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摘 要 目的：建立测定人血清中顺式阿曲库铵浓度的方法。方法：血清酸化后采用二氯甲烷液-液萃取法处理，以高效液相色谱

（HPLC）-荧光法进样测定，色谱柱为Kromasil 100-5 C18，流动相为1.0％三氟乙酸-乙腈（58∶42），流速为0.8 ml/min，柱温为常温，荧

光检测波长分别为 280 nm（Ex）、320 nm（Em）。结果：顺式阿曲库铵血药浓度在 15.625～2 000 ng/ml 范围内线性关系良好（r＝

0.999 3），平均提取回收率为78.78％～83.59％，平均方法回收率为98.58％～101.23％，日内、日间RSD均小于10％。结论：本方法

操作简便、灵敏度高、重现性好、结果可靠，可满足临床上血清中顺式阿曲库铵血药浓度检测和药动学研究的需要。
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Determination of Cisatracurium Concentration in Human Serum by HPLC-flurorescence Method
SHEN Qian，LYU Xian-yan，YUAN Hua-long（Dept. of Pharmacy，Xuanwu Hospital of Capital Medical Universi-
ty，Beijing 100053，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a method for the determination of cisatrcurium concentration in human serum. METH-
ODS：The serum sample was extracted by dichloromethane liquid-liquid extraction after acidification. HPLC-flurorescence method
was adopted. The determination was performed on Kromasil 100-5 C18 column with mobile phase consisted of 1.0％ TFA-acetoni-
trile（58∶42）at the flow rate of 0.8 ml/min. The column temperature was normal atmospheric temperature；the detection wavelength
was set at 280 nm（Ex）and 320 nm（Em）. RESULTS：The linear range of cisatracurium was 15.625-2 000 ng/ml（r＝0.999 3）. Av-
erage extraction recovery was 78.78％-83.59％，and average method recovery was 98.58％-101.23％，respectively. The inter-day
and intra-day RSDs were less than 10％ . CONCLUSIONS：The method is simple，sensitive，reproducible and reliable，and can
meet the demand of concentration determination and pharmacokinetics study of cisatracurium.
KEYWORDS Cisatracurium；Serum concentration；HPLC-flurorescence method

顺式阿曲库铵作为一种新型的中时效非去极化肌松药，

是构成阿曲库铵消旋混合物的 10种同分异构体之一，但其肌
松作用强度约为阿曲库铵的 3倍 [1]。其安全治疗窗宽、作用
强、恢复快，无蓄积作用，不释放组胺，代谢不依赖肝肾功能，

临床上可根据患者条件和手术需要，通过调整剂量和给药方
式来调整起效时间和作用时间，从而达到满足不同手术麻醉
诱导的需求，是理想的麻醉肌松药[2]。为了监测术后不同时间
患者体内顺式阿曲库铵的浓度，笔者建立了反相高效液相色
谱（RP-HPLC）-荧光法测定顺式阿曲库铵的血药浓度，现报道
如下。

1 材料
1.1 仪器

高效液相色谱仪，包括LC-20AD泵、RF-10AxL荧光检测
器、SIL-20AC进样器（日本岛津公司）；FE20 pH计（梅特勒-托
利多仪器上海有限公司）；GI-I多用振荡器（北京冰箱电机厂）；

高速离心机（Biofuge pico）、XS205DU精密电子天平（梅特勒-
托利多仪器上海有限公司）；KQ-300E超声波清洗器（昆山市
超声仪器有限公司）。

1.2 药品与试剂
顺式阿曲库铵对照品（江苏恒瑞医药股份有限公司，批

号：48110304RS，含量：97.8％）；内标：盐酸维拉帕米（中国食
品药品检定研究院标准物质与标准化研究所 ，批号 ：

100223-200102）；乙腈为色谱纯，三氟乙酸、硫酸、二氯甲烷为
分析纯；健康人空白血样由本院体检中心提供。

2 方法

2.1 色谱条件
色谱柱：Kromasil 100-5 C18（150 mm×4.6 mm，5 μm）；流动

相：1.0％三氟乙酸-乙腈（58∶42）；流速：0.8 ml/min；柱温：常温；

荧光检测波长：280 nm（激发波长，Ex），320 nm（发射波长，Em）；

进样量：20 μl。

2.2 溶液的配制
准确称取顺式阿曲库铵对照品 5.11 mg，用 pH 3.0的硫酸

溶液定容至5 ml，得到质量浓度为1 mg/ml的顺式阿曲库铵对
照品贮备液；精密量取该对照品贮备液适量，用pH 3.0的硫酸
溶液配制成100、10 μg/ml的对照品系列溶液，置4 ℃冰箱避光
保存。另准确称取内标盐酸维拉帕米2.01 mg，用乙腈定容至
10 ml，得到质量浓度为 201 μg/ml的内标贮备液；精密量取该
内标贮备液适量，用乙腈配制成 2.01 μg/ml 的内标溶液，置
4 ℃冰箱避光保存。

2.3 血样的处理
精密量取血样0.25 ml置于1.5 ml塑料离心管中，加入0.2

mol/L硫酸溶液50 μl和2.01 μg/ml的内标溶液50 μl，振荡30 s，

加入二氯甲烷 350 μl，振荡 30 s。以离心半径 6 cm、12 000 r/

min离心 10 min，吸出二氯甲烷溶液。再次加入二氯甲烷 350

μl同上操作，合并两次提取的二氯甲烷溶液，常温下氮气吹干，

以流动相100 μl重溶后进样20 μl进行分析。

3 结果
3.1 方法专属性考察

空白血清、空白血清加内标、空白血清加内标及对照品、

含药血清按“2.3”项下方法处理，进样分析得色谱图1。在本色
谱条件下，顺式阿曲库铵和内标维拉帕米的出峰时间分别为
5.92、8.19 min。血清内源性物质和其他物质均不干扰体内顺
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图1 高效液相色谱图
A.空白血清；B.空白血清+内标；C.空白血清+内标+顺式阿曲库铵对照

品；D.含药血清；1.维拉帕米；2.顺式阿曲库铵

Fig 1 HPLC chromatograms
A. blank serum；B. blank serum+internal standard；C. blank serum+in-

ternal standard+cisatracurium control；D. serum containing drug；1. vera-

pamil；2. cisatracurium
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式阿曲库铵和内标的测定，峰形良好。

3.2 标准曲线的制备
精密量取顺式阿曲库铵对照品工作液，用适量空白血清配

制成为 2 000、1 000、500、250、125、62.5、31.25和 15.625 ng/ml
的系列对照品血清，按照“2.3”项下方法处理，并进行色谱分析，

记录色谱。以顺式阿曲库铵与内标峰面积比（y）为纵坐标，以
浓度（x）为横坐标，进行线性回归，得线性方程 y＝0.001 3x－
0.002 7（r＝0.999 3）。结果表明，顺式阿曲库铵血药浓度在
15.625～2 000 ng/ml范围内线性关系良好。

3.3 精密度试验
用空白血清分别配制高、中、低（1 000、250、31.25 ng/ml）3

个质量浓度的顺式阿曲库铵质控样品，分别按照“2.3”项下方
法处理后进行分析。第 1天每个浓度点测定 5份，其后 5 d内
测定5次，计算日内和日间测得浓度，求出日内和日间RSD，结
果见表1。

表1 精密度及回收率试验结果（n＝5）
Tab 1 Results of precision and recovery tests（n＝5）

加入量，
ng/ml

31.25
250.0

1 000.0

日内精密度
实测值，ng/ml

32.57
247.68

1 031.25

RSD，％
7.86
4.25
3.24

日间精密度
实测值，ng/ml

34.07
247.95

1 109.39

RSD，％
9.25
5.19
3.73

方法回
收率，％

101.23
98.58

100.94

RSD，
％

8.08
5.26
4.72

提取回
收率，％

78.78
83.59
79.76

RSD，
％

9.10
7.61
6.71

3.4 回收率试验
用空白血清分别配制高、中、低（1 000、250、31.25 ng/ml）3

个质量浓度的质控样品各 5份，按“2.3”项下方法处理分析。

将测定的顺式阿曲库铵峰面积与内标峰面积的比值代入回归
方程，得出顺式阿曲库铵的浓度，除以加入量即为方法回收
率。另以流动相配制相应浓度的顺式阿曲库铵溶液，不经处
理直接进样分析，分别记录顺式阿曲库铵的峰面积，计算提取
回收率，结果见表1。

3.5 稳定性试验
用空白血清分别配制高、中、低（1 000、250、31.25 ng/ml）3

个质量浓度的质控样品若干份，分为两组，一组加入0.2 mol/L
硫酸溶液50 μl，另一组加入纯净水50 μl，进行血样冻存、多次
冻融、样品处理后室温放置及4 ℃冷藏放置的考察。

结果显示，加入0.2 mol/L硫酸溶液组的样品－20 ℃冰冻
7 d、冻融 3 次后、样品处理后室温保存 12 h 、样品处理后 4 ℃
保存1 d后测定的顺式阿曲库铵的回收率均在95％以上，表明
稳定性良好。而未加酸组样品在－20 ℃保存 3 d后已检测不

到顺式阿曲库铵。加酸组稳定性试验结果见表2。

表2 加酸组稳定性试验结果（x±±s，n＝3）
Tab 2 Results of stability tests under acid（x±±s，n＝3）

加入量，
ng/ml

31.25

250.0

1 000.0

平均回收率 ％

处理后室温保存12 h后

98.81±6.11

99.52±4.35

99.29±4.76

处理后4 ℃保存7 d后

97.81±7.31

97.52±5.62

96.88±4.53

冻融3次后

98.57±6.97

97.34±5.38

98.78±5.03

－20 ℃冷冻7 d后

95.57±7.85

96.58±6.08

97.03±5.47

4 讨论
目前测定顺式阿曲库铵血药浓度的方法主要有高效液相

色谱-荧光（HPLC-FLU）法 [3-5]、高效液相色谱电雾式检测器
（HPLC-CAD）法[6]和液-质联用（HPLC-MS）法[7]，后两者虽然灵
敏度高，但仪器昂贵、分析成本较高。

笔者曾根据文献[3]使用 1.5％三氟乙酸-乙腈（55∶45）作流
动相，但顺式阿曲库铵及内标维拉帕米出峰时间在 5 min 左
右，与血中的杂质峰不能完全分离，通过调整三氟乙酸的浓度
及其与乙腈的配比，发现使用 1.0％三氟乙酸-乙腈（58∶42）作
流动相时，顺式阿曲库铵及内标维拉帕米两者分离效果好，且
能与血中杂质完全分离。

血样处理方法曾尝试采用直接沉淀蛋白后取上清液进样[5]，

但最低检出浓度难以满足临床需求，故采用二氯甲烷提取挥干
后用流动相重溶的方法，提高了检出灵敏度，满足了临床需求。

顺式阿曲库铵结构中含有酯键和季铵基团，酯键易断裂，

水解生成相应的酸和醇等杂质，而季铵在放置过程中可能会
发生Hofmann消除反应，产生的降解产物会干扰顺式阿曲库
铵的测定。因此，在样品处理过程中需用硫酸酸化血样以减
少其分解。如果样品不能当日测定，可加入 0.2 mol/L硫酸溶
液 50 μl于－20 ℃冰冻保存或处理后冷藏保存，并在 7 d内进
行测定。

综上所述，本法建立的RP-HPLC法准确灵敏、快速简便，

适用于临床顺式阿曲库铵的血药浓度测定和药动学的研究。
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