
紫外分光光度法监测血清中苯妥英钠浓度的条件选择

解放军 ��� 医院药局 李国秀 楼 杨

苯妥英钠是临床常用的抗癫 痛 有 效 药

物
,

也有人用于抗心律不齐
。

它的血中药物

有效浓度为�� � � 。协� � � �
。

当血药浓度过高

时
,

可出现副反应
,

如高于�叩 � � � �时可能

出现眼球震颤
,

高子�即 � � � �时可能发生共

济失调
,

高于 � �卜� � � �时将引起嗜睡
。

若过低

时则达不到治疗目的
。

由于苯妥英钠在体内

吸收慢且不稳定
,

不同剂型其生物利用度有

差异
,

甚至同种剂型批号不同
、

生产厂家不

同
,

都会影响药物的血中浓度
,

而且体内半衰

期在不同病人中又有很大差异 � � � � �小时

之间�
。

为 了保证病人的用药安全和治疗效

果
,

苯妥英钠应进行血药浓度监测
。

测定血中苯妥英钠浓度的方法有多种
。

有比色法
、

紫外分光光度法
、

气相色谱法
、

高效液相法
、

色质联用法
,

还有 放射 免 疫

法
、

酶免疫和荧光免疫法等
。

但一般中心医

院
,

仪器设备有限
,

根据我们医院特点及现

有条件
,

选用了易于开展的方法
—

紫外分

光光度法
,

并在此法的基础上
,

对某些测定

条件进行了一些改进
,

使它更切合于临床监

测需要
,

结果 较为满意
,

现将结 果 介 绍 如

下
�

一
、

实骏部分

因为苯妥英钠标准品
、

二苯酮标准品都

很难买到
,

因此我们使用 了医院现有的药品

和试剂
。

�一 � 药品和试 剂

�
。

注射用苯妥英钠 �内 含苯 妥 英 钠

�
�

�� �
、

无水碳酸钠�
�

�幼 上海第 八制药厂

生产
,

批号� �  � � � � �
。

·

“
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屯
�

磷酸氢二钠一磷酸二氢 钠 缓 冲 液

�取等量 ��磷酸氢二钠
、

� � 磷酸二氢钠

溶液混合而成�
, � � �

�

�
。

均为分析纯试剂
。

�
�

� , �一二氯乙烷
,

化学纯试剂
。

�
。

��氢氧化钠溶液 �自制 �
,

分 析

纯试剂
。

石
。

� ��氢氧 化 钠 溶 液 ���
�

� �
,

自

制�
。

�
。

饱和高锰酸钾溶液 �约 ��  
,

自制 �
。

�

�
。

正常人血清 �本院血库提供�

名
。

正庚烷
,

实验试剂

�二� 仪器

�
。

�� � �刻度离心管

�
。

� � � �具塞沉淀管

�
�

� � 协�
、

� �协�微量进样器
‘

�
。

� � 一 � �� 型紫外分光 光 度 计 �日

本
、

岛津�

�
。

� � � 一 亚型液体快速混合器 �江西

医疗器械厂生产�

�
。

离心机

�三� 测定条件的确 定

�
�

注射用苯妥英钠的含量测定
�

按中

国药典珍
、�

�� � � �年版� 进行含量测定 �共测

了� �次 �
,

含量平均 值为 � �� �� �
,

变异系

数� � 二 �
�

� �
,

据此算出
�

注射用 苯妥英钠 � ��
�

�� � �
,

相当于苯妥

英钠� � �  �
�

乙 二苯酮在� � 一 ��� 型紫外 分 光 光

度计中特征峰值
,

,

谷值的确定
�
苯妥英钠在

碱性加热条件下可被高锰酸钾氧化而生成二

苯酮杯该产物在紫外区有特征吸硕蟀
。

据报

道
,

特征峰值在� � �
� � 处

,

谷值 在� � �
� �

处
,

为确定所用仪器的峰
,

谷值 的 实 际 波

长‘ 我们做了下面实验
�

� � � 精密称取注射用苯妥英钠 � � �
�

��

� �
,

于容量瓶中加新鲜 蒸 馏 水 至 ��� � �
,

配成 � � � � � �苯妥英钠溶液
。



� � �精取上述溶液�。卜��相当于切 �� � �

于具塞沉淀管中
,

加入饱和高 锰 酸 钾 溶 液

�
‘

�� �
, � � �氢氧化钠 �容液�

�

� � �
,

摇 匀
,

加入正庚烷�
�

� � �
,

密唆
,

于�� ℃水浴上加

热 �� 分钟
,

冷却
,

于液体快速混合器上振荡

二分钟
,

取正庚烷层 于 � � 一 �� � 型 紫 外分

米光度计上
,

从� � � �� � 到� ��
� � �
处测定 其吸

收值
�

结果如表 �
。

表 � 二笨酮在正庚烷溶液中的紫外吸收

�����
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。
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�
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。
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、
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。
� � �

’

�
。
� � � �

判定
�

二苯酮正庚院溶液在 水台紫外分

光光度计中的特征峰值在 � �  � � 处
,

谷值在

� � � � � 处
。

�
�

最低检出限度实验
�

因每台仪器的

检出灵敏度不同
,

为了掌握所用的紫外分光

光度计能否检出苯妥英钠的最低有效血药浓

度
,

需做最低检出限度实验
�

取�加
� �刻度离心管两支

,

一管精确加正

常人血清 �
�

� � �� 空白管 �
,

另一管精 确加含

苯妥英钠 � 林� 的血清 �
�

�� �
,

然后各精确加

磷酸盐缓冲溶依 �� � �
�

�� �
�

� � �
,

摇匀
。

各精确加 � , �一二氯乙 烷 � � �
,

于 液 体 快

速棍合器上振荡二分钟
,

然后置离心机上离

心 �� � � �一� � � �转 �分 � 五分钟
。

各精 确 取

�
,
�一二 氯 乙 烷 � � �

,

加 � � � � � � �
�

�

� �
,

振荡两分钟
,

离心
。

精确取 � � � � 液

�
·

� 舆 �
,

加入� � � �砚� � 溶液�
·

� � �
,

饱 和

高锰酸钾溶液�
�

� � �混匀
,

再精确加正庚 烷
�

�

� � �
,

于�� ℃水浴中加 热 二 十 分 钟
,

冷

却
,

振荡离心
,

取正庚烷于� � �
� �

、

� � � � �

处测定其吸 收值
,

以正庚烷为空白
,

其结果见

表 �
。

结果判断
�

含 � 林� 苯妥英钠的血清 中
,

经分离
、

提取
、

氧化生成二苯酮后
,

其紫外
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表 � 血清中加入笨妥英钠与空白血清吸收值对照表

�

波 长

一兰上生些生道
�

兰� ⋯
� 吨 � � �血 清 管 ⋯

� �知 � � � � � � △ � � � � � � � � � �

�
。
� � � � 。� � � �

。

� � �

一叭丽石一
一

一⋯ �
。
� � � � 一 � �  

吸收值为空白管吸收值的 � 倍
,

而一般要求

� 一 � 倍即可
。

故可以判定最低检出限度为
一

� 卜� �角蛾气下
,

本仪器可用于本项测定
。

�
�

碱度对饱和高锰酸钾液氧化苯妥英

钠的影响实验
�

不同碱度对饱和高锰酸钾氧

化苯妥英钠的产物二苯酮有影响
。

为了使测

定结果稳定
,

我们做了下面实验
�

�

精取苯妥

英钠溶液�� 妇 � 相当于苯 妥 英 钠 �� 件� � 加

入饱和高锰酸钾 溶 液 �
�

�� �
,

不 同 量 �� �

� � � � 溶液
,

使 � � � � 浓度为�
�

� � �
�

� � ,

摇匀
,

再精确加正庚烷�
�

� � �
,

于�� ℃水浴 中

加热二十分钟
,

放冷
、

振荡
、

离心
,

取正庚

烷层于 � � � � �
、

� � � � � 于测定其吸收值
,

结

果见图 �
。

结果讨论
�

苯妥英钠氧化生成二苯酮的

量随着硷度的升高而升高
,

但我们认为硷度

4 N 时较适宜
。

因为此时加入50 % N
a O H 量

仅为1
.
6m l,

在10 m l沉淀管中容积太大
,

不

一 36 一
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少硷度对采妥英钠氧化的影啊

好提取
。

另外虽然此硷度条件下生成二苯酮

量不是最高量
,
但此差异可通过建立标 准曲

线时消除 (含量其他条件相 同
、

碱 度 也 相

同
,

氧化产物量应相等)
。

5

.

水浴温度与时间对苯妥英钠的氧化

产物二苯酮的影响实验
:
取 10 m l苯妥英钠溶

液 (相当于苯妥英钠 10卜
:g )加 入 i N N a O H

溶液1
.
2m l, 饱和 高锰酸 钾 溶 液 2

.
5t’n l

、

50 % 琳
aO H I

.
6m l,

揭匀
,

精加 正 庚烷3
.
7

m l ,

密塞
,

分别 于70 ℃
、

80 ℃
、

90 ℃ 水俗

中加热 5 ~ 40 分钟
,

测定正庚烷提取液的吸

收值
,

结果见表 3
、

图 2
。

表 3 不同温度
、

时间氛化苯妥英钠的吸收值
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实验结 果讨论
:
二苯酮的m p 为 48 ℃

,

正庚烷的 m p为96 ℃
,

实验证明
,

苯妥 英 钠

在硷性情况下加饱和高锰酸钾溶液氧化生成

______ 一

图2 温度和时间对氧化苯妥英钠的影响

二苯酮后
,

即使在加塞的沉淀管中
,

二苯酮

也有程度不向的挥散
,

这对测定结果的准确

性与稳定性影咖良大
。

因此
,

我们选择了佛

点较高的正庚烷作为溶媒
。

在较 低 的 温 度

(8 。℃) 条件下加热氧化以尽量减少二苯酮

的挥发
。

另外
,

我们
一

认为正庚烷应在水浴加

温氧化前加入较合适
。

这样可减 少 二 苯 酮

的挥散
,

增加测定结果的准确性
、

稳定性
。

从上述实验结果 中也可看出
,

温度越高
,

氧

化产物达到相同吸收值所需时间越短
,

但温

度越高证庚烷
、

二苯酮越易挥散
。

温度低
,

加温时间长
,

拖延检验时门
,

门诊病人不欢

迎
。

因此
,

我们认为的℃二十分钟较合适
。

·

二
、

标准曲经的绘制

根据上述实验结果
,

我们选择了下面条

件进行标准曲线绘制
:

配制含苯妥英钠 5 件g / m l
、

10
林g / m l

、

2 0 俘g / m l
、

3 0 “g / m l
、

4 0 卜g / 二 l 的 血 清 溶

液
,

加八磷醉赞缓 冲溶 液o.Z m l
、

摇 匀
,

以 5 m ll ,
2 一二氯乙 烷 握取 (者浪 pH 低

于1缈
,

苯景英钟即以苯妥英形式存在
,

此

时溶液p H 为 7 )
。

精取1
,

2 一二氯 乙 烷 提

取液 4 m l,,
·

再精加 1 N N aO H 溶液 1
.
sm l,

振荡离心 (此时涛液 pH 为14
,

苯妥 英 成盐

而溶于 N
a O H 溶液中)

,

精取i
.
Z m lN a O H

提取液
,

加入饱和高锰酸 钾 溶 液 2
,

5
m l

、

50 % N
a

O H i容液1
.
6m l (使 溶 液 硷 度 为 4



协
.
,

摇匀
,

加入正庚烷3
.
2m l 水浴80 ℃加

热20分钟
,

于紫外分光光度计249
n m

、

3 0 0
n

m

处测定正庚烷提取液的吸收度
,

结果见卷4

图 3
。

裹 4 血清中加入笨妥英钠的吸收值及回收举
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表 5
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盆复性实验吸收值及回收率

10 20 :o ‘o

叮 C

图3 血清中加入苯妥英钠的标准曲线

将上述吸收值数据进行线性回归
,

得回

归方程
:

y = 172
.
6 x + 0

.
27 95

r = 0
.
9996

y : 浓度
x : 吸收值

用此回归方程绘制标准曲线见图 3
。

三
、

重 复性试验

按上述绘制标准曲线的操作方法
,

重复

三次实验
,

结果见表 5
。

将上述吸收值数据进行线性回归
,

回归

方程为
: y = 174

.
38x 一 0

.
0 0 6 5
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.
9 9 8 8

四
、

临床血药浓度监测初步结果
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钟 , ,

精取血清0. 5m l
,

按(三 )所述方法进 行

监测 , 此法可同时做多个样品
,

时间大约需

2 小时左右
。

我们共监测 了16 例患者
,

其中

有住院患者 3例
、

门诊患 者 13 例
,

其 中10

卜g / m l以下者 7 例
,

占43
.
7% ;10一 20卜g /

m l者 s 例
,

占50% , 2 0 协g / m l以上 者 1 例
,

占6
.
3%

。

在监测的病例之中
,

我们发现 大

多数苯妥英钠血药浓度在 10卜g / m l 以 下 的



病例
,
都是按100 m g

、

一 日三次 或 每 晚服

20 0一300 m g的方式服药
。

这些 病 例
,

一般

都症状改善不佳
,

有一病例
,

服药15 天之后

监侧
,

血药浓度只有5
.
57 林g / m l

。

因此
,

我

们建议临床 医生给病人以负荷量
,

即第一天

给予 1克
,

分三次服 用 (300 m g
、

3 0 0 m g

、

4 0 0 m g )

,

以后可按每日三次
,

每次 100m g

服用
。

当服至第三天检测患者苯妥英钠血药

浓度即达到10“g / m l以上
。

上 述血 药 浓 度

达到10 ~ 2。卜g / m l的 8 例患者都是 以 此 方

式服药的
。

据84 年全国临床药理会议上有人
报道

,

长期服用苯妥英钠的患者
,

在头一
、

两周
,

可能 出现假稳态现象
。

因此
,

我们建

议临床
、

门诊长期用苯妥英钠的患者在调整
维持量后

,

血药浓度监测工作最少应跟踪一

个月左右 (每周监测一次)
,

直至血药浓 度

达到真正稳态时为止
。
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地 高 辛
‘’

与
据报道

,

异博 定能使 心脏病患者和健康

志愿受试者的地 高辛稳态血 药浓度 由60 % 增
加至8 0 %

。

有关这种相 互作 用的研 究表明
,

异博定能影响地 高辛的代谢和 肾排 泄
。

其基

本原理是否为药物 动 力学的相 互作用 而导致

地 高辛毒性的危险性增加
,
目前已对这一机

理作 了研究
。

在受试者心律不 齐期 间采用直接试验的

方 法
,

异博定是否增加地高辛的毒性危险尚

未得到证实
。

然 而
,

地高辛可能使心律失常
-

患者细胞 内的钠 升高和钾的浓度降依
。

这
;
些
.

改变可测 定红细胞得 以证实
。

其实验过程是

采集服用地高辛受试者的血液
,

并侧定其红

细 胞中钠的浓度
。

当地高辛与异博 定 并 用

氨 节 青 霉 素 与
已有研 完表明

,

一些 药物能够减 少口 月又

避孕药的功效
,

并提 出 了一 些不同的机制
。

广谱杭菌素与导致避孕药失 败的 原因有关
。

根据动物实验表明
,

杭生素能通过阵碍炔雌

醉的肠肝循环
,

从而减 少口 服避 孕 药 的 活

性
。

在应 用 口服避孕 药期 间的妇女
,

为确 定

其并用氛节青霉素的疗效 已进行 了研 究
。

13 名 妇女 长期应用类 昌醇类避孕药
,

当

服用氛 爷 青 霉 素 (500m g ,
3

/ 日
,

共 8

天) 后时其影响进行研 尤
。

对 6 名 妇女还进

行 了另一组研 究
,

除服用 口 服避孕药外
,

既

无 应用氛千青霉素也 无应 用 其他药物
,

采集

血样
,

并分析炔雌 醉
、

L
e v o n o r

g
e s

t
r e

l

、

卵泡利激素
、

黄体激素和氛节青 霉 素 的 浓

~、 一井
’

异
一

博
’

定
时 , 可采用 上述同样方 法重 复试验

。

结果表明
,

异博定能增加地 高辛的血 装

浓度和减少其排泄
,

从而证实 了以 往 的 研

究
。

药物动力学的 改变与红细 胞中钠 的 浓度

比衬照组发生较 大 变化有关
。

而异博定对红

细胞中钠的浓度无影响
。

革然是获得间接的证据
,

但作者认为
,

“上述数据表明
,

异博 定可能增加心律失常

患者服用地高辛的危险性
” 。

并且提示
,
两

药并用期间应监测地 高辛 的血 装浓度
,

使其

维持
,

在正常治疗范围内
。

_
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口 服 避 孕 药
度

。 恋

获得时结果表明
,

血 浆中炔雌 醇
、

L
e 三

‘

“
“
傀

“s
tr el

、

卵泡刺激素
、

黄体激 素 的

浓度均无显著改变
。

然而
,

观察到共 中2 名

刚得
、

吮炔雌醉农度降低
。

愧者体为
, 二

雏这个砰究中氛节青霉素
不降低

.
口服类攀酸类避孕药的血 装浓度

,

并

根据移蜡果提示
,

计服类 留醉类避孕药的妇

女
,

厂

合用素爷青霉素不必担
,
二

,

避孕药的应 用
,, 。

也 无需调整
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