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!检验技术与方法!

aV.O

法测定人血中阿莫西林的方法学研究

肖正华!刘
"

明!郭嘉伟!曹文轩!管
"

潇!张
"

莉!张惠静

"第三军医大学药物分析与分析化学教研室!重庆
9,,,)1

%

""

摘
"

要"目的
"

建立一种实用的
aV.O

法用于人血中阿莫西林含量测定&方法
"

采用含
'P

磷酸的甲醇溶液沉淀蛋白!高效

液相色谱法测定&以替硝唑为内标!色谱柱为
]EA<@6h"@5I

J

<O'1

!

'-,DD_9*0DD

!

KEA<@6

保护柱$流动相为#甲醇
k,*,'

D;?

'

.

磷酸二氢钾"

>

a(*)

%

f'0k19

!流速为
'*,D.

'

D57

!柱温
),T

!检测波长为
((-7D

&结果
"

血浆内源性物质对样品测定

没有干扰&阿莫西林的线性范围为
,*(-

$

)(*,

&

J

'

D.

"

8f,*3333

%&阿莫西林以及替硝唑各浓度点的稳定性实验的
U!̀

均小

于
'-P

&结论
"

该方法样品处理简便!结果准确!灵敏度较高!可用于人血浆中阿莫西林含量的测定以及阿莫西林药代动力学

研究&

关键词"阿莫西林$

"

色谱法!高压液相$

"

血浆$

"

药代动力学

!"#

!

',*)303

"

4

*5667*'0+)89'),*(,'(*'0*,)-

文献标识码"

&

文章编号"

'0+)89'),

"

(,'(

%

'08'33(8,(

""

阿莫西林$

ED;=5H5??57

#

&D

&为
'

内酰胺类抗菌药物#对革

兰阳性菌和阴性菌都有高效杀菌作用)近年来#对阿莫西林制

剂*血样中含量测定的方法屡有报道'

'8-

(

#人血中阿莫西林的含

量测定多采用
aV.O

法#运用阿莫西林具有酸碱两性的特点#

在
aV.O

测定中#酸碱两性流动相都曾有人采用'

9

(

)但随着

抗菌药物的应用泛滥#人体中残留的各种抗菌药物严重影响血

浆中阿莫西林的含量测定#以前可用的测定方法很难再用)本

实验拟建立一种实用的准确*简便*快速的
aV.O

法#用于测

定血浆中阿莫西林的血药浓度#为阿莫西林药代动力学研究提

供有益的参考)

B

"

材料与方法

B*B

"

仪器
"

.O8(,&"

高效液相色谱仪#

!V̀8$(,&

紫外检测

器#

O:c8',&!

柱温箱皆为日本岛津公司生产%

!5D

>

?5H5A

L

纯水

仪$密理博&%

aO8(-9

高速离心机$科大创新&%

h!8(,-

分析天

平$梅特勒#德国&)

B*C

"

试药
"

阿莫西林对照品#批号
'),9,38(,',''

#中国药品生

物制品检定所%替硝唑对照品#批号
',,))08(,,+,)

#中国药品生

物制品检定所%甲醇#色谱纯#

$#UO\

公司$德国&%磷酸*磷酸

二氢钾皆为分析纯#成都科龙化工试剂厂%水为密理博超纯水)

B*D

"

方法

B*D*B

"

色谱条件
"

色谱柱!

]EA<@6h"@5I

J

<O'1

#

9*0DD_

'-,DD

#

KEA<@6

保护柱%流动相为!甲醇
k,*,'D;?

"

.

磷酸二

氢钾$

>

a(*)

&

f'0k19

#流速为
'*,D.

"

D57

%柱温!

),T

%进样

量!

(,

&

.

%检测波长为
((-7D

)

B*D*C

"

标准溶液的配制
"

精密称取阿莫西林对照品适量#用

-P

甲醇溶液溶解#配制成
'(1,

&

J

"

D.

标准溶液#再用
-P

甲

醇倍比稀释成
)(,

*

'0,

*

1,

*

9,

*

(,

*

',

*

-

*

(*-

&

J

"

D.

系列标准

溶液)精密称取替硝唑对照品适量#用
-P

甲醇溶液溶解#配

制成
1,,

&

J

"

D.

标准溶液#再稀释成
1,

&

J

"

D.

标准溶液

备用)

B*D*D

"

血浆样品的处理
"

精密量取血浆样品
9-,

&

.

于
'*-

D.

离心管中#再加入阿莫西林标准溶液和
1,

&

J

"

D.

替硝唑

标准溶液各
-,

&

.

#旋涡混匀#再加入
9-,

&

.

含
'P

磷酸的甲

醇溶液#旋涡振荡
'D57

#

'1,,,@

"

D57

离心
'-D57

#取上清液

(,

&

.

进样)用内标法计算阿莫西林的含量)

C

"

结
""

果

C*B

"

专属性
"

在上述色谱条件下#测得空白人血浆*阿莫西林

2

内标
2

血浆等色谱图#见图
'

)由图
'

可见血浆中杂质不干

扰阿莫西林和内标的测定)阿莫西林保留时间约为
0*()D57

%

内标替硝唑的保留时间约为
+*03D57

)

C*C

"

标准曲线
"

将
'*)*(

所配阿莫西林系列标准溶液各取

-,

&

.

#与
9-,

&

.

空白血浆混合#即得
,*(-

*

,*-

*

'*,

*

(*,

*

9*,

*

1*,

*

'0*,

*

)(*,

&

J

"

D.

的阿莫西林系列标准血浆样品#每个浓

度平行
)

份#按,

'*)*)

-项下处理#测定)得标准曲线
&f

,*'3-1.S,*,((-)

#

,*(-

$

)(*,

&

J

"

D.

范围内线性关系良

好$

8f,*3333

&)

+

(33'

+

国际检验医学杂志
(,'(

年
1

月第
))

卷第
'0

期
"
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""

阿莫西林$

9*,

&

J

"

D.

&

2

替硝唑$

1*,

&

J

"

D.

&血浆样品%

'

!阿莫西

林$

9

U

f0*()D57

&%

(

!替硝唑$

9

U

f+*03D57

&)

图
'

""

阿莫西林血浆样品色谱图

C*D

"

精密度实验
"

配制低*中*高
)

个浓度$

,*-

*

9*,

*

'0*,

&

J

"

D.

#下同&的阿莫西林血浆溶液各
0

份#按,

'*)*)

-项下处

理#在一个工作日内分别测定)考察日内精密度#其
U!̀

分别

为
'(*-1P

*

)*31P

和
'*19P

)并考察日间精密度#其
U!̀

分

别为
3*99P

*

9*',P

和
+*-+P

)

C*F

"

回收率实验
"

配制低*中*高
)

个浓度的阿莫西林血浆溶

液各
0

份#按,

'*)*)

-项下处理#测定阿莫西林含量以及阿莫西

林和替硝唑峰面积#计算其方法回收率分别为
3)*-)P

*

','*1'P

和
',9*3-P

)配制
,*(-

*

(*,

*

1*,

&

J

"

D.

阿莫西林

标准溶液以及
9*,

&

J

"

D.

替硝唑标准溶液#每个浓度平行
0

份#测定其峰面积#计算平均值#以对应血浆药物浓度峰面积值

除以标准溶液峰面积平均值计算得提取回收率)得低*中*高

浓度阿莫西林和替硝唑的提取回收率分别为
+3*+1P

*

13*)(P

*

3,*++P

和
3-*))P

)

C*I

"

标准溶液室温放置稳定性实验
"

配制低*中*高
)

个浓度

的阿莫西林和
1*,

&

J

"

D.

的替硝唑标准溶液于室温放置
,

*

(

*

9

*

0

*

(9%

后进行测定#每个浓度平行
)

分)计算各浓度试样的

峰面积的平均值得
U!̀

分别为
9*3,P

*

9*-,P

*

9*9'P

和

)*11P

)

C*J

"

血浆样品室温放置稳定性实验
"

配制低*中*高
)

个浓度

的阿莫西林血浆溶液各
'-

份#于室温放置
,

*

(

*

9

*

0

*

(9%

后按

,

'*)*)

-项下处理#测定#每个浓度平行
)

份)计算
U!̀

分别

为
',*)(P

*

1*'0P

和
',*,'P

)

C*U

"

血浆样品处理后室温放置稳定性实验
"

配制低*中*高
)

个浓度的阿莫西林血浆溶液各
)

份#按,

'*)*)

-项下处理#于室

温放置
,

*

(

*

9

*

0

*

(9

*

91%

后进样测定)发现
(9%

后#峰形变

差#估计阿莫西林有分解现象#建议血浆样品处理后需在
0%

内测定完毕)计算
0%

内的
U!̀

分别为
')*00P

*

1*--P

和

',*)-P

)

C*V

"

血浆样品
S1,T

冰箱保存稳定性实验
"

配制低*中*高
)

个浓度的阿莫西林血浆溶液各
('

份#

S1,T

低温冰箱保存#

于
'

*

)

*

-

*

+

*

'9

*

('

*

),I

后取出按,

'*)*)

-项下处理测定#每个

浓度平行
)

份)

('I

后浓度下降为标示量的
1,P

以下#可知#

血浆样品在
S1,T

冰箱至少能保存
'9I

#计算
U!̀

分别为

'(*,)P

*

',*(,P

和
0*')P

)

C*W

"

冻融实验
"

配制低*中*高
)

个浓度的阿莫西林血浆溶液

各
'(

份#

S1,T

低温冰箱保存#于
,

*

(9

*

91

*

+(%

后全部取出

解冻#各浓度溶液各取
)

份按,

'*)*)

-项下处理#测定$剩余血

样复冻&)考察冻融
'

*

(

*

)

次稳定性#其
U!̀

分别为
)*30P

*

)*0(P

和
'*1)P

)血样反复冻融
)

次对样品没有影响)

D

"

讨
""

论

在阿莫西林的结构中既有氨基又有羧基#因此其具有两性

化合物的性质)对阿莫西林的检测方法早期曾有微生物效价

测定法*碘量法*电位滴定法*旋光法*分光光度法*流动注射化

学发光法等报道)阿莫西林结构中含有氨羟苄基#具有特征的

紫外吸收#目前各国药典均已应用高效液相色谱法对其进行鉴

别*杂质检查*含量测定等质量控制)因此#近年来对阿莫西林

的测定用得最多的还是
aV.O

法'

(81

(

)

随着抗菌药物的应用泛滥#人体中残留的各种抗菌药物严

重影响人血浆中阿莫西林的含量测定#以前好用的测定方法现

在不一定能用)本实验曾采用乙腈沉淀法*冷冻甲醇沉淀法*

高氯酸沉淀法*固相萃取法等方法'

38''

(来处理血样#缓冲液也

曾选用了
)*,

*

9*,

*

-*,

*

0*1

*

+*(

等
>

a

值#也曾应用了多种色

谱柱进行分离#但始终有干扰存在#均得不到理想的结果#最后

选用了
]EA<@6

的
h"@5I

J

<O'1

$

>

a

耐受
'

$

'(

&杂化柱#缓冲

液
>

a

值低至
(*)

才得到理想的分离)在血样的处理方面#我

们在甲醇中加入一定量的磷酸使呈酸性#一方面使处理后的试

样与流动相的
>

a

值尽量相近#另一方面磷酸的加入对峰形的

改善非常明显)预柱的使用对色谱柱的保护作用也很明显#但

由于流动相比例偏大#也不可忽视色谱柱的降低)

本实验运用
aV.O

法测定人血浆中阿莫西林含量#其方

法研究严格按照国家新药申报指导原则的要求进行#不但考察

了阿莫西林的日内*日间精密度和提取回收率#还考察了其在

各种情况下的稳定性)结果表明#本方法样品处理简便#结果

准确#灵敏度较高#可用于人血浆中阿莫西林含量的测定以及

阿莫西林药代动力学研究)
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