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ＨＰＬＣ测定氨酚伪麻美芬片Ⅱ ／氨麻苯美片中对乙酰氨基酚血药浓度
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摘要：目的　 建立高效液相色谱法测定氨酚伪麻美芬片Ⅱ ／氨麻苯美片中对乙酰氨基酚的血药浓度。方法　 血浆样品用６％
高氯酸沉淀蛋白。色谱柱为Ｚｏｒｂａｘ Ｅｃｌｉｐｓｅ ＸＤＢＣ１８柱（１５０ ｍｍ ×４． ６ ｍｍ，５ μｍ），流动相为０． ０２ ｍｏｌ·Ｌ１甲酸铵溶液（含甲酸
０． ２％）甲醇乙腈（９１∶ ４． ５∶ ４． ５），流速为１． ０ ｍＬ·ｍｉｎ１，紫外检测波长２４５ ｎｍ。结果　 血浆中内源性物质对样品测定无干
扰。本方法线性范围为０． １ ～ ２０ μｇ·ｍＬ１（ｒ ＝ ０． ９９９ ６），最低定量浓度为０． １ μｇ·ｍＬ１，方法回收率为９９． ８％ ～ １０１． ５％，日
内、日间ＲＳＤ均小于１２％。结论　 本法简便、准确，适用于对乙酰氨基酚药代动力学的研究。
关键词：对乙酰氨基酚；高效液相色谱法；血药浓度
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　 　 氨酚伪麻美芬片Ⅱ ／氨麻苯美片是日夜分服型
抗感冒药，其中氨酚伪麻美芬片Ⅱ为日用片，处方成
分为对乙酰氨基酚、盐酸伪麻黄碱及氢溴酸右美沙
芬；氨麻苯美片为夜用片，除上述成分外还含有盐酸
苯海拉明。该药采用日夜分开给药的方法，白天服
用日片能迅速消除常见的感冒症状，且无嗜睡作用；
夜晚服用夜片可增加抗过敏和镇静催眠作用，使病

人更好地休息，为白天工作储备精力。对乙酰氨基
酚（ａｃｅｔａｍｉｎｏｐｈｅｎ）是临床常用的非甾体解热镇痛
药，临床用于感冒、发热、头痛、关节痛、神经痛及偏
头痛等。文献报道测定血浆中对乙酰氨基酚浓度的
方法主要是ＨＰＬＣ［１７］，但都不同程度地存在着样品
处理过程复杂、分析时间长等。笔者在参考文献［１］

的基础上，建立了一种简便、灵敏、快速的ＨＰＬＣ紫
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外法，并将此法应用于健康志愿者口服氨酚伪麻美
芬片Ⅱ ／氨麻苯美片的药动学研究。
１　 仪器与试药
１． １　 仪器

Ａｇｉｌｅｎｔ １１００高效液相色谱系统［（Ｇ１３１１Ａ四
元泵，Ｇ１３２９Ａ自动进样器，Ｇ１３１６Ａ柱温箱，Ｇ１３１４Ａ
紫外检测器，Ａ． ０８． ０３ Ｃｈｅｍｓｔａｔｉｏｎ）美国安捷伦公
司］；ＢＰ２１１Ｄ型十万分之一天平（德国Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ公
司）；ＸＷ８０Ａ旋涡混合器（上海精科实业有限公
司）；ＴＧＬ１６Ｂ型离心机（上海安亭科学仪器厂）；
ＬＤＺ５２型离心机（北京医用离心机厂）。
１． ２　 试药

对乙酰氨基酚对照品（中国药品生物制品检定
所，批号１０００１８２００４０８）；氨酚伪麻美芬片Ⅱ ／氨麻
苯美片（商品名为白加黑，东盛科技启东盖天力制
药股份有限公司，规格：氨酚伪麻美芬片Ⅱ，含对乙
酰氨基酚３２５ ｍｇ，盐酸伪麻黄碱３０ ｍｇ及氢溴酸右
美沙芬１５ ｍｇ；氨麻苯美片，含对乙酰氨基酚３２５
ｍｇ，盐酸伪麻黄碱３０ ｍｇ、氢溴酸右美沙芬１５ ｍｇ及
盐酸苯海拉明２５ ｍｇ。批号ＥＬ０１１３１１）。甲醇、乙
腈、甲酸为色谱纯；甲酸铵、高氯酸为分析纯；水为乐
百氏纯净水。
２　 方法与结果
２． １　 色谱条件

色谱柱：Ｚｏｒｂａｘ Ｅｃｌｉｐｓｅ ＸＤＢＣ１８（１５０ ｍｍ × ４． ６
ｍｍ，５ μｍ）；流动相：０． ０２ ｍｏｌ·Ｌ１甲酸铵溶液（含
甲酸０． ２％）甲醇乙腈（９１ ∶ ４． ５ ∶ ４． ５），流速：１． ０
ｍＬ·ｍｉｎ１；柱温：３０ ℃；紫外检测波长：２４５ ｎｍ；进
样量：２０ μＬ。
２． ２　 对照品溶液的制备

精密称取对乙酰氨基酚对照品２５． ０１ ｍｇ，置２５
ｍＬ量瓶中，用甲醇溶解并稀释至刻度，配制成对乙
酰氨基酚浓度为１ ｍｇ·ｍＬ１的储备液。将该储备液
用甲醇稀释成２，４，１０，４０，１００，３２０，４００ μｇ·ｍＬ１的
系列溶液，备用。
２． ３　 血浆样品处理

取血浆样品２００ μＬ，加入６％高氯酸１５０ μＬ，涡
旋混合１ ｍｉｎ，１６ ０００ ｒ·ｍｉｎ１离心１０ ｍｉｎ，取上清液
２０ μＬ进样分析。
２． ４　 方法专属性

取空白血浆２００ μＬ，按“２． ３”项下操作，得色谱
图１Ａ；取空白血浆２００ μＬ，加入４０ μｇ·ｍＬ１的对
照品溶液１０ μＬ，自“加入６％高氯酸１５０ μＬ”始，按
“２． ３”项下操作，得色谱图１Ｂ；取健康受试者用药

后的血浆样品２００ μＬ，按“２． ３”项下操作，得色谱图
１Ｃ。结果表明，空白血浆中内源性物质不干扰对乙
酰氨基酚的测定，对乙酰氨基酚的保留时间约为
５． ５ ｍｉｎ。

图１　 对乙酰氨基酚ＨＰＬＣ色谱图
Ａ空白血浆；Ｂ空白血浆加入对乙酰氨基酚（２ μｇ·ｍＬ１）；Ｃ受试者
口服氨麻苯美片３ ｈ后的血浆样品；１对乙酰氨基酚
Ｆｉｇ １　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ａｃｅｔａｍｉｎｏｐｈｅｎ
Ａｂｌａｎｋ ｐｌａｓｍａ； Ｂｂｌａｎｋ ｐｌａｓｍａ ｓｐｉｋｅｄ ｗｉｔｈ ａｃｅｔａｍｉｎｏｐｈｅｎ （２
μｇ·ｍＬ１）；Ｃｐｌａｓｍａ ｓａｍｐｌｅ ３ ｈ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ａ ｖｏｌｕｎｔｅｅｒ ａｆｔｅｒ ｏｒａｌ
ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ；１ａｃｅｔａｍｉｎｏｐｈｅｎ
２． ５　 标准曲线

取空白血浆２００ μＬ，加入对乙酰氨基酚对照品
系列溶液１０ μＬ，配制成对乙酰氨基酚浓度为０． １，
０． ２，０． ５，２，５，２０ μｇ·ｍＬ１的含药血浆样品，按
“２． ３”项下操作后进样分析，以对乙酰氨基酚浓度
（Ｃ）为横坐标，对乙酰氨基酚的峰面积（Ｙ）为纵坐
标，采用加权（１ ／ Ｃ２）最小二乘法进行回归，回归方
程为：Ｙ ＝ ４６． ５０３ ９Ｃ ＋ ０． ９３７ ８，ｒ ＝ ０． ９９９ ６。结果
表明，血浆中对乙酰氨基酚浓度在０． １ ～ ２０
μｇ·ｍＬ１内线性良好。血浆中对乙酰氨基酚的最低
定量浓度为０． １ μｇ·ｍＬ１。
２． ６　 提取回收率

配制低、中、高３个浓度（分别为０． ２、２、１６
μｇ·ｍＬ１）的血浆样品各６份，按“２． ３”项下操作记
录对乙酰氨基酚的峰面积Ａ；另以水代替空白血浆，
余同上操作，记录对乙酰氨基酚的峰面积Ａｓ。用峰
面积比值求算血浆中对乙酰氨基酚的提取回收率
（Ｒ ＝ Ａｓ ／ Ａｓｄ × １００％），结果见表１。３个浓度血浆
样品中对乙酰氨基酚的平均提取回收率为８９． ０％。
表１　 血浆样品中对乙酰氨基酚的提取回收率（ｎ ＝ ６）
Ｔａｂ １　 Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ ａｃｅｔａｍｉｎｏｐｈｅｎ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｐｌａｓｍａ

（ｎ ＝ ６）
加入量／ μｇ·ｍＬ －１ 提取回收率／ ％ ＲＳＤ ／ ％

０． ２ ８６． ２ ± ４． ５ ５． ２

２ ９０． ２ ± ３． ４ ３． ７

１６ ９０． ６ ± ２． ０ ２． ２
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２． ７　 精密度与方法回收率
配制低、中、高３个浓度（分别为０． ２，２，１６

μｇ·ｍＬ１）的血浆样品，按“２． ３”项处理后进样，每
个浓度６份，重复４ ｄ测定，并与标准曲线同时进
行，计算测得浓度，与理论浓度对照，采用单因素方
差分析法求得本法的精密度，用ＲＳＤ表示。方法回
收率用测定浓度的平均值与理论浓度比值的百分数
表示，结果见表２，日内ＲＳＤ ＜ ５． ８％，日间ＲＳＤ ＜
１１． ８％，方法回收率为９９． ８％ ～ １０１． ５％，满足生物
样品分析方法的要求。
表２　 精密度和方法回收率
Ｔａｂ ２ 　 Ｍｅｔｈｏｄ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ａｎｄ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｏｆ ａｃｅｔａｍｉｎｏｐｈｅｎ ｉｎ
ｈｕｍａｎ ｐｌａｓｍａ

加入量
／ μｇ·ｍＬ －１

测得量
／ μｇ·ｍＬ －１

日内ＲＳＤ
／ ％

日间ＲＳＤ
／ ％

方法回收率
／ ％

０． ２ ０． ２００ ± ０． ０１４ ５． ７ １１． ７ ９９． ８ ± ６． ８

２ ２． ０２ ± ０． ０８ ３． １ ６． ６ １００． ８ ± ３． ８

１６ １６． ２４ ± ０． ４４ ２． ０ ５． ４ １０１． ５ ± ２． ７

２． ８　 稳定性试验
配制低、中、高３个浓度（分别为０． ２，２，１６

μｇ·ｍＬ１）的血浆样品，每个浓度２份，分别考察其
在室温、冻融循环、－ ２０ ℃保存以及处理后在室温
条件下的稳定性，以当日随行标准曲线计算血浆样
品中对乙酰氨基酚的浓度，将测定浓度的平均值与
理论浓度对照，结果相对偏差ＲＥ ＜ ±９． １％，表明血
浆样品在室温放置２４ ｈ、冻融３次、－ ２０ ℃保存３
周以及处理后在室温放置２４ ｈ的条件下都是稳定
的。
２． ９　 方法应用

Ａ组２０名男性健康受试者，年龄（２３． ４ ± ０． ９）
岁，体重（６７． ２ ± ５． ５）ｋｇ；Ｂ组２０名男性健康受试
者，年龄（２３． ０ ± １． １）岁，体重（６８． １ ± ４． ２）ｋｇ；试验
前进行病史询问和体格检查，心电图、胸透、肝功、肾
功、血常规、尿常规检查等均正常。受试者试验前２
周及试验期间未服用其他任何药物，禁烟酒，试验前
均自愿签署知情同意书。试验方案经白求恩国际和
平医院伦理委员会批准通过。受试者于试验前１２ ｈ
吃清淡晚餐后禁食，试验当日清晨８时Ａ组空腹口
服氨酚伪麻美芬片Ⅱ２片，Ｂ组空腹口服氨麻苯美
片２片，用２５０ ｍＬ温开水送服。服药２ ｈ后方可饮
水，４，１０ ｈ后统一进餐。Ａ组于服药前及服药后
０． ３３，０． ６７，１，１． ５，２，３，４，６，８，１０，１２，１６，２４ ｈ，Ｂ组
于服药前及服药后０． ３３，０． ６７，１，１． ５，２，３，４，６，８，
１０，１２，１６，２４，３６ ｈ，分别从肘静脉取血２ ｍＬ，３ ０００

ｒ·ｍｉｎ１离心１０ ｍｉｎ分离血浆，置－ ２０ ℃下冻存备
用。用本法测定健康受试者服药后血浆中对乙酰氨
基酚的浓度，Ａ组、Ｂ组中２４，３６ ｈ的血药浓度大部
分已低于最低定量限，所以数据处理时未包括服药
后２４，３６ ｈ的采血点。２０名健康受试者口服氨酚伪
麻美芬片Ⅱ ／氨麻苯美片２片后对乙酰氨基酚的平
均血药浓度时间曲线见图２、图３。

图２　 ２０名健康志愿者口服氨酚伪麻美芬片Ⅱ２片后对乙
酰氨基酚的平均血药浓度时间曲线
Ｆｉｇ ２　 Ｍｅａｎ ｐｌａｓｍａ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｔｉｍｅ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ａｃｅｔａｍｉｎｏｐｈｅｎ
ａｆｔｅｒ ｏｒａｌ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｗｏ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｔａｂｌｅｔｓ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ
ａｃｅｔａｍｉｎｏｐｈｅｎ， ｐｓｅｕｄｏｅｐｈｅｄｒｉｎｅ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ ａｎｄ
ｄｅｘｔｒｏｍｅｔｈｏｒｐｈａｎ ｈｙｄｒｏｂｒｏｍｉｄｅ ｉｎ ２０ ｈｅａｌｔｈｙ ｖｏｌｕｎｔｅｅｒｓ

图３　 ２０名健康志愿者口服氨麻苯美片２片后对乙酰氨基
酚的平均血药浓度时间曲线
Ｆｉｇ ３　 Ｍｅａｎ ｐｌａｓｍａ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｔｉｍｅ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ａｃｅｔａｍｉｎｏｐｈｅｎ
ａｆｔｅｒ ｏｒａｌ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｗｏ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｔａｂｌｅｔｓ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ａｃｅｔ
ａｍｉｎｏｐｈｅｎ，ｐｓｅｕｄｏｅｐｈｅｄｒｉｎｅ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ，ｄｉｐｈｅｎｈｙｄｒａｍｉｎｅ
ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ ａｎｄ ｄｅｘｔｒｏｍｅｔｈｏｒｐｈａｎ ｈｙｄｒｏｂｒｏｍｉｄｅ ｉｎ ２０ ｈｅａｌｔｈｙ
ｖｏｌｕｎｔｅｅｒｓ

３　 讨论
对乙酰氨基酚的测定方法研究国内已有报

道［２３］，并且有测定复方制剂中对乙酰氨基酚的报
道［１，４７］。但测定氨酚伪麻美芬片Ⅱ ／氨麻苯美片复
方制剂中对乙酰氨基酚的方法国内尚未见报道。在
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测定中不仅要排除复方制剂中其他成分的干扰，还
要排除体内可能的代谢物的干扰。在流动相中加入
甲酸铵和甲酸可明显改善峰形，并控制ｐＨ在偏酸
性。试验中发现受试者口服白加黑片后有一干扰峰
出现，可能为一代谢物，通过调整流动相水相和有机
相的比例，确定为０． ０２ ｍｏｌ·Ｌ１甲酸铵溶液（含甲
酸０． ２％）甲醇乙腈（９１∶ ４． ５∶ ４． ５），在此条件下伪
麻黄碱、Ｏ去甲右美沙芬、苯海拉明及可能的代谢物
均不干扰对乙酰氨基酚的测定，每一样品的测定可
在６． ５ ｍｉｎ内完成，且此法具有良好的精密度和准
确度，为复方制剂中对乙酰氨基酚的药代动力学研
究提供了可靠的方法。

文献［１５］采用液液萃取法提取血样中对乙酰氨
基酚，操作烦琐；文献［６７］血样用量大，分析时间较
长。本研究血浆样品仅经过高氯酸沉淀蛋白法预处
理后即可进样分析，所需血浆样品量小，操作简便、
快速，与文献［１５］相比在处理大批量血浆样品时大大
减少了工作量，缩短了样品处理时间。

比较了甲醇、高氯酸、三氯醋酸等不同沉淀剂对
血样处理的效果，结果表明，用高氯酸沉淀时对样品
稀释度较小、干扰较少。试验中分别试用了６％和
１０％的高氯酸，６％的高氯酸浓度较低，对色谱柱损
害小；故选用了６％的高氯酸。

从本试验测定结果可见，对乙酰氨基酚在体内消
除较快，２４ ｈ时大部分受试者体内浓度已低于定量

限，１６ ｈ时Ｃｔ已低于Ｃｍａｘ的１ ／ １０ ～ １ ／ ２０，表明测定到
１６ ｈ较宜，所得血药浓度能反映制剂的体内过程。
ＲＥＦＥＲＥＮＣＥＳ
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ＨＰＬＣ测定复方新斯的明眼用凝胶中维生素Ｂ６的含量和有关物质
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摘要：目的　 建立复方新斯的明眼用凝胶中维生素Ｂ６与有关物质的含量测定方法。方法　 采用高效液相色谱法，Ｅｃｌｉｐｓｅ
ＸＤＢＣ１８色谱柱（４． ６ ｍｍ × １５０ ｍｍ，５ μｍ）。流动相：醋酸三乙胺溶液。检测波长：２９０ ｎｍ。结果　 线性范围为１ ～ ５０
μｇ·ｍＬ１，ｒ ＝ ０． ９９９ ９（ｎ ＝ ５）。低、中、高三个浓度回收率为（１００． ５９ ± ０． ５７）％，（１００． ９７ ± ０． ３８）％，（１０２． ２０ ± ０． ０６）％。结论
　 本方法简便快速、专属性好、重复性好、易操作。
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