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H P L C 法同时快速测定血清中

苯妥英
、

卡马西平的浓度

唐细兰① 郭俊锐

(中山医科大学附属第三 医院药剂科
; 广州

, 5 1 0 6 3 0)

提 要 用反相高效液相色谱法同时测定人血清中苯妥英
、

卡马西平两种抗橄痛药物
,

以苯胺作内标物
,

血样处理用 乙

睛沉淀 蛋白后
,

于 O D S 色谱住上分离
,

甲醉
:

乙睛
:

水 (3 。 : 20 :
50) 为流动相

,

流速 1
.

s m l / m in
,

检测波长 2 1 4
~

,

两种药物分离

良好
,

样 品预处理过程快速简便
,

整个过程仅偏 20 im
n 即可检 出

,

适用于临床病人抗森痛药物血浓度监浏
。

主肠词 苯妥英 /血液
; 卡马西平 /血液

. 色谱法
,

高压液相

中图号 R 97 i
.

6

苯妥英
、

卡马西平是临床上常用的抗癫痛药
,

由

于苯妥英的治疗浓度范 围较窄
,

卡马西平的血药浓

度个体差异大
,

服药后的体内药物浓度难以估计
,

故

监测血药浓度是很有必要的
。

苯妥英
、

卡马西平的血

浓度测定方法众多
,

一般采用缓冲盐为流动相以有

机溶剂作提取
,

操作过程较繁琐
,

且内标物需要进 口

或合成而得
.

本实验在文献 l[ 一 ` ]报道的基础上
,

探索

一种更快速
,

简便的检测方法
.

应用于苯妥英及卡马

西平的血清浓度测定
。

1 材料和方法

1
.

1 仪器与试剂

1
.

1
.

1 仪 琴 美国 S p e t e r a 一 p h y s
i
e s S P 8 8 1 o高效

液相色谱仪
,

S P 1 00 可变波长检测器及 SP 4 2 7。积分

仪
.

T G L
一

1 6 G 高速台式离心机 (上海医用分析仪器

厂 )
,

X W
一

80 旋涡混合器 (上海医科大学实验仪器厂 )
。

1
.

1
.

2 试 荆 苯妥英标准品由卫生部临床检脸

中心提供
,

卡马西平标准品由中国生物制品厂提供

内标物苯胺为分析纯
,

甲醇
、

乙腊均为色谱纯
,

水为

双燕水
。

1
.

2 色谐条件

pS h e r
i

s o r b O DS 柱 ( 4
.

6 m m x Zo o m m ) ,流动相

是甲醉
:

乙睛
:

水 ( 3 0 : 2 0 : s o v
八 ) ,流速 1

.

5 m l / m i n ,紫

外检测波长 Z i 4 n m ;

灵敏度 0
.

0 2 .
柱压 2 3 2 o P s i ,室温

,

数据处理仪参数
:

衰减 32
,

纸速 0
.

25
c m / m in

。

1
.

3 标准溶液的配制

精密称取苯妥英 90 m g
,

卡马西平 50 m g
,

以乙睛

为溶剂
,

溶解混合于 10 0 m l 容量瓶中
,

苯胺用乙膀稀

释 4 0 00 倍作为内标贮备液贮存于 4℃ 冰箱备用
。

1
.

4 血药标准曲线的测定

精确配制 7只 2 5 m l 容量瓶贮备液 (以双蒸水为

溶媒 )内含苯妥英分别为 9 0 0
、

6 3 0
、

4 5 0
、

2 2 5
、

1 1 2
·

5
.

、

5 6
.

2 5
、

2 8
.

1 3拌g /m l
,

卡马西平分别为 5 0 0
、

5 5 0
、

2 5 0
、

1 2 5
、

6 2
.

5
、

5 1
.

2 5
、

1 5
.

6 5产g / m l
,

依次吸取上述各贮备

液 10
.

。川置 200
.

。川正常人血清中
,

使苯妥英血浓度

分 别 为 4 5
、

5 1
.

5
、

2 2
·

5 0
、

1 1
·

2 5
、

5
·

6 2 5
、

2
·

8 1 3
、

1
.

4 0 7拌g / m l
,

卡马西平血浓度分别为 2 5
、

1 7
.

5
、
一2

.

5
、

6
.

2 5
、

5
.

1 2 5
、

1
.

5 6 3
、

0
.

7 5 2陀 / m一各加入内标物贮备

液苯胺 10
.

。川
,

按血清样品处理
,

进样 10
.

。川
,

以样品

/内标物的峰高 比值与苯妥英或卡马西平浓度求算

直线回归方程
.

1
.

5 血清样品的处理

分离血清
,

取 200
.

。川血清
,

加入 10
.

。川 内标苯

胺混均
,

再加入 4 00
.

0川 乙脑沉淀蛋 白
,

旋涡混合

3 0 5 ,

高速离心 ( 1 4 s o o r
/ m in ) s m in ,

取上清液 1 0
.

0川

进样
。

① 第一作者
,

19 5 9年出生
,

女
,

学士
,

主管药师

DOI : 10. 13471 /j . cnki . j . sun. yat -sen. univ (med. sci ) . 1995. 0127



9 4 中山医科大学学报 ( A e a d J S U M S ) 1 9 9 5
,
1 6 (增刊 )

2 结 果
表 l 苯妥英与卡马西平的血清 回收率

卡 马西平

2
.

1 色 谱

在本实验条件下
,

苯妥英和卡马西平
、

内标物苯

胺均得到了良好的分离
,

保留时间分别为 3
.

8 9 m in
、

5
.

1 9 m i n 、
2

.

5 7 m in (附图 )
。

回收率 ” 投入量 测得平
均浓度

回收率幻

( % ) (拜g / m l ) ( 拜g / m l ) ( % )

ùùōùōù
3 5

。

5 0

1 7
.

7 5

3 6
.

1 0 1 0 1
.

6 9

16
。

9 5 9 5
.

4 9

1 8 5 0 1 9
.

6 3 1 0 3
.

4 1

9
.

2 5 9
.

3 6 1 0 1
.

1 9

8
.

8 8 9
.

2 4 1 0 4
,

0 5 4
.

6 3 4 5 4 9 8
.

0 6

4
.

4 4 4
.

5 7 1 0 2
.

9 3 2
.

3 1 2
.

4 2 1 0 4
.

7 6

B
1 )平均 回收率为 1 0 1

.

0 4士 2
.

1 9 , e v 一 2
.

1 7 % ; 2 )平均回
收率为1 0 1

.

86士 1
.

5 1
, c v ~ 1

.

2 9 %

投入 t

( 拜g / m l )

表 2 笨妥英与卡 马西平的 日内重现性

苯妥英 卡马西平

(牙士 s ) C V 投人量 (万士 : )

(拜g / m l ) ( % ) (雌 / m l ) ( 拼g / m l )

C V

( % )

4 0
.

1 5 3 9
.

7 8士 0
.

2 1 0
。

53 18
.

70 18
.

6 士 0
.

1 3 0
.

7 0

20
.

0 8 1 8
.

0 7士 0
.

1 8 0
.

9 9 9
.

3 6 8
.

9 3士 0
.

1 5 1
.

6 8

10
.

0 4 9
.

5 6士 0
.

1 6 1
.

6 7 4
.

68 4
.

7 4士 0
.

0 3 0
.

63

5
.

0 2 4
.

9 1士 0
.

1 2 2
.

44 2
.

34 2
.

3 8士 0
.

0 2 0
.

84

2
.

5 1 2
.

6 7士 0
.

0 2 0
.

7 5 1
.

1 7 1
.

6 7士 0
.

0 1 0
.

6 0

附图 空白与样本血清色谱

A 空 白血清色谱
; B 样 本血清色谱

:

l) 内标物

( 2
.

5 7 m in ) , 2 )笨妥英 ( 5
.

8 9m i n ) , 3 )卡马西平 ( 5
.

i g m i n )

2
.

4
.

2 日间重现性 将不同浓度的苯妥英
,

卡马西

平血清样品保存于 4 ℃冰箱
,

每天取出重复测定
,

每

种样本共测定 6次
,

共 d6
,

测定日间精密度 (表 3)
。

2
.

2 线性关系

以药物浓度为 X 轴
,

药物与内标峰高比值为 y

轴
,

直 线 回 归 方 程
:

苯 妥 英 y ~ 一 o
·

5 5 2 6 +

0
.

0 9 5 2 o x
, r = 0

.

9 9 9 6 .
卡马西平 y = 一 0

.

6 3 7 1 + 0
·

一3 5 o x , r = 0
.

9 9 9 2 ,
苯妥英最低检测浓度为 0

.

7 0 6产g /

ml
,

线性范围 1
.

4 07 ~ 45 陀 / m1
,
卡马西平最低检测浓

度为 0
.

s 9 l glL /m l
,

线性范围为 ) 0
.

7 5 2 ~ 2 5拜g / m l
。

2
.

3 回收率

取试管 4支各加入 20 0
.

。川健康人空 白血清
,

各

加入 4种不同浓度的标准贮备液 10
.

0川
,

再加入苯胺

10
.

。川
,

混合均匀后
,

按样品处理
,

每个样品进样 6次

(表 1 )
。

2
.

4 精密度试验

2
.

4
.

1 日内重现性 在同 d1 配制不同浓度的苯妥

英
、

卡马西平血清样品
,

每一浓度样本各测定 6次
,

测

定 日内精密度 (表 2 )
。

投入 t

( 料g / m l )

表 3 苯妥英与卡马西平的 日间声现性

苯妥英
.

卡马西平

(万士
s ) C V 投入 t (牙士

, )

(拜g / m l ) ( % ) ( 拌g /m l ) (拌g / m l )

C V

( % )

4 0
.

1 5 4 0
.

5心士 0
.

1 9 0
.

4 7 1 8
.

7 0 1 9
.

8 5士 0
.

13 0
.

6 5

20
.

0 8 2 0
.

3 6士 0
.

2 0 0
.

98 9
.

3 6 8
.

5 7士 0
.

1公 2
.

2 2

10
.

0 4 1 0
.

6 5士 0
.

3 5 3
.

2 9 4
.

6 8 5
.

14士 0
.

1 5 2
.

92

5
.

0 2 4
.

9 5士 0
.

2 2 4
.

44 2
.

3 4 2
.

5 3士 0
.

0 7 2 7 7

2
.

5 1 3
.

0 1士 0
.

0 3 0
.

9 9 1
.

17 1
.

1 8士 0
.

0 4 3
.

8 9

3 讨 论

专一性在本色谱条件下
,

青霉素 G
、

氨节青霉
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,

等
.

H P L C 法同时快速测定血清中苯妥英
、

卡马西平的浓度 9 5

素
、

头抱哇琳
、

头抱氨节
、

头抱拉吮
、

头抱他定
、

头抱

吠新
、

维生素 C 和肌昔均在 Zm in 内出峰
,

故不干扰

本法测定
,

常用的抗癫痛药保 留时间分别为
:

苯巴比

妥 3
·

l o m in 、

硝基安定 5
·

s 7 m i n 、

氛硝安定 5
.

4 5
、

舒乐

安定 8
.

18 m in
、

安定 13
.

00 m in
,

由上可见苯巴比妥
,

舒

乐安定
、

安定的保留时间均不干扰本法测定
.

而硝基

安定和氛硝安定的保 留时间与卡马西平接近
,

但在

临床药物浓度监测中发现
,

服用常规剂量的患者血

检测结果表明无峰形出现
,

故合用常规剂量的硝基

安定或抓硝安定一般不影响卡马西平的测定
。

根据上述资料表 明
,

本方法灵敏度高
,

专一性

强
,

线性范围广
,

重现性可靠
,

回收率 良好
,

与其它

1王P L C 法相 比
,

具有样品预处理简单用 乙睛沉淀蛋

白
,

可免繁琐的提取过程等特点
。

流动相以调节甲醇和 乙睛及水的比例使两种药

物得到了良好的分离
,

因未用盐类
,

无需每 日清洗和

平衡
,

内标物苯胺系化学品
, .

易得且不受体内代谢产

物的干扰
,

样品保 留时间短
,

一个周期仅需 s m in 即

可完成
。

本法应用于临床获得较满意效果
,

但本文方

法也有一定局限性
,

如硝基安定或抓硝安定用于 抗

瘫痛时服用较大剂量可能对卡马西平的测定有干

扰
。
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