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ＨＰＬＣ法测定大鼠组织中的桂利嗪

刘　燕，娄子洋

第二军医大学药学院药物分析测试中心，上海２００４３３

［摘要］　目的：建立大鼠组织中桂利嗪的 ＨＰＬＣ测定法，用于小剂量尾静脉注射给药后测定桂利嗪在大鼠组织中分布。方

法：组织样品加ＮａＯＨ碱化，以甲基叔丁基醚提取，采用 ＨｙｐｅｒｓｉｌＣ１８柱，甲醇水冰醋酸三乙胺（７０３００．６０．４）为流动

相，２５４ｎｍ波长处检测，测定了尾静脉给药２ｍｇ／ｋｇ桂利嗪注射液后在ＳＤ大鼠心、肝、脾、肺、肾、胃、小肠、脑、脂肪、睾丸等１０

个组织脏器中的分布情况。结果：肝组织样品最低检测限０．０２μｇ／ｍｌ，线性范围０．０５～２μｇ／ｍｌ，小肠组织样品最低检测限

０．０２μｇ／ｍｌ，线性范围０．０５～１μｇ／ｍｌ，符合生物样品分析要求。桂利嗪广泛地分布于大鼠的多个组织脏器中，其中肺部浓度

最高。结论：本法简便、准确、灵敏，适合桂利嗪临床前药代动力学组织分布研究。
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　　桂利嗪（ｃｉｎｎａｒｉｚｉｎｅ，１双苯甲基４反式肉桂基
哌嗪）为钙通道阻滞剂，系扩张脑血管周围血管的药
物，临床用于治疗脑动脉硬化和脑血栓、前庭功能失
调、偏头痛等［１２］。通常给药剂量为每日２０ｍｇ［３］，
因此血药浓度较低。桂利嗪及氟桂利嗪片剂口服后
人血药浓度的测定方法主要有 ＨＰＬＣ法（荧光［３４］

或紫外法［４］检测），还有采用薄层色谱法测定的［５］，
但是桂利嗪注射液的临床前药代动力学组织分布情

况研究的未见报道。文献报道的血浆预处理较复
杂，需用混合溶剂，且运用到组织样品时对其测定有
干扰。本方法中，组织样品经碱化后以叔丁基甲醚

一次提取，简化了提取步骤，且不干扰样品的测定，
提取回收率在７０％以上，符合临床前药代动力学的
研究要求。本实验旨在建立快速、简便、灵敏的分析
方法，用于测定组织中桂利嗪的浓度，此法适合于静
脉给药后的临床前药代动力学组织分布研究。

１　材料和方法

１．１　仪器、药品与试剂　ＤＩＯＮＥＸ高效液相色谱
仪；ＤＩＯＮＥＸＰ６８０泵；ＡＳＩ１００自动进样器；ＴＣＣ
１００柱温箱；ＰＡＤ１００多波长光电二极管阵列检测
器；Ｃｈｒｏｍｅｌｏｅｎ色谱工作站。
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　　桂利嗪对照品（上海东明医药科技有限公司提
供，纯度９９．２％）；桂利嗪注射剂（批号：０６０６０９，规
格２０ｍｇ／２ｍｌ）；甲醇（色谱纯，上海星可试剂厂）；
三乙胺（分析纯，国药集团上海化学试剂有限公司）；
冰醋酸（分析纯，国药集团上海化学试剂有限公司）；
叔丁基甲醚（色谱纯，Ｓｉｇｍａ公司）；氢氧化钠（分析
纯国药集团上海化学试剂有限公司）；实验用水为市
售娃哈哈纯净水。

１．２　实验动物　雄性清洁级 ＳＤ 大鼠，体质量

１８０～２２０ｇ。１８只大鼠随机分成６组，每组３只。

１．３　色谱条件　分析柱：ＨｙｐｅｒｓｉｌＯＤＳ２（５μｍ，２５０
ｍｍ×４．６ｍｍ，大连依利特科学仪器有限公司）；检
测波长：２５４ｎｍ；流动相：甲醇水三乙胺冰醋酸
（７０３００．４０．６）；流速：１ｍｌ／ｍｉｎ；柱温：２５℃。

１．４　组织样品给药方案及桂利嗪含量测定　ＳＤ大
鼠尾静脉给药２ｍｇ／ｋｇ桂利嗪注射液，分别于给药
后５、２０、４０、６０、１８０和３００ｍｉｎ处死动物，解剖取
心、肝、脾、肺、肾、胃、小肠、脑、脂肪、睾丸等组织脏
器，用０．９％生理盐水冲去表面浮血，滤纸吸干。取
各脏器组织０．５～１ｇ。按１２的比例定量加入

０．９％生理盐水研磨成匀浆，涡旋混匀后吸取组织匀
浆液５００μｌ，置于１０ｍｌ具塞玻璃离心管中，加入

０．５ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液２００μｌ，涡旋混匀后加入提
取溶剂叔丁基甲醚４ｍｌ，涡旋３ｍｉｎ，于２３２５×ｇ离
心１０ｍｉｎ，分取有机相约３ｍｌ，４５℃下氮气吹干，残
留物加入１００μｌ流动相溶解，涡旋混和，取４０μｌ进
行 ＨＰＬＣ分析。

２　结　果

２．１　方法专属性　采用本实验的分离测定方法，得
到的色谱图中桂利嗪峰形良好，基线平稳，桂利嗪出
峰时间在９．５ｍｉｎ左右，组织样品中的内源性物质
不干扰待测物的测定（图１）。

２．２　标准曲线和线性范围　取玻璃离心管数支，分
别精密量取不同量的桂利嗪对照品系列溶液后以氮

气吹干，加入空白肝组织样品５００μｌ，涡旋混合，配成
含桂利嗪分别为０．０５、０．１、０．２、０．５、１、２μｇ／ｍｌ的标
准肝组织样品系列，按“１．４”项下操作，以峰面积Ａ对
桂利嗪在肝组织中的浓度Ｃ作回归计算，得肝组织回
归方程：Ａ＝６．１５１７Ｃ＋０．５１１７（ｒ＝０．９９９７），线性范
围为０．０５～２μｇ／ｍｌ，定量限为０．０５μｇ／ｍｌ。

　　另取玻璃离心管数支，同上述肝组织配制方法，
配成含桂利嗪分别为０．０５、０．１、０．２、０．５、１μｇ／ｍｌ的
小肠组织样品系列，按“１．４”项下操作，以峰面积Ａ对
桂利嗪在小肠组织中的浓度Ｃ作回归计算，得小肠组

织回归方程：Ａ＝５．０８４５Ｃ＋０．８３８５（ｒ＝０．９９８６），线
性范围为０．０５～１μｇ／ｍｌ，定量限为０．０５μｇ／ｍｌ。

图１　空白组织样品（Ａ）及大鼠单剂量

静注２ｍｇ／ｋｇ后组织样品（Ｂ）色谱图

Ｆｉｇ１　ＨＰＬＣｏｆｂｌａｎｋｔｉｓｓｕｅ（Ａ）ａｎｄｔｉｓｓｕｅ

ｓａｍｐｌｅａｆｔｅｒａｓｉｎｇｌｅｄｏｓｅｏｆ２ｍｇ／ｋｇ（Ｂ）

１：Ｃｉｎｎａｒｉｚｉｎｅ

２．３　精密度实验　按“２．２”项下方法配制桂利嗪
低、中、高３个浓度（分别为０．１、０．５、２μｇ／ｍｌ）的肝
组织样品，每个浓度３份，连续测定３ｄ，按“１．４”项
下操作，记录峰面积为Ａ，求出日内和日间ＲＳＤ分
别 为 ７．３７％、１．２５％、５．７％；８．５８％、３．７％、

３．５４％。精密度结果符合临床前药代学的研究要求。

２．４　相对回收率实验　配制含桂利嗪０．１、０．５、２

μｇ／ｍｌ的低、中、高３个浓度的肝组织样品，每个浓
度各３份，按“１．４”项下操作，计算所得浓度和试剂
浓度 的 比 值 即 相 对 回 收 率 分 别 为 １０９．６％、

９６．１６％、１０２．１％。相对回收率结果符合临床前药
代动力学研究要求。

２．５　提取回收率实验　取玻璃离心管数支，精密量
取不同量的桂利嗪对照品溶液适量，以氮气吹干后，
加入空白组织样品５００μｌ，涡旋１ｍｉｎ，配成含桂利嗪

０．１、０．５、２μｇ／ｍｌ的肝组织样品，每种浓度各５份样
品，同“１．４”项下方法进行提取测定，记录桂利嗪的峰
面积Ａ。另取上述３个浓度的桂利嗪对照品溶液各

５００μｌ，分置３个离心管中，以氮气吹干后，用１００μｌ
流动相溶解残留物，进样４０μｌ测定，记录桂利嗪峰面
积Ａｓ。肝组织样品中桂利嗪的提取回收率（％）＝
４Ａ／３Ａｓ×１００％。提取回收率结果分别为（７６．１１±
５．２０）％、（７３．３０±０．０９）％、（７３．３１±１．８７）％。提取回
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收率实验结果符合临床前药代动力学研究要求。

２．６　组织样品的测定　测定结果中心、肝、脾、肺、
肾脑、脂肪、睾丸代入肝标准曲线计算各时间点桂利

嗪的浓度，胃、小肠代入小肠标准曲线计算各时间点
桂利嗪的浓度（图２）。结果表明桂利嗪在１０个组
织脏器中均有分布，其中肺组织中药物浓度最高。

图２　ＳＤ大鼠尾静脉给药２ｍｇ／ｋｇ桂利嗪注射液后不同时间的组织分布图
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３　讨　论

３．１　血浆预处理条件的选择　预处理方法采用一
次液液萃取法，由于桂利嗪为碱性药物，所以在组
织样品提取过程中加入一定量的ＮａＯＨ溶液，使其
在碱性条件下以分子状态存在，再以有机溶剂提取。
实验中对不同组成配比的提取试剂和不同浓度的

ＮａＯＨ溶液进行考察，以优化提取条件。在选择提
取溶剂时，我们曾使用乙醚环己烷（２１）、乙醚环
己烷（１１）、正己烷异丙醇（９１）［６］、环己烷［７］和

叔丁基甲醚５种提取溶剂，结果表明前四种溶剂提
取后均有干扰，而用叔丁基甲醚提取的组织样品则
干扰较少，提取回收率在７０％以上。我们还考察了

０．５、１、２ｍｏｌ／Ｌ共３个浓度的ＮａＯＨ溶液作为提取
前的碱化试剂，发现用０．５ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液碱化
时峰面积响应时最高，而提高ＮａＯＨ溶液浓度时响
应降低２５％。最终定预处理条件为加０．５ｍｏｌ／Ｌ
ＮａＯＨ溶液碱化后以叔丁基甲醚提取。

３．２　色谱条件的选择　桂利嗪是一个非极性化合
物，与反向固定相作用较强，所以使用的流动相中甲
醇比例较高，加入冰醋酸是为了调节ｐＨ值，三乙胺
是为了减少拖尾现象。用甲醇水三乙胺冰醋
酸（８０２００．４０．６）时，药物在６．０ｍｉｎ左右出
峰，会受到组织样品中内源性物质的干扰。用甲
醇醋酸钠缓冲盐为流动相时基线易漂移。最终本
实验确定流动相为甲醇水三乙胺冰醋酸

（７０３００．４０．６），在此条件下桂利嗪出峰时间
适宜且不受内源性物质的干扰。

３．３　组织分布特点　对桂利嗪在大鼠体内的组织分
布研究表明该药物广泛的分布于各组织脏器，但是浓
度均不高。其中在各个时间点肺中的浓度均最高，这
可能和肺部的血流量丰富有关。该药在脑中也有一
定分布，原因在于桂利嗪是非极性药物，能够通过血
脑屏障而达到脑部。在脂肪组织中，随时间的增加药
物浓度也增大，这说明桂利嗪能在该组织中蓄积。
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