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要"目的
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比较高效液相色谱法"

Z*H2

法$和微生物检定法测定奈替米星血药浓度%方法
!

分别用
Z*H2

法和微生物

检定法测定血药浓度%结果
!

Z*H2

法平均回收率为
8%$9%c

!日内'日间相对标准偏差"

48<

$分别为
7$7'c

和
($78c

#微生物

检定法平均回收率为
"'"$"&c

!日内'日间
48<

分别为
($':c

和
:$99c

%结论
!

两种方法回收率和精密度基本一致!受试者血

药浓度差异无统计学意义%
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奈替米星的血药浓度个体间差异较大#治疗指数低#因此#

进行血药浓度监测对保证用药的安全有效是很有必要的$本

文通过对高效液相色谱法!

Z*H2

法"和微生物法测定奈替米

星血药浓度进行比较#确定
"

种更简便%快捷%准确的方法作为

医院常规血药浓度监测方法$
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!

材料与方法

A$A

!

仪器及试剂
!
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"仪器(
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仪!

H2X/"'+̀ *

#日本岛

津"#电子天平!

1*#""3

#

)LP@?P<A=
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J

Z=/&-

型实验室
J

Z

计及

隔水式电热恒温培养箱!上海今迈仪表有限公司"'游标卡尺精

度为
'$'#II

$!

#

"试剂(乙腈!色谱纯"#磷酸二氢钾%磷酸氢

二钾均为分析纯'奈替米星标准品由中国药品生物制品检定所

提供#短小芽孢杆菌由柳州市药品检定所提供'健康人混合血

清由本院输血科提供$

A$B

!

方法

A$B$A

!

Z*H2

法
!

!

"

"色谱条件为色谱柱
HA>L

!

#('IIb

7$:II

#
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"'柱温
7' i

'流动相#乙睛
/

水的磷酸缓冲液
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Z#$'

"#庚烷磺酸钠
"'II?H

&

H

'紫外检测波

长
#'(>I

'流速
'$9IH

&

I<>

$!

#

"标准曲线配制#精密称定奈

替米星标准品适量#置
"''IH

量瓶中#用乙腈
/

水!

"(j9(

#

`

&

`

"溶解并稀释至刻度#摇匀备用$取
'$(IH

空白人血清

分别配制硫酸奈替米星浓度为
#
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IH

的系

列对照溶液#按血清样品的处理方法#以浓度
2

对峰面积
+

进

行线性回归#最低检测限为
'$(

#

R

&

IH

$!

&

"回收率及精密度#

按上述项制备
#

%

9

%

":

#

R

&

IH

的硫酸奈替米星血清样品溶液#

色谱条件不变#并按上述项进行处理后进样测定$各平行作
(

次#

&

种浓度每天重复#连续测定
(B

#计算日内%日间相对标准

偏差!

48<

"及回收率#结果见表
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"血清样品处理#精密吸

取
'$(IH

样品血清于
"

支
"'IH

的干净离心管中#加入
"IH

的乙腈#振荡
#I<>

混匀#以离心半径
9-I

#

&'''P

&

I<>

离心
(

I<>

'取上清液
"$#IH

置
"'IH

离心管'在
('i

水浴中用
W

#

挥干#残渣用
'$&IH

正己烷溶解后#加入
'$"IH

流动相提取

#I<>

#以离心半径
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#

&'''P
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I<>

离心
(I<>

#取下层流动

相
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#

H

进样$
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微生物检定法
!
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"检测条件#菌种为短小芽孢杆菌
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号方#
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'缓冲

液为磷酸盐缓冲液#
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Z%$9
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"磷酸盐缓冲液制备#称取磷

酸二氢钾
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R

#磷酸氢二钾
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R

#溶于
"'''IH

纯化水

中#滤过#

""(i

灭菌
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即得
J
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的磷酸盐缓冲

液$!
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"检定菌液制备#取短小芽孢杆菌)
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*普

通琼脂斜面培养物#接种于盛有普通琼脂斜面培养基的培养瓶

中#

&%i

培养
%B

#用革兰染色法涂片镜检#应有芽孢
9(c

以

上$用生理盐水清洁芽孢#在
:(i

水浴中保温
&'I<>

备用$

!

7

"对照品制备#精密称取硫酸奈替米星标准品适量#用
J

Z

%$9

磷酸盐缓冲液稀释成
":'

#

R

&

IH

#临用时#用空白血稀释至

分别含奈替米星
#
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%
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IH

的药物浓度系列$
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"标准曲线的制备 按中国药典
#''(

年
#

部附录
.

中的管碟

法制备菌碟$将按药典配制的
&

号培养基加热溶化#取
#'IH

注入平皿#凝固后#另取冷却至
('
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:'i

培养基
"''IH

#加

'$(IH

稀释的短小芽孢杆菌混和液充分混合#用
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吸管

定量地倒入刚才的平皿中均匀摊布#冷却凝固后#在每
"

双碟

中以等距离均匀安置不锈钢小管
7

个#分别在不锈钢小杯加入

系列标准奈替米星血清和待测样品血清#置于
&%i

培养箱中

培养
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#用游标卡尺测定抑菌圈直径$以血清中药物浓度
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IH

"的对数为横坐标#抑菌圈直径
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II

"为纵坐标作图#

绘制标准曲线 $血清中标准曲线方程为(
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结
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用
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IH

标准血清#每一浓度在菌碟上重复
(

次#以及连续测定
(B

#计算日内%日间精密度及回收率#见
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"为

补体因子#表明
e

蛋白可能参与补体的激活途径#参与宿主早

期抗感染免疫'

ZE

J

=<>

属于跨膜丝氨酸蛋白酶家族成员之一#

在肝细胞生长并维持肝细胞正常形态%细胞的发育#起始血液

凝集过程等方面是必不可少的)

&

*

#说明
e

蛋白可能参与细胞

的分裂#在
Z1̀

致癌机制中起着重要作用)

7

*

$

e

蛋白与
,E@/

LGG?@D<?>E<>#+

相互作用#表明
e

蛋白可能参与肿瘤转移和机

体炎性反应)

(

*

$

*P?@EL=?IE=A.A><@

参与蛋白或多肽的消化#

e

蛋白可能对维持机体蛋白稳定性起到一定作用)

:

*

$与
H<NEP

LG-?D?GBED

C

BP?

R

E>L=E

相互作用#表明
e

蛋白可能参与肝脏代

谢过程)

%

*

$但
e

蛋白与这些蛋白相互作用后的生物学功能如

何#需要进一步探讨$

目前乙型肝炎缺乏有效防治手段的主要原因是对
Z1̀

的本质认识不足#对其变异%致病机制和人体的防御机制缺乏

了解$本研究表达并纯化了
e

蛋白#采用
!

%

噬菌体展示筛选

系统#以
Z1̀ e

蛋白为靶蛋白#筛选了人肝细胞
-3W+

文库#

得到多个可能与
e

蛋白相互作用的蛋白#为进一步研究乙型

肝炎的致病机制及防治奠定了基础$

参考文献

)

"

*

*L=-DSE,$*DL

R

EB<=

J

GL

C

=

C

=@EI=L>B@DE<PL

JJ

G<-L@<?>=

)

_

*

$+

JJ

G,<-P?.<?G1<?@E-D>?G

#

#'':

#

%'

!

(

"(

#/""$

)

#

*

+>BP<=L><\,

#

1LP>L.L=)$!DE@PL>=-P<

J

@<?>LGFA>-@<?>

?F@DEDE

J

L@<@<=1N<PA=e

J

P?@E<>L>B<@=P?GE<>DE

J

L@?/

-LP-<>?

R

E>E=<=

)

_

*

$K>@_\>-?G

#

"888

#

"(

!

#

"(

&%&/&%8$

)

&

*

XLUAIL]

#

ZLILI?@?!

#

V?=@EP32

#

E@LG$ZE

J

=<>

#

L

J

A/

@L@<NEIEI.PL>E/L==?-<L@EB=EP<>E

J

P?@EL=E

#

L-@<NL@E=DA/

IL>FL-@?P

0

L>B<><@<L@E=L

J

L@DQL

C

?F.G??B-?L

R

AGL@<?>

?>@DE-EGG=APFL-EGELB<>

R

@?@DP?I.<>F?PIL@<?>

)

_

*

$_1</

?G2DEI

#

"88(

#

#%'

!

9

"(

::/%#$

)

7

*

,E<EP !̂$Z?QL=<>

R

GE

J

P?@E<>-?I

J

GEhL--?II?BL@E=

IL>

C

B<FFEPE>@Z

&

+2+OW+=

)

_

*

$!PE>B=1<?-DEI)-<

#

#'':

#

&"

!

7

"(

&""/&"($

)

(

*

_<>O

#

2D?Q !̀

#

!L>*Z

#

E@LG$,E@LGG?@D<?>E<>#+Eh/

J

PE==<?><=L==?-<L@EB Q<@D-EGG

J

P?G<FEPL@<?><>.PEL=@

-L>-EP

)

_

*

$2LP-<>?

R

E>E=<=

#

#''#

#

#&

!

"

"(

9"/9:$

)

:

*

XG<IL=-DEQ=S<H

#

ZLA=?@@1

#

K>

R

?P?SNL)

#

E@LG$2?>=@<@A/

@<NEG

C

Eh

J

PE==EB-L@LG

C

@<-

J

P?@EL=?ILG=A.A><@=LPEA

J

/

PE

R

AGL@EBBAP<>

R

>EAP?>LGB<FFEPE>@<L@<?>L>BPE

M

A<PEBF?P

Lh?><><@<L@<?>

#

EG?>

R

L@<?>L>BIL<>@E>L>-E

)

_

*

$_WEAP?/

-DEI

#

#'':

#

8:

!

:

"(

"%'9/"%"%$

)

%

*
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精密度及回收率的比较#
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'
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!

#
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IH

"

Z*H2

法!

c

"

回收率
日内

48<

日间

48<

微生物检定法!

c

"

回收率
日内

48<

日间

48<
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平均值
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患者血样的测定

编号
Z*H2

法!

#

R

&

IH

"

峰浓度 谷浓度

微生物检定法!

#

R

&

IH

"

峰浓度 谷浓度
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7 9$8# #$'( 8$'" #$'%
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!!

由表
"

结果可见#两种方法的回收率及日内%日间
48<

经

!

检验显示差异无统计学意义!

"

$

'$'(

"$

#

选取本院患者
:

例!男
7

例#女
#

例"#年龄!

&(d#'

"岁$入院时确诊复杂尿路

感染#肾功能正常#根据病情需要分别予硫酸奈替米星注射液

"''

!

&''I

R

#连续使用
(

!

%B

#在用药
#B

给药
&'I<>

后及用

药
7B

给药
9D

后即从对侧静脉采血
#IH

$同时#用
Z*H2

法

及微生物检定法进行测定#若血药浓度大于
#

#

R

&

IH

#峰浓度

大于
":

#

R

&

IH

则调整给药#隔日再取血进行测定#同时进行

肾功能的测定#并记录不良反应情况#结果
:

例中无一例出现

肾功能损害等不良反应)

"

*

$两种方法监测奈替米星血药浓度

结果见表
#

#经
!

检验差异无统计学意义$

C

!

讨
!!

论

氨基糖苷类抗生素的体内含量的测定方法主要有薄层色

谱法%免疫分析法%差示脉冲极谱法%生物学测定法及
Z*H2

法$由于受条件限制#

Z*H2

法和微生物检定法在一般基层医

院比较可行$

本文比较了两种方法的测定结果#差异无统计学意义$但

是微生物检定法的测定结果偏高#推测是由于该方法专属性较

差#其值受体内活性代谢产物及其他物质影响$

微生物检定法灵敏度较高#更适合于谷浓度的监测#测定

血药峰浓度时则受限#当浓度大于
#'

#

R

&

IH

后需要稀释血

样#给结果带来进一步的误差$而
Z*H2

法在低浓度时由于

噪音干扰#影响结果精密度$但是两种方法在奈替米星血药浓

度监测范围
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均可以准确定量#与微生物检定法

相比#

Z*H2

法特异性强%结果准确%操作简便快速#可作为基

层医院奈替米星血药浓度监测的常规方法)
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