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方法
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侧定皿中加� �协�血浆
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,
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�� 士。
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� ℃ �� 分钟
,

标准品
、

样品
、

空白同

时进行
。

以荧光偏振度为纵座标
,

标准品浓

度为横座标作图得标准曲线 �图 � �
。

�口� ,

�� � 法可直接测定抗原
、

抗体的结合

反应
,

使分析准确度高
,

重复性好
。

药物浓

一

舫荣光佩振程度熟
比的特征曲线为药物

低浓度分析提供了十分可靠的灵敏度
。
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国立高等教育学院化学系)

色谱分析法如高效液相色谱法
、

气相色

谱法等已被广泛地应用
,

并成为恻量体依中

药物及代谢物浓度的有力的工具
,

然而一个

好的实验室方法必须从统计学方 面 加以验
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证
,

要考虑这种方法的专一性
、

检测限度
、

准确度
、

精密度
、

线性关系和回收率
。

在药物分析方面
,

有关色谱法的应用有

大量的报道
,

与改进 的方法一样
,

新的方法

在分析和制剂学杂志上的报道越来越多
,

但

往往不易重演
,

有时常需对这些方法加以改

进
,

一旦某种方法得到改进
,

就要重新对其

进行统计学上的验证
。

从理论上讲
,

一种色

谱法一产生就应该能使别人能重演或基本重

演
,

可实际上却常因许多原因而做不到这一

点
:

1 . 原法指定的柱
,

与 “
新

”
柱或其它

柱相比
,

可能已部分地失去了它原有的如柱

效
,

涂布的均匀性等性质
,

并在色谱行为上

表现一定的差异
。

·

2

.

由于缺少文章中指定的柱和高纯度

的试剂
,

使人们难以寻找与报道近姆
L
的条

件
,

如一个 C
:。
反相柱

,

报道在日本能里对

但在欧洲或美国就不一定适用
,

辱御翔攀
。

况且即便同是 C
、。

柱
,

.

郎不熊;拯证南全相

同
。

一 州 一共 厂自聆执击
3 . 因此倘若决定用基种代琅碑, i勘必

须 改变其它色谱条件
,

如H P L 。中李动相组

成
、

G L c 中的柱温等
,

以得到最像晦笋果
。

4
.

有时因应用及对灵敏 度 的 要 求不

同
,

对方法也有不同的要求
,

比如改善特珠

分析的灵敏度
,

必须改变提取方法使回收率

增加
,

或制备衍生物
,

或用更 灵敏 的检测

器
。

再如
,

有 时要求测原药物时还测定药物

的代谢物
,

而原方法仅仅是测定药物
。

以上几点说明有必要对原 方 法 重 新评

价
。

在 目前发表的应用性文章中绝大部分还

缺少这方面的系统而有价值的评论
。

评 价

医药管理部门F D A 要求对临床和 非临

床实验研究实行
“
优良实验操作规程

” ,

根

据这些规定
,

对 色谱法评价的基本标准就是

愉查它的可靠性
,

包括药物稳定性
、

专一性
,

检测限度
、

准确度
、

精密度
、

线性关系和回

收率
。

在药物分析领域有关的报道很多
,

其

中有许多优秀的文章
,

其中 D
e L ee n heer

和 N e lis 对体液中药物选择分析的评价 和 进

展进行了讨论
,

但仅简单提到评价方法
,

木

文洋细讨论了色谱法评价的各个标准
。

二‘

最重要的是制备标准贮备液和工作液
,

应保留称重记录并由另一人检查
,

记录制备

过程
,

、

贴上标签
,

写上化学名
、

制备 日期及

使用期限
、 ’一
浓度

、

溶剂组成和贮存条件
。

生

物标准淮是用相同体积不同浓度的标准品溶

灌加到空
.
自体液中制得

。

全部分析仪器如自动移液管
、

分离器
、

滴定管等必须定时检查
,

仪器最好每 日用线

性训禄准锹的榄侧限度或其它指标校准
。

每

台仪器必须备育泌维护手册
” ,

记录有可能

幽秘的散障和雄护方法
。

·

:

娘颧蜘瞰攀耶右衍生化或蒸发有机溶剂

趁酗瞬粼舞曝要选择~ 个合适的内标
,

畴铆即瞬徽砌物
有相似的分子结构和物

理性质 , 其色谱带与被测物要比较接近
,

即

心咚为雄娜物的士a食% 以内
。

,

困雄刻娜游晶时角应同时制备一条标准
缓碑瞬娜臻娜

内标的峰高比或面积比

对药物蜘娜踢娜锋卿归而得
,

.
’

因此
,

从测

得的峰高珍或峰面积比眼浓求算决物样品中

鲜麟翻卿禅粼下
·

j

一

介乡{了 众

川绷心御肉挤明三、乞愈
‘

街
:
游娜卿孵窗榔

样液等在不同的温

度丫
」

光服矛摄赛物粼条矜下贮存易河 能产

生分瞬 应绷螂加以检脊
,

劫尤其是那些因长

期保存可能级附母玻墉戴茶它如塑料等材料

上的药物的稳定性石使用的塑料注射器或容

器可能产生塑料屑
,

一

‘
真空容器的塞子可能产

生高聚物污染
,

_

幸这些都已证明会干扰药物测

量
。

测定药物稳定性的条件应 与样品分析的

条件相同
,

因为实验操作中也会有药物的分

解或损失
,

这反映出了分析方法的回收率
,
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重现性和精密度
。

另外
,

选用的方法应有足

够的灵敏度以测定低浓度的分解物或反映分

析时的微小变化
。

专一性
_

在生物样品测定中
,

可能因其它化合物

或药物的存在而干扰被测药物或其代谢物的

分析
,

如有干扰峰存在
,

可以通过综合分析

找出干扰源
。

例如在用 G L C 法测定血中苯

丁胺时
,

有一个保留时间与其 相 同 的 干扰

峰
,

后来发现干扰是来源于使用的塑料移液

管的尖部
。

消除这种干扰的方法很多
,

比如

采用选择性好的提取方法
,

使用专一的检测

器或变换色谱参数等
。

检测器的限度

检测器的限度 (L Q D )是指能在分析中

正确检测的被测定物的最低浓度
。

数学上定

义最大空白信号以上30 为L O D (O = 检测峰

对峰噪声的标准差)
。

若以S
x
表示浓 度C

x

的信号值
,
乙s

二

为对应浓度变量各
。 二

的信号变

量值
,

那么显然S
x
与C x有如下线性 关系

:

乙e
二
_ 乙s

二

C
x

S
x

由于各种因素如 日间检测器响应值的变化
,

使得检测限量不是一个常数
,

它必须经统计

后确定
,

在此以下的值应不作报道
。

准确度和精密度

准确度为测定值与标准值的接近程度
,

常以误差表示
。

绝对误差即观测值与标准值

的差值
。

相对误差为该差值对标准值的百分

比
,

在 色谱分析中常用以表示准确度
。

准确

度应在 与其它可靠方法比较后确定
,

比如 与

放射性同位素标记药物法比较
,

经线性回归

分析 (r ) 0
.
98 ) 后判断这两种方 法 的相关

性是为最可靠的评价标准
。

精密度表示结果的重现性
,

表示为在侧

定条件下反复实验结果的百分相关系数
。 ;

冬

在药物的色谱分析中
,

方法的准确度稚

重现性是 以日内和 日间测定结果来表示的
,

测定至少在标准曲线整个浓度范围内重复四

次
。

进行 日内分析时
,

可由不同量的标准品

加入空 白体液中测定后得到峰高或峰面积比

的平均值
,

对标准值的平均值作图进行回归

分析
,

此时浓度值与峰高或峰面积比值相对

应
,

依标准回归曲线可进行计算
,

由这些结

果产生精密度
。

对日间分析
,

每 日均要作标

准线
,

因此可有四条或更多的标准曲线用于

表现重现性的统计计算
。

线性关系

线性关系是由在设定的浓度范围内重复

测定不同浓度的生物标准品
,

并对结果进行

线性回归分析而确定的
。

实际上
,

在 日内分

析中得到的线性回归曲线即可证实分析的线

性关系
。

回收率

制备的生物标准品的回收率是用两种方

法计算的
。

其一
,

比较一系列加入的标准品

(经提取分离)与参比标准品的峰高 ,其二
,

比较二者 线性回归曲线的斜率
。

质皿控制

分析过程及样品中药物分析的可靠性应

该依据内部或外部的质量控制方案用每批样

品加以检查
。

质量控制中的样品可由非分析

工作者准确地将已知量的被测药物加入空白

体液
。

至少应有全部样品的10 % 成为质量保

证 (Q A )的样品
,

如果 Q A 样品不在 士10 %

以内
,

一般来讲这批样品需重新测定
。

〔 T r en d s in a n a lv tie a l e h e m is tr y 《分

析化学进展 》
,

5 ( 5 )
:

1 1 5 一 xi了
,

1 9 8 6 ( 英 文) 〕
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