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HPLC法测定人血浆中多沙普仑的浓度

程佳 (沈阳药科大学沈阳110016)夏东亚 郭涛 唐云彪 颜呜 隋因 (沈阳军区总医院药剂科)

摘要 目的：建立测定人血浆中多沙普仑浓度的HPLC法。方法：血浆样品经液-液萃取处理后进行测定。色谱柱为Dia-

monsil C18柱(200 mm x4．6 into，5岬)；柱温为室温；流动相为磷酸二氢铵缓冲液(O．Ol tool·L～，pH 4．5)一甲醇-乙腈(56：30

：14)；流速为1．3 ml·min～；紫外检测波长为214 nln；内标为非那西丁。结果：多沙普仑血药浓度在0．05—5 Ixg·ml“范围内

线性关系良好(r=0．999 O)；提取回收率为60．6％～64．0％；日内RSD小于6．5％，日间RSD小于13．4％。结论：此方法操作

简便，灵敏，准确，适用于多沙普仑的临床药物动力学研究。
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Determinati伽of Doxapram in Human Plasma by HPLC
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ABSTRACT objective：To establish a RP．HPLC method for the determination of doxapram in human plasma．Method：The plasma

sample was analyzed after liquid-liquid extraction．111e Diamonsil C18(200 mm×4．6 mill，5¨m)column was used with a mobile phase

consisted of a mixture of 0．01 tool·L—armnonium dihydrogen phosphate．methan01．aeetonitrile(56：30：14)．ne flow rate Was 1．3 ml

·min～．The UV detector was set at 214 nm．The intemal standard method Was used to quantify doxapram．Result：The linear cali—

bration cul唧e was obtained in the concentration range of 0．05 to 5 lag·nll 1(r=0．999 0)．r11Ie extraction recoveries at different levels

were between 60．6％一64．0％．The intra．day RSD were le85 than 6．5％and inter-day脚were less than 13．4％．Conclusion：The

method eaR be used for the pharmacokinetic study of doxapram．

KEY WORDS Doxapram：HPLC：Plasma concentration

多沙普仑为呼吸兴奋药，小剂量时可刺激颈动脉窦化学

感受器，反射性地兴奋呼吸中枢；大剂鼋时可直接兴奋延髓

呼吸中枢、脊髓及脑干，但对大脑皮层似无影响⋯。该药作

用强，副作用较小，安全范围较大，适用于由药物引起的呼吸

抑制及加速手术麻醉后的苏醒，具有同麻醉性镇痛药合用不

影响镇痛效果的特点心1。为开展多沙普仑在我国不同民族

人群的药动学研究，笔者建立了测定多沙普仑血浆药物浓度

的HPLC法。

1仪器与材料

Waters 600高效液相色谱系统(包括Waters 600四元

泵，2487型紫外检测器，N-2000色谱工作站)；YKH-2 re／．液体

快速混合器(江西医疗器械厂)；KQ3200DE型超声波清洗器

(昆明市超声仪器有限公司)；TGL型离心机(上海安亭科学

仪器厂)；AEL-160电子分析天平(日本岛津公司)。

多沙普仑对照品(中国药品生物制品检定所，含量：

98．5％，批号0068-9701)；内标非那西丁对照品(中国药品

生物制品检定所，含量：99％)；盐酸多沙普仑注射液(江苏

恩华药业股份有限公司，规格：5 mI／0．1 g，批号20090103)；

甲醇、乙腈均为色谱纯，其他试剂均为分析纯。空白人血浆

(沈阳军区总医院输血科提供)。

2方法与结果

2．1色谱条件

色谱柱：Diamonsil Cls柱(200 toni×4．6 nlnl，5 pan)；柱

温：室温；流动相：磷酸二氢铵缓冲液(0．Ol tool·L’’，pH

4．5)一甲醇一乙腈(56：30：14)；流速：1．3 IIll·rain～；紫外检测

波长：214砌；进样量：20一。

2．2对照品与内标溶液的配制

精密称取多沙普仑对照品10．00 lIIg，置于10 IIll量瓶

中，加水溶解并稀释至刻度，使成1 mg·ml“的对照品溶

液，一4。C保存备用。另精密称取非那西丁对照品10．00 lng，

置于10 IIll量瓶中，加水溶解并稀释至刻度，使成l mg·

Inl一的内标储备液，用时取该储备液1 Inl，置于100 ml繁瓶

中，加水稀释至刻度，制成10懈·IIll。1的内标工作溶液，一4

℃保存备用。

2．3血浆样品预处理

取血浆0．5 ml，置于具塞玻璃试管中，加水50山，然后

加入lO雌·lnl“的非那西丁50山，涡旋30 s，加入pH 9．0

缓冲液500山，然后加入3 rnl乙酸乙酯，涡旋1 min，4 000 r

·min一离心10 min。将上清液转移至另一试管，于40℃氮

气流吹干，加入100一流动相复溶，20山进样。

基金项目：全军医学科学技术研究“十一五”计划科技攻关课题蕈金资助(编号：06G023)
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2．4方法专属性考察

在“2．1”项色谱条件下，多沙普仑和内标非那西丁分离

良好，血中内源性杂质无于扰。非那西丁和多沙普仑的保留

时问分别为7．4 min和13．6 rain。色谱图见图l。

心
rFill订订了矿了了1—r而丽#mid

B C

^．空自血浆B．空白血浆+内标+多沙普仑对照品

c．受试者用药后血浆+内标1．内标2．多沙普仑

圈1 HPLC色谱图

2．5线性关系考察

取空白血浆0．5 ml，分别加入不同浓度的多沙普仑对照

品溶液50山，配制成相当于含多沙普伽．05，0．1，0。2，0．5，
1．0，2．0,5．0雠·ral。的血浆样品，按“2．3”项下“加入1D

嵋·Inl。1的非那西丁50一”起操作，进行HPLc分析。以多

沙普仑的浓度为横坐标(x)，多沙普仑与内标的峰面积比值

为纵坐标(Y)。采用加权(1／c2)最小二乘法进行回归，得回

归方程：Y=1．264X一0．003(，l=3)，r=0．999 0。结果表明，

多沙普仑血药浓度在0．05～5峭·tIll一范围内线性关系良

好。定量下限为0．05峙·ml～。

2．6精密度试验

取空白血浆0．5 ml，分别加入不同浓度的多沙普仑对照

品溶液50一，配制成相当于O．1，0．5和4．0雌·ml“的质量

控制(Qc)样品，按“2．3”项下“加入lO峭·Illl“的非那西

丁50山”起操作，每一浓度测定5个样本，连续测定5 d，并

与标准曲线同批测定，以当日的标准曲线计算QC样品的测

得浓度，与配制的浓度对照，计算日内及日间精密度，结果

低、中、高3种浓度的日内RSD分别为6．49％，3．73％，

2。64％；日间RSD分别为8。69％，13．4％，6．513％。

2．7提取回收率试验

配制“2．6”项下0．1，0．5和4．0懈·ml。的低、中、高3

种浓度的Qc样品，按“2．3”项下“加人10烬·Inl“的非那

西丁50山”起操作，以测得的多沙普仑峰面积与相应浓度的

多沙普仑溶液直接进样后的峰面积之比考察提取回收率，每

一浓度测定5个样本。结果低、中、高3种浓度的多沙普仑

的提取回收率分别为64．O％，60．6％和60．7％。

2．8样品稳定性考察

取“2．6”项下0．1、0．5和4．0雌·ml叫的低、中、高三种

浓度的QC样品，分别考察其在室温(o、2、4、8 h)、冻融条件

(反复冻融3次)和一20℃冰冻条件(0，7，14，30 d)下保存

的稳定性。结果表明，多沙普仑血浆样品在室温放置8 h，反

复冻融3次和一20℃冰冻30 d条件下是稳定的，RSD均小

于10．3％。

2．9应用

4名健康受试者(2男2女)，经体检合格后，签署书面

知情同意书。试验方案经沈阳军区总医院医学伦理委员会

批准。受试者试验前2周无用药史，3个月内未参加其他新

药临床试验。试验当日，将50 mg盐酸多沙普仑注射液注入

到1013 Inl生理盐水中，采用单次静脉滴注给药，滴注时间为

30 min。于静脉滴注15 IIlin及结束后0，0．08，0．25，0．5，1，

2，3，4，6，8，11 h取．卜臂静脉血4．0 ml，置于肝素抗凝管中，

离心取血浆，一20℃冻存，待测。按“2．3”项下方法操作，进

行测定。结果显示，标准曲线的定量范围能满足测定要求。

平均血药浓度-时间曲线见图2。

图2 4名健康受试者平均血药浓度一时间曲线

3讨论

在波长的选择上，多沙普仑的紫外吸收光谱表明在

252，258和264啪处有最大吸收，但在这3个波长条件下，

仪器响应值很低。结合文献"1，选择末端吸收214砌，响应

值大大提高。

文献报道中，盐酸多沙普仑给药剂量和方式有1．0 rag·

kg一肌内注射或静脉推注H1，本试验中于30 Inin恒速静脉

滴注盐酸多沙普仑50 mg给药剂量较低，但经预试验证明，

定量范围能满足血药浓度测定要求。

在提取方法上，曾试用甲醇、乙腈或高氯酸进行蛋白沉

淀后直接进样，仪器响应值很低。不能满足测定要求。结合

文献bj．用pH 9，0缓冲液对血浆样品碱化后，用乙酸乙酯进

行液．液萃取，提取回收率稳定，而且满足测定要求，可用于

多沙普仑的临床药物动力学研究。
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