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摘要 ：目的  探索建立高效液相色谱法（HPLC）在测定兔血清中百草枯浓度的可行性，并观察不同剂量

百草枯灌胃后兔血清浓度的经时变化情况。方法  12 只家兔按照随机数字表法分为两组，每组 6 只，分别灌胃

给予 100 mg/kg（高剂量组）和 20 mg/kg（低剂量组）百草枯，于给药后 1、2、5、12、24、48 及 72 h 采集血

清，血清用乙腈直接沉淀蛋白处理后进行高效液相测定。色谱柱条件 ：流动相为 0.1 mol/L 磷酸缓冲液（含

12.5 mmol/L 庚烷磺酸钠）- 乙腈（90 ︰ 10，TFA 调 pH=2.8），流速为 1.0 ml/min，检测波长为 258 nm，柱温为

30℃。结果  所建立的方法在 0.2 ～ 100.0 mg/L 浓度范围内线性关系良好（r =0.999）。相对回收率在 97.82% ～

101.20% 之间，绝对回收率在 84.37% ～ 88.80% 之间，日内和日间精密度（RSD）<5%。百草枯血药浓度时间

曲线为单峰，无论是高剂量组还是低剂量组，给药 2 h 后其血清浓度达到峰值，之后逐渐下降，其中，高剂量组于

给药后 72 h 后检测不出百草枯，低剂量组于药后 24 h 检测不出百草枯。重复测量设计的方差分析结果显示，

不同时间点间、不同剂量组间的百草枯浓度及高、低剂量组随时间变化趋势差异有统计学意义。结论  所建

立的 HPLC 方法可用于测定兔血清百草枯浓度，不同剂量百草枯兔灌胃后其血清浓度和蓄积的时间与剂量有

关，给药 2 h 后血药浓度达峰值。
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Abstract: Objective  To explore the feasibility of high performance liquid chromatography (HPLC) in 
determination of paraquat concentration in rabbit serum, and to observe the characteristics of the concentration 
changes after intragastric administration of paraquat of different dosages in rabbits.  Methods  Twelve New Zealand 
rabbits were randomly divided into two groups, with 6 rabbits in each group. The rabbits were orally given different 
dosages of paraquat to induce acute toxicosis, their serum was collected after administration for 1, 2, 5, 12, 24, 48 
and 72 h respectively and each serum sample was deproteinized with acetonitrile. The concentration of paraquat 
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百草枯（Paraquat PQ）为农业上广泛使用的除草

剂，其有效的化学成分为 1，1’- 二甲基 -4，4’- 联

吡啶二氯物，对人畜具有很强的毒性和腐蚀性，极容易

通过皮肤、呼吸道、消化道吸收，由于操作不当造成

的急性中毒事件屡有发生，目前尚无特效解毒剂，死亡

率极高，口服中毒死亡率可高达 90% 左右 [1-2]。国外有

学者确证了血液、尿液中百草枯浓度与中毒预后的相

关性 [3]。贾丽君等 [4] 通过对 88 例患者临床资料回顾性

分析也发现，服毒量、毒物血药浓度是决定预后的强

危险因素，但未对中毒后不同时间所测的血药浓度进

行对比。本文探索高效液相色谱法（high performance 

liquid chromatography，HPLC）测定新西兰家兔灌胃百

草枯后其血清浓度的可行性，并观察在不同剂量百草

枯灌胃后 72 h 内血药浓度的经时变化情况，为临床治

疗百草枯中毒提供实验参考资料。

1    材料与方法

1.1    实验动物

普通级健康成年白色新西兰家兔 12 只，雄性，体

重（2.5±0.5）kg，由广西医科大学实验动物中心提供。

1.2    仪器及试剂

岛津 LC-20AB 高效液相色谱仪（日本岛津公司），

包含 ：SPD-20A 紫外检测器，SIL-20AC 自动进样器，

SUS 20A 混合器，CTO-20AC 柱温箱；超声清洗器（德

国 Bandel 公司），高速冷冻离心机（德国 Heraeus 公司），

电子分析天平（梅特勒 - 托利多 204 型）。百草枯对

照品（纯度为 99.4%，北京普天同创生物科技有限公

司，批号 20150629），乙腈（色谱纯，美国天地公司）；

三氟乙酸（色谱纯，美国 Sigma 公司），庚烷磺酸钠（Ultra 

pure 上海源叶生物科技有限公司，批号 T23M6C1），

实验用水为娃哈哈纯净水。

1.3    HPLC 检测方法的建立

1.3.1      对照品溶液配制     精密称取百草枯对照品

适量于容量瓶中，加纯净水定容后混匀，得浓度为 

1.0 mg/ml 的对照品溶液，储存于 4℃冰箱中，使用前

逐级稀释。

1.3.2       色 谱 条 件     色 谱 柱 ：ZORBAX300SB-C18

（250.0 mm×4.6 mm，5μm），流动相为 0.1 mol/L 磷酸

缓冲液（含 12.5 mmol/L 庚烷磺酸钠）- 乙腈（90 ︰

10，TFA 调 pH=2.8）；流速为 1.0 ml/min ；检测波长为

258 nm ；柱温为 30℃。

1.3.3       样 品 处 理     取 血 清 样 品 5 000 r/min 离 心

5 min，取上清液 0.5 ml 置试管中，加入 0.5 ml 乙腈，

漩涡 1 min，低温高速 12 000 r/min 离心 5 min，取上清

液于 0.22μm 滤膜过滤，20μl 进样。

1.3.4    标准曲线    用空白血清分别配制 0.195、0.391、

0.781、1.563、3.125、6.250、12.500、25.000、50.000 及 

100.000 mg/L 的百草枯血清标准系列液，分装后于 -20℃

保存备用。样品处理后测定各浓度的曲线下面积（A）。

1.3.5      专属性考察    分别取兔空白血清、兔空白血

清 + 百草枯对照品溶液、待测兔血清按照上述样品处

理方法进样，考察是否存在内源性物质干扰百草枯测

定。

1.3.6    回收率考察    取兔空白血清，加入一定量百草

枯对照品溶液，配制成浓度为 0.50、5.00 及 50.00 mg/L 

的样品，样品处理后进行测定，按照标准曲线计算浓

度与实际配制浓度比较，计算相对回收率。

取兔空白血清，加入一定量百草枯对照品溶液，

配制成浓度为 0.50、5.00 及 50.00 mg/L 的样品，样品

处理后进行测定，记录百草枯峰面积，作为百草枯血

in serum was determinated by HPLC. The mobile phase was 0.1 mol/L phosphate buffer (12.5 mmol/L sodium 
heptanesulfonate)-acetonitrile (90:10), pH was adjusted to 2.8, the flow rate was 1.0 ml/min, the detector wavelength 
was 258 nm, column temperature was at 30℃ .  Results  Excellent linear relationship was obtained within the range 
of 0.2-100.0 mg/L (r = 0.999). The relative recovery was between 97.82% and 101.20%, and the absolute recovery 
was between 84.37% and 88.80%. The intra-day and inter-day RSD was over 5%. The plasma concentration time-
dependent reliability of Paraquat was unimodal curve with the peak value obtained 2 h after administration, then 
the concentration of paraquat in serum decreased. The concentration of paraquat could not be detected after 24 h in 
the low-dosage group and after 72 h in the high-dosage group. Variance of repeated measurement analysis revealed   
significant differences in the concentrations of paraquat among different time points (F = 221.627, P = 0.000), 
different dosage groups (F = 133.618, P = 0.000), and change trends with time of different dosage groups (F = 81.874, 
P = 0.000), respectively.  Conclusions  The established HPLC can be used to determine the concentration of paraquat 
in rabbit serum. Our results showed that the paraquat concentration and its accumulation time are positively correlated 
with the dosage, and the concentration reaches the peak value 2 h after administration.

Keywords:  paraquat; serum; HPLC
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清峰面积。另取百草枯对照品溶液，配制 0.5、5.0 及

50.0 mg/L 3 个浓度，各取 20μl 进样，记录峰面积。计

算百草枯血清峰面积和对照品溶液峰面积比值，作为

绝对回收率。

1.3.7    精密度考察    取空白血清，加入一定量百草枯

对照品溶液，配制成浓度为 0.50、5.00 及 50.00 mg/L 的

样品，样品处理后进行测定，每个浓度平行测定 6 次，

连续测定 3 d，分别考察日内和日间精密度。

1.4    兔百草枯急性中毒模型的复制及血清药物浓
度测定

12 只新西兰家兔按照随机数字表法分为两组，

每组 6 只，分别灌胃给予 100 mg/kg（高剂量组）和

20  mg/kg（低剂量组）百草枯，于药后 1、2、5、12、

24、48 及 72 h 用不加抗凝剂的普通采血管通过中耳

动脉采集血液。各管血液在室温放置 3 h 后收集血清，

进行样品处理，所得峰面积代入标准曲线计算血清百

草枯浓度。

1.5    统计学方法

数据分析采用 PSAW Statistics 18.0 统计软件，计

量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，不同时间点的

比较采用重复测量设计的方差分析，P <0.05 为差异有

统计学意义。

2    结果

2.1    标准曲线

以百草枯浓度为横坐标，以峰面积为纵坐标，进

行线性回归，得线性方程为 Y  =41 020X+25 621（r  = 

0.999），表明百草枯在 0.20 ～ 100.00 mg/L 浓度范围

内线性关系良好，最低检测限为 0.2 mg/L。见图 1。

2.2    专属性考察结果

实验结果表明，百草枯保留时间在 6.5 min，血清

的内源性物质对百草枯色谱峰无干扰，分离较好。见

图 2。

2.3    回收率考察结果

采 用 该 法 测 定 的 相 对 回 收 率 在 97.82% ～ 

101.20% 之间，绝对回收率在 84.37% ～ 88.80% 之间。

见表 1。

2.4    精密度考察结果

采用该法测定的日内和日间精密度（RSD）均在

5% 以内，结果见表 2。

2.5    不同剂量百草枯兔灌胃后其血清浓度的变化
情况

无论是高剂量组还是低剂量组，百草枯通过胃肠

吸收约 2 h 后，其血清中的药物浓度达到峰值，之后逐

渐下降，其中，高剂量组于给药后 72 h 后检测不出，低

剂量组于药后 24 h 检测不出 ；高剂量组（100 mg/kg） 

给药后 5、12、24 及 48 h 血清药物浓度分别下降至

峰值的 32.91%、11.06%、5.96% 及 2.98%，给药后 72 h

后检测不出百草枯 ；低剂量组（20 mg/kg）给药后 5

和 12 h 血清药物浓度分别下降至峰值的 40.32% 和

11.83%，给药后 24 h 检测不出百草枯。见图 3。

结果显示，①不同时间点间的百草枯浓度差异

有 统 计 学 意 义（F  =221.627，P  =0.000）；② 高 剂 量

图 1    血清百草枯标准曲线
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表 1    家兔血清中百草枯的回收率    （n =6，%）

组别
相对回收率

（x±s）
RSD

绝对回收率

（x±s）
RSD

0.50/（mg/L） 101.20±3.03 3.00  88.80±1.74 1.96

5.00/（mg/L） 99.43±2.11 2.12 84.37±3.34 3.96

50.00/（mg/L） 97.82±2.14 2.19 86.67±2.11 1.75

表 2    家兔血清中百草枯的精密度    （n =6）

组别

日内精密度 日间精密度

测定浓度 / 

（mg/L，x±s）

RSD/ 

%

测定浓度 / 

（mg/L，x±s）

RSD/ 

%

0.50/（mg/L） 0.506 ±0.015 3.00 0.496±0.018 3.58

5.00/（mg/L） 4.965±0.092 1.86 4.962±0.179 3.60

50.00/（mg/L） 49.01±0.667 2.19 49.190±1.950 3.23

表 3    不同剂量百草枯兔灌胃后在血清中的浓度 - 时间变化    （n =6，mg/L，x±s）

组别
百草枯的浓度

1 h 2 h 5 h 12 h 24 h 48 h 72 h

高剂量组 4.90±1.08 7.05±0.50 2.32±0.94 0.78±0.20 0.42±0.12 0.21±0.09 -

低剂量组 0.85±0.25 1.86±0.53 0.75±0.28 0.22±0.12 - - -

注：- 为未检测出水平

组与低剂量组的百草枯浓度差异有统计学意义（F  = 

133.618，P  =0.000）；③高剂量组与低剂量组百草枯

浓度的变化趋势差异有统计学意义（F  =81.874，P  = 

0.000）。见表 3。

3    讨论

百草枯中毒为急诊科常见病例，并有逐年增多的

趋势 [5]。百草枯经皮肤、消化道和呼吸道吸收，毒性

累及全身多个脏器，严重时可导致多器官功能障碍综

合征（MODS），早期表现为急性肺损伤（ALI）或急

性呼吸窘迫综合征（ARDS），后期出现肺泡内和肺间

质纤维化，是百草枯中毒致死的主要原因，目前尚无

特效解毒剂，死亡率极高 [2，6]。研究发现 [3，7]，急性中

毒患者的血中百草枯的浓度与预后生存率有关，建立

能够快速、准确检测出血液中百草枯浓度的方法，可

为临床医生诊断病情，判断预后以及采取适宜急救措

施提供帮助。

目前，对百草枯的检测方法主要有气相色谱法 [8]、

HPLC 法 [9-12]、分光光度法 [13] 等，其中 HPLC 法以其设

备不算昂贵及高效、敏感性高、操作自动化的特点成

为临床常用的检测百草枯的方法。

虽然已有采用 HPLC 法测定生物血液百草枯含量

的报道，但在具体方法选择及柱子、流动相、样品的

预处理方法等方面有一定差异 [9-12]。

本文采用反相离子对 HPLC，选用 ZORBAX300SB-C18

柱具有耐低 pH 的优点，尤其适用于采用 pH 偏低的流

动相分离在酸性溶液稳定的百草枯。流动相采用磷酸

盐缓冲溶液作为水相，加入 12.5 mmol/L 的庚烷磺酸钠

作离子对试剂，改变百草枯极性。流动相的比例上，

减少了有毒的有机相乙腈的使用比例，用 TFA 调 pH

至 2.8，进样检测时间 10 min 内完成，并获得较好的峰

形。在样品预处理上，以往有文献报道采用 30% 高

氯酸、乙腈和二氯甲烷依次处理沉淀蛋白，虽然无

杂峰干扰，但处理步骤繁琐，样品损失多 [8] ；或采用

35% 高氯酸沉淀蛋白，虽然步骤简单，但所得图谱杂

质峰干扰较多 [9]。采用乙腈直接沉淀蛋白的方法，同

样简便快捷，且沉淀完全，在检测中未见有明显杂

峰干扰。经过本法测定百草枯在 0.20 ～ 100.00 mg/L 

浓度范围内线性关系良好（r  =0.999）。相对回收率 

在 97.82% ～ 101.20% 之间，绝对回收率在 84.37% ～ 

88.80% 之间，日内和日间 RSD<5%。

本研究还观察不同剂量百草枯兔灌胃后其血清

中的浓度随时间变化情况，结果显示血清中百草枯的

图 3    不同剂量百草枯兔灌胃后其血清浓度的变化
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浓度随时间的变化趋势及高、低剂量组随时间变化趋

势的不同。无论是高剂量组还是低剂量组，百草枯通

过胃肠吸收约 2 h 后，其血清中的药物浓度达到峰值，

之后逐渐下降，其中，高剂量组于给药后 72 h 后检测

不出，低剂量组于药后 24 h 检测不出。重复测量设计

的方差分析结果显示，血清中的百草枯浓度有随时间

变化和组别变化的趋势并且时间因素的作用随着分组

的不同而不同。说明百草枯的血药浓度和蓄积的时间

与剂量有关。本结果与以往学者认为，服毒剂量是影

响预后强因素的观点是一致的 [7，14-15]。其次，百草枯灌

胃后 2 h 左右即达最大浓度，说明救治时间非常重要，

假如能及时就诊进行救治，降低百草枯的血药浓度，则

可延长患者的生存率，这与临床上关于百草枯越早治

疗越有效，中毒后 2 h 为黄金时期，尽可能在中毒后

5 h 内全方位治疗的结论相符 [14，16]。

实验结果表明，所建立方法的专一性、回收率和

精密度均符合规定，测定结果准确，可为研究测定血清

中百草枯浓度提供一种检测方法。
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