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高效液相色谱法测定左氧氟沙星微透析探针的回收率

许小建1,2，仰先蜜1,2，王学彬2，王 卓1,2*

1. 安徽中医药大学药学院，合肥 230013
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［摘要］ 目的 研究左氧氟沙星微透析探针的体内外相对回收率。方法 建立高效液相色谱法（HPLC）检测

左氧氟沙星的浓度，采用 Kromasil-C18 色谱柱（150 mm×4.6 mm，5 μm），流动相为乙腈 -10 mmol/L 磷酸二氢钾溶

液（15 ∶ 85），柱温 30 ℃，紫外检测波长为 294 nm，进样量 10 μL。利用透析法、反透析法测定血管同心圆微透析

探针的体外相对回收率，分析药物浓度、流速对相对回收率的影响。利用反透析法测定比格犬颈静脉、前列腺中探

针的体内相对回收率，考察体内 12 h 的回收率稳定性。结果 在 0.1～50.0 μg/mL 浓度范围内左氧氟沙星的 HPLC 分

析方法线性关系良好（r＝0.998 7），且专属性良好，高浓度质控样品、中浓度质控样品、低浓度质控样品、定量下

限样品的精密度和准确度等均符合分析要求。体外实验中，血管同心圆微透析探针的正向回收率和反向回收率差异

无统计学意义（P＞0.05），药物浓度不影响体外回收率，但回收率随灌流液流速的增大而减小。体内实验中，颈静

脉中探针的相对回收率为（48.46±1.94）%，前列腺中探针的相对回收率为（13.23±1.44）%，且相对回收率在 12 h

内稳定。结论 建立的 HPLC 可用于左氧氟沙星微透析探针的测定，反透析法可用于测定左氧氟沙星微透析探针的

体内相对回收率。
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Determination of recovery rate of levofloxacin microdialysis probe by high-performance liquid chromatography
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［Abstract］ Objective To investigate the in vitro and in vivo relative recovery rates of levofloxacin from microdialysis 
probes. Methods High-performance liquid chromatography (HPLC) was established for determination of levofloxacin 
concentrations. Column was Kromasil C18 (150 mm×4.6 mm, 5 μm), the mobile phase consisted of acetonitrile and 10 mmol/L 
of potassium dihydrogen phosphate solution (15∶85), with column temperature being 30 ℃, detection wavelength being 294 
nm, and injection volume being 10 μL. The relative recovery rates of vascular microdialysis probes in vitro were measured by 
dialysis and reverse dialysis. The effects of drug concentration and flow rate on probe deliveries were investigated. The in vivo 
recovery rates of the probe in the jugular vein and prostate were measured by reverse dialysis, and the stability of 12 h recovery 
rate in vivo was investigated. Results When the concentration of levofloxacin was 0.1-50.0 μg/mL, the linear relationship 
was good in the HPLC analysis (r＝ 0.998 7), and its specificity was good. The precision and accuracy of high-, medium-, 
low-concentration quality control samples, and lower limit of quantitation all met the analysis requirements. In the in vitro 
relative recovery experiments, there was no statistical difference between the recovery rate and reverse recovery rate of the 
vascular microdialysis probes (P＞0.05). Drug concentrations did not affect in vitro recovery rate. The recovery rate decreased 
with the increase of flow rate. In vivo, the relative recovery rate of the probe was (48.46±1.94)% in the jugular vein and 
(13.23±1.44)% in the prostate. The relative recovery rates were stable during 12 h. Conclusion The established HPLC can 
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be used for the determination of levofloxacin microdialysis probe. Reverse dialysis can be used to detect the relative recovery 
rate of levofloxacin microdialysis probe in vivo.

［Key words］ high-performance liquid chromatography; microdialysis; relative recovery; jugular vein; prostate
［Acad J Sec Mil Med Univ, 2020, 41(1): 110-114］

微透析技术最早于 20 世纪 60 年代用于测量

大鼠大脑中的神经递质浓度，后应用于动物其他组

织中的药物研究［1］。应用微透析技术开展抗菌药

物体内分布及其动力学的研究可以为临床个体化治

疗提供实验依据［2］。左氧氟沙星是一种氟喹诺酮

类抗菌药物，适用于皮肤软组织及各种感染（包括

细菌性前列腺炎）的治疗。了解左氧氟沙星在前列

腺和血液中的药代动力学特征对合理制定给药方案

具有重要意义。应用微透析法进行药代动力学研究

前必须先进行体外回收率和体内回收率的测定，一

般体外回收率实验包括透析法和反透析法，而体内

回收率实验仅可采用反透析法。本研究利用微透析

法测定比格犬血液和前列腺组织中左氧氟沙星的体

内、外回收率，以期为应用微透析技术研究前列腺

组织的药代动力学提供实验基础。

1 材料和方法

1.1 仪器 LC-2010AHT 高效液相色谱仪（日本

岛津公司），MS-H-Pro 磁力加热搅拌器［大龙兴

创实验仪器（北京）有限公司］。微透析设备（瑞

典 CMA 公司）包括 CMA4004 四通道微量注射

泵、CMA820 型 4 ℃的微量收集器、1 mL 注射器、

CMA20 同心圆探针（探针透析膜长度 10 mm、直

径 0.5 mm、相对分子质量截留 20 000）。

1.2 试 药 左氧氟沙星标准品（批号 130455-

2016607，中国食品药品检定研究院），复方氯化

钠注射液（林格液，成分为 140 mmol/L Na＋、3.0 

mmol/L Ca2＋、4.0 mmol/L K＋），盐酸赛拉嗪注射

液（速眠新Ⅱ，批号 20180601，敦化市圣达动物药

品有限公司），注射用盐酸替来他明盐酸唑拉西泮

（舒泰 50，批号：6VUL，法国维克有限公司）。

水为超纯水（自制），乙腈为色谱纯，磷酸、磷酸

二氢钾均为色谱级。

1.3 实验动物 健康成年雄性比格犬 4 只，年龄

1～2 岁，体质量（12±1）kg，由海军军医大学（第

二军医大学）实验动物中心提供，动物生产许可证

号：SCXK（沪）2015-0005。

1.4 色谱条件 Kromasil-C18 色谱柱（150 mm× 

4.6 mm，5 μm）， 流 动 相 为 乙 腈 -10 mmol/L磷 酸 

二氢钾溶液（用磷酸调节pH至 3.0±0.1，体积比为

15∶ 85），紫外检测波长为 294 nm，流速为 1 mL/min，

柱温为 30 ℃，进样量为 10 μL。
1.5 溶液配制 称取适量左氧氟沙星标准品于容

量瓶中，加林格液定容，制成 1 mg/mL 的母液并保

存在 4 ℃ 冰箱中待用。用林格液将母液依次稀释

成 50.0、25.0、10.0、5.0、2.5、1.0、0.5、0.25、0.1 
μg/mL 等质量浓度的微透析液样品溶液，同法配制

定量下限（lower limit of quantitation，LLOQ）样

品 0.10 μg/mL、低浓度质控（low quality control，

LQC） 样 品 0.20 μg/mL、 中 浓 度 质 控（medium 

quality control，MQC）样品 3.0 μg/mL、高浓度质

控（high quality control，HQC） 样 品 40.0 μg/mL

等 4 种样品溶液，微透析中的灌流液分别为 1、8、

40 μg/mL 质量浓度的左氧氟沙星溶液。

1.6 方法学验证

1.6.1 专属性实验 在 1.4 项色谱条件下，依次进

样空白林格液、空白体内微透析液（颈静脉、前列

腺）、体外含药微透析液（林格液配制而成）、体

内含药微透析液（颈静脉、前列腺），考察林格液

和内源性成分对药物的测定有无干扰。

1.6.2 标准曲线的建立 对 9 个浓度水平的微透析

液样品分别进行 3 次标准曲线评价。横坐标为左氧

氟沙星质量浓度 X（μg/mL），纵坐标为色谱峰面

积 Y，进行 1/X2 加权最小二乘法线性回归，拟合回

归曲线方程。LLOQ 信噪比＞10，最低的检测限信

噪比＞3。
1.6.3 精密度和准确度实验 将 LLOQ、LQC、

MQC、HQC 4 个样品溶液分别平行制备 6 份，进

样检测，样品中左氧氟沙星浓度根据当天制得的标

准曲线计算，考察日内精密度及其准确度和日间精

密度及其准确度。相对标准偏差（relative standard 

deviation，RSD；%）用于表示精密度，相对误差

（relative error，RE；%）用于表示准确度，要求

LQC、MQC、HQC 的 RSD 和 RE＜15%，LLOQ
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的 RSD 和 RE＜20%。

1.6.4 稳定性实验 为考察左氧氟沙星在模拟体温

下的稳定性，将 LQC、HQC 的质控样品放在 37 ℃
烘箱中，分别在 0、4、8、12、16 h 后取样检测；

为考察样品在室温条件下的稳定性，将其放在室温

下，分别在 0、8、12、16、20、24 h 后取样检测；

为考察样品在进样和收集条件下的稳定性，将其放

在 4 ℃ 冰箱中，分别在 0、8、12、16、20、24 h
后取样检测。所有样品均根据当日制得的标准曲线

计算药物的浓度。

1.7 体外校正

1.7.1 流速对探针回收率的影响 透析法：校正反

应瓶中加入 150 mL 左氧氟沙星溶液（8 μg/mL），

探针的半透膜部分悬在校正反应瓶正中间，空白

林格液作为灌流液模拟体内环境，温度保持在

（37±0.5）℃，磁力搅拌速度为 200 r/min。参考

文献［3］提出的典型流速值 1～2 μL/min，本实验

依次考察 2.0、1.5、1.0 μL/min流速时的相对回收率，

每改换一种流速均平衡 1 h 后接样，每一种流速共

接 5 个样品，每一样品体积为 30 μL。由于灌流期

间校正反应瓶中的药物不断被带走，浓度不断被稀

释，因此在接样前、接样后各取校正反应瓶中的溶

液 30 μL，以两种溶液浓度的平均值为原液浓度［4］。

样品获得后直接进行 HPLC 测定。正向回收率按

下式计算：RRD（%）＝（Cdial/C0）×100%，其中

Cdial 为左氧氟沙星微透析液浓度，C0 为左氧氟沙星

的原液浓度。

反透析法：探针的半透膜部分浸没在 150 mL 林

格液中，灌流液为左氧氟沙星溶液（8 μg/mL），其余条

件同透析法，每组流速接样结束后收集注射器中的药

液为原液。反向回收率按下式计算：RRRD（%）＝（C0－

Cdial）/C0×100%，其中Cdial 为左氧氟沙星微透析液浓

度，C0 为左氧氟沙星的原液浓度。

1.7.2 浓度对探针回收率的影响 透析法：探针

的半透膜部分浸没在不同浓度的左氧氟沙星溶液

（1、8、40 μg/mL）中，林格液作为灌流液，流速

为 1.5 μL/min，其他实验条件和计算公式同 1.7.1
项中的透析法。

反透析法：探针的半透膜部分浸没在林格液

中，灌流液为不同浓度的左氧氟沙星溶液（1、8、
40 μg/mL），流速为 1.5 μL/min，其他实验条件和

计算公式同 1.7.1 项中的反透析法。

1.8 体内校正

1.8.1 探针植入 探针植入颈静脉：将比格犬用 
12 mg/kg剂量的舒泰 50 麻醉后，以混合麻醉（速眠

新Ⅱ与舒泰 50 质量比为 2 ∶ 3）维持［5］。固定动物，

在其右肩胛骨上用手术刀划开表皮皮肤，用止血钳

分离周围结缔组织，找到右颈静脉，近心端用动脉夹

夹住，远心端用缝合线结扎。用针刺破静脉后，立即

将探针从刺破位置下方平行插入，直至半透膜完全

进入血管后再抽回针，将探针与周围皮肤固定好，松

开动脉夹查看回血情况，解开远心端缝合线，最后缝

合伤口，并用蘸了生理盐水的纱布盖住伤口［6］。

超声引导下将微透析探针植入前列腺组织：

在超声引导下找到前列腺，将穿刺针（穿刺针套管

和钢芯）刺入体内，抽出穿刺针里的钢芯，放入导

丝，取出穿刺针套管，导管鞘套住导丝插入体内，

探针由导管鞘进入前列腺组织，取出导丝和导管

鞘，留下探针在前列腺部位。

1.8.2 探针稳定性考察 探针植入后，血管同心圆

探针用左氧氟沙星溶液（8 μg/mL）灌流，流速为 
1.5 μL/min，采样间隔 1 h，采样时间共计 12 h。样

品接完后进行 HPLC 检测，按反向回收率的计算公

式计算相对回收率。

1.8.3 反透析法考察不同浓度的左氧氟沙星对探针

回收率的影响 探针植入后，依次用不同浓度左氧

氟沙星溶液（1、8、40 μg/mL）进行灌流，其他实

验条件和计算公式同 1.7.1 项下的反透析法。

1.9 统计学处理 采用 SPSS 22.0 软件进行统计学

分析。结果以 x±s 表示，采用单因素方差分析比较

探针在不同流速和不同浓度下回收率的差异，配对

t 检验比较同一探针的正向回收率和反向回收率间

的差异。检验水准（α）为 0.05。

2 结 果

2.1 微 透 析 样 品 的 HPLC 分 析 HPLC 谱图显

示，左氧氟沙星的峰值和保留时间不受林格液中

内源性物质干扰，出峰时间为 8.0 min（图 1），

证明该方法的专属性良好，可用于后续左氧氟沙

星浓度的检测。在 0.1～50.0 μg/mL 的浓度范围

内左氧氟沙星具有良好的线性关系，回归曲线方

程：Y＝54 693.71X－441.016 9，r＝0.998 7。本法 
LLOQ 为 0.1 μg/mL（信噪比＞10），最低检测限 
为 0.036 μg/mL（信 噪 比＞3）。 左 氧 氟 沙 星 的
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日 内 精 密 度 和 准 确 度 分 别 为 0.12%～2.27%、 
－5.83%～2.41%，日间精密度和准确度分别为

0.12%～3.39%、－2.01%～3.94%， 表 明 该 法 精

密度和准确度良好。在 37 ℃下 RE 为－1.29%～ 

－4.16%，25 ℃下 RE 为－6.74%～1.54%，4 ℃下

RE 为－7.43%～1.41%，表明在上述存放条件下左

氧氟沙星均保存稳定。

0.0      1.0      2.0      3.0      4.0      5.0      6.0      7.0      8.0      9.0
时间 (min)

0.0      1.0      2.0      3.0      4.0      5.0      6.0      7.0      8.0      9.0
时间 (min)

0.0      1.0      2.0      3.0      4.0      5.0      6.0      7.0      8.0      9.0
时间 (min)

0.0      1.0      2.0      3.0       4.0      5.0      6.0      7.0      8.0       9.0
时间 (min)

1

1

1

0.0      1.0      2.0      3.0      4.0      5.0      6.0      7.0      8.0      9.0
时间 (min)

0.0      1.0      2.0      3.0      4.0      5.0      6.0      7.0      8.0      9.0
时间 (min)

A

C

E

B

D

F

图 1 左氧氟沙星的 HPLC 谱图

A：空白林格液；B：左氧氟沙星标准溶液(0.036 μg/mL 左氧氟沙星)；C：空白血微透析样品；D：含药血微透析样品；E：空白前列

腺微透析样品；F：含药前列腺微透析样品. 1：左氧氟沙星. HPLC：高效液相色谱法

2.2 不同流速对探针回收率的影响 结果见 
表 1，不同流速下的相对回收率差异有统计学意义 
（P＜0.05），相对回收率随流速的增大而减小。

在相同流速下，同一探针的正向回收率和反向回收

率差异无统计学意义（P＞0.05）。

表 1 透析法、反透析法测定流速对血管同心圆

探针相对回收率的影响

(%)，n＝5，x±s
流速 (μL·min－1) 透析法 反透析法

1.0 68.51±2.27*△ 68.48±2.62*△

1.5 58.74±1.59* 60.10±3.51*

2.0 49.24±1.69 48.68±3.00
*P＜0.05 与 2.0 μL·min－1 流速组比较；△P＜0.05 与 

1.5 μL·min－1 流速组比较

2.3 不同浓 度 对 探针回收率的影响 结果显 
示，在左氧氟沙星溶液 1、8、40 μg/mL 浓度下正向

回收率分别为（58.81±2.20）%、（58.74±1.59）%、 
（60.10±3.51）%，反向回收率分别为（59.07±1.94）%、

（60.58±2.24）%、（59.32±2.60）%。在 不 同 浓 度 
下，两种方向上的回收率差异无统计学意义（P＞ 

0.05），表明在 1～40.0 μg/mL 浓度范围内探针回收 
率与左氧氟沙星浓度无关。

2.4 探针体内回收率稳定性考察 如图 2，12 h 内

颈静脉中的探针体内平均回收率为 47.53%，RSD
为 5.21%；12 h 内前列腺中的体内探针平均回收率

为 13.44%，RSD 为 7.86%。两者的RSD 均＜10%，

表明探针回收率在体内稳定，可用于体内采样。

      1     2    3    4     5    6     7     8    9   10  11  12
时间 (h)

100

80
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收
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图 2 左氧氟沙星回收率稳定性考察
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2.5 在体回收率的测定结果 在左氧氟沙星不

同浓度下颈静脉和前列腺中探针的回收率分别为

（48.46±1.94）% 和（13.23±1.44）%，差 异 无

统计学意义（P＞0.05）。

3 讨 论

体外测定同心圆探针相对回收率的目的是：

（1）筛选出合适的流速，使得体外透析法和反透

析法的相对回收率一致，在此前提下，可以用反透

析法对左氧氟沙星的体内相对回收率进行校正［7-8］， 
且流速要同时满足良好的时间分辨率及分析方法的

要求；（2）药物可能会与探针塑料成分中的亲脂

分子结合［9］，且在药代动力学实验中待测部位的

药物浓度一直在变化，因此必须要考察药物浓度对

探针相对回收率是否有影响。

由于药代动力学实验采样在达峰时间点附近

应密集（如每隔 20 min 采样 1 次），且 HPLC 的

进样量是 10 μL，同时参考既往报道［10］中的流速

（1.5 μL/min），本研究取 1.5 μL/min 为最终的微

透析流速。本研究结果显示，相同条件下，透析法

和反透析法的回收率差异无统计学意义，说明药物

在半透膜的不同方向透过量一致，左氧氟沙星不与

半透膜结合，左氧氟沙星的药代动力学研究可使用

微透析技术［10］。

本研究发现，比格犬麻醉程度若过深，探针的

体内反向回收率将降低。原因为麻醉程度过深导致

动物呼吸减弱、心脏泵血能力减弱、血液循环速度

下降，从而导致半透膜周围的血液与药液对流不充

分，药液累积在半透膜附近，产生浓度边界效应，

半透膜中的药液与血液中的药液浓度差缩小，因此

体内反向回收率将会降低。詹淑玉等［11］指出在体

外当搅拌速率在 200 r/min 以下时回收率随搅拌速

率的增大而增大，达到 200 r/min 或以上时回收率

将达到稳定。因此，为保证回收率的稳定性，动物

或人体进行微透析实验时麻醉程度不宜过深。

本研究中，体外的反向回收率高于体内的反向

回收率，原因可能是在体内情况下半透膜所处位置

有各种蛋白存在，有些蛋白（如糖蛋白）会黏附在

半透膜上，导致半透膜的有效透过面积降低。另外

与体外探针所处环境相比（仅林格液）体内环境更

复杂，左氧氟沙星的分子运动受到阻滞。
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