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［摘　要］　目的　建立兔血浆羧甲基茯苓多糖浓度测定方法。方法　对兔血浆样品进行预处理，并用苯酚硫酸法
测定羧甲基茯苓多糖的含量，测定波长为 ４８８．２ｎｍ。结果　兔血浆羧甲基茯苓多糖血药浓度线性范围为 ２～６４
μｇ·ｍＬ１，回归方程为Ｃ＝７６．６６７６Ａ＋０．８５０８，ｒ＝０．９９９８，回收率≥９６．５４％，日内精密度 ＲＳＤ≤１．５６％，日间精密度
ＲＳＤ≤２．５３％。结论　该方法操作简便，测定结果准确可靠，可用于羧甲基茯苓多糖的血药浓度测定。
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　　羧甲基茯苓多糖（ｃａｒｂｏｘｙｍｅｔｈｙｌｐａｃｈｙｍａｒａｎ，ＣＭＰ）系中药茯
苓提取物茯苓多糖的结构修饰产物，研究表明，该药有多种药

理活性，可抗肿瘤，还有增强和调节免疫、抗病毒、保肝等作

用［１～８］。其相关药理作用与其在体内的血药浓度有一定相关

性，故建立血药浓度测定方法有较强的实际意义。

１　材料 　
１．１　仪器　ＵＮＩＣＵＶ２８００紫外可见光分光光度计（上海尤尼
柯公司），ＭｅｔｔｅｒＴｏｌｅｄｏ电子天平（型号：ＡＧ２５４）。
１．２　药品　ＣＭＰ由武汉大学药学院提供，铝片、苯酚及硫酸
（ＡＲ级）。
２　方法与结果 　
２．１　８０％苯酚试剂的制备　取１００．００ｇ苯酚，加０．１０ｇ铝片
（预先用稀硫酸处理）及０．０５ｇ碳酸氢钠，经过蒸馏得到新鲜苯
酚，避光保存。取２０．００ｇ新鲜双重纯化水，加入８０．００ｇ新蒸
苯酚，混匀，置于棕色瓶中保存备用。

２．２　ＣＭＰ溶液的制备　精确称量 ＣＭＰ０．０１ｇ，加入１００ｍＬ的
容量瓶中，加纯化水至刻度，定容摇匀，配制成 １ｍｇ·ｍＬ１的
ＣＭＰ溶液，备用。
２．３　兔血样的预处理　将离心后得到的家兔血浆样本作如下
处理：用５０％的乙醇溶液醇洗一次，然后３０００ｒ·ｍｉｎ１离心１０
ｍｉｎ，然后再将乙醇洗的血浆样本上清液移出，置于５６℃的恒
温中水浴２０～３０ｍｉｎ，再３０００ｒ·ｍｉｎ１离心１０ｍｉｎ，取上清液
备用。

２．４　反应条件的确定　用移液管从上述已配制的ＣＭＰ溶液中
吸取６．４ｍＬ置于１００ｍＬ的容量瓶中，得６４μｇ·ｍＬ１的 ＣＭＰ
溶液。

２．５　吸收图谱的绘制　精取上述６４μｇ·ｍＬ１的 ＣＭＰ溶液２
ｍＬ，置于２０ｍＬ具塞试管中，分别加入８０％苯酚溶液５０μＬ和
浓硫酸５ｍＬ，摇匀，静置１０ｍｉｎ，然后置于２５～３０℃水浴中保温
２０ｍｉｎ。以２ｍＬ纯化水代替ＣＭＰ溶液，同法所得为空白溶液。
绘制在４００～６００ｎｍ波长范围内的吸收曲线。结果 ＣＭＰ最大
吸收波长为４８８．２ｎｍ。
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２．６　苯酚和硫酸用量的确定　精密量取６４μｇ·ｍＬ１的 ＣＭＰ
溶液２ｍＬ数份，分别加入不同量的 ８０％苯酚进行反应，同
“２．５”项下进行操作，得苯酚最小加入量为５０μＬ。同上法操
作，分别加入不同量硫酸进行反应，得硫酸最小加入量为５ｍＬ。
２．７　反应时间及稳定性　精取上述 ＣＭＰ溶液２ｍＬ数份，同
“２．５”项下方法操作，分别测定不同加热时间下样品的吸光度，
得最佳反应时间为１０ｍｉｎ。测定反应完成后样品不同时间的
吸光度，得稳定时间为２ｈ。
２．８　标准曲线的绘制　用经过预处理的血浆分别配制成２，４，
８，１６，３２，６４μｇ·ｍＬ１的溶液，分别精密吸取２ｍＬ，置于２０ｍＬ
的具塞试管中，分别加入８０％的苯酚溶液５０μＬ及硫酸５ｍＬ，
摇匀，静置１０ｍｉｎ，然后置于２５～３０℃水浴中２０ｍｉｎ；用２ｍＬ
经过预处理的血浆做空白对照试验。分别于４８８．２ｎｍ波长处
测定吸光度，以ＣＭＰ溶液的浓度Ｃ对吸光度Ａ进行线性回归，
得回归方程为：Ｃ＝７６．６６７６Ａ＋０．８５０８，ｒ＝０．９９９８。
２．９　回收率与精密度实验　按标准曲线制备项下操作，将浓
度分别为２，１６，６４μｇ·ｍＬ１的溶液在稳定时间内测定吸光度
（ｎ＝５），并通过标准曲线计算其浓度，得平均吸光度值分别为
０．０３６，０．２１２，０．８１８，回收率分别为９６．５４％，９６．６７％，９８．０１％，
日内精密度分别为ＲＳＤ＝１．５６％，１．３４％，０．９８％。由于样品吸
光度稳定时间关系，日间精密度以不同日期（ｎ＝５）平行操作后
测得，分别为ＲＳＤ＝２．５３％，２．０１％，１．２８％。
３　讨论 　

本实验原理是多糖在强酸作用下水解生成单糖，并迅速脱

水生成糠醛，再与苯酚缩合生成有紫外吸收的有色物质，实验

用羧甲基茯苓多糖为实验室产品，其中含有的纤维素及具有糖

类结构的化合物对测定结果可能有影响［９］。另外，配制好的

８０％苯酚溶液必须避光保存，以防止氧化生成有色物质干扰测
定。血样的处理要尽可能除去蛋白等杂质，以防杂质碳化变

黑，不利于实验的进行。应控制反应时的发热量，在加入浓硫

酸的时候，将试管放入冷水中，并且缓缓地贴壁加入浓硫酸，待

温度稳定后再振荡摇匀。
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荧光偏振免疫分析法与化学发光酶免疫法

测定人血浆茶碱浓度

杨秀斐１，余玉木２，徐　克２
（１．温州医学院药学院，３２５０００；２．浙江省温州市第二人民医院药剂科，３２５０００）

［摘　要］　目的　比较荧光偏振免疫分析法与化学发光酶免疫法测定茶碱血药浓度的结果，以指导临床合理用
药。方法　用荧光偏振免疫分析法与化学发光酶免疫法平行测定１８例老年慢性阻塞性肺疾病患者的茶碱血药浓度。
结果　两种方法之间有良好的线性关系，比较线性回归方程为Ｙ＝０．８３０５Ｘ＋０．８７５７，相关系数ｒ＝０．９９１３；１４４例次茶
碱血药浓度测定结果表明，荧光偏振免疫分析法比化学发光酶免疫法测得值低，平均低（１．８１±０．６２）ｍｇ·Ｌ１（Ｐ＜
０．０５），１８例患者茶碱药时数据经计算机拟合，均呈单室开放模型，两法所得药动学参数均差异无显著性。结论　两法
均准确、灵敏、稳定，且均具特异性，但从经济学角度考虑，化学发光酶免疫法更适用于茶碱的临床血药浓度监测。
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　　茶碱是临床常用的支气管扩张药，主要用于治疗急、慢性
支气管哮喘，由于其安全和有效治疗范围较窄（成人安全血药

浓度为５～２０ｍｇ·Ｌ１，儿童安全血药浓度为６～１２ｍｇ·Ｌ１），
且其血药浓度个体差异较大，易产生心悸、心律失常、血压下降

等不良反应甚至危及患者（尤其是儿童）的生命。目前国内茶

碱的测定方法有荧光偏振免疫分析法（ＦＰＩＡ）、化学发光酶免疫
法（ＣＬＥＩＡ）、高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）、紫外分光光度法（ＵＶ）、
放射免疫法（ＲＩＡ）、匀相酶标放大免疫法（ＥＭＩＴ）、克隆化酶供
体免疫分析法（ＣＥＤＩＡ）等，为保证安全有效地使用该药，临床
需寻找一种准确、快速且简便的定量测定血药浓度的方法。文献

［１］报道了对各测定方法的比较，但对ＦＰＩＡ与ＣＬＥＩＡ法的比较
笔者尚未见报道。笔者在本实验中采用以上两法平行测定茶碱

血药浓度的结果，并对两种方法的药动学参数进行了比较。

１　材料与方法　
１．１　仪器　ＴＤＸＦＬＸ荧光偏振免疫分析仪（美国雅培公司），
ＡＣＣＥＳＳ粒子全自动化学发光酶免疫分析系统（美国贝克曼公
司）。
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１．２　试剂　茶碱缓释片（商品名：舒弗美，广东迈特兴华制药
公司生产，规格：每片０．１ｇ，批号：０１０８０２）；茶碱荧光偏振免疫
法（ＦＰＩＡ）检测试剂（美国雅培公司生产，批号：８３８３６Ｑ１００）；化
学发光酶免疫法（ＣＬＥＩＡ）茶碱检测试剂由美国贝克曼公司提
供。

１．３　临床资料　诊断为慢性阻塞性肺疾病（ＣＯＰＤ）的老年患
者共１８例，其中男１４例，女４例，年龄６３～９０岁，平均（６５±
１２）岁，经检查肝、肾功能正常，无烟、酒等不良嗜好或已戒断
烟、酒＞２ａ。
１．４　血样的采集　所有患者均口服茶碱缓释片，每次０．１ｇ，
ｑｉｄ，连用３ｄ，第４天早晨服茶碱缓释片前（０ｈ）及服茶碱缓释
片后０．５，１，２，４，６，８，１２ｈ通过留置针采集静脉血各１ｍＬ，抽得
的血样立即离心分离出血清，２０℃保存待测，所得血清样本共
１４４份。实验期间均进食普通饮食，禁饮（食）茶、咖啡、巧克力
等饮料及一切已知对茶碱吸收代谢有影响的药物。

１．５　测定方法　化学发光酶免疫法采用微粒子固相免疫竞争
法。原理：顺磁性铁固体颗粒外包被羊抗兔 ＩｇＧ与包被茶碱单
克隆抗体结合后再与抗体标本中的茶碱或定量标记的碱性磷

酸酶茶碱竞争，形成免疫复合物，用缓冲液洗掉未结合的标记

物，再加碱性磷酸酶发光底物Ｌｕｍｉｐｈｏｓ５３０，底物去磷酸化放
出光，测定其放出的光量子与标准比较定量［２］［线性范围０～４０
ｍｇ·Ｌ１，最低检测浓度为 ０．５ｍｇ·Ｌ１，方法回收率（１００±
３）％，批间ＲＳＤ为４．３４％，批内 ＲＳＤ为３．７０％］。荧光偏振免
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