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正交试验法优化百合水提工艺
王翔１ 　 王权１ 　 牛保力１ 　 左成彬１ 　 李翔宇１，２ 　 （１．安徽济人药业股份有限公司　 安徽亳州 ２３６８００； ２．中药提取安徽

省技术创新中心）

摘　 要　 目的： 优化百合的最佳水提工艺，为后续开发研究提供参考依据。 方法： 以干浸膏得率和王百合苷 Ｂ 转移率综合评

分为评价指标，采用单因素试验考察浸泡时间、提取时间、提取次数和加水倍数对提取效果的影响；根据单因素试验结果，采
用 Ｌ９（３４）正交试验法进一步工艺优化，并进行验证。 结果： 王百合苷 Ｂ 在０．００３ ４～ ０．０５５ ０ ｍｇ·ｍｌ－１浓度范围内线性关系良

好（ ｒ＝ ０．９９９ ９）；平均加样回收率为９９．１１％，ＲＳＤ 为１．２１％（ｎ＝ ３）；精密度、稳定性、重复性试验 ＲＳＤ 均＜２．０％（ｎ ＝ ３）。 优化后

的百合水提工艺为加 １０ 倍水，提取 ３ 次，每次１．０ ｈ。 验证试验显示，优化后的工艺所得干浸膏的平均得率为２２．６７％，ＲＳＤ ＝
１．１％，（ｎ＝ ３），王百合苷 Ｂ 转移率为８５．９２％，ＲＳＤ＝ １．４％（ｎ ＝ ３）。 结论： 王百合苷 Ｂ 含量测定方法操作简单，准确，优化的水

提取工艺稳定、可行，可用于百合的水提取。
关键词　 百合；单因素试验；正交试验；干浸膏得率；王百合苷 Ｂ；综合评分
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Ｂａｋｅｒ 或细叶百合 Ｌｉｌｉｕｍ ｐｕｍｉｌｕｍ ＤＣ．的干燥肉质鳞

叶。 具有养阴润肺，清心安神之功效［１］ 。 百合为传

统常用中药，多为栽培品，首载于《神农本草经》。
百合主要成分为糖类、酚类和皂苷类、生物碱类、甾
醇类等［２～４］ 。 文献报道多集中于百合多糖和皂苷类

成分，具有免疫调节、降血糖、抗肿瘤、抗抑郁、抗氧

化等药理活性［４，５］ 。 本研究通过单因素试验与正交

试验，以干浸膏得率和王百合苷 Ｂ 的转移率为指

标，优选百合的提取工艺条件，为生产工艺参数的确

定提供实验依据。
１　 仪器与试药

１．１　 仪器

Ａｇｉｌｅｎｔ １２６０ 型高效液相色谱仪（配置四元泵、
ＶＷＤ 紫外检测器、化学工作站、ＨＰ ｃｏｍｐａｑ 计算机

系统，安捷伦科技有限公司）；Ｗａｔｅｒｓ Ｘ Ｂｒｉｄｇｅ  Ｃ１８

色谱柱（２５０ ｍｍ×４．６ ｍｍ，５ μｍ）；ＸＰ２６ 型百万分之

一天平（瑞士梅特勒⁃托利多集团）；ＢＴ２２４Ｓ 型万分

之一天平 （北京赛多利斯仪器系统有限公司）；
ＢＳＡ８２２⁃ＣＷ 型百分之一电子天平（北京赛多利斯仪

器系统有限公司）；ＪＬ⁃３６０ 型超声提取器（上海吉理

仪器有限公司）；ＨＨ⁃６ 恒温水浴锅（常州国宇仪器

制造有限公司）；ＸＬ⁃３００ 型多功能摇摆式粉碎机（上
海润实电器有限公司）。
１．２　 试药

百合 （安徽普仁中药饮片有限公司，批号：
２００９１８３，产地：湖北省龙山县）经湖南中医药大学刘

向前教授鉴定为卷丹 Ｌｉｌｉｕｍ ｌａｎｃｉｆｏｌｉｕｍ Ｔｈｕｎｂ．的干

燥肉质鳞叶；王百合苷 Ｂ（上海鸿永生物科技有限公

司，批号：２３００３９⁃２０２００５，含量≥９８．０％）；乙腈、磷酸

为色谱纯；娃哈哈纯净水，其他试剂均为分析纯。
２　 方法与结果

２．１　 水提液的制备

称取百合药材 ３０ ｇ，置圆底烧瓶中，进行提取，
趁热滤过，合并滤液，浓缩至适量，放冷至室温，加水

定容至 ５００ ｍｌ，混匀，备用。
２．２　 干浸膏得率测定

精密量取水提液 ５０ ｍｌ，置已干燥至恒重的蒸发

皿中，水浴蒸干后，于 １０５ ℃的烘箱干燥 ３ ｈ，置干燥

器中冷却 ３０ ｍｉｎ，迅速精密称定重量，计算干浸膏

得率。
２．３　 王百合苷 Ｂ 的含量测定

２．３．１　 色谱条件［６］ 　 色谱柱：Ｗａｔｅｒｓ Ｘ Ｂｒｉｄｇｅ Ｃ１８

柱（２５０ ｍｍ×４．６ ｍｍ，５ μｍ）；流动相：乙腈⁃０．１％磷

酸溶液 （ ２１ ∶ ７９）；流速：１．０ ｍｌ·ｍｉｎ－１；进样量：
１０ μｌ；检测波长：３１２ ｎｍ。 理论板数按王百合苷 Ｂ

峰计算应不低于 ６ ０００。
２．３．２　 溶液的制备

２．３．２．１　 对照品溶液　 精密称取王百合苷 Ｂ 对照品

２．７５３ ｍｇ，置 ５０ ｍｌ 棕色量瓶中，加 ８０％乙醇溶解并

稀释至刻度线，制成浓度为０．０５０ ５ ｍｇ·ｍｌ－１的对照

品溶液，即得。
２．３．２．２　 饮片供试品溶液 　 取本品粉末（过三号

筛）约０．２ ｇ，精密称定，精密加入 ８０％乙醇 ２５ ｍｌ，称
定重量，加热回流１．０ ｈ，放冷，再称定重量，用 ８０％
乙醇补足减失的重量，摇匀，滤过，取续滤液，经

０．４５ μｍ微孔滤膜滤过，即得。
２．３．２． ３ 　 水提液供试品溶液 　 精密量取水提液

２ ｍｌ，加无水乙醇定容至 １０ ｍｌ，精密称定，混匀，超
声（３００ Ｗ，４０ ｋＨｚ）３０ ｍｉｎ，取出，放冷，８０％乙醇补

足减失的重量，摇匀，滤过，经０．４５ μｍ微孔滤膜滤

过，取续滤液，即得。
２．３．３　 专属性试验　 精密吸取 ８０％乙醇溶液（空白

溶剂）、对照品溶液（０．０５５ ０ ｍｇ·ｍｌ－１ ）、水提液供

试品溶液及饮片供试品溶液各 １０ μｌ，分别进样，记
录色谱图。 结果，供试品溶液与对照品溶液相同的

保留时间有相应的色谱峰，且阴性对照溶液与供试

品溶液、对照品溶液相同的保留时间处无相应色谱

峰，表明专属性较强，结果见图 １。
２．３． ４ 　 线性关系考察 　 分别精密吸取浓度为

０．００３ ４，０．００６ ９，０．０１３ ８，０．０２７ ５，０．０５５ ０ ｍｇ·ｍｌ－１

的王百合苷 Ｂ 对照品溶液，分别进样 １０ μｌ，测定峰

面积并记录。 以峰面积峰值为纵坐标，对照品溶液

浓度为横坐标，用最小二乘法进行线性回归，求得回

归方程 Ｙ＝ １９ ５９７Ｘ－４．８３，ｒ ＝ ０．９９９ ９，表明王百合苷

Ｂ 在０．００３ ４ ～ ０．０５５ ０ ｍｇ·ｍｌ－１浓度范围内呈现良

好的线性关系。
２．３．５　 精密度试验　 精密吸取王百合苷 Ｂ 对照品溶

液（０．０５５ ０ ｍｇ·ｍｌ－１），重复进样 ６ 次，测得平均峰面

积的 ＲＳＤ 为１．２％（ｎ＝６），可见方法精密度良好。
２．３．６　 稳定性试验　 精密吸取王百合苷 Ｂ 对照品溶

液（０．０５５ ０ ｍｇ·ｍｌ－１），于室温放置 ０，２，４，８，１２，２４，
３６，４８ ｈ 分别进样，测定平均峰面积的 ＲＳＤ 为１．６％
（ｎ＝８），表明供试品溶液在 ４８ ｈ 内稳定性良好。
２．３．７ 　 重复性试验 　 称取同一批次供试品平行 ６
份（按正交试验优选工艺条件提取），按“２．３．２．３”项
下方法制备供试品溶液，在“２．３．１”项下色谱条件测

定，所得供试品溶液中王百合苷 Ｂ 的平均转移率为

８６．７２％，ＲＳＤ 为０．１８％（ｎ＝ ６），表明重复性良好。
２．３．８　 加样回收率试验　 精密吸取已知含量的供试

品溶液 １ ｍｌ（按正交试验优选工艺条件提取，测定王
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Ａ．空白溶剂　 Ｂ．对照品溶液　 Ｃ．水提液供试品溶液

Ｄ．饮片供试品溶液　 １．王百合苷 Ｂ

图 １　 ＨＰＬＣ 色谱图

百合苷 Ｂ 含量为０．１６１ ２ ｍｇ·ｍｌ－１），平行 ６ 份，分别

精密加入王百合苷 Ｂ 对照品溶液（０．１６９ ８ ｍｇ·ｍｌ－１）
１ ｍｌ，（分别按王百合苷 Ｂ 含量的 １００％精密加入王百

合苷 Ｂ 对照品），按“２．３．２．３”项下供试品溶液的制备

方法，在上述色谱条件下测定，平均回收率为９９．１１％，
ＲＳＤ 为１．２１％（ｎ＝６），表明回收率较好。
２．４　 水提工艺的优化

２．４．１　 提取工艺的单因素考察　 本试验所用百合饮

片中王百合苷 Ｂ 的质量分数为０．３１％。 参照文献方

法并结合预试验结果，以综合评分法（以干浸膏得率、
王百合苷 Ｂ 转移率计算）进行单因素和正交试验，干
浸膏得率按“２．２”项下方法测定，王百合苷 Ｂ 含量按

“２．３．１”项下方法测定，并计算转移率。 由于中药饮片

的有效成分提取效率是判定提取效果优劣的主要指

标之一，提取率越高，提取效果越好，因而将提取效率

作为主要指标；虽然干浸膏得率在实际生产中具有重

要意义，但是片面追求干浸膏得率会导致其他工序操

作时间延长，影响产品的其他质量指标，从而不利于

生产与节能降耗，因此将干浸膏得率作为次要指标。
设定干浸膏得率权重为 ３ 分，王百合苷 Ｂ 转移率权重

为 ７ 分。 按下式计算综合评分：
王百合苷 Ｂ 转移率＝（水提液中王百合苷 Ｂ 浓度

×稀释倍数） ／ （药材中王百合苷 Ｂ 含量×饮片质量）
综合评分＝（干浸膏得率 ／干膏得率最大值）×３＋

（王百合苷 Ｂ 转移率 ／王百合苷 Ｂ 转移率最大值）×７。
２．４．１．１　 浸泡时间的考察　 称取本品 ３０ ｇ，置圆底

烧瓶中，加 １０ 倍水，分别浸泡 ０，１０，３０，４０，６０ ｍｉｎ，
回流提取 １ ｈ，提取 １ 次，各平行 ２ 份，测定干浸膏得

率，计算王百合苷 Ｂ 转移率及综合评分，结果见

表 １。 可见在浸泡时间为 ０ ～６０ ｍｉｎ，综合评分没有

明显差异。 综合考虑，选择浸泡 ３０ ｍｉｎ。
表 １　 浸泡时间对提取效率影响（ｎ＝５）

浸泡时间（ｍｉｎ） 干浸膏得率（％） 转移率（％） 综合评分

０ １０．５６ ５６．０３ ９．３７
１０ １０．６４ ５６．２４ ９．４２
３０ １１．１１ ５７．３２ ９．６７
４０ １１．２０ ５８．１５ ９．７９
６０ １１．５７ ５９．１２ １０．００

２．４．１．２　 加水倍数的考察　 称取本品 ３０ ｇ，置圆底烧

瓶中，分别加 ６，８，１０，１２，１５ 倍水，回流提取１．５ ｈ，提
取 １ 次，各平行 ２ 份，测定干浸膏得率，计算王百合苷

Ｂ 转移率及综合评分，结果见表 ２。 可见综合评分在

加水倍数为 ６～１２ 倍范围内呈上升趋势，且在加水倍

数为 １２ 倍时达到最大值，随后呈下降趋势。 因此选

择 １０，１２，１５ 倍水进行后续正交试验。
表 ２　 加水倍数对提取效率的影响（ｎ＝５）

加水量（倍） 干浸膏得率（％） 转移率（％） 综合评分

６ ９．６１ ３６．５４ ６．７８
８ １０．６５ ４５．０９ ８．１０

１０ １２．４４ ４７．７８ ８．８４
１２ １３．６６ ５４．７８ １０．００
１５ １３．６４ ５３．０５ ９．７８

２．４．１．３　 提取时间的考察　 称取本品 ３０ ｇ，置圆底

烧瓶中，加 １０ 倍水，分别回流提取０．５，１，１．５，２，３ ｈ，
提取 １ 次，各平行 ２ 份，测定干浸膏得率，计算王百

合苷 Ｂ 转移率及综合评分，结果见表 ３。 可见综合

评分虽在提取时间为 ３ ｈ 范围内呈上升趋势，但王

百合苷 Ｂ 转移率在提取时间为１．５ ｈ达到最大值，且
综合评分在１．５ ｈ和 ３ ｈ 无明显差异。 因此选择 １，
１．５，２ ｈ 进行后续正交试验。

表 ３　 提取时间对提取效率的影响（ｎ＝５）

提取时间（ｈ） 干浸膏得率（％） 转移率（％） 综合评分

０．５ ６．５３ ３２．４１ ６．３３
１ ９．２３ ３９．８８ ８．０２
１．５ １１．７５ ４４．６５ ９．２５
２ １２．７６ ４３．３５ ９．２４
３ １５．６７ ４３．９２ ９．８９
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２．４．１．４　 提取次数的考察　 称取本品 ３０ ｇ，置圆底

烧瓶中，加 １０ 倍水，回流提取 １ ｈ，分别提取 １，２，３，
４，５ 次，各平行 ２ 份，测定干浸膏得率，计算王百合

苷 Ｂ 转移率及综合评分，结果见表 ４。 可见，综合评

分在提取次数为 １～５ 范围内呈上升趋势，且在提取

次数为 ５ 达到最大值，可见提取 ４ 次、５ 次综合评分

增幅极小，提取 ２ 次增幅较大。 因此选择 １，２，３ 次

进行后续正交试验。
表 ４　 提取次数对提取效率的影响（ｎ＝５）

提取次数 干浸膏得率（％） 转移率（％） 综合评分

１ １０．６４ ５６．０３ ５．３９
２ １７．５２ ８２．３７ ８．１３
３ ２２．４６ ９２．１２ ９．４０
４ ２６．５６ ９０．９８ ９．７５
５ ２８．１１ ９０．０２ ９．８４

２．４．２　 正交试验优选水提工艺

２．４．２．１　 水提工艺的正交试验　 根据单因素试验结

果，以加水倍数（Ａ）、提取时间（Ｂ）、提取次数（Ｃ）为
影响因素，采用 Ｌ９（３４）正交表进行设计和试验，平
行 ２ 次，测定干浸膏得率及王百合苷 Ｂ 转移率，并
计算综合评分，并以综合评分作为评价指标。 因素

与水平表见表 ５，正交试验设计与结果见表 ６，方差

分析结果见表 ７。
表 ５　 水提工艺正交试验的因素与水平表

水平 Ａ 加水量（倍） Ｂ 提取时间（ｈ） Ｃ 提取次数（次）
１ １０ １ １
２ １２ １．５ ２
３ １５ ２ ３

表 ６　 正交试验设计和结果表

试验号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ 干浸膏得
率（％）

转移率
（％）

综合
评分

１ １ １ １ １ １０．６０ ５２．１３ ５．５１
２ １ ２ ２ ２ ２０．０６ ７７．２０ ８．６２
３ １ ３ ３ ３ ２８．５０ ７７．６３ ９．５４
４ ２ １ ２ ３ ２０．５６ ７５．８７ ８．５６
５ ２ ２ ３ １ ２７．７２ ８２．７５ ９．８９
６ ２ ３ １ ２ １５．４６ ５７．５７ ６．４８
７ ３ １ ３ ２ ２５．１１ ８３．０８ ９．６４
８ ３ ２ １ ３ １４．００ ６３．７３ ６．８４
９ ３ ３ ２ １ ２５．８２ ８１．６３ ９．６０

干浸膏得率 Ｋ１ １９．７２ １８．８ １３．３５ ２１．３８
Ｋ２ ２１．２５ ２０．６ ２２．１５ ２０．２１
Ｋ３ ２１．６４ ２３．３ ２７．１１ ２１．０２
Ｒ １．９２ ４．５ １３．７６ １．１７

转移率 Ｋ１ ６８．９９ ７０．４ ５７．８１ ７２．１７
Ｋ２ ７２．０６ ７４．６ ７８．２３ ７２．６２
Ｋ３ ７６．１５ ７２．３ ８１．１５ ７２．４１
Ｒ ７．１６ ４．２ ２３．３４ ０．４５

综合评分 Ｋ１ ７．８９ ７．９ ６．２８ ８．３３
Ｋ２ ８．３１ ８．３ ８．９２ ８．２５
Ｋ３ ８．６９ ８．５ ９．６９ ８．３１
Ｒ ２．４２ １．９ １０．２４ ０．２６

表 ７　 方差分析结果表

因素 偏差平方和 自由度 方差 Ｆ Ｐ
Ａ ０．９７ ２ ０．４８ ９７．００ ＜０．０５
Ｂ ０．６３ ２ ０．３２ ６３．００ ＜０．０５
Ｃ １９．２６ ２ ９．６３ １９２６ ＜０．０１

Ｄ（误差） ０．０１ ２ ０．０１ １．００

　 　 由表 ６ 可知，各因素对提取工艺影响大小一次

为 Ｃ＞Ａ＞Ｂ，且最优方案为 Ａ３Ｂ３Ｃ３。 由表 ７ 可见，虽
然提取次数、提取时间、加水倍数对工艺的影响有统

计学意义，但提取次数对工艺的影响极为显著。 综

合考虑提取效率和节约能源等因素，结合单因素考

察结果，最终确定百合的水提工艺为 Ａ１Ｂ１Ｃ３，即浸

泡 ３０ ｍｉｎ，加 １０ 倍水，提取１．０ ｈ，提取 ３ 次。
２．４．２．２　 验证试验　 称取本品 ３０ ｇ，平行 ３ 份，按最

佳工艺浸泡 ３０ ｍｉｎ，加 １０ 倍水，提取１．０ ｈ，提取 ３
次进行提取，测定干浸膏得率和王百合苷 Ｂ 含量，
并计算王百合苷 Ｂ 转移率。 结果，干浸膏得率平均

值为２２．６７％，ＲＳＤ ＝ １．１％（ｎ ＝ ３），王百合苷 Ｂ 转移

率平均值为８５．９２％，ＲＳＤ＝ １．４％（ｎ＝ ３），表明百合的

优选水提工艺稳定，合理、可行。
３　 讨论

３．１　 百合中含有酚性甘油酯、生物碱、多糖、甾体皂

苷类等活性成分。 其中，酚性甘油酯类是百合发挥

抗氧化、抗肿瘤、调节免疫等作用的重要活性成分。
而王百合苷 Ｂ 又是酚性甘油酯类物质的重要组成

物质之一。 同时，王百合苷 Ｂ 在百合药材中相对百

分含量较高，水溶性较好。 所以，本实验选用王百合

苷 Ｂ，作为筛选水提工艺最佳工艺的评价指标，能很

好地评价工艺的可行性。 本研究参照文献［６］中王

百合苷 Ｂ 的 ＨＰＬＣ 测定方法，并对流动相比例进行

了优化。 在该色谱条件下测定王百合苷 Ｂ 含量的

专属性较强，测定方法简便、准确、且重复性好，因此

选定此方法作为百合水提液中王百合苷 Ｂ 的 ＨＰＬＣ
测定方法。
３．２　 中药有效成分转移率是提取工艺优劣的重要

评价指标，而在实际生产过程中，干浸膏得率影响着

产品的质量，其得率的增加会延长其它生产工序的

操作时间，不利于产品质量的稳定，因此作为评价工

艺优劣的次要指标，本实验采用有效成分转移率权

重 ７ 分，干浸膏得率权重 ３ 分，综合评估两种关键指

标在不同工艺条件下的得分，可直观地评价出工艺

的优劣。 利用三因素三水平正交试验，通过考察加

水倍数（１０，１２，１５ 倍）、提取时间（１，１．５，２ ｈ）和提

取次数（１，２，３ 次），测定有效成分转移率和干浸膏

得率，分析各因素条件下的综合评分结果，确定最佳

提取工艺为加 １０ 倍水，提取１．０ ｈ，提取 ３ 次，此条
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件经验证试验表明，该提取工艺稳定，合理、可行。
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ＨＰＬＣ 法测定丙戊酸血药浓度两种衍生方法的比较研究
王麟奇１ 　 张倩影２ 　 吕立勋１ 　 纪硕１ 　 周珊珊１ 　 秦锟１ 　 王洪民３ 　 （１．华北理工大学药学院　 河北唐山 ０６３２１０；
２．华北理工大学附属医院药学部； ３．唐山市妇幼保健院药剂科）

摘　 要　 目的： 比较两种衍生方法的最佳衍生条件测定人血中丙戊酸（ＶＰＡ）浓度的差异及相关性，为临床 ＶＰＡ 血药浓度监

测方法选择提供参考依据。 方法： 使用高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法测定 ＶＰＡ 血药浓度。 血样分别采用 ２⁃溴苯乙酮和 ２⁃溴⁃对硝

基苯乙酮对 ＶＰＡ 进行衍生，以环己烷羧酸为内标，色谱柱采用 Ａｇｌｉｅｎｔ Ｃａｐｃｅｌｌ Ｐａｋ Ｃ１８（２５０ ｍｍ×４．６ ｍｍ，５ μｍ），保护柱采用

Ｓｃｉｅｎｈｏｍｅ Ｃ１８（６００２２０ 保护柱组件），流动相为甲醇⁃水（８０ ／ ２０，Ｖ ／ Ｖ），流速：１．０ ｍｌ·ｍｉｎ－１，进样量 １０ μｌ，柱温 ３５ ℃ ，保留时间

１５ ｍｉｎ。 通过扫描全波长最终确定，２⁃溴苯乙酮为衍生试剂时的检测波长为 ２４８ ｎｍ，２⁃溴⁃对硝基苯乙酮时的检测波长为 ２６５
ｎｍ。 采用统计学方法比较两种方法测定 ６３ 例患者 ＶＰＡ 血药浓度的相关性和差异。 结果： 两种衍生方法经方法学考察均符

合要求，两种方法测得 ＶＰＡ 血药浓度相关性较好（Ｙ＝ ０．９７１ ３Ｘ＋１．５２８ ９，ｒ＝ ０．９８９ ６），且差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。 结论：
两种方法均可用于临床上 ＶＰＡ 血药浓度监测，相比 ２⁃溴苯乙酮作为衍生试剂，２⁃溴⁃对硝基苯乙酮具有低成本、高效率的特

点，更适合用于临床 ＶＰＡ 的血药浓度监测。
关键词　 丙戊酸；柱前衍生高效液相色谱法；２⁃溴苯乙酮；２⁃溴⁃对硝基苯乙酮；治疗药物监测

中图分类号：Ｒ９６９．１　 文献标识码：Ａ　 　 文章编号：１００８⁃０４９Ｘ（２０２２）１２⁃２２６８⁃０４
ＤＯＩ：１０．１９９６２ ／ ｊ．ｃｎｋｉ．ｉｓｓｎ１００８⁃０４９Ｘ．２０２２．１２．０３８

Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ Ｔｗｏ Ｐｒｅ⁃ｃｏｌｕｍｎ Ｄｅｒｉｖａｔｉｚａｔｉｏｎ ＨＰＬＣ Ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ ｔｈｅ Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ Ｖａｌｐｒｏｉｃ Ａｃｉｄ ｉｎ
Ｓｅｒｕｍ
Ｗａｎｇ Ｌｉｎｑｉ１， Ｚｈａｎｇ Ｑｉａｎｙｉｎｇ２， Ｌｖ Ｌｉｘｕｎ１， Ｊｉ Ｓｈｕｏ１， Ｚｈｏｕ Ｓｈａｎｓｈａｎ１， Ｑｉｎ Ｋｕｎ１， Ｗａｎｇ Ｈｏｎｇｍｉｎ３（１． Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｐｈａｒｍａｃｙ， Ｎｏｒｔｈ
Ｃｈｉｎａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， Ｈｅｂｅｉ Ｔａｎｇｓｈａｎ ０６３２１０， Ｃｈｉｎａ； ２．Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｐｈａｒｍａｃｙ， Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｎｏｒｔｈ
Ｃｈｉｎａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ； ３．Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｐｈａｒｍａｃｙ， Ｔａｎｇｓｈａｎ Ｍａｔｅｒｎａｌ ａｎｄ Ｃｈｉｌｄ Ｈｅａｌｔｈ Ｈｏｓｐｉｔａｌ）
ＡＢＳＴＲＡＣＴ　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ： Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｎｄ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｗｏ ｐｒｅ⁃ｃｏｌｕｍｎ ｄｅｒｉｖａｔｉｚａｔｉｏｎ ＨＰＬＣ ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ ｔｈｅ
ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｖａｌｐｒｏｉｃ ａｃｉｄ （ＶＰＡ） ｉｎ ｓｅｒｕｍ， ａｎｄ ｐｒｏｖｉｄｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｏｆ ＶＰＡ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ． Ｍｅｔｈｏｄｓ：
ＶＰＡ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｓｅｒｕｍ ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ （ＨＰＬＣ） ｗｉｔｈ ｃｙｃｌｏｈｅｘａｎｅｃａｒｂｏｘｙｌｉｃ ａｃｉｄ ａｓ ｉｎｔｅｒｎａｌ
ｓｔａｎｄａｒｄ， ａｎｄ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｄｅｒｉｖｅｄ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ｂｙ ２⁃ｂｒｏｍｏａｃｅｔｏｐｈｅｎｏｎｅ ａｎｄ ２⁃ｂｒｏｍｏ⁃４＇⁃ｎｉｔｒｏａｃｅｔｏｐｈｅｎｏｎｅ． Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｓｅｐ⁃
ａｒａｔｉｏｎ ｗａｓ ａｃｈｉｅｖｅｄ ｉｎ ａｐｐｒｏｘｉｍａｔｅｌｙ １５ ｍｉｎ ｏｎ ａｎ Ａｇｌｉｅｎｔ Ｃａｐｃｅｌｌ Ｐａｋ Ｃ１８ ｃｏｌｕｍｎ （２５０ ｍｍ×４．６ ｍｍ，５ μｍ） ｃｏｕｐｌｅｄ ｗｉｔｈ Ｓｃｉｅｎｈｏ⁃
ｍｅ Ｃ１８（６００２２０ ｓａｆｅ⁃ｋｅｅｐｉｎｇ ｃｏｌｕｍｎ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｐａｒｔｓ） ｇｕａｒｄ ｐｒｅｃｏｌｕｍｎ． Ｔｈｅ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ ｃｏｎｓｉｓｔｅｄ ｏｆ ｍｅｔｈａｎｏｌ⁃ｗａｔｅｒ （８０ ／ ２０，Ｖ ／ Ｖ） ａｔ
１．０ ｍｌ·ｍｉｎ－１ ． Ｔｈｅ ｃｏｌｕｍｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｗａｓ ｓｅｔ ａｔ ３５ ℃ ． Ｔｈｅ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｖｏｌｕｍｅ ｗａｓ １０ μｌ， ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｓ ｗｅｒｅ ２４８ ｎｍ
ａｎｄ ２６５ ｎｍ． Ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ＶＰＡ ｓｅｒｕｍ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｉｎ ６３ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｔｗｏ ｍｅｔｈｏｄｓ
ｗｅｒｅ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｂｙ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｍｅｔｈｏｄｓ．Ｒｅｓｕｌｔｓ： Ｔｈｅ ｔｗｏ ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅ ｍｅｔｈｏｄｓ ｗｅｒｅ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄ ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｖａｌｉｄａｔｅ ｔｈｅ ａｎａｌｙｔｉｃａｌ ｍｅｔｈｏｄｓ．
Ｔｈｅ ｓｅｒｕｍ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＶＰＡ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｔｗｏ ｍｅｔｈｏｄｓ ｓｈｏｗｅｄ ｇｏｏｄ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ （ Ｙ ＝ ０．９７１ ３Ｘ ＋ １．５２８ ９， ｒ ＝
０．９８９ ６）． Ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｎｏｔ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｔｗｏ ｍｅｔｈｏｄｓ （Ｐ＞０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕ⁃
ｓｉｏｎ： Ｂｏｔｈ ｍｅｔｈｏｄｓ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｍｏｎｉｔｏｒ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＶＰＡ ｉｎ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｐｒａｃｔｉｃｅ． Ｈｏｗｅｖｅｒ， ｄｕｅ ｔｏ ｔｈｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｌｏｗ ｃｏｓｔ
ａｎｄ ｈｉｇｈ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ， ２⁃ｂｒｏｍｏ⁃４＇⁃ｎｉｔｒｏａｃｅｔｏｐｈｅｎｏｎｅ ａｓ ａ ｄｅｒｉｖａｔｉｚｉｎｇ ｒｅａｇｅｎｔ ｉｓ ｍｏｒｅ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ＶＰＡ ｉｎ ｓｅｒｕｍ ｔｈａｎ
２⁃ｂｒｏｍｏａｃｅｔｏｐｈｅｎｏｎｅ．
ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ　 Ｖａｌｐｒｏｉｃ ａｃｉｄ； Ｐｒｅ⁃ｃｏｌｕｍｎ ｄｅｒｉｖａｔｉｚａｔｉｏｎ ＨＰＬＣ； ２⁃Ｂｒｏｍｏａｃｅｔｏｐｈｅｎｏｎｅ； ２⁃Ｂｒｏｍｏ⁃４＇⁃ｎｉｔｒｏａｃｅｔｏｐｈｅｎｏｎｅ； Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ
ｄｒｕｇ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ
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