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HPLC测定人血浆中山莨菪碱的浓度
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摘要 : 目的 　建立高效液相色谱法测定人血浆中山莨菪碱的血药浓度。方法 　色谱柱为 D iamonsil C18 ( 416 mm ×250 mm, 5

μm) ; 流动相为乙腈 210 mmol·L - 1磷酸二氢钾溶液 (pH 310, 内含 10 mmol·L - 1高氯酸 ) (20∶80) ; 柱温 : 室温 ; 流速 : 110

mL·m in - 1 ; 检测波长 : 214 nm。结果　标准曲线的线性范围为 015～50 mg·L - 1 ( r = 01999 7, n = 7) , 低、中、高 3种浓度

的平均回收率为 (8712 ±212) % , (9215 ±110) % , (8913 ±211) % , 日内 RSD≤215% , 日间 RSD≤512%。山莨菪碱的最低

检出量为 011 mg·L - 1。结论　本方法简单、灵敏、重现性好 , 适用于山莨菪碱临床血药浓度测定及人体药动学研究。
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ABSTRACT: O BJECT IVE　To establish a HPLC method for the determ ination of anisodam ine in p lasma1 M ETHOD S　The HPLC

separation was carried out on a D iamonsil C18 (416 mm ×250 mm, 5μm) column , mobile phase was a m ixture of acetonitrile and 10

mmol·L - 1 potassium dihydrogen phosphate buffer (pH 310, including 10 mmol·L - 1 perchloric acid ) ( 20∶80) 1 The flow rate was

110 mL·m in - 1 1 The detection wavelength was 214 nm1 RESUL TS　A good linearity of anisodanime in p lasma was obtained over the

range of 015 to 50 mg·L - 1 ( r = 01999 7 , n = 7) 1 W ithin the range, the recoveries of three different concentrations were (8712 ±

212) % , (9215 ±110) % , (8913 ±211) % , and the RSD s of intra2day and inter2day validation were less than 215% and 512% ,

respectively1 The detection lim it of anisodam ine was 011 mg·L - 1 1 CO NCL US IO N　The method is rep roducible, convenient and

sensitive for p lasma concentration monitoring and clinical pharmacokinetic study of anisodam ine1
KEY WO RD S: anisodam ine; p lasma concentration; HPLC

　　山莨菪碱 ( anisodam ine) 为我国特产茄科植

物山莨菪 (A nisodus tangu ticus) 根中提取的一种生

物碱 , 常称 “654”。其天然品称为 “65421”, 人

工合成品称为 “65422”[ 1 ]。65422为 M胆碱受体阻

断药 , 临床用途十分广泛 , 可用于感染中毒性休

克、神经痛、脑血管栓塞、眼底疾患、突发性耳

聋 , 胃、肠、胆道绞痛等 [ 1 ]
, 同时也可用于肝炎、

肾炎和糖尿病的治疗 [ 2 ]。山莨菪碱还曾用于治疗

2003年非典中的低氧血症病人 [ 3 ]。尽管 65422有
很高的治疗价值 , 但目前国内外还很少有关于

65422血药浓度测定方法的相关报道。为评价 65422
在人体内的药动学特征 , 并为临床有效治疗提供参

考数据 , 我们建立了一种简单、高效、灵敏的

HPLC测定人血浆中 65422的药物浓度 , 用于临床

上 65422血药浓度测定以及人体药动学研究 , 为

65422的合理用药提供依据。

1　材料与方法

111　仪器

W aters高效液相色谱系统 ( 515型泵 , 486型

紫外检测器 , M illennium
32色谱工作站 ) ; M IN -

2800D氮吹仪 (Auto Science) ; KS型康氏振荡器

(广州市富城仪器厂 ) ; XW - 80A旋涡混合器 (上

海医科大学仪器厂 ) ; Sigma 3K18高速冷冻离心

机 ; 高速离心机 (美国雅培公司 TDX仪附件 )。

112　药品与试剂

65422对照品 (民生药业 , 批号 RCA0512003,

纯度为 9915% ) ; 阿托品片 (江苏方强制药 , 规

格 : 013 mg, 批号 : 20060320) ; 乙腈 (色谱纯 ) ;

其余试剂均为分析纯。水为二次重蒸水。
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113　色谱条件

色谱柱 : D iamonsil C18 ( 416 mm ×250 mm , 5

μm) ; 流动相 : 乙腈 210 mmol·L
- 1磷酸二氢钾溶

液 ( pH 310, 内 含 10 mmol · L - 1 高 氯 酸 )

(20∶80) ; 柱温 : 室温 ; 流速 : 110 mL ·m in - 1 ;

检测波长 : 214 nm。

114　血药浓度测定法

11411　标准溶液的配制 　精密称取 65422对照品

适量 , 置于 10 mL量瓶中 , 用甲醇溶解并定容 , 得

5 g·L - 1的 65422储备液。将 65422储备液用甲醇

稀释 , 配制质量浓度为 1215, 25, 50, 125, 250,

625, 1 250 mg·L
- 1的 65422标准溶液 , 储备液及

标准溶液均于 4 ℃下保存。

11412　内标溶液的配制 　取阿托品片剂适量 , 置

于 10 mL量瓶中 , 加入适量甲醇 , 37 ℃恒温振荡

使片剂完全溶解后定容 , 过滤。吸取滤液 1167

mL, 用甲醇稀释至 10 mL, 得质量浓度为 125

mg·L
- 1的内标溶液 , 于 4 ℃下保存。

11413　血浆样品处理与测定 　吸取内标溶液 20

μL, 置 10 mL离心管中 , 氮气吹干后加入血浆样

品 500μL和 015 mol·L
- 1的氢氧化钠溶液 10μL,

旋涡混匀 10 s后加入乙酸乙酯 115 mL, 水平震荡

15 m in, 4 500 r·m in
- 1离心 5 m in, 分离有机层 ,

置于 115 mL离心管中以 N2流吹干。下层溶液加入

乙酸乙酯 115 mL, 水平震荡 15 m in, 4 500 r·

m in
- 1离心 5 m in, 合并有机层于 115 mL离心管中

以 N2流吹干。加入体积分数 75%甲醇溶液 75μL,

旋涡混匀 30 s, 10 000 r·m in
- 1离心 5 m in, 取上

清液 20μL 进样。记录色谱图 , 以 65422峰面积

(A s ) 与内标峰面积 (A i ) 之比 Y代入标准曲线计

算 65422血药浓度。

11414　标准曲线 　分别吸取不同浓度的 65422标
准溶液及内标溶液各 20μL, 置于 10 mL 离心管

中 , 氮气吹干后加入空白血浆 500μL和 015 mol·

L
- 1的氢氧化钠溶液 10μL, 旋涡混匀 10 s, 使血

药浓度分别相当于 015, 110, 210, 510, 10, 25,

50 mg·L - 1。按 “11413”项下方法处理并测定 ,

以不同质量浓度 65422系列溶液的 A s 和 A i 之比计

算 Y值 , 以 Y值为纵坐标 , 65422质量浓度 (ρ)

为横坐标进行线性回归。

11415　回收率及精密度 　分别吸取低、中、高 3

种浓度的 65422标准溶液和内标溶液各 20μL, 吹

干后加入空白血浆 500μL和 015 mol·L
- 1的氢氧

化钠溶液 10μL, 旋涡混匀 10 s, 使血药浓度分别

相当于 015, 510, 50 mg·L
- 1。按 “11413”项下

方法处理并测定 , 将 65422峰面积 (A s ) 与内标峰

面积 (A i ) 之比 Y代入标准曲线计算 65422血药浓

度 , 以测得值与加入值之比计算方法回收率。以 1

d内测得的 65422浓度计算日内精密度 , 以一周内

5次测定的 65422浓度计算日间精密度。

2　结 　果

211　色谱行为

在 “113”色谱条件下 , 血浆内源性杂质均不

影响 65422和内标物的分离测定。峰 1和峰 2为

65422的异构体峰 , 保留时间分别为 719, 913 m in;

峰 3为内标阿托品 , 保留时间为 1513 m in。空白血

浆及血浆样品色谱图见图 1。

图 1　65422 HPLC色谱图
A -空白血浆 ; B - 空白血浆加入内标 ; C - 空白血浆加入 65422和内标 ;

D -血浆样品 ; 1～2 - 65422; 3 -阿托品

F ig1 1　HPLC Chromatogram s of 65422
A - blank p lasma; B - blank p lasma sp iked with IS; C - blank p lasma sp iked

with 65422 and IS; C - p lasma samp le; 1～2 - 65422; 3 - atrop ine

212　线性范围

65422在 015～50 mg·L - 1内 , 血药浓度与峰

面积 比 有 良 好 线 性 关 系 , 其 回 归 方 程 为 :

Y = 51831 2ρ- 01102 6 ( r = 01999 7)。以信噪比 S/

N = 3∶1计算 , 65422最低检出量为 011 mg·L
- 1。

213　回收率及精密度

低、中、高 3种浓度的平均方法回收率分别为

(8712 ±212) %、 (9215 ±110) %、 (8913 ±211) %

( n = 5 )。 3 种浓度的日内 RSD ≤215% , 日间

RSD≤512%。结果见表 1。
表 1　回收率和精密度实验结果 1n = 5, �x ±s

Tab11　Result of recovery and p recision1n = 5, �x ±s

Added
concentration

/mg·L - 1

Found
concentration

/mg·L - 1

M ethod
recovery

/%

W ithin2day
RSD /%

Between2day
RSD /%

015 0144 ±0101 8712 ±212 215 512

5 4163 ±0105 9215 ±110 111 315

50 44163 ±1105 8913 ±211 214 413
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3　讨 　论

311　山莨菪碱有 4个异构体 , 药用外消旋体 [ 4 ]。

2005年版 《中国药典 》记录 : 用高效液相色谱法

测定消旋山莨菪碱含量 , 应以顺反式异构体峰面积

的和计算 [ 5 ]。从本实验的色谱图可以清晰看出

65422有 2个峰 , 其中每个峰含两个对映异构体。

65422的对映异构体已经在毛细管电泳法中得到分

离和提取 [ 4 ] , HPLC作为手性药物异构体分离提取

应用最广泛的方法 , 对 65422异构体的分离提取研

究还比较少。本实验不但操作简单 , 而且体现出灵

敏度高、实用性强的特点。

312　65422含叔胺结构 , 碱性较强 , 结构中的酯键

在 pH 315～410最稳定 , 弱酸性和近中性条件下稳

定 , 在碱性溶液中易水解 [ 6 ]。血浆样品处理过程

要注意酸碱度 , pH过高可导致 65422分解 , 过低

样品提不出来。本实验考查了不同浓度 , 不同体积

的 NaOH和 Na2 CO3溶液 , 结果 015 mL血浆以 015

mol·L
- 1

NaOH溶液 5～25μL碱化最好 , 提取率

最高。流动相的酸碱度调为 pH 310, 即保持了样

品的稳定性 , 同时保证样品与内标、杂质能完全分

离 , 且色谱峰型好。

313　本实验通过比较萃取样品 2次和 3次的提取过

程 , 结果发现 , 低浓度样品以萃取 3次的提取率较

高 , 但随着 65422浓度升高 , 3次萃取的提取率反而

降低 , 2次萃取的提取率却随着样品浓度的升高而

升高。因此 , 本实验提取过程采用 2次萃取法。

314　 65422为抗胆碱药 , 对 M1 , M2受体均有作

用。在 65422原有的药理作用基础上 , 临床开发了

许多新应用 , 如治疗肺结核、血栓闭塞性脉管炎、

消化性溃疡、肝硬化腹水、过敏性紫癜、小儿神经

性尿频和癫痫等 [ 7 ]。在我国 2003年的非典型肺炎

中 , 65422还扮演了功臣的角色。本实验方法为临

床开发 65422新应用提供了很好的研发基础。
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第二届全国医院药剂科建设与管理学术研讨会在北京召开

由中国药学会医院药学专业委员会主办 ,北京大学第三医院和《中国药学杂志 》编辑部承办的“第二届全国医院药剂科建

设与管理学术研讨会 ”于 2008年 11月 7～9日在北京举行。250多名来自全国各地的医院药师参加了大会。袁锁中副主任

委员主持会议 ,李大魁主任委员致开幕辞。

李大魁主任做了题为“当前医改与医院药学 ”的报告 ,详细介绍了医药卫生改革中的国家基本药物政策 ,并结合当前实际

指出在医药卫生改革中医院药学的发展机遇。香港医管局的蒋秀珠高级药师、上海长海医院药学部主任胡晋红、北京大学第

三医院药剂科主任翟所迪、解放军总医院药品保障中心主任郭代红、清华大学公共管理学院沈群红教授、北京协和医院药剂

科梅丹主任等专家到会报告 ,与参会代表探讨和交流医疗机构药房建设、流程创新和服务创新等方面的经验和体会 ,研讨存

在的问题。

大会还邀请到上海第一医药股份公司崔黎萍副总经理、国药集团医药物流有限公司顾一民总经理等将医院外的经验提

供给医院药剂科管理者 ,作为实际工作中的借鉴。

会议在大会征文中评选出两篇优秀论文在会上进行宣读 , 12篇优秀征文以壁报的形式进行交流。会议结束后 ,大会还组

织参观了解放军总医院药学部和北京大学第三医院制剂楼。

[本刊讯 ]
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