
号: 20041215)适量, 分别精密加入一定量的盐酸小檗碱对照

品, 按上述条件测定,计算回收率,结果见表 1。

表 1� 回收率试验结果

Tab 1� Result o f recovery test

取样量 / g

样品中盐

酸小檗碱

的含量 /m g

加入盐酸

小檗碱的

量 /mg

测定结果

/mg

回收率

/%

平均

回收率 /%

0. 6283 0. 11333 0. 03898 0. 15193 99. 02

0. 6276 0. 10122 0. 03898 0. 13972 98. 76

0. 6219 0. 10030 0. 03898 0. 13917 99. 71 98. 59

0. 5008 0. 08077 0. 05847 0. 13897 99. 58

0. 5012 0. 08083 0. 05847 0. 13825 98. 20 0. 80

0. 5037 0. 08123 0. 05847 0. 13812 97. 29

0. 4127 0. 06656 0. 07796 0. 14278 97. 76

0. 3982 0. 06422 0. 07796 0. 14101 98. 49

0. 4099 0. 06610 0. 07796 0. 14295 98. 49

2. 9� 样品的含量测定

按正文拟定的含量测定方法, 对十批样品进行含量测

定, 结果见表 2。

3� 讨论

3. 1� 含量测定实验基本采用了中国药典 2005年版一部的

方法, 考察发现用流动相超声提取时间对测定结果有影响,

选择流动相超声 40 m in,测定结果和回收率均满意。

3. 2� 原药材 (黄柏 )中盐酸小檗碱的含量测定也符合规定,

在本实验未列出。

3. 3� 根据含量测定结果, 暂定本品含盐酸小檗碱每片不少

于 0. 05 mg。

3. 4� 流动相为参考中国药典。

表 2� 样品含量测定结果

Tab 2� The sam ple of content de term ine

序号 批号 盐酸小檗碱含量 ( m g/片 )

1 20040909 0. 0681

2 20040807 0. 0695

3 20040711 0. 0684

4 20041003 0. 0679

5 20040808 0. 0682

6 20041116 0. 0679

7 20041202 0. 0681

8 20041209 0. 0678

9 20041210 0. 0699

10 20041109 0. 0692
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高效液相色谱法测定人体血浆中替加氟的方法研究

黎远冬,梁宁生, 韦劲松,陆益 (广西医科大学附属肿瘤医院,南宁 530021)

摘要: 目的 � 建立一种高效液相色谱法测定人体血浆中替加氟浓度的方法。方法 � 色谱柱为 Zorbax - ODS C18 ( 250 mm  4. 6

mm, 5 �m ), 检测波长为 273 nm, 流动相为 0. 01 mo l/L磷酸盐 (用磷酸溶液调 pH 5. 2) �甲醇 ( 85!15) ,流速 1. 0 mL /m in,柱温为

35∀ 。结果 � 替加氟血药浓度在 0. 1~ 20�g /mL ( r= 0. 999 7) 内线性关系良好,最低检测浓度为 0. 1 �g /mL, 绝对回收率均

在 95%以上, 相对回收率在 94% ~ 104% ,日内、日间 RSD分别为 3. 0%和 4. 1%。结论 � 本方法简单、快速、准确,适用于临床

药动学研究及血药浓度监测。

关键词: 替加氟;血药浓度; 高效液相色谱法
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Study on the Determ ination of Tegafu in Hum an P lasma by HPLC Assay

LIYuan�dong, LIANG N ing�sheng, WE I Jing�song, LU Y i( Cancer H osp ital of Guangx i M edical University, Nanning

530021, Ch ina)

ABSTRACT: OBJECTIVE� To estab lish an HPLCm e thod fo r the de term ina tion o f tegafur in hum an plasm a. METHODS� The de�

term intion was per fo rm ed by HPLC w ith the Zo rbax�ODS C
18
co lum n( 250 mm  4. 6 mm, 5 �m ) under 35∀ , the m obile phase w as

consisted of 0. 01m o l/L phospha te bu ffer( adjusted pH to 5. 2 w ith o rthophosphor ic acid ) �m ethano l ( 85!15) w ith the flow rate at 1. 0
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mL /m in, the UV de tected wave leng th w as at 273 nm. RESULTS� The linea r ranges fo r determ ination o f tegafurw as 0. 1~ 20 g /mL ( r

= 0. 999 7), and the lim it concentration o f de tection w as 0. 1 g /mL. Abso lute recovery were mo re than 95% , re lative recovery w ere

94% ~ 104% ; The RSDs of in tra�day and inter�day w ere 3. 0% and 4. 1% . CONCLUSION � Th is m ethod w as sim ple, quick, and

accura te and can be used for stud ing the pharm acok inetics o f tegafur and the rapeutic drug mon ito ring.

KEY WORDS: tegafur; hum an p lasm a concen tration; H PLC

� � 替加氟 ( tegafur)为氟尿嘧啶的衍生物,在体内经肝脏活

化逐渐转变为氟尿嘧啶而起抗癌作用。能干扰和阻断 DNA,

RNA及蛋白质合成, 主要作用于 S期,是抗嘧啶类的细胞周

期特异性药物, 其作用机制、疗效及抗瘤谱与氟尿嘧啶相似,

但作用持久, 吸收良好,毒性较低。化疗指数为氟尿嘧啶的 2

倍, 毒性仅为氟尿嘧啶的 1 /4~ 1 /7。因此目前广泛用于治疗

胃癌、结肠癌、直肠癌等消化道肿瘤。

有关测定人体血浆中替加氟浓度的方法国外有不少报

道 [ 1�2], 国内有少量报道 [3�4]。目前,国内尚未见该药的药动

学研究报告, 为使该药在临床应用更安全、有效,需要药动学

数据对该药在我国人群体内代谢过程进行评价,目前的测定

方法前处理多数操作复杂繁琐。本实验旨在建立一种快速、

灵敏、准确的该药人体内血药浓度测定方法, 为进一步研究

该药在我国人体的药动学模型和参数打下基础。

1� 材料与方法

1. 1� 仪器与试药

日本岛津 LC - 10A高效液相色谱仪, 包括 LC - 10AT

VP泵, SPD- 10A VP紫外检测器, LC - 10AT VP柱温箱, 威

玛通用色谱数据工作站;替加氟 (中国药品生物制品检定所,

含量 > 99. 5% ); 甲硝唑 (中国药品生物制品检定所,含量 >

99. 5% ), 甲醇为色谱纯;其他试剂均为分析纯。

2� 方法与结果

2. 1� 色谱条件

分析柱: Z orbax�ODS C18 ( 250 mm  4. 6 mm, 5 �m ), 流动

相: 0. 01 m o l/L磷酸盐 (用磷酸溶液调 pH 5. 2 ) �甲醇 ( 85!

15), 流速: 1. 0 mL /m in, 检测波长: 273 nm, 柱温: 35∀ , 进样

量为 10 �L。在此条件下替加氟与内标峰型良好, 其保留时

间分别为 12. 50 m in和 10. 20 m in。

2. 2� 标准溶液的配制

精密称取替加氟对照品 20. 0 mg, 于 50 mL量瓶中用蒸

馏水溶解并稀释至刻度,得浓度为 400. 0�g /mL替加氟对照

品贮备液, 于冰箱 4∀ 保存;精密称取甲硝唑对照品 15. 0 mg

于 100 mL量瓶中, 用蒸馏水溶解并稀释至刻度, 得浓度为

150. 0�g /mL内标溶液, 于冰箱 4∀ 保存。

2. 3� 血浆样品处理

精密取血浆样品 200 �L置于 2. 0 mL离心管中, 加内标

溶液 10. 0 �L,混匀,加 60 �L硝酸银 ( 30% ), 涡旋 3 m in,水

浴 45∀ 放置 5 m in, 加 30�L氯化钠 ( 30% ),涡旋 3 m in,离心

( 15 000 r /m in, 10 m in), 取上清液 10 �L进样分析。

2. 4� 标准曲线的制备

取替加氟标准贮备液 1 mL,置于 10 mL量瓶中, 用空白

血浆稀释并定容到刻度, 得浓度为 40. 0 �g /mL标准血浆样

品。取标准血浆样品适量分别用空白血浆稀释成系列浓度

0. 1, 0. 5, 1. 0, 2. 5, 5. 0, 10, 20 �g /mL的对照品血浆样品各 5

份, 按 ∃ 2. 3%项下处理后作 HPLC分析, 以替加氟浓度为纵坐

标 ( Y ), 替加氟的峰面积与内标物峰面积的比值为横坐标

( X )作标准曲线, 替加氟的回归方程 Y = 1. 45X - 0. 210, r =

0. 999 7( n = 5), 结果显示在 0. 1 ~ 20 �g /mL浓度内具有良

好的线性关系。

2. 5� 回收率与精密度

在空白血浆样品中精密加入标准溶液适量,使替加氟为

0. 1, 2. 5, 20�g /mL低、中、高 3个浓度的血浆样品各 5份,按

∃ 2. 3%方法处理后进样, 由标准曲线求出各样品的浓度, 将求

得的浓度与已知加入浓度相比,计算血浆样品中替加氟的相

对回收率。同法配制替加氟为 0. 1, 2. 5, 20 �g /mL低、中、高

3个浓度的血浆样品, 同日各处理 5批,计算日内 RSD。以后

取低、中、高 ( 0. 1, 2. 5, 20 �g /mL )的对照血浆样品各一份,

每日测定 1次, 共测定 5 d,计算日间 RSD。

同法配制替加氟为 0. 1, 2. 5, 20 �g /mL低、中、高 3个浓

度的血浆样品, 按 ∃ 2. 3%方法处理后进样;另取替加氟标准贮

备液适量, 用流动相配制成相应浓度的替加氟对照品溶液,

不经处理直接进样,以此为标准, 将两组峰面积进行比较,计

算替加氟在血浆中的绝对回收率。其结果见表 1。

表 1� 回收率及精密度 ( n= 5)

Tab 1� Recovery and precision of the assay ( n = 5)

added

/ ( g /mL)

relat ive

recovery

/%

absolu te

recovery

/%

w ith in�day

RSD /%

betw een�day

RSD /%

0. 1 97. 2 & 3. 6 96. 5 & 1. 5 4. 1 4. 8

2. 5 101. 2 & 2. 2 96. 8 & 1. 0 2. 8 4. 1

20 99. 7 & 2. 0 98. 7 & 3. 6 2. 2 3. 3

2. 6� 稳定性考察

取替加氟对照品和内标贮备液, 用流动相分别配制成

2. 5, 5. 0�g /mL的溶液于冰箱 4∀ 保存, 分别在 1, 5, 10, 15,

20 d进样, 记录峰面积。替加氟对照品和内标的峰面积的

RSD分别为 0. 5% 和 0. 4% , n = 5。表明替加氟对照品和内

标溶液在 20 d内稳定。

取空白血浆样品, 加入替加氟标准及内标溶液适量, 室

温留样, 在 ( 0, 2, 4, 8, 16, 32, 48 h)时间点处理进样, 记录替

加氟对照品及内标峰面积, 替加氟对照品及内标峰面积的

RSD分别为 2. 7% , 2. 5% , n = 5。表明替加氟对照品加内标

血浆至少在 48 h内稳定。加有替加氟标准及内标溶液的空

白血浆样品, 反复冻融 5次处理进样, 考察其冻融稳定性,结

果替加氟及内标峰面积 RSD分别为 3. 4% , 3. 0% , n = 5。
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2. 7� 临床上应用

用建立的方法对口服 0. 4 g替加氟的 4例患者的血药浓

度进行监测 ,口服 2 h血药浓度达到峰值, 24 h血药浓度降为

峰值的 25%左右, 检测方法快速、准确, 从取样到测定结束只

需要 40 m in,方法可对治疗药物进行有效监测。有关替加氟

药动学参数的研究将在下一步工作中进行。

3� 讨论

3. 1� 在蛋白质沉淀剂的选择上, 考察了三氯醋酸、高氯酸,

发现用三氯醋酸、高氯酸处理血浆样品时, 样品杂质峰非常

多, 分离效果不理想。采用硝酸银 ( 30% )作为蛋白质沉淀

剂, 待蛋白质变性后,将多余的硝酸银用氯化钠沉淀, 此方法

蛋白质沉淀完全。用硝酸银沉淀蛋白质的同时也会有少量

替加氟与硝酸银结合产生沉淀, 在离心前加入氯化钠, 产生

氯化银沉淀, 竞争性使替加氟重新释放出来, 另外还消除溶

液中硝酸银对色谱柱污染的影响。温度对蛋白质变性速度

有影响, 为让蛋白质沉淀完全, 采用水浴 45∀ 放置 5 m in。

3. 2� 内标的选择,考察了阿糖胞苷、阿昔洛韦、肌苷、甲硝唑

等同系物及结构相似的物质, 它们在本实验条件下 ,保留时

间分别为 3. 37, 3. 69, 4. 70, 10. 20 m in, 可以推断阿糖胞苷、阿

昔洛韦、阿昔洛韦的色谱峰受到血浆中杂质峰的干扰, 以甲

硝唑的保留时间适中 ,分离也好。

3. 3� 缓冲溶液 pH选择,实验发现流动相缓冲溶液的 pH改

变对内标保留时间影响不明显,但对替加氟保留时间影响很

大, 缓冲溶液 pH为 7. 0时替加氟以内酰胺结构为主,在本色

谱条件下的保留时间是 9. 90 m in, 与内标保留时间接近, 随

着 pH 的减小,替加氟的内酰亚胺和双内酰亚胺增加,保留时

间后移, 当 pH为 5. 2时,替加氟的保留时间是 12. 50 m in,此

时, 分离效果最好,因此流动相缓冲溶液的 pH选择为 5. 2。

3. 4� 本实验采用一种新的血浆样品处理方法, 所需样品量

少, 样品处理简单、快速, 方法回收率高、重复性好、灵敏度

高、线性范围广,适用于临床药动学研究及血药浓度监测 。
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反相高效液相色谱法测定苏合香丸中肉桂酸的含量
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摘要: 目的 � 建立苏合香丸中肉桂酸含量的测定方法。方法 � 采用 H ype rsil C
18
色谱柱 ( 250 mm  4. 6 mm, 5 �m ),流动相为甲

醇�1%冰醋酸水溶液 ( pH 3. 5) ( 61!39) ,检测波长为 270 nm, 流速为 1. 0 mL# m in- 1, 柱温为室温。结果 � 肉桂酸在 6. 50  

10- 2 ~ 2. 08�g内线性关系良好, r= 0. 999 9,平均回收率为 99. 8% ,其 RSD为 1. 4%。苏合香丸中肉桂酸的平均含量为 7. 32

 10- 2 mg# g- 1。结论 � 该方法简单、快速、重复性好,可作为苏合香丸的质量控制方法。

关键词: 苏合香丸;肉桂酸; 高效液相色谱法
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Determ ination of C innam ic Acid Content in Suhexiang P ill by RP�HPLC
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ABSTRACT: OBJECTIVE� A m ethod was deve loped to determ ine the content of C innam ic Acid in Suhex iang P il.l METHODS� A
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