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H P L C 法测定人血清中氨氯地平浓度

袭荣刚 王晓波 邢山 问

(解放军第 21 0 医院临床药理室

靳妹杰

大连 11叹论1)

摘要 本文建立了快速
、

简便测定人血清中氨抓地平的 HP比 法
,

分析柱为 ODS
一 5 s( 1 50

x 4
.
。俪)不锈

钢柱
,

流动相为甲醇
:O
.
03 M 磷酸二氢钾缓冲液(9

:
l) 的混合液

。

流速为 1
.
01司少而n

,

以硝苯地平为内标物
,

检

测波长为 3肠nZn
,

蛋白沉淀剂选用 巧% 高氯酸
。

氨氯地平测定的线性范围为 4 一 1 2 子娜nil
, r 二 。

.
“为2

,

最低检测

限度为4ng
。

日内平均相对回收率为 10. 24 士 5
.

40 %
,

日间平均相对回收率为 卯
.
盯 土 6

.
23 %

。

本方法专一性

好
,

放置 24 h 对含量测定无影响
。

关键词 HP LC ;氨氛地平 ;血药浓度
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氨氯地平 (儿
nl诫Pi ne

,

商品名
:
络活喜

,

~

) 为第三代钙拮抗 剂〔
‘]

。

具有降压作

用时间长
,

血压波动小的特点
,

同时该药以代

谢产物清除
,

故肾功能不全对其药代动力学

无明显影响
。

因其长效安全
,

服用方便
,

不良

反应少等优点
,

近年来临床应用 日益增多
。

一
、

仪器与试药

(一)仪器 Bi 。 一 R
a
ds oo 型 HP LC 系统

(USA )
,

Bi

。 一 R 班巧加 系统控制器 (U SA )
,

Bi
o

一 R ad 1 7肠 紫外可变波长检测 器 (1赶认N )
,

Bi

o 一 R
a 《
I 不锈钢微保护 柱 ODS

一
5 5 ( 4

.
6 x

3()
mzn

)

,

B i
o 一 R

a
d 不锈钢柱(150

x 4
.
0 )

,

7 1 25

型进样阀(U SA )
,

金长城 48 6 计算机
,

江 申色

谱工作站
。

( 二)试药 苯磺酸氨氯地平标准 品 (辉

瑞制药有限公司提供
,

O
E1 50

一
0 2 0

CS
一
09 )纯

度 100
.
0 % ;硝苯地平 (上海第十七药厂

910 812 )含量 101
.
74 % ;甲醇

、

高氯酸
、

磷酸二

氢钾均为分析纯
。

二
、

方法与结果

(一 )色语条件 流动相 甲醇
:0. 03 M 磷

酸二氢钾 (9
:1)

,

流速 1
.
Orn』/而

n 。
检测波长

选择
:国内外文献报道[2] 氨氯地平大多于紫

外 35 0
一

3 72 nln 检 测
,

经 UV 扫 描 (3(X)
-

45() nIn )
,

发现 氨 氯地平 的 最 大 吸 收 峰 在

3肠nIn 处
,

内标物硝苯地 平的最大吸收峰在

25 4nln 处
,

根据本实验方法
,

在处理空白血浆

时最优化条件选择及兼顾药物的最大吸收波

长
,

我们选择 3砧nIn 作为测定波长
。

进样量

为 20 川
,

测 定药物 及内标物峰面积 比定量
。

保留时间氨氯地平为 ro
.
186 士 o

.
o 34

m in
,

硝

苯地平为 3
.
314 士 0

.
o l 6 m i

n 。

( 二)标准溶液制备 精密称取苯磺酸氨

氯地平及硝苯地平至容量瓶 中
,

各加 甲醇溶

解并稀释至刻度
,

摇匀
,

使之成为含量为氨氯

地平 500 子娜而
,

硝苯地 平 500 乎任好血 的工作

液
,
一
20 ℃下 lw k 内使用

。

( 三 )血清预处理 取 正常人血清 500 闪

置离心 管 内
,

加 内标 液 100 闪 及标准 品液

100 闪
,

用 300 川 巧% 高氯酸作沉淀剂
,

血清与

沉淀剂之 比为 5
:3 (V邝)旋涡混和 lm in

,

以

闷0 仪)r/ n五n 离心 3而
n ,

取上清液 20 闪
,

直接进

样
,

结果见图 1
。

}}}}}

{{{{{

}}}}}

0 5 1 0 1 匀m ln

图 1 氨氛地平与内标 色语图

1
.
内标物 2

.
氨抓地平
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(四 )标 准曲线的建立 取血清 500 闪共 为 99
.
87 士 6

.

23 %
,

RS

D % 为 2
.
6%

。

6 份
,

依次加人氨氯地平工作液
,

并各加人 内 (六)方法专一性实验 收集临床上可能

标液 100 闪
,

蛋 白沉淀剂 300 川
,

使血清中氨氯 会与氨氯地平同用的一些药物
,

在本方法 下

地平浓度梯 度范围为 4 一 12 “岁而
,

内标物浓 的保留时间见表 1
。

保留时间均与氨氯地 平

度为 51娜司
,

以药物浓度与面积 比进行线性 相差较大
,

不会干扰氨氯地平的测定
。

回归
,

所得 回归方程为
:

表 1 一些药物的保留时间(Rt )

Y = 一
2. 95 2 x + 2

.
n l 相关系数

r = 药 物 保留时间 药 物 保留时间

0. 99 92 氨氯地平的最低检测限为 4ng
,

最低 丽
一

芯
一

漏一几石万花赢丁不藻燕牙下而赢丽
一

检测浓度为 0
.
2矛娜回

。

阿替洛尔 3.0 73 min 倍他乐克 13. 05 3m in

(五)回收率和精密度测定 分别取正常 开 博 通 > 20m in 心律平 n
.

姚
min

人血清配制 6
,

8

,

ro
子喇耐 三组浓度

,

平行测 (七 )药物在血清中稳定性实验 将预先

定 5 份
,

代人标准曲线计算 日内
,

日间 回收 配制好 的各浓度血清样品分别置于 一
20 ℃及

率
,

相对标准差
。

日内平均 回收率为 100
.
24 4℃条件下

,

放 置 l 一 Z w k 后 测定
,

结 果见表

土 5
.

40 %
,

RS

D % 为 1
.
7 % ;日间平均 回收率 2o

表 2 药物在
一
20 ℃及 4℃条件 下测定值

药物浓度

(留而)

7d 14d

一
20 ℃ 4℃ 一 加℃

一

4 ℃

实测浓度 回收率 实测浓度 回收率 实测浓度 回收率 实测浓度 回收率

53
.
33%

77
.
87 %

已
.
50 %

202348
内j了O乙U翻

.
33%

85
.
63%

88
.
63%

6‘J�O�狱甘QUQ�内J�
6
00

9 3

.

3 3 %

95

.

6 3 %

95

.

印%

印6556
�j门产
99 8

.

1 6 %

卯
.
00 %

卯
.
印%

8992%
一勺768 910

三
、

讨论

1
.
本文在选择流动相 的过程 中

,

曾对 8

种流动相进行 了实验
,

涉及试剂有 甲醇
,

乙

醇
,

水
,

0

.

03
M 磷酸二氢钾缓冲液

,

冰醋酸
,

四

氢峡喃
,

异丙醇等
,

最后选择的 甲醇
:O
.
03 M

磷酸二氢钾溶液(9
:
l) 最佳

,

对样品中组分具

有良好的分离度
,

且噪音低
,

并且能消除一些

杂质的干扰
。

在选择 内标物 的过程 中
,

对茶

碱
,

非那西丁
,

苯巴比妥等 6 种药物进行 了考

查
,

其 中硝 苯 地 平 保 留 时 间较合 适 ( <

巧而n)
,

与杂质峰药物峰无干扰
。

2

.

本实验曾采用 10 % 三 氯醋酸液直接

沉淀法
,

与血清比例为 1:2
,

后选用乙睛作沉

淀剂与血清 比例 l:1
,

但药物 检出灵敏度受

影响且杂质峰较多
,

最终选择 巧 % 高氯酸与

血清比例 5
:3

,

杂质干扰较少
,

蛋 白沉淀达到

本色谱法测定要求
。

3

.

氨氯地 平样 品在 室温 下 24h 稳 定
,

25 ℃
,

48
h 内分解 < 10 %

。

将血清样品分别置

于 一
20 ℃ 及 4 ℃条件下保存 1

一
Z
wk

,

测得氨

氯地平 在 一
20 ℃ 条件 下 lwk 内 回收 率在

98 % 以上
,

而在 4℃时则下降较多
。

Z
wk
后 -

20 ℃下回收率降至 砚%
一
88 % %

,

4 ℃时可下

降至 印% 左右
。

这一实验提示
,

氨氯地平血

清样品应置于
一
20 ℃条件下 lw k 内测定完成

较好
。

本方法为临床络活喜血药浓度监测提

供了依据
。
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