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HPLC法测定人血浆中盐酸特拉唑嗪的浓度
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摘 要 目的: 建立以反相高效液相色谱法测定人血浆中盐酸特拉唑嗪浓度的方法。方法:血样采用二氯甲烷- 乙醚( 2B3)提取后

测定, 其中色谱柱为 Diamonsil C 18, 流动相为 0105mol# L - 1( pH 418) 磷酸二氢钾缓冲液- 甲醇- 乙腈 ( 61B25B14) , 流速为

110mL #m in - 1, 荧光检测器激发波长为 334nm , 发射波长为 385nm。结果: 盐酸特拉唑嗪检测浓度在 0125~ 64ng #mL - 1范围内

线性关系良好 ( r = 01999 5) , 最低检测限为 011ng #mL - 1; 平均提取回收率为 8410%, 平均方法回收率为 10018% ; 日内 RSD [
314, 日间 RSD [ 310。结论:本方法简便、准确、灵敏,可用于人血浆中盐酸特拉唑嗪的临床药动学研究和血药浓度检测。
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Determination of Terazosin Hydrochloride in Human Plasma by HPLC
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ABSTRACT OBJECTIVE: To establish a RP - HPLC m ethod for t he dete rmination of terazosin hydrochlor ide in hum an

plasma1METHODS: T erazosin hydrochlo r ide and internal standard ( parazosin hydrochlo ride ) w ere ext ract ed from plasma w ith
dichlormethane- diethy let her( 2B 3) f or det erm inat ion1T he separation w as car r ied on a Diamonsil C 18 colum n w it h the mobile

phase consist ed of 0105mol # L - 1
po tassium dihydrogen phosphate buffe r solut ion( pH 418) - methano l- acetonitr ile( 61 B25 B

14) 1The flow rate of t he mobile phase w as 110mL #min - 1, and the excitat ion and em ission w aveleng ths of t he flo rescence det_
ecto r w ere set a t 334 and 385 nm, respectively1RESULTS : T he linear range of t erazosin hydrochlo ride w as 0125~ 64ng #mL - 1

( r = 01999 5) , w it h the low est det ectable limit at 011ng #mL - 11T he average ex traction recovery w as 8410% and the average

met hodolog ical recovery w as 10018% 1The intra- day RSD and int er- day RSD w ere no more t han 314% and 310% , espec-
tively1CONCLU SION: T his method is rapid, sim ple, accurate and sensitive, and suitable for the pharmacokinetic st udy and as-
saying o f terazosin hydrochlo ride1
KEY WORDS RP- HPLC; T erazosin hydrochlor ide; Blood concentration of drug; Fluorescence det ector

盐酸特拉唑嗪 ( T erazosin hydrochlor ide)是临床上常用的

治疗轻、中度高血压和良性前列腺增生的药物 [1 ]。其血药浓度

测定方法已有报道, 但使用的提取溶剂不理想, 操作烦琐 [2 , 3 ];

此外, 该药有较强的吸附性, 常给试验结果带来较大误差 [3 , 4 ]。

鉴于此, 笔者建立了更为灵敏、准确、操作简便的高效液相色谱

法,以用于盐酸特拉唑嗪的临床药动学研究和血药浓度监测。

1 材料
111 仪器

SP8810高效液相色谱仪 (美国光谱物理公司) ; 474荧光

检测器 (美国Wat ers公司) ; CT 22色谱信号采集器 (南京千谱

软件公司) ; LS 50B荧光分光光度计(美国 PE 公司)。

112 试药

盐酸特拉唑嗪对照品 (中国药品生物制品检定所, 批号:

100375- 200401) ; 内标: 盐酸哌唑嗪对照品 (中国药品生物制

品检定所, 批号: 100164- 200402) ; 受试制剂: 盐酸特拉唑嗪片

(石家庄科迪药业有限公司, 规格: 2mg #片 - 1, 批号: 060101) ;

参比制剂: 盐酸特拉唑嗪片 (商品名: 高特灵; 英国雅培制药有

限公司, 规格: 2mg #片 - 1, 批号: 24618VA) ; 乙腈、甲醇均为色

谱纯,磷酸二氢钾、乙醚、二氯甲烷均为分析纯。

2 方法
211 色谱条件

色谱柱: Diamonsil C18( 150mm @ 416mm , 5Lm ) ; 流动相:
0105mol # L - 1( pH 418) 磷酸二氢钾缓冲液- 甲醇- 乙腈
( 61B25B14) ; 荧光检测器激发波长: 334nm; 荧光检测器发射

波长: 385nm ;流速 110mL #min - 1;柱温: 30 e 。
212 标准溶液的配制

ne tic study [ J] 1Rap id Commun M ass Spect rom , 2005,

19( 20) : 2 9111
[ 4] G ilead Science Inc1H ep seraT M ( adef ov ir d ip iv ox il )

Full p r escr ibi ng I nf ormation[ EB/ OL] 1http: / / www 1

g ilead1com, 2002, 9, 21
[ 5] S chiff ER, Lai CL, H adziyannis S, et al 1Adefovir dipiv_

ox il t he rapy fo r lam ivudine- resist ant hepat it is B in

pre- and post - liver transplantat ion pat ients[ J] 1H e_

patology , 2003, 38( 6) : 1 4191
(收稿日期: 2007- 03- 12 修回日期: 2007- 04- 10)
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准确称取盐酸特拉唑嗪对照品适量,用 0105mol # L - 1
( pH

615) 磷酸二氢钾缓冲液配制成 1128Lg #mL
- 1
盐酸特拉唑嗪

贮备液。取贮备液依次对倍稀释得浓度分别为 640、320、160、

80、40、20、10、5、215ng #mL - 1的工作液。
213 内标溶液的配制

准确称取盐酸哌唑嗪对照品适量, 用 0105mol # L - 1( pH

615) 磷酸二氢钾缓冲液配制成 206ng #mL - 1的盐酸哌唑嗪内

标溶液。

214 血样处理

取血样 012mL, 加入内标溶液 20LL, 再加入 2mol # L - 1

的氢氧化钠溶液 50LL, 涡旋混匀后, 加入二氯甲烷- 乙醚混合

有机溶剂 ( 2B 3) 215mL, 涡旋 5min, 3 000r # min - 1
离心

15min, 倾出有机层至聚丙烯离心管中, 在 50 e 条件下缓氮气
吹干, 加 0105mol# L - 1( pH 615) 的磷酸二氢钾缓冲液 100LL

溶解,取 20LL 进样。

3 结果
311 盐酸特拉唑嗪的激发光谱与发射光谱

称取盐酸特拉唑嗪对照品适量, 用流动相配制成浓度为

012Lg #mL
- 1
的盐酸特拉唑嗪溶液, 用 LS 50B荧光分光光度

计进行扫描, 其光谱特征详见图 1。

由图 1可知, 盐酸特拉唑嗪的最大激发波长为 334nm, 发

射波长为 385nm。

312 色谱行为

在 / 2110项色谱条件下, 盐酸特拉唑嗪与内标的色谱行为
详见图 2。

由图 2可知, 盐酸特拉唑嗪与内标完全分离, 且色谱峰不

受代谢产物和内源性杂质的干扰。

313 标准曲线的绘制

取空白血浆 9份, 各 012mL, 分别加入不同浓度的盐酸特
拉唑嗪工作液 20LL, 使血药浓度分别为 64、32、16、8、4、2、1、

015、0125ng #mL - 1
, 按照/ 2140项下方法操作, 进样 20LL, 记

录盐酸特拉唑嗪与内标的色谱峰面积, 以两峰面积之比 ( Y )对

盐酸特拉唑嗪浓度 ( X ) 进行加权回归, 绘制标准曲线。得标准

曲线方程为 Y = 4121 @ 10
- 2
X + 2130 @ 10

- 3
( r = 01999 5)。结

果表明 , 血浆中的盐酸特拉唑嗪检测浓度在 0125~ 64ng #
mL

- 1
范围内线性关系良好。

314 最低定量限与检测限

取空白血浆 012mL, 加入 215ng #mL - 1
盐酸特拉唑嗪对

照溶液 20LL, 按/ 2140项下方法操作, 取 20LL 进样, 记录特拉

唑嗪与内标的色谱峰面积, 用标准曲线法计算含量, 测定最低

定量限为 0125ng #mL - 1, 准确度为 ( 11010 ? 415) % ( x ? s,

n= 5) , RSD= 217%。另取最低浓度的盐酸特拉唑嗪工作液对
倍稀释后, 按 / 2140项下方法操作, 取 20LL 进样, 按 S / N> 3

计,确定最低检测限为 011ng #mL - 1。

315 盐酸特拉唑嗪提取回收率试验

取空白血浆 012mL, 分别加入 64、16、015ng #mL - 1的盐
酸特拉唑嗪标准溶液 20LL, 制成高、中、低 3种浓度的样品溶

液,按/ 2140项下方法操作,进样 20LL,记录色谱峰面积。取相

应浓度的盐酸特拉唑嗪标准溶液 20LL, 同法操作作为对照, 计

算盐酸特拉唑嗪的提取回收率。结果, 低、中、高 3种浓度提取

回收率分别为 ( 8714 ? 319) %、( 8213 ? 415) %、( 8116 ? 217) %
( x ? s, n= 5) ,平均回收率为 8410%。
316 方法回收率试验

取空白血浆 012mL, 分别加入 64、16、015ng #mL - 1的盐
酸特拉唑嗪标准溶液 20LL, 配制成高、中、低 3种浓度的血浆

样品,按照/ 2140项下方法操作,测得回收率,结果详见表 1。

表 1 盐酸特拉唑嗪方法回收率试验结果( x ? s, n= 5)

Tab 1 Results of methodological recovery test of terazosin

hydrochloride( x ? s, n= 5)

加入浓度

/n g # mL - 1
测得浓度

/n g # mL - 1
方法回收率

/ % /%

RSD

/ %

015 0149 9813? 514 118
16 16112 10018? 415 10018? 4137 115
64 66107 10312? 312 019

x

317 精密度试验

取空白血浆 012mL, 分别加入 64、16、015ng # mL - 1的盐
酸特拉唑嗪标准溶液 20LL, 制备成高、中、低 3种浓度的血浆

样品,按照/ 2140项下方法操作, 测得日内、日间精密度, 结果详
见表 2。

表 2 精密度试验结果

Tab 2 Results of precision test of terazosin hydrochloride

浓度

/n g # mL - 1
日内精密度( n= 5) 日间精密度 ( n= 15)

? s RSD/ % ? s RSD/ %

015 0150? 011 314 0151? 011 310
16 16108? 312 216 16112? 315 218
64 64123? 213 115 64145? 219 212

x x

318 稳定性试验

取空白血浆 012mL, 分别于 0、2、4、6、8、12h时制备高、低

浓度的血浆样品, 按照 / 2140项下方法操作, 记录色谱峰面积,
用标准曲线法计算含量。结果表明 , 含药血浆在室温条件下

12h内稳定, RSD分别为 214%和 017%。
319 吸附性试验

31911 不同时间复溶: 将血浆样品吹干后, 盐酸特拉唑嗪吸

附在瓶壁上, 因此笔者考查了样品吹干后放置时间对吸附性的
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影响,结果详见表 3。

表 3 不同时间复溶的吸附性

Tab 3 Adsorbability of sample with redissolution at dif-

ferent time

时间

/h

盐酸特拉

唑嗪峰面积

盐酸哌唑

嗪峰面积
比值

测定浓度

/ ng # mL - 1
实际浓度

/n g # mL - 1
准确度

0 106 180 158 013 01672 16110 16100 10016
1 103 640 150 640 01688 16103 16100 10012
2 78 987 110 413 01715 17101 16100 10613
4 72 509 88 465 01820 19166 16100 12219
6 59 810 65 871 01908 21178 16100 13611

由表 3可知, 血浆样品吹干后长期放置, 盐酸特拉唑嗪与

内标盐酸哌唑嗪均有不同程度的吸附, 试验结果有较大的偏

差。而在 1h内溶样, 能够保证试验的准确度。

31912 复溶后不同时间进样: 将样品吹干, 使用磷酸盐缓冲

液溶解, 仍然会有部分特拉唑嗪吸附在管壁上, 因此笔者考查

了复溶后放置时间对吸附性的影响,结果详见表 4。

表 4 复溶后不同时间进样的吸附性

Tab 4 Adsorbability of sample injected at dif ferent time

af ter redissolut ion

时间

/h

盐酸特拉

唑嗪峰面积

盐酸哌唑

嗪峰面积
比值

测定浓度

/ ng #mL - 1
实际浓度

/n g # mL - 1
准确度

0 106 180 158 013 01672 16110 16100 10016
2 103 911 155 053 01670 16106 16100 10014
4 100 703 145 125 01694 16117 16100 10111
6 73 596 99 324 01741 17176 16100 11111
8 67 721 78 901 01858 20159 16100 12817

由表 4可知, 血样吹干立即复溶后, 长期放置仍然有部分

特拉唑嗪吸附在管壁上, 但是测定结果在 4h内无差异。

3110 血样测定

采用本法测定了 20名男性健康受试者交叉服用 2mg 受

试制剂和参比制剂后的血浆样品, 以当日的标准曲线计算各时

间点样本中的盐酸特拉唑嗪浓度, 同时测定质量控制样本以保

证结果的可靠性。20名受试者口服盐酸特拉唑嗪片受试制剂

和参比制剂后的平均药- 时曲线见图 3。

4 讨论
文献

[2 , 5 , 6 ]
报道的盐酸特拉唑嗪的最大激发与发射波长分

别为 250nm 和 370nm , 但在该条件下, 检测灵敏度较低。特拉

唑嗪为碱性化合物, 不同的溶剂及不同的 pH值均影响该药的

荧光强度。为此, 笔者测定了在该流动相条件下盐酸特拉唑嗪

的最大激发波长为 334nm, 发射波长为 385nm, 在该测定条件

下, 检测灵敏度为文献方法的 5倍, 更适用于血药中痕量盐酸

特拉唑嗪的测定。

文献 [2 , 4 ]多使用二氯甲烷提取血浆中的盐酸特拉唑嗪, 但

二氯甲烷于位血浆下层, 因此不易收集; 另有文献 [3 ]使用了密

度较小的乙酸乙酯, 虽然能使有机相位于血浆上层, 但是需要

提取 2次, 操作烦琐; 文献 [5 , 6 ]使用苯的混合溶剂, 但是苯对人

体的造血系统有较大的毒性。鉴于此, 本文采用二氯甲烷- 乙

醚作为提取溶剂, 并对两者的比例进行考查, 试验结果表明, 当

二氯甲烷与乙醚的体积比为 2 B3时, 不仅可以使有机溶剂位

于血浆上层, 方便了血浆的处理, 而且 1次提取便可以使回收

率达到 80%以上。因此, 本文采用体积比 2 B3的二氯甲烷- 乙

醚为提取溶剂提取血浆中的盐酸特拉唑嗪。

文献 [3 , 4 ]报道, 盐酸特拉唑嗪有较强的吸附性, 用聚丙烯离

心管代替玻璃试管能改善其吸附性。但笔者在试验过程中发

现, 仅使用聚丙烯离心管并不能有效改善这一现象, 因此本文

又从以下方面减小特拉唑嗪的吸附性。首先, 由于盐酸特拉唑

嗪在水中多以离子形式存在, 较易吸附在容器壁上, 因此使用

蒸馏水制备标准溶液时, 绘制的标准曲线向上弯曲 ( r = 01994
2)。而采用磷酸盐缓冲液制备标准溶液时, 线性关系良好( r =

01999 5) , 这可能是由于缓冲液中离子间的静电作用而抑制盐

酸特拉唑嗪吸附到容器上。另由于在较高的 pH 值环境下, 盐

酸特拉唑嗪多以分子形式存在, 但 pH 值过高则会降低色谱柱

的寿命, 因此笔者使用 0105mol #L - 1( pH 615) 的磷酸二氢钾
缓冲液配制标准溶液, 能有效地减少盐酸特拉唑嗪药物的吸

附。

/ 3190项下的吸附性试验结果表明: 处理血浆样品过程中,
使用聚丙烯离心管代替玻璃试管, 提取溶剂临进样前吹干, 立

即使用磷酸盐缓冲液溶解, 并于 4h 内进样, 也能有效地减小盐

酸特拉唑嗪的吸附。
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