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HPLC法测定大鼠血浆中甲硝唑的浓度
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［摘要］目的 建立大鼠血浆中甲硝唑浓度测定的 HPLC法．方法 选用 Agilent Zorbax Eclipse XDB－C18色

谱柱，流动相为甲醇－乙腈－水－冰乙酸（10:10:80:0.1），流速为 1.0 mL/min，紫外检测波长为 317 nm，柱温 25

℃，以替硝唑作内标物．结果 甲硝唑的线性范围为 1～1 000 mg/L，呈良好的线性关系（ = 0.996 9），在低、

中、高 3个质量浓度的准确度分别为 99.69％、96.35％、101.2％．RSD分别为 0.3%、6.92%、8.66%，其日内、

日间精密度≤15 %．结论 可用于甲硝唑在大鼠体内的药物动力学研究.

［关键词］甲硝唑；大鼠；血浆；药物动力学；高效液相色谱

［中图分类号］ R969.1［文献标识码］ A［文章编号］ 1003－4706（2012） 05－0040－03

Determination of Metronidazole in Rat Plasma by High-perfor-
mance Liquid Chromatography
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［Abstract］ Objective To develop a method for determination of metronidazole and tinidazole in rat plasma．

Methods A Agilent Zorbax Eclipse XDB－C18 column was used at column temperature of 25℃，and the mobile

phase contained methanol-acetonitrile-water-acetic-acid（10:10:80:0.1，V:V），with tinidazole as the internal

standard．The analyte was determined by UV at 317 nm．Results Metronidazole show good relation at range of

1～1 000 mg/L（ =0.9969），the accuracy of metronidazole were 99.69％，96.35％，101.2％．RSD were 0.3%，

6.92%，8.66%. The precision RSD was less than 15 %．Conlcusions The method has been proved to be a simple

and sensitive method with good precision and accuracy．It is suitable for studying pharmacokinetics of metronidazole

in rats
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甲硝唑（Metronidazole）为抗滴虫药与抗厌氧

菌药[1]，广泛应用于治疗毛滴虫感染、阿米巴病和

其他原虫感染，对幽门螺旋杆菌亦有抗菌作用；对

厌氧菌具有选择性抗菌活性，是临床用于治疗和预

防厌氧菌感染的基本药物[2]．因此，建立甲硝唑的
血药浓度的分析方法具有重要的实际意义．目前，

有关甲硝唑的血药浓度的测定已有文献报道，但在

所报道的方法中，存在分离效果不理想[3-9]、线性范

围窄[3-6]、操作复杂[3-9]、费用高[9]等问题．笔者建立

了测定大鼠血浆甲硝唑浓度的高效液相色谱法

（high-performance liquid chromatography，HPLC），

进行了全面的分析方法学确证，符合当前生物样品

分析的要求[10]，具有简单、方便、实用、准确的特

点．

1 实验部分

1.1 仪器及试剂

高效液相色谱仪：Agilent1100高效液相色谱

仪由 G1311A 四元梯度泵、G1379A 在线脱气机、

G1316A柱温箱、G1314AVWD检测器、7725i手动

进样阀及 Agilent1100色谱工作站组成（HP公司，

昆明医科大学学报 2012，（5）：40 耀 42



图 1 大鼠血浆样品中甲硝唑测定的高效液相色谱图

Fig. 1 Chromatograms of metronidazole and internal

standard in SD rat plasma

A:空白血浆；B：空白血浆＋甲硝唑＋替硝唑；C：25

mg/kg甲硝唑注射液静脉给药 5 min血浆样品； （1）甲

硝唑；（2）替硝唑.

参 数
加样浓度（mg/L）

2.00 100.00 1 000.00

样本数 18 18 18

浓度均值 1.99 96.35 1 012.00

RSD 0.30 6.92 8.66

准确度 99.69 96.35 101.20

日间精密度 4.34 7.19 8.56

日内精密度 10.28 10.71 9.82

表 1 大鼠血浆样品中甲硝唑测定的准确度与精密度

Tab. 1 Accuracy and precision of the HPLC method to

determine metronidazole in rat plasma

美国）．

甲硝唑（Metronidazole）、替硝唑（Tinidazole）

对照品由中国药品生物制品检定所提供．甲硝唑注

射液（规格为 100 mL：0.5 g，昆明南疆制药有限公

司，批号：200502128）为市售．

乙腈和甲醇均为色谱纯，冰乙酸等试剂均为分

析纯；实验用水为 Millipore制备超纯水，所有试剂
溶液使用前均经 0.45 滋m微孔滤膜过滤；空白血浆

为 SD大鼠全血经肝素抗凝，离心，分离所得．

1.2 对照品溶液的制备

精密秤取甲硝唑标准品 10 mg，以甲醇配成浓

度为 1 mg/mL 的储备液，再用甲醇稀释成 1、2、

10、40、100、400和 1 000 mg/L的系列标准溶液，

于 4℃保存备用．

1.3 实验动物

SD大鼠，6只，雌雄各半，体重 240～260 g，

昆明医科大学实验动物中心提供，合格证号：滇实

动证第 2005018号．

1.4 血浆样品采集

6只 SD大鼠禁食 12 h后，取空白血样，以 25

mg/kg 的剂量尾静脉注射甲硝唑注射液，于药后

0.08 h、0.25 h、0.5 h、1 h、2 h、4 h、6 h、8 h、

10 h、12 h、15 h、24 h 眼眶后静脉丛采血约 0.4

mL至肝素离心管中，离心后分别取上层血浆，-20
℃保存备用．

1.5 色谱条件

色谱柱：Agilent Zorbax Eclipse XDB－C18卡套
柱（250 mm×4.6 mm，5 滋m）．流动相：甲醇－乙

腈－水－冰乙酸（10：10：80：0.1），流速：1.0

mL/min，紫外检测波长：317 nm，柱温 25℃．

1.6 血浆样品处理

取 SD大鼠血浆 0.1 mL，依次加入甲醇 20 滋L，

内标溶液（80 mg/L替硝唑甲醇溶液） 20 滋L，涡流

混合 40 s，加入乙腈 0.1 mL，涡流混合 40 s，离心

20 min（4 000 r/min），取上清液进样 20 滋L．

2 结果

2.1 方法的选择性

取 6只大鼠的空白血浆各 0.1 mL，分别按“血

浆样品处理”项下操作 （不加内标），得色谱图

（见图 1A）；将一定浓度的甲硝唑标准溶液及内标

加入空白血浆，同法操作，得色谱图（见图 1B），

待测物与内标物的保留时间分别为 4.2 min 和 7.4

min；取大鼠 iv后所收集的血浆样品，同法操作，

得色谱图（见图 1C）．
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2.2 标准曲线与线性范围

取空白血浆 0.1 mL，加入标准系列溶液 20

滋L，配制成相当于甲硝唑血浆质量浓度为 1、2、

10、40、100、400 和 1 000 mg/L 的样品，按“血

浆样品处理”项下操作，每一质量浓度进行 3样

本分析，进样 20 滋L，记录色谱图．以待测物浓度

为横坐标，待测物与内标物的峰面积比值为纵坐

标，用加权（ ）最小二乘法进行回归运算，

求得的直线回归方程即为标准曲线．典型的回归

方程为 Y=3.944×10-3x＋4.218×10-4， =0.996 9．

根据标准曲线，甲硝唑的线性范围为 1～1 000

mg/L，定量下限为 1 mg/L．
2.3 准确度与精密度

取空白血浆 0.1 mL，按“血浆样品处理”项

下操作配制低、中、高 3个质量浓度（甲硝唑质
量浓度分别为 2、100、1 000 mg/L） 的质量控制

（QC）样品分析，每一质量浓度进行 6样本分析，

测定 3 d，根据当日的标准曲线，计算 QC 样品的

质量浓度，求得本法的准确度与精密度，见表 1．



图 2 6只大鼠以 25 mg/kg剂量静脉注射甲硝唑注射液血

药浓度 -时间曲线（x±s）
Fig. 2 The average curves of plasma concerntration of

metronidazole versus time after an injection of

25 mg?kg－1 in 6 SD rats

主要药物动力学参数如下：t1/2为（3.42±0.55） h，Cmax

为（101.09±7.15） mg/L，Tmax 为（0.14±0.09） h，Vd

为 （0.27±0.03） L/kg，CL 为 （0.06±0.01） L/(kg.h)，

AUC0－∝为（457.35±75.97） mg/(h.L).

第 33卷42 昆明医科大学学报

2.4 提取回收率

取空白血浆 0.1 mL，按“血浆样品处理”项下

操作制备低、中、高 3个质量浓度（甲硝唑为 2、

100、1 000 mg/L）的样品，每个质量浓度进行 6样

本分析．另取空白血浆 0.1 mL，按“血浆样品处

理”项下操作，获得的上清液中加入相应质量浓度

的标准溶液 20 滋L，涡流混匀，取 20 滋L进样，获

得相应峰面积比（3次测定的平均值）．以每一质

量浓度 2种处理方法的峰面积比值计算提取回收
率．经测定，本法在低、中、高 3个质量浓度的提

取回收率分别为 105.24％、104.58％、91.92％．

笔者初步考察了甲硝唑在不同保存条件下的稳

定性．其血浆样品在冷冻 -融化循环 3次实验中无

明显降解（标准偏差在 10%之内）；-20℃下，甲

硝唑在血浆中至少可保存 7 d；室温条件下可稳定

存在 6 h．

上述结果表明，本法简便、精密度、准确度符

合生物样品分析的有关要求[10]，可用于甲硝唑在大

鼠体内的药物动力学研究．

2.5 药物动力学研究

按样品处理方法分析服药后大鼠血浆，以当日

标准曲线计算各时间点的血药浓度，同时分析低、

中、高质量浓度（双样本）的质控样品（QC），以

QC样品的相对偏差＜15%作为当日分析数据可接

受的标准[10]．其均值的药 -时曲线见图 2．将血药

浓度的观测值用 DAS2.0 药代动力学程序进行拟
合，根据 检验和 AIC 值判定甲硝唑注射液在大

鼠体内的药 -时过程符合一室开放模型．

3 讨论

用甲醇 -水作流动相，在大鼠血浆样品中甲

硝唑与替硝唑不能获得很好的分离，改用甲醇 -

乙腈 -水作流动相，并加入冰乙酸使分离效果和

峰型得到较大改善，试验了不同比例的甲醇和乙

腈分离大鼠血浆样品中的甲硝唑与替硝唑；当乙

腈和甲醇的体积比为 10：10时可使样品中的甲硝

唑与内标达到完全分离且分析时间较短，因此试

验选用甲醇－乙腈－水－冰乙酸（10：10：80：

0.1）该流动相．
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