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紫外分光光度法测定艾司唑仑中毒患者血药浓度
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潘蔚， 吴勇梅， 杜书明， 刘军生

（解放军第二五四医院， 天津　 ３００１４２）

　 　 摘要： 取 ０􀆰 ５ ｍｌ 血清， 碱化后加乙酸乙酯充分震荡萃取，
静置 ５ ｍｉｎ 以 ４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 高速离心， 取乙酸乙酯层置于尖底

玻璃试管中氮气吹干， 加 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｈ２ ＳＯ４ 溶液 ２００ μｌ 溶解残

渣， 取 ５０ μｌ 于微量比色池中紫外扫描。 血清中艾司唑仑 （舒

乐安定） 最大吸收峰 ２７８ ｎｍ， 回归方程 ｙ＝ ０􀆰 ０８７ ７ｘ＋０􀆰 ０２５ １，
相关系数 ｒ＝ ０􀆰 ９９９ ５， 线性范围为 ０􀆰 ５～３０ μｇ∕ｍｌ， 最低检出浓

度为 ０􀆰 ２ μｇ ／ ｍｌ， 方法回收率为 ８５􀆰 ８％～１０２􀆰 ６％， 相对标准差

（ＲＳＤ） 为 ３􀆰 ８％～４􀆰 ９２％， 日内、 日间相对标准差 （ＲＳＤ） 分

别为 ３􀆰 ０８％～ ４􀆰 ９３％和 ２􀆰 ９７％ ～ ４􀆰 ９６％。 利用紫外分光光度法

测定艾司唑仑中毒患者血药浓度， 是一简便准确快速的检测

方法。
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艾司唑仑片又名舒乐安定， 为新型安定类药物， 具有较

强的镇静、 安眠、 抗惊厥、 抗焦虑作用， 用于各种原因引起

的失眠、 惊厥、 焦虑紧张、 恐惧、 癫痫发作等症。 在临床上，
因用药过量或因家庭矛盾服用艾司唑仑而中毒的病例较常见。
因此， 快速检测艾司唑仑血药浓度对临床中毒诊断和急救很

有必要。 目前测定艾司唑仑血药浓度的方法有气相色谱法

（ＧＣ ）、 荧 光 偏 振 免 疫 法 （ ＦＰＩＡ ）、 高 效 液 相 色 谱 法

（ＨＰＬＣ）。 这些方法成本高， 不易开展。 基于对现有文献分

析［１～３］ ， 本文探讨了采用紫外分光光度法测定血清中艾司唑

仑药物浓度的方法， 仪器相对价廉， 易于普及， 且具有快速、
准确、 灵敏的优点， 在药物中毒急救诊断中取得了满意的

效果。
１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

仪器： ＵＶ⁃２６００ 型双光速紫外 ／可见分光光度计 （上海天

美科学仪器有限公司）， ５０ μｌ 微量比色池； ＬＧ１６⁃Ｂ 型高速离

心机 （北京雷勃尔离心机有限公司）； ＳＫ⁃１ 型快速混匀器

（常州国华电器有限公司）； 氮气吹干装置 （天津泰亚气体销

售有限公司）， 带盖的 １０ ｍｌ 塑料试管。
试剂： 艾司唑仑标准品纯度为 ９９􀆰 ０％ （天津市药品研究

所提供）， 乙酸乙酯 （ＡＲ， 天津市风船化学试剂科技有限公

司）， ０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＯＨ 溶液， ２ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｈ２ ＳＯ４溶液。 健康人混

合血清来源于本院体检中心， 艾司唑仑中毒患者血清来源于

多家医院急诊科或中毒 ＩＣＵ。
１􀆰 ２　 工作曲线的绘制

准确配制 １００ μｇ∕ｍｌ 的艾司唑仑乙醇标准贮备液， 用健康

人混合血清逐级稀释为 ０􀆰 ０、 ０􀆰 ５、 １􀆰 ０、 ５􀆰 ０、 １０􀆰 ０、 ２０􀆰 ０、
３０􀆰 ０ μｇ ／ ｍｌ 艾司唑仑应用液， 分别取 ０􀆰 ５ｍｌ 置于 ７ 个带盖的

容积为 １０􀆰 ０ ｍｌ 塑料试管中； 加 ０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＯＨ 溶液 ０􀆰 ５ ｍｌ
碱化， 然后各加乙酸乙酯 ５􀆰 ０ ｍｌ， 于混匀器快速混匀震荡萃

取； 以４ ０００ ｒ∕ｍｉｎ高速离心 ５ ｍｉｎ， 取乙酸乙酯层于尖底试管

中氮气吹干 （氮气流量 ０􀆰 ０２ ｍＰａ， 约 ５ ｍｉｎ 吹干）， 加 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ
Ｈ２ＳＯ４溶液 ２００ μｌ， 溶解残渣备用。 设定扫描波长范围为 ２００
～４００ ｎｍ。 取 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｈ２ＳＯ４溶液 １００ μｌ 做基线测量， 然后扫

描不同浓度的艾司唑仑萃取液。 按上述操作方法做 ６ 次平行

试验。
１􀆰 ３　 血清空白试验

取健康人混合血清 ０􀆰 ５ ｍｌ 分别加入 ３ 个带盖的塑料试管

中， 按前述样品处理及试验方法， 用 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｈ２ＳＯ４溶液 １００ μｌ
做基线测量， 然后再扫描其它 ３ 份空白。
１􀆰 ４　 样品测定

取带盖塑料试管标注 Ｖ（患者）和 Ｂ（空白）。 Ｖ 管加患者

血清或血浆 ０􀆰 ５ ｍｌ； Ｂ 管加健康人混合血清 ０􀆰 ５ ｍｌ， 加 ０􀆰 １ ｍｏｌ ／ Ｌ
ＮａＯＨ 溶液 ０􀆰 ５ ｍｌ 碱化； 然后各加乙酸乙酯 ５􀆰 ０ ｍｌ， 于 ＳＫ⁃１
型快速混匀器混匀后， 以 ４ ０００ ｒ∕ｍｉｎ 高速离心 ５ ｍｉｎ， 取乙酸

乙酯层于尖底试管中氮气吹干， ２ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｈ２ＳＯ４溶液 ２００ μｌ 溶
解残渣备用。 取 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｈ２ＳＯ４溶液 １００ μｌ 做基线测量， 然后

扫描待测样品 Ｖ 管。 根据 ２７８ ｎｍ 处的最大吸收峰进行定性，
查标准曲线或回归方程求出患者血清中艾司唑仑含量， 本试

验需要 １５～２０ ｍｉｎ。
２　 结果

２􀆰 １　 紫外吸收光谱图及检测波长的确定

用无水乙醇配制 １００ μｇ∕ｍｌ 的艾司唑仑对照品贮备液， 再

用无水乙醇稀释成艾司唑仑浓度为 １􀆰 ０、 １０􀆰 ０、 ２０􀆰 ０ μｇ∕ｍｌ 的
应用液， 氮气吹干， 以 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｈ２ＳＯ４ 溶解残渣， ２ ｍｏｌ ／ Ｌ
Ｈ２ＳＯ４做基线测量， 分别对艾司唑仑对照品进行扫描。 确定

２７８ ｎｍ 为艾司唑仑检测波长 （图 １）， 与有关文献报道略有

左移［ｌ］ 。
２􀆰 ２　 空白实验

健康人混合血清检测， 在 （２７８±５） ｎｍ 处均无吸收峰。
该试验方法若在 ２７８ ｎｍ 出现最大吸收峰， 结合临床， 应考虑

血清中有艾司唑仑成分的存在。
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波长 （λ ／ ｎｍ）

图 １　 艾司唑仑标准品吸收光谱 （２７８ ｎｍ）
２􀆰 ３　 血清中艾司唑仑紫外分光光度法的建立

依据参考文献 ［１ ～ ３］ 确定样品测定方法。 患者血清或

血浆中加入 ０􀆰 ５ ｍｌ 碱性溶液， 以增加血清中艾司唑仑萃取率；
氮气吹干萃取液， 加 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｈ２ＳＯ４溶解， 以提高检测方法的

灵敏度， 使最低检测限明显降低。 血清样品中艾司唑仑最大

吸收峰为 （２７８±１） ｎｍ （图 ２）。

波长 （λ ／ ｎｍ）

图 ２　 血清中艾司唑仑吸收光谱［（２７８±１）ｎｍ］
２􀆰 ４　 线性范围与检测限

配制的 １００ μｇ∕ｍｌ 艾司唑仑乙醇标准液， 用健康人混合血

清逐级稀释后， 根据艾司唑仑在 ２７８ ｎｍ 测定的平均吸光度值

（ｙ） 对艾司唑仑质量浓度 （ ｘ） 进行回归分析， 得线性回归

方程 ｙ＝ ０􀆰 ０８７ ７ｘ＋０􀆰 ０２５ １， 相关系数 ｒ＝ ０􀆰 ９９９ ５， 线性范围为

０􀆰 ５～３０ μｇ∕ｍｌ， 最低检出浓度为 ０􀆰 ２ μｇ∕ｍｌ。
２􀆰 ５　 稀硫酸浓度对测定艾司唑仑的影响

本实验观察了 １、 ２、 ５、 １０ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｈ２ＳＯ４不同浓度对测定

艾司唑仑的影响。 结果显示， 随着稀硫酸浓度的增大， 艾司

唑仑最大吸收峰右移 （红移）， 吸光度增大， 但吸收峰出现不

对称， 容易造成计算误差而致线性不佳； 稀硫酸浓度降低则

最大吸收峰左移 （蓝移）， 吸收峰对称， 线性范围增大。 本实

验选用 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｈ２ＳＯ４做基线测量， ２ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｈ２ＳＯ４溶解萃取残

渣于 ２００～４００ ｎｍ 扫描， 艾司唑仑最大吸收峰为 （２７８±１）ｎｍ，
准确度和精密度满意， 对皮肤也较安全。
２􀆰 ６　 回收率试验

取健康人混合血清 ２０􀆰 ０ ｍｌ， 分别配制 ０􀆰 ０、 ５􀆰 ０、 １５􀆰 ０、
３０􀆰 ０ μｇ ／ ｍｌ 的艾司唑仑血清样品， 分别取其 ０􀆰 ５ ｍｌ 于 ４ 个容

积 １０􀆰 ０ ｍｌ 的带盖塑料试管中。 操作按 “样品测定” 进行。
取 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｈ２ＳＯ４ ５０ μｌ 做基线测量， 然后再扫描不同浓度的

艾司唑仑血清样品。 在相同条件下测定艾司唑仑浓度， 其回

收率分别为 ８５􀆰 ８％、 １０２􀆰 ６％和 ９７􀆰 ６％； 相对标准差 （ＲＳＤ）

分别为 ４􀆰 ６％、 ３􀆰 ８％和 ４􀆰 ９２％。
２􀆰 ７　 精密度试验

在同一日不同时间及不同日间按上述方法测定艾司唑仑

浓度， 计算日内和日间相对偏差， 结果见表 １。
表 １　 艾司唑仑测定方法精密度试验结果 （ｎ＝ ５）

艾司唑仑浓度

（μｇ ／ ｍｌ）

日内 日间

ｘ ｓ ＲＳＤ ｘ ｓ ＲＳＤ

５􀆰 ０ ４􀆰 ８９ ０􀆰 １５ ３􀆰 ０８％ ５􀆰 ０５ ０􀆰 １５ ２􀆰 ９７％

１５􀆰 ０ １４􀆰 ７１ ０􀆰 ６８ ４􀆰 ６２％ １４􀆰 ８０ ０􀆰 ５８ ３􀆰 ９２％

３０􀆰 ０ ３０􀆰 ８０ １􀆰 ５２ ４􀆰 ９３％ ３１􀆰 ２０ １􀆰 ５５ ４􀆰 ９６％

２􀆰 ８　 干扰试验

取健康人混合血清 １０􀆰 ０ ｍｌ， 分别配制含有地西泮、 氯硝

安定、 苯巴比妥 （５ μｇ ／ ｍｌ） 的艾司唑仑对照品应用液 （１０􀆰 ０
μｇ ／ ｍｌ）。 结果表明， 地西泮、 氯硝安定和苯巴比妥对艾司唑

仑无干扰。
３　 讨论

急性药物中毒是急诊科中毒病例中常见的类型， 也是造

成中毒死亡的主要原因之一［４］ 。 有研究表明药物中毒最多的

当属抗焦虑药， 其中艾司唑仑中毒病例占据首位［５ ， ６］ 。 ３ 年来

我们采用紫外分光光度法测定 ６２８ 例艾司唑仑中毒患者， 男

性 １６８ 例、 女性 ４６０ 例， 女性中毒明显高于男性。 艾司唑仑

口服吸收快， ２ ｈ 达峰值， ９３％与血浆蛋白结合， 排泄缓慢，
尤其是老年人排泄更慢， 平均半衰期为 １０～２４ ｈ， 说明艾司唑

仑作用时间较长， 对中毒患者的危害较大［７］ 。 一般顿服治疗

量 １０～２０ 倍 （１０～２０ 片， 每片 １ ｍｇ） 即可使中枢神经功能和

心血管系统功能受到严重影响。
血药浓度与服药剂量呈正相关， 中毒与否和中毒程度会

因个体差异而不同。 不曾服用艾司唑仑的患者血药浓度＞２􀆰 ０
μｇ ／ ｍｌ （５～１０ ｍｇ） 就会出现嗜睡、 四肢无力等中毒症状， 常

服艾司唑仑的患者血药浓度＞３􀆰 ０ μｇ ／ ｍｌ 也可无中毒表现 （考
虑是药物积蓄与药物耐受性）。 有文献报道， 艾司唑仑治疗量

为 ０􀆰 ５～５􀆰 ０ μｇ ／ ｍｌ （抗癫痫治疗口服最大剂量 ４ ｍｇ， ｔｉｄ） ［７］ ，
中毒量 ２􀆰 ０ ～ ３０ μｇ ／ ｍｌ［８］ 。 当血药浓度＞２􀆰 ０ μｇ ／ ｍｌ， 有嗜睡、
四肢无力等表现时应考虑药物中毒； 当血药浓度＞３０ μｇ ／ ｍｌ 时
就会出现嗜睡、 四肢无力、 恶心呕吐、 瞳孔缩小、 血压降低

等中毒症状。
本文利用紫外分光光度法测定艾司唑仑中毒患者血药浓

度， 探讨了中毒患者血液中艾司唑仑的定性、 定量， 对艾司

唑仑药物过量或中毒诊断有重要意义。 该方法萃取过程简便、
仪器相对价廉， 且具有准确、 灵敏的特点， 尤其适合基层医

院应用。
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气相色谱同时测定活性炭管中 ２６ 种有机物浓度的不确定度评估
Ｕｎｃｅｒｔａｉｎｔｙ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｏｆ ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ２６ ｏｒｇａｎｉｃ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ
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　 　 摘要： 按照 《测量不确定度评定与表示》 （ＪＪＦ１０５９􀆰 １—
２０１２）， 采用气相色谱法同时检测活性炭管中 ２６ 种毒物浓度的不

确定度。 ２６ 种物质的相对不确定度范围为 ２􀆰 ６８％～７􀆰 ５５％； 对不

确定度影响最大的因子为解吸效率， 其次为空气体积。
关键词： 气相色谱法； 活性炭管； 不确定度； 同时测定
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ＤＯＩ：１０．１３６３１ ／ ｊ．ｃｎｋｉ．ｚｇｇｙｙｘ􀆰 ２０１８􀆰 ０１􀆰 ０２５
采用气相色谱同时测定空气中多种有机物的方法已有不

少文献报道［１， ２］ ， 近年来已逐渐用于实际工作。 然而， 对于

该方法不确定度的水平及其影响因素的研究还很不充分， 不

利于实验室质量控制和方法的改进和提高。 本单位在这方面

进行了一定的探索［２］ 。 在工作实践中， 遇到共存毒物最多的

是使用油漆和粘胶剂的工作场所， 本实验室对此类工作场所

可能存在的 ２６ 种有机物进行了测定， 并对其不确定度进行了

评估， 以便为进一步改善工作质量提供参考。
１　 材料与方法

１􀆰 １　 仪器及测量条件

美国安捷伦 ７８９０Ｂ 气相色谱仪 （ＦＩＤ 检测器）， 安捷伦

７６９３ 自动进样器； 色谱柱： ＤＢ⁃１ 毛细管柱 （６０ ｍ×２５０ μｍ×
１􀆰 ００ μｍ）； ２ ｍｌ、 １０ ｍｌ 容量瓶； ２ ｍｌ 具塞溶剂解吸瓶； ＱＣ⁃４
型大气采样器 （北京劳动保护科学研究所）。
１􀆰 ２　 材料与试剂

正己烷、 正庚烷、 正辛烷、 丙酮、 乙酸乙酯、 丁酮、 正

壬烷、 二氯甲烷、 苯、 三氯乙烯、 四氯乙烯、 三氯甲烷、 甲

苯、 １􀆯 ２⁃二氯乙烷、 乙酸丁酯、 乙苯、 对二甲苯、 间二甲苯、
丁醇、 邻二甲苯、 苯乙烯、 环己酮、 松节油、 乙酸戊酯、 环

己烷、 丙烯腈 （以上均为色谱纯）， 由阿拉丁公司生产； ＣＳ２

（色谱纯）， 天津科密欧化学试剂有限公司生产。
１􀆰 ３　 标准溶液配制

将上述正己烷等 ２６ 种物质用 ５００ μｌ 微量注射器分别加入

含少量 ＣＳ２的 １０ ｍｌ 容量瓶中， 再用 ＣＳ２定容到 １０ ｍｌ 作为标

准贮备液。 在 ５ 个加有少量 ＣＳ２的 ２ ｍｌ 容量瓶分别加 ０、 ２０、
４０、 ６０、 ８０ μｌ 标准贮备液， 并用 ＣＳ２定容到 ２ ｍｌ 作为 ２６ 种物

质的标准系列。
１􀆰 ４　 色谱条件

初始柱温 ４０℃保持 ２ ｍｉｎ， 升温速率 ２℃ ／ ｍｉｎ 到 ７０℃， 即

刻调整升温速率 １０℃ ／ ｍｉｎ 到 １６０℃保持 １０ ｍｉｎ； 汽化室温度

１８０℃； ＦＩＤ 温度 ２２０℃； 分流比 ２０ ∶ １； 载气 （Ｎ２） 压力 ２５
Ｐｓｉ； 氢气流量 ３０ ｍｌ ／ ｍｉｎ， 空气流量 ４００ ｍｌ ／ ｍｉｎ。
１􀆰 ５　 样品前处理

采样后的活性炭管使用 ＣＳ２进行解吸。
１􀆰 ６　 样品检测

用测定标准系列的操作条件测定样品及空白活性炭管解

吸液； 利用保留时间定性物质的种类， 利用峰面积和标准曲

线计算解吸液浓度 （μｇ ／ ｍｌ）。
２　 不确定度评定

２􀆰 １　 数学模型的建立

２６ 种有机物浓度计算公式［３］ ： Ｘ＝ ＣＶ
Ｖ０Ｄ

式中： Ｘ 为空气中有机物的浓度 （ｍｇ ／ ｍ３）； Ｃ 为解吸液

的浓度 （μｇ ／ ｍｌ）； Ｖ 为解吸液的体积 （ｍｌ）； Ｖ０为空气采样标

准体积 （Ｌ）； Ｄ 为解吸效率。
２􀆰 ２　 不确定度来源分析

根据实验方法以及数学模型， 测量不确定度主要来源于

标准溶液配制误差引起的不确定度分量 （ｕ１）， 气相色谱仪重

复性引起的待测样品峰面积误差的不确定度分量 （ｕ２）， 移液

管移取解吸液体积误差引起的不确定度分量 （ｕ３）， 采样器、
温度和气压引起采样体积误差的不确定度分量 （ｕ４）， 解吸液

解吸效率引起的不确定度分量 （ｕ５）。
２􀆰 ３　 不确定度分量的量化

在不确定度分量中， ｕ２、 ｕ３、 ｕ５可以根据相关参数直接计

算。 ｕ１和 ｕ４由于受多个因素的影响， 需要根据子分量的量化

结果进一步计算。 如 ｕ１受 ｕ１１和 ｕ１２的影响， 而 ｕ１１则受 ｕ１１１、
ｕ１１２、 ｕ１１３的影响。 量化结果见表 １ 和表 ２。
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