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高效液相色谱法测定4株肠道杆菌胞内环丙沙星浓度 
贾 蓓 ，钱元恕 ，采晓云 
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【摘 要】日的：建 }}j反相高效澈相色谱法 ( L(：)溯定肠道杆苗胞内药物浓度的疗法。方 去：将待测腑道杆菌与环丙沙 

星在3TC振端温育， 同时段备取m lml茵液超声裂解，敬 消~HPLC法测t扈浓度．以0Ds -。作l 定相，流动}日组成为甲醇 

／O．O08M磷酸缓冲液，四丁坫澳化铵 (25：75i4．v／v／v)，荧光检测激发渡长278nm，发射波~．445nm。结果：最低授出 06m~' 

L．线性范罔nI 54～12 5mg!L．，=0 9997，H内精南度2 66％．H闻精衔度4 15％。摄取lIIj线表明备苗株在IOmin处达最大峰浓 

度。结论：高效液相色谱法测定细菌胞内药物浓度能更好的避免 卜扰，准确授测药物浓度， 刚 氟疃诺酮类药物耐药机制 

的研究。 
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High performance liquid chromatography(HPLC)assay for ciprofloxacin 

uptake by 4 strains Of enteric bacilli 

JIABei． fal 

(DepartmentofInfectiousDiseases．CollegeofClinicalMedicine．ChongqingMedicalUniversity，400016) 

【Abstract】 Objective：A reversed·phase hi g}I performance liquid chromatographic method was described for 

the determination ofcipmfloxacin(CPLx1 it'l 4 strains ofenteric bacilli Methods：Ciprofloxacin was added to the 

bacterial suspension，and the culture was incubated at 37℃ with shaking．At appropriate time intervals Iml 

samples were removed and treated by ultrasonic wave．The concentration of CPLX jn the supematants WaS 

ineasured by HPLC assay．Samples were analysed on all ODS．C l 8 column with a mobile phase of methand-o． 

0嘴M phosphate buffer-o．5M tctrabulylam monium bromide(25：75：4，v／v／v)．A fluorescence detecter was used． 

Excitation and emission wavelenth wefe 278nm ．445am ．respectively．ResuIts：The detection limit was 0．06mg~． 

Good linearity Was obtained in the concentration range from 0．154 t0 l2．5mg／L with the correlation coefficient(F 

0．99971．The variant rates of within-day and day—to-day were 2．66％ and 4．1 5％ respectively．The uptake curve： 

showed that alI strains artained peak concentration at l0 minutes．C∞ ciusion： HPLC assay for CPLX uptake by 

enteric bacilli js better for measuring drug co ncentrations beCatlS~of lesser jnterference from other bioactive 

substancesin cell extracts Soitmay beag00dwayto study offluoroquinolone resistantmechanisms． 

[Key words]HPLC；Enteric bacillj：Drug uptake 

氟喹诺酮类药物在细菌胞内积聚减少是其重要 
的耐药机理之一⋯，测定其胞 内浓度是关键步骤

， 

我们建立了以反相高效液相色谱法 (HPLC)测定 

肠道杆菌胞内浓度的方法。 

l 材料与方法 

1．1 菌株 

2株奇异变形杆苗．I株阴'闫杆菌．1株粘质沙雷杆苗均 

出重庆医科大学临床学院抗生素研究室分离箍定。对环丙沙 

怍者，卜蛔#贾 蓓 (1971- )，女，住院 帅．硕士 

星的最低抑苗浓度 (MIC)分别为 0．125．O．25，0 5m 。 

I 2 仪 嚣 

美崮PE公剖LC-IO0型高效液相色谱仪 (HPLC)．H本 

岛律公司产微量进样器． 卜海超J 波仪器J产超声波精洗 

机．江苏^仓医 仪器J。产SHZ-22型水浴恒温振荡器．美}lI 

Virsonic 300型超卢波细胞破碎仪。 

I 3 试剂 

邵丙沙星 (ciprofloxacin,CPLX， 海制药二J‘生产)。 

甲醇 (重庆东 试剂J 生产)．叩丁基溴化铵 ( 海试剂 。 

生产)．磷酸二氧钾．磷酸=氯钠 (天津化学试剂r产 

晶)．均为分析纯。 

1．4 标本制作 
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参照文献【2】加以修改．过改孵育活化待测苗倒~．200ml 

培养基中37℃过夜振荡温育，低速离一t~,lOmin收获沉淀，称 

并以0．05mol／L的磷酸缓冲液(PBS，pH7．0)稀释达湿茁甭 

40mB／ml，加入环丙沙星使其终浓度为l 0TI】g，L．37"C振荡水 

浴『1】温育，并从温育)F始起1、2、5、l0、l5、25、35mln时 

各取苗液lm1．5000g离一L,2min，墩苗体用PBS冲洗表面2 

次．悬浮 2ml PBS· 超，} 裂解 (60s破碎十60S『nj隔．强度 

12kHz．共8拨)离心击碎片．取50 u1 淆加入150 ul甲醇沉 

淀蛋白质 ．离心保目 卜消转 另 -离心管．以HPLC法测定 

环丙沙星浓度．每个标本进样40 p l， 3攻。 

1．5 色谱务件 

_f1 科学院太连色谱 1 心产(Polygosf1)ODS-CI8反丰H色 

谱柱 (250mmX 4．6mm，10 m)，流动相组成为甲醇，0． 

O呕M磷酸缓冲} FI丁基浈化镪 25：75：4，v／v／v)，经抽滤．脱 

气．最终pH2．74．流速0．8mVmin，室温，衰减2；RF-53F荧 

光检测仪检_删．激发波长278nm．发射波长445nm．保留时 

阃9．b in．记录纸速15cm／h． 

1．6 标准曲线制备 

精确称墩环丙沙星10rag．用容量瓶精确配制成lOOmg／L 

标准溶液．然后准确稀释成12．5、6_25、3 125、1．56、0 

78、n346和nl54mf／L的系列溶液．各墩50 ul与甲醇按1：3 

混合后，准确进样40u l并3改．以峰高 与药物浓度绘制标准 

曲线。 

1 7 精密度试验 

准确配制10mg／L的环丙沙星溶液． H内熏复进样5 

拨． 算H内精密度。禽环丙沙星的甲醇溶液、每天分析 ， 

拨 扶．计算H问精密度。 

2 结 果 

2．1 色谱图 

甲醇的保留时问为3Amin。环丙沙星的 留时 

闯为9．8rain，再成份分离较好，分离度R>I。 

2．2 标准曲线 

在0．154～12．5m L范 内，峰高与CPLX浓度 

早线性关系，，=o．9997，以蜂高为横坐标，以环丙 

沙星浓度为纵坐标 ，建立 [uJ归方程 ， 一0．042+ 

I，545 。 

2 3 精密度 

口内精密度cV％=2．66％，U间CV％=4．15％。 

2．4 各细菌对环丙沙星的摄取曲线 (图l～4) 

摄取 曲线表明再菌株在10rain处摄取达最大峰 

浓度 ，且各 菌株 胞 内CPLX浓 度 均高 于 lme／L 

(CPLX的临界耐药浓度 )。沙雷杆菌和阴沟杆菌 

对环丙沙星摄取量少于奇异变形杆菌。 
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囝1 奇异变形杆菌76对环丙沙星自§摄取曲线 

⋯ 环丙沙星的临界耐药浓度下围同 
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围2 奇异变彩杆菌93对环丙沙星的摄取曲线 
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围3 沙霄杆菌对环丙沙星的蛋取曲线 
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围4 阴沟杆菌对环丙沙墨的摄取曲线 

3 讨 论 

山于细菌细胞埘药物摄取最很少，且破碎细胞 
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捡出率为92-3％．略高于文献报导晌EEG检出率 

(76．4％) 可以看出，山于AEEG昼夜24h长时间监 

渊，对于癫痫这种发作性疾躺捕提到阳性放电的机 

率远远高于常规脑电图 (EEG一般记录20min)。 

(2)1 l2例术后癫痫发作』{有28例。虽然本组躺倒术 

中未应用皮层电极监测，但术后癫痫症状消除效果 

满意 (75．0％)。Goldrlng认为 对确定的嫡★l： 需 

要作皮层电极 然也有人认为 借助皮层电极术 

中监渊整个箱灶的部位和范 ，1三术切除会得到更 

满意的效果。 

表4可见．术前无癫痫发作组，术后有l7例出 

现癫痫发作。多数学者认为其主要原冈可能是于术 

操作所造成的脑皮质的损伤。冈为脑皮质j{要受到 

微生物、异物的侵袭或暴力、出血的损害，均可增 

加致瘸的机会 。有学者报导一组颅脑损伤后使用 

苯妥英钠的病例，其2，3j{用了一个月，1／2晌血浆 

浓度达 到抑痈的最低限度，而发躺率却显著降低 
。 

。 故笔者建议，开颅于术厉AEEG监测显示有瘸样 

放电虽无临床发作 (临床下发作)，在排除肿瘤复 

发后应早期给予药物治疗。尤其应该注意术前有癫 

痫发作或AEEG示有痈样放电 (临床下发作)者尽 

早配合抗癫痫的药物治疗，因本文结果可见术前有 

癫痫的发作组，于术后更易出现癫痫发作。 

综上所述，对颅内占能性疾辅术前诊断虽然CT 

史为直观、精确，世它反映的是解剖形态上的变 

化，埘于病ll：所引起晌大脑皮质功能障碍及周闱神 

经细胞晌代偿等脑功能的变化它却 能反映。而 

AEEG 仅能准确或大致反映嫡★I：的部位．也能反 

映出病灶对脑机能影响的程度和范 ：通过术后的 

监渊，它还能反映手术对脑机能晌影响以及脑机能 

恢复的程度。尤其是它对于术前术后的癫痫的诊 

断、疗效的舰察等更起着非常重要晌作用。 
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产生许多杂质及活性物质，与荧光法相比，我们建 

立的HPLC法能减少干扰，准确测定药物浓度，与 

紫外测定相比，灵敏度高，与生物检测法相比 ， 

本法简便，需样量小，与放射法相比 ，虽灵敏度 

不及，但因为氟喹诺酮类药物具有荧光特性，不需 

标记，且减少污染性。从而为研究氟喹诺酮类药物 

耐药机制提供了一种较好的方法。 

由摄取曲线可看到三类肠道杆菌胞内HPLX浓 

度在 lOmin时达最大峰，与文献报告一致 ，且 

CPLX含景均在lmg，L以上 (环丙沙星的临界耐药浓 

度，1997年NCCLS标准)，表明均为敏感苗，与 

Mlc结果一致。同时， 沟杆菌和沙雷杆菌胞内 

CPLX浓度均低于变形杆菌，而MIC高于奇异变形 

杆菌，但胞内药物浓度是否与Mlc相关尚不清楚， 

有持进一步研究。 

参 考 文 献 

【l】 Dee．,hen~ t．eying H．Cullmenn Role ofthe outea- 

membcane for q~nolon~ resistance ；n entcrobaeteriaO1． 

Chemotherapy l990；36(2)：l3-23． 

【2】 Ct,．apma．JS．Ge0r窟0 婶 山 NH．Route ofqui∞ 

m ；∞ in Escherichia coli 【J1． Antimiemb Agents 

Chemother．1988；32(4)：438-442． 

『3】 Hirai K．Aoyan'm }L Iriku~a d a1．Differences in 

susceptibility to quinolones of OLIII~r membr~a~ muⅢ s of 

salmonella typhimurium and~scherichia col；们．Antimicrob 

Ag ents Chemother．198 6：29(3)：535-538． 

【4】 Bedard J．Wong S Bryan LE．A~eumulafionof ~II10Y~ n 

by esda~chia eoli and bacillus subilis【J】．Antimierob Ag mls 

Chernothar,1987；31(5)：1348-1354． 

【5】 MeCaffreyC．Ben．as．so J，Pace J．Quinolonc~,eumulation 

in E．coli，pseudomonas ae九 ；n0sa，and stapl1ylococcus alIfe呱 【 

J】．Antimierob蛳 b C~ er,l992；36(8)：160l·1605． 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com

