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"#$%#&'法测定人血清中苦参碱浓度的方法学研究

"

!黄阿农!!浙江省永康市第一人民医院药剂科!永康 ()*(++"

摘要!目的!建立一种简易的方法测定成人血清中苦参碱的含量"便于临床药物浓度监测# 方法!采用 ,-./0123456 '

*7

色谱柱

$)8+ 99:;<= 99"8

!

9%"流动相为$+<+* 9>3?&%磷酸二氢钾溶液$甲醇$磷酸$((@=A@+<+*%"流速为 *<+ 9&&92B

C*

"检测波长

为 ))D B9# 结果!苦参碱保留时间为 8<) 92B"标准曲线的线性范围为 +<+=)8 E;<+

!

F&9&

C*

"!G+<DDD ="苦参碱的高'中'低

日间'日内变异系数均在 *+H以下"回收率ID+H# 结论!本法简便'快速重现性好"灵敏度高"可用于人血清中苦参碱药物含

量检测及应用于临床治疗药物监测#

关键词!苦参碱(反相高效液相色谱法(血清浓度

中图分类号!")7;J*!!文献标识码!K

!!苦参碱!9LM02B/"是从豆科槐属植物山豆根!1>$

.,>0LM>BN2B/B121FLFB/."分离提取的氧化苦参碱和

极少量槐果碱的混合物#具有抗炎$抗病毒$免疫机

制和抗肿瘤等作用#近年来发现它对病毒性肝炎亦

有明显治疗作用%*#)&

' 对苦参碱进行临床药物治疗

血药浓度监测非常有助于个体化治疗#但目前国内

目前尚缺乏测定苦参碱血药浓度的简单易行方法#

给临床合理用药造成一定困难' 因此#本文对针对

国外相关文献报道的方法加以改进%(#;&

#采用高效

液相色谱法建立简单有效的苦参碱血药浓度检测方

法#非常有助于该药的临床药物治疗监测及个体化

用药% 8 &

'

*!材料与仪器

*<*!药品与试剂!苦参碱标准品由温州市华基化

工有限公司提供#甲醇为%#&'专用色谱醇#磷酸二

氢钾和磷酸为分析纯试剂#水为去离子重蒸馏水

!用前过滤"#标准空白人血清由中国药品检定所提

供'

*<)!仪器!美国 OLM/01高效液相色谱仪!包括

OLM/01=++ 型 %#&'泵#OLM/01)DD= #K5型紫外检

测仪#OLM/01=++ 柱温控箱等"(P9.>Q/0#0>色谱数

据工作站(*+++$)++$)+

!

3微量注射器(8+

!

3进样

器(旋涡混合器(离心沉淀器'

*<(!色谱分析条件!色谱柱为 ,-./0123456 '*7

色谱柱!大连依利特公司 )8+ 99:;<= 99#8

!

9"(

流动相为 +<+* 9>3)&

C*磷酸二氢钾溶液$甲醇$磷酸

!((@=A@+<+*"(流速为 *<+ 9&)92B

C*

(检测波长为

)+8 B9(柱温为 (+ R'

*<;!标准溶液的配制!精密称取苦参碱标准品

8<+ 9F#用甲醇配制含苦参碱 *++

!

F)93

C*的对照

品贮备液(取适量贮备液#用甲醇精密稀释成 *+

!

F)93

C*的苦参碱标准品液#低温避光储存'

*<8!样品预处理!取血清 +<8 93加入一定量样品

标准液!*+

!

F)93

C*

"#加甲醇 +<( 93#加 +<* 9>3?&

盐酸 8

!

3漩涡混匀#; R离心!( +++ 0)92B

C*

"*+ 分

钟' 取上清液CA+ R冻存待测定'

*<=!%#&'方法专属性!分别取样品血清$空白血

清$标准品溶液 8

!

3进样#苦参碱保留时间为 8<)

分钟左右#无杂峰干扰测定' 血清中苦参碱能得到

较好的分离#与苦参碱对照品基本一致#故在此条件

下所测的结果能代表原药浓度'

)!结果

)<*!线性关系与灵敏度!取空白试管分别加入不

同量的对照品溶液#再加入血清 +<8 9&#配成 ;<+$

)<+$*<+$+<8$+<)8$+<*)8$+<+=) 8

!

F)9&

C*

A 份标

准浓度溶液#按上述*样品预处理方法+进行操作#

取 (+

!

3进样#以样品浓度!""与样品峰面积!#"作

线性回归#线性范围为 +<+=)8 E;<+

!

F)9&

C*

#回归

方程为 #G+<+8"S+<+( C)<A($!!G+<DDD =#%T

+<+8"#最低检测浓度为 +<+=)8

!

F)9&

C*

#最低检测

)+A)

!&'()*+'&,-.)(/ ,01.(2'1',)(/ 34')565752'3')5
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限为 )<AD BF'

)<)!回收率测定!取空白试管加入不同量的对照

品溶液#再加入血清 +<8 9&#使血清浓度分别为

+<*)8$+<8 和 )<+

!

F)9&

C*

#按*样品预处理方法+

进行操作#记录样品峰面积#同时以相同浓度标准对

照品直接进样的峰面积进行回收率计算#结果见表

*'

表 *!血清中苦参碱回收率试验$

#

"U8"9 G8%

浓度?

!

F)9&

C*

* ) ( ; 8

#

"U8

+<*)8 +<D7 +<D) +<D= +<D; +<D+ +<D; U+<+(

+<8 +<D+ +<7D +<D= +<D) +<D; +<D) U+<+(

) +<D* +<D( +<D) +<D; +<D8 +<D( U+<+)

!!由表 * 可见#低$中$高浓度苦参碱回收率均在

D+H以上#提示该法的提取回收率符合生物样品分

析要求'

)<(!精密度试验!取空白试管分别加入不同量的

对照品溶液#加入 +<8 9&血清#使血清药物浓度分

别为 )<+$+<8 和 +<*)8

!

F)9&

C*

#按*血清样品提取

与分离+操作#计算日内变异和 8 天内日间变异!表

)"' 由表 ) 结果可见#高$中$低三个浓度日内及日

间变异均T7H'

表 )!苦参碱的精密度试验 $

#

"U8"9 G8%

加入浓度
!

!

F)9&

C*

"

日内变异

+<*)8 +<8 )<+

!

日间变异

+<*)8 +<8 )<+

检测浓度
!

!

F)9&

C*

"

+<*)) +<8* )<+8 +<*)) +<8* )<+8

+<**A +<;7 )<*( +<*)7 +<;= *<D;

+<**( +<;D )<+7 +<**; +<;; )<)*

+<*); +<8) *<D; +<*)D +<;7 *<D)

+<*)= +<8* *<DD +<** +<8* )<+D

#

"U8 +<*)+ U+<++8 +<;D U+<+) )<+;* U+<+A +<*)+ U+<++7 +<;7 U+<+( )<+; U+<*)

.62!H" ;<) ;<* (<; =<A =<( 8<D

(!讨论

本实验建立了血清中苦参碱的高效液相检测方

法' 保留时间为 8<) 分钟左右#最低检测浓度

+<+=)8

!

F)9&

C*

#最低检测限为 )<AD BF#线性范围

在 +<+=)8 E;<+

!

F)9&

C*

#标准曲线为 #G+<+8"S

+<+( C)<A($!!G+<DDD =#%T+<+8"#回收率高于

D+H#日间$日内变异系数均在 *+H以下#符合生物

样品分析要求#可用于临床药物治疗监测'

本研究比较了不同系统和比例的流动相#如甲

醇$!+<+*9>3?&"磷酸二氢钾溶液#甲醇$!+<+* 9>3?

&"磷酸二氢钾溶液$磷酸' 结果表明#以甲醇$!+<+*

9>3?&"磷酸二氢钾溶液$磷酸!((@=A@+<+*"为流动

相时色谱峰比文献报道%=&选择乙醇和三乙胺时较

好且峰形不受其他杂质峰干扰#'

在检测波长的选择方面#紫外扫描显示#在 )++

E;++ B9波长处有三个比较大吸收峰#波长分别为

)+8$))D 和 (+= B9#为了提高分析检测的灵敏度#利

用二极管阵列检测器具有同时监测多波长的优点#

在本研究的条件下把波长定在 ))D B9时峰形最好#

杂质干扰最少#灵敏度最高'

加样回收率研究中#甲醇提取效果明显优于乙

醚$二氯甲烷$二氯甲烷与环己烷#提取过程中加入

+<* 9>3?&盐酸对苦参碱的色谱行为影响很大#加入

适量的盐酸可改善苦参碱色谱峰的拖尾现象$延长

出峰时间#使峰形对称#并且明显提高了加样回收

率#但是盐酸量过大和过小都会影响到回收率' 另

外#经实验#对照品及样品溶液采用棕色容量瓶低温

贮存#测定结果比较稳定'

在**<( 色谱分析条件+ 中#除上述 %-./0123

456 '*7 色谱柱!)8+ 99:;<= 99#8 V9"柱外#还

使用 #/B>9/B/W'*7 色谱柱!)8+ 99:;<= 99#8

V9"柱$X0>9L123'*7 色谱柱!)8+ 99:;<= 99#8

V9"柱在不同时间#经不同试验人员#对本品进行检

测#发现使用%-./0123456 '*7 柱时#柱峰峰形最为

理想#耐用性比较好#符合测定的要求'
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