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摘要：建立了动物血清、肝组织中维拉帕米（ 567"8",-&，$9:!）药物浓度的测定方法。应用反相高效液相色谱法，
以安定为内标，采用峰高内标法计算结果。流动相为醋酸盐缓冲液 )甲醇 )三乙胺（体积比为 #"+ *" + (）混合溶液，流
速 (, " ,; < ,-0；检测波长 !!- 0,。$9:! 在犬血清和肝组织中最低检测限分别为 $" != < ;和 $" 0= < =。犬血清和
肝组织匀浆中的 $9:! 质量浓度为 ", ( & (", " ,= < ;及 ", !$ & (", " != < =时，该浓度与响应值线性关系良好（ ! >
", )))）。犬血清和肝组织匀浆中的 $9:! 回收率分别为 )(, *"? @ )-, *-?和 )", -"? @ )’, ")?。该方法精密度高，
简单快捷。
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* * 维拉帕米是一种钙通道拮抗剂，广泛用于治疗
高血压、心律失常及心绞痛［(］。近年来，随着对其

药理作用研究的进一步深入，其应用领域不断扩大。

肿瘤细胞对化疗药物的多药耐药性（,.&Q-R7.= 76)
I-IQ"046，!L9）是肿瘤化疗失败的主要原因之一，
而维拉帕米是逆转多药耐药性的逆转剂，能增加肿

瘤细胞对化疗药物的敏感性［!］，因此该药物在抗肿

瘤治疗中也得到越来越多的应用。但维拉帕米体内

血清浓度仅为 ( & ! !,%; < ; 时，就可能对心血管系
统产生毒副作用，因而其用量以及在临床中的应用

受到了一定的限制［%］。为了探讨维拉帕米对化疗

药物的增敏作用，经犬肝动脉灌注后，以高效液相色

谱法［#，$］测定犬血清和肝组织中的药物浓度，以期

为临床有效、安全和合理的用药提供依据。

!" 实验部分

! C !" 仪器和试剂
* * W"Q67I $($ 泵；:!"""紫外可变波长检测器、
+427%,)- 色谱数据处理工作站（大连依利特分析
仪器有限公司）。
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! ! 乙醚、二氯甲烷均为分析纯试剂（上海化学试
剂公司）；甲醇（色谱纯）；盐酸维拉帕米、安定（内

标）对照品分别由上海禾丰药业公司和上海旭东海

普药业公司提供。

! ! "# 实验方法
! ! " ! !# 色谱条件
! ! 色谱柱："#$%&’ ’()$&(*+"#柱（$%% )) , &’ (
)) -’ .’ ，) !)，"#$%&’ 公司）；预柱：+"#柱（!) ))
,( )) -’ .’ ，大连依利特分析仪器有限公司）；流
动相：醋酸盐缓冲液*甲醇*三乙胺（体积比为 &%* (% *
"）；流速："’ % )/ 0 )-1；柱温：室温；检测波长：!!#
1)。
! ! " ! "# 对照品溶液和内标液的配制
! ! 精密称取盐酸维拉帕米对照品 "%’ % )2，以无
水乙醇配制成 %’ " 2 0 /的对照品储备液，置于冰箱
中保存。取该储备液适量，用流动相稀释成不同浓

度的对照品工作液；精密称取安定对照品 "%’ % )2，
以无水乙醇配制成 %’ " 2 0 /的内标液。
! ! " ! $# 醋酸盐缓冲液的配制
! ! 取醋酸钠（无水）"’ $( 2，加水适量，振摇使其溶
解，加冰醋酸 $$ )/，加水稀释至" %%% )/，摇匀，即
得醋酸盐缓冲液。

! ! " ! %# 生物样品的前处理
! ! （"）血清：取待测犬血清 %’ )% )/，加超纯水 )%
!/、3#45 溶液（"’ !% )67 0 /）" 滴、)8 偏重硫酸钠
" 滴，混匀后加入乙醚*二氯甲烷（体积比为 "%* #）溶
液 ) )/，旋涡混合提取 ) )-1，离心（! )%% & 0 )-1）
$% )-1，取上层有机相于另一 "% )/ 离心试管中。
重复提取一次。合并两次提取液，于 $) 9水浴中氮
气吹干，残渣用 "%% !/ 流动相溶解，经 %’ &) !) 微
孔滤膜滤过后，取 !% !/ 滤液进样分析。
! ! （!）肝组织：精密称取切碎后的犬肝组织 %’ )
2，加入水 )% !/，用 !’ %% )/ 生理盐水制成匀浆，离
心后取清液 %’ )% )/。除了不加 )% !/ 水外，其后
处理步骤同血清样品的前处理。

"# 结果与讨论

" ! !# 维拉帕米的色谱行为
! ! 取空白犬血清 %’ )% )/，加入维拉帕米对照品
溶液 )% !/（"!) )2 0 /）（相当于 (’ !) !2 维拉帕
米）和内标液 !% !/，其后处理步骤同犬血清样品的
前处理。按“" : ! : "”节色谱条件进行色谱分析，结
果见图 "。

图 !# 空白血样（"）与加标（!"& #$ % &）血样（’）的色谱图
()$! !# *+,-#".-$,"#/ -0 ’1"23 4-$ /5,6#（"）"24 4-$ /5,6# /"#715 /7)354 8).+ 95,"7"#)1（!"& #$ % &）（’）

" : -);<&-$(；! : =%&#;#)-7；$ : -1$%&1#7 ’$#1.#&.:

! ! 取空白犬肝组织约 %’ ) 2，加入水 )% !/，用
!’ %% )/ 生理盐水制成匀浆，加入维拉帕米对照品
溶液 )% !/（"!) )2 0 /）和内标液 !% !/，其后步骤
同犬肝组织样品的前处理。按“" : ! : "”节色谱条件
进行色谱分析，结果见图 !。
" ! "# 线性关系和灵敏度
! ! 分别精密吸取质量浓度为 %’ "，%’ !)，%’ )，"’ %，
!’ %，)’ %，"%’ % )2 0 /的维拉帕米对照品工作液各 )%
!/ 于离心管中，加内标液 !% !/、空白犬血清 %’ )%
)/ 或肝组织匀浆离心后的上清液 %’ )% )/，制成不
同浓度的标准生物样品，按“" : ! : &”节生物样品的

前处理方法处理样品，取上清液 !% !/ 进样。以对
照品峰高与内标物峰高比（!）对对照品的质量浓度
（"）进行线性回归，血清和肝组织匀浆中的维拉帕
米质量浓度分别为 %’ " + "%’ % )2 0 /及 %’ !) + "%’ %
!2 0 2 时呈线性关系，回归方程分别为 ! # "’ ),! )"
>%’ %&% !，$ ? %’ ,,, &；! ? "’ )&, -" @ %’ %!( "，$ ?
%’ ,,, %。
! ! 以信噪比等于 ) 计，犬血清和肝组织匀浆中维
拉帕米的最低检测限分别为 )% !2 0 /和 )% 12 0 2。
" ! $# 方法的精密度和回收率
! ! 分别取空白犬血清%’ )% ! )/或空白肝组织匀

·()!·
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图 !" 空白犬肝组织（!）与加标（#!$ "# $ %）犬肝组织（&）的色谱图
’(#) !" *+,-"!.-#,!"/ -0 &1!23 4-# 1(56, .(//76（!）!24 4-# 1(56, .(//76 /!"816 /8(364 9(.+ 56,!8!"(1（#!$ "# $ %）（&）

# " #$%&’#()；$ " *+’,%,$#-；! " #.(+’.,- /(,.0,’0"

浆离心后的上清液 %& ’% $1，加 $% !1 内标液及不
同浓度的对照品溶液制备成高、中、低 ! 种浓度的测
试样品，按“# " $ " (”节生物样品的前处理方法处理

样品，以不同的时间（日内：$，(，)，$( 2）、（日间：#，
$，!，(，’ 0；冰箱保存）取上清液 $% !1 进样测定。
日内和日间精密度、加标回收率结果见表 #。

表 #" 精密度和回收率测定结果（! " !）
:!&16 #" ;6/71./ -0 8,6<(/(-2 !24 ,6<-56,= .6/./（! " !）

3,$%-+ 400+0#）
5.(+’60,)

78&.0#）（$+,. 9 3:） ’+;8*+’) < = >3: < =
5.(’,60,)

78&.0#）（$+,. 9 3:） ’+;8*+’) < = >3: < =
3+’&$ % " $’% % " $!# * % " %#+ +$ " $, ) " $, % " $$+ * % " %#) +# " -% , " )-

$ " ’%% $ " (-$ * % " #+# +) " () , " ,’ $ " !-, * % " ##$ +( " -) ( " ,!
- " $’% - " #-) * % " #!$ +) " -) $ " #( - " %’, * % " $%% +- " +# ! " !%

1#*+’ % " $’% % " $!% * % " %#’ +# " ), - " ’, % " $$, * % " #)$ +% " )% ) " %#
$ " ’%% $ " !,( * % " #%+ +( " +- ( " ’+ $ " !,’ * % " #($ +’ " %% ’ " +)
- " $’% - " %-) * % " #’) +, " %+ $ " -% ’ " +#% * % " !)- +( " ’- - " ’!

! #）$? < 1 78’ /+’&$；!? < ? 78’ -#*+’ (#//&+"

! ) %" 样品测定
! ! 按实验条件，测定生物样品中维拉帕米的浓度，
结果见表 $。

表 !" 犬血清和犬肝组织中维拉帕米的测定结果
:!&16 !" >6.6,"(2!.(-2 ,6/71./ -0 56,!8!"(1 (2 4-#

/6,7" !24 1(56, .(//76

3,$%-+ # < $#. >+/&-(#）

3+’&$ ’ + " ,%
#% ’ " )%
#’ ! " $%
$% # " ’%
$’ % " -%
!% % " $%

1#*+’ ’ #%’ " $%
#’ -, " -%

! #）$? < 1 78’ /+’&$；!? < ? 78’ -#*+’ (#//&+"

! ! 由表 $ 可看出，随着灌注药物后时间的延长，犬
血清及肝组织中维拉帕米浓度逐渐下降。实验结果

表明，本法适用于生物样品中的维拉帕米药物浓度

的测定及其药代动力学的研究。
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