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【摘 要】目的：建立反相高效液相色谱仪(high performance liquid chromatography，HPLC)检测兔胫骨及骨髓中左氧氟沙星的方 

法，用于评价纳米微球载左氧氟沙星可控降解骨修复材料中的左氧氟沙星在兔局部骨组织及骨髓中的缓释特点。方法：分别将 

不同浓度左氧氟沙星加入空白胫骨、骨髓 ，以环丙沙星作为内标，采用 Sepax BR—C18(250 mm×4．6 mm 5 m)色谱柱，流动相 

为：0．O1 mol／L磷酸二氢钾一甲醇—0．5 mol／L四丁基溴化铵(75：25：4)，流速：1．0 ml／min，柱温：40℃，紫外检测波长 290 nm。评价 

指标为：专属性、检测线、定量线、回收率、稳定性、精密度。结果：当胫骨中的左氧氟沙星浓度在 0．05 Ixg／ml～300 Ixg／ml范围内线 

性关系良好(r=0．999)；低、中、高 3个浓度的方法回收率分别为(108．81±1．14)％、(96．85±3．64)％、(114．38±0．27)％；提取回收 

率分别为(110．92±0．42)％、(110．48±0．97)％、(80．39 4-0．08)％；日内精密度的 RSD分别为 1．30％、0．23％、5．51％；Et间精密度的 

RSD分别为：7．09％、3．71％、2．55％，样品稳定性良好。骨髓中的左氧氟沙星浓度在0．01 Ixg／ml～300 txg／ml范围内线性关系良好 

(r=O．999)；低、中、高 3个浓度的方法回收率分别为(91．67±3．73)％、(101．77-i-0．26)％、(87．72±0．72)％；提取回收率分别为 

(102．97±0．81)％、(87．O0±0．62)％、(99．97±1．15)％；日内精密度的RSD分别为1．49％、1．06％、0．11％；日间精密度的RSD分别 

为：5．61％、2．56％、2．37％，样品稳定性良好。结论：本方法操作简便、灵敏、稳定、回收率高，适用于检测新型载药骨修复材料中的 

左氧氟沙星在兔局部骨组织中的分布。 
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Determination of levofloxacin concentration in rabbit tibia 

and bone marrOw by H PLC 
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Sun Zexu ，y Chao2 Zhang Jins；，Xia Chunyong2 

(1．Department ofOrthopedics， e First Affiliated Hospital ofChongqingMedical University； 

2．Institute ofLife Science，Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To establish a high performance liquid chromatography(HPLC)method for the determination of levofloxacin in 
the rabbit tibia and bone morrow；to evaluate the release characteristics of levofloxacin in nanoparticles contained levofloxacin degra- 

dation—controllable bone repair materials in rabbit local bone tissue and bone marrow．Methods：Different concentrations of levofloxacin 

were added in blank tibia and bone marrow respectively．Ciprofloxacin was used as an internal standard．Sepax BR-C18(250 mm x 

4．6 mm 5 I．Lm)column was employed；the mobile phase was：O．O1 mol／L potassium dihydrogen phosphate—methanol一0．5 moFL tetra— 

butylammonium bromide(75：25：4 ；flow rate was 1．0 ml／min；column temperature was 40℃；detection wavelength was 290 nm．Evalu— 

ation indexes were linear range，recoveries，extraction recoveries，intra-day precision，inter-day precision，sample stability and accu— 

racy．Results：When the tibia of levofloxacin concentrations in 0．05-300 tLg／n~，good linear relationship was achieved(r=0．999)；low， 

medium and high concentrations of three recoveries were(108．81 4-1．14)％，(96．85±3．64)％，(114．38±0．27)％；the extraction re 

coveries were(110．92±0．42)％，(110．48±0．97)％，(8O．39±0．08)％；intra-day precision RSD were 1．30％，0．23％，5．51％；inter—day 

precision RSD were as follows：7．09％ ，3．71％ ，2．55％ ，a good sample stability．When the bone marrow levofloxacin concentrations 

in 0．05-300 Ixg／ml，a good linear relationship was achieved(r=0．999)；low，medium and high concentrations of three recoverieswere 

(91．67±3．73)％，(101．77±0-26)％，(87．72士0．72)％；the extraction recoveries were(102．97士0．81)％，(87．00士0．62)％，(99．97± 

1．15)％；intra—day precision RSD were 1．49％，1．06％，0．11％；inter—day recision RSD were as follows：5．61％，2．56％，2．37％，a good 

sample stability．Conclusion：With the advantages of simple，sensitive，stable，high recovery rate，this method is applicable to the 

detection of distribution of levofloxacin in rabbit local bone tissue in a new bone repair materials． 

【Key words]high performance liquid chromatography(HPLC)；levofloxacin；tibia；bone marrow；rabbit 

左氧氟沙星(Levofloxacin)是第 3代喹诺酮类 

药物，为氧氟沙星的光学活性 s(一)异构体 ，其作用 

机制为抑制细菌的 Ⅱ型拓扑异构酶．干扰 DNA复 

制、转录过程【”，其体外抗菌活性约为氧氟沙星的 2 

倍[21。左氧氟沙星对革兰氏阳性菌、革兰氏阴性菌具 

有广谱抗菌作用[3]．且不良反应小。因而广泛应用于 

敏感菌引起的皮肤软组织、呼吸系统、泌尿系统和 

消化系统等重度感染 。慢性骨髓炎是骨与骨髓的 

慢性感染同，是临床上的常见病，其致病菌主要为金 

黄色葡萄球菌以及革兰氏阴性杆菌[71。随着交通事 

故的增加 ，创伤后骨髓炎患者在增加 ，另外糖尿病、 

免疫缺陷患者的增多 ，耐药菌的产生、多种病原体 

混合感染亦使慢性骨髓炎的发病率上升[8-9]，临床上 

治疗十分棘手。由于左氧氟沙星具有良好的药效和 

药代动力学性质。选择左氧氟沙星治疗慢性骨髓炎 

是一种很好的选择。 

由国家高技术研究发展计划(863计划)项目资 

助，课题组将纳米微球吸附左氧氟沙星与壳聚糖等 

多种材料复合 ，得到一种具有药物缓释、材料可控 

降解的新型骨修复材料，用于治疗慢性骨髓炎。为 

了客观评价新型骨修复材料纳米微球中的左氧氟 

沙星在动物体内局部骨组织的时间、空间分布，选 

用合适的方法对骨组织中的左氧氟沙星精确定量， 

显得尤为重要。目前 ，左氧氟沙星的常用检测方法 

有高效液相色谱法(high performance liquid chroma— 

tography。HPLC)tl0]、紫外分光光度、法【“】、微生物法【埘， 

许多研究者检测了血清或血浆中的左氧氟沙星，而 

骨及骨髓中的药物检测方法鲜有报道，本文的目的 

是建立 HPLC法检测动物骨及骨髓中的左氧氟沙 

星．以评价新型骨修复材料中的左氧氟沙星在局部 

组织中的代谢特点。 

1 实验材料 

1．1 仪 器 

高效液相色谱仪(LC-2010AHT，日本岛津公司，包括cBM一 

20A系统控制器，Shimadzu CLASS—VP色谱工作站)；超声波 

清洗器(KQ2200B昆山市超声仪器有限公司)；高速离心机 

(sigma D一37520美国)；循环恒温水浴锅(岛津公司TB一85日 

本)；组织匀浆机(IKA，T10 basic$25德国)；氮气干燥仪(River 

Road west Berlin MA 01301美国)；Elixl0超纯水净化系统 
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(Milli—QGradientA10美国)。 

(METTLER TOLEDO瑞士)。 

1．2 试剂 

XS一105十万分之一电子天平 2．4 方法的专属性 

左氧氟沙星标准品(含量：≥98％，中国食品药品检定研 

究院，批号：130455—201106)；环丙沙星对照品(含量：I>98％， 

批号：17850—5G—F，sigma—Aldrich美国)；四丁基溴化铵(分 

析纯 ，批号：20141103；国药集团生产)；空白兔胫骨、骨髓(重 

庆医科大学动物实验中心提供)；水为双蒸水；甲醇为色谱纯； 

其余试剂均为分析纯。 

2 实验方法与结果 

2．1 色谱条件 

色谱柱为：Sepax BR—c18(25o mmx4．6 mm 5 Ixm)，流动 

相为：0．01 mol／L磷酸二氢钾一甲醇一0．5 mol／L四丁基溴化 

铵 (75：25：4)，流速 ：1．0 ml／min，柱温 ：40℃，紫外检测波长 

290 nm。进样量：10 l。 

2．2 溶液配制 

2．2．1 左氧氟沙星标准品配制 精密称取 15．00 mg左氧氟 

沙星的标准品，于甲醇中溶解 ，转移至 5 ml容量瓶中定量即 

可得到标准溶液(3 mg／m1)，再进行倍比稀释，将标准品分 14 

个浓度梯度 ：300、200、100、50、25、10、5、2．5、1、0．5、0．25、0．1、 

0．O5、0．O1~g／ml。 

2．2．2 环丙沙星溶液的配制 取环丙沙星 25．04 mg精确称 

定 ．置于 25 m1的容量瓶中．用甲醇溶液定容至刻度 ，再稀释 

成浓度为 500．8~g／ml的内标工作液。置冰箱 4℃冷藏保存， 

备用。 

2．3 样品处理 

2．3．1 胫骨处理 选新西兰健康成年大白兔，雌雄不限，体 

质量 2．2—2．4 kg之间，将兔处死后 ，取出空白胫骨 ，清洗干 

净，剪切成 1 am柱状 ，冷冻 、干燥 10 h，取出后研磨成粉末。 

称取粉末 200 mg，按 100 rag：1 ml的比例加入PBS缓冲液 

中，摇匀，混均，置于4 oC冰箱浸泡 24 h。取 t00 txl空白上清 

液，加入 10 l不同浓度的左氧氟沙星和 10 l内标环丙沙星， 

涡旋混匀 5 min，加入 800 txl二氯甲烷，涡旋 5 min，8 000 r／ 

rain离心 5 min。取上清液 750 tzl，50 oC水浴下氮气吹干，加 

入 1O0 tzl流动相溶解 ，超声、涡旋、12 000 r／min离心 10 min， 

取上清液 1O l进样分析。每个浓度分析 3次。 

2．3．2 骨髓处理 选新西兰健康成年大白兔 ，雌雄不限，体 

质量 2．2～2．4 kg之间，将兔处死后 ，取兔的骨髓 ，置于 EP管 

中，精确称取 200 mg，按 100 rag：1 ml加入 PBS，匀浆机匀浆， 

漩涡震荡 5 rain，待充分混匀后 ，10 000 r／min离心 10 rain，取 

上清液，置于一20℃备用。取 100 1空白上清液，加入 10 l 

不同浓度的左氧氟沙星和 10 l内标环丙沙星 ，涡旋混匀 

5 min，加入 800 tzl二氯甲烷 ，涡旋 5 min，8 000 r／min离心 

5 rain，取上清液 750 l，50℃水浴下氮气吹干 ，加入 100 txl 

流动相溶解，超声 、涡旋、12 000 r／min离心 10 min，取上清液 

10 l进样分析。每个浓度分析 3次。 

分别取空 白胫骨及骨髓 ，对照品溶液及加样血浆 ，按 

“2．2”项下方法处理 ，按“2．1”项下色谱条件测定 ，结果左氧氟 

沙星和内标环丙沙星的保留时间分别为 4．84 min和 6．74 

min，胫骨及骨髓中内源性杂质对样品的测定无干扰 ．两者峰 

形良好，分离完全。各样品色谱图见图 1。 
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注：A．胫骨空白；B．骨髓空白；c．胫骨+左氧氟沙星+环丙沙星； 

D．骨髓 +左氧氟沙星 +环丙沙星；E．胫骨中药物实测；F．骨髓中 

药物实测 ；1．左氧氟沙星；2．内标环丙沙星 

图 1 各组色谱图 

Fig．1 HPLC chromatograms of each group 

2．5 数据分析 

使用 SPSS 19．0统计软件进行统计学分析，计量资料以 

均数 4-标准差 ( 4- )表示，线性系数进行 t检验 ，动物实验 

组问比较采用两独立样本 t检验 ，检验水准 a=0．05。相对标 

准偏差 (RSD)=标准偏差(SD)／计算结果的算术平均值(x)× 

100％。 

2．6 线性与定量下线 

将上述 14个不同浓度梯度的标准工作液按 2．3项下方 

法处理．进样分析和处理数据，记录色谱峰面积，标准曲线以 

左氧氟沙星与内标环丙沙星峰面积的比值(Y)为纵坐标 ，左 

氧氟沙星的浓度(x)为横坐标，用加权最小二乘法(W=I／C ) 

进行回归计算 ，可得胫骨的直线回归方程 ：Y=0．033X+0．007， 

r=l(n=3，t=221．202，P=0．000)，最低定量浓度 0．05 jxg／ml；骨 

髓 的直线 回归方程为 ：Y=O．026+0．036X，r=O．999(n=3，￡= 

66．594，P=0．000)，最低定量浓度为 0．叭 ~g／ml。 

2．7 回收率 实验 

分别制备左氧氟沙星浓度为0．25、5、200~g／ml的胫骨、 

骨髓样品各 5份，作为质控样品，按“2．3”项下方法处理，进 

样检测。样品实测浓度与理论浓度的比值为方法回收率，质 

控样品峰面积与水溶液峰面积比值为绝对回收率。胫骨的方 
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法回收率、提取回收率(表 1)，骨髓的方法回收率、提取回收 

率(表 2)。 

表 1 胫骨的方法回收率 ( ±S。n=5)、提取回收率(i±4。n=3) 

Tab．1 Method recoveries of tibia(x4-4。n=5)。 

extraction recoveries of tibia( ±4。n=3) 

表 2 骨髓的方法回收率(i±41n=5)、提取回收率(i± 。n=5) 

Tab．2 Method recoveries of bone marrow( ±41n=5)。 

Extraction recoveries of bone marrow(i±4。n=5) 

2-8 精密度实验 

用空白胫骨及骨髓分别制备左氧氟沙星浓度为0．25、5、 

200 g／ml的对照品溶液各 5份，按“2．3”项下方法处理，分别 

检测胫骨及骨髓样品，每次进样 1O l，计算 日内精密度。同 

样的方法每 日测定 1次，连续测定 5 d，计算 日间精密度。胫 

骨的精密度结果(表 3)，骨髓的结果(表 4)。 

表 3 胫骨的日内日间精密度(x4．s。n=5) 

Tab．3 Inter-day precisions and intra——day precisions of tibia 

(i±4。n=5) 

表 4 骨髓的日内日间精密度(i± 。n=5) 

Tab．4 Inter—day precisions and intra-day precisions of bone 

marrow(i± ，n=5) 

2．9 稳定性 实验 

在室温和一2O℃的条件下反复多次考察冻融稳定性。胫 

骨及骨髓的高、中、低 3个浓度(0．25~g／ml，5~g／ml，200 

m1)的回收率(表5及表6)。 

表 5 胫骨样品的稳定性 (x 4-S，n=3) 

Tab．5 Stability of the tibia samples(i±4。n=3) 

表 6 骨髓样品的稳定性 (i±4。n=3) 

Tab．6 Stabilityofthe bonemarrow samples(王±41n=3) 

2．10 实际样品测定 

选用新西兰兔 6只，雌雄不限，体质量为2．2—2．4 kg。实 

验组 3只，于右侧胫骨平台下端 1 am处 。钻直径 2 mm的圆 

孔 ，立即用骨蜡封闭．将 0．1 ml浓度为 500 m#ml的左氧氟 

沙星注入骨髓腔，注入总量为 50 mg，逐层缝合。对照组 3只， 

注人生理盐水。注入药物后 2 h，将兔采用过量麻药法处死 ， 

取出右侧胫骨及骨髓，将胫骨及骨髓截取长度为2 am，按 

“2．3”样品处理方法 ，随后进样检测。实际测定 ：胫骨中左氧 

氟沙星的浓度为(2．63±0．66)p~g／ml。骨髓中左氧氟沙星的浓 

度为(1O．54±1．01)I~g／ml，均检测到左氧氟沙星，且骨髓中的 

左氧氟沙星浓度高于胫骨中的左氧氟沙星(JP=O．000)。 

3 讨 论 

3．1 流动相 的选择 

本研究在预实验阶段是用含 0．01 mol／L的磷酸 

盐缓冲液的水相与甲醇为流动相．缓冲液与有机溶 

剂的比例对保留时间和分离度有影响。本实验分别 

考察了水相一甲醇(75：25，65：35，60：40，V／V)3个比 

例，在实际操作中发现有杂质峰未与药物峰完全分 

离，且峰形不佳，随后在流动相中加入四丁基溴化 

铵后峰形明显改善。结果0．01 mol／L磷酸二氢钾一 

甲醇_一0．5 mol／L四丁基溴化铵(75：25：4)符合要求 ． 

杂质峰也与其分离，效果较好。 

3．2 样品处理方法 

兔的胫骨坚硬，匀浆机无法匀浆，样品处理困 

难，崔颖_l 3l、Sroga等㈣报道骨骼经冷冻干燥后易粉 

碎，因此本实验采用了此方法，先把胫骨冷冻干燥 

10 h，取出后迅速研磨成粉。随后用 PBS浸泡 24 h， 

再用二氯甲烷萃取 ，确保胫骨中的左氧氟沙星充分 

溶出。预实验中采用高氯酸对左氧氟沙星进行萃 

取，色谱图出现倒峰．且干扰较大。考虑是高氯酸致 

样品pH过低，影响测定。最终选用二氯甲烷进行萃 
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取，提取回收率达到要求。 

3．3 实际样品测定 

由于胫骨组织坚硬，药物不易渗入，将 50 mg左 

氧氟沙星注入局部骨髓腔后．药物通过局部扩散以 

及血液循环进入胫骨，会造成骨髓中药物浓度高，而 

胫骨中药物浓度低的情况。口服左氧氟沙星后可被 

快速吸收，通常在口服后 l一2 h后血浆药物浓度达 

到峰值[15-1q。随着药物的代谢，药物浓度渐降低。本 

实验与其不同，是局部注射药物 ，综合考虑，选术后 

2 h进行样品检测。结果表明，此方法可以成功检测 

出胫骨及骨髓中的左氧氟沙星。 

3．4 测定胫骨及骨髓中左氧氟沙星的临床意义 

慢性骨髓炎是骨科最难处理的并发症之一，因 

感染部位有死骨形成、血供不足，在临床上处理非 

常棘手 。频发的交通事故导致的创伤l生骨髓炎以 

及骨科植入假体感染等基础疾病继发感染增多使 

外源性骨髓炎有增多的趋势，其会导致感染性骨缺 

损 ，迁延不愈者会造成严重的功能障碍，甚至危及 

患者生命 8]。在抗感染的基础上彻底清创加上骨缺 

损修复是治疗感染性骨缺损的基本原则，长时间全 

身系统用药会对机体产生毒性，并且在局部很难达 

到有效杀菌浓度 7J，而局部用药可在局部获得持续 

的较高药物浓度，同时保持较低的血药浓度。避免 

了毒副作用及难以进入缺乏血供病灶区的弊端。纳 

米微球载左氧氟沙星可控降解骨修复材料是一种 

新型的具有药物控释、控制感染、修复骨缺损的复 

合材料。客观评价材料中药物在骨局部组织中的缓 

释持续时间及空间分布是必要的。 

本实验建立了 HPLC法检测兔胫骨及骨髓中的 

左氧氟沙星的方法学，本方法简便、灵敏、回收率 

高，为下一步评价材料的药物控释性能奠定了基础， 

适用于检测新型载药骨修复材料中的左氧氟沙星 

在兔局部骨组织中的分布。以期为治疗慢性骨髓炎 

提供解决方案。 
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