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［摘要］　目的：建立兔血浆中壬苯醇醚９（ＮＰ９）的反相高效液相色谱（ＲＰＨＰＬＣ）方法，研究ＮＰ９栓剂在健康雌性新西兰兔

体内的药代动力学。方法：６只健康雌性新西兰兔（体质量２．０～２．２ｋｇ）单剂量（６４ｍｇ／只）阴道给药ＮＰ９栓剂；取血浆经预

处理后采用ＤｉａｍｏｎｓｉｌＴＭ ＯＤＳ柱（２００ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），以甲醇水（９５５）作为流动相，流速１．０ｍｌ／ｍｉｎ，荧光检测的激发

波长２２６ｎｍ，发射波长３００ｎｍ，柱温３０℃，测定ＮＰ９经时血药浓度，计算药代动力学参数。结果：ＮＰ９在０．０５～５．００μｇ／

ｍｌ范围内线性关系良好，日内、日间精密度均小于１０％，低、中、高３种浓度（０．１０、０．５０、２．００μｇ／ｍｌ）的方法回收率分别为

（１０１．６７±８．１２）％、（１００．８４±５．４２）％、（１００．２９±３．８１）％。主要药代动力学参数为：ｔ１／２（３．７５±０．８７）ｈ，ｔｍａｘ（３．２±０．４）ｈ，

Ｃｍａｘ（２．７５±０．３２）μｇ／ｍｌ，ＡＵＣ０～１２（１２．７２±２．１４）μｇ·ｈ·ｍｌ
－１，ＡＵＣ０～∞ （１５．０５±２．８４）μｇ·ｈ·ｍｌ

－１，平均滞留时间

（６．８５±１．１３）ｈ。结论：本方法简便、灵敏、专属性好，可用于ＮＰ９栓剂在健康雌性新西兰兔体内的药代动力学研究。
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ｃｏｌｕｍｎ（２００ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）ａｎｄｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅｏｆｍｅｔｈａｎｏｌｗａｔｅｒ（９５５）ａｔａｆｌｏｗｒａｔｅｏｆ１．０ｍｌ／ｍｉｎ．Ｔｈｅｅｘｃｉｔａｔｉｏｎ
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ａｎｄ２．００μｇ／ｍｌ）ｗｅｒｅ（１０１．６７±８．１２）％，（１００．８４±５．４２）％，ａｎｄ（１００．２９±３．８１）％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅｍａｉｎｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃ
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（１２．７２±２．１４）μｇ·ｈ·ｍｌ

－１，ＡＵＣ０∞（１５．０５±２．８４）μｇ·ｈ·ｍｌ
－１，ａｎｄＭＲＴ（６．８５±１．１３）ｈ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｔｈｅｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ

ｍｅｔｈｏｄｉｓｃｏｎｖｅｎｉｅｎｔ，ｓｅｎｓｉｔｉｖｅａｎｄｓｐｅｃｉｆｉｃ，ａｎｄｃａｎｂｅｕｓｅｄｆｏｒｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｐｌａｓｍａｎｏｎｏｘｙｎｏｌ９ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎａｎｄｆｏｒｉｔｓ

ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓｔｕｄｉｅｓｉｎｒａｂｂｉｔｓ．
［ＫＥＹＷＯＲＤＳ］　ｎｏｎｏｘｙｎｏｌ９；ｐｌａｓｍａｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ；ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓ；ＲＰＨＰＬＣ

［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２００９，３０（５）：５４９５５２］

　　壬苯醇醚９（ＮＰ９）是属于聚氧乙烯烷基苯酚醚
类的非离子表面活性剂，其结构通式为Ｃ９Ｈ１９Ｃ６Ｈ６

（ＣＨ２ＣＨ２Ｏ）ｎＯＨ。随ｎ不同，其水溶性不同，当ｎ＝
８～９时，其水溶液的表面张力较低，润湿性、乳化性
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能均好。药理研究表明，ＮＰ９的长链烷化基团能穿
透精子的蛋白膜层，进而与精子的细胞膜相互作用，
增加细胞膜的通透性，降低精子脂膜的表面张力，从
而改变精子渗透压，使细胞内成分外渗，导致精子制
动或被杀死［１２］。自２０世纪８０年代起，ＮＰ９就已
被作为外用杀精子剂使用，１９８７年《美国药典》将其
收载为法定药物。目前，ＮＰ９杀精剂应用的主要剂
型有片剂、膜剂、栓剂等。有关ＮＰ９的制备、临床应
用、药理和药效研究报道较多［３８］。早期研究认为

ＮＰ９能灭活引起淋病、衣原体感染和其他性传播感
染及 ＨＩＶ感染的微生物，从而降低某些性病及 ＨＩＶ
的感染率。但进一步研究表明，含ＮＰ９的杀精子剂
不但不能预防 ＨＩＶ感染，相反，它可能增高经常应
用这些药物的妇女的 ＨＩＶ感染危险性［９１０］。因此，
有必要对其进行体内外质量控制，以达到合理用药
的目的。对于 ＮＰ９在制剂中的含量控制，多采用

ＨＰＬＣ法［１１１２］，而有关其体内测定方法及局部用药
药代动力学研究国内未见报道。国外虽做过相关研
究［１３１４］，但定量分析方法的灵敏度低，很难满足体内
低浓度药物检测的需要。本研究建立了灵敏度高、
专属性强的血浆样品中 ＮＰ９反相高效液相色谱
（ＲＰＨＰＬＣ）定量分析方法，以健康雌性新西兰兔为
对象，研究动物体内 ＮＰ９栓剂的药代动力学特征，
为临床试验及合理用药提供参考依据。

１　材　料

１．１　仪器　Ｓｈｉｍａｄｚｕ１０Ａ高效液相色谱仪（日本

Ｓｈｉｍａｄｚｕ公司），包括ＬＣ１０ＡＤ高压泵，ＤＧＵ１２Ａ
在线脱气机，ＳＩＬ１０ＡＤ自动进样器，ＣＴＯ１０ＡＳ柱
温箱，ＲＦ１０Ａ 荧光检测器，ＳＣＬ１０Ａｖｐ控制器，

ＣＬＡＳＳＶＰ工作站。ＸＷ８０Ａ旋涡混合器（上海医
科大学仪器厂），ＴＧＬ１６Ｇ台式高速离心机和８０２Ｂ
台式离心机（上海安亭科学仪器厂），ＳＫ７２００Ｈ超声

仪（上海科导超声仪器有限公司），ＨＡ２０２Ｍ 电子天
平（日本Ａ＆Ｄ公司），Ｈｉｔｅｃｈ超纯水系统（Ｈｉｔｅｃｈ
设备有限公司，电阻率１８．２ＭΩ·ｃｍ）。

１．２　药品与试剂　ＮＰ９化学对照品、ＮＰ９栓剂
（每枚栓剂含６４ｍｇＮＰ９）由上海明月光生物科技
发展有限公司提供。甲醇为加拿大Ｃａｌｅｃｏｎ公司生
产的色谱纯试剂，枸橼酸为国药集团化学试剂上海
有限公司生产的分析纯试剂，水为自制去离子水（电
阻率１８．２ＭΩ·ｃｍ）。

２　方法和结果

２．１　色谱分离条件　色谱柱：ＤｉａｍｏｎｓｉｌＴＭ ＯＤＳ柱
（２００ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ，迪马公司），柱温３０℃；流
动相：甲醇水（９５５），流速１．０ｍｌ／ｍｉｎ；荧光检测：
激发波长２２６ｎｍ，发射波长３００ｎｍ；进样量２０μｌ；
分析时间７ｍｉｎ。

２．２　血浆样品处理　取兔血浆２００μｌ置于１０ｍｌ
玻璃离心管中，加入０．１ｍｏｌ／Ｌ枸橼酸缓冲液（ｐＨ
３．０）１ｍｌ，涡旋３０ｓ，加入５ｍｌ乙醚涡旋３ｍｉｎ，于

２０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，取上清液４ｍｌ于氮气流下

４０℃水浴吹干，流动相１００μｌ复溶残留物后进样２０

μｌ，峰面积外标法定量分析。

２．３　方法学评价

２．３．１　方法的专属性　分别取６只受试新西兰兔
空白血浆２００μｌ按血浆样品处理项下操作，得色谱
图，如图１Ａ。将一定浓度的 ＮＰ９对照溶液加入空
白血浆中，依同法操作，得色谱图，如图１Ｂ；在本实
验建立的血浆样品色谱分离条件下，ＮＰ９的保留时
间约为５．４ｍｉｎ，相应的理论塔板数大于４０００。取
受试兔阴道给药后的血浆样品，以同法操作，得色谱
图，如图１Ｃ。结果表明，空白血浆中的内源性物质
不干扰ＮＰ９的测定。

图１　新西兰兔血浆中ＮＰ９的高效液相色谱图

Ｆｉｇ１　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｎｏｎｏｘｙｎｏｌ９ｉｎｐｌａｓｍａｓａｍｐｌｅｓｏｆＮｅｗＺｅａｌａｎｄｒａｂｂｉｔｓ
Ａ：Ｂｌａｎｋｐｌａｓｍａ；Ｂ：Ｂｌａｎｋｐｌａｓｍａｓｐｉｋｅｄｗｉｔｈ０．０５μｇ／ｍｌＮＰ９；Ｃ：ＰｌａｓｍａｓａｍｐｌｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄｆｒｏｍａＮｅｗＺｅａｌａｎｄｒａｂｂｉｔ１．５ｈａｆｔｅｒａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ
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２．３．２　标准曲线和最低定量浓度　取空白兔血浆，
加入相应量的 ＮＰ９标准储备液，配制成含０．０５、

０．１０、０．２０、０．５０、１．００、２．００、５．００μｇ／ｍｌＮＰ９的
标准血浆样品系列。按血浆样品处理方法操作，以

ＮＰ９标准血浆样品的峰面积（Ｙ）对相应的浓度（Ｃ，

μｇ／ｍｌ）进行加权（１／Ｘ）线性回归。血浆标准曲线方
程为Ｙ＝２１４６９００Ｃ＋３６１５０７，ｒ２＝０．９９９８，线性
范围０．０５～５．００μｇ／ｍｌ。

　　取空白血浆２００μｌ，配制成相当于ＮＰ９血浆浓
度为０．０５μｇ／ｍｌ的样品。对该样品进行５样本分
析，并根据当日标准曲线计算浓度，求得日内精密度
为７．３％，准确度为（９５．９±３．６）％。该结果表明，

ＲＰＨＰＬＣ法测定兔血浆中 ＮＰ９的最低定量限为

０．０５μｇ／ｍｌ（Ｓ／Ｎ＞３）。

２．３．３　精密度与准确度考察　配制浓度分别为

０．１０、０．５０、２．００μｇ／ｍｌ的 ＮＰ９标准血浆质控
（ＱＣ）样品，按照血浆样品处理方法操作，每一浓度
进行６样本分析，连续测定３ｄ，每天为１个批次。
根据当日标准曲线计算 ＱＣ样品的测得浓度，从而
考察方法的精密度与准确度，结果见表１。试验数
据表明，生物样本的分析方法符合有关的规范要求。

２．３．４　提取回收率　配制浓度分别为０．１０、０．５０、

２．００μｇ／ｍｌ的 ＮＰ９标准血浆 ＱＣ样品，按照血浆

样品处理方法操作，进样分析，记录峰面积 Ａ１。另
取相应浓度的 ＮＰ９对照品溶液直接进样，记录峰
面积 Ａ０，计算提取回收率。结果分别为（８２．４±
７．７）％、（８４．６±４．４）％、（８３．４±５．２）％（ｎ＝５）。

表１　精密度和准确度考察

Ｔａｂ１　Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎａｎｄａｃｃｕｒａｃｙｔｅｓｔ

ＱＣｓａｍｐｌｅ
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ρＢ／（μｇ·ｍｌ－１）

Ａｄｄｅｄ Ｆｏｕｎｄ

Ａｃｃｕｒａｃｙ
（％） ＲＳＤ（％）

Ｉｎｔｒａｄａｙ
　　ＬＱＣ ０．１０ ０．１０５±０．００６ １０３．１±６．４ ６．２
　　ＭＱＣ ０．５０ ０．４７０±０．００１ ９３．０±２．０ ２．２
　　ＨＱＣ ２．００ ２．０１０±０．０７０ ９８．４±３．５ ３．６
Ｉｎｔｅｒｄａｙ
　　ＬＱＣ ０．１０ ０．１０８±０．００９ １０１．７±８．１ ８．１
　　ＭＱＣ ０．５０ ０．５３０±０．０２９ １００．８±５．４ ５．４
　　ＨＱＣ ２．００ ２．１３０±０．０８０ １００．３±３．８ ３．８

２．３．５　稳定性试验　配制浓度分别为０．１０、０．５０、

２．００μｇ／ｍｌ的 ＮＰ９标准血浆 ＱＣ样品，每个浓度

各３份。按照血浆样品处理方法操作，考察 ＱＣ样

品在避光、密封和低温下（－２０℃）保存３０ｄ，室温下

放置２ｈ，冻融循环３次以及经处理后自动进样器内

放置８ｈ后的稳定性；测定均值与加入值之比及标
准偏差。结果见表２。

表２　兔血浆中ＮＰ９的样品稳定性

Ｔａｂ２　Ｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｎｏｎｏｘｙｎｏｌ９ｉｎｒａｂｂｉｔｐｌａｓｍａ
（ｎ＝３，珚ｘ±ｓ，％）

ＱＣｓａｍｐｌｅ
ρＢ／（μｇ·ｍｌ－１）

Ｓｔａｂｉｌｉｔｙｃｏｎｄｉｔｉｏｎ
Ｌｏｎｇｔｅｒｍｓｔａｂｉｌｉｔｙａ Ｓｈｏｒｔｔｅｒｍｓｔａｂｉｌｉｔｙｂ Ｆｒｅｅｚｅｔｈａｗｓｔａｂｉｌｉｔｙｃ Ａｕｔｏｓａｍｐｌｅｒｓｔａｂｉｌｉｔｙｄ

０．１０ １０４．５±６．４ ９８．７±５．２ ９９．４±４．８ １０５．１±４．６
０．５０ ９７．５±４．３ ９９．７±５．４ １０２．３±３．４ ９７．８±５．２
２．００ １０１．７±５．６ ９７．５±４．７ １０３．４±３．９ １０２．６±４．５

　ａＳｔｏｒｅｄａｔ－２０℃ｆｏｒ１ｍｏｎｔｈ；ｂＥｘｐｏｓｅｄａｔａｍｂｉｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ（２５℃）ｆｏｒ２ｈ；ｃＡｆｔｅｒｔｈｒｅｅｆｒｅｅｚｅｔｈａｗｃｙｃｌｅｓ；ｄＫｅｐｔａｔａｍｂｉｅｎｔｔｅｍｐｅｒａ

ｔｕｒｅ（２５℃）ｉｎｔｈｅａｕｔｏｓａｍｐｌｅｒｆｏｒ８ｈ

２．４　药代动力学研究

２．４．１　实验方案　选择６只成年、健康雌性新西兰

兔，体质量２．０～２．２ｋｇ，由第二军医大学实验动物

中心提供，实验动物使用许可证号：ＳＹＸＫ（沪）２００７

０００３。受试兔禁食过夜（禁食１４ｈ）后，于早上８：００
直接阴道给药 ＮＰ９栓剂（每枚栓剂含６４ｍｇＮＰ

９）。给药后４ｈ统一进食。分别于给药前及给药后

０．２５、０．５、１、１．５、２、３、４、６、８和１２ｈ采血２ｍｌ置肝

素化试管中，离心，分取１ｍｌ血浆于－２０℃冰箱保

存待测。按照血浆样品处理项下步骤操作，测定血

浆中ＮＰ９的浓度。

２．４．２　药代动力学参数计算　采用非房室模型法

（统计矩法）分析，ＡＵＣ０～∞＝ＡＵＣ０～ｔｎ＋Ｃｎ／λ。公式

中ｔｎ和Ｃｎ分别为最后取血点时间和血浆药物浓度，λ
为药时曲线末端相消除速率常数。平均血药浓度
时间曲线见图 ２，主要药代动力学参数为 Ｃｍａｘ
（２．７５±０．３２）μｇ·ｍｌ

－１，ｔｍａｘ（３．２０±０．４０）ｈ，ｔ１／２
（３．７５±０．８７）ｈ，ＭＲＴ（６．８５±１．１３）ｈ，ＡＵＣ０～１２
（１２．７２±２．１４）μｇ·ｈ·ｍｌ

－１，ＡＵＣ０～∞（１５．０５±
２．８４）μｇ·ｈ·ｍｌ

－１。
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图２　新西兰兔单剂量阴道给药ＮＰ９（６４ｍｇ）后

体内平均血药浓度时间曲线

Ｆｉｇ２　Ｍｅａｎｐｌａｓｍａｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｔｉｍｅｃｕｒｖｅ

ｉｎＮｅｗＺｅａｌａｎｄｒａｂｂｉｔｓａｆｔｅｒｖａｇｉｎａｌ

ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆ６４ｍｇｎｏｎｏｘｙｎｏｌ９
ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　ＮＰ９可通过皮肤或黏膜吸收进入体循环，对于

其在体内的动态变化规律鲜有研究，且有报道指出，

长期使用 ＮＰ９者的阴道菌群中乳杆菌可能被清

除［１５］，这将提高使用者对泌尿生殖器官感染的敏感

性，故有必要对ＮＰ９的体内药代动力学进行研究。

　　Ｍｉｎａｍｉ等［１４］应用反相高效液相色谱荧光法及

气相色谱质谱法研究了ＮＰ９在雌兔体内的吸收与

代谢过程，但是反相高效液相色谱荧光法（λｅｘ＝２７５

ｎｍ、λｅｍ＝５７５ｎｍ）定量检测灵敏度低（最低定量限

０．２μｇ／ｍｌ），雌兔个体给药１００ｍｇ后仅提供６ｈ的

体内ＮＰ９的血药浓度变化。本实验中采用方便、

实用的反相高效液相色谱法，通过预实验扫描样品

的荧光图谱发现，最大激发波长为２２６ｎｍ，在此激

发波长下，最大发射波长为３００ｎｍ；在文献报道的

５７５ｎｍ处也有荧光发射，但强度明显小于３００ｎｍ
处。故本实验选择荧光检测λｅｘ＝２２６ｎｍ、λｅｍ＝３００

ｎｍ，以乙醚提取血浆样品，甲醇水（９５５，Ｖ／Ｖ）简
单流动相洗脱，测定新西兰兔阴道给药 ＮＰ９栓剂

６４ｍｇ后１２ｈ的血浆药物浓度。该方法流动相组成

及样品制备过程简单，测定灵敏度高（最低定量限

０．０５μｇ／ｍｌ）、精密度好、重现性好、专属性强，药物

与血浆杂质具有较高的分离度，能满足体内低浓度

药物检测及药代动力学研究的需要。

　　本研究采用非房室模型法分析了ＮＰ９栓剂在
健康雌性新西兰兔体内的药代动力学过程，阴道给
药６４ｍｇＮＰ９栓剂后，ＮＰ９在受试兔体内达峰时
间为（３．２０±０．４０）ｈ，达峰浓度为（２．７５±０．３２）

μｇ／ｍｌ，半衰期为（３．７５±０．８７）ｈ。由于取血时间点

和考察时间范围不同，所以半衰期、ＡＵＣ与相关文
献［１４］不具有可比性，而达峰浓度与达峰时间测定值
更大，可能是药物制剂的差异导致动物吸收不同。
阴道给药后，ＮＰ９可经黏膜吸收入血，且峰浓度较
高，平均滞留时间较长（约为６．８５ｈ）。作为外用避
孕药使用时，其安全性不容忽视，尤其是长期使用对
机体的毒副作用需要进一步评价。
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