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摘要  目的: 建立人体血浆中同时测定咪达唑仑和阿曲库铵 HPLC测定法。方法: 采用 HPLC法,色谱柱为 H ypers il C18柱 ( 250

mm @ 41 6 mm, 5 Lm ), 流动相为甲醇 -水 ( 60B40) (含 011%二乙胺, 01 05%磷酸溶液 ) ,流速为 110 mL# m in- 1, 柱温为室温,检

测波长 225 nm。结果:咪达唑仑在 01 25~ 4Lg# mL- 1内呈良好的线性关系 ( r= 019997) ,阿曲库铵在 6100~ 961 00 Lg# mL- 1

内呈良好的线性关系 ( r= 019998) , 咪达唑仑和阿曲库铵最低检测浓度分别为 50, 11 5 Lg# mL- 1, 方法回收率在 9618% ~

10010% , 萃取回收率在 871 7% ~ 9310%。日内、日间 RSD ( n= 3)均小于 519%。结论:本方法简便、准确, 可靠,可用于人体血

浆中同时测定咪达唑仑和阿曲库铵的浓度。
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HPLC determ ination ofm idazolam and atracurium in human plasma
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Abstract Objec tive: To develop an HPLC method for the determ inat ion o fm idazo lam and atracurium in human

plasma.M ethod: The ana ly tica l co lumnw as packed w ith Hypersil C18 ( 250 mm @ 416 mm, 5 Lm ) w ith the mob ile

phase ofm ethanol- w ater( 60B40) , ( containing 011% diethy l am ine, 0105% phosphoric acid) at the flow rate o f 1

mL# m in
- 1
, and detect ion w ave leng th w as set at 225 nm. Results: The linear ranges w ere 0125- 4 Lg# mL

- 1
for

m idazolam in human p lasma and 6100- 96100 Lg# mL
- 1
for atracur ium. The co rrelat ion coe ff icients w ere 019997

and 0199981The m idazo lam low lim it o f detection w as 50 ng# mL
- 1
. The atracurium low lim it of detection w as 115

Lg# mL
- 1
. Themethod recoveriesw ere 9618% - 10010%. The extraction recoveries w ere 8717% - 9310%. W ith-

in- day and betw een- day RSD( n = 3) w ere less than 519%. Conclusion: Them ethod is simp le, re liab le and sen-

sitive for determ ination of m idazo lam and atracurium in human plasma simultaneously.
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  咪达唑仑是短效的水溶性苯二氮类药物, 具有

稳定性高、起效快、毒性低等优点。小剂量手术局麻

时常作为镇静催眠药, 较高剂量则用于全身麻醉的

诱导剂,已广泛应用于临床麻醉中
[ 1]
。在临床应用

时,当使用高剂量咪达唑仑作诱导麻醉时,在药效学

方面存在较大的个体差异
[ 2]
。阿曲库铵为中等时

效的非去极化型肌松药, 主要用于各种手术麻醉时

维持骨骼肌的松弛或控制呼吸,尤其适用于插管或

腹部手术时肌肉松弛的维持。由于阿曲库铵起效

快,作用时间短, 其代谢和神经肌肉阻断作用的终止

不依赖体内药物代谢酶及肝脏和肾脏对该药物的代

谢和排泄,不因病人肝肾功能的损害而改变本药的

作用时间,老年人的作用时间和成人相似,因而得到

国内各大医院的广泛使用
[ 3, 4]
。对于血浆咪达唑仑

浓度测定文献多有报道
[ 5~ 8]

, 有关阿曲库铵人血浆

浓度的测定国内未见研究, 只有制剂含量的测定研

究
[ 9, 10]

, 而同时测定人血浆中阿曲库铵、咪达唑仑 2

种药物的浓度,国内外未见研究报道。

本文建立了高效液相色谱法同时测定血浆中阿

曲库铵、咪达唑仑 2种药物的浓度,并对用药病人进

行了体内用药测定,表明了该方法在临床监测应用

的可行性。

1 仪器与试药
日本日立 L- 2130高效液相色谱仪; 日本日立
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L- 2420紫外检测器; 大连依利特 Echrom 98型色谱

工作站; 分析天平 (上海良平精密仪器有限公司,

M ax100 g, D= 010001 g ); ZH - 1自动漩涡混合器。

咪达唑仑 (纯度大于 9915% )购于浙江省三门县康

宁化工有限公司,阿曲库铵 (纯度大于 9918% )购于

上海恒瑞医药有限公司;化学试剂乙腈、甲醇为色谱

纯 (天津四友化工厂生产 ) ;水为纯蒸水。

2 色谱条件
色谱柱为 H ypersilODS柱 ( 416mm @ 250mm, 5

Lm);流动相为甲醇 - 水 ( 60B40) ( 011%二乙胺,

0105%磷酸溶液, pH 5); 流速: 110 mL# m in
- 1
; 柱

温:室温;检测波长为 225 nm。

3 对照品溶液配制

取对照品咪达唑仑 5mg、阿曲库铵 10 mg, 精密

称定, 置 10mL量瓶中,加 50%甲醇溶液至刻度,制

成含 015mg# mL
- 1
咪达唑仑、1mg# mL

- 1
阿曲库铵

的溶液,加 50%甲醇溶液制成系列对照品溶液。

4 血浆样品的处理

取静脉血 2 mL, 加入抗凝管中, 3000 r# m in
- 1

离心 10 m in, 精密取血浆 1 mL, 加入 2 mol# L
- 1

N aOH溶液 013mL,混匀,加入氯仿 - 乙醚 ( 3B7) 4

mL,萃取提取 2 m in, 3000 r# m in
- 1
离心 10 m in,移

取上清液,于水浴 30 e 用轻柔氮气流吹干, 残渣加

流动相 1 mL充分溶解,取 10 LL进 HPLC检测。

5 方法专属性试验

分别取空白血浆 1 mL、含药血浆溶液 1 mL (含

咪达唑仑 1 Lg# mL
- 1
、阿曲库铵 24 Lg# mL

- 1
) ,含

芬太尼和普鲁卡因的空白血浆溶液各 1 mL, 以及手

术病人咪达唑仑 014mg# kg
- 1
、阿曲库铵 016 mg#

kg
- 1
静脉点滴给药 10 m in后, 采集病人动脉血 2

mL,加入抗凝管中, 按 / 40项下方法操作, 记录色谱

图 (见图 1)。含药血浆及病人血浆中阿曲库铵和咪

达唑仑保留时间分别为 10180 m in和 14187 m in左

右,色谱峰峰形良好, 血浆内源性物质及与咪达唑仑

和阿曲库铵同时给药的芬太尼和普鲁卡因不干扰样

品测定,无杂质峰干扰,本方法具有较高的专属性。

6 线性关系及最低检测限试验

取空白血浆 019 mL, 置 10 mL离心管中,分别

加入经咪达唑仑、阿曲库铵对照品溶液配制的含咪

达唑仑、阿曲库铵对照品系列溶液 100 LL, 配制成

咪达唑仑浓度为 0125, 0150, 1100, 2100, 4100 Lg#

mL
- 1
,阿曲库铵浓度为 6100, 12100, 24100, 48100,

96100 Lg# mL
- 1
对照品血浆, 按 / 40项下方法处理,

取 10 LL进样, 以咪达唑仑、阿曲库铵血浆浓度X为

图 1 人血浆中咪达唑仑、阿曲库铵 HPLC色谱图

F ig 1 HPLC chrom atotogram s of m idazolam and atracu rium in hum an

plasm a

A.空白血浆 ( b lank plasm a)  B. 空白血浆加咪达唑仑 ( 1 Lg#

mL- 1 )、阿曲库铵 ( 20 Lg# mL- 1 ) ( b lank plasm aw ith m id azolam and

atracu rium )  C.手术病人咪达唑仑 ( 0115~ 012 mg# kg- 1 )、阿曲

库铵 ( 016~ 018 m g# kg- 1 )静脉点滴给药 10 m in后血浆 ( patient

plasm a samp le 10 m in after in fus ing m idazolam 0115~ 012 m g# kg- 1

and atracu rium 016 ~ 018 mg # kg- 1 )  D. 空白血浆加芬太尼

( b lank p lasm a w ith fen tanyl)  E.空白血浆加普鲁卡因 ( b lank plas-

m a w ith procaine)

11阿曲库铵 ( atracu rium, 1018 m in )  21 咪达唑仑 ( m idazo lam,

14187m in )

横坐标, 测定的峰面积 Y为纵坐标, 作直线回归处

理, 得咪达唑仑和阿曲库铵回归方程分别为:

Y= 641606X  r= 019997
Y= 21297X  r= 019998
咪达唑仑在 0125 ~ 4100 Lg# mL

- 1
、阿曲库铵在

6100~ 96100 Lg# mL
- 1
范围内线性关系良好。咪

达唑仑和阿曲库铵最低检测浓度分别为 50 ng#
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mL
- 1
和 1100 Lg# mL

- 1
(S /N = 3)。

7 稳定性试验

取空白血浆 019 mL, 置 10 mL离心管中,分别

加入经咪达唑仑、阿曲库铵对照品溶液配制的含咪

达唑仑、阿曲库铵对照品系列溶液 100 LL, 制成含

咪达唑仑分别为 0125, 1100, 4100 Lg# mL
- 1
, 阿曲

库铵分别为 6100, 24100, 96100 Lg# mL
- 1
浓度的对

照品血浆,每个浓度制备 3份, 样品置 - 20 e 冰箱
保存, 分别于第 5, 10, 15 d,取出血浆样品按 / 40项

下方法处理, 进行测定, 测定结果表明, 各浓度的

RSD均小于 318% ,说明血浆中的咪达唑仑、阿曲库

铵在 - 20 e 条件下, 至少可以稳定 15 d。

8 回收率试验

取空白血浆 019mL,置 10mL离心管中, 分别加

入经咪达唑仑、阿曲库铵对照品溶液配制的含咪达唑

仑、阿曲库铵对照品系列溶液 100 LL,制成含咪达唑

仑 3种浓度分别为 0125, 1100, 4100 Lg# mL
- 1
,阿曲

库铵 3种浓度分别为 6100, 24100, 96100 Lg# mL
- 1
对

照品血浆,每个浓度各 5份,按 / 40项下方法处理, 测
定色谱峰面积, 用回归方程计算检出量,并与加入量

比较,计算方法回收率 (n = 5)。

将空白血浆 019mL换成流动相,同法配制上述

3种浓度的咪达唑仑、阿曲库铵溶液, 每个浓度各 5

份,加入咪达唑仑、阿曲库铵对照品溶液配制的含咪

达唑仑、阿曲库铵对照品系列溶液 100 LL, 制成含

咪达唑仑 3种浓度分别为 0125, 1100, 4100 Lg#
mL

- 1
,阿曲库铵 3种浓度分别为 6100, 24100, 96100

Lg# mL
- 1
的样品,取 10 LL直接进样, 将同浓度血

浆样品和流动相制备的样品峰面积进行比较, 计算

提取回收率,结果见表 1。

表 1 血浆中咪达唑仑、阿曲库铵回收率试验结果 (n= 5)

Tab 1 Method recoveries and extraction recoveries

ofm idazo lam and atracurium

组分

( component)

C /Lg

# mL- 1

方法回收率

( method

recove ries) /%

RSD

/%

提取回收率

( ex trac tion

recoveries) /%

RSD

/%

咪达唑仑 0125 9618 211 9211 410

(m ida zo lam ) 1 10011 315 9116 414

4 9910 317 9310 216

阿曲库铵 6 9717 512 8916 619

( a tracurium ) 24 10110 411 8717 216

96 9717 319 9211 314

9 精密度试验
取空白血浆 019 mL,加入咪达唑仑、阿曲库铵

对照品溶液配制的含咪达唑仑、阿曲库铵系列对照

品溶液 011 mL, 制成含咪达唑仑 3种浓度分别为

0125, 1100, 4100 Lg# mL
- 1
,阿曲库铵 3种浓度分别

为 6100, 24100, 96100 Lg# mL
- 1
对照品血浆, 每个

浓度各 3份,按 / 40项下方法处理,同一浓度的血浆

样品分别于 1 d内连续测定 5次, 5 d内每天测定 1

次, 测定色谱峰面积并计算浓度, 计算日内和日间精

密度,结果见表 2。

表 2 血浆中咪达唑仑、阿曲库铵精密度试验结果 ( n= 3)

Tab 2 Precision re su lts ofm idazo lam and

atracur ium in human p lasm a

组分

( component)

C

/L g# mL - 1

RSD /%

日内 ( intra- day) 日间 ( inter- day )

咪达唑仑 0125 218 316

(m idazolam ) 1 318 214

4 119 215

阿曲库铵 6 311 519

( atracurium ) 24 416 317

96 316 413

10 方法应用

8名手术患者, 年龄 ( 55 ? 10 )岁, 体重 ( 62 ?
12) kg, 行诱导麻醉, 给药剂量为咪达唑仑 0115 ~
012 mg# kg

- 1
、阿曲库铵 016~ 018 mg# kg

- 1
、芬太

尼 2 Lg# kg
- 1
,静脉点滴给药,静脉点滴给药开始计

时, 按如下时间 ( 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 45, 60, 90

m in)采集病人动脉血 2mL, 加入抗凝管中,按 / 40项

下处理,测定血药浓度,绘制血药浓度 ) 时间曲线,

结果见图 2。

图 2 病人静脉给与咪达唑仑、阿曲库铵、芬太尼后,咪达唑仑和

阿曲库铵的血药浓度 ) 时间曲线

Fig 2 M idazolam and atracurium con cen tration- t im e cu rve in hum an

p lasm a after pat ien ts in fu sing m idazolam, atracurium and fentany.l

1.阿曲库铵 ( at racu rium )  2.咪达唑仑 (m idazolam )

11 讨论

曾尝试采用沉淀蛋白法对血浆样品进行预处

理, 但由于测定的回收率较低, 改用萃取方式进行。

在萃取溶剂的选择上,曾采用氯仿作萃取溶剂进行

提取,由于提取溶剂较血浆重, 有机溶剂在血浆层
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下,操作时有机层不易被吸取出。另外,用氯仿提取

时容易发生乳化现象, 影响 2种药物的提取率。经

改进, 使用二氯甲烷 - 乙醚 ( 3B7)混合液作萃取溶

剂,其乳化现象大大减少,且有机层位于上层, 便于

吸取。如果只采用乙醚提取,同样可得到相近的提

取率, 但乙醚容易挥发,对人体有害, 使方法的稳定

性降低。因此本文采用二氯甲烷 -乙醚 ( 3B7)混合

溶液作萃取剂进行提取。

对血浆进行萃取处理时, 比较了 1次萃取和 2

次萃取的实验结果,从结果看出, 2次萃取并不能显

著提高 2种药物提取率,故本文仅萃取提取了 1次,

明显缩短了样品预处理时间,且回收率可以满足试

验的要求。

另外,在萃取试验中, 比较了碱化血浆溶液与不

碱化血浆溶液的萃取率, 并对碱化溶液的用量进行

了试验考察,试验结果表明, 使用 2 mo l# L
- 1
N aOH

溶液 013 mL碱化血浆溶液, 可使萃取率得到较大

的提高。然而 2 mol# L
- 1
N aOH溶液用量的增加,

并不能提高提取率,反而导致萃取率的降低。故本

实验采取 2mo l# L
- 1

NaOH 溶液 013 mL碱化血浆
溶液萃取法进行。

由于手术病人是咪达唑仑、阿曲库铵、芬太尼、

普鲁卡因 4种药物几乎同时给药, 病人体内血浆中

同时存在着这 4种药物, 为此我们在本文色谱条件

下,进行了体外血浆中芬太尼、普鲁卡因对照品的干

扰试验研究,试验结果表明, 芬太尼、普鲁卡因在此

色谱条件下无干扰。

应用本文建立的测定方法对 8名病人使用咪达

唑仑、阿曲库铵后进行了血药浓度测定, 结果表明,

本测定方法可以很好地满足咪达唑仑、阿曲库铵临

床药浓检测的需求, 为临床个体化用药的进一步研

究打下基础。

参考文献

1 Dundee JW, H all iday N J, H arperKW, e t al . M idazo lam: a review of

its ph arm acological propert ies and therapeu t ic use. Drug s , 1984,

28: 519

2 LIU X i- jun (刘锡钧 ). The Gu ide of P ract ical Drug(实用药物指

南 ) . Beijing(北京 ) : PeoplepsM il itary M ed ical Press(人民军医出

版社 ) , 2000. 120

3 S tate Food and Drug A dm in is tration, C enter for D rug E valuat ion (国

家食品药品管理局药物评价中心 ) . C lin ical Drug Reference(药

物临床信息参考 ) . S ichuan Prov ince (四川 ): S ichu an Provin ce

S cience and Techn ology Press(四川科学技术出版社 ) , 2004. 66

4 Carthy BJ, H illGT. Some aspects of the analys is and stab ility of a-t

racu rium besi late. Ana lP roc (L ondon ), 1983, 20: 177

5 CA IM ei- hua(蔡美华 ) , WANG Shan- juan (王珊娟 ), HANG

Y an- nan(杭燕南 ) , e t al. RP- H PLC determ inat ion ofm idazolam

in p lasm a(反相高效液相色谱法测定血浆中咪达唑仑浓度 ).

Ch ina P harm (中国药房 ) , 2002, 13 ( 3) : 157

6 TIAN Zh i- song(田志松 ) . H PLC determ ination ofm idazolam and

1, 2- hyd roxy ls m idazolam in hum an p lasm a(高效液相色谱法同

时测定人血浆 1, 2-羟基咪达唑仑与咪达唑仑含量 ) . H era ld

M ed (医药导报 ) , 2006, 25 ( 5) : 405

7 XI Q ing- y in (奚菁颖 ), SONG Zhong- juan(宋钟娟 ) , CHENG

Y an(陈焰 ) , et al. H PLC determ ination ofm idazolam in p lasm a(高

效液相色谱法测定血浆中咪达唑仑浓度 ) . Ch in J C lin Pharm

(中国临床药学杂志 ) , 2002, 11( 4 ): 221

8 SUN H ai- ying(孙海莺 ) , SUN Zhong- sh i(孙忠实 ) . RP- HPLC

determ inat ion ofm idazolam in p lasm a(高效液相色谱法测定血浆

内咪达唑仑浓度 ) . Ch in J P harm Ana l(药物分析杂志 ), 1996,

16( 4) : 222

9 LIU C hun- sh eng(刘春胜 ) , WANG Yun- p in (王云萍 ) , ZHOU

Tong- hu i(周同惠 ) . H PLC determ ination of atracurium b es ilate

(阿曲库铵苯磺酸盐的高效液相色谱分析 ) . A cta Pharm S in (药

学学报 ) , 1994; 29( 1) : 68

10 HAN Jun(韩俊 ) , ZEN Huan- jun(曾焕俊 ) , FANG Zheng- w en

(方镇文 ) . H PLC d eterm inat ion of atracurium besilate isom ers and

its related im pu rities in tracrium in ject ion (HPLC测定卡肌宁注射

液中阿曲库铵苯磺酸盐异构体及相关杂质 ) . Acta P harm S in

(药学学报 ) , 1996, 31( 10 ): 775

(本文于 2008年 12月 15日修改回 )

)1351)药物分析杂志 Ch in J Pharm Ana l 2009, 29( 8)


