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　　药用辅料作为药物制剂中不可缺少的组分，通常被认为

是惰性物质。非离子型表面活性剂普朗尼克（ｐｌｕｒｏｎｉｃ）常用

来增加难溶性药物在水中的溶解度和改善难溶性药物在体

内生物利用度差等问题，但有研究表明，普朗尼克对某些药

物的转运与吸收具有一定的影响［１３］。因此，研究普朗尼克

对药物在体内的吸收与分布的影响具有重要意义。

　　本实验选用抗癫　药物地西泮为实验药物，研究非离子

型表面活性剂ＰｌｕｒｏｎｉｃＦ６８对地西泮在小鼠血浆和脑组织中

浓度及分布的影响，为地西泮相关制剂的制备提供实验依据。

１　材料和方法

１．１　仪器、药品及试剂　日本岛津高效液相色谱系统，包括

ＬＣＳｏｌｕｔｉｏｎ色谱工作站、ＬＣ２０ＡＴ二元梯度泵、ＳＩＬ２０Ａ自

动进样系统、ＳＰＤＭ２０Ａ二极管阵列检测器、ＤＧＵ２０Ａ在线

脱气系统以及ＣＴＯ２０Ａ柱温箱。ＳＨＺⅢ型循环水真空泵

（上海亚容生化仪器厂），高速离心机（深圳国华仪器厂），

ＸＷ８０Ａ漩涡混合器（上海医科大学仪器厂），电子天平（梅

特勒托利多国际贸易有限公司）。

　　地西泮对照品（中国药品生物制品检定所，批号：

１２３０９６０，纯度为９９．５％），卡马西平（江苏恒瑞医药股份有

限公司），Ｐｌｕｒｏｎｉｃ○ＲＦ６８（德国ＢＡＳＦ公司），地西泮（天津金耀

氨基酸有限公司，批号：１００６１１３），乙腈（山东禹王实业有限

公司禹城化工厂），去离子水（兰州大学第一医院自制，电阻

率１７ＭΩ·ｃｍ），甲醇（色谱纯；美国迪马科技有限公司）。

１．２　实验动物　昆明种雄性小鼠，ＳＰＦ级，体质量１８～２２

ｇ，购于甘肃省中医学院实验动物中心［合格证号：ＳＹＸＫ（甘

２００４０００６）］。于兰州大学第一医院药剂科动物实验室饲养，

饲养温度为１８～２２℃，自由摄取饮水。

１．３　色谱条件　色谱柱：ＶＰＯＤＳＣ１８柱（４．６ｍｍ×１５０ｍｍ，

５μｍ；日本岛津公司）；流动相：甲醇０．１％磷酸溶液（５５４５，

Ｖ／Ｖ）；流速：１．０ｍｌ／ｍｉｎ；检测波长：２２９ｎｍ；柱温：４０℃；进样

量：２０μｌ。

１．４　血浆与脑组织样品处理　精密吸取小鼠血浆０．１ｍｌ，

置于１．５ｍｌ具塞离心管中，加入０．２ｍｌ的内标溶液，涡旋震

荡３０ｓ，１２０００×ｇ离心５ｍｉｎ除去蛋白质后取上清液，加入

少许ＮａＣｌ盐析，１２０００×ｇ离心，取２０μｌ上清液进样分析。

　　脑组织用生理盐水漂洗，除去残留的血液，滤纸吸干水

分后，１ｇ脑组织中加入２ｍｌ冷冻生理盐水匀浆，１２０００×ｇ
离心５ｍｉｎ。精密吸取小鼠脑组织匀浆上清液０．２ｍｌ，加入

０．４ｍｌ的内标溶液，涡旋震荡３０ｓ，１２０００×ｇ离心５ｍｉｎ除

去蛋白质，取上清液，加入少许 ＮａＣｌ盐析，１２０００×ｇ离心，

吸取乙腈层，用Ｎ２吹干后加入０．１ｍｌ内标溶液，１２０００×ｇ
离心后取２０μｌ上清液进样分析。

１．５　标准曲线的绘制　血浆：精密称取卡马西平适量，用乙

腈溶解并稀释成６μｇ／ｍｌ的内标溶液。精密称取地西泮标准

品适量，用内标溶液溶解并定容于１０ｍｌ容量瓶中，得到２８０

μｇ／ｍｌ的地西泮标准品溶液。精密吸取地西泮标准品溶液适

量，加内标溶液配制得到质量浓度为２８、１４、７、３．５、１．７５、

０．８７、０．４３、０．２１μｇ／ｍｌ的系列标准品溶液，加入０．１ｍｌ空白

血浆，按１．４项下条件处理后取２０μｌ进样，按１．３项色谱条

件测定，以地西泮的浓度为横坐标，所测得的地西泮与内标

的峰面积比为纵坐标，进行线性回归，得到地西泮在小鼠血

浆中的标准曲线方程。

　　脑组织：精密吸取地西泮标准品溶液适量，加内标溶液
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配制得到质量浓度为５．６、２．８、１．４、０．７、０．３５、０．１７、０．０８

μｇ／ｍｌ的系列标准品溶液，加入０．２ｍｌ空白脑组织上清液，

按１．４项下条件处理后取２０μｌ进样，按１．３项色谱条件测

定，以地西泮的浓度为横坐标，所测得的地西泮与内标的峰

面积比为纵坐标，进行线性回归，得到地西泮在小鼠脑组织

中的标准曲线方程。

１．６　方法专属性　取小鼠空白血浆或空白脑组织上清液，

按１．４项下血浆样品和脑组织样品处理方法操作，记录色谱

图。将含有内标的地西泮溶液加入空白血浆或空白脑组织

上清液中，同法操作，记录色谱图。取给予小鼠地西泮灌胃

后所采集的血浆样品和脑组织样品，同法操作，记录色谱图。

１．７　精密度考察　血浆：取小鼠空白血浆０．１ｍｌ，加入配制

的高、中、低（１４、１．７５、０．４３μｇ／ｍｌ）浓度的含有内标的地西泮

标准溶液，按１．４项下条件处理。于１ｄ内不同时间点进样５
次，将所测得的峰面积比代入标准曲线方程中，计算出实际

浓度，并算得日内精密度；连续５ｄ配制高、中、低浓度地西泮

标准溶液各１份，经处理后进行测定，算得日间精密度。

　　脑组织：取小鼠空白脑组织上清液０．２ｍｌ，加入配制的

高、中、低（２．８、０．７、０．１７μｇ／ｍｌ）浓度的含有内标的地西泮标

准溶液，按１．４项下条件处理。于１ｄ内不同时间点进样５
次，连续５ｄ进样各１次，将所测得的峰面积比代入标准曲线

方程中，计算出实际浓度，并算得日内精密度和日间精密度。

１．８　回收率计算　血浆：配制高、中、低（１４、１．７５、０．４３μｇ／

ｍｌ）３个质量浓度的地西泮标准品溶液各５份，加入空白血

浆０．１ｍｌ，按１．４项下条件处理后进样分析，记录峰面积比，

代入标准曲线计算地西泮的实际浓度，并算得回收率。

　　脑组织：配制高、中、低（２．８、０．７、０．１７μｇ／ｍｌ）３个质量

浓度的地西泮标准品溶液各５份，加入空白脑组织上清液

０．２ｍｌ，按１．４项下条件处理后进样分析，计算地西泮的实际

浓度，并算得回收率。

１．９　给药方法及样品采集　将２４只健康雄性昆明种小鼠

随机分成４组，实验前禁食１２ｈ，可自由饮水。４组小鼠经灌

胃分别给予地西泮 （１０ ｍｇ／ｋｇ）、地西泮 （１０ ｍｇ／ｋｇ）＋

ＰｌｕｒｏｎｉｃＦ６８（６００ｍｇ／ｋｇ）、地西泮（１０ｍｇ／ｋｇ）＋ Ｐｌｕｒｏｎｉｃ

Ｆ６８（４００ｍｇ／ｋｇ）溶液、地西泮（１０ｍｇ／ｋｇ）＋ ＰｌｕｒｏｎｉｃＦ６８
（２５０ｍｇ／ｋｇ）。每只小鼠的灌胃容积为０．１ｍｌ／１０ｇ体质量。

灌胃给予相应药物后的第４０分钟，摘除小鼠眼球采集全血，

断颈处死后采集脑组织。将采集到的血样置于经肝素钠处

理过的离心管中，于１２０００×ｇ离心５ｍｉｎ得到血浆。将脑

组织按１．４项下条件处理后，取２０μｌ进样测定，记录峰面

积，代入标准曲线算得地西泮的血药浓度和在脑组织中

浓度。

１．１０　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计学分析，

组间比较采用Ｓｔｕｄｅｎｔｔ检验，检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＨＰＬＣ测定小鼠血浆和脑组织中地西泮的方法学考察

２．１．１　色谱行为和方法专属性　在１．３项色谱条件下，检

测小鼠血浆与脑组织样品色谱图，结果显示地西泮的保留时

间为８．３７ｍｉｎ，卡马西平的保留时间为１６．６８ｍｉｎ。小鼠血

浆或脑组织样品中的内源性物质与地西泮、内标卡马西平分

离良好，对地西泮检测无干扰，因此本血药浓度测定方法的

专属性符合测定要求。

２．１．２　标准曲线　血浆／脑组织：以地西泮的浓度为横坐标

（ｘ），地西泮与内标的峰面积比为纵坐标（ｙ），进行线性回归

并绘制标准曲线，回归方程分别为ｙ＝０．３０４ｘ－０．０６９，ｒ＝

０．９９９５（血浆）；ｙ＝０．２２０ｘ＋０．０１１，ｒ＝０．９９９１（脑组织）。

结果表明，地西泮血浆样品在０．２１～２８μｇ／ｍｌ范围内线性关

系良好，脑组织样品在０．０８～５．６μｇ／ｍｌ范围内线性关系

良好。

２．１．３　精密度　地西泮血浆样品和脑组织样品的精密度实

验结果表明，该方法所测定的地西泮在血浆样品中的高、中、

低浓度的日内精密度的ＲＳＤ值均小于２．８９％，脑组织样品

日内精密度的 ＲＳＤ值小于４．２４％；血浆样品日间精密度

ＲＳＤ值小于４．０６％，脑组织样品ＲＳＤ值小于４．９２％。均符

合体内样品含量测定方法的要求。

２．１．４　回收率　地西泮血浆样品和脑组织样品方法回收率

实验结果表明，地西泮在血浆样品高、中、低３个浓度的回收

率为８８．１９％～１０９．６８％，ＲＳＤ值小于４．３１％；脑组织样品

为８６．３０％～１１０．６４％，ＲＳＤ值小于３．７３％。该结果表明此

方法符合生物样品测定要求。

２．２　ＰｌｕｒｏｎｉｃＦ６８对地西泮在小鼠血浆和脑组织中药物浓度

的影响　４组小鼠给药４０ｍｉｎ后采集的血样和脑组织经处理

后进行ＨＰＬＣ分析，算得血浆和脑组织中地西泮的浓度，结果

表明地西泮在小鼠血浆和脑组织中的浓度随ＰｌｕｒｏｎｉｃＦ６８剂量

的增大而升高，中、高剂量（４００、６００ｍｇ／ｋｇ）ＰｌｕｒｏｎｉｃＦ６８组小

鼠血浆中的药物浓度和高剂量（６００ｍｇ／ｋｇ）脑组织中的药物浓

度高于单用地西泮组（Ｐ＜０．０５，表１）。

表１　ＰｌｕｒｏｎｉｃＦ６８对地西泮血药浓度和

脑组织浓度的影响

ｎ＝６，珚ｘ±ｓ，ρＢ／（μｇ·ｍｌ－１）

组别 血药浓度 脑组织中
药物浓度

地西泮 ２．９８８±０．８９８ ０．１３８±０．０５８
地西泮＋ＰｌｕｒｏｎｉｃＦ６８

　低剂量 （２５０ｍｇ／ｋｇ） ３．６５０±０．６８６ ０．１４０±０．０６６

　中剂量 （４００ｍｇ／ｋｇ） ４．７９７±１．２９１ ０．１８８±０．０９８

　高剂量 （６００ｍｇ／ｋｇ） ４．８２７±１．２７１ ０．２１５±０．０４９

　Ｐ＜０．０５与单用地西泮组比较

３　讨　论

　　本实验结果表明，地西泮在小鼠血浆和脑组织中的浓度

随ＰｌｕｒｏｎｉｃＦ６８剂量的增大而升高，中剂量和高剂量的Ｐｌｕ

ｒｏｎｉｃＦ６８增加了小鼠血浆中地西泮的浓度，高剂量的Ｐｌｕ

ｒｏｎｉｃＦ６８增加了小鼠脑组织中地西泮的浓度。

　　地西泮在小鼠血浆中药物浓度和脑组织中药物浓度的
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升高可能主要源于以下两个方面：（１）对Ｐｇｐ功能的抑制。

Ｂａｔｒａｋｏｖａ等［４］研究发现，在Ｐｌｕｒｏｎｉｃ系列药用辅料中，聚氧

丙烯基团数量为３０～６０的辅料都具有抑制Ｐｇｐ的功能。

Ｍａ等［５］研究表明，ＰｌｕｒｏｎｉｃＦ６８可改善利福平小肠吸收，并

增加其生物利用度。同样，地西泮作为Ｐｇｐ的底物［６］，其在

动物体内的吸收和分布也可能受到Ｐｇｐ功能变化的影响。

ＰｌｕｒｏｎｉｃＦ６８对Ｐｇｐ的功能的抑制，可能增加了地西泮在小

鼠血浆中的药物浓度和脑组织中的分布。（２）地西泮溶解度

的增加。ＰｌｕｒｏｎｉｃＦ６８作为非离子型表面活性剂，具有一定

增溶作用，ＰｌｕｒｏｎｉｃＦ６８可增加地西泮在水中的溶解度，从而

增加地西泮的吸收，导致小鼠血液中药物浓度的增加。

　　本研究结果表明，一定浓度的ＰｌｕｒｏｎｉｃＦ６８可影响地西

泮在血浆和脑组织中的分布，因此，当选用ＰｌｕｒｏｎｉｃＦ６８相关

药物制剂的辅料时，必须评价ＰｌｕｒｏｎｉｃＦ６８对药物在血浆与

脑组织分布的影响，以确保安全性。
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