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婴幼儿体外循环期间尿液氨甲环酸浓度的研究
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　　［摘　要］　目的　应用核磁共振波谱研究婴幼儿法洛四联症根治术体外循环期间尿液氨甲环酸浓度及排泄率。方法　５例
先天性法洛四联症患儿，年龄（１１±６．３）月，体质量（７．３６±２．０８）ｋｇ，在开胸前应用氨甲环酸１００ｍｇ／ｋｇ，单次静脉缓慢注射（注射时
间１０ｍｉｎ以上），体外循环开始前再次注射１００ｍｇ／ｋｇ。应用核磁共振波谱方法，检测不同时间段尿液氨甲环酸浓度。结果　体外
循环开始前、体外循环期间、关胸期间的尿液氨甲环酸浓度分别为（５．０３±２．９３）、（４．８５±２．６８）、（３．４８±２．２４）ｍｇ／ｍＬ。体外循环
开始前、体外循环期间、关胸期间氨甲环酸量分别为（１９９．７±１４２．１）、（３４１．６±３０２．３）、（４００．１±３５７．０）ｍｇ。至手术结束（用药后
约３ｈ）氨甲环酸排泄量为（５７．４８±１９．６６）％。体外循环开始前排泄率为（６．５±４．８）ｍｇ／ｍｉｎ，体外循环期间排泄率为（４．５±４．９）
ｍｇ／ｍｉｎ，关胸期间排泄率为（１３．１±９．６）ｍｇ／ｍｉｎ，总排泄率为（６．２±３．４）ｍｇ／ｍｉｎ，各时间段均无显著性差异，Ｐ＞０．０５。氨甲环酸在
０．０３～６．０ｍｇ／ｍＬ具有良好的线性关系（ｒ＝０．９９６）；平均回收率为９９．６％，相对标准差为０．３９％（ｎ＝６）。结论　核磁共振波谱能
够检测出尿液氨甲环酸的浓度。该法灵敏、准确、迅速、重复性好、尿样品处理方法简单。
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　　法乐氏四联症根治术是当今外科手术中较复杂、
危重系数较高的一类手术［１］。随着外科和体外循环

技术的发展，手术死亡率越来越低，然而，体外循环术

后渗血并发症时有发生。为了减少出血和大量异体血

输入带给患者的危害，在体外循环过程中采取一系列

血液保护措施［２］，尽量减少血液中有效成分的丢失和

功能的降低［３］。血液保护是外科发展的必然要求，如

何减少术中出血及输血，防止输血传播性疾病及输

血反应对机体的危害日益为医师所关注。体外循环术

中使用氨甲环酸可有效地减少术中和术后失血量，减

少患者对血液制品的需求量，已得到众多学者的认同

并在临床常规应用［４７］。目前，国际上儿童先心病患

者，特别是体质量低于１０ｋｇ的先心病患儿，心脏手术
中使用氨甲环酸的有效剂量和给药方式尚无统一标

准。尽管氨甲环酸不良反应少，也无研究表明不良反

应随剂量增加而增加，但目前尚无该药的小儿药代动

力学研究［４］。本研究（经过第三军医大学新桥医院伦

理委员会批准）应用一维氢核磁共振波谱仪，检测婴

幼儿法洛四联症手术期间应用氨甲环酸的尿液浓度，

·２７４·
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计算氨甲环酸的排泄率。为该检测方法的应用及小儿

氨甲环酸的用药提供参考。

１　资料与方法

１．１　临床资料
　　５例患儿，男性３例，女性２例。平均年龄（１１±６．２）月，体
质量４．５～９．０ｋｇ，平均（７．３５±２．０７）ｋｇ。均采用胸部正中切
口，在全麻低温２８～３０℃体外循环下行经典法洛四联症根治
术。体外循环时间（１０７±１５６）ｍｉｎ，开胸至体外循环前时间（３０
±４）ｍｉｎ，关胸时间（３１±１１）ｍｉｎ，总手术时间（１６６±２３）ｍｉｎ，均
存活。在开胸前应用氨甲环酸１００ｍｇ／ｋｇ，单次静脉缓慢注射
（注射时间超过１０ｍｉｎ），体外循环开始前再次注射１００ｍｇ／ｋｇ。
收集每个时间段全部尿液并准确记录该时间段的总尿量，分别

取各时间段尿液２ｍＬ，３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ后，置于－２０℃
冰箱保存。

１．２　方法
１．２．１　仪器与试剂　　德国 ＥｐｐｅｎｄｏｒｆＭｉｎｉＳｐｉｎＰｌｕｓ离心机，
德国ＢｒｕｋｅｒＡｖａｎｃｅⅢ６００ＭＨｚ超导核磁共振波谱仪，配三共振
反式超低温探头。氨甲环酸注射液（０．１ｇ／ｍＬ）为日本一三株
式会社产品（生产批号 ＪＹＡ０２６８）；重水（９９．８％）为美国
ＮＯＲＥＬＬ公司产品；ＤＳＳ（２，２ｄｉｍｅｔｈｙｌ２ｓｉｌａｐｅｎｔａｎｅ５ｓｕｌｆｏｎｉｃ
ａｃｉｄ）为青岛腾龙微波科技有限公司进口分装；Ｋ２ＨＰＯ４、
ＮａＨ２ＰＯ４为广东光华化学有限公司产品。

１．２．２　一维１氢－核磁共振波谱　　配制尿液样品时，尿样经
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取５００μｌ尿样，加入２５０μｌ磷酸缓冲
液（０．１ｍｏｌ／ＬＫ２ＨＰＯ４／ＮａＨ２ＰＯ４，ｐＨ＝７．４，３０％Ｄ２Ｏ）混合，以
消除因ｐＨ变化所引起谱图化学位移漂移，静置１０ｍｉｎ，离心１０
ｍｉｎ后，取上层液５００μｌ移入直径５ｍｍ核磁共振波谱仪样品
管，采集图谱。参照ＤＳＳ作为化学位移内标，对１氢 －核磁共振
波谱仪谱的化学位移进行定标。核磁共振波谱仪样品管内

ＤＳＳ浓度４０μｇ／ｍＬ。一维氢谱重要采样参数，ＣＰＭＧ：ＴＤ＝３２
Ｋ，ＳＷ＝２０ｐｐｍ，ＮＳ＝６４，ＤＳ＝４，Ｄ１＝２ｓ，Ｄ２０＝３５０μｓ，Ｌ４＝
１００（２ｎｔ＝７０ｍｓ）。其余采样参数如９０度脉宽值（Ｐ１）及其所
对应的功率值（ＰＬ１），压水功率值（ＰＬ９），压水频率（Ｏ１），增益
值（ＲＧ）根据具体样品进行测定，Ｐ１值以接近１０μｓ为佳。重
要处理参数：ＳＩ＝６４Ｋ，ＷＤＷ ＥＭ，ＬＢ＝１Ｈｚ，ＰＨ＿ｍｏｄｐｋ，
Ｔｄｅｆｆ＝０。

１．３　定量峰的选择
　　采用核磁共振波谱仪进行定量时应首先对样品的各个质
子峰进行归属，确定每个质子峰所对应的质子数。选２．８３５～
２．８７５ｐｐｍ含２个氢质子的双峰用于定量。测定选定峰与ＤＳＳ
峰峰面积的相对比值，计算含量。样品的绝对含量（Ｗｘ）由下
式计算：Ｗｘ＝Ｗｓ（Ａｘ／Ａｓ）（Ｅ／Ｅｓ）。其中 Ｗｓ为内标物含量，Ａｘ
为样品峰面积，Ａｓ为内标物峰面积；Ｅ为样品在该化学位移处
的质子当量，即Ｅ＝样品分子量／产生该共振峰的基团中的质
子数，Ｅｓ为内标物在该化学位移处的质子当量，即 Ｅｓ＝内标物
分子量／产生该共振峰的基团中的质子数。

１．４　统计学方法
　　所测得浓度乘以该时间段尿样体积得该时间段内排泄量，
再除以时间间隔，计算出排泄率。数据处理采用 ＳＰＳＳ１３．０软
件，以均值±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，组间进行 ｔ检验，Ｐ＜０．０５为
有显著性差异。

１．５　方法学确证
１．５．１　方法的专属性　　按前述一维１氢 －核磁共振波谱条
件测定氨甲环酸纯品（１０μｇ／ｍＬ）谱图见图１。不同时间段尿
样谱图见图２。
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图１　氨甲环酸纯品（１０μｇ／ｍＬ）１Ｈ－核磁共振波谱图

!

"!

#!

$!

%!

&
'
(
)
*

+,! ",- ",! .,- .,! !,- &//0*

ａ：用药前；ｂ：体外循环开始前；ｃ：体外循环期间；ｄ：关胸期间
图２　不同时间段尿液１Ｈ－核磁共振波谱图

１．５．２　标准曲线的制备和定量下限的确定　　取空白尿样５
ｍＬ，分别置含氨甲环酸系列标准溶液的离心管中，制成相当于
核磁管内氨甲环酸浓度为０．３、０．８、１．０、１．５、２．０、６．０ｍｇ／ｍＬ
的标准尿样，按前述一维１氢－核磁共振波谱方法操作，进行每
一浓度检测，记录谱图，以氨甲环酸浓度为横坐标（ｘ），待测物
（氨甲环酸）与 ＤＳＳ（４０μｇ／ｍＬ）的峰面积比值（Ａ／Ａ．）为纵坐
标（ｙ），用加权最小二乘法（权重系数：１／ｘ２）进行线性回归运
算，求得的线性回归方程即为标准曲线方程：ｙ＝６．９０６５ｘ＋
０．２１０３，ｒ＝０．９９６。
１．５．３　精密度实验　　取适量的氨甲环酸样品，按照前述一
维１氢 －核磁共振波谱方法制备供试品溶液，质量浓度为
１．０ｍｇ／ｍＬ，连续测定 ６次，结果主峰面积的 ＲＳＤ为 ０．２９％
（ｎ＝６），实验结果表明，进样精密度良好。
１．５．４　加样回收率　　向已知含量的样品中（取相当于氨甲
环酸０．５ｇ的样品），加入氨甲环酸对照品适量，依照前述方法，
配制成含氨甲环酸约０．８、１．０、１．２ｇ／Ｌ的溶液，在本波谱条件
下分别测定含量，计算回收率，分别为 ９９．７％、１０１．２％、
１０１．５％；ＲＳＤ分别为０．２５％、１．１８％、１．１５％。
１．５．５　稳定性实验　　取浓度为１．０ｇ／Ｌ的氨甲环酸对照品
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溶液，在室温条件下，分别于０、１、３、５、７ｈ后进样测定，测得浓
度的ＲＳＤ为 ０．４６％。结果显示，室温下溶液在 ７ｈ内是稳
定的。

１．５．６　重复性实验　　取同一批样品，按前述方法和波谱条
件平行测定６次，计算含量为标示量的９９．６％，ＲＳＤ为０．３９％
（ｎ＝６）。

２　结果

　　体外循环开始前（用药后约３０ｍｉｎ）、体外循环期间、关胸
期间的尿液中的氨甲环酸浓度分别为（５．０３±２．９３）、（４．８５±
２．８６）、（３．４８６±２．２４）ｍｇ／ｍＬ。体外循环期间与体外循环开始
前浓度有显著性差异，Ｐ＝０．００８４；体外循环与关胸期间浓度无
显著性差异，Ｐ＝０．３４１。体外循环开始前、体外循环期间、关胸
期间尿液氨甲环酸总量分别为（１９９．７±１４２．１）、（３４１．６±
３０２．３）、（４００．１±３５７．０）ｍｇ。至手术结束（用药后约１８０ｍｉｎ）
氨甲环酸排出量为（５７．４８±１９．６６）％。体外循环开始前排泄
率（６．５±４．８）ｍｇ／ｍｉｎ，体外循环期间排泄率（４．５±４．９）ｍｇ／
ｍｉｎ，关胸期间排泄率（１３．１±９．６）ｍｇ／ｍｉｎ，总排泄率（６．２±
３．４）ｍｇ／ｍｉｎ，各时间段均无显著性差异（Ｐ＞０．０５）。

３　讨论

　　采用核磁共振波谱仪方法进行药品定量分析，具
有快速、简便、准确、专属性高的特点［８］。其用于对生

物样品进行检测时存在灵敏度低的问题，主要不是仪

器本身的原因，而是“化学噪音”造成。生物样品中在

检测限度以上的化合物有几百个，如各种内源性小分

子、大分子物质、药物和药物代谢产物，它们的信号共

同构成了不规则的基线。尤其在尿液和血浆中产生的

“化学噪音”比真正的“仪器噪音”大１０～１００倍［９］。

　　目前测定氨甲环酸的方法有高效液相色谱法［１０］、

液相色谱并质谱法［１１］、液相色谱并结合电喷雾电离质

谱法［１２］等。氨甲环酸没有发色团或荧光团，这些方法

需要对样本进行入柱前后的衍生化，以消除支链氨基

酸的干扰，样本准备耗时，并且复杂，需要用盐酸（强

氧化剂）作为沉淀剂，并且应用反相色谱相分析氨甲

环酸，导致这种极性化合物滞留差，以及一定的离子化

抑制效应。

　　本研究首次应用核磁共振波谱仪检测氨甲环酸的
尿液浓度，并研究低体质量（低于１０ｋｇ）婴幼儿法洛
四联症体外循环期间的氨甲环酸排泄率。患儿尿液中

不仅含有药物及其代谢产物，还含有大量的内源性物

质，如乳酸、氨基酸。有时在接近检出限附近，在２．８３５
～２．８７５ｐｐｍ双峰期间，尿液没有特殊内源性物质，所
以将其作为定量特征峰。核磁共振定量分析由于影响

峰面积的因素很多，其标准偏差在１％左右，即为满意

结果。本研究１Ｈ－核磁共振波谱可以检测出 １０
μｇ／ｍＬ的氨甲环酸纯品。
　　Ａｎｄｅｒｓｓｏｎ等［１３］首次研究人氨甲环酸的吸收、分

布和排泄。其生物半衰期是８０ｈ。第１小时尿液中大
约有３０％，前３ｈ有５５％，２４ｈ有９０％。提示氨甲环
酸通过肾小球滤过排泄，肾小管既不吸收，也不排泄。

本研究尿液排泄的结果支持以上的结果。

　　在体外循环术中，根据药代动力学及使用最小有
效剂量的科学用药原则，小剂量一次性给氨甲环酸可

以避免大剂量给药可能导致的不良反应及并发症，相

对来说是安全有效的。本文认为在婴儿法洛四联症根

治术中应用氨甲环酸总量２００ｍｇ／ｋｇ，以减少术后出
血，其效果显著并且也是安全的。
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