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!摘要"

!

目的
!

建立罗库溴铵微透析探针回收率的测定方法#考察罗库溴铵在体外及
6A

大鼠体内探针回收率的稳定性

和重现性#为进一步体内微透析试验提供依据)

方法
!

采用
]IH76

"

76

技术测定透析液中罗库溴铵浓度#计算相应的探针

回收率*采用增量法$正透析法'和减量法$反透析法'考察不同流速$
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'对体外探针回收率的影响)采用减量法测定
6A

大鼠体内的探针回收率#并与体外结果进行比较)

结

果 在相同条件下#探针体外回收率在流速为
">$

"

%

*

]

"

-.3

范围内随着流速增加而降低*同一流速下#探针回收率与罗库溴

铵浓度无关*增量法和减量法所测得的体外探针回收率在相同条件近似相等#且稳定性良好)减量法测得的
6A

大鼠体内探针

回收率结果与体外相近)

结论
!

微透析技术可用于罗库溴铵体内药物动力学研究#反透析法可作为罗库溴铵体内研究的探

针回收率测定方法)
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透析技术是近年发展起来的一项活体取样技 术#它以透析原理作为基础#试验时将半透膜插入目

-

'G&

-



书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

第
%

期
>

王秀云#等
>

基于
]IH76

"

76

技术的罗库溴铵微透析探针回收率测定的方法学研究

的组织中#待测药物可以沿浓度梯度到达半透膜另

一侧透析液中#然后测定透析中药物浓度#并通过探

针回收率计算组织内的游离药物浓度)微透析技术

在基本不干扰体内正常生命过程的情况下进行在体

取样#与传统的取样技术相比#具有活体取样(动态

观察(定量分析(采样量小(组织损伤轻等优点+

#H!

,

)

微透析系统主要是由微量灌流泵(探针(导管和样品

收集器组成)在微透析系统中#探针是最关键的部

分#目前常用的探针类型有!同心圆探针$主要用于

脑部和血液'(柔性探针$主要用于血液'(线性探针

$主要用于肌肉(皮肤等'和分流探针+

&H%

,

)因此#微

透析技术可在动物各脏器组织中进行活体(实时(在

线(微量取样分析#对于药物在各个作用部位的真实

含量(分布及代谢变化有着重要的意义#广泛的应用

于药代动力学(药效动力学以及药动学.药效学拟

合等研究领域+

$HF

,

)

罗库溴铵是一种新型非去极化神经肌肉阻滞剂#

给药后起效快(可控性好(无组胺释放(体内蓄积作用

极小#临床上主要作为肌松药应用于术前肌肉松弛和

快速诱导气管内插管的肌肉松弛#为目前起效最快的

非去极化肌松药+

G

,

)为了进一步探讨微透析技术在

罗库溴铵体内过程研究中的应用价值#有必要测定罗

库溴铵体内回收率来评价其体内微透析采样的可行

性)微透析探针回收率是微透析试验的关键环节#它

关系到体内物质的计算#因此稳定的微透析探针回收

率是进行微透析试验的前提+

#"H#!

,

)本实验基于微透

析探针制备技术+

#&H#%

,

#采用自制的同心圆探针和线性

探针进行罗库溴铵体外与在体微透析回收率实验#考

察影响微透析探针回收率的主要因素#为体内试验研

究提供稳定可靠的自制探针和实验条件)
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仪器%试药及方法
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仪器
!

6XC7(Af:F"%"

液相色谱
H

质谱联用

仪$岛津公司'#包括
]IH!"(A

高压泵(

6C]H!"(XW

自动进样器(

AU:H!"(&N

脱气机(

IWBH!"(

柱温

箱(

IJ7H!"(

控制器(

6EAH7!"( EA(

检测器(

]I76HF"%"

质谱仪(

]*K<0418.03<

工作站)

美国
J(6

公司生产的微透析设备#包括灌流注

射器推进泵$

J*K

9

J,,6

9

2.3

L

,A2.;,

#

7AH#""#
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灌注器$
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#
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'(流速控制器$

0̂2ZJ,,I0382044,2

#

7AH#"""

#

7AH#"!"

')微透析探针为自制的同心圆

探针$膜长
#"--

'和线性探针$膜长
!"--

'#截留

相对分子质量大小
$"""

#灌流液为去离子水#探针

连接管$从膜到出口'死体积
%

*

]

)

6"!""H!&"?HR:

涡旋混合器$美国
]*K3,8

公

司'#

WO,2-0Q.<O,2IN&.

冷冻离心机$美国
WO,2H

-0Q.<O,2

公司')

T6!"$A1

十万分之一电子天平

$瑞士
7RWW]RNWB]RAB

集团公司'#

6MD!""X

超声仪$上海科导超声仪器有限公司'#

X.HW,)O

水

纯化系统$

#F>!7

-

#上海和泰仪器有限公司')

#>!

!

试药
!

罗库溴铵化学对照品#批号
T#H

#&"#"#

#含量
GG>&S

#由浙江奥默医药技术有限公

司提供)苯海拉明化学对照品#批号
67H#&"G"$

#含

量
GF>$S

#由上海市药物$中药'代谢产物研究重点

实验室提供)甲醇为德国
7,2)Z

公司生产的色谱

纯试剂#醋酸铵为江苏强盛功能化学股份有限公司

制造的分析纯试剂#水为自制去离子水)

#>&

!

色谱条件
!

色谱柱为
ACB@RTI
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*流动相为甲醇
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乙酸铵水溶液
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I
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'#等度洗脱#

流速
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#分析时间为
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#进样量为
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*
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*所有分析样品均加入相同体积 $
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苯海拉明溶液作为内标物质#混匀待测)

#>%

!

质谱条件
!

采用
R6C

离子源#正离子检测#

7N7

模式进行质谱分析)质谱检测工作参数如

下!
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的离子通道分别为
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标准曲线制备
!

精密称取罗库溴铵化学对照

品
#">"%-

L

#用
D"S

甲醇溶解并定容于
#"-]

量

瓶中#混合均匀#即得质量浓度为
#>""%-

L

"

-]

的

标准贮备液)取上述罗库溴铵标准贮备液适量#并

用
D"S

甲醇稀释成质量浓度为
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(
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(
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(
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(
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(
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(
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的标准工作

液#按照质量浓度从低到高依次进样#以罗库溴铵与

苯海拉明两者的峰面积的比值$

3

<

"

3

.

#

K

'为纵坐

标#相应的质量浓度$

=

'为横坐标#绘制标准曲线#

罗库溴铵的标准曲线按$

#

"

=

'加权线性回归#标准

曲线的相关系数
">GGG

以上)最低检测限的定义为

信噪比大于
&

#最低定量限定为信噪比大于
#"

)

#>'
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精密度和准确度
!

取浓度为
!>""F
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(
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的低(中(高
&

种不同质量浓度的罗

库溴铵标准溶液#在
#+

内连续进样
$

次#另在连

续
$+

内每天进样
#

次#考察日内精密度和日间

精密度)另取低(中(高
&

种不同质量浓度的罗

-

DG&

-
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库溴铵标准溶液#各浓度分别配置
$

份#每份样

品测定
#

次#经标准曲线计算样品浓度#并测定

方法准确度)

#>D

!

体外微透析试验
!

在微透析试验中#由于探针

透析膜外部的药物浓度未知#一般通过反透析法测

定药物经过半透膜时的流失量来反映动态过程中透

析膜的透过量#从而间接计算探针的回收率)药物

在探针中的回收率等于其释放率是利用反透析法测

定其回收率的前提#但不是所有药物的释放率总等

于其回收率#所以在将反透析法作为罗库溴铵微透

析探针回收率的测定方法之前#我们需要通过实验

证明反透析法测得的结果与其真实回收率是否一

致)体外微透析试验对增量法$反映真实的回收率'

和减量法$反映反透析法测得的回收率'测得的回收

率进行了比较#为进一步利用微透析进行罗库溴铵

体内研究提供依据+

#$

,

)

#>D>#

!

不同流速对探针回收率的影响
!

采用增量

法和减量法研究流速对探针回收率的影响)增量法

即正 透 析 法#是 将 微 透 析 探 针 浸 入 浓 度 为

!""3

L

"

-]

的罗库溴铵溶液中#以
">$

(

#>"

(

!>"

(

&>"

(

%>"

*

]

"

-.3

灌注空白去离子水#每次更换流速

时须平衡
&"-.3

#使探针处于稳定状态#待平衡后每

隔
!"-.3

收集一份透析液#每个流速收集
&

份#待

测)减量法即反透析法#是将微透析探针浸入空白

去离子水中#以不同流速
">$

(

#>"

(

!>"

(

&>"

(

%>"

*

]

"

-.3

灌注罗库溴铵溶液$

!""3

L

"

-]

'#待平衡

&"-.3

后每隔
!"-.3

收集一份透析液#每个流速收

集
&

份#待测)增量法探针回收率$

NN

'和减量法探

针回收率$

N]

'分别按公式计算!

NN

$

S

'

h;

<

"

;

"

b

#""S

#

N]

$

S

'

h

$

;

"

c;

<

'"

;

"

b#""S

#其中#

;

"

表

示罗库溴铵溶液的初始浓度#

;

<

表示所测得的透析

液中罗库溴铵浓度)

#>D>!

!

不同药物浓度对回收率的影响
!

采用增量

法研究不同质量浓度的罗库溴铵对微透析探针回收

率的影响#将探针浸入浓度为$

$"

(

!""

(

$""3

L

"

-]

'

的罗库溴铵溶液中#以
!>"

*

]

"

-.3

的流速灌流空白

去离子水#每改变一次药物浓度需平衡
&"-.3

#待平

衡后每隔
!"-.3

收集
#

份透析液#共
&

份#待测)

罗库溴铵的回收率按增量法公式计算)

#>D>&

!

微透析探针回收率的稳定性
!

采用增量法

研究微透析探针回收率的稳定性#将探针浸入浓度

为
!""3

L

"

-]

的罗库溴铵溶液中#以
!>"

*

]

"

-.3

的流速灌流空白去离子水#在收集样品之前#先平衡

&"-.3

#使探针处于一个较稳定状态#然后每隔

!"-.3

收集一份透析液#若收集
FO

)分别测定样

品#计算回收率)

#>F

!

在体回收率测定

#>F>#

!

血液微透析探针植入手术
!

雄性
6A

大鼠来

自上海斯莱克实验动物有限公司#许可证号为
6ITM

$沪'

!"#!H"""!

#体质量为
#G"

"

!!"

L

#按
#>!$

L

"

Z

L

的剂量腹腔注射
!"S

乌拉坦麻醉#将大鼠置于恒温

$

&Dm

'加热板上)仰位固定#颈部两侧剪开皮肤分离

暴露颈静脉#用手术线结扎颈静脉远心端防止出血*

将引导管向心插入颈静脉#再将微透析探针沿引导管

插入颈静脉#移除引导管#结扎固定微透析探针)整

个操作过程中灌流空白去离子水保持探针膜处于湿

润状态)探针植入手术完成后#以去离子水为灌流

液#灌流速度
!

*

]

"

-.3

)灌流平衡
#O

左右#使插管周

围局部血流量恢复正常)之后收集空白样品
&

份#时

间间隔为
!"-.3

#作为阴性干扰试验样品)

#>F>!

!

血液微透析探针回收率测定
!

采用反透析

法测定同心圆微透析探针的在体回收率#验证体外

与体内环境下探针的回收率是否相近)取
'

只雄性

6A

大鼠#体质量在
#G"

"

!!"

L

#将微透析探针植入

大鼠血管中#连接蠕动泵#以质量浓度
#""3

L

"

-]

的罗库溴铵溶液为灌流液#灌流速度
!

*

]

"

-.3

)收

集样品之前先平衡
&"-.3

#使探针处于一个较稳定

状态#待平衡后每隔
!"-.3

收集一份透析液#收集
&

份)体内反透析法探针回收率按减量法公式计算)

#>F>&

!

肌肉微透析探针植入手术
!

雄性
6A

大鼠#

体质量在
#G"

"

!!"

L

#按
#>!$

L

"

Z

L

的剂量腹腔注

射
!"S

乌拉坦麻醉#将大鼠置于恒温$

&Dm

'加热板

上)仰位固定#将穿刺针针头平行插入其一侧后肢

肌肉#然后将线性探针沿穿刺针针头平行植入肌肉#

取出穿刺针针头将线性透析探针膜留于大鼠肌肉组

织中#并将探针结扎固定)以去离子水为灌流液#灌

流速度
!

*

]

"

-.3

)灌流平衡
#O

左右#使插管周围

局部血流量恢复正常)之后收集空白样品
&

份#时

间间隔为
!"-.3

#作为阴性干扰试验样品)

#>F>%

!

肌肉微透析探针回收率测定
!

采用反透析

法测定线性微透析探针的在体回收率#验证体外与

体内环境下探针的回收率是否相近)取
'

只雄性

6A

大鼠#体质量在
#G"

"

!!"

L

#将微透析探针植入

大鼠肌肉中#连接蠕动泵#以质量浓度
#""3

L

"

-]

的罗库溴铵溶液为灌流液#灌流速度
!

*

]

"

-.3

)收

集样品之前#先平衡
&"-.3

#使探针处于一个较稳定

状态#待平衡后每隔
!"-.3

收集一份透析液#收集
&

份)体内反透析法探针回收率按减量法公式计算)

-

FG&

-
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>

!

结
!

果

!>#

!

透析液样品的
]IH76

%

76

分析
!

采用

]IH76

"

76

方法测定透析液样品中罗库溴铵浓度#

罗库溴铵和内标苯海拉明分析特异性强#分离效能

高#典型色谱图见图
#

)本实验条件下罗库溴铵的

保留时间约为
#>#-.3

#苯海拉明的保留时间约

为
#>&-.3

#通道之间没有串扰#相应色谱峰理论

塔板数均大于
$"""

#

]]B_

定量信噪比大于
#"

)

定量 分 析 标 准 曲 线 方 程 为!

K h">"!F##=

c">"#'FF

$

F

!

h">GGGD

'#线性范围为
#>""%

"

$"!

3

L

"

-]

)罗库溴铵最低定量限为
#>""%3

L

"

-]

$

6

"

@

'

#"

')

!>""F

(

$">!

(

%"#>'3

L

"

-]

的罗库溴铵

标准溶液日内精密度
N6A

分别为
#>$'S

(

#>%!S

(

#>F&S

#日间精密度
N6A

分别为
&>'#S

(

#>&#S

(

#>$FS

#均小于
$S

#表明方法精密度良好)

!>""F

(

$">!

(

%"#>'3

L

"

-]

的罗库溴铵标准溶液的准确度

分别为
#"!>"DS

(

#"">G%S

(

GG>&"S

#

N6A

分别为

!>&GS

(

#>$DS

(

#>&GS

#标准偏差均小于
$S

#表明

方法准确度良好)

!!! !!!!

!!!! !!!

!!

!!

图
=

!

VC5GS

&

GS

分析典型色谱图

B)

7

= F

"#

)+,0+&.$3,%$

7

.,3$*.$+1.$-)13,-22)

#

&'-&

"

2.,3)-':

"

VC5GS

&

GS

!

IO*33,4#.<502.38,23*4<8*3+*2+*3+)O*33,4!.<50220)1203.1-

*

(#

!

Q.2<8)4*<<-*<<<

=

,)821-0520)1203.1-

*

(!

!

6,)03+

02+,2-*<<<

=

,)821-0520)1203.1-

*

J#

!

Q.2<8)4*<<-*<<<

=

,)821-05+.

=

O,3O

9

+2*-.3,

*

J!

!

6,)03+02+,2-*<<<

=

,)821-05

+.

=

O,3O

9

+2*-.3,

*

I

!

7.)20+.*4

9

<.<K4*3Z<*-

=

4,

*

A

!

C38,23*4<8*3+*2+

$

C6

'

<0418.03

*

R

!

N0)1203.1-40V,24.-.805

\

1*38.8*8.03

$

#3

L

"

-]

'

*3+C6

$

#"3

L

"

-]

'*

Q

!

N0)1203.1--,+.1-)03),382*8.03

\

1*4.8

9

)038204

$

$"3

L

"

-]

'

*3+C6

$

#"3

L

"

-]

'

-
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!

不同流速对微透析探针回收率的影响
!

同时

应用增量法和减量法考察不同流速$

">$

(

#>"

(

!>"

(

&>"

(

%>"

*

]

"

-.3

'对同心圆探针和线性探针回收率

影响)结果随着流速的增大罗库溴铵的回收率呈下

降趋势$图
!

')在同一流速条件下#同一探针增量

法和减量法所测得的探针回收率基本一致#这为反

透析法测定罗库溴铵体内探针回收率提供了依据)

图
>

!

流速对探针回收率的影响

B)

7

>

!

F&')-*01'-+'$**0$<.,%'$-%&'

#

.$:'.'+$/'.

"

!

*

!

I03),382.))*3314*

=

20K,

#

.3)2,-,38*4

*

K

!

I03),382.)

)*3314*

=

20K,

#

2,+1)8.03

*

)

!

].3,*2

=

20K,

#

.3)2,-,38*4

*

+

!

].3,*2

=

20K,

#

2,+1)8.03

!>&

!

不同药物浓度对微透析探针回收率的影响
!

采用增量法考察
$"

(

!""

(

$""3

L

"

-]

的罗库溴铵标

准溶液#同心圆探针回收率分别为$

!&>$&n

!>&&

'

S

($

!$>"Gn&>'!

'

S

($

!#>DFn">G!

'

S

*线性

探针的回收率分别为$

%%>&#n#>!$

'

S

($

%!>%Dn

#>F'

'

S

($

%&>!"n#>"#

'

S

)

结果表明#当以
!

*

]

"

-.3

的流速灌注微透析探

针时#在
&

种不同药物浓度的透析媒介中#同心圆探

针和线性探针的回收率均保持相对稳定#表明在一

定的浓度范围内探针的回收率与浓度无关)

!>%

!

试验过程中微透析探针回收率稳定性考察
!

结果表明#灌流速度为
!>"

*

]

"

-.3

时同心圆探针和

线性探针的回收率在
FO

内保持稳定#平均回收率

分别为
!&>#'S

(

%!>DGS

#

N6AS

分别为
%>D$S

(

%>%#S

#具有良好的稳定性)

!>$

!

微透析探针在体回收率的测定结果
!

结果显

示同心圆探针和线性探针在
6A

大鼠体内的回收率

分别为$

#F>%$n">&$

'

S

($

%!>G'n">D$

'

S

)采用

反透析法测定罗库溴铵体内与体外探针回收率差别

不大#这一结果为反透析法作为测定罗库溴铵体内

探针回收率提供了重要的实验依据)

A

!

讨
!

论

探针的回收率测定是将微透析技术应用于药物

动力学研究的一个关键问题)影响探针回收率的因

素有很多#包括细胞外几何结构(透析膜(对流因素(

温度(灌流速度(探针植入等*就探针本身而言#透析

膜和灌流速度是主要影响因素)因此#对于微透析

取样技术#有必要对探针的回收率及重要的影响因

素进行校正)

灌流速度的大小直接影响到探针回收率的高

低#灌流速度越快#其流经半透膜时膜内外药物的平

衡时间就越短#导致回收率降低)在体内微透析试

验中#体内探针回收率的测定只能通过减量法$反透

析法'实现#而体内药物浓度的测定是通过增量法进

行的)同时采用增量法与减量法考察不同流速对同

心圆探针和线性探针回收率的影响是很有必要的)

体内微透析试验持续的时间往往比较长#同一

根探针常常需要连续取样几个小时#如果在长时间

取样过程中探针回收率发生较大的变化#那就会失

去微透析技术本身的意义#有必要考察罗库溴铵探

针回收率的稳定)

由于动物体内的药物实际浓度是未知的#所以

探针真正的体内回收率是无从测得的)体外回收率

实验已经证明#相同条件下#增量法$正透析'与减量

法$反透析'测得的探针回收率相差不大#说明反透

析法测得的回收率可以代替增量法进行体内校正)

但是体内微透析探针所处的环境一般比较复杂#减

量法测得的回收率并不一定与体外测得的相近+

#'

,

)

需要进一步采用反透析法对同心圆探针和线性探针

在
6A

大鼠血管和肌肉内的回收率进行研究)

本文基于自制同心圆探针和线性探针#通过对

微透析探针体外回收率和在体回收率主要影响因素

的研究#说明了体外回收率的测定可用于验证罗库

溴铵微透析回收率的浓度无关性#这是微透析探针

应用于在体取样测定药物真实浓度的前提条件*体

外微透析试验增量法$反映真实的回收率'和减量法

$反映反透析法测得的回收率'测得回收率结果的一

致性#反映了反透析法测定药物体内回收率的可行

性及合理性*通过反透析法证实罗库溴铵体内探针

回收率与体外探针回收率的相似性#由此可以推断

在体实际药物浓度)

-

""%

-
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本实验对灌流速度(采样量及采样时间等微透

析参数进行了初步的研究#结果表明#流速与回收率

成反比#但是最佳的流速取决于最佳的取样量#不应

单纯提高回收率而选择低流速#过低的流速需要较

长的采样时间#将会导致丢失部分浓度变化的详细

信息)综合考虑回收率(流速(取样体积等因素#本

研究在体外实验中最终选择了
!

*

]

"

-.3

的流速(

!"-.3

的取样时间间隔#样品收集量为
%"

*

]

)这

些参数可作为罗库溴铵血液和肌肉微透析参数选择

的参考#但其最佳值还要根据具体的体内研究结果

才能最终确定)
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