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HPLC测定人血清苯巴比妥、卡马西平、苯妥英钠浓度及其与 FPI A法

测定结果的比较
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摘要: 目的  建立能同时测定人血清苯巴比妥 ( PB)、卡马西平 ( CBZ )、苯妥英钠 ( PT ) 3种药物浓度的高效液相色谱 ( H PLC ),

并与常规荧光偏振免疫法 ( FP IA )测定结果进行相关性分析。方法  以乙酸乙酯-二氯甲烷 ( 4B1)为提取溶剂,固定相 D iam on-

sil C18柱 ( 41 6 mm @ 250 mm, 5Lm ),流动相为乙腈-水 ( 40B60), 紫外检测波长 285 nm,流速 110 mL# m in- 1。收集癫痫患者服

药后稳态谷浓度血样 ,分别用 HPLC和 FP IA法测定, 考察 2种方法的相关程度。结果  PB, CBZ, PT的标准曲线范围分别为

11 0~ 4510, 01 1~ 151 0, 110 ~ 2510 mg# L - 1, 最低检测浓度分别为 01 5, 0105, 015 mg# L- 1, 提取回收率分别为 8012% ,

7812% , 8612% ,日内和日间 RSD均小于 9%。PB、PT 2种方法的测定值无统计学差异 (P > 01 05), 但 CBZ测定值 FP IA法高

于 HPLC(P < 0101)。结论  H PLC操作简单、灵敏、准确,适用于治疗药物监测; PB和 PT 2种测定方法有良好的相关性, CBZ

不同测定方法, 结果存在差异。
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Determ ination and Comparison of Phenobarbital, Carbamazepine and Phenytoin in H um an Serum by

HPLC and FPIA M ethods
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ABSTRACT: OBJECTIVE To estab lish a H PLC m e thod for sim ultaneous determ ination o f phenoba rbita l ( PB ), carbam azep ine

( CBZ) and pheny to in( PT ) concentrations in hum an serum, and to evaluate its relationsh ip to concen trations determ ined by F luores-

cene Po la rization Imm unoassay( FP IA ) m ethod1METHODS Serum samp les w ere collected from we ll contro lled ep ilepsy patients trea-

ted w ith PB, CBZ and PT in Q ilu H ospita l o f ShandongUn iversity, and determ ined byH PLC and FP IA m ethods respective ly1 The sam-

p les were extracted w ith acetoacetate: d ich lorm e thane( 4B1), separated on a C18 reversed-phase co lum n( 416 mm @ 250 mm, 5Lm ), e-

lu ted w ith m obile phase o f 40B60 aceton itr i-l wa ter, and detec ted at 285 nm1RESULTS The ca libration curves w ere linear w ithin the

range o f 110- 451 0 m g# L- 1 for PB, 01 1- 151 0 m g# L- 1 fo r CBZ , 11 0- 2510 mg# L- 1 fo r PT , the lim its o f determ ination w ere

01 5, 0105, 015 mg# L- 1, and the ave rage recove riesw ere 8012% , 7812% , 8612% respective ly1The inter- and intra-day RSDs w ere

less than 9% 1 No significant statistic d ifferences ex isted be tw een FP IA and HPLCm ethod for PB and PT (P > 01 05), but fo rCBZ, the

concentration determ ined by FP IA we re higher than tha t byHPLC1 CONCLUSION  TheH PLC m ethod for PB, PT and CBZ de term -i

nation w as convenient, sensitive and accurate, and suitable for the rapeuticmon ito ring , butm ore attention should be paid to the d iffe r-

ence o f CBZ concen tra tion dete rm ined byH PLC and FP IA me thods in its dosagem odification1

KEY WORDS: phenobarb ita;l carbam azepine; phenyto in; HPLC; FP IA

  卡马西平 ( carbamazepine, CBZ )、苯巴比妥

( phenobarb ita,l PB )、苯妥英钠 ( pheny toin, PT )是临

床常用的抗癫痫药, 由于各药的药理作用及临床指

征不同,临床常联合用药或直接服用复方制剂以达

到最佳治疗效果。PB、CBZ和 PT具有自身诱导作

用,体内处置过程复杂,存在浓度和效应的较大个体

差异。同时, PB、CBZ和 PT治疗浓度范围窄, 抗癫

痫作用和毒性作用与血药浓度密切相关,长期服用

不良反应较多,易产生耐药性。因此常规监测其血

药浓度,有助于实现给药剂量个体化。抗癫痫药常

用监测方法有高效液相色谱法 (HPLC )、荧光偏振

免疫法 ( FPIA )及酶增强免疫法 ( EM IT )
[ 1 ]
。免疫法
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操作简单,但试剂需依赖进口, 价格昂贵, 专一性差。

HPLC准确, 专属性强, 重现性好, 可同时测定多种

药物及其代谢产物,但测定周期长。本实验建立了

同时测定 PB、CBZ和 PT的 HPLC, 并与 FPIA法测

定结果进行比较。

1 材料与方法

111 仪器与试药
10A高效液相色谱仪, SIL- 20A型自动进样器

(日本岛津公司 ) ; XW - 80A型旋涡混合器 (上海精

科实业有限公司 ) ; LDZ4 - 018自动平衡微型离心
机 (美国科俊仪器公司 ) ; CX250H超声清洗器 (北京

医疗设备二厂 ); AX- 205 De ltaR ange电子天平 (瑞

士美特勒公司 ); TDX FLX分析用标准曲线盒, 试剂

盒,质控盒 (美国雅培公司 )。

甲醇、二氯甲烷、乙酸乙酯、乙腈 (色谱纯 ) ; PB、

CBZ、PT对照品 (中国药品生物制品检定所, 批号分

别 为 171222-200504、 100142-199503、 100210-

200401); 娃哈哈纯净水 (市售 )。

112 色谱条件
固定相: D iamonsil C18色谱柱 ( 416 mm @ 250

mm, 5 Lm ); 流动相: 乙腈-水 ( 40B60 ); 流速: 110
mL# m in

- 1
; 检测波长: 285 nm; 室温; 进样量: 20

LL;记录时间: 10 m in。

113 标准贮备液配制
分别精密称取 PB, CBZ, PT对照品 01010 9,

01010 2, 01010 5 g,分别置于 10mL量瓶中, 用流动

相溶解并稀释至刻度,摇匀,配成质量浓度均为 110
g# L

- 1
的储备液 Ñ; 再分别用流动相稀释成 10010,

1010, 110 mg# L
- 1
的标准液,冰箱 4 e 冷藏保存。

114 样本处理
取 015mL血清,加二氯甲烷-乙酸乙酯 ( 1B4)提

取液 6 mL, 涡旋混匀 2 m in, 5 000 r# m in
- 1
离心 5

m in, 移取 5mL上层有机相, 40 e 水浴 N 2吹干,残渣

用 200 LL甲醇复溶,涡旋 20 s,吸取 20 LL进样。

115 方法学考察
取 6批不同批号空白血清以及对照品血清, 按

/ 1140项下处理, 色谱图见图 1, PB, CBZ, PT的保留

时间分别为 611, 815, 911 m in,内源性杂质对样品测

定无干扰。

116 线性范围

图 1 苯巴比妥 ( PB)、卡马西平 ( CBZ )和苯妥英钠 ( PT )典型色谱图

A -空白血清; B- 空白血清+ PB, CBZ, PT标准品; C-对照品; D- 患者血清; 1-苯巴比妥; 2-苯妥英钠; 3-卡马西平

F ig1 1 Typ ica l chrom atogram s o f phenoba rbita l( PB ), carbam azepine( CBZ ) and pleny to in( PT )

A - b lank serum; B- blank serum spiked w ith PB, CBZ, PT; C- re ference substances; D- patient serum samp le; 1- phenoharb ita;l 2- phenyto in; 3- carbanazepine

  参考 PB, CBZ, PT有效血液浓度范围 (分别为

1510~ 4010, 410 ~ 1210, 1010~ 2010 mg# L
- 1
) ,分

取 / 1130标准贮备液适量, 混合后吹干,加入空白人

血清 015mL涡旋混匀,配制以上 3种药物的系列混

合标准血清样品。 PB为 110, 510, 1510, 2510,
3510, 4510 mg# L

- 1
, CBZ为 011, 015, 110, 510,

1010, 1510 mg# L
- 1
, PT为 011, 015, 110, 1010,

1510, 2510 mg# L
- 1
。每浓度制备 5份标准样品,

按 / 1140项下处理进样, 以不同浓度下峰面积均值

为纵坐标 ( Y ), 标准空白血清浓度为横坐标 ( Q) ,采

用加权最小二乘法进行回归 ( n = 6) , 回归方程

见表 1。

取已知浓度的对照品血清 015 mL, 按 / 1140项
下操作, 20 LL进样, 以信噪比 3B1衡量,最低检测

  表 1 3种药物浓度范围, 回归方程及相关系数 1n= 6

Tab11 Regression equa tions and coeffic ients o f PB, CBZ and

PT1n = 6

Drug s Regression equa tions
L inearity range

/mg# L - 1
Coeffic ients

PB Y= 5 7401 246 0Q- 5 5661570 2 11 0- 4510 r= 01998 7
CBZ Y= 109 7791130 0Q+ 8 3621231 7 01 1- 1510 r= 01996 8

PT Y= 11 6181780 1Q+ 1 5341244 8 11 0- 2510 r= 01999 4

限 PB为 015 mg# L
- 1
, CBZ为 0105 mg# L

- 1
, PT为

015 mg# L
- 1
。

117 精密度
分别配制低、中、高 3个不同质量浓度的 PB、

CBZ和 PT混合血清样品, 按 / 1140项下操作, 20 LL

进样,每个浓度平行测定 5份样本, 此为一个分析

批; 连续 5 d,每天测定一个分析批,分别用当天标准
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曲线计算测得浓度, 计算 3种药物批内和批间精密

度,以及相对回收率。结果 3种药物低、中、高 3个

不同浓度的批内、批间 RSD均小于 9%, 各浓度相

对偏差均小于 10%。

118 回收率
取 / 1170项配制的低、中、高质控样品各 5份,

按 / 1140项下操作, 20 LL进样,测得各浓度峰面积

A S, 同时配制浓度与低、中、高血样浓度相同的对照

品流动相溶液,按 / 1140项下操作, 20 LL进样, 每浓

度测定 5次,测得各浓度峰面积为 A i, 以 A S /A i得提

取回收率,结果表明, PB、CBZ、PT提取回收率分别

为 81187% , 64175%, 88176%。
119 稳定性
取 / 1170低、中、高 3个不同浓度的 PB、CBZ和

PT混合血清样品, - 20 e 冷冻后分别于 24 h和 7 d

后室温解冻测定;或 2次冻融测定, 每次相隔 12 h,

评价不同存放条件下 PB、CBZ和 PT的稳定性,结果

表明, 各药浓度相对偏差均低于 10%。

1110 样本收集
收集山东大学齐鲁医院 2006-11 ~ 2007-10单

用或合用癫痫患者血样 (经医院伦理委员会讨论通

过,并签署患者知情同意书 ) 87例 ( PB 28例, CBZ

29例, PT 30例 ) ,其中合用 PB、CBZ者 10例。男性

53例,女性 34例,年龄最小 2岁, 最大 46岁, 患者

连续给药 4周后,于再次给药前 1 h,抽取患者肘静

脉血样 10 mL,离心分离取上层血清,分成 2份,一

份于当日 FPIA法测定, 另份于 - 20 e 保存用于

HPLC测定。

1111 样本测定
FPIA法:采用美国雅培公司的标准操作规范,

每批次测定样本时对质控样品进行平行测定, 质控

样品超出标示范围,需校正标准曲线,并于当日内重

新测定样品。

HPLC: 采用 / 1120建立的色谱条件, 对另份样

品一周内统一用 HPLC进行测定, 同时配制低、中、

高 3个不同浓度的质控样品,将其随机分配到样本

测试序列中,其相对偏差均小于 10%。

1112 数据分析
采用W ilcoxon配对检验比较 2组样本均数有

无差异,线性回归比较 2种测定方法的相关性, 绘制

B land-A ltm an偏差图比较两法测定结果均值的高

低
[ 2-4]
。

2 结  果
CBZ, PT, PB测定数据见表 2。 2种测定方法

CBZ有差异, PB, PT无差异。以 HPLC测定值为 X,

TDX FLX测定值为 Y,进行线性回归; 同时以 2种方法

测定同一样本浓度均值为横坐标,差值为纵坐标,以

(�d ? 1196Sd )为上下浓度限 ( 95%置信区间 ) , 绘制

B land-A ltman偏差图
[ 5-7]

, 见图 2, 3。结果表明,

CBZ, PT, PB两测定方法间呈良好线性关系; HPLC

比 FPIA法均值 PT高 0159 mg# L
- 1
( 95%可信区间

- 1168 ~ 2186 mg# L
- 1

) , PB高 0132 mg # L
- 1

( 95%可信区间 - 3193~ 4157mg# L
- 1
) ,而 CBZ高

1115 mg# L
- 1
( 95%可信区间 - 0120~ 2150 mg#

L
- 1
)。

3 讨  论

采用 HPLC同时测定 CBZ、PT和 PB浓度的方

法文献多有报道, 但流动相多含甲醇或磷酸盐缓

冲液。本实验以乙腈-水 ( 40B60 )为流动相, 可避

免磷酸盐缓冲液对仪器寿命的影响, 同时克服以

甲醇-水为流动相峰形不佳的缺点。采用 285 nm

为测定波长,既能满足分析组分灵敏度要求, 又无

低波长基线干扰的不足, 3成分分离良好, 流动相

组成简单。

提取溶剂文献
[ 1, 8]
报道各有不同, 三氯甲烷提

取易乳化,下层有机相转移准确性差, 有一定难度;

乙醚提取挥发性好, 但毒性较大,不安全;单一溶剂

直接沉淀蛋白法样本预处理简单,但回收率低,存在

干扰组分。本实验以二氯甲烷-乙酸乙酯 ( 1B4)为提

取溶剂,可提高提取回收率, 减少内源性杂质, 操作

也更简单。

CBZ、PT和 PB均易溶于甲醇,残留物选择甲醇

复溶更完全、迅速, 可避免标准曲线上限或高浓度样

本达饱和状态,溶解不完全的不足。

FPIA法利用抗原抗体相互识别结合产生检测

信号,当某些抗原具有与待测物相同的抗原表面标

志或抗体有多个抗原结合位点时, 可导致抗体与抗

原结构相近的母体代谢产物、内源性物质产生交叉

反应,使测定结果高于专一性更强的 HPLC。CBZ

于人体内代谢为 5-二苯并 [ b, f]氮杂 -[ 10-11]环

氧化-5-甲酰胺 ( CBZE ), 其药理作用和毒副作用与

CBZ相似
[ 8-9]

, FPIA法测定值为 CBZE与 CBZ之和,

若选择 HPLC,分别测定 CBZE与 CBZ,并确定 CBZE

的相对活性,对临床治疗将更有指导意义。

本实验色谱条件下, HPLC可同时测定 PB、CBZ

和 PT人血清浓度, 操作简单,专属性好, 灵敏度高,

与 FPIA法有良好相关性, 适合于常规治疗药物监

测。
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表 2 CBZ, PT和 PB样本浓度数据

Tab1 2 Concen trations o f CBZ, PT and PB

No1
CBZ /mg# L - 1

HPLC FPIA d
N o1

PT /mg# L- 1

HPLC FP IA d
N o1

PB /mg# L- 1

HPLC FP IA d

1 5128 7119 1191 30 5194 6155 0161 60 20107 19138 0169

2 6110 8117 2107 31 6168 7109 0141 61 13121 10195 2126

3 4171 5197 1126 32 6144 6164 0120 62 20127 19105 1122

4 4100 6123 2123 33 7198 8115 0117 63 18178 17180 0198

5 5186 7160 1174 34 19113 20142 1129 64 18107 18155 - 0148

6 6126 6145 0119 35 17107 17187 0180 65 17121 16152 0169

7 3157 4153 0196 36 24151 30154 6103 66 7110 6167 0143

8 3154 4147 0193 37 2141 2159 0118 67 24121 23199 0122

9 4156 4192 0136 38 0190 0183 - 0107 68 20112 19139 0173

10 2156 2197 0141 39 2110 2159 0149 69 26195 27113 - 0118

11 10130 12107 1177 40 6198 7122 0124 70 18195 18143 0152

12 2124 2154 0130 41 20198 21188 0190 71 13101 12160 0141

13 8188 9107 0119 42 10136 11138 1102 72 26198 27101 - 0103

14 1182 2105 0123 43 8197 9163 0166 73 21151 22158 0193

15 4167 5123 0156 44 2148 2141 - 0107 74 29112 28193 0119

16 5105 6161 1156 45 5112 5153 0141 75 21198 31112 - 9114

17 5123 6188 1165 46 21134 23165 21231 76 13132 11101 1131

18 5141 7114 1173 47 8112 8133 0121 77 11101 9131 1170

19 3143 4151 1108 48 16125 16146 0121 78 14165 14105 0160

20 6186 8170 1184 49 10158 10167 0109 79 23110 22170 0140

21 3190 4121 0131 50 1121 1117 - 0104 80 14112 13177 0135

22 2195 3131 0136 51 0151 0148 - 0103 81 31186 31139 0147

23 4160 5130 0170 52 10198 11106 0108 82 23156 24115 - 0159

24 4194 6130 1136 53 14198 15113 0115 83 31123 30143 0180

25 6123 8152 2129 54 13125 13156 0131 84 17112 16179 0133

26 3181 4172 0191 55 5141 5121 - 0120 85 17124 17152 - 0128

27 3159 4170 1111 56 10168 11117 0149 86 1195 1154 0141

28 4166 5192 1126 57 34138 34135 - 0103 87 12110 11151 0159

29 5178 7182 2104 58 28164 28183 0119

59 14168 14164 - 0104

�d 1115 0159 0132
S
d 0169 1116 2117
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佐匹克隆原料及片剂有关物质的 HPLC测定

刘惠军,吴丽红 (上海市松江食品药品检验所,上海 201600)

摘要: 目的  建立 HPLC测定佐匹克隆原料及片剂的有关物质。方法  采用 Phenom enex C18柱, 以乙腈-混合溶液 [含 81 1 g#

L- 1十二烷基磺酸钠 ( SDS)和 116 g# L- 1磷酸二氢钠, 用 10%磷酸调至 pH 315] ( 40B60)为流动相, 检测波长为 303 nm。结果

 佐匹克隆的定量限和检测限分别为 33和 11 ng。结论  本方法准确、简便、专属性强 ,可用与药品质量控制。

关键词: 佐匹克隆;有关物质; 高效液相色谱法; 测定

中图分类号: R917   文献标识码: A   文章编号: 1001- 2494( 2008) 12- 0954- 03

Determ ination of Related Substances of Zopiclone and Its Tablets by HPLC

LIU Hu-i jun, WU L-i hong( Shanghai Songjiang Institute for F ood and Drug Control, Shanghai 201600, China)

ABSTRACT: OBJECTIVE To establish a HPLC m ethod for the determ ination of re la ted substances of zop ic lone and its tab le ts1

METHOD S A phenom enex C
18

column w as used w ith the m ob ile phase of ace ton itrle bu ffer( consisted o f 811 g# L- 1 SDS and 11 6

g# L- 1 sod ium d ihydrogen pho sphate, ad justed to pH 31 5 w ith 10% phosphor ic acid) ( 40B60), a t the detection w aveleng th o f 303

nm1 RESULTS The quantita tion and detection lim its w ere 33 and 11 ng, respective ly1CONCLUSION  This m ethod is accurate,

simp le and selectiv e for the quality evalua tion and control 1
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  佐匹克隆是吡咯环酮类短效催眠药, 用于治疗

失眠症。佐匹克隆对光不稳定,光照下逐渐变色,并

产生降解产物。国家药品标准
[ 1 ]
采用紫外分光光

度法和 TLC法分别测定佐匹克隆含量及其有关物

质。本实验参照 5欧洲药典 62005年第 4版
[ 2]
, 建立

了 HPLC测定佐匹克隆的有关物质,并与 TLC法测

定结果进行比较,结果表明, 本法灵敏度更高、专属

性更强。

1 仪器与试药

1100型高效液相色谱仪 (包括 VWD紫外检测

器、1100型自动进样器、1100化学工作站 ) ( Ag ilent

公司 )。

佐匹克隆原料 (批号 070602、070701,上海华氏制

药有限公司,含量均大于 9910%;批号 061201,上海得

一医药有限公司, 含量大于 9915% ); 佐匹克隆片剂

(批号 980801、041001、070702, 上海华氏制药有限公

司,规格 715mg); 片剂空白辅料适量 (上海华氏制药

有限公司 );乙腈为色谱纯,其他均为分析纯。
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