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摘要  目的 }为研究细胞色素 °wxs同工酶 ≤ ≠°u⁄y在人群中的代谢多态性 o本文建立了人尿中右美沙芬k⁄�l及其

�2去甲基代谢物 v2羟基2�2甲基2吗喃k⁄×l的气相色谱分析方法 ∀方法 }尿样经提取后 o以 �°2t毛细管柱作为分离

柱 oƒ�⁄为检测器 o正二十二烷为内标进行气相色谱分析 ∀结果 }在此实验条件下 o右美沙芬 !内标物和代谢物的保

留时间分别为 { qx o| q|和 tt qu°¬± ~尿样中 ⁄� 在 s qts ∗ u qsΛªr°̄ !⁄× 在 s qus ∗ us qssΛªr°̄ 范围内线性关系良好 o

回收率分别 |x qz h ∗ tsw qw h k⁄�l和 |v qv h ∗ |{ qv h k⁄×l ~样品测定的 ΡΣ∆ 分别为 u qx h和 v qt h ∀结论 }该法

简便可靠 o能满足 ≤ ≠°u⁄y代谢多态性研究的要求 ∀
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ΚΕΨ Ω ΟΡ ∆Σ  §̈ ¬·µ²° ·̈«²µ³«¤± oª¤¶¦«µ²°¤·²ªµ¤³«¼

  右美沙芬 k⁄̈ ¬·µ²° ·̈«²µ³«¤± o⁄� l为常用的镇咳

药 o毒性较小 o在人体内经细胞色素 °wxs 同工酶

≤ ≠°u⁄y 催化氧化代谢生成 v2羟基2�2甲基2吗 喃

k⁄̈ ¬·µ²µ³«¤± o⁄×l ∀所以 o⁄� 常作为 ≤ ≠°u⁄y 活性测

定的化学探针≈t  ∀国内外对体液中 ⁄� 和 ⁄× 的测定

大多采用 �°�≤ 法≈u ov  o本文建立了毛细管气相色谱测

定人尿中 ⁄� 及其代谢物 ⁄× 的较为简便 !准确的方

法 o可用于人群代谢分型的研究 o也为临床给药个体化

提供方法依据 ∀

图 1  ⁄� 和 ⁄× 的化学结构

1  仪器与试药

岛津 �≤2tx� 气相色谱仪 o≤ � 2w� 色谱数据处理

机 ∀

右美沙芬 k⁄� l !v2羟基2�2甲基2吗喃 k⁄×l购自

�²©©°¤±±2�� � ²¦«̈ k≥º¬·½̈ µ̄¤±§l试剂公司 o正二十二

烷 !无水乙醇 !乙醚 !异丙醇 !乙酸乙酯 !盐酸 !碳酸氢

钠 !碳酸钾均为分析纯试剂 o�2半胱氨酸为生化试剂 ∀

2  实验方法与结果

2 q1  色谱条件

�°2t毛细管柱 os quu°° ≅ ux° ~柱温 }t|s ε ~进样

口温度 }uys ε ~氢火焰检测器 kƒ�⁄l o检测器温度 }

uys ε ~载气 }�u ~分流比 xsΒt ~燃气 }�u oxs°̄ r°¬± ~助燃
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气 }空气 oxss°̄ r°¬± ~进样量 }uΛ̄ ∀

在上述实验条件下 o尿样中 ⁄� 和 ⁄× 分离良好 ∀

见图 u ∀

图 2  色谱图

� p标准样品 ~� p尿样 ~≤ p空白尿样 ~t p ⁄� ~u p�≥ ~v p ⁄×

2 q2  样品处理方法

受试者在取空白尿后 o口服右美沙芬 vs°ªo收集 s

∗ {«的尿样分别量取总体积后 o取 tx ∗ us°̄ 于试管

中 o用封口胶封好 o置冰箱保存 ∀

取尿样 u qx°̄ k若尿样中 ⁄� 或 ⁄× 浓度较低 o可酌

情增加取样体积l o加入 �2半胱氨酸 xs°ª!浓盐酸s qvs

°̄ o在 tss ε 加热 vs°¬± o冷却后加入乙醚 u°̄ o振荡 !离

心 o弃去上层乙醚层 o尿液中加入 tu°²̄ r��¤�� 溶液

s qvx°̄ 中和 o再加入固体缓冲液k�¤�≤�v2�u≤�v � vΒul

tªo溶解后加入提取液k乙醚2异丙醇 � |Βtlu°̄ 振荡 !

离心 o将提取液分离到另一干净离心管中 o再加入提取

液 u°̄ 提取 o离心 o将提取液合并到同一离心管中 ∀提

取液吹干后 o加入 uxΛªr°̄ 正二十二烷内标溶液 xsΛ̄

定容 ∀

2 q3  线性关系

  精密称取右美沙芬氢溴酸盐 s qssxuªk相当于右美

沙芬 s qsswsªl o置于 tss°̄ 量瓶中 o用乙醇溶解定容 o

即为 wsΛªr°̄ ⁄� 标准液 ∀

精密称取 v2羟基2�2甲基2吗喃酒石酸盐 s qssyvª

k相当于 v2羟基2�2甲基2吗喃 s qsswsªl o置于 tss°̄ 量

瓶中 o用乙醇溶解并定容 o即为 wsΛªr°̄ ⁄× 标准液 ∀

精密量取一定量 ⁄� 和 ⁄× 标准溶液 o吹干后加入

空白尿 u qx°̄ o配制成含 ⁄� 为 s qts os qus os qvs os qws o

s qys ot qss ot qus ot qys 和 u qssΛªr°̄ 和 ⁄× 为 s qus o

s qws os q{s ot qus ot qys ou qss ou qws ov qus ow qss o{ qss o

tu qs oty qs和 us qsΛªr°̄ 的标准尿样溶液 o按尿样处理

方法操作 o进样 uΛ̄ ∀

以 ⁄�k或 ⁄×l色谱峰面积与内标峰面积之比k Ψ)

为纵坐标 o⁄� k或 ⁄×l浓度k Ξl为横坐标进行线性回

归 o求得 ⁄� 的线性方程为 : Ψ � s .styyz Ξ p s .tsuv , ρ

� s q||{ ~⁄× 的线性方程为 }Ψ � s .stxx| Ξ p s .w{ys , ρ

� s q||z ∀结果表明 o在 ⁄� 浓度 s qts ∗ u qssΛªr°̄ !⁄×

浓度 s qus ∗ us qssΛªr°̄ 范围内线性关系良好 ∀

2 q4  回收率

精密量取一定量 ⁄� 或 ⁄× 标准溶液 o挥干后加入

空白尿 u qx°̄ o配制成 ⁄� 浓度为 s qus os q{s 和t qys

Λªr°̄ o⁄× 浓度为 s qws o{ qss和 us qssΛªr°̄ 的标准尿

样溶液 o依上法进行气相色谱分析 o将测得量与加入量

比较 o求得回收率 o结果见表 t ∀

表 1  尿中 ⁄� 和 ⁄× 的回收率

⁄�

加入量rΛª#°̄ p t 测得量rΛª#°̄ p t 回收率r h 平均值r h ΡΣ∆r h

⁄×

加入量rΛª#°̄ p t 测得量rΛª#°̄ p t 回收率r h 平均值r h ΡΣ∆r h

s qus s qt|{w || qus s qws s qvzts |u qzy

s qus s qt{wu |u qts |y qz w qu s qws s qvyuu |s qxx |v qv v qv

s qus s qt|z{ |{ q|s s qws s qv{yw |y qx|

s q{s s qzxuw |w qsx { qss z qzuy |y qx{

s q{s s qzwzv |v qwt |x qz v qy { qss z q{w{ |{ qts |{ qv t q{

s q{s s qz|y{ || qys { qss { qss{ tss qt

t qys t qy|y tsy qs us qss t{ q|x |w qzx

t qys t qy{{ tsx qx tsw qw u qu us qss t| qtw |x qzs |v qy v qs

t qys t qyu| tst q{ us qss t{ qs{ |s qws

2 q5  样品测定

取受试者尿样 u qx°̄ k若尿样中 ⁄� 或 ⁄× 浓度太

低 o则适当增加取样体积l o按上述方法测定 o结果见表

u ∀

2 q6  方法精密度

取同一受试者尿样重复测定 x次 o结果其中 ⁄� 浓

度平均值为 s qw|tsΛªr°̄ oΡΣ∆ 为 u qx h ~⁄× 浓度平均

值为 u qyuwΛªr°̄ oΡΣ∆ 为 v qt h ∀

3  讨  论

⁄� 和 ⁄× 的测定常用 �°�≤ 法 o采用 �≤ 法时通常

先用硅烷化试剂对 ⁄× 进行衍生化 o然后进行 �≤ 分析 ∀

我们曾经采用文献方法≈v 以 � �×ƒ� 和 �≥×ƒ� 为硅烷

化试剂进行测定 o结果发现色谱峰极复杂 o分离度低 o

测定重复性差 ∀将硅烷化试样进行 �≤2�≥ 分析时 o除
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表 2  样品测定结果

受试者编号 ⁄� 浓度rΛª#°̄ p t ⁄× 浓度rΛª#°̄ p t

t s qyswv u q{w{

u s qwx{w t qxwu

v s qu{tz t qwzz

w s qutvy t qsu|

x s qtvyw u qsuv

y s qv|xx u q|xy

z s qsxvs u q{ys

{ s qt|wx s qvt{|

| s qtuts s qtu{w

ts s qutzw w q|sy

检测到 ⁄× 的硅烷化产物外 o还发现存在 ⁄× 的色谱峰 o

这表明硅烷化不完全 o更说明 ⁄× 无需衍生化可直接进

行 �≤ 分析 ∀所以在本文中不再采用硅烷化方法 o尿样

经提取分离后直接进行 �≤ 分析 o使样品预处理大为简

便 o也使色谱图大为简化 ∀

在本实验条件下 o⁄� !内标物和 ⁄× 的保留时间分

别为 { qx o| q|和 tt qu°¬± o相互之间达到基线分离 ~尿

样中 ⁄� 浓度在 s qts ∗ t qysΛªr°̄ !⁄× 浓度在 s qus ∗

us qsΛªr°̄ 范围内线性关系良好 o回收率分别为|x qz h

∗ tsw qw h和 |v qv h ∗ |{ qv h ~样品测定的 ΡΣ∆分别为

u qx h和 v qt h ∀

本方法已应用于中国人群中 ≤ ≠°u⁄y代谢多态性

的研究 ∀
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