ－ｂｏ，
ＬＩＨｕｉ－ｙｉｎｇ，ＹＵＳｈａｏ－ｃｈｕｎ，
ＬＥＩＹａｎ，ＬＵＨｏｎｇ－ｍｉｎ，
ＲＵＹｉ，ＺＨＡＮＧＬｉ－ｌｉｎ，
ＬＵＰｉｎｇ，ＫＯＮＧＪｉｅ，
ＺＨＯＵＪｉｎ

（ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＰｈａｒｍａｃｙ， Ｋｕｎｍｉｎｇ
Ｃｈｉｌｄｒｅｎ’ｓＨｏｓｐｉｔａｌ（Ｃｈｉｌｄｒｅｎ’ｓＨｏｓｐｉｔａｌ
Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ ｔｏ Ｋｕｎｍｉｎｇ Ｍｅｄｉｃａｌ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ），Ｋｕｎｍｉｎｇ６５０２２８，Ｙｕｎｎａｎ
Ｐｒｏｖｉｎｃｅ，Ｃｈｉｎａ）

摘要：目的　建立超高效液相色谱法（ＵＰＬＣ）测定人血清中帕唑帕尼浓度。方法
　以卡马西平为内标（ＩＳ），乙腈为蛋白沉淀剂。采用 ＡｇｉｌｅｎｔＩｎｆｉｎｉｔｙＬａｂ
Ｐｏｒｏｓｈｅｌｌ１２０ＥＣ－Ｃ１８（２１ｘ５０ｍｍ，１９μｍ）色谱柱进行分离，流动相为０１％

甲酸水溶液 －乙腈溶液，梯度洗脱方式，流速为 ０２５ｍＬ·ｍｉｎ－１，波长为
２６８ｎｍ，柱温为４０℃，进样量为２５μＬ。考察该方法的专属性、标准曲线、定量下
限、精密度、回收率和稳定性。结果　在该色谱条件下，待测物及内标可良好分
离，无其他内源性物质峰干扰。帕唑帕尼在０２５～１００μｇ·ｍＬ－１线性关系良
好，标准曲线为 ｙ＝６３３７×１０－２ｘ－０４９×１０－２（ｒ２＝０９９９９）。定量下限为
０２５μｇ·ｍＬ－１。日内、日间精密度的相对标准偏差（ＲＳＤ）均小于１２０２％，提
取回收率高于８６４４％。稳定性良好，ＲＳＤ均小于８８０％。结论　本研究所建
立的 ＵＰＬＣ法操作简洁，选择性强，灵敏度高，结果准确可靠，适用于人血清中帕
唑帕尼的测定。
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Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏｅｓｔａｂｌｉｓｈ ａｎ ｕｌｔｒａｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄ
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ（ＵＰＬＣ）ｍｅｔｈｏｄｆｏｒｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ
ｐａｚｏｐａｎｉｂｉｎｈｕｍａｎｓｅｒｕｍＭｅｔｈｏｄｓ　Ｃａｒｂａｍａｚｅｐｉｎｅｗａｓｕｓｅｄａｓａｎ
ｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄ（ＩＳ），ａｎｄａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅａｓａｐｒｏｔｅｉｎｐｒｅｃｉｐｉｔａｎｔ
ＳｅｐａｒａｔｉｏｎｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｏｎａｎＡｇｉｌｅｎｔＩｎｆｉｎｉｔｙＬａｂＰｏｒｏｓｈｅｌｌ１２０ＥＣ－
Ｃ１８ｃｏｌｕｍｎ（２１ｘ５０ｍｍ，１９μｍ）ｗｉｔｈａｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅｏｆ０１％
ａｑｕｅｏｕｓｆｏｒｍｉｃａｃｉｄ－ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅｓｏｌｕｔｉｏｎｉｎｇｒａｄｉｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎｍｏｄｅＴｈｅ
ｆｌｏｗｒａｔｅｗａｓ０２５ｍＬ·ｍｉｎ－１，ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｗａｓ２６８ｎｍ，
ｃｏｌｕｍｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｗａｓ４０℃，ａｎｄｉｎｊｅｃｔｉｏｎｖｏｌｕｍｅｗａｓ２５μＬＴｈｅ
ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙｏｆｔｈｅｍｅｔｈｏｄ，ｔｈｅｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅａｎｄｔｈｅｌｏｗｅｒｌｉｍｉｔｏｆ
ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ｔｈｅａｃｃｕｒａｃｙａｎｄｐｒｅｃｉｓｉｏｎａｎｄｔｈｅｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｔｈｅｓａｍｐｌｅ
ｗｅｒｅｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄＲｅｓｕｌｔｓ　 Ｕｎｄｅｒｔｈｅｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ
ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ，ｔｈｅａｎａｌｙｔｅａｎｄｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄｅｘｈｉｂｉｔｅｄｓａｔｉｓｆａｃｔｏｒｙ
ｓｅｐａｒａｔｉｏｎｗｉｔｈｏｕｔｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｆｒｏｍｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓｓｕｂｓｔａｎｃｅｓＰａｚｏｐａｎｉｂ
ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄｇｏｏｄｌｉｎｅａｒｉｔｙｗｉｔｈｉｎｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｒａｎｇｅｏｆ０５－１００
μｇ·ｍＬ－１Ｔｈｅｓｔａｎｄａｒｄｃｕｒｖｅｗａｓｙ＝６３３７×１０－２ｘ－０４９×１０－２

（ｒ２＝０９９９９） ａｎｄ ｔｈｅｌｏｗｅｒｌｉｍｉｔｏｆｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｃａｎ ｒｅａｃｈ
０２５μｇ·ｍＬ－１Ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎｓ（ＲＳＤ）ｆｏｒｂｏｔｈｉｎｔｒａ
－ｄａｙａｎｄｉｎｔｅｒ－ｄａｙｐｒｅｃｉｓｉｏｎｗｅｒｅｌｅｓｓｔｈａｎ１２０２％，ｗｉｔｈｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ
ｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅｓｅｘｃｅｅｄｉｎｇ８６４４％Ｓｔａｂｉｌｉｔｙｗａｓｇｏｏｄ，ｗｉｔｈＲＳＤｂｅｌｏｗ
ｔｈａｎ８８０％Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＴｈｅｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄＵＰＬＣｍｅｔｈｏｄｉｓｓｉｍｐｌｅ，
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｕｌｔｒａｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ；ｐａｚｏｐａｎｉｂ；ｓｅｒｕｍｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ；ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｄｒｕｇｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ

　　帕唑帕尼（ｐａｚｏｐａｎｉｂ，ＰＡＺ）是一种血管内皮生长
因子受体的小分子酪氨酸激酶抑制剂，也是抗血管生

成药物中的一种［１－２］。该药于２００９年和２０１２年分别
被美国食品药品管理局（ＦＤＡ）批准用于晚期肾癌及
接受化疗的晚期软组织肉瘤等恶性疾病的治疗［３－４］。

帕唑帕尼药代动力学研究表明，其特征复杂：溶解度

依赖ｐＨ值、个体差异大、生物利用度低且呈非线性时
间依赖性［５－６］。同时有报道部分患者存在呕吐、腹

泻、高血压、手足皮肤红斑综合征及肝功能障碍等严

重副作用［７－９］，因此，需要根据血药浓度进行个体化

剂量调整。本研究建立了一种简单、快速、稳定的超高

效液相色谱（ｕｌｔｒａｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，
ＵＰＬＣ）法测定人血清中帕唑帕尼的浓度，为临床个体
化治疗提供参考。

材料与方法

１　材料
样本　本研究使用的空白血清样本来自昆明市

儿童医院儿保科健康体检志愿者。为确保样本质量

和检测准确性，制定了严格的筛选标准。纳入标准：

① 体检前一周内未服用任何药物，② 近一周内未接
受过疫苗接种，以减少免疫相关因素的潜在影响。排

除标准：不符合上述条件者不予采用。经严格筛选

后，这些样本在完成体检相关检测后，收集了符合要

求的剩余血清样本，经过规范处理保存，作为后续研究

提供的基础材料。本研究经昆明医科大学附属儿童医院

伦理委员会批准（伦理批号：２０２６－０５－０１２－Ｋ０１）。
药品　帕唑帕尼对照品，规格：每瓶１０ｍｇ，纯度：

９８０％，批号：ＴＭＣ７７８－Ａ１３４７，购自上海谱芬生物科
技有限公司；卡马西平（内标，ｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄ，ＩＳ），规
格：每瓶１００ｍｇ，纯度：９８０％，批号：ＭＢ１２９６－Ｓ，购
自辽宁大连美伦生物技术有限公司

仪器　Ａｇｉｌｅｎｔ１２９０超高效液相色谱仪（包括四
元泵、自动进样器、紫外检测器等），美国安捷伦公司

产品；ＭＧＳ氮气浓缩装置和ＸＨ－Ｂ型旋涡混合器，云
南昆明倍捷科技有限公司产品；Ｄ１５２４Ｒ台式高速冷
冻离心机，美国安捷伦公司产品；ＳＣ－３６１６低速离心
机，安徽中科中佳科学仪器有限公司产品。

２　测定条件与溶液配制
色谱条件　色谱柱：采用ＡｇｉｌｅｎｔＩｎｆｉｎｉｔｙＬａｂＰｏｒｏ

ｓｈｅｌｌ１２０ＥＣ－Ｃ１８（２１ｘ５０ｍｍ，１９μｍ）；流动相为
０１％ 甲酸水溶液（Ａ）－乙腈（Ｂ）溶液，流速为
０２５ｍＬ·ｍｉｎ－１，波长为２６８ｎｍ，柱温为４０℃，进样
量为 ２５μＬ。梯度洗脱程序：０～１ｍｉｎ，９５％ Ａ；
１～１５ｍｉｎ，９５％ ～６５％ Ａ；１５～４５ｍｉｎ，６５％ ～
７０％ Ａ；４５～５ｍｉｎ，７０％～９５％Ａ。

储备液配制　取帕唑帕尼适量，精密称定，用甲
醇溶解，配制质量浓度为１ｍｇ·ｍＬ－１的储备液。取
卡马西平适量，精密称定，用甲醇配制成质量浓度为

１ｍｇ·ｍＬ－１的储备液；临用前，取适量储备液，用甲醇
稀释质量浓度为５０μｇ·ｍＬ－１的内标工作液。

标准曲线样品与质控样品配制　取帕唑帕尼适
量储备液，用甲醇依次稀释成质量浓度为２５０、５００、
７５０、１０００、５０００、１００００、２５０００、５００００、７５０００
和１０００００μｇ·ｍＬ－１的系列工作液，取上述系列工
作液 ２０μＬ于 １５ｍＬ离心管中，加入空白血清
１８０μＬ，涡旋２０ｓ，得到０２５、０５０、０７５、１００、５００、
１０００、２５００、５０００、７５００和１００００μｇ·ｍＬ－１的标
准曲线样品。用上述方法配制帕唑帕尼质量浓度为

０２５、０５０、２５和８５μｇ·ｍＬ－１的血清质控样品。
血样样品处理　取血清１８０μＬ，置于１５ｍＬ离

心管中，加内标溶液２０μＬ，涡旋震荡１０ｓ，加入７％高
氯酸 ２００μＬ，涡旋震荡 １ｍｉｎ，４０００ｒ·ｍｉｎ－１离心
１０ｍｉｎ，取上清液２００μＬ转移至含有内插管的液相进
样小瓶中，进样２５μＬ。
３　方法学考察

专属性　分别取空白血清、空白血清 ＋对照品、
空白血清＋内标，空白血清＋对照品＋内标，按“血样
样品处理”进行操作，进样进行色谱分析，记录色

谱图。

准曲线与定量下限　按照“标准曲线样品与质控
样品配制”及“血样样品处理”项下制备得到帕唑帕尼

标准曲线样本，进样检测。以待测物质的浓度为横坐

标（ｘ），待测物质与内标峰面积之比为纵坐标（ｙ），用
加权（Ｗ＝１／ｘ２）最小二乘法进行回归，得到线性回归
方程，并确定定量下线。

精密度与准确度　按照“标准曲线样品与质控样
品配制”及“血样样品处理”项下制备定量下限及低、

中、高质量浓度为 ０２５、０５０、２５和 ８５μｇ·ｍＬ－１

的帕唑帕尼血清质控样品，每个质量浓度平行操作

５份，计算日内准确度和精密度；连续 ５ｄ测样，计
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算日间准确度和精密度。将测得峰面积比值代入

标准曲线计算帕唑帕尼浓度，并与真实浓度值对

比，即为准确度。

提取回收率　按照“标准曲线样品与质控样品配
制”项下制备定量下限及低、中、高质量浓度为０２５、
０５０、２５和８５μｇ·ｍＬ－１的帕唑帕尼血清质控样品，
每个质量浓度平行操作５份，并按“血样样品处理”项
下方法进行操作，进样检测，记录峰面积为 Ａ１；同时
另取空白血浆，按“血样样品处理”项下方法进行操

作，不加内标，向获得的上清液中加入内标及帕唑帕

尼质量浓度为０２５、０５０、２５和８５μｇ·ｍＬ－１的质控
样品，每个质量浓度平行操作５份，记录峰面积为Ａ２；
提取回收率为Ａ１／Ａ２×１００％。

稳定性　按照“标准曲线样品与质控样品配制”
项下定量下限及低、中、高质量浓度为０２５、０５０、２５
和８５μｇ·ｍＬ－１的帕唑帕尼血清质控样品，每个质量
浓度平行操作５份，分别考察待测样品置于室温下放
置２４ｈ、４℃放置４８ｈ、－２０℃放置１周及－８０℃反
复冻融３次条件下血清质控样品的稳定性。

结　　果

１　方法学评价
专属性　在本实验条件下，帕唑帕尼保留时间为

４６３ｍｉｎ，内标保留时间为６２２ｍｉｎ，基线平稳，帕唑
帕尼和内标峰之间完全分离，且不受血浆中内源性物

质干扰，见图１。
标准曲线与定量下限　帕唑帕尼血药浓度在

０２５～１００μｇ·ｍＬ－１内线性关系良好，标准曲线为
ｙ＝６３３７×１０－２ｘ－０４９×１０－２（ｒ２＝０９９９９）。定量
下限为０２５μｇ·ｍＬ－１。

精密度、准确度与回收率　计算帕唑帕尼定量
下限及０５０、２５和 ８５μｇ·ｍＬ－１质量浓度质控样
品的日内、日间精密度与准确度。日内、日间精密

度相对标准偏差（ｒｅｌａｔｉｖｅｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎ，ＲＳＤ）
均小于 １２０２％，准确度相对误差（ｒｅｌａｔｉｖｅｅｒｒｏｒ，
ＲＥ）均小于 １２００％，提示该方法的重现性好，血
清中帕唑帕尼的提取回收率均高于８６４４％，满足
检测需求，见表１。

图 １　血清样本中帕唑帕尼和内标的超高效液相色谱图
Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｕｌｔｒａｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ（ＵＰＬＣ）
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｐａｚｏｐａｎｉｂａｎｄｔｈｅｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄｉｎｓｅｒｕｍｓａｍｐｌｅｓ
Ａ：Ｂｌａｎｋｓｅｒｕｍｓａｍｐｌｅ；Ｂ：Ｂｌａｎｋｓｅｒｕｍｓｐｉｋｅｄｗｉｔｈｐａｚｏｐａｎｉｂｓａｍｐｌｅ；Ｃ：

Ｂｌａｎｋｓｅｒｕｍｓｐｉｋｅｄｗｉｔｈｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄｓａｍｐｌｅ；Ｄ：Ｂｌａｎｋｓｅｒｕｍｓｐｉｋｅｄ

ｗｉｔｈ ｐａｚｏｐａｎｉｂ ａｎｄ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓａｍｐｌｅ１： Ｐａｚｏｐａｎｉｂ；

２：Ｃａｒｂａｍａｚｅｐｉｎｅ（ＩＳ）

表１　用超高效液相色谱（ＵＰＬＣ）测定帕唑帕尼在血清中的精密度、准确度、回收率
Ｔａｂｌｅ１　Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ，ａｃｃｕｒａｃｙａｎｄｒｅｃｏｖｅｒｙｏｆｐａｚｏｐａｎｉｂｉｎｈｕｍａｎｐｌａｓｍａｂｙｕｌｔｒａｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ（ＵＰＬＣ）

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

（μｇ·ｍＬ－１）

Ｉｎｔｒａ－ｄａｙ（ｎ＝５） Ｉｎｔｅｒ－ｄａｙ（ｎ＝５）

Ｍｅａｓｕｒｅｄ

（μｇ·ｍＬ－１，珋ｘ±ｓ）
ＲＳＤ（％）

ＲＥ

（％）

Ｍｅａｓｕｒｅｄ

（μｇ·ｍＬ－１，珋ｘ±ｓ）
ＲＳＤ（％）

ＲＥ

（％）

Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｒｅｃｏｖｅｒｙ

（％，珋ｘ±ｓ）

０２５ ０２３±００２ ８７０ －８００ ０２６±００３ １１５４ ４００ ９２３１±５８７

０５０ ０５６±００４ ７１４ １２００ ０５５±００３ ５４５ １０００ ９６１８±８３３

２５００ ２６７３±２５３ ９４７ ６９２ ２７３１±３３１ １２０２ ９２４ ９５７９±９１１

８５００ ８０９７±７３１ ９０３ －４７４ ８９３３±８５９ ９６２ ５０９ １０３２１±８５９

ＲＳＤ：Ｒｅｌａｔｉｖｅｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎ；ＲＥ：Ｒｅｌａｔｉｖｅｅｒｒｏｒ

　　稳定性　质控样品置于室温下放置２４ｈ、４℃放
置４８ｈ、－２０℃放置１周及 －８０℃反复冻融３次条
件下均稳定，ＲＳＤ均小于８８０％，表明帕唑帕尼在上
述条件下稳定性良好。

讨　　论

目前，人体血清中帕唑帕尼血药浓度监测方法



ＣｈｉｎＪＣｌｉｎＰｈａｒｍａｃｏｌ 　５３３　　

Ｖｏｌ４２Ｎｏ４Ｆｅｂｒｕａｒｙ２０２６（ＳｅｒｉａｌＮｏ４５０）

的研究较少，主要是集中于研究测定原料药和片剂

中帕唑帕尼浓度的方法［１０－１１］。国外有研究［１２－１３］

采用高效液相色谱法监测人体血清中帕唑帕尼血

药浓度，但该方法从样本前处理到分析需耗时超过

１ｈ，时间较长；而液相色谱 －质谱联用技术［１４－１７］

虽具备优异检测性能，但由于设备与运行成本高昂

且操作技术要求较高，限制其在临床上的应用。本

研究首次开发一种超高效液相色谱方法，用于测定

帕唑帕尼在人血清样本中的含量，并对方法进行了

系统性的验证，验证结果符合生物样本分析验证

标准［１８－１９］。

对于蛋白沉淀剂的使用，ＭＩＮＯＣＨＡ等［１５］采用液

相色谱－串联质谱法测定小鼠血浆中的帕唑帕尼时，
使用乙酸乙酯作为萃取剂，该方法操作复杂，需进行

氮气吹干并溶解残渣。ＣＡＲＤＯＳＯ等［２０］同样采用液

相色谱－串联质谱法测定人血浆中的帕唑帕尼，但选
用甲醇作为蛋白沉淀剂，操作过程仍需氮气干燥１ｈ，
最后用１５０μＬ甲醇／水（１：１）复溶提取物。本研究采
用蛋白沉淀法作为样品前处理方法，取血清２００μＬ，
加入７％高氯酸沉淀蛋白，结果发现血清样品经蛋白
沉淀处理后，色谱图中无内源性物质峰的干扰，待测

样品及内标响应值较高，稳定性较好，提取回收率高，

且操作简单，成本低廉。预实验还研究了甲醇、乙腈

作为蛋白沉淀剂。结果显示，甲醇、乙腈作为蛋白沉

淀剂，基线漂移，峰形较差。ＶＡＮＶＥＥＬＥＮ等［２１］以帕

唑帕尼为内标，采用 ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法建立了人血浆
中奥希替尼的定量分析方法。该方法与本实验类似，

均采用蛋白沉淀法进行样品前处理：加入蛋白沉淀剂

后离心取上清。但该研究需配制专用蛋白沉淀剂，且

需将上清液转移至玻璃样品瓶后加入４００μＬ水，以
确保与色谱分析梯度条件兼容。总体来说，本实验前

处理方法简单直接，可避免复杂操作过程中引入杂质

污染样品，适用于监测患者血清中唑尼沙胺的血药

浓度。

对于流动相的选择，赵玲等［１２］人开发并验证了一

种基于紫外检测的高效液相色谱法，用于测定片剂中

的帕唑帕尼浓度。该方法采用乙腈：００２ｍｏｌ·Ｌ－１醋
酸铵缓冲液＝３５∶６５（ｖ／ｖ）的等度洗脱模式，但实验发
现醋酸铵会导致色谱柱堵塞。ＰＡＬＵＤＥＴＴＯ等［１６］人

采用ＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ同时监测帕唑帕尼及其代谢物
浓度，流动相为５ｍＭ甲酸铵和含０１％（ｖ／ｖ）甲酸的
乙腈，采用梯度洗脱程序。该方法同样存在甲酸铵堵

塞色谱柱的问题，且流速较高（０４ｍＬ·ｍｉｎ－１）。
ＣＡＲＤＯＳＯ和ＶＡＮＶＥＥＬＥＮ等［２０－２１］人均采用液相色

谱－串联质谱法测定人血浆中的帕唑帕尼。他们的
流动相均由含０１％甲酸的２ｍＭ醋酸铵水溶液和含
０１％甲酸的乙腈组成，但醋酸铵也会导致色谱柱堵
塞。此外，ＣＡＲＤＯＳＯ等［２０］方法的线性范围为５００－
１０００ｎｇ·ｍＬ－１，而 ＶＡＮＶＥＥＬＥＮ等［２１］方法的线性

范围仅为２５－５００ｎｇ·ｍＬ－１。本实验对流动相的种
类（甲醇 －水，乙腈 －水，乙腈 －乙酸钠、乙酸铵，
０３％磷酸－乙腈，０１％甲酸 －乙腈），以及有机相和
水相的配比（１５∶８５、３５∶６５、５０∶５０、７５∶２５和９０∶１０），
波长（２８８ｎｍ、２６８ｎｍ、２３８ｎｍ）分别进行了考察，结
果显示，使用０１％甲酸 －乙腈作为流动相进行梯度
洗脱（６５∶３５→７０∶３０），波长为２６８ｎｍ时待测物及内
标峰形较好，基线平稳，无内源性杂质峰的干扰，具有

良好的重现性，在此条件下，线性范围为 ０５～１００
μｇ·ｍＬ－１。ＴＯＨ等［２２］采用ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法测定人
血浆中游离帕扎帕尼浓度，同样使用０１％甲酸 －乙
腈作为流动相进行梯度洗脱。该方法色谱总运行时

间为１００ｍｉｎ，而本实验方法运行时间为 ６５ｍｉｎ。
因此，本实验方法适用于检测人血清中帕唑帕尼的浓

度，进而指导临床用药。

本研究存在一定局限性。目前帕唑帕尼在儿童

人群中的安全性和有效性尚未得到充分验证，因此尚

未获批用于儿科患者。由于我们目前处于该科研项

目的研究阶段，缺乏儿科患者的临床应用数据。后续

研究将通过精心设计的临床试验，收集帕唑帕尼在儿

童人群中使用的全面数据，从而进一步补充其在儿科

临床实践中的方法学应用，并为该患者群体合理使用

帕唑帕尼提供科学依据。

本研究提示：本实验方法在蛋白沉淀剂选择、流

动相组成、分析时间、成本效益及线性范围等方面，较

其他高效液相色谱或液相色谱 －串联质谱技术具有
一定优势。因此，本实验所建立的超高效液相色谱方

法对于缺乏质谱仪等精密仪器的资源有限的偏远地

区具有特殊价值。所建立的方案在测定患者血清帕

唑帕尼浓度时表现出强特异性和优异稳定性，完全满

足帕唑帕尼治疗药物监测的检测限要求。该方法为

临床医师提供了一种准确、可靠且易于实施的色谱技

术，适用于常规临床应用。
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