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·

药物分析与鉴定
·

体 液 中 药 物 浓 度 测 定 与 免 疫 分 析

第二军医大学药学系药物分析教研室 孔庆 洪 贫卫 东

一
、

体液中药物浓度侧定的意义

测定体液内药物浓度与了解药物在体内
代谢过程已是药杨芬析土榨者面临的重要课

题
。

体液中药物浓度测定对临床药物血浓度

监测
、

药物代谢动力学研究与生物利用度测

定都是非常重要的
。

一 临床药物血 浓度监 测

有许多药物的治疗指数较低
,

甚至与中

毒剂量很为接近
,

由于病人代谢
、

遗传或服其

他药物的影响
,

使一般认为正常的治疗剂量

亦可能起中毒反应
,

这主要原 因是血浓度不

同所造成
。

如苯妥因血药浓度超过 印

即发生眼球震颤
,

到 卯 发生共 济 失

调
,

到 拼 即发生失常了
。

其他如洋地黄毒试
,

利多卡因
,

心得安

等都有类似现象
。

因此在临床药学领域里对

若干重要药物进行血浓度监测
,

获得直接数

据便于进行剂量与给药方案的调 整就显得十

分重要了
。

二 药物代谢 动 力学研完

药物代谢动力学是研究药物的吸收
、

分

布
、

代谢与消除在体内随时间变化的规律
,

测定有 限的血药浓度数据后
,

根据药代动力

学原理计算有关参数
,

即能基本掌握药物在

体内的动态规律
。

如用测得的血浓度与相应

的采血时间在半对数纸上作图
,

单室模型得

到浓度对时间曲线是一条直线
,

而双室模型

的浓度时间曲线是含二个直线相 的 曲 线 形

态
。

三 生物利用度的刚 定

生物利用度是用药物代谢动力学的方法

科学地阐明药物或制剂被机体利用的速度和

程度
,

作为评定制剂质量好坏的一个重要参

数
。

生物利用度可以应用正常人 或动物

在某一标准条件下给予等量的对照制剂和试

验制剂后
,

根据二者测得的血浓度时间曲线

下面积
、

尿药总量
、

或代谢物相比较的百分

数来表示
,

不同药广生产的制剂生物利用度

不同
,

即使在同一药 厂生产不同批号之间
,

其生物利用度也可能相差很大
。

二
、

休液药物浓度测定方法

一 分析样本 的采集

通过血浓度测定了解药物在休内吸收
、

分布
、

消除的全过程
。

求得药物在体内的代

谢规律须在病人静脉给药或其他 途 径 给 药

后
,

在一定时间内定时采集血样进行分析
。

大部份用血浆为分析样本
,

少数用血清与全

血
。

无论用什么血样
,

须说明种类
,

并记录

给药与采血时间
。

全血或血浆样品须加入肝

素
,

构穆酸
,

草酸盐等防止凝血
。

对尿药浓度
,

由于药物的理化性质
、

如

亲水性
、

脂溶性
、

等对肾排泄有极大差

别
。

由于尿药浓度的变化
,

测定 数 据 不 稳

定
,

应用较少
。

唾液中药物浓度比在血浆药物浓度低得

多
,

血浆中药物浓度 与唾液中药物浓度仅少

数药物证明有恒定关系
,

需要唾液 稳 定

与高灵敏度的方法才有测定意义
。

二 分析前样本的预处理
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分析的样本有血浆
、

血清
、

全血
、

尿液
、

二次用有机溶剂提取时可用小量体积
,

实际

唾液等
。

每种样本都是一种复杂 的 样 品
。

起 了浓集作用
。

主药存在的浓度与内源性组分比是极低的
,

离子对提取法

在待测物含量极低而干扰物极多的情况下
,

许多季钱类药物
,

水溶性较大
,

在溶液

如何精制防止损失极为重要
。

预处理的方法 中加入反离子即能用有机溶剂分 离
。

如血浆

可分为蛋 白质除去法
、

提取法
、

结合物水解 中解痉药普鲁本辛
,

取血浆 与

法
、

短柱层析处理法等
。 一

,

用二氯甲烷 提取
,

离心
,

预处理效果的指标是观察干扰物质 已否 即可达到分离 目的
。

除去
,

回收率是否稳定
,

与本底是否接近于
。

结合物的水解

溶剂空白
。

在尿与血浆中
,

药物有时成结合的形式

蛋 自质除去法 如葡萄搪俄或硫酸醋等存在
。

则在分析前须

血液中药物常 与蛋白质结合
,

尤其在组 一澎辑翔热酸水解或酶水解后再行测定
,

但在

织中药物可渗入细胞内
,

在分析前须将样本 加热水解法中须注意防止主药的分解
。

然后进一步提取或直接取滤液分析
。

表

沉斌廿
。

认六赫
可用酶水解法

,

利用酶将结合物水

除青轰 , 解曦砰用有机窿剑提取测定
,

操作时间较

江
,

琳
一

饭
,

烬可遴免因翔酵加热傅主药分解
。

例如

石 一勺国慧安的生要代谢物为心得安葡萄糖醛酸缩

喻翻书麟种遨如了契

沉沉 , 剂 。

霎皇簧簧
’

瘫撇吵
‘

刃鬓璧璧
三氯醋酸

。

高
巍诚

、 「

刃减减
钨酸钠钠 。 硫酸锌

‘
’’

‘ 友
‘

币 洲洲
。 。

、孔 , 卿形形
乙乙 睛 丙 酮 分

。

甲甲 醇 乙 醇
,

邹邹

妙针
凡枕

,

菊荀掩奋晚雍合物

以人

提取法

一次提取

根据药物不同性质选择
,

将药 物 用

有机溶剂提出来
。

如巴比 妥类药物在酸性中

提取
,

有机碱性药物在碱性 中提取
,

中性物

质则在 各种 都能溶 于 有机溶剂
。

在提取

时要注意 选择 溶剂性质 有机

溶剂与水溶液的体积比
。

多次提取法

为使提取物纯化可用多次提取法
。

如碱

性化合物在 一 提到有机溶剂中
,

然后

再用酸性溶液振摇
,

回提到水溶液
,

将此水

溶液再行碱化
,

重新达到纯化 目的
。

此外在第

少

魄 魂奋交短往层析处理

层析柱约长知份美。。
叭 内装不同填料

,

如 农翻率
、

硅藻土、 硅胶 等
,

填料 由

功她睿爵加你毗似至 丈州 名
。

一般将样液

上柱庸笋按舰定条件操作
, ,

经简单步骤即能

去除杂质拭
、

原药回
峨

收量大都在 以 上
。

, 卜

生 科 柱
, 一

、·

人 旋 址 人 一 是非离子型大网

孔吸附树脂
,

适用于疏水性化合物的分 离层

析
。

好外
,

。

川应用 一 检出尿

中滥用药 物、 称  一 约
,

装 在 塑

料柱中
,

先加氯化铁液
】

湿润
,

然后

取 二工尿液 含吗啡 件 上 柱
,

流速
,

弃去洗出液 , 柱用 氯 化

按液 洗 , 加丙酮
,

再用甲醇 氯仿
,

洗柱
。

每分钟 一
,
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川
甲

仁
豁由液熬午后加溶剂至一定量测定

。

硅藻土柱
。

 应用硅藻土柱作 为 血

样木中分离小量药物方法如下 血 清 时

加内标
一

甲基苯妥因 甲 醇

液 时与硅藻土 混匀 装 柱 又

,

用二氯甲烷 洗脱
,

洗液 ℃

蒸干
、

加 时二氯甲烷溶解残渣
,

用

法测定
。

, 。

键合硅胶柱
一

‘

,

键合硅胶柱
,

国外有许多商品
,

如

阮
、 、

等
,

按照产品

规定条件操作
,

一般将样液上柱后
,

先用缓

冲液洗去杂质
,

最后用有机溶剂 洗 出 检测

物
,

如
,

应用 键合柱
,

用 药尿通过
。

先用 水洗除杂质
,

再

用丙酮 二氯甲烷
,

洗出检 侧

药物测定
。

表 汉纽 定 结 果

 一 柱 硅
‘

藻 土 柱

可 待 因 土续

美 沙 酮 士
。

度 冷 丁 士

异戊巴比妥 士

苯 巴 比 妥 纬

氨甲酞氮罩 蛇

扑 痈 酮

苯 妥 因

键 合 硅 胶 柱

安 定 士。
。

苯 妥 因 士。

苯 巴 比 妥 士。

美 沙 酮 。 士

三
、

血浆
、

血清或其他少妞体液中药物

提取分离 的实验方法

血药浓度测定的样品一般采用血浆或血

清
,

样品量较少 通常
、

一
,

药 物

含量较低
,

一次样本数量较多
,

若涉及药代

动力学研究
,

一般要有 个以上样本
,

显然

常规的提取方法是不能适应的
。

实际上
,

常用 或 的带塞 离 心

管
,

加入样本
、

缓冲液及 或 倍量提取溶

剂后置水平振荡器或涡旋混合器上提取 秒

至 分钟
,

离心 分钟分层
,

然后用滴管转移或分取所需液层
,

纯化后低

温浓缩或蒸干
,

全过程均在离心管内完成
。

若使用多次提取法
,

一

也可较容易地进行
。

另

外
,

使用 离心管提取克服了在常规提取时常

遇见的乳化现象
,

不仅简化了操作
,

还具有

省时
、

省力
、

节省有机溶剂和能一次完成多

个样品的提取等优点
,

更重要地是减少了在

提取过程中被测药物的损失
。

因此
,

这种方

法在当今体内药物分析领域 中已被广泛地应

用
。

四
、

分析方法的选择与制订

一般体内药物分析方法

‘ 对 已进入临床 的体内药物 浓度测

定按下列 步骤进行

收集资料了解药物性质
、

体 内药物

代谢情况
、

治疗血药浓度
,

选择方法 灵敏度

需与血药浓度水平相适应
。

用原纯药品或代谢物对照品制成水

溶液
,

预试验确定浓度范围及最低检测量
。

药物加入血浆 血清
、

其他体液

进行样品预处理
,

观察是否能分离除去干扰

物
,

·

然后测定多种浓度的回收量 及 精 密 度

计算平均值
、

标准差
、

及变异 系

数
,

一般变异系数应在 左右 , 同时将同

一样品连续几天测定 日间误差
,

观察方法的

稳定性
。

动物给药后测定

经药物加体液在体外试验证 明方 法 可

靠
,

才可进行动物试验
,

即由体外试验转变为

体内试验
。

经动物给药后
,

有规律选择适当时

间采血测定
,

血药浓度由高到低观察所建立

的方法是否与代谢物不发生干扰
,

且是否正

确反映药物在体内吸收分布消除的规律
,

如
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所得结果较为满意
,

则表示所建立的方法确

实适用于体内药物分析 的条件 了
。

5

.

健康人正常药代动力学参数测定

药物进入人体后
,

按着一定的模式在机

体内进行吸收
、

分布
、

代谢
、

排泄
。

对大部

分正常人来说
,

某种药物根据给药途径
、

剂

量和时间测 出血药浓度
,

计算各种药代动力

学参数
,

如方法的专一性
、

灵敏度 与精确度

符合要求
,

则所得各种参数与国内外文献报

导的结果应是基本一 致的
。

6

.

病人体液药物浓度测定

经过上述试验证明所建立的方法符合体

内药物分析的要求
,

才可能将此法用于治疗

药物浓度的监测
。

( 二 ) 对新药的血 药浓度测 定

在药物试验阶段仅能停止在动物给药后

药代动力学参数的测定
,

经药物临床试验通

过后再进行正常人的药代动力堂参数侧定‘

五
、

免疫分析技术

免疫分析法检出灵敏度比一般化学分析

法高
,

方法快速
,

不需要复杂的前处理
,

专

一性高
,

可以 直接测定
。

现在已有许多体液

中药物浓度测定用这种方法
。

1

.

放射免疫分析方法

放射性同位素与抗原结合制成 标 记 抗

原
,

标记抗原与未标记 抗原同相应的抗休发

生竞争性结合
。

未结合的抗原呈游离状态
。

如标记抗原的量与相应抗体量一定
,

则非标

记抗原的浓度愈高
,

标记抗原与抗体结合的

量就愈少 (表 4 )
。

所以不加或加进不同已知量的非标记抗

原
,

测定游离的标记抗原与结合的标记抗原

的放射性
,

就能得出一条标准曲线
。
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表 4 ;
振 记 杭 原 与 杭 休

,

结 合 率
; - ·

豫
, , ~ , 一

一
一

—
一一~

一—
一 一

—
—

一

—

一一
一一- 一一一~ 一~ 一加~ ~ , 一一, 阿一一一喇. ‘

抗 原 抗 体 抗原抗体结合物 未结合 B / F 结合率B / B + F

O O

O 0

O O

(
一

6
{
石

厄 厄 4 / 2 = 2 4 / 2 + 4 “ 6 7
%

OO厂厂厂叮

O

O 0
3 / 3 = 1 3 / 3 + 3 = 50 %

一旧区厄厄厂叮尸厂

2 / 4 = 0 。

5 2
/

2 +
4

二 3 3 肠
O0 OO医

一

lX厄一旧厂厂 厂厂

0 0

O 0

O O

X X O O

X X O O

X X O O

X X O O

X X O O

X X O O

X X 0 0

X X X X

X X X X

X X X X

厂6 f又

区 }一

X

O O

1

/

5

=
0

.

2 1

/

6
=

1 7

%

O O

厂厂厂厂

注
: F

.
未结合标记抗原; B .

已结合标记抗原; X
.
抗原 (未标记 ); O

。

标记抗原
。

结合率
(

- B

B + F
总放射强度(B 十 F )

一

沉淀放别强度(F )

总放射强度 ( B + F )
10Q %

以结合率为纵座标
,

标准抗原浓度为横

座标作图
,

即得一条标准曲线
。

由样品计算

的结合率
,

可从曲线上查出样品中地高辛的

含量
。

2

。

酶免疫分析法

放射免疫有很多优点
,

但有不足之处
,

需要有同位素示踪实验室
、

计数仪器等专门

设备
,

并且试剂半衰期短
,

试验废物处理困

难等
。

1 9 了1年 E ngval l, E

.

等在放射免疫

的基础上发展了酶 标 记 免 疫法 (E n zy m e

Im m un oa ssa y E IA )
,

用酶标 记于抗原上
,

即以高度特异催化活力的酶代替 了放射免疫

分析中应用的同位素
,

使酶标记抗原 (或抗

体) 复合物即有酶的高度催化活力
,

又有特

异的免疫活性
。

酶标免疫的特异性
、

灵敏度
,

与放射免疫相近
。

对于低分子药物的血药浓度测定
,

主要

用均相酶免疫法
。

此法又称E M IT (E nz y m e

m u ltiP lied Im m u n a ssa y T eeh n iq u e)

半抗原用化学方法在酶的活性中心附近

结合
,

成酶的标记半抗原
,

当酶标记半抗原与

相应的半抗原的抗体结合后
,

由于扩大了空

间位阻
,

大分子底物难于接近酶的 活 性 中

心
,

酶活力受阻; 但当有游离半抗原物质存

在时
,

酶标记半抗原 与抗体的结合量即随游

离半抗原的增加而减少
,

酶的活力亦随之增

加
,

即酶活力与待测半抗原量相当 (反应原

理如图 2 )
。

标记酶与酶活力测定:

酶是催化剂
,

能在低浓度下作用增加化

学反应的速度根据单位时间底物减少或产物

增加的量作酶活力测定的指标
。

用作标记的

酶须纯度高
,

活性高
,

专一性强与抗原或抗

体联接后仍保持酶活性
。

标记酶有下列几种

(表 5 ) :

苯妥因酶标化合物含6 一

磷酸葡萄糖脱氢
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 刨趾咖
·

团
酶抑制 睡复活

酶酶 标 药 物

址绝_ _ 多
___

称 {
-

堕 物物 活 性 测 定 法法

((( 7 )
‘‘

! 溶菌酶酶 M ie ro eoe eu sss 细胞壁变化化
咖咖 啡 因 !!! 葡萄糖 6 一 磷酸脱氢酶酶 L v so d eie tiusss 45on m 浊度测定定

((( 。 )

……
一一 细 菌菌 生成N A D HHH

地地 高 辛
...l 苹果酸酉旨脱氢酶酶 葡萄糖 6 一磷酸辅酶酶 340nm 测定定

。。。 ,

……
} *LLL N人DDD 生成N A D HHH

导导丁状 腺素 lll

}

。半乳糖成酶酶 苹果酸辅酶N A p 沙沙 34 。
叨ml] 定

,

““

}}}}}

1
过氧化酶

‘
.

’

一 ““
甲 写写 、

磷硝酸酚 了 ‘‘

((( 9 ) 11111
,

,

黔撬
。试 二

··

通o sn 粤侧定定

黄黄 体 酮酮酮 耳仁

娜戚简香珍幸 H : 0
:

---

沂哪展首香胺氧化物4“
on m 测定定

(((10)))))))))

可可 的 松松松松松

酶活性减低 “ ‘’,

底物为6一

磷酸葡有绪与杭
酶 I(N A D ) ,

加入 抗体后
,

样本
一

中
.
如

:
夜苯

妥因即与抗体结合
。

酶标化合物释出酶
,

恢戛

活性
,

在台。七时与底物作用后生成N A D H ,

反应如扮式
: )

·

’

a\\
仑州 一

; ’ 一

; :

O N H

Z

葡萄糖 6磷欢

:
衍

1

~

甘
‘

二H 钾一
。

愉均艳6难蜂脱翻吟 产话
c曲妞:

~ ~‘. 目. . . . , . . 曰. . . 胜
‘

11

‘

一 下 :+
+ 2 ‘’

一、, 尹
摘萄箱6 难欢

(对人D )

,
。

勺 口
.
全

够声R
*, , .

;

枷再诫t)
.:

弘O 劝琢

e+
只1卜N
-
R

N A D H 在 340n m 有吸收
,

此紫外吸收随

反应而增加
,

控制一定时间测第二次吸收度
,

两次吸收度差值为 △A ,

△ A 与苯妥因浓 度

成函数关系
,

根据△ A 即可计算苯妥因浓度
。

3

.

偏振荧光免疫法 (E P IA ,
F l

u o r e s
-

c e n e e
P

o
l
a r

i
z a

t i
o n

I m
n u n o a s s a

y
)

(
1 2

)

应用异硫氰荧光素与药物制成荧光标 记

物
,

经偏振光激发放出偏振荧光
,

荧光偏振

程度强弱与分子的转动速度有关
。

分子大
,

转

动慢
,

偏振荧光骚扣
一

分子小
,

转动快
,

荧光弱
。

所以游离抗原荧光平面随机化
,

偏振荧光弱
,

抗原抗体结
妙苹光平面转动慢

,

荧光强
。

偏振度P = F // 一 F :

F 刀 十
E

二

用标准药品配制成各种浓度
,

加入一定

量荧光标记抗原与抗体后发生竞争反应
,

产

生不同的荣光偏振度
,

根据偏振度大小与药

物浓度绘成标准曲线即能计算药物浓度
。
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例
:

血浆中庆大霉素测定 《, “
) :

仪器: T D X (A b bo tt ) 测定仪
。

方法
:

侧定皿中加20协1血浆
,
4 0 0 林1缓冲

液 (pH 7
.
5)

,
4 0 协1荧光抗原

,
4 0 件1抗体

,
·

35
士。

.
5 ℃ 15 分钟

,

标准品
、

样品
、

空白同

时进行
。

以荧光偏振度为纵座标
,

标准品浓

度为横座标作图得标准 曲线 (图 3 )
。

I 口0 ,

F P I A 法可直接测定抗原
、

抗体的结合

反应
,

使分析准确度高
,

重复性好
。

药物浓

一

舫荣光佩振程度
熟

比的特征 曲线为药物

低浓度分析提供了十分可靠的灵敏度
。
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:T D X 荧光偏振免疫分析仪说明书

灵敏度0.16件g /m l

体 液 中 药 物 色 谱 分 析 方 法 评 价

D. Dadgar等 (爱尔兰
,

国立高等教育学院化学系)

色谱分析法如高效液相色谱法
、

气相色

谱法等已被广泛地应用
,

并成为恻量体依中

药物及代谢物浓度的有力的工具
,

然而一个

好的实验室方法必须从统计学方 面 加 以验


