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摘要  目的: 建立人血浆中多沙唑嗪浓度的高效液相色谱 -荧光检测方法。方法: 以特拉唑嗪为内标。血浆样品经碱化后用

乙醚萃取。采用 SupelcosilABZ+ PLUS C18色谱柱 ( 250 mm @ 416 mm, 5Lm ) , 20 mm o l# L- 1磷酸盐缓冲液 -乙腈 ( 67B33)为流

动相, 流速为 1120 mL# m in- 1, 荧光检测波长为 Kex = 335 nm, Kem = 390 nm,进样量为 50LL。结果: 在 11 0~ 5010 Lg# L- 1浓度

范围内, 测定方法具良好的线性关系, 线性方程为: A = 01 1639C - 010253( r= 01 9998), 准确度和精密度符合生物样品分析要

求, 最低定量浓度为 11 0Lg# L- 1。结论: 本测定方法具灵敏度高、准确和快速的优点, 可用于甲磺酸多沙唑嗪人体药代动力

学和生物等效性研究。
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HPLC determ ination of doxazosin in human plasma

w ith fluorescence detection
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Abstract Objec tive: To establish a simp le, sensitive and rap id RP- HPLC w ith fluorescence detectionmethod for

determ ination o f doxazosin in human p lasm a. M ethods: Terazosin w as used as the internal standard. The plasma

samp les w ere extracted w ith ether. The so lventwas evaporated to dryness at40 e in w ater bath. The SupelcosilABZ

+ PLUS C18 co lumn ( 250 mm @ 416 mm, 5 Lm ) w as used ana lytical column. The mobile phase consisted of 20

mmo l# L
- 1

po tassium d ihydrogenphosphate solution- aceton itrile ( 67B33 ) w ith a flow rate o f 1120mL# m in
- 1
.

The fluorescence detectorw ere set atKex = 335 nm, Kem = 390 nm. The in jection vo lum ew as 50 LL. Results: A good

linear relat ionship w as obtained betw een the peak area ration o f doxazosin / terazosin and the concentrat ion of doxazo-

sin over the rang o f 110 to 5010 Lg# L
- 1
. The linear equation w asA = 011639C - 010253( r= 019998 ). The lim it

of quantitative concentrat ion w as 110 Lg# L
- 1
. Conclusion: The method is sensitive, accurate and simple for the

determ ination o f doazosin in human p lasm a. It is su itab le for the pharmacok inetic and bioequ iva lence studies o f

doxazosin in human.
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  甲磺酸多沙唑嗪 ( doxazosin mesilate)为喹唑啉

衍生物, 具高度选择性 ( A1 -肾上腺素能受体拮抗

作用, 其降压作用与哌唑嗪相似, 但持续时间较长,

能维持 24 h以上,每日只需给药 1次; 具有调节血

脂的作用,可降低血总胆固醇和低密度脂蛋白,提高

高密度脂蛋白;能抑制去甲肾上腺素所致的前列腺

组织痉挛,从而可以改善前列腺肥大患者的尿流动

力学及临床症状。临床上主要用于轻中度原发性高

血压和良性前列腺增生的治疗。本品与其他 A1 -

肾上腺素能受体阻滞药相比,不良反应发生率低、程

度轻,具良好的耐受性
[ 1~ 3]
。多沙唑嗪血药浓度的

测定方法国内报道的为 HPLC- 紫外检测法
[ 3]

, 但

其检测的灵敏度低,不适用于人体药动学研究;国外

文献报道的有 RP- HPLC荧光测定法
[ 4 ~ 6 ]

,但方法

样品处理烦琐,操作复杂,费时且灵敏度低。为开展

甲磺酸多沙唑嗪在我国人体的药代动力学研究及其

制剂的生物利用度试验, 本文建立了一种灵敏、准
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确、简便快速测定血浆中多沙唑嗪含量的 RP -

HPLC荧光检测法, 并已将此法应用于健康志愿者

口服甲磺酸多沙唑嗪片剂的药代动力学研究。

1 仪器与试药
美国 Beckman HPLC仪 ( 125型泵, 7725 i型进

样阀 ) ; 日本 Sh imadzu RF - 535型荧光检测器;

Beckman Gold system色谱数据处理系统, HP 5- 166

计算机; XW - 80A旋涡混合器 (上海医科大学仪器

厂 ) ; 80- 2离心机 (上海手术器械厂 ) ; PHS- 9V型

酸度计 (杭州华光无线电厂 ); 电热恒温水浴锅 (江

苏省医疗器械厂 ) ; 可调微量吸液器 ( SOCOREX,

Sw itzerland)。

多沙唑嗪对照品 (纯度: 9912% ,批号: 970502,

上海中华制药厂提供 ) , 内标特拉唑嗪对照品 (纯

度: 9917%,批号: 970807)由中国科学院上海生理研

究所提供。甲醇和乙腈 (HPLC级, 美国 Fisher公

司 ) ;乙醚、磷酸二氢钾、磷酸和氢氧化钠均为国产

市售分析纯试剂;自制纯化水。

2 方法与结果
211 色谱条件  Supelcosil ABZ+ PLUS C18色谱柱

( 250 mm @ 416 mm, 5 Lm ) ( Supelco Inc. , U. S.

A. ) ;流动相为 20 mmo l# L
- 1
磷酸盐缓冲液 ( pH

3150) -乙腈 ( 67B33) ,流速为 1120 mL# m in
- 1
,荧

光检测波长 Kex为 335 nm, Kem为 390 nm,进样量为

50 LL。

212 溶液的配制  精密称取多沙唑嗪对照品 10

mg,用甲醇溶解在 100 mL量瓶中, 配制成 011 g#

L
- 1
的对照品储备液,用甲醇稀释成各种浓度的多沙

唑嗪对照品溶液;精密称取内标特拉唑嗪 10mg,用

甲醇溶解在 100mL量瓶配制成 011 g# L
- 1
的内标

储备液,用甲醇稀释得浓度为 50 Lg# L
- 1
的溶液作

为内标溶液。

213 样品预处理
血浆 0150 mL, 加内标溶液 0110 mL ( 50 Lg#

L
- 1

), 加 2100 mol# L
- 1
氢氧化钠溶液 0110 mL,混

匀, 加乙醚 5100 mL, 振摇 2 m in, 离心 ( 4000 r#

m in
- 1

) 5 m in, 吸取上层有机相 4150 mL于 10mL尖

底离心管中, 40 e 水浴中蒸干后,加入 100 LL流动

相溶解,取 50 LL进样。

在本文的色谱条件下,多沙唑嗪和内标与血浆

中的杂质分离较好, 保留时间 ( tR )分别为 214, 515
m in,血浆中的杂质及代谢产物均不干扰分析测定,

空白血浆、多沙唑嗪加入空白血浆和血浆样品的色

谱图见图 1。

图 1 人血浆中多沙唑嗪色谱图

Fig 1 HPLC ch rom atogram s of doxazos in in hum an p lasm a

A.空白血浆 ( b lank hum an p lasm a )  B120 Lg# L- 1多沙唑嗪和 5 Lg#

L- 1内标在空白血浆中 ( 20 Lg# L- 1 doxazosin and 5 Lg# L- 1 in ternal

standard in b lank plasm a)  C.受试者口服 2m g甲磺酸多沙唑嗪片剂后 1

h的血浆样品 ( p lasm a sam p le of volun teer 1 h after oral adm in istrat ion of 2

mg doxazos in tab lets )

1.内标 ( intern al standard )  2.多沙唑嗪 ( doxazosin )

214 标准曲线与线性范围  用空白血浆配制多沙

唑嗪浓度为 110, 210, 510, 1010, 2010, 5010 Lg# L
- 1

的对照品血浆,按 / 2130项下方法操作, 在上述色谱

条件下测定多沙唑嗪的峰面积。以浓度 C ( Lg#

L
- 1

)为横坐标,多沙唑嗪与内标的峰面积比值 A 为

纵坐标,线性回归后,回归方程为:

A = 011639C- 010253 r= 019998( n = 4)

表明在 110 ~ 5010 Lg# L
- 1
浓度范围线性关系良

好。血浆中多沙唑嗪的最低检测浓度为 015 Lg#

L
- 1

(以信噪比\ 3计 ) ,最低定量浓度为 110 Lg#

L
- 1
。

215 回收率和精密度试验  在多沙唑嗪浓度为

110~ 5010 Lg# L
- 1
范围内,方法回收率为 9010% ~

10510%。以 110, 1010, 5010 Lg# L
- 1
3种浓度进行

日内测定和日间测定, 结果见表 1。对多沙唑嗪浓

度为 110, 1010, 5010 Lg# L
- 1
的对照品血浆按上述

测定方法测定 3次,平均峰面积与多沙唑嗪储备液

用流动相稀释成相同浓度直接进样的峰面积比较,

求得多沙唑嗪的萃取回收率分别为 8812%,

9010% , 8615%。
216 稳定性试验  取空白血浆精密加入多沙唑嗪

储备液,用甲醇制成浓度为 110, 1010, 5010 Lg# L
- 1

的对照品血浆,置 - 20 e 条件存放, 于第 7, 14, 30 d

冻融后,按 / 2130项下方法操作进行测定, 计算多沙

唑嗪的浓度,并与第 1 d的测定值比较,结果测定值

偏差均小于 10%, 表明样品在 - 20 e 条件存放稳定

性较好。
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表 1 HPLC法测定血浆中多沙唑嗪的方法回收率和精密度 (x ? s, n= 6)

Tab 1 The recovery and precision of doxazosin in p lasma byHPLC m ethod

加入值

( added)

/L g# L - 1

日内 ( w ith in- day) 日间 ( between- day)

测定值

( measured) /L g# L - 1

回收率

( recovery ) /%

RSD

/%

测定值

( measured) /Lg# L- 1

回收率

( recovery) /%

RSD

/%

1100 1109 ? 01 03 10910 516 1114 ? 0113 11410 121 6

10100 9179 ? 01 58 9719 619 9144 ? 0172 9414 81 7

50100 48137 ? 1192 9617 518 47113? 2190 9413 71 3

217 方法应用
12名男性健康志愿者禁食 12 h后空腹口服甲

磺酸多沙唑嗪片剂 1片 ( 2 mg) ,于服药前和服药后

0150, 110, 115, 210, 310, 410, 510, 610, 1210, 2410,
4810, 7210 h, 取上臂静脉血每次 310 mL, 用 EDTA

钾抗凝,静止后离心分离出血浆,用本法测定服药后

血浆中多沙唑嗪浓度。 12名健康志愿者空腹口服

多沙唑嗪片剂 2mg后的平均血药浓度 - 时间曲线

见图 2。

图 2 12名健康志愿者口服 2m g甲磺酸多沙唑嗪片剂后的血药浓

度 -时间曲线

Fig 2 M ean drug plasm a con cen tration- t im e curve of doxazos in in 12

healthy volunteers after oral adm in istrat ion of 2 mg doxazos in m esilate

tablets

12名中国健康人单剂量口服多沙唑嗪片剂 2

mg的药时曲线符合线性一级动力学二室模型, 从图

2中可知, 12名健康志愿者的血药浓度经时变化趋

势基本相似,口服后吸收较慢,达峰浓度时间为 2 h

左右, 消除半衰期较长,由此表明多沙唑嗪在中国人

中药理作用起效较慢,维持作用时间较长。

3 讨论

本文采用了 ABZ + PLU S ODS C18色谱柱, 20

mmo l# L
- 1
磷酸钾二氢缓冲液 ( pH 3150) -乙腈 ( 67

B33)作为流动相, 多沙唑嗪和同是喹唑啉衍生物的

内标特拉唑嗪分离完全, 峰形好, 进样后分析时间

短,在 8 m in内就可完成测定。国外文献报道
[ 5]
用

甲醇和戊烷磺酸钠作为流动相,但色谱峰拖尾严重,

加入四丁基氢氧化铵后峰形改善。实验中我们发

现,用甲醇、戊烷磺酸钠和四丁基氢氧化铵作为流动

相, 对柱效影响很大, 降低色谱柱使用寿命, 用 20

mmo l# L
- 1
的磷酸二氢钾缓冲液和乙腈用作流动

相, 不必添加四丁基氢氧化铵就可得到较好的峰形

和色谱图。有机相采用乙腈与甲醇相比分离好、用

量比例低、出峰快, 且柱压较低。

国外文献
[ 4~ 6]
多采用二氯甲烷和混合溶剂提

取,且一般分 2次提取,操作烦琐、复杂,回收率低和

重复性差。本实验分别采用二氯甲烷、乙酸乙酯、乙

醚、二氯甲烷与乙醚混合溶剂等有机溶剂在碱性条

件下提取血浆中的多沙唑嗪和内标,经考察,以乙醚

为最好,因乙醚 1次提取基本完全, 低毒价廉, 无乳

化现象,血浆中内源性杂质提取较少,挥干时温度低

且较快,操作简便。

本文多沙唑嗪在酸性 ( pH 315)流动相溶液中
进行荧光光谱扫描,选择荧光检测波长为 Kex为 335

nm, Kem为 390 nm。与国外文献报道
[ 5]
的 Kex = 254

nm, Kem = 360 nm相比, 血浆中杂质干扰小, 检测灵

敏度高。

本文建立的测定血浆中多沙唑嗪的 RP- HPLC

荧光检测法与国外文献报道的测定方法
[ 4~ 6]
相比,

具有样品用量少、灵敏度高、准确性和精密度好、操

作简单等特点,可满足多沙唑嗪人体的药代动力学

和制剂的生物利用度研究。
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