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摘　要　建立了血浆中溴新斯的明的反相离子对高效液相色谱测定方法。血浆样品加沉淀剂苦味酸

氢氧化钠溶液, 旋涡离心, 经四丁基氯化铵萃取后取上清液进样测定。色谱柱为 lichrospher C18

( 4. 6mm×250mm , 5�m) ; 流动相为庚烷磺酸钠溶液 ( 0. 01mol/ L , 磷酸二氢钠 0. 013mo l/ L , 用磷酸调节

pH 3. 0)∶乙腈= 77∶23, V / V ;紫外检测波长 260nm; 流速 1. 0mL / min; 柱温为 30℃。血浆中溴新斯的明的

检出限为0. 005mg/ L , 定量下限为 0. 01mg / L。血浆中溴新斯的明的线性范围为 0. 05—10. 0mg / L ,

r= 0. 9991。本方法准确、专属性强, 适用于血浆中溴新斯的明的浓度测定。
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1　引言
溴新斯的明( Neostigmine bromide)具有可逆性胆碱酯酶抑制作用, 存在于胆碱能神经末梢, 可

以兴奋平滑肌、骨骼肌,临床用于治疗重症肌无力,手术后腹部胀气和尿潴留,还可以治疗视神经萎

缩,青少年假性近视等。

目前国内外关于注射剂和滴眼剂中溴新斯的明的含量测定已有文献报道
[ 1—3]

, 但有关其血浆

中含量检测方法的研究非常少。本文用苦味酸沉淀血浆,四丁基氯化铵萃取溴新斯的明,并以庚烷

磺酸钠作为离子对试剂,采用反相离子对高效液相色谱-紫外检测法对血浆中溴新斯的明进行分

析。本方法能很好地将溴新斯的明从血浆样品中提取出来,并能很好地将药物与血浆中的内源性物

质分离, 方法准确,专属性强, 重现性好,可以实现体内药物定量检测。

2　实验部分

2. 1　仪器、试剂及样品

LC-2010A HT 高效液相色谱仪器(日本岛津公司) ; T GL-16B 高速台式离心机(江苏省金坛市

大地自动化仪器厂) ; pHS-3C型 pH 测定仪(上海精科仪器有限公司) ; AB204-E电子分析天平(瑞

士 Mett ler Toledo 仪器公司) ;单道可调量程微量移液器(芬兰 Dragon公司) ; XW-80A Vortex 旋涡



混合器(上海精科实业有限公司)。

溴新斯的明对照品(纯度 99. 6% ,武汉远城科技发展有限公司) ;溴吡斯的明(纯度 99. 6%, 武

汉远城科技发展有限公司) ;甲醇、乙腈、庚烷磺酸钠为色谱纯;其他试剂均为分析纯。实验用水为超

纯水由 Milli-Q 超纯水系统(美国 Millipore 公司)制备。

2. 2　实验方法

2. 2. 1　色谱条件 [ 4]

色谱柱: lichrospher C18( 4. 6mm×250mm , 5�m) ; 流动相: 庚烷磺酸钠溶液( 0. 01mol/ L ,磷酸二
氢钠0. 013mol/ L , 用磷酸调节 pH 3. 0)∶乙腈= 77∶23, V / V ;内标溶液:溴吡斯的明( 640�g / mL) ;
检测波长: 260nm ;流速: 1. 0mL/ min; 柱温: 30℃;进样量: 20�L。

2. 2. 2　对照品溶液的配制

准确称取溴新斯的明标准品 20mg, 用超纯水溶解制备成含 200 mg/ L 溴新斯的明的标准品贮

备液,于 4℃冰箱中保存。临用时,准确吸取贮备液适量,用超纯水稀释至所需浓度,即为溴新斯的

明对照品溶液。

2. 2. 3　血浆样品预处理

准确吸取 200�L 血浆样品,加入 20�L 内标溶液( 640�g/ mL) , 再加入 0. 1mol/ L 苦味酸氢氧化

钠溶液( pH 7. 0) 100�L、0. 1mol·L - 1磷酸二氢钠溶液 80�L、水饱和二氯甲烷 2. 4mL,涡旋 5min,

3000r/ min离心 10m in,有机相移至 15mL 离心管中,加入 0. 1mol/ L 四丁基氯化铵溶液 200�L, 旋
涡混合 30s, 3000r/ min离心 2min 取上层水相挥干后加入 100�L 流动相复溶,涡旋 1min,准确吸取

上清液 20�L 进样分析。

3　结果与讨论

3. 1　实验方法的选择

3. 1. 1　沉淀剂的选择

溴新斯的明的结构如图 1,为离子化合物,易溶于水, 故采用液-液萃取方式将其自血浆中萃取

出来。实验中首先考察了仅用有机溶剂作为沉淀剂对血浆样品提取的影响,共考察了 3种有机沉淀

剂:甲醇,乙腈和V (乙腈)∶V (甲醇) = 1∶1混合溶液, 沉淀剂的用量均为血浆体积的 2倍。结果表

明,溴新斯的明受杂质干扰严重,无法定量测定。参考文献[ 5] , 采用 0. 1mol/ L 苦味酸氢氧化钠溶

液( pH 7. 0)沉淀蛋白, 用水饱和二氯甲烷萃取药物,再用 0. 1mol/ L 四丁基氯化铵溶液复萃取。因

其为铵盐, 呈弱碱性,易溶于稀酸, 故采用在酸性条件下沉淀蛋白, 液-液萃取蛋白的方法进行血浆

样品预处理。溴新斯的明与血浆中的杂质得到了很好的分离,可以定量测定。

图 1　溴新斯的明的分子结构( C12H19BrN 2O2, 303. 20)
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图 2　溴新斯的明的紫外扫描光谱

3. 1. 2　波长与流动相的选择

准确称取溴新斯的明标准品 20mg ,加水配制成

浓度约 200mg / L 的溶液, 以水为空白, 按紫外分光

光度法
[ 6]
(中国药典 2005 版二部附录 IVA ) 在

200—400mn范围内进行紫外扫描,溴新斯的明的最

大吸收波长 260nm。因此采用紫外分光光度法选择

260nm 波长为检测波长测定溴新斯的明的含量, 光

谱见图 2。溴新斯的明的极性较强,在常规的反相柱

上保留很弱, 因此本法加入庚烷磺酸钠作为离子对

试剂,使溴新斯的明与其形成中性的分子态物质,进

而增强溴新斯的明在柱子上的保留能力,使药物峰能够与血浆中的内源性杂质较好分离,并且药物

峰的峰型也可以得到改善。以庚烷磺酸钠为离子对试剂, 采用反相离子对高效液相色谱对其血浆样

品进行分离, 预实验检测结果较好。在此基础上,进一步考察了流动相中庚烷磺酸钠溶液和乙腈的

比例对溴新斯的明分析的影响。发现两者体积比为 77∶23时,药物和内标分离度好。而流动相的

pH 对溴新斯的明分析也有影响,当流动相 pH 为 4. 0时,出锋时间延后且拖尾严重,随着 pH降低,

至 3. 0 时 药 物 和 内 标 峰 形 均 较 尖 锐。因 此, 实 验 最 终 选 择 庚 烷 磺 酸 钠 溶 液

( pH 3. 0)∶乙腈= 77∶23, V / V 为流动相。

3. 2　方法专属性考察

在“2. 2. 1”的色谱条件下,测定空白血浆, 空白血浆加溴吡斯的明, 及血浆样品的色谱图。由

图 3可见, 溴新斯的明与内标和血浆中其他内源性杂质峰分离良好,溴新斯的明峰保留时间约为

8. 0min,内标溴吡斯的明的保留时间约为 5. 3min。

图 3　血浆中溴新斯的明及内标溴吡斯的明的色谱图

a——空白血浆; b——空白血浆+ 溴吡斯的明; c——血浆样品。

1——溴吡斯的明; 2——溴新斯的明。

3. 3　线性范围与检出限

准确吸取200�L 空白血浆,分别加入内标溶液 20�L,准确量取溴新斯的明储备液适量,配成血
浆中药物质量浓度分别为 0. 05, 0. 1, 0. 5, 1. 0, 2. 5, 5. 0, 10. 0mg / L 的系列标准血浆样品。按

“2. 2. 3”血浆样品预处理的方法操作, 吸取 20�L 上清液进样分析,记录峰面积。以溴新斯的明的质
量浓度 C 为横坐标, 溴新斯的明的峰面积与内标溴吡斯的明的峰面积比值 R 为纵坐标, 进行线性
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回 归, 得校 准 曲 线 方程 R = 0. 0295C+ 0. 0811, r= 0. 9991。结 果表 明, 溴 新 斯 的 明 在

0. 05—10. 0mg/ L浓度范围内线性关系良好。

该色谱条件下,溴新斯的明的检出限按照信噪比为 3( S/ N = 3)时的浓度计算,为 0. 005mg/ L ,

定量下限按照信噪比为 10( S/ N = 10)时,为 0. 01mg / L。

3. 4　回收率与精密度

配制含药低、中、高 3种不同浓度( 0. 1, 2. 5, 10. 0mg/ L )的血浆样品,按“2. 2. 3”血浆样品处理

方法操作,取 20�L 上清液进样。每个浓度制 5份,处理后的样品置于- 20℃冰箱中保存,于一日内

不同时间点进样测定, 得到日内精密度;每个浓度每日进样一次,连续进样 5d,计算日间精密度。进

样测定峰面积并代入回归方程,计算溴新斯的明的浓度,以测得值与加入值之比计算相对回收率。

结果见表 1。

表 1　溴新斯的明在血浆中的日内、日间精密度与相对回收率 ( n= 5)

理论浓度

日内精密度

实测浓度

( mg/ L)

RSD

( % )

日间精密度

实测浓度

( mg/ L)

RSD

( % )

方法回收率

( % )

0. 1 0. 090±0. 008 8. 9 0. 088±0. 008 9. 5 91. 52±3. 1

2. 5 2. 44±0. 085 3. 5 2. 37±0. 194 8. 2 97. 44±1. 2

10. 0 9. 73±0. 156 1. 6 9. 69±0. 116 1. 2 97. 26±2. 0

3. 5　样品稳定性考察

将含溴新斯的明质量浓度为 10. 0 mg/ L 的血浆样品, - 20℃和反复冻融条件下(每次冰冻 2h,

取出后于20℃±0. 5℃下放置 0. 5h)存放不同时间后,按“2. 2. 3”血浆样品预处理方法操作,测定溴

新斯的明含量,以考察血浆样品放置的稳定性, 结果见表 2。

表 2　含溴新斯的明血浆样品的稳定性 ( n= 5)

存放条件 时间
测得值

( �g/ mL )

RSD

( % )
存放条件 次数 n

测得值

( �g/ mL)

RSD

( % )

0h 9. 82±0. 163 1. 7 1 9. 86±0. 197 2. 0

室温 6h 9. 62±0. 284 3. 0 冻融实验 2 9. 69±0. 248 2. 6

12h 9. 54±0. 448 4. 7 3 9. 53±0. 435 4. 6

0d 9. 73±0. 156 1. 6

- 20℃ 5d 9. 65±0. 196 2. 0

10d 9. 46±0. 378 4. 0

4　结论
实验结果表明,用苦味酸作沉淀剂,四丁基氯化铵为萃取剂,庚烷磺酸钠作为离子对试剂,采用

反相离子对高效液相色谱-紫外检测法测定血浆中溴新斯的明的含量, 检测波长 260nm, 能够保证

药物有较高的灵敏度, 方法简便、快捷、线性关系良好、重现性好、专属性好、准确度高,能够满足对

血浆中溴新斯的明的含量测定要求。
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Determination of Neostigmine Bromid in Plasma by Reversed Phase

Ion-Pair High Performance Liquid Chromatography

X IONG Hua-Rong　T AN Qun-You
a
　L I Yi　HU Ni-Ni　ZHANG Jing-Qing

(M ed icine Engineering R esearch Center, K ey Laborator y of Biochemical & M olecular P harmacology,

Chongqing M edical Univ ersit y, Chongqing 400016, P . R. China)

a(Dap ing H osp ital & Research I nst itute of S urgery , Third M ilitary M edical Univ ersit y, Chongqing 400042, P . R. China)

Abstract　Neostigmine bromide in plasma w as precipitated w ith picric acid sodium hydrox ide

solution before vortex, and w as ex tracted w ith tet rabuty lammonium chloride. Af ter cent rifuging , the

supernatant w as determined by reversed phase ion-pair HPLC with a lichrospher C18 column

( 4. 6mm×250mm, 5�m) , and 77% 0. 01mol/ L heptane-1-sulfonic acid sodium salt solution ( pH was

adjusted to 3. 0) and 23% acetonitrile as mobile phase. The detect ion w avelength w as 260nm , f low

rate w as 1. 0mL/ min and the column tempreture w as 30℃. T he detect ion lim it of neost igm ine

bromide w as 0. 005mg/ mL, the quant itat ion limit of neostigmine brom ide in plasma w as 0. 01mg/ L .

The linear range of the neost igmine bromide plasma was 0. 05—10. 0mg/ L , w ith r = 0. 9991. The

method is rapid, accurate for determinat ion of neostigmine brom ide in plasma.

Key words　Reversed Phase Ion-Pair High Performance Liquid Chromatography ; Neost igm ine

Bromide; P lasma Sample
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