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药物分析
·

高效液相色谱法测定尿中咖啡因主要代谢物浓度

易 涛 卢建丰
’

广州军区武汉总医院药局 武汉

摘要 本文建立了测定尿中咖啡因 种主要代谢物
、 、 、 、

浓度的高效液相色谱

法
。

尿样用硫酸按饱和后加氛仿及异丙醇混合液 提取 次
,

空气流吹干
,

蒸馏水榕解进样
。

以

。为固定相
,

甲醇 一 乙睛 一  醋酸  为流动相
,

扑热息痛为内标
,

流速为
,

司  
,

在

处定量检测
。

本法精确稳定可靠
。

用此方法测定了 名健康志愿者口服咖啡后的尿样
,

对人体内
一 乙酞化转移酶和 凡 酶活性作了初步分析

。

关键词 咖啡因 一 乙耽化转移晦 凡 畴
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咖啡因在人体内代谢生成 13 种代谢物

(见表 1)
。

主要由 3 位去 甲基化反应途径生

成 1
,

7
一 二 甲基黄嗦吟【17 X 〕

、

1

,

7
一 二 甲基

尿酸【17 U ]
、

5
一 乙酞胺基 一 6 一 甲酞胺基 一 3

一 甲基尿嗜 吮 【A F M U ]
、

1
一 甲基黄嗦岭

[lx ]和 i 一 甲基尿酸[iU ]等 5 种代谢物[
‘]

。

( 如图 1 所示)研究表明这 5 种代谢物的不同

比值可以反映 N 一 乙酞化转移酶 (N A T
Z)

、

,
南京军区南京总医院药理科 南京 210002

CY
P ;凡 酶和黄嗦吟氧化酶活性[

1一5〕。 国外

已用于肝功能检查和支持遗传学研究
。

本文

采用高效液相色谱法 1次测定尿中这 5 种代

谢物的浓度
,

方法简便快速
,

灵敏度高
。

一
、

仪器和试药

(一)仅器 日本岛津 L C 一 6 A 高效液相

色谱仪 ;SP D
一 6 A V 紫外检测器 ;C 一 R6

A 积

分仪
。

( 二)试药 A F M U 标准品由加拿大多

伦多大学 W
.
K al ow 教授提供

,

其它 12 种代
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谢物标准品均 购 自 SI G M A 公司
。

咖啡为市

售广东产雀巢咖啡
。

精密称取 5 种主要代谢物标准品
,

用蒸

馏水超声振荡溶解
,

得标准储备液
。

浓度分

别为 AF
M U 10

.
33拜g / m l

、

I U 9

.

1 拌g / m l
、

I X

1 0

.

5 3 拜g / m l
、

1 7 U 7

.

6 拼g / m l
、

1 7 X 7

.

5 拌g / m l
。

精密称取 扑热息痛 l之
.
0 9 m g

,

溶 于 10 0 m l

0
.
05 % 醋酸

,

得内标溶液
。

以上溶液均置于

冰箱保存
。
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图 1 咖啡因体内主要代谢途径

表 1 咖啡因 13 种代谢物及内标的保留时间

代谢物

AF M U

英文全称 保留时间(m in)

4098459774275944
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二
、

实验方法

(一 ) 色谱 条件 日本 岛津 Shim paek

cL c 一 o D s 柱 5拌m ;预柱(大连中科院化学

物理研究所);流动相
:
甲醇 一 乙睛 一 0

.

05 %

醋酸(10
:1 :89);流速 1

.
2m l/ m in; 检测波长

280nm ;进样量 20拌l
。

( 二 )样品处理 尿样解冻后精取 200 汕

加入 20川 内标和 150 m g 硫酸按
,

旋涡振荡

3m in
,

再加入 6m l提取液 (氯仿
:
异丙醇 二

85

“
1 5 )

,

旋涡振荡 Zm in
,

3 0 0 0 9 离心 sm i
n ,

吸取

下层提取液
。

向残余液中再加入 4m l提取

液
,

旋涡振荡 lm in
,

3 0 0 0 9 离心 sm in
,

吸取下

层提取液
。

合并两次提取液
,

室温(25 ℃ )下

空气流吹干
,

用 lm l蒸馏水溶解
,

直接进样或

于 一 4 0 ℃保存待测
。

( 三 )标准曲线的绘制 精取 5 种代谢物

的标
.
准 储 备 液 各 20拜l

、

4 0 拜l
、

6 0 产l
、

5 0 拌l
、

1 0 0 川
,

再加入内标 20 川和 空白尿 50 川
,

按样

品处理项下操作
。

以摩尔浓度 (拌m ol / L) 为

纵坐标
,

代谢物对内标的峰高比为横坐标
,

绘

制标准曲线
。

( 四 )咖啡因 5 种主要代谢物的尿 中浓度

浏定 12 0 名健康志愿者
,

男性 59 人
,

女性

61人
,

平均年龄 34
a (18 一 67 a )

,

平均体重

59
.
8k g

,

肝肾功能正常
。

实验前一天禁用含

有咖啡因的食物和饮料
。

实验当天 8
:
30 口

服咖啡 1 杯 (59
,

1 0 0 m l
)

,

1 3
:

0 0 留取尿 样

sm l
,

加入维生素 C ZOOm g 调 为酸性
,

于 -

70 ℃保存直至分析
。

结果见表 2
。

表 2 120 名 志愿者 口服咖啡后 4一 5 小 时

尿中主要代谢物 的浓度(科m ol /l )

代谢物 平均浓度 最小值 最大值 差异系数(% )

三
、

实验结果

(一 )色谱行为 本实验色谱条件下各代

谢物之间
,

以及代谢物与尿中杂质的分离度

均较好
,

在 A F M U
、

I U

、

I X

、

1 7 U 和 17 X 峰位

上没有尿中杂质干扰
。

如图 2 所示
。

( 二 )标准曲线方程

A F M U y = 一 0
.
0 1 3 9 + 0

.
5 8 8 6 x

r = 0
.
9 9 9 9

I U y = 0
.
0 7 5 7 + 0

.
5 9 5 4 x

r = 0
.
9 9 9 8

l
x y = 0

.
0 0 3 2 + 1

.
5 2 2 0 x

r = 0
.
9 9 9 8

1 7 U y = 0
.
0 1 5 3 + 1

.
3 7 7 0 x

r = 0
.
9 9 9 5

1 7
x y = 0

.
1 3 4 1 + 2

.
4 8 1 0 x

r = 0
.
9 9 9 9

( 三)回收率和精密度 精取 5 种代谢物

的标准储备液各 20拌l
、

4 0 拜l
、

6 0 拌l
,

再分别加

入内标 20 川和空白尿 50 川
,

按样品处理项下

操作
。

测定结果代入标准 曲线中计算回收

量
,

得到相对回收率
。

同法一天做 5 次
,

得 日

内差异
。

同法间隔一天做 5 天
,

得日间差异
。

结果见表 3
。

表 3 咖啡因 5 种主要代谢物的相对回收

率和精密度

代谢物
C V 日内差异 日间差异
(% ) (% ) (% )

收率)回%均(平

7内J6�Un�6
内
jQU,�一j

..

…
444八J‘1二

7154

:94

07
101 97.87.101 92.

A F M U

1 U

1 X

1 7 U

1 7 X

1

.
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( 四)N 一 乙硫化转移晦活性分析 采用

A FM U/ (A F M U + rX + IU )的摩尔浓度比值

作为 N A TZ 酶活性指标[2,
4〕

。

以比值作频谱

图
,

可见 N A TZ 酶活性呈明显二态分布(如图

3 所示 )
,

快慢代谢者临界点 (an ti mo
de)为

0
.
25。 快代谢者 100 人

,

占 83
.
3% ;慢代谢

者 20 人
,

占 16
.
7 %

。
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1一 A F M U

2 一 3 U

3 一 7 X

5 一 I U

6 一 3 X

7 一 3 7 U

8 一 IX

9 一 内标

10 一 3 7 X

1 1 一 1 7 U

1 2 一 1 7 X

1 3 一 1 3 X

1 4 一 1 3 7 U

0 5 1 0 1 5 2 0 2 5 3 0 3 5 4 0

图 2 H P L C 色谱图

a. 咖啡 因 13 种代谢物及内标

b
.
健康志愿者 4 一 , 卜时空白尿(加 内标)

。
.

健康志愿者饮用咖啡后 4一 5 小时尿(加 内标)



二
1 5 1 9 9 7 N

o
.

2

( 五 ) C Y PI 戊 酶 活 性 分 析 采 用

(灯Mu
+ r7U + 17x )/17U 的摩尔浓度比值

作为 cY
P I戊 酶活性指标〔’〕。 以比值的对数

值作频谱图
,

可见 CY P ,

凡 酶活性呈 良好的

对数正态分布(如图 4 所示 )
。

这与国外文献

报道一致[’]
。

四
、

讨论

(一)色借柱选择 A F M U 极性较其它 4

种代谢物大
。

国外一般将 A F M U 转化为 5

一 乙酞胺基 一 6 一 氨基 一 3 一 甲基尿 嗜陡

【A A M u ]
。

采用特殊的凝胶排斥色谱柱分

析〔6
·

7 〕
,

其它代谢物采用谱通 O D S 柱
。

本文

经过比较
,

采用岛津 Shi m P
a
ck C L C 一 O D S

柱一次分析 5 种代谢物
。

既保证了良好的分

离效果
,

又避免 了两次分析的烦琐及其引起

的误差
。

.....

.....
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... III

... 1
...

百百二二

的�。.万
n的JooN

A F M U 找A FM U + IX + IU、

图 3 120 名健康志愿者饮 用咖啡后 4 一 5 小时

尿中 A F M U/ (A F M U 十 I X + I U )摩尔比值频数 图

___ ·

}}}

.....

.....

.....

___

LLL

...
---

二二二二二二

”节a万
n的如ooN

拓以A FM U + IX + IU y I7U

图 4 120 名健康志愿者饮用咖啡后 4 一 5 小 时

尿中(A F M U 干 I X 十 I U )八7U 摩尔比值预数图
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(二 )提取方法选择 A F M U 等 5 种代

谢物水溶性较大
,

常规提取方法提取率不高
。

本文采用先饱和再两次提取的方法
,

即先加

入足量硫酸按使尿饱和
,

降低代谢物在尿中

的溶解度
,

再用 比例适中的氯仿一异丙醇混

合液提取
。

这样除 IU 回收率大于 85 %
,

其

它代谢物的回收率都在 90 % 以上
。

(三 )稳定性 A F M U 性质不稳定
,

在碱

性条件下易转变为 A A M U
。

因此尿样保存

前必须调为酸性
,

处理时尽量在低温下尽快

操作
。

实验 表 明
:
室温 (25℃ ) 下 12 h 内

AF M U 损失小于 7 %
。

因此在正常尿样处理

时间内(4一 sh) A F M U 的损失可以忽略
。

( 四 )N 一 乙酸化转移酶
、

C Y P
I

凡 酶 在体

内芳香胺类
、

脐类和含氮杂环类的生物转化

过程中起着重要作 用 它们的活性高低对预

测某些芳香胺类
、

麟类药物的毒副反应及指

导用药和评价人体对某些化学致癌物质的易

感性及某些癌症(膀胧癌
、

肺癌
、

乳腺癌等)病

因学研究均有重要意 义
。

本文采用 H P L C

法测定咖啡因尿中主要代谢物
,

精确稳定
,

较

为简便
,

为这两种酶的活性研究提供了一种

新的较为可靠的方法
。
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高效液相色谱法监测血清中卡马西平血药浓度 50 例分析

杨 丽英 李景玉
’

卢清林
‘

(北京清华大学医院 北京

李红宇
补

1 0 0 0 8 4 )

摘要 卡马西平是临床上常用的抗癫痛药物
,

因其受个体差异的影响很大
:
相同的药物剂量不能产生

相同的血药浓度
,

因而产生不同的疗效及毒副反应
。

本文利用高效液相色谱法(H pL C) 对 50 例瘫痛患者血清

中卡马西平的药物浓度进行了监测和分析
。

关键词 高效液相 色谱 ;卡马西平 ;血 药浓度

绝大多数癫痛病人需要长期用药治疗或

预防
。

作为常用的抗癫痛药物卡马西平
,

其

, 河北省医学科学院 石家庄 0 50021

治疗血浓度范围较小
,

个体差异又很大
,

临床

上难于 区分是药物的毒副反应还是癫痛发

作
。

血药浓度监测是实现给药方案个体化的

一个重要手段
。

为此
,

我们与临床结合
,

利用


