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反相高效液相色谱法测定人尿中右美沙芬及去甲右美沙芬的含量

张　虹，方　昱，李　英
同济大学附属同济医院临床药理室，上海２０００６５

　　［摘要］　目的　建立反相高效液相色谱法测定人尿中右美沙芬及其代谢产物去甲右美沙芬浓度的方法。方法　以非
那西丁为内标，尿样经水解，碱化后用正己烷正丁醇（９１）萃取，采用ＤｉａｍｏｎｓｉｌＴＭ Ｃ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）分析。色

谱条件：流动相为乙腈（Ａ）１％三乙胺（磷酸调节ｐＨ＝２．２，Ｂ），梯度洗脱，０～１５ｍｉｎ，２０％～３５％Ａ，流速为１．０ｍｌ／ｍｉｎ，检测

波长为２８０ｎｍ，柱温４０℃。结果　右美沙芬在０．０５～２．０μｇ／ｍｌ范围内线性良好（ｒ＝０．９９９９，ｎ＝５），检测限为０．０４μｇ／ｍｌ；
去甲右美沙芬尿样浓度在０．５～２０．０μｇ／ｍｌ范围内线性良好（ｒ＝０．９９９９，ｎ＝５），检测限为０．４μｇ／ｍｌ。两者日内、日间精密度

ＲＳＤ均＜１０％，低、中、高浓度的提取回收率在９４％～１０８％之间。结论　此方法简便准确、重复性好，适用于ＣＹＰ２Ｄ６表型
分析以及右美沙芬与其代谢产物的人体药代动力学研究。

　　［关键词］　右美沙芬；去甲右美沙芬；细胞色素Ｐ４５０；ＣＹＰ２Ｄ６；高压液相色谱法
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　　细胞色素Ｐ４５０酶（ＣＹＰ）２Ｄ６是最具有多态性
的酶，有表型和基因型之分，酶活性由表型决定。人
类的ＣＹＰ２Ｄ６基因簇存在于第２２号染色体的长臂
上，基因突变可以引起酶活性及数量的差异，从而造
成人类对药物的显著个体差异［１］。右美沙芬（ｄｅｘ
ｔｒｏｍｅｔｈｏｒｐｈａｎ，ＤＭ）为中枢性镇咳药，能抑制延髓
咳嗽中枢而起镇咳作用。其镇咳作用与可待因相
当，但没有镇痛作用，无成瘾性，且治疗剂量不抑制
呼吸，临床广泛用于治疗各种原因所致干咳［２］。ＤＭ
在人体内主要经ＣＹＰ２Ｄ６代谢，生成活性代谢产物
去甲右美沙芬（ｄｅｘｔｒｏｒｐｈａｎ，ＤＸ）并进一步与葡萄糖

醛酸结合，故已被用于ＣＹＰ２Ｄ６的多态性研究，依
据受试者尿中ＤＭ与ＤＸ的浓度比值来进行表型分
析，可将人群分为超强代谢者（ｕｌｔｒａｒａｐｉｄｍｅｔａｂｏｌｉ
ｚｅｒ，ＵＭ），强代谢者（ｅｘｔｅｎｓｉｖｅｍｅｔａｂｏｌｉｚｅｒ，ＥＭ）和
弱代谢者（ｐｏｏｒｍｅｔａｂｏｌｉｚｅｒ，ＰＭ）［３４］，而对代谢人群
的充分了解对于临床个体化合理用药及有效避免药

物之间的相互作用具有重要的意义。对于 ＤＭ 及

ＤＸ的测定方法已有柱切换法、气相色谱法、薄层色
谱法、高效液相色谱法等［５１０］，但文献中 ＨＰＬＣ多用
荧光或质谱检测器，且均为外标法，而临床上普及的

ＨＰＬＣ多以ＤＡＤ 为检测器，且内标法更适用于临
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床血药浓度的准确测定。本文建立反相高效液相色
谱内标法（紫外检测器）测定尿样中ＤＭ和ＤＸ的浓
度，该法简便准确，适用于ＣＹＰ２Ｄ６表型分析以及

ＤＭ与其代谢产物的人体药代动力学研究。

１　仪器和试药

　　Ａｇｉｌｅｎｔ１１００高效液相色谱仪（德国）：Ｇ１３１１Ａ四

元泵、Ｇ１３１７９Ａ脱气机、Ｇ１３２９ＡＡＬＳ系统进样器、

Ｇ１３１５ＢＤＡＤ检测器、Ｇ１３１６柱温箱及化学工作站软

件（２００４年版）；ＬＣ１８固相萃取小柱购自上海安谱科

学仪器有限公司；ＮＥＶＡＰ１１１氮吹仪（美国）；ＸＷ

８０Ａ漩涡混合器（上海医科大学仪器厂）；８０２台式低

速离心机（上海医疗器械集团有限公司手术器械厂）；

ＢＳ２１０Ｓ电子天平（北京赛多利斯仪器系统有限公

司）；ＰＨＳＪ４ＡｐＨ计（上海雷磁仪器厂）；－８０℃低温

冰箱（中科美菱低温科技有限责任公司）。

　　氢溴酸右美沙芬对照品（美国ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公
司，批号１２５Ｋ１０７６）；去甲右美沙芬对照品（美国

ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司，批号４１２０８２５７）；非那西丁对照
品（中国药品生物制品检定所，批号０９５８９０４）；β葡
萄糖 醛 酸 酶 （美 国 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ 公 司，批 号

１０６Ｋ３７８０１）；乙腈（色谱纯），磷酸、三乙胺、醋酸钠、
氢氧化钠均为市售分析纯；纯水为自制重蒸馏水。

２　方法和结果

２．１　色谱条件　色谱柱：ＤｉａｍｏｎｓｉｌＴＭ Ｃ１８柱 （４．６
ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ）；流动相：Ａ为乙腈，Ｂ为１％
三乙胺（磷酸调节ｐＨ＝２．２），梯度洗脱：０～１５ｍｉｎ，

２０％～３５％；流速：１．０ｍｌ／ｍｉｎ；紫外检测波长：２８０
ｎｍ；柱温：４０℃；进样量：２０μｌ。

２．２　标准溶液的配制

２．２．１　标准溶液的配制　分别精密称取ＤＭ和ＤＸ
对照品２．０ｍｇ，置１０ｍｌ棕色容量瓶中，加流动相溶
解并定容，各配成浓度为２００．０μｇ／ｍｌ储备液（于４℃
下避光保存）。精密量取各储备液适量用流动相分别
稀释成一定范围的标准溶液，ＤＭ 浓度范围为０．５、

１．０、２．０、５．０、１０．０、２０．０μｇ／ｍｌ，ＤＸ浓度范围为５．０、

１０．０、２０．０、５０．０、１００．０、２００．０μｇ／ｍｌ。

２．２．２　内标溶液的配制　精密称取非那西丁对照
品２．０ｍｇ，置１０ｍｌ棕色容量瓶中，加流动相溶解并
定容，配制成２００．０μｇ／ｍｌ储备液（于４℃下避光保
存）。再吸取适量用流动相稀释成２０．０μｇ／ｍｌ的内
标溶液。

２．３　尿样处理　取尿样１．０ｍｌ，加入０．１ｍｏｌ／Ｌ醋
酸盐缓冲液１．０ｍｌ（ｐＨ＝５，含β葡萄糖醛酸酶

２５００Ｕ），混匀，３７℃水解１６ｈ。水解后加内标５０

μｌ混匀，加３ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ 溶液１００μｌ碱化后，用
正己烷正丁醇（９１）２．５ｍｌ，漩涡提取９０ｓ，超声

３０ｓ，离心（１６０９９×ｇ）５ｍｉｎ，吸取上清液置另一离
心管内，下层水相再加正己烷正丁醇（９０１０）２．５
ｍｌ提取一次，合并两次提取液，４０℃水浴中氮气流
下吹干，残渣用５０μｌ流动相溶解，溶解液再离心５
ｍｉｎ（１１４５×ｇ）后取上清液待进样。进样量为２０

μｌ。在此色谱条件下，ＤＭ、ＤＸ和非那西丁分离良好，
对照品、空白尿样、空白尿样加内标及尿样色谱图见
图１，空白尿样对ＤＭ、ＤＸ和非那西丁均无干扰。

图１　高效液相色谱图

Ｆｉｇ１　ＨＰＬＣＣｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ
Ａ：Ｓｔａｎｄａｒｄ，ＤＭ＋ＤＸ（ｅａｃｈ０．４μｇ／ｍｌ）；Ｂ：Ｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄ，２μｇ／

ｍｌ；Ｃ：Ｂｌａｎｋｓａｍｐｌｅ；Ｄ：ＳａｍｐｌｅＤＭ（１μｇ／ｍｌ）＋ＤＸ（１０μｇ／ｍｌ）．１：

Ｄｅｘｔｒｏｒｐｈａｎ（ＤＸ）；２：Ｄｅｘｔｒｏｍｅｔｈｏｒｐｈａｎ（ＤＭ）；３：Ｐｈｅｎａｃｅｔｉｎｅ（ｉｎ

ｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄ）

２．４　标准曲线的制备　精密吸取２．２项下各浓度标
准溶液１００μｌ，分别加到含有空白尿液中，配成尿样中
含ＤＭ浓度为０．０５、０．１、０．２、０．５、１．０、２．０μｇ／ｍｌ和

ＤＸ浓度为０．５、１．０、２．０、５．０、１０．０、２０．０μｇ／ｍｌ的样
品１．０ｍｌ，样品按２．３项下操作。以测得样品与内标
峰面积比对浓度进行线性回归，得标准曲线方程。

ＤＭ：ＤＤＭ／Ｄ内＝０．３３０ＣＤＭ－０．００３（ｒ＝０．９９９９，ｎ＝
５）；ＤＸ：ＤＤＸ／Ｄ内＝０．３８２ＣＤＸ＋０．００４，（ｒ＝０．９９９９，

ｎ＝５），结果表明ＤＭ在０．０５～２．０μｇ／ｍｌ、ＤＸ尿样浓
度在０．５～２０．０μｇ／ｍｌ范围内呈良好的线性关系。

ＤＭ和ＤＸ最低检测浓度分别为０．０４和０．４０μｇ／ｍｌ。

２．５　回收率试验　精密吸取２．２项下ＤＭ 和ＤＸ
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标准溶液适量，分别加到１．０ｍｌ空白尿中，配成ＤＭ
浓度为０．０８、０．４、１．５μｇ／ｍｌ和 ＤＸ浓度为０．８、

４．０、１．０５μｇ／ｍｌ的加样标本，每个浓度各制备５
份，按２．３项下操作，测定ＤＭ 和ＤＸ的浓度，以实
测浓度与加入浓度之比乘以１００％计算回收率。结
果见表１。

表１　精密度和回收率测定结果

Ｔａｂ１　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｐｒｅｃｉｓｉｏｎａｎｄｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅ
（ｎ＝５）

Ｓａｍｐｌｅ Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ρＢ／（μｇ·ｍｌ－１）

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ
ｒａｔｅ（％）

ＲＳＤ（％）

Ｉｎｔｒａｄａｙ Ｉｎｔｅｒｄａｙ
ＤＭ ０．０８ ９４．５７±３．６０ ３．８１ ５．９３

０．４０ ９８．４６±７．９５ ８．０７ ５．５９
１．５０ ９６．１１±３．０３ ３．１６ ４．８１

ＤＸ ０．８ １０７．２９±２．３４ ２．１８ ５．２１
４．０ １０６．２５±３．８２ ３．５９ ５．２４
１５．０ １０４．０８±２．７７ ２．６６ ３．６６

　ＤＭ：Ｄｅｘｔｒｏｍｅｔｈｏｒｐｈａｎ；ＤＸ：Ｄｅｘｔｒｏｒｐｈａｎ

２．６　精密度测定　日内精密度：以低、中、高３个浓
度各５个样品每２ｈ测定１次。日间精密度：以低、
中、高３个浓度各５个样品分别测定３ｄ，结果见表１。

２．７　稳定性考察　制备ＤＭ 和ＤＸ低、中、高３种
浓度尿样质控样品各５份，分别在室温下放置４ｈ，
样本测定后室温放置２４ｈ后复测、－７０℃冻融１
次、２次及冷冻（－７０℃）１个星期、２个星期、１个月
的条件下，考察其稳定性。结果各条件下各浓度的
回收率在９３．４９％～１０８．９４％，ＲＳＤ＜８％，表明样
品在上述实验条件下稳定。

２．８　样本测定结果　受试者于服药前日晚餐后禁
食，早晨排空小便，每人口服氢溴酸右美沙芬３０
ｍｇ，受试期间统一饮食，禁烟、酒、茶，收集０～８ｈ内
全部尿样分别量取总体积后取１０～１５ｍｌ于试管
中，封口置－７０℃低温冰箱保存。取５个受试者尿
样各１．０ｍｌ，按样本处理方法测定，结果见表２。

表２　健康受试者样本测定结果

Ｔａｂ２　ＤＭａｎｄＤＸｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ
ｉｎｕｒｉｎｅｓａｍｐｌｅｓｏｆｈｅａｌｔｈｙｓｕｂｊｅｃｔｓ

［ｎ＝３，珚ｘ±ｓ，ρＢ／（μｇ·ｍｌ－１）］

Ｎｏ．
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

Ｄｅｘｔｒｏｍｅｔｈｏｒｐｈａｎ Ｄｅｘｔｒｏｒｐｈａｎ
１ ０．１８２±０．０２５ ３．９０６±０．１０４
２ ０．３９８±０．０３４ ５．９３３±０．０２７
３ ０．２７６±０．０１７ １．５８７±０．０１４
４ ０．３５９±０．０２９ ０．７６４±０．０９３
５ ０．４４７±０．０４４ １．３４２±０．０８１

３　讨　论

　　实验初期用磷酸缓冲液时发现ＤＭ、ＤＸ拖尾严

重，对此进行了反复摸索。考察了流动相组成配比
及ｐＨ值对色谱峰峰形、保留时间及分离度影响，结
果以乙睛１％三乙胺（磷酸调节ｐＨ＝２．２）作为流动
相，用梯度洗脱的方法消除了拖尾现象，同时与杂质
峰分离较好。

　　内标的选择：本实验考察了多种物质作为内标
的可能性，最终选定非那西丁，保留时间（１５．０８９
ｍｉｎ）合适，且能和ＤＭ及ＤＸ分离完全。

　　临床上诸多药物经ＣＹＰ２Ｄ６代谢，如心血管系
统药物（α、β受体阻断剂、β受体阻断药、抗心律失常
药、抗高血压药、抗心绞痛药）、呼吸系统药（止咳平
喘药）、中枢性镇咳药、抗精神病药、抗抑郁药、降糖
药、抗肿瘤药、止吐药等，因此，ＣＹＰ２Ｄ６遗传多态性
对临床个体化给药具有深远的意义。在 ＣＹＰ２Ｄ６
酶表型分析中的探针药中，ＤＭ 因其不良反应小、较
为安全等优点，亦越来越多地作为ＣＹＰ２Ｄ６多态性
的表型研究的探针药。本文建立的反相高效液相色
谱内标法（紫外检测器）测定尿样中ＤＭ 和ＤＸ的浓
度，简便准确，适用于ＣＹＰ２Ｄ６酶表型活性的分析
以及ＤＭ与其代谢产物的人体药代动力学研究。
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