
ε 冰箱中 ∀应用液 测定前用水稀释成混合标准系列溶液

使腺苷浓度分别为 Λ # ∀将混合

标准系列溶液进样 Λ 测定 用峰面积对浓度绘制标准曲

线 ∀以腺苷含量 (Ψ)为纵坐标 ,以对应峰面积 (Ξ)为横坐标

绘制腺苷的标准曲线 ∀腺苷在 ∗ Λ # 范围内线

性良好 其线性回归方程 Ψ . Ξ . ( ρ

∀

2 3  样品溶液的制备及测定

准确称取金水宝胶囊内容物 于 量瓶中 用

磷酸定容 ∀超声提取 离心 取上清液 过

Λ 微孔滤膜后进样 Λ ∀根据样品测定的色谱峰面积

代入回归方程得出样品腺苷含量 ∀

2 4  重复进样的精密度试验

精密吸取试样溶液 Λ 连续进样 次 结果试样平均

峰面积为 ≥⁄为 测定结果显示精密度

较好 ∀

2 5  稳定性试验

在本法选定的测定条件下 取腺苷对照品溶液及同一份

样品溶液各 Λ 分别于 测定其峰面积 ∀

腺苷标准品溶液 ≥⁄为 样品溶液 ≥⁄为 结

果表明 腺苷标准品溶液和样品溶液在室温 内基本稳定 ∀

2 6  重复性试验

取同一批号样品 精密称取 份 按 / 0项制备方法制

备 按 / 0项的色谱条件测定 结果峰面积的 ≥⁄为

∀说明本法具有较好的重复性 ∀

2 7  加样回收率试验

取已测知含量的一金水宝胶囊试样 Λ 分别加入

及 Λ # 的腺苷标准溶液 Λ 每个浓度各

做 个平行样 ∀结果加入 Λ # 的腺苷标准溶液的

回收率为 ≥⁄为 加入 Λ # 的腺苷

标准溶液的回收率为 ≥⁄为 加入

Λ # 的腺苷标准溶液的回收率为 ≥⁄为

∀说明回收率较好 ∀

2 8  样品含量分析

为考察金水宝胶囊的质量 对 批样品进行了实际测

定 结果见表 ∀

表 1  样品中腺苷的含量测定结果 ν

Ταβ 1  ⁄ ∏ ν

批号 腺苷含量 ≥⁄

3  讨论

3 1  样品提取和方法的选择

采用参考文献使用的 的磷酸溶液作为提取试剂峰

型好 腺苷的提取效率高且供试溶液稳定性好 ≈ ∀实验中发

现金水宝胶囊内容物超声提取 即提取完全 与超声提

取 测定结果一致 ∀将 金水宝胶囊内容物分别用

的 磷酸溶液进行超声提取并测定其腺苷含

量 发现 磷酸提取测得的腺苷含量约是 磷酸提

取测得的同一样品的腺苷含量的 说明 磷酸提取

的提取溶液过少 腺苷未提取完全 的磷酸提取测得

的腺苷含量和 磷酸提取测得的同一样品的腺苷含量

基本一致 说明使用 磷酸溶液 可将 金水

宝胶囊内容物中的腺苷提取完全 ∀

3 2  色谱条件及腺苷含量

中国药典 年版第一部有 ° ≤法检测冬虫夏草腺

苷含量 需要采用的 甲醇加热回流提取 流动相使用磷

酸盐缓冲液 2甲醇 ∀本法与药典相比提取方法更简

便 流动相不需调整 值 避免使用对高效液相色谱的色谱

柱和泵具有一定潜在危害性的磷酸盐缓冲液 方法灵敏简

便 线性范围宽 结果准确可靠 !干扰少 精密度及准确度均

较满意 有较强的实用性 ∀

Ρ ΕΦΕΡ ΕΝΧΕΣ

≈1 ≤ ° ∂ 中国药典 版 一部 ≈≥

≈2 ≤ ∞ ≠ εταλ ≤ ∏

°2 ° ≤ ≈ ≤ × ° 中成药

2

收稿日期 2 2

基金项目 浙江省临安市科学技术局 年科技发展项目

作者简介 戚静燕 女 主任药师   ×   ∞2

° ≤同时测定人血浆中乙酰半胱氨酸和谷胱甘肽浓度

戚静燕 鲍红荣 俞建平 崔健 陈振明 王佶 浙江省临安市人民医院 浙江 临安 浙江大学 杭州

摘要 目的  建立高效液相色谱法同时测定人血浆中乙酰半胱氨酸 ≤ 和谷胱甘肽 ≥ 浓度的方法 ∀方法  采集血样

立即注入预加衍生化试剂 ⁄ × 的真空采血管中 内分离血浆 以青霉胺为内标 三氯乙酸 ×≤ 沉淀蛋白 上清

液进样 Λ ∀色谱柱为 ÷ ≥ 2≤ ≅ Λ 及保护柱 ∀流动相为 # 乙酸钠缓冲液

2甲醇 Β 流速 # ∀柱温 ε 检测波长 ∀结果  ≤和 ≥ 在浓度 ∗ Λ # 范围内
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呈良好的线性关系 ≤ ρ ν ≥ ρ ν 检测限均为 Λ # ∀日内误差及日间误差 ≥⁄均在

以内 ∀低 !中 !高 个浓度的质控样品回收率在 ∗ 之间 ∀结论  该方法准确 !快速 !简便 !重现性好 可供

≤的体内药动学研究 ∀

关键词 乙酰半胱氨酸 ≤ 谷胱甘肽 ≥ 人血浆 浓度 高效液相色谱法

中图分类号    文献标识码    文章编号 2 2 2

Σιµ υλτανεουσ∆ετερµ ινατιον οφ Ν2αχετψλχψστειν ανδ Γ λυτατηιονε ιν Ηυµ αν Πλασµ α βψ ΗΠΛΧ

± 2 2 ≠ 2 ≤ ≤ ∞ 2 • ( . Λιναν Πεοπλε . σ

Ηοσπιταλ, Λιναν , Χηινα; . Ζηεϕινγ Υνιϖερσιτψ, Ηανγζηου , Χηινα)

ΑΒΣΤΡ ΑΧΤ : ΟΒϑΕΧΤΙς Ε  × ∏ ∏ 2 ∏ ∏

° ≤ ΜΕΤΗΟ∆ Σ ∏ √ ⁄×

∏ ∏ ° ∏ ×≤

Λ ∏ ∏ ° ≤ × ÷ ≥ 2≤

≅ Λ ∏ ∏ # ∏ ∏

Β # ε √ Ρ ΕΣΥΛΤΣ ×

∏√ √ Λ # ≤ ≥ ≤ ρ (ν ≥ ρ . (ν

× Λ # × ≥⁄≥ × √

∏ ∗ ΧΟΝΧΛΥΣΙΟΝ  ×

∏ ∏ ∏ ∏ ≤

ΚΕΨ Ω ΟΡ ∆ Σ: 2 ∏ ∏ ° ≤

  乙酰半胱氨酸 ≤ 是一种巯基化合物 为还原型谷胱

甘肽 ≥ 的前体 不仅作为黏液溶解剂 且具有干扰自由

基生成 清除已生成的自由基 调节细胞的代谢活性 预防

⁄ 的损伤 调整基因的表达和信号转导系统 抗细胞凋亡

抗血管生成 抑制恶性肿瘤发展 抑制新生物的生成和转

移 ≈ 保护肝脏细胞等作用 ∀最近大量研究发现 ≤在艾

滋病 !癌症 !药物及重金属中毒 !心脏病 !帕金森病以及吸烟

损害等方面具有广泛的作用 ≈ ∀因其药理作用正受到更大

的关注 对其药动学的研究更显重要 ∀目前国内文献报道主

要集中在用 ° ≤测定复合氨基酸注射液 中 ≤的

含量 ≈ 2 ∀对于利用 ° ≤测定 ≤血药浓度的方法未见

报道 ∀本研究在文献 ≈ 的基础上 建立了 ° ≤同时测定人

血浆中 ≤和 ≥ 血药浓度的方法 ∀

1  仪器与试药

高效液相色谱仪 包括在线脱气机 四元

泵 紫外检测器 ≤ ×

≤高速离心机 ≥ 型快速混匀器 江苏金坛市金

城国胜实验仪器厂 ∀ ≤对照品 武汉武大弘远药品有限

公司 批号 含量 ≥ 标准品 日本

≠ • ≠ ≤ ×⁄ 批 号 含 量

青霉胺 2 2巯基缬氨酸 上海信谊药业 批号

. 2二硫代双硝基苯甲酸 ⁄× ≥ 公司 甲

醇 色谱纯 公司 水 灭菌注射用水 浙江平湖莎普

爱思制药有限公司 ∀乙酸钠 !乙酸 !乙二胺

四乙酸二钠 ∞⁄× 2 !磷酸氢二钾 ° !三氯乙酸

×≤ 均为国产分析纯 ∀

2  方法与结果

2 1  色谱条件

色谱柱 ¬ ≥ 2≤ ≅ Λ 及保护

柱 美国 公司 柱温 ε 流动相 # 乙

酸钠缓冲液 2甲醇 Β 流速 # 检

测波长 进样量 Λ ∀

2 2  标准溶液的配制

对照品溶液 分别精密称取 ≥ ! ≤对照品各

各置于 量瓶中 用 # 的 ∞⁄× 2 溶液

溶解并稀释至刻度 即得质量浓度为 Λ # 的标准

储备液 并用其稀释成 Λ # 的 ≥

≤系列浓度标准储备液 ∀

内标储备液 精密称取青霉胺适量 用 Λ #

∞⁄× 配制成约 Λ # 的溶液作为内标溶液 ∀

衍生化试剂 以 # ° 溶液为溶剂 将

⁄× 配制成 # 的溶液 备用 ∀

以上试液均置冰箱内 ε 以下保存 待用 ∀

2 3  血浆样品处理

取空白血浆 Λ 加入 ⁄× 溶液 Λ 再加入内标

溶液 Λ 加入 Λ 测试浓度的 ≤ ! ≥ 标准储备液

漩涡混合 室温反应 加入 ×≤ Λ 沉淀

蛋白 漩涡 # 离心 ∀吸取上清液

Λ 进样 记录色谱图 ∀

2 4  色谱行为
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2 4 1  空白血浆色谱图  按 / 项 0下方法操作 不加入

内标溶液及 ≤ ≥ 标准储备液 进样 Λ 得色谱图 ∀

2 4 2  空白血浆 内标色谱图  按 / 项 0下方法操作

加入内标溶液 Λ 但不加入 ≤ ≥ 标准储备液 进样

Λ 得色谱图 ∀

2 4 3  ≥ ≤ 内标血浆样品色谱图  按 / 项 0下方

法操作 得色谱图 ≥ ≤ 内标保留时间分别为

左右 ∀

2 5  标准曲线的绘制 平行样 ν

分别取浓度为 Λ # 的 ≥

≤标准储备液各 Λ 按 / 0项下方法操作后 配制得

≤ ≥ 的血浆浓度分别为

Λ # 进样后分别以 ≥ ≤的质量浓度为纵坐标

≤ ≥ 与内标峰面积之比为横坐标进行线性回归 ∀结果

表明 两标准曲线在质量浓度为 ∗ Λ # 内线性

关系良好 标准曲线方程为 ≤ ψ . ξ . , ρ

≥ ψ . ξ . , ρ 检测限均为

Λ # ∀

2 6  回收率试验 ν

按 / 项 0下方法操作 取 Λ # 的

≥ ≤标准储备液各 Λ 配制得 ≤ ≥ 血浆标准

液低 !中 !高三个浓度水平的血浆浓度为

Λ # 以血浆样品标准曲线 ≤ ≥ 测得值与加入量

之比计算方法回收率 ∀结果见表 ∀

表 1  方法回收率 ν

Ταβ 1  ∏ √ ν

理论浓度

Λ #

≤

ξ ? σ ≥⁄

≥

ξ ? σ ≥⁄

? ?

? ?

? ?

2 7  精密度试验

按 / 0项下方法操作 取 Λ # 的

≥ ≤标准储备液各 Λ 配制得 ≤ ≥ 血浆标准

液低 !中 !高三个浓度水平的血浆浓度为

Λ # 进行 内按血样处理和色谱分析方法平行操作

次 日内重复测定 次 连续测定 计算得日内精密度及

日间精密度均在 以内 表明本试验所建立的测定方法具

有良好的重现性 结果见表 ∀

表 2  精密度实验 ν

Ταβ 2  ° ν

理论浓度

Λ #

≤

日内精密度

实测浓度

Λ #
≥⁄

日间精密度

实测浓度

Λ #
≥⁄

≥

日内精密度

实测浓度

Λ #
≥⁄

日间精密度

实测浓度

Λ #
≥⁄

? ? ? ?

? ? ? ?

? ? ? ?

2 8  稳定性实验

2 8 1  标准储备液稳定性  取在冰箱内 ε 以下保存的

Λ # 的 ≥ ≤标准储备液各 Λ 按

/ 0项下方法操作 配制得 ≤ ≥ 血浆标准液低 !中 !

高三个浓度水平的血浆浓度分别为 Λ #

分别在 进样测定 记录峰面积 计算

≥⁄结果见表 数据显示 ≥⁄值均小于 表明 ≥

≤的标准储备液在 内室温下稳定性较好 ∀

表 3  稳定性实验 ν

Ταβ 3  ≥ ν

浓度

Λ #

标准储备液稳定性

≤ ≥

≥⁄ ≥⁄

冻融稳定性

≤

≥⁄ ≥⁄

≥

≥⁄ ≥⁄

2 8 2  血浆样品冻融稳定性  按 / 0项下方法操作 取

Λ # 的 ≥ ≤标准储备液各 Λ 配

制得 ≤ ≥ 血浆标准液低 !中 !高三个浓度水平的血浆浓

度为 Λ # 置于 ε 冰箱冷冻

分别经 复融后测定 结果见表 数据显示 ≤冷

冻保存 后 ≥⁄值小于 稳定性尚可 但冷冻保存

后 ≥⁄值大于 稳定性较差 ≥ 冷冻保存

后 ≥⁄值大于 稳定性较差 ∀

3  讨论

3 1  国外有文献报道 ⁄ 等 ≈ 对口服 ≤前后人体

血浆内的半胱氨酸 ≤ 和 ≤的浓度进行检测 ∀血样经

亚硝酸盐衍生 采用反相离子对色谱法 等 ≈ 采用

≤ °2 色谱柱 荧光检测器分别测定人体血浆中

内源及高治疗浓度的 ≤含量 ∀但不能同时测定 ≤及

≥ 经大量实验数据表明 本实验采用的柱前衍生 ° ≤法

同时测定人血浆中 ≤和 ≥ 含量 快速 !简便 !精确 !重现

性好 同时也证实虽然 ≥ 为内源性物质 但使用此法测

定 并不干扰 ≥ ! ≤和内标的测定 ∀

≤作为小分子物质 脱乙酰基后成为 ≥ 合成的前

体 体内外的实验证据均提示 ≤能提高细胞内进行 ≥

的生物合成 ≈ 本方法虽已证实人体使用 ≤前 ≥ 几乎
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无影响 但使用 ≤后对 ≥ 浓度的影响程度及幅度 还有

待于下一步检测 从而了解人体使用 ≤后 转化为 ≥ 的

各项数据 可进一步揭示 ≤提高细胞内进行 ≥ 的生物

合成 发挥药理效应的因素 具较大临床意义 ∀

3 2  据报道 ≈ 血液离体后 血浆中 ≥ 的巯基迅速氧化

很难测到其真实浓度 因此本实验采用预加衍生化试剂

⁄×
≈ 方法 以使测定结果准确 ∀经稳定性试验 证实其血

浆样品冻融稳定性不佳 建议测定 ≤血药浓度时 在

ε 冰箱冷冻保存不得超过 测定 ≥ 血药浓度时 应即

采即测 ∀

3 3  有报道 ≈ 用 高氯酸溶液沉淀蛋白时 ≥ 和青霉

胺内标保留时间分别为 ∀但我们同法试验

结果不理想 因此 改用 ×≤ 作蛋白沉淀剂 ≥ 和青霉胺

内标保留时间分别为 左右 结果较为理想 ∀

3 4  如果将柱温提高至 ε 保留时间可缩短 尤其是青

霉胺内标较为明显 可缩短 左右 结果不受影响 这样

可缩短实验时间 ∀

3 5  由于本实验所用的沉淀剂 ×≤ 浓度较大 导致吸收响

应大 !出峰时间慢 经实验证实 如采用连续进 个样品 注

意在 左右有个杂峰 可忽略 再将流动相 #

乙酸钠缓冲液 2甲醇比例调整为 Β 此时柱

压约为 ° 待出现溶剂峰及 ×≤ 峰后 再将流动相比例

调整为 Β 柱压约为 ° 此时基线能快速走平 出峰

时间加快 实验能快速稳定进行 ∀

Ρ ΕΦΕΡ ΕΝΧΕΣ

≈1 ≠ ≥ ≠ ° 2

≈ × ° 天津药学 2

≈2 • ≠ ≠ ° °

2 ≈ 现

代医药卫生 2

≈3 ≤ ≠ ≠ ≠ ° ≤

2 2 2 2 2 2≤ ≤ ∏

≈ ≤ ° 中国医药工

业杂志 2

≈4 ≠ °2 ° ≤ 2 2 2≤

2 2 2 ≤ ∏

≈ ≤ ° 药物分析杂志 2

≈5 ⁄ ÷ ƒ ± ετ αλ ° ≤

∏ ∏ ≈ ≤ ° 中国药学杂

志 2

≈6 ⁄ × ≥ × ≥ ≥ ετ αλ

2 ∏ 2 ∏

2 ≈ ≤ 2

≈ 7 ∞≠⁄∞ ≠ ∂ ∞ ≥ ⁄ ∞ °× ∂ ετ αλ

⁄ √ √ ° ≤ 2 ∏

√ 2 ≈ ≤×

≤ 2

≈8 ∞ ≥×∞ ⁄∞ ≥ ∞ ∏ ≈ ∏

收稿日期 2 2

作者简介 邱颖姮 女 副主任药师   ×   ∞2

串联四极杆质谱法测定中药降糖制剂中掺入吡格列酮的研究

邱颖姮 梁智渊 刘中博 王铁杰 李军 深圳市药品检验所 广东 深圳 沈阳药科大学 沈阳

摘要 目的  建立检测中药降糖制剂中非法掺入的吡格列酮专属性方法 ∀方法  采用串联四极杆质谱法 ∀通过相对分子质

量 !二级质谱碎片信息二方面信息 对中药降糖制剂的提取液进行串联四极杆质谱分析 ∀通过与对照品的质谱行为相比较

对中药降糖制剂中非法掺入的合成降糖药进行定性鉴别 ∀结果  在 种受试中药降糖制剂中 种被检测到掺有吡格列酮 ∀

结论  该方法选择性强 灵敏度高 可作为分析检测中药降糖制剂中非法掺入吡格列酮的比较有效方法 ∀

关键词 中药降糖制剂 吡格列酮 串联四极杆质谱法

中图分类号    文献标识码    文章编号 2 2 2

∆ετεχτιον οφΠιογλιταζονε ΙλλεγαλλψΜιξεδ ιντο ΤραδιτιοναλΧηινεσεΜεδιχινεΑντιδιαβετιχ Πρεπαρατιονσβψ τηε

Θυαδρυπολε ΜασσΣπεχτροµ ετρψ Μετηοδ

± ≠ 2 2 ∏ 2 • × 2 ∏ ( . Σηενζηεν Ινστιτυτε φορ ∆ρυγ Χοντρολ,

Σηενζηεν , Χηινα; . Χολλεγε Οφ Πηαρµ αχψ, Σηενψανγ Πηαρµ αχευτιχαλΥνιϖερσιτψ, Λιαονινγ , Χηινα)

ΑΒΣΤΡ ΑΧΤ : ΟΒϑΕΧΤΙς Ε  × √ ≤

ΜΕΤΗΟ∆ Σ  × ∏ ∏ ∏

¬ ≤ √ ∏

##中国现代应用药学杂志 年 月第 卷第 期                ≤ ° ∏ ∂




