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目前"检测氨基酸含量常用的方法有薄层
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*随后加入
+,*

"

J

乙腈!含
*_#̀

乙酸和
*_*)#̀ R̂ I

#"再涡旋振

荡
!>61

"以
+!***0

$

>61

离心
+*>61

后"取上

清液"进样测定"进样体积
+*

"

J

&

JK!

!

方法学考察

参照美国食品药品监督管理局!

ĤI

#在

)*+!

年颁布的指导原则(

+!

)

"对本方法的标准曲

线线性"准确度和日内%日间精密度"萃取回收

率和基质效应进行考察&

M

!

结果与讨论

MKJ

!

色谱分析

空白样品中"除不加内标外"其他按
+_@

节

条件进行分析"因
7BI0

O

%

46=

%

IH9I

%

:H9I

%

(99I

均为内源性氨基酸"故在空白血浆中

均有检出"其质量色谱图示于图
)

&可见"

7BI0

O

%

46=

%

IH9I

%

:H9I

和
(99I

的保留

时间分别为
*_-,

%

*_-#

%

*_-,

%

*_-#

和
*_-,

>61

"色谱峰形良好&

MKM

!

标准曲线线性和方法定量限

按照
+_@_+

节方法制备并测定血浆标准曲

线样品"

IH9I

%

:H9I

和
(99I

的标准曲

线浓 度点依次为
*_+

%

*_)#

%

*_#

%

+

%

)

%

@

和

#>>%&

$

J

*

7BI0

O

和
46=

的标准曲线浓度点依

次为
+*

%

)#

%

#*

%

+**

%

)**

%

@**

和
#**>>%&

$

J

&

由于
IH9I

%

:H9I

%

(99I

%

7BI0

O

和
46=

均

属于内源性物质"故每批制备
#

个
bf

!只含

内标不含化合物的样品#"分别计算出
#

个

bf

中
#

种氨基酸的峰面积"并将其与内标峰

面积之比的均值作为空白本底&以
IH9I

%

:H9I

%

(99I

%

7BI0

O

和
46=

浓度为横坐标"

以
#

种氨基酸峰面积与内标峰面积之比减去

空白本底为纵坐标"权重系数
+

$

O

)

"进行线性

回归"得到的回归方程列于表
)

&

MKN

!

准确度和日内%日间精密度

按照
+_@_+

节方法制备并测定低%中%高
!

种浓度的质控样品"低浓度质控样品中"

IH9I

%

:H9I

和
(99I

的浓度均为
*_!>>%&

$

J

"

46=

和
7BI0

O

的浓度均为
)#>>%&

$

J

*中浓度质控样

品中"

IH9I

%

:H9I

和
(99I

的浓度均为
)_#

>>%&

$

J

"

46=

和
7BI0

O

的浓度均为
)#*>>%&

$

J

*

高浓度质控样品中"

IH9I

%

:H9I

和
(99I

的浓度均为
@>>%&

$

J

"

46=

和
7BI0

O

的浓度均为

@**>>%&

$

J

&每个浓度平行测定
#

个样品"连

续测定
!

天"计算准确度和日内%日间精密度"结

果列于表
!

&

MK$

!

萃取回收率

MK$KJ

!

萃取样品
!

取
)*

"

J

血浆样品"加入

)*

"

J

待测化合物工作液!低%中%高浓度的质

控样品"

$h,

#"涡旋振荡
)*8

"随即加入
+,*

"

J

乙腈!含
*_#̀

乙酸和
*_*)#̀ R̂ I

#"按

+_@

节方法制备并测定&

MK$KM

!

未萃取样品
!

配制与
)_!

节相同的低%

中%高
!

种浓度的质控样品!溶剂为乙腈"含

*_#̀

乙酸和
*_*)#̀ R̂ I

#"取空白血浆"按照

+_@

节方法处理"取
+L*

"

J

上清液"加入
)*

"

J

标准溶液"涡旋振荡并测定!每一浓度平行测定

,

个样品"共
+L

个#&

将萃取样品与相同浓度未萃取样品的峰面

积进行比较"计算
IH9I

%

:H9I

%

(99I

%

46=

和
7BI0

O

的 萃 取 回 收 率 分 别 为'!

-)_#l

L_,

#

`

%!

LL_#l,_#

#

`

%!

#*_,l!_+

#

`

%!

)"_*l

*_!

#

`

和!

!!_-l)_+

#

`

&

MK!

!

基质效应

配制与
)_!

节相同的低%中%高
!

种浓度

的质控样品!溶剂为乙腈"含
*_#̀

乙酸和

*_*)#̀ R̂ I

#&取
,

份来自不同个体的空白

血浆"按
+_@

节方法处理"取
+L*

"

J

上清液"

加入
)*

"

J

标准溶液"涡旋振荡并测定!每一

浓度测定
,

个样品"共
+L

个#*将
+L*

"

J

乙腈

!含
*_#̀

乙酸和
*_*)#̀ R̂ I

#加入
)*

"

J

标准溶液中"直接测定获得的峰面积"计算基质

效应&

IH9I

%

:H9I

%

(99I

%

46=

和
7BI0

O

的基质效应分别为'!

-*_#l,_!

#

`

%!

L!_*l

!_#

#

`

%!

#*_,l)_#

#

`

%!

@+_*l*_+

#

`

和

!

!)_-l*_)

#

`

&

-@@
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图
M

!

空白血浆#

,

$!空白血浆中加入内标#

>

$和受试者服药
M3

后#

C

$的典型质量色谱图

*)

-

LM

!

:

57
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-
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7
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#

,
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7
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7
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#

>

$
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a
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7
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7
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表
M

!

HPFH

!

GPFH

!

WFFH

!

0&H+

-

和
6)1

的线性方程!相关系数和方法定量限

:,></M

!

T)0/,+/

X

A,1)(08

!

C(++/<,1)(0C(/99)C)/018,0'

X

A,01)9)C,1)(0<).)18(9HPFH

!

GPFH

!

WFFH

!

0&H+

-

,0'6)1

化合物 线性方程 相关系数!

-

# 定量限$!

>>%&

$

J

# 线性范围$!

>>%&

$

J

#

IH9I

0

h*_!L#+OG*_)*"" *_--," *_+ *_+

#

#

:H9I

0

h*_@+L*OG*_)**" *_--L! *_+ *_+

#

#

(99I

0

h*_!,,)OG*_*@L!+ *_--L# *_+ *_+

#

#

7BI0

O 0

h*_*++#!OG+_)*@- *_--L* +* +*

#

#**

46=

0

h*_*@!)+OGL_!+#@ *_--@+ +* +*

#

#**

表
N

!

HPFH

!

GPFH

!

WFFH

!

0&H+

-

和
6)1

的准确度和日内%日间精密度

:,></N

!

HCCA+,C

5

!

)01+,&',

5

,0')01/+&',

57

+/C)8)(0(9HPFH

!

GPFH

!

WFFH

!

0&H+

-

,0'6)1

化合物

低浓度质控样品 中浓度质控样品 高浓度质控样品

准确度$
`

精密度$
`

日内 日间
准确度$

`

精密度$
`

日内 日间
准确度$

`

精密度$
`

日内 日间

IH9I +*"_, #_- ++_# --_L ,_L #_! -#_- !_# @_@

:H9I -"_#) ,_) +)_! -"_@ #_+ #_, -#_! !_+ !_"

(99I +*#_+ @_! @_@ +*+_* L_* #_L -+_, !_) @_!

46= +*,_@ "_+ +)_, -!_* "_! #_* -+_! "_+ "_@

7BI0

O

-+_- L_@ +@_+ ++@_) "_- ,_" -@_+ @_* #_,

MK"

!

方法应用

艾普拉唑是一种质子泵抑制剂"在十二指

肠溃疡患者中多次给药试验后"检测体内

IH9I

%

:H9I

%

(99I

%

46=

和
7BI0

O

的浓度

变化&选取
+*

名十二指肠溃疡患者进行随机%

开放%平行%阳性药对照试验"给药剂量
)*>

O

"

于第
+

天早晨静脉输注"采集给药后
)#>61

%

@#>61

%

##>61

%

+_#5

%

)5

%

!5

%

#5

%

L5

%

+)5

和
)@5

共计
++

个采血点的系列血样&采用

dZJ4B9:

$

9:

法测定
+*

名受试者的系列血

样"得到的平均血药浓度
B

时间曲线示于图
!

&

结果表明"在短时间内"使用高剂量的
ZZF8

"体

内
IH9I

%

:H9I

%

(99I

%

46=

和
7BI0

O

的浓

度并没有发生明显的改变&

MK#

!

讨论

本工作建立了同时测定血浆中
IH9I

%

:H9I

%

(99I

%

7BI0

O

和
46=

浓度的
dZJ4B

9:

$

9:

方法"鉴于以上
#

种氨基酸水溶性较

强"且有一定的极性"因此采用
E:F

G模式进行

测定&实验选择了
CFJF4

亲水相互作用色谱

柱"因其可为强极性和强亲水性化合物提供合

图
N

!

十二指肠溃疡患者静脉注射
MZ.

-

艾普拉唑后!

HPFH

%

GPFH

%

WFFH

%

6)1

和
0&H+

-

的

平均血药浓度
&

时间曲线#

+cJZ

$

*)

-

LN

!

F/,0

7

<,8.,C(0C/01+,1)(0&1)./CA+=/8

(9HPFH

!

GPFH

!

WFFH

!

6)1,0'0&H+

-

)0'A('/0,<

A<C/+

7

,1)/018)01+,=/0(A822D8MZ.

-

#

+cJZ

$

适的保留"通过优化多个色谱参数"有利于实现

目标组分和基质中干扰物质的分离"从而降低

基质效应的影响*又因其流动相中含高比例水

溶性有机相"有利于提高质谱的离子化效率和

分析灵敏度&实验选择蛋白沉淀法或固相萃取

法进行样品前处理"因固相萃取法价格昂贵"技

+#@

第
#

期
!!

田
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术要求高"操作步骤繁琐"故采用了既能满足要

求"操作又相对简单的蛋白沉淀法"即加入沉淀

剂"直接取上清液进样&此外"分析过程中氘代

同位素内标的使用有效地提高了本方法的准确

性和适用性&

本实验对
+*

名十二指肠溃疡患者服用艾普

拉唑后的血样进行药代动力学分析"结果发现"使

用艾普拉唑并未造成体内
IH9I

%

:H9I

%

(99I

%

46=

和
7BI0

O

的浓度水平发生明显的变

化"说明人体在使用艾普拉唑后"不会增加心血管

不良事件的发生率"此结论在
W57U07>2062>

等(

+@

)

研究兰索拉唑与心血管疾病的关系时得到证实&

N

!

结论

本工作建立了同时测定血浆中
IH9I

%

:H9I

%

(99I

%

7BI0

O

和
46=

浓度的
dZJ4B

9:

$

9:

方法"可实现
#

种氨基酸在
!_*>61

内

的快速检测&该方法采用
CFJF4

亲水相互作

用色谱和非衍生化的蛋白沉淀法"具有快速%简

便和灵敏的优点"可为今后相关疾病的临床诊

断提供一种高效的检测手段&
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