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［摘　 要］ 　 建立了同时测定大鼠血浆中 ３ 种细胞色素 Ｐ４５０（ＣＹＰ４５０）亚型酶（ ＣＹＰ１Ａ２、ＣＹＰ２Ｃ９、
ＣＹＰ３Ａ４）活性的 Ｃｏｃｋｔａｉｌ 探针药物的高效液相色谱（ＨＰＬＣ）检测方法。 分别取非那西丁，咪达唑仑

和甲苯磺丁脲三种探针药物，制成混合探针溶液，用一种提取溶剂系统对 ３ 种探针药物同时提取，
并用高效液相色谱法同时测定 ３ 种探针药物的血药浓度，并对其进行专属性、线性范围及检测限、
精密度、回收率、稳定性的验证。 色谱条件选用Ｄｉａｍｏｎｓｉｌ Ｃ１８色谱柱（４．６ ｍｍ×２５０ ｍｍ，５ μｍ）；流动

相为甲醇－５０ ｍＭ 磷酸盐缓冲对（４５ ∶ ５５，ｐＨ ３．２）；检测波长 ２３０ ｎｍ；流速 １．０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；柱温３５ ℃。
结果表明：非那西丁、咪达唑仑、甲苯磺丁脲的线性范围分别为 ０． １０ ～ １０． ０ μｇ ／ ｍＬ（ ｒ ＝ ０．９９９３），
０．０５～５．０ μｇ ／ ｍＬ（ｒ＝ ０．９９９９），０．１０ ～ ５０．０ μｇ ／ ｍＬ（ｒ ＝ ０．９９９１）；方法回收率分别为 ７９．２８％ ～ ８７．９１％，
７６．４３％～８５．３６％，８２．７９％ ～ ９０．６１％。 该 ＨＰＬＣ 检测方法快捷，准确，灵敏度高，可以在同一次试验

中，同时测定大鼠血浆中 ３ 种 ＣＹＰ４５０ 亚酶探针药物（非那西丁，甲苯磺丁脲，咪达唑仑）的浓度，各
探针药物的吸收峰分离完全，无干扰，可用于开展某些受试药物对大鼠 ＣＹＰ４５０ 的 ３ 个主要亚型酶

（ＣＹＰ１Ａ２，ＣＹＰ２Ｃ９，ＣＹＰ３Ａ４）调控作用的相关研究，从而为相关肝药酶代谢研究提供方法学参考。
［关键词］ 　 细胞色素 Ｐ４５０；高效液相色谱法；非那西丁；甲苯磺丁脲；咪达唑仑

基金项目： 四川省公益性科研院所基本科研业务费项目（ＳＡＳＡ２０１４Ａ１３）；四川省财政运行专项（ＳＡＳＡ２０１４ＣＺＹＸ０１０）

作者简介： 李思聪，硕士，从事兽药基础研究与开发工作。

通讯作者： 李旭廷。 Ｅ－ｍａｉｌ：６７６０４９６４０＠ ｑｑ．ｃｏｍ

Ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓ Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ Ｔｈｒｅｅ Ｐｒｏｂｅ Ｄｒｕｇｓ ｏｆ ＣＹＰ４５０
ｉｎ Ｒａｔ Ｐｌａｓｍａ ｂｙ ＨＰＬＣ

ＬＩ Ｓｉ－ｃｏｎｇ１，２， ＹＵＡＮ Ｄｉｎｇ－ｓｈｅｎｇ１，２， ＹＡＮＧ Ｒｕｉ１，２， ＷＡＮＧ Ｂｉｎ１，２， ＬＩ Ｊｉｎ－ｌｉａｎｇ１，２， ＬＩ Ｘｕ－ｔｉｎｇ１，２∗

（１．Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｐｈａｍａｃｏｌｏｇｙ， Ｓｉｃｈｕａｎ Ａｎｉｍａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ａｃａｄｅｍｙ， Ｃｈｅｎｇｄｕ ６１００６６， Ｃｈｉｎａ；

２．Ａｎｉｍａｌ Ｂｒｅｅｄｉｎｇ ａｎｄ Ｇｅｎｅｔｉｃｓ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｓｉｃｈｕａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ， Ｃｈｅｎｇｄｕ ６１００６６， Ｃｈｉｎａ）

　 　 Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＬＩ Ｘｕ－ｔｉｎｇ， Ｅ－ｍａｉｌ： ６７６０４９６４０＠ ｑｑ．ｃｏｍ

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｔｏ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｉｃａｌ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｅｎｚｙｍｅｓ， ａｎ ＨＰＬＣ ｍｅｔｈｏｄ
ｆｏｒ ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｌｙ ｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇ ｔｈｒｅｅ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０（ＣＹＰ） （ＣＹＰ１Ａ２， ＣＹＰ２Ｃ９， ＣＹＰ３Ａ４） ｐｒｏｂｅ ｄｒｕｇｓ ｉｎ ｒａｔ
ｐｌａｓｍａ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ． Ｃｏｃｋｔａｉｌ ｐｒｏｂｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｗａｓ ｐｒｅｐａｒｅｄ ｂｙ ｍｉｘｉｎｇ ｔｈｒｅｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｏｂｅ ｄｒｕｇｓ ｏｆ ＣＹＰ１Ａ２，
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２Ｃ９ ａｎｄ ３Ａ４（ｐｈｅｎａｃｅｔｉｎ， ｔｏｌｂｕｔａｍｉｄｅ ａｎｄ ｍｉｄａｚｏｌａｍ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ）． Ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｄｒｕｇｓ ｗｅｒｅ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｏｎｅ
ｓｏｌｖｅｎｔ ｓｙｓｔｅｍ， ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｉｎ ｒａｔ ｐｌａｓｍａ ｂｙ ＨＰＬＣ， ａｎｄ ｖｅｒｉｆｉｅｄ ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ， ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅ， ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔ，
ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ， ｒｅｃｏｖｅｒｙ ａｎｄ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ． Ｔｈｅ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｏｎ ａ Ｄｉａｍｏｎｓｉｌ Ｃ１８ ｃｏｌｕｍｎ （４．６ ｍｍ×２５０ ｍｍ， ５
μｍ） ｗｉｔｈ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ ｏｆ ｍｅｔｈａｎｏｌ － ５０ ｍＭ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒ （ ４５ ∶ ５５； ｐＨ３． ２）； ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ ｗａｓ ２３０ ｎｍ； ｔｈｅ ｆｌｏｗ ｒａｔｅ ｗａｓ １．０ ｍＬ ／ ｍｉｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｌｕｍｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｗａｓ ３５ ℃ ． Ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ
ｔｈａｔ ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｇｏｏｄ ｌｉｎｅａｒｉｔｙ ｏｆ ｐｈｅｎａｃｅｔｉｎ， ｍｉｄａｚｏｌａｍ ａｎｄ ｔｏｌｂｕｔａｍｉｄｅ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｎｇｅｓ ｏｆ ０．１０～１０．０ μｇ ／ ｍＬ（ ｒ ＝

０．９９９３）， ０．０５～５．０ μｇ ／ ｍＬ（ ｒ＝０．９９９９）， ０．１０～５０．０ μｇ ／ ｍＬ（ ｒ＝０．９９９１）． Ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｗｅｒｅ ７９．２８％ ～ ８７．９１％，
７６．４３％～ ８５．３６％， ８２．７９％ ～ ９０．６１％， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ ｒａｐｉｄ， ａｃｃｕｒａｔｅ， ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ａｎｄ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｆｏｒ
ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｌｙ ｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ＣＹＰ４５０ ｐｒｏｂｅ ｄｒｕｇｓ （ ｐｈｅｎａｃｅｔｉｎ， ｔｏｌｂｕｔａｍｉｄｅ ａｎｄ
ｍｉｄａｚｏｌａｍ） ｉｎ ｒａｔ ｐｌａｓｍａ， ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｄｒｕｇｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ（ｃａｒｂａｍａｚｅｐｉｎｅ） ｗｅｒｅ ｓｅｐａｒａｔｅｄ ｗｅｌｌ ｕｎｄｅｒ
ｔｈｅ ａｂｏｖｅ ＨＰＬＣ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ， ｗｈｉｃｈ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｅｍｐｌｏｙｅｄ ｉｎ ｅｖａｌｕａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｒｕｇｓ ｏｎ ｒａｔ’ｓ ＣＹＰ４５０ ｓｕｂｔｙｐｅ
ｅｎｚｙｍｅｓ（ＣＹＰ１Ａ２， ＣＹＰ２Ｃ９， ＣＹＰ３Ａ４） ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ａｎｄ ｉｎ ｒｅｌａｔｉｖｅｄ ｓｔｕｄｉｅｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ＣＹＰ４５０； ＨＰＬＣ； ｐｈｅｎａｃｅｔｉｎ； ｔｏｌｂｕｔａｍｉｄｅ； ｍｉｄａｚｏｌａｍ

　 　 细胞色素 Ｐ４５０（ＣＹＰ４５０）是药物代谢过程中

的关键酶，是一个具有大量底物特异性的同工酶大

家族，负责生物体内绝大多数外源性化合物的生物

转化［１－２］， 可代谢大约 ２５ 万种外源性物质［３］。
ＣＹＰ４５０ 涉及 １００ 余种亚型，其中最主要亚型是

ＣＹＰ３Ａ４ （ 代 谢 的 药 物 占 全 部 药 物 的 ５０％），
ＣＹＰ２Ｃ９（代谢药物约占 １０％）和 ＣＹＰ１Ａ２（代谢药

物约占 ４％），是药物代谢和毒理学研究的重要指

标［１］。 鉴于 ＣＹＰ４５０ 在药物代谢过程中的重要性，
国内外均把药物对 ＣＹＰ４５０ 的影响作为药物联用、
食药合用、草药合用的重要依据［４－６］。 Ｃｏｃｋｔａｉｌ 探针

药物法是研究药物对 ＣＹＰ４５０ 酶活性影响及药物

相互作用的主要手段，通过测定特异性探针药物的

血药浓度大小间接反映 ＣＹＰ４５０ 各亚型的活性情

况［７－１０］。 本研究采用 Ｃｏｃｋｔａｉｌ 探针药物法，ＨＰＬＣ
同时测定大鼠血浆中 ＣＹＰ１Ａ２，ＣＹＰ２Ｃ９，ＣＹＰ３Ａ４
的探针药物非那西丁、甲苯磺丁脲和咪达唑仑的浓

度，并对该 ＨＰＬＣ 法进行了方法学研究，以期为开

展某些药物对大鼠 ＣＹＰ１Ａ２，ＣＹＰ２Ｃ９ 和 ＣＹＰ３Ａ４
的调控作用和相关药物相互作用研究等提供方法

学参考。
１　 材　 料

１．１　 仪器　 ＵｌｔｉＭａｔｅ ３０００ 型高效液相色谱仪，美国

戴安公司；ＷＨ－３ 微型漩涡混合仪，上海泸西分析

仪器 厂； Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ ＭｉｎｉＳｐｉｎ ｐｌｕｓ 离 心 机， 德 国

Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司；ＣＱ２５０ 超声洗涤器，上海超声仪器

厂；ＭＤ２００－１ 氮吹仪，杭州奥盛仪器有限公司。
１．２ 　 药物与试剂 　 非那西丁 （批号 １０００９５ －

２０１２０５；含量 ９８．０％），甲苯磺丁脲（批号 １００５００－

２００８０１；含量 ９８． ５％），卡马西平 （批号 １００１４２ －

２０１１０５；含量 ９９． ７％）， 咪达唑仑对照品 （ 批号

１７１２６５－２０１４０２；含量 ９９．８％），以上对照品均购自

中国食品药品检定研究院；甲醇为色谱纯，其他试

剂均为分析纯，水为纯化水。
１．３　 实验动物 　 健康清洁级 ＳＤ 雄性大鼠，体重

２００±２０ ｇ，由成都达硕实验动物有限公司提供，合
格证号：ＳＣＸＫ（川）２０１３－２４。 整个试验期间，于室

温 ２０～ ２４ ℃下饲养，每天采食供给饲料及纯化水，
采血前 １２ ｈ 限饲。
２　 方　 法

２．１　 色谱条件 　 色谱柱：Ｄｉａｍｏｎｓｉｌ Ｃ１８（４．６ ｍｍ×

２５０ ｍｍ，５ μｍ）；流动相为甲醇－５０ ｍＭ 磷酸盐缓冲

对（４５ ∶ ５５，ｐＨ ３．２）；紫外检测波长 ２３０ ｎｍ；流速

１．０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；柱温 ３５ ℃。
２．２　 溶液配制

２．２．１　 对照品储备液的制备　 分别取干燥至恒重

的非那西丁，咪达唑仑，甲苯磺丁脲和卡马西平（内
标）对照品适量，精密称定，加甲醇分别制成每１ ｍＬ
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含 ４ μｇ 的储备液，４ ℃避光冷藏备用。
２．２．２　 Ｃｏｃｋｔａｉｌ混合探针液的制备　 精密称取非那

西丁４０ ｍｇ，甲苯磺丁脲２０ ｍｇ，咪达唑仑１０ ｍｇ至同

一ＥＰ管中，加入０．２％ ＣＭＣ－Ｎａ水溶液１０ ｍＬ，涡旋

混匀，超声１０ ｍｉｎ， 即配制成Ｃｏｃｋｔａｉｌ混合探针液。
该混合探针液于大鼠给药前新鲜配制，配好后立即

使用。
２．３　 大鼠血浆样品处理　 取大鼠血浆１００ μＬ，加入

含内标卡马西平的甲醇溶液（４ μｇ ／ ｍＬ）１００ μＬ，涡旋

３０ ｓ，超声１０ ｍｉｎ后，１３０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心５ ｍｉｎ，弃沉淀，
取上清液，０．４５ μｍ滤膜过滤，取２０ μＬ进样测定。
２．４　 方法学验证

２．４．１　 专属性试验　 分别取大鼠空白血浆；含有卡

马西平，非那西丁，咪达唑仑及甲苯磺丁脲对照品

的大鼠空白血浆样品；大鼠灌胃 Ｃｏｃｋｔａｉｌ 混合探针

液后 ０．５ ｈ 尾静脉采集的血浆样品，按照 ２．３ 项进

行血浆样品处理；另外取卡马西平，非那西丁，咪达

唑仑及甲苯磺丁脲混合对照品。 上述 ４ 个待测样

品，参照 ２．１ 项色谱条件，分别取 ２０ μＬ 进样，记录

色谱图。
２．４．２　 线性范围和检测限　 取 ６ 只试管并分别精

确加入一定量的非那西丁，甲苯磺丁脲，咪达唑仑

对照品储备液，４０ ℃氮气流下挥干甲醇溶液，残留

物中再分别精密加入含内标卡马西平的甲醇储备

液（４ μｇ ／ ｍＬ）１００ μＬ 和大鼠空白血浆 １００ μＬ，使各

组分中药物浓度分别为非那西丁 ０．１０，０．５０，１．００，
２．００，５． ００，１０． ０ μｇ ／ ｍＬ；甲苯磺丁脲 ０． １０，１． ００，
２．００，５．００， ２５．０，５０．０ μｇ ／ ｍＬ；咪达唑仑 ０．０５，０．１０，
０．５０，１．００，２．５０，５．００ μｇ ／ ｍＬ，涡旋 ３０ ｓ，超声 １０ ｍｉｎ
后，１３０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，弃沉淀，取上清液，
０．４５ μｍ滤膜过滤，按 ２．１ 项下条件进样 ２０ μＬ，测
定分析，以各组分探针药物的浓度为横坐标，探针

药物和内标的峰面积比为纵坐标进行线性回归，得
非那西丁、甲苯磺丁脲、咪达唑仑的回归方程。
２．４．３　 精密度试验 　 分别取非那西丁 ０．５０，５．００，
１０．０ μｇ ／ ｍＬ，咪达唑仑 ０．１０，０．５０，１．００ μｇ ／ ｍＬ，甲苯

磺丁脲 ５．０，２５．０，５０．０ μｇ ／ ｍＬ ３ 个浓度的标准血浆

样品，各取 ５ 份，按 ２．３ 项下方法进行血浆样品处

理，按 ２．１ 项下条件测定，于同 １ ｄ 内进样 ５ 次测

定，求得日内 ＲＳＤ；连续测定 ５ ｄ，求得日间 ＲＳＤ。
２．４．４　 回收率试验 　 分别取非那西丁 ０．５０，５．００，
１０．０ μｇ ／ ｍＬ，甲苯磺丁脲 ５．０，２５．０，５０．０ μｇ ／ ｍＬ，咪
达唑仑 ０．１０，０．５０，１．００ μｇ ／ ｍＬ ３ 个浓度的标准血浆

样品，各 ５ 份，按 ２．３ 项下方法进行血浆样品处理，
按 ２．１ 项下条件测定，用已求得的标准曲线回归方

程计算浓度，并以测定值的平均值与配制的理论浓

度比较，计算相对回收率。
２．４．５　 稳定性试验　 分别配制含 ３ 个探针药物的

低、中、高浓度的标准血浆样品，于室温放置 ２４ ｈ，
－２０ ℃冻存 ３０ ｄ，反复冻融 ３ 次。 按 ２．３ 项下方法

处理，按 ２．１ 项下条件测定，记录探针药峰面积和

内标峰面积，计算样品浓度及 ＲＳＤ。
２．５　 应用　 选取ＳＤ雄性大鼠８只（体重 ２００±２０ ｇ），
按照 １０ ｍＬ ／ ｋｇ Ｂ．Ｗ．灌胃给药 Ｃｏｃｋｔａｉｌ 混合探针

液，灌胃后 ０．０８３，０．２５，０．５０，０．７５，１，２，４，２４ ｈ 尾静

脉取血，每次取血量 ０．２ ｍＬ。 血样采集后置于肝素

抗凝的试管中，４０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ 分离得到血

浆，按照 ２．３ 项下方法进行血浆处理，按 ２．１ 项色谱

条件，各取 ２０ μＬ 进样，记录色谱图和峰面积。
３　 结果与分析

３．１　 专属性试验　 在上述色谱条件下测得色谱图

如图 １ 所示，分别为空白血浆（图１－Ａ），卡马西平、
非那西丁、咪达唑仑及甲苯磺丁脲混合对照品（图１
－Ｂ），含卡马西平、非那西丁、咪达唑仑及甲苯磺丁

脲对照品的大鼠空白血浆 （图 １ － Ｃ），大鼠灌胃

Ｃｏｃｋｔａｉｌ 混合探针液后０．５ ｈ血浆样品（图１－Ｄ）。 从

图 １ 可见，非那西丁，咪达唑仑及甲苯磺丁脲与内

标卡马西平，空白血浆中的内源性物质分离良好。
３．２　 线性范围和检测限　 探针药物中，非那西丁的

回归方程为：Ｙ＝０．７８７８Ｘ－０．０３０６，ｒ＝０．９９９３；甲苯磺丁

脲的线性方程为：Ｙ＝０．６３７２Ｘ＋０．０７５１，ｒ＝０．９９９１；咪达

唑仑的线性方程为：Ｙ＝０．９７５Ｘ－０．００８７，ｒ＝０．９９９９。 线

性范围分别为：非那西丁０．１０ ～ １０．０ μｇ ／ ｍＬ；甲苯磺

丁脲０．１０～５０．０ μｇ ／ ｍＬ；咪达唑仑 ０． ０５ ～ ５．０ μｇ ／ ｍＬ，
最低定量限（Ｓ ／ Ｎ＝ １０）非那西丁、甲苯磺丁脲均为

０．１０ μｇ ／ ｍＬ，咪达唑仑为０．０５ μｇ ／ ｍＬ。

·３２·
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１－Ａ：空白血浆（ｂｌａｎｋ ｐｌａｓｍａ）；１－Ｂ：探针药物＋卡马西平（ｐｒｏｂｅ ｄｒｕｇｓ＋ｃａｒｂａｍａｚｅｐｉｎｅ）；

１－Ｃ：空白血浆＋探针药物＋卡马西平（ｂｌａｎｋ ｐｌａｓｍａ ＋ｐｒｏｂｅ ｄｒｕｇｓ＋ｃａｒｂａｍａｚｅｐｉｎｅ）；

１－Ｄ：大鼠给予探针药物后 ０．５ ｈ 血浆＋卡马西平（ｐｌａｓｍａ ａｆｔｅｒ ｒａｔ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｂｅ ｄｒｕｇｓ ＋ｃａｒｂａｍａｚｅｐｉｎｅ）

１． 非那西丁（ｐｈｅｎａｃｅｔｉｎ）；２． 咪达唑仑（ｍｉｄａｚｏｌａｍ）；３． 卡马西平（ｃａｒｂａｍａｚｅｐｉｎｅ）；４．甲苯磺丁脲（ｔｏｌｂｕｔａｍｉｄｅ）

图 １　 高效液相色谱图

Ｆｉｇ １　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ

·４２·
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３．３　 精密度试验　 表１精密度试验结果表明，不同

浓度非那西丁、咪达唑仑、甲苯磺丁脲日内、日间精

密度 ＲＳＤ 均小于 ７％，精密度良好。

３．４　 回收率试验　 表１回收率试验结果表明，不同

浓度非那西丁、咪达唑仑、甲苯磺丁脲回收率均值

均在 ７５％以上，回收率稳定。

３．５　 稳定性试验　 表２稳定性试验结果表明，含 ３

种探针药物低、中、高浓度的标准血浆样品经室温

存放 ２４ ｈ，－２０ ℃冻存 ３０ ｄ，反复冻融 ３ 次后，非那

西丁、甲苯磺丁脲、咪达唑仑的低、中、高浓度 ＲＳＤ

均小于 ９％，血浆样品稳定性良好。

表 １　 探针药物的精密度和回收率结果

Ｔａｂ １　 Ｔｈｅ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎｓ ａｎｄ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ｐｒｏｂｅｓ

探针药物
（ｐｒｏｂｅ ｄｒｕｇ）

理论浓度 ／ （μｇ·ｍＬ－１）
（ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ） ／ （μｇ·ｍＬ－１）

精密度（ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ），ＲＳＤ ／ ％

日内（ｉｎｔｒａ－ｄａｙ） 日间（ｉｎｔｅｒ－ｄａｙ）
回收率 ／ ％

（ｒｅｃｏｖｅｒｙ） ／ ％

非那西丁
（ｐｈｅｎａｃｅｔｉｎ）

０．５０ ４．８ ５．２ ７９．２８±３．６７

５．００ ３．６ ３．９ ８３．５６±３．１３

１０．０ ２．８ ３．１ ８７．９１±２．５８

咪达唑仑
（ｍｉｄａｚｏｌａｍ）

０．１０ ６．５ ６．７ ７６．４３±３．７９

０．５０ ５．６ ５．９ ８０．９０±２．４２

１．００ ３．９ ４．４ ８５．３６±２．６１

甲苯磺丁脲
（ｔｏｌｂｕｔａｍｉｄｅ）

５．０ ４．０ ４．２ ８２．７９±３．２３

２５．０ ２．５ ２．４ ８４．０９±２．５７

５０．０ ２．１ ２．２ ９０．６１±２．４８

表 ２　 探针药物的稳定性考察

Ｔａｂ ２　 Ｓｔａｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｂｅｓ

探针药物
（ｐｒｏｂｅ ｄｒｕｇ）

浓度
（ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ）
／ （μｇ·ｍＬ－１）

室温放置 ２４ ｈ
（ｒｏｏｍ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ）

－２０ ℃冷冻 ３０ ｄ
（ｆｒｅｅｚｅ－ｓｔｏｒｅｄ）

反复冻融 ３ 次
（ｆｒｅｅｚｉｎｇ ａｎｄ ｔｈａｗｉｎｇ）

平均值

（ｍｅａｎ） ／ （μｇ·ｍＬ－１）
ＲＳＤ ／ ％

平均值

（ｍｅａｎ） ／ （μｇ·ｍＬ－１）
ＲＳＤ ／ ％

平均值

（ｍｅａｎ） ／ （μｇ·ｍＬ－１）
ＲＳＤ ／ ％

非那西丁
（ｐｈｅｎａｃｅｔｉｎ）

０．５０ ０．３９±０．０３ ６．８４ ０．４０±０．０３ ７．１５ ０．３９±０．０３ ７．４２

５．００ ４．１９±０．２２ ５．２１ ４．０７±０．２２ ５．４７ ４．１０±０．２３ ５．５５

１０．０ ８．７５±０．３２ ３．６６ ８．７７±０．３０ ３．４２ ８．６８±０．３４ ３．８９

咪达唑仑
（ｍｉｄａｚｏｌａｍ）

０．１０ ０．０７５±０．０１ ７．２２ ０．０７３±０．０１ ８．４３ ０．０７４±０．０１ ８．１３

０．５０ ０．４０±０．０３ ６．２７ ０．３９±０．０２ ５．９２ ０．３９±０．０３ ６．８７

１．００ ０．８６±０．０４ ４．６４ ０．８５±０．０４ ５．２４ ０．８４±０．０５ ５．４９

甲苯磺丁脲
（ｔｏｌｂｕｔａｍｉｄｅ）

５．０ ４．０４±０．１５ ３．７８ ３．９４±０．１８ ４．５４ ３．８９±０．１８ ４．６９

２５．０ ２１．５４±０．５５ ２．５６ ２０．８５±０．６５ ３．１４ ２０．２５±０．５７ ２．８２

５０．０ ４４．６４±１．０６ ２．３７ ４５．０３±１．２１ ２．６８ ４４．９７±１．０５ ２．３３

３．６　 应用　 由图 ２ 所得均值药－时曲线所示，本测

试方法可用于同时测定大鼠体内非那西丁、甲苯磺

丁脲、咪达唑仑的血药浓度，可用来评价药物对

ＣＹＰ１Ａ２、ＣＹＰ２Ｃ９、ＣＹＰ３Ａ４ 的影响。

·５２·
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２－Ａ：非那西丁（ｐｈｅｎａｃｅｔｉｎ）；２－Ｂ：甲苯磺丁脲（ｔｏｌｂｕｔａｍｉｄｅ）；

２－Ｃ：咪达唑仑（ｍｉｄａｚｏｌａｍ）

图 ２　 大鼠灌胃 ３ 种探针药物后的血浆浓度

均值－时间曲线图

Ｆｉｇ ２　 Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ－ｔｉｍｅ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ３ ｐｒｏｂｅ ｄｒｕｇｓ

ｉｎ ｒａｔ ｐｌａｓｍａ ａｆｔｅｒ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ

４　 讨论与小结

在 ＣＹＰ４５０ 探针药物选择中，ＣＹＰ１Ａ２ 主要的

探针 药 物 有 咖 啡 因［１１－１２］、 茶 碱［１３］ 和 非 那 西

丁［１４－１６］，本研究 ＣＹＰ１Ａ２ 探针药物筛选时发现茶

碱与血浆内源性物质有干扰，咖啡因属于国家管制

类药物，购买不便，故选用非那西丁作为 ＣＹＰ１Ａ２
探针底物； ＣＹＰ２Ｃ９ 探针药物主要有甲苯磺丁

脲［１４，１６］和华法林［１７］，然而 Ｈｏｌｂｒｏｏｋ ＡＭ 等［１８］ 报道

华法林容易和多种食物及药物相互作用而导致严

重不良反应，因此选用甲苯磺丁脲作为 ＣＹＰ２Ｃ９ 探

针底物；咪达唑仑是评价 ＣＹＰ３Ａ４ 代谢活性的常用

探针药物，其既可静脉用药，也可口服给药，吸收快

速且完全，不良反应轻微，满足安全、快速、特异性

强等检测要求，而且与众多的 ＣＹＰ３Ａ４ 底物有着良

好的相关性［１９］。 综上所述，本实验选择非那西丁、
甲苯磺丁脲、咪达唑仑作为大鼠 ＣＹＰ１Ａ２、ＣＹＰ２Ｃ９、
ＣＹＰ３Ａ４ 的探针药物。

本研究曾对 ３ 种探针药物及内标卡马西平进

行全波长扫描，各药物在 ２３０ ｎｍ 均有较大紫外吸

收；采用甲醇－５０ ｍＭ 磷酸盐缓冲对（６５ ∶ ３５）作为

流动相［２０］，结果咪达唑仑与非那西丁出峰时间重

叠，将甲醇浓度逐步降低，咪达唑仑与非那西丁逐

渐分离，但甲苯磺丁脲保留时间也随之延后，降至

３５％时，其保留时间超过 ６０ ｍｉｎ，最终确定甲醇浓

度在 ４５％时，可有效缩短检测时间；当流动相 ｐＨ 大

于 ３．５ 时，甲苯磺丁脲具有明显的拖尾现象，ｐＨ３．０
时，咪达唑仑也出现拖尾，通过优化，流动相 ｐＨ 调

为 ３．２。 故最终确定流动相为甲醇－５０ ｍＭ 磷酸盐

缓冲对（４５ ∶ ５５；ｐＨ３．２），检测波长 ２３０ ｎｍ，在该条

件下 ３ 种探针药物及内标分离完全，峰形良好，无
杂质峰干扰，血浆内源性物质对 ３ 种探针药物及内

标的分离测定均无干扰。 通过方法学考察表明该

ＨＰＬＣ 检测方法灵敏度高，专属性好，重现性好，准
确性高，稳定可靠，可用于生物样本分析研究。 动

物实验表明，用该 ＨＰＬＣ 检测法研究药物在体内代

谢具有较好的灵敏度，可以满足动物实验的要求。
本研究建立的方法，可在同一色谱条件下测定

３ 种 ＣＹＰ４５０ 亚型酶探针药物的浓度，因而可对各

亚型酶的活性进行同时测定，可同时获取经多个代

谢途径的信息，且操作简便，快捷，成本较低。 为研

究药物对 ＣＹＰ４５０ 活性的影响，本方法对于评价药

物的安全性、预测代谢性药物相互作用以及指导临

床合理用药具有积极的意义。
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