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反相高效液相色谱法测定人血浆中氯氮平浓度
马武翔 1 ,杨颖琳 2(11 浙江省绍兴市第七人民医院药剂科 ,绍兴市 312000 ;21 浙江大学医学院附属第一医院 ,
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摘 要 目的 :以反相高效液相色谱法测定人血浆中氯氮平的浓度。方法 :血浆样品经碱化后用乙醚萃取 ,醚层用 100μl 011mol/ ml

KH2PO 4 反萃取 ,40μl 进样。色谱柱为 Dikma Diamonsil C18 柱 ,保护柱为 Waters Nova - Pak C18 柱 ,流动相为 015 %三乙胺溶液 -

乙腈 (74 ∶26 ,V / V) ,流速为 1ml/ min ,检测波长为 215nm。结果 :测定方法在 011～20μg/ ml 范围内线性关系良好 ,萃取回收率在

8013 %～8418 %之间 ;日内、日间精密度在 315 %～813 %之间 ,最低检测浓度为 50ng/ ml。结论 :本测定方法快速、灵敏、准确 ,适用

于临床治疗药物浓度监测。
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Determination of the Levels of Clozapine in Human Plasma by RP - HPLC
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ABSTRACT OBJ EC T IV E : To develop a simple ,sensitive and rapid RP - HPL C wit h ult raviolet detector met hod for t he de2
termination of clozapine in human plasma1M E THODS : The plasma samples (1ml) were ext racted wit h 5ml et her af ter alka2
lization wit h 015mol/ ml NaO H (50μl) 1The organic p hase was back - ext racted wit h 100μl of 011mol/ ml KH2PO 4 (adjusted p H to

212 wit h H3PO 4) 1The separation column was Dikma Diamonsil C18 column and t he p rotection column was Waters Nova - Pak

C18 column1The mobile p hase consisted of 015 % t riet hylamine - acetonit rile (74 ∶26 , v/ v) wit h flow rate of 1ml/ min1The de2
tecting wavelengt h was 215nm1R ESUL TS : A linearit y was obtained in t he range of 100～2 000ng/ ml (r = 01999) , t he lowest

detectable concent ration in plasma was 50ng/ ml1The ext raction recovery was between 8013 % and 8418 %1The relative stan2
dard deviations of int ra - day and inter - day assay were wit hin 315 %～813 %1CONCL U SION : The established met hod was

shown to be sensitive , accurate and simple for t he determination of clozapine levels in human plasma1It was suitable for t he

p harmacokinetic and TDM st udy of clozapine1
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氯氮平 (clozapine) , 8 —氯—11 —(4 —甲基—1 —哌嗪基) —

5H —二苯并[ b ,e ] [ 1 ,4 ]二氮杂　 ,为第 1 代非典型抗精神病药

物 ,是目前国内治疗精神分裂症的常用药物之一 [1 ]。氯氮平治

疗精神分裂症临床疗效较好 , 且很少产生锥体外系反应 , 但存

在粒细胞减少的不良反应 ,国外已不以该药作为此类病症的首

选药物 [2 ]。由于氯氮平血药浓度的个体差异较大 ,故临床需做

血药浓度监测。

为满足临床开展氯氮平血药浓度监测和科研需要 ,笔者参考

文献 [3～7 ]建立了血浆氯氮平浓度反相高效液相色谱测定方法。

1 仪器与试药
2690 溶剂管理系统、Millenium32 色谱工作站、二极管阵

列检测器 (Waters 公司) ; A G204 Delt rarange 电子分析天平
(Met tler Toledo 公司) ; Milli - Q 纯水仪 (Millipore 公司) ;

XW - 80A 旋涡混合器 (上海精科实业有限公司) ;LDZ5 - 2 低

速自动平衡离心机 (北京医用离心机厂) 。

氯氮平对照品 (纯度 : 9919 % ,批号 : 020417 ,上海九福制药

厂) ;乙腈 ( HPL C 级 ,批号 : 20011128 ,上海陆都化学试剂厂) ;

乙醚、氢氧化钠、磷酸、三乙胺均为国产市售分析纯 ; 纯水取自

Millipore 公司 Milli - Q 纯水仪。

2 色谱条件

Waters 公司 Nova - Pak C18 保护柱 , Dikma 公司 Diamon2
sil (钻石) C18 色谱柱 (416mm ×200mm ,5μm) ;流动相为 015 %三

乙胺溶液 (磷酸调 p H 至 310) - 乙腈 (74 ∶26 , V/ V) , 流速为

1ml/ min ,检测波长为 215nm ,柱温为 25 ℃,进样量为 40μl。

3 实验方法
311 对照品溶液的配制

精密称取氯氮平对照品 1130mg , 置于 10ml 容量瓶中 , 用

甲醇稀释至刻度 ,摇匀 ,即得 130μg/ ml 浓度的对照品储备液 ,

以此储备液为母液配制系列浓度的对照品溶液。

312 血浆样品的处理

—20 ℃冷冻保存的血浆在暗处自然熔融 , 混匀后取 1ml ,

加入 100μl 甲醇 , 加 015 mol/ ml NaO H 溶液 50μl , 旋涡混匀

30s , 5ml 乙醚萃取 15min , 4 000r / min 离心 5min ,吸取上层有

机层置于 10ml 尖底试管中 , 加 011 mol/ ml KH2PO 4 (磷酸调

p H 至 212) 100μl ,振摇 10min , 4 000r / min 离心 5min ,弃去有

机层 ,酸层 40μl 进样。

4 结果
411 色谱行为

氯氮平保留时间为 91715min , 血浆中内源性物质对其检

测无干扰 ,详见图 1。
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412 标准曲线的制备

精密量取“311”项下制备的系列浓度的对照品溶液 100μl ,

加空白血浆 1ml , 使血浆中对照品浓度分别为 011、0125、015、

110、115、210μg/ ml ,按“312”项下方法操作。以对照品氯氮平

峰面积 ( X) 对血浆中对照品氯氮平浓度 ( Y) 进行线性回归 ,得

回归方程 Y = 1 520 60717X + 76 40512 ,r = 01999。

可见 ,本法在 011～2μg/ ml 范围内线性关系良好 ,其最低

检测限 (S/ N = 3)可达 7 ng/ ml。

413 萃取回收率

按“312”项下处理含对照品血浆 ,经萃取后进样 ,所得峰面

积与对照品直接进样所得峰面积进行比较 ,以评价本法的萃取

回收率。结果 ,低、中、高 3 种浓度 (011、015、210μg/ ml)的萃取

回收率精密度分别为 (8418 ±511) %、(8113 ±412) %、(8013 ±

218) %(n = 5) 。

414 加样回收率与精密度试验

分别量取不同浓度的对照品溶液 100μl , 加入 1ml 空白血

浆中 , 使血浆中对照品浓度分别为 011、015、210μg/ ml , 按

“312”项下方法操作 ,日内测定 6 次 ,隔日测定 6 次。结果 ,低、

中、高 3 种浓度 (011、015、210μg/ ml)对照品血浆的回收率分别

为 (10412 ±719) %、(9816 ±212) %、(10015 ±317) % ; 日内精

密度分别为 619 %、113 %、712 % ; 日间精密度分别为 819 %、

812 %、511 %。

5 讨论
本文采用 015 %三乙胺水溶液 (磷酸调 p H 至 310) 和乙腈

作为流动相。实验中发现 , 溶液的 p H 变化对氯氮平的出峰时

间有很大影响 ,随 p H 的升高出峰时间延长 ;加入 015 %的三乙

胺可明显改善氯氮平的峰形 ; 乙腈作为有机相 , 可显著改善分

离效果 ,且出峰快、柱压低、有机相比例低。经对比 ,在 215nm

波长处进行检测 ,可显著提高检测灵敏度。

实验中采用乙醚萃取后 ,用 100μl 011mol/ ml KH2 PO 4 (磷

酸调 p H 至 212) 反萃取 , 取酸层 40μl 进样 , 免去了吹干、复溶

等过程 , 缩短了分析时间 , 而且减少了分析过程中内源性杂质

的干扰 ,提高了精密度 ,操作简便。

本方法测定血浆中氯氮平浓度 , 与文献报道相比干扰少、

灵敏度高、操作简单、结果准确 ,可满足临床进行血药浓度监测

和药效学研究的要求。
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卫生部对发热门诊提出强制性要求

本刊讯 在全国各级各类医院普遍建立专门的发热门诊 ,

是防控“非典”疫情的一项重大措施。为确保各地发热门诊的安

全 , 卫生部连续就发热门诊问题下发了多个通知 , 对医疗机构

建立发热门诊提出了一系列强制性要求。

卫生部要求 , 医院在建立发热门诊和隔离留观室时 , 要与

其他门诊和病区相隔离 ,保持良好通风 ,禁用中央空调 ,防止人

流、物流交叉。发热门诊和隔离留观室、隔离病区的出入口要设

置显著标识 ,防止人员误入。对发热病人就诊和留观病人要进

行有效管理和引导。发热门诊内要区分清洁区、半污染区、污染

区 ,合理配置人流、物流。非典型肺炎疑似病人与确诊病人应分

别收入不同的病房 ,疑似病人应收入单间隔离治疗。在新颁布

的《传染性非典型肺炎医院感染控制指导原则 (试行) 》中 ,卫生

部还要求 ,发热门 (急) 诊要独立设区 ,与其他门诊、急诊区相隔

离 ,有明显标识。诊室消毒期间 ,应当有备用诊室。同时 ,近距离

内有隔离卫生间。有条件的 ,可以指定专门的检验室和放射检

查室。

卫生部还特别针对孕产妇及儿童保健门诊问题 ,对各地发

热门诊提出了专门要求 , 即各地在设置发热门诊时 , 要远离针

对正常人群或亚健康人群提供服务的各类保健门诊 ,尤其是孕

产期保健门诊、儿童保健门诊 ,并进行严格隔离。


