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摘要 目的: 建立一种高效液相色谱法, 用于人血浆中对乙酰氨基酚和盐酸曲马多浓度的同时测定, 并对氨酚曲马多片的 2种

制剂进行生物等效性研究。方法: 血浆样品经液 -液萃取, 以二羟丙茶碱为内标, 采用 Krom asil C6H6色谱柱 ( 250 mm @ 41 6

mm, 5 Lm ) ,以甲醇 - 01 3%甲酸 - 01 05 mo l# L- 1四丁基氯化铵溶液 ( 26B62B12)为流动相,紫外 -荧光检测器串联法同时在线

检测对乙酰氨基酚与曲马多, 紫外检测波长: 245 nm;荧光激发波长: 275 nm, 发射波长: 304 nm。20名健康志愿者服药后,依

据血浆中对乙酰氨基酚与曲马多经时血药浓度,对 2种制剂进行了生物等效性研究。结果: 本法中对乙酰氨基酚最低定量限

为 01 10 Lg# mL- 1, 线性范围为 011000~ 101 00 Lg# mL- 1, 日内 RSD为 31 9% ~ 810% , 日间 RSD为 515% ~ 61 7% ;曲马多最

低定量限为 10103 ng# mL- 1, 线性范围为 101 03~ 4011 0 ng# mL- 1, 日内 RSD为 119% ~ 51 9% ,日间 RSD为 314% ~ 713%。

受试制剂中对乙酰氨基酚的相对生物利用度为 ( 961 1 ? 1510)% , 曲马多的相对生物利用度为 ( 931 9 ? 151 3)%。结论: 本方法

操作简便、灵敏度高,可用于临床血药浓度测定。受试制剂与参比制剂生物等效。
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HPLC determ ination of paracetamol and tramadol hydrochloride in

plasma in seriesw ith ultraviolet and fluorescence detection
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Abstract Objectives: To establish anHPLC method for the determ ination of paracetamol and tramado l hydroch loride

in human plasm a and to eva luate the bioequ iva lence of two kinds of paracetamo l/ tramado lhydroch loride preparat ions.

Methods: The p lasma samplew as liqu id- liqu id extracted, d iprophy llinew as used as an internal standard. The chrom-

atograph ic separation w as performed on aK romasilC6H6 co lumn( 250mm @ 416mm, 5 Lm) using methanol- 013%

form ic ac id- 0105mo l# L
- 1

tetrabutyl ammonium ch loride( 26B62B12) as mobile phase, paracetamol and tramado l in

human p lasmaw as determ ined simultaneously w ith in series of ultrav iolet and fluorescence detection1 The ultravio let
detectorw aveleng th was at K= 245 nm, the fluorimetric excitation and em ission w aveleng th were set at 275 nm and

304 nm. The bioequiva lence of 2 k inds of preparationsw as studied accord ing to the concentrations of paracetamo l and

tramado l in human p lasma v ia t ime. Results: The low er lmi it of quant ification w as 0110 Lg# mL
- 1

for paracetamo,l the

ca libration curvew as linear in the range of 011000 Lg# mL
- 1

to 10100 Lg# mL
- 1
, the intra- day RSD was 319% -

810%, the inter- day RSD was 515% - 617%; The low er lmi it of quantification was 10103 ng# mL
- 1

for tramado,l the

ca libration curvew as linear in the range from 10103 ng# mL
- 1

to 40110 ng# mL
- 1
, the intra- day RSD was 119% -

519%, the inter- day RSD was 314% - 713% 1 The relative bioava ilability of paracetamo l in test preparat ionsw as( 9611
? 1510 )%, and that of tramado l in test preparations was( 9319 ? 1513 )%. Conclusion: Themethod is accurate and con-

venien,t and suitab le for clinica l pharmacokinetic study, the test and reference preparat ions are b ioequ ivalent1
Key words:HPLC; paracetamo ;l tram ado l hydroch loride; b ioequivalence
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盐酸曲马多 ( tramado l hydroch loride)为非吗啡类

强效镇痛药,对乙酰氨基酚 ( paracetamo l)是临床上使

用极其广泛的苯胺类解热镇痛药。复方氨酚曲马多

片是由盐酸曲马多与对乙酰氨基酚组成的复方制剂,

综合了盐酸曲马多起效快和对乙酰氨基酚作用持久

的优点,两者协同可起到缓解急、慢性疼痛作用
[ 1]
。

对乙酞氨基酚与曲马多血药浓度的测定方法文

献报道较多, 但大多数方法仅测定其中 1种组分。

周芬
[ 2]
等采用高效液相色谱紫外法同时检测对乙

酰氨基酚与曲马多的报道, 保留时间为对乙酰氨基

酚 4124m in,曲马多 6136 m in, 检测波长 218 nm,本

实验尝试了该分析方法, 发现杂质峰对对乙酰氨基

酚的测定有干扰,曲马多与对乙酰氨基酚灵敏度低,

不能满足实际需要; 谭志荣
[ 3]
等采用液质联用法同

时测定 2个组分, 但涉及大型精密仪器,成本高。本

文采用高效液相色谱串联紫外 -荧光检测器法同时

在线检测对乙酰氨基酚与曲马多, 其中对乙酰氨基

酚采用紫外检测器,曲马多采用荧光检测器,建立了

一种准确、灵敏的 HPLC同时测定血浆中对乙酰氨

基酚与曲马多血药浓度的方法,并分析了 20名健康

男性志愿者分别口服 2种片剂后对乙酰氨基酚与曲

马多的血药浓度,评价氨酚曲马多咀嚼片的人体生

物等效性。

1 仪器与试药

仪器: Shim adzu LC- 2010HT高效液相色谱仪;

RF- 10AXL荧光检测器; N2000色谱工作站 (浙江

大学智达信息工程有限公司 ) ; TGL - 16G台式高速

离心机 (上海安亭科学仪器厂 ); XW - 80A涡旋混

合器 (上海医科大学仪器厂 ); HH - S恒温水浴锅

(金坛市恒丰仪器厂 ) ; BS21S分析天平 (赛多利

斯 ) ; PL- 5242纯水发生器 (美国 PALL公司 )。

药品与试剂:氨酚曲马多咀嚼片 (试验制剂,盐

酸曲马多 /对乙酰氨基酚 3715 mg /325 mg /片, 扬子

江药业集团南京海陵药业有限公司 ); 及通安 (氨酚

曲马多片 ) (参比制剂, 西安杨森制药有限公司, 盐

酸曲马多 /对乙酰氨基酚 3715 mg /325 mg /片 )。以

下对照品均由中国药品生物制品检定所提供: 对乙

酰氨基酚批号 100018 - 200408, 盐酸曲马多批号

171242- 200503, 二羟丙茶碱批号 100417- 200501。

试剂: 甲醇为色谱纯;试验用水为超纯水; 其余试剂

均为分析纯。

2 色谱条件

色谱柱: Kromasil C6H6 (江苏汉邦科技有限公司,

250mm @416mm, 5 Lm); 流动相: 甲醇 - 013%甲酸

- 0105mol# L
- 1
四丁基氯化铵溶液 ( 26B62B12) ,使

用前用 0145 Lm滤膜过滤, 超声脱气;流速 1 mL#

m in
- 1
;柱温 30 e ;紫外检测波长: 245 nm; 荧光激发

波长: 275 nm,发射波长: 304 nm;进样量: 20 LL。

3 试验方法

311 受试者 20名男性健康者, 年龄 18 ~ 25周

岁, 体重 ( 65105 ? 3149) kg, 均签署试验同意书, 经

一般体检和肝、心、肾功能的检查均为正常者,试验

前周内未服用其他药物,受试期间禁忌烟酒。

312 试验方案 20名男性健康受试者按体重指数

随机分为 2组,按 2制剂 2周期的随机交叉试验设

计分别服用制剂 R或 T, 清洗期为 1周。受试者于

受试日前晚住院观察, 禁食 12 h后于早晨 7B00时

空腹口服受试或参比制剂 (盐酸曲马多 /对乙酰氨

基酚 3715mg /325mg /片 ) 1片,用温开水 200mL送

服, 服药后严密监护。口服药物前抽取空白血样 4

mL,服药后 0117, 0133, 015, 0175, 1, 115, 2, 3, 4, 6,
8, 12, 24, 36 h自肘静脉取血 3 mL, 置肝素抗凝试

管, 3000 r# m in
- 1
离心 10 m in, 分离血浆于 - 20 e

冷冻保存至用。

313 对照品溶液及内标溶液配制 精密称取对乙

酰氨基酚对照品 25101 mg和盐酸曲马多对照品

10103mg,分别置于 25 mL量瓶中, 加甲醇溶解并稀

释至刻度,摇匀,得到每 1 mL含对乙酰氨基酚 1000

Lg与盐酸曲马多 40110 Lg的对照品储备液,置冰箱

中备用。取不同量的储备液用甲醇逐步稀释配成对

乙酰氨基酚浓度 51002, 10100, 50102, 10010, 15011,
25011, 50012 Lg# mL

- 1
(含盐酸曲马多 015013, 11002,

21005, 41010, 61015, 10103, 20105 ng# mL
- 1
)的混合对

照品溶液,置 4 e 保存,备用。精密称取二羟丙茶碱

对照品 10134 mg, 置 10 mL量瓶中, 加甲醇溶解并

稀释至刻度, 摇匀,制成每 1mL含 11034mg二羟丙

茶碱的溶液作为内标溶液,置 4 e 保存,备用。

314 样品预处理 精密取血浆 015 mL, 置 5 mL塑

料离心管中,精密加入内标溶液 10 LL, 漩涡 30 s混

匀, 精密加入混合提取溶剂二氯甲烷 - 异丙醇

( 5B1 ) 3 mL, 漩涡 3 m in, 10000 r# m in
- 1
离心 10

m in, 取下层有机溶剂 2400 LL, 转移至 10 mL玻璃

离心管中, 50 e 水浴氮气吹干, 残渣精密加入流动

相 100 LL,旋涡 3m in复溶,取尽, 转移至 015mL离
心管中, 12000 r# m in

- 1
离心 5 m in, 取上清液 20

LL,注入液相色谱仪。

4 试验结果

411 方法专属性 图 1为空白血浆、空白血浆加对
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照、服药 115 h后血浆样品色谱图, 对乙酰氨基酚出

峰时间为 619m in,曲马多 819 m in,内标二羟丙茶碱

1119m in,表明在选定的色谱条件下, 血浆内源性物

质对测定无干扰。

图 1 血浆中对乙酰氨基酚的紫外检测 ( A, B, C )和血浆中曲马多的

荧光检测 ( D, E, F )色谱图

Fig 1 Chrom atogram s of paracetam olw ith u ltraviolet detector and tram-

adol w ith flu orescen ce detector

A、D1空白血浆 ( b lank p lasm a) B、E1空白血浆加入对乙酰氨基酚

( 21001 Lg# mL- 1 )与盐酸曲马多的对照品 ( 80120 ng# mL- 1 ) [ blank

p lasm a sp iked w ith paracetam ol ( 21001 Lg # mL- 1 ) and tram adol

( 80120 ng# mL- 1 ) ] C、F1服药 115 h后血浆样品 ( plasma ob tain ed

from a volunteer after oral adm inistrat ion of test preparat ion for 115 h)

11对乙酰氨基酚 ( paracetamol)  21曲马多 ( tram adol)  31内标 ( in-

ternal standard )

412 线性范围和灵敏度 取空白血浆 7份, 每份

015 mL,分别精密加入对乙酰氨基酚与盐酸曲马多
混合对照品溶液 10 LL和内标溶液 10 LL, 配制对

照品血浆,对乙酰氨基酚浓度分别为 011, 012, 110,
210, 310, 510, 10100 Lg# mL

- 1
; 曲马多浓度分别为

10103, 20105, 40110, 80120, 12013, 20015, 40110 ng

# mL
- 1
, 按 / 3140项下方法操作,以血浆中待测物的

浓度为横坐标,以待测物与内标的峰面积比为纵坐

标, 用加权最小二乘法进行回归计算,结果对乙酰氨

基酚在 0110~ 1010 Lg# mL
- 1
、曲马多在 10103 ~

40110 ng# mL
- 1
浓度范围内线性良好, 求得对乙酰

氨基酚与曲马多的回归方程分别为:

Y= 21727X + 11316 @ 10
- 2  r= 019997

Y= 40100X + 21271 r= 019976
在本试验条件下, 对乙酰氨基酚的最低定量限为

0110 Lg# mL
- 1
, 曲马多为 10103 ng# mL

- 1
。

413 回收率与精密度试验 取空白血浆,制备含对

乙酰氨基酚浓度分别为 0120, 210, 510 Lg# mL
- 1
;

曲马多分别为 20105, 80120, 20015 ng# mL
- 1
的对

照品血浆,按 / 3140项下方法操作,进行方法回收率

和精密度试验。分别将对乙酰氨基酚和曲马多与内

标的峰面积比代入各自标准曲线的回归方程中计算

测得浓度,测得浓度与加入浓度的比值为方法回收

率。同时记录测得对乙酰氨基酚和曲马多的峰面

积, 在相同的色谱条件下检测对应浓度的对乙酰氨

基酚和曲马多的对照品溶液。以峰面积和相应浓度

的对照品溶液的峰面积比计算提取回收率, 结果见

表 1。
表 1 对乙酰氨基酚与曲马多的回收率和精密度 ( n= 5)

Tab 1 R ecovery and precision of paracetam ol

and tram adol in p lasm a

组分

( comp-

onent)

加入浓度

( added)

/ ng# mL- 1

测得浓度

( found)

/ng# mL- 1

方法回收率

( method

recovery)%

提取回收率

( extraction

recovery )%

RSD /%

日间

( intra-

day)

日内

( inter-

day)

对乙酰氨-

基酚 ( para-

cetamo l)

20011 20011 10010 70140 81 0 61 7

2001 2027 11218 68156 41 9 51 5

5002 5415 10813 69152 31 9 61 0

曲马多

( tram-

ado l)

20105 19182 98190 88143 51 9 71 3

80120 84100 10417 84124 21 3 31 4

20015 20710 10312 87126 11 9 31 5

414 稳定性试验 取空白血浆,制备含对乙酰氨基

酚浓度分别为 012001, 21001, 51002 Lg# mL
- 1
; 含

曲马多分别为 20105, 80120, 20015 ng# mL
- 1
的对
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照品血浆,按 / 3140项下方法操作, 分别进行对照品

血浆室温放置、反复冻融、长期稳定性和处理后进样

溶液稳定性考察。结果表明,在上述几种条件下,对

照品血浆在室温放置 5 h, - 20 e 冻融 3次及冰冻

30 d( - 20 e )的条件下稳定性良好; 处理后的进样

溶液在 10 h内的稳定性良好。

415 血药浓度测定 20名健康受试者单次口服 1片

参比及受试制剂 (盐酸曲马多 /对乙酰氨基酚 3715
mg /325mg /片 )后对乙酰氨基酚与盐酸曲马多的平

均药 -时曲线见图 2,血药浓度数据经 DAS211程序
处理, 计算二者主要药动学参数见表 2、3。

图 2 20名健康受试者单次口服 1片盐酸曲马多 /对乙酰氨基酚

3715 mg /325 m g/片的复方制剂后对乙酰氨基酚 (A )与曲马多 ( B)的

血药浓度均值 -时间曲线

Fig 2 M ean p lasm a con cent ration- t im e cu rves of paracetamo l( A) and

tram adol( B ) in 20 hea lthy volun teers after oral adm in istrat ion cornpound

preparation con tain ing 3715 mg tramadol and 325 mg paracetam ol per

tab let

416 生物等效性评价 20名健康受试者口服 1片氨

酚曲马多咀嚼片 (盐酸曲马多 /对乙酰氨基酚 3715
mg /325mg /片 )后,受试制剂中对乙酰氨基酚的相对

生物利用度为 ( 9611 ? 1510)%,曲马多的相对生物利

用度为 ( 9319 ? 1513)%,经对数转换, 方差分析后进

行单双侧检验及 90% 可信限判断, 对乙酰氨

基酚的Cm ax、AUC0- 24、AUC0- ] 的 90% 可信限落在

表 2 对乙酰氨基酚的药动学参数 ( n= 20, x ? s)

Tab 2 The pharm acok inetics param eters of parace tamo l

参数 ( pa rameters) 受试 ( test) 参比 ( reference)

Tm ax ( h) 01 53 ? 0126 0190 ? 0184

T 1 /2( h) 31 03 ? 1116 3170 ? 1161

Cmax ( Lg# mL- 1) 61 05 ? 2118 5164 ? 2121

AU C( 0- 24) (Lg# h# mL- 1) 17108? 3197 17195 ? 41 08

AUC ( 0- ] ) (L g# h# mL- 1 ) 17169? 4118 18165 ? 41 30

表 3 曲马多的药动学参数 (n= 20, x ? s)

Tab 3 The pharm acok inetics param eters of tramado l

参数 ( pa rameters) 受试 ( test) 参比 ( re ference)

T
m ax

( h) 1107 ? 01 68 1111 ? 0164

T
1 /2

( h) 9144 ? 21 86 9108 ? 2123

Cm ax ( ng# mL- 1 ) 171164 ? 40199 1651 55 ? 561 09

AUC ( 0- 24) ( ng# h# mL - 1) 1390150 ? 382197 14991 66 ? 415151

AUC ( 0- ] ) ( ng# h# mL - 1) 1546151 ? 422100 16441 77 ? 454100

9917% ~ 11816%、8915% ~ 10019% 及 8913% ~

10015%范围内, 曲马多的 Cmax、AUC0- 36、AUC0- ] 的

90% 可信限 落在 9816% ~ 11218%、8710% ~

9818%及 8813% ~ 10011%, 符合 5药物制剂人体生
物利用度和生物等效性试验指导原则 6, 由此判断 2

种制剂为生物等效制剂。

5 讨论

511 分析方法的选择 由于对乙酰氨基酚与盐酸

曲马多的理化性质相差较大, 且对乙酰氨基酚与盐

酸曲马多的含量相差较大, 因而同一条件下检测有

一定困难,同时测定对乙酰氨基酚与盐酸曲马多的

的体内含量仅有个别报道。周芬
[ 2]
等采用高效液

相色谱紫外法同时检测人血浆中对乙酰氨基酚与曲

马多浓度,由于两者紫外吸收峰差异较大,在对乙酰

氨基酚的最大吸收波长处,曲马多的灵敏度极低,改

变检测波长使曲马多灵敏度提高后, 对乙酰氨基酚

的灵敏度降低,最低定量浓度为 012 Lg# mL
- 1
。本

实验尝试了该分析方法, 发现内源性杂质对对乙酰

氨基酚的测定干扰大,曲马多与对乙酰氨基酚灵敏

度均较低,不能满足实际需要。此外, 文献
[ 4~ 7]
报道

都是针对对乙酰氨基酚或者盐酸曲马多其中的 1个

组分建立了样品前处理方法和相应的分析方法, 工

作量大,分析时间长。本方法采用高效液相色谱串

联紫外 -荧光检测器法同时在线检测血浆中对乙酰

氨基酚与曲马多, 灵敏度高, 准确度好,减少了工作

量。

512 色谱条件的选择 对乙酰氨基酚极性大,保留
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时间短,试验过程中采用低比例有机相或调节 pH

增加对乙酰氨基酚的保留后,导致曲马多出峰时间

太晚且峰扩张,在曲马多保留时间合适的情况下,对

乙酰氨基酚在 C18柱、腈基柱、硅胶柱上几乎无保留,

在苯基柱上,对乙酰氨基酚保留变大,最终选定苯基

柱进行实验。在流动相的选择过程中, 尝试了调节

pH、使用阳离子对试剂使对乙酰氨基酚保留增大,

但作用甚微,试验中发现在低 pH 条件下,随着四丁

基氯化铵的加入,曲马多保留时间前移,其峰形均得

到很大的改善, 原因为反离子
+
覆盖固定相后, 使

tra
+
( tram ado l)不能更好地与固定相作用,从而改善

其色谱行为以缩短保留时间。所以在降低有机相比

例的情况下, 采用阳离子对试剂将两者很好地分

离,对乙酰氨基酚与曲马多出峰时间适当,且峰形良

好。

513 提取方法的选择 本实验曾采用乙醚、乙酸乙

酯作为提取溶剂,内标物提取回收率仅约 20%; 采

用甲醇沉淀,上清液挥干,流动相溶解后进样分析,

内源性杂质干扰测定。经试验摸索, 最终采用二氯

甲烷与异丙醇的混合溶剂作为提取剂, 三者均能得

到有效的提取。曲马多为弱碱性化合物,文献
[ 2~ 7]

报道, 碱化血浆样品能提高提取回收率,本实验中发

现,未经碱化时曲马多的提取回收率仍大于 80% ,

碱性条件下的提取回收率与未经碱化时相当, 而对

乙酰氨基酚的提取回收率明显降低, 可能在碱性条

件下对乙酰氨基酚极性增大,在有机相中溶解度减

小。以不同比例的二氯甲烷与异丙醇进行试验,经

比较, 最终未加碱化试剂, 以二氯甲烷 - 异丙醇

( 5B1)为提取溶剂,结果表明本法灵敏度高、操作简

便、回收率高。

514 内标的选择 参考文献选用了阿替洛尔
[ 4 ]
、

右美沙芬
[ 5]
、氟康唑

[ 6]
、普奈洛尔

[ 7]
等作为内标进

行实验,寻找在选定波长处同时具有合适荧光响应

与紫外响应的内标,最终选定二羟丙茶碱为内标,该

物质在确定的色谱条件下在紫外检测器和荧光检测

器上的响应分别与待测分析物相当, 且紫外和荧光

均无干扰,峰形良好,保留时间合适, 是同时测定 2

个组分的理想内标。

515 药动学参数 本试验所得的主要药代动力学

参数与文献报道
[ 7~ 9]
基本一致, 对两者的 AUC、Cmax

(经对数转换 )和 Tmax进行方差分析, 表明 2种制剂

间均无显著性差异, 受试制剂中对乙酰氨基酚的相

对生物利用度为 ( 9611 ? 1510)% ,曲马多的相对生

物利用度为 ( 9319 ? 1513)% ,受试与参比制剂及通

安 (氨酚曲马多片 )具有生物等效性。
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