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Abstract 
 

Background: In this study, a rapid, simple, and advanced reverse phase high-performance liquid 

chromatography (RP-HPLC) method was developed for the quantification of sulfasalazine in human plasma.  

Materials and methods: Sulfasalazine was extracted from plasma matrices using a simple protein 

precipitation method by acetonitrile. Chromatographic conditions were optimized (mobile phase compositon, 

flow rate, injection volume and temperature of the oven). The method was validated in protein precipitated 

human plasma for linearity, selectivity, accuracy, precision, limit of detection, limit of quantification.  

Results: The chromatographic separation was conducted on C18 brisa LC2 column (250 mm × 4.6 mm, 5μ) 

using isocratic elusion with mobile phase consisting of the mixture of acetonitrile: 10mM Ammonium 

acetate pH adjusted to 4.6 (30:70 v/v) with a flow rate of 1.0 ml/min at ambient temperature. Detection was 

carried out by UV detector at 361 nm. Calibration curves made in the human plasma were linear in the range 

of 3.125-50 μg/ml with the value of r2 > 0.9999. The LOD and LOQ was 0.5 and 2.5 µg/ml, repectively. 

Conclusion: The developed and validated HPLC-UV method is suitable for accurately determining 

sulfasalazine levels in pharmacokinetic studies of new formulations. 
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 دانشگاه آزاد اسلامی پزشکیعلوم جله م

 43تا  35صفحات ، 1404بهار ، 1، شماره 35 ورهد

 

 برای آنالیز سولفاسالازین در پلاسما انسانی HPLC-UVتوسعه و معتبرسازی روش 

 4، فرشاد هاشمیان3، هدی جهاندار2محسن امینی، 1، سید محمد علوی1بهشتی مآل امیر

   
 دانشکده داروسازی، علوم پزشکی تهران، دانشگاه آزاداسلامی، تهران، ایران داروسازی، ی دکترایدانشجو 1
 ن، تهران، ایرادانشکده داروسازی، دانشگاه علوم پزشکی تهرانبخش شیمی دارویی، استاد تمام،  2
  استادیار،بخش گیاهان دارویی، دانشکده داروسازی، علوم پزشکی تهران، دانشگاه آزاداسلامی، تهران، ایران 3

 استاد تمام، بخش داروسازی بالینی، دانشکده داروسازی، علوم پزشکی تهران، دانشگاه آزاداسلامی، تهران، ایران 4

  کیدهچ

( RP-HPLCاده و پیشرفته بر اساس کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا فاز معکوس )در این مطالعه، یک روش سریع، س :سابقه و هدف
  .برای آنالیز کمی سولفاسالازین در پلاسمای انسان توسعه داده شد

سولفاسالازین با استفاده از روش ساده رسوب دهی پروتئین، بوسیله استونیتریل، از پلاسما استخراج گردید. شرایط  :روش بررسی
یافته بر اساس خطی بودن، اتوگرافی شامل ترکیب فاز متحرک، سرعت آن، حجم تزریق و دمای آون بهینه شد. سپس روش توسعهکروم

   .گیری معتبرسازی شدانتخابی بودن، صحت، دقت، حد تشخیص و حد اندازه

اده شد. شستشو در حالت ایزوکراتیک با ( استفμ5mm,  4/6mm ×  250) 2Brisa LC 18Cجهت بررسی سولفاسالازین از ستون  ها:یافته
میلی لیتر  1.0( و سرعت جریان 70:30) 6/4معادل  pHمیلی مولار با  10فاز متحرکی متشکل از مخلوط استونیتریل: آمونیوم استات 

ار کالیبراسیون نانومتر انجام شد. نمود 361در طول موج  UVدر دقیقه و دمای اتاق انجام شد. شناسایی سولفاسالازین با شناساگر 
خطی بود. حد  2r<9999/0 میکروگرم در میلی لیتر با ضریب همبستگی 125/3-50سولفاسالازین در پلاسمای انسانی در محدوده 

 .میکروگرم در میلی لیتر محاسبه شد5/2و  5/0تشخیص و اندازه گیری روش به ترتیب 

یدشده برای تعیین دقیق سطح پلاسمایی سولفاسالازین در مطالعات یافته و تایتوسعه HPLC-UVتوان گفت که روش می :گیرینتیجه
 .های جدید مناسب استفارماکوکینتیک فرمولاسیون

 .، پلاسمای انسانی، توسعه روش، اعتبارسنجیRP-HPLCسولفاسالازین،  واژگان كلیدی:

  

 1مقدمه
دارویای اسات کاه در مادیریت بیمااری  سولفاساالازین پایش

شاود. مازالازین کاه بخاش فعاال آن ده میالتهاب روده استفا

اسات عنوان یک محصول دارویای در دساترس باشد هم بهمی

در اتانول به است و محلول کم سولفاسالازین در آب بسیار .(1)

                                                 
: تهران، دانشگاه علوم پزشکی تهران، دانشکده داروساای،، خشاش شا دی دارو ای، آدرس نویسنده مسئول

 (  email: : moamini@tums.ac.irحسن ام نی )دکتر م

ORCID ID: 0000-0003-3135-2917 
   16/12/1402: تاریخ دریافت مقاله

 8/3/1403: تاریخ پذیرش مقاله

 6/0میلی گرم در میلی لیتر و در متانول به میازان  3/0 میزان

 .(2)شود میلی گرم در میلی لیتر حل می

سولفاسالازین عامل ضدالتهابی و از نظر سااختاری وابساته باه 

ها است و از طریاق مهاار تولیاد سیکلواکسای ناز و سالیسیلات

پروستاگلاندین سبب کاهش التهاب مخاط در کولیت اولساروز 

از جمله اثرات فارماکودینامیکی سولفاسالازین در  .(1)شود می

دوزهای بالینی در شرایط آزمایشگاهی، مهار انتشار سایتوکین 

( و تولیاد α-و فااکتور نکاروز توماوری  1-2-6-12)اینترلوکین 

IgM  وIgG هااای حیااوانی . مطالعااات باار روی ماادلاساات

هااای خااود ایمناای نیااز، عملکاارد تنظاایم کننااده بیماری
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 37 /و همکاران  امیر بهشتی مآل                                                                                               1404بهار     1 شماره   35 دوره

اگرچاه مکانیسام کامال و . (3)کناد ین را تایید میسولفاسالاز

دقیق اثر دارو به طور کامل شناخته نشده است، اما حدس زده 

هاای آمینو سالیسایلیک اساید در برابار بیماری-5شود که می

حال، در استفاده ماداوم، افازایش التهابی روده مؤثر است؛ بااین

سطح سرمی سولفاپیریدین آزاد، منجر به ایجاد عوارض جانبی 

. همچناین عوارضای از قبیال دیساکرازی (4)شود مختلف می

خون، پانکراتیت و تغییر در شکل، تعاداد و تحارک اساپرم در 

آمینااو سالیساایلیک اسااید و -5بیماااران تحاات درمااان بااا 

بناابراین فرمولاسایون  (6. 5)سولفاسالازین گزارش شده است.

متفاوتی برای کاهش برخی از عوارض مرتبط با ماده دارویی، با 

 اند. تأکید بیشتر بر تحویل هدفمند دارو، طراحی شده

هاای التهاابی روده، در داروی سولفاسالازین عالاوه بار بیماری

نیز تاییاد و  (7)رتریت روماتوئید های آبیماری کرون و بیماری

کنناده . باتوجاه باه خاواع تعدیل(9. 8. 3)تجویز شده است 

عنوان ایمناای و ضاادالتهابی، ایاان دارو بااه طااور گسااترده بااه

جایگزین درمانی در اختلالات پوستی مختلاف ماورد اساتفاده 

. همچنین بعناوان داروی کمکای در (11. 10)قرارگرفته است 

 Ankylosingمبتلایااان بااه بیماااری آرتااروز سااتون فقاارات )

spondylitis12)شااود ( و آرتریاات پسااوریاتیک اسااتفاده می .

13) . 

صورت موضعی در روده بزرگ و تنها با مقادیر سولفاسالازین، به

کااه درحالی .شااودکاام جاادب شااده و وارد جریااان خااون می

کننااده ایمناای و سااولفاپیریدین کااه مساائول عملکاارد تعدیل

ضاادالتهابی آن در براباار آرتریاات روماتوئیااد اساات، بااه طااور 

. سولفاساالازین (14)شود از روده بزرگ جدب می توجهیقابل

سااعت باه ظلظات نهاایی خاود در خاون  12بعد از جدب تاا 

رسد. ظلظت نهایی دارو در پلاسما متناسب با سن، جنس و می

 ن اد افراد متفاوت است. 

بااا توجااه بااه پتانساایل درمااانی سولفاسااالازین و معرفاای 

فرمولاسیون های جدید بارای درماان هاای مختلاف، توساعه 

ی ارزیابی ظلظت پلاسامایی آن ارزشامند اسات. روش هاروش

هااای مختلااف کروماااتوگرافی و طیااف ساانجی باارای تخمااین 

سولفاسالازین به تنهایی یا همراه با متابولیت هاای آن توساعه 

در تحقیق حاضر یک روش جدید، سااده،  (16. 15)یافته است.

، جهاات تعیااین مقاادار HPLCایماان و سااریع بااا اسااتفاده از 

سولفاسالازین در پلاسمای انسانی توسعه داده شاده اسات. در 

ادامه برای اطمینان از کیفیت نتاای  آناالیز، اعتباار روش نیاز 

    .است شدهبررسی و تایید 

 

 مواد و روشها

 مواد مورد استفاده 

ولفاساالازین ماورد اساتفاده، از شارکت مهاردارو ایاران و قرع س

، HPLCاستونیتریل و متانول مصرفی، با درجه خلوع ماورد نیااز 

 99نیز از شرکت مرک آلمان تهیه شد. آمونیوم استات باا خلاوع 

درصد از شرکت سیگما آلدریش و آب دیونیزه نیز از شارکت زلال 

ده بارای انجاام ایان تقطیر تهران خریداری شد. خون مورد اساتفا

آزمایشات از پرسنل و کاادر آموزشای دانشاکده داروساازی علاوم 

پزشکی آزاد اسلامی تهران تهیه شد. به افراد توصیه شده باود کاه 

 از روز قبل، دارویی مصرف نکنند. 

 تجهیزات مورد استفاده

، کرومااتوگرافی SANAاچ متار ، پایBOSCHترازوی آنالیتیکاال 

، سات فیلتراسایون Shimadzu LC-10 Series مایع با عملکرد بالا

، ROTOFIX 32 A، ساااااانتریفیوز MILLIPOREخااااالا 

 RIGOL Ultra-3660اسپکتروفوتومتری 

 تهیه پلاسمای خون

های خاونی باه منظور جلوگیری از لخته شدن خون، ابتدا نمونهبه

)شرکت فارتست( منتقال و باه آرامای  EDTA2Kلوله های حاوی 

خون به یک لوله سانتریفیوژ منتقل و باا دور  تکان داده شد. سپس

3000g  دقیقه سانتریفیوژ شد. فااز شافاف رویای کاه  15به مدت

باشد، باه داخال میکروتیاوب هاای ساترون نامگاداری پلاسما می

گراد حاداکرر باه درجاه ساانتی -20شده، ریخته شد و در فریازر 

 مدت یک ماه نگهداری شد.

 تهیه فاز متحرک

گارم  2711/0یلی لیتر باافر آمونیاوم اساتات، م 500جهت تهیه 

میلای لیتار آب دوباار تقطیار حال شاد.  350آمونیوم استات در 

با اساتفاده از  pHمیلی لیتر استونیتریل به آن اضافه و  150سپس 

تنظیم شد. فااز متحارک باا  5/4±05/0استیک اسید در محدوده 

دایی، میکرون فیلتر شاده و جهات گاازز 45/0کاظد پلی پروپیلنی 

دقیقه در دستگاه سونیکه بدون حرارت قرار داده شاد.  15به مدت 

 شد.فاز متحرک به صورت روزانه تهیه می

 دهی پروتئین های پلاسما و پری سمپلینگرسوب

درجاه  32های پلاسمایی فریز شده، داخال حماام آب ابتدا نمونه

براباار حجاام پلاسااما،  4گراد دفریااز شااد. سااپس معااادل سااانتی

تریل به آن اضافه شد و به مدت چهار دقیقاه روی دساتگاه استونی

ورتکس میکسر نگه داشته شد تاا اساتونیتریل تاا حاد ممکان باا 

پلاسمای خون مخلاوط و در تمااس باشاد. ساپس نموناه باا دور 

g3200  دقیقاه ساانتریفیوژ شاد و محلاول شافاف  25و به مدت
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شاد. میکارون فیلتار  22/0 رویی جدا شده، با فیلتر سار سارنگی

 نامگداری شده، منتقل شد.  5/1 حاصل به میکروتیوب

هههای اسههتاندارد جهههم رسهه  منحنههی تهیههه محلول

 كالیبراسیون

میکروگارم در میلای لیتار سولفاساالازین،  100 برای تهیه محلول

میلی لیتار  100میلی گرم از نمونه سولفاسالازین استاندارد در  10

اصالی بارای تهیاه متانول حل شد. ایان محلاول بعناوان رخیاره 

میکروگاارم در میلاای  25و  5/12، 25/6، 125/3 هااایمحلااول

جهت رقیق سازی محلول رخیره اصالی، از باافر   لیتراستفاده شد.

فاز متحارک اساتفاده گردیاد. اساتانداردها بصاورت روزاناه تهیاه 

 شدند.می

 توسعه روش آنالیز

فاساالازین سول λmax ابتدا با استفاده از دستگاه اساپکتروفوتومتری، 

تعیین شد. سپس شرایط انجام آنالیز مانند ترکیاب فااز متحارک، 

سازی شد. پس از انتخااب دمای آون، سرعت فاز متحرک و... بهینه

، تزریاق شاد تاا HPLCشرایط مناسب، فاز متحرک باه دساتگاه 

ماورد بررسای  λmax بیس لاین و تداخل احتمالی بلانک با دارو در 

 قرار گیرد. 

 كالیبراسیون محلول سولفاسالازین رس  نمودار

قبل از بررسی دارو با پلاسما، جهت اطمینان اولیاه از درساتی 

روش مااوردنظر، نمااودار کالیبراساایون داروی سولفاسااالازین 

محلول در متانول و بافر رسم شد. بادین منظاور پان  ظلظات 

میکروگرم در میلی لیتر انتخااب  100تا  25/6 متفاوت در بازه

 زریق شد. و سه بار ت

رس  نمودار كالیبراسیون سولفاسالازین در پلاسمای فاقهد 

 پروتئین

جهت رسم نماودار کالیبراسایون سولفاساالازین در پلاساما، پان  

کاه  (میکروگرم در میلی لیتر 50تا  125/3)ظلظت مختلف از دارو 

در محدوده عملیاتی است، انتخاب و هار کادام ساه باار تزریاق و 

 نتای  بررسی شد.

 تبرسازی روش آنالیزمع

برای سنجش اعتباار روش آناالیز، مطاابق طباق دساتورالعمل 

ICHQ2(R2) ،پارامترهای انتخابی بودن، نمودار کالیبراسایون ،

بودن، دقت، صاحت، حاد تشاخیص و حاد کمای دامنه، خطی

 بررسی شد.

 بررسی انتخابی بودن دارو

ز باا حصاول نتیجاه مربات ادر این تحقیق، انتخابی باودن روش، 

نمونه حاوی دارو و نتیجه منفی از نمونه فاقد داروی مورد نظار در 

 یک ماتریکس )فاز متحرک یا پلاسما(، ثابت شد.

 محدوده عملیاتی آزمایش

هاای کااری، ، بایاد در محادوده ظلظتICHQ2طبق دستورالعمل 

بین ظلظت آنالیت و سطح زیر کروماتوگرام، رابطه خطای برقارار و 

بودن روش ماوردنظر تأییاد شاود. در مناساباثبات شده باشد تاا 

عنوان ها باهتاوان باا نماوداری از سایگنالباودن را میابتدا، خطی

هاای تابعی از ظلظت آنالیت، ارزیابی کرد. نتای  آزمون باید باا روش

 5آماری مناسب بررسی شود. برای این منظور، استفاده از حاداقل 

 ظلظت آنالیت الزامی است. 

 د تشخیص و حد كمیتعیین میزان ح

گیری های مختلفی جهت تشاخیص حادود تشاخیص و انادازهراه

وجود دارد؛ ازجمله بار اسااس تعیاین نسابت سایگنال باه ناویز، 

انحااراف معیااار و شاایب خااط معادلااه مناات  شااده از نمااودار 

هاای پاایینتر. در کالیبراسیون و یا اثبات صحت و دقات در ظلظت

به ناویز و انحاراف معیاار و  این تحقیق از دو روش نسبت سیگنال

گیری حاد شیب خط معادله نماودار کالیبراسایون، جهات انادازه

 گیری استفاده شد.تشخیص و حد اندازه

گیری برای تعیین نسبت سیگنال به نویز، باید سیگنال های انادازه

های فاقاد ها با ظلظت پایین را باا سایگنال هاای نموناهشده نمونه

کلی، ظلظتی که در آن نسابت سایگنال  دارو مقایسه کرد. به طور

 1:10باشد برای حد تشاخیص و ظلظتای کاه نسابت  1:3به نویز 

 باشد. گیری، قابل قبول میایجاد کند برای حد اندازه

برای بدست آوردن حد تشخیص و اندازه گیری براسااس انحاراف 

معیار و شیب خط حاصل از معادله نمودار کالیبراسیون، از فرماول 

 شود:استفاده میهای زیر 

 و حد کمی=  حد تشخیص=

شاایب خااط نمااودار  Sانحااراف معیااار اسااتاندارد و  𝜎کااه در آن 

 . استکالیبراسیون 

 بررسی دقم

دقت باید در محدوده کاری یک روش آنالیز بررسی شود و معماولا  

ت دقا شاود.از طریق مقایسه تکرارپدیری نتای  حاصل، اثباات می

روش باید تحت شرایط آزمون ارزیابی شاود )باه عناوان مراال، در 

ساازی توصایف حضور ماتریکس نمونه و با استفاده از مراحل آماده

  .شده برای نمونه(

، سه نموناه ICHQ2R2طبق دستورالعمل پیشنهادی دستورالعمل 

تهیه و هار  میکروگرم در میلی لیتر 45و  15، 5های شامل ظلظت

دریک روز تزریق شد. پاس از بررسای، پارامترهاای ظلظت سه بار 

( RSDیاا انحاراف معیاار نسابی ) (SD)آماری مرل انحراف معیار 

درصاد باین تکرارهاای هار  10کمتار از  RSDشاود. محاسبه می

 کند.ظلظت، دقت روش را تایید می
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 بررسی صحم

دست آمده با مقدار واقعای صحت یک روش آنالیز، نزدیکی نتای  به

و  15، 5ی می کند. برای بررسی صحت روش، سه ظلظات را بررس

از دارو در پلاسما تهیاه و هار ظلظات  میکروگرم در میلی لیتر 45

سه بار تزریق شد. در ادامه درصد نزدیکی میاانگین نتاای  بدسات 

آمده برای هر ظلظت با مقدار نظری، که از طریاق معادلاه منحنای 

 %20درصاد خطاا تاا شود. کالیبراسیون بدست آمده، محاسبه می

 .  قابل قبول است

 

 هایافته
 طراحی روش آنالیز

دهاد کاه داروی های اولیه در ایان تحقیاق نشاان مایبررسی

ولای در متاانول اسات، محلاول سولفاسالازین درآب بسیار کم

نسبتا محلول است. جداسازی در روش کروماتوگرافی بر مبنای 

، خصوصااایات فیزیکوشااایمیایی آنالیااات مانناااد ماهیااات

شااود. پاادیری، قطبیاات و وزن مولکااولی آن انجااام میانحلال

؛ به همین دلیل سیستم استسولفاسالازین یک مولکول قطبی 

( برای این تحقیق در نظر گرفته شاد. RP-HPLCفاز معکوس )

بارای ایان آزماایش  18Cبا توجه به تجربیات گدشاته، ساتون 

ن انتخاب گردید. همچنین جهت جداسازی بهتار، تنظایم زماا

مناسب آشکار شدن دارو و شکل نهایی پیک، از ستونی با ابعاد 

 5میلاای متاار بااا اناادازه رره ای  4/6میلاای متاار و قطاار  250

 λmaxمیکرومتر استفاده شاد. در مرحلاه بعادی جهات تعیاین 

سولفاسالازین از اسپکتروفوتومتری استفاده شاد. نتاای  نشاان 

 359را در  دادند که داروی محلول در متانول بیشترین جادب

 نانومتر دارد. 

جهت بهبود کارایی روش، ابتدا فاز متحرک بهینه شد. با توجه 

 pKaبه ساختار شیمیایی داروی سولفاساالازین و وجاود  ساه 

(، باید از یک نمک آلی جهت تهیه بافر 7/5-1/8-2/35متفاوت )

احتمالی جلوگیری کند. همچنین با  pHبهره برد تا از تغییرات 

ینکه نمونه پلاسما نیز در کنار این دارو حضور دارد و توجه به ا

هااای باقیمانااده آن دقیقااه اول پیااک پروتئین 5معمااولا طاای 

شود؛ بهتر است زمان آشکار شدن پیک دارو بعد از مشاهده می

دقیقه باشد تا احتمال تداخل پیکها کاهش یابد. انجاام ایان  5

موجاود در  مهم با تنظیم اسیدیته و درصد حجمی استونیتریل

 . است امکان پدیرفاز متحرک 

های آنالیز جدید، ترجیحاا از بافرهاای فسافات در توسعه روش

نااانومتر  220شااود؛ زیاارا در طااول مااوج زیاار اسااتفاده می

کاااربرد دارد و باایس  pHهااای مختلفاای از آشکارشاده، در رن 

لاین بسیار پایینی ارایه میکند. در این تحقیق، بافر فسفات که 

مورد نظر رسیده و بافر آمونیوم استات  pHریک اسید به با فسف

شد، مقایسه بررسای گردیاد. باا  pHکه با استیک اسید تنظیم 

 توجه به نتای  حاصل، گزینه دوم انتخاب شد. 

دست آوردن بهترین پیک ممکن، از نظر شکل و تاایم ه برای ب

های مختلفاای از بااافر و آشااکار شاادن و جداسااازی، نساابت

بررسی گردید و در نهایت بافر آمونیاوم اساتات باا  استونیتریل

انتخااب  30:70میلی مولار و استونیتریل با نسابت  10ظلظت 

ها در حضور بافر آمونیوم استات، بررسی نمونه λmaxشد. مجددا 

ناانومتر مشااهده گردیاد. حجام  361شد و حداکرر جدب در 

 میکرولیتر بود. 20تزریق نمونه 

 ون محلول سولفاسالازینرس  نمودار كالیبراسی

همانطور که در بخش قبل گفته شد ابتدا نمودار کالیبراسیون 

داروی سولفاسالازین در متانول و بافر رسم شد. این نمودار از 

 100تا  25/6 سه بار تزریق پن  ظلظت متفاوت در محدوده

و شکل  1حاصل شد. نتای  در جدول   میکروگرم در میلی لیتر

 است.نشان داده شده  1

 

 
 نمودار کالیبراسیون سولفاسالازین در متانول و بافر .1شکل 

 
 

 
نمودار کالیبراسیون سولفاسالازین در پلاسمای فاقاد  .2شکل 

 پروتئین
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 آنالیز سولفاسالازین در پلاسما  برای HPLC-UVتوسعه روش  آزاداسلامی                                        دانشگاهپزشکی علوم مجله  /40

رس  نمودار كالیبراسیون سولفاسالازین در پلاسمای 

 فاقد پروتئین

جهت رسم نمودار کالیبراسیون سولفاسالازین در پلاسمای فاقد 

 125/3فیلترشده، پن  ظلظت مختلف از دارو در محدوده پروتئین 

 میکروگرم در میلی لیتر سه بار تزریق و نتای  بررسی شد 50تا 

 .(2و جدول  2)شکل 

 بررسی انتخابی بودن روش

دو نمونه کاملا مشابه شامل ترکیب حلال دارو، بافر آمونیوم 

ار استات و پلاسمای انسانی، تهیه شد و به یکی از آنها مقد

 نه برای رسم نمودار کالیبراسیون سولفاسالازین در متانول و بافرنتای  حاصل از تزریق نمو. 1جدول 

RSD(%) SD AVG Area Concentration(ppm) Retention time 

6/79 24064 354313 

329344 6/25 7/772 

377358 6/25 7/753 

356238 6/25 7/731 

0/87 7014 806416 

813591 12/5 7/693 

799574 12/5 7/68 

806084 12/5 7/653 

0/88 14902 1693936 

1688321 25 7/641 

1710830 25 7/606 

1682657 25 7/613 

1/87 64450 3444928 

3445155 50 7/579 

3380364 50 7/571 

3509265 50 7/579 

  
6345984 

6386404 100 7/522 

6/36 403650 6727905 100 7/518 

  5923645 100 7/487 

 

 نتای  حاصل از تزریق نمونه برای رسم نمودار کالیبراسیون سولفاسالازین در پلاسمای فاقد پروتئین .2جدول 

RSD(%) SD AVG Area Concentration(ppm) Retention time 

1/73 3664 211428 

207217 3/125 7/82 

213177 3/125 7/776 

213891 3/125 7/731 

2/51 12017 479376 

465524 6/25 7/776 

485601 6/25 7/69 

487004 6/25 7/753 

1/57 15365 977646 

963380 12/5 7/745 

975645 12/5 7/7 

993915 12/5 7/689 

0/313 6289 2009681 

2009626 25 7/692 

2003419 25 7/682 

2015998 25 7/694 

0/371 14860 4003359 

3986983 50 7/768 

4007110 50 7/778 

4015986 50 7/799 
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میلی گرم سولفاسالازین اضافه شد. هر دو نمونه تزریق  10

شدند. با توجه به حضور پیک دارو در نمونه مربت و عدم 

، انتخابی 4 و 3 هایحضور آن در نمونه منفی، طبق شکل

 .بودن روش جهت شناسایی دارو در نمونه اثبات شد

 

 
افر کروماتوگرام حاصل از تزریق ترکیب حلال دارو، ب .3شکل 

 آمونیوم استات و پلاسمای انسانی بدون داروی سولفاسالازین

 

 
کروماتوگرام حاصل از تزریق ترکیب حلال دارو، بافر  .4شکل 

آمونیوم استات و پلاسمای انسانی و داروی سولفاسالازین. پیک 

 است.دقیقه مربوط به سولفاسالازین  7ظاهر شده در زمان حدود.

 

 محدوده عملیاتی آزمایش

میکروگرم در میلی  50تا  125/3 هایهایی با ظلظتلولمح

لیتر از داروی سولفاسالازین در ماتریکس پلاسما، جهت رسم 

منحنی کالیبراسیون تهیه شده و با روش رکر شده مورد 

ارزیابی قرار گرفتند. با استفاده آنالیز رگرسیون خطی، نشان 

زیر  داده شد که در این محدوده بین ظلظت آنالیت و سطح

 (. 2r=999/0)بود نمودار رابطه خطی برقرار 

 تعیین میزان حد تشخیص و حد كمی

با توجه به فرمول رکر شده، برای حد تشخیص، ظلظت 

دست آمد. برای بررسی ه میکروگرم در میلی لیتر ب 6231/0

میکروگرم در  5/0عملی نتیجه حاصل، در آزمایشگاه محلول 

 3مای فاقد پروتئین تهیه و میلی لیتر سولفاسالازین در پلاس

-داده RSDبار تزریق شد. نتای  تکرارپدیری خوبی داشتند )

بود( و نسبت سیگنال به نویز حدود درصد  69/7 های حاصل

میکروگرم در  4/0و  25/0سه بود. همین مراحل با ظلظت 

ولی پیک مشاهده نشد و یا  ،میلی لیتر هم تکرار شد

ادله، حد تشخیص حدود تکرارپدیری مناسب نبود. طبق مع

طور عملی ه بینی شد و بمیکروگرم در میلی لیتر پیش 6/0

 میکروگرم در میلی لیتر تایید شد. 5/0ظلظت 

میکروگرم در میلی  177/2حد کمی با توجه به فرمول، ظلظت 

میکروگرم در  5/2دست آمد. در آزمایشگاه ظلظت ه لیتر ب

پروتئین آماده شد و میلی لیتر سولفاسالازین در پلاسمای فاقد 

های داده RSDبار تزریق شد.  3برای اطمینان از تکرارپدیری، 

 5/2بود. بنابراین مقدار حد کمی ظلظت  درصد 63/2حاصل 

 میکروگرم در میلی لیتر  در نظر گرفته شد.

 بررسی دقم در یک روز

به منظور بررسی دقت، محلول سولفاسالازین در پلاسمای فاقد 

میکروگرم در میلی لیتر  45و  15، 5ظلظت پروتئین با سه 

محاسبه  RSDبار تزریق شد. درنهایت  3تهیه و هر ظلظت 

 درصد بود. 10شده، کمتر از 

 بررسی دقم بین روزها

دقت بینابینی یا دقت بین روزها برای بیان دقت در یک 

ها و شرایط مختلف آزمایشگاه در روزهای مختلف یا دستگاه

هایی که جهت بررسی این تحقیق، ظلظتشود. در استفاده می

دقت انتخاب شده بودند مجددا تهیه و در روز دیگری تزریق 

محاسبه و  RSD. با توجه به نتای ، شدشد و نتای  بررسی 

 درصد بود. 10کمتر از 

 بررسی صحم

میکروگرم در میلی لیتر هرکدام سه  45و  15، 5سه ظلظت 

ی میانگین نتای  بدست مرتبه تزریق شد. در ادامه درصد نزدیک

آمده برای هر ظلظت با نظری، که از طریق معادله منحنی 

 %20کالیبراسیون بدست آمده، محاسبه شد. درصد خطا تا 

قبول است. نتای  بدست آمده در بررسی صحت و دقت قابل

 ارائه شده است. 3روش در جدول 

 تسم استحکام روش در برابر تغییرات

کند که روش طراحی شده در می تست استحکام روش، بررسی

برابر تغییرات عمدی یا سهوی که در حین آزمایش صورت 

تواند همچنان نتای  گیرد به چه میزان مقاوم است و میمی

مورد نظر و قابل اطمینان را گزارش کند. در این ارزیابی، 

تغییرات دما، اپراتور، میزان تزریق و همچنین ستون انجام شد 

  روش مورد نظر قابل اطمینان بود. و همچنان نتای 

 

 بحث
در  ن،یلازاسولفاس یداروطور که به تفصیل گفته شد،  همان

دوم درمان، کاربرد  ایها در خط اول یماریاز ب یاریدرمان بس
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خصوصا در سطح دارو در پلاسما،  شیپا لیدل نیبه همدارد. 

برای تهیه فرمولاسیون جدید  یداروساز هایکه شرکت یطیشرا

کنند، همچنین برای تولید اقدام می به بازارآن ورود ین دارو و ا

داروهای ژنریک و انجام مطالعات هم ارزی زیستی، اهمیت 

، ضروری بنظر آنالیز معتبرروش  کی افتنی نیبنابرا زیادی دارد.

 HPLCدر این تحقیق روشی بر پایه  ل،یدل نی. به همدرسیم

 یافت وسما توسعه در پلا نیسولفاسالاز یدارو شیجهت پا

 یبودن، دامنه، خط یشامل انتخاب اعتبار سنجیپارامترهای 

براساس  رییحد اندازه گ ص،یبودن، دقت، صحت، حد تشخ

، از روش نیا در .قرار گرفت ی، مورد بررسICHل دستورالعم

فاز  انیسرعت جر گرفته شد.بهره  کیزوکراتیا شستشوی

در طول موج  UVز آشکارساو  قهیدر دق تریل یلیم 1متحرک 

به  C18با استفاده از ستون  یجداساز شد. میتنظ نانومتر 361

 5 یمتر و اندازه ررها یلیم 6/4متر، قطر  یسانت 25طول 

استات  ومیآمون یبافر آب بیترک املفاز متحرک شبا  و کرونیم

 .اناجم شد 30:70 یبا درصد حجم لیتریو استون میلی مولار 10

 یدماآنالیز در  .بود تریکرولیم 20 )حجم لوپ(، قیحجم تزر

 بود. قهیدق 12 قیزمان هر تزر انجام شد.اتاق 

و متوسط و بالا  نییصحت و دقت، سه ظلظت پا ارزیابیجهت 

 یخطا شد.نتخاب نمودار کالیبراسیون، ا یدامنه یدر محدوده

 هاظلظت نی. همشدها محاسبه ادهرد دو انحراف استاندا ینسب

 و شدندبرای بررسی دقت بین روزها تزریق  ی همگریدر روز د

نتای  نمودار  اساس بر. بوددرصد  6تا  4/0 نیب ینسب یخطا

 6231/0 (LOD) صیحداقل ظلظت قابل تشخکالیبراسیون، 

گیری اندازهو حداقل ظلظت قابل  تریلیلیدر م کروگرمیم

(LOQ) 170/2 دست آمد. پس از به تریلیلیدر م کروگرمیم

در  نیلازاگوناگون سولفاس یهاظلظت یبر رو یوالمت شاتیآزما

معادل  یبه صورت عمل صیپلاسما، حداقل ظلظت قابل تشخ

گیری و حداقل ظلظت قابل اندازه تریل یلیدر م کروگرمیم 5/0

این در نیشد. همچن تعیین تریل یلیدر م کروگرمیم 5/2

برابر سیگنال به نویز  10و  سه برابرها به ترتیب نسبت ظلظت

آنالیز توسعه  با توجه به تمام نکات گفته شده، روش دیده شد.

در  نیلازامقدار سولفاس نییتع یبرا مقاله، نیدر ایافته 

و در مقایسه با  با صحت بالا، ریتکرارپد یروش ی،انسان یپلاسما

  .است روشهای پیشنهادی دیگر مقرون به صرفه

 

 و قدردانی تشکر

مظاهری کارشناس مرکز  بدین وسیله از سرکار خانم فرشته

تحقیقات علوم دارویی که ما را در انجام این تحقیق یاری 

 .، کمال تشکر را داریمکردند
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