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毛细管区带电泳法测定血浆中的苯妥英钠

刘 阳， 张颖冬， 石静平
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摘要：建立了以毛细管区带电泳测定血浆中苯妥英钠含量的方法。此法具有良好的重现性和线性关系，日内、日间

的平均相对标准偏差分别为 & + #,和 * + %,，平均回收率大于 ’),，标准曲线的相关系数为 " - ’’. )，是一种简便、

快速、准确、灵敏的测定方法。
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苯妥英钠（G>=<HB AEC6ID><6）作为抗癫痫药物

用于临床治疗，有效血药浓度范围狭窄，个体差异

大，具有饱和代谢动力学性质，易产生毒性反应，因

此临床上需要监测用药［#］。目前用于苯妥英钠测

定的主要方法有放射免疫法（[20）［!］；紫外分光光

度法（3X）［&］；高效液相色谱法（9\1O）［*，)］等。本

文以毛细管区带电泳法（O8P）测定血浆中的苯妥英

钠含量，具有简便、快速、成本低、回收率高且稳定的

特点，适用于临床药物浓度测定。

> 实验部分

> ? > 仪器与试剂

\ R 0OP )"#" 型毛细管电泳仪（美国 ]CM^B56
公司），配有 !"" 6B，!#* 6B，!)* 6B 和 !." 6B * 块

滤光片，_<6=>QG 控制和数据处理软件，未涂层石英

毛细管为 %)!B <- = + U &% MB（有效长度 &" MB）（美

国 ]CM^B56 公司）。

苯妥英钠对照品（美国 ?<7B5 公司），蛋白酶 Z

（美国 ‘CFM^ 公司），空白血浆（南京市中心血站），

磷酸、磷酸钠、乙醚、氢氧化钠和盐酸均为分析纯，所

用试剂均用双蒸水配制。

> ? @ 对照品溶液配制

称取 #& - ’ B7 苯妥英钠对照品溶于 #" B1 !)
BB>J R 1 A9 #! 磷酸盐缓冲液中，制得含苯妥英钠质

量浓度为 # - &’ 7 R 1 的对照品溶液。

> ? A 电泳条件

电泳缓冲液为 !) BB>J R 1 A9 #! 磷酸盐溶液，

温度 !" S，电压 !! ^X，波长 !"" 6B，压力进样 ) G，
分离 时 间 * B<6。 每 次 进 样 前 以 " - # BB>J R 1
:5/9、双蒸水、电泳缓冲液各冲洗 ! B<6。

> ? B 样品处理

取 # B1 含苯妥英钠对照品的血浆，加入 )"!1
#" 7 R 1蛋白酶 Z 溶液，混匀，置于 )) S水浴中保持

& E。取出后加入 # B1 " - ) BB>J R 1 9OJ 溶液，混

匀，再加入乙醚抽提 & 次（每次 ! B1），合并乙醚提

取液，以氮气吹干。残渣加入 # B1 电泳缓冲液复
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溶，以!" ### $ % &’( 的转速离心 ) &’(，取上清液进

样检测。

! 实验结果

! " # 标准曲线制备

以空白血浆加对照品溶液，配制对照品质量浓

度分别为 * + # &, % -，) + # &, % -，!# + # &, % -，*# + #
&, % -，.# + # &, % -，"# + # &, % - 和 )# + # &, % - 的系

列血浆溶液，分别取 ! &- 血浆按“! + )”节处理后检

测，以峰面积 ! 对质量浓度 "（&, % -）进行线性回

归，回 归 方 程 为 ! / ! 0#0 + !1" 2 !1. + "00，# /
# 3 445 )。

! " ! 精密度测定

取含苯妥英钠质量浓度分别为 ) + # &, % -，!" 3 )
&, % - 和 "# + # &, % - 的 . 种血浆溶液，! 6 内测定 )
次得到日内精密度，连续测定 ) 6 得到日间精密度，

结果见表 !。日内和日间的平均相对标准偏差分别

为 . 3 !7和 " 3 17。

表 # 日内和日间精密度试验结果（ $ / )）
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! " 9 回收率测定

取含苯妥英钠质量浓度分别为 ) + # &, % -，!" 3 )
&, % - 和 "# + # &, % - 的 . 种血浆溶液进行测定，计

算回收率，结果见表 *。

表 ! 回收率试验结果（ $ / .）
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! " < 最低检测限

按信噪比为 . 测得最低检测限为 # 3 0 &, % -。

! " = 与文献比较

B:8 存在放射性污染；IJ 有操作繁琐、干扰因

素多和灵敏度低等缺点，临床较少采用；KL-M 为较

常用方法。高效毛细管区带电泳与高效液相色谱方

法的比较见表 .。

表 9 毛细管区带电泳与高效液相色谱方法的比较
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可见，虽然毛细管电泳法在线性范围、最低检测

限方面略差于高效液相色谱法，但由于苯妥英钠的

有效血药浓度为 !# + # &, % - Y *# + # &, % -，毛细管

电泳法可以满足要求，并且具有干扰小、成本低、出

峰快的优点。

! " D 患者标本检测

早晨 5 Z ## 取服用苯妥英钠治疗剂量的患者肘

静脉血 * 3 ) &-，肝素抗凝，离心分离得 ! &- 血浆。

经样品处理后，按“! 3 "”节所述电泳条件检测病人血

浆标本，苯妥英钠迁移时间为 * 3 !01 &’(，电泳图谱

见图 !。

图 # 患者血浆的毛细管电泳图谱
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9 讨论

苯妥英钠易溶于 PK S !! 3 1 的水溶液中，也可

被弱酸分解为苯妥英。苯妥英为有机弱酸（P& < 为

5 3 .），难溶于水，易溶于乙醚［0，1］。根据其化学性

质，我们选择快速、方便的 MTU 作为分离检测方法。

（!）在 . 个含对照品质量相同的标本中分别加

入 ! &- *) &&@V % - PK !* 磷 酸 盐 溶 液 或 # 3 )
&&@V % - KMV，或者不加其他溶液，以乙醚抽提。比

较 . 种 PK 条件下的抽提效果，可知加入 KMV 溶液

的效果最好，但苯妥英钠的回收率也仅为 0)7，这

是因为苯妥英钠在血浆中与蛋白结合牢固（结合率

达 4#7），若加入 KMV 溶液以乙醚直接抽提，乙醚层

下会有大量蛋白凝块。我们参考文献［5］，在血浆中

加入蛋白酶，于 )) [水浴 . O 后，再加入 KMV 溶液，

以乙醚抽提，水相中无蛋白凝块，回收率明显提高，
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平均回收率大于 !"#。

（$）抽提后复溶溶液分别在 $%% &’，$() &’，

$") &’ 和 $*% &’ 波长处进行检测，以 $%% &’ 处紫

外吸收最强，峰面积最大，所以选择 $%% &’ 作为检

测波长。

（+）在 ,- ! . (+ 时，随 ,- 增加电渗流增大，迁

移时间缩短；当 ,- / ($ 以后，迁移时间变化减小；

故选择 ,- ($ 的缓冲液作为电泳缓冲液。

（)）分 别 以 (%% ’’01 2 3，"% ’’01 2 3 和 $"
’’01 2 3 ,- ($ 磷酸盐溶液作为电泳缓冲液，并调整

进样时间进行电泳比较。以 $" ’’01 2 3 磷酸盐溶

液进样 " 4 时，电流最小，产生的焦耳热少，保留时

间短，峰形尖锐，所以选择 $" ’’01 2 3 的磷酸盐溶

液作为缓冲液，压力加样 " 4。
（"）电泳时电压在 " 56 . $" 56 进行选择，在

(% 56 . $$ 56 电流与电压间符合欧姆定律，而且随

着电压升高，电泳速度提高；当电压大于 $$ 56 后电

流迅速升高，并产生大量焦耳热，而分离速度提高不

大；因此选择 $$ 56 电压进行电泳。
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本书以大量分析实例翔实论述了 ->3H 方法建立的基本思路和策略。作者在说明 ->3H 分离分析实

际样品的方法建立时，运用具体实例，并结合计算机模拟的方法说明了方法建立的基本模式。对于不同类型

样品和不同分析目的的实际分离过程，作者运用循序渐进的方法，系统地使读者逐步掌握方法建立的要领。
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