六 药物分析

药物分析是药学中的一门分支学科,它是药学和分析科学的交叉学科,其内容包括药物(原料,制剂,制药原料及中间体等)的检验,药物稳定性,生物利用皮,药物临床监测以及中草药(动物,植物,矿物类)检定等诸多方面的有关定性定量分析工作.其目的是确保药物的质量,保证病人用药的安全有效.此外,像毒物分析,运动员的兴奋剂检测,成瘤药物检查等也属于药物分析的范畴.药物分析使用化学,物理,生物,数学,计算机及自动化等许多学科的手段,并随着这些学科的发展而发展.在这些学科中,与药物分析关系最密切的还是化学,尤其是分析化学的手段在药物的研究与开发中应用得最为广泛.本章将就分析化学在药物研究与开发中的应用及药物分析的前景进行讨论.

一,药典与分析方法

为保证药品的质量,很多国家都有自己的国家药妙"2J,它是记载药品标推和规格的国家法典.是国家管理药品生产,供应,使用与检验的依据,通常都由专门的药典委员会组织编写,由政府颁布施行.凡届药典收载的药品,其质量在出厂前均需经过检验,并符合药典规定的标准和要求,否则不得出广,销售和使用.药典中列出许多分析方法,分别用于不同药物的检验.从这些方法可以看出该国的药物分析水平,但是有一个规定,就是所提出的方法必须是很成熟的方法,同时也是容易推广和掌握的方法.因此尽管可能已经报道有很先进的或者用很新技术或仪器的方法,在没有经过更多的考验

之前,还是不能收载在药典中.换句话说,就是药典中给出的方法并不是越新,越高级越好.这一点,分析工作者有时不够理解,常以为方法越新越好.还有一点需要指出的是,药典中所规定的指标都是该药物应达到的最低标准,各生产厂可制定出自己的高于这些指标的标推,以生产出更高质量的药物.此外,药厂也完全可以便用自己认为合适的分析方法进行药品的质量控制,但是如果一旦产品质量出现问题,需要进行仲裁时,则要以药典收载的方法为准.

药典中对每一个药品及其制剂都单独列为一个项目

容:

(1)性状

记载该药品的各种物理化学性质.一般包括外观,.

(2)鉴别

色泽,溶解度,晶型,熔点,比重,疥光率,紫外吸收系数等.这些都是药品的特性,是否为该检品

根据这些性质可以帮助初步判断

龟或产物,有时可结合紫外吸收与红外光谱,帮助鉴别捡品是否与品名相符.

(3)枪查

系指杂质的检查.需要检查的杂质项目,主要是根据生产该药品所用的原料.制备方法,贮存容器与贮存过程可能发生的变化等情况.考虑可能存在的杂质,再联系这些杂质的毒性,经综合考虑而提出的.一般情况下,对杂质规定有一定限量,不能超过这个限量,否则即不合格

(4)含量测定

主要确定药品中有效成分的含量范围,测定方法力求简便快速,易于推广和拿握.

同时还要考虑所用仪器是否容易获得与使用情况 我国药典收载的常用方法也在随着学科的发展而不断有所增加与改进N.如1953年版只有重量法,容量法(蘸碱滴定法,氧化还原法,银量法),旋光法,比色及紫外线吸收系数测定法,1963年版就增加了络合滴定法.非水溶液滴定法.费休式水分测定法,分光光度法,极谱分析法(1977年版取消),其后出版的1977,1985,1990,1995年版的药典又陆续增加了亚硝酸钠重氮化滴定法.电位及水停洒定法.氧瓶燃烧法.原于吸收法,荧光分析法.红外光谱沈,

色谱法(柱色谱,纸色谱,薄层色谱,薄层扫描法,气相色谱,高效液相色谱),电泳法(纸电泳,凝放电泳,酯蘸纤维素膜电泳)等方法,与国际上其它药典所用的方法大致相同.

二,药物分析方法

前面已经提到一些药物分析中常用的方法,药典中使用的方法目前多趋向于色谱法,尤以高效液相色谱为普遍.当然,分析化学中常用的分析方法仍都有应用,如基于化学反应的重量法和各种容量法;基于光学或谱学的紫外(UV),可见(Vis).红外(IR),荧光(凡),拉曼[R删),核磁共振(NhQ),各种计算分光光度法等;基于电化学的各种极谱法,伏安法,库仑法,离子选择电极及各种传感器.利用电流和电位的各种滴定方法等;各种色谱方法,除上述的纸色谱(PC),薄层色谱(TLC),气相色谱(GC),高效被相色谱(HPLC)外,离子色谱(Ic),排阻色谱(sEc),超临界流体色谱(SFC)也都在发挥作用,新兴的毛细管电泳(哪)和电色谱法(EC)正在引起分析工作者的极大兴趣,在国内外都是热门课题,发表的文章每年都在增加.估计不久的将来.随着仪器的普及,毛细管电泳法将会被药典所收载.质谱的发展也很迅速,除单独使用外,与各种色谱仪的联用也受到重视,气相色谱—质谱联用(Gc小赐)已很普遍,液相色谱—质诺联用(比刷S)由子几种新接口的出现也已趋成熟,商品仪器己较普遍,国外有关液相色谱—质谱联用的工作已有很多,甚至液相色谱—质谱—质谱联用(LC朋S刷s)也被不少药物研究和生产单位较广泛地用于药物代谢的研究 在国内,则由于仪器需要进口,且价格昂贵,工作还很少开展,有待今后加强努力.超临界流体色谱和毛细管电泳与质谱的联用也已有不少报道 化学计量学在分析中的应用国内己做了不少工作,尤其在分光光度法方面已有不少报道.在解决色谱重叠峰,选择色谱流动相及其它方面的工作也在进行.

三,药物代谢研究中的分析工作

药物的代谢转化是指药物进人人体后,在体内进行一些反应,发生结构变化,使脂溶性的药物获得极性基团,增加水溶性,而利于从肾及胆道排泄的过程〔d.药物在体内的整个过程通常用四个英文字母表示,即A1)h吸.A表示吸收(ab印rption),为药物被生物体的吸收;D为分布(dt姚nbutlon),为药物在生物体内的分布;M为代谢(限tab01i删),即药物在体内的代谢转化;E为排泄(exc肥tlon),即药物及其代谢产物自体内的排除 药物的代谢转化一旅分为两类反应:第一相反应包括氧化,还原,水解,水合,脱硫乙酰化,异构化等;第二相反应为结合反应,主要包括葡萄糖醛酸化,硫酸酯化,谷肮甘肋结合,乙酰化,甲基化,氨基酸结合,脂肪酸结合,以及缩合等.

药物的两相转化反应均需要体内多种酶的参与.经过一相反应后,药物分子上形成羧基,经基,醇基,胺基等,便于进行第二相结合反应,形成极性更高,水溶性更大的代谢产物,有利于从肾及胆道排出体外.药物经过机体的转化,可能发生相应理化性质的改变,从而改变其药理和毒理活性,如代谢失活,代谢活化,药理活性增强或减弱,以及形成毒物及致癌物等.因此研究药物的代谢转化过程,明确药物的代谢转化途径,有助于理解药物的药理作用及毒副反应的机理,指导临床合理用药.

药物代谢转化的研究一般有两种途径.一种途径为通过薄层色谱,高效液相色谱等手段从体内体外代谢样品中分离,检测,制备代谢物纯品,然后利用紫外,红外,核磁共振,质谱等手段进行结构鉴定;另一途径是以质谱为结构鉴定基础的色谱—质谱联用方法,井辅以同位京标记,衍生化反应以及纯品对照等手段,对代谢产物进行结构鉴定.后者尤其适合于生物体液中药物及其代谢产物的定性,定量测定与药物代谢动力学方面的研究.

1.以TLC,HPLC等分离制各为基础的分析方法

这一类方法主要包括代谢物的分离,检测,纯品制备与结构鉴定几方面的工作.药物的分离检测,主要方法有柱色谱,TLL,Gc与叩凹 叩比常用于药物及其代谢产物的同时分离与检测.根据药物代谢的一般规律,代谢物的极性较原药大,所以在反相叩比系统中代谢物一般先于原药被洗脱出来,特别有利于代谢产物的识别.与BP—叩阳台的检测方法主要有电化学方法(EC),荧光检测(四),紫外吸收检测

(W)与放射性检测(肌).二极管阵列检测器(则)由于能同时进行多波长检测,并问步记录色谱峰的吸收光谱,检测峰纯度,与叩U配合,已成为快速分离检测未知代谢产物的有力工具,适合于体外代谢研究的代谢条件的优化,以及体液中未知代谢产物的分离检测柱色谱,TIj,制各HN—L由于样品容量大,操作条件灵活,适合于代谢产物的制备与纯化 对体外,体内代谢进行色谱分离前,需要对样品先进行提取分离,必要时先做去蛋白处理.常用的提取方法合液液提取与洒固提取.液液提取中常用的溶剂有乙酸乙酯,::氯甲烷,氯仿,乙醚等.根据药物及其可能形成的代谢产物的性质,可能需要调节溶液的PH值,或加入离子对试剂等.以尽可能全囚地提取出主要代谢产物.液固提取由于需要的溶剂量相对较少,提取时没有乳化现象,提取的代谢物极性范围较广等优点,而R益受到重视.常用的因相提取材料合5ep—PaLCl8柱,XAI)2,比nd E1叭校等 而M(;K(3rniHg争"介绍的盐—溶剂对提取法,适合厂多种生物体洒中弱酸件,中性,碱性代谢物的提取,并且问收率高.

分离制备得到的代谢物纯品的结构鉴定主要借助于紫外,红外,核磁共振,质谱等手段.由于代谢物的结构与原药密切相关,因此比较它们波语信息的异同,可以推断代谢产物的化学结构.质谱中各种软电离技术.如场解吸(凹),快原子轰击(F朋)等的使用,有利于提供代谢产物的分子量信息.氢NMR谱,碳NMR诺以及其它有关的NMR谱,如NoE等效术在药物代谢产物研究小已有广泛的应mL"'81,能够提化有关代谢产物分子结构较为详尽的信息,能够用于区别体置异构体及立体异构体

2.色谱—质谱联用分析方法

色谱—质诺联用方法由于将色谱的高度分离能人与质谱的高检测灵敏度,定性专属性集于一身,已在药物代谢的分离与鉴定工作中得到广泛应用.这类方法的主要依据是药物发生代谢转化后,一般仅是在原药的基础上进行部分结构修饰,药物的母体结构一般不会发生太大变化,因此代谢产物与原药常有相似的质谱特征离子,据此可以对代谢产物进行识别,再结合共它衅片特征,对共结构作出合理的判断.实际应用中,常结合同位素标记来辅助代谢物的识别,并将代谢物的EI肥行为与合成品对照,进一步证实其化学结构 色谱—质诺联用方法由于灵敏度高,特异性强,特别适用于体掖中疽量代谢物的检出及质谱行为较相似的系列化合物代谢转化规律的研究工作气相色谱—质谱联用技术(GC刷s)由于商品化仪器出现较早,在药物代谢研究中应用较为广"泛.但气相色谱对样品的极性与热稳定性有一定要求,因此在用GC朋S分析前,样品的预处理颇为重要,药物及其一相,二相代谢产物的热稳定性,挥发性,极性可能差异较大,需要根据具体情况对样品先进行水解处理或衍生化处理 其中硅醚化衍生方法在药物代谢研究中应用最为普遍,有多种硅醚化试剂可供选择,常用的有踢T12A/1%IM畅,胁等.衍生化后的代谢物不但色谱行为改善,而且其质谱行为对代谢物的结构阐明能提供更多证据近年来.各种液相色谱—质谱(比爪仍)接口的研制成功及商品化,使比爪亿成为药物代谢及药物代谢动力学研究的有力工具 与CC肥技术相比,比朋S的样品前处理简单,一般不需要水解或衍生化处理,可直接用于药物及其一相,二相代谢产物的同时分离与鉴定较早的比爪侣接口有传送带(阳),粒子柬(阳),热喷雾(蝇),其中咒化肥较为成熟,灵敏度较高,在药物代谢研究中应用已较夕卜u].新近出现的大气压电高技术.电喷雾(ES)和大气压化学电离(A1吧I)技术,是液相色谱—质谱联用接口方面的一大进步,国外已有商品供应,正在受到药物研究工作者的重视与欢迎,府用日益广汐'卜14J 电喷雾技术作为一种相对"软"的电离技术,特别适合于药物第二相结合物,如葡萄糖醛酸结合物,硫酸酯结合物等的检出.大流量电喷雾技术(me8dHow—ES)与大气压化学电离技术还能与内径2.1删或4.6删的常规HPLL校直接联用 同时在AKl6术中,通过灵活改变锥电压(咖c W1吨e),可以获得与MS肋S中碰撞诱导解离(cH))相比拟的分子诱导碰撞淬片信息,克服丁一般化学电高技术碎片信息少的缺点UZ/Ms肋s,MS/kIb联用技术中恒定中性丢失(4L)与CID技术使药物代谢产物的分离,检测与结构签定的过程变得更为方便和快捷.总之,随着质谱技术以及液质接口技术的不断发展,液相色谱—质谱联用终将成为研究药物代谢及药物代谢动力学十分有利的分析手段

四,手性药物的分离分析方法

手性是自然界普遍存在的特征 电物体系统内部的受体,酶,核酸,蛋白以及多糖等都具有与其功能相适应的手性结构 药物存在对映体时,在其进入生物体内后,因受这些手性物质的选择性控制,其代谢途径和药理作用常不相同,生物活性和药效也就不同,而其毒副作用也常存在差异.近年来的临床实践多次证明了这一点.即其中一种异构体有治疗作用,而另一对映体则无作用,或甚至有很强的毒性或副作用 据认为现在市场上销售与临床上使用的许多化学合成药物有75%以1:是外消旋体的形式.即为两种光学异构体的等量混合阶"i 为了用药的安全有效,有必要对手性化合物的各个异构体分别进行考察,了解各自的生理活性.不少国家己规定,要求申报手性药物时,必须对不同异构体的生理作用叙述清楚.因此手性药物的分离和测定在药物分析中就占有很重要的地位,以便对药物进行质量控制,并为药物的药理,毒理研究提供分析手段.由于对映体的物理化学性质几乎完全相同,经典的分析方法和一般的色谱方法无能为力 近年来手性分离已成为分析化学中的一个热门课题,也取得了很大的进展.目前最常用的方法是色谱法和毛细管电泳法.分离时可采取两种途径,即直接法和间接法.两种方法都涉及非对映异构体的形成,所不同的是所形成的非对映异构体是否具有可逆性.采用间接法时,将对映体混合物与光学纯的手性试剂反应,生成两个非对映异构体,然后用常规的色谱方法分离 这种方法分离的是衍生产物而不是原对映体.间接法的优点是:(1)可使用价格便宜,柱效较高的非手性柱(如咖);(2)可选用具有各种发色团或较强荧光发射基团的手性试剂.但其不足之处是:(1)对映体必须含有能与手性试剂反应的基团;[2)衍生化反应操作复杂,费时.且容易造成组分的损失;(3)对手性试剂的纯度,储存和反应过程中的稳定性要求较高;(4)两个对映体的衍生化反应速率应当一致;(5)生成的非对映体应当容易分解为原来的对映体.

在直接法中,又分为采用手性固定相和手性流动相添加剂两种操作.手性固定相法是基于样品与键合到载体表而的于性选择刑(又称于性识别剂)间形成暂时的非对映络合物的能量差或稳定性不同而达到手性分离.手性流动相添加刑法则是通过对映体与添加到流动相中的手性物质分子形成—对非对映的络合物,由于非对映络合物的稳定性,

在流动相中溶剂化作用或络合物与固定相的键合等性质的差异而得到分离,与间接法相比,直接法具有很大优势.为气相色谱法,高效液相色语法及超临界流体色语法设计使用的手性固定相己有多种成为商品出售,其应用日益广aL'HN,新的手性固定相和手性选择剂仍不断出现.但手性固定相的价格较高,在一定程度上限制T它的使用.

值得一提的是近来利用毛细管电泳拆分手性化合物的工作日见增岁"ih,尤其是使用环糊精及其衍生物为手性选择刘的报道占主要部分.其它如冠醚,低聚糖,蛋白质,大分子抗生素等也有手性拆分的能力.这方面的研究正方兴来艾.但毛细管电泳的样品处理量太小,无法用于制备工作.

五,展望

上面简单地讨论了分析化学在药物的质量控制,新药研究,药物代谢,手性药物分析等力面的应用,从中可以看出药物分析所起的作用 前面也已经提到,药物分析涉及的面很广,其对象更为多种多样,包括合成药物,生物药品,中草药,毒物,成瘾药物,兴奋剂,临床药物监测,等等.随着生物工程的发展,基因药物会日益增加,肯定会时药物分析方法和质量控制内容提出更多更高的要求,可能会引入更多的新的仪器分析方法,以及生物技术和生化方法.药物分析中所使用的方法现在已是多种多样,随着其它学科的发展,老的方法将不断更新,新的方法将层出不穷.此外,计算机的发展更是迅速,它在分析中的应用必将不断深入,从而带动着分析仪器也将缩短更新换代的时间,并将出现多种智能化,微型化的自动分析仪器.药物分析工作者也必须努力学4新的有关知识,才能跟上科学的发展与进步,做好自己的工作.

亚运会兴奋剂检测

吸用药物历史

600年以前古罗马斗士就用过刺激剂.

1960年,罗马奥运会上发生了丹麦自行车选手因服苯丙胺死亡事件.

1967年,英国也有自行车选手服苯丙胺死亡

因此

1968年 禁用:8种 检测方法:GC—FID

1972年(20届奥运会) 禁用:26种 检测方法:GC—NPD,计算机

1976年 禁用:31种 检测方法:GC—MS,确证

1980年 禁用:58种 检测方法:毛细管GC

1984年 禁用:69种 检测方法:毛细管GC

1988(24届汉城) 禁用:100种 检测方法:加 HPLC,二极管陈列

1990年(亚运会) 禁用:106种 检测方法:加 HPLC,二极管陈列

2000年(悉尼奥运会) 禁用:115种 检测方法:加 HPLC,二极管陈列

兴奋剂分类(禁用药物分类) 1994年

刺激剂(41种)——苯丙胺,咖啡因,可卡因等(尿中含量超过12μg/mL定为阳性)

麻醉剂(10种)——兴奋成瘾

合成类固醇及β2激动剂(27种)——睾酮类,女人男性化

β阻断剂(12种)——镇静作用,如射击

利尿剂(13种)——如速尿类

遮蔽剂(2种)——为了不检出药物

肽类激素(4种)——促进腺激素,红细胞生成素

检测手续

得名次运动员在比赛完1小时内去取样站报到,专人跟着取尿75mL.分装二个瓶(50+25)编号密封,送检测中心用50ml分析.在24小时内报告结果25ml复检

88年汉城查出10阳性,其中3个金牌

初犯运动员禁赛2年

再犯运动员禁赛终身

检测实验室的资格

必须在比赛前一年通过正式考试,3次预考.每次分析10个尿样,24小时内得出结果.如一个不正确须重新补做2个未知样.

复考时分析8个未知尿样,错一个,补加2个.若复核不能通过,取消资格.

困难的是标准样品的收集和阳性尿的取得.因药物是世界各地生产的,阳性尿取得必须有人自愿服用这些药物,并按时收集尿液作为对照标准,还要有药物的阳性尿.标准品和空白尿的色谱和质谱图,共同对照比较也可确证.

我国检测工作

我国于89年11月正式通过考试,12月取得资格.我国成为世界上第20个亚洲第3个(日,韩)合格实验室.

咖啡因 要定量分析

一般都是定性,但:

睾酮 要定量分析,最低允量,6μg/ml

└→亚运会被周同惠等测出199μg/ml 显然要禁赛.

