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酶标仪法测定氨茶碱血药浓度的研究 *
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摘要 目的：通过酶标仪法，建立一种研究氨茶碱在新西兰兔体内的药代动力学参数及房室模型的分析方法。方法：新西兰兔以剂

量 15 mg/kg静脉注射氨茶碱后，应用酶标仪法，测定在 274 nm波长处吸光度值，采用直线相关与回归分析进行数据统计分析氨

茶碱在体内的药代动力学参数、回收率实验及房室模型分析。结果：血清茶碱在浓度 5～30 滋g/mL范围内线性关系良好，回归方
程为：A= 0.0013C+0.0074，r2=0.991。各浓度氨茶碱回收率均大于 90%，平均回收率为 95.83依3.83，RSD均小于 15%，回收效果良

好。通过氨茶碱体内房室模型拟合得：二室模型拟合显示：由消除相，得外推线浓度线性回归方程：lgC=-0.1271t+1.0562；由分布

相，得残数浓度线性回归方程为：lgCr =-0.5829t+1.030，综合得其二室模型的药动学方程为：C=22.000e-1.342t +11.381e-0.292t、T1/2（琢）=

0.516 h、T1/2（茁）= 2.369 h。一室模型拟合显示：一室模型药动学方程为：lgC= -0.2131t + 1.315，其药时方程为：C= 20.649e-0.491t、T1/2=

1.412 h；结论：可以用酶标仪法测定氨茶碱体内药代动力学相关参数，其回收率良好，体内代谢符合二室模型，消除半衰期较长。
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Study on Microplate Reader Method Analysis of the Aminophylline*

A microplate reader method was established to study the pharmacokinetic parameters and compartment

model analysis of aminophylline in New Zealand rabbits. After intravenous injection of aminophylline at a dose of 15 mg/kg in

New Zealand rabbits, the absorbance at 274 nm was measured by microplate reader method. The pharmacokinetic parameters, recovery

experiment and compartment model analysis of aminophylline in vivo were analyzed by linear correlation and regression analysis.

The linear relationship of serum theophylline was good in the range of 5～30 滋g/mL. The regression equation is A=0.

0013C+0.0074, r2=0.991. The recovery rate of aminophylline for each concentration is more than 90%, the average recovery rate is 95.83

依3.83, RSD is less than 15% and the recovery effect is good. The two-compartment model fitting showed that the linear regression

equation of extrapolation concentration is obtained by eliminating the phase: lgC=-0.1271t+1.0562. From the distribution phase, the

linear regression equation of residual concentration is lgCr =-0.5829t+1.030, and the pharmacokinetic equation of two-compartment

model is C=22.000e-1.342t +11.381e-0.292t, T1/2（琢）=0.516 h, T1/2（茁）=2.369 h. The fitting of compartment model in aminophylline showed that the

pharmacokinetic equation of one-compartment model is: lgC=-0.2131t+1.315, and the drug-time equation is C= 20.649e-0.491t, T1/2 =1.412

h. The pharmacokinetic parameters of aminophylline in vivo can be determined by microplate reader method. The recovery

rate is good. Its metabolism in body matches the double compartment model, and the elimination half-life is longer.

Aminophylline; Microplate reader method; Blood concentration; Compartment model

前言

氨茶碱(Aminophylline，Am)作为水溶性复盐，具有强心、利

尿、扩张冠状动脉和松弛支气管平滑肌等药理作用[1-3]，其结构

如图 1所示。近年来，临床研究表明还可用来治疗肾病综合征

以及肾缺血再灌注等疾病[4，5]，应用前景广泛。但由于不同给药

剂量、个体差异，以及容易受到生理、联合用药、病理、环境等多

方面不定因素的影响 [6-9]。因此，只有合理监测氨茶碱血药浓

度[10，11]，才能保证给药的安全性和有效性，并对指导氨茶碱的临

床用药具有重要意义。目前，氨茶碱的体内分析方法主要有紫

外分光光度法[12，13]、荧光分光光度法[14]、气相色谱法[15]、高效液相

色谱法[16，17]、荧光偏振免疫法[17,18]等，但还未见采用酶标仪进行

过相关的测定。酶标仪是酶联免疫测定的常用仪器[19-21]，对物质

含量测定的理论基础，服从朗伯 -比尔定律。因此，本文应用酶
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图 3血清氨茶碱标准曲线

Fig. 3 Standard curve of aminophylline in serum

图 1氨茶碱化学结构式图

Fig. 1 Chemical structure of aminophylline

图 2氨茶碱标准曲线

Fig. 2 Standard curve of aminophylline

标仪法进行氨茶碱药动学参数的研究，分析其房室模型。

1 材料与方法

1.1 实验材料及仪器

氨茶碱标准品(中国药品生物制品检定所)，氨茶碱(上海晶

纯试剂有限公司)，氯仿、异丙醇、无水乙醇、HCl、NaOH等均为

广州化学试剂厂生产，50%葡萄糖注射液，0.9%氯化钠注射液

均由广东大冢制药有限公司生产。新西兰兔(体重约 2.0 kg)由

广东省医学实验动物中心提供。酶标仪(Multiskan FC，美国赛

默飞公司)，多管架自动平衡离心机(TDZ5-WS，赛特湘仪离心

机仪器有限公司)，电子分析天平(BSA224S，赛多利斯科学仪器

有限公司)。

1.2 实验方法

1.2.1 氨茶碱标准曲线的制备 精密称取茶碱标准品

0.0051 g，用 0.1 mol/L NaOH溶液配置成浓度为 0.5 mg/mL的

氨茶碱标准溶液。取氨茶碱标准液 5.0、10.0、15.0、20.0、30.0和

50.0 滋L 于 10 mL 容量瓶中用 0.1 mol/L NaOH 溶液定容至

10 mL，使其终浓度为 0.25、0.5、0.75、1.0、1.5、2.5 滋g/mL，以
0.1 mol/L NaOH溶液为参比，测定各浓度氨茶碱在 274 nm处

的吸光度值，求得氨茶碱标准曲线。

1.2.2 血清氨茶碱标准曲线的制备 精密称取茶碱标准品

0.0752 mg，用 0.1 mol/L NaOH 溶液配置成浓度为浓度为

7.5 mg/mL的氨茶碱标准溶液，给药时用等体积 50%的葡萄糖

溶液稀释静脉注射。取 EP管 6只，各加入 0.5 mL空白血清碱

液(按血液样本处理，得到不含药物的血清处理碱液)，备用。然

后依次加入氨茶碱标准液 5.0、10.0、15.0、20.0、25.0、30.0 滋L，
使其终浓度为 5.0、10.0、15.0、20.0、25.0、30.0 滋g/mL。以 0.1 mol/L

NaOH溶液为参比，测定各浓度液在 274 nm处的吸光度值，求

得血清中氨茶碱标准曲线。

1.2.3 提取回收率测试 取终浓度为 5.0、10.0、15.0、20.0、

25.0、30.0 滋g/mL的血清氨茶碱标准液，重复 3次，将所测得的

OD值代入血清氨茶碱标准曲线，换算成浓度 C，得各浓度的提

取回收率。

1.2.4 给药及血液样品预处理 对新西兰兔称重，并固定在兔

台上，耳缘去毛，以 15 mg/kg的剂量耳缘静脉缓慢注射氨茶碱

溶液(在 2 min内)，注射结束即开始计时。分别在给药前和给药

后 5、10、20、30 min和 1、2、3、4 h取血 1.5 mL，放置 30 min后，

在 2500 r/min转速下离心 10 min，得上层淡黄色血清。

1.2.5 血清样本处理及测定[12,13,17] 将 1.2.4 预处理的血清样

品，取 0.5 mL血清置洁净离心管中，加 0.1 mol/L HCl溶液

0.2 mL，精密加入氯仿 -异丙醇(95: 5)溶液 5 mL，振摇混合，离

心(2500 r/min) 10 min；吸取氯仿液(下层) 4.0 mL置另一离心管

中，加入 0.1mol/LNaOH溶液 4.0mL，振摇均匀，离心(2500 r/min)

10 min，吸取碱液(上层) 3～3.5 mL，供测定用。取一块洁净的空

白 96孔板，将按上述步骤得到的检测样本取 250 滋L加入至
96孔板，(以空白血清碱液为参照)，在波长 274 nm处检测吸光

度值。

1.2.6 数据处理 应用 SPSS 25.0 统计软件进行数据统计处

理，采用直线相关分析及一元线性回归分析对药物血药浓度及

房室模型进行分析，计量资料采用均数依标准差(x依s)表示，并利

用 GraphPad Prism 8.3作图。

2 结果

2.1 氨茶碱标准曲线

2.1.1 氨茶碱标准曲线的绘制 氨茶碱浓度为 0.25、0.5、0.75、

1.0、1.5、2.5 滋g/mL的吸光度分别为 0.002、0.004、0.014、0.019、

0.032、0.050。根据测定的吸光度值计算，以氨茶碱浓度为横坐

标，以吸光度为纵坐标，绘制标准曲线，得回归方程为 A=0.

0214C-0.0023，r2=0.995。结果表明，茶碱在浓度 0.25～2.5滋g/mL
范围内线性关系良好，较稳定(见图 2)。

2.1.2 血清氨茶碱标准曲线的绘制 血清氨茶碱浓度为 5.0、

10.0、15.0、20.0、25.0、30.0 滋g/mL 的吸光度分 别为 0.014、

0.020、0.028、0.031、0.038、0.047。根据测定的吸光度计算，以血

清氨茶碱的浓度为横坐标，以吸光度为纵坐标，绘制标准曲线，

得回归方程为 A=0.0013C+0.0074，r2=0.991。结果表明，血清茶

碱在浓度 5～30 滋g/mL范围内线性关系良好(见图 3)。
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图 5消除相末端 lgC-t曲线和分布相末端 lgCr-t曲线图

Fig. 5 LgC-t curve of elimination phase end and lgCr-t curve of the end of distributed phase.

2.2 回收率试验

通过计算各浓度提取回收率发现，各浓度氨茶碱回收率均

大于 90%，平均回收率为 95.83依3.83，RSD均小于 15%，回收效

果良好，其回收率试验结果见表 1。

图 4氨茶碱吸光度 -时间（A-t）曲线和氨茶碱浓度 -时间（C-t）曲线图

Fig. 4 Aminophylline absorbance-time curve (A-t) and aminophylline concentration-time (C-t) curve

Sample

(滋g/mL)
Measurement

(滋g/mL)
Recovery rate

(%)

Average recovery rate

(%)

RSD

(%)

5.0 4.53 90.6 95.83依3.83 2.16

10.0 9.36 93.6 1.27

15.0 14.64 97.6 0.42

20.0 19.84 98.2 0.56

25.0 24.93 99.7 0.56

30.0 29.01 96.7 1.78

表 1氨茶碱回收率(n=6)

Table 1 Recovery rate of aminophylline (n=6)

2.3 氨茶碱体内模型的拟合

2.3.1不同取血时间氨茶碱吸光度及浓度变化 各时间点 5、

10、20、30 min和 1、2、3、4 h的吸光度值为 0.048、0.033、0.030、

0.027、0.019、0.015、0.014、0.012。以时间为横坐标，以吸光度为

纵坐标，绘制 A-t曲线[22，23]；以时间为横坐标，以血清茶碱浓度

为纵坐标，绘制 C-t曲线(见图 4)。

2.3.2 氨茶碱二室模型的拟合 由图 4可知，1 h之后呈直线

关系，为消除相。根据后 4点，以 t与 lgC作线性回归，得回归

方程 lgC=-0.1271t+1.057。由 "分布相 "相应时间的实测 C减

去外推线浓度得到参数浓度 Cr(见表 2)，对分布相的时间 t与

lgCr作图(见图 5)，并得到线性回归方程 lgCr=-0.5829t+1.030；

因此氨茶碱二室模型的药动学方程为：C=22.000e-1.342t+11.381e-0.

292t、T1/2（琢）=0.516 h、T1/2（茁）=2.369 h。

2.3.3 氨茶碱一室模型的拟合 根据表 2，对 8个取样点，按

一室模型的药动学方程 1gC = lgC0-Kt /2.303拟合，以 t与 lgC

作线性回归，得回归方程为 lgC=-0.2131t+1.315(见图 6)。因此

氨茶碱一室模型的药时方程为：C=20.649e-0.491t、T1/2=1.412 h。

3 讨论

目前，氨茶碱的研究主要集中在人、大鼠、家兔、犬以及猫

等[24-28]。氨茶碱的体内分析方法主要有紫外分光光度法、荧光分

1236窑 窑



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.21 NO.7 APR.2021

图 6一室模型 lgC-t图

Fig. 6 LgC-t diagram of one-compartment model

表 2 静脉注射氨茶碱后的血药浓度和残留浓度

Table 2 Plasma concentration and Cr of aminophylline after intravenous injection

Time LgC C(滋g/mL)
Extrapolated line concentration

Ce(滋g/mL)
Residue concentration

Cr(滋g/mL)
lgCr

5 min 1.495 31.231 11.109 20.122 1.304

10 min 1.289 19.436 10.839 8.597 0.934

20 min 1.234 17.128 10.327 6.802 0.833

30 min 1.186 15.333 9.835 5.498 0.740

1.0 h 0.938 8.667

2.0 h 0.786 6.103

3.0 h 0.683 4.821

4.0 h 0.549 3.538

光光度法、高效液相色谱法和荧光偏振免疫法等。目前，有关酶

标仪法对氨茶碱检测的方法还未见报道。酶标仪是酶联免疫测

定的常用仪器，对物质含量测定服从朗伯 -比尔定律，即物质

在一定波长处的吸光度与浓度之间存在线性关系。用酶标仪进

行分光光度法检测可方便快捷的进行高通量样品检测，不用更

换、清洗及擦拭比色皿，测量快速，效率高，试剂用量少[19,29]。酶

标仪的样品池 96孔板通常由聚苯乙烯制成，该材料在 400 nm

以上无紫外吸收，400 nm以下具有较强紫外吸收。因此，本试

验采用酶标仪法替代紫外分光光度法检测氨茶碱半衰期具可

行性。从图 2、图 3中可以清楚地反映出血清茶碱在浓度 5～

30 滋g/mL范围内线性关系良好，为后续用酶标仪法测定药物
半衰期提供可能。从图 3中可以明显的反映出不同时间点血清

氨茶碱浓度的变化，在 5 min～10 min时，氨茶碱的浓度变化斜

率最大，说明氨茶碱的分布、消除非常迅速；10 min～1 h，氨茶

碱浓度的变化稳定，呈线性；可能影响因素有：(1)刚开始给药和

采血使动物的状态波动较大，从而不能客观反映氨茶碱浓度变

化情况；(2)第一个取样点的时间与给药时间间距太近，药物吸

收分布不均。1 h后氨茶碱浓度变化减小，说明 1 h后，动物体

内的氨茶碱量减少。从图 5、图 6可知，应用不同的房室模型拟合

测定半衰期具有不确定性，具体应用何种模型需进一步验证[22]。

综上所述，本文采用酶标仪法测定氨茶碱在新西兰兔体内

的血药浓度变化过程，阐明了氨茶碱在新西兰兔体内的代谢规

律。血清茶碱在浓度 5～30 滋g/mL范围内线性关系良好，新西
兰兔静脉注射氨茶碱后，一室模型 T1/2=1.412 h；二室模型 T1/2（琢）

=0.516 h、T1/2（茁）=2.369 h。用酶标仪法测定茶碱血药浓度及半衰

期，能明显反映氨茶碱血药浓度的变化过程，并可计算出其药

动学方程及半衰期等药动学参数。
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