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高效液相色谱法测定血浆或组织中
毗喳酮

、

氯霉素
、

喳乙醇及利血平的浓度

曾振灵 陈杖榴 黄漓波
(替医药理研究室)

摘要 本研究建立了侧定毗咬用
、

舰 .东
、

咬乙阵及利血平浓度的反相离效掖相色诱分析方

法
.

以 。 。 , C 1 8 化学健合相 (匆 m ) 作为固定相 , 乙 . 萃取血浆中的毗咬 .
,

组级咬乙碑用

乙酸乙一乙肠 (3
· 2

,
v / v ) 抽提

,

虾肉饭称家及组织利血平均用乙破乙峪提取 , 甲阵
一

水为

流动相 ,毗咬门
、

妞 . 索
、

心乙阵及利血平进行萦外检侧的彼长分别是 21 )
、
2 8 0

、

2 6 0及 25 ,n .
,

最低检出浓度分别是 0
.

0知盯闹血浆
、

0
.

02鸿 s/ 虾肉
、

0
.

214 s/ 组织及 0
.

1 ,盯` 组织
,

方法回

收率分别是 9 8
.

0 7土 3
.

2 4
、

90
.

1 2士刁
.

7 1
、
7 1

.

2 3士 5
.

49 及 92
.

14士 5
.

6 8% (平均值士标准差 )
。

这些方法简单
、

灵饭
、

专一
,

已用于洲定猪静注及内服毗魔一后的血浆药物浓度
,

对虾佣喂
“

虾病宝 7 号
” 《含妞称家 ) 后虾肉中抓 . 家的残留

,

鸡内服中毒荆 t 咬乙阵的组织浓度
,

以

及鸡内服利血平的组织浓度
.

关. 词 毗咬 . , 级 . 家 . 咬乙阵 . 利血平 , 高效滚相色讼法
勺

为了兽药使用的安全
、

合理
、

有效
,

越来越要求了解和提供药物在畜 t 的体内过程

(吸收
、

分布
、

代谢
、

排泄 ) 及组织残留情况
.

开展这些研究工作曹先遇到和必须解决的间

题是建立畜禽体内徽 t 药物的分离
、

分析侧定方法
。

高效液相色谱 《HP 廿 ) 法具有专一
、

快

速
、

分离效果 良好及分析结果的精确性
、

准确性都较高等特点
.

因此
,

许多物在畜 t 体内

(体液和组织 ) 的徽 t 浓度都可以用 PH
L C 进行定 t 侧定

,

这对于兽药的临床应用
、

药物动

力学
、

组织残留研究等工作具有实际意义
。

本研究室近年来建立了多种检侧体内血浆或组织药物浓度的 HP L c 法
.

其中已报道的

有侧定血浆丙硫咪哇及其两种代谢物的浓度 .jt 和血浆咬抱尽索浓度的方法【,] 。

本研究目的

是利用紫外检洲器
,

探讨灵敏而简便的反相 PH L C 侧定毗咬酮
、

抓 . 素
、

咬乙醉及利血平的

浓度
,

并用这些方法对猪内服及静注毗咬酮的血浆浓度
、

对虾饲喂
“
虾病宝 7 号

”
(含抓母 .

素 ) 后虾肉中抓 . 素的残留
、

鸡内服中毒剂 t 咬乙醉的组织浓度以及鸡内服利血平的组织

浓度进行定 t 侧定
.

1 实验与结果

1
.

1 仪器与试药

美国 刀晓c k m a n 一 34 4 型高效液相色谱仪
, l “ 型可变双波长检测器

,

为PP 乙 oz en
n B D 41

型记录仪
.

T H z 一 84 型台式恒沮振荡器
,

上海跃进医疗器械厂生产
. x w 一 80 型旋涡棍合器

,

上海第一医学院仪器厂制造
;
80 0 型离心沉淀器

,

上海手术器械厂产品
; J c一 3 型超声处理

1 9 9 2一 0 3一 2 0 收妈
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高效液相色谱法侧定血浆或组织中毗魔酮
、

氛. 家
、

唆乙醉及利血平的浓度 12 3

机
,

通化市超声设备厂出品
.

毗咬酮粉 (批号 871 1 15 ) 及 5%毗咬酮注射液 (批号 8 6 1 0 1 4) 均为上海第六制药厂生

产
; “

虾病宝 7 号
,
为广州白云 山兽药广产品

,

咬乙醉粉 (批号 8 9 06 03) 为广东京南兽药厂

生产
;
利血平从 日本进口

。

毗咬酮对照品 (批号 O朽一 8 6 0 1) 由中国药品生物制品检定所提

供
;
氛雄素标准品 (批号 8 9 032 2)

、

咬乙醉对照品 (批号 8 8 1) 均由中国兽药监察所提供
;

利血平对照品为利血平的干澡品
。

甲醉
、

乙醚
、

乙酸乙醋
、

乙睛
、

氢氧化钠
、

无水硫酸钠
、

硫酸按及磷酸二氢钾等试剂均为分析纯
。

1
.

2 色谱条件

lA ext
U l t r a印h e er 不锈钢色谱柱

,

柱长 25
c m (毗咬酮的测定用 15

c m 的柱 )
,

内径 4
.

6

m m
,

固定相为 。 D s一 C 18 化学键合相 (5 “ m )
。

其他条件见表 1
。

裹 1 四种药物的 H p L c 检测条件

~ \ 汉 药

毗座阴 抓母素 唆乙醉 利血平

紫外检侧波长 (n m )

流动相 ( v / v )

流速 (耐 /而
n )

记录仪纸速 (
~ / m in )

柱 沮

标准液色谱峰保留时间
.

(m加 )

内 标

2 1 1

甲醉 /水

( 8 0 / 2 0 )

0
。

8

5

室沮

3
。

2

无

2 8 0

甲醇 /水

( 5 0 / 5 0 )

1
.

0

5

室温

5
。

3

成胺二甲啥吮“

2 6 0

甲醉 /水

( 1 5 / 8 5 )

1
。

0

2

室温

7
。

8

无

25 4

甲醉 /冰乙酸 /水

( 30 0 / 40 / 5 )

l
。

0

2

室沮

2 2
。

l

无

. 见困 l

, .

色讲峰保留时问为 3
.

3
. ` n

进样 进样

打孺口一 素…韦户一右

图 1 四种药物的高效液相色谱图

(1
.

毗唆翻 , 2
.

魏母素 . 3
.

内标 (砍胺二甲喻陡 ) , 刁
.

唆乙醉 , 5
.

利血平 )

L 3 萃取四种药物的方法
1

.

3
.

1 血浆中毗啥朔的革取 参考徐佩佩等 [’] 的方法作适当修改
.

取 2 “ m 血浆置于 15 ml

具塞试管内
,

加 1 m of L/ N a 0 H 溶液 2 滴
,

无水 Na
:

so
;

结晶少许
,

充分振摇
,

加乙醚 S lln
,

台式振荡器上振荡 20 而
n ,

分离乙醚层
。

共提取 2次
。

提取乙醚液在 40 ~ 60 ℃氮气吹干
,

于

残渣中加入 1 00 川 甲醉溶解
,

旋涡混合器上混合 2 m in
,

进样 10 闪作 H p L c 分析
。
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1
.

3
.

2 虾 肉中级霉素的提取 取剥壳虾肉 1 00 9
,

加入等 t 燕谊水
,

掩碎机搅成匀浆
.

称

取匀浆 4 9 (含虾肉 2 幻 t 15 ml 具塞试管内
,

加入内标成胺二甲喻陡 10 泌 (4 ,动
,

混合

均匀
,

静1 10 m i n
。

加乙酸 .Z 酪 s m l
,

滴入 l m ol /L N a 0 H I 滴
,

振荡 2 0 m in
,

离心 2 0 m i n

( 400 0 r /m in )
,

分离上清液至另一有盖试管
.

皿复提取一次
。

提取液加入适 t ( N H
;
)
: 5 0 . ,

振荡 15 m in
,

离心 15 m in
.

分离乙酸乙命层
,

用 N :
流在 60 ~ 80 ℃砂浴上吹干

,

一 20 ℃冰箱

保存待侧
.

测定时间用 1 00 闪 甲醉溶解后
,

功 川注 PH L c 进行检侧
.

1
.

3
.

3 组织中啥 ` 醉的苹取 参考朱柱振等闭的方法作适当修改
。

取 1
,

O ` 组织 (肝
、

肾
、

肌肉
、

肌胃
、

脂肪 ) t 于一玻瓶内
,

加入 4
.

0 m l l m ol L/ KH ZP O 。

溶液
,

用超声处理机打成匀

浆
,

称取 2
.

5 9 匀浆 (相当于组织 0
.

5 动 于 15 ml 螺 口试管中
,

加 l ml 饱和硫酸溶液
,

台

式振荡器上振荡 1 0 m in
,

离心 1 5 m in (组o o o
r / m i n )

.
’

将上清液吸至 15 m一螺 口试管中
,

加

入提取液 (乙腑
:

乙酸乙酸 = 3
:
2

, v / v ) sml
,

振荡 20 m in
,

离心 10 m in
,

吸出有机相于

另一 15 ml 螺口试管中
,

余液重复提取一次
,

合并有机相
,

加入 0
.

2 m ol L/ N a o H 溶液 l ml
,

振荡 10 m in
,

静 t 10 m in
,

吸出有机相于离心管中
,

在 60 ~ 80 ℃砂浴上
,

氮气流吹干
,

一 20
’

C

保存直至测定
。

侧定时用 1 00 川 甲醉溶解后
,

10 川注 H P L c 进行检侧
。

1
.

3
.

4 组织中利血平的草取 取 1
.

0 9 组织 (肝
、

肾
、

肌肉 ) t 于 l 小玻瓶内
,

加入 4
.

0

m l 礴酸盐级冲液 ( p H 7
.

4 )
,

用超声处理机打成匀浆
,

称取 2
.

5 9匀浆 (相当于组织 0
.

5 8)

于 1 5 m l 具塞试管内
,

加乙酸乙醋 5 m l
,

振荡 2 0 m ln 后取出
,

离心 1 0 m i n ( 4 0 0 0
r /。 一n )

.

吸

乙酸乙醋层 t 于另一试管
,

再加 s ml 乙酸乙配于第一支试管
,

重复提取一次
,

吸出乙酸乙

醋层
,

与原来的乙酸乙醋合并
.

在 60 ~ 80 ℃砂浴上氮气级倪燕发乙酸乙加
,

使体积大约为

1
.

5 m l
,

转移到 s ml 的离心管内
。

原来的试管用 Z ml 乙酸乙醋冲洗
,

冲洗液加到离心管内
,

用氮气将乙酸乙醋吹干
.

离心管内的残留物用 1 00 川流动相 t 新溶解
,

旋涡混合器上棍合

2 m i n
,

吸取 1 0 0 1作 H巩 e 分析
.

L ` 标准曲线的制备
1

,

4
.

1 血浆咄姿幽标准 曲践的 .j 备 以猪空白血浆稀释毗咬酮对照 品为 0
.

02
,

0
.

04
,

八

Q
.

0 8
,

0
.

16
,

0
.

3 2
,

0
.

6 4
, 1

.

2 8
,

2
.

5 6 协s / m l 的浓度
,

按
“ 1

.

3
.

1 "

抽提药物
,

作 H P L e 分

析
.

将毗咬酮的色谱峰离与浓度作直线回归
,

制备标准曲线 (r = 。
.

9 9 9 9 )
.

检出限为 4
.

O gn
,

最低检出血药浓度为 。
.

02 昭 / ml
.

1
.

4
.

2 炸 肉级霉素标准曲线的 .J 备 以空白虾肉匀浆稀释抓 . 素标准品为 10
,

2
, l ,

0
.

4
,

.0 2
,

.0 1 ,
o

·

0 2 阳s/ 湿虾肉的浓度
,

按
“ L 3

·

2 ”

萃取氛祥素
,

作 H p L七分析
,

将氛 . 素的

色谱蜂面积与内标峰面积之比与浓度作直线回归
,

制备标准曲线 (r = 0
.

9 9 8 9 )
。

检出限为

4
.

0 n g ,

最低检出浓度为 0
.

02 咚 s/ 湿虾肉
.

1
.

4
.

3 组织啥乙璐标准曲线的制备 以空白组织匀装 (肝
、

肾
、

肌肉
、

肌 , 及脂肪 ) 稀释

咬乙醉对照品为 6
.

4
,

3
.

2
,

1
.

6
,

0
.

8
,

0
.

4
,

O: 2 略 /g 提组织的浓度
,

按
“
1

.

3
.

3
”

萃取咬

乙醉
,

作 H p L c 分析
,

将唆乙醉的色诺峰高与浓度作直线回归
,

制备标准曲线 (r = 0
.

99 61

~ 0
.

99 87 )
.

位出限为 10
.

O gn
,

最低检出浓度为 0
.

2 略s/ 沮组织
.

L .4 4 组织利血平标准曲线的钊备 以空白组织匀浆 (肝
、

肾
、

肌肉 ) 稀释利血平对服品

为 6
.

4
,

3
.

2
, 1

.

6
,

0
.

8
,

0
.

4
,

0
.

2
,

0
.

1 昭g/ 退组织的浓度
,

按
`
1

.

3
.

护 萃取利血平
,

作

H尸L c 分析
.

将利血平的色誉峰高与浓度作直线回归
,

制备标准曲线 (r = 0
.

9 9 7 6~ 。
.

9 9 92 )
.

检出限为 5
.

O sn
,

最低检出浓度为 0
.

1 林̀ s/ 扭组织
.

L . 四种肺 . 的回收率洲定 计算公式为
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高效液相色谱法侧定血浆或组织中毗咬用
、

扳祥素
、

魔乙醉及利血平的浓度 1 2 5

药物萃取后残留物 H p L c 峰高 /溶于甲醇或流动相的药物峰高 X l oo %

1
.

5
.

1 咄咚明的回收率 按
“
1

.

4
.

户 制备血浆毗咬酮的系列浓度
,

并作 HP L C 分析
。

同时

还将毗咬酮对照品直接溶解在甲醉内
,

使浓度为 0
.

4
,

0
.

8
, 1

.

6
,
3

.

2
,

6
.

J
,

12
.

8
,

25
.

6 及

5 1
.

2 阳 / rnI
,

进样 10 川作 ” r L c 分析
。

毗咬酮的回收率是 98
.

07 士 3
.

24 % (平均值士标准

差 )
。

1
.

5
.

2 羲零素的回 收率 按
“ 1

.

4
.

2’ 制备虾肉氛霉素的系列浓度
,

并作 PH CL 分析
。

同时

还将氛霉素标准品直接溶解在甲醉内
,

使浓度为 2 00
,

40
,

20
,

8
,
4

,

2
,

0
.

4四 /祖
,

进样

1 0 闪作 Hp LC 分析
。

氛霉素的回收率为 90
.

12 土 4
.

71 %
。

1
.

5
.

3 整乙呼的回收率 按
`
1

.

4
.

3 ” 制备组织咬乙醉的系列浓度
,

并作 Hp L c 分析
。

同时

还将咬乙醉对照品直接溶解在甲醉内
,

使浓度为 32
,

16
, 8 ,

弓
,

2
,

1限 /刘
,

进样 10 川 作

H P L C分析
。

哇乙醉的回收率为 71
.

23 士 5
.

49 %
。

1
.

5
.

` 利血平的回收率 按
“ 1

.

4
.

护 制备组织利血平的系列浓度
,

并作 HP cL 分析
.

同时

还将利血平的对照品直接溶解在甲醉内
,

使浓度为 32
,

16
, 8

,

4
, 2 , 1 ,

0
.

5昭 / nU
,

进样

l 伽 l 作 HP L c 分析
。

利血平的回收率为 92
.

14 士 5
.

68 %
。

户

2 应用与讨论

上述四种药物的高效液相色谱侧定法
,

具有许多相似之处
,

都是采用反相 O
DS 一

C 18

柱
、

紫外检侧器
,

流动相为甲醉一水
,

以有机溶剂提取药物
,

具有方法简单
、

灵敏
、

专一

的特点
。

经过一系列的应用测定
,

表明这些方法是可行的
。

与有关文献 比较 [’. ` · ’ ·

.l1
,

作者建立的测定毗咬酮血药浓度的 HP L C 法具有一定特点
: 1

.

用紫外检测器代替荧光检侧器进行检侧
; 2

.

灵敏度较高
,

检出限达到 4
.

o gn
,

最低检出血

浆药物浓度 0
.

0 2略 /m l ; 3
.

将毗咬酮对照品及试药分别溶解在甲醉进行紫外扫描
,

侧得毗哇

酮的最大吸收峰是在 21 1 n m 处
,

故选择 U v 一 2 ! l o m 作为检测波长
; 4

.

在流动相的选择上
,

以价廉易得的甲醇取代国内外常用的乙睛
、

四氢吠喃
、

乙酸乙醋
、

正丁醇
一

氛仿
一

乙酸乙醋一

10 %氨水等
,

既保证了满意的色谱分离效果
,

又节省了分析费用
。

本法已应用于侧定猪静

脉注射及内服毗咬酮后的血浆药物浓度
。

结果表明
,

猪内服毗咬酮后原药的血浆药物浓度

很低
,

极显著低于静脉注射后的血浆药物浓度
。

人与其他动物内服毗咬酮后亦发现相似的

结果 [ ,
· ` · ` ·

,
·

“ ]
。

要测出微量抓霉素
,

必须具有一个灵敏而专一的方法
.

常采用的有傲生物法1s[ 〕 、

比色

法 l2[ 〕、

放射免疫侧定法 1l[ 〕、

气相色谱法 1st 〕及高效液相色谱法 l0[
.t 。 等

.

微生物法及比色法由

于专一性差
、

灵敏度低的原因
,

目前已较少应用
。

放射免疫侧定法在样品低浓度时专一性

较差
,

操作较麻烦
.

气相色谱法样品预处理比较复杂
,

分析前须进行衍生化
。

而高效液相

色谱法具有快速
、

灵敏
、

专一的优点
。

虾肉中氛霉素的高效液相色谱侧定法国内外文献未

见报道
,

作者建立的本法灵敏度较高
,

最低检出浓度可达 0
.

02 阳s/ 虾肉
,

同时采用内标
,

结果准确
,

完全可以达到虾肉中饭霉素的徽量残留侧定
。

已用本法溯定了对虾饲喂
“
虾病

宝 7 号
”
(含氛霉素 ) 后虾肉中氛霉素的残留

.

结果表明
,

对虾连续饲喂
“
虾病宝 7 号

”
10

天后
,

虾肉中叙霉素的残留量为 0
.

08 阳厄
,

而停喂
“
虾病宝 7 号

” 24 小时后
,

虾肉中残留

的抓霉素已在检侧限以下 ( < 。
.

02 阳龙 虾肉 )
.

哇乙醇在猪体组织的 H p L c 漪定法已有报道〔阅
。

但本法的色谱条件作了较大的改动
,

使

组织中咬乙醉能与杂质峰较好分离
,

又不影响测定
,

并把组织药物萃取液 由乙睛
一

乙酸乙酷
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.

混合液 代替乙脯
,

能有效地提高回收率
。

已用本法进行了下述侧定
: 1

.

鸡多剂量内服给药

后 ( 3 0 m ; /卜g
,

每天 2 次
,

连用 3 天 ) 咬乙醉在肝
、

肾
、

肌肉及脂肪的组织浓度
; 2

.

内服

中毒剂盈 ( 12 0 m g / k幻 的咬乙醉在鸡肝
、

肾
、

肌肉
、

肌胃和脂肪的浓度
; .3 鸡咬乙醉中毒

的诊断
; 4

.

鸡
、

鸭饲料中咬乙醉的含 t
; 5

,

咬乙醉顶混剂中咬乙醉的含 1
.

组织中利血平的 H P L C 测定法国内尚未见报道
.

利血平在兽医临床主要用作禽的杭应

激添加剂比
.

作者建立本法
,

主要是为了初步了解利血平在鸡体组织的残留情况
.

按 3 m刁

k g 的剂量连续内服利血平 (每天一次
,

连用 3 天 )
.

最后一次用药后 2
,

心
, 8

,

12
,

1 6 ,

24
,

32
,

.10 h 剖杀鸡
,

取出肝
、

肾
、

肌肉三种组织
,

侧定组织中利血平的含盘
.

结果表明
,

最

后一次给药后 1 6 h 组织中已侧不到利血平 ( < .0 1 阳 / g 组织 )
,

作为侧定组织药物残留方法

来说
,

本法灵敏度不是很理想
,

最低检出浓度为 0
.

1阳s/ 组织
,

而且利血平色谱峰的保留

时间太长
.

因此
,

利血平的 HP cL 侧定条件仍有必要进一步完普或改进
.

q
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