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　　克拉霉素（ｃｌａｒｉｔｈｒｏｍｙｃｉｎ）又名甲氧基红霉素，为新一

代对酸稳定的口服大环内酯类抗生素，其作用机制是通过阻

碍细胞核蛋白５０Ｓ亚基的联结，抑制蛋白合成而产生抑菌作

用。临床上常用于咽炎和扁桃体炎、急慢性支气管炎、肺炎、

皮肤软组织感染、沙眼衣原体引起的尿道炎及宫颈炎等［１］。

以往有关克拉霉素血药浓度的检测方法大多为 ＨＰＬＣ紫外

分光光度法［２３］，但由于紫外光检测波长较短为２１０ｎｍ，除

对试剂及样品处理等要求较高外，血浆中内源性杂质干扰也

较严重，使测定结果不够精确。近年来，ＨＰＬＣＭＳ法用于低

波长甚至无紫外吸收光团药物的含量测定被广泛采用，本实

验在参考有关文献［４５］的基础上对该方法进行改进，建立了

一种快速、灵敏、专属性强的人血浆中克拉霉素 ＨＰＬＣＭＳ
测定法，并成功应用于药代动力学及两种克拉霉素片相对生

物利用度的研究。

１　仪器和试药

１．１　仪器　岛津 ＬＣＭＳ２０１０ＥＶ 高效液相色谱质谱联用

仪，包括ＣＢＭ２０Ａ系统控制器、ＬＣ２０ＡＢ双泵，ＳＩＬ２０Ａ自

动进样器、ＣＴＯ２０Ａ 柱温箱、ＬＣＭＳｓｏｌｕｔｉｏｎ色谱工作站；

ＸＷ８０Ａ旋涡混匀器；ＮＥＶＡＰ１１２干浴氮吹仪；ＡｎｋｅＬＸＪ

Ⅱ大容量多管离心机；Ｓｉｇｍａ３Ｋ３０台式超高速冷冻离心机。

１．２　试药　克拉霉素片，江西国药有限责任公司研制，批

号：２００６０４０２；对照药物：克拉霉素片（使力安），广州白云

山制药股份有限公司生产，批号：１０７０００３；克拉霉素对照品，

纯度大于９９．７％ ，江西国药有限责任公司提供；内标：罗

红霉素对照品，含量大于９９．８％，购自中国药品生物制品检

定所。乙腈（色谱纯），Ｍｅｒｃｋ公司生产；其余试剂均为市售

分析纯。

２　方法和结果

２．１　检测条件　色谱条件：流动相：乙腈水溶液（含０．１％

甲酸，５８４２Ｖ／Ｖ），流速 ０．２ｍｌ／ｍｉｎ，分析柱ＳｈｉｍＰａｃｋ

ＶＰＯＤＳＣ１８（２５０ｍｍ×２．０ｍｍ，５μｍ）；柱温：３５℃。质谱

条件：选择性离子检测（ＳＩＭ）；电喷雾离子化（ＥＳＩ）；离子极

性：正离子（ｐｏｓｉｔｉｖｅ）；检测离子选择：克拉霉素，［Ｍ＋Ｈ］＋

ｍ／ｚ：７４８．５；罗红霉素，［Ｍ＋Ｈ］＋ｍ／ｚ：８３７．５；雾化气流速

１．５Ｌ／ｍｉｎ；干燥气流量：８．０Ｌ／ｍｉｎ，检测电压１．７０ｋＶ；曲

形脱溶剂装置温度：２５０℃；加热块温度：２００℃。

２．２　血浆样品的处理　取０．２ｍｌ血浆，精密加入２０μｌ内

标（罗红霉素，８．０μｇ／ｍｌ），并加入４０μｌ０．１ｍｏｌ／ＬＮａ２ＣＯ３
溶液以碱化样品，混匀后加３．０ｍｌ乙酸乙酯，振荡４ｍｉｎ，

２３００×ｇ离心５ｍｉｎ，取上清液２．０ｍｌ，置５０℃干浴锅中氮

气挥干，以０．３ｍｌ乙腈溶解残渣，再经３６０００×ｇ 离心６

ｍｉｎ后，取５μｌ进样，用峰面积进行定量分析。

２．３　方法专属性　在本实验条件下，克拉霉素及内标有较

大的质谱响应，并与血浆中内源性杂峰有良好的分离度，不

干扰样品峰的测定，基线噪音小，克拉霉素、内标的保留时间

分别为１．９２、１．９１ｍｉｎ（图１），本方法具有较高的专属性。

２．４　线性范围和定量限　取空白血浆０．２ｍｌ，加克拉霉素

对照品贮备液，使其浓度分别为０．０２５、０．０５、０．１、０．２、０．４、

０．８、１．６、３．２和６．４μｇ／ｍｌ，按“２．２”项下操作，记录样品和

内标峰面积，利用样品浓度（Ｃ）对样品与内标峰面积比（Ｒ）

作直线回归，得回归方程Ｒ＝２．３１７Ｃ＋０．０３７，ｒ＝０．９９９８
（Ｐ＜０．０１，ｎ＝５），线性范围０．０２５～６．４μｇ／ｍｌ，定量下限为

０．０２５μｇ／ｍｌ。

２．５　精密度与方法回收率　取空白血浆０．２ｍｌ，配制含克

拉霉素浓度分别为０．１、０．４、３．２μｇ／ｍｌ的血浆样品各５份，

按“２．２”项下处理后进样分析，每日测定５份，连续测定３ｄ，

以每天内测得的各浓度计算日内ＲＳＤ，不同日内测定的各浓

度计算日间ＲＳＤ，结果表明日内、日间ＲＳＤ均＜１０％，符合

测定要求。
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２．６　介质效应　分别取克拉霉素对照品贮备液适量于离心

管中，用乙腈配成浓度为０．１、０．４、３．２μｇ／ｍｌ的溶液各１０
份，每份０．５ｍｌ，置５０℃干浴锅中氮气挥干，其中５份以乙

腈３００μｌ溶解残渣，吸取５μｌ进行分析，记录样品及内标峰

面积Ａｓ。另外５份以２００μｌ空白血浆提取后的３００μｌ乙腈

复溶溶液溶解残渣，吸取５μｌ进行分析，记录克拉霉素的峰

面积Ａｘ。介质效应 ＭＥ（％）＝Ａｘ／Ａｓ×１００％，若 ＭＥ值为

８５％～１１５％ ，则表明无介质效应，否则即表明有介质效应

干扰测定。实验结果显示克拉霉素在０．１、０．４、３．２μｇ／ｍｌ
浓度水平的 ＭＥ平均值分别为（１０７．８±３．２）％、（１０１．７±

４．２）％、（９９．８±２．５）％，内标 ＭＥ平均值（１０６．３±２．７）％，

表明采用本实验建立的血样测定方法，克拉霉素及内标的

测定不受介质效应干扰。

图１　人血浆中克拉霉素典型色谱图

Ａ，Ｂ：空白血浆；Ｃ，Ｄ：空白血浆加入克拉霉素及内标；Ｅ，Ｆ：健康受试者

口服５００ｍｇ克拉霉素２ｈ后血浆样品．１：克拉霉素；２：罗红霉素

２．７　稳定性考察　精密配制０．１、０．４、３．２μｇ／ｍｌ３种浓度

的对照品血样，分别进行血浆室温放置４ｈ、反复冻融３次、

血浆样品处理后自动进样器内放置１２ｈ以及－２０℃冷冻保

存２０ｄ的稳定性考察，在上述处理储存条件下所测得各浓

度水平ＲＳＤ均＜１５％，ＲＥ在±１５％范围内，表明样品稳定

性良好。

２．８　药动学研究

２．８．１　受试者选择与试验设计　１８名健康男性志愿者，年

龄（２３±３．５０）岁，体质量（６１．２０±６．３８）ｋｇ。受试前经体格

检查及心电图、肝肾功能检查正常，精神正常，无药物过敏

史。试验前全部自愿签署知情同意书，受试者随机分为两

组，一组先服用受试制剂，后服用参比制剂；另一组先服用参

比制剂，后服用受试制剂，２次服药间隔１周作为洗脱期。受

试者于给药前１ｄ晚上进入临床试验病房，禁食１２ｈ后分别

空腹口服５００ｍｇ克拉霉素受试制剂或参比制剂，用约２００ｍｌ

温开水送服，给药２ｈ后方可饮水，受试者给药４ｈ后统一进

标准饮食。并分别于服药前（０ｈ）和服药后０．３３、０．６７和１．０、

１．５、２．０、３．０、４．０、６．０、８．０、１２．０、２４．０ｈ各抽取上肢静脉血

３．０ｍｌ置于含有肝素的离心管中，立即以２００×ｇ 离心１０

ｍｉｎ，分离出血浆，置－２０℃冰箱中保存待测。

２．８．２　数据处理　数据处理采用皖南医学院孙瑞元教授编

写的ＤＡＳ２．０软件，ＡＵＣ按梯形法计算，Ｃｍａｘ、ｔｍａｘ均为实测

值。所得参数ＡＵＣ０ｔｎ、Ｃｍａｘ经自然对数转换后先用双交叉试

验设计的方差分析，再用双单侧ｔ检验进行生物等效性评

价。ｔｍａｘ经非参数检验（Ｗｉｌｃｏｘｏｎ秩和检验）进行生物等效性

评价，并求得克拉霉素在人体内的主要药代动力学参数。

２．８．３　血药浓度时间曲线　１８名健康受试者单次口服克

拉霉素片受试与参比制剂５００ｍｇ后，其平均血药浓度时间

曲线见图２。

图２　口服克拉霉素后平均血药浓度时间曲线

ｎ＝１８，珚ｘ±ｓ

２．８．４　药代动力学参数　由ＤＡＳ２．０软件计算１８名健康

受试者口服克拉霉素片受试和参比制剂后的主要药代动力

学参数，结果见表１。

表１　口服克拉霉素后的主要药代动力学参数
（ｎ＝１８，珚ｘ±ｓ）

参数 受试制剂 参比制剂

ＣｍａｘρＢ／（ｍｇ·ｍｌ－１） ２．２１±０．７５ ２．１５±０．６８
ｔｍａｘｔ／ｈ １．５５±０．９４ １．７２±１．３３
ＡＵＣ０－２４（ｍｇ·ｈ·ｍｌ－１） １３．３０±３．８８ １４．４８±５．２１
ＡＵＣ０－∞（ｍｇ·ｈ·ｍｌ－１） １３．８４±３．６９ １４．７０±５．２８
ｔ１／２ｔ／ｈ ４．３１±３．７６ ３．７５±０．７６

２．８．５　生物等效性评价　受试者口服受试制剂或参比制剂

克拉霉素片５００ｍｇ后，克拉霉素血浆浓度经时变化过程及

２种制剂的药代动力学参数相近。主要药代动力学参数经方

差分析显示，２种制剂间差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），

受试制剂的相对生物利用度Ｆ＝（１０３．６±４５．３）％，ｔｍａｘ经非
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参数检验（Ｗｉｌｃｏｘｏｎ 秩和检验）差异无统计学意义（Ｐ＞
０．０５）。ＡＵＣ０２４的９０％置信区间为８０．７％～１１４．１％，ＡＵＣ０∞
的９０％置信区间为８２．０％～１１６．５％，均在等效标准的

８０％～１２５％内；Ｃｍａｘ的９０％置信区间为８２．９％～１２８．２％，

在等效标准的７０％～１４３％内，以上结果说明２种制剂生物

等效。

３　讨　论

　　ＬＣＭＳ／ＬＣＭＳＭＳ法用于克拉霉素血浆样品中的测定

已多有报道［４６］。本实验主要对血样处理方法进行改进，我

们曾用乙腈沉淀蛋白的方法处理血浆样品，但由于血浆样本

中蛋白不能完全被沉淀，沉淀后的样品黏稠度较高，容易堵

塞流路及喷雾离子源中的毛细管，并且影响其电离雾化效

果，从而降低检测的灵敏度，因而沉淀蛋白法对ＬＣＭＳ检测

影响较大，不宜采用。后试用有机溶剂乙醚液萃取，发现在

萃取振荡混涡过程中乙醚挥发严重，离心后取上层有机相的

量很难达到实验所需的统一标准，萃取后样品和内标在稳定

性和精密度方面很难达到要求。最后采用乙酸乙酯提取经

预碱化后的样品，操作过程标准统一，提取后的样品纯净，较

文献［４］报道方法操作的稳定性及精密度均较高，流动相构成

简单，方法测定快速，分析时间短，成本降低。因此，本实验

所建立的血浆中克拉霉素测定方法步骤简单，灵敏度高，专

属性强，能较好地应用于大批量的生物样品分析处理及其药

代动力学研究。
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