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【 评价方法学 】 

HPLC 法用于小鼠高尿酸模型中血尿酸测定及相关药物评价 

刘旭圆，商  倩，李  川，刘  鹏，刘  巍，赵桂龙，周植星，张海枝* 
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摘  要：目的  建立一种快速测定高尿酸模型小鼠血浆中尿酸浓度的高效液相色谱（HPLC）法，并将其用于典型药物

Lesinurad 的降尿酸作用评价。方法  采用 Laballiance Series III HPLC 系统，色谱柱为 Kromasil C18 柱（100 mm×4.6 mm，5 
µm）；流动相为甲醇/0.5%乙酸（10∶90），等度洗脱，体积流量 0.4 mL/min，检测波长为 283 nm；应用建立的 HPLC 法测定

小鼠 ip 给予 250、500 mg/kg 尿酸 0.5、1.0、2.0 h 后血浆中尿酸浓度；ig 给予小鼠 50、150 mg/kg Lesinurad 0.5 h 后，ip 500 mg/kg
尿酸制备模型，1 h 后 HPLC 法测定血浆中尿酸浓度。结果  在建立的 HPLC 法中，血浆尿酸浓度在 7.5～150 µg/mL 与峰面

积呈良好线性关系（r＝0.997），方法专属性、重复性、精密度、样品稳定性、回收率均符合生物样品检测指导原则规定。

与对照组小鼠内源性血尿酸浓度比较，250 mg/kg 剂量组在 0.5 h 血浆尿酸浓度显著升高（P＜0.01），500 mg/kg 组在 0.5、1.0、
2.0 h 血浆尿酸浓度均显著升高（P＜0.01）。与模型组比较，50、150 mg/kg Lesinurad 组血尿酸浓度均显著下降（P＜0.05、0.01），
且呈剂量相关性。结论  本研究建立的 HPLC 法简便、快速、准确，可用于小鼠血浆尿酸浓度测定及相关药物的药效评价，

为小鼠高尿酸模型建立及后续降尿酸药物的筛选提供了快速可靠的分析手段。 
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Abstract: Objective  To establish an efficient HPLC method for the determination of uric acid in plasma of hyperuricemia model 
mice, and the evaluation of uric acid lowering effect of Lesinurad. Methods  The Laballiance Series III HPLC system was adopted 
with Kromasil C18 column (100 mm × 4.6 mm, 5 µm). The mobile phase consisted of methanol-0.5% acetic acid (10:90) for isocratic 
elution with a flow rate of 0.4 mL/min. The detection wavelength was set at 283 nm. The established HPLC method was used to 
detect the plasma uric acid level of mice at 0.5, 1.0, and 2.0 h time points after which being ip injected with 250 and 500 mg/kg uric 
acid. Lesinurad of 250 and 500 mg/kg was ig given to mice, 0.5 h later, mice were ip injected with 500 mg/kg uric acid to establish 
hyperuricemia model, and 1 h later, the established HPLC method was used to detect the plasma uric acid level of mice. Results  
There was a good linear relationship between peak area and the concentration of plasma uric acid in the range of 7.5—150 µg/mL (r = 
0.997). The specificity, repeatability, precision, stability, and recovery of the established HPLC method was in accordance with the 
guiding rules of biological sample determination. Compared with the endogenous serum uric acid concentration of control group 
mice, serum uric acid concentration of 250 mg/kg dose group was significantly increased 0.5 h after ip administration with uric acid 
(P < 0.01), and serum uric acid concentration of 500 mg/kg dose group was significantly increased 0.5, 1.0, and 2.0 h after ip  
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administration with uric acid. Compared with model group, the concentration of uric acid in plasma decreased significantly in 
low dosage group administered with Lesinurad (P < 0.05), while decreased more significantly in high dosage group (P < 0.01). 
Conclusion  This convenient, rapid, and accurate method can be applied to the determination of uric acid in mouse plasma and the 
evaluation of relative drugs, which provide an efficient analysis way for establishing hyperuricemia model and screening relative drugs. 
Key words: uric acid; HPLC; hyperuricemia model; plasma; Lesinurad; drug screening 
 

尿酸是生物体内核酸嘌呤碱代谢的终产物，其

浓度水平高低与痛风、2 型糖尿病、肾病、非酒精性

脂肪肝、高血压、冠心病等疾病的发生密切相关[1]。

目前致力于改善尿酸水平的代谢类新药研究成为热

点，其中以尿酸转运体 1（URAT1）为作用靶点的新

药 Lesinurad 在欧盟和美国 FDA 已批准上市[2-3]，而

国内关于 URAT1 抑制剂的研发也取得一定进展[4-7]。

URAT1 抑制剂研发中的关键步骤是从大量候选化合

物中筛选能够降低血浆中尿酸水平的先导化合物，

因此亟需一种能够快速并准确测定生物体液中尿酸

浓度的分析方法。 
目前国内外关于生物体血浆中尿酸的测定方法

主要有光谱法[8]、电化学法[9-10]、酶法[11]、磷钨酸

法[11]、高效液相（HPLC）法[12-14]、超高效液相色

谱法（UPLC）[15]及液质联用法（LC-MS）[16]等。

UPLC 及 LC-MS 法对仪器要求较高，电化学法存在

选择性差的难题，酶法、磷钨酸法动物血浆中造模

试剂成分干扰较多且试剂盒成本较高。现有 HPLC
法虽能一定程度上克服上述问题，但血浆前处理复

杂且用到一些强酸碱，单针样品分析周期长，不适

合大量生物样品测定与后续的药物筛选。本研究旨

在建立一种快捷、准确测定小鼠血浆中尿酸浓度的

HPLC 方法，为小鼠高尿酸模型的建立及大量降尿

酸药物的筛选提供平台。 
1  材料 
1.1  仪器 

Laballiance Series III 高效液相色谱仪（配有

UV6000LP PDA 检测器，美国 Laballiance 公司）；

XS105型分析天平（瑞士METTER TOLEDO公司）；

VORTEX-QILINBEIER 5 型涡旋振荡器（江苏海门

市其林尔仪器制造有限公司）；5415R 型高速离心机

（德国 Eppendorf 公司）。 
1.2  药物及主要试剂 

尿酸对照品（Sigma-Aldric，质量分数＞99%，

批号 BCBK8295V）；阳性药物 Lesinurad（天津药物

研究院创新中心内分泌团队自制，质量分数 98.5%，

批号 151023LE）；纯水（采用 Thermo Scientific 
Barnstead 纯水制备系统自制，电阻率＞18.2 兆欧）；

甲醇（色谱纯，Fisher 公司）；乙酸、氨水（分析纯，

天津市凯信化学有限公司）。 
1.3  实验动物 

雄性昆明种小鼠，体质量 18～22 g，购自中国

人民解放军 62034 部队，许可证号 SCXK（军）

2014-0001，不禁食。 
2  方法与结果 
2.1  色谱条件 

Kromasil C18色谱柱（100 mm×4.6 mm，5 µm）；

检测波长 283 nm；流动相：甲醇-0.5%乙酸（10：
90）；体积流量 0.4 mL/min；柱温 35 ℃；进样量

20 µL。 
2.2  血浆样品处理 

精密吸取小鼠血浆 50 µL，加甲醇 100 µL 沉淀

蛋白，涡旋 1 min 混匀，于 4 ℃、13 000 r/min 离心

7 min，精密吸取上清液 50 µL，加纯水 200 µL 稀释，

涡旋 1 min 混匀，于 4 ℃、13 000 r/min 离心 2 min，
取上清液于“2.1”项下色谱条件进样分析。 
2.3  标准溶液的配制 

精密称取尿酸对照品 25.00 mg 于 50 mL 量瓶

中，以 0.5%氨水稀释定容，得到质量浓度为 500 
µg/mL 的尿酸对照品储备液，分别精密吸取 500 
µg/mL 的尿酸对照品储备液 1、2、4 mL 于 10 mL
量瓶中，以纯水稀释定容，得到质量浓度为 50、100、
200 µg/mL 尿酸对照品储备液，存放于 4 ℃冰箱，

临用时室温放置 30 min 后使用。 
2.4  方法专属性考察 

取 5 µg/mL 尿酸对照品溶液直接进样；小鼠空

白血浆及高尿酸模型小鼠血浆，经“2.2”项下方法

处理，在“2.1”项下色谱条件下进样分析，其色谱

行为如图 1 所示。由图可见，尿酸保留时间为 4.6 
min，峰型良好，且与其他内源性物质分离完全（分

离度大于 1.5），与尿酸对照品 PDA 扫描光谱图对

比，小鼠空白血浆内源性尿酸及高尿酸模型小鼠血

浆中尿酸与其扫描光谱一致。表明小鼠血浆内源性

物质不干扰尿酸的定量分析。 
2.5  标准曲线的制备 

精密吸取 50 µg/mL尿酸对照品储备液 1.0、1.6、 
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图 1  尿酸对照品（A）、小鼠空白血浆（B）、高尿酸模型小鼠血浆（C）色谱图 
Fig. 1  HPLC of standard uric acid (A), blank plasma of mouse (B) and plasma of hyperuricemia mouse (C) 

2.0 mL 于 10 mL 量瓶中，加纯水稀释定容，得到质

量浓度为 5、8、10 µg/mL 尿酸标准溶液；精密吸取

5 µg/mL 尿酸标准溶液 1、2、4 mL 于 10 mL 量瓶

中，加纯水稀释定容，得到质量浓度为 0.5、1.0、
2.0 µg/mL 的尿酸标准溶液；在“2.1”项色谱条件

下，将质量浓度为 0.5、1.0、2.0、5.0、8.0、10.0 µg/mL
尿酸标准溶液进行 HPLC 分析，每个浓度进行双样

本分析。以尿酸色谱峰面积（Y）对对照品浓度（X）
做加权线性回归（权重：1/X），得尿酸线性回归方

程为：Y＝1 015 750X－146 031.5（n＝6），r＝0.997。 
依据“2.2”项下血浆样品处理操作，血浆共稀

释 15 倍进样，因此校正曲线中尿酸进样浓度乘以血

浆处理过程稀释倍数（15 倍）即得到尿酸的折算血

浆浓度。结果表明，尿酸在 0.5～10.0 µg/mL（折算

血浆质量浓度 7.5～150.0 µg/mL）范围内线性关系

良好，在 0.5 µg/mL 时 S/N 大于 10，本方法定量下

限可达 0.5 µg/mL（折算血浆质量浓度 7.5 µg/mL）。 
2.6  重复性试验 

取 5 µg/mL 尿酸对照溶液，在“2.1”项色谱条

件下进样分析，连续进样 6 次，以尿酸保留时间、

峰面积计算，RSD 分别为 0.26%、1.44%（n＝6），
所得色谱峰型均对称，说明本方法的系统适用性良

好，适于进行相应批次的样品分析。 
2.7  精密度试验 

精密吸取小鼠空白血浆 90 µL，分别加入 100、
200、500 µg/mL 尿酸对照溶液 10 µL，涡旋 1 min
混匀，得加样质量浓度（A）为 10、20、50 µg/mL
小鼠血浆尿酸标准溶液，按“2.2”项下方法处理血

浆，在“2.1”项色谱条件下，每浓度进行 6 样本分

析，以尿酸峰面积计算，低、中、高浓度血浆对照

品 RSD 分别为 4.8%、3.0%、1.5%（n＝6），表明方

法具有良好的精密度。 
2.8  提取回收率 

精密吸取小鼠空白血浆 90 µL，分别加入纯水、

100、200、500 µg/mL 尿酸标准溶液 10 µL，涡旋 1 

min 混匀，得到血浆对照及加样质量浓度为 10、20、
50 µg/mL 小鼠血浆尿酸测定溶液，按“2.2”项下

方法处理血浆，在“2.1”项色谱条件下，每浓度

进行 3 样本分析，所得结果扣除空白血浆内源性尿

酸响应值，与相应浓度标准溶液响应值对比计算，

低、中、高浓度血浆尿酸提取回收率分别为（90.0±
16.4）%、（83.8±6.5）%、（84.6±7.2）%，RSD
分别为 4.5%、3.0%、3.2%，符合生物样品测定指

导原则要求。 
2.9  稳定性实验 

精密吸取小鼠空白血浆 90 µL，分别加入 100、
200、500 µg/mL 尿酸标准溶液 10 µL，涡旋 1 min
混匀，得到加样质量浓度为 10、20、50 µg/mL 小鼠

血浆尿酸标准溶液，按“2.2”项下方法处理血浆，

在“2.1”色谱条件下，于 0、1、2、4、8、12 h 测

定尿酸峰面积，高、中、低质量浓度样品 RSD 分别

为 4.2%、1.5%、3.1%，表明血浆样品在处理后 12 h
内稳定，满足测定需求。 
2.10  小鼠血浆样品测定 
2.10.1  统计学方法  采用SPSS 19.0软件进行统计

分析，计量资料用 ±x s 表示，组间比较使用独立样

本 t 检验，置信区间 95%。 
2.10.2  高尿酸模型小鼠血尿酸测定  将 42 只小鼠

随机分为 7 组，每组 6 只。选取 1 组（共 6 只）作

为对照组，ip 0.5% CMC-Na 溶液；选取 3 组（每组

6 只，共 18 只）作为低剂量尿酸组，按小鼠体质量

250 mg/kg 剂量 ip 尿酸 0.5% CMC-Na 混悬液；剩余

3 组（每组 6 只，共 18 只）作为高剂量尿酸组，按

小鼠体质量 500 mg/kg 剂量 ip 尿酸 0.5% CMC-Na
混悬液。对照组全部直接摘眼球取全血于不同枸橼

酸钠抗凝管，高、低尿酸组分别于 0.5、1.0、2.0 h
摘眼球取其中 1 组小鼠全血于不同枸橼酸钠抗凝

管。所有全血样品 3 000 r/min 离心 10 min，分离血

浆。经“2.2”项下方法处理，在“2.1”项色谱条件

下进样分析，测定结果见表 1。 

尿酸 

尿酸 

尿酸 A B C 

0           5           10          15 
t / min 

0           5           10          15 
t / min 

0           5          10         15 
t / min 
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表 1  高尿酸模型小鼠血浆尿酸测定结果( x ±s, n = 6) 
Table 1  Determination of uric acid in plasma of hyperuricemia mice ( x ±s, n = 6) 

组别 剂量/(mg·kg−1) 
血浆尿酸/(µg·mL−1) 

0.5 h 1.0 h 2.0 h 
对照 — 10.7±3.3 
尿酸 250 41.9±4.9** 13.2±3.5 11.4±3.2 
 500 73.1±6.2** 47.5±7.8** 28.9±3.3** 

与对照组比较：**P＜0.01 
**P < 0.01 vs control group 

结果表明，血尿酸在 0.5 h 达到高峰，1.0～2.0 h
浓度下降并趋于稳定，与对照组小鼠内源性血尿酸浓

度比较，低剂量组在 0.5 h 血尿酸浓度显著升高（P＜
0.01），高剂量组 3 个时间点血尿酸浓度均显著升高

（P＜0.01），与相关报道一致[17]。 
2.10.3  经典药物评价  选取 Lesinurad 做为验证研

究药物。将 18 只小鼠随机分为 3 组：模型组，

Lesinurad 50、150 mg/kg 剂量组，每组 6 只。模型

组 ip 尿酸 0.5% CMC-Na 混悬液（500 mg/kg），1 h
后全部摘眼球取全血于不同枸橼酸钠抗凝管；

Lesinurad 组 ig 给药 0.5 h 后，每组均 ip 尿酸 0.5% 
CMC-Na 混悬液（500 mg/kg），再经 1 h 将小鼠全

部摘眼球取全血于不同枸橼酸钠抗凝管。所有全血

样品 3 000 r/min 离心 10 min，分离血浆。经“2.2”
项下方法处理，在“2.1”项色谱条件下进样分析，

结果见表 3。可见给药 1 h 后的稳定期，与模型组比

较，Lesinurad 50 mg/kg 剂量组血尿酸浓度显著下降

（P＜0.05），而 150 mg/kg 剂量组血尿酸浓度下降更

显著（P＜0.01），表明 Lesinurad 具有降尿酸作用且

显现一定剂量相关性，与文献相符[18]。 

表 3  给药小鼠血浆尿酸测定结果( x ±s, n = 6) 
Table 3  Determination of uric acid in plasma of 
administered mice ( x ±s, n = 6) 

组别 剂量/(mg·kg−1) 尿酸/(µg·mL−1) 
模型 — 50.0±4.3 

Lesinurad  50 42.5±4.0* 
 150 24.4±4.4** 

与模型组比较：*P＜0.05  **P＜0.01 
*P＜0.05  **P＜0.01 vs model group 

3  讨论 
3.1  色谱条件的优化 

尿酸为弱酸性物质（pKa＝3.89），在有机溶剂

和水中溶解性均较差，而相对易溶于碱性水溶液呈

离子化状态。离子化形态的尿酸分子在色谱柱上几

乎无保留，因此测定时需将尿酸转化为分子形态。

本研究尝试了以甲醇或乙腈为有机相，以纯水、pH 
4.6 的乙酸/乙酸铵缓冲液、0.5%乙酸及 0.5%甲酸作

为水相的流动相条件，结果表明尿酸在甲醇/0.5%乙

酸条件下峰形良好，保留适当，并随水相增加保留

时间延长，最终选择甲醇/0.5%乙酸（10∶90）作为

流动相。 
本研究采用等度洗脱，流动相为甲醇、水及酸

性较弱且腐蚀性小的乙酸作添加剂，简化操作，既

可保证尿酸得到良好峰形与较短保留时间，又可使

血浆所有内源性物质在 10 min 内出峰并与尿酸得

到良好分离，缩短每针样品分析时间，为同时进行

大量样品测定提供了平台。 
3.2  血浆样品前处理 

血浆样品前处理方法主要有萃取法和沉淀法。

由于尿酸溶解性差，不易选择合适萃取溶剂，且萃

取法操作复杂、费时，回收率低，不适合外标法定

量。有报道[12-14]以 3 倍乙腈或有机酸为沉淀剂处理

血浆，研究发现有机酸如高氯酸、三氟乙酸等腐蚀

性强不易操作，且高浓度酸会包裹尿酸分子影响测

定，以乙腈沉淀蛋白后进样则出现较大溶剂效应，

造成色谱峰展宽，保留时间提前，影响尿酸测定。

因此本研究选择以 2 倍甲醇作为沉淀剂进行血样

处理，既可避免溶剂效应，也节省溶剂成本，简化

操作。 
3.3  方法的优势及应用前景 

血尿酸水平高低与痛风等疾病发生直接相关，

维持体内尿酸的正常水平对保持内环境稳态具有

重要临床意义，因而血尿酸浓度是高尿酸模型及降

尿酸药物评价的关键指标。本方法以尿酸为测定指

标，对小鼠高尿酸模型建立及经典药物降尿酸药效

进行评价，均得到与文献报道一致的结果[17-18]。比
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较其他方法，本方法利用甲醇沉淀法处理血浆，操

作简便；HPLC 法峰形良好，单针运行 10 min，分

析周期短，为小鼠血尿酸的测定提供了一种可靠的

分析手段，并可以快速有效地进行大量以降尿酸为

指标的药物筛选。且本方法以血尿酸为测定关键指

标，将来可辅以肌酐、尿素氮等临床指标的测定，

从多学科角度评价高尿酸模型及药物，具有重要临

床意义。 
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