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毛细管电泳!柱端喷壁式电化学检测法用于
利尿剂氢氯噻嗪和氨苯喋啶的研究

张 & 兰，& 童 & 萍，& 何 & 聿，& 黄端华，& 陈国南
（福州大学化学化工学院，福建 福州 +#"""!）

摘要：应用毛细管电泳 ’电化学检测法对利尿剂氢氯噻嗪和氨苯喋啶进行了研究。考察了电化学检测和电泳分离
条件对氢氯噻嗪和氨苯喋啶分离、检测的影响，结果表明在最佳分离、检测条件下，两种待测物在 ? ()* 内达到基
线分离。氨苯喋啶和氢氯噻嗪的检测限分别达到 "@ !/ 和 "@ !# (+ , -。对两物质于日内和日间重复测定 A 次，迁移
时间的日内相对标准偏差（./0）不大于 $@ B1，峰电流的日内 ./0 不大于 +@ $1；迁移时间的日间 ./0 不大于
$@ A1，峰电流的日间 ./0 不大于 -@ /1。将该方法用于复方氨苯喋啶成药中氨苯喋啶和氢氯噻嗪的分离和测定，
成药的检测结果与标示量比较，相对误差小于 -@ B1。在模拟尿样中对氢氯噻嗪和氨苯喋啶进行标准溶液添加回
收实验，其回收率分别为 /+@ #1 2 /B@ A1和 /B@ B1 2 /A@ !1，结果令人满意。
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& & 氢氯噻嗪是一种有效的噻嗪类利尿剂（它能抑
制 6A*#A 氏环上对氯离子的再吸收，从而阻止钠离
子的吸收），此类利尿剂常用于治疗肾病、心脏病、

水肿和高血压等［$］。然而持续服用氢氯噻嗪会造

成体内离子的大量遗失从而导致低钾和低氯中

毒［!］。因而在服用噻嗪类利尿剂时，通常要同时服

用钾补充剂或钾平衡剂。氨苯喋啶是一种广泛使用

的钾平衡剂，为了达到更好的治疗效果，减少副作

用，研究人员开发了复方氨苯喋啶片。同时测定氨

苯喋啶和氢氯噻嗪，对于指导病人服药量以及了解

药物服用后在体内吸收排泄后的含量，更好地发挥

药物疗效和疾病的控制都很有意义。

& & 高效毛细管电泳（6:@;）对于复杂样品的分析
具有独到之处，一般无需样品预处理，因而分析快

速。6:@; 更具有进样量少、分离度高、污染少和分
离柱易于清洗等特点，近年来在药理分析及生物分

析领域得到快速的发展［+ , A］。6:@; 可以与多种检
测方法（如紫外检测（>!）、电化学检测（;0）、激光
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诱导荧光检测（ "#$）和化学发光检测（%"）等）联
用。电化学检测法对于电活性物质来说，具有检测

灵敏度高、选择性好的优点，采用喷壁式方法将毛细

管终端直接与工作电极相连接，不必采用隔离高压

连接口，使得仪器和操作简单化，因此将 &’%()(*
用于药物分析的研究是一项很有意义的工作。方禹

之等［"］曾用 &’%( 与安培检测法（+*）联用测定了
中药中的氢氯噻嗪和芦丁；&,-./0,//1- 等［#］采用

&’%()23 和 &’%()"#$ 测定了尿样中的氨苯喋啶
及其主要代谢物。但同时分离和检测氨苯喋啶和氢

氯噻嗪还未见报道，本文采用毛细管电泳)电化学检
测法同时测定了利尿剂氢氯噻嗪和氨苯喋啶。

!" 实验部分

! ! !" 仪器与试剂
! ! 自组装毛细管电泳)柱端喷壁式安培检测系
统［!$］：采用三电极系统（$% & 44 碳圆盘电极为工
作电极，+5 6 +5%7 为参比电极，’/ 丝为辅助电极）；
8+9 "%)’% 恒电位安培检测仪（美国 8:,;<;7=/:>;7
公司）；$ ( ) &$ 03 高压电源（上海原子核研究所）；
?"##$$ 色谱数据工作站（北京泰立化电子技术有限
公司）；硅熔毛细管 *+ !4 :% @% , +$ >4（河北永年
光导纤维厂）。

! ! %&#--$ 电化学检测器（上海辰华仪器公司）；
’&9)*% 型精密酸度计（上海雷磁仪器厂）；超声波
清洗器（8-;<.,<，29+）。
! ! 氢氯噻嗪和氨苯喋啶标准品购自美国 9:54;
公司。复方氨苯喋啶片购自上海的普通药店。其他

试剂均为分析纯，水为超纯水。氢氯噻嗪和氨苯喋

啶的分子结构见图 !。

图 !" 氨苯喋啶（"）和氢氯噻嗪（#）的结构式
$%&! !" ’()*+(*),- ./ ()%"0(,),1,（"）"12

342).+35.).(3%"6%2,（#）

! ! #" 实验方法
! ! 标准溶液的配制：准确称取一定量的氢氯噻嗪
和氨苯喋啶标准品分别溶于乙醇和冰醋酸溶液中，

配制成质量浓度为 $% +$ 5 6 "的贮备液。用 !$
44,7 6 " A;*&’B’ 缓冲溶液（ C& .% +）稀释成所需
的浓度即得标准溶液。

! ! 复方成药样品的配制：仔细研磨 !$ 片药片，准
确称取其中 ! 6 !$ 的粉末，用乙醇和冰醋酸混合溶液

溶解，并用上述缓冲溶液稀释、定容至 !$$ 4"。
! ! 模拟尿样的配制：取一定体积的氢氯噻嗪和氨
苯喋啶贮备液加入尿样中，使上述两种利尿剂在尿

样中的质量浓度分别为 *+% $ 和 +$% $ 45 6 "。
! ! 电泳分析前，毛细管依次用 $% ! 4,7 6 " A;B&、
超纯水和缓冲溶液清洗 + 4:<，所有溶液需经 $% **
!4 滤膜过滤并用超声波除去气泡后方可使用。实
验温度为 *+ D，分离在 !$ 44,7 6 "磷酸钠缓冲溶液
（C& .% +）中进行；电动分离、电动进样；采用 $% &
44 碳圆盘工作电极、+5 6 +5%7 参比电极、’/ 丝辅
助电极的三电极系统，检测电极电位为! !$$ 43。

#" 结果与讨论

# ! !" 电化学检测最佳条件
! ! 据文献［"，!!］报道，氢氯噻嗪和氨苯喋啶均为
电化学活性物质，这是采用电化学检测的主要基础

和依据。动态伏安实验表明：氢氯噻嗪和氨苯喋啶

的氧化峰电流随工作电位（’$$ ( ! !$$ 43）的加大
而增大，但当电极电位大于! !$$ 43（ E.F +5 6 +5%7）
时，两组分峰电流的增大趋于平缓，而基流却快速增

大（见图 *）。基流的增大影响检测灵敏度和重现
性，因此选择! !$$ 43 为检测电极电位，此时信噪
比为最大。在此条件下，工作电极和检测系统在 *$
@ 内呈良好的稳定性和重现性。

图 #" 电极电位对峰电流的影响
$%&! #" 7//,+( ./ (3, 8.)9%1& :.(,1(%"5- .1 :,"9 +*)),1(

%;C:77;-=：+$ >4 G *+ !4 :% @% ；:<H1>/:,<：*’ 03 G !$ .；
.1C;-;/:,< E,7/;51： *’ 03； IJKK1- .,7J/:,<： !$ 44,7 6 "
A;*&’B’（C& .% +）；/14C1-;/J-1：（*$ ) $% +）D；L,-0:<5 171>)

/-,@1：$% & 44 >;-I,< @:.0 171>/-,@1；.JCC,-/:<5 171>/-,@1：
C7;/:<J4 L:-1；-1K1-1<>1 171>/-,@1：+5 6 +5%7；>,<>1</-;/:,< ,K
/-:;4/1-1<1 ;<@ M=@-,>M7,-,/M:;N:@1：+$% $ 45 6 " ;<@ *+% $ 45 6 "F
! ! ! F /-:;4/1-1<1；* F M=@-,>M7,-,/M:;N:@1；& F I;.:> >J--1</F

# ! #" 两种利尿剂电泳分离的最佳条件
! ! 试验了缓冲液酸度对氢氯噻嗪和氨苯喋啶分离
的影响。从图 & 可清楚地看出，在 C& +% + ( #% $，两
组分的迁移时间随着 C& 的增大而减小，这是因为
随着 C& 值的增大，毛细管内壁的硅羟基的离解逐

·&*·



渐趋于完全，电渗流也逐渐增大，因此各组分流出毛

细管所需的时间也逐渐减小。图 ! 还表明两组分的
分离度在中性溶液中达到最大，说明此中性介质对

两性药物氢氯噻嗪和氨苯喋啶的电离和分离都是有

效的。选择 !" "# $ 的磷酸钠缓冲液作为运行液。

图 !" 缓冲溶液 !" 值对利尿剂分离的影响
#$%& !" ’(()*+ ,( !" -./0)1 ,( +2) 30(()4

,5 +2) 1)!.4.+$,5 ,( 6$04)+$*1
#$%&’() !$*+(*’,-：%# % ./ 0*1+% 2$(3’*’$(4 ,%+ *1+ 4,5+

,4 ’( 6’)/ & /
7 7 % / 183%$21-$%$*1’,9’3+；& / *%’,5*+%+(+/

7 7 进一步试验了缓冲液浓度对氢氯噻嗪和氨苯喋
啶分离的影响。如同所预料的那样，两组分迁移时

间和分离度随着浓度的增大而增大。试验结果表

明，当磷酸盐浓度为 %’ 55$- : ;时两组分已经能够
达到基线分离，故选择 %’ 55$- : ; 磷酸钠缓冲溶液
（!" "# $）为分离介质，此时不论是分离时间、分离
度，还是峰电流都达到最佳。

7 7 分离电压也是重要的电泳操作条件之一，直接
影响到分离效率。试验了采用不同的分离电压时氢

氯噻嗪和氨苯喋啶的迁移时间和分离情况，发现两

组分的迁移时间均随着分离电压的增大而缩短，当

分离电压低于 &( &. 时，两组分也可以有效分离，但
为了缩短分离时间，提高分离效率，选择 &( &. 为分
离电压，此时两组分在 ) 5’( 内达基线分离。
7 7 采用电动模式进样时，进样时间决定了进样量
的大小，因而对灵敏度也有重要的影响。分别测定

了进样时间为 &# $，$# ’，"# $，%’，%&# $ 和 %$ 4 时氢氯
噻嗪和氨苯喋啶的峰电流，发现：当进样时间小于

%’ 4 时，两组分峰电流均随进样时间的增大而逐渐
增大，当进样时间大于 %’ 4 以后，峰电流随进样时
间增大的趋势迅速减小，而且有明显的峰展宽现象

发生。为了在兼顾峰形的同时又不失灵敏度优势，

选择进样时间为 %’ 4。固定进样时间 %’ 4，考察了
进样电压对峰电流的影响，发现：随着进样电压的升

高，峰电流逐渐升高，当进样电压大于 &( &. 后，峰
电流不再进一步增大，因此选定进样电压为 &( &.。

7 7 在上述优化的检测条件和电泳分离条件下，得
到了氢氯噻嗪和氨苯喋啶标准溶液的电泳谱图（见

图 ( <,），图 ( <, 中氢氯噻嗪和氨苯喋啶标准溶液的
质量浓度分别为 &$# ’ 和 $’# ’ 5) : ;，两组分在 )
5’( 内完全基线分离。

图 #" 氢氯噻嗪和氨苯喋啶混合标准溶液（.）
和模拟尿样（3）的电泳谱图

#$%& #" ’/)*+4,!2)4,%4.71 ,( +2) 1,/0+$,5 ,( 2864,*2/,4,9
+2$.:$6) .56 +4$.7+)4)5) 1+.56.461（.）

.56 . 185+2)+$* 04$5) 1.7!/)（3）
7 7 =-- 2$(3’*’$(4 ,4 ’( 6’)/ ! /
7 7 % / *%’,5*+%+(+（$’ / ’ 5) : ;）；& / 183%$21-$%$*1’,9’3+（&$ / ’
5) : ;）/

$ & !" 线性关系、检测限和重现性
7 7 按照氢氯噻嗪和氨苯喋啶质量浓度比为 &* % 的
比例配制混合标准溶液系列，在最佳条件下进行分

离，得到下列线性方程：氢氯噻嗪，! > ’# ’&+ (" ?
&# $&&（ # > ’# +++ $）；氨苯喋啶，! > ’# ’)’ &" ?
%# ,$+（ # > ’# +++ ,）；其中：! 为峰电流（(=），" 为被
分析物的质量浓度（5) : ;），# 为线性相关系数。
7 7 实验表明两组分的线性范围均为 %# ’ - %’’# ’
5) : ;，在此范围内被测物的质量浓度和峰电流呈良
好的线性关系，线性相关系数都达 ’# +++ 以上。根
据 ! 倍信噪比测量峰高，并经过换算，得到氢氯噻嗪
和氨苯喋啶的检测限分别为 ’# &$ 和 ’# &+ 5) : ;，表
明方法具有很高的灵敏度。

7 7 在最佳实验条件下，将氢氯噻嗪和氨苯喋啶的
混合标样重复进样 " 次，记录迁移时间和峰电流，计
算相对标准偏差（@AB），得到日内重现性。氢氯噻
嗪峰电流和迁移时间的 @AB 分别为 !# %C和 %# ,C；
氨苯喋啶的峰电流和迁移时间的 @AB 分别为
&# $C和 %# (C。同时还进行了日间重现性实验（$ >
"），峰电流和迁移时间的 @AB 分别为 (# +C 和
%# "C（氢氯噻嗪）、&# )C和 %# ,C（氨苯喋啶）。以上
结果表明本实验方法具有很好的重现性。

$ & #" 样品测定
$ & # & %" 药物方剂中氢氯噻嗪和氨苯喋啶的测定
7 7 按照“% / &”节实验方法，将建立的测定方法应

·(&·
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用于复方氨苯喋啶药片中氢氯噻嗪和氨苯喋啶的同

时分离和测定，测定了 " 个不同批号的实际药品，测
定结果列于表 !。实验结果表明 " 批药品试样的测
定量与药品标示量都非常接近，准确度达 #$" 以上
（相对误差低于 %& ’"）；$ 次测定值的 #$% 分别低
于 %& ("（氢氯噻嗪）和 )& *"（氨苯喋啶）。该结果
证明了本体系用于同时测定实际药物方剂中的氢氯

噻嗪和氨苯喋啶是准确而精密的。

表 !" 复方氨苯喋啶药片中氢氯噻嗪和
氨苯喋啶的测定结果!）（! " $）

!"#$% !" &’’"( )%’*$+’ ,- +)."/+%)%0% "01 2(1),32$,),4
+2."5.1% .0 62")/"3%*+.3"$ ’"/6$%’!）（! " $）

&’()*
+,-

.,/0,121(
3’425 )5’6/27 8
（/9 8 3）

:,;17)）8
（/9 8 3）

#25’(6<2
2==,= 8 "

##($!!
(=6’/(2=212
*>7=,)*5,=,(*6’?672

$( - (
)$ - (

$) - "（) - +）
)$ - +（% - (）

% - ’
) - *

##!(!$
(=6’/(2=212
*>7=,)*5,=,(*6’?672

$( - (
)$ - (

$! - #（) - !）
)% - $（" - )）

" - *
) - (

##!)(*
(=6’/(2=212
*>7=,)*5,=,(*6’?672
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! ! 值得一提的是，复方氨苯喋啶药片的电泳谱图
几乎和标样的电泳谱图完全一样，只有氢氯噻嗪和

氨苯喋啶两个峰，说明利用 EF.@G@% 测定复方氨
苯喋啶药片中的氢氯噻嗪和氨苯喋啶几乎不受药物

片剂中赋形剂、防腐剂等背景的影响。

# 7 $ 7 #" 尿样中利尿剂的检测
! ! 在健康人尿样中加入氢氯噻嗪和氨苯喋啶的混
合标样，即配制成了人体模拟尿样。尿样过滤后，直

接进行 EF.@G@% 测定，电泳谱图如图 % G4。图 % G4
中的峰经过标准加入法鉴别，得知：峰 ! 和峰 ) 分别
为氨苯喋啶和氢氯噻嗪，中间一个杂质峰经过验证

为尿酸，显然此峰对峰 ! 和峰 ) 的定量测定没有造
成影响，也说明了尿样中本底物质不影响利尿剂氢

氯噻嗪和氨苯喋啶的检测。

! ! 为进一步验证方法的可靠性，对尿样中的氢氯
噻嗪和氨苯喋啶分别进行了加标回收率实验。在模

拟尿样中分别加入 !(& (，)(& ( 和 "(& ( !9 " 个不同
量的氢氯噻嗪和氨苯喋啶，依据上述建立的实验方

法，在最佳电泳操作条件和分离介质中进行测定，根

据标准工作曲线，将电流峰值折算成各组分的浓度。

实验结果列于表 ) 中，氢氯噻嗪和氨苯喋啶的回收
率分别为 #"& $" H#’& +"和 #’& ’" H #+& )"，氢氯噻
嗪和氨苯喋啶的 $ 次平行测定的氢氯噻嗪和氨苯喋
啶的加标 #$% 分别小于 "& $" 和 )& *" 。

表 #" 模拟尿样中氢氯噻嗪和氨苯喋啶的回收率测定!）（! " $）
!"#$% #" 8%3,9%).%’ ,- +)."/+%)%0% "01 2(1),32$,),4

+2."5.1% .0 +2% ’(0+2%+.3 *).0% ’"/6$%’!）（! " $）

.,/0,;17 I7727 8（!9） :,;17)）8（!9）#2),<2=> 8 "
!( - ( # - ’"（" - $） #’ - "

E>7=,)*5,=,(*6’?672 )( - ( !* - +（) - ’） #" - $
"( - ( )# - (（) - ’） #’ - +
!( - ( # - ’’（) - %） #’ - ’

B=6’/(2=212 )( - ( !# - %（) - *） #+ - )
"( - ( )# - (（) - )） #’ - +

! !）.@ ),176(6,1A ’A 61 :69- ) - )）B*2 7’(’ 61 4=’)C2(A D2=2
#$%（" ）-

%" 结论

! ! 用 EF.@G@% 建立了同时分离测定利尿剂氢氯
噻嗪和氨苯喋啶的分析方法。该技术用于实际药物

复方氨苯喋啶药片和模拟尿样中氢氯噻嗪和氨苯喋

啶的测定，试样不需任何预处理，在 * /61 内就可以
分离检测完毕，方法快速、准确、可靠，对利尿剂的药

物生产、质量控制检测和药物疗效的评价都不失为

一种好的方法。此外，氨苯喋啶和氢氯噻嗪均被列

于国际奥委会公布的禁用物质表中，这两种药物主

要是在涉及重量级别项目（如举重、拳击等）中用于

减轻运动员体重，或用于稀释尿液作掩盖其他禁用

药物的一种手段。将该方法用于兴奋剂的检测，要

比常规的气相色谱G质谱法简单得多，省去了试样的
衍生和预处理等繁杂步骤，因此毛细管电泳G柱端喷
壁式电化学检测法用于利尿剂氨苯喋啶和氢氯噻嗪

的研究具有广泛的应用前景。
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