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四
、

讨论

�
�

微量微 生物 法监测丁胺卡那霉素的

血药浓度
,

实验条件简便
,

实验费用较低
,

操

作程序简单
,

取 血量少
,

病 人易接受
,

对样品

不需作繁琐处理
。

�
�

此方法与其它化学 方法有 良好的相

关性
,

回收率和重复实验表 明
,

日内
、

日间误

差均小于 � �
,

重现性好
,

能满足设备简陋的

中小医院的常规抗生素血药浓度的监测
。

�
�

�� 例患者的血药浓度均达 峰值
,

谷峰

浓度均小于 � 拜� � � �
。
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摘要 本文以荧光分光光度法分别测定了脂质体液中鬼臼毒素总含量
、

未包入脂质体内的游离鬼臼毒

素含量
,

及脂质体的包封率
。

最大激发波长 � �� � �
,

发射 波长 � �� �
,

线性范 围 ��
�

�� 一 � ��
�

�� 拜以� �
� �

�
�

� �� ��
,

回收率在 �� � 以上
。

本法灵敏度高
,

专属性强
,

结果准确
。

关键词 关光分光光度法 �鬼 臼毒素脂 质体 �质童控制

尖锐湿虎的发病率逐年升高
,

鬼 臼毒素

��� � � � ����� � � � �� �霜
、

配剂 是 目前治 疗该 病

的一 线药物
,

由于透 皮性差
,

疗效 欠佳 �� 
。

根据脂质体易透过皮肤的特性
,

作者制 备了

鬼 日毒素脂质体�另文发表 �
。

有关其含量测

定方法
,

已报道的有紫外分光光度 法�� 
、

薄

层扫描法�� 
、

�� �� 法 〔�〕等
,

但用荧光分光光

度法
,

国内尚未见报道
。

在证实其具荧光 特

性的基础上
,

作者以荧光分光光度法控制 鬼

日毒素脂质体的质量
,

取得了满意的结果
,

现

报道如下
�

一
、

仪器与试药

日立 � ��� 荧光分光光度计
�

日本 �鬼 臼

毒素对 照品
�

中国 医科院药物研究所 � 脂质

体
�

以逆相蒸发法 �� 制备 � 卵磷脂
�
上海禽蛋

二厂 �胆 固醇
�

上 海长城生化药厂 � �� � ��� ��

一 � � 葡聚糖凝胶
�

瑞典 �� � �
�

� 磷酸盐缓 冲

液 ��� ��
�

按 �中国药典� � � 版 方法 配制 � 乙

,

第一军医大学南方 医院

醇
� � � 级

,

安徽特级酒精总厂
。

二
、

实验方法与结果

�一 �光谱浏定 精密称取 ��� ℃ 干燥至

恒重的鬼 臼毒素对照品适量
,

以乙醇溶解并

稀释成 ��
�

�� � � � � 的贮备液
,

备用
。

精密量

取贮备液适量
,

以乙醇稀释成适当浓度 的溶

液
,

置荧光分光光度计上扫描 �仪器条件
�

激

发
、

发射狭缝均为 ��
� �

,

灵敏度 中档
,

温度

� � 士 �℃ �
,

得 鬼 臼毒素 的 最大激 发波 长为

� �  � �
、

� � � � �
,

最大发 射波 长 � � � � � �见附

图�
。

因以 � � �� 作为激发光源测得的荧光

强度较大
,

故选择该波长为测定用激发波长
。

取卵磷脂
、

胆 固醇适量
,

均以热 乙醇溶

解
,

冷至室温
,

分别稀释成适当浓度的溶液
。

相同条件下
,

以 � � � � � 激发光分别扫描卵磷

脂
、

胆 固醇乙 醇溶液及二者混合液的发射光

谱
,

结果三者均在 � �  � � 处有一峰
。

由此 可 知
,

以 � ��� � 为 激 发 光 波 长
、

� � � � � 为发射光波长测定鬼 臼毒素的含量
,

供试液中的成膜材料卵磷脂及胆固醇均不产
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� � �� � � � �
�

�

� � � � ��  � ��� � 一� � �  � � � � �峨��� � , �

附图 鬼臼毒 素的激 发光谱 ��
、

� �和 发

射光谱 �� �

生干扰
。

�二�线性关来考察 精密量取鬼 臼毒素

贮备液 �
�

�� �于 �� � �量瓶 中
,

以乙醇稀释至

刻度
。

分 别精密 量 取 �
�

�
、

�
�

�
、

�
�

�
、

�
�

�
、

�
�

� � �于 �� � �量瓶 中
,

均 以 乙 醇稀 释至 刻

度
。

以乙醇为空白
,

分别测定各浓度对照品

液的相对荧光强度�� �
,

以浓度 � �拼� � �� 对 �

回归
,

得 回归方 程为
�
� � �

�

� � � 十 �
�

� �
, � 二

�
�

� � � �
。

�三 �回 收 率试验 精密量取 已测知含量

的脂质体适量
,

数份
,

分别加入适当浓度的鬼

臼毒素对照品液适量
,

混匀
,

按
“

二
·

�七 �
·

�
” 、

“

二
·

�七 �
·

�
”

项下方法分别制备相应的供试

液
,

按
“

二
·

�八 �
”

项下方法测定其中鬼 臼毒素

含量
,

分别计算鬼 臼毒素经凝胶柱过滤后的

回收率
,

及经 乙醇提 取等处理后 的 回收 率
。

结果见表 �
。

表 � 回 收率试验结果 �� � ��

加入量�拜以��
测得量 士 � � �拜�� �� 回收率 士 � � � �� �

凝胶柱过滤

� �
�

� � 土 �
�

� �

��
�

� � 士 �
�

� �

� � �
�

� � 士 �
�

��

乙醇提取

��
�

�� 士 �
�

� �

� �
�

� � 士 �
�

��

� � �
�

� � 土 �
�

� �

凝胶柱过滤

��
�

� � 土 �
�

��

��
�

� � 土 �
�

� �

��
�

� � 士 �
�

� �

乙醇提取

� �
�

� �

��
�

� �

� � �
�

� �

� �
�

� � 士 �
�

� �

� �
�

� � 士 �
�

� �

��
�

� � 士 �
�

��

平均回收率 ��
�

� ��
�

�

�四 �精 密度试验 同一条件下
,

连续测

定适当浓度对照品液的 � 值
,

结果其 � �� 为

�
�

� � � �� � � �
。

�五 �稳定性试验 将
“

二
·

�七 �
”

项 下 �

种供试 液 ��
, 、 ��  室温 放置 �

、

3

、

6

、

1 2

、

2 4

、

4 8 h 时
,

分别测定其 F 值
,

结果 5
1、昆 的 R SD

分别为 0
.
38 %

、

0

.

4 1 % (

n =
6 )

。

见表 2
。

表 2 稳定性试验结果

放置时间 t F 值 R
sD (% )

(h) 乌 昆 熟 几

1 326
.
90 209

.
6 1

3 326
.
24 208

.
85

6 325
.
03 208

.
0 1 0

.
38 0

.
4 1

12 325
.
31 208

.
12

24 324
.
81 207

.
8 1

48 323
.
34 207

.
15

(六 )激发光照射试验 将适当浓度对照

品液于 29 0
n m 激发光照射下进行时 间扫描

,

间隔 一 定时 间测 定 其 F 值
。

结 果 该液 在

633nm 处的 F 值 33m i
n
内未变

。

( 七 )供试液的制备

1
.
脂质体凝胶柱分离试验 取充分溶

胀的葡聚塘凝胶适量
,

按文献法[
6〕制备凝胶

柱(争12m
r飞 火 1 0 0 m m )

。

精密 量取脂质体液

o
.
sm l于 往 顶

,

以 P B S 洗 脱
,

流 速 1
.
Om l/

m in
,

每份收集 2m l
,

均 以荧光分 光光度计检

测
,

以确定游离鬼臼毒素所在 的流分
。

结果

共收得 18 个流分
,

游离鬼 臼毒素出现在第 9

一 16 流分之间的 16 m l洗脱液 中
。

2

.

测定脂质体液中鬼 臼毒素总量的供

试液 (S
;) 精密量取脂质体液 0

.
5m l于蒸发

皿 内
,

水浴蒸干
,

以热 乙醇将残留物定量移入

50 ml 量瓶中
,

待冷至室温
,

补加乙醇至刻度
,

摇匀
,

过 滤
,

弃去 初滤 液
,

精 密量 取 续滤 液

o
.
Zm l于 10 m l量瓶中

,

以乙醇稀释 至刻度
,

即得 S
, 。

3

.

测 定 游离 鬼 臼毒素 含 量 的供试 液
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(昆) 精密 量 取脂质体液 0
.
5m l

,

按
“

二
·

( 七 )
.
1 ”项下确立的条件进行凝胶柱分离

,

准

确收集游离鬼臼毒素部分于 25 m l量瓶中
,

以

水稀释至刻度
。

精密量取 4m l于蒸发皿内
,

以下按
“

二
·

( 七 )
·

2

”

项下 自
“

水浴蒸干
”

起操

作
,

即得 凡
。

( 八 )样品浏定 取 3 批脂质体
,

按
“

二
·

( 七 )
”

项下方法制备供试液
。

以 乙醇为空 白
,

适当浓度对照品液为校正
,

分别测定供试液

的 F 值
,

代入方程并按稀释倍数计算脂质体

液中总鬼 臼毒素含量 Cl 及游离鬼 臼毒素含

量 q
。

( C
, 一

q ) 即为包入脂质体内的鬼 臼

毒素含量 场
,

( 几/C ; X 10O % )即为脂质体的

包封率
。

结果见表 3o

表 3 样品 浏定结果

批 号 q 伽以1) q 伽岁l) 包封率(% )

960311 263
.
11 208

.
33 20 .8

960412 264
.23 208

.48 21.1

96042 1 264 .87 207
.66 21.6

注
:
表中数据为 3 次测定平均值

三
、

讨论

1
.
实验初期

,

曾先后试用紫外分光光度

法
、

H P L C 法测定鬼臼毒素脂质体的含量
,

各

因成膜材料干扰鬼 臼毒素的紫外吸收
、

粘性

较大的卵磷脂较难从色谱柱上洗脱
,

使 2 种

方法均未获成功
。

后来
,

在发现鬼 臼毒素具

荧光特性的基础上
,

采用荧光分光光度法测

定
,

成膜材料对测定无干扰
,

可直接对供试液

进行测定
,

操作简便
,

灵敏度高
,

结果准确
。

2

.

根据脂质体粒子与鬼 臼毒素分子悬

殊的大小差异
,

采用葡聚糖凝胶过滤法
,

将脂

质体液中包入脂质体内的鬼 臼毒素与游离鬼

臼毒 素(指未包入脂质体内)分离
,

以便分别

求出二者的含量
。

实验中发现少数粒径较大的脂质体难以

从凝胶柱上洗脱
,

若直接测定包入脂质体内

的鬼 臼毒素含量
,

结果会偏低
,

故本文在测出

游离鬼日毒素含量及鬼 臼毒素总含量的基础

上
,

换算出包入脂质体内鬼 臼毒素的含量及

脂质体的包封率
,

从而较全面地控制 了该制

剂的质量
。
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