
号 }usswtutxl适量 o分别精密加入一定量的盐酸小檗碱对照

品 o按上述条件测定 o计算回收率 o结果见表 t∀

表 1  回收率试验结果

Ταβ 1  � ¶̈∏̄·²©µ̈¦²√ µ̈¼ ·̈¶·

取样量 rª

样品中盐

酸小檗碱

的含量 r°ª

加入盐酸

小檗碱的

量 r°ª

测定结果

r°ª

回收率

rh

平均

回收率 rh

sqyu{v sqttvvv sqsv{|{ sqtxt|v ||qsu

sqyuzy sqtstuu sqsv{|{ sqtv|zu |{qzy

sqyut| sqtssvs sqsv{|{ sqtv|tz ||qzt |{qx|

sqxss{ sqs{szz sqsx{wz sqtv{|z ||qx{

sqxstu sqs{s{v sqsx{wz sqtv{ux |{qus sq{s

sqxsvz sqs{tuv sqsx{wz sqtv{tu |zqu|

sqwtuz sqsyyxy sqszz|y sqtwuz{ |zqzy

sqv|{u sqsywuu sqszz|y sqtwtst |{qw|

sqws|| sqsyyts sqszz|y sqtwu|x |{qw|

2q9  样品的含量测定

按正文拟定的含量测定方法 o对十批样品进行含量测

定 o结果见表 u∀

3  讨论

3q1  含量测定实验基本采用了中国药典 ussx年版一部的

方法 o考察发现用流动相超声提取时间对测定结果有影响 o

选择流动相超声 ws °¬±o测定结果和回收率均满意 ∀

3q2  原药材 k黄柏 l中盐酸小檗碱的含量测定也符合规定 o

在本实验未列出 ∀

3q3  根据含量测定结果 o暂定本品含盐酸小檗碱每片不少

于 sqsx °ª∀

3q4  流动相为参考中国药典 ∀

表 2  样品含量测定结果

Ταβ 2  ×«̈ ¶¤°³̄¨²©¦²±·̈±·§̈ ·̈µ°¬±¨

序号 批号 盐酸小檗碱含量 k°ªr片 l

t ussws|s| sqsy{t

u ussws{sz sqsy|x

v usswsztt sqsy{w

w usswtssv sqsyz|

x ussws{s{ sqsy{u

y usswttty sqsyz|

z usswtusu sqsy{t

{ usswtus| sqsyz{

| usswtuts sqsy||

ts usswtts| sqsy|u
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在 |xh以上 o相对回收率在 |wh ∗ tswh o日内 !日间 � ≥⁄分别为 vqsh和 wqth ∀结论  本方法简单 !快速 !准确 o适用于临床

药动学研究及血药浓度监测 ∀
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°�r°¬±o·«̈ �∂ §̈ ·̈¦·̈§º¤√¨̄ ±̈ª·«º¤¶¤·uzv ±°q Ρ ΕΣΥΛΤΣ ×«̈ ¬̄± ¤̈µµ¤±ª̈ ¶©²µ§̈ ·̈µ°¬±¤·¬²± ²©·̈ª¤©∏µº¤¶sqt ∗ us ªr°�kρ

� sq||| zlo ¤±§·«̈ ¬̄°¬·¦²±¦̈±·µ¤·¬²± ²©§̈ ·̈¦·¬²± º¤¶sqt ªr°�q �¥¶²̄∏·̈ µ̈¦²√ µ̈¼ º µ̈̈ °²µ̈ ·«¤± |xh o µ̈ ¤̄·¬√¨ µ̈¦²√ µ̈¼ º µ̈̈

|wh ∗ tswh ~ ×«̈ � ≥⁄¶²©¬±·µ¤2§¤¼ ¤±§¬±·̈µ2§¤¼ º µ̈̈ vqsh ¤±§wqth q ΧΟΝΧΛΥΣΙΟΝ  ×«¬¶° ·̈«²§º¤¶¶¬°³̄ ö ∏́¬¦®o ¤±§

¤¦¦∏µ¤·̈ ¤±§¦¤± ¥̈ ∏¶̈§©²µ¶·∏§¬±ª·«̈ ³«¤µ°¤¦²®¬± ·̈¬¦¶²©·̈ª¤©∏µ¤±§·«̈ µ¤³̈ ∏·¬¦§µ∏ª°²±¬·²µ¬±ªq

ΚΕΨ Ω ΟΡ ∆ Σ: ·̈ª¤©∏µ~«∏°¤± ³̄¤¶°¤¦²±¦̈±·µ¤·¬²±~ �°�≤

  替加氟 k·̈ª¤©∏µl为氟尿嘧啶的衍生物 o在体内经肝脏活

化逐渐转变为氟尿嘧啶而起抗癌作用 ∀能干扰和阻断 ⁄��o

� ��及蛋白质合成 o主要作用于 ≥期 o是抗嘧啶类的细胞周

期特异性药物 o其作用机制 !疗效及抗瘤谱与氟尿嘧啶相似 o

但作用持久 o吸收良好 o毒性较低 ∀化疗指数为氟尿嘧啶的 u

倍 o毒性仅为氟尿嘧啶的 trw ∗ trz∀因此目前广泛用于治疗

胃癌 !结肠癌 !直肠癌等消化道肿瘤 ∀

有关测定人体血浆中替加氟浓度的方法国外有不少报

道 ≈t2u 
o国内有少量报道 ≈v2w  ∀目前 o国内尚未见该药的药动

学研究报告 o为使该药在临床应用更安全 !有效 o需要药动学

数据对该药在我国人群体内代谢过程进行评价 o目前的测定

方法前处理多数操作复杂繁琐 ∀本实验旨在建立一种快速 !

灵敏 !准确的该药人体内血药浓度测定方法 o为进一步研究

该药在我国人体的药动学模型和参数打下基础 ∀

1  材料与方法

1q1  仪器与试药

日本岛津 �≤ p ts�高效液相色谱仪 o包括 �≤ p ts�×

∂ °泵 o≥°⁄ p ts� ∂ °紫外检测器 o�≤ p ts�× ∂ °柱温箱 o威

玛通用色谱数据工作站 ~替加氟 k中国药品生物制品检定所 o

含量 � ||qxh l~甲硝唑 k中国药品生物制品检定所 o含量 �

||qxh lo甲醇为色谱纯 ~其他试剂均为分析纯 ∀

2  方法与结果

2q1  色谱条件

分析柱 }�²µ¥¤¬2�⁄≥ ≤t{ kuxs °° ≅ wqy °°ox Λ°lo流动

相 }sqst °²̄ r�磷酸盐 k用磷酸溶液调 ³� xqul2甲醇 k{xΒ

txlo流速 }tqs °�r°¬±o检测波长 }uzv ±°o柱温 }vxε o进样

量为 ts Λ�∀在此条件下替加氟与内标峰型良好 o其保留时

间分别为 tuqxs °¬±和 tsqus °¬±∀

2q2  标准溶液的配制

精密称取替加氟对照品 usqs °ªo于 xs °�量瓶中用蒸

馏水溶解并稀释至刻度 o得浓度为 wssqs Λªr°�替加氟对照

品贮备液 o于冰箱 wε 保存 ~精密称取甲硝唑对照品 txqs °ª

于 tss °�量瓶中 o用蒸馏水溶解并稀释至刻度 o得浓度为

txsqs Λªr°�内标溶液 o于冰箱 wε 保存 ∀

2q3  血浆样品处理

精密取血浆样品 uss Λ�置于 uqs °�离心管中 o加内标

溶液 tsqs Λ�o混匀 o加 ys Λ�硝酸银 kvsh lo涡旋 v °¬±o水

浴 wxε 放置 x °¬±o加 vs Λ�氯化钠 kvsh lo涡旋 v °¬±o离心

ktx sss µr°¬±ots °¬±lo取上清液 ts Λ�进样分析 ∀

2q4  标准曲线的制备

取替加氟标准贮备液 t °�o置于 ts °�量瓶中 o用空白

血浆稀释并定容到刻度 o得浓度为 wsqs Λªr°�标准血浆样

品 ∀取标准血浆样品适量分别用空白血浆稀释成系列浓度

sqtosqxotqsouqxoxqsotsous Λªr°�的对照品血浆样品各 x

份 o按 / uqv0项下处理后作 � °�≤分析 o以替加氟浓度为纵坐

标 k≠ lo替加氟的峰面积与内标物峰面积的比值为横坐标

k÷ l作标准曲线 o替加氟的回归方程 ≠ � tqwx÷ p squtsoρ�

sq||| zkν � xlo结果显示在 sqt ∗ us Λªr°�浓度内具有良

好的线性关系 ∀

2q5  回收率与精密度

在空白血浆样品中精密加入标准溶液适量 o使替加氟为

sqtouqxous Λªr°�低 !中 !高 v个浓度的血浆样品各 x份 o按

/ uqv0方法处理后进样 o由标准曲线求出各样品的浓度 o将求

得的浓度与已知加入浓度相比 o计算血浆样品中替加氟的相

对回收率 ∀同法配制替加氟为 sqtouqxous Λªr°�低 !中 !高

v个浓度的血浆样品 o同日各处理 x批 o计算日内 � ≥⁄∀以后

取低 !中 !高 ksqtouqxous Λªr°�l的对照血浆样品各一份 o

每日测定 t次 o共测定 x §o计算日间 � ≥⁄∀

同法配制替加氟为 sqtouqxous Λªr°�低 !中 !高 v个浓

度的血浆样品 o按 / uqv0方法处理后进样 ~另取替加氟标准贮

备液适量 o用流动相配制成相应浓度的替加氟对照品溶液 o

不经处理直接进样 o以此为标准 o将两组峰面积进行比较 o计

算替加氟在血浆中的绝对回收率 ∀其结果见表 t∀

表 1  回收率及精密度 kν � xl

Ταβ 1  � ¦̈²√ µ̈¼ ¤±§³µ̈¦¬¶¬²± ²©·«̈ ¤¶¶¤¼ kν � xl

¤§§̈ §

rkªr°�l

µ̈ ¤̄·¬√¨

µ̈¦²√ µ̈¼

rh

¤¥¶²̄∏·̈

µ̈¦²√ µ̈¼

rh

º¬·«¬±2§¤¼

� ≥⁄rh

¥̈ ·º¨̈ ±2§¤¼

� ≥⁄rh

sqt |zqu ? vqy |yqx ? tqx wqt wq{

uqx tstqu ? uqu |yq{ ? tqs uq{ wqt

us ||qz ? uqs |{qz ? vqy uqu vqv

2q6  稳定性考察

取替加氟对照品和内标贮备液 o用流动相分别配制成

uqxoxqs Λªr°�的溶液于冰箱 wε 保存 o分别在 toxotsotxo

us §进样 o记录峰面积 ∀替加氟对照品和内标的峰面积的

� ≥⁄分别为 sqxh和 sqwh oν � x∀表明替加氟对照品和内

标溶液在 us §内稳定 ∀

取空白血浆样品 o加入替加氟标准及内标溶液适量 o室

温留样 o在 ksouowo{otyovuow{ «l时间点处理进样 o记录替

加氟对照品及内标峰面积 o替加氟对照品及内标峰面积的

� ≥⁄分别为 uqzh ouqxh oν � x∀表明替加氟对照品加内标

血浆至少在 w{ «内稳定 ∀加有替加氟标准及内标溶液的空

白血浆样品 o反复冻融 x次处理进样 o考察其冻融稳定性 o结

果替加氟及内标峰面积 � ≥⁄分别为 vqwh ovqsh oν � x∀
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2q7  临床上应用

用建立的方法对口服 sqw ª替加氟的 w例患者的血药浓

度进行监测 o口服 u «血药浓度达到峰值 ouw «血药浓度降为

峰值的 uxh左右 o检测方法快速 !准确 o从取样到测定结束只

需要 ws °¬±o方法可对治疗药物进行有效监测 ∀有关替加氟

药动学参数的研究将在下一步工作中进行 ∀

3  讨论

3q1  在蛋白质沉淀剂的选择上 o考察了三氯醋酸 !高氯酸 o

发现用三氯醋酸 !高氯酸处理血浆样品时 o样品杂质峰非常

多 o分离效果不理想 ∀采用硝酸银 kvsh l作为蛋白质沉淀

剂 o待蛋白质变性后 o将多余的硝酸银用氯化钠沉淀 o此方法

蛋白质沉淀完全 ∀用硝酸银沉淀蛋白质的同时也会有少量

替加氟与硝酸银结合产生沉淀 o在离心前加入氯化钠 o产生

氯化银沉淀 o竞争性使替加氟重新释放出来 o另外还消除溶

液中硝酸银对色谱柱污染的影响 ∀温度对蛋白质变性速度

有影响 o为让蛋白质沉淀完全 o采用水浴 wxε 放置 x °¬±∀

3q2  内标的选择 o考察了阿糖胞苷 !阿昔洛韦 !肌苷 !甲硝唑

等同系物及结构相似的物质 o它们在本实验条件下 o保留时

间分别为 vqvzovqy|owqzsotsqus °¬±o可以推断阿糖胞苷 !阿

昔洛韦 !阿昔洛韦的色谱峰受到血浆中杂质峰的干扰 o以甲

硝唑的保留时间适中 o分离也好 ∀

3q3  缓冲溶液 ³�选择 o实验发现流动相缓冲溶液的 ³�改

变对内标保留时间影响不明显 o但对替加氟保留时间影响很

大 o缓冲溶液 ³�为 zqs时替加氟以内酰胺结构为主 o在本色

谱条件下的保留时间是 |q|s °¬±o与内标保留时间接近 o随

着 ³�的减小 o替加氟的内酰亚胺和双内酰亚胺增加 o保留时

间后移 o当 ³�为 xqu时 o替加氟的保留时间是 tuqxs °¬±o此

时 o分离效果最好 o因此流动相缓冲溶液的 ³�选择为 xqu∀

3q4  本实验采用一种新的血浆样品处理方法 o所需样品量

少 o样品处理简单 !快速 o方法回收率高 !重复性好 !灵敏度

高 !线性范围广 o适用于临床药动学研究及血药浓度监测 ∀
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摘要 }目的  建立苏合香丸中肉桂酸含量的测定方法 ∀方法  采用 � ¼³̈ µ¶¬̄ ≤t{
色谱柱 kuxs °° ≅ wqy °°ox Λ°lo流动相为甲

醇 2th冰醋酸水溶液 k³� vqxlkytΒv|lo检测波长为 uzs ±°o流速为 tqs °�# °¬±
pt
o柱温为室温 ∀结果  肉桂酸在 yqxs ≅

ts
pu ∗ uqs{ Λª内线性关系良好 oρ� sq||| |o平均回收率为 ||q{h o其 � ≥⁄为 tqwh ∀苏合香丸中肉桂酸的平均含量为 zqvu

≅ ts
pu

°ª# ª
pt ∀结论  该方法简单 !快速 !重复性好 o可作为苏合香丸的质量控制方法 ∀
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