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HPLC测定人尿液三苯双脒次级

代谢物对苯二甲酸浓度
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摘要: 目的  建立测定人尿液三苯双脒次级代谢物对苯二甲酸( TPA)浓度的高效液相色谱法( HPLC)。方法  以

阿魏酸为内标( internal standard, IS) ,志愿者尿样稀释后经Ultimate XB-C18柱( 4. 6 mm@ 200 mm, 5Lm)、流动相甲醇-

1%醋酸( 35B65, VPV)分离,在检测波长为 240 nm、流速为0. 8 mLPmin、柱温为 30 e 条件下采用 HPLC 分析。结果  

在 1~ 400LgPmL内, TPA与 IS 的峰面积比值与浓度线性关系良好( r= 0. 995 4) , 定量下限为 1LgPmL, 低、中、高浓度

的相对回收率分别为( 106. 0 ? 4. 4) %、( 107. 4 ? 4. 2) % 和( 108. 5 ? 2. 4) % , 批内和批间相对标准偏差 ( RSD)小于

8%。结论  方法符合生物样品分析要求, 可用于三苯双脒次级代谢物 TPA尿液浓度的测定。
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Determination of urinary tribendimidine metabolite-

terephthalic acid by HPLC
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Abstract: Objective  To develop a HPLC method for determination of tribendimidine metabolite terephthalic acid ( TPA) con-

centration in human urine. Methods  Diluted urine was separated on the U ltimate XB-C18 column ( 4. 6 mm@ 200 mm, 5Lm) ,

eluted with methanol and 1% glacial acetic acid ( 35B65, VPV) at 0. 8 mLPmin and 30 e , and detected at 240 nm with ferulic

acid as an internal standard ( IS) . Results A good linearity was obtained from 1 to 400LgPmL ( r= 0. 995 4) . The lower limit

of quantitation ( LLOQ) was 1LgPmL. The relative recoveries were ( 106. 0 ? 4. 4) % , ( 107. 4? 4. 2) % and ( 108. 5 ? 2. 4) %

at 3, 25 and 200LgPmL, and the intra- and inter-batch relative standard deviations ( RSD) were less than 8% for all quality con-

trol samples. Conclusion The developed HPLC method is proved to meet the requirements of biological sample analyses, and is

appropriate for determination of urinary tribenmidine metabolite-TPA in human urine.
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  三苯双脒 ( tribendimidine) 是新型广谱驱肠虫

药
[ 1-3]

, 化学名为 N,Nc-双[ 4c-( 1-二甲氨基乙亚氨基)

苯基]-1, 4-苯二甲亚胺, po 后于体内迅速分解为对-

( 1-二甲氨基乙亚氨基)苯胺( p-( 1-dimethylamino eth-

ylimino) aniline, dADT)和对苯二甲醛( 1, 4-phthalade-

hyde) , 对苯二甲醛经过体内酶氧化,迅速转化为对

苯二甲酸( terephthalic acid,TPA)自尿中排泄;血中无

对苯二甲醛检出。国内外文献多报道三苯双脒临床

应用或药效学, 鲜有其人体内处置过程
[ 4]
。文献报

道
[ 5-6]
人尿液对苯二甲酸测定中,尿样需经高氯酸沉
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淀蛋白,乙酸乙酯提取,流动相中加入离子对试剂进

行分离,操作较复杂。本研究建立了一个方便可行、

定量准确的人尿液TPA 浓度的HPLC测定方法,适

合人体三苯双脒次级代谢物对苯二甲酸排泄动力学

研究。

1  材料与方法

1. 1  材料
1. 1. 1  药 品与 试剂  TPA 对 照品 ( 批号

WF20070717,含量\99%)购自国药集团化学试剂有

限公司;内标阿魏酸( ferulic acid, 批号 0773-9910,供

含量测定用)购自中国药品生物制品检定所; 三苯双

脒肠溶片( 200 mgP片,批号 0505226) , 由山东新华制

药股份有限公司提供;甲醇购自美国 Baker公司(色

谱纯,含量 100. 0%) ; 冰醋酸购自美国 TEDIA公司

(色谱纯, 含量\99. 7%) ; 氢氧化钠购自山东化工研

究院(分析纯,含量\96. 0%) ; 水为市售娃哈哈纯净

水。

1. 1. 2  仪器  美国Waters Allience 高效液相色谱

仪, 配有Waters 2695 Separat ion Module, Waters 2996

二极管阵列检测器, Empower Build 1154 色谱工作

站; SORVALL Biofuge Primo离心机,购自美国科峻仪

器公司; XW-80A型旋涡混合器,购自上海精科实业

有限公司。

1. 2  方法

1. 2. 1  色谱条件  色谱柱 Ult imate XB-C18柱 ( 4. 6

mm @ 200mm, 5 Lm) ;流动相甲醇- 1%醋酸( 35B65,
VPV) ;检测波长240 nm;流速 0. 8mLPmin;柱温30 e 。

1. 2. 2  TPA 系列对照品溶液  取 TPA 对照品约

0. 1 g,精密称定,加 1%氢氧化钠溶液溶解并稀释制

成浓度为 2mgPmL 的对照品储备液, 4 e 冰箱保存备

用。以水稀释配成 1000、500、100、20和 10LgPmL 的

TPA系列对照品溶液。

1. 2. 3  IS溶液  取阿魏酸约 0. 25 g, 精密称定, 加

甲醇溶解并稀释制成浓度为 0. 5 mgPmL 的 IS 溶液,

4 e 冰箱保存备用。

1. 2. 4  尿样处理  取人尿液适量, 5 000 rPmin离心
5min, 0. 45 Lm针筒过滤器过滤, 取滤液 60 LL, 加入

IS溶液 70LL 和水 770LL,涡旋 1min,取20LL 进样。

以内标法计算尿液中TPA浓度。

1. 2. 5  受试者选择及尿样采集  选择符合入选标
准的 16名男性健康志愿者, 试验前签署知情同意

书。志愿者随机分为 3组,试验前禁食一夜, 于次日

早晨 7点分别空腹口服 200mg( 5人)、400 mg( 6人)

和 600 mg ( 5人)三苯双脒肠溶片, 200 mL 温开水送

服, 服药 1 h后定时定量( 100mLPh)饮水, 2 h后进统

一低蛋白、低脂肪早餐。早、中、晚餐统一进食。收

集服药前和服药后 0~ 2, 2~ 4, 4~ 6, 6~ 8, 8~ 10,

10~ 12, 12~ 24 h的尿液, 记录尿液体积,取10mL 离

心后- 20 e 保存,备测。

1. 3  统计学处理  分析方法精密度和准确度试验

数据经 Excel 2003软件计算得到。志愿者不同时间

段的尿药浓度及尿液体积经 DAS2. 0实用药代动力

学程序(残余尿药量法)计算三苯双脒次级代谢物

TPA经尿排泄速率常数( elimination rate constant, ke )

和半衰期( hal-f life t ime, t 1P2 )。

2  结  果

2. 1  专属性  取尿液, 按/ 1. 2. 40项下操作。TPA

和 IS保留时间分别为9. 8min和12. 0min,尿中内源

性物质不干扰 TPA 测定。对照品溶液、空白尿样、

空白尿样加对照品和 IS 及志愿者给药后尿样加 IS

色谱图见图 1。

图 1  分析方法专属性试验色谱图
   A: 1LgPmL TPA; B: 空白尿样; C: 空白尿样加TPA和 IS; D: 志愿者单次 po 三苯双脒 200 mg 0~ 2 h 尿样加 IS

Fig. 1  Analytical method specificity test chromatograms

   A: 1LgPmL TPA solution; B: Blank urine; C: Blank urine spiked with TPA and IS;

   D: 0-2 h volunteer urine after a single dose of 200 mg tribendimidine spiked with IS
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2. 2  标准曲线  取空白尿液, 分别加入 TPA系列

对照品溶液适量,配制浓度为 1、2、10、25、100、250、

400LgPmL 的TPA尿样系列。按/ 1. 2. 40项下操作,

每个浓度测定 5次。以尿样中TPA浓度( X, LgPmL)
为横坐标, TPA与 IS 峰面积比值 Y为纵坐标, 采用

加权( 1Pc2 )最小二乘法[ 7]
进行线性回归运算, 得回

归方程 Y = 2. 68e
- 002

X
- 1. 47

e
- 003

, r = 0. 995 4, r
2
=

0. 990 9。在 1~ 400 LgPmL 内, TPA 与 IS的峰面积比

值与浓度线性关系良好, 定量下限为1LgPmL。
2. 3  精密度和准确度  分别用空白尿液配制浓度

为 3、25和 200 LgPmL 的低、中、高 3个浓度的质控样

品, 按/ 1. 2. 40项下操作,每个浓度 5样本于1 d内测

定, 或每日测定 1次,连续 3 d(每日为一批)。质控

样品与标准曲线同时进行, 以当日标准曲线计算质

控样品浓度, 计算批内、批间相对标准偏差( relative

standard deviation, RSD) , 评价方法精密度。根据测

定浓度计算相对回收率, 评价方法准确度。精密度

结果见表 1。低、中、高 3个浓度相对回收率分别为

(106. 0 ? 4. 4) % , ( 107. 4 ? 4. 2 ) % 和 ( 108. 5 ?
2. 4) % ;RSD分别为 4. 1%、3. 9%和2. 2%。

表 1  低、中、高 3个浓度的精密度( n= 5)

3

精密度( QPLg#mL- 1 ) RSD(% )

25

精密度(QPLg#mL- 1 ) RSD( % )

200

精密度( QPLg#mL- 1) RSD( % )

批内 第一批 2. 90 ? 0. 16 5. 37 25. 47? 1. 03 4. 04 196. 77? 7. 05 3. 58

第二批 3. 07 ? 0. 15 5. 05 25. 36? 1. 56 6. 15 211. 18? 4. 28 2. 03

第三批 2. 87 ? 0. 20 7. 13 23. 80? 1. 08 4. 56 203. 22? 4. 65 2. 29

批间 2. 95 ? 0. 18 6. 24 24. 88? 1. 40 5. 62 203. 72? 7. 93 3. 89

2. 4  志愿者尿中 TPA 累积排泄量及排泄动力学参

数  16名志愿者分别口服 200 mg ( 5人)、400 mg( 6

人)和 600mg( 5人)三苯双脒肠溶片, 三苯双脒次级

代谢物TPA的 ke 分别为( 0. 24 ? 0. 06)Ph、( 0. 19 ?

0. 16)Ph和( 0. 21 ? 0. 11)Ph, t 1P2分别为( 3. 0 ? 0. 7) h、

( 2. 4 ? 0. 8) h和( 3. 4 ? 1. 4) h, 尿中 24 h累积排泄率

分别为( 37 ? 9) %、( 29 ? 12) %和 ( 38 ? 14) %, 尿液

累积排泄量- 时间曲线见图 2。

图2  三苯双脒次级代谢物 TPA 尿液累积排泄量- 时间曲

线

Fig. 2  Cumulative urine excretion amount- time curves of tribenm-i

dine sub-metabolite-TPA

3  讨  论

本研究建立了阿魏酸为 IS的人尿液 TPA 浓度

HPLC测定法, 该法简便、快速、灵敏、准确, 符合生

物样品分析要求, 适合人体三苯双脒次级代谢物

TPA排泄动力学研究。

本研究尿样无须沉淀蛋白,经离心、过滤和稀释

后直接进样,预处理方法简单,回收率高,干扰少, 重

复性好。分离机制采用离子抑制色谱, 流动相为甲

醇- 1%醋酸( 35B65, VPV) , 无需特殊离子对试剂, 杂

质峰与TPA分离效果良好。本研究用内标法定量,

较文献报道
[ 5-6]
的外标法误差小。IS 曾试用阿司匹

林、苯甲酸、水杨酸和甘草次酸, 分离效果或分析时

间不理想。以阿魏酸为 IS,尿液中杂质峰与 TPA 和

IS分离良好, 且保留时间适中, 有利于提高测定效

率。

三苯双脒口服后于体内迅速分解为 dADT 和对

苯二甲醛,对苯二甲醛经体内酶迅速氧化成 TPA 自

尿中排泄,血中无对苯二甲醛检出。作为国家一类

新药,三苯双脒体内处置过程尚未完全清楚,其参与

酶类、肠道菌群或反应类型有待进一步研究。文献

报道
[8]
TPA经肾排泄存在分泌和重吸收机制, 可能

导致TPA尿累积排泄率有较大个体差异,但尚需进

一步研究证实。
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(上接第 1006页)  门脉高压。出生后很快出现门

脉高压和胃肠道出血,死亡率极高。

肝静脉畸形易伴多发畸形, 以消化道、心脏、颅

脑和四肢畸形多见, 并羊水过多,另外持续性右脐静

脉比率较高。虽持续性右脐静脉为一解剖变异,但

不除外为一畸形信号,有待更多病例进一步探讨。

本组 12例先天性门静脉血管畸形,均经彩色多

普勒首先诊断。二维超声技术能清晰、连续地显示

整个门脉系统, 彩色多普勒可确定门静脉血管畸形

的大体类型、发生部位,还可提供血流动力学改变的

信息。脉冲多普勒可获取门脉血流频谱, 测定正常

门脉或门脉高压时的血流动力学参数。胎儿血管检

查需要无创伤性、无致畸影响并可重复性强的检查,

彩色多普勒超声符合此多项要求,能够在胎儿出生

前做出正确诊断,对优生优育有着重要的临床使用

价值。
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