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·药  剂· 

 

牛血清白蛋白阳离子微球的制备及体外评价 
 

靳美霞，蔡欧，张彦焘，胡巧红
*
(广东药学院，广州 510006) 

 
摘要：目的  制备牛血清白蛋白(BSA)口服阳离子微球，考察天然阳离子物质壳聚糖(CHS)的加入对蛋白微球的粒径、电

动电势、包封率、载药量及体外释放情况的影响。方法  以乳酸/羟基乙酸共聚物(PLGA)和壳聚糖(CHS)为载体材料，采

用W/O/W复乳-溶剂挥发法制备牛血清白蛋白乳酸/羟基乙酸共聚物-壳聚糖(PLGA/CHS)阳离子微球。通过正交设计优化制

备工艺，确定最佳处方。建立准确而简便的蛋白含量测定方法，并对微球进行体外评价。结果  最佳处方为：BSA浓度

为150 g·L-1、PLGA浓度为8%、外水相体积为80 mL、壳聚糖浓度为0.2%。制得的微球形态圆整，平均粒径为(6.9±5.5)μm，

为表面荷正电的阳离子微球[ζ电势=(10.0±0.6)mV]，包封率为(75.4±4.6)%，载药量为(9.3±0.2)%。体外释放结果表明，

在模拟胃液和模拟肠液中，壳聚糖的加入均能减少突释，延缓药物的释放。结论  与PLGA微球相比，制得的PLGA/CHS

阳离子微球表面带正电，具有较高的包封率和载药量，可以延缓药物释放，同时减少突释现象。 
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Preparation and in Vitro Evaluation of Cationic Microspheres Containing Bovine Serum Albumin 
 
JIN Meixia, CAI Ou, ZHANG Yantao, HU Qiaohong*( Department of Pharmaceutics, Guangdong Pharmaceutical 

University, Guangzhou 510006, China)   
 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To prepare bovine serum albumin (BSA) cationic microspheres for oral administration, and 
investigate the influence of natural cationic polysaccharide chitosan (CHS) on size, eletrokinetic potential, encapsulation 
efficiency, loading capacity and in vitro release profile of BSA microspheres. METHODS  PLGA/CHS microspheres were 
prepared by W/O/W emulsion-solvent evaporation method. Orthogonal design method was used to determine the optimal 
formulation. A simple and precise method for the determination of the protein content was established. In vitro evaluation of 
PLGA/CHS microspheres was carried out. RESULTS  The optimal formulation was as follows: 150 mg·mL-1 of BSA, 8% 
PLGA solution, 80 mL of external aqueous phase, 0.2% chitosan solution. The PLGA/CHS microspheres were spherical. The 
average particle size of the microspheres was (6.9 ± 5.5)μm, the eletrokinetic potential (ζ potential) was (10.0±0.6)mV. The drug 
loading capacity and encapsulation efficiency were (9.3 ± 0.2)% and (75.4 ± 4.6)%, respectively. In vitro release studies show 
that chitosan can decrease the burst release and delay the release of drugs in both simulated gastric fluid and simulated intestinal 
fluid. CONCLUSION  Compared with PLGA microspheres, PLGA/CHS cationic microspheres has higher encapsulation 
efficiency and loading capacity, and slow-release, while reducing burst release. 
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随着生物医药技术的发展，近年来越来越多的

蛋白类药物在诊断、治疗或作为疫苗预防各种疾病

方面发挥着重要作用。与小分子药物相比，此类药

物稳定性差、易被酶降解、生物半衰期短，扩散差、

分配系数小，难以通过生物屏障及脂质膜。如何将

这类药物有效的投递到人体相应部位，一直是制剂

研究的热点问题。目前，生物药物大多以注射用溶

液或冻干粉针剂应用于临床，常需频繁给药，患者

的顺应性差，治疗费用高，不能满足日益增长的生

物技术药物的临床应用需求。因此，研究蛋白质非

注射给药的制剂，将有助于进一步拓宽多肽蛋白类

药物的应用范围，其中，口服是患者 易接受的给

药途径。近年来，有不少文献报道利用聚酯类合成

高分子材料[1-2](如 PLA，PLGA 等)及天然高分子材

料[3-4](如明胶，海藻酸钠，壳聚糖)制备蛋白类药物

口服给药制剂。壳聚糖这一天然阳离子聚合物因其

良好的生物相容性，生物可降解性，生物黏附性[5]

和吸收促进作用[6]而受到人们的广泛关注。 
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本试验采用 W/O/W 复乳-溶剂挥发法，将天然

阳离子聚合物壳聚糖直接加入外水相中，制得粒径

小于 10 µm 的 BSA PLGA/CHS 阳离子微球，以期

望包裹在微球表面的壳聚糖可与表面带负电荷的

细胞膜相互作用，延长微球在体内滞留时间，增强

膜通透性，从而增强黏膜对药物的吸收，提高蛋白

口服有效性。本研究将为蛋白类药物的口服制剂的

研制奠定基础。 

1  材料与仪器 

S-3000N 型扫描电镜 ( 日本日立公司 ) ；

COULTER LS230 粒径分析仪(美国贝克曼公司)；

721 分光光度计(上海精密科学仪器有限公司)；高

速台式离心机(上海安亭科学仪器厂)；SHZ-D(III)

循环水式真空泵(巩义市予华仪器有限责任公司)；

SHZ-82 气浴恒温振荡器(金坛市富华仪器有限公

司)；85-2 恒温磁力搅拌器(金坛市富华仪器有限公

司)；微量移液枪(大龙医疗设备有限公司)；生物显

微镜 B104LBD(重庆奥特光学仪器有限公司 )，

FJ-200 高速分散匀质机(上海标本模型厂)。 

牛血清白蛋白(北京鼎国生物技术有限责任公

司)；PLGA(lactic/glycolic 50∶50， Mr = 10 000 Da，

山东省医疗器械研究所)；聚乙烯醇 PVA-124(汕头

市本西陇化工厂)；壳聚糖[脱乙酰度 95%，黏度＜

200 mpa·s (1%)，山东奥康生物科技有限公司]；特

定分子量壳聚糖(脱乙酰度 90%，Mr = 100 000 Da， 

200 000 Da， 250 000 Da， 浙江金壳生物化学有限

公司)；考马斯亮蓝 G-250(上海伯奥生物科技有限公

司)；水为蒸馏水；二氯甲烷、乙醇(95%)及其他试

剂均为分析纯。 

2  方法与结果 

2.1  试剂配制 

2.1.1  1%壳聚糖于 1%醋酸溶液的配制(pH 4)称取

壳聚糖(CHS)4.0 g，加入约 300 mL 水，再加入 4 mL

冰醋酸(HAc)，加水稀释至 400 mL，配成 pH 4 的

1% CHS 的 1% HAc 溶液。 

2.1.2  1%壳聚糖溶液的配制(pH 5.5)  称取三水

合醋酸钠 5.4 g，加入约 50 mL 水使其溶解，滴加

冰醋酸至 pH 为 5.5，加入壳聚糖 1.0 g，再加水稀

释至 100 mL，配成 pH 5.5 的 1% CHS 溶液。 

2.1.3  考马斯亮蓝(CBB)溶液的配制[7]  准确称取

50 mg CBB G-250，溶于 25 mL 95%乙醇溶液中，

加 50 mL 85%磷酸混匀，加水至 500 mL。 

2.1.4  0.1 mol·L-1盐酸(HCl)溶液的配制[8]161  量取

9 mL 浓盐酸，加适量水并稀释至 1 000 mL，配成

0.1 mol·L-1 HCl(pH 1.0)溶液。 

2.1.5  pH 7.4 磷酸盐缓冲液配制[8]158  称取磷酸二

氢钾 1.36 g，加 0.1 mol·L-1 氢氧化钠溶液 79 mL，

用水稀释至 200 mL，即得。 

2.2  PLGA/CHS 微球的制备工艺优化 

PLGA/CHS微球采用W/O/W复乳-溶剂挥发法

制备，以一定浓度的BSA水溶液200 µL作为内水

相，将内水相分散在4 mL溶有一定浓度PLGA的二

氯甲烷溶液中，高速搅拌(12 000 r·min-1)1 min 制

得W/O初乳，在搅拌(6 000 r·min-1)下将该初乳缓缓

注入含2% PVA和一定浓度壳聚糖溶液的外水相

中，继续搅拌(6 000 r·min-1)3 min，形成W/O/W复

乳液。室温下，在磁力搅拌器上搅拌3 h挥发溶剂；

将所得混悬液离心(6 000 r·min-1)5 min，吸取上层

液体；沉淀用水洗涤，离心(4 000 r·min-1)5 min，

吸取上层液体。合并两次上层液体作为收集液，用

蒸馏水定容于100 mL 量瓶。将收集到的沉淀真空

干燥后于4 ℃保存。同法制备不含BSA的空白微

球，并同法制备外水相中不加壳聚糖的载药PLGA

微球。 

预实验中初步考察了PLGA浓度、BSA浓度、

PVA浓度、CHS浓度、外水相体积、搅拌速度对

PLGA/CHS微球特性的影响。在此基础上，选取影

响微球包封率和载药量较显著的4个因素即BSA浓

度(A)、PLGA浓度(B)、CHS浓度(C)、外水相体积

(D)作为正交试验考察因素，以包封率和载药量综

合得分作为评价指标。通过L9(3
4)正交试验设计优

选 佳的工艺条件。实验设计见表1。 
表 1  正交试验因素水平表 

Tab 1  Factors and levels in orthogonal experiments 

因   素 

水平 BSA浓度 

A/g·L-1 

PLGA 浓度 

B/% 

CHS 浓度 

C/% 

外水相体积

D/mL 

1 50  4 0.05 20 

2 100  6 0.10 40 

3 150 8 0.20 80 

按照正交试验设计进行试验，Y1表示包封率，

Y2表示载药量，综合加权指标Y=70%Y1+30%(Y2

×10)，正交试验结果见表2。 

由表2可知，各因素对PLGA/CHS微球包封率

和载药量的影响顺序为：外水相体积＞CHS浓度＞

PLGA浓度＞BSA浓度。 佳处方为：A3B3C3D3， 
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表 2  正交试验结果 

Tab 2  Results of orthogonal experiments 

试验号 A B C D 
包封率

Y1/% 

载药量

Y2/%

综合指

标 Y/%

1 1 1 1 1 16.7 1.4 15.9

2 1 2 2 2 40.6 2.4 35.6

3 1 3 3 3 64.2 2.6 52.7

4 2 1 2 3 32.2 5.4 38.8

5 2 2 3 1 23.2 2.6 23.9

6 2 3 1 2 32.2 2.6 30.5

7 3 1 3 2 26.1 6.7 38.4

8 3 2 1 3 22.9 3.6 42.8

9 3 3 2 1 33.4 3.4 33.5

k1 34.75 31.04 29.74 24.46    

k2 31.08 34.11 35.99 34.82    

k3 38.22 38.90 38.32 44.77    

R  7.15 7.87  8.58 20.30    

即BSA浓度为150 g·L-1，PLGA浓度为8%，壳聚糖

浓度为0.2%，外水相体积为80 mL。以 佳处方工

艺重复制备PLGA/CHS微球3批，所得微球的粒径

为(6.9±5.5)µm，电动电势为(10.0±0.6) mV，包封

率为(75.4±4.6)%，载药量为(9.3±0.2)%。 

固定 BSA 浓度、PLGA 浓度、外水相体积等其

他条件不变，考察壳聚糖的加入对微球的粒径、电

动电势、包封率、载药量的影响。结果见表 3。 
表 3  PLGA 微球和 PLGA/CHS 微球的比较 

Tab 3  Comparison of PLGA microspheres and PLGA/CHS 
microspheres 
微球类型. 粒径/μm ζ电势/mV 包封率/% 载药量/%

PLGA 微球 15.8±18.8 -10.3±1.1 42.2±5.2 5.4±0.5

PLGA/CHS 微球 6.9±5.5 10.0±0.6 75.4±4.6 9.3±0.2

从表3可见，PLGA/CHS微球的粒径小于PLGA

微球，这可能是由于壳聚糖在复乳形成过程中起到

了助乳化作用。由于壳聚糖的包裹，使表面带负电

的 PLGA 微球转变为表面荷正电的阳离子微球。而

且，壳聚糖的加入可以显著提高微球的包封率和载

药量(P＜0.05)。 

2.3  微球形态、粒径分布及电动电势 

在光学显微镜下初步观察各工艺条件下制得

微球的粒径大小及分散状态。对于 佳工艺条件下

制得的 PLGA/CHS 微球，应用扫描电镜观察表面形

态，并用粒径分析仪测定其粒度分布和ζ电势，并

与相同工艺条件下制得的 PLGA 微球进行比较。结

果见图 1 和图 2。由图 1 可见，载药 PLGA/CHS 微

球呈球形，表面光滑，粘连少。由图 2 可见，80%

以上的载药 PLGA/CHS 微球粒径小于 10 µm。 

 
图 1  载药 PLGA/CHS 微球的扫描电镜照片 

Fig 1  Scanning electron micrograph of BSA-loaded PLGA/ 
CHS microspheres 

 
图 2  载药 PLGA/CHS 微球的粒度分布图 

Fig 2  Particle size distribution of BSA-loaded PLGA/CHS 
microspheres 

2.4  包封率及载药量的测定 

采用考马斯亮蓝染色法 [9]测定微球中的BSA

含量。 

2.4.1  BSA标准曲线的制作  精密称取BSA 10.0 

mg，加水定容至100 mL，配成100 µg·mL-1的BSA

储备液，分别吸取50，100，200，300，400，500 μL 

BSA储备液于试管中，补加水至1 000 μL，配成浓

度为10，20，40，60，80，100 µg·mL-1的BSA标准溶

液，以水为空白对照，各管分别加入CBB试剂5 mL，

混匀，5 min后，在波长595.0 nm处测定吸光度A值，

20 min内测完，以吸光度A对浓度C (µg·mL-1)回归得标

准曲线方程：A=0.002 4 C + 0.054，r =0.999 8。 

2.4.2  样品测定  吸取微球制备中得到的定容后

的收集液 5 mL，离心15 min(转速为15 000 r·min-1)，
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沉淀除去不溶于收集液中的壳聚糖及未沉淀下来

的微球，精密吸取1 000 μL上清液，加考马斯亮蓝

溶液5 mL，静置5 min后，在595.0 nm波长处测定吸

收度，20 min内测完。以空白微球取得的收集液同

法操作作为空白对照，在595.0 nm波长处无吸收，

说明载体材料对含量测定无干扰。按下式计算包封

率和载药量。 

BSA BSA
100%

BSA


 

投料量 收集液中 的量
包封率

投料量
 

BSA BSA
100%


 

投料量 收集液中 的量
载药量

微球量
 

2.5  体外释放 

2.5.1  模拟胃液中的释放  准确称取 40 mg 载药

PLGA/CHS 微球、载药 PLGA 微球、空白微球，

分别置于 5 mL 具塞离心管中，加入 0.1 mol·L-1 盐

酸溶液(pH 1.0)3 mL，旋紧塞子，置于(37±0.5)℃

恒温振荡器中水平振荡，转速 100 r·min-1，于 0.5，

1，2，4，6 h 时取出离心管，离心 3 min(转速 2 000 

r·min-1)，用移液枪吸取 500 μL 上清液，补加 500 μL

新鲜 0.1 mol·L-1 盐酸溶液，继续振摇。上清液用考

马斯亮蓝法测定其中 BSA 含量，按下式计算累积

释放率。 

BSA
100% 


模拟胃液中释放的 量

累积释放率
所用微球的量 载药量

 

模拟胃液中 PLGA 微球、PLGA/CHS 微球的累

积释放曲线见图 3。从图中可以看出，PLGA 微球

中药物的释放较快，0.5 h 时释放即达 32.8%，2 h

释放达到 45.2%，突释明显，6 h 释放 46.3%。而

PLGA/CHS微球能显著减少突释，延缓药物的释放，

0.5 h 时的累积释放率为 6.8%，2 h 为 9.3%，6 h 累

积释放不到 10%。                 

 
图 3  0.1 mol·L-1盐酸溶液(pH 1.0)中 BSA微球的释放曲线 

Fig 3  Release profiles of BSA from microspheres in 0.1 
mol·L-1 HCl solution(pH 1.0)  

2.5.2  模拟肠液中的释放  准确称取 40 mg 含药

PLGA/CHS 微球、含药 PLGA 微球、空白微球，分

别置于 5 mL 具塞离心管中，加入 pH 7.4 磷酸盐缓

冲液 3 mL，旋紧塞子，置于(37±0.5)℃恒温振荡器

中水平振荡，转速 100 r·min- 1，于 0.5，1，2，4，6，

12，24，48，72，96，144 h 时取出离心管，离心 3 

min(转速 2 000 r·min- 1)，用移液枪吸取 500 μL 上清

液，补加 pH 7.4 磷酸缓冲液 500 μL，继续振摇。上

清液用考马斯亮蓝法测定其中 BSA 含量，按下式计

算累积释放率。           

BSA
100% 


模拟肠液中释放的 量

累积释放率
所用微球的量 载药量

 

模拟肠液中 PLGA 微球、PLGA-CHS 微球的累

积释放曲线见图 4。从图中可以看出，PLGA 微球

在模拟肠液中的释放速度比在模拟胃液中快，0.5 h

时释放即达 57.8%，2 h 释放达到 61.0%，8 h 时达

到 64.6%，而后累积释放率略有下降，48 h 后基本

保持不变。而 PLGA-CHS 微球能显著减少突释，2 h

时的累积释放率仅为 8.1%，壳聚糖的加入可延缓药

物的释放，24 h 的累积释放率仅为 11.2%。  

 
图 4  pH 7.4 PBS 中 BSA 微球的释放曲线 

Fig 4  Release profiles of BSA from microspheres in pH 7.4 
PBS 

2.5.3  不同分子量的壳聚糖对 PLGA/CHS 微球中

BSA 体外释放的影响  保持 BSA 浓度、PLGA 浓

度、外水相体积及其他条件不变，应用不同分子量

的壳聚糖(Mr = 100 000 Da，200 000 Da，250 000 Da)

制备载药 PLGA/CHS 微球。按“2.5.1”和“2.5.2”

项下方法进行载药 PLGA/CHS 微球在模拟胃液和

模拟肠液中的释放实验，结果见图 5 和图 6。 
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图 5  不同分子量的壳聚糖制得的载药 PLGA/CHS 微球在

0.1 mol·L-1 盐酸溶液(pH 1.0)中的释放曲线 

Fig 5  Release profiles of BSA-loaded PLGA/CHS micros- 
pheres prepared with different molecular weight of chitosan 
in 0.1 mol·L-1 HCl solution(pH 1.0) 

 
图 6  不同分子量的壳聚糖制得的载药 PLGA/CHS 微球在

pH 7.4 PBS 中的释放曲线 

Fig 6  Release profiles of BSA-loaded PLGA/CHS micros- 
pheres prepared with different molecular weight of chitosan 
in pH 7.4 PBS 

由图 5 和图 6 可知，随着壳聚糖分子量增大，在

模拟胃肠液中BSA 的突释减少，释放变慢。当壳聚糖

分子量较小时(Mr=100 000 Da)，后续释放变得明显。 

2.5.4  壳聚糖溶液的 pH 对 PLGA/CHS 微球中

BSA 体外释放的影响  保持 BSA 浓度、PLGA 浓

度、外水相体积、壳聚糖分子量(Mr=100 000 Da)、

壳聚糖浓度(0.2%)及其他条件不变，应用不同 pH

的壳聚糖溶液制备载药 PLGA/CHS 微球。考察壳

聚糖溶液的 pH对所制得的载药PLGA/CHS微球在

pH 7.4的磷酸盐缓冲液中释放的影响，结果见图 7。

应用 pH 5.5 的壳聚糖溶液制备的载药 PLGA/CHS

微球中 BSA的释放速率慢于 pH 4的壳聚糖溶液制

得的微球。 

 
图 7  不同 pH 的壳聚糖溶液制得的载药 PLGA/CHS 微球

在 pH 7.4 PBS 中的释放曲线 

Fig 7  Release profiles of BSA-loaded PLGA/CHS micros- 
pheres prepared with different pH of chitosan solution in pH 
7.4 PBS 

3  讨论 

近年来，大量文献报道利用聚酯类合成高分子

材料 PLGA 制备蛋白类药物的口服微球。仅以

PLGA 为载体材料制得的微球存在包封率低，突释

明显，口服摄入困难等不足。将天然阳离子聚合物

壳聚糖加入外水相中制得的 PLGA/CHS 微球，与

PLGA 微球相比具有以下优势：①微球表面带正电，

更易接近表面带负电的肠壁，延长在胃肠道滞留时

间，提高口服有效性。②溶剂的挥发会使 PLGA 微

球表面存在大量孔隙，药物从孔隙扩散导致包封率

下降和突释明显。相比之下，PLGA/CHS 微球由于

在 外层包裹带正电的亲水凝胶壳聚糖，使大量微

球表面的孔隙大部分处于闭合状态，能显著减少药

物在制备过程中的渗漏及突释现象。 

虽然壳聚糖在模拟肠液pH下不溶，但PLGA/ 

CHS微球在模拟肠液释放中仍存在不同程度的突

释，其可能原因是：①微球表面吸附蛋白被溶解；

②壳聚糖分子量越低，突释越严重。壳聚糖的分子

量较低时可能使微球表面形成的膜连续性较差，部

分蛋白仍可从开放的孔隙中流出。 

从体外释放实验中可以看出，改变壳聚糖的分

子量可以调节药物的释放速率。随着壳聚糖的分子

量增大，释放速率延缓。而改变壳聚糖溶液的 pH

可以一定程度上改变 BSA 的释放速率，这是因为

BSA 的等电点为 4.8，壳聚糖的 pKa为 6.3，在 pH 5.5

的条件下，BSA 带负电，壳聚糖带正电，BSA 和壳

聚糖之间的静电吸附作用可能会延缓 BSA 的释放；

而在 pH 4 的条件下，BSA 和壳聚糖都带正电，不

存在这种静电吸附作用，因此释放较快。 



 ·572·        Chin JMAP,2009 July,Vol.26 No.7                            中国现代应用药学杂志 2009 年 7 月第 26 卷第 7 期

PLGA微球和PLGA/CHS微球都存在累积释放

不完全的情况，这可能是由于在体外释放过程中：

①PLGA降解产物是酸性的，这样可引起微球内部

和释放介质pH下降，引发蛋白质的肽键水解和非

共价聚集。②水分通过微孔进入微球内部，可加速

蛋白质的化学降解。③壳聚糖对蛋白的吸附作用将

延缓蛋白的释放。 
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我院常用抗癫痫药物人血药浓度的测定 
 

李峰 1，张慧 2
(1.天津第一中心医院药剂科，天津 300192；2.天津天和医院药剂科，天津 300050) 

 
摘要：目的  探讨建立苯巴比妥、苯妥英钠、卡马西平人血清浓度的测定方法，并应用该方法测定我院患者样本。方法  采

用高效液相色谱法(HPLC)，流动相：乙晴-缓冲盐(30∶70)；柱温：37 ℃；检测波长：220 nm；流速：0.7 mL·min-1。含

量测定分析采用内标对比法，杂质检查分析采用归一化法。结果  该方法测定苯巴比妥、苯妥英钠、卡马西平的线性范

围分别为 4.58~75.88 mg·L-1，2.25~35.95 mg·L-1，1.26~20.08 mg·L-1，日内和日间 RSD 均小于 10%；回收率可控制在 85%～

115%之间。结论  该方法具有良好的准确性、精密性和较高的灵敏度，且简便、快速、稳定。 

关键词：高效液相色谱法；苯巴比妥；苯妥英钠；卡马西平；血药浓度监测 

中图分类号：R971.6       文献标志码：B       文章编号：1007-7693(2009)07-0572-04 

 
Blood Concentration Determination of Anti-epileptic Drugs in Our Hospital  

  
LI Feng1, ZHANG Hui2(1.Tianjin First Central Hospital, Tianjin 300192, China; 2.Tianjin Days Hospital, Tianjin 300050, 

China) 

 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To establish a method to determine the concentration of Phenobarbital(PB), phenytoin-sodium(PT) 

and carbamazepine(CBZ) in the human plasma，and determine the samples in our hospital with this method. METHODS  The 

high performance liquid chromatography (HPLC) was used. The analysis conditions were as follows: acetonitrile-buffer salt 

solution (30∶70) as mobile phase, column oven temperature 37℃, wavelength 220 nm and flow rate 0.7 mL·min-1. Internal 

standard method was developed to analyze the content of drugs, and normalization method was developed to analyze the content 

of impurity. RESULTS  The linear ranges were 4.58-75.88 mg·L-1, 2.25-35.95 mg·L-1 and 1.26-20.08 mg·L-1 for PB , PT and 

CBZ, respectively. The RSD within-day and between-days were both less than 10.0%. The average rate of recovery can be 
controlled in 85%-115%. CONCLUSION  This method is simple, rapid, stable, with good accuracy, precision and high 
sensitivity.  
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