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摘要：建立了血浆及尿液中异烟肼的高效液相色谱快速测定方法，以满足临床药物分析和法医学鉴定的需要，提高

对血浆及尿液中异烟肼浓度检测的准确性。以香草醛为衍生化试剂，将异烟肼经柱前衍生为异烟肼$香草醛腙，直

接对处理后样品中的腙进行定性、定量分析。以在空白人体液样本中定量添加标准异烟肼的方法考察了样品的前

处理方法、仪器条件、线性范围、精密度、回收率等，并对健康受试者血液中的异烟肼浓度进行了监测。结果表明，方

法的线性范围为"8!-3／9"#!8"-3／9；检测限为"8!-3／9；日内、日间精度均小于+8":（!;&）；回收率在

%*8):以上。该方法快速、准确、实用，适用于临床药物浓度监测、法医毒物分析和药代动力学等相关研究。
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异烟肼（/472/.P/N，>?A，又称雷米封）是临床上

抗结核病的首选药物之一。>?A毒副作用较大［#］，

仅在治疗量范围内使用也容易发生急性或蓄积性中

毒。近年来，我国结核发病率明显上升，对>?A等

抗结核药物的使用也随之增加，由此引发的中毒、死

亡及医疗纠纷案件也随之增多。所以>?A中毒在

临床 药（毒）物 分 析 中 占 有 较 重 要 的 位 置。有 关

>?A中毒检验与临床药物浓度监测的色谱分析方

法较多，如薄层色谱法［!］、气相色谱法［)，+］、液相色

谱法［&"#"］等。但大都面临提取率低、操作繁琐的问
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题。其中有些方法只适用于对原药中的!"#成分

进行分析或对致死量血药浓度测定，难以满足治疗

量下对血液、尿液中!"#浓度进行快速检测的要

求；有些分析方法还必须使用特殊的仪器或试剂，在

一般的药（毒）物分析实验室难以实施。因此，为满

足临床血药浓度监测和法医学鉴定中准确、快速、便

捷的需要，我们对!"#体液样品的前处理方法和高

效液相色谱（#$%&）检测方法再次进行了研究，建

立起一个实用的分析方法，并以所建方法对健康受

试者血液中的!"#浓度进行了’()全程监测及尿

液中!"#的单样品测试，测定结果理想。

! 实验部分

!"! 仪器与试剂

日本岛津%&*+型高效液相色谱仪，色谱工作

站，,-%*+.-台式高速离心机。

!"#标准品购自公安部第二研究所（纯度为

//012）。香草醛、三氯醋酸、三乙胺、高氯酸、甲醇

和磷酸二氢钾均为国产分析纯。去离子水经双蒸后

使用。衍生化试剂为+.3／%香草醛甲醇溶液。

!"# $%&标准溶液的配制

准确称量!"#标准品+10143，用甲醇定容于

+14%容量瓶中，得到+013／%!"#的标准贮备液。

移取标准贮备液5014%稀释至+14%，配制成为

51143／%的!"#标准溶液备用。

!"’ 血浆、尿液样品的采集

抽取健康人静脉血，经高速离心（61117／489:
+1489），吸取血浆于;’1<冷冻保存，作为空白血

浆样品备用。

健康受试者单剂量口服异烟肼后，在’()内分

+’个时间段分别抽取静脉血5014%，离心（6111
7／489:+1489），取血浆于;’1<冷冻保存，作为

!"#血液浓度代谢样本待测。

取健康人尿液作为空白尿液备用。取健康受试

者尿液作为!"#尿液代谢样本待测。尿液于;’1
<冷冻保存。

!"( 血浆、尿液样品的前处理

取血浆样本10’54%置于+4%离心试管中，

加入+113／%三氯醋酸51!%，+.3／%的香草醛溶

液(1!%，然后加甲醇至总体积为1054%。将上述

溶液 于(1<水 浴 反 应’1489，冷 却，高 速 离 心

（+11117／489:5489），吸取上清液’1!%进样，外

标法定量。

取 尿 液 样 本，使 用 前 离 心（51117／489:+1
489），吸取上清液10’54%，其后样品前处理操作同

血浆。

!") 色谱条件

色谱分离柱：=>-*&+?柱（(0.4480@0:’11
44）；预柱：=>-*&+?柱（.4480@0:’544）；流动

相：!（101’4AB／%C#’$D(）E!（&#6D#）F.+E6/，

每5114%流动相加入体积分数为G12的#&BD(
10’4%及体积分数为’12的三乙胺10(4%；检测

波长：6(194；流速：+4%／489；进样量：’1!%。

# 结果

#"! 标准工作曲线、线性范围和检测限

取空白血浆及空白尿液各.份，每份10’54%，

分别加入浓度为51143／%的!"#标准溶液10’

!%，10?!%，’01!%，(01!%，?01!%和+’01!%；再

分别加入+113／%三氯醋酸51!%和+.3／%香草

醛溶液(1!%，加甲醇至1H54%，配制成质量浓度

分别为10’43／%，10?43／%，’0143／%，(0143／%，

?0143／%和+’0143／%的!"#血浆及尿液样本

（平行操作的样本数为5）。按样品处理方法处理

后，在上述色谱条件下，分别进样’1!%，测出其峰

面积。将峰面积（"）对样品的质量浓度（#，43／%）

进行线性回归，结果见表+。

表! 血浆、尿液中异烟肼的回归方程、线性范围、

相关系数及检测限（$F5）

*+,-.! */.0.10.22345.67+83452，-35.+00+51.2，9400.-+8345
94.::393.582+5;8/.;.8.98+,-.-3<3824:32453+=3;

35>-+2<++5;7035.（$F5）

IJ4KBL
%89LJ7
7J93L

（43／%）
ML37LNN8A9LOPJQ8A9!

&A77LBJQ8A9
RALSS8R8L9Q

TLQLRQJUBL
B848Q

（43／%）

$BJN4J 10’;+’01"F’0/6:+15#;/061:+1( 10///. 10’
V789L 10’;+’01"F605(:+15#;+0+G:+15 10///( 10’
!#8NQ)L4JNNRA9RL9Q7JQ8A9AS8NA98JW8@，43／%；"8NKLJXJ7LJH

表# 血浆中异烟肼测定的精密度（$F5）

*+,-.# */.>0.9323454:;.8.0<35+83454:32453+=3;
35>-+2<+（$F5）

!（8NA98JW8@）

（43／%）

!9Q7J*@JY !9QL7*@JY
（"!ZIT）

（43／%）
MIT

（2）

（"!ZIT）

（43／%）
MIT

（2）

10? 10G/Z101’ ’0. 10G/Z1016 60?
(01 60?5Z10+1 ’0. 60?/Z10+5 60/
+’01 +’05’Z10’/ ’06 ++0G.Z10(G (01

#"# 精密度试验

取浓度为10?43／%，(0143／%（或?0143／%）

和+’0143／%的6个标准血浆和尿液样本的提取

物，分别于同+@内5个不同时间点及不同日内连

续测定5@，由测得浓度计算标准偏差（IT）和相对

标准偏差（MIT），获得日内、日间精密度值，结果见

表’和表6。所得MIT均在(012以内，精密度符

合要求，测定方法可靠。
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表! 尿液中异烟肼测定的精密度（!!"）

"#$%&! "’&()&*+,+-.-/0&1&)2+.#1+-.-/+,-.+#3+0+.4)+.&（!!"）

!（#$%&#’(#)）

（*+／,）

-&./’0)’1 -&.2/0)’1
（!!345）

（*+／,）

645
（7）

（!!345）

（*+／,）

645
（7）

89: 89:83898; ;9< 89==3898< <9>
:98 =9=<389;8 ;9< =9?=389;? @9;
;@98 ;@98:389A: A98 ;;9@:389AA <9>

56! 回收率的测定

配 制-BC 质 量 浓 度 分 别 为89:*+／,，A98
*+／,，:98*+／,和;@98*+／,的血浆及尿液样本，

经样品前处理后在“;D"”节所述色谱条件下进行分

析（!!"）。由测得质量浓度计算回收率，结果见表

A和表"。

表7 血液中异烟肼回收率测定结果（!!"）

"#$%&7 "’&)&*-8&)9-/+,-.+#3+0+.(%#,2#（!!"）

E))2)
（*+／,）

F%G&)
（*+／,）

62H%I2/1
（7）

645
（7）

89: 89=>3898< >:9:3<9< <9<
A98 <9:?389@8 >?9"3<9> A98
:98 =9>:389<@ >>9:3<9" <9?
;@98 ;;9=?389"@ >:983<9: <9>

表: 尿液中异烟肼回收率测定结果（!!"）

"#$%&: "’&)&*-8&)9-/+,-.+#3+0+.4)+.&（!!"）

E))2)
（*+／,）

F%G&)
（*+／,）

62H%I2/1
（7）

645
（7）

89: 89=:3898< >=9"3A98 A9;
A98 <9:>389;< >=9<3<9@ <9<
:98 =9=8389;? >?9<3@98 @9;
;@98 ;;9><389AA >>9A3<9> <9>

血浆及尿液中-BC的回收率均在>?9<7以

上，符合定量分析的要求。

567 ;<=的高效液相色谱图

图;和图@是在“;D"”节所述色谱条件下得到

的谱图。

图> 血浆样本的色谱图

?+@6> A’)-2#1-@)#2-/(%#,2#
;9#$%&#’(#)（?9?<*+／,）D

图5 尿液样本的色谱图

?+@65 A’)-2#1-@)#2-/4)+.&
;D#$%&#’(#)（:9=A*+／,）9

! 讨论

!B> 样品的前处理条件选择

-BC与香草醛的柱前衍生化反应为［>，;8］：

B

J

""

K BC BC@

L

KC

""

JK C

KJC<

#
A8M

B

J

""

""K BC B J C

KC
KJC<

LC@K

反应于A8M水浴加热@8*#&可;N;定量完

成，产物是-BC0香草醛腙。

-BC极性较大，难溶于有机溶剂，不能用有机

溶剂直接从生物样品中提取出来。腙是一个弱极性

化合物，易溶于有机溶剂，可用乙酸乙酯、氯仿、氯仿

0乙醚等有机溶剂萃取。因此，衍生物腙可以用适宜

的有机溶剂萃取后检测或不经萃取直接吸取上清液

对腙进行色谱分析。实验表明，对于血浆和尿液中

的-BC0香草醛腙，高速离心后直接取上清液进行

CO,J检测，其回收率明显高于用有机溶剂对腙萃

取后再进行检测的方法。

!B5 流动相的选择

实验中分别对以下不同组成的流动相进行了考

察：!"（898@*%P／,QC@OKA）N"（JC<JB）!""N
A"；""（898@*%P／,QC@OKA）N"（JC<JB）!=8N
<8；#"（898@*%P／,QC@OKA）N"（JC<KC）!?8N
A8；$"（898@*%P／,QC@OKA）N"（JC<KC）!?;N
<>，每"88*,流动相中加入89@*,=87CJPKA和

89A*,@87三乙胺。

在流动相为!的条件下，衍生物腙与过量的香

草醛都出峰太快，二者分离不完全；在流动相为"与

#的条件下，腙先流出色谱柱，其次是过量的香草

·AAA· 色 谱 第@8卷



醛，这样不利于操作和观察；在流动相为!的条件

下，色谱峰峰形好、分离完全，过量的香草醛与衍生

物腙依次流出色谱柱，保留值分别为香草醛!"#$
%&’，腙((")*%&’，因此选定流动相!。

!"! 实际应用

健康受试者()人，男性，+$岁",-岁，体重$$
./"-0./，单剂量口服国产异烟肼片剂+$)%/，于

服药后)1，)",,1，)"-01，(1，+1，,1，#1，$1，0
1，*1，(+1和+#1(+个时间点分别抽取静脉血，测

定+#1内血液中异烟肼质量浓度的变化。234血

液浓度随时间的变化曲线见图,。

图! 异烟肼的代谢曲线

#$%&! ’()*(+,-+./0$1)2$..3,4)/5$6/1$+7$8$19://8

测定结果显示：该方法灵敏度高、选择性好，足

以满足治疗量范围内的测试要求。在全程监测的时

间范围内，测试不受内源性杂质、234代谢成分及

过量衍生化试剂的干扰。

我们还对常与之同用的利福平、吡嗪酰胺两药

物进行了干扰测试，在“(5$”节所述色谱条件下，无

利福平、吡嗪酰胺色谱峰出现。所以该方法可在利

福平、吡嗪酰胺同时存在的情况下对血浆、尿液中的

234进行定性、定量分析。测试尿液样品时，应视

样品中药物含量对尿液适当稀释。
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