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生物体液中美多洛尔和cc一羟基美多洛 

尔反相离子对HPLC测定 ’ 

R ． 

摄 娶 建立了同时测定人血浆 唾液和尿液中美多洛尔及其代谢物口．羟基美多洛尔的反相离 

子对高教液相色谱一紫外检澳I法 本法回收率≥02％，色谱分离效果好，而层析时间<10rain．并有 

较高的特异性 重复性及精密度，日间及日内滴I定的变异系数≤B．3％ 美多洛尔和 奎基黄多洛 

尔在上述体液中的最低检测限，除血浆中 羟基美多洛尔为50ng／ml~b．余均为lOng／ml。无论用 

外标法还是以普蔡洛尔为内标物的内标法定量．在9．1-lO~．g／ml范围内，美多洛尔和a-羟基美多洛 

尔均有良好的线吩关系 

关■诃 美多洛尔； 中圈分 葶弋函e 羟基美多洛尔； 童夔速i目主进浩 i弘泉．泵 
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美多洛尔(美多心安，mv~oprolol，M) 

是目前最广泛应用的选择性 日，受体阻断剂。 

其在人体内生成口一羟基美多洛尔(a-hydro— 

xymet~oprolol，口一OHM)的代谢反应表现 

出遗传多态性(genet~ic polymorphism)， 

并与异喹胍4氆 化反应多态牲受同一基因控 

制“， 。测定^体液中M眨 d—OHM 量，可 

用于研究这类遗传多态性及M的 血 药 浓 度 

监测 现有测定方法多为高翦液相色谱 (H— 

PLC)一荧光检测法 ，“。本文报告以普萘洛 

尔 (propranolol，P)为内标物，用反相 

离子对HPLC-紫外检测法同时测定人血浆、 

唾液爱屎中M和“一OHM的方法。 

材料和方法 

t． 荫昌和试剂 

M酒石酸盐标准品 (瑞典Astra药厂生产 ，批 

号90291．)由华瑞制药有隈公司赠送：a-OHM苯 

甲酸盐标准品由瑞典Astra药厂赠送 盐酸普 萘洛 

尔，庚烷磺酸钠趵自Sigma公司，其它试剂均为 国 

产AR级产品。 

称取M酒石酸盐 a-OHM苯甲酸盐及盐 酸酱 

萘洛尔标准品，分别用甲醇溶解配成lO0~g／ml上述 

药品基质的贮备液 密闭置于-30℃冰箱中，每次临 

用前再用蒸馏水稀释成所需浓度内标液及 系列M和 

a-OHM标准溶液． 

2． 样品魁曩 

尿液经3000r／m~离~dOmin，吸取上持尿lml 

于县塞试管内，加入1Bg内标物 P，0，95mllmol／L 

Na,CO,水溶液．璇涡倔匀．再加八5ml二氯甲烷． 

漩涡混匀提取30s．3000r／min离,~10m in．弃去上层 

水相，将有机相转入另一具塞试管内．30℃水浴中氮 

气流吹干．密闭置于冰箱中冷藏 色谱分析时用 lml 

移动相液璇涡混溶残留物，3000r／mln离心 15min． 

吸取20 l进样分析 

血浆和唾液测定时，分别吸取l皿1样品，加八0．5p-m 

内标物P及0．2m130~=氯乙酸．掘匀后3000r／mln． 

离，C,~lSmin．吸取o．9ml上持液于具塞试管内．加八 

0．2mi 1．5mol／L NaOHfE匀．再加,h,sml~氯甲 

烷，余操作同上。 

回收率及标准曲线测定时．在空白样品中分别加 

八内标物爰不同浓度M，a-OHM标准品．掘句后再 

按前述步骤操作提取。 

；． 使■ 

HPLc系统由Shi皿adzu公司LC—BA泵，SPD一 

。本课题由国家教委青年教师基盒资助 
．  
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6AV紫外可见光检测器 Rk~odyne 7125进样器， 

SCL一6A系统控制器．C-R 3A数据处理机及w8te． 

rs公司 Novapak*Phenyl 3．0×150ram色谱柱蛆 

成。絷外光谱扫描用shimadzu UY-265紫外分光 

光度计完成； 

结 果 

1． 检测波长 

将M．a．OHM~P标准品分别溶 于移 

动祖液申， 行紫外光谱扫描，络果 表 明，3 

种化台物均在225nm处有一吸收蜂，故将色 

谱分析检测波长定为225nm。 

2
． 色谱分析条件 

我们曾按通常的反相HPLC洼，试用了 

不同的固定相，改变移动相组成和pH，均不 

能得莉满意之色谱分离。但采用反相离子对 

{(A (B) fc) 
2 

，_-·_-_ ‘●-。Y-·一_ ‘ 

0 12 0 

色谱法，将分离条件定为以苯基柱为固定相， 

柱温恒定 30℃，移动相由 90嘶 甲 醇，10％ 

2．5mmol／L庚烷磺酸钠水溶液，0．05啪 冰 

乙酸组成，流速1．2railmin，可使检测物得 

到波形对称、尖锐，并达到基线分离之色谱 

t图 1．)。a-OHM，M耜P的保留时间 (R‘、 

约为5．2rain，T．Omin和 8．6rain。用上述 

移动相采用Cl8，C8柱，除 Rt不同外，亦 

可得满意分离效果 

3． 特异性 

如 图 1所示，空自血浆、屎及唾液色谱 

图中，在检测物出埠处均未见干扰雌。我们 

还观察到，受试者同时或近期 (一周内)使 

用青霉素、犬环内酯类抗生素、8MZ、TMP、 

氟哌酝，甲硝唑、乙酰水梅酸、醋氨酚，咖 

啡囡、扑尔敏等药，对本涣9定方法无牙抗， 

提示本_i击有较好的特异性。 

(E) fF) 

6 1 2 0 J2 0 6 12 n 6 

+ -1 · 
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Fig 1
． 
chromatogf8ms of a-hydroxymatoprolol(1)．matoprolol(2)aad the{at- 

ernal standard propraaolol(3) n human urine，SanTa and plasma．(A) 

pre-do~e urine of 8 su ject (B)o一8 h urine collected from the s8me subject 

who had tak~sx 100 血g mCtopro[ol tartrate；(C) pre-dose saliva}(D) 

2h saliva after the subject had taken 100 mg metoprolol tartrate~(E)bla- 

．  n plasma：(F)plasma containing 0．5 《of a-bydroxymetoprolol and 

metoprolol base respectively 
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和a—OHM的最低检测限多为10ng／ml，仅 

4． 回收率及检测限 a一0HM在血浆中为5。ng／ml
。 与文献报告 

本方法的回收率见表!。回收率均≥92嘶， 的液一液提取，HPLC-荧光检测法相近 ， 

变异系数 (C )均<5咛刍。在不同体液 中M 但优于尿液直接进样HPLC一荧光检测法“ 。 

表1． Extraction efficiency of meteprolol(M)and=-hydroxymetoprolol(=-OHM) 

Compound ——————．————————— —————— 

0．1 g 

M 95．1±4．2 

(4．4嘶) 

a-OHM 96．0±3．6 

(3．8嘶) 

Ex traction efficiency(％) 

0．5／Lg 

93．2±4．4 

(4 7晡) 

97．4±4．4 

(4．5嘶) 

2．5pg 

92
． 0±3．6 

(3．9晡) 

98．3±1．8 

(1．9％) 

5#g ’ lOPg 
— — 一  一 一 — — 一 — — —  一  

g5．．±4．6 93 z~2．7 

(4．8嘶) 0 ．9嘶) 

94
． 3~2．5 91．8±3．9 

(2．7嘶) (4．1舜) 

。~e~SD．n'-6．The values i蚰parentheses represent the coefficient of x~rlation 

5． 霜密度，重复性及稳定性 

接前述方法在同一天，对含不同浓度之 

M和江-oHM的6批尿样重复测定，以及含不 

同浓度的M和一OHM的屎样分别在5d铡定 

(表2)，结果表明本法有较高之精密度及重复 

性。此外，将一批样品提取 吹千、。用移动 

相重溶解后，密闭置于-30℃冰籍中，分 口 

在 当日及第3，6，9，1 2 1鼬测定，发现在 

l5d内，M和a-OHM量无明显变化(CV均在 

5嘶以内 。提示柱上述条件下，M和 OH— 

M至少在15d内是稳定的。 

表2． Intra-day and inter-day variation in the dete rmination of metoprolo 

and e-hydroxymotopro|ol in urine ( ±SD) 

M etoprolo1 

AreB ratio CV 

O．192±0．012 

0．595±0．姑8 

1．012±0．029 

1．915±0．095 

3．98I±0．211 

0．190±0．007 

0．586±0．021 

1．0s0+0．b42 

1．e66±O．057 

3．856±0．170 

8．3嘞 

4
． 7嘶 

2．9嘶 

5．O嘶 

5．3嘞 

3．7嘶 

3．8嘶 

3．9嘶 

2．9蛎 

4
． 4嘶 

一hydroxymetoprolol 
⋯ 一 一 — — — — -‘ — — — — 。 一 一 J ● J。， ，， 一 — —  

Are8 rati0 CV 

O．177±0．eOg 

0 583±O．O19 

0．9,95±0．O48 

1．257±0．086 

4．031±O．113 

O．1B8±0．00．8 

0．558±O．011 

0．992±0．054 

1．908±口．0衄 

3．936±0．181 

4．5畴 

3．3嘞 

{．8为 

4．8霸 

2．8嘞 

4
．
8嘞 

2．0嘞 

5．5嘞 

2．2嘞 

4．6嘶 

标法定量，M和a—OHM：~存在良好的线 性 

6． 定量方法 关系 (圈2)
。 但 为避免近期曾或同时使用 P 

用P作为内标物，从色谱学行为 看，是 对本方珐的干扰，我们比较了在尿中加A系 

较理想的。在0．1一10 g／ml的范围内，用内 列浓度的M和口一OHM，分别用内标法疵 外 
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Fig 2
． The ~aliberation curves of。一hydroxymetopro1o1(A)and metoprolol(B) 

标法得到的直线方程。发现无论用内标法(5 

次测定)还是外标法(4次测定)，在测定的 

0．5-10／~g基质ml／浓度范围内，用峰高(比) 

或面积 (比)定量，M和a-OHM 均有良好 

的线性关系 (rl均>0．99)。对上述两 种 方 

法的标准曲线方程分删进行多直线回归方程 

比较 ，P均>O．05o因此， 内标法或外 标 

法定量均有良好的线性关系及重复性。 

讨 论 

M，a-OHM 和P均系弱碱性化台物， 

和其它具较疆极性的化合物一样，用常规反 

相色谱分离，难以获得满意慧果，并易受干 

扰 。此外，对上述物质的HPLC测定，文 

献报告的方法，均用荧光检硝 ， 。我 们 建 

立的人l体液中上述物质的反相离子对HPLC 
一 紫外检酒法，分离慧果好，层析时间较短， 

有较簿的特异性和重复性，在0．1-10pg／ml 

的范匮内，无论用内标法或外标法定 量，M 

和 一OHM 均右良好线性关系，本法的夏敏 

度与文献报告的 HPLC一荧光检测法相近， 

可满足科研及临床要求。而本方法采用 HP— 

LC最常配备的繁外检测器，便有利于国内推 

广。、但为避免』临床检测中可能遇到的近期或 

同时使用P对M和a-OHM内标法定 量 的干 

扰，除可用外标法定量外，今后还应进一步 

筛选合适的内标物，改进完善本方法。 
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PCR技术在糖尿病研究中的应用 
生物化学教研室 刘先侵 吕懿娟 杜建国‘ 冯佑民· R ／ 

摄 ■ 本文应用PCR技术从人基因蛆DNA中扩增出胰岛素基因片段O12abp)．将扩增产物 

直接克隆到Mi3载体中去．用双脱氧链终止法作DNA序列分析。是鉴定胰岛素基因中前肽，A链， 

B链和C肽编码区域有无碱基突变的一种简便、有效的方法 

关■嘲
—

PC
—R；旦 序列分析 人壁垒 眭垦 非胰岛素依赖型塑垦童 

中田分类号 R587．1；Q78 

非胰岛素依赖型糖尿病的病 因甚 为 复 

杂。早期研究表明“ ，胰岛素基 因 的 碱 基 

突变为非胰岛素依赖型糖尿病的病因之一。 

到目前为止，国外已报道了10个家族存在着 

胰岛拳基因的碱基突变 。研究胰岛素的结 

构变异，不仅可对糖尿病患者作 出 病 因 诊 

断，为以后可能开展的基 因治疗提供理论依 

据，商且可进一步研究胰岛素的结构与功能 

的关系，对阐明非胰岛素侬赖型糖尿病的病 

因及发病机制无疑具有重要意义。 

要从基因水平确定结构变异胰岛素的存 

在，需从外周血 分离到 人 基 因 组 DNA 

(Genomic DNA)。采用鸟袍克隆(Shot— 

gun cloning)，筛选和桉瞢酸序列分析以 

确定胰岛素基因的结构变异部位“ 。不仅所 

需样品量大而且操作复杂费时。 

PCRf Polymerase Chain Reacti． 

on)是近年来发展起 来 的 用于 俸 外 扩 增 

DNA片段的方法 ， 。这种体外扩 增 过 程 

基于下列兰个步骤的重复循环：模板 DNA 

变性l寡桉苷酸引物退火到模板单链 DNA 

的相应互补序列上，用DNA聚合酶 介 导的 

引物延伸’ 短时间内导致特异片段呈指数级 

扩增。1988年，Miyano等人 应用 PCR 

技术扩增出胰岛豢基因的部 分 片 段(165bp 

~40bp)结合寡桉苷酸杂交技术来 确定胰岛 

素基因的结构变异，但该法仅用于检测有无 

特定位点的突变。我们应用 PCR方法从人 

· 中国科学院上海生化所 

deve10口ed f0r simultaneuosly estimating metoprolol and its metabolite a-hydroxy— 

metoproi0i in human plasma，saliva and ufine．The extraction efficiency wa± abe- 

ve 90铀 i4 urine for both compounds．This assay procedure was ／'eproducible and 

Drecise for metoprolol and a；．hydroxymetoprolol，as judgod by the coefficlen~of v 

fiation<6．4两 oe inter-day and intra-day determinatios at all concontf3rions exa· 

mined．The minimum dete~tion limit of metoprolol was 10 ng，ml in plasma．saliva 

and urinel and that of 口一hydfoxymetoprol0l vas 50 nzlml in plasma and 10 
nz／m!in saliTa and ufine'．The calibration C~rves over the range of 0．1-10~glml 
f0f both compounds had high linear relationship and reproducibility，either by ez- 

ternal standard method or internal standard method using propranolol as the intern。 

．
Bl etandard 

KEY WORDS HPLC}metoprololl a-hydroxymetoprolo1 
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