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提� 要� 建立了人尿中 Ρ oΣ 美芬妥英的气相色谱k�� l手性分离与检测方法∀在选定的色谱条件下能很好地分

离 Ρ oΣ 美芬妥英o尿中其它物质无干扰∀ 用外标法定量o线性范围为 tu x∗ uxssΛª �尿o最小检出浓度为

yΛª �尿∀ 方法具有样本制备简便�分析时间短�线性范围宽�干扰少�灵敏和准确等优点o已广泛用于人体内美

芬妥英代谢的研究和肝药酶 � � �u� t|酶活性的检测∀

关键词� 气相色谱法o Ρ 美芬妥英oΣ 美芬妥英o� � �u� t|酶o手性分离o尿

分类号� � yx{ � x

�� 前言

美芬妥英k° ³̈«̈ ±¼·²¬±o � �l是乙内酰脲类抗

癫痫药o因长期用药可引起严重的药物不良反应o现

仅作为工具药用于研究 � � 型药物氧化代谢的遗传

多态性及其种族差异�t ∀ � � 是由 Σ 美芬妥英

kΣ � �l和 Ρ 美芬妥英kΡ � �l两种对映体组成的

混旋体∀在人体内oΣ � � 主要通过肝药酶 � � �u� t|

酶�u 代谢o即 Σ � � 主要通过羟化反应快速生成 wχ

羟基美芬妥英kwχ � � � �lo而 Ρ � � 则通过另一种

肝药酶缓慢生成 x 苯基 乙基 乙内酰脲k��� l�v ∀

人群中 Σ � � 羟化代谢呈二态分布o有强代谢者

k�� ¶l和弱代谢者k�� ¶l之分∀Σ � � 的 �� ¶同时

也不能代谢经 � � �u� t|酶代谢的药物o如安定�去

甲安定�普萘洛尔�甲基苯巴比妥�环乙烯巴比妥�奥

美拉唑�丙咪嗪和氯胍等∀为了测定个体对 Σ � � 的

代谢能力和 � � �u� t|酶活性o通常采用 � ��� 等方

法测定其代谢产物 wχ � � � � 的含量�w ∀但由于尿

中 wχ � � � � 的回收率很低o无法将 � � 羟化代谢

障碍和药物吸收不良�未服药或尿样收集不完全等

因素相区别�t ∀因此近年已采用 �� ���或 �� � �

方法测定服药后 s ∗ {«和 { ∗ uw«尿样中 Σ � �和

Ρ � � 对映体的含量o求其 Σ Ρ 比值以反映个体羟

化代谢能力�x ~但是o现有的 �� ��� 或 �� � � 方

法存在分析时间长和分离不完全等缺点�xoy ∀本文所

述方法具有快速�简便�灵敏和准确等优点o已广泛

用于不同个体间或种族间美芬妥英代谢能力和

� � �u� t|酶活性的研究�z ∀

�� 材料与方法

u t� 药品与试剂

Ρ oΣ 美芬妥英标准品由 � � � ¬̄®¬±¶²±博士

k� ¤±§̈ µ¥¬̄· � ±¬¹ µ̈¶¬·¼ �¦«²²̄ ²© � §̈¬¦¬± ö

�¤¶«¹¬̄̄ ö � �o � �� l 赠送∀ 美芬妥英口服片

ktss°ª 片l购自美国 �¤±§²½制药公司∀二氯甲烷�

甲醇和乙酸乙酯为市售分析纯试剂o水经去离子双

蒸处理∀

� � � 仪器

气相色谱仪为美国 � � x{|s 系列配有电子压

力调节器�氮磷检测器k���l和 � � � ¦̈·µ² w{y vv

� �化学工作站k� «̈ ° �·¤·¬²±l∀手性石英毛细管柱

k�«¬µ¤¶¬̄ � ¤̄o ux° ≅ squx°° o编号}|vvwl为美国

� ¯̄·̈¦«产品∀

� � � 标准溶液的配制

精确称取一定量 Σ � � 和 Ρ � �o用 xsh 甲醇

水配成单标储备液ks xª �lo用尿稀释储备液配成

工作液kxs°ª �l∀标准溶液在 p usε 下冻藏∀

� � � 分离与检测条件

参考 � §̈̄ ±̧§等�x 方法进行修改o柱温 t|sε o

进样器 uusε o���uwsε o检测器铷电流 vs³� ∀高纯

氮气流速为 s {x°� °¬±o高纯氢气和压缩空气的

流速分别是 v x和 tus°� °¬±∀

� � � 尿样本的制备方法

精确吸取含有不同浓度的标准品的正常人尿样
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或服药后收集的尿样 t°�o分别加入 w°�二氯甲

烷o振荡 w°¬±后离心kv xssµ°¬±lts°¬±~吸取有机

相 v°�于另一洁净试管中o放入 vzε 恒温水浴o用

氮气吹干∀残渣用 vsΛ�乙酸乙酯溶解o取 xΛ�进样

k图 tl∀

图 �� Σ- 美芬妥英和 Ρ - 美芬妥英的

气相色谱手性分离色谱图

Φιγq�� ΧηιραλχαSιλλαρψ γασ χηροP ατογραP σ

οφ Σ- ανδ Ρ - P εSηενψτοιν εναντιοP ερσ

¤q空白尿o ¥q标准尿样o ¦q实测尿样∀

¤q¥̄¤±® µ̧¬± ö ¥q¶³¬® §̈ µ̧¬± ö ¦q ±̧®±²º ± µ̧¬± q̈

� � � 标准曲线的制备

取 Σ � �o Ρ � � 标准工作液o用空白尿稀释成

tu xo xs so tss so uxs so xss so yux so tuxs s

和 uxss sΛª �浓度的标准尿样~标准样品制备与检

测方法同上∀以 Σ � � 和 Ρ � � 的峰面积对标准尿

样的 Σ � � 和 Ρ � � 浓度作直线相关分析∀

� � � 方法的质量控制评价

与空白尿对照o以信噪比大于或等于 v的尿标

样浓度为最小检测浓度∀配制标准尿样 tssΛª �o

xssΛª �和 uxssΛª �平行样各 x份kν � xlo分别在

同一天内提取与检测o以分析日内变异系数kΧςl~

按其日内变异分析方法o在不同天内配制上述 v个

水平浓度的平行标样各 ts份kν � tslo并分别提取

与检测o以分析其日间变异系数kΧςl~并据此计算

相对回收率k测定值 加入值 ≅ tssh l∀

�� 结果

尿样中 Σ � � 和 Ρ � � 在现有分离与检测条件

下获得较好分离o且尿中杂质无干扰k图 tlo每个尿

样分析时间小于 t{°¬±∀标准曲线及最小检测浓度

见表 t∀方法的回收率和重复性见表 u∀

表 �� 线性回归方程和最低检测限

Ταβλε � � Τηε λινεαρ ρεγρεσσιον εθυατιον

ανδ τηε λοωεστ λιP ιτ οφ δετεχτιον

回归方程

� ª̈µ̈¶¶¬²± ΅ ¤̧·¬²±

Ψ � βΞ n α

kΨ}Λ� l

相关系数

� ²µµ̈ ¤̄·¬²±

¦²̈ ©©¬¦¬̈±·

kρl

最低检测限

� «̈ ²̄º ¶̈·

¬̄°¬·²©

§̈ ·̈¦·¬²±

kΛª �l

Σ � � Ψ � {tq{xΞ n tvwsq|u sq||{| y

Ρ � � Ψ � z{qwwΞ n ty|sqzu sq|||w y

表 �� 人尿中 Σ-ΜΠ和 Ρ -ΜΠ检测的

变异系数和相对回收率

Ταβλε �� Χοεφφιχιεντ οφ ϖαριατιονσ kh l ανδ

ρελατιϖε ρεχοϖεριεσ kh l ιν δετερP ινατιον οφ Σ-ΜΠ ανδ

Ρ -ΜΠ ιν ηυP αν υρινε

Χςkh l

日内

¬±·µ¤§¤¼

kν � xl

日间

¬±·̈µ§¤¼

kν � tsl

回收率

� ¦̈²¹ µ̈¼kh l

kν � xl

Σ � � wqtw wquu |yq{y " u wv

Ρ � � uq|v vqw| |yquv " uqyt

�� 讨论

目前手性分离 Σ � � 和 Ρ � � 的方法主要有手

性毛细管气相色谱法�xoy 和用 Β 环糊精作手性试剂

的液相色谱方法�{ ∀比较分析发现o液相色谱方法灵

敏度低o线性范围窄o故气相色谱法被广泛应用~但

在气相色谱方法中却存在分离不完全或时间过长等

缺点∀我们根据现有文献方法�xoy  进行改进o发现上

述分离条件能明显缩短出峰时间o并能使 Σ � � 和

�|sw�x期� � � � � � � � � 黄松林等}气相色谱法检测人尿中 Ρ oΣ 美芬妥英浓度� � � � � � � � � �



Ρ � � 获得基线分离k图 t ¥和 ¦lo最低检测浓度明

显降低o线性范围明显增宽o方法稳定o重复性好o能

满足简便�灵敏�快速和准确等要求o已取代现有同

类方法而被广泛应用于中国人群的 � � �u� t|酶活

性分析�z ∀
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