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摘要  目的 }建立人血浆中辅酶 ±ts的高效液相色谱检测法 o以测定人体内辅酶 ±ts的经时变化过程 ∀方法 }血

浆经无水乙醇沉淀蛋白后 o以正己烷提取 o进行高效液相色谱法检测 ∀色谱柱为 ≥³«̈µ¬¶²µ¥ ≤t{ ts Λ° ux ¦° ≅ w1y

°° �⁄o流动相为无水乙醇 ) 水 ) 冰醋酸k|{ΒuΒs1zl o检测波长为 uzx ±° o内标为辅酶 ±| ∀结果 }在 s1u ∗ w1s

Λª# °̄ p t浓度范围内峰面积比与浓度呈良好的线性关系 oΧ� s1|||{ o方法重现性好 o提取回收率大于 |s h ~以本法测

定了 {名男性健康受试者服用辅酶 ±ts制剂前后血浆中辅酶 ±ts的浓度经时变化过程 ∀结论 }用本法测定人血浆中

辅酶 ±ts浓度结果满意 ~人血浆中内源性辅酶 ±ts浓度为kzyv1v ? {y1vl ±ª# °̄ p t o且受饮食及运动量的影响 ∀

关键词  辅酶 ±ts ~高效液相色谱法

  辅酶 ±ts
≈t  k¦²̈ ±½¼°¨ ±ts o≤²±tsl商品名为

�¥¬§̈¦¤µ̈±²±̈ o系动物体内的一种内源性物质 o广泛

存在于线粒体的内膜中 o是组成呼吸链的必要成分 o

在体内通过线粒体内膜酶系的作用下由对羟基苯甲

酸及异戊烯焦磷酯合成 ∀临床上 ≤²±ts主要用于基

础治疗过程中出现的轻度或中度的充血性心力衰

竭 o以改善浮肿 o肺充血 o肝肿胀和心绞痛等症状 ∀

由于 ≤²±ts为内源性物质 o因此在监测受试者或病

人服用 ≤²±ts制剂后体内 ≤²±ts浓度变化 o需建立一

种不同于外源性物质测定的方法 ∀有关 ≤²±ts血药

浓度测定方法至今尚未见报道 o虽国外有几篇文

献≈u ∗ x 涉及体内 ≤²±ts的 �°�≤ 测定方法 o但均未

在方法的可行性方面进行论证 o且采用的样品预处

理步骤涉及薄层色谱纯化等 o比较繁琐 ∀本文设计

了较为方便实用的血浆中 ≤²±ts的 �°�≤ 测定方

法 o并用该法对 {名健康志愿者 t §内血浆中内源

性 ≤²±ts浓度变化情况及口服丹麦 °«¤µ°¤ �²µ§公

司生产的 ≤²±ts软胶囊 �¬²2±¬±²±后的体内 ≤²±ts

血药浓度变化情况进行了研究 ∀

实  验  部  分

1  仪器与试药

≥«¬°¤§½∏ �≤2y� 平流泵 ~≥«¬°¤§½∏ ≥°⁄2ts�

收稿日期 }t||{2sy2tx
3 ×¨̄ }ksuxlvvsx||y p vst oƒ¤¬}ksuxlvvstyxx o

∞2°¤¬̄}§¬±ª̄¬{{ � ³∏¥̄¬¦t q³··q­¶q¦±

可变波长紫外检测器 ~≥«¬°¤§½∏ ≤2� y� 数据处理

机 ~≤²±ts对照品k≥¬ª°¤公司l ~辅酶 ±|k≥¬ª°¤公

司 o简称 ≤²±|l ~�¬²2±¬±²± 软胶囊 k丹麦 °«¤µ°¤

�²µ§公司 o每粒含 ≤²±ts ts °ªo批号 |zttzl ~无水

乙醇 !正己烷 !冰醋酸均为分析纯 ∀

2  色谱条件

色谱柱为 ≥³«̈µ¬¶²µ¥≤t{ ts Λ° ux ¦° ≅ w1y °°

�⁄o流动相为无水乙醇 ) 水 ) 冰醋酸k|{ΒuΒs1zl o

流速 t °̄ # °¬±p t o检测波长为 uzx ±° o灵敏度为

s1ssts � �ƒ≥ o温度为 uu ∗ uv ε ∀

3  血药浓度测定方法

由于 ≤²±ts及内标 ≤²±|遇光不稳定 o故样品处

理及测定需避光进行 ∀

于暗室中 o取血浆 s1y °̄ 置离心管中 o加 tx

Λª# °̄ p t ≤²±|乙醇溶液 ws Λ̄ o摇匀 o加无水乙醇 u

°̄ o涡旋 ts ¶o加正己烷 x °̄ o涡旋 x °¬±ov sss

µ#°¬±p t离心 x °¬±o取正己烷层 w °̄ o于 vz ε 水浴

中以氮气流吹干 o残渣加无水乙醇 tss Λ̄ 溶解 o取

us Λ̄ 按上述色谱条件进样分析 ∀

4  受试者

{名健康男性受试者 o体重kyw1x ? y1vl ®ªo年

龄kut1s ? t1sl岁 o经生化检验证实肝 !肾功能正常 o

心电图检查正常 o精神状态良好 ∀实验前一周及实

验期间禁烟酒 o并未服用其它任何药物 ∀

5  人血浆中内源性 ΧοΘ10浓度测定方法

{名受试者先接受饮食控制 o包括统一食谱 !统

一饮食总量 !统一用餐时间及限制食用动物性油脂 ∀

每日用餐时间为上午 zΒss o中午 tuΒss o下午 xΒtx ∀
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于饮食控制的第 v §早饭后 s1s ot1s ou1s ov1s ow1s o

y1s o{1s otu1s ouw1s «于肘静脉取血 v °̄ o测定受

试者未服药时血浆中内源性 ≤²±ts的浓度变化 ∀

6  ΧοΘ10给药方案及给药后血样的采集

给药方案 }{名受试者从饮食控制的第 w §开

始 o每人 πο �¬²2±¬±²±o每次剂量为 ws °ªk·¬§l每次

间隔 { «o每天上午 zΒss开始服药 o连续 πο药 w §o

第 x §上午再 πο t次 o剂量仍为 ws °ª∀

取血时间 }受试者服药后的前 w §o每天早晨服

药前于肘静脉取血 t次 o每次 v °̄ ∀服药后第 x §

于早饭服药后 s ot1s ou1s ov1s ow1s oy1s o{1s otu1s o

uw1s «于肘静脉取血 v °̄ o测定血浆中 ≤²±ts浓度 ∀

结 果 与 讨 论

1  血浆提取方法的选择

≤²±ts难溶于水 o微溶于乙醇 o易溶于正己烷 o

乙醇与正己烷互不相溶 ∀故血样经醇沉后 o以正己

烷为提取溶剂可获得较高提取率 ∀实验中考察了以

醋酸乙酯 !正己烷 !苯直接提取血浆的方法 o但

≤²±ts的提取率均不高 ∀说明 ≤²±ts在血浆中与血

浆蛋白结合 o难于以有机溶剂直接提取 o但当血浆中

加入乙醇沉淀蛋白后 o≤²±ts与蛋白质的结合被解

除而游离出 o再以正己烷提取可得较高的提取率 ∀

2  ΗΠΛΧ流动相的选择

曾试用甲醇 ) 水k|xΒxl为流动相≈u ∗ x  o结果

≤²±ts保留时间太长 o进样后 t «仍不出峰 ∀改用无

水乙醇 ) 水k|{Βul为流动相 o则色谱行为大为改善 o

但血浆中一些内源性物质在色谱图中出现宽而拖尾

的干扰峰 o影响测定 o当中性流动相被改为酸性流动

相无水乙醇 ) 水 ) 冰醋酸k|{ΒuΒs1zl后 o干扰峰被

排除 o干扰物出现时间提前 o而流动相酸化后并未导

致 ≤²±ts及 ≤²±|保留时间的明显改变 ∀

3  色谱行为

血浆样品按上述/血药浓度测定方法0项下分析

所得色谱图见图 t ∀ ≤²±|及 ≤²±ts的保留时间分别

为 |1z °¬±及 tt1| °¬±∀以 ≤²±ts计算理论塔板数

为 vt|t o≤²±|与 ≤²±ts的分离度为 u1z ∀

4  线性关系考察

取离心管数支 o精密加入不同量的 ≤²±ts及新

鲜血浆 s1y °̄ o配成相对于新鲜血浆 ≤²±ts浓度增

量分别为 s os1u os1x ot1s ou1s ov1s ow1s Λª# °̄ p t的

标准含药血浆 o按/血药浓度测定0项下操作 o每种浓

度 x份 o记录峰面积 ∀以各管中 ≤²±ts浓度增量为

横坐标 ≤ o各管中 ≤²±ts与 ≤²±|之峰面积比与新鲜

血浆管中 ≤²±ts与 ≤²±|之峰面积比k本底l的差值

为纵坐标 ©o进行回归分析 o得回归方程为 © �

s1{|wy≤ n s1svwsv  Χ� s1|||{ o斜率 � ≥⁄ 为

u1{y h k ν � xl ∀

ƒ¬ª t  �°�≤ ¦«µ²°¤·²ªµ¤°¶ ²© ¥̄¤±® «∏°¤±

³̄¤¶°¤ k¤l o ¥̄¤±® ³̄¤¶°¤ º¬·« ¤§§̈§ ≤²±| ¤±§

≤²±ts k ¥ l o √²̄∏±·̈ µ̈ ³̄¤¶°¤ ¤©·̈µ ²µ¤̄

¤§°¬±¬¶·µ¤·¬²± ²©�¬²2±¬±²± k¦l qt q≤²̈ ±½¼°¨ ±ts

k≤²±tsl ~u q≤²̈ ±½¼°¨ ±|k≤²±|l q

5  精密度试验

取新鲜血浆数份 o分别加入 ≤²±ts标准溶液使

其中 ≤²±ts浓度增量分别为 s1x ou1s ov1s Λª# °̄ p t o

按/血药浓度测定方法0项下操作 o每种浓度做 x份

样品 o记录峰面积 o测定日内 � ≥⁄和 x §内的日间

� ≥⁄∀结果表明 s1x ou1s ov1s Λª# °̄ p t v种浓度的

日内 � ≥⁄k ν � xl分别为 x1y{ h ot1t{ h和 s1{z h ~

日间 � ≥⁄k ν � xl分别为 {1uu h ow1tu h和 u1tx h ∀

6  提取回收率

取 ≤²±ts标准溶液适量于离心管中 o配成含

≤²±ts s1x ou1s ov1s Λª# °̄ p t的标准溶液 o每种浓度

x份 o每份 s1y °̄ o加入 tx Λª# °̄ p t ≤²±|乙醇液 ws

Λ̄ o混匀 o吹去溶剂 o加无水乙醇 tss Λ̄ o混匀 o取 us

Λ̄ 进样分析 o记录色谱图 o并计算 ≤²±ts的峰面积与

≤²±|的峰面积之比k©¶l ∀另取离心管数支 o加入不

同量的 ≤²±ts及新鲜血浆 s1y °̄ o配成相对于新鲜

血浆 ≤²±ts浓度增量分别为 s1s os1x ou1s ov1s

Λª# °̄ p t的标准含药血浆 o每种浓度做 x 份 o每份

s1y °̄ o加无水乙醇 u °̄ o涡旋 ts ¶o加正己烷 x °̄ o

涡旋 x °¬±ov sss µ#°¬±p t离心 x °¬±o取正己烷层 w
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°̄ o加入 tx Λª# °̄ p t ≤²±|乙醇溶液 ws Λ̄ o混匀 o氮

气流吹干 o用无水乙醇 tss Λ̄ 溶解 o精密吸取 us Λ̄
进样分析 o记录色谱图 o计算各管 ≤²±ts与 ≤²±|之

峰面积比与新鲜血浆管中 ≤²±ts与 ≤²±|之峰面积

比的差值k©¬l ∀上述
x

w
©¬与 ©¶的比值即血浆中

≤²±ts的提取回收率k� h l o回收率按下式计算 }� h

�
x

w
©¬r©¶ ≅ tss h ∀结 果 表 明 s1x ou1s ov1s

Λª# °̄ p t v种浓度增量的提取回收率k ν � xl分别为

|v1y h o|x1y h和 |{1t h ∀

7  人血浆中 ΧοΘ10浓度的动态研究

711  人血浆中内源性 ΧοΘ10的浓度

日常饮食中 o特别是动物油脂及脏器中含有一

定量的 ≤²±ts o饮食的品种及数量直接影响体内

≤²±ts的血浓 o因此在测定人血浆中内源性 ≤²±ts浓

度时 o受试者的饮食需加以控制 ∀饮食控制的第 v §

测得 {名受试者内源性 ≤²±ts的平均血浓为kzyv1v

? {y1vl ±ª# °̄ p t o且正常情况下 t §中内源性

≤²±ts血浆浓度波动不大 ∀结果与文献≈v 报道相一

致 ∀血药浓度2时间曲线见图 u及图 v中 s ∗ uw «部

分 ∀

7 .2  服用 ΧοΘ10软胶囊后人血浆中 ΧοΘ10浓度变化

服用 ≤²±ts软胶囊后体内 ≤²±ts经时变化过程

见图 v中 uw ∗ tww «部分 ∀图 v结果表明 }人体中

≤²±ts血浆浓度随 ≤²±ts制剂的连续服用而不断增

加 o但增加幅度比较缓慢 o连续服药 w §k每天服药 v

次l血药浓度仍未达到稳态 o停药后 ≤²±ts血浆浓度

下降幅度也较缓和 o停药 uw «后 o≤²±ts血浆浓度仍

远大于服药前水平 ∀无论是服药前还是服药后 o人

体中 ≤²±ts血浆浓度均随受试者的运动量及饮食情

况而波动 ∀ ≤²±ts是组成呼吸链的主要成分之一 o

运动量加大则呼吸运动加快 o≤²±ts消耗量必然增

加 ∀由于夜间休息未活动 o因此早晨刚起床时受试

者血浆中 ≤²±ts较高 o起床后随着运动量的增加 o血

浆中 ≤²±ts浓度开始下降 o但随后由于早餐的饮用 o

血浆中 ≤²±ts浓度便开始回升 o回升到一定程度又

开始下降 o中餐饮用后 o血浆中 ≤²±ts又开始回升 ∀

这一波动过程可从图 u及图 v ≤²±ts血浓2时间曲线

中 s ∗ { «部分及 tus ∗ tu{ «部分观察出 ∀此外 o这

一波动过程的幅度随血浆中 ≤²±ts浓度的增大而变

大 ∀

ƒ¬ª u  � ¤̈± ³̄¤¶°¤ ¦²±¦̈±·µ¤·¬²±2·¬°¨¦∏µ√¨ ²©

±̈§²ª̈ ±²∏¶≤²±tsk ν � {l q

ƒ¬ª v  � ¤̈± ³̄¤¶°¤ ¦²±¦̈±·µ¤·¬²±2·¬°¨¦∏µ√¨ ²©

≤²±ts ¬±·«̈ º«²̄¨³̈µ¬²§²© ¬̈³̈µ¬° ±̈·k ν � {l q
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∆ΕΤΕΡ ΜΙΝΑΤΙΟΝ ΟΦΧΟΕΝΖΨΜΕ Θ10 ΑΝ∆ ΙΤΣ ΧΟΝΧΕΝΤΡΑΤΙΟΝ2ΤΙΜΕ
ΧΥΡς Ε ΙΝ ΗΥΜΑΝ ΠΛΑΣΜΑ ΒΨ ΗΠΛΧ

⁄¬±ª�¬k⁄¬±ª�lo≠¤±ª�¬±k≠¤±ª�l
t
o�∏¤≠¤³¬±ªk�∏¤≠°lo�«²∏ • ¬̈k�«²∏ • lo

�«¤±ª�«̈ ±ª¬¬±ªk�«¤±ª�÷l ¤±§�± ⁄̈ ±ª®∏¬k�± ⁄�l

( ∆επαρτµεντ οφ Πηαρµ αχευτιχαλ Αναλψσισ,
1 Ρεσεαρχη Χεντερ οφ Πηαρµ αχοκινετιχσ,

Χηινα Πηαρµ αχευτιχαλ Υνιϖερσιτψ, Νανϕινγ 210009)
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