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7<7N检测波长的选择
取盐酸小檗碱对照品溶液'在""# E/## 73范

围内扫描'结果在"(' 73')/' 73处均有最大吸收'

参照中国药典"##'年版一部复方黄连片中盐酸小
檗碱的含量测定'检测波长确定为"(' 73'曾用"('

73')/' 73检测波长测定样品中盐酸小檗碱含量'

结果含量基本一致+

7<ON不同色谱柱对盐酸小檗碱含量测定结果的影
响

三种不同色谱柱含量测定结果基本一致'J]^

f$<('Z'结果见表/+

7<PN方法学验证表明
采用薄层色谱法对处方中防风

%

甘草,花椒进
行定性鉴别'高效液相色谱法对黄连中盐酸小檗碱

进行含量测定'该方法操作简便'结果准确'重复性
好'能够有效地控制药品质量+

表ON不同色谱柱测定含量结果
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NDFX同时测定大鼠血浆中克泻灵片的生物碱
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摘要!目的!建立克泻灵片中生物碱成分的大鼠血浆NDFX同时测定方法& 方法!灌胃克泻灵片!以乙酰苯胺为内标!JD2

NDFX2h\法在""# 73波长处进行血药浓度测定& 结果!槐定碱和苦参碱在大鼠血浆中定量准确!最低检测限分别为)'#

78'3F

2$和$## 78'3F

2$

!回收率大于0.Z& 结论!该方法简便(准确(重复性好!可为克泻灵片的体内药动学研究提供方法
学参考&
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!!克泻灵片系用豆科槐属植物苦豆子提取的苦豆
子总生物碱制备的纯中药制剂'具有抗菌消炎功效'

临床上用于急,慢性菌痢,肠炎+ 据文献报道)$*

'其
有效成分主要为苦参碱类生物碱'且槐定碱和苦参
碱的含量较高+ 槐定碱具有独特的抗肿瘤效果)"*

'

为该片剂临床适应证的扩展提供了基础+ 由于抗肿
瘤药物治疗谱窄'最大用药剂量与中毒剂量接近'监
测药物体内含量'对临床用药指导和药物作用机制
研究意义重大+ 现有的苦参碱类生物碱体内分析方
法有NDFX'NDFX2O]'X1'MX等))2-*

'克泻灵片的苦
参碱类生物碱体内同时分析方法国内未见报道+ 本
研究用NDFX'同时测定大鼠血浆中生物碱成分含
量'为克泻灵片的药动学研究提供参考+

5N仪器与试药
高效液相系统包括k4R+TĈ +,R4(##泵,k4R+TC

"/.- 双波长检测器, O5,,+75>3 )" 色谱工作站
$k4R+TC' h]&%+ 氧化苦参碱,槐定碱,苦参碱和乙
酰苯胺对照品$中国药品生物制品检定所%&乙腈
$色谱纯'中国科学院上海脑研究所%&醋酸铵和三
乙胺$分析纯'天津试剂三厂%&纯净水每日用O5,,52

j水净化器$O5,,5H:T+X:TH' %+?S:T?' O&' h]&%制
备&克泻灵片购自宁夏紫荆花药业公司+

6N方法
6<5N色谱条件

分析柱(&*X9T:3X

$.

填充柱$/<( 33o"'#

33''

$

3中国科学院兰州化物所色谱中心%+ 以文
献为基础)$*

'考察#<#" 3:,!F

2$醋酸铵水溶液中'

不同含量乙腈$$'Z'"#Z'"'Z')#Z')'Z%和是
否添加#<#)' 3F三乙胺'对氧化苦参碱,槐定碱,苦
参碱保留时间的影响+ 流动相用微孔滤膜$#</'

$

3%过滤'并脱气后使用+ 检测波长(""# 73&流速(

#<. 3F!357

2$

&室温进样&进样量("'

$

F+

6<6N供试药品制备
将$'片克泻灵研磨粉碎'精密加入"' 3F蒸馏

水'超生溶解"# 357'( ### T!357

G$离心$# 357'上
清液经#</'

$

3微孔滤膜过滤'以相同色谱条件$#

$

F进样'测得槐定碱,苦参碱的含量分别为(')

38!3F

2$

+ 此浓度混悬液以$ 3F!$$## 8%

2$给大
鼠灌胃'分别相当于(# 38! I8

2$的槐定碱及)#

38!I8

2$的苦参碱+

6<7N动物及血样采集
雄性k5CR4T大鼠'只$体重($.# E")# 8%购自

于兰州医学院动物实验中心$证书号(医动字$/2

##(%+ 大鼠实验前禁食$" 9'在乙醚麻醉下'将聚

乙烯管$#<". 335<?<'#<($ 33:<?<%插入其右股
动脉'待其苏醒$ 9以后'再以克泻灵片混悬液灌胃
给药+ 在给药后#'$'')#'/''(#'0#'$"#'"/#'/.#'

-"#'$ "##及$ //# 357通过动脉插管抽取#<"' 3F

血样+ 每次取样后为了补充减少的血量'通过插管
注入同体积的肝素钠$$## >!3F

2$

%生理盐水+ 在
用药后$ 9给大鼠供水+

6<ON血浆样品的制备
将每次采集的血样立刻转入涂过肝素的#<'

3F离心试管中'在) ### T!357

G$下离心$# 357+

取血浆#<$ 3F'加入含有内标)

$

8!3F

2$乙酰苯胺
的乙腈液#<" 3F后用旋涡振荡器振荡混合)# C'静
置$' 357后将此混合液在) ### T!357

G$下离心'

357'除去蛋白质+ 将上清液经#</'

$

3微孔滤膜
过滤'滤液"'

$

F直接进样+

7N结果
7<5N色谱条优化与方法学验证结果
7<5<5N流动相选择N如图$所示'#<#" 3:,!F

2$醋
酸铵水溶液中'氧化苦参碱保留时间受乙腈含量和
三乙胺的影响不大'始终维持在) 357左右+ 槐定
碱在乙腈$'Z时'保留时间为/<- 357'当乙腈含量
大于"#Z后'保留时间随乙腈含量增高而减少
$(<))到"<.( 357%+ 苦参碱保留时间随乙腈含量
不同'变化显著+ 乙腈由$'Z升到"'Z时'保留时
间由$)<'$ 357升到$(<.. 357'而乙腈含量继续升
高时'保留时间又降至'<( 357$)'Z乙腈%+ 同时
由图$看出'当乙腈含量为)#Z时'三乙胺的加入
会使槐定碱和苦参碱的保留时间延长+

图5N不同流动相组成对氧化苦参碱&槐定碱和苦参碱色谱
保留时间的影响
S%. 5NB7S,>+7@+:S?5SS+T+7R3:A5,+H94C+:7 R9+T+R+7R5:7 R53+

:S:UV34RT57+' C:H9:T5?57+47? 34RT57+

!!由于氧化苦参碱的保留时间始终在) 357 左
右'分析样品时'受大鼠血浆中内源性物质干扰'因
此放弃对其的测定+ 为了保证良好的色谱峰形和避
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免血浆中内源性物质对测定的干扰'曾选乙腈
)#Z'三乙胺#<#/. 3F'进行分析'但槐定碱与内标
乙酰苯胺分离度不好$ g$<"%'因此最终确定以乙
腈2#<#" 3:F!F

2$醋酸铵水溶液2三乙胺$"'n-'n

#<#/.%&流速$<" 3F!357

2$

&检测波长(""# 73&室
温进样&进样量("'

$

F为色谱条件+

7<5<6N专属性N在上述分析条件下'空白血浆,用
空白血浆配制的标准品溶液$分别含槐定碱及苦参
碱为. ### 78!3F

2$和/ ### 78!3F

2$

%及以大鼠口
服灌胃克泻灵水溶液')# 357时所取血样的色谱图'

见图"+

图6N槐定碱及苦参碱血样的色谱图
&G空白血浆&%G加样血浆&XG样品
S%. 6NX9T:34R:8T43C:SC:H9:T5?57+47? 34RT57+57 T4RH,4C34

&GA,47I H,4C34&%GH,4C34CH5I+? W5R9 C:H9:T5?57+47? 34RT57+&XG

H,4C34C43H,+

!!由图"可见'槐定碱,乙酰苯胺$内标%及苦参
碱的保留时间分别为('<"-,-<#" 和$"<'# 357'出
峰位置无内源性物质干扰'色谱峰尖锐,对称'并得
到了基线分离且几乎无拖尾'因此有利于峰面积比

的准确测定+

7<6N标准工作曲线,线性范围及定量限
溶于乙腈的槐定碱,苦参碱标准品储备液'进一

步稀释得一系列浓度的标准溶液$槐定碱('##'

$ ###'" ###'/ ###'. ### 78!3F

2$

&苦参碱($"''

"'#''##'$ ###'" ###'/ ### 78!3F

2$

%'再分别与空
白大鼠血浆混合得到血浆样本+ 按""</#项下方法
处理后'在上述色谱条件下'进样'测其峰面积+ 以
槐定碱或苦参碱峰面积对内标的峰面积之比对应其
血浆浓度进行线性回归分析'结果槐定碱和苦参碱
的回归方程分别为Sf)#<#"$N [#</#- 0'$*f

#<00. (%和Sf$'<"-0N[#<$#-)'$*f#<00. .%&线
性范围分别为'## E. ### 78!3F

2$和$"' E/ ###

78!3F

2$

+ 以信噪比为$#确定定量限'和信噪比为
)确定检测限'槐定碱和苦参碱定量限分别为)'#

78! 3F

2$ 和$## 78! 3F

2$

&检测限分别为$-#

78!3F

2$和-# 78!3F

2$

+

7<7N精密度和回收率
用空白血浆配制'##'" ###和/ ### 78!3F

2$

的槐定碱样品及'##'$ ### 和" ### 78!3F

2$苦参
碱样品$' f'%+ 将它们测定后所得的与内标的峰
面积之比与直接用乙腈配制的同浓度标准品与内标
的峰面积之比的比值作为回收率+ 槐定碱的回收率
分别00<$#Z'$#(<'$Z和$##<$(Z+ 苦参碱的回
收率分别0.<$#Z,$#'<$)Z和$#$</"Z+ 以日内
和日间变异考察重复性+ 精确度和准确度实验结果
见表$和表"+ 实验证明'槐定碱和苦参碱的J]^

小于$'Z'符合国际推荐的生物样品日内和日间分
析标准).*

'该方法准确,灵敏,重复性好+

表5N槐定碱的精密度与准确度!' f)#

9;=5NJ+C>,RC:SHT+@5C5:7 47? 4@@>T4@V:SR9+NDFX4CC4VS:TC:H9:T5?57+57 T4RH,4C34!' f)#

槐定碱加入量
d78!3F

G$

日内 日间
测量值

d78!3F

G$

准确度
dZ

J]^

dZ

测量值
d78!3F

G$

准确度
dZ

J]^

dZ

'## '#(<-' b-)<(/ $#$</ $/<' /0(</# b(0<'( 00<) $/<#

$ ### 0"(<)0 b$$#<-( 0"<( $"<# 0/)<(( b."<-0 0/</ .<.

" ### $ 0#.<(/ b$/0<)' 0'</ -<. $ 0#(<.- b$)-<". 0'<) -<"

/ ### ) .''<"" b$..<)- 0'</ /<0 ) -/(<$) b$.0<0$ 0'<0 '<$

. ### . #('<.$ b"''<(0 $##<. )<" - .-0</$ b$()<)) 0.<' "<$

7<ON样品测定
给大鼠灌胃克泻灵片后'对槐定碱或苦参碱在

给药后#'$'')#'/''(#'0#'$"#'"/#'/.#'-"#'$ "##

和$ //# 357 的血浆浓度进行了同时测定+ 经

&̂]"<#药动学数据处理软件拟合'槐定碱及苦参
碱的平均血药浓度时间曲线见图)$' f'%+ 表)'/

中分别列出了槐定碱和苦参碱药动学统计矩参数+

!#($!
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表6N苦参碱的精密度与准确度!' f)#

9;=6NJ+C>,RC:SHT+@5C5:7 47? 4@@>T4@V:SR9+NDFX4CC4VS:T34RT57+57 T4RH,4C34!' f)#

苦参碱加入量
d78!3F

G$

日内 日间
测量值

d78!3F

G$

准确度
dZ

J]^

dZ

测量值
d78!3F

G$

准确度
dZ

J]^

dZ

'## "'(<)) b).<$/ $#"<' $/<0 "(#<". b)-<"( $#/<) $/</

$ ### /0(<". b'"<.# 00<" $#<( /.)<-$ b/-<.$ 0(<- 0<0

" ### 0/-</' b-/<.$ 0/<. -<0 0"-<0- b'(</' 0"<. (<$

/ ### $ 0''<-# b$"#<'/ 0-<. (<" $ .$)</) b$"#<-) 0#<( (<-

. ### / $$'<0' b""-<)/ $#"<0 '<' / #$$<'0 b$"-<.- $##<) )<"

图7N大鼠口服灌胃克泻灵片水溶液"槐定碱!&#与苦参碱!%#的药时曲线图!' f'#

S%. 7ND,4C34@:7@+7RT4R5:72R53+@>TQ+:SC:H9:T5?57+$&% 47? 34RT57+$%%57 T4R4SR+T:T4,4?3575CRT4R5:7 :S̀ +U5+,578R4A,+RC$' f'%<

!!槐定碱和苦参碱的平均最大血药浓度8

34U

分别
为) /#-<") 和.$"<#. 78!3F

2$

'其达峰时间I

34U

分
别在)# 357和(# [)' 357$表)'/%+ 提示槐定碱和
苦参碱吸收迅速'但其代谢非常缓慢'其半衰期均达
到. 9$/.$ ['.'/.- [$-( 357%+ 而文献报道'口服
给药/# 38!I8

2$苦参碱纯品'/ 9时大鼠血药浓度
迅速减至8

34U

的$d/

))*

&静脉注射"# 38!I8

2$槐定
碱纯品'兔血浆.

$d"

只有-#<0 357

)0*

+ 药物的吸收,

分布,代谢或排泄可能会被另一种药物所改变'且药
物互相作用的发生'随患者服用药物种类的增多而
增大)$#*

+ 口服克泻灵片后'槐定碱和苦参碱在体内
的清除不同于其纯品单独给药'这不仅与动物种属
有关'与多种生物活性成分在体内的相互作用也有
关'且后者有可能是减慢槐定碱和苦参碱代谢的主
要因素+

ON讨论
O<5N本文用乙酰苯胺为内标'用高效液相色谱法'

同时测定了克泻灵片中两种生物碱活性成分$槐定
碱和苦参碱%的血浆浓度+ 该方法不仅简单,有效,

具有良好的准确度,精密度,灵敏度和重现性'可为
该片剂的药动学研究作参考+

O<6N口服克泻灵片后'槐定碱与苦参碱的代谢规

表7N槐定碱药动学参数!
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表ON苦参碱药动学参数!
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律'不同于它们分别的纯品给药'代谢时间都有延
长'此药代动力学特征'可作为临床用药参考+

O<7N中药制剂多数成分复杂'主要利用它们的协同
作用发挥疗效'但同时增加临床未期待事件的发生
几率'建立有效的体内多成分监测方法'有利于保证
临床用药安全'和作用机制的深入研究+
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离子对NDFX同时测定'种氟喹诺酮类药物
史志华$

!赵永新"

!

!欧阳素英$

$$<湖南省怀化市第一人民医院临床药学室'湖南怀化/$.### "<湖南省怀化学院'湖南怀化/$.###%

摘要!目的!建立一种离子对高效液相色谱快速分离和测定依诺沙星(环丙沙星(氟罗沙星(诺氟沙星(司帕沙星的方法& 方
法!采用NVH+TC5,_̂ ]
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!检测波长".# 73& 结果!在"# 357内'种氟喹诺酮类药物#S,>:T:m>57:,:7+C!

Yj]$分离完全!线性范围分别为依诺沙星和诺氟沙星为/ E$##

$

8'3F

2$

!环丙沙星和氟罗沙星为' E0#

$

8'3F

2$

!司帕沙星
为. E$##

$

8'3F

2$

#*e#<000 /$!检测限依诺沙星和诺氟沙星为#<.

$

8'3F

2$

!环丙沙星为$<#

$

8'3F

2$

!氟罗沙星为#<0

$

8'3F

2$

!司帕沙星为$<"

$

8'3F

2$

& 结论!本方法简便快速(准确(重复性好&

关键词!离子对高效液相色谱法)依诺沙星)环丙沙星)氟罗沙星)诺氟沙星)司帕沙星
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