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高效液相色谱法测定人血清中地西泮血药浓度及临床监测
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摘要：目的　建立人血清中地西泮浓度测定的高效液相色谱法（ＨＰＬＣ），并用该法测定临床病人静脉滴注地西泮后的血药浓
度。方法　人血清样品采用正戊烷萃取进行分析。色谱柱：ＳＢＣ１８色谱柱（１５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），流动相为甲醇水四甲

基乙二胺冰醋酸（６７０∶３３０∶２．２∶１．７６），柱温：４０℃，流速：０．８ｍＬ·ｍｉｎ－１，检测波长：２５４ｎｍ，进样量：２０μＬ。以氯氮平作为内
标物。结果　地西泮在１０～１２００μｇ·Ｌ－１浓度范围内，峰面积与其浓度呈良好的线性关系（ｒ＝０．９９８４７），定量下限为１０μｇ
·Ｌ－１。地西泮的高、中、低３种浓度相对平均回收率＞９５％，提取回收率均＞７０％，日内、日间的ＲＳＤ均＜１５％（ｎ＝５）。地西
泮稳定性考察ＲＳＤ均＜１５％（ｎ＝５）。地西泮线性方程：Ｙ＝２２０５．２Ｘ＋１８７６．１（ｒ＝０．９９８４７）。临床２０例病人分别滴注地西
泮２０ｍｇ，１ｄ２次，前５ｄ早晨治疗前采血均检测出地西泮血药浓度。结论　该方法灵敏度高，操作简便、快速、准确，可用于
人血清中地西泮血药浓度监测，并为临床病人个体化给药提供参考。
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　　地西泮是苯二氮 类长效药物，作用于引起乙

醇戒断症状的多个受体，对乙醇戒断症状疗效较

好［１］。目前每年大约有１８％ ～２５％饮酒病人有乙
醇戒断综合征，轻症者表现为震颤、乏力、出汗，重

症者出现震颤谵妄［２５］。震颤谵妄是慢性乙醇中毒

病人在戒断过程中出现的一种十分严重且威胁生

命的合并症，死亡率可高达５％ ～２０％［６］。目前临

床上主要采用５％葡萄糖注射液中加适量地西泮注
射液缓慢静脉滴注治疗乙醇戒断综合征，获得满意

效果。然而静滴的输液瓶和输液器材质多数为聚

氯乙烯（ＰＶＣ），文献［７］报道 ＰＶＣ可对一些药物产
生吸附作用。本课题组前期已在实验室阶段证实

ＰＶＣ材质的输液瓶和输液器对于地西泮药物有吸
附作用，从而影响整个滴注过程中地西泮药物的浓

度［８］。但是关于地西泮吸附现象对临床病人血清

中药物浓度的影响程度尚未报道。因此，本课题组

进一步用高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）建立人血清中地
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西泮药物浓度检测的方法，并对临床地西泮滴注后

病人血药浓度检测，以期为临床合理用药和监测手

段提供参考依据。

１　仪器与试药
１．１　仪器　高效液相色谱仪［Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０，包括二
极管阵列紫外检测器（ＤＡＤ）、Ｇ１３１３Ａ自动进样器、
Ｇ１３１６Ａ可调柱温恒温箱、Ｇ１３１１Ｃ四元泵和 Ａｇｉｌｅｎｔ
色谱化学工作站］；ＸＨＢ型旋涡混合器（江苏康健
医疗用品有限公司）；ＤＨＧ９０７０Ａ电热鼓风干燥箱
（上海一恒科技有限公司）；电子分析天平（上海奥

豪斯仪器有限公司）；ＫＬＯ４Ａ型高速离心机（湖南
凯达科学仪器公司）；ＫＨ５２００Ｂ型超声波清洗器（昆
山禾创超声仪器有限公司）；ＤＫ８Ｄ型电热恒温水
槽（上海一恒科技有限公司）。

１．２　药品与试剂　地西泮对照品（中国药品生物
制品检定所，批号：ＧＤ０２５１３０２２３，含量 ＞９９％）；
内标：氯氮平对照品（中国药品生物制品检定所，批

号：１００３２３２００２０１，含量 ＞９９％）；正戊烷（ｓｉｇｍａ公
司，批号：１３０６０３１７）；四甲基乙二胺（色谱纯，Ｓｉｇｍａ
公司，批号：ＢＣＢＬ５６１２Ｖ）；冰醋酸（色谱纯，天津市
光复精细化工研究所，批号：１４０３０６）；甲醇 （色谱
纯，美国 ＴＥＤＩＡ公司，批号：ＷＸＢＢ４２９８Ｖ）；实验用
水为二次重蒸水。

１．３　血样　来自于合肥市第四人民医院戒酒病区
住院病人，诊断为乙醇戒断综合征。病人静脉滴注

２０ｍｇ地西泮药物，１ｄ２次，于用药后１２ｈ清晨用
药前取血。

２　方法
２．１　色谱条件　色谱柱：ＳＢＣ１８色谱柱（１５０ｍｍ×
４．６ｍｍ，５μｍ）；流动相：甲醇水四甲基乙二胺冰
醋酸（６７０∶３３０∶２．２∶１．７６）；流速：０．８ｍＬ·ｍｉｎ－１；
柱温：４０℃；检测波长：２５４ｎｍ；进样量：２０μＬ；灵敏
度ＡＵＦＳ为０．０１。
２．２　对照品溶液的配制　取地西泮标准品 １０．０
ｍｇ，精密称定，置于１０ｍＬ容量瓶中，用甲醇超声溶
解并定容至１０．０ｍＬ，置冰箱４℃保存。临用时用
甲醇稀释成１０ｍｇ·Ｌ－１浓度的地西泮对照品溶液。
２．３　内标溶液的配制　取氯氮平标准品２０．０ｍｇ，
精密称定，置于１００ｍＬ容量瓶中，用甲醇超声溶解
并定容至１００．０ｍＬ，置冰箱４℃保存。临用时用甲
醇稀释成１０ｍｇ·Ｌ－１作为内标溶液。
２．４　样品处理方法　取含地西泮血清样品１．０ｍＬ
加至１５ｍＬ锥形离心管中，精确加入１０ｍｇ·Ｌ－１内
标液１０μＬ，以０．０１ｍｏｌ·Ｌ－１氢氧化钠 １００μＬ碱
化，快速震荡数秒，加入５ｍＬ正戊烷，密塞，震荡１

ｍｉｎ，吸取上清液约３ｍＬ，７０℃水浴锅中挥干，残留
物以 １００μＬ流动相复溶，２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心 ６
ｍｉｎ，取上清液２０μＬ进样。
３　结果
３．１　专属性　在“２．１”项色谱条件下，空白血清、
地西泮对照品 ＋空白血清 ＋内标物和病人服用地
西泮药后血清样品＋内标物，按“２．４”项处理后，经
ＨＰＬＣ法测定。由图１可知，地西泮与内标物的色
谱峰能够完全分离，血清中内源性物质不干扰地西

泮和内标物的检测。可见本方法具有较高的专属

性，地西泮和内标物的保留时间分别为６．４２０ｍｉｎ
和４．５９０ｍｉｎ。

Ａ．空白血清

Ｂ．空白血清＋地西泮对照品＋内标

Ｃ．病人服用地西泮后血清样品＋内标

图１　ＨＰＬＣ专属色谱图

３．２　标准曲线制备　在９个１５ｍＬ具塞锥形离心
管中分别加入不同体积、相同浓度（１０ｍｇ·Ｌ－１）的
地西泮对照品溶液，再加空白血清至１．０ｍＬ，使血
清地西泮浓度分别相当于 １０．０、５０．０、１００．０、
２００．０、４００．０、６００．０、８００．０、１０００．０、１２００．０μｇ·
Ｌ－１，然后精确加入１０ｍｇ·Ｌ－１内标液１０μＬ，再按
“２．４”项后面处理方法处理后，经 ＨＰＬＣ分析。以
地西泮血药浓度（Ｘ）对相应峰面积（Ｙ）进行线性回
归，得标准曲线方程 Ｙ＝２２０５．２Ｘ＋１８７６．１（ｒ＝
０．９９８４７）。结果得到地西泮质量浓度的线性范围
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表１　地西泮的回收率与日内、日间精密度比较／（ｘ±ｓ，ｎ＝５）

加入量／

μｇ·Ｌ－１
日内精密度

实测均值／μｇ·Ｌ－１ ＲＳＤ／％

日间精密度

实测均值／μｇ·Ｌ－１ ＲＳＤ／％

相对回收率

回收率／％ ＲＳＤ／％

提取回收率

回收率／％ ＲＳＤ／％

５０．０

４００．０

１０００．０

５０．４

３９８．５

９９７．６

７．６４

６．８７

５．４６

５０．６

３９９．１

９９８．３

９．３４

７．６５

６．４３

１００．４０

９８．９４

９７．４９

７．３２

８．５４

６．９８

７４．５３

８１．２９

７６．８９

７．９５

７．６９

６．３４

为１０～１２００μｇ·Ｌ－１。当信噪比：Ｓ／Ｎ＞１０时，血
清中地西泮检测定量下限可达到１０μｇ·Ｌ－１。
３．３　提取回收率与精密度　按“标准曲线制备”方
法取地西泮浓度为５０．０、４００．０、１０００．０μｇ·Ｌ－１的
含药血清样品，按“２．４”项后面处理方法处理后，经
色谱分析，以峰面积比较，计算回收率。１ｄ内不同
时间测定５次及５ｄ内每天进样１次，日内、日间相
对标准偏差均＜１０％，计算结果见表１。
３．４　稳定性　按“３．２”项下方法配制地西泮浓度
为５０．０、４００．０、１０００．０μｇ·Ｌ－１的含药血清样品３
份，每种浓度平行５份样本，分别在室温放置０、１２、
２４ｈ和－２０℃冻存１、７、２１ｄ以及反复冻融３次后
处理样品分别进行色谱分析测定，分别考察室温、

冻存、冻融稳定性，结果表明３种药物室温、冻存、
冻融稳定性良好（均ＲＳＤ＜１５％）。
３．５　质量控制　按“３．２”项下方法分别配制地西
泮浓度为 ５０．０、４００．０、１０００．０μｇ·Ｌ－１的３０个含
药血清样品（一式１０份）置于 －２０℃保存备用，为
质控样品。每次检测血样前检测质控样品，如果质

控样品相对回收率均在８５％ ～１１５％范围内，即可
认为仪器检测过程正常，工作人员操作正常，否则

需检查整个操作过程以及仪器原因。

３．６　临床应用　１０例乙醇戒断综合征住院病人，地
西泮注射液（规格：１０ｍｇ∶２ｍＬ，上海旭东海普药业有
限公司，批号：ＡＨ１３１１０６）１００ｍＬ塑料瓶葡萄糖注射
液（安徽丰原药业有限公司，批号：１４０５０３６５）中滴注，
并检测地西泮浓度。地西泮具体用量为２０ｍｇ，１ｄ２
次，从用药后第１天至第５天早晨治疗前采血检测其
血药浓度（谷浓度），结果见表２。地西泮血药浓度参
考值范围为２０～１０００μｇ·Ｌ－１。
４　讨论

本实验在考察人血清样品萃取剂时，分别采用

二氯甲烷、乙酸乙酯与二氯甲烷（８０∶２０）、乙酸乙
酯、正戊烷作为提取剂，４种试剂提取率均比较高。
但是乙酸乙酯、乙酸乙酯与二氯甲烷（８０∶２０）需要
在真空干燥箱中抽干试剂，抽干耗时过长，二氯甲

烷萃取时，出现下层是澄清液，上层为血样残渣，取

样不方便，同时挥干较慢，不适合样本量大的实验

表２　１０例乙醇戒断综合征住院病人血药浓度

编号
用药量／
ｍｇ·ｄ－１

血药浓度／μｇ·Ｌ－１

第１天 第２天 第３天 第４天 第５天

１ ４０ ７６．８３ ２７０．７９ ５１３．３０ ５９８．１５ ７７４．００

２ ４０ １４６．５６ ３９０．１２ ５９４．３８ ６９８．１７ ８７１．２３

３ ４０ ２２９．０５ ４２６．８８ ４４４．３１ ５０１．７６ ５５２．６７

４ ４０ ２６３．０７ ３６５．５０ ４７１．８４ ４５０．８５ ４３８．０２

５ ４０ ４４７．６３ ５３８．８３ ８９３．０７ ９１８．５１１１０４．８３

６ ４０ １９０．３６ ３１８．２９ ４２９．５７ ３９７．１６ ５００．１９

７ ４０ ５０．０５ １４９．０７ ３５１．７３ ３７１．６３ ４１５．０６

８ ４０ ２３８．４２ ２７３．７７ ４２６．０７ ２９３．９９ ３４４．１９

９ ４０ ９８．１４ ３８３．８６ ５７３．２０ ９６４．９２ ９７０．０６

１０ ４０ ４９．４８ ２２８．９３ ２５２．６５ ４４６．４０ ４８０．０５

操作。正戊烷在７０℃水浴锅中２ｍｉｎ即可挥干，挥
干时间短，提取效率高，操作简单，分析速度快，因

此实验最终选择正戊烷作为提取试剂。关于在血

清样本检测方法上，国内外大量文献［９１２］报道用
液质联用技术或ＨＰＬＣ测定地西泮血药浓度。同时
本课题组前期实验已经建立了地西泮有关药物的

ＨＰＬＣ测定方法［８］，故地西泮血清药物浓度同样用

ＨＰＬＣ法进行检测。然后在内标物的选择上，本实
验选择了氯氮平作为内标物，出峰效果好，萃取率

高，与地西泮分离较好，无干扰，且本实验室也检测

氯氮平血药浓度，取内标试剂方便，因此本实验选

用氯氮平作为内标物。

由表２血药浓度数值可知，病人每天在同一
剂量地西泮注射液滴注后，从第 １天到第 ５天分
别检测血清中地西泮药物浓度，数据基本上处于

慢慢递增直至达到稳态血药浓度。从数据可以看

出血药浓度存在个体差异，高于１０００μｇ·Ｌ－１易
出现不良反应（如心电图和肝功能等改变），临床

应及时干预处理。至于病人血药浓度所表现出来

的差异对临床病人疗效和不良反应将是我们下一

步研究重点。

本研究通过建立了地西泮血药浓度检测的高

效液相色谱法，进一步研究临床滴注地西泮后的稳

·３４２·安 徽 医 药　ＡｎｈｕｉＭｅｄｉｃａｌａｎｄＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＪｏｕｒｎａｌ　２０１７Ｆｅｂ，２１（２）



高效液相色谱法测定血浆中伏立康唑的浓度

苏涌，杨春兰，黄燕，夏泉，许杜娟

（安徽医科大学第一附属医院药剂科、国家中医药管理局中药化学三级实验室，安徽 合肥　２３００２２）

摘要：目的　建立适用于病人血浆中伏立康唑浓度测定的高效液相色谱法。方法　色谱柱为ＨｙｐｅｒｓｉｌＯＤＳ２Ｃ１８（４．６ｍｍ×２５０

ｍｍ，５μｍ）；流动相为乙腈∶水（３６∶６４）；流速为１．０ｍＬ·ｍｉｎ－１；检测波长为２５４ｎｍ；柱温为３０℃；内标为艾司唑仑。结果　伏
立康唑及内标艾司唑仑的色谱峰分离良好，伏立康唑在０．０６～２０ｍｇ·Ｌ－１范围内线性关系良好，ｒ＝０．９９９９。日内及日间
ＲＳＤ在１．４９％～２．９１％之间，绝对回收率在８７．０７％～９６．８２％之间。检测１５例使用伏立康唑的病人血浆药物浓度，其均值
（４．９９±４．７７）ｍｇ·Ｌ－１。结论　该方法专属性强、灵敏度高，适合伏立康唑的血浆浓度测定。
关键词：伏立康唑；治疗药物监测；高效液相色谱法
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态血药浓度情况，为该药的后期临床疗效研究提供

参考依据和监测手段。
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ｆｌｕｎｉｔｒａｚｅｐａｍ，ｐｒａｚｅｐａｍ ａｎｄｔｅｔｒａｚｅｐａｍ［Ｊ］．ＪＣｈｒｏｍａｔｏｇｒＡ，

２０１４，１３６３：１４４１４９．

［１０］郭志磊，范捷，于洋．固相萃取高效液相色谱法同时测定人血

浆中地西泮、咪达唑仑及其代谢产物的浓度和临床应用［Ｊ］．

中国医院药学杂志，２０１６，３６（１０）：８２５８２９．

［１１］徐亚飞，董瑞华，曲恒燕，等．ＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ法同时测定肝微粒

体孵育体系中地西泮及其代谢产物的浓度［Ｊ］．中国临床药理

学杂志，２０１５，３１（１２）：１１８０１１８３．

［１２］陈德志，陈巧辉，陈翠萌，等．反相高效液相色谱法同时测定３

种抗癫痫药物的血药浓度［Ｊ］．中国药业，２０１４，２３（１）：７８．

（收稿日期：２０１６０７３０，修回日期：２０１６０８１７）

·４４２· 安 徽 医 药　ＡｎｈｕｉＭｅｄｉｃａｌａｎｄＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＪｏｕｒｎａｌ　２０１７Ｆｅｂ，２１（２）


