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【摘要】 目的：建立人乳汁中羟氯喹浓度的 HPLC 测定方法。方法：取乳汁样本 200 μL，以氯喹为内标，在 0.45 
mmol•L-1 NaOH 碱性条件下以甲基叔丁基醚液液提取，氮气吹干后用 50 μL 流动相复溶，取 20 μL 进样。Shimadzu 
Shim-pack CLC-ODS 柱（150×6 mm，5 μm）色谱柱分离，流动相为 45 mmol•mL-1 磷酸二氢钾水溶液 : 乙腈 =87:13 
（H3P04 调节流动相 pH 至 3.0），流速为 1.0 mL•min-1，柱温 40℃，荧光检测激发波长和发射波长分别为 337 nm
和 371 nm。结果：标准曲线在 200~2000 ng•mL-1 范围内线性良好（r =0.999 9），低、中、高浓度质控样本（400、

800、1 500 ng•mL-1）的批内、批间变异（RSD）分别为 1.07％ ~2.93％（n =5）和 1.82％ ~3.91％（n =5），方法学和

提取回收率分别为 90.84％ ~91.90％（n =10）和 67.04％ ~69.61％（n =3），内标的提取回收率为 67.70％ ±3.94％（n =3）。

结论：本方法灵敏度高，准确性好，简便快捷，适用于人乳汁中羟氯喹浓度的测定。

【关键词】 羟氯喹；乳汁；药物浓度；高效液相色谱

【中图分类号】  R969.1                              【文献标志码】  A                                【文章编号】  1672-3384(2016)02-0023-04
 doi:10.3969/j.issn.1672-3384.2016.02.006

Determination of Hydroxychloroquine in Human Breast milk by HPLC
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【Abstract】   Objective:  To develop a high-performance liquid chromatographic (HPLC) method for determination of 

hydroxychloroquine in human breast milk. Methods: Chloroquine was used as the internal standard. 200mL breast milk sample were 

extracted with methyl-tert-butyl ether (MTBE) in an alkaline condition after adding 0.45mmol•L-1 NaOH solution, followed by drying with 

nitrogen and re-dissolving with 50 μL mobile phase. The separation was carried out on a Shimadzu Shim-pack CLC-ODS column(150×6 

mm, 5μm)at 40°C. The mobile phase consisted of acetonitril-45mmol•mL-1 KH2PO4 buffer solution (13:87) (pH adjusted to 3.0 by H3P04). 

The flow rate was 1.0mL•min-1 and the injection volume was 20 μL. Fluorescence detection was performed at excitation and emission 

wavelengths of 337nm and 371nm, respectively. Results: The calibration curve of hydroxychloroquine was linear in the range of 200-

2 000ng•mL-1 (r =0.999 9). The intra-run and inter-run RSDs were 1.07%-2.93%(n =5)and 1.82%-3.91%(n =5)for the three check samples 

(400, 800, 1500 ng﹒mL-1) respectively. The accuracy was 90.84%-91.90%(n =10). The extraction recoveries were 67.04%-69.61% and 

67.70%±3.94% for hydroxychloroquine and IS, respectively(n =3). Conclusion: The method is simple, sensitive, and accurate, and it can be 

used for the measurement of hydroxychloroquine concentration in human breast milk.
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羟氯喹（hydroxychloroquine, HCQ）是一种

4- 氨基喹啉化合物，通过抗炎、调节免疫系统和影

响细胞因子释放等机制发挥治疗作用，是治疗类风

湿性关节炎、系统性红斑狼疮等疾病的重要药物，

患者需要长期服用。对于生育期女性患者，临床为

保证治疗的连续性，通常要求她们在哺乳期间继续

服药。由于羟氯喹不良反应较严重，它对接受母乳

喂养的婴儿的安全性如何深受关注。但目前相关资
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料非常有限，且相互矛盾。美国儿科协会认为羟氯

喹对婴儿影响很小，且临床研究中未发现有视觉、

神经发育等不良反应，因此服用羟氯喹期间通常可

以哺乳 [1-4]。而国家食品药品监督管理局（CFDA）

批准的药品（纷乐 ® 及赛能 ®）说明书中则明确指出

哺乳期妇女应慎用羟氯喹，因为在母乳中可分泌有

少量的羟氯喹，并且已知婴儿对 4- 氨基喹啉的毒性

作用非常敏感。因此，了解羟氯喹的乳汁分泌情况

对于保证哺乳期婴儿的安全具有重要参考价值。

目前，有关羟氯喹乳汁浓度测定方法的研究非

常有限，国外有 3 篇涉及羟氯喹乳汁浓度的研究报

告，其中仅 1 篇文献详细介绍了其测定方法 [3,5-6]。本

试验旨在建立羟氯喹乳汁药物浓度的测定方法，为

开展羟氯喹哺乳期用药的安全性研究提供支持。

1  仪器与试药   
1.1  仪器

LC-10AD 泵（Shimadzu， 日 本 ），RF-10A 
XL 荧光检测器（Shimadzu，日本），DGU-3A 脱

气 机（Shimadzu， 日 本），C-R7A plus 色 谱 数 据

处 理 机（Shimadzu， 日 本），CTO-10ASVP 柱 温

箱（Shimadzu 公司，日本）；Ping-Pong 74580 卧

式振荡器（Block Scentific，德国）；Mikro 12-24
离心机（Hettich，德国）；Vortex-Mixer 液体快速

混合器（Upwards Biosystems LTD.，中国台湾）。

1.2 药品与试剂

羟氯喹对照品（中国药品生物制品检定所，批

号：100582-200401, 含量 99.3%），氯喹对照品（中

国药品生物制品检定所，批号：100421-200401, 含

量 98.9%），磷酸二氢钾为分析纯，乙腈、甲基叔

丁基醚为色谱纯，实验用水为超纯水。

2 方法与结果

2.1  色谱条件

色 谱 柱：ShimadzuShim-pack CLC-ODS 柱

（150×6 mm，5 μm）； 流 动 相：45 mmol•mL-1

磷酸二氢钾水溶液 : 乙腈 =87:13，H3P04 调节流动

相 pH 至 3.0；激发波长：337 nm，发射波长：371 
nm；流速：1.0 mL•min-1；柱温：40℃；进样量：

20 μL。

2.2 乳汁标准曲线及质控样本配制

羟氯喹标准曲线储备液及工作液：称取羟氯喹

对照品 5 mg，置于 50 mL 容量瓶中，以蒸馏水溶

解并定容，混匀得到 100 μg•mL-1 的羟氯喹标准曲

线储备液。量取储备液适量，用蒸馏水稀释，得质

量浓度为 20、40 μg•mL-1 标准曲线工作液。分别

取不同浓度的工作液适量至 10 mL 容量瓶中，空白

乳汁加至刻度，摇匀得到质量浓度为 200、600、

1 000、1 200、1 600、2 000 ng•mL-1 的乳汁标准曲

线样本，分装后冻存于 -60℃。

羟氯喹质控样本：以配制乳汁标准曲线样本

相同方法，另行配制羟氯喹乳汁质控样本，质量

浓 度 分 别 为 400、800、1 500 ng•mL-1， 分 装 后

冻存于－60℃。内标储备液：称取氯喹对照品 10 
mg，置于 100 mL 量瓶中，加蒸馏水溶解后定容，

混匀得到 100 μg•mL-1 的内标储备液，分装后冻存

于－60℃。

2.3 乳汁样本处理

取待测乳汁样本 200 μL 于 1.5 mL 离心管中，

依 次 加 入 10 μL 内 标 储 备 液、40 μL 0.45 mmol•L-1 

NaOH 溶液和 1.0 mL 甲基叔丁基醚，400 次 •min-1 振

荡 5 min，12 000 r•min-1 离心 10 min，移取上清液

至另一 1.5 mL 具塞塑料离心管中，氮气吹干，随

后用 50 μL 流动相复溶残渣，涡旋 30 s，12 000 
r•min-1 离心 10 min，移取上清液至另一 1.5 mL 具

塞塑料离心管中，取 20 μL 进样。

2.4 方法学验证

2.4.1 专属性考察   分别取羟氯喹和内标标准溶液、

空白乳汁、空白乳汁加羟氯喹和氯喹对照品、受试

者服药后的乳汁样本，按“2.3”项下处理样本，

色谱图见图 1。羟氯喹和内标出峰位置背景干净，

图 1  羟氯喹色谱图

A- 羟氯喹 + 内标对照品；B- 空白乳汁；C- 空白乳汁 + 羟氯喹 + 内标对
照品；D- 受试者乳汁 + 内标对照品

A                        B                       C                   D

1- 羟氯喹；
2- 内标；

t /min t /min t /min t /min
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3 讨论

本研究参考国内外已发表的羟氯喹 HPLC 测定

方法 [3,5-11]，对提取剂、流动相离子强度及荧光检测

的吸收波长和发射波长进行了考察。

文献 [5] 中采用二氯甲烷对乳汁样本进行液液

提取。本试验比较了不同提取剂如甲基叔丁基醚、

正己烷、氯仿及二氯甲烷等对提取率的影响，结果

显示采用甲基叔丁基醚提取后，色谱图背景干净，

羟氯喹及内标提取回收率较高。本研究还考察了流

动相中 45 mmol•mL-1 磷酸二氢钾水溶液与乙腈的

比例分别为 87:13、85:15 及 88:12 时的出峰时间及

干扰峰情况，结果显示二者比例为 87:13 时，出峰

时间较合适且不受杂峰干扰。对荧光检测激发波长

在 368~374 nm 之间、发射波长在 329~345 nm 之

间的出峰情况进行的考察表明，最大吸收波长和发

射波长分别为 337 nm 及 371 nm。

4  结论

本试验所建立的人乳汁中羟氯喹的 HPLC 测定

方法灵敏度高、重现性好、操作简便快速，能够满

足临床对羟氯喹乳汁浓度测定的需要，为其哺乳期

用药安全性研究奠定了基础。
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数字用法

以《中华人民共和国国家标准 ( GB/T15835 － 2011) 出版物上数字用法的规定》为准。

公历世纪年代年月日和时刻  用阿拉伯数字，年份不能简写，如 1990 年不能写成 90 年。

阿拉伯数字的使用规则  ①多位的阿拉伯数字不能拆开转行 ; ②计量和计数单位前的数字必须用阿拉伯数字 ; 

③小数点前或后若超过 4 位数 ( 含 4 位 ) ， 应从小数点起向左或向右每 3 位空半格 ; ④纯小数须写出小数点前用以

定位的 0 ; ⑤数值的增加可用倍数表示，减少只能用分数或 % 表示，例如增加 2 倍，减少 1/5 或减少 20%。

参数与偏差范围  ①数值范围 : 二至十写成 2 ～ 10；5×106 ～ 9×106 可写成（5 ～ 9）×106，但不能写成

5 ～ 9×106; ②百分数范围 :10% ～ 15% 不能写成 10 ～ 15%，(20±5) % 不能写成 20±5%; ③具有相同单位的量

值范围 : 3.5 ～ 5.4 mA 不必写成 3.5 mA ～ 5.4 mA; ④偏差范围 : 如 ( 30±1) ℃不能写成 30±1℃。

——摘自本刊 2016 年投稿须知


